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RESUMO

Amostras fecais de 130 ovinos sem diarreia foram investigadas quanto a presenca
de Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) e E. coli enteropatogénica
(EPEC). STEC e EPEC foram detectadas em 50% e 19,2% dos animais,
respectivamente. Um total de 70 isolados STEC e 25 isolados EPEC foram obtidos e
caracterizados com relacdo a sorotipos e perfis de viruléncia. Todos os isolados
EPEC foram negativos para o gene bfpA pela reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) e foram considerados EPEC atipicas (aEPEC). Vinte e trés sorotipos foram
identificados entre os isolados STEC, dos quais O76:H19, O65:H-, O75:H-, O91:H-,
0128:H2 e O75:H14 foram os mais prevalentes. Nove sorotipos identificados entre
STEC foram reportados anteriormente associados com sindrome hemolitico-urémica
(SHU) em humanos, incluindo O103:H2. Para nosso conhecimento, este sorotipo é
descrito pela primeira vez em STEC isolada de animais no Brasil. Todos os isolados
STEC produziram efeito citotéxicos em células Vero. O subtipo stx2b foi o mais
comum entre os isolados STEC. Apenas quatro (5,7%) isolados STEC foram eae-
positivos. Os isolados aEPEC pertenciam a 11 sorotipos, oito dos quais previamente
reportados em humanos com diarreia. Os sorotipos mais frequentes em aEPEC
foram ONT:H21, O2:H40, O70:H11 e O177:H11. O subtipo de intimina €1 foi o mais
frequente em STEC, enquanto que B1 foi o mais prevalente em aEPEC. O gene
ehxA foi detectado em 87,1% e 60% dos isolados STEC e aEPEC, respectivamente.
Todos os isolados STEC e aEPEC foram aderentes a células HEp-2. Nossos dados
mostram que os ovinos podem ser considerados um importante reservatério de
STEC e aEPEC no Brasil, uma vez que sorotipos e perfis de viruléncia associados
com doencas em humanos foram observados.

Palavras-Chave: Ovinos. STEC. Aepec. Sorotipos. Viruléncia.
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ABSTRACT

Fecal samples from 130 sheep without diarrhea were screened for the presence of
Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) and enteropathogenic E. coli (EPEC).
STEC and EPEC were detected in 50% and 19,2% of the animals, respectively. A
total of 70 STEC and 25 aEPEC isolates were obtained and characterized with
respect to serotypes and virulence properties. All EPEC isolates were negative for
the bfpA gene by polymerase chain reaction (PCR), and were considered atypical
EPEC (aEPEC). Twenty-three serotypes were identified among STEC isolates, of
which O76:H19, 065:H-, O75:H-, O91:H-, O128:H2 e O75:H14 were the most
prevalent. Nine serotypes were previously reported in association with hemolytic
uremic syndrome (HUS), including O103:H2. To our knowledge, this serotype is
described for the first time in STEC isolated from animals in Brazil. All STEC isolates
exhibited toxic effects on Vero cells, of which 50% were considered strongly
cytotoxic. The stx2b subtype was the most common among STEC isolates. Only four
(5,7%) STEC isolates were positive for eae gene. The aEPEC isolates belonged to
11 serotypes, of which eight have been implicated in human diarrheal disease. The
most frequent serotypes among aEPEC isolates were ONT:H21, O2:H40, O70:H11 e
O177:H11. The intimin type €1 was the most frequent among STEC, whereas 31 was
the most frequent intimin type among aEPEC isolates. The ehxA gene was detected
in 87,1% and 60%of the STEC and aEPEC isolates, respectively. All STEC and
aEPEC isolates adhered to HEp-2 cells. Our data show that sheep are an important
reservoir of STEC and aEPEC in Brazil, since the serotypes and virulence profiles
associated with human disease were observed.

Keywords: Sheep. STEC. aEPEC. Serotypes. Virulence.
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1. INTRODUCAO

Os bastonetes Gram-negativos que constituem a familia
Enterobacteriaceae séo bactérias com elevada frequéncia em amostras bioldgicas e
apresentam muitas propriedades em comum. Importantes causadores de infeccbes
intestinais compdem essa familia, destacando-se a Escherichia coli.

Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) e E. coli
enteropatogénica (EPEC) sdo duas importantes categorias de E. coli causadoras de
infeccdo intestinal (diarreiogénicas), representando uma grande relevancia em
termos de saude publica.

A infecgdo por STEC pode resultar desde uma diarreia branda até
colite hemorragica (CH), além de complicagcdes extraintestinais graves como
sindrome hemolitico-urémica (SHU). Este patotipo apresenta uma origem zoonética
bem definida, sendo o mais importante patégeno humano encontrado em
ruminantes, principalmente animais de producdo como bovinos e ovinos. A
transmissado de STEC a humanos ocorre principalmente pela ingestdo de alimentos
contaminados, sendo muitos surtos alimentares associados a este patotipo.

EPEC é responsavel por diarreia aguda e persistente em criancas e
adultos tanto em paises em desenvolvimento como em paises industrializados. No
entanto, diferentemente de STEC, EPEC n&o apresenta um potencial zoondtico
definido, embora tenha sido constantemente detectada em varias espécies de
animais, inclusive ruminantes domésticos.

A ovinocultura pode ser considerada uma importante atividade
econdmica no Brasil, com grandes perspectivas de desenvolvimento, uma vez que a
demanda por carne de ovinos no pais é cada vez maior. O Estado do Parana possui
um rebanho com cerca de 600 mil cabecgas, o quinto maior do pais, onde o principal
interesse reside na exploragao de animais para abate.

Com o acréscimo no consumo de carne ovina, também aumentam
os riscos de contaminagdo dos humanos com cepas patogénicas de E. coli, como
STEC e EPEC. Devido aos possiveis perigos acarretados a saude publica por estes
patotipos, sdo necessarios estudos que evidenciem a distribuicdo e frequéncias
destas cepas nos animais, além das caracteristicas de viruléncia, no sentido de

melhor conhecer a epidemiologia dessas infecgdes.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. ESCHERICHIA COLI

A bactéria Gram-negativa Escherichia coli foi descrita primeiramente
em 1885, pelo bacteriologista alemao Theodore Escherich, sendo naquela ocasiéao
denominada como “Bacterium coli comune”. E. coli € um bastonete anaerdbio
facultativo, constituinte da microbiota intestinal do homem e dos animais, sendo a
espécie comensal predominante nestes (TRABULSI; ALTERTHUM, 2004).

No entanto, determinadas cepas de E. coli sdo reconhecidamente
patogénicas devido a presenga de um ou mais genes de viruléncia encontrados em
elementos genéticos, como plasmideos, bacteriéfagos, ilhas de patogenicidade e
transposons. E. coli patogénicas podem provocar doenga intestinais e
extraintestinais em humanos (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

Analises filogenéticas tém mostrado que cepas de E. coli séo
classificadas em quatro principais grupos, A, B1, B2 e D. A distribuicdo em grupos
filogenéticos tem sido utilizada como uma maneira rapida e simples de classificar
cepas de E. coli patogénicas, além de contribuir para o entendimento de como os
genes de viruléncia sdo adquiridos (CLERMONT et al., 2000).

E. coli associadas a infeccao intestinal, tanto em criancas como em
adultos, sdo conhecidas como E. coli diarreiogénicas (DEC) e estdo agrupadas em
seis categorias (ou patotipos), considerando os seus mecanismos de viruléncia
especificos, as sindromes que causam, os sorotipos, os aspectos epidemiologicos
elou os tipos de interacdo com linhagens celulares (NATARO; KAPER, 1998).
Esses grupos de DEC séo classificados como: E. coli enteropatogénica (EPEC), E.
coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli produtora de
toxina Shiga (STEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli que adere
difusamente a células epiteliais (DAEC). Embora essa classificagdo continue sendo
amplamente empregada, tem sido demonstrado que algumas categorias incluem
micro-organismos distintos. Desta forma, as EPEC e EAEC foram subdivididas em
tipicas e atipicas e E. coli enterohemorragica (EHEC) passaram a constituir uma
subcategoria de STEC (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).



11

2.2. Escherichia Coli Enteropatogénica (EPEC)

O termo “Escherichia coli enteropatogénica” foi criado por Neter et al.
(1955) para designar cepas de E. coli epidemiologicamente associada a diarreia
infantil e distingui-las das comensais. Embora EPEC tenha sido o primeiro patotipo
de DEC identificado, seu potencial patogénico s6 foi confirmado e aceito anos
depois, apos estudos com voluntarios que ingeriram © micro-organismo e
apresentaram sintomas evidentes de diarreia (LEVINE et al., 1978).

Por definicdo, EPEC sao E. coli diarreiogénicas que tém a
capacidade de formar a lesédo attaching and effacing (A/E) em enterécitos e nao
produzem toxina Shiga (KAPER, 1996). As cepas mais estudadas de EPEC
pertencem a uma série de doze sorogrupos (026, 055, 086, 0111, 0114, 0119,
0125, 0126, 0127, 0128, 0142 e 0O158), denominados sorogrupos classicos de
EPEC (WHO, 1987).

O mecanismo central de patogenicidade de EPEC é a formacgéo da
lesdo histopatolégica A/E, que resulta da adesé&o intima da bactéria ao enterdcito e
promove a destruicdo das microvilosidades do epitélio, levando a polimerizacdo da
actina e ao rearranjo das proteinas do citoesqueleto, o que resulta na formacéao de
estruturas semelhantes a um pedestal na membrana apical do enterdcito, sobre o
qual a bactéria encontra-se aderida (MOON et al., 1983).

A formagao da lesdo A/E requer a expressdao de varios genes
localizados em uma ilha de patogenicidade (PAI) cromossomal de 35 kb,
denominada Locus of Enterocyte Effacement (LEE) (McDANIEL et al., 1995), que
codifica os componentes estruturais de um sistema de secrecgéo do tipo Il (T3SS),
reguladores, translocadores, chaperonas e moléculas efetoras que alteram os
processos de sinalizagao celular (GARMEDIA; FRANKEL; CREPIN, 2005). A regiao
LEE também possui os genes eae (EPEC attaching and effacement) e tir
(translocated intimin receptor), os quais codificam, respectivamente, uma proteina de
membrana externa de 94-kDA denominada intimina (JERSE et al., 1990) e seu
receptor Tir, que é translocado para a célula epitelial (KENNY et al., 1997). Baseado
nas variagdes antigénicas da por¢cao C-terminal da molécula de intimina, muitos
diferentes tipos e subtipos desta proteina tém sido descritos em EPEC e EHEC
(BLANCO et al., 2006; HORCAJO et al., 2011).
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O modelo para a patogénese de EPEC indica que a bactéria
inicialmente adere as células epiteliais, sendo este um processo ainda nao
totalmente estabelecido e, possivelmente, multifatorial, uma vez que tem sido
proposta a contribuicdo de diferentes adesinas na aderéncia inicial deste patotipo
(NOUGAYREDE; FERNANDES; DONNENBERG, 2003; BARDIAU; SZALO, MAINIL,
2010). Apds a adesdao inicial, ocorre a montagem do T3SS e varias proteinas
efetoras incluindo Tir, sdo translocadas para o interior da célula hospedeira. EPEC
entdo se liga a célula hospedeira através da interacdo da intimina com Tir inserido
na membrana, e numerosas proteinas do citoesqueleto acumulam-se sob o local
onde a bactéria esta ligada. As proteinas translocadas ativam vias de transdugao de
sinal nas células eucaridticas, e a diarreia provavelmente resulta de multiplos
mecanismos, incluindo a secrec¢ao ativa de ions, permeabilidade aumentada e perda
da superficie absortiva resultante da destruicdo das microvilosidades (KAPER;
NATARO; MOBLEY, 2004).

Em 1995, EPEC foram divididas em EPEC tipicas (tEPEC) e atipicas
(aEPEC). Esta classificacdo é baseada na presenga do plasmideo EAF (EPEC
adherence factor) em tEPEC e sua auséncia em aEPEC (KAPER, 1996). O
plasmideo EAF (pEAF) contém os genes envolvidos com a biogénese de uma
adesina fimbrial denominada bundle-forming pilus (BFP), além da sequéncia
genética referente ao fragmento sonda EAF e do operon per (plasmid encoded
regulator), o qual codifica genes reguladores de fatores de viruléncia de EPEC
(TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002).

Cepas de tEPEC pertencem principalmente aos sorogrupos
classicos e expressam basicamente os genes contidos em LEE e pEAF (TRABULSI;
KELLER; GOMES, 2002). Ja aEPEC constitui um grupo bastante heterogéneo, com
mais de 200 sorotipos descritos, muitos dos quais nao pertencentes aos sorogrupos
classicos, além de frequentemente albergar genes de viruléncia associados a outras
classes de E. coli patogénicas (HERNANDES et al., 2009). Além disso, tEPEC e
aEPEC também diferem quanto ao padrao de adesao a células epiteliais: tEPEC
mostram apenas o padrao de adesao localizada (LA), enquanto que aEPEC podem
apresentar, além de LA, o padrao de adesédo localizada-like (LAL), ades&o difusa
(DA), adeséo agregativa (AA), além de padrdes de adesdo nao definidos (UND) e
amostras nao aderentes (NA) (ABE et al., 2009).
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Muitos estudos tém verificado que tEPEC sao raramente isoladas de
animais, sugerindo que os humanos sejam o unico reservatorio deste patotipo
(TRABULSI; KELLER; CAMPOS, 2002). Em contraste, aEPEC tem sido isolada de
humanos e também de diferentes espécies de animais (KRAUSE; ZIMMERMANN;
BEUTIN, 2005). Além disso, alguns estudos sugerem que possa ocorrer a
transmissao de cepas de aEPEC entre humanos e animais, evidenciando um
possivel potencial zoonotico deste patotipo (MOURA et al., 2009; HORCAJO et al.,
2011).

Durante muitos anos, tEPEC foram associadas principalmente como
causa de diarreia aguda em criangas com menos de um ano de idade nos paises em
desenvolvimento (NATARO; KAPER, 1998). No entanto, varios estudos
epidemioldgicos tém demonstrado uma acentuada redugdo nos numeros de casos
por tEPEC, contrastando com o aumento significativo na prevaléncia de aEPEC em
paises industrializados (AFSET et al, 2004; ROBINS-BROWNE et al., 2004;
KOZUB-WITKOWSKI et al., 2008) e em desenvolvimento, incluindo o Brasil
(GOMES et al., 2004; ARAUJO et al, 2007; ESTRADA-GARCIA et al., 2009;
MORENO et al., 2010; NUNES et al., 2012). Surtos de diarreia devido a aEPEC
também foram relatados na Finlandia (VILJANEN et al., 1990), Estados Unidos
(HEDBERG et al, 1997) e Japado (YATSUYANAGI et al, 2003). Estes estudos
evidenciam a emergéncia de aEPEC como um importante patdégeno associado com
diarreia aguda e persistente, tanto em criangas como adultos em varias regides do

mundo.

2.3. ESCHERICHIA COLI PRODUTORA DE TOXINA SHIGA (STEC)

STEC é caracterizada por sua habilidade em produzir pelo menos
um membro de uma classe de potentes citotoxinas que inibem a sintese proteica em
células eucarioticas. Estas toxinas foram inicialmente denominadas verotoxinas (VT)
devido a sua atividade em cultura de células Vero (KONOWALCHUK; SPEIRS;
STRAVIC, 1977). Apos a identificacdo de similaridades com a toxina de Shigella
desynteriae (O'BRIEN et al., 2002; 2003), a nomenclatura toxinas Shiga (Stx)
passou a ser empregada, embora ambos os termos, VTEC e STEC ainda sejam

aceitos.
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Apesar dos relatos sobre a ocorréncia de E. coli produtoras de Stx
desde a década de 70, somente a partir da descricdo de dois surtos de colite
hemorragica (CH), ocorridos nos Estados Unidos, em 1982 (RILEY et al., 1983;
KARMALI et al., 1983), estes patdogenos passaram a despertar o interesse dos
pesquisadores. Desde entdo, STEC é considerado um patégeno emergente de
grande relevancia em termos de saude publica, sendo responsavel por varios surtos
associados ao consumo de alimentos e agua contaminados (NATARO; KAPER,
1998).

As infecgcdes por STEC podem apresentar uma variedade de
manifestacdes clinicas, como a diarreia, colite hemorragica (CH) e sindrome
hemolitico-urémica (SHU), esta ultima definida pela triade anemia hemolitica,
trombocitopenia e faléncia renal aguda (EKLUND et al., 2002).

Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) compreende um
subgrupo de STEC que inclui cepas altamente patogénicas e de grande relevancia
clinico-epidemiologica, uma vez que o inéculo de apenas 10 bactérias € suficiente
para causar doenca em seres humanos (GRIFFIN; TAUXE, 1991). Além disso, cerca
de 2 a 7% dos pacientes que apresentam diarreia ocasionada por cepas EHEC
apresentam SHU (TARR; GORDON; CHANDLER, 2005).

Mais de 400 sorotipos de STEC foram descritos, muitos dos quais
associados a doengas em humanos (http://www.usc.es/ecoli/SEROTIPOSHUM.htm).
Além de O157:H7, outros sorotipos sao frequentemente associados com os casos
mais graves, tais como 026:H11 (H-), 0O91:H21 (H-), O103:H2, O111:H8 (H-),
O0113:H21, O117:H7, O118:H16, O121:H19, O128:H2 (H-), O145:H28 (H-) e
0146:H21.

No Brasil, a incidéncia de infecgbes gastrintestinais devido a STEC é
relativamente baixa. No entanto, casos esporadicos de diarreia, CH e SHU
associados a STEC tém sido descritos (GUTH et al. 2002, 2005; IRINO et al. 2002,
2007; VAZ et al. 2004; DE TONI et al., 2009; SOUZA et al., 2011). Em contraste, o
pais vizinho Argentina tem a maior incidéncia de SHU no mundo (LOPEZ et al.,
1998).

O mecanismo de patogenicidade de STEC é complexo e envolve
varios fatores de viruléncia. No entanto, o principal componente de viruléncia desse
grupo é a producdo de um ou ambos os tipos de toxinas Shiga (Stx1 e Stx2)
(CAPRIOLI et al., 2005).
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As toxinas Shiga pertencem ao grupo das toxinas tipo A/B,
consistindo de uma subunidade A, enzimaticamente ativa e cinco subunidades B,
responsaveis pela ligacdo a um receptor glicolipidico (Gb3), localizado na superficie
da célula hospedeira. Apdés a internalizagdo da toxina, as cadeias A e B se
dissociam e a cadeia A inibe a sintese protéica pela inativagdo da subunidade
ribossomal 60S da célula hospedeira (MELTON-CELSA; O’'BRIEN, 1998).

Os genes stx; e stx, estdo localizados em genomas de fagos que se
integram ao cromossomo da célula hospedeira (GOBIUS et al., 2003). A presenga
destes genes em fagos proporciona sua disseminagao entre diferentes cepas, assim
como possibilita a sua coexisténcia em uma mesma bactéria. Assim, as STEC
podem apresentar um ou mais genes stx simultaneamente (FURST et al., 2000).

Estudos in vitro e in vivo tém mostrado que antibidticos que
interferem na duplicacdo do DNA bacteriano, tais como a ciprofloxacina, ativam a
resposta SOS e induzem o bacteri6fago a uma maior produgcao da toxina,
promovendo assim uma maior circulagdo da toxina nos pacientes, aumentando
consequentemente o risco em desenvolver complicagdes extraintestinais (KIMMITT;
HARWOOD; BARER, 2000; BIELASZEWSKA et al., 2012). Devido a isso, na maioria
dos casos, a terapia com antibidticos ndo é recomendada em infecgbes por STEC
(WONG et al., 2000).

Stx1 compreende um grupo homodlogo com poucas variantes
descritas, destacando-se Stx1c e Stx1d. J& o grupo das toxinas Stx2, que
compartilha 55% da sequéncia de aminoacidos com Stx1, é bastante heterogéneo e
inclui um grande numero de variantes, as quais diferem entre si em relagdo as
caracteristicas antigénicas e toxicidade (MAINIL; DAUBE, 2005). Além da variante
Stx2, estdo incluidas neste grupo Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f e Stx2g
(SCHEUTZ et al., 2001; LEUNG et al., 2003).

A subtipagem dos genes stx é util para propdsitos epidemiologicos e
para estimar o potencial de patogenicidade de um isolado. STEC isoladas de ovinos
geralmente possuem os genes stx1c (BRETT et al, 2003) e stx2b
(RAMACHANDRAN et al., 2001). Ja os subtipos Stx2, Stx2c e Stx2d sao mais
frequentemente associados com desenvolvimento de SHU (FRIEDRICH et al. 2002;
EKLUND et al. 2002).

Além da producdo de Stx, cepas EHEC também contém a regiao

LEE e, consequentemente, o0 gene eae que codifica a intimina, podendo dessa forma
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formar lesbes A/E no epitélio intestinal (PATON; PATON, 1998). As complicagdes
mais graves da infeccado por STEC, como CH e SHU, estao intimamente associadas
com amostras que albergam o gene eae (ETHELBERG et al., 2004).

Embora as EHEC compartiihem com EPEC a habilidade em formar
lesdes A/E, ha diferencas entre esses patotipos quanto aos mecanismos
moleculares que levam a polimerizacdo da actina e formacado dos pedestais
(FRANKEL; PHILLIPS, 2008). Em EPEC, apods a translocacéo Tir é fosforilada no
residuo de tirosina 474, fato crucial para promover a polimerizagao dos filamentos de
actina (KENNY, 1999; CAMPELLONE; LEONG, 2005). Diferentemente, a proteina
Tir de EHEC nao apresenta o residuo de tirosina 474 e, portanto, nao é fosforilada,
sendo necessario a utilizagdo da proteina efetora EspFu (CAMPELLONE et al.,
2004), também conhecida como TccP/TccP2 (Tir cytoskeleton coupling protein)
(GARMENDIA et al., 2004; WHALE et al., 2007) para a formagao do pedestal na
infeccao por esse patétipo. Os genes tccp e tccp2 estao localizados em profagos
inseridos no cromossomo bacteriano fora da regido LEE. Estes genes tém sido
detectados, além de EHEC, em linhagens de aEPEC, indicando que algumas
amostras podem utilizar ambas as vias (WHALE et al., 2007). Além disso, uma
terceira via ainda nao totalmente caracterizada tem sido descrito em aEPEC (BAI et
al., 2008).

Ao contrario da toxina Stx e da intimina, que desempenham papel
importante na patogénese das infec¢gdes por STEC, varios fatores de viruléncia,
codificados por genes presentes em plasmidios ou ilhas de patogenicidade tém sido
descritos, embora o papel destes na doengca ainda ndo esteja totalmente
estabelecido (GYLES, 2007).

Um grande numero de cepas STEC é capaz de produzir a
enterohemolisina (Ehly), uma toxina formadora de poros pertencente a familia das
toxinas RTX. A expressdo do fendtipo enterohemolitico € caracterizada pela
formagdo de um pequeno halo turvo de hemdlise ao redor do crescimento
bacteriano, detectado somente na fase estacionaria de crescimento em agar sangue
preparado com eritrocitos de carneiro lavados e acrescido de cloreto de calcio
(BEUTIN et al., 1989). O gene que codifica a enterohemolisina (ehxA) esta contido
em um plasmidio de viruléncia de 90 kb (pO157), comum em cepas O157 e em
outros sorotipos de STEC (BRUNDER et al., 1999). A produgéo de enterohemolisina

também tem sido associada com doencas de maior severidade, mas a maneira
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como contribui para a patogénese de STEC ainda ndo é bem compreendida. Uma
possibilidade € que a liberagdo da hemoglobina, devido a lise dos eritrécitos, sirva
como fonte de ferro estimulando o crescimento do microrganismo (LAW; KELLY,
1995).

Uma adesina  autoaglutinante denominada Saa (STEC
autoagglutinating adhesin), foi inicialmente caracterizada em um cepa do sorotipo
0O113:H21, responsavel por um surto de SHU (PATON et al., 2001). Estes autores
sugeriram que 0 gene saa encontra-se no mesmo megaplasmideo que codifica a
enterohemolisina de STEC. A eliminagdo deste megaplasmideo resultou na redugéo
da capacidade de aderéncia da bactéria ao intestino do hospedeiro (JENKINS et
al.,2003). Além do sorotipo O113:H21, o gene saa foi detectado em outras cepas
STEC isoladas de casos esporadicos de SHU, o que sugere que Saa possa ser um
fator de viruléncia em cepas de STEC LEE-negativas isoladas de humanos (PATON;
PATON, 2002).

Os produtos do operon [pfABCDE estdao associados com a
expressdo de fimbrias, dentre as quais Long Polar Fimbriae (LPF). Os genes Ipf,
identificados inicialmente no sorotipo O113:H21 de STEC, e posteriormente em
outras cepas LEE-positivas e negativas, possivelmente estdo implicados no
mecanismo de adesdo de STEC (TORRES et al. 2002). A delecdo destes genes
resultou na redugédo da viruléncia da cepa de STEC O113:H21 (DOUGHTY et al.
2002).

Tarr et al. (2000) descreveram lha (IrgA homologue adhesin), uma
proteina de membrana externa de 67 kDa, que esta amplamente presente tanto em
STEC LEE-positivas quanto em LEE-negativas e que pode contribuir para a adesao
destas amostras.

Bielaszewska et al. (2005) demonstrou que CDT-V, um novo
membro da familia das toxinas citoletais distensoras (CDT), foi capaz de causar
danos irreversiveis a células epiteliais endoteliais, sugerindo que esta toxina possa
contribuir em infeccdées mediadas por STEC.

A citotoxina subtilase (SubAB), um novo membro da familia das
toxinas A/Bs, tem sido identificada em cepas de STEC LEE-negativas (PATON et al.,
2004). Esta toxina demonstrou citotoxicidade em células Vero e foi letal a
camundongos, induzindo lesdes semelhantes aquelas observadas em casos de

SHU, o que indica que SubAB possa contribuir para a patogénese em STEC.
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Os ruminantes domésticos, especialmente bovinos e ovinos, sao
considerados o principal reservatorio natural de STEC (BEUTIN et al.,, 1993). Estes
animais geralmente permanecem saudaveis (assintomaticos) a colonizagdo por
STEC, aparentemente devido a falta de receptores Gb3 no trato intestinal e sistema
vascular (PRUIMBOOM-BREES et al. 2000).

STEC pode potencialmente contaminar alimentos de origem animal,
sendo que a forma mais comum é a contaminagdo de carne com conteudo fecal e
intestinal ap6s o abate (MENG; DOYLE. 1998; BARLOW et al., 2006) Em
consequéncia disso, o consumo de produtos carneos crus ou mal cozidos, como
hamburgueres e carne moida, esta fortemente associado ao desenvolvimento de
infeccées em humanos (GRIFFIN; TAUXE, 1991; RANGEL et al., 2005). Outros
alimentos, como produtos de laticinios crus ou inadequadamente pasteurizados e
produtos carneos, secos ou fermentados tais como salame e defumados, também
podem estar contaminados com STEC e, dessa forma, servir como fonte de
infecgdes para humanos (HUSSEIN; SAKUMA, 2005; HUSSEIN, 2007).

No entanto, muitos surtos ocasionados por STEC, inclusive SHU,
foram descritos associados ao consumo de outros tipos de alimentos, como alface,
suco de maga nao pasteurizado, broto de alfafa, espinafre, broto de rabanete, assim
como agua (RANGEL et al., 2005), indicando que a contaminagdo do ambiente com

as fezes destes animais também & um fator relevante na transmissdo de STEC.

2.4. OvVINOS COMO RESERVATORIOS DE STEC E AEPEC

Mais de 50 sorogrupos e 100 sorotipos tém sido descritos em STEC
isoladas de ovinos, muitos dos quais associados com doencas severas em humanos
(http://www.usc.es/ecoli/SEROTIPOSOVI.htm).

Nas ultimas décadas, diversos estudos conduzidos em varias
regides do mundo tém reportado diferentes prevaléncias de STEC em ovinos, com
taxas variando de 50% a 100% nas propriedades e 13% a 100% dos animais
(Tabela 1).

STEC também tém sido detectadas em abatedouros (OSES et al.,
2010), carcagas (TAHAMTAN; HAYATI; MEHDI NAMAVARI, 2010) e alimentos
derivados de ovinos, como carne (BROOKS et al., 2001; BENNETT; BETTELHEIM,
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2002; YADAV et al., 2007), leite e produtos lacteos (REY et al., 2006; CARO;
MATEO; GARCIA-ARMESTO, 2007; STEPHAN et al., 2008; ZWEIFEL et al., 2010).

Tabelal- Prevaléncias de STEC em ovinos em diferentes regides do mundo.

Localidade % animais STEC positivos Referéncias
Alemanha 66,6 BEUTIN et al., 1993
Alemanha 88,0 BEUTIN et al., 1997
Australia 69,0 SIDJABAT-TAMBUNAN; BENSINK, 1997
Australia 83,3 FEGAN; DESMARCHELIER, 1999
Estados Unidos 56,0 McCLUSKEY et al., 1999
Alemanha 32,1 ZSCHOCK et al., 2000
Australia 45,0 BETTELHEIM; BENSINK; TAMBUNAN,, 2000
Australia 67,0 DJORDJEVIC et al., 2001
Taiwan 16,0 CHIUEH; LIU; SHIH, 2002
Brasil 52,0 VETTORATO et al., 2003
Espanha 36,0 BLANCO et al., 2003
Espanha 35,0 REY et al., 2003
Espanha 24,4 ORDEN et al., 2003
Estados Unidos 30,0 HUSSEIN; THRAN; GLIMP, 2003
Noruega 87,6 URDAHL et al., 2003
Australia 40,0 DJORDJEVIC et al., 2004
Suica 29,9 ZWEIFEL et al., 2004
Jordania 34,8 NOVOTNA et al., 2005
Sérvia 66,8 COBELJIC et al., 2005
Nova Zelandia 65,9 COOKSON et al., 2006
Espanha 80,8 SANCHEZ et al., 2010
india 34,6 KIRANMAY!I et al., 2011
Ira 13,0 GHANBARPOUR; KIANI, 2011
Alemanha 100,0 SCHILLING et al., 2012
México 18,0 AMESQUITA-LOPEZ et al., 2012

Embora o gado bovino seja considerado o principal reservatério de
STEC, maiores prevaléncias tém sido descritas em ovinos (BEUTIN et al., 1993;
ZSCHOCK et al., 2000; URDAHL et al., 2003; COBELJIC et al., 2005; AMESQUITA-
LOPEZ et al., 2012). Além disso, estudos envolvendo a pesquisa de STEC em
carnes cruas de bovinos e ovinos resultaram em maior deteccido tanto de STEC
0157 (CHAPMAN et al., 2001) quanto n&do-O157 (BARLOW et al., 2006) em
amostras ovinas, sugerindo que talvez nestes animais a contaminag&o da carne crua
com o material fecal durante o processamento seja facilitada.

A importancia dos ovinos como fontes de infeccdo a humanos
também tem sido evidenciada pela descricdo de surtos de diarreia e SHU ocorridos
na Franca (ESPIE et al., 2006) e Noruega (SCHIMMER et al., 2008) associados ao

consumo de carne ovina. Sdo ainda documentados casos de SHU associados ao
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consumo de agua contaminada com fezes destes animais (LICENCE et al., 2001) e
também através do contato direto com estes (WARSHAWSKY et al., 2002).

O numero de estudos investigando a ocorréncia de aEPEC em
ovinos é mais limitado quando comparado a STEC. Além disso, a maior parte destas
aEPEC tém sido isoladas durante a investigagdo nestes animais de E. coli
causadoras de lesdo A/E (AEEC) (AKTAN et al, 2004; KRAUSE et al., 2005;
FROHLICHER et al., 2008; YUSTE et al., 2008). Dois estudos recentes conduzidos
na Noruega sugerem que ovinos sejam um importante reservatorio naquele pais de
aEPEC 026:H11, um dos principais sorotipos associados em doengas em humanos
(BRANDAL et al., 2012; SEKSE et al., 2012).

A infecgao experimental de ovinos com E. coli O157:H7 resultou em
uma eficiente colonizagdo do trato intestinal com um grande numero de bactérias
sendo eliminadas nas fezes destes animais, (WALES et al, 2005).
Interessantemente, estes animais apresentaram lesdes A/E em seus epitélios
intestinais, porém mantiveram-se assintomaticos. Também de interesse foi a
detecgcao de cepas aEPEC 0115, além da amostra teste O157:H7, indicando que
algumas das lesdes A/E observadas ocorreram de forma natural. Estes resultados
sugerem que a intimina e demais genes da regido LEE podem desempenhar um
importante papel na colonizagdo do trato gastrintestinal de ovinos por EHEC e
aEPEC (LA RAGIONE et al., 2009).

No Brasil, aEPEC e STEC foram detectadas em amostras fecais de
ovinos saudaveis no Estado de Sao Paulo (VETTORATO et al., 2003; 2009). Neste
mesmo estado, Rigobelo et al. (2008) examinando carcagas de ovinos identificaram
0s genes stx2 em 2,58% das amostras.

Apesar destes relatos, os ovinos ainda sdo menos estudados do que
os bovinos no Brasil, ndo se sabendo o quanto que esses animais contribuem para
as infecgbes em humanos no pais. Diante disso, surgiu a necessidade deste estudo,
em que foi investigada a ocorréncia e caracteristicas de viruléncia de STEC e EPEC
isoladas de ovinos no Estado do Parana, regido na qual esses dados eram

inexistentes até o momento.
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3. OBJETIVOS

4.1. OBUJETIVOS GERAIS

Investigar a prevaléncia de STEC e EPEC em ovinos sem diarreia e
caracterizar genotipica e fenotipicamente os isolados, além de comparar os perfis de

viruléncia obtidos com aqueles associados a doengas em humanos.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a prevaléncia de STEC, tEPEC e aEPEC através da
detecgdo dos genes marcadores de viruléncia stx;, Stx,, eae e
bfpA por PCR;

e Investigar a presenca de genes adicionais de viruléncia
associados a toxinas (ehxA, cdtV e subAB) e adesinas (saa, Ipfo113
e iha);

e Determinar os subtipos de intimina e dos genes sitx2;

e Investigar em aEPEC a presenca dos genes tir e tcep/tcep2,
associados com o fenotipo A/E;

e Determinar os sorotipos O:H,;

¢ Analisar as propriedades fenotipicas com relacédo a citotoxicidade
(apenas STEC), producdo de hemolisinas e adesédo a células
epiteliais;

o Classificar filogeneticamente os isolados com base nos grupos A,
B1,B2eD
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Resumo

A prevaléncia, sorotipos e perfis de viruléncia de Escherichia coli produtora de toxina
Shiga (STEC) foi investigada em 130 ovinos sem diarreia pertencentes a
propriedades do Estado do Parana. STEC foi detectada em 100% das propriedades
e em 50% dos animais. Um total de 70 isolados STEC foi caracterizado neste
estudo. Entre estes foram identificados 23 diferentes sorotipos, dos quais O76:H19,
065:H-, O75:H-, 091:H-, O75:H14 e 0O128:H2 foram os mais prevalentes. Dezessete
sorotipos foram previamente encontrados em STEC isoladas de humanos, nove dos
quais em associagcdo com sindrome hemolitico-urémica (SHU), como O5:H-, O91:H-,
0103:H2 e 0128:H2. Com relagéo aos genes stx, 37 (52.8%) apresentavam stx7,
dez (14.3%) portavam stx2 e 23 (32.9%) foram positivos para ambos, stx7 e stx2. O
subtipo stx2b foi o mais frequente, sendo também detectados stx2c e stx2d. Todos
os isolados apresentaram atividade citotéxica em células Vero, sendo 50% destes

altamente citotéxicos. Entre os quatro (5.7%) isolados positivos para eae, dois
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apresentavam o subtipo €1, um portava y1 e outro eae-ND (ndo determinado). O
gene ehxA foi presente em 61 (87.1%) isolados, dos quais 42 expressaram a
enterohemolisina (Ehly). Os genes que codificam adesinas, saa, Ipfo113 € iha, foram
identificados em 54,1%, 80,5% e 9,7% dos isolados. Ja os genes de toxinas subAB
e cdtV foram pouco frequentes.Todas STEC aderiram a células HEp-2, sendo
diferentes padrdes de adesdo observados. Os isolados STEC pertenciam
principalmente ao filogrupo B1 (90%). De um modo geral, um grande numero de
animais foi positivo para STEC, incluindo isolados com sorotipos e perfis de
viruléncia associados a doengas em humanos. Isto sugere que ovinos podem ser

importantes reservatorios de STEC patogénicas em nosso meio.

Palavras-chave: STEC, reservatorio, ovinos, viruléncia.

1. Introducéo

Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) sdo patégenos entéricos
zoonoticos, frequentemente associados a surtos alimentares em muitos paises
(Nataro e Kaper, 1998). A infeccdo por STEC pode resultar em um quadro
assintomatico ou de diarreia moderada até complicacbes mais graves, como colite
hemorragica (CH) e a sindrome hemolitico-urémica (SHU) (Eklund et al., 2002).

Em muitos paises, o sorotipo O157:H7 tem sido associado a maioria dos
casos de doencgas e surtos. No entanto, sdo descritos mais de 400 sorotipos de
STEC, dos quais cerca de 150 implicados em doengcas em humanos
(http://www.usc.es/ecoli/'SEROTIPOSHUM.htm). No Brasil, importantes sorotipos de
STEC, como 0157:H7, O26:H11, O111:H8 e O103:H2 tém sido associados a casos
esporadicos de diarreia, CH e SHU (Guth et al., 2005; Irino et al., 2007; Souza et al.,
2011).

A capacidade de STEC em causar doengcas em humanos € associada
principalmente a producdo de um ou ambos os tipos de potentes citotoxinas
denominadas toxinas Shiga (Stx1 e Stx2), que inibem a sintese protéica na célula
eucariotica (Caprioli et al., 2005). Stx1 compreende um grupo antigenicamente
similar, diferentemente de Stx2, que apresenta sete subtipos descritos: Stx2a, Stx2b,
Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f e Stx2g (Scheutz and Strockbine, 2005).
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Cepas de STEC associadas a infeccbes severas em humanos podem
expressar além de Stx a proteina intimina, codificada pelo gene cromossomal eae,
que esta associada com a ades&o intima da bactéria ao enterodcito (Paton e Paton,
1998a). Baseado no polimorfismo do gene eae, cerca de 34 tipos e subtipos de
intimina tém sido descritos (Blanco et al., 2006; Horcajo et al., 2011). Outros fatores
de viruléncia descritos em STEC compreendem a enterohemolisina (Ehly),
codificada pelo gene ehxA (Schmidt et al., 1995); as adesinas Saa (STEC
autoagglutinating adhesin) (Paton et al., 2001), Iha (Irg homologous adhesin) (Tarr et
al., 2000) e Lpf (Long polar fimbriae) (Doughty et al., 2002), além de toxinas, como
SubAB (subtilase cytotoxin) (Paton et al., 2004) e CDT-V (cytolethal distending toxin)
(Cergole-Novella et al., 2007).

Animais de produg¢do como bovinos e ovinos constituem o principal
reservatorio natural de STEC (Beutin et al., 1993), que podem ser transmitidas ao
homem pela ingestdo de alimentos contaminados (Martin e Beutin, 2011). A
investigacdo da ocorréncia deste patotipo no reservatério animal é de extrema
importancia epidemiolégica, principalmente em se tratando do monitoramento de
possiveis fontes de infecgao.

No Brasil, em contraste aos muitos estudos em bovinos (Aidar-Ugrinovich et
al., 2007; Timm et al., 2007; Oliveira et al., 2008; Pigatto et al., 2008), poucos tém
reportado a ocorréncia de STEC em ovinos (Vettorato et al., 2003; 2009), n&o sendo
muito bem estabelecido o quanto estes animais podem contribuir para infecgao por
STEC em nosso meio. Diante disso, o objetivo deste estudo foi investigar a
prevaléncia de STEC em ovinos pertencentes a propriedades do Estado do Parana

e caracterizar os isolados com base em seus sorotipos e perfis de viruléncia.

2. Materiais e métodos
2.1. Amostras fecais

Dez propriedades que desenvolviam a criagdo de ovinos de corte em regime
de confinamento ou semiconfinamento na regido Norte do Estado do Parana foram
selecionadas para este estudo. Os animais eram todos aparentemente saudaveis
(sem diarreia), pertencentes a diferentes ragas, com uma semana a oito anos de

idade. As propriedades foram visitadas uma unica vez durante o periodo de abril a
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setembro de 2010. Amostrais fecais de 130 ovinos aleatoriamente selecionados,
representando cerca de 10% do rebanho, foram coletadas por swab retal. As
amostras foram transportadas até o laboratério em meio Cary-Blair (Difco) e
processadas em no maximo 6 h apds a coleta.

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal (CEEA n° 33/10; processo n° 10449.2010.10) da
Universidade Estadual de Londrina.

2.2. Cultivo e identificagdo bioquimica

As amostras foram semeadas em agar MacConkey (Difco) e incubadas a
37°C por 18 h. Em média trés colbnias presuntivas de E. coli foram selecionadas do
crescimento bacteriano de cada placa e submetidas a identificacdo bioquimica
utilizando-se os meios EPM (Toledo et al., 1982a), MILi (Toledo et al., 1982b) e
Citrato de Simmons (Difco). Os isolados bioquimicamente identificados como E. coli
foram armazenados em agar estoque a temperatura ambiente e a -20°C em caldo

infusdo de coragao e cérebro (BHI; Difco) com 20% (v/v) de glicerol.

2.3. Deteccéo de STEC por PCR multiplex

O DNA bacteriano foi obtido pelo método de extragdo por fervura segundo
Blanco et al. (1997). Os isolados foram cultivados em agar Luria-Bertani (LB) por 18
h a 37°C. Uma algada do crescimento bacteriano foi ressuspendida em 300 uL de
agua ultrapura estéril, submetida a fervura por 10 min, seguida por centrifugacao a
10 000 x g por 5 min. O sobrenadante foi utilizado nas reagbes em cadeia da
polimerase multiplex (MPCR) para detecgdo dos genes stx1, stx2 e eae, conforme
descrito por Paton e Paton (1998b). Todos os oligonucleotideos utilizados neste
estudo estao listados na Tabela S1 (Material Suplementar).

As reacbes de amplificacdo foram realizadas em termociclador GeneAmp®
PCR System 9700 (Applied Biosystems), em um volume final de 25 uL, contendo 2
ML do lisado bacteriano, 200 uM de dNTPs (Invitrogen), 2 mM de MgCIz(Invitrogen),

25 pmol de cada iniciador (Invitrogen) e 1 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen). Os

produtos de amplificacédo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%



39

(Agargen), corado com SYBR Safe™ DNA Gel Stain (Invitrogen) e visualizado com o
auxilio de transiluminador Ultravioleta (UV) ECX-20.M (Vilbert Loumart).

2.4. Sorotipagem

A determinagao dos antigenos O e H foi realizada de acordo com Guinée et
al. (1981), utilizando todos os antissoros O (01-O185) e H (H1-H56) disponiveis. Os
antissoros O foram produzidos no Laboratério de Referéncia Escherichia coli
(Universidade de Santiago de Compostela, Espanha) e os antissoros H foram
adquiridos do Staten Serum Institute (Copenhague, Dinamarca). Os isolados que
nao reagiram com os antissoros O foram considerados n&o tipaveis (ONT) e,

aqueles ndo moveis, H-.

2.5. Caracterizagdo Genotipica de STEC

Os isolados STEC foram investigados quanto a presenga dos genes ehxA
(Paton e Paton, 1998b), saa (Paton e Paton, 2002), Ipfo113 (Doughty et al., 2002), iha
(Tarr et al., 2000), subAB (Paton et al., 2004) e cdtV (Cergole-Novella et al., 2007),
conforme previamente descrito. A subtipagem dos genes stx2 foi realizada por PCR
utilizando-se primers para os genes stx2a, stx2b, stx2c (Wang et al., 2002) e stx2d
(Zheng et al. 2008). A tipagem do gene eae foi realizada por PCR e

sequenciamento, de acordo com Blanco et al. (2006).

2.6. Ensaio de citotoxicidade em células Vero

A producgéo de Stx pelos isolados STEC foi verificada através do ensaio de
citotoxicidade em células Vero (rim de macaco verde africano), conforme descrito
previamente por Beutin et al. (2002), com modificagdes.

A extragdo dos sobrenadantes foi realizada de acordo com Rocha e Piazza
(2007), que descrevem um protocolo para a obtengdo de maiores quantidades de
Stx. Os isolados foram cultivados em 3 mL de caldo LB a 37°C por 18 h sob agitagao
a 180 rpm. Apds este periodo, uma diluicdo de 1:100 foi realizada em caldo EC

(Merck) suplementado com ciprofloxacina 5 ng/mL (Sigma-Aldrich), seguido por
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incubacao por 4 h a 37°C sob agitacdo a 250 rpm. Aliquotas de 1.5 mL dos cultivos
foram centrifugadas a 13 000 x g por 10 min, os sobrenadantes foram coletados e
armazenados a - 20°C.

Placas de 96 pogos foram semeadas com aproximadamente 2x10° células/mL
e incubadas por 24 h a 37° e 5% CO,. O meio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM; Cultilab), contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) e gentamicina
50 pg/mL, foi aspirado e substituido pelo meio teste (DMEM contendo 2% SFB e
gentamicina 50 pyg/mL). Os sobrenadantes foram adicionados ao meio de cultivo na
diluicdo 1:10 em duplicatas e, em seguida, as placas foram incubadas por 72 h a
37°C e 5% CO,. Células incubadas apenas com o meio, sem toxinas, foram
utilizadas como controle.

A citotoxicidade dos isolados foi quantificada apds a analise da atividade
metabdlica das células pelo ensaio de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difenil- tetrazodlio), de acordo com Murakami et al. (2000). Apds a exposicdo das
células aos sobrenadantes, o meio foi aspirado e 30 pL da solugéo de MTT (Sigma-
Aldrich) [Tmg/mL em tampao fosfato salina (PBS)], foram adicionados, seguido por
incubacdo a 37°C e 5% CO; por 4 h. Apés a remogao do MTT, 200 pL de
dimetilsulféxido (DMSO; Merck) foram adicionados, as placas foram mantidas por 10
minutos sob leve agitacdo e, em seguida, a absorbéncia foi medida por
espectrofotometria a 550 nm em leitor de ELISA Multiskan EX (Labsystems). O
percentual citotoxicidade foi determinado pela férmula 1- (Aamostra’/Acontrole) X 100. Um
isolado foi considerado altamente citotoxico quando atingido um percentual de 50%

ou mais de morte celular quando comparado ao controle.

2.7. Teste de adesdo em células HEp-2

A capacidade de aderéncia dos isolados as células epiteliais HEp-2
(carcinoma de laringe humana) foi verificada de acordo com a técnica descrita por
Cravioto et al. (1979), ap6s 6 horas de interagao bactéria-célula.

As células HEp-2 foram cultivadas em placas de 24 orificios com laminulas,
contendo 1 mL de DMEM contendo antibiéticos (gentamicina 50 pg/mL, anfotericina
B 2 pg/mL), acrescido de 10% SFB . Apdés a formagao de camada subconfluente
(80%), o meio foi descartado e as placas foram lavadas trés vezes com PBS 1X (pH

7,4) esterilizado e em cada orificio foi adicionado 960 yL de DMEM (sem antibiético)
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acrescido de 2% de SFB e 1% de D-manose. Para a realizagdo dos ensaios de
adesao, as amostras bacterianas foram inoculadas em 3 mL de caldo triptico de soja
(TSB; Difco) e incubadas a 37°C por 18 h em condigbes estaticas. Uma aliquota de
40 pL da cultura bacteriana foi adicionada a cada orificio. As placas foram
incubadas por 3 h a 37° C e, apos este periodo, lavadas cinco vezes com PBS
estéril, acrescidas de 1 mL de DMEM sem antibiotico (2% SFB e 1% de D-manose)
e incubadas por mais 3 horas a 37°C. Ao fim do periodo total de 6 h, as placas foram
lavadas cinco vezes com 1 mL de PBS estéril por orificio para retirada das bactérias
nao aderidas. As laminulas foram fixadas com metanol absoluto por 30 min e, em
seguida, coradas por 5 min com May-Griinhald (Merck) e por 20 min com Giemsa
(Merck), diluidos 1:2 e 1:3 em PBS, respectivamente. As preparagées foram
observadas em microscoépio 6ptico, em aumento de 1000 vezes e os padrdes de
adesao definidos conforme descrito previamente (Scaletsky et al., 1984; Nataro et
al., 1987; Rodrigues et al., 1996).

2.8. Detecgéo da produgdo de hemolisinas

A pesquisa de hemolisinas foi realizada de acordo com Beutin et al. (1989).
As amostras bacterianas foram cultivadas em TSB por 18 h a 37°C sob agitacéo a
180 rpm e, posteriormente, semeadas em placas contendo agar sangue,
suplementado com CaCl, 10 mM e 5% de eritrocitos de carneiro lavados trés vezes
em PBS. As placas foram observadas ap6s 3 e 24 h de incubacao a 37°C. As cepas
E. coli U4-41 (a-hemolisina) e C3888 (enterohemolisina) foram utilizadas como

controles positivos.

2.9. Determinagao dos grupos filogenéticos

Os grupos filogenéticos (A, B1, B2 e D) foram determinados por PCR triplex

com os marcadores chuA, yjaA e TspE4.C2, de acordo com Clermont et al. (2000).

3. Resultados

3.1.  Prevaléncia de STEC
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STEC foram detectadas em 65 (50.0%) das 130 amostras fecais de ovinos
analisadas. A prevaléncia de STEC nas propriedades variou de 16.6% a 85.6%
(Tabela 1), sendo este patotipo encontrado em todos os rebanhos amostrados.

De cada amostra stx-positiva, foi selecionado um isolado/gendtipo para

posterior caracterizagao dos sorotipos e perfis de viruléncia.

3.2. Sorotipos

Ao todo 70 isolados STEC foram obtidos, dos quais 61 foram tipaveis para o
antigeno somatico (O), enquanto que os demais foram nao-tipaveis (ONT). Com
relacdo ao antigeno flagelar, 45 isolados apresentaram 10 diferentes tipos de H e 25
foram ndo-moéveis (H-). Um total de 23 sorotipos O:H foram identificados (Tabela 1).
No entanto, 65.7% dos isolados STEC pertenciam a apenas seis sorotipos
(O76:H19, O65:H-, O75:H-, 091:H-, O75:H14 e O128:H2). Trés novos sorotipos O:H
nao reportados previamente em STEC foram encontrados (O75:H14, O169:H7 e
O170:H7). A maioria (87.1%) dos isolados pertencia a sorotipos previamente
encontrados em humanos, muitos dos quais associados a SHU, como O5:H-,
075:H-, 091:H-, 0128:H2 e O103:H2.

Alguns sorotipos foram amplamente distribuidos entre as propriedades
(Tabela 1), como O76:H19 e 091:H-, verificados em seis e quatro rebanhos,
respectivamente. Em contraste, O171:H2 e ONT:H28 ocorreram exclusivamente em
uma unica propriedade (A e F, respectivamente). Cinco (7.7%) dos 65 animais
positivos para STEC apresentaram mais de um sorotipo. Interessantemente,
0102:H6 foi isolado exclusivamente de animais que apresentavam outro sorotipo de
STEC.

3.3. Genes de viruléncia

Dentre os 70 isolados STEC, 37 (52.8%) apresentavam apenas o gene stx7,
10 (14.3%) possuiam apenas stx2 e 23 (32.9%) portavam ambos, stx1 e six2.
Isolados STEC portando apenas stx71 foram associados aos sorotipos O65:H- e
0O76:H19, enquanto que aqueles positivos para ambos stx1 e stx2 foram associados
aos sorotipos 0O91:H- e O75:H14.
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O subtipo stx2b foi o mais comumente observado, presente em 26 isolados,
enquanto que stx2c foi detectado em sete isolados, seis dos quais em combinagao
com stx2b. Dois isolados apresentaram stx2d, nenhum stx2a e em outros quatro os
subtipos nao foram determinados (stx2ND).

Apenas quatro (5.7%) isolados apresentaram o gene eae, sendo o subtipo
eae-¢1 observado em dois e eae-y1 em um outro. Nao foi possivel a determinagao
do tipo de eae em um isolado (eae-ND). Os isolados eae-positivos pertenciam aos
sorotipos O103:H2 (eae-¢1), O172:H- (eae-€1), ONT:H7 (eae-y1) e O169:H7 (eae-
ND).

O gene ehxA foi detectado em 61 (87.1%) isolados, enquanto que catV (2.8%)
e SubAB (1.4%) foram pouco frequentes. Com excegao de um, todos os demais
isolados STEC apresentavam ao menos um gene codificando adesinas. Dentre
estes, Ipfo113 foi 0 mais frequentemente observado (95.7%), enquanto que saa e iha

foram observados em menores frequéncias, 54.3% e 10.0%, respectivamente.

3.4. Caracteristicas fenotipicas

Todos os sobrenadantes de culturas produziram efeito citotoxico em células
Vero. A quantificacdo dos percentuais de citotoxicidade pelo ensaio de MTT permitiu
considerar 35 isolados STEC como altamente citotoxicos (Figura 1A e B). Quanto ao
gendtipo stx, 59.4% dos isolados stx7, 50.0% dos isolados stx2 e 34.8% daqueles
que portavam ambos stx7 stx2 apresentaram alta citotoxicidade, respectivamente.
Com relagao aos sorotipos, 75.0% e 72.2% dos isolados pertencentes a O65:H- e
0O76:H19 foram altamente citotoxicos, respectivamente.

Todos os isolados foram aderentes a células HEp-2 apds 6 h de teste, sendo
verificados diferentes fendtipos de adesdo. Vinte e nove (41.4%) isolados
demonstraram um padrdo indefinido (IND), 21 (30.0%) apresentaram ades&o
agregativa (AA), 12 (17.1%) expressaram o fenétipo de adeséao localizada-like (ALL),
seis (8.5%) aderiram difusamente (AD) e dois (3.0%) apresentaram um padrdo misto
(AA/AD). Nenhuma correlagdo entre fendtipo de adesao, sorotipos e genes de
viruléncia foi observada (Tabela 1)

A produgdo de enterohemolisina (Ehly) foi detectada em 42 (68.8%) dos 61

isolados STEC que portavam o gene ehxA. Nenhum isolado produziu a-hemolisina.
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3.5. Tipagem filogenética

Os isolados STEC pertenciam principalmente ao filogrupo B1 (90.0%) e, em
menor proporgao, aos grupos A (5.7%) e D (4.3%).

Algumas particularidades puderam ser observadas dentre os isolados STEC
pertencentes aos filogrupos A e D em relagdo aos gendtipos de viruléncia. STEC do
grupo A foram positivas apenas para stx2 e nao apresentavam saa, enquanto que os
isolados do grupo D portavam apenas stx7 (Tabela 1).

Os isolados STEC obtidos de animais do rebanho F foram os mais
heterogéneos filogeneticamente, agrupados nos trés filogrupos observados neste

estudo. Todas STEC do filogrupo D foram isoladas deste rebanho.

4. Discussao

Neste estudo, investigamos a presengca de STEC em dez propriedades de
ovinos no Estado do Parana, detectando este patotipo em todos os rebanhos
analisados. Dados similares a estes foram reportados na Espanha (Rey et al., 2003),
Noruega (Urdahl et al., 2003), Australia (Djordjevic et al., 2004), Suica (Zweifel et al.,
2004) e, mais recentemente, Alemanha (Schilling et al., 2012), onde STEC foram
detectadas em mais de 90.0% dos rebanhos. A ampla ocorréncia de STEC nas
propriedades enfatiza a importadncia dos ovinos como reservatorios para este
patotipo.

Para nosso entendimento, este consiste no primeiro relato da ocorréncia de
STEC em ovinos da regido Sul do pais. No Estado de Sao Paulo, STEC foram
detectadas em 52.0% dos animais (Vettorato et al., 2003; 2009), uma prevaléncia
muito semelhante aquela reportada neste estudo (50.0%). Um total de 70 isolados
STEC foi caracterizado genotipica e fenotipicamente, sendo observada uma grande
diversidade de sorotipos e perfis de viruléncia, correspondendo ao que tem sido
documentado em ovinos por outros estudos (Blanco et al., 2003; Zweifel et al., 2004;
Vettorato et al., 2009).

Cerca de 53 sorogrupos O e 105 sorotipos O:H tém sido descritos em STEC
isoladas de ovinos (http://www.usc.es/ecoli/SEROTIPOSOVI.htm). Neste estudo, 23
sorotipos foram identificados, incluindo trés novos nao descritos anteriormente em
STEC (Tabela 1). Apenas sete destes sorotipos (O5:H-, O75:H-, 0O91:H-, O128:H2,
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0172:H-, O174:H8, ONT:H16 e ONT:H-) tém sido reportados previamente em STEC
de ovinos no Brasil (Vettorato et al., 2003; 2009), sugerindo uma variagao geografica
na prevaléncia de sorotipos de STEC nestes animais.

Os sorotipos mais prevalentes neste estudo foram O76:H19, O65:H-, O75:H-,
091:H-, 0128:H2 e O75:H14, abrangendo 65.7% dos isolados. Dentre estes
sorotipos, 091:H- e 0128:H2 sao frequentemente observados em ovinos, enquanto
que O76:H19 e O65:H- ocorrem mais raramente nestes animais (Blanco et al., 2003;
Djordjevic et al., 2004; Zweifel et al., 2005; Vettorato et al.,, 2009).
Interessantemente, os sorotipos O79:H14, O116:H21, ONT:H7, ONT:H16 € ONT:H-,
observados em nossos isolados, também tém sido identificados em bovinos no
Estado do Parana (Farah et al., 2007; Pigatto et al., 2008), sugerindo que alguns
sorotipos de STEC podem ser compartilhados por diferentes hospedeiros.

Sessenta e um (87.1%) isolados pertenciam a sorotipos previamente
descritos em STEC de humanos (Tabela 1), muitos dos quais associados com SHU,
como O75:H-, 0O91:H- e O128:H2, trés dos mais frequentes sorotipos neste estudo,
além de O5:H- e O103:H2. A ocorréncia destes sorotipos de STEC em ovinos é de
extrema importancia, uma vez que estes animais tém sido implicados como fonte de
infeccao em casos esporadicos e surtos de SHU (Starr et al., 1998; Schimmer et al.,
2008).

Com relagcdo ao gendtipo stx, 52.8% dos isolados portavam apenas o gene
stx1, estando de acordo com aquilo previamente reportado por outros autores
(Blanco et al., 2003; Djordjevic et al., 2004; Zweifel et al., 2004; Sanchez et al.,
2010). No entanto, alguns estudos relatam que STEC de ovinos apresentavam mais
comumente o gendtipo stx7 stx2 (Rey et al., 2003; Vettorato et al., 2003; Shilling et
al., 2012). Essa disparidade pode ser devido a variabilidade de sorotipos ocorrendo
em diferentes regides geograficas. Um dado comum a todos estes estudos € a baixa
ocorréncia em ovinos de STEC apresentando apenas o gene stx2, fato este também
evidenciado em nossos isolados.

O subtipo stx2b, predominante em nossos isolados, € epidemiologicamente
associado a STEC de ovinos, ocorrendo na grande maioria das cepas stx2-positivas
isoladas de fezes e alimentos originados destes animais (Ramachandran et al.,
2001; Vettorato et al., 2009; Martin and Beutin, 2011). Cepas portando stx2b séo
tidas como de baixa viruléncia, associadas principalmente a infeccbes

assintomaticas ou diarreias moderadas (Beutin et al.,, 2004). Entretanto,
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recentemente foi descrito um caso de SHU ocasionado por uma cepa de STEC
Stx2b-positiva/eae-negativa, com evidéncias de transmissdo da mae para o recém-
nascido (Stritt et al., 2012). Isto sugere que STEC stx2b-positivas também podem
levar a quadros mais severos da infeccdo. Também é valido ressaltar que os
subtipos stx2c e stx2d, frequentemente associados com casos severos de doencas
em humanos (Friedrich et al., 2002; Beutin et al., 2004), também foram identificados
em STEC de ovinos neste estudo.

Apenas quatro de nossos isolados foram positivos para eae, condizente com
outros estudos que reportam uma baixa frequéncia deste gene em STEC de ovinos
(Blanco et al., 2003; Djordjevic et al., 2004; Sanchez et al., 2010). Estes isolados
apresentavam os seguintes sorotipos e subtipos de intimina: O103:H2 (¢1), O169:H7
(eae-nd), O172:H- (¢1) e ONT:H7 (y1). A ocorréncia de sorotipos de STEC eae-
positiva em ovinos ndo havia sido documentada até entdo no Brasil (Vettorato et al.,
2003; 2009). Outro dado interessante deste estudo € a descricdo de um perfil de
viruléncia (O103:H2 stx1 eae ehxA) previamente associado a casos graves de
infeccbes por STEC no Brasil (Guth et al., 2005). Este parece ser, a0 nosso
conhecimento, a primeira descricdo de STEC pertencente ao sorotipo O103:H2 em
animais no pais, enfatizando a importancia dos ovinos como fonte de infecgdo em
humanos.

Embora a presenga do gene eae esteja associada com cepas mais virulentas
e maior severidade da doencga (Friedrich et al., 2002), STEC eae-negativas também
sdo responsaveis por casos esporadicos de SHU e surtos, como o recentemente
ocorrido na Alemanha (Frank et al., 2011).

A presengca do gene ehxA em cepas patogénicas de STEC tem sido
associado aos quadros mais graves da infecgdo em humanos (Beutin et al., 2004).
Uma alta prevaléncia (87.1%) deste gene foi observada em nossos isolados,
confirmando que a combinagao de stx com ehxA ocorre mais frequentemente em
STEC de ovinos do que stx e eae (Ramachandran et al., 2001; Blanco et al., 2003;
Vettorato et al., 2009). No entanto, apenas 68.8% destes isolados expressaram Ehly.
Outros autores também reportaram a falta de expressdo de Ehly em STEC de
ovinos, sugerindo que a expressao do fendtipo enterohemolitico seja mais comum
em cepas de bovinos (Cobeljic et al., 2005; Cookson et al.,2007).

A aderéncia e colonizagao do epitélio intestinal € um importante componente

na patogénese de STEC, sendo este processo mediado por diferentes adesinas
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(Bardiau et al., 2010). Neste estudo, todos os isolados STEC foram aderentes a
culturas de células HEp-2 e, com excegdao de um, portavam genes associados a
adesinas, como intimina, Lpf, Saa e lha. Portanto, € possivel que estas adesinas,
assim como outras ndo investigadas, estejam contribuindo para a adesdo destes
isolados a células epiteliais in vitro, embora mais estudos sejam necessarios para
evidenciar isso.

Todos os isolados aqui descritos produziram efeitos toxicos em células Vero,
porém diferentes percentuais de citotoxicidade foram verificados (Figura 1A e B).
Estudos prévios demonstraram que esta linhagem celular € mais sensivel a Stx1 em
relacdo a Stx2 (Kawano et al., 2008), o que poderia explicar o predominio de STEC
portando apenas stx7 entre os isolados mais citotoxicos.

A tipagem filogenética revelou que a maioria (90.0%) dos isolados STEC
estudados pertencia ao filogrupo B1. Nossos resultados sédo similares aqueles
reportados previamente (Girardeau et al., 2005; Ishi et al., 2007), sugerindo que um
especifico background genbmico € necessario para manutengcdo e expressao de
genes stx em E. coli.

Os resultados deste estudo sugerem que os ovinos podem ser considerados
um importante reservatério de STEC em nosso meio, uma vez que sorotipos e perfis
de viruléncia associados com doencas em humanos foram identificados. Desse
modo, a ocorréncia de STEC potencialmente patogénicas em animais de produgéao é
de grande preocupacdo em termos de saude publica, principalmente devido a
possibilidade de transmissdo deste patotipo ao homem através de alimentos

contaminados.
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Tabela 1 — Prevaléncia, sorotipos e propriedades de viruléncia de STEC isoladas de ovinos no Estado do Parana.

56

Propriedade No. animais No. animais Animal Sorotipo Perfil genotipico Caracteristicas fenotipicas Filogrupo
examinados STEC positivos (%) Stx Hem. Adesao

A 24 11 (45,8) 2 O79:H14°2° stx1 ehxA saa Ipfor13 + Ehly IND B1
10  O171:H2°2° stx2b stx2c Ipfor1s + AA B1

11 0128:H2?° stx1 stx2b ehxA saa Ipfo11s + Ehly IND B1

12 0128:H2 P stx1 stx2b ehxA saa Ipfor13 + Ehly IND B1

13 O5:H-?° stx1 ehxA saa Ipfor1s + AA B1

19  O171:H22° stx1 stx2b ehxA saa Ipfor1s + Ehly AA B1

20 091:H- 2P stx1 stx2b ehxA saa Ipfoy113 iha + Ehly AD B1

21 Q91:H-*° stx1 stx2b ehxA saa Ipfo;1siha + IND B1

22 0128:H2?" stx1 stx2b ehxA Ipfor1s + IND B1

0116:H21° stx2d ehxA saa Ipfo;13 iha SUbAB cdtV + Ehly IND B1

23 O171:H2?° stx1 stx2b Ipfor1 + IND B1

076:H19 2° stx1 ehxA saa Ipfo113 + AD B1

24 076:H192° stx1 ehxA saa Ipfo13 + IND B1

B 12 7 (58,3) 29  O75:H- stx1 stx2b ehxA Ipfo113 + Ehly  AA/AD B1
0102:H6 ° stx2b ehxA Ipfos13 + Ehly AA A

30 065:H-2° stx1 ehxA saa Ipfo1 + Ehly AA B1

31 065H-2° stx1 ehxA saa Ipfor1 + Ehly AA B1

32 0Q91:H-?*° stx1 stx2b saa iha + IND B1

34  ONT:H16 2" stx1 Ipfoy1 + AA B1

35 ONT:H162" stx1 Ipfoy1 + AA B1

36  0O123:H-2° stx1 stx2b ehxA saa Ipfor1s + Ehly IND B1

C 8 4 (50,0) 40 O76:H192° stx1 ehxA saa Ipfyqs + Ehly AD B1
41 O76:H19°2° stx1 ehxA saa + Ehly IND B1

42 0106/0185:H7 stx2d ehxA Ipfos13 + AD B1

44  0128:H2 2P stx1 ehxA saa Ipfor13 + AA B1
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Propriedade No. animais No. animais Animal Sorotipo Perfil genotipico Caracteristicas fenotipicas Filogrupo
examinados STEC positivos (%)
Stx Hem. Adeséo

D 5 3(60,0) 47  O76:H19%°  six1 ehxA saa Ipforss + Ehly IND B1
48  O76:H19%°  stx1 ehxA saa Ipfor1s + Ehly ALL B1

49  O76:H19%"  six1 ehxA saa Ipfosss + Ehly ALL B1

E 17 9(52,9) 52 O170:H7°  stx2b ehxA Ipfos + Ehly AA B1
54 O76:H19°° stx1 ehxA saa Ipfor1s + Ehly AA B1

56  O76:H19*°  stx1 ehxA Ipfoiss + Ehly AA B1

60  O172:H-2° stx2ND eae-£1 ehxA Ipfoys3 + Ehly ALL A

61  0O76:H19%" stx1 ehxA saa Ipfors + Ehly IND B1

62  Q91:H-?P  stx7 stx2b ehxA Ipfoq13 iha + Ehly IND B1

64 Q75:H14°  stx1 stx2b ehxA saa Ipfos13 + ALL B1

65 O75:H14°¢  stx1 stx2b stx2c ehxA Ipfoi13 + Ehly IND B1

66  O102:H6°  stx2b stx2c ehxA Ipfor1s + Ehly IND A

0169:H7 °  stx2ND eae-ND ehxA Ipfo115 cdtV + Ehly IND B1

F 23 14 (60,8) 67  065:H-2°  stx1 ehxA Ipfor1s + Ehly IND B1
68  065:H-2"  stx1 ehxA Ipforss + Ehly IND B1

70  065:H-?*  stx1 ehxA saa Ipfoiss + Ehly ALL B1

71 065H-?"  stx1 ehxA Ipfois + Ehly ALL B1

72 ONT:H7? stx1 eae-y1 ehxA Ipfoq13 iha + Ehly ALL D

73 ONT:H28 * stx1 ehxA Ipfors + Ehly ALL B1

75  ONT:H-2P  stx2b stx2c Ipfor13 + AA/AD A

76 O174:H8 2" stx1 stx2b ehxA saa Ipfos1s + Ehly IND B1

77  O76:H19?° stx1 ehxA Ipfois + Ehly IND B1

78  ONT:H28 " stx1 Ipforss + ALL B1

83 ONT:H42 stx1 stx2b ehxA Ipfo113 + Ehly IND B1

85 076:H192°  stx1 ehxA saa Ipfoi1 + Ehly IND D
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Propriedade No. Animais No. animais Animal Sorotipo Perfil genotipico Caracteristicas fenotipicas Filogrupo
examinados STEC positivos (%) . 5 S
Stx Hem. Adeséo

F 87  065:H-2  stx1 ehxA Ipfoi1s + Ehly AA D
88  O76:H192" stx1 ehxA saa Ipfors + AA B1

G 9 6 (66,6) 93  O75:H-%"  stx1 ehxA saa Ipfos + Ehly IND B1
94  0O75:H-*"  stx1 ehxA saa Ipfos3 + IND B1

95  091:H-2  stx1 stx2b saa Ipfor13 + IND B1

96  065:H-2"  stx1 ehxA Ipfosss + Ehly AA B1

97  O75:H-2P  stx1 stx2c ehxA saa Ipfor13 + AA B1

98  O75:H-*"  stx1 ehxA saa Ipfoqs + Ehly IND B1

H 18 3(16,6) 105 Q75:H14°  stx1 stx2b ehxA saa + IND B1
107 O75:H14°  stx1 stx2b stx2c ehxA saa Ipfo113 + AA B1

116 O76:H19>° stx1 ehxA saa Ipfo113 + AD B1

| 7 6 (85,7) 117 O75:H-*°  stx1 stx2b ehxA Ipfoiss + Ehly AA B1
119  O76:H19>° six1 ehxA saa Ipforss + AA B1

120  O76:H19>"  stx1 ehxA saa Ipforss - ALL B1

121 ONT:H-2"  stx1 stx2ND ehxA saa Ipfoq13 + Ehly AA B1

076:H19*®  stx1 stx2b ehxA saa Ipfor13 + Ehly AD B1

122 O75:H-*"  stx1 stx2ND ehxA saa Ipfor3 + AA B1

123 076:H19 " stx1 ehxA saa Ipfo113 + ALL B1

J 7 2(28,5) 125  0103:H2*" stx1 eae-e1 ehxA Ipforssiha + ALL B1
129  ONT:H16 *" stx2b + IND B1

Total 130 65 (50,0)

@ Sorotipos descritos anteriormente em STEC de ovinos

bSorotipos previamente encontrados em humanos — em negrito, sorotipos associados com SHU

°Novos sorotipos ndo descritos anteriormente em STEC

¢ Citotoxicidade em células Vero
° Produgéo de hemolisinas — Ehly: enterohemolisina

fPadrdo de adesdo em células HEp-2 apds 6 h — AA: adesao agregativa; AD: adesao difusa; ALL: adeséao localizada-like; IND: padrao indefinido
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Figura 1 (A e B) — Citotoxicidade dos isolados STEC. Os sobrenadantes dos cultivos
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Tabela S1 — Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados.

Gene Tamanho do
Primer Sequéncia (5'-3') alvo Fragmento (pb) Referéncias
Stx1-F ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC
X stxl 180 Paton e Paton (1998b)
Stx1-R AGAACGCCCACTGAGATCATC
Stx2-F GGCACTGTCTGAAACTGCTCC
stx2 255 Paton e Paton (1998b)
Stx2-R TCGCCAGTTATCTGACATTCTG
eaeA-F GACCCGGCACAAGCATAAGC
eae 384 Paton e Paton (1998b)
eaeA-R CCACCTGCAGCAACAAGAGG
hlyA-F GCATCATCAAGCGTAGCTTCC
ehxA 534 Paton e Paton (1998b)
hlyA-R AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT
SAADF CCTCACATCTTCTGCAAATACC
saa 119 Paton e Paton (2002)
SAADR GTTGTCCTGCAGATTTTACCAATGGA
IpfA-F ATGAAGCGTTAATATTATAG
IpfAoi113 573 Doughty et al. (2002)
IpfA-R TTATTTCTTATATTCGAC
lha-F CTGGCGGAGGCTCTGAGATCA
lha 827 Tarr et al. (2000)
lha-R TCCTTAAGCTCCCGCGGCTGA
SubAF GTACGGACTAACAGGGAACTG
subAB 1823 Paton e Paton (2005)
SubBR GCAAAAGCCTTCGTGTAGTC
cdtV-F TTCATTGTTCGCCTCCTG
cdtv 755 Cergole-Novella et al. (2007)
cdtV-R TTTATAAAGCTGGTATCCTG
Stx2-a GCGGTTTTATTTGCATTAGC
stx2a 115 Wang et al. (2002)
Stx2-b TCCCGTCAACCTTCACTGTA
Stx2b-a GGTAAAATTGAGTTCTCTAAGTAT
stx2b 175 Wang et al. (2002)
Stx2b-b CAGCAAATCCTGAACCTGACG
Stx2c-a GCGGTTTTATTTGCATTAGT
stx2c 124 Wang et al. (2002)
Stx2c-b AGTACTCTTTTCCGGCCACT
Stx2d-activatable = CTTTATATACAACGGGTG
stx2d 359 Zheng et al. (2008)
CKS2 CTGAATTGTGACACAGATTAC
EAE-1 GGAACGGCAGAGGTTAATCTGCAG
eae* 775 Blanco et al. (2006)
EAE-2 GGCGCTCATCATAGTCTTTC
ChuA.1 GACGAACCAACGGTCAGGAT
chuA 279 Clermont et al. (2000)
ChuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA
YjaA.l TGAAGTGTCAGGAGACGCTG .
i yjaA 211 Clermont et al. (2000)
YjaA.2 ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC
TspE4C2.1 GAGTAATGTCGGGGCATTCA
TSPE4.C2 152 Clermont et al. (2000)
TspE4C2.2 CGCGCCAACAAAGTATTACG

*Detecta todos os tipos de intimina descritos até o momento. Os isolados positivos para o
gene eae universal foram testados separadamente para todos os tipos de intimina, cujos
oligonucleotideos especificos estdo disponiveis em
http://www.im.microbios.org/0902/0902103Tables1S2S3SBlancoONLINE.pdf
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Resumo

Amostras fecais de 130 ovinos sem diarreia pertencentes a dez propriedades no
Estado do Parana foram investigadas quanto a presenca de Escherichia coli
enteropatogénica (EPEC). Pela técnica da PCR multiplex, foram identificadas EPEC
em 19,2% dos animais, todos com até 12 meses de idade. Um total de 25 isolados
foi obtido, todos os quais negativos para o gene bfpA, sendo entdo designados como
EPEC atipicas (aEPEC). Os isolados foram caracterizados com relagdo aos
gendtipos, grupos filogenéticos, sorotipos, padroes de aderéncia a células HEp-2 e
producao de hemolisinas. A presencga dos genes ehxA, iha e Ipfo113 foi verificada em
60%, 20% e 88% dos isolados, respectivamente. Os subtipos eae-B71 e eae-61 foram
os mais frequentes entre as aEPEC. O gene tirY-P foi observado em 84% dos

isolados, enquanto que tirS (12%) e tcep/teccp2 (20%) ocorreram  menos
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frequentemente. Com relagao aos grupos filogenéticos, aEPEC foram agrupadas em
B1 (72%), A (20%), B2 (4%) e D (4%). Os isolados pertenciam a 11 sorotipos O:H, a
maioria dos quais previamente associados a infecgdo em humanos, e trés (O1:H8,
O11:H21 e O125:H19) ndo descritos anteriormente em aEPEC. Todas os isolados
foram aderentes as células HEp-2, sendo o fendtipo de adesao localizada-like (ALL)
0 mais comumente observado. Doze (48%) isolados expressaram enterohemolisina.
Nossos resultados sugerem que ovinos podem ter um importante papel na

disseminagao de aEPEC potencialmente patogénicas para os humanos.

Palavras-chave: Ovinos, aEPEC, sorotipos, fatores de viruléncia

1. Introducéo

Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) é uma das principais causas de
diarreia, principalmente em criangas, em varias regidées do mundo (Nataro e Kaper,
1998). Esta classe de E. coli diarreiogénicas (DEC) é caracterizada pela capacidade
de induzir lesdes attaching and effacing (A/E) no epitélio intestinal e ndo produzir
toxinas Shiga (Kaper, 1996). EPEC sao ainda subdivididas em dois distintos grupos,
EPEC tipicas (tEPEC) e atipicas (aEPEC), diferenciados com base na presenga do
plasmideo EPEC adherence factor (EAF), o qual codifica a fimbria bundle-forming
pilus (BFP), encontrado apenas em tEPEC (Kaper, 1996).

A ilha de patogenicidade (PAI) cromossomal denominada locus of enterocyte
effacement (LEE) contém os genes associados a formacgéo da lesdo A/E, dentre os
quais eae e tir, responsaveis por codificar a proteina de membrana externa intimina
e seu receptor translocado Tir, respectivamente (Croxen e Finlay, 2010). Baseado
no polimorfismo do gene eae, cerca de 34 tipos e subtipos de intimina tém sido
descritos (Blanco et al., 2006; Horcajo et al., 2011).

aEPEC e tEPEC diferem significativamente com relagdo as propriedades
genotipicas e fenotipicas (Trabulsi et al., 2002). Estudos epidemiolégicos indicam
também que aEPEC sdo mais prevalentes do que tEPEC em varias regides do
mundo, incluindo o Brasil (Hernandes et al., 2009).

Além de ocorrer em humanos, uma grande variedade de sorotipos de aEPEC

tem sido isolada de diferentes espécies de animais (Krause et al., 2005). Alguns
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estudos sugerem que possa ocorrer a transmissao de cepas de aEPEC entre
humanos e animais, evidenciando um possivel potencial zoondtico deste patotipo
(Moura et al., 2009; Horcajo et al., 2011). No entanto, mais estudos tornam-se
necessarios para o entendimento do papel desempenhado pelo reservatério animal
na epidemiologia de aEPEC.

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi investigar a prevaléncia e

caracterizar cepas de aEPEC isoladas de ovinos no Estado do Parana, Brasil.

2. Materiais e métodos

2.1. Amostras fecais, cultivo e identificacdo bioquimica de E. coli

Durante o periodo de abril a setembro de 2010, foram coletadas amostras
fecais de 130 ovinos saudaveis (sem diarreia) com idades entre uma semana a oito
anos. Os animais pertenciam a dez propriedades localizadas em quatro municipios
(Arapongas, Londrina, Rolandia e Tamarana) no Estado do Parana. As amostras
foram semeadas em agar MacConkey (Difco) e incubadas a 37°C por 24 h. Em
média trés coldnias fermentadoras de lactose foram selecionadas do crescimento
bacteriano e, aquelas identificadas bioquimicamente como E. coli, armazenadas a -
20°C em caldo infusdo de coracéo e cérebro (BHI; Himedia) contendo glicerol 20%
(VIv).

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal (CEEA n° 33/10; processo n° 10449.2010.10) da
Universidade Estadual de Londrina.

2.2. PCR multiplex para detecc¢éo de eae, stx1 e stx2

O DNA dos isolados foi extraido por fervura e utilizados na PCR multiplex
para deteccdo dos genes eae, stx1 e stx2, conforme descrito previamente (Paton e
Paton, 1998).



64

2.3. Caracterizacdo genotipica

Os isolados de EPEC foram testados quanto ao subtipo de intimina por PCR e
sequenciamento do gene eae, de acordo com Blanco et al. (2006). Também foi
investigado a presencga dos genes bfpA (Gunzburg et al., 1995), tir (Ogura et al.,
2007), tccp (Garmendia et al., 2005), tccp2 (Whale et al., 2007), ehxA (Paton e
Paton, 1998), Ipfo113 (Doughty et al., 2002) e iha (Tarr et al., 2000).

2.4. Classificagao filogenética dos isolados

PCR triplex foi utilizada para classificacdo dos isolados com relacdo aos

grupos filogenéticos A, B1, B2 e D, de acordo com Clermont et al. (2000).

2.5. Caracterizacéo fenotipica

A determinagao dos antigenos O e H foi realizada de acordo com Guinée et al.
(1981), utilizando todos os antissoros O (01-O185) e H (H1-H56) disponiveis. O
teste de adesao em células HEp-2 foi realizado em 6 horas a 37°C, conforme
descrito previamente (Cravioto et al., 1979). A produgdo de a-hemolisina e

enterohemolisina foi investigada de acordo com Beutin et al. (1989).

3. Resultados

Das 130 amostras fecais analisadas, 25 (19,2%) apresentaram isolados com
caracteristicas genotipicas de EPEC por PCR (eae-positivo stx-negativo). A
prevaléncia de EPEC nas propriedades variou de 0% a 42%, sendo que apenas
animais com até 18 meses de idade foram positivos (Tabela 1).

De cada amostra fecal positiva, foi selecionado apenas um isolado EPEC,
obtendo-se um total de 25 isolados, os quais foram posteriormente caracterizados
(Tabela 2). Todos os isolados foram considerados aEPEC, uma vez que foram
negativos para o gene bfpA. A frequéncia observada para os genes ehxA, iha e

Ipfo113 foram 60%, 20% e 88%, respectivamente.
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Quatro subtipos de intimina foram verificados entre os 25 isolados de aEPEC:
eae-B1 (15 isolados), eae-61 (seis isolados), eae-y71 (um isolado) e eae-a2 (um
isolado), além de dois isolados nos quais nao foi possivel a determinagcéo pela
metodologia utilizada. Vinte e um (84%) isolados aEPEC apresentaram o gene tirY-P
(fosforilado, tipo-EPEC), trés (12%) portavam tirS (ndo fosforilado, tipo-EHEC) e um
isolado nao apresentou nenhum produto de PCR para tir, ndo sendo tipavel (NT)
para este gendtipo. Os genes tccp e tcep2 foram observados em um (4%) e quatro
(16%) isolados, respectivamente. O tamanho dos amplicons de tccp/tccp2 variaram
de 750 a 1200 pb (Tabela 2). Com base na tipagem dos genes tccp/tcep?2 e tir, os 25
isolados aEPEC foram divididos em tccp-negativo/tirY-P (18 isolados), tccp-
positivo/tirY-P (trés isolados), tccp-positivo/tirS (dois isolados), fccp-negativo/tirS (um
isolado) e tccp-negativo/tirNT (um isolado).

Em relacdo aos grupos filogenéticos, os isolados aEPEC foram distribuidos em
B1 (72%), A (20%), B2 (4%) e D (4%). Foi possivel verificar a ocorréncia de isolados
pertencendo a mais de um grupo filogenético em seis propriedades. Com excegao
de uma propriedade, onde o grupo A foi mais frequente, em todas as demais os
isolados pertenciam predominantemente a B1. Os grupos filogenéticos A, B1, B2 e D
foram relacionados, respectivamente, aos subtipos de intimina 61, B1, a2 e y1
(Tabela 2).

Onze diferentes sorotipos (O:H) foram observados, trés dos quais nao
descritos previamente em aEPEC (Tabela 2). No entanto, 64% dos isolados
pertenciam a apenas quatro sorotipos: ONT:H21 (seis isolados), O2:H40 (quatro
isolados), O70:H11 e O177:H11 (trés isolados cada). Interessantemente, 60% dos
isolados apresentaram os antigenos flagelares H11 ou H21. Embora o sorotipo
ONT:H21 tenha sido o mais prevalente em termos absolutos, O2:H40 ocorreu em
um maior numero de propriedades, sendo detectado em animais pertencentes a trés
diferentes rebanhos. De um modo geral, aEPEC de mesmo sorotipo também
apresentavam o0 mesmo subtipo de intimina e pertenciam ao mesmo grupo
filogenético.

No teste de interagdo com culturas de células HEp-2, verificou-se que todos
os isolados aEPEC foram aderentes, sendo o padrdo localizado-like (ALL) o mais
frequentemente observado, apresentado por 15 (60%) isolados, trés dos quais
expressavam simultaneamente outro fenétipo de adeséo. Adesao agregativa (AA) e

difusa (AD), além de padrdes indefinidos (IND) também foram identificados. Nao
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foram observadas associagdes entre os sorotipos, tipos de intimina e fenétipos de
adesdo. Com relagcado a produgao de hemolisinas, 12 (48%) isolados expressaram

enterohemolisina (Ehly) e a-hemolisina n&o foi detectada.

4. Discussao

No presente estudo, EPEC foram isoladas de 19,2% dos ovinos analisados,
resultados semelhantes aqueles reportados no Reino Unido (Aktan et al., 2004) e
Alemanha (Krause et al., 2005). Em estudo similar conduzido no Estado de Séao
Paulo, EPEC foram isoladas em apenas 3% dos ovinos examinados (Vettorato et al.,
2009). Frequéncias mais baixas (11%) foram também encontradas na india (Wani et
al., 2009). Em contraste, Frohlicher et al. (2008) detectaram EPEC em mais de 50%
dos ovinos estudados na Suica. As distintas prevaléncias de EPEC nestes estudos
podem ser devido a diferengas geograficas, caracteristicas do rebanho e/ou
metodologia aplicada, o que de certa forma limita comparagbes entre esses
resultados.

EPEC foram isoladas exclusivamente dos animais mais jovens, com até 18
meses de idade. Cortés et al. (2005) observaram resultados semelhantes em
caprinos na Espanha e sugerem que EPEC seja componente natural da microbiota
intestinal de animais mais jovens. A proximidade com caprinos permite-nos
extrapolar que 0 mesmo possa ocorrer em ovinos.

Todos os 25 isolados foram negativos para o gene bfpA, sendo portanto
designados como aEPEC. Estes dados reforcam que tEPEC n&o sdo comumente
isoladas de animais, e que os humanos constituem o Unico reservatério deste
patotipo (Trabulsi et al., 2002).

De modo geral, uma grande diversidade de gendtipos e fendtipos foram
observados entre as aEPEC neste estudo, reafirmando a heterogeneidade
apresentada por este patotipo quanto as propriedades de viruléncia (Abe et al.,
2009). aEPEC geralmente apresentam fatores de viruléncia associados a outros
patotipos de DEC, tais como ehxA, iha e Ipfo113 (Scaletsky et al., 2009), presentes
em 60%, 20% e 88% de nossos isolados.

Intimina-B1 e 61 foram as mais prevalentes entre os isolados de aEPEC,

resultado este condizente com outros estudos que relatam o predominio destes



67

subtipos de intimina em aEPEC de ovinos (Krause et al., 2005; Frohlicher et al.,
2008) e também de humanos com diarreia (Blanco et al., 2006; Kozub-Witkowski et
al., 2008).

aEPEC podem utilizar diferentes mecanismos para induzir a formacido de
pedestais nos enterécitos, uma das caracteristicas da lesdo A/E (Frankel and
Phillips, 2008). A tipagem dos genes tccp/tccp2 e tir indicam que a maioria dos
isolados aEPEC deste estudo podem utilizar a via dependente da fosforilagdo da
tirosina 474 (Y474) de Tir para indugéao do fenétipo A/E. Em contraste, a ocorréncia
de trés isolados com o gendtipo tccp2-positivo/tirY-P sugere que estes possam
utilizar também a via TccP2, esta ultima independente da fosforilagdo de Tir. No
entanto, mais estudos sdo necessarios para verificar se a utilizagdo de mais de uma
via pode conferir alguma vantagem a aEPEC na infeccdo de humanos e/ou na
colonizacao do reservatério animal.

Os isolados de aEPEC pertenciam principalmente ao grupo filogenético B1
(72%) e, em menor proporgéo, A (20%), B2 (4%) e D (4%). Esta heterogeneidade
filogenética é também documentada por Afset et al. (2008), em estudo com cepas de
aEPEC isoladas de criangas com e sem diarreia na Noruega. Este mesmo estudo
indica uma possivel correlagado entre o grupo B1 e diarreia. As associagdes entre
subtipo de intimina e grupo filogenético (61-A, B1-B1, a2-B2 e y1-D), observadas
neste estudo, também tém sido descrita previamente em aEPEC (Tramuta et al.,
2008).

Um total de 11 sorotipos foram observados, oito destes previamente descritos
em cepas de aEPEC isoladas de humanos (Tabela 2). Mais de 200 sorotipos tém
sido identificados em aEPEC (Hernandes et al., 2009), no entanto, para nosso
conhecimento, esta € a primeira descricdo dos sorotipos O1:H8, O11:H21 e
0125:H19 neste patotipo. A ocorréncia de isolados pertencendo a sorotipos
associados a E. coli enterohemorragica (EHEC), tais como O145:H- e O146:H21,
sugere que algumas cepas de aEPEC podem, na verdade, ser EHEC que perderam
0s genes stx durante a passagem pelo trato intestinal (Bielaszewska et al., 2008) ou
nos subcultivos (Joris et al., 2011).

Todos os isolados foram aderentes a células HEp-2, sendo diferentes
fendtipos de adesao observados, onde o padrao ALL foi o mais frequentemente
expresso. A diversidade de padrbes de adesao in vitro observados em aEPEC, bem

como o predominio do fendtipo ALL neste patotipo, também tem sido documentado
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previamente por outros autores (Pelayo et al., 1999; Gomes et al., 2004; Abe et al.,
2009).

aEPEC tem sido frequentemente isolada de humanos com diarreia em muitos
paises, incluindo o Brasil (Gomes et al., 2004; Tennant et al., 2009; Nunes et al.,
2012). Ha evidéncias que a diarreia causada por aEPEC pode ser considerada uma
zoonose, uma vez que alta similaridade entre cepas de humanos e animais tém sido
demonstrada com base em analises filogenéticas e perfis de viruléncia (Moura et al.,
2009; Horcajo et al., 2011).

Desse modo, a ocorréncia de aEPEC em animais utilizados para a producéao
de alimentos, como o0s ovinos, pode representar um risco a populagao, ja que este
patotipo também tém sido detectado em alimentos de origem animal (Kagambega et
al., 2012), assim como surtos de diarreia associados ao consumo de alimentos
contaminados por aEPEC tém sido descritos (Hedberg et al., 1997; Wedley et al.,
2012).

5. Concluséao

Em resumo, aEPEC com caracteristicas genotipicas e fenotipicas
semelhantes aquelas de cepas isoladas de humanos com diarreia foram obtidas de
ovinos saudaveis. Estes resultados sugerem que ovinos representam um importante

reservatorio para cepas de aEPEC potencialmente patogénicas a humanos.
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Tabela 1 - Prevaléncia de EPEC nas propriedades e distribuicdo nos diferentes
grupos etarios.

EPEC (n°. animais positivos/n°. animais examinados)

Propriedade Idade (meses) Total (%)
Até um 1-18  Acimade 18

A 3/12 1/6 0/6 4/24 (16,6)
B 3/4 0/4 0/4 3/12 (25,0)
C 0/0 0/4 0/4 0/8 (0,0)
D 0/0 0/0 0/5 0/5 (0,0)
E 3/7 4/10 0/0 7/17 (41,2)
F 4/15 0/1 0/7 4/23 (17,4)
G 0/3 0/4 0/2 0/9 (0,0)
H 2/6 1/7 0/2 3/15 (20,0)
| 1/2 0/3 0/2 1/7 (14,3)
J 2/3 1/3 0/1 3/7 (42,8)

Total (%)  18/52(34,6) 7/45(155)  0/33(0,0) 25/130 (19,2)




Tabela 2 - Caracteristicas genotipicas e fenotipicas de aEPEC isoladas de ovinos no Estado do Parana.

Propriedade  Animal Sorotipo Genes de viruléncia Hem” Ad° GF®
eae bfpA  tir tcep (pb)®  tcep2(pb)®  ehxA  iha  Ipfoiss
A AN9' O1:H8* 01 - Y-P - - + - + Ehly ALL A
AN3' 02:H40%** 01 - Y-P - - - - - - AA A
At 02:H40 01 - Y-P - - + - + - ALL A
AN4' 0O153:H7** B1 - Y-P - - - - + - ALL B1
B BN3' 0O11:H21* NT - Y-P - - + + + Ehly AA B1
BN1"  O177:H11** B1 - Y-P - - + + + Ehly ALL B1
BN2"  0177:H11 B1 - S - - + + + Ehly ALL B1
E EN2' 0146:H21** 01 - Y-P - - - - + - ALL/AD B1
EJg* 0146:H21 01 - Y-P - - + - + - AD B1
EJ6* 0177:H11 B1 - Y-P - +(750) + - + Ehly ALL B1
EN1"  ONT:H21** B1 - Y-P - - + - + Ehly IND B1
EN6' ONT:H21 B1 - Y-P - - - - + - AA/AD B1
E)7°* ONT:H21 B1 - Y-P - - + - + - ALL B1
EJ9F ONT:H21 B1 - Y-P - - + - + Ehly AA B1
F FN15"  02:H40 01 - Y-P - - - - - - ALL A
FN4A"  O70:H11** 1 - Y-P - - + - + Ehly AA B1
FN8"  070:H11 1 - NT - - + - + Ehly ALL B1
FN1"  0125:H19* a2 - S +(1100) - - - + - ALL/AA B2
H HN2' 02:H40 01 - Y-P - - - - - - IND A
HJ6'  070:H11 B1 - Y-P - +(750) + + + Ehly  ALL/AA Bl
HN5S'  088:H25** 1 - Y-P - - - - + - AD B1
| IN2"  0153:H7 B1 - Y-P - +(750) + - + Ehly ALL B1
J 14t 0145:H-** vl - S - +(1200) + + + Ehly ALL D
JNTT ONT:H21 B1 - Y-P - - - - + - ALL B1
JN3' ONT:H21 B1 - Y-P - - - - + - IND B1

75
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'Animais com até um més de idade

*Animais com um a 18 meses de idade

NT: ndo tipavel; H-: ndo mdvel

*Sorotipos ndo descritos previamente em aEPEC

**Sorotipos previamente descritos em cepas de aEPEC isoladas de humanos (Bielaszewska et al., 2008; Abe et
al., 2009; Hernandes et al., 2009)

®Tamanho do fragmento (pares de bases)

bProdugéo de hemolisinas — Ehly (enterohemolisina)

‘Adesdo a células HEp-2 em 6 h — AA (adesdo agregativa); AD (adesdo difusa); ALL (adesdo localizada-like); IND
(padrao indefinido); ALL/AA, ALL/AD, AA/AD (padrdes mistos)

dGrupo filogenético
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5 CONCLUSOES

De modo geral, uma grande variedade de sorotipos e perfis de
viruléncia foi observado em STEC e aEPEC isoladas de ovinos, muitos dos quais
associados a doengas em humanos. Para o nosso conhecimento, este € o primeiro
relato da ocorréncia do sorotipo O103:H2 em STEC de origem animal no Brasil.
Portanto, estes resultados confirmam que ovinos s&o um importante reservatorio de
STEC e aEPEC, podendo atuar como fontes de infeccdo em humanos em nosso

meio.



