
BIBLiOTECA ',.
Faculdade de Ciên::i~s Farmacêuticas

Unillet;:;iJ.1il,j!l O,e ~,iio Paulo

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO
FACULDADE DE CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS

Programa de Pós-Graduação em Ciência dos Alimentos
Área de Bromatologia

Caract~rização de Escherichia calí produtoras de toxina de Shiga

(STEC) isoladas na produção de bovinos de corte e nas respectivas

carcaças dos animais abatidos

Ana Eucares von Laer

Tese para obtenção do grau de

DOUTOR

Orientadora

Profl. Ora, Maria Teresa Destro

São Paulo

2008
./gtjgo



DEDAlUS - Acervo - CO.

1111111111111111111111 1111111111 11111111111111111111 11111 11111111

30100015122

Ji'icha Catalogratica
Elaborada pela D~visão de Biblioteca e

Documentação do Conjunto das Químicas da USP.

Von Laer, Ana Eucares
V947 c Caracterização de Escherichia coli produtoras de toxina de

Shiga (STEC) isoladas na produção de bovinos de corte e nas
respectivas carcaças dos animais abatidos / Ana Eucares Von
Laer. -- São Paulo, 2008.

135p.

Tese (doutorado) - Faculdade de Ciências Farmacêuticas
da Universidade de São Paulo. Departamento de Alimentos e
Nutrição Experimental

Orientador: Destro, Maria Teresa

1. Microbiologia de alimentos 2. Bromatologia 3. Alimento:
Segurança: Saúde pública 1. T. lI. Destro, Maria Teresa,
orientador.

664.07 CDD



BIBLIOTECA
Faculdade de Ciências Farmacêuticas

Universidade de São Paulo

Ana Eucares von Laer

Caracterização de Escherichia coli produtoras de toxina deShiga

(STEC) isoladas na produção de bovinos de corte e nas respectivas

carcaças dos animais abatidos

Comissão Julgadora da

Tese para obtenção do grau de Doutor

Praf. Ora. Maria Teresa Destra
orientadora/presidente

1°. examinador

2°; examinador

3°. examinador

4°. examinador

São Paulo, lo de {)8 de 2009





Agradecimentos

À Prof. Ora. Maria Teresa Oestro pela confiança, incentivo, paciência, amizade

e principalmente pelos ensinamentos.

À Prof. Ora. Mariza Landgraf pelas sugestões, confiança e amizade.

À Prof. Ora. Bernadette Oora Gombossy de Melo Franco pela amizade e

convívio.

À Ora. Karla Taddei e Prof. Ora. Marina Baquerizo pela ajuda inestimável,

orientação e ensinamentos na execução do teste em células Vero.

À Ora. Kinue Irino e à Ora. Tânia Maria Ibele Vaz do Instituto Adolfo Lutz pela

imensa contribuição na sorotipificação e disponibilização de cepas padrão.

À Ora. Roxane Maria Fontes Piazza e Ora. Marcia Regina Franzolin do Instituto

Butantan pela disponibilização de cepas padrão.

Ao Or. Helge Karch pela disponibilização de cepas padrão.

Aos meus avós que sempre acreditaram em mim, me incentivaram e

suportaram a saudade.

À minha mãe que faz de tudo para que eu realize meus sonhos e seja feliz, que

sofreu calada cada telefonema aos choros e nunca deixou de me apoiar.

Ao meu pai que, sempre que possível, me ajudou e esteve ao meu lado.

À "tia-mãe" Maria, por todo o amor e alegria ao me ver em casa, por toda ajuda

e incentivo.

Aos meus irmãos que sempre fizeram o possível para me ajudar, em especial à

minha irmã Paulina pelo apoio e carinho em todos os momentos.

Ao Pedro, meu "sobrinho-filho", pela alegria que nos trouxe e a contagem

regressiva a cada retorno.

Aos verdadeiros e· grandes amigos que São Paulo me deu e que levarei

comigo, Anja, Cê, Katinha, Tati, Vanessa, André, Vinícius, Gabi e Lina por todo



carinho, incentivo, apoio, ajuda, amizade e até mesmo abrigo. Sem vocês teria sido

muito difícil.

Às amigas de Pelotas, Baixa, Érica, Carô, Cris, Kika e Martha pela amizade,

carinho e incentivo sempre.

À minha irmã de coração, Adri, por toda a força, carinho, conselhos e imensa

amizade.

Ao Gabriel, pelo incentivo, amizade e confiança.

À Samara e Núbia pela amizade, convívio, ajuda e alegria.

Aos amigos que passaram e que continuam no laboratório, Anderson, Crystina,

Danielle, Eb, Graciela, Hans, Janaína, Kátia Lima, Keila, Lúcia, Marildes, Mônika,

Matheus, Paulo, Priscila e Verônica pela amizade, colaboração e ensinamentos.

Ao Wladimír por nunca ter deixado de acreditar em mim, pela amizade e

conselhos.

À Fundação de Amparo de Pesquisa do Estado de São Paulo (FAPESP) pela

concessão da bolsa de estudo e apoio financeiro para a realização deste trabalho.

À Mônica, Cleonice e Edílson da secretaria do departamento, pelos serviços

prestados.

À Elaine e Jorge da secretaria de Pós-Graduação, pela atenção dedicada e

serviços prestados.

Muito obrigada!!!



íNDICE

Lista de Tabelas ix

Lista de Figuras xi

Lista de Anexos xiii

Resumo xiv

Abstract xvi

1. Introdução 1

Família Enterobacteriaceae 1

Escherichia coli (E. CO/I) 2

Grupos enteropatogênicos 4

Escherichia coli produtora de toxina de Shiga (STEC) 6

Fatores de patogenicidade de STEC 9

Toxina de Shiga 10

Ilha de patogenicidade LEE (Locus of Enterocyte Effacement) 14

Entero-hemolisina 17

Infecções por STEC 18

Contaminação dos alimentos 22

Ferramentas utilizadas na identificação e caracterização de

STEC 26

Criação intensiva de bovinos (Embrapa, 2008) 29

2. Objetivos 31

Gerais 31

Específicos 31

3. Material e métodos 32

3.1 Material 32

vi



3.1.1 Isolados de E. calí 32

3.1.2 Cepas padrão 33

3.2 Métodos 34

3.2.1 Avaliação da atividade hemolítica 34

3.2.2 Avaliação da presença de genes eaeA, stx1, stx2 , uidA e

ehxA 35

Preparo do DNA 35

Reação em cadeia da polimerase 35

Visualização dos produtos da PCR 36

3.2.3 Avaliação da presença dos genes codificadores das

variantes de toxina de Shiga 39

Preparo do DNA 39

Reação em cadeia da polimerase 39

Restrição do produto da PCR para .0 gene stx2B/stX2cB para

diferenciar entre as variantes Stx2 e Stx2c 41

Visualização dos produtos da PCR 41

3.2.4 Sorotipificação 42

3.2.5 Avaliação da presença dos genes codificadores das

variantes de intimina 42

Preparo do DNA 42

Reação em cadeia da polimerase 43

Visualização dos produtos da PCR 45

3.2.6 Avaliação da atividade citotóxica 45

3.2.6.1 Citotoxicidade em células Vero (Konowalchuk et

al.,1977) 45

Preparo do sobrenadante das culturas de E. coli 45

Testes em células Vero 46

3.2.6.2 Citotoxicidade em células Vero (Karmali et aI.,

100~ ~

Preparo do sobrenadante das culturas de E. coli sem

sulfato de polimixina B 46

Preparo do sobrenadante das culturas de E. cali com

sulfato de polimixina B 47

vii



Teste em células Vero 47

3.2.7 Avaliação da produção de toxina da Shiga por ensaio

imunocromatográfico 48

3.2.8 Avaliação da sensibilidade e especificidade da PCR

para detecção de genes para Stx e do teste

imunocromatográfico (Duopath®) 48

3.2.9 Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) 49

Suspensão celular 49

Preparo dos blocos de agarose 49

Use celular e lavagens 50

Restrição 50

Eletroforese 50

Análises dos resultados 51

4. Resultados e Discussão 52

4.1 Avaliação da atividade hemolítica 52

4.2 Avaliação da presença de genes eaeA, StX1. StX2, uidA e

ehxA 53

4.3 Avaliação da presença dos genes das variantes de toxina de

Shiga 55

4.4 Sorotipificação 69

4.5 Avaliação da presença dos genes das variantes de intimina 76

4.6 Avaliação da atividade citotáxica 79

4.6.1 Citotoxicidade em células Vero 79

4.6.2 Avaliação da produção de toxina da Shiga por ensaio

imunocromatográfico 83

4.7 Avaliação da sensibilidade e especificidade da PCR para

detecção de genes para Stx e do teste imunocromatográfico

(Duopath®) 86

4.8 Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) 87

5. Conclusões 106

6. Referências Bibliográficas 107

viii



ix

LISTA DE TABELAS

Tabela 01 - Cepas padrão utilizadas como controle positivo e negativo nos

ensaios deste estudo, suas características de interesse e

procedência. 34

Tabela 02 - Primers utilizados para a detecção dos genes stX1, stX2, eaeA,

ehxA e uidA por PCR segundo Feng e Monday (2000). 36

Tabela 03 - Cepas de E. coli não fermentadoras de sorbitol pré­

selecionadas para as avaliações seguintes, através dos

resultados obtidos na pesquisa da atividade hemolítica e

presença dos genes eaeA, stX1, stX2, uidA e ehxA. 37

Tabela 04 - Cepas de E. coli fermentadoras de sorbitol pré-selecionadas

para as avaliações seguintes, através dos resultados obtidos

na pesquisa da atividade hemolítica e presença dos genes

eaeA, stX1, stX2, uidA e ehxA. 38

Tabela 05 - Seqüência dos primers utilizados para a detecção dos genes

das variantes de Stx por PCR. 40

Tabela 06 - Condições empregadas nos ciclos de amplificação da PCR

para a avaliação da presença dos genes das variantes de

Stx. 40

Tabela 07 - Seqüência dos primers utilizados para a detecção dos genes

das variantes de intimina, eae-a, eae-y, eae-13, eae-E, eae-~,

eae-t, eae-'l, eae-K e eae-S por PCR. 44

Tabela 08 - Condições empregadas nos ciclos de amplificação da PCR

para a avaliação da presença dos genes das variantes de

intimina. 44



x

Tabela 09 - Presença dos genes eaeA, Stx1, stx2, uídA e ehxA, produção

de entero-hemolisina e origem das cepas de E. colí. 53

Tabela 10 - Variantes dos genes stx1 e Stx2 identificadas em cepas de E.

calí. 56

Tabela 11 - Características das cepas identificadas como STEC. 60

Tabela 12 - Características das cepas identificadas como EPEC atípicas. 62

Tabela 13 - Sorotipos/ sorogrupos e origem das 50 cepas de E. calí

caracterizadas como STEC. 70

Tabela 14 - Sorotipos/ sorogrupos e origem das 12 cepas de E. calí

caracterizadas como EPEC atípicas. 71

Tabela 15 - Distribuição dos genes Stx1 e/ou stx2 nas cepas que

apresentaram citotoxicidade em células Vero. 80

Tabela 16 - Relação entre a capacidade de produção de Stx, avaliada por

ensaio imunocromatográfico (Duopath Verotoxin®) e

presença dos genes Stx1 e Stx2 por cepas STEC. 83

Tabela 17 - Avaliação da citotoxicidade em células Vero, presença dos

genes codificadores de Stx e detecção e identificação de Stx

por teste imunocromatográgico por 50 cepas de E. calí

STEC. 85

Tabela 18 - Relação entre os perfis genéticos obtidos com a análise por

PFGE e os sorotipos das cepas e a origem das mesmas. 88

Tabela 19 - Relação entre os perfis PFGE, origem das cepas, data de

coleta das amostras e sorotipos/sorogrupos das 50 cepas

STEC. 89

Tabela 20 - Cepas de E. colí sorbitol negativo avaliadas neste

experimento. 99

Tabela 21 - Cepas de E. calí fermentadoras de sorbitol avaliadas neste

experimento. 101



LISTA DE FIGURAS

Figura 01 - Esquema demonstrando o tipo de lesão NE causada

por cepas de STEC. Fonte: Nataro e Kaper (1998). 15

Figura 02 - Detecção dos genes eaeA, stx 1, stX2 e uidA, por PCR

segundo Feng e Monday (2000). M: marcador de

peso molecular (100 pb); C+: E. coli ü157:H7 EDL-

933; C-: E. coli K12; C1-: controle negativo da reação. 54

Figura 03 - Detecção do gene ehxA, por PCR segundo Feng e

Monday (2000). M: marcador de peso molecular (100

pb); C+: E. coli ü157:H7; C-: E. coli K12; C1-:

controle negativo da reação. 54

Figura 04 - Detecção dos genes Stx1c (A), Stx2c (8) e Stx2d (C), por

PCR segundo Zhang et ai. (2002a), Friedrich et ai.

(2002) e Piérard et ai. (1998), respectivamente. M:

marcador de peso molecular (100 pb); C+: cepa

controle positivo (Tabela 01); C-: E. coli K12; C1-:

controle negativo da reação. 57

Figura 05 - Detecção dos genes stx2datv (A), stx2e (8) e stx2f (C),

por PCR segundo Jelacic et ai. (2003), Franke et ai.

(1995) e Schmidt et ai., 2000, respectivamente. M:

marcador de peso molecular (100 pb); C+: cepa

controle positivo (Tabela 01); C-: E. coli K12. 57

xi



Figura 06 - Detecção dos genes eae13 (A) e eaey (B), por PCR

segundo Oswald et aI. (2000) e Schmidt et aI. (1993),

respectivamente. M: marcador de peso molecular (1

kb); C+: cepa controle positivo (Tabela 01); C-: E. coli

K12; C1-: controle negativo da reação. 77

Figura 07 - Representação da relação genética entre os 29 perfis

PFGE (eletroforese em gel de campo pulsado)

obtidos com a enzima de restrição Xbal a partir de 66

cepas de E. coli. Consulte a Tabela 18 para

identificação da origem das cepas. 95

xii



LISTA DE ANEXOS

Anexo A - Composição do caldo CAYE (Merck, Alemanha) 132

Anexo B - Composição do caldo Penassay 133

Anexo C - Composição do PBS (salina tampão fosfato) 134

Anexo D - Informações para os Membros de Bancas Julgadoras de

Mestrado/Doutorado 135

xiii



xiv

Resumo

Escherichia coli produtoras de toxina de Shiga (STEC) são consideradas

importantes patógenos de origem alimentar que apresentam o trato intestinal de

ruminantes domésticos, principalmente bovinos, seu reservatório natural. Esses

microrganismos estão associados a doenças severas em humanos, tais como colíte

hemorrágica (CH) e síndrome urêmica hemolítica (SHU). Este trabalho teve como

objetivos avaliar a ocorrência de STEC em diferentes fontes, ambientais ou não, da

criação e abate de bovinos confinados. Além disso, detectar a presença dos genes

stxt , stX2, ehxA e eaeA; identificar cepas 0157:H7 através da pesquisa do gene

uidA; evidenciar a capacidade de produção de Stx e de Eh; identificar variantes de

stx e de eaeA; e determinar os sorotipos e a diversidade genética das cepas de

STEC. A avaliação da presença dos genes (stXt, stX2, ehxA, eaeA e uidA) e da

produção de Eh foi utilizada como triagem para a seleção de cepas possivelmente

patogênicas, sendo que do total de 628 isolados avaliados, foram selecionadas 50

cepas STEC e 12 consideradas como EPEC atípicas. Das STEC, 76% foram

isolados provenientes de amostras de fezes, enquanto 18% foram de amostras de

carcaças e 6% de amostras de água da baia. Seis cepas isoladas de fezes e 1 de

carcaça foram sorotipificadas como 0157:H7, todas positivas para a presença do

gene uidA. Além do sorogrupo 0157, nenhum outro, dentre os principais causadores

de surtos e casos esporádicos de CH e SHU, foi detectado. Das 30 cepas que

apresentaram resultado positivo no ensaio de citotoxicidade em células Vero, 96,7%

apresentaram gene para a produção de Stx. Em 17 das STEC foi possível identificar

o tipo de Stx produzida, através de ensaio imunocromatográfico, sendo que todas

apresentaram os genes correspondentes à toxina identificada, com exceção de uma

cepa de carcaça que foi positiva para a produção de ambas as toxinas, mas

apresentando apenas o gene stx2. Através da análise por PFGE, observou-se a
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disseminação e permanência de cepas STEC entre os animais. Dentre as 50 cepas

STEC, 28% foram positivas para a variante Stx2d ativável e das 21 cepas eaeA­

positivas apenas em 8 foram detectadas variantes desse gene, sendo 7 positivas

para eae-y e a outra cepa positiva para eae-J). Através dos resultados obtidos,

podemos dizer que a pesquisa do gene uidA pode ser considerada uma ótima

ferramenta na triagem de isolados do sorotipo ü157:H7. Por outro lado, o gene ehxA

e a produção de Eh não se mostraram como bons marcadores para pesquisa de

cepas Stx positivas. Houve uma ampla diversidade de sqrotipos/sorogrupos entre as

cepas STEC típicas. É importante salientar que, neste estudo, STEC ü157:H7 foi

detectada pela primeira vez no Brasil em amostra de carcaça de bovino criado em

confinamento. A detecção de cepas STEC em amostras de fezes e principalmente

em amostras de carcaças de bovinos demonstra um potencial risco à saúde pública,

uma vez que tais cepas podem contaminar e chegar viáveis ao produto final.
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Abstract

Shiga toxin (Stx)-producing Escherichia coli (STEC) are considered important

foodborne pathogens that have the intestinal tract of ruminants, in particular cattle,. as

reservoir. These microorganisms are associated with severe human diseases as

hemorrhagic colitis (HC) and hemolytic-uremic syndrome (HUS). The aims of this

research were to evaluate the occurrence of STEC from different sources during the

feedlot caUle breeding and slaughtering; detecting the presence of stx1, stx2, ehxA

and eaeA genes; identifying 0157:H7 strains through uidA; evidencing Stx and Eh

production capacity; identifying stx and eaeA variants and determining STEC strains

serotypes and genetic diversity. The potentially pathogenic strains were screened by

detection of stx1, stx2, ehxA, eaeA and uidA, and Eh production, amongst 628

isolates studied. Fifty isolates were identified as STEC and 12 others as atypical

EPEC. Among the STEC isolates, 76% were from feces, 18% from carcasses and

6% from water samples. Six strains isolated from feces and one from carcass were

serotyped as 0157:H7, ali being positive for the uidA. No other serogroup linked to

outbreaks or sporadic cases of HC and HUS were found. From the 30 strains that
\

showed cytotoxíc effect on Vero cells, the great majority (96.7%) was positive for stx.

Using an immunochromatographic assay, it was possible to identify the type of Stx

produced by 17 out of the 50 STEC strains. Ali but one of these strains harbored the

gene correspondent to the identified toxin. The other strain, even though producing

both toxins, presented only stx2. It was possible to determine by PFGE the

dissemination and persistence of STEC strains among the animais. 14/50 (28%)

STEC straíns were positive for the variant Stx2d activatable. Amongst 21 eaeA­

positive strains, the variants of this gene were detected only in eight, being seven

positive for eae-y and the other eae-J3. The results showed that uidA gene can be

considered an excellent tool for screening 0157:H7 strains. On the other hand, ehxA
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and Eh production, could not be considered as good markers for Stx-positive strains

detection. A great diversity of serotypes/serogroups was observed among typical

STEC strains. It is important to notice that this is the first report of 0157:H7 strains in

carcasses trom feedlot cattle in Brazil. The detection of STEC strain in fecal samples

and in carcasses trom feedlot cattle evidences the potential public health risk, once

these strains can contaminate the final product.



Introdução

Família Enterobacteriaceae

1. INTRODUÇÃO

1

A família Enterobacteriaceae é composta por bacilos Gram negativos não

formadores de esporos, que em geral possuem uma proporção G + C de 39 a 59%

(Holt et aI., 1994). A maioria é habitante do trato intestinal dos animais de sangue

quente, seja como membros da microbiota normal ou como agentes de infecções,

embora possam ser encontrados também amplamente distribuídos na natureza

(Bopp et aI., 2003).

Os gêneros mais conhecidos da família são: Escherichia, Shigella, Salmonella,

Edwardsiella, Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter, Proteus e Yersinia (Bopp et aI.,

2003).

A diferenciação entre estes gêneros bacterianos pode ser realizada por meio de

uma série de testes bioquímicos, porém espécies pertencentes a um mesmo gênero

podem ser extremamente semelhantes, sendo necessário grande número de testes

para diferenciá-Ias, tornando o custo da análise elevado (Kuhnert et aI., 2000). Além

disso, os resultados de testes bioquímicos podem apresentar variabilidade causada

pela ação de fatores ambientais sobre a expressão gênica e pelo risco de

interpretações e identificações errôneas, quando se utiliza um número limitado de

testes (Farber et aI., 2001).
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Escherichia coli (E. cO/I1

2

o gênero Escherichia é encontrado como parte da microbiota intestinal de

animais de sangue quente e compreende as espécies Escherichia coli, Escherichia

blattea, Escherichia fergusonii, Escherichia hemanii e Escherichia vulneris (Holt et

aI., 1994). Entretanto, a espécie de maior importância em microbiologia de alimentos

é sem dúvida a Escherichia coli (Bopp et aI., 2003).

A descrição da espécie E. coli foi feita por Theodor Escherich em 1885, que a

identificou como 8acterium coli commune e como principal agente da diarréia. Em

1958, em homenagem ao descobridor, foi oficialmente aceita a nomenclatura atual

(Kuhnert et aI., 2000) e desde então E. coli tem sido reconhecida como um

importante patógeno humano (Bell, 2002).

E. coli são bacilos de 1,1 - 1,5 IJm x 2,0 - 6,0 IJm que ocorrem isoladamente ou

em pares, anaeróbios facultativos e a temperatura ideal para o seu desenvolvimento

é 3rc. Podem apresentar motilidade através de flagelos peritríquios, são capazes

de metabolizar glicose e outros carboidratos com formação de ácido e gás, tanto em

aerobiose como em anaerobiose; não produzem oxidase, mas produzem catalase

(Holt et aI., 1994).

E. coli é sem dúvida, o mais importante componente da microbiota intestinal de

humanos e outros mamíferos, dentre as anaeróbias facultativas, e exerce papel

importante na manutenção da fisiologia destes, sendo que a colonização do intestino

ocorre poucas horas após o nascimento (Bell, 2002).

Existe uma grande diversidade de cepas de E. coli comensais, pertencentes a

diferentes sorotipos, e estas cepas são constantemente excretadas no ambiente

podendo contaminar alimentos de origem animal ou vegetal, assim como superfícies

e águas de recreação, geralmente sem nenhum efeito adverso à saúde humana

(Kuhnert et aI., 2000). Porém, a presença de E. coli, mesmo não patogênica, no

ambiente e, principalmente em alimentos e reservatórios de água, requer atenção

especial, pois é indicativa de falta de higiene. Quando estas cepas são patogênicas,

este indicativo torna-se um alerta de perigo à saúde pública (Kuhnert et aI., 2000).

As cepas de E. coli da microbiota intestinal que normalmente são inócuas ao

hospedeiro, podem se tornar patógenos oportunistas. Isso pode ocorrer após uma

ruptura traumática das barreiras naturais entre o intestino e outros sítios do corpo

normalmente estéreis ou mais freqüentemente, quando o sistema imune está
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debilitado, não sendo capaz de conter as cepas comensais em seu ambiente natural

ou ainda, após intervenções cirúrgicas. Essas cepas também podem fazer parte de

infecções mistas, quando um patógeno primário rompe as defesas locais do

hospedeiro, permitindo que cepas de E. coli também sejam responsáveis pela

infecção (Nataro e Kaper, 1998; Kuhnert et aI., 2000).

O genoma de E. coli é considerado extremamente flexível, isto é, ele perde e

ganha genes de virulência com relativa freqüência. Essa flexibilidade deve-se ao fato

de a maioria dos genes de virulência em E. coli estarem localizados em elementos

genéticos móveis, como plasmídeos, transpossons, bacteriófagos e ilhas genômicas

(Kuhnert et aI., 2000). Sendo assim, E. calí pode tornar-se um patógeno através da

aquisição de fatores de virulência contidos nestes elementos genéticos (Coombes et

aI., 2008), tanto por transferência intra-específica como também inter-específica

(Kuhnert et aI., 2000).

Portanto, algumas cepas de E. coli são consideradas patógenos primários, por

apresentarem em seu genoma fatores de virulência (Kuhnert et aI., 2000). Essas

cepas adquiriram genes de virulência, principalmente para produção de toxinas,

fatores de invasão e de colonização (Holt et aI., 1994), os quais conferem uma maior

habilidade de adaptação a novos nichos e permitem que elas causem diversas

doenças (Kaper et aI., 2004). Estes patógenos são conhecidos como patotipos

(Kaper et aI., 2004) e são classificados dentro de duas categorias: os patógenos

entéricos ou diarréicos e os patógenos extra-intestinais (Kuhnert et aI., 2000). Neste

segundo grupo estão importantes causadores de infecções do trato urinário e de

infecções nosocomiais, inclusive septicemia e meningite (Holt et aI., 1994; Kaper et

aI., 2004). Em pacientes imunocomprometidos, crianças e idosos, algumas das

patologias causadas por E. calí podem levar à morte (Doyle et aI., 1997). As E. colí,

consideradas patógenos entéricos, serão discutidas posteriormente.

A identificação bioquímica de E. coli não permite diferenciar se uma cepa é ou

não patogênica. Para que essa diferenciação seja feita, há necessidade de

caracterizar seus fatores de patogenicidade para, então, classificá-Ias e distingui-Ias

dos membros não patogênicos da espécie (Nataro e Kaper, 1998).

A sorotipificação, proposta pela primeira vez por Kauffmann em 1944, tem sido

utilizada como importante ferramenta na caracterização de E. coli, e está baseada na

reação antígeno-anticorpo de anti-soros preparados contra os antígenos (Ag) O

(somático), K (capsular)e H (flagelar) (Edwards, 1986). Essa metodologia é utilizada
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até os dias de hoje, com algumas modificações, sendo atualmente reconhecidos 174

Ag O (Scheutz et ai., 2004), 100 Ag K e 53 Ag H (Orskov e Orskov, 1992).

Internacionalmente os sorotipos são designados por números arábicos, colocados

em seguida a cada letra representativa do antígeno, como por exemplo,

026:K60:H11 (Bopp et ai., 2003).

Nem todo o isolado de E. coli, independente de sua origem, expressa os três

antígenos simultaneamente. Assim, uma porcentagem variável de isolados é rugosa

e, portanto, não possui antígeno O e outras tantas são imóveis, não possuindo

flagelos. Em conseqüência dessa variação, a identificação sorológica de E. colí é

freqüentemente incompleta, já que pode basear-se apenas no antígeno O e/ou H

(Campos e Trabulsi, 2004; Meng et ai., 2001).

Deve-se ressaltar que o termo sorotipo é reservado para designar isolados

cujos antígenos O e H são identificados. Deste modo, pode-se ter sorotipos O:K:H,

ou somente O:H, quando a cepa é desprovida do Ag K. Em se tratando de amostra

imóvel, ela é, geralmente, designada como sorotipo imóvel e depois da designação

do Ag H é colocado o sinal negativo (H-) (Bopp et aI., 2003; Kuhnert et aI.; 2000).

Grupos enteropatogênicos

A característica melhor conservada em cepas enteropatogênicas de E. coli é a

habilidade de colonizar a superfície da mucosa intestinal, vencendo o peristaltismo e

a competição por nutrientes com a microbiota normal, inclusive outras cepas de E.

coli (Nataro e Kaper, 1998). Normalmente a infecção limita-se à mucosa, mas

dependendo do estado fisiológico do indivíduo, pode haver disseminação para

outros órgãos (Campos e Trabulsi, 2004). Exceção deve ser feita para as E. coli

produtoras de toxina de Shiga (STEC), as quais atingem também, indiretamente,

outras partes do corpo humano além do trato gastrintestinal, através de translocação

da toxina (Kuhnert et ai., 2000).

As cepas de E. coli consideradas como patógenos entéricos são encontradas

em perfeita simbiose com cepas comensais (Kuhnert et aI., 2000), e podem ser

divididas em categorias de acordo com os mecanismos de virulência específicos,
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tipo de interação que estas cepas apresentam com linhagens celulares, as

síndromes clínicas que desencadeiam e os sorotipos.

Com base nessas características, as E. calí podem ser divididas nos seguintes

grupos enteropatogênicos (Nataro e Kaper, 1998; Kuhnert et aI., 2000; Kaper et aI.,

2004; Caprioli et aJ., 2005):

E. coli enterotoxigênicas (ETEC) - causadoras de diarréia em crianças e

adultos de países em desenvolvimento e em adultos de países industrializados que

viajam para regiões menos desenvolvidas, causando a "diarréia dos viajantes". Após

a ingestão de alimentos e/ou água contaminados com o microrganismo, este

coloniza a mucosa do intestino delgado causando disfunção do transporte de

eletrólitos e água. Os principais sintomas são diarréia aquosa e febre baixa;

E. coli enteropatogênicas (EPEC) - causadoras de diarréia em crianças

menores de dois anos de idade e habitantes de países em desenvolvimento, sendo

geralmente transmitida por alimentos e água contaminados. O microrganismo

coloniza as microvilosidades de todo o intestino sendo capaz de produzir a lesão

característica AlE (attaching and effacing) que faz com que as microvilosidades

desapareçam, causando sintomas bastante severos: diarréia aquosa profusa, vômito

e febre;

E. coli enteroagregativas (EAggEC) - ocorrem principalmente em países em

desenvolvimento, mas também são observadas em países industrializados. As

EAggEC apresentam um padrão de aderência típico em cultura celular, com as

células alinhadas paralelamente como se fossem "tijolos em uma parede". Os sinais

clínicos são diarréia aquosa e com muco, por vezes contendo sangue, febre baixa,

com ou sem vômito. Tipicamente a diarréia é persistente, com duração superiora 14

dias;

E. colí enteroinvasivas (EIEC) - são raramente isoladas em países

industrializados, sendo mais comum em países em desenvolvimento causando,

principalmente, diarréia aquosa e, em casos mais graves, desinteria. As cepas de

EIEC são capazes de invadir e destruir os enterócitos, levando a uma intensa

inflamação. Podem provocar também diarréia sanguinolenta pela capacidade de

invasão e de multiplicação no tecido epitelial do cólon, causando necrose;

E. coJi difusamente aderentes (DAEC) - têm sido associadas com diarréias

persistentes em crianças, principalmente menores de um ano, mas sua

epidemiologia e mecanismo de patogenicidade ainda não foram elucidados;
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E. coli verotoxigênicas, também chamadas de E. co/í produtoras de toxina de

Shiga (VTEC ou STEC) - são capazes de causar, em humanos, desde diarréia até

doenças mais severas como a colite hemorrágica (CH) e a síndrome urêmica

hemolítica (SHU) que pode ser fatal. Infecções por STEC ocorrem tipicamente em

países industrializados e as formas mais severas da doença são observadas

principalmente em crianças e idosos. As STEC colonizam o cólon do intestino,

causando· necrose nas extremidades das vilosidades, sem entretanto invadir a

mucosa intestinal. As STEC incluem todas as cepas produtoras de toxina de Shiga e

também as E. coli conhecidas como entero-hemorrágica (EHEC), que além de

produzirem toxina de Shiga são capazes de produzir a lesão AlE, semelhante às

EPEC.

Escherichia coli produtora de toxina de Shiga (STEC)

Por definição, cepas de STEC compreendem todos os isolados de E. co/í que

produzem toxinas citopáticas semelhantes à toxina identificada pela primeira vez em

Shígella dysenteríae e por isso chamadas de toxina de Shiga (Stx). Elas são também

conhecidas como verotoxinas (VT) devido ao efeito citopático irreversível que o

sobrenadante da cultura destes microrganismos causa em culturas de células Vero

(Karmali, 1989; Nataro e Kaper, 1998).

As STEC constituem um grupo bioquímica e sorologicamente heterogêneo (De

Toni et a/., 2004) que inclui as E. co/í entero-hemorrágicas (EHEC). O subgrupo

EHEC compreende todas as cepas de E. coli que além de produzirem as toxinas de

Shiga (Stx1 e/ou Stx2) também possuem a ilha de patogenicidade LEE (Locus of

Enterocyte Effacement) , responsável pela lesão do tipo AlE (Kaper et a/., 2004; Luck

et a/., 2005; Mainil e Daube, 2005).

EHEC constitui um subgrupo altamente infeccioso para humanos e está

fortemente associada com diarréia sanguinolenta e colite hemorrágica. Em alguns

indivíduos, principalmente crianças, estes sintomas podem se complicar e gerar

seqüelas neurológicas e renais, inclusive síndrome urêmica hemolítica, que pode

levar o indivíduo à morte. Surtos e casos esporádicos de doenças veiculadas por

alimentos e causadas por EHEC parecem ser resultado da ingestão de baixas
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populações, isto é, <100 células (Caprioli et aI., 2005; Vanselow et aI. 2005;

Kaufmann et aI., 2006).

As EHEC e as STEC podem ser divididas em linhagens evolutivas baseado em

suas propriedades gerais (sorotipos, biotipos e lisotipos) e propriedades específicas

(virulência). A linhagem 1 de EHEC, compreende o sorotipo 0157:H7 e está

estreitamente relacionada com cepas que são altamente patogênicas para humanos

e a linhagem 2 de EHEC agrupa todas as outras cepas de diversos sorogrupos (05,

026, 0103, 0111, 0118, entre outros). Para as STEC, a linhagem 1 agrupa as

cepas associadas com o Ag flagelar H21 (091, 0113 e outros) e que são

patogênicas para humanos, já as STEC linhagem 2 compreendem todas as cepas

não patogênicas ou de baixa patogenicidade para humanos (Mainil e Daube, 2005).

E. calí 0157:H7, considerado o modelo de EHEC (Tutenel et aI., 2003), foi

isolado pela primeira vez em 1975 de uma mulher na Califórnia (EUA), mas só foi

reconhecido como importante patógeno humano capaz de causar doenças de

origem alimentar, a partir de 1982 quando houve o primeiro relato de surto nos

Estados Unidos (Riley et aI., 1983). Desde então, vários surtos e casos esporádicos

de colite hemorrágica e síndrome urêmica hemolítica têm sido reportados

mundialmente, causados pela ingestão de alimentos contaminados com este

microrganismo (Childs et aI., 2006; Erickson e Doyle, 2007).

A questão levantada pelos pesquisadores é se este patógeno sempre existiu e

simplesmente não estava sendo diagnosticado ou se realmente é um microrganismo

recente. De fato, houve um aumento na freqüência de identificação de E. calí

0157:H7 desde sua descoberta, mas isso não significa que o seu surgimento tenha

ocorrido nesta época, uma vez que alguns casos de SHU anteriores ao

reconhecimento do sorotipo permaneceram sem a identificação do agente causal

(Nataro e Kaper, 1998).

Acredita-se que o antecessor de STEC 0157:H7 e de EPEC 055:H7 tenha sido

o mesmo e que tenha existido a aproximadamente 4,5 milhões de anos (Vanselow et

aI., 2005). Como E. colí 0157:H7 e 055:H7 são geneticamente muito relacionadas,

é provável que a primeira tenha evoluído a partir da segunda através da aquisição

de genes para a toxina de Shiga e possivelmente outros fatores de patogenicidade,

via transferência horizontal e recombinações. Entretanto, ainda é desconhecido

como esse evento ocorreu (Bettelheim e Beutin, 2003; Vanselow et aI., 2005).
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Existem algumas diferenças entre os isolados de E. colí 0157:H7, e essa

diversidade é manifestada nas variações das características fenotípicas, tais como

sobrevivência no ambiente e tolerância ao pH.

Algumas cepas de E. colí 0157:H7 são ácido-tolerantes (Conner e Kotrola,

1995). Essa característica permite que sobrevivam em produtos alimentícios, tais

como cidra de maçã (pH 3,7 a 4,0), manteiga (pH 4,3), iogurte (pH 4,17 a 4,39),

creme de leite (pH 4,3) (Dineen et ai., 1998; Miller e Kaspar, 1994), sucos de frutas,

maionese e carnes fermentadas, assim como passem sem danos pelo trato

gastrintestinal (Vanselow et ai. 2005). Zhao et ai. (1993) evidenciaram que E. colí

0157:H7 pode sobreviver por até 31 dias em cidra de maçã, quando a população

inicial for de 105 UFC . mL-1 contudo, outras STEC podem não apresentar essa

característica.

Por definição, o sorotipo 0157:H7 difere das demais linhagens de E. colí por se

multiplicar pouco ou não se multiplicar a 44°C, geralmente não fermentar o sorbitol

em 24 h e não produzir l3-glucuronidase (Gunzer et ai., 1992; Meng et aI., 2001).

Entretanto, já foram isoladas cepas 0157 fermentadoras de sorbitol (Gunzer et ai.,

1992).

Embora o sorotipo 0157:H7 seja considerado o mais importante e mais

estudado, a ocorrência de infecções causadas por outras STEC não-0157 têm

aumentado em muitos países. Mais de 200 sorotipos diferentes de STEC não-0157

têm sido isolados de infecções humanas, sendo que mais de 100 já foram

detectados em pacientes com SHU (Bettelheim e Beutin, 2003). Em muitos países,

esses sorotipos são mais freqüentemente isolados de pacientes com diarréia e SHU

do que cepas 0157 (Park et ai., 2003; Vaz et ai., 2004; Brooks et ai., 2005).

Tendo em vista que as metodologias laboratoriais normalmente utilizadas,

principalmente em laboratórios clínicos, baseiam-se. em características específicas

do sorotipo 0157:H7, doenças causadas por outros sorogrupos não-0157, assim

como por cepas 0157 fermentadoras desorbitol provavelmente têm sido sub­

relatadas (Bettelheim e Beutin, 2003; Vanselow et ai. 2005; Kaufmann et ai., 2006).

Em 1988 na Bavária, Alemanha, foi identificada pela primeira vez cepa de

STEC 0157:H- fermentadora de sorbitol, proveniente de amostra de fezes de

paciente com SHU (Gunzer et ai., 1992). Desde então, esse sorotipo têm sido

freqüentemente identificado como um importante causador de doenças em

humanos. Relatos indicam que na Alemanha mais de 10% dos casos esporádicos
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de SHU são causados por cepas STEC 0157:H- fermentadoras de sorbitol

(Mellmann et aI., 2008).

Dentre os sorogrupos não-0157 mais freqüentemente envolvidos em surtos de

doenças de origem alimentar em todo o mundo, encontram-se 026, 048, 091,

0103,0104,0111,0113,0121 e 0145, pertencentes principalmente à linhagem 2

de EHEC e à linhagem 1 de STEC (Perelle et aI., 2004; Mainil e Daube, 2005;

Perelle et aI., 2007).

O termo EHEC foi inicialmente criado para denominar E. co/; 0157:H7

responsáveis por CH e SHU. Como nos dias de hoje reconhece-se um grande

número de sorotipos também envolvidos nessas doenças, a aplicação da

denominação EHEC ficou bastante confusa. Em virtude disso e para facilitar a

compreensão deste texto, no restante do trabalho, será utilizada a denominação

STEC para englobar todas as cepas produtoras de toxina de Shiga

independentemente da presença de LEE.

Fatores de patogenicidade de STEC

Análises genéticas do DNA de E. cal; 0157:H7 mostraram que 20% do

cromossomo é constituído de seqüências que não estão presentes no DNA de E.

coli K12, não patogênica. Esta porção de DNA foi provavelmente adquirida de outras

espécies bacterianas através de transferência genética horizontal (Caprioli et aI.,

2005).

E. cal; 0157:H7 apresenta 1387 novos genes se comparado à E. coli K12,

incluindo possíveis fatores de virulência, fatores metabólicos, vários pró-fagos e

alguns genes de função ainda desconhecida (Vanselow et aI., 2005).

Ainda não estão identificados todos os fatores de virulência de STEC, porém

alguns já são bem conhecidos e caracterizados, como a toxina de Shiga 1 e 2

(O'Brien e La Veck, 1983), a intimina (Frankel et aI., 1998) e a entero-hemolisina

(Piérard et aI., 1997). Entretanto, sabe-se que mesmo cepas que não produzem

intimina e/ou entero-hemolisina podem estar envolvidas em casos de infecções

graves (Karmali, 1989).
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Outros possíveis fatores de virulência vêm sendo pesquisados, principalmente

fatores de aderência, como a proteína ToxB, necessária para a completa expressão

da aderência pela cepa 0157:H7 Sakai (Tatsuno et aI., 2001); lha, uma proteína

que confere aderêcia similar à proteína IrgA do Vibrio cholerae (Tarr et aI., 2000);

Efa1, um fator de aderência em STEC (Nicholls et aI., 2000); e Saa, uma adesina

autoaglutinante identificada em cepas LEE-negativas (Paton et aI., 2001). Além

destes, os genes katP (catalase peroxidase), espP (serina protease extracelular) e

stcE (metaloprotease secretada), também estão sendo avaliados, mas a

participação destes na virulência de STEC necessita de confirmações adicionais

(Ritchie et aI., 2003).

Toxina de Shiga

A primeira descrição de que cepas de E. coli poderiam produzir toxinas, que

afetavam de forma irreversível culturas de células Vero (células do rim de macacos­

verdes), ocorreu em 1977 e em virtude dessa ação as toxinas foram denominadas

verotoxinas (Konowalchuk et aI., 1977). As verotoxinas também são chamadas de

toxinas de Shiga, devido a homologia na seqüência de aminoácidos, estrutura e

atividade com a toxina produzida por Shigella dysenteriae sorotipo 1 (Cebula et a/.,

1995).

Além do sorogrupo 0157, outros 400 sorotipos não-0157 têm sido descritos

como produtores de toxina, os quais constituem importantes fatores de risco para

humanos (Padola et aI., 2004).

As toxinas de Shiga são os fatores de virulência primários de STEC (Coombes

et aI., 2008; Maurer et aI., 2008) e apresentam atividade citotóxica além das culturas

de células Vero também nas de células HeLa (Pollard et ai., 1990). Porém, é

importante ressaltar que apesar da grande importância de Stx como fator de

virulência, e por isso as STEC serem consideradas potenciais patógenos para os

humanos, nem todas as cepas produtoras de Stx são capazes de causar doenças,

pois a patogenícidade é multífatorial (Peterson et ai., 2007; Coombes et ai., 2008).
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São reconhecidos até o momento dois grupos de toxina de Shiga denominados

Stx1 e Stx2, os quais são antigenicamente distintos e codificados por genes

diferentes, mas apresentam a mesma estrutura molecular e atividade biológica

(Strockbine et aI., 1988; Law, 2000).

Stx1 é praticamente igual à toxina produzida por Shigella dysenteriae sorotipo

1, enquanto Stx2 apresenta homologia de aproximadamente 60% na seqüência de .

aminoácidos com Stx1. As cepas de STEC podem carrear genes para a produção

de uma ou ambas as toxinas, assim como as variantes destas (Smith e Scotland,

1988). A informação genética para a produção de Stx1 e 2 está contida em um

bacteriófago integrado no cromossomo de STEC (Caprioli et aI., 200S; Spears et aI.,

2006).

As proteínas Stx são do tipo ABS, ou seja, são formadas por uma subunidade A

e cinco subunidades B, sendo essas últimas responsáveis pela ligação da toxina aos

receptores das células eucarióticas. A subunidade A é responsável pela atividade

citotóxica (O'Brien e Holmes, 1987).

A citotoxina é internalizada na célula do hospedeiro por um processo conhecido

como endocitose mediada por receptor (Donnenberg e Whittam, 2001), e atua

inativando oRNA ribossomal e inibindo a síntese protéica, o que leva à morte da

célula hospedeira (Boerlin, 1999; Hoey et aI., 2003).

Em humanos, após a ingestão, as células de STEC passam pelo ambiente

ácido do estômago e colonizam o intestino através da aderência às paredes deste,

principalmente na parte distai do intestino delgado e cólon. Ali o microrganismo

produz Stx, que é então internalizada pelas células do hospedeiro e atinge a

corrente sanguínea. Na circulação, as Stx permanecem junto aos leucócitos

polimorfonucleares e são carregadas até o tecido alvo, onde são transferidas para

as células do endotélio microvascular renal (Te Loo et aI., 2000) ou do cérebro

(Bielaszewska et aI., 200S).

Elas são então, transportadas para o retículo endoplasmático, membrana

nuclear e núcleo, e a subunidade A da toxina c1iva o glicosídeo ligado ao rRNA 28S,

levando à interrupção da síntese protéica e à morte celular. Stx tem como alvo os

tecidos cujas células expressam o receptor glicolipídico apropriado, Gb3, que é

reconhecido por sítios da subunidade B da toxina (Vanselow et aI. 200S).

No rim, a toxina causa danos às células endoteliais, resultando na obstrução

dos microvasos e posterior inflamação renal, que pode ocasionar SHU e até mesmo
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falência renal. Stx também pode provocar danos ao cólon, o que resulta em diarréia

sanguinolenta, necrose e perfuração intestinal (Kaper et aI., 2004). No cérebro,

causa coágulo e freqüentemente a morte do paciente (Park et aI., 1999).

Foi demonstrado que os receptores Gb3 de bovinos estão localizados nas

células epiteliais das criptas da submucosa adjacente do trato gastrintestinal (Hoey

et aI., 2002), porém estes receptores são resistentes à Stx1, em contraste com as

células Vero e células do endotélio vascular do rim humano. Nas células que

apresentam Gb3 nos bovinos, Stx1 é internalizada e processada pelos lisossomos,

sendo possivelmente degradada (Hoey et aI., 2003). Este fato explicaria a

sintomatologia de diarréia branda ou a ausência de sintomas nos animais, tornando­

os simplesmente reservatórios do microrganismo (Elder et ai., 2000).

As variantes de Stx1 e Stx2 são definidas de acordo com a variabilidade

antigênica, toxicidade diferenciada à células ou animais, capacidade de ser ativada

pela elastase de camundongo e pelas diferenças na seqüência do DNA ou de

aminoácidos das subunidades A e B da toxina (Paton e Paton 1998; Bettelheim e

Beutin, 2003).

Stx1 constitui um grupo particularmente homogêneo, no qual existem apenas

duas variantes: Stx1c (Zhang et aI., 2002a) e Stx1d (Bürck et aI., 2003). Stx1c é a

mais comum dentre as variantes de Stx1 e era anteriormente chamada de Stx10X3

(Zhang et ai. 2002a).

Stx2 constitui um grupo mais heterogêneo e compreende as variantes Stx2c

(Schmidt et aI., 1991), Stx2d (Piérard et ai., 1998), Stx2e (Weinstein et ai., 1988),

Stx2f (Schmidt et aI., 2000), Stx2d elastase (mucus)-ativável (Stx2d atv.) (Melton­

Celsa et ai., 1996), Stx2g (García-Aljaro et aI., 2006), entre outras que têm sido

descritas.

Estudos epidemiológicos têm revelado que Stx2 está mais associada com

doenças humanas severas que Stx1 (Caprioli et ai., 2005; Mainil e Daube, 2005;

Zaki e EI-Adrosy, 2007), porém algumas das variantes de Stx2 são menos

patogênicas para humanos (Piérard et ai., 1998).

As variantes mais frequentemente encontradas em cepas isoladas de pacientes

com CH e SHU são Stx2d ativo e Stx2c (Caprioli et aI., 2005; Cergole-Novella et aI.,

2006; Spears et ai., 2006; Beutin et aI., 2007; Persson et ai., 2007). Por outro lado,

cepas que produzem Stx1c, Stx2d, Stx2e e Stx2f são usualmente isoladas de casos
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de diarréia branda (Caprioli et aI., 2005) ou de casos assintomáticos (Piérard et aI.,

1998; Beutin et aI., 2007).

Cepas STEC produtoras de algumas variantes de Stx podem ser associadas às

espécies animais como seus principais reservatórios. Assim, aquelas que produzem

Stx1 c e/ou Stx2d estão associadas com ovinos (Brett et aI., 2003b) e caprinos (Vu­

Khac e Cornick, 2008), Stx2e com suínos e Stx2f com pombos selvagens (Schmidt

et aI., 2000).

Cepas que.produzem Stx2e são citotóxicas apenas para células Vero (Johnson

et a/., 1990) e foram por algum tempo consideradas patogênicas somente para

suínos. Entretanto, tais cepas principalmente do sorogrupo 0101 já foram isoladas

de paciente com diarréia e também com SHU, indicando sua patogenicidade

também para humanos (Franke et aI., 1995). Cepas Stx2e-:positivas são o segundo

tipo mais freqüentemente isolado em amostras ambientais na França, sendo cepas

Stx2d-positivas as mais freqüentes (Vernozy-Rozand et aI., 2004).

Stx2f é uma variante de Stx2 com antigenicidade alterada e produção reduzida

(Koitabashi et aI., 2006). Stx2d atv., descrita por Melton-Celsa et aI. (1996), é uma

toxina que após ativação por muco intestinal humano ou de camundongo, torna-se

mais citotóxica à cultura de células Vero. Essa observação sugere a possibilidade de

que STEC produtoras destas Stx podem ser mais virulentas e/ou compensar a

ausência de outros fatores de virulência. A substância ativadora no muco de

camundongos é uma elastase, que apresenta grande homologia com a elastase IIIB

de humanos (Kokai-Kun et aI., 2000).

Bielaszewska et aI. (2006) avaliaram a ativação pelo muco intestinal de

camundongos e de humanos de outras Stx produzidas por STEC de isolados

clínicos, e concluíram que nenhuma outra Stx, além da Stx2d atv., sofreu alteração

na citotoxicidade. Outra observação importante feita pelos pesquisadores foi que as

cepas STEC que apresentaram o gene stx2datv, em sua maioria, foram provenientes

de pacientes adultos com SHU, diferente das cepas produtoras de outras Stx2, que

normalmente são encontradas em crianças menores de cinco anos de idade

também com SHU.

A perda ou tranferência do gene stx parece ocorrer durante infecções humanas

e pode levar a mudanças do tipo patogênico da cepa infectante. Melmann et aI.

(2008) descrevem o isolamento de uma cepa STEC 0157:H- positiva para o gene
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stx2 a partir de fezes de um paciente com SHU oito dias após o início da diarréia, e

que passados três dias da primeira coleta, as fezes passaram a conter E. colí

0157:H- stx-negativo. Esta perda do gene stx é de grande importância para os

laboratórios de diagnóstico, principalmente quando a coleta é feita em estágio mais

avançado da doença. Além disso, prejudica investigações epidemiológicas, uma vez

que cepas de E. coli stx-negativo isoladas de amostras de fezes não podem ser

incriminadas como agente causal de SHU e/ou CH(Melmann et aI., 2008).

Toxinas idênticas ou similares às Stx podem ser encontradas em outras

espécies bacterianas, como Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Aeromonas

spp. e Shigella spp. (Vanselow et a/~ 2005).

Ilha de patogenicidade lEE (Locus of Enterocyte Effacement)

As ilhas de patogenicidade são regiões genõmicas grandes (10-200 kb) que

estão presentes no genoma de cepas patogênicas de microrganismos, mas ausente

em cepas não patogênicas da mesma espécie ou de espécies relacionadas (Kaper

et aI., 2004). Tais regiões genõmicas, constituem um pool de genes flexíveis que

contribuem para a evolução do patógeno (Frankel et aI., 1998), são regiões instáveis

do cromossomo e podem ser perdidas espontânemente (Vanselow et aI., 2005).

Algumas cepas de STEC que causam enfermidades em humanos aderem e

colonizam o epitélio intestinal de forma similar à EPEC, por apresentarem também a

ilha de patogenicidade LEE. Esta é uma adesão localizada que corrompe a função

das células epiteliais e induz a uma lesão histopatológica característica das

microvilosidades, a lesão AlE (Figura 01) (Jerse et aI., 1990).

A lesão do tipo AlE não é diretamente responsável pela diarréia sanguinolenta

observada nas infecções causadas por STEC. A ocorrência desse sintoma pode ser

explicada por algumas hipóteses: pode ocorrer a inibição da absorção de sódio e

cloretos pelas células do intestino; ativação do canal de cloretos nas

microvilosidades; aumento da permeabilidade paracelular; produção de outras

toxinas; ou resposta inflamatória na mucosa e produção de citocinas (Mainil e

Daube, 2005).
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Figura 01 - Esquema demonstrando o tipo de lesão NE causada por cepas de
STEC. Fonte: Nataro e Kaper (1998).

A presença de LEE é detectada pela amplificação de eaeA através da utilização

de um par de primers para a região central do gene, a qual é conservada tanto entre

as cepas STEC como EPEC (Hayes et ai., 1995).

Dentre os genes presentes em LEE, eaeA é um importante marcador de

virulência de STEC (Chahed et ai., 2006) e codifica a intimina, proteína de

membrana externa que promove a adesão íntima da bactéria ao epitélio intestinal

(Frankel et ai., 2001).

O gene eaeA aparentemente não é necessário para a virulência das cepas

STEC (Paton et ai., 1999), entretanto, cepas LEE-positivas estão associadas com

doenças humanas mais severas, enquanto STEC LEE-negativas são raramente

isoladas de casos de diarréia sanguinolenta e SHU. As poucas exceções relatadas

indicam que as cepas LEE-negativas possuem outro mecanismo de adesão e

colonização da mucosa intestinal, tão eficiente quanto a adesão NE (Caprioli et ai.,

2005; Spears et aI., 2006).

Luck et ai. (2005) compararam in vitro as propriedades de aderência de cepas

de STEC LEE-negativas com cepas LEE-positivas e verificaram que as cepas LEE­

negativas foram internalizadas pelas células epiteliais, ao contrário das cepas LEE­

positivas que permaneceram extracelulares. Os pesquisadores sugerem que as

cepas LEE-negativas utilizam o mecanismo de invasão das células do hospedeiro

para colonizar o epitélio intestinal e compensar a inabilidade de formar a lesão NE.
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LEE é constituída por três módulos funcionais diferentes. O primeiro codifica o

sistema de secreção tipo 111 (TISS), que exporta moléculas efetoras; o segundo

codifica proteínas EspA, B e O, que funcionam como parte do aparato de secreção

tipo 111 e o terceiro módulo codifica uma adesina, a intimina, e o receptor translocado

para intimina (Tir), que é transferido para o interior da membrana da célula do

hospedeiro pelo TTSS (Caprioli et aI., 2005). Tir· apresenta dois domínios

transmembrana, cuja porção terminal de ambos localiza-se no interior da célula

hospedeira e nas porções extracelulares situam-se os sítios de ligação da intiinina

(Nougayrêde et aI., 2003).

Após as células bacterianas entrarem em contato com as células da mucosa

intestinal, o microrganismo exporta através do TISS, Tir e EspB para o interior da

célula epitelial através de uma proteína temporária de transporte, a EspA. Ocorre

então, uma série de alterações no citoesqueleto celular, resultando no

desaparecimento das microvilosidades, formação do pedestal, que será o local de

ligação da bactéria, e acúmulo de actina polimerizada diretamente abaixo da

bactéria aderida. A seguir, a intimina liga-se à Tir, formando a ligação íntima

característica de microrganismos LEE-positivos (Peterson et aI., 2007). A expressão

dos genes que codificam estas proteínas é fortemente influenciada pela presença de

íons bicarbonato (Vanselow et aI. 2005).

A intimina é uma proteína de 94 kOa (Law, 2000), que apresenta variantes

antigênicas distintas (a, 13, y, Õ, E, ~, 11, 8, I, e K) (Zhang et aI., 2002b), que podem

indicar a origem filogenética das STEC (Pradel et aI., 2008) e que têm mostrado

tropismos por determinados tecidos no hospedeiro. Por exemplo, a variante y,

expressa por STEC 0157:H7, demonstra tropismo pelo epitélio do intestino humano

associado às placas de Peyer (Fitzhenry et aI., 2002).

As variantes '1, 8, l, e K são raramente associadas com cepas provenientes de

infecções humanas graves (Zhang et aI., 2002b).

Zhang et aI. (2002b) estudaram a diversidade genética do gene eaeA em cepas

de E. coli e através dos resultados obtidos os autores propuseram um valor de corte

inferior a 95% de similaridade entre as bases dos genes para definir uma nova

variante de intimina, valores acima deste devem caracterizar subgrupos (por

exemplo: ~1, ~2 e ~3).
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Um número maior de variantes de intimina é encontrada em isolados

provenientes de ruminantes, enquanto isolados provenientes de casos clínicos,

apresentam apenas poucas variantes (Vanselow et aI. 2005).

Na literatura são encontradas diversas designações para as variantes de eaeA,

o que causa certa confusão e dificulta a comparação dos dados de diferentes fontes.

Entero-hemolisina

Dentre as categorias de E. coli, tanto as uropatogênicas como as

enteropatogênicas podem produzir quatro tipos distintos de hemolisina, que são

classificadas conforme a fase de desenvolvimento bacteriano em que são

sintetizadas e o tipo de eritrócito que Iisam.

A a- e a l3-hemolisina são produzidas na fase logarítmica, enquanto a y- e a

entero-hemolisina são produzidas na fase estacionária. A a- e a l3-hemolisina

provocam hemólise em eritrócitos de cavalo, coelho e ovelha, enquanto a y­

hemolisina e a entero-hemolisina Iisam eritrócitos de cavalo e ovelha e ovelha e

coelho, respectivamente (Bhakdi et aI., 1986).

A entero-hemolisina de E. coli está relacionada, mas não é idêntica, à a­

hemolisina, havendo 60% de homologia em suas seqüências (Feng e Monday,

2000). Ambas apresentam massa molecular similar, são termolábeis e são obtidas

no sobrenadante da cultura das bactérias. Porém, diferentemente da a-hemolisina, a

entero-hemolisina não necessita de íons cálcio para sua ativação, estabilidade e

ação na membrana dos eritrócitos (Chart et aI., 1998).

A produção de a-hemolisina pode ser detectada após três horas de incubação

em meio de cultura apropriado, enquanto a entero-hemolisina necessita de uma

incubação overnight (Beutin, 1991). O gene responsável pela expressão da a­

hemolisina, a-hlyA, normalmente é encontrado em cepas de E. coli uropatogênicas

(Nataro e Kaper 1998).

O gene que codifica a entero-hemolisina em STEC é denominado por alguns

pesquisadores como ehxA (Nataro e Kaper, 1998; Feng e Monday, 2000; Bouvet et
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aI., 2001; Padola et aI., 2004; Kaufmann et aI., 2006; Vaz et aI., 2006), enquanto

outros o denominam como EHEC-hly ou E-hly (Paton e Paton, 1998; Urdahl et aI.,

2003; Padola et aI., 2004; Caprioli et aI., 2005; Rigobelo et aI., 2006b; Aldick et aI.,

2007) e está contido em um plasmídeo de virulência de aproximadamente 60 MDa.

A seqüência de nucleotídeos deste plasmídeo demonstra que ele codifica 35

proteínas, algumas das quais estão provavelmente envolvidas na patogenicidade do

microrganismo (Nataro e Kaper, 1998; Caprioli et aI., 2005).

A síntese de entero-hemolisina está associada à produção de Stx 1 e/ou 2 em

isolados de STEC tanto de origem humana como animal (Mainil e Daube, 2005), e

raramente está associada a outras cepas de E. calí, o que sugere que a entero­

hemolisina pode ser utilizada como um marcador para cepas STEC (Beutin, 1991). A

grande maioria das cepas 0157:H7, e uma ampla quantidade de cepas STEC não­

0157, são positivas para a produção de entero~hemolisina(Nataro e Kaper, 1998).

A entero-hemolisina é uma proteína de 110 kDa que atua destruindo eritrócitos,

leucócitos, células endoteliais, granulócitos, monócitos e linfócitos T humanos,

através da formação de pequenos poros (Mainil e Daube, 2005).

A participação da entero-hemolisina na virulência de cepas de STEC ainda não

está esclarecida (Chahed et aI., 2006) e parece não ser necessária para o

desenvolvimento de SHU (Hazarika et aI., 2004).

Infecções por STEC

Diversos fatores podem influir na capacidade de STEC em causar doença em

humanos, cabendo destacar a idade e estado imunológico do hospedeiro além da

habilidade do microrganismo em produzir fatores de patogenicidade como entero­

hemolisina e intimina (Kawano et aI., 2008). Porém, antes de tudo, para que o

microrganismo cause infecção é necessário que o mesmo apresente habilidade para

sobreviver ao baixo pH do estômago (Diez-Gonzalez e Russel, 1999).

Após a ingestão do microrganismo, o período de incubação é de três a quatro

dias, durante o qual ocorre a colonização do intestino (Doyle et aI., 1997). A CH é

caracterizada pelo aparecimento repentino de fortes dores abdominais, seguida de

diarréia aquosa não sanguinolenta, podendo ocorrer febre de curta duração e
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vômitos. Após um ou dois dias a diarréia passa a conter sangue com aumento das

dores abdominais. Na maioria dos casos os sintomas são autolimitados durando por

volta de uma semana (Doyle et aI., 1997), mas em aproximadamente 10% dos

pacientes, principalmente crianças e idosos (chegando a até 30% em alguns surtos),

a doença pode progredir para SHU (Nataro e Kaper, 1998).

A SHU é a principal causa de falência renal em crianças (Caprioli et aI., 2005) e

é caracterizada por anemia hemolítica, trombocitopenia e falência renal (Nataro e

Kaper, 1998), quadro este que requer diálise e transfusões de sangue e cuja taxa de

mortalidade pode chegar a 10% (BeU, 2002). Alguns indivíduos podem exibir

sintomas neurológicos podendo até mesmo ocorrer derrame cerebral (Vanselow et

aI., 2005).

A púrpura trombocitopênica trombótica (TTP) é uma doença também associada

com STEC e compartilha algumas caracterísitcas com a SHU, tais como a

trombocitopenia, a anemia hemolítica e, em grau variado, sintomas renais e

neurológicos. Entretanto, há algumas diferenças clínicas importantes, na TTP os

sintomas abdominais são comuns e a febre é mais proeminente (Tarr, 2009).

No Brasil existem poucos relatos de infecções causadas por STEC. Guth et aI.

(2002b) relataram pela primeira vez um caso de paciente com SHU causada por

STEC. Em março de 2001 um menino de oito meses de idade do nordeste do Brasil

foi admitido na emergência de um hospital em São Paulo, com sintomatologia que

se agravou para falência renal. A criança foi diagnosticada como portadora de SHU,

e da cultura de suas fezes foi identificada E. calí produtora de entero-hemolisina e de

Stx1. A presença dos genes stx1 e eaeA foi confirmada por PCR e a cepa foi

sorotipificada como E. calí 026:H11.

Em um estudo realizado por Vaz et aI. (2004) foram analisadas 2607 isolados

de E. calí provenientes de pacientes com diarréia do Estado de São Paulo, entre os

anos de 1976 e 1999. Foram identificadas 29 cepas como STEC, com predomínio

dos sorotipos 0111 e 026. Os autores descreveram também, pela primeira vez no

Brasil, a associação de outros sorotipos tais como 055:H19, 093:H19 e 0118:H16,

em infecções humanas.

Em nosso país, o sorotipo 0111 :H- é o mais freqüente dentre as cepas de

STEC isoladas de casos de diarréia (Guth et aI., 2002a), enquanto o sorotipo

026:H11, é considerado o segundo mais freqüente (Guth et aI., 2002b).
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Irino et aI. (2002) relataram pela primeira vez no Brasil o isolamento de três

cepas de E. coli 0157:H7 associadas com doença humana no Estado de São Paulo.

A primeira foi identificada entre as cepas da coleção de culturas do Laboratório de

Microbiologia do Instituto Adolfo Lutz (São Paulo· - Brasil) em um estudo

retrospectivo. Essa cepa havia sido isolada em 1990 de um paciente de 18 anos

com diarréia e portador do vírus HIV. As outras duas cepas foram isoladas em 2001,

uma de uma menina de quatro anos de idade e que apresentava diarréia

sanguinolenta e a outra de um adulto com diarréia severa. As cepas foram

caracterizadas como sendo não fermentadoras de sorbitol, contendo seqüências dos

genes StX2 e eaeA e produtoras de entero-hemolisina.

Santos et aI. (2007) relataram um caso de um adolescente morador da cidade

do Rio de Janeiro que foi internado em um hospital daquela cidade, com sintomas

de diarréia mucosanguinolenta e cólicas abdominais intensas. Da cultura de suas

fezes foi isolada E. coli 0157:H- produtora de toxina de Shiga e como alimento

suspeito os pesquisadores identificaram a salada preparada na cantina da escola

onde o jovem estudava. Porém, o resultado da análise microbiológica da matéria­

prima da salada sugere que a contaminação ocorreu durante o preparo da refeição.

Também em 2007, Souza et aI. relataram um caso de SHU em uma criança de

19 meses de idade de cuja cultura de fezes foi identificada E. colí ü165:H­

carreadora dos genes StX2, StX2c e eaeA. Segundo os pesquisadores, a origem da

doença não foi traçada, entretanto houve o relato de que a criança havia comido

queijo feito em casa, que pode ter sido a fonte do agente etiológico.

Ao contrário do que ocorre no Brasil, na Argentina a incidência de casos de

SHU é bastante elevada (300 - 400 casos por ano), sendo que STEC ü157:H7 têm

sido relatada como o principal agente causal. Isolados não-0157 também têm sido

encontrados em amostras de animais e alimentos daquele país e alguns deles têm

sido envolvidos em casos de CH e SHU (Padola et aI., 2002).

Nas infecções por STEC o diagnóstico rápido é muito importante para o

tratamento tanto de CH como de SHU. A identificação do sorotipo e, se posssível, a

avaliação da capacidade do isolado produzir Stx, são análises importantes para o

tratamento eficaz da infecção (Koitabashi et aI., 2006).

Para essas infecções não é, de maneira geral, aconselhável o uso de

antibióticos para o tratamento, pois estes podem causar alise bacteriana e, assim,
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promover uma maior liberação de Stx e/ou causar o aumento da expressão dos

genes responsáveis pela produção. da toxina. Além disso, muitos isolados

apresentam resistência a alguns antimicrobianos (Mora et ai., 2005).

Entretanto, alguns estudos revelaram que a administração de certos·

antimicrobianos já no início da infecção pode prevenir que a doença progrida para

SHU (Fukushima et ai., 1999; Ikeda et ai., 1999).

A propagação. no ambiente de isolados STEC resistentes a agentes

antimicrobianos pode ser decorrente do uso destes agentes na terapia ou profilaxia

de infecções e também como promotores do crescimento dos animais (White et ai.,

2002).

Acredita-se que humanos possam desenvolver imunidade para 0157:H7

(Vanselow et ai., 2005). Em um surto de infecção causado por 0157:H7 veiculada

pelo sistema de água em uma zona rural dos Estados Unidos, no verão de 1998, o

número de adultos residentes naquela área que desenvolveu infecção foi bem

menor que o número de crianças e de visitantes. Este fato foi justificado pela

aquisição de certa imunidade devido à exposição contínua ao patógeno (Olsen et ai.,

2002).

Koitabashi et ai. (2006) sugerem uma hipótese para a baixa incidência de

infecções por STEC em países em desenvolvimento. Os pesquisadores afirmam que

cepas STEC Stx2-negativas podem atuar como uma vacina atenuada natural contra

infecções por E. coli 0157:H7/H-, uma vez que são capazes de causar infecções

assintomáticas. Sendo assim, a hipótese dos autores é que os habitantes daqueles

países consomem freqüentemente alimentos e água que apresentam contaminação·

por STEC Stx2-negativas em concentrações suficientes para causar uma infecção

assintomática e portanto, tornaram-se imunes às infecções por STEC.

A origem mais comum das infecções por STEC é o consumo de água ou de

alimentos crus ou mal cozidos contaminados com o patógeno. As infecções podem

também resultar do contato direto com animais e/ou suas fezes e do contato

humano-humano (Kaufmann et ai., 2006; Strachan et ai., 2006). Uma variedade de

alimentos pode estar envolvida como fonte de infecção por STEC, podendo citar

hortaliças, frutas, salames, queijos e leite cru, entre outros, mas a carne bovina tem

sido considerada a principal fonte de STEC em casos de doenças em humanos

(Perelle et ai., 2007). Além desses alimentos, alimentos ácidos como cidra de maçã,
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manteiga, iogurte e creme de leite também têm sido incriminados (Dineen et ai.,

1998; Miller e Kaspar, 1994).

Contaminação dos alimentos

As STEC têm como reservatórios diversos animais de sangue quente, entre

eles bovinos, ovinos, coelhos e macacos, com destaque para os ruminantes (Yilmaz

et ai., 2006), e ainda cavalos, cães, gatos (Gun et ai., 2003), cervos, moscas e aves

(Kaufmann et ai., 2006).

Os bovinos, considerados reservatórios primários tanto de 0157 como dos

demais sorogrupos de STEC, freqüentemente carreiam o microrganismo sem

demonstrar sintomatologia (Rigobelo et aJ., 2006b). Apesar dos bovinos serem

considerados reservatórios primários de E. coli 0157:H7, a freqüência de detecção

deste sorotipo em suas fezes é baixa, pois a eliminação do microrganismo é

considerada um evento transitório (Maurer et ai., 2008).

Diversos estudos têm demonstrado que as cepas de STEC provenientes de

animais e de alimentos pertencem a uma gama bastante grande de sorotipos

(Blanco et aJ., 1997; Piérard et ai., 1997; Pradel et ai., 2000). Por outro lado, apenas

um número limitado de sorotipos tem sido associado com casos de doenças em

humanos (Pradel et ai., 2008).

Em estudos onde se caracterizou STEC de bovinos foram detectados mais de

400 sorotipos (Pradel et ai., 2000; Hornitzsky et ai., 2002; BreU et ai., 2003b;

Djordjevic et ai., 2004; Bettelheim et ai., 2005).

Dentre os fatores que podem influenciar a microbiota do intestino de bovinos, a

composição e a excreção, podemos citar a idade dos animais (Zweifel et ai., 2005),

a dieta e o sistema de criação (Fegan et ai., 2004), assim como a sazonalidade

(Bonardi et ai., 2001).

Em países de clima temperado a presença de E. coli 0157:H7 nas fezes de

bovinos é maior durante os meses quentes do ano, mas nos demais meses o

microrganismo também é isolado. Verifica-se também naqueles países que a

incidência de infecções alimentares por este grupo de bactérias também é

geralmente maior nos meses de verão (Vanselow et ai., 2005; Alam e Zurek, 2006).
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Os fatores que contribuem para esta sazonalidade são desconhecidos, porém

supõe-se que o maior movimento de vetores, tais como aves, insetos e roedores,

assim como a melhor possibilidade de sobrevivência do microrganismo no ambiente

possam estar relacionados a este fenômeno (Vanselow et af., 2005). E. colí 0157:H7

pode sobreviver longos periodos no ambiente de criação de bovinos, como no piso

de cimento de baias ou em pastagens (Maurer et aI., 2008).

Os bovinos podem eliminar nas fezes até 106 UFC.g-1 de E. col; 0157:H7, e

esta população elevada pode levar à contaminação do couro dos animais,

principalmente em situações de alta densidade, tais como o transporte ou o

ambiente de confinamento (Arthur et aI., 2007). Além disso, E. colí 0157:H7 também

já foi isolada da cavidade oral de bovinos (Woerner et aI., 2006).

Algumas estratégias para minimizar a ocorrência de STEC 0157:H7 nos

bovinos vêm sendo estudadas, entre elas estão o uso de probióticos, colicinas,

bacteriófagos, antibióticos, vacinas e anticorpos na ração animal, entre outras

(Vanselow et ai., 2005).

Alonso et aI. (2007) avaliaram a ocorrência de E. colí 0157:H7 em caminhões

utilizados para o transporte de bovinos em Oklahoma, EUA. O patógeno foi

encontrado em todos os caminhões que não· haviam sido lavados antes do

embarque dos animais. Os pesquisadores concluíram que o transporte pode ser

considerado um ponto crítico na contaminação dos animais e conseqüentemente

das carcaças e sugerem a lavagem dos mesmos entre o transporte de lotes para

reduzir a freqüência de E. col; 0157:H7.

A contaminação das carcaças e do ambiente de abate com STEC 0157:H7

proveniente do conteúdo intestinal de bovinos é um dos fatores de risco mais

importantes na sua transm,ssão para humanos (Gun et aI., 2003). Essa

contaminação ocorre quando boas práticas de produção não são empregadas e há o

extravasamento do conteúdo intestinal dos animais durante o abate (Yilmaz et aI.,

2006). A contaminação ainda pode ocorrer pelo contato das carcaças com o couro

dos animais (Barkocy-Gallagher et aI., 2003; Nou et aI., 2003; Bosilevac et aI., 2004;

Varela-Hernández et aI., 2007).

Uma outra fonte de contaminação das carcaças por 0157:H7 pode ser,

segundo Stoffregen et aI. (2004) e Jeong et aI. (2007), a vesícula biliar. Segundo

esses pesquisadores os animais podem apresentar o patógeno neste órgão e, no
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abate, ele poderia ser disseminado para a carcaça. Já os estudos de Reinstein et aI.

(2007) indicam que a vesícula biliar de bovinos não é um local comum para

permanência de E. coli ü157:H7, não sendo portanto considerado significativo para

a contaminação das carcaças nos abatedouros.

Apesar de se empregar a lavagem das carcaças com o objetivo de reduzir a

contaminação, Stopforth et aI. (2006) sugerem que este procedimento, se realizado

na pré-evisceração, pode ser considerado como uma das origens da contaminação

por STEC. Já se aplicado pós-evisceração pode ser mais efetivo, principalmente se

combinado com o uso de ácidos orgânicos, dentre eles o ácido lático. A eficiência do

emprego de solução de ácido lático na eliminação de E. coli ü157:H7 de carcaças é

dependente da temperatura da solução, modo de aplicação e tempo de exposição

(Erickson e Doyle, 2007).

As cepas STEC podem sobreviver por períodos longos no ambiente de abate

em superfícies de aço inoxidável ou plástico (Erickson e Doyle, 2007). Desta forma a

contaminação das carcaças ou cortes pode ocorrer por contaminação cruzada via

equipamentos e utensílios utilizados durante o corte, resfriamento, estocagem e

distribuição. Avery et aI. (2004) afirmam que a contaminação cruzada pode também

ocorrer durante o preparo para o consumo, inclusive sendo causada pelos

manipuladores.

A possiblidade de portadores humanos de STEC também serem fonte de

contaminação dos alimentos foi verificada por Stephan et aI. (2000). Eles isolaram

47 cepas de STEC de amostras de fezes de 47 trabalhadores saudáveis de três

indústrias processadoras de carne na Suíça e através da PCR, detectaram a

presença do gene para Stx em 3,5% das 5590 amostras de fezes pesquisadas.

A ímportância dos utensílios na contaminação cruzada foi verificada por

Matticka et aI. (2003). Eles observaram que o processo de lavagem utilizado nas

cozinhas domésticas, para limpeza de utensílios, não é suficiente para eliminar E.

coli ü157:H7 presente em superfícies contaminadas. Nesse estudo 100% dos pratos

contaminados com 103 UFC de E. coli ü157:H7 e lavados com água a 38 - 48°C

contendo 0,12% (v/v) de detergente, permaneceram contaminados. Eles verificaram

ainda que a esponja utilizada na lavagem e o pano de prato empregado para

secagem também tornaram-se contaminados.
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Nos abatedouros, não existe um procedimento de higienização específico para

eliminar STEC, tanto das carcaças como do ambiente de processamento.

Entretanto, boas práticas de manipulação assim como a implementação do sistema

HACCP ("Hazard Analysis and Criticai Control Points" - Análise de Perigos e Pontos

Críticos de Controle) têm contribuído para a redução da contaminação das carcaças

por STEC (Caprioli et aI., 2005; Vanselow et aI., 2005).

Assegurar que o transporte de animais vivos e de carcaças seja feito em

veículos mantidos em boas condições higiênicas; evitar que o conteúdo intestinal

extravase durante a evisceração; empregar sistemas de descontaminação de

carcaças; aplicar o resfriamento imediato de carcaças limpas; aplicar sistemas de

monitoramento para detectar e controlar origens de contaminação, são exemplos de

medidas efetivas para minimizar a contaminação em linhas de processamento de

carnes (SeU, 2002).

Assim como em outras linhas de produção de alimentos, no processamento de

bovinos de corte, a detecção de E. coli genérica é utilizada, já há muitos anos, como

um indicador de contaminação fecal. Os níveis de contaminação das carcaças por

essa bactéria podem aumentar ou diminuir durante o processamento de acordo com

alguns fatores, como o nível de contaminação fecal do animal vivo, eficiência do

processo de evisceração e as práticas higiênicas no abatedouro (Rigobelo et aI.,

2006b).

Entretanto, em um trabalho realizado na Algéria, verificou-se que não houve

relação entre a população de E. coli e a identificação de STEC 0157, sendo que as

amostras positivas para este microrganismo não foram as que apresentaram maior

cotaminação por E. coli genérica (Chahed et ai., 2006).

A contaminação de outros alimentos por STEC, como queijos, leite, hortaliças e

frutas pode ocorrer através de contato direto com fezes contaminadas ou indireto

durante a irrigação, ou ainda em processos que utilizam água contaminada por fezes

(Strachan et aI., 2006).

Após um grande surto de E. coli ü157:H7 que ocorreu em 1993 nos Estados

Unidos, atingindo quatro Estados, o Food Safety and Inspection Service, US

Departament of Agriculture (USDA - Serviço de Segurança e Inspeção Alimentar do

Departamento de Agricultura dos Estados Unidos), declarou em 1994, que carne
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crua contaminada com E. coli 0157:H7, assim como outros produtos alimentícios,

deve ser considerada como um produto adulterado e deve receber processamento

que elimine o patógeno ou ser destruida. Esta mudança política vem provocando

inúmeros recalls de produtos alimentícios (Vanselow et ai., 2005).

Ferramentas utilizadas na identificação e caracterização de STEC

Atualmente, devido a grande variabilidade de métodos que podem ser

utilizados para pesquisa de STEC, há dificuldades em comparar dados de diferentes

pesquisas. Por esta razão, Vanselow et ai. (2005) sugerem que se uniformize as

metodologias utilizadas por todo o mundo.

Os métodos de rotina empregados pelos laboratórios para a detecção de E. coli

0157, baseados em características específicas como a incapacidade de fermentar

sorbitol, deixam a desejar quando o patógeno é uma STEC não-0157 ou mesmo

quando é uma 0157 atípica. Conseqüentemente, metodologias específicas para a

caracterização e identificação destes microrganismos necessitam ser pesquisadas e

desenvolvidas (Be", 2002; Bettelheim e Beutin, 2003; Vanselow et aI. 2005;

Kaufmann et ai., 2006).

A sorotipificação é uma importante ferramenta na caracterização de E. coli

desde que pesquisadores, entre 1945 e 1950, descobriram a primeira evidência que

certos tipos sorológicos de E. coli estavam envolvidos com casos epidêmicos de

enterite de recém nascidos. Dentre os três antígenos utilizados na sorotipificação, o

antígeno flagelar é tipado somente em poucos laboratórios e o capsular em um

número ainda mais limitado quando comparados ao antígeno somático

(lipopolissacarídeo). Ainda hoje, o uso do sistema O:H para a sorotipificação, é

considerado padrão na tipificação de E. coli para taxonomia e epidemiologia e é um

pré-requisito para qualquer ação de investigação de surtos e vigilância (Scheutz et

aI., 2004).

A identificação dos genes de virulência de cepas de E. coli contribui

significativamente para o entendimento de doenças causadas por este

microrganismo e também permite que as cepas sejam divididas, de forma mais
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correta, nos grupos enteropatogênicos, do que através apenas da sorotipificação

(Schmidt et aI., 1993). Isso porque, somente em alguns casos os sorotipos estão

extremamente relacionados com categorias específicas de E. coli

enteropatogênicas, .tornando a identificação sorológica raramente suficiente para

caracterizar tais cepas, exceção que deve ser feita para o sorotipo 0157:H7 (Nataro

e Kaper, 1998).

Para a identificação da presença de STEC, provavelmente a maneira mais

rápida seja a detecção da produção de Stx ou da presença dos genes associados a

esta. Os testes em cultura celular têm sido utilizados como metodologia de

referência para a detecção da produção de Stx desde os estudos pioneiros de

Konowalchuk et aI. (1977), porém exigem equipamentos e pessoal especializado.

Além disso, há necessidade de neutralização com anti-soros específicos para

correta determinação do tipo de Stx, caso contrário não pode ser feita a identificação

da toxina (Gentry e Dalrymple, 1980). Isso dificulta seu emprego rotineiro.

Através da PCR é possível evidenciar a presença dos genes que codificam as

toxinas, porém, a presença do gene não significa necessariamente que o

microrganismo produz a toxina com todas as suas características biológicas e está

apto a exportá-Ia (Bettelheim e Beutin, 2003).

Alguns protocolos de PCR multiplex para detectar fatores de virulência em

STEC estão baseados na presença dos genes stx1 e StX2 em combinação ou não

com os genes eaeA e ehxA (Feng e Monday, 2000). Outros protocolos permitem

detectar exclusivamente marcadores genéticos específicos para o sorotipo 0157:H7

ou genes específicos para o antígeno O, como o rfb0157, rfb0111 e rfb0113

(Vicente et aI., 2005).

Estas análises têm mostrado que existe diversidade genética entre cepas ou

sorotipos de STEC. Portanto, para uma caracterização mais segura é aconselhável

utilizar o maior número de genes possíveis na pesquisa destes microrganismos

(Feng e Monday, 2000).

Como marcador molecular para o sorotipo 0157:H7, e apesar de não estar

diretamente relacionado à patogenicidade da bactéria, pode-se utilizar o gene uidA,

que codifica a produção de 13-glucuronidase em E. coli. Cepas 0157:H7 apresentam

o gene uidA, apesar de não exibirem atividade glucoronidásica, porém a seqüência

deste gene apresenta uma guanina na posição 92 no lugar de uma timina dos

demais sorotipos. Este é um polimorfismo altamente conservado conhecido como
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polimorfismo de um único nucleotídeo (single polimorfism nucleotide - SNP), e que

pode ser detectado por PCR com a utilização de um par de primers específico

(Cebula et aI., 1995). O par de primers desenhado para a identificação desta

substituição permite detectar além do sorotipo 0157:H7, as variantes deste, ou seja,

as cepas imóveis, aquelas que fermentam sorbitol e aquelas que apresentam

atividade glucoronidásica (Hayes et aI., 1995).

Alguns testes rápidos para detecção de Stx vêm sendo avaliados e

comercializados, entre eles, o Duopath Verotoxin® (DV) (Merck, Darmstadt,

Alemanha), que é um método imunocromatográfico desenvolvido para a detecção de

cepas de STEC produtoras de toxina de Shíga em alimentos. Este teste utiliza

anticorpos monoclonais para a detecção de Stx1 e Stx2 independentemente, mas no

mesmo dispositivo. As toxinas formam um complexo com anticorpos na zona de

reação do dispositivo, migram por capilaridade pela membrana e formam um

complexo do tipo sanduíche, com anticorpos específicos para Stx1 e Stx2 na zona

de detecção (Park et aI., 2003).

A utilização de técnicas moleculares na subtipificação de microrganismos para

a caracterização e agrupamento dos mesmos, baseada em suas caracterísitcas

genotípicas tem se tornado cada vez mais comum em laboratórios de saúde pública

(Hunter et aI., 2005), sendo ferramentas úteis para investigações epidemiológicas de

surtos e para o controle e monitoração da disseminação de potenciais patógenos

(Bastos et aI., 2006).

Das diversas técnicas existentes, a eletroforese em gel de campo pulsado

(PFGE) é particularmente bastante utilizada para agrupar diversos patógenos

(Hunter et aI., 2005). PFGE é a metodologia mais freqüentemente utilizada para

subtipificar cepas STEC (Childs et aI., 2006), sendo considerada gold standard para

subtipificação, devido seu alto poder de discriminação e reprodutibilidade (Vaz et aI.,

2006).

A PFGE é um método que foi desenvolvido por Schwartz e Cantor (1984) e que

revolucionou a subtipificação pela capacidade de separação precisa e reprodutível

de fragmentos de DNA maiores que 40 kb. Ela é uma variação da eletroforese em

gel, onde a orientação do campo elétrico aplicado ao gel varia periodicamente

(pu/sed) (Sheneman e Katz, 2003).
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o Center for Diseases ContraI and Prevention (CDC) dos Estados Unidos

estabeleceu uma rede que atua naquele país e no Canadá denominada PulseNet,

para a subtipificação molecular de microrganismos patogênicos de origem alimentar,

com o objetivo de desenvolver estudos epidemiológicos. O PulseNet começou em

1996 com 10 laboratórios que subtipificavam apenas Escherichia coli 0157:H7. Para

que os dados enviados pelos laboratórios participantes sejam totalmente confiáveis

e reprodutíveis, houve a padronização do protocolo da PFGE para as bactérias que

fazem parte do programa, denominado protocolo PulseNet (Swaminathan et aI.,

2001).

Criação intensiva de bovinos (Embrapa, 2008)

É chamado de "confinamento" o sistema de criação de bovinos em que lotes de

animais são encerrados em piquetes ou currais com área restrita, e onde os

alimentos e água necessários são fornecidos em cochos.

Este tipo de criação pode ser utilizado em qualquer etapa e/ou categoria de

rebanho, contudo o confinamento é mais utilizado para a terminação de bovinos de

corte, que é a fase da produção que imediatamente antecede o abate do animal, ou

seja, envolve o acabamento da carcaça que será comercializada.

No Brasil, o gado proveniente de confinamento corresponde a uma pequena

parte (cerca de 6%) do total do gado abatido, sendo o confinamento conduzido

principalmente, durante a época seca do ano, ou seja, durante o período de

entressafra da produção de carne, assim, os animais são comercializados no pico

da entressafra quando então tendem a alcançar melhores preços.

Estudos realizados na Fazenda Lageado da Universidade Estadual Paulista,

Botucatu, buscaram obter animais com maior peso e em menor tempo através da

implantação do projeto Novilho Superprecoce.

O novilho superprecoce é resultante da associação do potencial genético das

linhagens ou dos produtos de cruzamento com a manipulação de fatores ambientais,

notadamente a alimentação, para se conseguir a melhoria do desempenho animal.

Imediatamente após o desmame os animais são encaminhados para regime de

confinamento e abatidos antes dos 15 meses de idade, quando atingem
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aproximadamente 450 kg, peso de abate, sem a utilização de qualquer tipo de

promotor de crescimento.

A exemplo de outros sistemas de confinamento, a criação do novilho

superprecoce pode favorecer a disseminação de bactérias patogênicas entre os

animais do rebanho.
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2. OBJETIVOS

Gerais

Avaliar a ocorrência de E. coli produtora de toxina de Shiga (STEC) em

isolados provenientes de diferentes fontes, ambientais ou não, da criação de bovinos

confinados além das carcaças destes animais.

Especificos

Avaliar a presença de genes de virulência (stX1, stX2, ehxA e eaeA) , identificar

cepas de E. coli ü157:H7 através da pesquisa do gene uidA; evidenciar a

capacidade de produção de toxina de Shiga e de entero-hemolisina, identificar

variantes de stx e de eaeA e determinar os sorotipos de linhagens de Escherichia

coli provenientes de diferentes fontes, ambientais ou não, da criação de bovinos

confinados, além de avaliar sua diversidade genética.
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3. MATERIAL E MÉTODOS
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Todos os meios empregados foram da Oxoid (Basingstoke, Inglaterra), exceto

quando informado.

3.1.1 Isolados de E. coli

Os 628 isolados de E. calí avaliados neste estudo foram obtidos através de

coletas, no período de março de 2002 a maio de 2003, de amostras de fezes,

ambiente, água, ração e seus componentes realizadas no galpão de confinamento

de novilhos da Fazenda Lageado - Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia

da Universidade Estadual de São Paulo (UNESP - Botucatu, SP), estes isolados

eram provenientes de outro estudo realizado naquela universidade.

As amostragens de animais compreenderam cinco raças distintas (Nelore,

Simental, Angus, Angus ~ sangue e Simental ~ sangue). No frigorífico comercial

onde os novilhos foram abatidos, foram coletadas amostras provenientes das

carcaças dos animais, de utensílios (facas), de equipamentos (serra) e do ambiente

de abate (piso e paredes da câmara frigorífica).

Das amostras de carcaça foram coletados três pontos, o posterior, o vazio e o

anterior da parte externa e dois pontos da parte interna, abdômen e tórax. Tais

coletas foram realizadas no dia do abate e no dia seguinte após a refrigeração das

mesmas.
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Os isolados de E. coli obtidos através das amostragens anteriormente citadas,

foram conservados congelados a -70°C em caldo triptona de soja (TSB) e 20% de

glicerol estéril. Dos 628 isolados, 342 haviam sido previamente caracterizados como

fermentadores de sorbitol (281 provenientes de amostras de fezes, 43 de carcaças

de bovinos, 15 de ração e água e três de ambiente do criadouro e de abate) e 286

como incapazes de fermentar sorbitol (182 provenientes de fezes, 77 de carcaças de

bovinos, 19 de ração e água e oito de ambiente do criadouro e de abate).

Para confirmar a pureza dos isolados, estes foram semeados em ágar Mac

Conkey sorbitol e após o desenvolvimento bacteriano, três a cinco colônias típicas

de E. coli foram selecionadas e avaliadas através de testes bioquímícos

empregando-se os meios EPM, Mili e Citrato de Simmons (Probac, São Paulo,

Brasil). Uma das colônias que se apresentou positiva para identificação de E. coli, foi

repicada para TSB e TSA (ágar triptona de soja) e incubada a 3rc por 24 h, sendo

posteriormente congelada a -70°C conforme já descrito.

3.1.2 Cepas padrão

As cepas padrão utilizadas como controle positivo e negativo para todos os

ensaios realizados neste estudo, juntamente com .suas características estão

apresentadas na Tabela 01.
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Tabela 01 - Cepas padrão utilizadas como controle positivo e negativo nos ensaios
deste estudo, suas características de interesse e procedência.

Cepa

E. coli K12

E. coli ü157:H7 EDL-933

E. coli 0157:H7

E. coli a-hemolítica

Salmonella ser. Braenderup H9812

E. coli 3560/96

E. coli E32511/HSC

E. coli EH250

E. coli B2F1

E. coli 2771/97

E. coli T4/97

E. coli4182

E. coli 487

E. coli 2034

E. coli580

E. coli 3977

3.2. Métodos

Características

uidA; StX1; StX2; eaeA

uidA; StX1; StX2; eaeA; ehxA

produtora de a-hemólise

padrão PFGE

stx1c

StX2c

StX2d

StX2d (ativável)

stX2e

StX2f

eae-a

eae-y

eae-o/K

eae-J3

eae-'l

Procedência

Instituto Adolfo Lutz

Instituto Adolfo Lutz

Instituto Butantan

Instituto Adolfo Lutz

Instituto Adolfo Lutz

Dr. Helge Karch

Dr. Helge Karch

Dr. Helge Karch

Dr. Helge Karch

Dr. Helge Karch

Dr. Helge Karch

Instituto Butantan

Instituto Butantan

Instituto Butantan

Instituto Butantan

Instituto Butantan

3.2.1 Avaliação da atividade hemolítica

Os isolados e as cepas controle foram semeados em TSB e incubados a 3rC

ovemight. A partir dessa cultura inoculou-se 3 JlL em placas de ágar sangue base

suplementado com 5% de sangue ovino lavado e 10 mM CaCI2, de acordo com

Beutin et aI. (1989).

As placas foram incubadas a 3rC e a atividade hemolítica foi observada após

três e 24 h de incubação. Isolados com atividade hemolítica após 3 h de incubação

foram considerados produtores de a-hemolisina e isolados com atividade hemolítica

após 24 h foram considerados produtores de entero-hemolisina (Beutin et aI., 1989).
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Para esta avaliação foram utilizadas como controle positivo as cepas E. coli

0157:H7 e E. coli a-hemolíticae como controle negativo a cepa E. coli K12 (Tabela

01).

3.2.2 Avaliação da presença dos genes eaeA, Stx1, Stx2, uidA e ehxA

Preparo do DNA

Os isolados e as cepas padrão foram semeados em TSB e incubados a 3rC

overnight. Alíquota de 1 mL foi submetida à centrifugação (11.000 g) em centrífuga

5417C (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) e o sedimento lavado por três vezes com

solução salina 0,85% (p/v) estéril.

Após as lavagens, o sedimento foi ressuspendido com água Milli-Q (Millipore,

Billerica, EUA) estéril e submetido a aquecimento a 100°C por 10 min (AccuBlock ­

Digital Dry Bath, Labnet, Edison, EUA), imediatamente resfriado em gelo e mantido

congelado a -20°C até o momento de ser utilizado.

Reação em cadeia da polimerase

Foram conduzidas duas reações independentes, uma mu/tiplex para os genes

stx1, stx2, uidA e eaeA e outra somente para pesquisa do gene ehxA, ambas

segundo metodologia descrita por Feng e Monday (2000). As duas PCR utilizaram

respectivamente as cepas E. coli 0157:H7 EDL-933 e E. coli 0157:H7 (Instituto

Butantan) como controles positivos e a cepa E. coli K12 como controle negativo

(Tabela 01), além de um controle negativo para a reação, onde foi utilizada água

Milli-Q estéril em substituição ao DNA teste. A seqüência dos primers utilizados para

ambas as reações estão apresentados na Tabela 02.

Tanto a PCR multiplex como a PCR para ehxA foram realizadas empregando­

se o kit PureTaq Ready-To-Go PCR Bead_s (Amersham Biosciences,

Buckinghamshire, Reino Unido) adicionando-se 300 nM de cada primer (IDT,
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Coralville, EUA), 2,5 mM MgClz (Fermentas, Ontário, Canadá) e 3 JlL do DNA teste

(preparado como descrito anteriormente) para um volume final de reação de 25 JlL.

A amplificação foi realizada através de aquecimento inicial a 95°C por 3 min

seguido de 25 ciclos de 1 min a 94°C; 1 min a 56°C e 1 min a 72°C e uma extensão

final por 7 min a 72°C em termoeiclador epMastercycler S (Eppendorf). Os produtos

da PCR, se não submetidos imediatamente à eletroforese, foram armazenados a

-20°C.

Tabela 02 - Primers utilizados para a detecção dos genes stx1, stx2, eaeA, ehxA e
uidA por PCR segundo Feng e Monday (2000).

Gene Seqüênc~

stX1 F: cag tta atg tgg tgg cga agg

R: cac cag aca atg taa ccg ctg

stx2 F: atc cta ttc ccg gga gtt tac 9

R: gcg tca tcg tat aca cag gag c

eaeA F: att acc atc cac aca gac ggt

R: aca gcg tgg ttg gat caa cct

ehxA F: gtt tat tct ggg gca ggc tc

R: ctt cac gtc acc ata cat at

uidA F: gcg aaa act gtg gaa ttg gg

R: tga tgc tcc atc act tcc tg

F: Forward
R: Reverse

Visualização dos produtos da peR

Tamanho do fragmento (pb)

348

584

397

158

252

Aos produtos da amplificação foram adicionados 3 IlL de loading buffer

(Sambrook et aI., 1989), sendo os mesmos separados em gel de agarose 1% em

tampão TBE 0,5X [0,9 M Tris base (Pharmacia, Buckinghamshire, EUA); 0,9 M ácido

bórico (Pharmacia), 0,02 M EDTA (Pharmacia)], utilizando marcador de peso

molecular de 100 bp (Fermentas). A eletroforese foi realizada em cuba horizontal

Gel XL Ultra V2 (Labnet) por 30 mín a 100 V, contendo TBE 0,5X.
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Após a eletroforese, o gel foi corado em solução de brometo de etídeo (1 fJ.g.

L-1
) (Pharmacia), e a imagem foi registrada com o auxílio do sistema EDAS120

(Eastman Kodak, Nova Iorque, EUA), sob transiluminação UV 302 nm (Pharmacia

LKB Macro Vue, Pharmacia).

As avaliações da atividade hemolítica e da presença dos genes eaeA, Stx1, StX2,

uidA e ehxA, foram utilizadas como triagem para a pré-seleção de isolados de E.

coli. A partirdos resultados obtidos nesses ensaios selecionou-se 66 cepas (Tabelas

03 e 04) que foram submetidas às avaliações seguintes. Sendo que, das 66 cepas,

40 são capazes de fermentar sorbitol (34 de amostras de fezes e seis de carcaça) e

26 são incapazes de fermentar sorbitol (16 de amostras de fezes, seis de água e­
quatro de carcaça).

Tabela 03 - Cepas de E. coli não fermentadoras de sorbitol pré-selecionadas para
as avaliações seguintes, através dos resultados obtidos na pesquisa da
atividade hemolítica e presença dos genes eaeA, stx1, Stx2, uidA e
ehxA.

Identificação Origem
Data da

coleta
Identificação Origem

Data da

coleta

001 _1 Fezes Ap2 15/07/02 138 - Fezes AP176 17/02/03

005 - Fezes SP3 15/07/02 142 - Fezes AP176 17/02/03

008 - Fezes AP176 22/08/02 151 - Água 8154 17/02/03

022 - Fezes AP 155 25/09/02 153 - Água 815 17/02/03

023 - Fezes AP 161 25/09/02 169 - Água 815 17/02/03

024 - Fezes AP179 25/09/02 170 - Água 815 17/02/03

040 - Fezes AP 155 13/11/02 173 - Água 815 17/02/03

041- Fezes AP176 13/11/02 174- Água 815 17/02/03

049 - Fezes AP176 14/12/02 185 - Fezes AP 206 10/03/03

063 - Fezes AP176 14/12/02 194 - Carcaça SP B621 15 31/10/02

064 - Fezes AP176 14/12/02 195 - Carcaça SP B621 IR6 31/10/02

073 - Fezes AP176 14/12/02 261 - Carcaça N7 5131 16/01/03

090 - Fezes AP176 14/12/02 274 - Carcaça N 852 E8 16/01/03

'Cepas Sorbitol Negativo; 2Ra~a Angus Puro; 3Raça Simental Puro; 4Água do bebedor da Baía 15;
5Carcaça Superfície Interna; Caracaça Superfície Interna Refrigerada; 7Raça Nelore; 8Carcaça
Superfície Externa
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Tabela 04 - Cepas de E. coli fermentadoras de sorbitol pré-selecionadas para as
avaliações seguintes, através dos resultados obtidos na pesquisa da
atividade hemolítica e presença dos genes eaeA, Stx1, Stx2, uidA e
ehxA.

Data da Data da
Identificação Origem

coleta
Identificação Origem

coleta

005 +' Fezes A Y/ 3007 25/09/02 264 + Fezes Ap3 153 10/03/03

006 + Fezes A % 3007 25/09/02 266 + Fezes AP 155 10/03/03

032 + Fezes AP 161 25/09/02 267 + Fezes AP 161 10/03/03

079 + FezesAP 183 13/11/02 271 + Fezes AP 158 10/03/03

089 + Fezes S%4 65 13/11/02 272+ Fezes AP 152 10/03/03

092 + Fezes S% 67 13/11/02 274 + Fezes AP 164 10/03/03

093 + Fezes S% 68 13/11/02 276 + Fezes AP 177 10/03/03

119 + Fezes AP s/n° 1 14/12/02 277 + Fezes AP 178 10/03/03

128 + Fezes AP s/n° 3 14/12/02 285 + Carcaça S% 68 ERs 18/11/02

131 + Fezes AP s/n° 3 14/12/02 288 + Carcaça S% 72 16 18/11/02

132 + Fezes AP 158 14/12/02 299 + Carcaça S% 68 IR7 18/11/02

151 + Fezes N8 630 14/12/02 302 + Carcaça S% 74 E9 18/11/02

153 + Fezes N 630 14/12/02 303 + Carcaça S% 74 E 18/11/02

156 + Fezes N 687 14/12/02 306 + Carcaça S% 74 E 18/11/02

170 + Fezes A % 3001 14/01/03 347 + Fezes S% 75 25/09/02

172 + Fezes A % 3002 14/01/03 348 + Fezes S% 76 25/09/02

186 + Fezes A % 3012 14/01/03 369 + Fezes Sp 'O B41 25/09/02

189 + Fezes A % 3017 14/01/03 376 + Fezes SP 362 25/09/02

203 + Fezes AP s/n° 1 17/02/03 378 + Fezes SP Belo 25/09/02

204 + Fezes AP s/n° 1 17/02/03 381 + Fezes SP Boato 25/09/02

lCepas Sorbitol Positivo; 2Raça Angus % sangue; 3Raça Angus Puro; 4Raça Simental % Sangue;
sCarcaça Su~erficie Externa Refrigerada; 6Carcaça Superfície Interna; 7Caracaça Superfície Interna
Refrigerada; Raça Nelore; 9Carcaça Superficie Externa; 10Raça Simental Puro
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3.2.3 Avaliação da presença dos genes codificadores das variantes de toxina

de Shiga

Preparo do DNA

A extração do DNA das cepa em estudo e das cepas padrão utilizadas para

esta avaliação foi realizada conforme descrito no item 3.2.2.

Reação em cadeia da polimerase

Foram conduzidas reações independentes para cada um dos primers

específicos para as variantes de Stx, segundo metodologia descrita por Zhang et aI.

(2002a), Friedrich et aI. (2002), Piérard et aI. (1998), Jelacic et aI. (2003), Franke et

aI. (1995) e Schmidt et aI. (2000).

As PCR utilizaram as cepas E. coli apresentadas na Tabela 01 como cepas

controle específicas para as variantes de Stx e a cepa E. coli K12 como controle

negativo. Como controle negativo para a reação, foi utilizada água Milli-Q estéril em

substituição ao DNA teste. A seqüência dos primers utilizados está apresentada na

Tabela 05.

Todas as PCR foram realizadas empregando-se o kit PureTaq Ready-To-Go

PCR Beads (Amersham Biosciences) adicionando-se 300 nM de cada primer (IDT),

2,5 mM MgCI2 (Fermentas) e 3 JlL do DNA teste para um volume final de reação de

25 JlL.
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Tabela 05 - Seqüência dos primers utilizados para a detecção dos genes das
variantes de Stx por PCR.

Seqüência ReferênciaGene

stX1c F: ttt tca cat gtt acc ttt cct
Zhang et ai., 2002a

R: cat aga agg aaa ctc att agg

stx2B/stX2cB F: atg aag aag atg ttt atg
Friedrich et ai., 2002

R: tca gtc att att aaa ctg

stX2d F: aag aag ata ttt gta gcg 9
Piérard et a/.; 1998

R: taa act gca ctt cag caa at

stX2d F: acc act ctg caa cgt ctc gc
Jelacic et ai., 2003

(ativ.) R: act gaa ttg tga cac aga tta

stx2e F: ccc gga tcc atc aag tgt ata ttg tta
Franke et ai., 1995

R: ccc gaa ttc agc aca atc cgc cgc cat

stX2f F: aga ttg ggc gtc att cac tgg ttg
Schmidt et aI., 2000

R: tac ttt aat ggc cgc cct gtc tcc

F: Forward
R: Reverse

Independente do par de primers utilizado, todas as reações iniciaram-se com

um aquecimento a 94°C por 3 min, seguido de 30 ciclos de amplificação conforme

apresentados na Tabela 06, e extensão final a 72°C por 7 mino Os produtos da PCR,

quando não submetidos imediatamente à eletroforese, foram armazenados a -20°C.

Tabela 06 - Condições empregadas nos ciclos de amplificação da PCR para a
avaliação da presença dos genes das variantes de Stx.

Gene
Ciclos de amplificação da PCR Tamanho fragmento

Desnaturação Anelamento Extensão (pb)

stX1c 94°C, 30 s 51°C, 60 s 72°C, 60 s 498

stx2B/stX2cB 94°C, 30 s 52°C, 60 s 72°C, 40 s 260

stX2d 94°C, 25 s 55°C, 50 s 72°C, 26 s 256

stX2d
95°C, 60 s 56°C, 60 s 72°C, 60 s 890

(ativável)

stx2e 94°C, 30 s 52°C, 60 s 72°C, 60 s 260

stx2f 94°C, 30 s 5rC, 60 s 72°C, 60 s 428
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Visualização dos produtos da PCR

Aos produtos da amplificação foram adicionados 3 IlL de loading buffer

(Sambrook et aI., 1989), sendo os mesmos separados em gel de agarose 1% em

tampão TBE 0,5X, utilizando marcador de peso molecular de 100 bp (Fermehtas). A

eletroforese foi realizada em cuba horizontal por 30 min a 100 v.
Após a eletroforese, o gel foi corado e a imagem foi registrada conforme

anteriormente apresentado.

Restrição do produto da PCR para o gene stx2B/stx2cB para diferenciar entre as

variantes Stx2 e Stx2c

Os produtos de amplificação obtidos para stx2B/stX2cB, foram submetidos à

restrição com as enzimas Haelll e Fokl (New England Biolabs), para diferenciar

entre as subunidades B de Stx2 e Stx2c, segundo metodologia descrita por

Rüssmann et aI. (1994) com algumas modificações como segue.

As reações de restrição foram executadas separadamente, adicionando-se 10

fJL do produto da PCR, 8 U da enzima Haelll ou 200 U da enzima Fokl, 1X do

tampão 10X NEBuffer 2 para Haelll ou tampão 10X NEBuffer 4 para Fokl. O volume

de reação foi completado para 50 ~L com água Milli-Q estéril.

Os tubos de reação foram incubados por 1 h a 3rC em termociclador

epMastercycler S (Eppendorf) sendo então, adicionados 3 IlL de loading buffer

(Sambrook et aI., 1989). O produto da restrição foi submetido a eletroforese em gel

de agarose 2% em tampão TBE 0,5X, utilizando marcador de peso molecular de 100

bp (Fermentas). A eletroforese foi realizada em cuba horizontal por 30 min a 100 V.

.Após a eletroforese, o gel foi corado em solução de brometo de etídeo (1 Ilg.

L-1
) (Pharmacia), e a imagem foi registrada com o auxílio do sistema EDAS120, sob

transiluminação UV 302 nm.

As amostras que apresentaram duas bandas de peso molecular aproximado de

123 pb e 137 pb, como produto da restrição com a enzima Hae111 , foram

consideradas positivas para a presença do gene da subunidade B de Stx2c; já as
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amostras que apresentaram duas bandas de peso molecular aproximado de 111 pb

e 149 pb como produto da restrição com a enzima Fokl, foram consideradas

positivas para a presença do gene da subunidade B de Stx2.

3.2.4 Sorotipificação

As 66 cepas foram repicadas em TSA e encaminhadas ao Instituto Adolfo Lutz

(São Paulo, SP), onde a Ora. Kinue Irino procedeu a sorotipificação, segundo

metodologia descrita por Edwards (1986) e Scheutz et ai. (2004).

Para a determinação dos antígenos somáticos (antígenos 01 ao 0181) e dos

antígenos flagelares (H1 ao H56) foram utilizados anti-soros preparados na Seção

de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, utilizando cepas de referência de E. coli

recebidas do Centro Internacional de Referência (World Heath Organization - WHO)

(Scheutz et aI., 2004).

3.2.5 Avaliação da presença dos genes codificadores das variantes de intimina

Preparo do DNA

A extração do ONA das cepa em estudo e das cepas padrão utilizadas para

esta avaliação foi realizada conforme descrito no item 3.2.2.
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Reação em cadeia da polimerase
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Foram submetidas a avaliação por PCR das variantes de intimina as 21 cepas

que apresentaram na primeira PCR (item 3.2.2) resultado positivo para a presença

do gene eaeA.

As reações foram conduzidas de forma independente para cada um dos

primers específicos para as variantes de intimina, segundo metodologia descrita por

Schmidt et aJo (1993), Oswald et aJo (2000) e Zhang et aJo (2002b).

As PCR utilizaram as cepas de E. coJi descritas na Tabela 01 como cepas

controle específicas para as variantes de intimina e a cepa E. coli K12 como controle

negativo, além de um controle negativo para a reação, onde foi utilizada água Mrtli-Q

estéril em substituição ao DNA teste.

O primer SK1 foi utilizado como forward para todas as reações em combinação

com os primers LP2, LP3, LP4, LP5, LP6B, LP7, LPS, LP10 e LP11 B. As seqüências

dos mesmos estão apresentadas na Tabela 07.

Todas as PCR foram realizadas empregando-se 0,2 mM de cada dNTP

(Fermentas), 0,4 IJM de cada primer (IDT), 1 U de Taq DNA polimerase High Fidelity

(Invitrogen, Carlsbad, EUA), 1 x High Fidelity PCR Buffer (Invitrogen), 2 mM MgS04

(Invitrogen) e 3 fiL do DNA teste preparado conforme item 3.2.2, para um volume

final de reação de 25 fiL.

Independente do par de primers utilizado, todas as reações iniciaram-se com

um aquecimento a 94°C por 2 min, seguido de 30 ciclos de amplificação conforme

apresentados na Tabela OS, e extensão final a 72°C por 5 mino Para o primer LP3, os

ciclos de amplificação apresentaram duas temperaturas diferentes de anelamento,

três ciclos foram executados na temperatura mais baixa seguidos de 2S ciclos em

temperatura mais elevada (Tabela OS). Os produtos da PCR, quando não

submetidos imediatamente à eletroforese, foram armazenados a -20°C~
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Tabela 07 - Seqüência dos primers utilizados para a detecção dos genes das
variantes de intimina, eae-a, eae-y, eae-(3, eae-f., eae-~, eae-l, eae-Il,
eae-K e eae-S por PCR.

Gene Primer Seqüência

SK1 F ccc gaa ttc ggc aca agc ata agc

eae-a LP2 ccc gaa ttc tta ttt tac aca agt ggc

eae-y LP3 ccc gaa ttc tta ttc tac aca aac cgc

eae-(3 LP4 ccc gtg ata cca gta cca att acg gtc

eae-f. LP5 age tca etc gta gat gac ggc aag cg

eae-~ LP6B tag ttg tac tcc cct tat cc

eae-l LP7 ttt ate ctg etc cgt ttg ct

eae-Il LP8 tag atg acg gta age gac

eae-K LP10 ggc att gtt ate tgt tgt ct

eae-S LP11 B gtt gat aac tcc tga tat ttt a

F primer usado como foward em combinação com os demais

Referência

Schmidt et aI., 1994

Schmidt et aI., 1993

Oswald et aI., 2000

Zhang et aI., 2002b

Tabela 08 - Condições empregadas nos ciclos de amplificação da PCR para a
avaliação da presença dos genes das variantes de intimina.

Ciclos de amplificação da peR Tamanho
Primer

. Desnaturação Anelamento Extensão fragmento (pb)

LP2 94°C, 30 s 55°C, 60 s 72°C, 120 s 2807

LP3 94°C, 30 s 48°C, 60 s 72°C, 90 s1 2792

94°C, 30 s 55°C, 60 s 72°C, 90 S2

LP4 94°C, 30 s 55°C, 60 s 72°C, 120 s 2287

LP5 94°C, 30 s 55°C, 60 s 72°C, 120 s 2608

LP6B 94°C, 30 s 53°C, 60 s 72°C, 150 s 2430

LP7 94°C, 30 s 52°C, 60 s 72°C, 150 s 2685

LP8 94°C, 30 s 52°C, 60 s 72°C, 150 s 2590

LP10 94°C, 30 s 52°C, 60 s 72°C, 150 s 2769

LP11B 94°C, 30 s 50°C, 60 s 72°C, 150 s 2686

1 três ciclos de amplificação; 2 28 ciclos ciclos de amplificação
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Visualização dos produtos da PCR

Aos produtos da amplificação foram adicionados 3 flL de loading buffer

(Sambrook et aI., 1989), sendo os mesmos separados em gel de agarose 0,8% em

tampão TBE 0,5X, utilizando marcador de peso molecular de 1 kb (New England

Biolabs). A eletroforese foi realizada em cuba horizontal por 30 min a 100 V.

Após a eletroforese, o gel foi corado e a imagem foi registrada conforme

anteriormente apresentado.

3.2.6 Avaliação da atividade citotóxica

3.2.6.1 Citotoxicidade em células Vero (Konowalchuk et a/.,1977)

As cepas foram avaliadas quanto à produção de Stx através do teste de

citotoxicidade em células Vero, conforme preconizado por Konowalchuk et aI. (1977)

e descrito a seguir.

Preparo do sobrenadante das culturas de E. co/;

As cepas deste estudo e as cepas controle (E. calí K12 - controle negativo e E.

coli 0157:H7 EDL-933 - controle positivo) foram semeadas em tubos contendo 3 mL

de caldo TSB e incubadas por 18 h a 3rC, sob agitação constante de 150 rpm em

Shaker Innova 4000 (New Brunswick Scientific, Edison, EUA). Após esse período, 2

mL da cultura foram transferidos para tubos tipo Falcon (50 mL) estéreis e

centrifugados por 10 min a 10.000 9 (Mikro 22R - Hettich Zentrifugen, Tuttingen,

Alemanha).

Os sobrenadantes obtidos foram então filtrados em membranas esterilizantes

(Millipore) de 0,22 J.1m de porosidade e mantidos congelados a -20°C até a

realização do teste.
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Teste em células Vero

46

Microplacas de 96 poços contendo cultura de células Vero em uma

concentração aproximada de 150.000 células! poço foram obtidas na Seção de

Cultura Celulares do Instituto Adolfo Lutz e levadas imediatamente ao laboratório de

Microbiologia Clínica da Faculdade de Ciências Farmacêuticas (USP), para

execução do teste.

O meio presente nas placas [meio 199 adicionado de 1 mM de aminoácidos

não essencias e 10% de soro fetal bovino (Cultilab, Campinas, Brasil)] foi vertido e

substituído por 80 IJL do mesmo meio preparado no momento do uso. Em seguida

foram adicionados 20 IlL dos sobrenadantes das cepas a serem testadas e das

cepas padrão, todos em triplicata.

As placas foram incubadas em estufa de CO2 (5%) a 3rc (Fisher Scientific,

Pittsburgh, EUA) por 24 - 48 h, e a leitura realizada em microscópio invertido (Nikon,

Tóquio, Japão), através da observação da Iise celular, com leituras em 24 e 48 h de

incubação. As amostras que produzem Stx, ou outra toxina capaz de atuar neste tipo

de célula, destráem a monocamada de células Vero dos poços.

3.2.6.2 Citotoxicidade em células Vero (Karmali et aI., 1985)

As cepas que não demonstraram citotoxicidade segundo a metodologia descrita

no item 3.2.6.1, mas que haviam apresentado eaeA e!ou stx foram submetidas ao

teste descrito a seguir.

Preparo do sobrenadante das culturas de E. coli sem sulfato de polimixina B

As cepas em estudo e as cepas controle (E. coli K12 - controle negativo e E.

coli 0157:H7 EDL-933 - controle positivo) foram semeadas em tubos tipo Falcon (50

mL) contendo 5 mL de caldo Penassay (Anexo B) e incubadas por 18 h a 3rC, sob
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agitação constante de 150 rpm. Após esse período, a cultura foi centrifugada por 10

min a 10.000 g.

Os sobrenadantes obtidos foram então filtrados em membranas esterilizantes

(MiJlipore) de 0,22 lJm de porosidade e mantidos congelados a -20°C até a

realização do ensaio.

Preparo do sobrenadante das culturas de E. col; com sulfato de polimixina B

As cepas em estudo e as cepas controle (E. calí K12 - controle negativo e E.

coli 0157:H7 EDl-933 - controle positivo) foram semeadas em tubos tipo Falcon (50

ml) contendo 5 ml de caldo Penassay (Anexo B) e incubadas por 5 h a 3rC, sob

agitação constante de 150 rpm. Após esse período, a cultura foi centrifugada por 10

min a 10.000 g, lavada com solução salina tampão fosfato, pH 7,3 (PBS - Anexo C),

ressuspendida em 1 ml de solução de sulfato de polimixina B (Calbiochem,

Darmstadt, Alemanha) (0,1 mg. ml-1
) e novamente incubada por 30 min nas

mesmas condições anteriores.

Transcorrido o período de incubação, as culturas foram centrifugadas por 10

min a 10.000 9 e então, os sobrenadantes obtidos foram filtrados em membranas

esterilizantes (Millipore) com poro de 0,22 lJm e mantidos congelados a -20°C até a

realização do ensaio.

Teste em células Vero

O ensaio em cultura de células Vero foi realizado da forma descrita

anteriormente (item 3.2.6.1).
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3.2.7 Avaliação da produção de toxina da Shiga por ensaio

imunocromatográfico

o teste Duopath Verotoxin® (DV - Merck) foi executado conforme

recomendações do fabricante e descrito brevemente a seguir. As cepas a serem

testadas foram repicadas para 1 ml de caldo CAYE (Anexo A) (Merck) já adicionado

de suplemento específico (CAYE Broth Supplement) (Merck) e incubadas por 6 h a

3rC. Transcorrido o período de incubação, 180 IJl do cultivo foram transferidos

para Eppendorfs e adicionados de 20 IJl de solução de sulfato de polimixina B

(Calbiochem) (5 mg.ml-1
) e novamente incubados por 10 min a 3rC.

Em seguida, os tubos foram agitados e 150 IJl da suspensão foram transferidos

para o orifício de teste do Duopath Verotoxin®. Transcorrido de 10 a 20 min em

temperatura ambiente, foi feita a leitura dos resultados.

3.2.8 Avaliação da sensibilidade e especificidade da peR para detecção de

genes para Stx e do teste imunocromatográfico (Duopath®)

. Para avaliar a eficiência dos ensaios PCR para detecção dos genes StX1 e StX2

e imunocromatográfico para detecção e identificação de Stx, calculou-se as taxas de

sensibilidade e especificidade, conforme preconizado por Feldsine et aI. (2002),

considerando como metolodogia de referência a avaliação da citotoxicidade em

células Vero.

Segundo Feldsine et aI. (2002), a sensibilidade é a razão entre o número de

amostras positivas pela metodologia teste e confirmadas pela metodologia de

referência (verdadeiro positivo) e o número total de amostras verdadeiramente

positivas. Especificidade é a razão entre o número de amostras negativas pelo

método empregado e pela metodologia referência (verdadeiro negativo) e o número

total de amostras verdadeiramente negativas.
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3.2.9 Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE)

A PFGE foi executada conforme protocolo para Escheríchía calí ü157:H7

preconizado pelo PulseNet, CDC (Center for Dísease Control and Prevention, EUA).

Suspensão celular

As cepas em estudo e a cepa de Salmonella ser. Braenderup, utilizada como

marcador de peso molecular no protocolo PulseNet segundo Hunter et aI. (2005),

foram inoculadas, por esgotamento, em placa contendo TSA e incubadas por 24 h a

37°C. Após a incubação, verificou-se a pureza das culturas e repicou-se por

espalhamento uma colônia isolada para nova placa de TSA, para a obtenção de

crescimento em massa. Estas placas foram incubadas por 14-18 h a 37°C.

Todo o crescimento foi removido com o auxílio de alça de níquel-cromo e

transferido para tubos de ensaio contendo 3 mL de tampão de suspensão celular

(CSB) [100 mM Tris-HCI (Pharmacia); 10 mM EDTA pH 8,0]. Determinou-se a

absorbância dessa suspensão a 610 nm (Ultrospec 2000 - Pharmacia) e a

densidade óptica foi corrigida para 1,3 - 1,4 para dessa forma obter uma suspensão

celular suficiente à restrição.

A partir da suspensão com a densidade óptica corrigida, uma alíquota de 400

J..lL foi transferida para tubos Eppendorf, onde foram adicionados 20 JlL de proteinase

K (20 mg.mL-1
) (Sigma, Nova Iorque, EUA) agitando gentilmente.

Preparo dos blocos de agarose

Aos tubos com a suspensão celular e proteinase K foram adicionados 400 JlL

de solução de agarose [Seakem Gold Agarose (Cambrex, Nova Jersey, EUA)) 1%

em solução de dodecil sulfato de sódio [SDS (USB, ühio, EUA)] 1% em TE (10mM

Tris-HCI; 1mM EDTA, pH 8,0) previamente preparada. Após a homogeneização,

aproximadamente 300 JlL da mistura foram distribuídos nos moldes (BioRad,
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Califórnia, EUA) e mantidos à temperatura ambiente para a formação dos blocos de

agarose.

Use celular e lavagens

Após a solidificação, os blocos de agarose foram transferidos para tubos tipo

Falcon (50 mL) contendo 5 mL de solução de lise [50 mM Tris-HCI; 50 mM EDTA pH

8,0; 1% Sarcosina (Sigma); 0,1 mg.mL-1 de Proteinase K} e foram incubados por 2 h

a 54°C sob agitação de 150 rpm em incubadora com agitação. Os blocos foram

submetidos a duas lavagens de 10 min cada, com água Milli-Q estéril pré-aquecida a

50°C e quatro lavagens de 15 min cada, com tampão TE estéril também pré­

aquecido a 50°C. Os blocos de agarose foram armazenados em tubos Eppendorf

com 1 mL de tampão TE, sob refrigeração, até a execução da restrição.

Restrição

Porções dos blocos (aproximadamente 2,0-2,5 mm) foram mantidas à

. temperatura ambiente por 15 min em tampão 1 X NE 2 (New England Biolabs,

Ipswich, EUA). O tampão foi retirado e acrescentou'-se 200 J.lL da solução de

restrição [1X NE 2; 10 U. J.lL-1 Xbal (New England Biolabs)}. Os tubos foram

gentilmente agitados e incubados a 37°C por 2 h.

Eletroforese

Os produtos da digestão enzimática foram separados através de eletroforese

em gel de agarose (1% Seakem Gold Agarose) em tampão TBE 0,5 X empregando­

se o aparelho Gene Navigator System (Pharmacia) com os seguintes parâmetros:

tempo de corrida =20 h, 200 V, ângulo =120°, gradiente =6 v.cm-1
, temperatura do
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tampão = 12°C, tempo inicial = 2,16 seg e tempo final = 63,8 sego Após a

eletroforese, o gel foi corado por 30 min em solução aquosa de brometo de etídio (1

/1g. mL-1
) e examinado sob transiluminação UV 302 nm, sendo a imagem registrada

com o auxílio do sistema EDAS120.

Análise dos resultados

Os padrões de. bandas gerados foram comparados visualmente. e agrupados

em perfis. A correlação entre os perfis obtidos foi avaliada com o auxílio do

programa BioNumerics 5.1 (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica) utilizando-se o

coeficiente de Dice (Dice, 1945) e análise de c/usters UPGMA (Unweighed Pair

Group Method Using Arithmetic Average) (Sneath e Sokal, 1973) para gerar o

dendrograma, com valor de tolerância de 1%.
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Cepas STEC 0157:H7 que não fermentam sorbitol são importantes patógenos

humanos em todo o mundo (Mead e Griffin, 1998) e essa característica é

empregada como indicativa da presença desse patógeno na avaliação de colônias

suspeitas isoladas a partir de alimentos. Entretanto, desde 1988, cepas ü157:H- que

apresentam a capacidade de fermentar sorbitol, têm sido associadas com SHU

(Rosser et aI., 2008). Por essa razão, foram avaliadas neste estudo tanto cepas

fermentadoras de sorbitol como aquelas que não apresentam a capacidade de

fermentar esse carboidrato.

4.1 Avaliação da atividade hemolítíca

Do total de 628 isolados avaliados, 85,5% (537) não apresentaram qualquer

atividade hemolítica, enquanto 12,1% (76) apresentaram-se produtores de a­

hemolisina e 2,4% (15) foram produtores de entero-hemolisina.

Dentre os 76 isolados produtores de a-hemolisina, 38 (50%) eram incapazes de

fermentar sorbitol, enquanto os demais eram fermentadores de sorbitol. Já dentre os

15 isolados produtores de entero-hemolisina 13 (86,7%) não eram fermentadores de

sorbitol e somente dois (13,3%) fermentadores de sorbitol.

Dos 15 isolados produtores de entero-hemolisina, 11 (73,3%) foram

provenientes de amostras de fezes de bovinos e quatro (26,7%) de amostras de

carcaças de bovinos (Tabela 09).
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4.2 Avaliação da presença dos genes eaeA, Stx1, Stx2' uidA e ehxA

Os 628 isolados foram avaliados para a presença dos genes eaeA, stx1, stx2,

uidA e ehxA, sendo que 563 (89,6%) não apresentaram os genes pesquisados,

.. enquanto os 65 (10,4%) restantes apresentaram pelo menos um dos genes

avaliados neste estudo.

Das cepas que apresentaram pelo menos um dos genes pesquisados, 22

(33,8%) cepas apresentaram apenas o gene stx1, 12(18,5%) apresentaram o gene

eaeA, sete (10,8%) continham o gene stx2 e seis (9,2%) foram positivas para a

presença de ehxA. As demais cepas. apresentaram combinações de dois ou mais

genes: duas (3,1%) cepas apresentaram os genes ehxA e stx2, outras duas cepas

(3,1%) foram positivas para os genes ehxA e stx1, três (4,6%) apresentaram ambos

os genes para toxina Stx, duas (3,1%) continham os genes ehxA, stx1 e stx2, uma

(1,5%) cepa foi positiva para os genes ehxA, stx1, eaeA e stx2 e oito (12,3%)

apresentaram os genes ehxA, uidA, eaeA e stx2 (Tabela 09).

Tabela 09 - Presença dos genes eaeA, stx1, stx2, uidA e ehxA, produção de entero­
hemolisina e origem das cepas de E. coli.

Genes I Eh*

stx1

stx2

eaeA

ehxN Eh

ehxA

ehxA; stxi Eh

ehxA; stx1

stx1; stx2

ehxA; stx1; stxi Eh

ehxA; uidA; eaeA; stxi Eh

ehxA; stx1; eaeA; stxi Eh

Ausência/Eh

* produção de entero-hemolisina

Origem (nO de cepas)

Fezes (16); carcaças (6)

Fezes (7)

Fezes (6); água (6)

Carcaça (1)

Fezes (5)

Carcaça (2)

Fezes (2)

Fezes (3)

Fezes (2)

Fezes (7); Carcaça (1)

Fezes (1)

Fezes (1)
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Os resultados característicos encontrados para a PCR multiplex dos genes

eaeA, Stx1, Stx2 e uidA e para PCR do gene ehxA, podem ser observados nas

Figuras 02 e 03 respectivamente.

(stx 1) 348 pb

584 pb (stxz)
397 pb (eaeA)

252 pb (ukJA)

Figura 02 - Detecção dos genes eaeA, Stx1, StX2 e uidA, por PCR segundo Feng e
Monday (2000). M: marcador de peso molecular (100 pb); C+: E. coli
0157:H7 EDL-933; C-: E. coli K12; C1-: controle negativo da reação.

(ehxA) 158 pb

Figura 03 - Detecção do gene ehxA, por PCR segundo Feng e Monday (2000). M:
marcador de peso molecular (100 pb); C+: E. coli 0157:H7; C-: E. coli
K12; C1-: controle negativo da reação.

A avaliação da atividade hemolítica e da presença dos genes eaeA, StX1, Stx2,

uidA e ehxA foi utilizada, nessa pesquisa, como triagem de isolados de E. coli

possivelmente patogênicos, portanto as cepas (66) que apresentaram resultados

positivos nesses ensaios (Tabela 09) foram selecionadas e submetidas às

avaliações seguintes. Destas 66 cepas, 65 apresentaram pelo menos um dos genes
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pesquisados e atividade entero-hemolítica, enquanto apenas uma cepa apresentou­

se positiva apenas para a produção de entero-hemolisina sem qualquer um dos

genes avaliados.

Embora a maioria dos isolados não tenha apresentado os genes pesquisados,

a detecção, principalmente dos genes stx 1 e stx2 salienta a existência de cepas

potencialmente patogênicas. Tais cepas encontradas nas amostras de fezes

demonstram ser esta uma fonte possível de contaminação do ambiente de criação,

de abate e das carcaças. Já as cepas potencialmente patogênicas provenientes de

amostras de carcaças indicam o potencial risco à saúde pública, uma vez que

podem chegar viáveis ao produto final e assim aos consumidores.

Entretanto, apesar de a detecção da presença de genes de virulência ser uma

boa indicação do potencial patogênico de microrganismos, deve-se ter cautela com

a interpretação dos dados obtidos, pois a presença do gene não é garantia de que o

mesmo seja expresso ou mesmo que seu produto seja ativo. Ainda assim, Ritchie et

aI. (2003) afirmam que o estudo dos fatores de patogenicidade na determinação da

virulência de STEC é mais importante que a identificação dos sorogrupos, pois a

variedade de sorogrupos relacionados com isolados clínicos é muito ampla.

4.3 Avaliação da presença dos genes das variantes de toxina de 5higa

Através desta avaliação procurou-se detectar a presença dos genes para as

variantes de Stx1 (stx1c) e Stx2 (stx2c. stx2d, stx2datv, stx2e e stx2f) nas cepas de E. coli.

Foram submetidas à avaliação as 66 cepas de E. coli, sendo que em 26 delas

foi possível identificar um ou mais genes para as variantes de stx (Tabela 10). Todos

os genes para as variantes de stx avaliados foram identificados.
'--

Três cepas (151-, 153- e 169-) nas quais não havia sido detectada a presença

de stx (Tabela 10), quando submetidas a este ensaio apresentaram a variante stx2e,

indicação de que o par de primers utilizado na triagem dos isolados pode não ser

eficiente para identificar essa variante. Segundo Ramotar et ai. (1995), nem todos os

pares de primers desenhados para detectar stx2 são capazes de detectar as

variantes desse gene. Alguns estudos relatam que primers específicos para a

variante stx2e devem ser utilizados (Johnson et aI., 1990; Franke et aI., 1995).
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Na Tabela 10 estão relacionadas as cepas (26) que mostraram-se positivas

para a presença de gene para as variantes de Stx.

Os resultados típicos encontrados para a peR das variantes stx tc. stx2c1 stx2d.

stx2datv. stx2e e StX2f, podem ser observados nas Figuras 04 e 05.

Tabela 10 - Variantes dos genes StX1 e stx2 identificadas em cepas de E. calí.

Variantes de stx
Identificação Origem stx1 stx2

stx1 stx2

001 -' Fezes - + - stx2dat

005 - Fezes - + - stx2dat

008 - Fezes - + - stx2dat

022 - Fezes - + - stx2",· stx2dat

023 - Fezes - + - stx2dat

024 - Fezes - + stx2dat

040 - Fezes - + stx2c; stx2dat

041 - Fezes - + - stx2c; stx2dat

049 - Fezes + - stxlc

063 - Fezes + - stxlc

064 - Fezes + - stxlc

073 - Fezes + + stxlc stx2c; stx2dat

151 - Água - - stx2e

153 - Água - - - stx2e

169 - Água - - stx2e

185 - Fezes + + stxlc stx2d; stx2dat; stx2f

194 - Carcaça - + - stx2d; stx2dat

195 - Carcaça - + - stx2c; stx2dat

274 - Carcaça - + - stX2d; stx2dat

005 +2 Fezes + - stx lc

006 + Fezes + - stXlc

128 + Fezes - + - stX2c

151 + Fezes - + - stX2f

153 + Fezes - + - stx2f

274 + Fezes + + stXlc stx2d; stx2dat; stX2f

376 + Fezes + - stXlc

'Cepas Sorbitol Negativo; 2Cepas Sorbitol Positivo
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A

498 pb

(stx1c)

B

260 pb

(stx2J

c

256 pb

(stx2J

Figura 04 - Detecção dos genes Stx1c (A), StX2c (8) e Stx2d (C), por PCR segundo
Zhang et aI. (2002a), Friedrich et aI. (2002) e Piérard et aI. (1998),
respectivamente. M: marcador de peso molecular (100 pb); C+: cepa
controle positivo (Tabela 01); C-: E. colí K12; C1-: controle negativo da
reação.

Figura 05 - Detecção dos genes stx2datv (A), stx2e (8) e StX2f (C), por PCR segundo
Jelacic et aI. (2003), Franke et aI. (1995) e Schmidt et aI., 2000,
respectivamente. M: marcador de peso molecular (100 pb); C+: cepa
controle positivo (Tabela 01); C-: E. calí K12.

A variante mais freqüentemente encontrada dentre as cepas de E. cali foi

stx2datv, detectada em 14 cepas, seguida pelas variantes stx1c (nove cepas), StX2c

(seis), StX2d (quatro), StX2f (quatro) e stx2e (três).

Dentre as 26 cepas, a maioria (65,4%) apresentou apenas um dos genes para

as variantes de stx pesquisados. Seis cepas (23,5%) apresentaram o gene stx1c,

cinco (19,2%) foram positivas para o gene stx2datv, três (11,5%) para o gene stx2e,

duas cepas positivas para StX2f e uma (3,8%) apresentou o gene stx2c o O gene StX2d

foi o único que não foi detectado isoladamente, apenas em combinações com

outros.

Enquanto as demais nove cepas (34,6%) apresentaram combinações de dois

ou mais genes, assim distribuídos: quatro cepas (15,4%) foram positivas para os

genes StX2c e stx2datvJ duas (7,7%) apresentaram os genes StX2d e stx2datv, outras
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duas (7.7%) positivas para stx1e. StX2d. stx2datve stX2t e uma cepa (3,8%) foi positiva

para os genes stx1e. stx2e e stx2datv.

Neste estudo, evidenciou-se nove cepas STEC que carreiam o gene stx1e,

sendo que em três (33,3%) delas houve detecção de uma ou mais variantes de StX2.

Destas três, apenas uma apresentou também O· gene eaeA. Estes resultados

sugerem, segundo Zhang et aI. (2002a). que as cepas que carreiam apenas o gene

stx1e teriam menos importância em termos de saúde pública, do que as demais

cepas STEC.

Salientamos que 15 cepas (três provenientes de amostras de carcaças e 12 de

amostras de fezes) foram positivas para os genes Stx2é e/ou stx2datv isoladamente ou

em combinação com outras variantes de stx, uma vez que tais var:iantes são as mais

freqüentemente encontradas em cepas isoladas de pacientes com SHU e CH

(Beutin et aI., 2007; Persson et aI.. 2007). As demais variantes são encontradas em

isolados de diarréia branda (Caprioli et aI., 2005) ou humanos assintomáticos (Beutin

et aI.. 2007).

Um total de 626 cepas STEC obtidas de pacientes com SHU, pacientes apenas

com diarréia e pacientes assintomáticos da Alemanha, foi analisado por Friedrich et

aI. (2002) para as variantes de Stx2. Foram detectados os genes StX2c, Stx2d e stx2e,

entretanto a maioria das cepas (57,3%) não apresentou genes para as variantes stx.

Especificamente stx2e foi a única variante de Stx2 associada à isolados de SHU,

enquanto StX2d e stx2e foram encontradas em 20,2% das 262 STEC provenientes de

pacientes apenas com diarréia.

Sonntag et aI. (2005) pesquisaram na Alemanha a presença da variante stx2e

em amostras de fezes de pacientes e encontraram que de um total de 747 STEC.

apenas 13 (1,7%) apresentaram a variante pesquisada. As cepas stx2e-positivas

foram isoladas exclusivamente de pacientes com diarréia branda ou assintomáticos.

A detecção de mais de um gene para as variantes de stx também foi observada

rio estudo realizado na Austrália por Brett et aI. (2003a). Eles subtiparam o gene StX2

de 127 cepas STEC provenientes de amostras de bovinos, e verificaram que 25,2%

destas cepas apresentaram mais de uma variante de Stx2.

Entretanto. outras pesquisas apresentam combinações diferentes, das

encontradas neste estudo, para os genes das variantes de stx. Cergole-Novella et aI.

(2006). em São Paulo, avaliaram cepas STEC isoladas de amostras clínicas, de
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bovinos e de alimentos e evidenciaram que os genótipos stx2cfstx2d e Stx1/Stx2/Stx2c

ocorreram exclusivamante em amostras bovinas.

Diferentes combinações de genótipos stx também podem ser observadas em

isolados prov.enientes de amostras clínicas, mas em menor freqüência do que em

isolados de animais. Zhang et aI. (2002a) caracterizaram as variantes de Stx em 214

cepas STEC proveniente de amostras clínicas (pacientes com SHU, diarréia e

assintomático) da Alemanha. Dentre o total de cepas, os genótipos encontrados

foram: stx:, (49,1%); stx1e (5,6%); stx1 + Stx2 (23%); stx1c + stx2 (0,5%); stx1 + stx2e

(6,5%);Stx1 + Stx2 + stx2e (1,9%); stx1 + Stx2d (1,9%) e stx1e + Stx2d (11,7%). Os

autores relatam que somente uma cepa que apresentou a variante stx1e foi

proveniente de paciente com SHU, porém esta mesma cepa apresentou também

Stx2. Segundo eles, a variante Stx1c parece estar associada ou com casos mais

brandos de doença ou com infecções assintomáticas. Todas as cepas stx1e positivas

não apresentaram o gene eaeA, indicando mais uma razão para o predomínio em

infecções assintomáticas e brandas.

A freqüência dos genes para as variantes de stx encontrada neste estudo difere

do relato de Brett et aI. (2003b). Os autores pesquisaram a presença de stx1e entre

cepas STEC proveniente de amostras de bovinos, ovinos e humanos. Dentre as

cepas proveniente de ovinos, 65,7% apresentaram-se positivas para Stx1c, das cepas

de origem bovina somente 5,8% apresentaram o gene e 26,6% das cepas clínicas

foram positivas para o gene.

Na avaliação realizada por Vu-Khac e Cornick (2008), dentre as cepas STEC

proveniente de amostras bovinas, os genes para as variantes de stx detectados

foram: Stx1 (24,1%), Stx1c (55,2%), Stx2 (34,5%), stx2c(6,9%) , Stx2d (24,1%), sxt2dativ.

(9,4%) e Stx2g (10,3%). Para as cepas isoladas de bubalinos e caprinos também

houve predomínio do gene stx1c, 65,6% e 61,2%, respectivamente.

Em Montana (EUA), Jelacic et aI. (2003) analisaram cepas STEC provenientes

de pacientes quanto às variantes de Stx2. Eles encontraram 78,2% das cepas

positivas apenas para Stx2, 3,6% foram positivas para stx2e, outras 3,6% positivas

para stx2datv, 3,6% para stx2e e Stx2dalv e 7,3% para os genes Stx2 e stx2e.
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Segundo Friedrich et aI. (2002), a maioria das cepas STEC que produz Stx2 ou

Stx2c apresenta também o gene eaeA, fato este que também pode ser observado

nos resultados deste estudo. Das 15 cepas positivas para stx2 ou stx2c, nove (60%)

apresentaram o gene que codifica a intimina.

Os resultados anteriormente apresentados (presença dos genes eaeA, stx1,

stX2, uidA e ehxA e dos genes para as variantes de stx) permitiram diferenciar dentre

as 66 cepas selecionadas, 50 (8,0%) como STEC (Tabela 11), ou seja, cepas que

apresentaram o gene para produção de Stx (stx1 e/ou stx2 e/ou variantes de stx) com

ou sem a presença do gene para intimina .(eaeA). Outras nove (1,4%) cepas foram

consideradas como EPEC atípicas por apresentarem somente o gene para intimina

(Tabela 12). Enquanto, as demais cepas (7) foram caracterizadas apenas como

entero-hemolíticas.

Tabela 11 - Características das cepas identificadas como STEC.

Presença dos genes Variantes de stx
Identificação Origem Eh1 (PCR)

ehxA eaeA stx1 stxz uidA stx1 stxz
001 _2 Fezes Ap3 + + + - + + - stx2dat

005 - Fezes SP4 - - - - + - - stx2dat

008 - Fezes AP176 + + + - + + - stx2dat

022 - Fezes AP 155 + + + - + + - stX2c; stx2dat

023 - Fezes AP 161 + + + - + + - stx2dat

024 - Fezes AP179 + + + - + + - stx2dat

040 - Fezes AP 155 + + + - + + - stX2c; stx2dat

041- Fezes AP176 + + + - + + - stX2c; stx2dat

049 - Fezes AP176 - - - + - - stx1c

063 - Fezes AP176 - - - + - - stXlc

064 - Fezes AP176 - - - + - - stx1c

073 - Fezes AP176 + + - + + - stx1c stX2c; stx2dat

090 - Fezes AP176 - - - - +

151 - Água 8155 - - + - - - - stx2e

153 - Água 815 - - + - - - - stx2e

169 - Água 815 - - + - - - - stx2e

185 - Fezes AP 206 + + + + + - stxlc stX2d; stx2dat
stx2t

Cont.
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Cont. Tabela 11

194 - Carcaça SP 8621 ,6 + + - - + - - Stx2d; stx2dat

195 - Carcaça SP 8621 IR7
+ + - - + - - StX2c; stx2dat

274 - Carcaça N8 852 E9
+ + + - + + - stx2d; stx2dat

005 +10 Fezes A %11 3007 - + - + - - StX1c

006 + Fezes A % 3007 - + - + - - StX1c

032 + Fezes AP 161 - - - +

079 + Fezes AP 183 - - - +

089 + Fezes S%12 65 - - - +

092 + Fezes S% 67 - - - +

093 + Fezes S% 68 - - - +

119 + Fezes AP sIn° 1 - - - - +

128 + Fezes AP sIn° 3 - - - - + - - StX2c

151 + Fezes N 630 - - - - + - stx2f

153 + Fezes N 630 - - - - + - - stX2f

170 + Fezes A % 3001 - - - +

186 + Fezes A % 3012 - - - +

189 + Fezes A % 3017 - - - +

264 + Fezes AP 153 - - - +

267 + Fezes AP 161 - - - +

271 + Fezes AP 158 - - - - +

272 + Fezes AP 152 - - - + +

274 + Fezes AP 164 + + - + + - StX1C Stx2d

stx2dat StX2f
276 + Fezes AP 177 - - - + +

277 + Fezes AP 178 - - - + +

285 + Carcaça S% 68 ER13 - - - +

288 + Carcaça S% 72 I - - - +

299 + Carcaça S% 68 IR - - - +

302 + Carcaça S% 74 E - - - +

303 + Carcaça S% 74 E - - - +

306 + Carcaça S% 74 E - - - +

347 + Fezes S% 75 - - - +

348 + Fezes S% 76 - - - +

376 + Fezes SP 362 - - - + - - StXlc

'Atividade Entero-hemolítica; 2Cepas Sorbitol Negativo; 3Raça Angus Puro; "Raça Simental Puro; 5Àgua da Baia 15;
6Carcaça Superfície Interna; 7Carcaça Superfície Interna Refrigerada; 8Raça Nelore; 9Carcaça Superfície Externa;
10Cepas Sorbitol Positivo; 11 Raça Angus Y:z Sangue; 12Raça Simental Y:z Sangue; 12Raça Nelore; 13Carcaça Superfície
Externa Refrigerada



Rp<:lIlbrln<: e Discussão

Tabela 12 - Características das cepas identificadas como EPEC atípicas.

Presença dos genes
Variantes de stx

Identificação Origem Eh1 (peR)

ehxA eaeA stx, stxz uidA stx, stxz
138 _2 Fezes AP3176 - - +

142 - Fezes AP176 - - +

170 -
• 4

Agua 815 - - +

173 - Água 815 - - +

174 - Água 815 - - +

172 +5 Fezes A Y2G3002 - - +

203 + Fezes AP sIn° 1 - - +

204 + Fezes AP sIn° 1 - - +

266 + Fezes AP 155 - - +

1Atividade Entero-hemolítica; 2Cepas Sorbitol Negativo; 3Raça Angus Puro; 4Água da 8aia 15;
5Cepas Sorbitol Positivo; GRaça Angus Y2 Sangue

A maioria (30/50 - 60%) das cepas caracterizadas como STEC foi

fermentadora de sorbitol, fato que enfatiza a importância da pesquisa de cepas

patogênicas tanto dentre isoladosfermentadores como não fermentadores.

Das 50 cepas STEC, 38 (76%) foram provenientes de amostras de fezes,

enquanto nove (18%) foram de amostras de carcaças e três (6%) cepas foram

provenientes de amostras de água da baia de confinamento. Nenhuma amostra de

ração ou de ambiente foi positiva para STEC.

Considerando apenas os isolados provenientes de amostras de fezes (38/463)

o percentual de STEC foi de 8,2%, enquanto para os isolados de amostras de

carcaças (9/120) a ocorrência de STEC típicas foi de 7,5% e para os isolados de

amostras de água (3/20) foi de 15%.

Dentre as cepas STEC, 18 (36%) apresentaram o gene stx1, quatro (8%)

continham os genes stx1 e stx1c, três cepas (6%) foram positivas para cada uma das

combinações: ehxA, eaeA, stx2, uidA, stx2dat e eae-y; ehxA, eaeA, stx2, uidA, stx2c,

stx2dat e eae-y; eaeA e stx2e; stx1 e stx2. Outras três cepas (6%) apresentaram

apenas o gene stx2, duas (4%) continham os genes ehxA, stx1e Stx1c, outras duas

(4%) foram positivas para os genes Stx2 e Stx2f. Para as demais combinações: Stx2 e

Stx2dat; ehxA, eaeA, Stx2, uidA e Stx2dat; ehxA, stx1, stx2, StX1c, StX2c e stx2dat; ehxA,

eaeA, StX1, Stx2, StX1c, Stx2d, stx2dat, StX2f e eae-~; ehxA, Stx2. stx2de stx2dat; ehxA, StX2.

stx2c e stx2dat; ehxA, eaeA, stx1. stx2, StX2d, StX2dat e eae- y; StX2 e StX2c; ehxA, eaeA,
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stX1, StX2, StX1c, StX2d, stX2dat e StX2f, foram identificadas uma cepa (2%) em cada uma

delas.

Avaliando apenas os genes responsáveis pela produção de Stx, os resultados

mostram um maior percentual de cepas STEC positivas para StX1 e/ou suas

variantes (24/50 - 48%) enquanto o percentual de cepas positivas para stx2 e/ou

suas variantes foi de 38% (19/50) e o percentual de cepas positivas para a presença

de ambos os genes para stx e/ou suas variantes foi de 14% (7150). Tais resultados

estão de acordo com o relatado por outros pesquisadores que mostraram que cepas

. STEC provenientes de amostras de fezes de bovinos de corte e de leite no Brasil

tendem a possuir apenas stx1 ou stx1 combinado com stx2 (Cerqueira et aI., 1999;

Leomil et aI., 2003; Aidar-Ugrinovich et aI., 2007).

Cerqueira et aI. (1999) isolaram cepas STEC de amostras de fezes de bovinos

de leite e de corte no Estado do Rio de Janeiro e encontraram, de maneira geral,

uma maior ocorrência daquelas carreadoras dos genes stx 1 e Stx2 (58%). Entretanto,

quando se avalia somente os resultados obtidos para as cepas provenientes das

amostras de gado de corte, observa-se o predomínio do genótipo Stx1 (45%).

Em uma pesquisa realizada no Estado de São Paulo, Leomil et aI. (2003)

avaliaram 24 cepas STEC provenientes de amostras de fezes de bovinos com

diarréia e de bovinos saudáveis e, através de PCR, identificaram a presença de stx1

em 50% das cepas, de ambos os genes em 33,3% e do gene Stx2 em 16,7%. Eles

observaram ainda que a ocorrência de cepas positivas para stx foi maior dentre os

isolados de animais doentes.

Aidar-Ugrinovich et aI. (2007) isolaram, em São Paulo, 24 (8,5%) cepas STEC

de amostras de fezes de novilhos saudáveis e destas, 46% possuíam o gene Stx1,

13% o gene StX2 e 42% ambos.

O predomínio do genótipo StX1 também é relatado em outros países. Midgley et

aI. (1999) avaliaram a dinâmica de STEC em bovinos de corte durante a criação por

confinamento na Austrália, encontrando 7,4% das amostras positivas para o grupo.

Das 26 STEC isoladas, 53,8% foram sorotipificadas como 0136:H16, sendo todas

positivas para o gene Stx1 e ehxA, e isoladas em diferentes dias da avaliação. As

demais cepas apresentaram diferentes combinações dos genes avaliados. Os

pesquisadores verificaram ainda, de maneira semelhante à este estudo, que STEC

não foi isolada das amostras do ambiente de confinamento.
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Blanco et ai. (2005) avaliaram na Suíça 330 amostras de fezes bovinas e

encontraram 132 cepas de E coli positivas para o gene eaeA. Destas cepas, 21

foram caracterizadas como STEC. Dentre as cepas STEC, 61,9% apresentaram o

gene stx1, 19% o gene stx2 e também 19% ambos os genes stx, enquanto 85,7%

apresentaram o gene ehxA.

Alguns trabalhos relatam a ocorrência de cepas de E co/i stxrpositivas entre

outras espécies animais. Vetoratto et ai. (2003), no Estado de São Paulo, avaliaram

a freqüência de STEC em fezes de ovinos saudáveis. Eles observaram que 50% das

cepas apresentaram o gene stx1 combinado com stX2; apenas stx1 foi encontrado em

38,9% das cepas, enquanto 11,9% das cepas apresentaram apenas o gene stX2.

Todas as cepas STEC foram negativas para a presença do gene eaeA e 33,3%

foram positivas para gene ehxA.

Blanco et ai. (2003), na Espanha, caracterizaram cepas STEC provenientes de

amostras de fezes de ovinos e de um total de 384 isolados verificaram que, 55%

apresentaram o gene stX1; 3% o gene stX2 e 43% ambos os genes para a produção

de Stx. Os genes ehxA e eaeA foram encontrados em 28% e 6% dos isolados,

respectivamente.

Outros pesquisadores relatam resultados semelhantes aos nossos, porém cOm

isolados clínicos. Vaz et alo (2004) em um trabalho retrospectivo no Estado de São

Paulo, analisaram 2607 isolados clínicos de E co/i, obtidos entre os anos de 1976 e

1999 de pacientes com diarréia. Dentre estes, 29 foram identificados como STEC e

a grande maioria (93%) apresentou apenas o gene stX1.

Alguns estudos sugerem que a ocorrência de stx1 e/ou stX2 pode variar de

acordo com a espéce animal analisada e a localização geográfica. Por exemplo, no

oeste da Espanha, todas as cepas provenientes de ovinos, apresentaram o gene

stX2, enquanto as cepas provenientes de caprinos carreavam stx 1 e ehxA (Rey et ai.,

2006). Resultados de um estudo conduzido na índia demonstram que stX1 foi o único

gene encontrado em cepas STEC de amostras de carne bovina, enquanto as cepas

provenientes de frutos do mar possuíam stX1 e/ou stX2 (Kumar et ai., 2004). Nos

Estados Unidos, Barkocy-Gallagher et ai. (2004) reportaram a alta ocorrência de stX2

ou de ambos (stx1 e stX2) entre cepas STEC 0157 e não-0157 de amostras bovinas.

Já no Brasil, a presença de stX2 predominou em isolados de carne (Bergamini et a/.,

2007; Rodolpho e Marin, 2007), enquanto stX1 prevaleceu entre amostras de origem

humana (Vaz et ai., 2004; Cergole-Novella et ai., 2006).
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Resultados divergentes dos encontrados neste estudo, onde a freqüência de

stx2 ou de ambos os genes foi maior que de stx1 também são relatados. Irino et aI.

(2005) caracterizaram cepas STEC isoladas de gado leiteiro do Estado de São

Paulo e identificaram que 97% das cepas apresentaram o gene stx2 ou ambos (stx1 e

stx2) e apenas 3% foram positivas para somente o gene Stx1.

Vicente et aI. (2005) analisaram, no Estado de São Paulo, amostras de fezes

de gado leiteiro e encontraram uma freqüência de 31,5% de cepas positivas para

seqüência do gene Stx2; 24% para ambos os genes stx e apenas 4,4% das cepas

positivas para o gene Stx1.

No Rio Grande do Sul, Timm et aI. (2007) isolaram 34 cepas STEC de

amostras de fezes bovinas. Onze (32,3%) destas cepas apresentaram os genes Stx1

e Stx2, 16 (47%) apenas o gene Stx2, enquanto sete (20,6%) continham somente o

gene Stx1.

Farah et aI. (2007), no Paraná, caracterizaram 64 cepas STEC entre amostras

de fezes de bovinos, e observaram que 54,7% destas foram positivas para o gene

Stx2, 3,1% para o gene stx1 e 42,2% para ambos.

Em Minas Gerais, Oliveira et aI. (2008) avaliaram STEC isoladas de fezes de

bovinos de corte e encontraram maior ocorrência (54,4%) de cepas positivas para

ambos os genes, enquanto 30% e 15,6% foram positivas para StX2 e StX1,

respectivamente.

Mesmo avaliando bezerros com diarréia em São Paulo, Rigobelo et aI. (2006a)

encontraram uma baixa freqüência de STEC, quando comparada com outros

estudos. Do total de 173 isolados estudados, apenas nove (5,2%) foram

caracterizados como STEC pela presença dos genes para produção de Stx. Destes,

44,4% continham apenas stx1, outros 44,4% apenas StX2 e 11,1 % apresentaram

ambos os genes para Stx.

Parma et aI. (2000), na Argentina, isolaram de amostras de bovinos saudáveis,

com diarréia e bovinos já no abatedouro, 59 cepas STEC sendo que a freqüência

dos genes para Stx encontrada foi de 57,6%, 25,4% e 16,9% para cepas que

apresentaram apenas stx2, apenas Stx1 e ambos os genes, respectivamente.

Na Espanha, Orden et aI. (2002) isolaram 70 cepas STEC de amostras de

fezes de bovinos, sendo 60% positivas para o gene StX2, 22,8% para StX1 e 17,1%

para ambos.
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Blanco .et ai. (2004b), na Argentina, avaliaram a presença de genes de

virulência em 131 cepas STEC isoladas de fezes de bovinos criados em

confinamento (62 cepas) e em pastagens (69). Destas cepas, 20 (15,3%) (15

isolados de bovinos criados em pastagens e cinco isolados de bovinos de

confinamento) possuíam o gene StX1, 93 (71%) o gene StX2 (42 de pastagens, 51 de

confinamento) e 13 (10%) (11 de pastagens e duas de confinamento) ambos.

Em um outro trabalho também realizado na Argentina, Meichtri et ai. (2004)

avaliaram um total de 86 cepas STEC provenientes de amostras de fezes de

novilhos, sendo que dessas, 68 (79,1%) apresentaram o gene Stx2, 12 (14%) ambos

os genes para produção de Stx e apenas seis (7%) o gene stx1'

Fegan et ai. (2004) pesquisaram a ocorrência de E. colí 0157 em amostras de

fezes de bovinos confinados e criados em pastagens na Austrália. Eles observaram

que todas as cepas apresentaram pelo menos um dos genes para Stx, 56% das

cepas apresentaram StX1 e StX2, 38% apenas StX2 e 5% StX1. Dentre as cepas

provenientes de gado confinado, 65% apresentaram ambos os genes para a toxina e

nenhuma das cepas foi positiva apenas para a presença do gene StX1'

Padola et ai. (2004) encontraram na Argentina 44 cepas STEC entre os

isolados provenientes de bovinos criados por confinamento. Destas, 88,6%

apresentaram-se positivas para o gene StX2 enquanto apenas 11,4% o eram para o

gene StX1'

Na Espanha, Blanco et ai. (2004a) caracterizaram 514 cepas STEC

provenientes de bovinos saudáveis ou com diarréia e demonstraram que 20% das

cepas apresentaram o gene StX1, 54% o gene StX2 e 26% ambos. Os genes para

entero-hemolisina e intimina foram detectados em 63% e 29% respectivamente.

Em outro trabalho também realizado na Espanha, das 514 cepas STEC de

bovinos, Mora et ai. (2005) encontraram 15,9% (82) pertencentes ao sorotipo

0157:H7. Dentre essas cepas, 2,4% foram positivas para o gene stx1, 56,1% para o

gene StX2 e 41,5% para ambos. Já entre as cepas não-0157, 22,9% foram positivas

para o gene StX1, 53,7% para o gene StX2 e 23,4% para ambos.

Na Suíça, Zweifel et ai. (2005) caracterizaram 42 cepas STEC isoladas de

amostras de fezes de bovinos de corte, 18 (43%) possuíam o gene stx1, 20 (48%) o

gene StX2 e quatro (9%) ambos os genes.

Bastos et ai. (2006) caracterizaram cepas STEC 0157 provenientes de

amostras de alimentos, de bovinos e de casos clínicos da Argentina, Brasil, Chile,



Resultados e Discussão 67

. Colômbia, Uruguai e Estados Unidos. Do total de 38 cepas avaliadas, 97,4%

apresentaram o gene stx2 sozinho ou combinado com alguma variante de stX2 ou

com stX1. Dos 14 isolados de origem bovina, 64,3% apresentaram somente stX2c.

Em Istambul, Yílmaz et aI. (2006) testaram por PCR isolados de E. colí 0157 e

0157:H7 provenientes de fezes, carcaça e ambiente de abate de bovinos, para os

genes stx1 e stx2. Das 27 cepas 0157:H7, cinco foram positivas para ambos os

genes, 19 para stx2, enquanto stx1 isoladamente não foi detectado nas cepas

testadas.

A ocorrência de STEC encontrada por Perelle et aI. (2007), na França,· foi de

17,4% em amostras de carne e leite bovinos coletados em diferentes localizações

geográficas daquele país durante um período de 12 meses. Eles verificaram que

19% das amostras apresentaram apenas o gene stX1, 51,3% o gene stX2 e 29,7%

ambos.

Dentre as 50 cepas deste estudo caracterizadas como STEC, pode-se observar

que 12 cepas (24%) (oito proveniente de amostras de fezes, três de amostras de

água e uma de amostra de carcaça) apresentam os genes que caracterizam uma

EHEC, ou seja, eaeA e algum ou ambos os genes para Stx e/ou os genes das

variantes de stX1 e stX2. Destas 12 cepas, oito (66,7%) apresentaram o gene stX2 e

foram também positivas para a presença o gene uidA, específico para o sorotipo

0157:H7, três cepas (25%) foram positivas para o gene stx2e e a outra cepa foi

positiva para ambos os genes que codificam Stx, além do eaeA, entretanto as

últimas quatro cepas não apresentaram uidA (Tabela 11).

Alguns estudos sugerem que o gene eaeA é pouco freqüente entre cepas

STEC isoladas de bovinos (Blanco et aI., 1997; Guth et aI., 2003; Blanco et aI.,

2004b). Porém, de maneira geral, os resultados são bastante variáveis.

No Brasil, Irino et aI. (2005) pesquisaram a presença de STEC em amostras de

fezes de bovinos de leite e encontraram aproximadamente 1% das cepas positivas

para a presença do gene eaeA.

Também no Brasil, Aidar-Ugrinovich et aI. (2007) verificaram dentre as STEC

isoladas de fezes de novilhos, que 25% possuíam o gene eaeA.

Meichtri et aI. (2004) na Argentina, encontraram o gene responsável pela

produção de íntimina em 7% das cepas STEC isoladas de fezes de bovinos.
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Nas pesquisas com amostras proveniente de ovinos conduzidas por Blanco et

aI. (2003) e Vetoratto et aI. (2003), os autores relataram, respectivamente, 6% e 0%

das STEC positivas para o gene eaeA.

Vu-Khac e Cornick (2008), no Vietnã, estudaram a ocorrência de STEC entre

bubalinos, bovinos e caprinos. Eles identificaram o microrganismo em 27% dos

isolados proveniente dos búfalos, em 23% dos isolados de bovinos e em 39% dos

isolados de caprinos, porém o gene eaeA foi encontrado em apenas 7,5% dos

isolados provenientes de caprinos.

Observando os resultados por nós obtidos e os dados encontrados na

literatura, pode-se afirmar que a pesquisa do gene eaeA não .pode ser utilizada

como única ferramenta para pesquisa de cepas STEC.

Com relação a presença do gene ehxA entre as cepas STEC deste estudo, 15

(30%) do total de 50 cepas apresentaram-se positivas para esse gene.

Com resultados semelhantes, Meichtri et aI. (2004) na Argentina, encontraram

o gene responsável pela produção de entero-hemolisina em 29 cepas STEC (33,7%)

isoladas de fezes de bovinos.

O mesmo ocorreu nas pesquisas de Blanco et aI. (2003) e Vetoratto et aI.

(2003) com amostras proveniente de ovinos. Os autores relataram respectivamente,

28% e 33,3% das STEC positivas para o gene ehxA.

Já no estudo de Aidar-Ugrinovich et aI. (2007) no Brasil, o percentual de cepas

positivas para o gene ehxA foi maior que o evidenciado por nós. Os pesquisadores

constataram que dentre as STEC isoladas de fezes de novilhos, 58% possuíam o

gene.

Comparando-se os resultados obtidos para a produção de entero-hemolisina e

a presença do gene ehxA, responsável pela produção da mesma, observa-se que

enquanto todas as cepas não fermentadoras de sorbitol que apresentaram ehxA o

expressam (Tabela 11), sete cepas fermentadoras de sorbitol (005+, 006+, 131+,

132+, 156+, 378+ e 381+) (Tabela 11) apresentaram o gene ehxA, mas não o

expressaram. Por outro lado, uma cepa (369+) mostrou-se produtora de entero­

hemolisina, porém o gene ehxA não foi detectado. Para esta cepa a atividade

hemolítica verificada deve ser decorrente de outra hemolisina capaz de Iisar as

hemáceas e que deve ser produzida na mesma fase de desenvolvimento bacteriano

que a entero-hemolisina (Beutin, 1991).
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A avaliação da produção de entero-hemolisina é considerada como uma

ferramenta fenotípica para uma pré-seleção de isolados de E. coli possivelmente

patogênicos por ser de fácil interpretação, rápida e econômica, principalmente

quando se trabalha com um grande número de isolados. Embora ainda não se saiba

se esta hemolisina está ou não envolvida na patogenicidade de E. coli, sabe-se que

existe uma forte relação entre a sua produção e cepas de STEC, sejam elas do

sorogrupo 0157 ou não (Nataro e Kaper, 1998). Entretanto, esta relação não foi

comprovada neste estudo, uma vez que do total de cepas STEC (50), apenas 13

(26%) apresentaram produção de entero-hemolisina.

A avaliação realizada por Salvadori et aI. (2003), no Mato Grosso do Sul, com

isolados de E. coli provenientes de amostras de bezerros com diarréia, apresentou

resultados semelhantes aos nossos. Os pesquisadores detectaram que do total de

205 isolados avaliados, 9,8% foram produtores de a-hemolisina, enquanto nós

observamos 12,1% do total de 628 isolados. Já dentre as cepas STEC, os autores

relatam que 35,5% foram produtoras de entero-hemolisina.

Contudo, nossos resultados diferem dos encontrados por Beutin et ai. (1989)

que estudaram a produção de entero-hemolisina por 64 cepas STEC de diversas

origens e encontraram associação entre entero-hemolisina e produção de Stx em

89% das cepas.

4.4 Sorotipificação

Das 66 cepas encaminhadas ao Instituto Adolfo Lutz foi possível a identificação

de ambos os antígenos, O e H, em 31 (47%) cepas. Cinco cepas (7,6%) foram

identificadas como imóveis e sorotipíficadas como 0177:H- (duas cepas - 3%);

0172:H-; 0178:H- e ONT:H- (uma cepa em cada sorotipo -1,5%).

Para 27 cepas (40,9%) não foi possível tipificar o antígeno somático (O) com os

anti-soros atualmente disponíveis (01 ao 0181), enquanto três cepas (4,5%) foram

identificadas como rugosas (R).

Os resultados da sorotipíficação das cepas STEC e EPEC atípicas podem ser

visualizados nas Tabelas 13 e 14, respectivamente. Das 50 cepas caracterizadas

como STEC, 29 (58%) tiveram os sorotipos identificados e foram assim classificadas
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0157:H7 (sete cepas - 24,1%); 097:H1 (quatro cepas - 13,8%); 038:H21 e

087:H25 (três cepas em cada sorotipo - 10,3%); 079:H14; 0136:H16 e 085:H7

(duas cepas em cada sorotipo - 6,9%); 0102:H21 e 0152:H16 (uma cepa em cada

sorotipo - 3,4%). Destas 29 cepas, quatro foram identificadas como imóveis:

0172:H-, 0177:H.:.. (duas cepas) e 0178:H-.

As demais 21 (42%) cepas de STEC tiveram o antígeno O e/ou o antígeno H

não tipificável (NT) ou eram rugosas (R) (Tabela 13).

Segundo Feng et aI. (1998), isolados identificados como rugosos (OR) podem

apresentar fatores de patogenicidade e características semelhantes a cepas do

sorogrupo 0157. Os pesquisadores caracterizaram uma cepa STEC de amostra de

carne da Malásia e identificaram que a cepa possuía fenótipo e fatores de

patogenicidade iguais a de uma 0157:H7, mas através da sorotipificação essa cepa

foi identificada como ORo

Em nossos resultados, duas cepas foram identificadas como OR (0R:H30 e

0R:H7), e apresentaram genes para produção de Stx. Estes resultados ressaltam a

importância da identificação dos fatores de patogenicidade para a caracterização de

isolados de E. coli enteropatogênicos, uma vez que através apenas da

sorotipificação essa caracterização nem sempre é possível.

Tabela 13 - Sorotipos/ sorogrupos e origem das 50 cepas de E. calí caracterizadas
como STEC.

Sorotipo/sorogrupo Origem (nO de cepas) Sorotipo/sorogrupo Origem (n° de cepas)

0157:H7 Fezes (6); carcaça (1) ONT':H8 Fezes (3)

097:H1 Fezes (1); água (3) ONT:HNTz Fezes (1)

085:H7 Fezes (2) ONT:H21 Carcaça (1); fezes (1)

038:H21 Fezes (3) ONT:H7 Fezes (5)

087:H25 Carcaça (3) ONT:H34 Fezes (1); carcaça (1)

079:H14 Fezes (2) ONT:H2 Fezes (1)

0136:H16 Fezes (2) ONT:H10 Fezes (2)

0152:H16 Carcaça (1) ONT:H16 Fezes (1)

0102:H21 Fezes (1) ONT:H31 Fezes (1)

0177:H-3 Carcaça (2) ONT:H46 Fezes (1)

0172:H- Fezes (1) OR4:H7 Fezes (1)

0178:H- Fezes (1) OR:H30 Fezes (1)

lAntígeno O identificado como não tipificável com os anti-soros atualmente disponíveis; zAntígeno H
identificado como não tipificável com os anti-soros atualmente disponíveis; 3Cepa identificada como
imóvel; 4Cepa identificada como rugosa
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Tabela 14 - Sorotiposl sorogrupos e origem das 12 cepas de E. coli caracterizadas
como EPEC atípicas.

Sorotipo/sorogrupo

097:H1

OS5:H7

ONT1:H8

ONT:HNT2

ONT:H2

Origem (nO de cepas)

Água (5)

Fezes (2)

Fezes (3)

Água (1)

Fezes (1)

lAntigeno o identificado como não tipificável com os anti-soros atualmente disponíveis;
2Antigeno H identificado como não tipificável com os anti-soros atualmente disponíveis

Há uma grande variedade de sorotipos entre isolados de E. coli proveniente de

bovinos, já tendo sido identificados mais de 400 sorotipos STEC neste tipo de

amostra (Blanco et aI., 2004a). A elevada freqüência de cepas STEC não tipificáveis

como encontrada neste estudo (42%) foi também relatada por outros pesquisadores

para isolados de alimentos e animais (Cerqueira et aI., 1997; Meichtri et aI., 2004;

Oliveira et aI., 200S).

Neste estudo encontrou-se 12 sorotipos/sorogrupos dentre as cepas de STEC.

Esta variedade de sorogrupos tem sido observada para amostras de alimentos e de

animais (Cergole-Novella et aI., 2006). Por outro lado, amostras de origem clínica

apresentam menor diversidade sorológica (Nataro e Kaper, 1998; Paton e Paton,

1998).

Os sorogrupos 0172 e 087, assim como cepas ONT:H8/H16 encontradas

neste estudo, foram também identificados em outras espécies animais, que não

bovinos (Vetoratto et aI., 2003).

Algumas pesquisas com cepas STEC provenientes de amostras de bovinos

relatam sorotipos/sorogrupos semelhantes aos encontrados neste estudo, assim

como também cepas identificadas como ONT. Oliveira et aI. (2008), no Brasil,

identificaram dentre as cepas provenientes de amostras de fezes de bovinos, os

sorogrupos 079,0157 e 0178, além de cepas identificadas como ONT.

Midgley et a/. (1999), na Austrália, identificaram os sorotipos/sorogrupos

0136:H16, ONT:H2, ONT:H8, ONT:H21, ONT:H16 e ONT:H7.
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Parma et aI. (2000) encontraram os sorogrupos 038 e 079, além de 13 cepas

que foram consideradas não tipificáveis.

Brett et aI. (2003a), dentre as cepas STEC, identificaram Q157:H7, ONT:H2,

ONT:H7, ONT:H8, ONT:H16 e ONT:H21.

Blanco et aI. (2004b) avaliaram cepas STEC e dentre os sorotipos/sorogrupos

encontrados, 0157:H7 e 0177:H- coincidem com os sorotipos desta pesquisa.

Em outra pesquisa feita por Blanco et aI. (2004a), foram caracterizadas cepas

STEC, sendo divididas nos sorotipos/sorogrupos 079, 0178, 038:H21, 0136:H16,

0157:H7, 0177:H-, ONT:H-, ONT:H2, ONT:H8 e ONT:H21.

Cepas identificadas como ONT:HNT/H7 também foram encontradas por

Bergamini et aI. (2007) em amostras de carne de São Paulo.

Devido justamente à maior diversidade encontrada entre isolados provenientes

de bovinos, os sorotipos/sorogrupos relatados nesta pesquisa diferem de alguns

outros estudos. Entretanto, a maioria desses estudos também relata cepas não

tipificáveis. Leomil et aI. (2003) no Estado de São Paulo, avaliaram cepas STEC em

bovinos saudáveis e com diarréia e encontraram cepas 022:H16, 0111 :H-,

ONT:H16, ONT:H18, ONT:H34 e ONT:HNT.

Lira et aI. (2004) identificaram· dentre as STEC provenientes de sete Estados

brasileiros, os sorogrupos 026, 055, 0111 e 0119, nenhum em comum com os

resultados deste estudo, porém as cepas avaliadas pelos pesquisadores eram

provenientes de amostras de leite de bovinos com mastite clínica e sub-clínica.

Na Suíça, Zweifel et aI. (2005) caracterizaram cepas STEC de amostras de

fezes de bovinos de corte, sendo a maioria dessas sorotipificadas como 0103:H2,

0113:H4, 0116:H- e ONT:H-. A única semelhança foi o sorogrupo 0136, sendo

neste estudo 0136:H16 e por aqueles autores identificados como 0136:H- e

0136:H2.

Dentre os sorogrupos STEC mais freqüentemente envolvidos em surtos de ETA

em todo o mundo destacam-se 026,048,091,0103,0104,0111,0113,0121,

0145 e 0157 (Mainil e Daube, 2005; Perelle et aI., 2007). Somente cepas

pertencentes ao sorotipo 0157:H7 (7 - 14%) foram encontradas dentre as 50 cepas

STEC deste estudo, sendo seis de amostras de fezes e uma de amostra de carcaça.

Resultados relatados por outros pesquisadores com relação ao percentual de

cepas dos sorogrupos mais freqüentemente envolvidos em surtos, dentre as STEC,

são de maneira geral, superiores aos obtidos no presente estudo.
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Leomil et aI. (2003) encontraram, dentre os sorogrupos identificados nas 24

cepas STEC isoladas de amostras de fezes de 20 bovinos saudáveis e com diarréia

no Brasil, oito (33,3%) pertencentes a dois sorogrupos dos mais comumente

envolvidos em surtos (0111 e 0113). Entretanto nenhuma cepa foi identificada

como 0157:H7.

Aidar-Ugrinovich et aI. (2007) caracterizaram 24 cepas STEC isoladas de fezes

de novilho do Estado de São Paulo e dentre os sorotipos identificados, sete (29,2%)

cepas pertenceram aos sorogrupos mais freqüentemente causadores de surtos

(048,0103 e 0111 - cinco cepas), porém o sorotipo 0157:H7 não foi identificado.

Das 70 STEC isoladas por Orden et aI. (2002) de amostras de fezes de bovinos

na Espanha, 14 (20%) pertenceram a sorogrupos freqüentemente isolados de surtos

(091, 0103, 0111 e 0113), sendo que o sorogupo 0157 não foi detectado.

Blanco et aI. (2004b) encontraram entre 131 cepas STEC provenientes de

fezes de bovinos da Argentina, 37 (28,2%) pertencentes aos sorogrupos mais

freqüentemente isolados de surtos, sendo cinco cepas sorotipificadas como

0157:H7. Semelhantemente, Meichtri et ai. (2004) também trabalhando na Argentina

com 86 isolados de bovinos, identificaram 28 (32,5%) cepas pertencentes aos

sorogrupos 091,0103,0104,0113,0121,0145 e uma cepa 0157:H7.

Dentre as 44 cepas STEC provenientes de bovinos criados em confinamento

na Argentina e caracterizados por Padola et aI. (2004), 14 (31,8%) pertenceram aos

sorogrupos mais comumente envolvidos em surtos (0103,0145 e 0157).

As cepas que apresentaram o gene uidA (específico para o sorotipo 0157:H7)

(Tabela 11) foram confirmadas através da sorotipificação como E. coli 0157:H7, com

exceção de uma cepa não fermentadora de sorbitol proveniente de fezes (cepa n°

024-). Esta cepa embora tenha apresentado o gene uidA, com a mesma substituição

de base encontrada em cepas 0157:H7, foi sorotipificada como 097:H1.

Nossos dados corroboram a utilidade da determinação da presença de uidA

como forma de triagem para a presença de E. coli 0157:H7, principalmente quando

se trabalha com um elevado número de isolados. A sorotipificação, apesar de sua

grande importância na identificação de sorotipos enteropatogênicos de E. coli, é

realizada por poucos laboratórios em nosso país. Já a PCR é uma técnica mais

acessível aos diferentes laboratórios.
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A freqüência de 0157:H7 dentre as STEC deste estudo foi de 14% (7/50),

sendo seis cepas provenientes de amostras de fezes (uma cepa isolada do conjunto

de animais Angus puro, três de animais distintos também Angus puro e as outras

duas de dois desses mesmos animais, porém coletadas em datas diferentes). A

outra cepa 0157:H7 foi proveniente de amostra de superfície externa da carcaça de

um animal Nelore.

A taxa de isolamento de STEC não-0157 foi bem superior à de STEC 0157,

estes dados estão em concordância com diversas. pesquisas tanto com fezes de

animais como com carne (Johnson et aI., 1996; Pradel et aI., 2000; Djordjevic et aI.,

2001; Arthur et aI., 2002; Hornitzky et aI., 2002; Blanco et aI., 2003; Kobayashi et aI.,

2003). Com isso, comprova-se que os humanos estão muitas vezes mais expostas a

cepas STEC não-0157 do que STEC 0157 (Vanselow et aI. 2005).

Neste estudo a freqüência de 0157:H7 foi de 1,2% do total de 583 isolados de

fezes e carcaças avaliados. Uma das hipóteses para explicar esta baixa ocorrência é

que a eliminação de 0157:H7 nas fezes dos bovinos tende a ser intermitente e de

curta duração, fato que pode prejudicar sua detecção (Doyle et aI., 1997). Outra

hipótese é que este sorotipo não é realmente freqüente entre os animais de nosso

país, o que parece ser o mais provável.

Por outro lado, se for considerado o total de animais avaliados neste estudo, 60

(12 animais x 5 raças), a frequência de STEC nas fezes. dos animais será de 63,3%

e do sorotipo 0157:H7 será de 10%. Quanto às carcaças dos mesmos animais,

teremos uma ocorrência de 15% e 1,7%, respeCtivamente para STEC e para o

sorotipo 0157:H7.

Esse percentual de 0157:H7 nas amostras de fezes de bovinos está acima do

relatado por Irino et aI., 2005. Segundo esses autores, este sorotipo é extremamente

raro no Brasil em amostras de fezes de bovinos, sendo a freqüência de

aproximadamente 0,6%. Eles encontraram duas cepas 0157:H7 isoladas de

amostras de fezes de bovinos leiteiros no Estado de São Paulo, porém estas cepas,

apesar de possuírem Stx2, não apresentaram produção de Stx.

STEC 0157:H7 foi descrita pela primeira vez no Brasil, em isolados de bovinos

de corte e de leite no Rio de Janeiro (Cerqueira et aI., 1999) e posteriormente foi

descrita em isolados clínicos e de animais de outras regiões (Farah et aI., 2007; Irino

et aI., 2002).
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A freqüência de 0157:H7 dentre as STEC, encontrada neste estudo, é bastante

semelhante à encontrada por Guth et aI. (2003), em um estudo comparativo entre

isolados de bovinos e de alimentos provenientes da Argentina e do Brasil. Dentre as

cepas STEC provenientes do Brasil, 15% eram do sorotipo 0157:H7, todas

provenientes de amostras de animais. A ocorrência deste sorotipo entre as cepas

provenientes da Argentina foi bem maior, 40,9%, sendo que 50% destas eram

provenientes de amostras de animais.

Também semelhante aos nossos resultados, Varela-Hernández et ai. (2007)

encontraram, no México, E. coli 0157:H7 em 2,7% das amostras de carcaças

bovinas examinadas. Eles relatam ainda que outras STEC não-0157 foram mais

freqüentes (20,5%) e que do total de 146 cepas isoladas, somente duas

apresentaram genes de virulência, sendo uma 0157:H7 que apresentou os genes

StX2 e eaeA, e uma não-0157 que possuía apenas o gene StX1.

Na Europa, América do Norte e Ásia a freqüência de bovinos que carreiam

STEC varia de 10 a 80% (Beutin et ai., 1997). Já em amostras de carcaças e carne

bovina da Europa a freqüência de 0157:H7 varia de 0-4% (Mainil e Daube, 2005).

Nos Estados Unidos, o estudo de Barkocy-Gallagher et ai. (2003) apresenta

valores diferentes dos relatados por Beutin et ai. (1997). Eles verificaram que a

ocorrência de 0157:H7 em fezes de bovinos de corte varia de 0,3 a 12,9%, em

amostras de couro de 29,4 a 73,8% e em amostras de carcaça varia de 1,2 a 40,8%

antes da evisceração e de O a 3,1% pós-evisceração, sempre apresentando

percentual maior nos meses quentes.

Alam e Zurek (2006), nos Estados Unidos, observaram que 9,2% das amostras

de fezes de bovinos criados em confinamento estavam contaminadas com E. calí

0157:H7. Woerner et ai. (2006) também pesquisaram a presença de E. calí 0157

em bovinos criados em confinamento nos Estados Unidos e encontraram 24,7% das

amostras de fezes, positivas para 0157. Na avaliação de carcaças, a freqüência de

0157 foi menor, ficando ao redor de 10,1% para as carcaças antes e 1,4% para

depois da evisceração.

Já em estudo comparativo sobre a ocorrência de E. cali 0157 em gado leiteiro

nos Estados Unidos e na Noruega (LeJeune et aI., 2006), verificou-se que o sorotipo

não foi encontrado entre as amostras da Noruega, mas o foi em uma baixa

percentagem (0,67%) nas amostras dos Estados Unidos. Os genes para produção

de Stx foram encontrados em 61 % das amostras de outros sorotipos da Noruega e
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em 14,4% das amostras dos Estados Unidos, fato que. segundo os autores. reflete

diferenças na distribuição geográfica.

McEvoy et aI. (2003) avaliaram. na Irlanda, a presença de E. coli 0157:H7 em

amostras de fezes, do rúmen e das carcaças de bovinos e encontraram 2,4%, 0.8%

e 3,2% das amostras, respectivamente, positivas para o microrganismo. Os autores

salientam que os resultados confirmam a hipótese de que E. coli 0157:H7

geralmente não se prolifera no rúmen do bovino adulto e sim no intestino.

Mora et aI. (2005) na Espanha. encontraram 0157:H7 em 15,9% das 514 cepas

STEC provenientes de bovinos. Por outro lado, outros sorotipos não-0157 foram

muito mais freqüentes (84%). Dentre as cepas 0157:H7, 46 apresentaram o gene

stx2, duas possuiam o gene stX1 e 34 ambos. Já entre as demais cepas, 99 foram

positivas para o gene stX1. 232 para o gene stx2 e 101 para ambos.

Este é o primeiro relato de isolamento de cepas 0157:H7 a partir de amostra de

carcaça bovina e também de fezes de bovinos saudáveis criados em confinamento

no Brasil. .

Os resultados deste estudo demonstram ainda que cepas STEC não-0157 são

mais freqüentes em fezes de bovinos de corte em nosso país e que a transferência

de STEC às carcaças é baixa devido ao emprego de boas práticas de produção

pelos frigoríficos.

Nossos dados podem ainda explicar a baixa ocorrência de SHU no Brasil, uma

vez que a freqüência de sorogrupos de STEC reconhecidamente patogênicos a

humanos é bastante baixa e predomina em amostras de fezes de bovino e não em

carcaças.

4.5 Avaliação da presença dos genes das variantes de intimina

Dentre a diversidade de variantes do gene eae descritas na literatura. segundo

Garrido et aI. (2006) são 16 diferentes tipos e subtipos de intimina, neste estudo

foram avaliadas a presença dos genes eae-a, eae-y. eae-l3, eae-E, eae-c,. eae-l. eae­

tl, eae-K e eae-S.
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Do total de 21 cepas, nas quais havia sido detectada a presença do gene eaeA

(item 4.2), e que foram submetidas a avaliação da presença dos genes para as

variantes de intimina, oito (38,1%) apresentaram resultado positivo. Dessas, a

maioria (sete) foi positiva para a variante de intimina eae-y enquanto a cepa restante

foi positiva para a variante eae-[3. Esta última cepa erá proveniente de amostras de

fezes e foi sorotipificada como 079:H14.

Os resultados típicos encontrados para a PCR das variantes eae-y e eae-[3,

pode ser observado na Figuras 06.

2792 pb

(eaey)

8

Figura 06 - Detecção dos genes eael3 (A) e eaey (B), por PCR segundo Oswald et
aI. (2000) e Schmidt et aI. (1993), respectivamente. M: marcador de
peso molecular (1 kb); C+: cepa controle positivo (Tabela 01); C-: E. calí
K12; C1-: controle negativo da reação.

As sete cepas que apresentaram a variante eae-y foram seis 0157:H7 (cinco

proveniente de amostras de fezes e uma de carcaça) e a cepa 097:H1 uidA-positiva

(proveniente de amostras de fezes). Esse resultado demonstra a existência de

semelhanças entre a cepa 097:H1 uidA-positiva e cepas 0157:H7.

Em 13 cepas (61,9%) não foram identificadas as variantes de intimina

estudadas. Este resultado está de acordo com o relatado por outros pesquisadores

que verificaram que algumas cepas de STEC e EPEC expressam intimina que não

são tipáveis (China et aI., 1998; Pelayo et aI., 1999; Reid et aI., 1999).

Os resultados obtidos no presente estudo indicam ausência de variantes de

intimina eae-a, eae-'l e eae-K. As variantes eae-E, eae-s, eae-t e eae-S também não

foram detectadas entre as cepas avaliadas, porém em virtude da não obtenção de

cepa padrão, esses resultados devem ser considerados com cautela.
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Apesar disso, resultados relatados por outros pesquisadores (Oswald et aI.,

2000; Spears et aI., 2006) indicam que algumas dessas variantes são grupo ou

sorogrupo específicas, sendo que estes não faziam parte das cepas deste estudo. A

variante eae-E é encontrada em cepas STEC sorogrupo 0103 provenientes de

amostras de humanos e bovinos. Já o subtipo eae-a é expresso por cepas de

EPEC.

Semelhante aos resultados desta pesquisa, alguns estudos relatam a detecção

de eae-y e eae-l3, porém também demostram detecção de outras variantes de

intimina. No Brasil, Aidar-Ugrinovich et aI. (2007) identificaram os genes para as

variantes de intimina de cepas STEC provenientes de amostras de bovinos. Eles

identificaram nove cepas 0111 positivas para eae-y2l8 , três cepas (uma 07 e duas

0123) apresentando eae-E1 e duas cepas, uma 0118 e outra ONT, positivas para

eae-131.

Oswald et aI. (2000) caracterizaram os genes para as variantes de intimina de

cepas STEC e EPEC provenientes de amostras de humanos e animais de diversos

países. Os pesquisadores encontraram apenas cepas EPEC positivas para a

variante eae-a1/a2. Dentre as cepas que apresentaram o gene eae-E foram

identificadas apenas cepas STEC pertencentes aos sorogrupos 08, 011, 045,

0103,0121 e 0165 e dentre as cepas positivas para eae-y1/ y2, foram identificados

os sorogrupos STEC 086, 0111, 0145 e 0157. As cepas STEC dos sorogrupos

018,026,045,0118 e 0123 foram positivas para eae-l3.

Blanco et aI. (2004a), na Espanha, avaliaram os genes das variantes.. de

intimina de cepas STEC provenientes de amostras de bovinos. Das cepas que

apresentaram a variante eae-131, foram identificados os sorogrupos 026, 0118,

0126, 0177 e ONT, as cepas 0157 foram positivas para a variante eae-y1 e cepas

0111 positivas para eae-y2. Em cepas dos sorogrupos 0103,0136,0163 e 0165

foi detectada a variante eae-E; cepas dos sorogrupos 084, 0138, 0150, 0156 e

ONT foram positivas para a variante eae-~ e uma cepa 049 positivo para eae-ó. Os

autores ainda relataram a detecção de um novo gene de variante de intimina,' que

chamaram de eae-ç (xi), presente em duas cepas do sorogrupo 080.

Em isolados provenientes de amostras de bovinos da Argentina, Blanco et aI.

(2004b) identificaram as variantes de intimina em todas as cepas positivas para o

gene eae. Sete cepas 026 e quatro 05 apresentaram a variante eae-131, 16 cepas
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possuíram o gene eae-y1 (11 0145 e cinco 0157), cinco cepas 0103 foram positivas

para a variante eae-E1 e uma cepa 0111 mostrou-se positiva para a variante eae­

8/y2.

Em outro trabalho de Blanco et ai. (2005), mas realizado na Suíça, os autores

identificaram os genes para as variantes de intimina em todas as cepas STEC eae­

positivas proveniente de bovinos. Sendo dez 0103 positivas para a variante eae-E1,

cinco 0145 e uma 0157 positivas para eae-y1, duas 05 e duas 026 positivas para

eae-131 e uma 0111 positiva para eae-y2l8.

Em 2007, Mora et ai., na Espanha, pesquisaram os genes das variantes de

intimina entre as cepas STEC de amostras de carne moída. Dentre as 25 cepas

positivas para a presença do gene eae, as cepas 0157 apresentaram a variante

eae-y1, as cepas 05, 015, 026, 0118 e 0174 foram positivas para eae-131.

Enquanto eae-E1 foi encontrado em cepas 0103 e eae-8 em cepas 0111.

4.6 Avaliação da atividade citotóxica

4.6.1 Citotoxicidade em células Vero

Das 66 cepas avaliadas, 28 (42,4%) apresentaram capacidade de destruir a

monocamada de células Vero. Destas, 12 (42,9%) apresentaram o gene StX2; 10

(35,7%) foram positivas para o gene StX1, enquanto cinco (17,8%) apresentaram

ambos os genes. Uma cepa (3,6%) não possuía genes para produção de toxina de

Shiga (Tabela 15). Esta cepa, que não apresentou os genes para produção de Stx,

mas mostrou-se positiva para a destruição da monocamada de células Vero, pode

expressar outras toxinas cujos genes não foram pesquisados neste estudo,

conforme verificado por Bettelheim e Beutin (2003).

Um total de 38 cepas não apresentou citotoxicidade no ensaio com células

Vero. Dessas, 23 eram STEC, 14 (nove provenientes de fezes e cinco de carcaças)

possuíam o gene StX1, cinco cepas provenientes de fezes possuíam o gene StX2,

uma cepa proveniente de amostras de fezes apresentou ambos os genes e três

cepas provenientes de amostras de água apresentaram o gene stx2e.
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Tabela 15 - Distribuição dos genes Stx1 e/ou Stx2 nas cepas que apresentaram
citotoxicidade em células Vero.

Genes (stx1/ stxz)

(n-)

stx2(17)

stxd24)

Stx1 e stx2(6)

ausência de Stx1 e StX2 (19)

Cepas citotóxicas à células Vero

Origem (nO de cepas) (%)

Fezes (9); carcaça (3) (42,9%)

. Fezes (9); carcaça (1) (35,7%)

Fezes (5) (17,8%)

Água (1) (3,6%)

-Número total de cepas positivas para a presença do(s) gene(s) na avaliação por peR

Os resultados apresentados acima referem-se a avaliação da citotoxicidade em

cultura de células Vero segundo metodologia proposta por Konowalchuk et aI.

(1977).

Em virtude de algumas cepas STEC (23) não terem apresentado resultado

positivo no ensaio, decidiu-se então pela repetição do mesmo, porém empregando a

metodologia preconizada por Karmali et aI. (1985). Tal metodologia foi escolhida por

utilizar sulfato de polimixina B, um antibiótico efetivo para a extração de proteínas

intracelulares de bactérias Gram negativas, uma vez que a toxina Stx pode ser

encontrada em altas concentrações no espaço intracelular. Desta forma realizou-se

o ensaio com e sem a utilização de sulfato de polimixina B.

Por esta metodologia, o meio de cultura utilizado para obtenção do

sobrenadante celular deve garantir a melhor multiplicação do microrganismo e não

deve conter agentes que influenciem a atuação do antimicrobiano. Segundo Karmali

et aI. (1985), o meio de cultura a ser utilizado. deve ser o caldo Penassay.

Além das cepas STEC, mais 11 cepas que apresentaram na PCR genes para a

produção de intimina também foram submetidas a esta avaliação.

Foi possível observar que não houve diferença entre a citotoxicidade

ocasionada pelos sobrenadantes bacterianos provenientes de culturas tratadas com

sulfato de polimixina B ou não, pois os resultados para todas as cepas testadas

foram iguais independentemente do tratamento.

O resultado deste experimento demonstrou que apenas duas cepas (5,9%)

dentre as 34 testadas mostraram-se citotóxicas às células Vero por esta nova

metodologia. Ambas eram fermentadoras de sorbitol, proveniente de amostras de

fezes de animais diferentes (032+ e 376+) e positivas para a presença do gene Stx1.
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Desta forma, o resultado final para citotoxicidade em células Vero é de 30

cepas (45,4%) com capacidade de destruir a monocamada de células Vero, sendo

que destas, 29 (96,7%) apresentaram os genes stx1 e/ou stx2 e apenas uma (3,6%)

não possuía genes para produção de Stx. Por outro lado, 21 cepas STEC não

apresentaram citotoxicidade.

o resultado positivo, no segundo ensaio, para as duas cepas que não haviam

apresentado citotoxicidade na primeira avaliação, deve-se a outros fatores não

relacionados ao emprego do sulfato de polimixina B. Uma hipótese para explicar

este acontecimento é que o meio utilizado na segunda avaliação apresenta em sua

formulação extrato de levedura, ausente no primeiro, e esse enriquecimento do meio

pode ter ocasionado melhor desenvolvimento do microrganismo e assim melhores

condições para que o mesmo produzisse a toxina.

Contudo, como não houve diferença entre a utilização ou não do antibiótico,

podemos afirmar que a primeira metodologia (preconizada por Konowalchuk et

al.,1977), no caso de isolados de animais, pode ser utilizada com o acréscimo de

algum componente que torne o meio de cultura enriquecido como é o caso do

extrato de levedura, por essa metodologia o meio de cultura utilizado foi o TSB.

Estudos precisam ser conduzidos para validar essa proposta.

Outros trabalhos também relatam a ocorrência de cepas STEC que não

apresentam citotoxicidade à cultura celular. No Brasil, Bastos et aI. (2006) avaliaram

cepas STEC 0157 proveniente de bovinos e encontraram seis cepas (54,5%) que

não apresentaram atividade citotóxica à células Vero e HeLa.

Jo et aI. (2004), na Coréia, avaliaram a presença dos genes e a citotoxicidade

em células Vero de cepas de E. col; 0157 proveniente de fezes e de carne de

bovinos, suínos e aves. Os pesquisadores criaram uma escala arbritária variando de

um a dez para avaliar a citotoxicidade às células, sendo que quanto maior o dano

causado à cultura, maior o valor atribuído. Dentre as cepas avaliadas, os autores

observaram que as cepas stxrpositivas revelaram-se mais citotoxigênicas, mas por

outro lado, algumas cepas stxrpositivas não apresentaram atividade citotóxica e

algumas cepas stx-negativas mostraram citotoxicidade.

A evidência de cepas STEC provenientes de amostras animais sem capacidade

de destruir a monocamada de células Vero pode estar associada ao fato de que
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cepas STEC isoladas de pacientes com SHU produzem níveis significantemente

maiores de Stx1 e/ou Stx2 do que cepas isoladas de bovinos (Ritchie et aI., 2003).

Ainda assim, algumas pesquisas relatam isolados clínicos de STEC incapazes

de alterar a monocamada celular. Zhang et aI. (2005), na Alemanha, avaliaram a

citotoxicidade em células Vero de 37 cepas STEC stxrpositivas provenientes de

humanos assintomáticos, com diarréia e com SHU, e evidenciaram seis cepas

(16,2%) negativas no ensaio com culturá celular, sendo dessas, cinco provenientes

de amostras de humanos assintomáticos e uma de humano com diarréia. Os

pesquisadores afirmam que a detecção fenotípica de Stx deixa a desejar quando se

trata de cepas STEC que secretam baixos níveis de toxina.

Jinneman et aI. (2000) avaliaram isolados- clínicos e encontraram cepas que

possuíam stX2, mas que não eram citotóxicas à células Vero. Eles verificaram que

stX2 possuía uma inserção de 1310 pb que tornava a toxina inativa.

Friedrich et aI. (2002) avaliaram a citotoxicidade de cepas STEC de isolados

clínicos e evidenciaram que cinco das 15 cepas que apresentaram o gene Stx2d e

uma dentre as 12 que possuíam stx2e não foram citotóxicas em células Vero.

Segundo os autores, a razão para a falta de expressão da toxina ainda não estava

clara, sendo que algumas hipóteses podiam ser levantadas: (1) a proteína poderia

não estar sendo expressa devido a mutação do gene; (2) o gene poderia não estar

sendo expresso devido às condições de multiplicação utilizadas; e (3) a toxina foi

sintetizada mas não foi liberada para o meio externo por algum defeito no

mecanismo de exportação da mesma. Os autores ainda afirmam que, devido às

diferenças entre o ambiente in vivo e as condições de laboratório, a não detecção da

produção da toxina não significa que a mesma não possa ser produzida durante a

infecção.

Para identificar o tipo de citotoxina produzida pelo microrganismo nos ensaios

com células Vero haveria necessidade de realização de testes adicionais

neutralizando-se os sobrenadantes das culturas com anti-soros específicos, recurso

este, que infelizmente não dispomos em nossos laboratórios.

Apesar de a avaliação da produção de citotoxinas ser tradicionalmente

realizada empregando-se cultivos celulares, esses ensaios só podem ser

executados em poucos laboratórios face a dificuldade em obter e manter as

linhagens celulares. A alternativa de utilização de métodos mais simples, como o
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ensaio imunocromatográfico, permite que mesmo laboratórios menos equipados

possam avaliar o potencial citotóxico de seus isolados.

4.6.2 Avaliação da produção de toxina da Shiga por ensaio

imunocromatográfico

o ensaio indicou que 17 (34%), das 50 cepas STEC testadas, eram produtoras

de Stx, sendo oito (47,1%) positivas para a produção de Stx2, seis (35,3%) positivas

para Stx1 e outras três (17,6%) para ambas as toxinas (Tabela 16). Todas estas

cepas apresentaram na PCR os genes correspondentes à toxina identificada pelo

Duopath®, com exceção de uma cepa de carcaça que foi positiva para a produção

de ambas as toxinas, porém com gene apenas para a toxina Stx2. Possivelmente

essa cepa tenha produzido uma variante de Stx1, cujo o gene não foi detectado pelo

primer para StX1 utilizado na peR.

Um total de 33 cepas STEC apresentou os genes de StX1 e/ou StX2 e/ou as

variantes desses, porém a produção de toxina Stx não foi detectada pelo Duopath®

(Tabela 16). Destas, 18 cepas (54,5%) possuíam o gene StX1, oito (24,2%) o gene

StX2, quatro (12,1%) ambos os genes para as toxinas e três (9,1%) possuíam o gene

stx2e.

Tabela 16 - Relação entre a capacidade de produção de Stx, avaliada por ensaio
imunocromatográfico (Duopath Verotoxin®) e presença dos genes stx1
e StX2 por cepas STEC.

Genes (StX1/ StX2)

(n-)

stxt{24)

StX2 (17)

stx 1 e StX2 (6)

Produção de Stx

Duopath®

Stx1

Stx2

Stx1 e Stx2

Stx1 e Stx2

Origem (n° de cepas)

(%)

Fezes (6)

(35,3%)

Fezes (6); carcaça (2) (47,1%)

Carcaça (1)

Fezes (2)

(17,6%)

-n é o número total de cepas que apresentaram-se positivas para a presença do(s) gene(s) para
produção de Stx na avaliação por peR
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Comparando os resultados obtidos na avaliação da presença dos genes stx1

e/ou stX2 por PCR, citotoxicidade em células Vero e ensaio imunocromatográfico

(Duopath®), observa-se que 17 cepas (34%) do total de 50 STEC, apresentaram

resultado positivo nas três metodologias (Tabela 17), enquanto 12 cepas (24%)

STEC foram citotóxicas para células Vero, mas não demonstraram produção de

toxina pelo ensaio imunocromatográfico. Destas, cinco cepas de fezes e uma de

carcaça possuíam o gene stX1, três de fezes apresentaram o gene stx2 e outras três

possuíam ambos os genes para Stx.

As demais 21 cepas STEC (42%) apresentaram os genes, mas não foram

citotóxicas e nem apresentaram produção de Stx pela avaliação

imunocromatográfica. Destas, sete cepas proveniente de fezes e cinco de carcaças

foram positivas para StX1, duas cepas de fezes positivas para stX2, uma cepa de

fezes positiva para stx 1 e stX2, três cepas provenientes de amostras de água foram

positivas para stx2e, duas cepas de fezes positivas para os genes StX2 e stX2f e uma

cepa de fezes positiva para StX2 e stX2c.• A hipótese mais provável para explicar este

fato é que a produção de Stx por estas cepas não tenha atingido níveis detectáveis

pelos ensaios, principalmente aquelas que apresentam a variante stX2f, uma vez que

cepas produtoras dessa variante, reconhecidamente apresentam produção reduzida

da toxina (Koitabashi et ai., 2006). Outra hipótese é que não tenha ocorrido a

expressão dos genes.
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Tabela 17 - Avaliação da citotoxicidade em células Vero, presença dos genes
codificadores de Stx e detecção e identificação de Stx por teste
imunocromatográgico por 50 cepas de E. coli STEC.

Citotoxicidade Presença de Tipo de Stx produzida

em Cél. Vero StX1 elou StX2 (Duopath®)
Origem (nO total - %)

+ Stx1 Stx1 Fezes (6 - 12%)

+ Stx2 Stx2 Fezes (6 -12%)

+ Stx2 Stx2 Carcaça (2 - 4%)

+ Stx2 Stx1 e Stx2 Carcaça (1 - 2%)

+ Stx1; Stx2 Stx1 e Stx2 Fezes (2 - 4%)

+ Stx1 - Fezes (5 - 10%)

+ Stx1 - Carcaça (1 - 2%)

+ Stx2 - Fezes (3 - 6%)

+ Stx1; Stx2 - Fezes (3 - 6%)

stx1 - Fezes (7 - 14%)

Stx1 - Carcaça (5 - 10%)

Stx2 - Fezes (5 - 10%)

Stx1; Stx2 - Fezes (1 - 2%)

Stx2e - Água (3 - 6%)

A ausência da expressão dos genes pode ser relacionada à ausência de genes

reguladores de transcrição, uma vez que estes estão freqüentemente presentes em

elementos genéticos móveis (Kaper et aI., 2004).

Estas mesmas hipóteses podem explicar porque sete cepas que apresentaram

o gene ehxA, não apresentaram produção de entero-hemolisina.

Dentre as cepas STEC em que a Stx pode ser identificada pelo ensaio

imunocromatógrafico, salienta-se oito (16%), nas quais a toxina identificada foi Stx2,

sendo duas destas provenientes de carcaças (3,3% do total de 60 carcaças

avaliadas) e as demais de fezes. Estes resultados são de extrema importância para

saúde pública, uma vez que cepas produtoras de Stx2 parecem estar mais

envolvidas com casos de doenças graves do que cepas produtoras apenas de Stx1

ou de Stx1 e Stx2 (Caprioli et aI., 2005; Mainil e Daube, 2005; Zaki e EI-Adrosy,

2007).
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Também cabe ressaltar que, além do sorotipo ü157:H7, outras cepas STEC

pertencentes a outros sorotipos/sorogrupos mostraram-se citotóxicas às células Vero

e/ou tiveram a produção de Stx identificada pelo ensaio imunocromatográfico.

Dentre estes, os sorotipos ü38:H21 (três cepas), 079:H14 (2), 085:H7 (1), ü97:H1

(1), ü102:H21 (1), ü136:H16 (2), ü157:H7 (7), ü172:H- (1), 0177:H- (2), 0178:H­

(1), e ainda nas cepas não tipificáveis: üNT:H7 (3), üNT:H8 (1), üNT:H21 (1) e

üNT:HNT (1).

4.7 Avaliação da sensibilidade e especificidade da peR para detecção de

genes para Stx e do teste imunocromatográfico (Duopath®)

Para avaliar a sensibilidade e especificidade, tanto da PCR quanto do ensaio

imunocromatográfico, em relação ao teste padrão empregado (citotoxicidade em

células Vero) utilizou-se os cálculos propostos por Feldsine et alo (2002).

Verificou-se para a PCR que a sensibilidade foi de 96,7% e a especificidade de

41,7%; para o ensaio imunocromatográfico a sensibilidade foi de 56,7% e a

especificidade de 100%.

Estes dados indicam que os resultados obtidos com os dois testes são

complementares. Enquanto a PCR apresenta uma boa sensibilidade, ou seja,

permite detectar corretamente os genes, o teste imunocromatográfico apresentou

uma ótima especificidade, ou seja, não apresentou resultados falso positivos.

ü baixo valor de sensibilidade verificado no teste imunocromatográfico foi

devido ao número de cepas positivas para o teste de citotoxicidade em células Vere,

mas negativas nesse (13) sendo que as razões para esses resultados negativos já

foram anteriormente abordadas.

Já o baixo valor de especificidade verificado para a PCR está relacionado à

freqüência de cepas (21) que abrigam os genes StX1 e/ou StX2,· mas que não os

expressam. Contudo a PCR pode e deve ser utilizada como ferramenta auxiliar para

estudos epidemiológicos de STEC, mas sua utlidade na identificação de cepas

causadoreas de doença é limitada.

Apesar destas limitações, tais metodologias são de grande valia para

pesquisas, pois oferecem resultados complementares aos resultados obtidos através
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da avaliação da citotoxicidade em células Vero, ou mesmo permitem uma avaliação

quando não se pode realizar o teste padrão.

4.8 Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) .

As 66 cepas analisadas por PFGE, empregando-se a enzima de restrição Xbal,

resultaram em 29 perfis distintos, (Tabela 18), sendo 12 destes exclusivos para uma

única cepa.

Nota-se na Tabela 18 que a maioria dos perfis agrupou cepas pertencentes a

diferentes sorogrupos/sorotipos e origens, fato que salienta a existência de uma

origem c10nal comum dentre as cepas desses perfis: Exceção são os perfis P1, P11,

P15, P17, P19 e P20 que agruparam somente cepas de mesmo sorotipos e

provenientes de mesma origem.

O grande número de perfis encontrados neste estudo para as cepas STEC está

de acordo com os resultados de Bastos et aI. (2006) que tipificaram por PFGE cepas

STEC 0157 provenientes de amostras de alimentos, bovinos e casos clínicos da

Argentina, Brasil, Chile, Colômbia, Uruguai e Estados Unidos. Os autores obtiveram

32 perfis distintos mesmo se tratando de cepas pertencentes a um mesmo

sorogrupo. Eles verificaram ainda que entre as cepas que apresentaram 100% de

similaridade havia cepas de diversas origens e países.

Na Tabela 19 pode-se observar a distribuição das 50 cepas STEC nos 25 perfis

PFGE obtidos por elas (P1 a P8, P10 a P13, P15 a 21, P23 a P27 e P29), assim

como a relação desses perfis com a origem das cepas, data da coleta das amostras

e sorotipos/sorogrupos.
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Tabela 18 - Relação entre os perfis genéticos obtidos com a análise por PFGE e os
sorotipos das cepas e a origem das mesmas.

Perfil PFGE (nO de cepas)

P1 (3)

P2 (1)

P3 (1)

P4 (3)

P5 (2)

P6 (7)

P7 (2)

P8 (1)

P9 (1)

P10 (8)

P11 (2)

P12 (2)

P13 (4)

P14(1)

P15 (3)

P16 (2)

P17 (2)

P18 (4)

P19 (3)

P20 (2)

P21 (3)

P22 (1)

P23 (1)

P24 (1)

P25 (1)

P26 (1)

P27 (1)

P28 (1)

P29 (2)

Sorotipo (nO de cepas) Origem

0157:H7 (3) Fezes

0172:H- (1) Fezes

0157:H7 (1) Fezes

0157:H7 (2); üNT:H16 (1) Fezes

097:H1(1) Fezes

0157:H7 (1) Carcaça

038:H21 (3); 0136:H16 (2) Fezes

ONT:HNT (1) Água

0152:H16 (1) Carcaça

0178:H- (1); ü85:H7 (1) Fezes

ONT:HNT (1) Fezes

ONT:H8 (1) Fezes

097:H1 (5) Água

079:H14 (1); üNT:H21 (2) Fezes

ONT:H10 (2) Fezes

üNT:H46 (1); üNT:H21 (1) Fezes

üR:H30 (1); üR:HR (1) Fezes

üNT:H- (1); üNT:H34 (1) Carcaça

ONT:H8 (1) Fezes

087:H25 (3) Carcaça

üNT:H21 (1) Carcaça

079:H14 (1) Fezes

ONT:H7 (2) Fezes

üNT:H8 (3); üNT:H7 (1) Fezes

085:H7 (3) Fezes

0177:H- (2) Carcaça

üNT:H34 (1); ü157:H12 (2) Fezes

ONT:H21 (1) Fezes

ONT:H7 (1) Fezes

ONT:H2 (1) Fezes

ONT:H8 (1) Fezes

ONT:H31 (1) Fezes

ü102:H21 (1) Fezes

ONT:H2 (1) Fezes

üNT:H7 (1); üR:H7 (1) Fezes
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Tabela 19 - Relação entre os perfis PFGE, origem das cepas, data de coleta das
amostras e sorotipos/sorogrupos das 50 cepas STEC.

Identificação Origem Data da coleta
Sorotipo/ Perfil PFGE

da cepa Sorogrupo

001 _1 Fezes Ap2 15/07/02 0157:H7 1

005 - Fezes SP3 15/07/02 0172:H- 2

008 - Fezes AP176. 22/08/02 0157:H7 3

022 - Fezes AP 155 25/09/02 0157:H7 4

023 - Fezes AP 161 25/09/02 0157:H7

024 - Fezes AP179 25/09/02 097:H1 5

040 - Fezes AP 155 13/11/02 0157:H7 1

041 - Fezes AP176 13/11/02 0157:H7 4

049 - Fezes AP176 14/12/02 038:H21 6

063 - Fezes AP176 14/12/02 038:H21 6

064 - Fezes AP176 14/12/02 038:H21 6

073 - Fezes AP176 14/12/02 0178:H- 7

090 - Fezes AP176 14/12/02 ONT:HNT 8

151 - ÁguaB154 17/02/03 097:H1 10

153 - Água B15 17/02/03 097:H1 10

169 - Água B15 17/02/03 097:H1 10

185 - Fezes AP 206 10/03/03 079:H14 10

194 - Carcaça SP B621 15 31/10/02 0177:H- 20

195 - Carcaça SP B621 IR6 31/10/02 0177:H- 20

274 - Carcaça N7 852 E8 16/01/03 0157:H7 5

005 +9 Fezes A y,10 3007 25/09/02 0136:H16 6

006 + Fezes A Y, 3007 25/09/02 0136:H16 6

032 + Fezes AP 161 25/09/02 ONT:H16 4

079 + Fezes AP 183 13/11/02 ONT:H7 23

089 + Fezes SIi11 65 13/11/02 ONT:H2 24

092 + Fezes SIi 67 13/11/02 ONT:H8 25

093 + Fezes SIi 68 13/11/02 ONT:H31 26

119 + Fezes AP s/n° 1 14/12/02 ONT:H34 21

128 + Fezes AP s/n° 3 14/12/02 ONT:H21 ,-

151 + Fezes N 630 14/12/02 ONT:H7 29

153 + Fezes N 630 14/12/02 OR:H7 29

Conto
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Conl. Tabela 19

170 + Fezes A Y2 3001 14/01/03 OR:H30 13

186 + Fezes A Y2 3012 14/01/03 ONT:H7 17

189 + Fezes A Y2 3017 14/01/03 ONT:H7 17

264 + Fezes AP 153 10/03/03 ONT:H8 18

267 + Fezes AP 161 10/03/03 ONT:H8 18

271 + Fezes AP 158 10/03/03 ONT:H7 18

272 + Fezes AP 152 10/03/03 0102:H21 27

274 + Fezes AP 164 10/03/03 079:H14 13

276 + Fezes AP 177 10/03/03 085:H7

277 + Fezes AP 178 10/03/03 085:H7 J

285 + Carcaça S~ 68 ER12 18/11/02 ONT:H21 10

288 + Carcaça S~ 72 I 18/11/02 ONT:H34 13

299 + Carcaça S~ 68 IR 18/11/02 0152:H16 6

302 + Carcaça S~ 74 E 18/11/02 087:H25 15

303 + Carcaça S~ 74 E 18/11/02 087:H25 15

306 + Carcaça S~ 74 E 18/11/02 087:H25 15

347 + Fezes S~ 75 25/09/02 ONT:H10

348 + Fezes S~ 76 25/09/02 ONT:H46 12

376 + Fezes SP 362 25/09/02 ONT:H10

'Cepas Sorbitol Negativo; LRaça Angus Puro; 3Raça Simental Puro; 4Agua da Baia; sCaracaça
Superfície Interna; 6Caracaça Superfície Interna Refrigerada; 7Raça Nelore; BCarcaça Superfície
Externa; 9Cepas Sorbilol Positivo; 10Raça Angus Y2 Sangue; 11 Raça Simental Y2 Sangue; 12Caraça
Superfície Externa Refrigerada

Vários perfis (P1, P4, P17, P18, P19 e P21) demonstram claramente a

disseminação de cepas geneticamente indistinguíveis entre animais pertencentes a

mesma raça/ lote, e ainda, alguns desses perfis (P1 e P4) mostram que estas cepas

permanecem entre os animais por longos períodos de tempo (aproximadamente 4 e

2 meses, respectivamente).

As 3 cepas STEC 0157:H7 agrupadas no perfil 1 são provenientes de amostras

de fezes de bovinos da raça Angus puro, a primeira de uma amostragem do grupo

de animais realizada quando eles chegaram ao confinamento, e as outras duas são

de dois animais distintos identificados como 155 e 161. As amostras foram coletadas

em datas diferentes, havendo intervalo de dois meses entre as coletas. As três

cepas ainda apresentam o mesmo genótipo (ehxA, eaeA, Stx2 e uidA).
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No perfil 4 foram agrupadas outras duas cepas 0157:H7 isoladas de animais

distintos (155 e 176) da raça Angus puro e coletadas em datas diferentes. Estas

cepas apresentaram o mesmo genótipo das cepas 0157:H7 pertencentes ao perfil 1.

Destaca-se que o animal Angus puro 155 apresentou contaminação por cepas

0157:H7 pertencentes a dois perfis distintos (P1 e P4) e provenientes de amostras

coletadas em datas diferentes.

As cepas STEC ONT:H7 alocadas no perfil 17 foram isoladas de animais

distintos, mas em mesma data e eram provenientes de animais da raça Angus %

sangue denominados de 3012 e 3017.

No perfil 18 encontram-se três cepas STEC e uma EPEC atípica, todas

isoladas de fezes de animais Angus puro. As cepas STEC (duas ONT:H8 e uma

ONT:H7) foram coletadas na mesma data dos animais 153, 161 e 158, já a cepa

EPEC atípica (ONT:H8) foi coletada em data diferente das demais e do animal s/n°

1.

o perfil 19 além de agrupar cepas provenientes de diferentes animais e datas

de coleta, chama a atenção por conter uma cepa EPEC atípica coletada do animal

Angus puro s/no 1. Esta cepa, sorotipificada como 085:H7, foi coletada na mesma

data e do mesmo animal que a cepa EPEC atípica do perfil 18, ou seja, confirmação

de que existe variabilidade entre as E. col; excretadas por um mesmo animal em um

mesmo momento.

Uma outra cepa isolada do bovino Angus puro sin° 1 foi agrupada no perfil 21,

porém esta cepa foi coletada em data diferente das duas anteriormente citadas e foi

caracterizada como STEC. Ainda neste perfil, encontram-se duas cepas não-STEC

(apenas ehxA-positivas) isoladas de dois animais distintos Angus puro, identificados

como s/n° 3 e 158, mas coletadas no mesmo dia.

Além dos perfis que demonstram a disseminação de cepas entre animais

pertencentes a mesma raça, outros perfis (P6, P10, P11, P12 e P13) demonstram

essa disseminação entre animais de raças diferentes.

O perfil 6 agrupou seis cepas STEC e uma EPEC atípica. Dentre as STEC, três

cepas 038:H21 eram provenientes de colônias diferentes, mas isoladas de uma

mesma placa, já que foram todas provenientes das fezes de um mesmo animal (AP

176) e coletadas na mesma data (14/12/02), o mesmo ocorre com duas cepas

0136:H16, porém estas são provenientes de um mesmo animal da raça Angus %

sangue. A outra cepa STEC foi isolada da superfície interna da carcaça do animal
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Simental % sangue 68 e sorotipificada como 0152:H16. A cepa EPEC atípica

(ONT:HNT) foi coletada de amostra de água da baia 15.

Interessante notar que neste perfil, além da presença de cepas de mesma

origem donal entre animais Angus puro e % sangue, ocorre também a identificação

em diferentes amostras (fezes, água da baia e superfície interna de carcaça

refrigerada). Este fato sugere a ocorrência de contaminação cruzada na criação de

bovinos em estudo.

Todas as cepas 097:H1 agrupadas no perfil 10 foram isoladas de uma mesma

amostra (água da baia 15) e mesma data de coleta, sendo portanto provenientes de

colônias diferentes isoladas de uma mesma placa. Contudo, estas cepas mostraram­

se indistinguíveis de cepas isoladas de fezes de diferentes animais (AP 206, SP 841

e SP Belo), em datas de coleta distintas e sorotipificadas como 079:H14 e ONT:H21

(cepas provenientes dos animais SP).

Uma outra cepa da mesma amostra de água da baia 15 foi alocada no perfil 6 e

não foi passível de sorotipificação.

As duas cepas ONT:H10 agrupadas no perfil 11 foram isoladas de amostras de

fezes de dois animais distíntos, um Simental % sangue identificado como 75 e a

outra de um animal Simental puro 362, ambas apenas com gene StX1'

No perfil 12 estão duas cepas isoladas de fezes, uma ONT:H46 do animal 76

Simental % sangue apenas com o gene StX1 e a outra, uma ONT:H21 do animal

Angus puro s/n° 3 apenas com o gene StX2. Deste último animal, identificou-se outra

cepa coletada em mesma data pertencente ao perfil 21, no entanto essa foi

caracterizada como não-STEC, mais uma evidência da variabilidade de E calí

excretadas por bovinos.

Cepas STEC e não-STEC isoladas de fezes de animais de raças diferentes,

mas geneticamente indistinguíveis foram agrupadas no perfil 13, uma foi a cepa

STEC do animal 3001 Angus % sangue e a outra foi a cepa não-STEC do animal

Simental puro identificado como Boato, sendo que as duas cepas foram coletadas

em dias distintos.

Os perfis 5, 6, 10, 13 e 16 nos permitem afirmar que existiu contaminação

cruzada na criação e abate de bovinos deste estudo. Nos perfis 5, 13 e 16

encontramos cepas isoladas de amostras de fezes e de carcaça de animais de raças

distintas, que demonstram a possivel origem da contaminação das carcaças como

sendo as fezes dos animais. Os perfis 6 e 10 nos mostram a contaminação entre
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fezes, carcaças e água da baia, e entre fezes e água da baia, respectivamente.

Estes dois perfis evidenciam que a contaminação dos animais e conseqüentemente

das carcaças dos mesmos pode não ocorrer apenas pelo contato com as fezes de

outros animais, mas que esta contaminação também pode ocorrer pelo consumo de

água contaminada.

A cepa sorotipificada como 097:H1, uidA-positiva, proveniente de fezes do

animal Angus puro 179, apresentou o mesmo perfil PFGE (P5) que a cepa 0157:H7

isolada de amostra da superfície externa da carcaça do animal Nelore 852. Portanto,

há relação genética bastante estreita entre estas cepas, ambas também

apresentaram o mesmo genótipo (ehxA, eaeA, stx2 e uidA).

As duas cepas STEC alocadas no perfil 20 foram isoladas da superfície interna

da carcaça do animal Simental puro 8621, uma antes da refrigeração e a outra após

a refrigeração. Este fato é de grande importância, pois demonstra que a cepa

permanece viável após o período de refrigeração de 24 h (para a segunda coleta da

amostra de carcaça) e conseqüentemente pode chegar viável ao consumidor.

O perfil 7 demonstra que um mesmo animal (AP176) excreta cepas de E. coli

de características diferentes, mas geneticamente indistinguíveis, ao longo do tempo.

As duas cepas agrupadas neste perfil foram coletadas em datas diferentes, tendo

sido uma identificada como STEC e sorotipificada como 0178:H- e a outra, uma

EPEC atípica 085:H7.

A disseminação de perfis indistinguíveis evidenciada. pelos resultados aqui

apresentados, é decorrente do tipo de criação (confinamento) utilizado, que acaba

por favorecer a propagação e disseminação desses microrganismos. A

disseminação também foi verificada por 80nardi et aI. (2001) que pesquisaram a

presença de STEC 0157 em amostras de bovinos da Itália. A subtipificação

empregando a PFGE sugere a existência de auto-contaminação do rebanho, pois

cepas do mesmo perfil genético foram encontradas em animais de mesma baia/ lote.

Além disso, cepas de mesmo perfil também foram identificadas nas carcaças desses

animas e carcaças adjacentes, sugerindo assim a ocorrência de contaminação

cruzada.

As cepas pertencentes aos perfis 15 e 29, embora provenientes de mesma

placa, eram de colônias diferentes. No perfil 15 são três cepas 087:H25

provenientes da superfície externa da carcaça do animal Simental % sangue 74. Já
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no outro perfil, são duas cepas proveniente de amostra de fezes do mesmo animal

(Nelore 630), coletadas na mesma data e ambas positivas para o gene StX2, porém

uma foi identificada como ONT:H7 e a outra 0R:H7. Podemos supor que esta

variação na identificação do antígeno O tenha ocorrido por alguma mutação em uma

das cepas..

Para cinco das carcaças amostradas, as cepas de E. coli identificadas

apresentaram perfil PFGE idêntico à cepas provenientes de amostras de fezes e/ou

água da baia, porém não se pode afirmar a origem da contaminação dessas

carcaças uma vez que as amostras foram coletadas em diferentes datas. Podemos

apenas afirmar que cepas de E. Gol; geneticamente indistinguíveis encontraram-se

disseminadas em diferentes amostras da criação de bovinos em estudo.

Arthur et a/. (2007) avaliaram a contaminação por E. coli ü157:H7 em bovinos

antes e após o transporte até o abatedouro. Para avaliar a origem da contaminção

das carcaças, as cepas ü157:H7 das diferentes fontes foram avaliadas por PFGE e

a maioria (69%) daquelas coletadas das carcaças não apresentou perfil PFGE

relacionado aos perfis das cepas obtidas das fezes. Em 29% das cepas, o perfil

PFGE foi relacionado ao perfil das cepas coletadas das fezes e nos 2% restantes, o

perfil foi relacionado aos perfis encontrados nas amostras provenientes dos

caminhões. Esses dados indicaram que a maior parte da contaminação encontrada

apresentou origem desconhecida. Os autores acreditam que a fonte de

contaminação possa ser o ambiente dos currais onde os animais permanecem após

o transporte até o momento do abate.

A análise dos perfis obtidos empregando-se a enzima de restrição Xbal originou

o dendrograma apresentado na Figura 07.
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Figura 07 - Representação da relação genética entre os 29 perfis PFGE
(eletroforese em gel de campo pulsado) obtidos com a enzima de
restrição Xbal a partir de 66 cepas de E. colí. Consulte a Tabela 18
para identificação da origem das cepas.

Pela análise do dendrograma foi possível identificar seis clusters, sendo que o

c/uster 111 agrupou o maior número de perfis (11) e o VI o menor número (1). Com

exceção dos perfis 1 e 4 que apresentaram similaridade de aproximadamente 80%,

os demais perfis apresentaram similaridade entre si, sempre abaixo de 70%.

Os clusters 11, V e VI alocaram perfis onde todas as cepas eram provenientes

de amostras de fezes. No cluster I ficaram todos os perfis aos quais pertencem

cepas provenientes de água, juntamente com perfis que continham cepas de fezes e

carcaças. Nos demais c/usters ficaram agrupados perfis cujas cepas eram de fezes

e carcaças.

O único cluster que agrupou perfis em que todas as cepas foram caracterizadas

como STEC foi o IV (13 cepas). Nos demais encontram-se cepas STEC, EPEC

atípicas e cepas somente entero-hemolíticas.
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As cepas sorotipificadas como 0157:H7 e a cepa 097:H1 uidA-positiva foram

agrupadas em três c/usters diferentes (11, 111 e IV) e a similaridade entre eles ficou em

aproximadamente 40%, ou seja, são cepas geneticamente distintas.

A cepa 097:H1 uidA-positiva e uma das cepas 0157:H7 pertencem ao perfil 5,

que juntamente com o perfil 18 fazem parte do cluster 11. Ao perfil 18 pertencem

cepas STEC e EPEC atípicas ONT:H8 e ONT:H7. Isto indica que a cepa 097:H1

uidA-positiva é geneticamente mais relacionada com as cepas pertencentes ao perfil

18 (ONT:H8 e ONT:H7) do que com as demais cepas do mesmo sorotipo (perfil 10;

c/uster 1), além de ser indistinguível de uma cepa 0157:H7.

No c/uster 111 encontra-se outra cepa 0157: H7 (perfil 3) que apresentou maior

similaridade genética com outros dez perfis dos quais fazem parte tanto cepas STEC

quanto EPEC atípicas e mesmo cepas entero-hemolíticas de diversos

sorotipos/sorogrupos.

As demais cinco cepas 0157:H7 (perfis 1 e 4) foram agrupadas no c/uster IV

onde todas as cepas são STEC.

As cepas 0157:H7 alocadas em perfis PFGE distintos demonstram que, apesar

de pertencerem ao mesmo sorotipo, apresentam diferentes origens donais. Elas

ainda localizaram-se em diferentes c/usters mostrando maior similaridade com

outras STEC ou até mesmo com EPEC atípicas e cepas apenas entero-hemolíticas.

Resultados diferentes aos aqui apresentados são relatados por Vaz et aI.

(2006), que analisaram por PFGE cepas de E. colí isoladas do Estado de São Paulo

entre 1976 e 2003. Os autores evidenciaram que todas as cepas 0157:H7 (quatro

proveniente de amostras clínicas, uma de bovino e uma de água) ficaram agrupadas

em um mesmo c/uster. Entretanto, a avaliação por PFGE foi executada através da

construção de dendrogramas distintos para cada sorogrupo, ou seja, a comparação

foi somente entre sorogrupos (0157, 026 e 0111). Dessa maneira não há como

saber se as cepas 0157:H7 permaneceriam no mesmo c1uster caso o dendrograma

tivesse sido construído com todas as cepas, como foi em nosso trabalho.

Neste estudo alguns perfis PFGE (P6, P7, P10, P13, P18, P19 e P21)

agruparam cepas STEC, EPEC atípicas e cepas entero-hemolíticas, assim como

cepas pertencentes a diferentes sorogrupos, ou seja, tais cepas, apesar dessas

diferenças, são consideradas geneticamente indistinguíveis. Por esse motivo, optou­

se pela construção do dendrograma com todas as cepas de E. calí avaliadas por
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PFGE para, desta forma, evidenciar a similaridade entre perfis genéticos de cepas

consideradas diferentes.

Apesar de não ter sido possível traçar a origem da contaminação das carcaças

bovinas, a PFGE apresentou resultados de grande importância, uma vez que

demonstrou a disseminação e a permanência de cepas STEC na criação de bovinos

pesquisada. Além disso, indicou que existem origens donais distintas entre cepas de

mesma. categoria (STEC, EPEC atípica e cepas entero-hemolíticas) e mesmo

sorogrupo.

Nas Tabelas 20 e 21 estão sumarizados todos os resultados obtidos neste

estudo para as 66 cepas de E. col; avaliadas.

Dentre as amostras ambientais, coletadas antes da entrada dos animais no

galpão de confinamento, nenhuma apresentou contaminação por STEC, EPEC

atípica ou mesmo E. col; positiva para algum possível marcador de virulência

(entero-hemolíticas). Esse resultado demonstra que o ambiente estava livre de

contaminação antes dos animais chegarem.

O mesmo resultado foi observado para o monitoramento das amostras de ração

e seus componentes, evidenciando que essas não são fontes de contaminação dos

animais. Por outro lado, cepas STEC e/ou EPEC atípicas foram identificadas entre

os isolados provenientes de amostras de fezes e carcaças dos bovinos e de água da

baia.

Das amostras de fezes coletadas do conjunto dos animais de cada raça,

apenas nas· fezes proveniente das raças Angus puro e Simental puro foram

detectadas cepas STEC, sendo que das fezes do conjunto dos animais Angus puro

detectou-se STEC 0157:H7 (Tabela 20). Essa detecção demonstra que alguns

animais, originários de diferentes regiões e propriedades, já chegaram ao

confinamento excretando o microrganismo em suas fezes, possibilitando assim a

disseminação desse durante toda a fase de confinamento e do abate.

Já quando se fez a avaliação de fezes individuais verificou-se que em todas as

raças de bovinos avaliadas neste estudo (Nelore, Simental, Angus, Angus % sangue

e Simental % sangue) foram detectadas cepas STEC. Todos os 12 animais da raça

Angus puro avaliados, eram portadores de STEC em suas fezes. Dentre as demais

raças, cinco animais (41,7%) da raça Simental % sangue, quatro (33,3%) da raça
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Angus % sangue, um bovino (8,3%) da raça Simental puro e um outro (8,3%) da

raça Nelore apresentaram-se contaminados com cepas de STEC. Assim, do total de

60 animais avaliados, 38,3% (23) foram positivos para a presença de STEC em suas

fezes.

EPEC atípicas foram encontradas apenas em três animais (25%) da raça

Angus puro e em um animal (8,3%) da raça Angus % sangue, ou seja, do total dos

60 animais, 4 (6,7%) apresentaram contaminação por esse grupo de

microrganismos em suas fezes. Já cepas de E. coli entero-hemolíticas, foram

encontradas em três animais (25%) da raça Simental puro, em dois bovinos (16,7%)

da raça Angus puro e em um animal (8,3%) da raça Nelore, representando 10% (6)

do total de animais.

É importante destacar que os animais da raça Nelore, que correspondem à

maior proporção dos animais abatidos em nosso país, foram os que apresentaram

menor positividade para STEC, EPEC atípicas ou mesmo para E. cali entero­

hemolíticas. Isto explica o porquê da baixa detecção de STEC em produtos cárneos

em nosso país. Silveira et aI. (1999) avaliaram 886 amostras de hambúrgueres

produzidos no sul e sudeste do Brasil para a presença de E. calí 0157:H7. Nenhuma

das amostras mostrou-se contaminda com esse microrganismo, assim como

também não foram identificadas STEC não-0157.

Em Ribeirão Preto e Campinas, Bergamini et aI. (2007) avaliaram a presença

de STEC em amostras de carne e verificaram que das amostras de Ribeirão Preto,

3,5% foram positivas para STEC enquanto nenhuma das amostras coletadas em

Campinas apresentou contaminação.

Na pesquisa de Rodolpho e Marin (2007), em Taquaritinga (SP), de um total de

287 isolados provenientes de amostras de carne bovina, de moedor de carne e das

mãos de manipuladores de açougues, somente quatro (1,4%) foram confirmados

como STEC. Dessas quatro cepas, apenas duas (0,7%) eram provenientes de

amostras de carne bovina.
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Dentre as amostras proveniente das carcaças dos animais pertencentes às

mesmas raças, STEC foi encontrada nas carcaças de animais das raças Simental

puro, Simental Y2 sangue e Nelore, não sendo detectada nas demais raças. Esses

resultados ressaltam a utilização, por parte do frigorífico avaliado, e a importância

das boas práticas de produção na prevenção da contaminação das carcaças com

cepas STEC.

Considerando o total de 120 amostras de superfícies de carcaças que foram

coletadas antes da refrigeração [60 animais x 2 (superfície interna e externa)].

Destas, apenas 4 (3,3%) apresentaram-se contaminadas com cepas STEC, sendo

duas amostras provenientes de superfície interna das carcaças de um animal

Simental Y2 sangue (S Y2 72) e da raça Simental puro (SP B621). As outras duas

amostras eram da superfície externa de um animal Simental Y2 sangue (S Y2 74) e da

carcaça de um animal Nelore (N 852).

Após a refrigeração das carcaças, também foram coletadas 120 amostras e

destas, apenas 3 (2,5%) apresentaram-se contaminadas com cepas STEC. Uma

destas amostras foi obtida da superfície interna da carcaça de um animal Simental

puro (SP B621), o mesmo que havia apresentado contaminação da superfície

interna da carcaça antes da refrigeração. Estas duas cepas STEC (provenientes da

superfície interna da carcaça antes e após a refrigeração) apresentaram os mesmos

perfis de genes e PFGE e também o mesmo sorotipo (0177:H-), fato que demonstra

a capacidade de cepas STEC permanecerem viáveis após a refrigeração. Outro fato

importante é que não houve detecção de E. colí nas amostras de fezes desse

animal, com isso, pode-se considerar que a contaminação da carcaça ocorreu,

provavelmente, por contaminação cruzada, mas que provavelmente o

extravasamento do conteúdo intestinal desse animal não é a origem dessa

contaminação.

As outras duas cepas STEC obtidas de carcaças refrigeradas foram

proveniente de um único animal da raça Simental Y2 sangue (S Y2 68), porém uma foi

da superfície interna e outra da superfície externa. Este mesmo animal havia

apresentado resultado positivo para a presença de STEC em amostra de suas fezes

(cepa 093+) (Tabela 21). As cepas provenientes destas amostras (fezes e carcaças)

apresentaram sorotipos e perfis PFGE distintos, porém as três eram positivas

apenas para a presença do gene StX1. Esses dados indicam que o animal abrigava

uma variedade de STEC e sua carcaça apresentou outras duas variedades de STEC
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distintas da primeira, portanto as fezes não podem ser incriminadas como origem da

contaminação da carcaça.

Além da baixa ocorrência de STEC nas amostras de carcaça, nenhuma cepa

EPEC atípica foi encontrada nestas amostras. Dentre as E. coli entero-hemolíticas,

encontrou-se uma cepa (261-) proveniente da superfície interna da carcaça de um

animal da raça Nelore (N 513) (Tabela 20) positiva para a presença do gene ehxA e

para a produção de entero-hemolisina.

Somente a amostra de água proveniente da baia 15 (10%), de um total de dez

baias amostradas do galpão de confinamento, apresentou contaminação por STEC.

Uma das cepas identificadas nessa amostra apresentou o mesmo perfil PFGE (P6)

que a cepa proveniente de amostra da superfície interna refrigerada da carcaça do

animal Simental % sangue 68, o qual estava confinado nesta baia. A hipótese que

pode ser levantada, é que esse animal poderia estar excretando esta cepa na época

em que foi feita a coleta da água, mas que por limitações da metodologia não houve

a detecção e isso demonstraria que a contaminação da água foi proveniente das

fezes/saliva dos animais, já que não foi detectada contaminação nas amostras da

caixa d'água abastecedora.

Das. amostras de utensílios, equipamentos e ambiente coletadas no frigorífico,

não foram identificadas cepas STEC ou mesmo de E. coli positivas para algum

possível marcador de patogenicidade. Portanto, mais uma vez destacamos a

utilização e importância das boas práticas de produção, uma vez que a

contaminação das carcaças positivas para STEC não tem origem nessas amostras

. do frigorífico.

Importante ressaltar que dentre as 50 cepas STEC encontradas neste estudo,

nove (19,1%) apresentaram o gene eaeA. Estas cepas eram provenientes de

amostras de fezes do conjunto de animais Angus puro (cepa 001-) e de cinco

animais dessa mesma raça (cepas 008-,022-,023-,024-,040-,041-, 185-), além da

amostra de superfície de carcaça de animal Nelore (cepa 274-) (Tabela 20). Sete

dessas cepas são do sorotipo 0157:H7, uma é 097:H1 e a outra 079:H14. A

importância da detecção dessas cepas está no fato de se saber que cepas LEE­

positivas estão envolvidas em casos mais severos de infecções provocadas por E.

coli (Caprioli et aI., 2005; Spears et aI., 2006). Por esse motivo salienta-se que tais

cepas, principalmente aquela isolada de amostra de carcaça, são potenciais riscos à
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saúde pública, uma vez que podem contaminar o produto final. Outro dado

interessante é que as oito cepas que apresentaram variantes de intimina pertenciam

a este sub-grupo de STEC.

Os resultados desta pesquisa são de grande importância sob vários aspectos.

O primeiro deles, é que sem dúvida alguma as fezes de bovinos são potenciais

fontes de contaminação dos animais criados em confinamento, das carcaças e

outros alimentos por STEC.

Outro aspecto merece destaque: em nosso país, a contaminação das carcaças

por cepas STEC é baixa, e cepas STEC não-0157 são mais freqüentemente

isoladas de bovinos de corte criados em confinamento que cepas 0157, indicando

que 0157:H7 ainda não é um grande problema para a indústria de carnes.

Um terceiro aspecto é a baixa ocorrência de sorogrupos STEC

reconhecidamente causadores de infecções mais graves em humanos o que explica

a baixa freqüência dessas infecções no Brasil, apesar das limitações existentes com

relação a dados epidemiológicos de doenças de origem alimentar.

Embora os resultados aqui apresentados sejam de grande importância e

bastante esclarecedores, ainda existem pontos que precisam ser elucidados como,

por exemplo, a relação entre a cepa 097:H1 uidA-positiva e as cepas 0157:H7.

Também seria interessante esclarecer quais as toxinas produzidas pelas cepas que

apresentaram citotoxicidade em células Vero, mas que não apresentaram stx. Outro

ponto, que exigiria um trabalho mais longo e detalhado, é tentar identificar se há

relação entre a raça Angus e a maior freqüência de isolamento de STEC. Além

disso, a influência do ambiente pré-abate na disseminação da contaminação entre

os animais de mesmo curral e a contaminação do couro na qualidade microbiológica

das carcaças também merecem atenção.
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5. CONCLUSÕES

Baseado nos resultados e discussões aqui apresentados, pode-se concluir que:

• Os bovinos criados em sistema de confinamento são importantes

reservatórios e veículos de disseminação de STEC;

• A frequencia de contaminação das fezes dos animais por STEC varia com a

raça, e o mesmo ocorre com as carcaças;

• O ambiente de confinamento e do abatedouro, assim como a água e ração

utilizadas na criação não são as principais vias de disseminação de STEC;

• Enquanto a produção de entero-hemolisina e presença de ehxA não foram

marcadores eficientes na pesquisa de STEC, o gene uidA demonstrou ser um ótimo

marcador na pesquisa do sorotipo 0157:H7;

• Existe uma maior ocorrência, dentre os animais avaliados, de cepas STEC

não-0157;

• Dentre a variedade de sorogrupos/sorotipos encontrados, cepas 0157:H7

foram identificadas de amostras de fezes e pela primeira vez no Brasil, de amostra

de carcaça de bovino criado em confinamento. Observou-se ainda que nenhum

outro sorogrupo, relacionado a surtos e casos esporádicos de doença causada por

STEC, foi detectado;

• A detecção de cepas STEC em amostras de fezes e, principalmente em

amostras de carcaças de bovinos, evidencia o potencial risco à saúde. dos

consumidores, uma vez que essas cepas podem contaminar o produto final.
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Anexo A

Composição (g.L-1
) do caldo CAYE (Merck, Alemanha) - pH 7,0

132

- Casaminoácidos

- Extrato de Levedura

- D(+) glucose

- Cloreto de sódio

- Fosfato di-potássio hidrogênio

- Sulfato de Magnésio

- Cloreto de Manganês

20,0

6,0

2,5

2,5

8,71

0,05

0,005

o meio foi esterilizado em autoclave por 15 mino a 121°C.



Anexo B

Composição (g.L-1
) do caldo Penassay - pH 7,0

133

- Extrato de carne

- Extrato de Levedura

- Peptona

- Dextrose

- Cloreto de Sódio

- Fosfato dipotássio

- Fosfato monopotássio

1,5

1,5

5,0

1,0

3,5

3,68

1,32

o meio foi esterilizado em autoclave por 15 mino a 121°C.



Anexo C

Composição (g.L-1
) do PBS (salina tampão fosfato) - pH 7,3

134

- Cloreto de sódio

- Cloreto de potássio

- Fosfato dissódico hidrogênio

- Fosfato de potássio dihidrogênio

8,5

0,2

1,91

0,38

o tampão foi esterilizado em autoclave por 15 mino a 121°C_
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