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RESUMO

Selecionamos para este estudo 86 cepas de Escherichia coli isoladas de 48 bezerros, 24 néo-
diarréicos e 24 diarréicos. Estas cepas foram examinadas quanto & presenca de marcadores de
viruléncia por PCR: stx1, stx2, ehly, eaeA, saa, Ipfois, k99, f41, clpG, f17, sta, It-Il, cnf e
astA. Todos os isolados foram sorotipados e examinados quanto & expressao de Stx e Ehly.
Nos isolados de animais ndo-diarreicos, 20/43 (46,5%) foram Stx1"; 7/43 (16,3%) Stx2" e
16/43 (37,2%) Stx1™ Stx2*. O gene Ipfo113 foi detectado em 35/43 (81,4%), 6/43 (14%) foram
EAST-1"; Saa’ e Ehly* foram ambos detectados em 4/43 (9,3%); F17*, CS31A" e LT-II" em
3/43 (7%) cada; 2/43 (4,7%) foram CNFs" e 1/43 (2,3%), eaeA". Quatro dos 4 (100%) dos
isolados Ehly* e 14/43 (32,6%) stx” expressaram enterohemolisina e Stx, respectivamente.
Entre os animais diarréicos, 26/43 (60,5%) foram Stx1"; 3/43 (7%) Stx2" e 11/43 (25,6%)
Stx1* Stx2". O gene Ipfou13 foi detectado em 36/43 (83,7%), 6/43 (14%) foram East-1"; 5/43
(11,6%), CS31A™; 3/43 (7%) eaeA". Ehly" and LT-II" estiveram ambos presentes em 2/43
(4,7%) e Saa, CNFs e F17 em 1/43 (2,3%) cada. Um dos 2 (50%) isolados Ehly" e 22/40
(50%) stx™ expressaram enterohemolisina e Stx, respectivamente Entre os 86 isolados de E.
coli, nenhuma cepa foi K99*, STa" ou F41*. No nlimero total de animais, os sorogrupos O1,
02, 07, 012, 020 e 022 foram os mais frequentes, distribuidos entre 42 isolados enquanto 27
foram considerados ndo-tipaveis (NT). Dezessete antigenos H (H1, H2, H3, H6, H14, H16,
H18, H19, H21, H25, H28, H32, H38, H39, H40, H48, H55) foram distribuidos entre 66
isolados enquanto 3 foram imoveis (NM) e 17 foram considerados nao-tipaveis (NT). Néao
foram observadas diferencgas significativas nas frequéncias dos marcadores de viruléncia ou
suas associacgdes entre as cepas de animais diarréicos e ndo diarreicos.

Palavras-chave: Escherichi coli. Viruléncia (Microbiologia). Diarréia em bovinos.



ABSTRACT

We selected for this study, 86 Escherichia coli strains isolated from 48 calves, 24 healthy and
24 diarrheic animals. These strains were examined for the presence of virulence markers by
PCR: stx1, stx2, ehly, eaeA, saa, Ipfois, k99, 41, clpG, 17, sta, It-11, cnf and astA. All
isolates were serotyped and examined for the Stx and Ehly expression. Among non-diarrheic
animals 19/43 (44,2%) were shown to be Stx1®, 7/43 (16,3%) carried Stx2" and  16/43
(37,2%) were Stx1" Stx2". Lpfoi13 gene were detected in 35/43 (81,4%), 6/43 (14%) were
EAST-1%, Saa” and Ehly” were detected in 4/43 (9,3%); F17*, CS31A" and LT-II" were found
in 3/43 (7%) each; 2/43 (4,7%) were CNFs", 1/43 (2,3%) were eaeA’. Four of the 4 Ehly”
isolates (100%) and 14/43 stx1™ (32,6%) expressed enterohemolysin and Stx, respectively.
Among diarrheic animals, 26/43 (60,5%) were Stx1®, 3/43 (7%); Stx2" and  11/43 (25,6%)
were Stx1* Stx2". Lpfoi13 gene were detected in 36/43 (83,7%), 6/43 (14%) were EAST-1%,
5/43 (11,6%) were CS31A", 3/43 (7%) were eaeA’, Ehly" and LT-1I" were both present in
2143 (4,7%); Saa, CNFs and F17 were found in 1/43 (2,3%) each. One of the 2 isolates (50%)
Ehly* and 22/40 (55%) stx™ expressed enterohemolysin and Stx, respectively. Among 86 E.
coli isolates, no strain, was K99", STa" or F41" and serogroups O1, 02, 07, 012, 020 and
022 were the most frequent, distributed among 42 isolates and 27 were considered non
typable (NT). Seventeen H antigens (H1, H2, H3, H6, H14, H16, H18, H19, H21, H25, H28,
H32, H38, H39, H40, H48, H55) were distributed among 66 isolates whereas 3 were non-
mobile (NM) and 17 were considered non typable. No significant difference was observed on
the frequency of virulence markers or their associations between diarrheic and no diarrheic
strains.
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1 INTRODUCAO

As diarréias em bovinos de até trés semanas de idade ocorrem com
frequéncia, sendo Escherichia coli um dos principais agentes (Garcia et al., 1999).
Manifesta-se como uma diarréia de cor esbranquicada, de cheiro desagradavel; o animal
torna-se apatico; ha perda de apetite, emagrecimento progressivo e, em alguns casos, este
qguadro de colibacilose entérica em bezerros pode evoluir negativamente, levando a
desidratacdo e morte. Estima-se que a taxa de mortalidade de bezerros no periodo neonatal
oscile entre 3 a 30%, sendo a diarréia responsavel por 75% desta mortandade

(Embrapa Gado de Corte, 1999). Ja na colibacilose sistémica, a bactéria
invade o sistema circulatorio e pode atingir outros 6rgdos. O curso da doenga varia de 2 a 4
dias, mas a morte pode ocorrer em poucas ap6s o desenvolvimento da diarréia. A mortalidade
de bezerros pela colibacilose representa um prejuizo econdmico importante, pois as carcacgas
devem ser descartadas, sem qualquer aproveitamento. Além disso, 0s animais que sobrevivem
a doenga podem apresentar retardo no desenvolvimento e diminui¢do na producéo de leite
(Blood et al., 1983; Acres, 1985; Gyles, 1994; Sussman, 1996)

E. coli, enterobactéria Gram-negativa que divergiu da linhagem Salmonella
ha cerca de 100 milhGes de anos, € o microrganismo anaerobio facultativo predominante na
microbiota colonica humana (Mead & Griffin, 1998).

Além de seu papel na microbiota colénica, a espécie E. coli compreende
cepas de patdgenos intestinais e extra-intestinais. Os patdgenos intestinais sd@o também
conhecidos como E. coli diarreiogénica (DEC), um grupo com seis categorias: E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorrdgica (EHEC), E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli que se
adere difusamente (DAEC) (Nataro & Kaper, 1998). Recentemente, a categoria EPEC foi
subdividida em duas: EPEC tipica (t-EPEC) e EPEC atipica (a-EPEC). Esta Gltima tem sido
descrita com maior freqliéncia que t-EPEC tanto em Sao Paulo como na Europa e nos Estados
Unidos e partilha vérias caracteristicas com EHEC, tais como: genética, sorotipos, producéo
de toxinas e reservatorio animal (Trabulsi et al., 2002). Estudos realizados com amostras
fecais de criancas diarréicas e ndo-diarréicas na cidade de Londrina, Parana, demonstraram
prevaléncia de t-EPEC nas amostras diarréicas, com predominio do sorogrupo O119:H6 e
deteccdo de cepas O-ndo tipaveis (Kobayashi et al., 2000; Nunes et al., 2003). Saridakis et al.

(1997), também na cidade de Londrina, isolaram, em amostras fecais de bezerros diarréicos,
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cepas de E. coli dos sorogrupos 0119 e 0128, além do sorotipo O26:H11, eaeA-positivas e
ndo-produtoras de Stx, portanto, a-EPEC (Trabulsi et al., 2002). E. coli é classificada
sorologicamente em sorogrupos e sorotipos com base na sua composicdo antigénica:
antigenos O ou somaticos para 0s sorogrupos e antigenos flagelares ou H para os sorotipos.
Podem, ainda, expressar antigenos K ou capsulares, importantes na patogénese (Campos et
al., 2004).

Embora vérias diferencas entre as DEC tenham sido descritas, atualmente,

alguns fatores de viruléncia tém sido utilizados para definir essas categorias (Tabela 1)

Tabela 1 — Caracteristicas de viruléncia utilizadas para a defini¢do das categorias de E. coli
diarreiogénicas (DEC) na rotina laboratorial.

Cat Caracteristicas de viruléncia
egorias de DEC

t- Presenca do gene eae e da regido EAF
EPEC

a- Presenca do gene eae e auséncia dos genes stx
EPEC

EH Presenca do gene eae e dos genes stx
EC

EA Presenca do plasmidio AA
EC

DA Presenca do gene daaC
EC

ET Presenca dos genes It ou st e producdo de uma
EC ou duas toxinas

EIE Presenca do gene ipa e teste de Séreny positivo.
C

Referéncia: Campos et al., 2004.

O gene eae codifica a adesina ndo-fimbrial intimina (Jerse et al., 1990) e a
sua presenca esta correlacionada a presenca da regido LEE (locus of enterocyte effacement),
uma ilha de patogenicidade de 35 kb cujos genes codificam os elementos responsaveis pela
lesdo intestinal A/E (attaching and effacing). Ndo foram relatadas excecbes para esta
generalizacdo, portanto, a deteccdo de eae é considerada suficiente para levantamentos
epidemioldgicos (McDaniel et al., 1995). O plasmidio EAF (EPEC adherence factor), além
do operon da fimbria BFP (Bundle-forming pillus), envolvida na adeséo inicial de t-EPEC a
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mucosa intestinal, também transporta a regido EAF, a partir da qual foi construida uma sonda
genética com 0 mesmo nome, utilizada para a identificacdo de cepas de EPEC (Nataro et al.,
1985). A sonda EAEC, ou sonda AA, desenvolvida por Baundry et al (1990) e utilizada na
caracterizagdo das cepas de EAEC, é um fragmento de 1,0 kb, resultante da digestdo do
plasmidio AA de 65 MDa, da cepa 042, pela enzima Sau 3a. As cepas DAEC podem ser
detectadas com a sonda DAEC, um fragmento de 700 pb derivado do gene daaC, que codifica
uma proteina usher, necessaria para a expressdo da fimbria F1845 (Bilge et al., 1993). Os
genes plasmidiais ipa (ipaA, ipaB, ipaC, ipaD e ipaH), presentes em Shigella spp e EIEC,
codificam proteinas de membrana externa e sdo responsaveis pelo fen6tipo invasivo destas
cepas (Sansonetti et al., 1981)

As cepas de E. coli produtoras de Stx receberam a seguinte nomenclatura
(Calderwood et al, 1996): E. coli produtora de toxina Shiga (STEC) para as cepas de E. coli
que carreiam os genes que codificam Stx e EHEC para cepas que, além de Stx, apresentam
como marcador de viruléncia os genes para a lesdo A/E (Mainil & Daube, 2005). As cepas de
STEC também sdo denominadas EHEC LEE-negativas ou eae-negativas (Luck et al, 2005).

A maioria destes fatores de viruléncia é codificada por fragmentos de DNA
adquiridos horizontalmente: ilhas de patogenicidade, transposons, plamidios e fagos (Mead &
Griffin, 1998).

Cepas de E. coli capazes de causar doencas extraintestinais  sao
denominadas conjuntamente EXPEC. Assim, tem sido descritas cepas associadas as infec¢bes
urinarias (UPEC), a meningite neonatal (MAEC) e bacteremia (Campos et al., 2004).

De acordo com alguns autores, cepas de E. coli denominadas
necrotoxigénicas possuem a capacidade de produzir toxinas denominadas fatores
necrotizantes citotoxicos 1 e 2 (CNF1 e CNF2) (De Rycke et al., 1990). Cepas produtoras de
CNF1 tém sido associadas a infecgOes extraintestinais humanas (Alonso et al., 1987),
enquanto cepas CNF2-positivas tém sido isoladas de bezerros com diarréia e/ou septicemia
(Oswald et al., 1991). Por outro lado, Blanco et al. (1993, 1998) e Burns et al. (1996)
descreveram cepas de NTEC produtoras de CNF2 isoladas de bezerros ndo-diarréicos. Assim,
o0 papel de cepas de NTEC na patogénese da diarréia bovina é ainda controverso.

A infeccdo por cepas de ETEC é causa significante de diarréia em criangas
e viajantes em paises em desenvolvimento, também é uma causa comum de colibacilose em
animais jovens, principalmente leitdes e bezerros. Caracteristicamente, cepas de ETEC se
aderem ao epitélio intestinal, colonizando-o sem induzir alteragdes morfoldgicas significantes

e secretam enterotoxinas que alteram as fungdes de absorcdo e de secrecdo dos enterdcitos
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(Nagy & Fekete, 2005). Dentre os fatores de colonizagdo associados a colibacilose bovina
destacam-se as adesinas fimbriais K99, F41 e F17 (Franck et al., 1998; Orden et al., 1999) e a
adesina ndo-fimbrial CS31A (Bertin et al., 1998). As enterotoxinas das cepas de ETEC sdo
codificadas por plasmidios e podem ser classificadas em duas categorias : enterotoxinas
termo-labeis de alto peso molecular, LTs e variantes, produzidas principalmente por cepas de
ETEC humanas e suinas; e enterotoxinas termo-estaveis de baixo peso molecular, STs,
produzidas por cepas de ETEC humanas em paises em desenvolvimento, bem como de
colibacilose em leitdes e bezerros (O’Brien & Holmes, 1986). STs, principalmente STa, é a
enterotoxina mais comumente associada a colibacilose bovina, enquanto a variante Il da
toxina LT, LT-II, ndo tem sua capacidade de causar diarréia comprovada, embora tenha sido
encontrada em cepas de ETEC isoladas de bezerros diarréicos (Nagy & Fekete, 1999). Em
cepas de EAEC isoladas de humanos, uma nova ST, EAST-1 (enteroagreggative E. coli heat-
stable enterotoxin 1) foi descrita (Savarino et al., 1993). O gene que codifica EAST-1, astA é
plasmidial e parece ter sido adquirido por outras classes de DEC: Savarino et al. (1996)
mostraram a presenca desse gene em 100% das amostras de EHEC O157:H7 analisadas, 41%
de ETEC e 22% de EPEC. Embora EAST-1 tenha afinidade pelo receptor para STa, GC-c, 0s
genes estruturais destas toxinas ndo apresentam seqiiéncias homdlogas significativas (So &
McCarthy, 1980).

A categoria STEC, cujo principal fator de viruléncia, a producdo de
citotoxinas (Stx1 e/ou Stx2) é codificado por genes fagicos, estd associada a casos de colite
hemorréagica (HC), sindrome hemolitico-urémica (HUS, cuja possivel seqliela mais grave é a
faléncia renal) e purpura trombocitopénica trombotica (TTP) em seres humanos (Nataro &
Kaper, 1998). Ensaios imunoldgicos de neutralizacdo demonstraram que as toxinas Shiga,
principais marcadores de viruléncia de cepas de STEC, podem ser divididas em dois grupos
antigénicos. O grupo um, Stx1, é neutralizado por anti-soro da citotoxina de S. dysenteriae 1,
pois sdo consideradas idénticas (O’Brien et al., 1983). O grupo 2, Stx2, € neutralizavel apenas
por anti-Stx2 (O’Brien & Holmes, 1987). Stx 1 e Stx2 sdo codificadas por fagos lambda
temperados e apresentam 55 e 57% das seqliéncias genéticas de suas subunidades A e B
idénticas, respectivamente (Jackson et al., 1987). Stx1 é considerada altamente conservada e
suas variantes apresentam poucas diferencas nas suas seqiiéncias genéticas, sem maiores
conseqiiéncias nas suas propriedades antigénicas e citotoxicas (Melton-Celsa & O’Brien,
1998; Duffy et al., 2001; Thorpe et al., 2002). No entanto, algumas variantes de Stx1 foram
descritas: Stx1c e Stx10X3 encontradas em amostras de E. coli isoladas de humanos e ovinos
(Koch et al., 2001; Zhang et al., 2002) e Stx1d, de amostras bovinas (Blrk et al., 2003). Cinco
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variantes biologicas de Stx2 foram descritas, as quais diferem umas das outras por sua
antigenicidade, toxicidade e sequéncia genética (Melton-Celsa & O’Brien, 1998; Duffy et al.,
2001; Thorpe et al., 2002): Stx2, Stx2c, Stx2d e Stx2f (anteriormente denominada Stx2ev)
isoladas de humanos e Stx2e, isolada de suinos.

A estrutura A-B da familia das toxinas Shiga, holotoxinas de
aproximadamente 70 kDa, € conservada entre seus membros. A subunidade A, de 32 kDa,
pode ser clivada proteoliticamente, resultando em dois peptidios: Al e A2, de 28 e 4 kDa,
respectivamente, e que permanecem ligados por uma ligacdo dissulfeto. O peptidio Al
apresenta atividade enzimatica (N-glicosidase) enquanto A2 tem a funcdo de ligar a
subunidade A ao pentamero formado por cinco subunidades B idénticas, de 7,7kDa cada. O
pentamero B liga a toxina ao receptor glicolipidico especifico, presente na superficie da célula
eucariotica, globotriasilceramida (Gb3) para Stx1 e Stx2 e globotetrasilceramida (Gb4) para
Stx2e. Apo6s a ligagdo, a holotoxina sofre endocitose através de depressdes da membrana
citoplasmatica da célula eucariotica revestidas pela proteina clatrina (coated pits), formando
uma vesicula selada com a holotoxina em seu interior. No citoplasma, esta vesicula pode se
fundir com lisossomos, resultando na degradacdo da toxina. Porém, em células eucarioticas
sensiveis a Stx, as vesiculas sdo transportadas até o reticulo endoplasmatico via complexo de
Golgi, alcancando, entdo, o citosol. Durante este processo, a subunidade A é clivada pela
enzima furina, gerando o fragmento cataliticamente ativo, Al e o fragmento A2, cuja ligacdo
dissulfeto é posteriormente reduzida. O fragmento Al livre tem atividade RNA N-glicosidase,
e interage com a unidade 60S do ribossomo. Ao remover um residuo de adenina da
subunidade 28S do rRNA eucaridtico, Al livre impede a ligagdo do amino-acil-RNA
transportador a esta subunidade, inibindo irreversivelmente a etapa de elongamento da sintese
protéica e causando a morte celular (Paton & Paton, 1998).

Em EHEC, assim como em EPEC, outros fatores de viruléncia estéo
localizados cromossomalmente em uma ilha de patogenicidade denominada locus of
enterocyte effacement (LEE), cujos genes codificam os elementos responsaveis pela lesdo
intestinal A/E (attaching and effacing), Os genes da regido LEE codificam uma adesina néo
fimbrial, a intimina (eae); um sistema de secrecdo do tipo Ill (proteinas Esc e Sep);
chaperoninas (proteinas Ces); proteinas translocadoras (EspA, EspB e EspD) e proteinas
efetoras (EspF, EspG e Map), assim como o receptor para intimina (Tir). A funcdo de muitos
quadros abertos de leitura (open reading frames - ORFs) ainda é desconhecida. (Girard et al,
2005). A intimina é fator-chave de colonizacdo para EHEC em ovinos (Cornick et al., 2002),

bovinos recém-nascidos e adultos (Dean-Nystrom et al.,, 1998). No entanto, mutantes
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intimina-negativos ainda sdo capazes de colonizar certos locais do trato gastrintestinal dos
ruminantes, indicando que outros fatores de coloniza¢do podem estar presentes (van Diemen
et al., 2005). Cepas de EHEC podem apresentar ainda, um plasmidio altamente conservado de
60 MDa, pO157 (Schmidt et al, 1994). Este plasmidio esta presente também em cepas do
sorotipo O26:H11 e na maioria de STEC isoladas de humanos (Beutin et al., 1994; Levine et
al, 1987), cujos genes codificam possiveis marcadores de viruléncia adicionais:
enterohemolisina (Schmidt et al., 1995), uma citolisina formadora de poro em células
eucaridticas (Ehly); uma catalase-peroxidase (KatP) (Brunder et al., 1996); uma serina
protease (EspP), capaz de clivar o fator V de coagulagdo humano (Brunder et al., 1997).
Recentemente, dois novos fatores de adesdo a células epiteliais foram descritos em cepas
STEC 0113:H21, ambos envolvidos em surtos distintos de HUS na Austrélia: Paton et al.
(2001) descreveram Saa, a primeira adesina caracterizada em cepas de E. coli LEE-negativas
e Doughty et al (2002) descreveram LPF, fimbria longa polar identificada pela primeira vez
em Salmonella enterica serovar Typhimurium (Baumler et al. 1995).

HUS é considerada uma doenca de origem alimentar foi inicialmente
relacionada ao consumo de hamburgueres, carne moida e laticinios contaminados com STEC
(Riley, 1987). Nos Estados Unidos, a categoria STEC estd associada a, aproximadamente,
110.000 casos de doencas e 90 mortes, anualmente (Mead et al., 1999). No Brasil, de acordo
com os registros da AIH/DATASUS/MS, foram notificados 12 casos de HUS no estado de
Séo Paulo no periodo de 1998/2000, com historia anterior de diarréia e possivel, porém néo
confirmado, envolvimento com E. coli O157:H7 (Brasil, CVE, 2001). O primeiro relato de
isolamento de STEC de um paciente com HUS ocorreu em um hospital da cidade de S&o
Paulo, no ano de 2001 (Guth, et al., 2002): uma crianca, com historia de diarréia aguda
ocorrida trés semanas antes da internacdo, cujos sintomas clinicos e resultados de exames
laboratoriais levaram ao diagnostico desta sindrome. A cepa isolada pertencia ao sorotipo
026:H11.

Embora o sorotipo O157:H7 esteja ligado a maioria dos surtos associados a
STEC descritos mundialmente, estudos recentes indicam que a incidéncia deste sorotipo vem
decaindo substancialmente (CDC, 2004). Em contraste, STEC ndo-O157 vem sendo isolada
com maior freqliéncia a partir de amostras fecais de pacientes com HUS (Banatvala et al.,
2001; Jaeger et al., 2000), entre os quais os sorogrupos 026, 091, 0103, 0111 e 0113
(Nataro & Kaper, 1998; Paton & Paton, 1998) No Brasil, poucas cepas O157:H7 foram
isoladas de humanos, no estado de Sdo Paulo. Estes pacientes ndo apresentavam diarréia

sanguinolenta (Irino et al, 2002).
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O primeiro surto de colite hemorragica ligado a EHEC sorotipo O157:H7
estava relacionado ao consumo de hamburgueres contaminados, levando a suspeita de um
reservatorio bovino (Riley et al, 1983). Desde entdo, estudos em diferentes paises tem
demonstrado que o gado bovino € o principal reservatério de STEC/EHEC: na Argentina,
segundo estudos de Sanz et al. (1998), a taxa de isolamento de STEC de bovinos adultos
tratados a pasto foi de 22% no campo e, no abatedouro, 44%; enquanto Padola et al. (2004)
isolaram STEC e EHEC sorotipo O157:H7em 63 e 6,8% dos animais de uma fazenda de
confinamento, respectivamente. Na Espanha, STEC foi isolada em 37% dos bezerros e em
35% dos bovinos adultos investigados (Blanco et al., 1997). Nos Estados Unidos, a
prevaléncia de EHEC sorotipo O157:H7 no gado saudavel varia de entre 2 a 20% dos animais
(Mainil & Daube, 2005). Estes animais podem apresentar um quadro inicial de diarréia
guando jovens e, quando se recuperam, tornam-se animais saudaveis, portadores de STEC
(Verweyen et al, 2000).

No Brasil, Cerqueira et al. (1999) analisando gado leiteiro e de corte no
Estado do Rio de Janeiro, constataram uma alta ocorréncia dos genes stx nestes animais,
detectados por PCR: 82% do gado leiteiro e 53% do gado de corte, sendo 1,5% dos isolados
EHEC sorotipo O157:H7. Leomil et al. (2003), detectaram, por PCR, a ocorréncia dos genes
stx em 20% dos bezerros diarréicos e em 7,8% dos animais ndo-diarréicos das fazendas de
corte do Estado de Séo Paulo estudadas. Moreira et al. (2003), analisando fazendas de leite da
regido de Pelotas, no Estado do Rio Grande do Sul, detectaram STEC em 49% dos animais
através do ensaio de citotoxicidade em células Vero. Salvadori et al. (2003) pesquisando
bezerros diarréicos da regido centro-oeste detectou, por PCR, genes stx em 16.1% dos
animais. Mais recentemente, Irino et al (2005), isolaram STEC em 25,5% dos animais
pesquisados em fazendas de leite no estado de S&o Paulo. Os genes stx foram pesquisados por
ensaios de hibridizagdo de DNA em col6nias. Dois novos sorotipos de STEC foram
encontrados: O79:H14 e 098:H17, enquanto o sorotipo O178:H19, embora anteriormente
descrito, fora recentemente detectado somente na Espanha (Blanco et al., 2004).

Elder et al (2000), examinando gado de corte em frigorificos nos EUA,
antes e apés o abate, puderam isolar E. coli O157:H7 em 28% das fezes, 11 na pele/couro; e,
na carcaca, em 43% antes da evisceragcdo, 18% pos-evisceracdo e 2% apos a lavagem da
carcaca, pronta para o resfriamento. Cerqueira et al. (1997) encontraram, no Rio de Jameiro
uma alta prevaléncia de STEC em produtos carneos de origem bovina, cerca de 71%.

Embora doengas humanas associadas a STEC/EHEC tém sido pouco

descritas no Brasil, podemos observar uma significativa ocorréncia de STEC nos rebanhos
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bovinos, principais reservatorios destas cepas. Assim, devido a proximidade de nosso Estado
com a Argentina, pais onde HUS é endémica, e a falta de estudos com bovinos em nossa

regido, com forte caracteristica agropecuaria, nos propusemos a realizar este trabalho.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Estudar a ocorréncia de marcadores de viruléncia e determinar o0s
sorogrupos de isolados de Escherichia coli obtidas a partir de fezes de bezerros com e sem

diarréia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Verificar a presenca de genes que codificam Shiga-toxinas, Stx1 e Stx2,
por PCR;

— Detectar a expressdo desses genes através da producdo de citotoxinas em
ensaios com células Vero em cultivo;

— Determinar sorogrupos e sorotipos das amostras;

— Verificar a presenca de genes que codificam fatores de colonizacdo e
outras toxinas;

— Detectar a expressdo da enterohemolisina (Ehly);

— Comparar os sorotipos e perfis genotipicos e fenotipicos encontrados em

animais diarréicos e ndo-diarréicos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAS

As amostras fecais foram coletadas de 130 bezerros diarréicos e 103
bezerros saudaveis das racas Holtein e Holtein-Gir, durante o periodo de setembro de 1998 a
marco de 1999. Os animais pertenciam a 58 fazendas de gado leiteiro, localizadas em 19
municipios, totalizando uma 4rea de 8.863 Km? (IBGE, 1996) na regido norte do estado do
Parana, Brasil. Os bezerros tinham a idade de 3 dias a 4 meses, portanto, periodo de pré-
desmame. Apds a coleta, os swabs retais foram transportados em meio Cary-Blair (Difco
Laboratories, Detroit, MI) em uma caixa com isolamento térmico. No laboratério, as amostras

foram processadas imediatamente.

3.2 CULTIVO E IDENTIFICACAO BIOQUIMICA

As amostras fecais foram semeadas em agar MacConkey (MAC) (Difco) e
agar MacConkey Sorbitol (SMAC) (Biobras) e incubadas a 37°C por 18 a 24 horas. Cinco
colonias fermentadoras de lactose do MAC e outras cinco ndo-fermentadoras de sorbitol do
SMAC foram selecionadas de forma aleatdria. No total, 1488 colonias foram identificadas
bioquimicamente como Escherichia coli, segundo os métodos de Toledo et al (1982a) e
Toledo et al (1982b). Os isolados foram armazenados em agar estoque e mantidos a 4°C em

geladeira.

3.3 PESQUISA DE GENES PARA MARCADORES DE VIRULENCIA

Foi utilizada a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com
oligonucleotidios iniciadores especificos.
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3.3.1 Obtencéo de DNA Bacteriano e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As amostras foram cultivadas em agar LB ou agar triptona de soja (TSA) a
37°C por 18 a 24 horas. As colbnias foram suspensas em 300uL de &gua ultra pura
esterilizada, em tubos de microcentrifuga, levadas ao aquecimento em agua fervente, por 15
minutos e imediatamente colocadas em gelo por 5 minutos e centrifugadas por 1 minuto a

14.000 rpm. Os sobrenadantes foram utilizados nos ensaios de PCR.

3.3.2 Genes pesquisados

Para a realizacdo da reacdo de amplificacdo dos genes de interesse foram
utilizados os seguintes componentes e temperaturas de reacao:

e Genes stx1 e stx2hb: 10 uL do lisado bacteriano, 0,2 mM de dNTPs
(Invitrogen), 1,5 mM MgCl, (Invitrogen), 18 pmol (stx1) ou 9 pmol (stx2hb) de cada
oligonucleotidio iniciador, 1,0 U de Tag DNA Polimerase (Invitrogen), tampéo de reacdo 1x e
agua ultra pura suficiente para o volume final de 50uL.

e Genes EhlyA, eaeA e saa: 10 uL do lisado bacteriano, 0,2 mM de
dNTPs (Invitrogen), 2,0 mM MgClI, (Invitrogen), 25 pmol de cada oligonucleotidio iniciador,
1,0 U de Tag DNA Polimerase (Invitrogen), tampao de reagdo 1x e agua ultra pura suficiente
para o volume final de 50pL.

o Gene Ipfoizz: 10 uL do lisado bacteriano, 0,2 mM de dNTPs
(Invitrogen), 5,0 mM MgCI; (Invitrogen), 25pmol de cada oligonucleotidio iniciador, 1,0 U de
Tag DNA Polimerase (Invitrogen), tampdo de reagdo 1x e agua ultra pura suficiente para o
volume final de 50pL.

e Genes: K99, F41, CS31A, F17, STa, LT-Il, CNFs e East-1: 7 uL do
lisado bacteriano, 0,2 mM de dNTPs (Invitrogen), 1,5 mM MgCl; (Invitrogen), 50 pmol de
cada oligonucleotidio iniciador, 1,0 U de Tag DNA Polimerase (Invitrogen), tampéo de

reacao 1x e agua ultra pura suficiente para o volume final de 30uL;
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As sequéncias dos pares de oligonucleotidios iniciadores, tamanhos dos
fragmentos amplificados, amostras padréo utilizadas como controles positivos e condicdes de
amplificacdo estdo descritos na Tabela 2.

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em termociclador Perkin-
Elmer Gene Amp 9700 PCR. Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose 2% , corados com brometo de etidio (1,5 ug/mL) e visualizados em
transluminador (Eletrophoresis Power Supply CPS 600, Pharmacia Biotech). Em cada gel foi
utilizado um padrao de peso molecular de 100 pb (DNA Ladder, Invitrogen)



Tabela 2 — Sequiéncias de oligonucleotidios iniciadores, tamanho dos fragmentos de DNA amplificados, cepas padrao e condi¢des utilizadas

neste
Gene  Sequéncia dos oligonucleotidos iniciadores Tamanho do fragmento Temperatura de Ciclos (n) Cepa Padréo Referéncias
(5°-3) amplificado (pb) anelamento Bibliograficas
stx1  (F)GAAGAGTCCGTGGGATTACG 130 55°C 30 E. coli EDL 933 Blanco et al., 1997
(R) AGCGATGCAGCTATTAATAA
stx2h®  (F) CCGTCAGGACTGTCTGAAAC 478 55°C 30 E. coli EDL 933 Blanco et al., 1997
(R) GAGTCTGACAGGCAACTGTC
EhlyA (F) GCATCATCAAGCGTACGTTTCC 534 60°C 35 E. coli C3279 Paton e Paton, 1998.
(R) AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT
eaeA (F) GACCCGGCACAAGCATAAGC 384 60°C 35 E. coli E2348 Paton e Paton, 1998.
(R) CCACCTGCAGCAACAAGAGG
saa  (F) CGTGATGAACAGGCTATTGC 119 62°C 35 E. coli FV 965b  Paton e Paton, 1998.
(R) ATGGACATGCCTGTGGCAAC
Ipfous  (F) ATGAAGCGTTAATATTATAG 573 50°C 30 E. coli de Sp Doughty et al., 2002

(R) TTATTTCTTATATTCGAC

23
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Tabela 2 — continuagdo

Sequéncia dos oligonucleotidos iniciadores Tamanho do fragmento Temperatura de Ciclos (n) Cepa Padréao Referéncias
Gene (5°-3) amplificado (pb) anelamento Bibliograficas
K99 (F) TGGGACTACCAATGCTTCTG 450 48°C 35 E. coli B41 Rosendaal et al,., 1984.
(R) TATCCACCATTAGACGGAGC (0101:K-)
FA1  (F) GAGGGACCTTCATCTTTTAG 431 48°C 35 E. coli B41 Fidock et al., 1989.
(R) AGTCCATTCCATTTAATGGC (0101:K-)
CS31A (F) GGGCGCTCTCTCCTTCAAC 402 48°C 35 E. coli 31A Bertin et al., 1998.

(R) CGCCTAATTGCTGGCGAC
F17  (F) GCAGAAAATTCAATTTATCCTTGG 537 62°C 35 E. coli B62 Bertin et al., 1996.

(R) CTGATAAGCGATGGTGTAATTAAC

STa  (F) TCCGTGAAACAACATGACGG 244 48°C 35 E. coli B41 So & McCarty, 1980.
(R) ATAACATCCAGCACAGGCAG (0101:K-)
LT-1l  (F) AGATATAATGATGGATATGTATC 300 48°C 35 E. coli Pc/c LT-1I  Schultsz et al., 1994,

(R) TAACCCTCGAAATAAATCTC

EAST1 (F) CCATCAACACAGTATTCCGA 111 50°C 35 E. coli FV171 Yamamoto &
(R) GGTCGCGAGTGACGGCTTTGT (044) Echeverria, 1996.

CNFs (F) CTGGACTCGAGGTGGTGG 533 55 35 E. coli B26A Blanco et al., 1996.
(R) CTCCTGTCAACCACAGCC (0123:H16)

% Detecta apenas Stx2 produzida por cepas de STEC isoladas de bovinos e humanos associadas com colite hemorragica e sindrome hemolitico urémica.
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3.4 DETECCAO DA ATIVIDADE DA TOXINA SHIGA (STX) EM ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

Foi utilizado o protocolo de Konowalchuk et al. (1977), com modificacgdes:

e Caldo Penassay no lugar de TSB;

e Tempo de incubacdo das amostras e condi¢des: 48 horas em cultivo
estatico ao invés de 20 a 24h sob agitagéo;

3.4.1 Preparo das Amostras

As amostras foram semeadas em caldo Penassay (Antibiotic Medium 3,
Difco) , incubadas a 37°C durante 48 horas e centrifugadas a 3.000 rpm por 30 min. Os
sobrenadantes foram esterilizados por filtragdo, utilizando membranas com poros de 0,22um

de diametro e mantidos a —20°C até o momento dos testes.

3.4.2 Preparo da Linhagem Celular e Teste de Citotoxicidade

As células Vero (células de rim de macaco verde africano) foram cultivadas
em garrafas com meio minimo essencial Eagle (MEM) suplementado com 10% de soro fetal
bovino, 100 UI/mL de penicilina e 10 mg/mL de estreptomicina e incubadas a 37°C em estufa
com atmosfera de 5% de CO; por 24 horas para a formacdo de uma monocamada celular.
Apdbs o crescimento, a monocamada celular foi desprendida com tripsina e distribuida em
aliquotas de 100 uL em microplacas de fundo chato com 96 orificios, na concentracdo de
aproximadamente 2,5.10° células/mL, visualizadas em microscépio invertido. Apés 24 horas
a 37°C em estufa com atmosfera de 5% de CO,, 0 meio de cultivo foi descartado e substituido
pelos filtrados bacterianos diluidos (1:4) em meio MEM suplementado com 2% de soro fetal
bovino. As placas foram incubadas a 37°C em estufa com atmosfera de 5% de CO, e as

alteracdes morfologicas das células foram observadas em microscopio invertido apos 24, 48 e
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72 horas de incubacéo. Os testes foram realizados em triplicata e controles positivo e negativo
foram utilizados — cepas E. coli 5CL (amostra de origem humana, paciente com HUS,

Canada) e E. coli Hb101, respectivamente.

3.5 ENSAIO PARA A DETECCAO DA PRODUCAO DE ENTEROHEMOLISINA

Foi utilizado o protocolo de Beutin et al. (1989). As amostras foram
semeadas em caldo TSB, incubadas a 37°C por 18 a 24 horas e semeadas em placas de agar
sangue convencional (AS - 5% sangue de carneiro em agar triptona de soja- TSA) e agar
sangue com 5% de hemaécias de carneiro lavadas em TSA, suplementado com CaCl, 10mM
(ASHL). As placas foram incubadas a 37°C e observadas apés 3, 6 e 18 horas de incubacéo.
As amostras que apresentaram hemolise somente apds 18 horas em ASHL foram consideradas
produtoras de enterohemolisina. As cepas E. coli C3279 e E. coli Hb101 foram utilizadas

como controles positivo e negativo neste ensaio.

3.6 DETERMINAGCAO DOS SOROGRUPOS

A determinacdo dos antigenos O foi realizada por uma técnica de
microaglutinacdo em placas descrita por Guineé et al. (1972) e modificada por Blanco et al.
(1992). Os antisoros (O1 a O175) foram absorvidos com 0s respectivos antigenos detectados
por reacdo cruzada para a remocdo das aglutininas ndo-especificas. Os antisoros foram
produzidos no Laboratério de Antigenos Bacterianos Il, Instituto de Biologia, na

Universidade Estadual de Campinas (Unicamp).

3.6.1 Preparacéo das Amostras

Para a determinacdo dos sorogrupos as amostras foram semeadas em TSA e

incubadas a 37°C por 24 horas. O crescimento bacteriano foi suspenso em salina 0,15M, na
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concentracdo aproximada de 1,8.10° CFU/mL (escala 6 de MacFarland) e autoclavado a
121°C sob pressdo por 30 minutos para a destruicdo dos antigenos flagelares e capsulares.
Apdbs resfriamento, as suspensdes foram diluidas (v/v) com solucdo de violeta genciana
(0,005%, p/v) em salina formolizada (0,5, v/v). As suspensbes foram conservadas a 4°C e

utilizadas em, no maximo, 4 semanas.

3.6.2 Reacdo de aglutinacdo em microplaca

Os ensaios de aglutinacdo foram realizados em microplacas de 96 pogos
com fundo V, utilizando um conjunto de antisoros anti-O especificos (O1 até O175). Cada
poc¢o da microplaca recebeu 50uL de amostra e 50uL de antisoro diluido (1:80). A placa foi
incubada a 37°C/18h em cdmara Umida. Em cada placa foi utilizado um padrdo negativo de
leitura (salina e amostra). As amostras que apresentaram deposito no fundo do pogo (botdo)

foram consideradas negativas.

3.7 DETERMINACAO DOS SOROTIPOS

A determinacdo dos antigenos H foi realizada por aglutinagdo em tubos
utilizando um conjunto de soros anti-H (H1 a H56) produzidos no Laboratério de Antigenos

Bacterianos 11, Instituto de Biologia, na Universidade Estadual de Campinas (Unicamp).

3.7.1 Preparacdo das Amostras

3.7.1.1 Ativacdo da motilidade

As amostras que se apresentaram mdveis no meio MILi foram semeadas em

meio semi-solido (BHI, acrescido de 0,2% agar bacterioldgico) em tubos U e incubadas a
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37°C/18 a 24 horas, ou até que o crescimento bacteriano alcancasse a extremidade oposta do
indculo. Este processo foi repetido por trés passagens afim de estimular a expressdo dos
flagelos das amostras, observando-se que o repique foi obtido da extremidade do tubo oposta

a inicialmente semeada.

3.7.1.2 Preparo do antigeno H

A partir do ultimo tubo U semeado, as amostras foram semeadas em tubos
com 7mL de caldo BHI e incubadas a 37°C em estufa com agitacdo orbital por 6 a 8 horas,
em seguida inativadas pela adicdo de igual volume de formalina 1,0% em salina fisiologica.
A turbidez obtida foi comparavel ao tubo da escala 2 de MacFarland: 6,0 . 108 CFU/mL.

3.7.2 Aglutinacdo em Tubos

Em baterias de tubos de vidro 10x100 mm, foram adicionados 200 puL de
diferentes antissoros, a estes foram adicionados 200 uL dos antigenos H. A mistura foi
incubada em banho-maria a 45°C por 3 horas. A reacdo foi considerada positiva quando
ocorria a formacdo de uma pelicula no fundo do tubo e apresentacdo limpida do sobrenadante,

enquanto o sobrenadante turvo caracterizou a reagao negativa.
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4 RESULTADOS

4.1 DETECCAO DOS GENES STX E EXPRESSAO FENOTIPICA EM CELULAS DA LINHAGEM VERO

Os resultados da PCR demonstraram que 83/86 (96,5%) cepas de E. coli
isoladas de bezerros diarréicos e ndo-diarréicos carreavam genes stx. Entre as 43 cepas
isoladas de animais diarréicos, 26/43 (60,5%) foram stx1"; 3/43 (7%) stx2" e 11/43 (25,6%)
stx1™ stx2". Nos animais ndo-diarréicos, 20/43 (46,5%) foram stx1*; 7/43 (16,3%) stx2" e
16/43 (37,2%) stx1™ stx2".

Quanto a expressdo in vitro, 14/43 (32,6%) cepas stx+ isoladas de animais
ndo-diarréicos demonstraram citotoxicidade em células Vero: 6/20 (30%) cepas stx1®, 2/7
28,6%) stx2" e 7/16 (43,8%) stx1* stx2". Entre as cepas stx+ isoladas de animais diarréicos,
22/40 (55%) apresentaram citotoxicidade: 19/26 (73,1%) cepas stx1®, 2/3 (66,7%) stx2" e 1/11
(9,1%) stx1” stx2™.

4.2 DETERMINACAO DOS SOROGRUPOS E SOROTIPOS

Foram detectados 16 sorogrupos diferentes nas amostras. Os sorogrupos O1,
02, 07, 012, 020 e 022 foram os mais freqlentes, distribuidos entre 42 isolados enquanto 27
foram considerados n&o-tipaveis (NT) com os antisoros disponiveis. Com exce¢do do
sorogrupo O1, onde 7/9 (78%) dos isolados foram do grupo diarréico, ndo houve diferencgas
nas prevaléncias dos sorogrupos entre as cepas de animais diarréicos e nao-diarréicos. Os

resultados estdo descritos na Tabela 3.
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Tabela 3 — Sorogrupos de amostras de Escherichia coli isoladas
de bezerros diarréicos e ndo-diarréicos

Sorogrupo NC°total de cepas  Animais Animais

Diarréicos  Saudaveis

o1 9
02 11
04 2
o7 4
08 3
012 4
1
1
4

\‘

015

017

020
022 10
030 1
041 3
O78 1
088 2
0126 1
0132 1
R 1
NT 27

P P, O O kB O O & W P O DN PF N O O
O O FF N O W kP O P O P N W NN DD oD

[EEY
w
[
SN

R: Amostra rugosa
NT: Néo-tipavel

Dezessete antigenos H (H1, H2, H3, H6, H14, H16, H18, H19, H21, H25,
H28, H32, H38, H39, H40, H48, H55) foram distribuidos entre 66 isolados enquanto 3 foram
iméveis (NM) e 17 foram considerados ndo-tipaveis (NT). No total, 52 sorotipos diferentes

foram encontrados.
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4.3 DETECCAO DE GENES QUE CODIFICAM FATORES DE VIRULENCIA POR PCR

Nas cepas de E. coli de animais diarréicos, 0 gene Ipfo113 foi detectado
em 36/43 dos isolados (83,7%); 5/43 (11,6%) foram clpG™; 3/43 (7%), eaeA’; saa, e f17
foram detectados em 1/43 (2,3%) cada. As toxinas detectadas foram: East-1" em 6/43 (14%);
Ehly” e LT-II", presentes em 2/43 (4,7%) e CNFs 1/43 (2,3%)

Entre os isolados de animais ndo diarréicos, o gene Ipfo113 foi detectado em
35/43 (81,4%), 4/43 (9,3%) saa™; f17" e clpG" foram detectados em 3/43 (7%) cada e 1/43
(2,3%) foram eaeA’. As toxinas detectadas foram: EAST-1 em 6/43 isolados (14%); Ehly* em
4143 (9,3%); LT-1I" em 3/43 (7%) e 2/43 (4,7%) foram foram CNFs".

Entre os 86 isolados de E. coli, nenhuma cepa foi k99, sta”™ ou f41°".

Todos os isolados Ehly*, exceto um do grupo diarréico, produziram
enterohemolisina, detectada em placas de agar sangue com hemacias de carneiro lavadas.

Os principais perfis genotipicos e fenotipicos dos grupos diarréicos e nao-
diarréicos estdo descritos nas Tabelas 4 e 5, sendo os mais frequientes stx1; stx1, Ipfoi1s € stx1,

stx2, Ipfo113, tanto nas amostras diarréicas quanto nas amostras ndo-diarréicas.



Tabela 4 — Sorotipos e principais perfis genotipicos e fenotipicos dos isolados
de bezerros diarréicos

Animal Sorotipo Perfil Fenotipico
Perfil Genotipico
1 O78:H2 stx1, Ehly, eaeA Stx
2 02:H40 stx1, Ipf Stx
O1:H32 stx2 Stx
3 O1:H32 stx1, Ipf Stx
4 0132:H18 stx1+stx2, Ipf -
O7:H55 stx1, Ipf Stx
5 O7:HNT stx1, eastl, Ipf Stx
R:H48 stx1+stx2,eastl, Ipf -
6 O8:HNT stx1+stx2,Ehly, Ipf Ehly
02:H19 stx1+stx2, Ipf -
7 04:H21 stx1+stx2, Ipf Stx
022:HNM stx1, Ipf Stx
8 O1l:H32 * stx1+stx2, Ipf -
9 Ol:H1 stx1+stx2, Ipf -
Ol:H1 stx1, Ipf Stx
10 022:H48 stx1+stx2,eastl, Ipf -
11 ONT:H25 stx1, eaeA Stx
ONT:H21 stx1+stx2, Ipf -
0O12:H1 stx1, eaeA Stx
12 O2:HNT stx1+stx2, Ipf -
O2:HNT stx2, Ipf Stx
022:HNT stx2, Ipf -
13 020:H14 * stx1, Ipf Stx
14 020:H28 Ipf -
15 ONT:H21 Ipf -
16 012:H25 Ipf
17 0O12:H1 stx1, Ipf Stx
ONT:HNT stx1, Ipf Stx
18 02:H55 stx1 Stx
ONT:H25 stx1 Stx
19 022 stx1, Ipf Stx
ONT:H6 * stx1, Ipf Stx
21 O17:H18 stx1, cs31a, eastl, Ipf Stx
22 O1:H32 stx1, cs31a, eastl, Ipf -
ONT:H6 stx1, cs31a, Ipf -
23 ONT:HNT stx1, cs31a,, Ipf -
ONT:H21 stx1, cs31a, eastl, Ipf -
ONT:H32 stx1, Ipf -
24 ONT:H16 stx1 -
ONT:H25 stx1, Ipf -

* S80 duas cepas com as mesmas caracteristicas.

NT: N&o-tipavel

NM: Cepa imovel
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Tabela 5 — Sorotipos e principais perfis genotipicos e fenotipicos dos isolados de bezerros
ndo-diarréicos

Sorotipo Perfil Genotipico Perfil Fenotipico
Animal
1 0O2:H6 stx1, cs31a, Ehly, eaeA, Ipf Stx, Ehly
2 ONT:HNM stx1, cs31a, Ipf -
ONT:HNM stx1+stx2, cs31a, Ipf Stx
3 02:H6 stx1+stx2, eastl -
4 04:H48 stx1, eastl, Ipf -
5 ONT:H25 stx1+stx2 Stx
6 0O20:HNT stx1, Ipf Stx
O7:HNT stx2, eastl Stx
7 02:H25 stx1 Stx
ONT:H25 stx1+stx2 -
8 022:H48 stx1, eastl, Ipf Stx
022:H48 stx1+stx2, Ipf Stx
O2:HNT stx1+stx2, Ipf Stx
9 012:H2 stx1, Ehly, Ipf Stx, Ehly
10 022:HNT stx1, Ipf Stx
02:H18 stx1+stx2,saa, Ipf -
11 O1:H6 stx1, Ipf -
12 O41:H55 stx1, Ipf -
ONT:H21 stx2, Ipf -
13 ONT:H48 stx1+stx2, Ipf -
O15:HNT stx1, Ipf -
ONT:H55 stx2, Ipf -
14 022:H19 stx1, Ipf -
04:H19 stx1+stx2, Ipf -
022:H3 stx2 -
15 ONT:H3 stx1+stx2,saa,Ehly Ipf Stx, Ehly
0126:H16 stx1 -
16 ONT:HNT * stx1+stx2, Ipf -
17 0O8:H16 stx1, eastl, saa, Ipf -
18 ONT:H39 stx1, Ipf -
19 08:H48 stx2, Ipf -
ONT:H48 stx1 -
ONT:H48 stx1+stx2, Ipf -
20 022:H48 stx2, Ipf Stx
0O30:H38 stx1+stx2, Ipf -
O7:HNT stx1, Ipf -
21 088:H38 stx2, saa, Ehly, Ipf Ehly
22 088:H25 stx1, Ipf -
Ol:H1 stx1+stx2, Ipf Stx
23 ONT:HNT stx1+stx2, eastl, Ipf -
24 041:H48 stx1, Ipf -
O41:HNT stx1+stx2, Ipf -

* S0 duas cepas com as mesmas caracteristicas.

NT: N&o-tipavel

NM: Cepa imovel
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5 DISCUSSAO

A colibacilose bovina é uma importante causa de mortalidade e retardo no
crescimento de animais jovens, levando a perdas econdmicas significativas. Bezerros podem
ser colonizados por cepas patogénicas de E. coli e ndo desenvolver a doenca, assim estes
animais podem considerados reservatérios destas cepas, potencialmente patogénicas também
para humanos (Urdahl et al, 2003, Moreira et al, 2003). No Brasil, alguns trabalhos relataram
0 isolamento e a caracterizacdo de STEC em bovinos (Cerqueira et al, 1999; Guth et al, 2003;
Leomil et al, 2003; Moreira et al, 2003; Salvadori et al, 2003; Irino et al, 2005), representando
uma pequena amostragem do rebanho brasileiro. A falta de dados sobre os fatores de
viruléncia necessarios para a colonizagédo e desenvolvimento da colibacilose bovina e sobre 0s
sorotipos prevalentes dificulta a compreensdo sobre esta doenca, justificando a realizagdo de
estudos que tentem preencher esta lacuna.

Neste trabalho, utilizamos métodos moleculares e fenotipicos para a
caracterizagdo das amostras de E. coli isoladas de bovinos, buscando genes que codificam
fatores de viruléncia, considerados relevantes na literatura nacional e internacional, bem como
a expressdo fenotipica de alguns destes genes e a determinacédo dos sorotipos prevalentes.

Nossos resultados demonstraram que o gene que codifica a toxina Stx1 foi
o mais freqiientemente detectado pela PCR, tanto em animais diarréicos (60,5% dos isolados)
quanto em animais nao-diarréicos (46,5% dos isolados), sequido de stx1+stx2 (25,6% dos
diarréicos e 37,2% dos ndo-diarréicos) e stx2. Perfil semelhante foi relatado por Guth et al
(2003) em cepas ndo-0157. A expressao fenotipica de stx ndo ocorreu em todas as amostras
submetidas ao ensaio de citotoxicidade, no entanto, ocorreu com maior frequéncia nos
isolados diarréicos, sugerindo a maior viruléncia destas amostras.

O gene que codifica a enterohemolisina, Ehly, foi detectado em apenas 6
das 83 amostras, divergindo do resultado esperado, pois, segundo a literatura, STEC esta
fortemente associada a presenca de enterohemolisinas (Beutin et al, 1989; Holland et al,
1999; Irino et al, 2003). Tanto a detec¢do do gene, quanto a expressao fenotipica em placas de
agar sangue foi maior nos isolados ndo-diarréicos.

A toxina EAST-1 foi detectada em 8 amostras do total de 86, representando
14% e 4,7% das amostras diarréicas e ndo-diarréicas, respectivamente. O gene astA é
plasmidial e parece ter sido adquirido por outras classes de DEC: Savarino et al. (1996)

mostraram a presenca desse gene em 100% das amostras de EHEC O157:H7 analisadas, 41%
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de ETEC e 22% de EPEC. O fator de colonizacdo CS31A, associado a colibacilose bovina,
foi detectado em 11,6% e 7% das amostras diarréicas e nao-diarréicas, respectivamente.
Cinqglienta por cento das amostras diarréicas € nenhuma das ndo-diarréicas CS31A positivas
também o foram para EAST-1, associacao relatada por Bertin et al (1998).

Os genes que codificam os fatores citotoxicos necrotizantes, foram
pesquisados pela PCR com o uso de oligonucleotidios iniciadores que detectam ambas as
variantes, 1 e 2, denominado CNFs (Blanco et al., 1996).. Embora o papel de cepas de NTEC
na patogénese da diarréia bovina ainda seja controverso (Oswald et al., 1991; Blanco et al
1993; Blanco et al 1998; Burns et al 1996), encontramos maior numero de isolados cnfs
positivos nas amostras diarréicas (14%) do que nas amostras-néo diarréicas (2,3%).

Das toxinas associadas as cepas de ETEC, STa é a enterotoxina mais
comumente associada a colibacilose bovina, enquanto a variante Il da toxina LT, LT-Il, ndo
tem sua capacidade de causar diarréia comprovada, embora tenha sido encontrada em cepas
de ETEC isoladas de bezerros diarréicos (Nagy & Fekete, 1999). Em nosso trabalho, a
auséncia de STa e das adesinas K99 e F41 indicam amostras ndo-enterotoxigénicas, pois estes
fatores de viruléncia sdo caracteristicos deste patotipo (Blanco & Blanco, 1993). A presenca
de LT-11 em 5 do total de 86 amostras pode ser explicada pela transferéncia horizontal de
genes, pois este grupo de toxinas é codificada por genes plasmidiais (O’Brien & Holmes,
1986).

O gene eaeA foi encontrado em apenas 4 do total de 86 amostras, sugerindo
0 papel de outras adesinas na colonizacdo de bovinos por STEC. De fato, em nosso estudo, o
gene Ipfoi13, que codifica a fimbria polar longa, LPF, foi detectado em mais de 80% dos
isolados, confirmando a associacdo proposta por Osek et al (2003) entre a presenca deste
marcador e a auséncia da regido LEE, em cepas ndo-O157:H7. Outra adesina descrita em
cepas LEE-negativas isoladas de bovinos, Saa (Paton et al, 2001), foi detectada em 2,3 e
9,3% das amostras diarréicas e ndo-diarréicas, um resultado condizente com a também baixa
freqliéncia do gene Ehly, pois ambos 0s genes costumam estar no mesmo megaplasmidio
(Paton et al, 1999).

Dos 16 sorogrupos encontrados, 7 (02, O4, 08, 020, 022, 041, 0126) estéo
entre os mais freqientemente encontrados em STEC isolados de bovinos. Dentre estes 7
sorogrupos, 4 (02, 04, 020, 022, 0O88) estdo entre 0s mais comumente encontrados em
STEC isolados de bovinos, em diferentes paises, segundo Blanco et al (2006a). Os sororupos
015 e 078 também foram descritos como cepas STEC de bovinos na Espanha (Blanco et al,

1997) e na Tailandia (Panutdaporn et al, 2004). Os sorogrupos prevalentes nas amostras
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diarréicas e ndo-diarréicas foram O1, O2 e 022, destacando-se a presenca de O1 em 7 animais
diarréicos e em apenas 2 animais ndo-diarreicos.

Cinqglienta e dois sorotipos foram detectados, sendo 7 descritos como STEC
isolados de bovinos: O2:H25, 08:H16, O17:H18, 022:HNM, 0O88:H25 e 0132:H18 (Blanco
et al., 2006a). Os sorotipos O1:H1, O2:H6, O17:H18 e 088:H25 também sdo descritos como
STEC isolados de humanos (Piérard et al, 1992; Blanco et al, 2006b). Uma grande
diversidade de sorotipos foi encontrada, se comparada a um trabalho anterior, realizado no
Brasil com amostras isoladas de gado de corte (Leomil et al, 2003). No entanto, uma maior
diversidade de sorotipos encontrada em isolados de gado leiteiro, em comparacdo ao gado de
corte, foi relatada por Cerqueira et al (1999) e, mais recentemente, por Irino et al (2005).

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir que
bezerros saudaveis e diarreéicos podem ser considerados reservatérios de cepas de STEC.
Sorogrupos isolados também de amostras humanas foram encontrados, o que pode ser

considerado um risco para a saude publica.
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6 CONCLUSOES

e Nossos resultados demonstraram que o0 gene que codifica a toxina Stx1
foi o mais freqlientemente encontrado, tanto em animais diarréicos (60,5% dos isolados)
guanto em animais nao-diarréicos (46,5% dos isolados);

e Dos 16 sorogrupos encontrados, 7 (02, 04, 08, 020, 022, 041, 0126)
estdo entre os mais frequentemente encontrados em STEC isolados de bovinos. Dentre estes 7
sorogrupos, 4 (02, 04, 020, 022, 0O88) estdo entre 0s mais comumente encontrados em
STEC isolados de bovinos, em diferentes paises, segundo Blanco et al (2006a);

e Os sorogrupos prevalentes nas amostras diarréicas e ndo-diarréicas
foram O1, O2 e 022, destacando-se a presenca de O1 em 7 animais diarréicos e em apenas 2
animais ndo-diarréicos;

e Cinqglenta e dois sorotipos foram detectados, sendo 7 descritos como
STEC isolados de bovinos: O2:H25, O8:H16, O17:H18, O22:HNM, 088:H25 e 0132:H18
(Blanco et al., 2006a);

e Os fatores de viruléncia F41, K99 e STa ndo foram identificados,
portanto os isolados de E. coli ndo pertencem a classe ETEC;

e Considerando os itens anteriormente mencionados, concluimos que o
aumento de cepas ONT e HNT sugerem uma provavel evolucdo, decorrente de alteracfes na
estrutura do lipopolissacéaride bacteriano (LPS) e dos flagelos, levando ao aparecimento de
cepas antigenicamente novas;

e Além disso, ndo observamos diferencas na freqiéncia de diferentes
marcadores de viruléncia entre cepas de animais diarréicos e cepas de animais nao-diarréicos,

confirmando o papel de bovinos como reservatério de STEC.
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Resumo

Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) é um importante patdégeno veiculado por
alimentos, principalmente produtos derivados de carne bovina e esta associado a quadros de diarréias
leves a severas e sanguinolentas. Em alguns individuos, a infeccdo por STEC pode progredir para a
sindrome hemolitico-urémica (HUS), seqliela caracterizada pela faléncia renal e a pdrpura
trombocitopénica trombotica (TTP), com possivel envolvimento do sistema nervoso central. O gado
bovino, geralmente saudavel, é o principal reservatério de STEC, embora estas cepas também foram
isoladas de outros animais domésticos: ovelhas, cabras, cdes, gatos e suinos. A principal caracteristica
de viruléncia, a producédo de toxinas Shiga, ndo é suficiente para causar doencas e outros fatores sdo
considerados relevantes, como a producdo de enterohemolisina e de adesinas fimbriais e afimbriais.
Embora as doengas humanas associadas a STEC sejam pouco descritas no Brasil, podemos observar
uma significativa ocorréncia destas cepas nos rebanhos bovinos, bem como a correlagcdo entre
sorotipos encontrados nestes animais e em pacientes humanos.

Palavras-chave: Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC), diarréia, bovinos, fatores de

viruléncia.
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Abstract

Shiga toxin producing Escherichia coli is an important food borne pathogen, mainly beef products and
is associated to mild and severe bloody diarrhea. In some individuals, STEC infection can progresses
to hemolytic uremic syndrome (HUS), a sequela characterized by renal failure, and thrombotic
thrombocytopenic purpura (TTP), with possible central nervous system involvement. Cattle, usually
healthy, is the principal reservoir of STEC, however these strains were also isolated from others
domestic animals: sheeps, goats, dogs, cats and pigs. The principal virulence feature, the production of
Shiga toxins, is not enough to cause disease and others factors are considered important, as
enterohemolysin and fimbrial and afimbrial adhesins production. Although human diseases associated
to STEC have not frequently reported in Brazil, their presence is frequent in cattle, as well as
correlation between serotypes found in these animals and human patient.

Keywords: Shiga toxin producing Escherichia coli (STEC), diarrhea, cattle, virulence factors.
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Introducéo

Escherichia coli foi descrita em 1885 como uma bactéria componente da microbiota intestinal
por T. Escherich, que a denominou Bacterium coli commune (ROBINS-BROWNE, 1987). Somente
em 1945, entretanto, essa bactéria foi definitivamente associada a diarréia infantil por Bray, e por ele
denominada Bacterium coli neapolitanum. Esse fato também comprovado por outros pesquisadores
(GILES & SANGSTER, 1948; SMITH, 1949).

E. coli ¢ classificada sorologicamente em sorogrupos e sorotipos com base na sua CoOmposicao
antigénica: antigenos O ou somaticos para 0s sorogrupos e antigenos flagelares ou H para os sorotipos.
Podem, ainda, expressar antigenos K ou capsulares, importantes na patogénese (Campos et al., 2004).
Este esquema, O:H:K, estabelecido por Kauffmann em1947, possibilitou um grande avan¢o na
identificacdo de E. coli e, aplicando este sistema, verificou-se que Bacterium coli neapolitanum
pertencia ao sorogrupo O111.

E. coli produtora de toxina Shiga (STEC) esta relacionada a um amplo espectro de doencas
humanas, que compreende desde diarréias leves a colite hemorragica (HC) e a sindrome hemolitico-
urémica (HUS, cuja possivel sequela mais grave é a faléncia renal) e purpura trombocitopénica
trombotica (TTP) em seres humanos (NATARO & KAPER, 1998; GRIFFIN & TAUXE, 1991).
Humanos podem ser infectados por STEC ao ingerir alimentos de origem animal contaminados,
principalmente a carne bovina, 0 que tornou esta categoria de E. coli objeto de estudos na medicina
humana, veterinéria e na biologia molecular (MAINIL & DAUBE, 2005).

A proposta desta revisdo € apresentar a historia e as definicdes de STEC, descrevendo 0s

fatores de viruléncia destas cepas e dados epidemioldgicos do Brasil e de outros paises.

Histdria e Definicdes

O reconhecimento de STEC como uma classe de E. coli patogénica distinta foi o resultado de
duas linhas de estudo convergentes: A primeira iniciou-se quando a capacidade de certas cepas de E.
coli, pertencentes aos sorogrupos 018, 026, 0111, 0126 e 0128, de produzir toxinas que causavam

efeito citopatico irreversivel em células Vero (células de rim de macaco verde africano), foi descrita
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pela primeira vez por Konowalchuk et al em 1977, surgindo o termo verotoxina ou verocitotoxina.
Neste trabalho, das 10 cepas citotoxicas, 3 foram isoladas de leitdes acometidos com a doenca do
edema e 7 de criancas com diarréia, sugerindo o envolvimento desta nova citotoxina na patogénese de
doencas gastrintestinais (KONOWALCHUCK et al., 1977). Em 1982, O’Brien et al descreveram a
capacidade de certas cepas de EPEC em produzir uma citotoxina letal para células HeLa. Assim como
a toxina de Shiga, esta inibia a sintese protéica em células HelLa, era enterotdxica para intestino de
coelho e letal para camundongos. Por apresentar essas caracteristicas, foi chamada toxina Shiga-like.
As nomenclaturas “VTEC/verotoxina” passaram a ser utilizadas, principalmente, por pesquisadores
canadenses, enquanto os termos “SLTEC/ SLT” foram adotados por pesquisadores americanos. Em
1996, Calderwood et al propuseram a nomenclatura toxina Shiga/E. coli produtora de toxina Shiga
(Stx/STEC), devido ao alto grau de homologia estutural e funcional da toxina de E. coli com a toxina
de Shigella dysenteriae tipo 1.

A segunda via teve inicio em 1983, com o relato de que um raro sorotipo de E. coli, 0157:H7,
seria responsdvel por um surto de diarréia sanguinolenta, ligado ao consumo de hambdrgueres
contaminados e mal-cozidos. Este quadro clinico foi denominado colite hemorragica (HC) (RILEY et
al., 1983). Subseqiientemente, O’Brien e La Veck (1983) purificaram SLT e demonstraram que a
toxina Shiga produzida por S. dysenteriae tipo 1 e SLT (E. coli cepa H30, da colecdo de
Konowalchuck) eram idénticas, tanto em suas caracteristicas bioquimicas como atividades bioldgicas.
Em outro trabalho, O’Brien et al. (1983) que a cepa de E. coli sorotipo O157:H7 descrita por Riley
(1983) também a produzia . Nos anos seguintes, E. coli 0157:H7 foi associada a quadros de diarréia
leves a severas e sanguinolentas, com seqlielas em alguns pacientes como a sindrome hemolitico-
urémica (HUS), que pode levar a faléncia renal (Karmali et al., 1983) e a pUrpura trombocitopénica
trombdtica (TTP), com possivel envolvimento do sistema nervoso central. Devido a associacdo inicial
de O157:H7 com colite hemorrdgica, as cepas pertencentes a este sorotipo foram denominadas
Escherichia coli enterohemorréagicas (EHEC) e, por muitos anos, EHEC permaneceu como sinonimia
de E. coli O157:H7, agente etiol6gico de HC. Atualmente, o termo STEC é utilizado para caracterizar

cepas de E. coli produtoras de Stx, enquanto EHEC caracteriza cepas de E. coli que produzem Stx e
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formam uma lesdo histopatoldgica (attaching and effacing, A/E) (MAINIL & DAUBE, 2005). As

cepas de STEC também sdo denominadas EHEC LEE-negativas ou eae-negativas (LUCK et al, 2005).

Fatores de viruléncia

Os mecanismos pelos quais STEC causam HC e HUS ndo foram totalmente elucidados. A
mais importante caracteristica de viruléncia, a producdo de uma ou mais toxinas Shiga, isoladamente,
ndo é suficiente para causar doencas e outros fatores sdo considerados relevantes, como a presenca do
plasmidio pO157, que codifica a enterohemolisina e a producdo de adesinas fimbriais e afimbriais

(NATARO & KAPER, 1998; PATON & PATON, 1998).

Toxinas Shiga

Ensaios imunoldgicos de neutralizacdo demonstraram que as toxinas Shiga, principais
marcadores de viruléncia de cepas de STEC, podem ser divididas em dois grupos antigénicos. O grupo
um, Stx1, é neutralizado por anti-soro da citotoxina de S. dysenteriae 1, pois sdo consideradas
idénticas (O’BRIEN & LA VECK, 1983) O grupo 2, Stx2, é neutralizavel apenas por anti-Stx2
(O’BRIEN & HOLMES, 1987). Os genes estruturais para Stx1 e Stx2 sdo encontrados em fagos
lambda temperados, porém os genes para Stx2 ja foram encontrados em cromossomos e apresentam
55 e 57% das seqliéncias genéticas de suas subunidades A e B idénticas, respectivamente (JACKSON
et al., 1987). Stx1 é considerada altamente conservada e suas variantes apresentam poucas diferencas
nas suas seqiiéncias genéticas, sem maiores conseqliéncias nas suas propriedades antigénicas e
citotoxicas (MELTON-CELSA & O’BRIEN, 1998; DUFFY et al., 2001; THORPE et al., 2002). No
entanto, algumas variantes de Stx1 foram descritas: Stx1c e Stx10X3 encontradas em amostras de E.
coli isoladas de humanos e ovinos (KOCH et al., 2001; ZHANG et al., 2002) e Stx1d, de amostras
bovinas (BURK et al., 2003). Cinco variantes bioldgicas de Stx2 foram descritas, as quais diferem
umas das outras por sua antigenicidade, toxicidade e seqiiéncia genética (MELTON-CELSA &
O’BRIEN, 1998; DUFFY et al., 2001; THORPE et al., 2002): Stx2, Stx2c, Stx2d e Stx2f

(anteriormente denominada Stx2ev) isoladas de humanos e Stx2e, isolada de suinos.
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Stx1 e Stx2 apresentam outras diferencas entre si, como a afinidade pelo receptor em comum,
Gb3 e os mecanismos de regulacdo da expressdo: Stx1 possui uma afinidade cerca de 10 vezes maior
por Gb3, se comparado a Stx2 (HEAD et al., 1991). No entanto, estudos mais recentes, utilizando
métodos automatizados, revelaram uma velocidade de dissociacdo menor entre Gb3 e Stx2 do que
Stx1. Assim, tanto a ligacdo quanto a dissociacao entre o receptor e Stx2 parece ocorrer de forma mais
lenta. Estas caracteristicas podem explicar a maior associacdo entre Stx2 e danos vasculares, se
comparado a Stx1 (NAKAJIMA et al., 2001).

A estrutura A-B da familia das toxinas Shiga, holotoxinas de aproximadamente 70kDa,é
conservada entre seus membros. A subunidade A, de 32kDa, pode ser clivada proteoliticamente,
resultando em dois peptidios: Al e A2, de 28 e 4kDa, respectivamente, e que permanecem ligados por
uma ligacdo dissulfeto. O peptidio Al apresenta atividade enzimatica (N-glicosidase) enquanto A2
tem a funcgdo de ligar a subunidade A ao pentdmero formado por cinco subunidades B idénticas, de
7,7kDa cada. O pentamero B liga a toxina ao receptor glicolipidico especifico, presente na superficie
da célula eucari6tica, globotriasilceramida (Gb3) para Stx1 e Stx2 e globotetrasilceramida (Gb4) para
Stx2e. Ap6s a ligacdo, a holotoxina sofre endocitose através de depressbes da membrana
citoplasmatica da célula eucaridtica revestidas pela proteina clatrina (coated pits), formando uma
vesicula selada com a holotoxina em seu interior. No citoplasma, esta vesicula pode se fundir com
lisossomos, resultando na degradacdo da toxina. Porém, em células eucarioticas sensiveis a Stx, as
vesiculas sdo transportadas até o reticulo endoplasmatico via complexo de Golgi, alcan¢ando, entéo, o
citosol. Durante este processo, a subunidade A é clivada pela enzima furina, gerando o fragmento
cataliticamente ativo, Al e o fragmento A2, cuja ligacdo dissulfeto é posteriormente reduzida. O
fragmento Al livre tem atividade RNA N-glicosidase, e interage com a unidade 60S do ribossomo. Ao
remover um residuo de adenina da subunidade 28S do rRNA eucariotico, Al livre impede a ligacdo do
amino-acil-RNA transportador a esta subunidade, inibindo a etapa de elongamento da sintese protéica
e causando a morte celular (PATON & PATON, 1998). A toxina Shiga, assim como a toxina colérica,

nao é capaz de formar poros e alcancar o citosol da célula-alvo.
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Habib & Jackson (1993) descreveram 0s operons de Stxs: uma estrutura em comum, que
consiste em uma Unica unidade transcricional, codificando primeiro a subunidade A, seguida da
subunidade B. A traducdo da subunidade B ocorre de forma mais intensa do que a subunidade A,
devido, aparentemente, a maior afinidade do ribossomo ao seu local de ligacdo, rbs (ribossome

binding site), satisfazendo a relagdo estequiométrica A1:B5 da holotoxina.

Enterohemolisina (EHEC-Ehly)

Em 1989, Beutin et al., estudando cepas de STEC, observaram que uma cerca de 89%
apresentavam um fendtipo hemolitico diferente do padrdo j& conhecido e associado a alfa-hemolisina
de E. coli (Hly). As cepas foram denominadas enterohemoliticas e ndo produziam alfa-hemdlise em
agar sangue de carneiro convencional, mas pequenas e turvas zonas hemoliticas ap6s incubacdo por 18
a 24 horas em &gar sangue com hemacias de carneiro lavadas, suplementado com cloreto de célcio.
Enquanto a alfa-hemolisina é codificada por genes cromossomais, 0s genes que codificam a
enterohemolisina foram descritos em um plasmidio de 60 MDa, pO157, na cepa EDL 933
(SCHIMIDT et al., 1994). Embora a enterohemolisina esteja presente na maioria dos isolados de
EHEC/STEC e a enterohem0lise sugerida como um marcador para detec¢do de EHEC (BEUTIN et al.,
1996), sua contribuigdo na patogenicidade de EHEC/STEC ainda ndo esta esclarecida. Sugeriu-se que
a lise de eritrécitos pode fornecer ferro e estimular o crescimento de STEC (LAW & KELLY, 1995).
O plasmidio pO157 esta presente também em cepas do sorotipo 0O26:H11 e na maioria de STEC
isoladas de humanos (BEUTIN et al., 1994; LEVINE et al, 1987), seus genes codificam outros
possiveis marcadores de viruléncia adicionais: uma catalase-peroxidase (KatP) (BRUNDER et al.,
1996) e uma serina protease (EspP), capaz de clivar o fator V de coagulagcdo humano e de exacerbar a

doenca hemorragica (BRUNDER et al., 1997).
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Fatores de adesao

Intimina

Em EHEC, assim como em EPEC, outros fatores de viruléncia estdo localizados
cromossomalmente em uma ilha de patogenicidade denominada locus of enterocyte effacement (LEE),
cujos genes codificam os elementos responsaveis pela lesdo intestinal A/E (attaching and effacing),
caracterizada pela degeneracdo localizada das microvilosidades epiteliais intestinais e a montagem de
estruturas semelhantes a pedestais, constituidas de filamentos de actina, formadas nos locais onde ha
bactérias aderidas (NATARO & KAPER, 1998). Os genes da regido LEE codificam uma adesina ndo
fimbrial de 94 kDa, a intimina (eae); um sistema de secrecdo do tipo Il (proteinas Esc e Sep);
chaperoninas (proteinas Ces); proteinas translocadoras (EspA, EspB e EspD) e proteinas efetoras
(EspF, EspG e Map), assim como o receptor para intimina (Tir). A funcdo de muitos quadros abertos
de leitura (open reading frames - ORFs) ainda é desconhecida. (GIRARD et al, 2005). A intimina é
fator-chave de colonizacdo para EHEC em ovinos (CORNICK et al., 2002) bovinos recém-nascidos e
adultos (DEAN-NYSTROM et al., 1998) e parece ser a Unica adesina de E. coli 0157:H7 cujo papel
na colonizacdo do epitélio intestinal foi demonstrado em modelos animais (DONNENBERG et al.,
1993, McKEE et al., 1995). No entanto, mutantes intimina-negativos ainda séo capazes de colonizar
certos locais do trato gastrintestinal dos ruminantes, indicando que outros fatores de colonizacdo
podem estar presentes (VAN DIEMEN et al., 2005). Em humanos, STEC eae positivos estdo
relacionados a quadros severos de diarréia, principalmente HC, e HUS (KARMALI, 1989; PATON &
PATON, 1998). A regido 5’ do gene eae é conservada, enquanto a regido 3’ é heterogénea. Esta
observacao tornou possivel a confeccdo de oligonucleotidios iniciadores universais e alelo-especificos
para o ensaio de PCR (polymerase chain reaction), permitindo, assim, a diferenciacdo de 15 variantes

de eae, que codificam 15 diferentes tipos e subtipos de intimina: ol, a2, B1l, B2, y1, y2/6,

olx,e,Lm, LAV, € & (BLANCO et al., 2004).
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Adesinas fimbriais de EHEC

A andlise da sequéncia genémica de duas cepas protétipos do sorotipo O157:H7 indicou a
existéncia de, no minimo, 12 regides que codificam sequéncias homologas a adesinas (HAYASHI et
al., 2001; PERNA et al., 2001). Uma dessas regiGes contém genes proximamente relacionados ao
operon Ipf (fimbria longa polar, LP) de Salmonella enterica serovar Typhimurium (PERNA et al.,
2001). A introducdo do operon EHEC Ipf em E. coli K-12 resultou em um aumento da expresséo de
fimbrias e da adesdo a células em cultivo (TORRES et al., 2002a). A subunidade principal de LP, IpfA,

foi detectada em cepas de EHEC dos sorogrupos 0157 e 0145 (SZALO et al., 2002).

Adesinas ndo-fimbriais de EHEC

Neste grupo estdo incluidas as adesinas Efal (EHEC factor for adherece) (NICHOLLS et al.,
2000; STEVENS et al., 2002), Iha (adesina homdloga a IrgA, de Vibrio cholerae) (TARR et al.,
2000), Cah (homologo ao antigeno 43 ligante de célcio) (TORRES et al., 2002b) e OmpA (proteina de
membrana externa A) (TORRES & KAPER, 2003). Estas proteinas expressaram suas propriedades de
adesdo somente em experimentos recombinantes e seu papel na colonizacdo do trato gastrintestinal

requer maiores estudos.

Adesinas fimbriais e ndo-fimbriais de STEC
As cepas de STEC ndo possuem a regido LEE, portanto a auséncia de intimina indica que

outras adesinas devem estar envolvidas na adesdo as células hospedeiras.

A adesina Saa (adesina autoaglutinante de STEC) foi descrita em uma cepa de STEC do
sorotipo O113:H21. Saa é uma proteina de membrana externa, associada ao aumento da adesdo em
células HEp-2 quando expressa como uma proteina recombinante em E. coli (PATON et al., 2001).
Estudos recentes indicaram que cepas saa-positivas sdo mais freqliientemente encontradas em STEC
isolados de bovinos do que de humanos, sugerindo um papel importante desta adesina na colonizagéo

intestinal desses animais (JENKINS et al., 2003).
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A fimbria LP também foi caracterizada em cepas STEC O113:H21 e o gene IpfAoy1s foi

detectado em diversas cepas de E. coli isoladas de humanos e animais (OSEK et al., 2003).

Dados epidemiol6gicos

HUS é considerada uma doenca de origem alimentar e foi inicialmente relacionada ao
consumo de hamburgueres, carne moida e laticinios contaminados com STEC (RILEY, 1987). Nos
Estados Unidos, a categoria STEC esta associada a, aproximadamente, 110.000 casos de doencas e 90
mortes, anualmente (MEAD et al, 1999). No Brasil, de acordo com o0s registros da
AIH/DATASUS/MS, foram notificados 12 casos de HUS no estado de Sdo Paulo no periodo de
1998/2000, com histéria anterior de diarréia e possivel, porém ndo confirmado, envolvimento com E.
coli O157:H7 (Brasil, CVE, 2001). O primeiro relato de isolamento de STEC de um paciente com
HUS ocorreu em um hospital da cidade de S&o Paulo, no ano de 2001 (GUTH, et al., 2002): uma
crianga, com historia de diarréia aguda ocorrida trés semanas antes da internacdo, cujos sintomas
clinicos e resultados de exames laboratoriais levaram ao diagnostico desta sindrome. A cepa isolada
pertencia ao sorotipo 026:H11. Vaz et al. (2004), analisando uma colecdo de 39 cepas de STEC
isoladas de pacientes humanos com diarréia no periodo de 1976 a 1999, em Sdo Paulo, Brasil,
detectou a predominancia dos sorogrupos O111 e 026. Os sorotipos encontrados foram: 026:H11,
055:H19, 093:H19, O111:NM, O11:H11, O118:H16 e O157:H7.

Embora o sorotipo O157:H7 esteja ligado a maioria dos surtos associados a STEC descritos
mundialmente, estudos recentes indicam que a incidéncia deste sorotipo vem decaindo
substancialmente (CDC, 2004). Em contraste, STEC ndo-0O157 vem sendo isolada com maior
frequéncia a partir de amostras fecais de pacientes com HUS (BANATVALA et al., 2001; JAEGER et
al., 2000), entre os quais os sorogrupos 026, 091, 0103, 0111 e 0113 (NATARO & KAPER, 1998;
PATON & PATON, 1998) No Brasil, poucas cepas 0157:H7 foram isoladas de humanos, no estado
de Séo Paulo. Estes pacientes ndo apresentavam diarréia sanguinolenta (IRINO et al, 2002).

O primeiro surto de colite hemorragica ligado a EHEC sorotipo O157:H7 estava relacionado

ao consumo de hamburgueres contaminados, levando a suspeita de um reservatorio bovino (RILEY et
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al, 1983). Desde entdo, estudos em diferentes paises tem demonstrado que o gado bovino, geralmente
saudavel, ¢ o principal reservatério de STEC/EHEC: na Argentina, segundo estudos de Sanz et al.
(1998), a taxa de isolamento de STEC de bovinos adultos tratados a pasto foi de 22% no campo €, no
abatedouro, 44%; enquanto Padola et al. (2004) isolaram STEC e EHEC sorotipo O157:H7em 63 e
6,8% dos animais de uma fazenda de confinamento, respectivamente. Na Espanha, STEC foi isolada
em 37% dos bezerros e em 35% dos bovinos adultos investigados (BLANCO et al., 1997). Nos
Estados Unidos, a prevaléncia de EHEC sorotipo O157:H7 no gado saudavel varia de entre 2 a 20%
dos animais (MAINIL & DAUBE, 2005). Estes animais podem apresentar um quadro inicial de
diarréia quando jovens e, quando se recuperam, tornam-se animais saudaveis, portadores de STEC
(VERWEYEN et al, 2000). STEC também foi isolado a partir das fezes de animais domésticos:
ovelhas, cabras, cdes, gatos e suinos (BEUTIN et al., 1993)

No Brasil, Cerqueira et al. (1999) analisando gado leiteiro e de corte no Estado do Rio de
Janeiro, constataram uma alta ocorréncia dos genes stx nestes animais, detectados por PCR: 82% do
gado leiteiro e 53% do gado de corte, sendo 1,5% dos isolados EHEC sorotipo O157:H7. Este foi o
primeiro relato de EHEC O157:H7 isolado de gado leiteiro no Brasil Leomil et al. (2003), detectaram,
por PCR, a ocorréncia dos genes stx em 20% dos bezerros diarréicos e em 7,8% dos animais ndo-
diarréicos das fazendas de corte do Estado de Sdo Paulo estudadas. Moreira et al. (2003), analisando
fazendas de leite da regido de Pelotas, no Estado do Rio Grande do Sul, detectaram STEC em 49% dos
animais através do ensaio de citotoxicidade em células Vero. Salvadori et al. (2003) pesquisando
bezerros diarréicos da regido centro-oeste detectou, por PCR, genes stx em 16.1% dos animais. Mais
recentemente, Irino et al (2005), isolaram STEC em 25,5% dos animais pesquisados em fazendas de
leite no estado de S&o Paulo. Os genes stx foram pesquisados por ensaios de hibridizacdo de DNA em
col6nias. Dois novos sorotipos de STEC foram encontrados: O79:H14 e 0O98:H17, enguanto o
sorotipo O178:H19, embora anteriormente descrito, fora recentemente detectado somente na Espanha
(BLANCO et al., 2004). Os sorotipos O111:NM e 0118:H16 descritos nos estudos de Leomil et al.
(2003) e Salvadori et al. (2003), além do sorotipo O111:H8 (LEOMIL, et al., 2003) também foram

encontrados em pacientes brasileiros com diarréia (GUTH et al., 2002; VAZ et al., 2004).
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Elder et al (2000), examinando gado de corte em frigorificos nos EUA, antes e apds o abate,
puderam isolar E. coli O157:H7 em 28% das fezes, 11 na pele/couro; e , na carcaga, em 43% antes da
evisceracdo, 18% pds-evisceracdo e 2% apds a lavagem da carcaca, pronta para o resfriamento.
Cerqueira et al. (1997) encontraram, no Rio de Jameiro uma alta prevaléncia de STEC em produtos
carneos de origem bovina, cerca de 71%.

Embora alimentos de origem bovina sejam considerados os principais veiculos da infeccdo por
STEC/EHEC, outros alimentos sujeitos & contaminacéo por fezes bovinas no cultivo e/ou produgéo
também sdo potencialmente perigosos, como frutas e vegetais crus, maionese, suco de maca e salame
(PATON & PATON, 1998). O maior surto de EHEC, relatado até 1997, ocorreu na cidade de Sakai,
Japdo, devido ao consumo de brotos de rabanete crus contaminados e resultou em mais de 6000 casos

de HC e mais de 100 casos de HUS (SWINBANKS, D 1996).

Conclusédo

Embora as graves doencas humanas associadas a STEC tém sido pouco descritas no Brasil,
podemos observar uma significativa ocorréncia destas cepas nos rebanhos bovinos, bem como a
correlacdo entre sorotipos encontrados nestes animais e em pacientes humanos. Temos, ainda, a
proximidade de nosso Estado com a Argentina, pais onde HUS é endémica. A adog¢do de medidas
de prevencdo da contaminacdo por STEC dos produtos destinados ao consumo humano €, portanto

necessaria.
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