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Riassunto. Lo scopo della presente indagine sperimentale ¢ stato quello di valutare biosierotipo
e caratteri di patogenicita di ceppi di Yersinia enterocolitica isolati da suini pesanti macellati in
uno stabilimento sito in Lombardia nel periodo compreso tra Gennaio 2006 e Febbraio 2009. In
totale sono stati caratterizzati 69 ceppi di Yersinia spp., di cui 37 (53,6%) sono stati identificati
come Y. enterocolitica. Di questi, 32 (46,4%) sono risultati appartenenti al biotipo 1A e 5
(7,2%) al biosierotipo 4/0:3. E stata inoltre rilevata la presenza di specie di origine ambientale
(Y. frederiksenii, Y. mollaretii, Y. bercovieri, Y. kristensenii ¢ Y. intermedia). 1 37 ceppi di Y.
enterocolitica sono stati sottoposti a PCR per la ricerca dei geni di virulenza yadA, ail, inv, ystA
and ystB. Dei 5 stipiti di Y. enterocolitica 4/0:3, uno ¢ risultato positivo per il gene yadA, e 4 per
il gene ail. Tuttavia, la PCR multiplex applicata per la ricerca dei geni inv, ystA4 e ystB non ha
fornito esiti definitivi e pertanto non ¢ stato possibile stabilire la reale presenza di tali geni nei
ceppi patogeni e non patogeni di Y. enterocolitica.

Abstract. The aim of this study was to characterize the bioserotype and to investigate the presence
of virulence factors in Yersinia entercolitica strains isolated from fattening pigs, selected in one
abbatoir of Northern Italy, during the three-year period January 2006 - February 2009. Sixty-
nine Yersinia spp. strains were subjected to biochemical and serological typing: thirty-two Y.
enterocolitica isolates (46.4%) belonged to biotype 1A and five (7.2%) to bioserotype 4/0:3.
Environmental strains of Yersinia spp. were also detected (Y. frederiksenii, Y. mollaretii, Y.
bercovieri, Y. kristensenii e Y. intermedia). The thirty-seven Y. enterocolitica strains were
subjected to polymerase chain reaction (PCR) analysis to detect the presence of the yadA, ail,
inv, yst4 and ystB virulence genes. Only one Y. enterocolitica strain of bioserotype 4/0:3 carried
yadA gene and four Y. enterocolitica strains of bioserotype 4/0:3 carried ail gene. The results
of multiplex PCR analysis for the detection of the inv, yst4 and ystB genes were not definitive
and it was not possible to establish the real presence of these virulence genes in Y. enterocolitica
pathogenic and non-pathogenic strains.

INTRODUZIONE
Yersinia enterocolitica ¢ un importante agente di zoonosi di origine alimentare (Direttiva 2003/99/
CE), considerato dall’ Autorita Europea per la Sicurezza Alimentare (EFSA) la terza causa di
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malattia gastrointestinale trasmessa da alimenti in Europa, dopo Campylobacter spp. e Salmonella
spp. (1). I Paesi del Nord Europa sono i piu colpiti; in genere si registrano focolai sporadici, che
si sviluppano in ambito familiare e che sono correlati alle abitudini alimentari. La trasmissione di
Y. enterocolitica avviene attraverso 1’ingestione di alimenti contaminati, in particolare la carne di
suino cruda o poco cotta. La pit comune manifestazione clinica ¢ la gastroenterite, generalmente
autolimitante, che colpisce in particolare i bambini. Nei soggetti adulti ¢ possibile osservare forme
extraintestinali di origine autoimmunitaria, quali artrite, eritema nodoso e sindrome di Reiter (2).
11 suino pesante ¢ considerato il principale serbatoio asintomatico dei biosierotipi 4/0:3 e 2/0:9
patogeni per I’uomo, che si localizzano a livello di amigdale e di contenuto ciecale.

La contaminazione delle carni suine avviene principalmente al macello, in quanto vi afferisce un
elevato numero di capi, provenienti da aziende suinicole caratterizzate da condizioni sanitarie
e sistemi di gestione diversi tra loro e dove le carcasse vengono ampiamente manipolate. Le
operazioni di eviscerazione, escissione della testa ed asportazione del pacchetto intestinale e del
retto, se eseguite in maniera scorretta, favoriscono la diffusione del microrganismo attraverso il
contenuto intestinale (feci) o gli organi della cavita orale (tonsille), portando alla contaminazione
della carcassa. La carente applicazione di norme di corretta prassi igienica negli ambienti di
lavorazione durante le operazioni di sezionamento, macinazione, rifilatura delle carni aumenta
ulteriormente il rischio di contaminazione dei prodotti derivati (3; 4; 5; 6; 7).

MATERIALI E METODI

Campionamento. I campioni di contenuto ciecale sono stati prelevati da 1440 suini pesanti
del peso compreso tra i 150 ed 1 180 Kg, afferenti da 33 aziende, presso uno stabilimento di
macellazione sito in Lombardia, nel periodo compreso tra Gennaio 2006 ¢ Febbraio 2009 ¢ sono
stati inviati all’IZSLER di Brescia. La metodica di prelievo (formazione di pool costituiti dal
materiale intestinale di 5 soggetti ciascuno) non ha permesso di impostare studi di prevalenza, che
quindi non rientrano nella presente indagine.

Isolamento ed identificazione. I campioni di contenuto ciecale sono stati sottoposti ad
arricchimento a freddo in Acqua Peptonata Tamponata (APT) e posti ad incubare a temperatura
di refrigerazione (5+3°C) per 10 giomi.

Trascorso il periodo di incubazione, gli arricchimenti, sottoposti a trattamento di alcalinizzazione
con KOH allo 0,5%, sono stati seminati su terreno CIN agar (Cefsulodina-Irgasan-Novobiocina),
selettivo per Yersina e su terreno MacConkey, selettivo per le Enterobatteriacee. Le piastre
sono state incubate a 30+1°C per 24-48 ore. Una volta eseguita la piastratura, gli arricchimenti
sono stati nuovamente incubati per altri 10 giorni e successivamente seminati sui terreni sopra
citati. Tale procedura ¢ stata ripetuta fino ad un massimo di tre volte. Le colonie riconducibili
morfologicamente a Yersinia sono state sottoposte a test di prima identificazione (tabella 1).

Tabella 1. Esito delle prove di conferma
Table 1. Results of identification tests

TEST ESITO
Gram Negativo
Catalasi Positivo
Ossidasi Negativo
H,S Negativo
Gas dal glucosio Negativo
Glucosio Positivo
Lattosio Negativo
Ureasi Positivo
Idrolisi dell’esculina Negativo
Mobilita a 26°C=+1 Positivo
Mobilita a 37°C+ 1 Negativo
Enterotube™ II (BBL Enterotube ™ II, BD)
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I ceppi identificati come appartenenti al genere Yersinia spp. sono stati stoccati a -20°C, in
cryotubes contenenti terreno Tripticase Soy Broth (TSB) addizionato del 10% di glicerolo.
Determinazione del biosierotipo. Le prove di tipizzazione biochimica e sierologica sono
state condotte su 69 ceppi identificati in precedenza come Yersinia spp. Il ceppo da tipizzare,
scongelato, € stato seminato in brodo Brain Heart Infusion (BHI) ed incubato a 30£1°C per
24-48 ore. Si ¢ proceduto quindi alla piastratura della coltura batterica su MacConkey agar,
incubato a 30+1°C per 24 ore, per ottenere colonie isolate, da sottoporre a colorazione di
Gram per verificarne la purezza ed a trapianto in terreno Kligler Iron Agar, per valutare la
mancata produzione di gas e di idrogeno solforato (H,S), dopo incubazione a 30+1°C per 48-
72 ore. La subcoltura ottenuta su Kligler ¢ stata in parte stoccata a -20°C ed in parte destinata
alla tipizzazione biochimica ed a quella sierologica, mediante agglutinazione rapida su
vetrino, utilizzando i sieri del commercio O:1,2; O:3, O:5; 0:8; 0:9 (Yersinia enterocolitica
ANTISERA SET, Denka Seiken Co., LTD.). Il profilo biochimico ¢ stato determinato
ricorrendo a prove in macrometodo, secondo lo schema di Wauters (8) (lipasi TW80, esculina
ESC, pyrazinamidasi PYR, indolo IND, salicina SAL, sorbosio SORB, trealosio TRE,
xilosio XIL, nitrati NIT, ornitina ORN, Voges-Proskauer VP, melibiosio MEL, raffinosio
RAF, ramnosio RHA, saccarosio SAC e mucato MUC) e in micrometodo (API 20E e API
S0CHE, bioM¢érieux), alla temperatura di 30+£1°C. La lettura delle prove in macrometodo ¢
stata eseguita ad intervalli di 24-48-72 ore, fino a 7 giorni. I sistemi miniaturizzati API 20E e
API S0CHE sono stati letti a 24 ore e, dopo aggiunta dei reattivi necessari, a 48 ore.

Determinazione dei fattori di virulenza. I geni codificanti per i fattori di virulenza di Y.
enterocolitica, determinati mediante PCR sono stati yadA, ail, inv, ystA, ystB e descritti in
tabella 2.

Tabella 2. Fattori di virulenza di Y. enterocolitica
Table 2. Y. enterocolitica virulence factors

PROTEINA
LOCALIZZAZIONE GENE CODIFICATA FUNZIONE
PLASMIDICA Adesione alle cellule dell’epitelio
Yersinia adhesin intestinale; inibizione
. yadA dell’attivazione
Plas(r;l(;dlbe;YV (YadA) del sistema del complemento
9,10, 11).
Adesione e invasione degli
inv Invasina (Inv) enterociti; penetrazione del batterio
nelle placche del Peyer (12).
4il Alt:l ifahs?(l;m Resistenza all’attivita battericida
CROMOSOMIALE Locus (Ail) del siero (11, 13).
o oystd 11 ruolo nell’induzione della
(stipiti patogent) Enterotossina (Yst) diarrea & controverso, ma sembra
ystB favorire ’accumulo di fluidi nel
(stipiti non patogeni) lume intestinale (14, 15).
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L’estrazione del DNA batterico ¢ stata eseguita a partire dalla coltura batterica pura, coltivata in
brodo, dopo 24 ore di incubazione. La successiva reazione di PCR ¢ stata eseguita su un volume
finale di 50 pl, costituito da 5 pl di DNA e 45 pl di Master Mix, composta da tampone Taq Buffer
10 X (Fermentas), MgCl, 25 mM (Fermentas), ANTPs 10 mM (Eppendorf), Taq Polymerase 5 U/ul
(Fermentas). Le quantita dei singoli reagenti utilizzati per la preparazione della Master Mix variano
a seconda del protocollo applicato. Per ogni PCR sono stati utilizzati controlli positivi in numero
variabile, a seconda del gene ricercato.

Ricerca del gene plasmidico yadA. Per I’amplificazione del gene plasmidico yadA (238 bp) sono
stati impiegati i seguenti primers (Sigma Genosys): 2/-mer forward (5’-CAG TAT TGA CCAAAA
CCA GGC-3’) e 17-mer reverse (5°-TGT CGA GGT TAC AAG TC-3). Il programma di PCR
utilizzato segue le impostazioni descritte nel protocollo di Blais e Philippe (16).

Ricerca del gene cromosomiale ail. Per ’amplificazione del gene cromosomico ail (315 bp) sono
stati impiegati 1 seguenti primers: ail-forward (5’-TAA TGT GTA CGC TGC GAG-3’) ed ail-
reverse (5’-GAG GTC TTA CTT GCA CTG-3’). Il programma di PCR utilizzato segue, invece, le
impostazioni descritte nel protocollo di Thoerner e collaboratori (17).

Ricerca dei geni cromosomiali inv, yst4 e ystB. La PCR multiplex messa a punto per la ricerca dei
geni cromosomici inv (183 bp), yst4 (79 bp) e ystB (146 bp), utilizza le seguenti coppie di primers:
inv-forward (5’-CGG TAC GGC TCA AGT TAA TCT G-3’) e inv-reverse (5’-CCG TTC TCC
AAT GTA CGT ATC C-3%); ystA-forward (5’-ATC GAC ACC AAT AAC CGC TGA G-3’) e ystd-
reverse (5’-CCA ATC ACT ACT GAC TTC GGC T-3%); ystB-forward (5°-GTA CAT TAG GCC
AAG AGA CG-3’) e ystB-reverse (5’-GCA ACA TAC CTC ACA ACA CC-3”). Anche in questo
caso, il programma di PCR utilizzato segue le impostazioni descritte nel protocollo di Thoerner e
collaboratori (17).

Corsa elettroforetica. I diversi prodotti PCR sono stati separati in gel di agarosio al 2%, in tampone
TAE 50X, ad un voltaggio di 90 V per 90 minuti, per i geni yadA ed ail. Per la rilevazione dei
prodotti PCR inv, ystA, ystB ¢ stato impostato un voltaggio di 70 V per 3 ore. Il gel ¢ stato colorato
con bromuro di etidio e ’amplificato ¢ stato visualizzato ai raggi UV. Per verificare le dimensioni
dei frammenti amplificati ¢ stato utilizzato il marker MassRuler™ DNA Ladders, Low Range,
ready-to-use (Fermentans), che permette di visualizzare bande comprese tra 1031 bp e 80 bp.

RISULTATI

Determinazione del biosierotipo. Le prove di tipizzazione biochimica e sierologica hanno permesso
di definire correttamente la specie, il biotipo ¢ il sierotipo dei 69 ceppi batterici, identificati in fase di
primo isolamento come Yersinia spp. La biotipizzazione ha identificato 32 ceppi di Y. entercolitica
biotipo 1A (46,38%), 5 ceppi di Y. enterocolitica biotipo 4 (7,25%), 23 ceppi di Y. frederiksenii
(33,34%), 5 ceppi di Y. mollaretii (7,25%), 2 ceppi di Y. bercovieri (2,90%), 1 ceppo di Y. kristensenii
(1,45%) e 1 ceppo di Y. intermedia (1,45%) (tabelle 3 e 4). La tipizzazione sierologica ha fornito i
seguenti risultati: 35 ceppi (50,72%) non hanno mostrato reattivita nei confronti dei sieri testati e
sono stati definiti non agglutinanti (N.A.); 2 ceppi (2,90%) hanno reagito con il siero O:1,2; 2 ceppi
(2,90%) hanno presentato reazione crociata nei confronti dei sieri O:1,2 e O:3; 14 ceppi (20,29%)
sono risultati positivi al siero O:3; 9 ceppi (13,04%) sono risultati positivi al siero O:5; 5 (7,25%)
ceppi hanno reagito con il siero O:8; 2 ceppi (2,90%) hanno dato reazione crociata ai sieri O:8 e
0:9 (tabella 5). In tabella 6 viene dettagliata la correlazione tra il biotipo ed il sierotipo dei ceppi di
Y. enterocolitica isolati. Nello specifico, 17 ceppi di Y. enterocolitica biotipo 1A sono risultati non
agglutinanti (N.A.); 1 ceppo di Y. enterocolitica biotipo 1A ha reagito con il siero O:1,2; 9 ceppi di
Y. enterocolitica biotipo 1A hanno reagito con il siero O:5; 5 ceppi di Y. enterocolitica biotipo 1A
hanno reagito con il siero O:8. Nessun ceppo di Y. enterocolitica 1 A ha reagito con i sieri O:3 e O:9.
Tutti i ceppi identificati come Y. enterocolitica biotipo 4 sono risultati positivi al siero O:3. Gli esiti
della tipizzazione sierologica condotta sugli stipiti di Y. frederiksenii, Y. mollaretii, Y. bercovieri, Y.
kristensenii e Y. intermedia non sono stati riportati, in quanto irrilevanti in questo studio.
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Tabella 3. Biotipizzazione dei ceppi di Yersinia spp.

Table 3. Characterization of Yersina spp. strains

~
.§ 3 S = = 3 3
S ES 2 = s 3 3
[ ) o~ S I E =
SIGLA s3I S S S N s s
S = = S = -2
I S T R A A
) N . > N
X S B
TW80 + - +/- - - + +/-
ESC + - + +/- +/- + +/-
PYR + - + + + + +
IND + - +/- - - + +/-
SAL + - + +/- +/- + -
SOR + + + - + + +
TRE + + + + + + +
XIL + - + + + + +
NIT + + + + + + +
ORN + + + + + + +
VP + + + - - + -
MEL - - - - - +/- -
RAF - - - - - +/- -
RHA - - + - - +/- -
SAC + + + + + + -
MUC - - + + + + +/-
Tabella 4. Specie di Yersinia spp. isolate
Table 4. Yersinia spp. strains
Specie Freq. Percent. (%) Cum.
Y. bercovieri 2 2.90 2.90
Y. enterocolitica 1A 32 46.38 49.28
Y. enterocolitica 4 5 7.25 56.52
Y. frederiksenii 23 33.34 89.86
Y. intermedia 1 1.45 91.30
Y. kristensenii 1 1.45 92.75
Y. mollaretii 5 7.25 100.00
Totale 69 100.00
Tabella 5. Sierotipi di Yersinia spp. identificati
Table 5. Yersinia spp. serotypes
Specie Freq. Percent. (%) Cum.
N.A. 35 50.72 50.72
0:1,2 2 2.90 53.62
0:1,2-0:3 2 2.90 56.52
0:3 14 20.29 76.81
0:5 9 13.04 89.86
0:8 5 7.25 97.10
0:8-0:9 2 2.90 100.00
Totale 69 100.00
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Tabella 6. Sierotipizzazione di Y. enterocolitica
Table 6. Serotyping of Y. enterocolitica

Y. enterocolitica SIEROTIPO
NA 0:1,2 0:3 0:5 0:8 0:9
. L. 1A 17 1 / 9 5 /
B
lotipo 4 / / 5 / / /

Determinazione dei fattori di virulenza. La ricerca dei fattori di virulenza ¢ stata condotta
sui 37 ceppi identificati come Y. enterocolitica. Come riassunto in tabella 7, un solo ceppo di
Y. enterocolitica biosierotipo 4/0:3 ¢ risultato positivo al gene plasmidico yadA4 (Figura 1),
mentre quattro ceppi di Y. enterocolitica biosierotipo 4/0:3 ed un ceppo identificato come Y.
enterocolitica biosierotipo 1A/O:5 sono risultati positivi al gene cromosomiale ail (Figura
2 e 3). La PCR multiplex per la ricerca dei geni cromosomiali inv, yst4, ystB non ha dato
risultati attendibili.

Figura 1. PCR positiva per la ricerca del gene yadA (238 pb)
Picture 1. Positive PCR for the detection of yadA gene (238 pb)

Figura 2 e 3. PCR positiva per la ricerca del gene ail (351 pb)
Picture 2 and 3. Positive PCR for the detection of ail gene (351 pb)

Mc 27 28 20 30 31 32 33 34 36 36 37 & C+ C+ C C.

MK1 2 3 4 5 8 7 8 9 10 11 12 13 e+ o+ c+ o

Tabella 7. Esiti ottenuti in PCR per la ricerca dei geni di virulenza
Table 7. PCR results for the detection of virulence genes

Y. enterocolitica Geni di virulenza
biotipo sierotipo yadA ail

4 0:3 1 4

1A 0:5 negativo 1
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DISCUSSIONE

Y enterocoliticaéunaspeciebatterica piuttosto complessa dal punto di vistadellaclassificazione
in biotipi e sierotipi. Per questa ragione la biotipizzazione, associata alla sierotipizzazione,
sebbene indaginosa, ¢ ancora oggi necessaria per distinguere in maniera chiara stipiti patogeni
e non patogeni. Tuttavia, esistono difficolta in ambito diagnostico, legate soprattutto alla fase
di isolamento del microrganismo. In questo studio, la bassa percentuale di ceppi patogeni di
Y. enterocolitica 4/0:3 (7,25%) e ’assenza di isolati appartenenti al biosierotipo 2/0:9, in
contrasto con I’elevata percentuale di stipiti non patogeni riferibili al biotipo 1A (46,38%) ed
alle specie di origine ambientale (46,39%), ¢ imputabile in primo luogo al mancato prelievo
delle amigdale, sede d’elezione per la ricerca dei biosierotipi patogeni. Inoltre, 1’utilizzo
dell’arricchimento a freddo in fase di isolamento, che sfrutta la capacita di Y. enferocolitica
di crescere a 4°C, sebbene ampiamente utilizzato, presenta limiti notevoli, quali i lunghi
tempi di risposta e soprattutto la capacita di favorire la crescita di stipiti non patogeni. In
bibliografia, sono state, quindi, proposte metodiche alternative che prevedono I’isolamento
a partire da uno striscio diretto del campione su terreni selettivi CIN o SSDC (Salmonella-
Shigella Deoxycholate Calcium chloride) (18) e I’impiego di brodi di arricchimento (Peptone
Sorbitolo e Sali Biliari PSB, Irgasan, Ticarcillina, Chlorate ITC, bile-ossalato-sorbosio BOS)
posti ad incubare a temperature piu elevate (22-25°C), al fine di migliorare la sensibilita
analitica soprattutto nei confronti degli stipiti patogeni di Y. enterocolitica presenti in un
campione policontaminato (2).

L’applicazione di protocolli PCR per la ricerca del gene plasmidico yad4 e per i geni
cromosomiali ail, inv, ystA, ystB ha permesso di valutare i caratteri di virulenza dei ceppi
di Y. enterocolitica isolati dai suini. La presenza del gene yadA, principale indicatore di
patogenicita, in un solo ceppo di Y. enterocolitica 4/0:3 ¢ spiegabile in quanto il plasmide
¢ un elemento genetico instabile, che viene facilmente perso dal microrganismo sottoposto
a ripetute semine su terreni colturali. La mancata rilevazione del gene yadA non deve
quindi essere interpretata come assenza di patogenicita del ceppo in esame, ma come un
possibile esito falsamente negativo (19; 2). Il rilevamento del gene ail negli altri 4 stipiti di
Y. enterocolitica 4/0:3 conferma quanto stabilito da altri autori, secondo i quali la presenza
di tale frammento cromosomiale ¢ un buon indicatore della patogenicita (13; 16; 20). La
presenza del gene ail/ in un ceppo di Y. enterocolitica 1A/O:5 indica, invece, la possibile
presenza di mutazioni inattive nel genoma di stipiti non patogeni.

L’applicazione della PCR multiplex per la ricerca dei geni di virulenza inv, yst4 e ystB ai
ceppi isolati in questo studio non ha permesso di affermare con certezza se gli stipiti patogeni
biosierotipo 4/0O:3 e i non patogeni biosierotipo 1A presentassero o meno tali geni.

CONCLUSIONI

I risultati ottenuti in questo studio servono essenzialmente per approfondire le conoscenze
sulle caratteristiche dei ceppi di Y. enterocolitica isolati dal contenuto intestinale di suini
macellati nel nostro paese, con particolare riferimento alla determinazione dei caratteri
associati alla virulenza. Tuttavia si ritiene indispensabile la stesura di protocolli di isolamento
piu sensibili che, affiancati a metodiche di biologia molecolare idonee all’individuazione dei
geni cromosomiali inv, ystA e ystB, rendano possibile lo studio approfondito dei caratteri di
patogenicita di tali microrganismi. Tali strumenti migliorerebbero le potenzialita diagnostiche
e renderebbero piu semplice lo studio di eventuali focolai tossinfettivi di yersiniosi umana
dovuti al consumo di prodotti carnei di origine suina.
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