BIBLICTECA ~

Facuidade de Cigncias Farmacéuticas
' e Gip Paule

Univgrsidade d

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Programa de Po6s-Graduagao em Ciéncia dos Alimentos
Area de Bromatologia

Caracterizacdo de Escherichia coli produtoras de toxina de Shiga
(STEC) isoladas na produgao de bovinos de corte e nas respectivas

carcagas dos animais abatidos

Ana Eucares von Laer

Tese para obtencao do grau de
DOUTOR

Orientadora

Prof?. Dra. Maria Teresa Destro

Sao0 Paulo

2008
WAL /%



DEDALUS - Acervo - CQ.

LT

30100015122

Ficha Catalogratica
Elaborada pela Divisdo de Biblioteca ¢
Documentagdo do Conjunto das Quimicas da USP.

Von Laer, Ana Eucares
V947c Caracterizacdo de Escherichia coli produtoras de toxina de
Shiga (STEC) isoladas na produc¢do de bovinos de corte € nas
respectivas carcagas dos animais abatidos / Ana Eucares Von
Laer. -- Sdo Paulo, 2008.
135p.

Tese (doutorado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade de Sdo Paulo. Departamento de Alimentos e
Nutricdao Experimental

Orientador: Destro, Maria Teresa

1. Microbiologia de alimentos 2. Bromatologia 3. Alimento :
Seguranca : Saude publica I. T. II. Destro, Maria Teresa,
orientador.

664.07 CDD




BIBLICTECA
Faculdade de Giéncias Farmacéuticas
Universidade de Sdo Paulo

Ana Eucares von Laer

Caracterizagdo de Escherichia coli produtoras de toxina de Shiga

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

carcagas dos animais abatidos

Comissao Julgadora da

Tese para obtencao do grau de Doutor

PEiDriai.Maria Teresa Destro
orientadora/presidente

1°. examinador

2°. examinador

3°. examinador

4°_ examinador

Sao Paulo, 10 de

26

de 2009



Ao tio Colmar, que sempre esteve e sempre estara comigo.



Agradecimentos

A Prof. Dra. Maria Teresa Destro pela confianga, incentivo, paciéncia, amizade
e principalmente pelos ensinamentos.

A Prof. Dra. Mariza Landgraf pelas sugestdes, confianca e amizade.

A Prof. Dra. Bernadette Dora Gombossy de Melo Franco pela amizade e
convivio.

A Dra. Karla Taddei e Prof. Dra. Marina Baquerizo pela ajuda inestimavel,
orientagao e ensinamentos na execugao do teste em células Vero.

A Dra. Kinue Irino e a Dra. Tania Maria Ibele Vaz do Instituto Adolfo Lutz pela
imensa contribuicdo na sorotipificagao e disponibilizacdo de cepas padrao.

A Dra. Roxane Maria Fontes Piazza e Dra. Marcia Regina Franzolin do Instituto
Butantan pela disponibilizagao de cepas padrao.

Ao Dr. Helge Karch pela disponibilizagao de cepas padrao.

Aos meus avés que sempre acreditaram em mim, me incentivaram e
suportaram a saudade.

A minha mae 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 possivel, me ajudou e esteve ao meu lado.

A “tia-mae” Maria, por todo o amor e alegria aoc me ver em casa, por toda ajuda
e incentivo.

Aos meus irmaos que sempre fizeram o possivel para me ajudar, em especial a
minha irma 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 Sao Paulo me deu e que levarei

comigo, Anja, Cé, Katinha, Tati, Vanessa, André, Vinicius, Gabi e Lina por todo



carinho, incentivo, apoio, ajuda, amizade e até mesmo abrigo. Sem vocés teria sido
muito dificil.

As amigas de Pelotas, Baixa, Erica, Card, Cris, Kika e Martha pela amizade,
carinho e incentivo sempre.

A minha irma de coracao, Adri, por toda a forga, carinho, conselhos e imensa
amizade.

Ao Gabriel, pelo incentivo, amizade e confianca.

A Samara e Nubia pela amizade, convivio, ajuda e alegria.

Aos amigos que passaram e que continuam no laboratério, Anderson, Crystina,
Danielle, Eb, Graciela, Hans, Janaina, Katia Lima, Keila, Ltcia, Marildes, Monika,
Matheus, Paulo, Priscila e Verénica pela amizade, colaboragao e ensinamentos.

Ao Wiadimir por nunca ter deixado de acreditar em mim, pela amizade e
conselhos.

A Fundagao de Amparo de Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) pela
concessao da bolsa de estudo e apoio financeiro para a realizagao deste trabalho.

A Ménica, Cleonice e Edilson da secretaria do departamento, pelos servigos
prestados.

A Elaine e Jorge da secretaria de Pés-Graduagao, pela atencdo dedicada e

servigos prestados.

Muito obrigadal!!



INDICE

Lista de Tabelas
Lista de Figuras
Lista de Anexos
Resumo
Abstract
1. Introdugao
Familia Enterobacteriaceae
Escherichia coli (E. coli)
Grupos enteropatogénicos
Escherichia coli produtora de toxina de Shiga (STEC)
Fatores de patogenicidade de STEC
Toxina de Shiga
liha de patogenicidade LEE (Locus of Enterocyte Effacement)
Entero-hemolisina
Infecgdes por STEC
Contaminagao dos alimentos
Ferramentas utlizadas na identificagdo e caracterizagdo de
STEC '
Criagao intensiva de bovinos (Embrapa, 2008)
2. Objetivos
Gerais
Especificos
3. Material e métodos
3.1 Material

Xi
xiii

Xiv

26
29
31
31
31
32
32

vi



3.1.1 Isolados de E. coli
3.1.2 Cepas padrao
3.2 Métodos
3.2.1 Avaliagao da atividade hemolitica
3.2.2 Avaliagao da presenca de genes eaeA, stx;, six,, uidA e
ehxA
Preparo do DNA
Reacao em cadeia da polimerase
Visualizagao dos produtos da PCR
3.2.3 Avaliagdo da presenca dos genes codificadores das
variantes de toxina de Shiga
Preparo do DNA
Reagao em cadeia da polimerase
Restricao do produto da PCR para o gene stx,B/stx,.B para
diferenciar entre as variantes Stx2 e Stx2c
Visualizagao dos produtos da PCR
3.2.4 Sorotipificacao
3.2.5 Avaliagao da presenga dos genes codificadores das
variantes de intimina
Preparo do DNA
Reacao em cadeia da polimerase
Visualizagao dos produtos da PCR
3.2.6 Avaliacao da atividade citotéxica
3.2.6.1 Citotoxicidade em células Vero (Konowalchuk et
al.,1977)
Preparo do sobrenadante das culturas de E. coli
Testes em células Vero
3.2.6.2 Citotoxicidade em células Vero (Karmali et al.,
1985)
Preparo do sobrenadante das culturas de E. coli sem
sulfato de polimixina B
Preparo do sobrenadante das culturas de E. coli com

sulfato de polimixina B

32
33
34
34

35
35
35
36

39
39
39

41
41
42

42
42
43
45
45

45

45

46

46

46

47

vii



Teste em células Vero
3.2.7 Avaliagao da produgao de toxina da Shiga por ensaio
imunocromatografico
3.2.8 Avaliagado da sensibilidade e especificidade da PCR
para deteccao de genes para Stx e do teste
imunocromatografico (Duopath®)
3.2.9 Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE)
Suspensao celular
Preparo dos blocos de agarose
Lise celular e lavagens
Restricao
Eletroforese
Andlises dos resultados
4. Resultados e Discusséao
4.1 Avaliagao da atividade hemolitica
4.2 Avaliacdo da presenca de genes eaeA, six;, six,, UidA e
ehxA
4.3 Avaliagao da presenca dos genes das variantes de toxina de
Shiga
4.4 Sorotipificagao
4.5 Avaliagao da presenca dos genes das variantes de intimina
4.6 Avaliagéo da atividade citotoxica
4.6.1 Citotoxicidade em células Vero
4.6.2 Avaliagado da producao de toxina da Shiga por ensaio
imunocromatografico
4.7 Avaliagao da sensibilidade e especificidade da PCR para
detecgao de genes para Stx e do teste imunocromatografico
(Duopath®)
4.8 Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE)
5. Conclusées '

6. Referéncias Bibliograficas

47

48

48
49
49
49
50
50
50
51
52
52

53

55
69
76
79
79

83

86
87
106
107

viii



LISTA DE TABELAS

Tabela 01 — Cepas padrao utilizadas como controle positivo e negativo nos
ensaios deste estudo, suas caracteristicas de interesse e
procedéncia.

Tabela 02 — Primers utilizados para a detecgéao dos genes sixy, stxp, eaeA,
ehxA e uidA por PCR segundo Feng e Monday (2000).

Tabela 03 — Cepas de E. coli ndo fermentadoras de sorbitol pré-

selecionadas para as avaliagdes seguintes, através dos
resultados obtidos na pesquisa da atividade hemolitica e
presenca dos genes eaeA, Sixy, Six,, uidA e ehxA.

Tabela 04 — Cepas de E. coli fermentadoras de sorbitol pré-selecionadas
para as avaliagbes seguintes, através dos resultados obtidos
na pesquisa da atividade hemolitica e presencga dos genes
eaelA, stxq, stxo, UidA e ehxA.

Tabela 05 — Sequéncia dos primers utilizados para a detecgcao dos genes
das variantes de Six por PCR.

Tabela 06 — Condigbes empregadas nos ciclos de amplificagdo da PCR
para a avaliagao da presenga dos genes das variantes de
Stx.

Tabela 07 — Sequéncia dos primers utilizados para a detecgao dos genes
das variantes de intimina, eae-a, eae-y, eae-B, eae-g, eae-(,
eae-1, eae-n, eae-K e eae-0 por PCR.

Tabela 08 — Condigoes empregadas nos ciclos de amplificacdo da PCR
para a avaliagao da presenca dos genes das variantes de

intimina.

34

36

37

38

40

40

44



Tabela 09 — Presenga dos genes eaeA, six;, six,, uidA e ehxA, producao
de entero-hemolisina e origem das cepas de E. coli. 53

Tabela 10 — Variantes dos genes six; e six, identificadas em cepas de E.

coli. 56
Tabela 11 — Caracteristicas das cepas identificadas como STEC. 60
Tabela 12 — Caracteristicas das cepas identificadas como EPEC atipicas. 62

Tabela 13 — Sorotipos/ sorogrupos e origem das 50 cepas de E. coli
caracterizadas como STEC. 70

Tabela 14 — Sorotipos/ sorogrupos e origem das 12 cepas de E. coli
caracterizadas como EPEC atipicas. 71

Tabela 15 — Distribuicado dos genes six; e/ou six, nas cepas que
apresentaram citotoxicidade em células Vero. 80

Tabela 16 — Relagéo entre a capacidade de produgédo de Stx, avaliada por

ensaio imunocromatografico (Duopath Verotoxin®) e
presenca dos genes six; e stx, por cepas STEC. 83

Tabela 17 — Avaliagao da citotoxicidade em células Vero, presenga dos

genes codificadores de Stx e detecgao e identificagdo de Stx

por teste imunocromatogragico por 50 cepas de E. coli
STEC. 85

Tabela 18 — Relagao entre os perfis genéticos obtidos com a analise por
PFGE e os sorotipos das cepas e a origem das mesmas. 88

Tabela 19 — Relagédo 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. coli sorbitol negativo avaliadas neste
experimento. 99

Tabela 21 — Cepas de E. coli fermentadoras de sorbitol avaliadas neste

experimento. 101



LISTA DE FIGURAS

Figura 01 — Esquema demonstrando o tipo de lesdo A/E causada
por cepas de STEC. Fonte: Nataro e Kaper (1998).

Figura 02 — Deteccao dos genes eaeA, six;, stx, e uidA, por PCR
segundo Feng e Monday (2000). M: marcador de
peso molecular (100 pb); C+: E. coli O157:H7 EDL-
933; C-: E. coli K12; C1-: controle negativo da reacao.

Figura 03 — Detecgao do gene ehxA, por PCR segundo Feng e
Monday (2000). M: marcador de peso molecular (100
pb), C+: E. coli O157:H7; C-. E. coli K12; C1-:
controle negativo da reacao.

Figura 04 — Deteccao dos genes sixs. (A), stxoc (B) € stxoq (C), por
PCR segundo Zhang et al. (2002a), Friedrich et al.
(2002) e Piérard et al. (1998), respectivamente. M:
marcador de peso molecular (100 pb); C+. cepa
controle positivo (Tabela 01); C-: E. cofi K12; C1-
controle negativo da reagao.

Figura 05 — Detecgao dos genes Stxzgan (A), Stxze (B) e stxx (C),
por PCR segundo Jelacic et al. (2003), Franke et al.
(1995) e Schmidt et al., 2000, respectivamente. M:
marcador de peso molecular (100 pb), C+. cepa
controle positivo (Tabela 01); C-: E. coli K12.

15

54

54

57

57

xi



xii

Figura 06 — Deteccao dos genes eaeB (A) e eaey (B), por PCR

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

respectivamente. M: marcador de peso molecular (1

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

K12; C1-: controle negativo da reagdo. - a4
Figura 07 — Representacao da relacao genética entre os 29 perfis

PFGE (eletroforese em gel de campo pulsado)

obtidos com a enzima de restricdo Xbal a partir de 66

cepas de E. coli. Consulte a Tabela 18 para

identificacao da origem das cepas. 95



LISTA DE ANEXOS

Anexo A — Composigao do caldo CAYE (Merck, Alemanha)

Anexo B — Composicao do caldo Penassay

Anexo C — Composi¢ao do PBS (salina tampéao fosfato)

Anexo D — Informagdes para os Membros de Bancas Julgadoras de

Mestrado/Doutorado

132
133
134

135

xiii



Xiv

Resumo

Escherichia coli produtoras de toxina de Shiga (STEC) sao consideradas
importantes patégenos de origem alimentar que apresentam o trato intestinal de
ruminantes domeésticos, principalmente bovinos, seu reservatorio natural. Esses
microrganismos estao associados a doengas severas em humanos, tais como colite
hemorragica (CH) e sindrome urémica hemolitica (SHU). Este trabalho teve como
objetivos avaliar a ocorréncia de STEC em diferentes fontes, ambientais ou nao, da
criagao e abate de bovinos confinados. Além disso, detectar a presenga dos genes
stx4, stx,, ehxA e eaeA; identificar cepas O157:H7 através da pesquisa do gene
uidA,; evidenciar a capacidade de produgao 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 avaliagao da presenga dos genes (stx;, stx,, ehxA, eaeA e uidA) e da
producao de Eh foi utilizada como triagem para a selegao de cepas possivelmente
patogénicas, sendo que do total de 628 isolados avaliados, foram selecionadas 50
cepas STEC e 12 consideradas como EPEC atipicas. Das STEC, 76% foram
isolados provenientes de amostras de fezes, enquanto 18% foram de amostras de
carcagas e 6% de amostras de agua da baia. Seis cepas isoladas de fezes e 1 de
carcaga foram sorotipificadas como O157:H7, todas positivas para a presenga do
gene uidA. Além do sorogrupo O157, nenhum outro, dentre os principais causadores
de surtos e casos esporadicos 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 produgao de Stx. Em 17 das STEC foi possivel identificar
o tipo de Stx produzida, através de ensaio imunocromatografico, sendo que todas
apresentaram os genes correspondentes a toxina identificada, com exce¢éo de uma
cepa de carcaga que foi positiva para a produgdo de ambas as toxinas, mas

apresentando apenas o gene six,. Através da analise por PFGE, observou-se a



disseminagao e permanéncia de cepas STEC entre os animais. Dentre as 50 cepas
STEC, 28% foram positivas para a variante Stx2d ativavel 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-B. Através dos resultados obtidos,
podemos dizer que a pesquisa do gene uidA pode ser considerada uma o6tima
ferramenta na triagem de isolados do sorotipo O157:H7. Por outro lado, o gene ehxA
e a produgao de Eh nao se mostraram como bons marcadores para pesquisa de
cepas Stx positivas. Houve uma ampla diversidade de sorotipos/sorogrupos entre as
cepas STEC tipicas. E importante salientar que, neste estudo, STEC O157:H7 foi
detectada pela primeira vez no Brasil em amostra de carcaga de bovino criado em
confinamento. A detec¢éo de cepas STEC em ambstras de fezes e principalmente
em amostras de carcacgas de bovinos demonstra um potencial risco a satde publica,

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



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 cattle breeding and slaughtering; detecting the presence of stx;, stxs, ehxA
and eaeA genes; identifying O157: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 sixy, stx;, 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 O157:H7, all 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 cytotoxic effect on Vero cells, the great maj\ority (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. All but one of these strains harbored the
gene correspondent to the identified toxin. The other strain, even though producing
both toxins, presented only stx,. It was possible to determine by PFGE the
dissemination and persistence of STEC strains among the animals. 14/50 (28%)
STEC strains 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-B. The results showed that uidA gene can be

considered an excellent tool for screening O157:H7 strains. On the other hand, ehxA



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 O157:H7 strains in
carcasses from feedlot cattle in Brazil. The detection of STEC strain in fecal samples
and in carcasses from feedlot cattle evidences the potential public health risk, once

these strains can contaminate the final product.



Introdugao 1

1. INTRODUGAO

Familia Enterobacteriaceae

A familia Enterobacteriaceae é composta por bacilos Gram negativos nao
formadores de esporos, que em geral possuem uma propor¢ao G + C de 39 a 59%
(Holt et al., 1994). A maioria € habitante do trato intestinal dos animais de sangue
quente, seja como membros da microbiota normal ou como agentes de infecgdes,
embora possam ser encontrados também amplamente distribuidos na natureza
(Bopp et al., 2003).

Os géneros mais conhecidos da familia sdo: Escherichia, Shigella, Salmonella,
Edwardsiella, Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter, Proteus e Yersinia (Bopp et al.,
2003).

A diferenciagao entre estes géneros bacterianos pode ser realizada por meio de
uma série de testes bioquimicos, porém especies pertencentes a um mesmo género
podem ser extremamente semelhantes, sendo necessario grande numero de testes
para diferencia-las, tornando o custo da analise elevado (Kuhnert et al., 2000). Além
disso, os resultados de testes bioquimicos podem apresentar variabilidade causada
pela acado de fatores ambientais sobre a expressdo génica e pelo risco de
interpretagdes e identificagbes erréneas, quando se utiliza um ndmero limitado de
testes (Farber et al., 2001).
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Escherichia coli (E. coli)

O género Escherichia € 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
al., 1994). Entretanto, a espécie de maior importancia em microbiologia de alimentos
€ sem duvida a Escherichia coli (Bopp et al., 2003).

A descricao da espécie E. coli foi feita por Theodor Escherich em 1885, que a
identificou como Bacterium coli commune e como principal agente da diarréia. Em
1958, em homenagem ao descobridor, foi oficialmente aceita a nomenclatura atual
(Kuhnert et al., 2000) e desde entao E. coli tem sido reconhecida como um
importante patégeno humano (Bell, 2002).

E. coli sao bacilos de 1,1 — 1,5 ym x 2,0 — 6,0 ym que ocorrem isoladamente ou
em pares, anaerobios facultativos e a temperatura ideal para o seu desenvolvimento
e 37°C. Podem apresentar motilidade através de flagelos peritriquios, sao capazes
de metabolizar glicose e outros carboidratos com formagao de acido e gas, tanto em
aerobiose como em anaerobiose; nao produzem oxidase, mas produzem catalase
(Holt et al., 1994).

E. coli é sem duvida, o mais importante componente da microbiota intestinal de
humanos e outros mamiferos, dentre as anaerébias facultativas, e exerce papel
importante na manutencao da fisiologia destes, sendo que a colonizagao do intestino
ocorre poucas horas ap6s o nascimento (Bell, 2002).

Existe uma grande diversidade de cepas de E. coli comensais, pertencentes a
diferentes sorotipos, e estas cepas sdo constantemente excretadas no ambiente
podendo contaminar alimentos de origem animal ou vegetal, assim como superficies
e aguas de recreacao, geralmente sem nenhum efeito adverso a satde humana
(Kuhnert et al., 2000). Porém, a presencga de E. coli mesmo nao patogénica, no
ambiente e, principalmente em alimentos e reservatérios de agua, requer atengao
especial, pois é indicativa de falta de higiene. Quando estas cepas sao patogénicas,
este indicativo torna-se um alerta de perigo a saude publica (Kuhnert et al., 2000).

As cepas de E. coli da microbiota intestinal que normalmente s&o in6cuas ao
hospedeiro, podem se tornar patéogenos oportunistas. Isso pode ocorrer apés uma
ruptura traumatica das barreiras naturais entre o intestino e outros sitios do corpo

normalmente estéreis ou mais freqiientemente, quando o sistema imune esta
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debilitado, ndo sendo capaz de conter as cepas comensais em seu ambiente natural
ou ainda, ap6s intervengdes cirdrgicas. Essas cepas também podem fazer parte de
infecgbes mistas, quando um patégeno primario rompe as defesas locais do
hospedeiro, permitindo que cepas de E. coli também sejam responsaveis pela
infeccao (Nataro e Kaper, 1998; Kuhnert et al., 2000).

O genoma de E. coli é considerado extremamente flexivel, isto &, ele perde e
ganha genes de viruléncia com relativa frequéncia. Essa flexibilidade deve-se ao fato
de a maioria dos genes de viruléncia em E. coli estarem localizados em elementos
genéticos moveis, como plésmideos, transpossons, bacteriéfagos e ilhas gendmicas
(Kuhnert et al., 2000). Sendo assim, E. coli pode tornar-se um patégeno atraves da
aquisigao de fatores de viruléncia contidos nestes elementos genéticos (Coombes et
al., 2008), tanto por transferéncia intra-especifica como também inter-especifica
(Kuhnert et al., 2000).

Portanto, algumas cepas de E. coli sdo consideradas patégenos primarios, por
apresentarem em seu genoma fatores de viruléncia (Kuhnert et al., 2000). Essas
cepas adquiriram genes de viruléncia, principalmente para producdo de toxinas,
fatores de invasao e de colonizagao (Holt et al., 1994), os quais conferem uma maior
habilidade de adaptagdo a novos nichos e permitem que elas causem diversas
doencas (Kaper et al., 2004). Estes patégenos sado conhecidos como patotipos
(Kaper et al., 2004) e sao classificados dentro de duas categorias: os patdégenos
entéricos ou diarréicos e os patoégenos extra-intestinais (Kuhnert et al., 2000). Neste
segundo grupo estdo importantes causadores de infecgdes do trato urinario e de
infecgdes nosocomiais, inclusive septicemia e meningite (Holt et al., 1994; Kaper et
al., 2004). Em pacientes imunocomprometidos, criangas e idosos, algumas das
patologias causadas por E. coli podem levar a morte (Doyle et al., 1997). As E. coli,
consideradas patdégenos entéricos, serao discutidas posteriormente.

A identificagdo bioquimica de E. coli nao permite diferenciar se uma cepa € ou
nao patogénica. Para que essa diferenciacdo seja feita, ha necessidade de
caracterizar seus fatores de patogenicidade para, entdo, classifica-las e distingui-las
dos membros ndo patogénicos da espécie (Nataro e Kaper, 1998).

A sorotipificacao, proposta pela primeira vez por Kauffmann em 1944, tem sido
utilizada como importante ferramenta na caracterizagéo de E. coli, e esta baseada na
reacao antigeno-anticorpo de anti-soros preparados contra os antigenos (Ag) O

(somatico), K (capsular) e H (flagelar) (Edwards, 1986). Essa metodologia é utilizada
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até os dias de hoje, com algumas modificagdes, sendo atualmente reconhecidos 174
Ag O (Scheutz et al., 2004), 100 Ag K e 53 Ag H (Orskov e Orskov, 1992).
Internacionalmente os sorotipos sado designados por nimeros arabicos, colocados
em seguida a cada letra representativa do antigeno, como por exemplo,
026:K60:H11 (Bopp et al., 2003).

Nem todo o isolado de E. coli, independente de sua origem, expressa os trés
antigenos simultaneamente. Assim, uma porcentagem variavel de isolados é rugosa
e, portanto, ndo possui antigeno O e outras tantas sdo imoéveis, ndo possuindo
flagelos. Em conseqiiéncia dessa variacao, a identificagdo sorologica de E. coli é
freqlentemente incompleta, ja que pode basear-se apenas no antigeno O efou H
(Campos e Trabulsi, 2004; Meng et al., 2001).

Deve-se ressaltar que o termo sorotipo € reservado para designar isolados
cujos antigenos O e H sao 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
imovel, ela é, geralmente, designada como sorotipo imovel e depois da designagao
do Ag H é colocado o sinal negativo (H-) (Bopp et al., 2003; Kuhnert et al.; 2000).

Grupos enteropatogénicos

A caracteristica melhor conservada em cepas enteropatogénicas de E. coli ¢ a
habilidade de colonizar a suberﬁcie da mucosa intestinal, vencendo o peristaltismo e
a competicao por nutrientes com a microbiota normal, inclusive outras cepas de E.
coli (Nataro e Kaper, 1998). Normalmente a infec¢ao limita-se & mucosa, mas
dependendo do estado fisiolégico do individuo, pode haver disseminagéo para
outros érgdos (Campos e Trabulsi, 2004). Excecao deve ser feita para as E. coli
produtoras de toxina de Shiga (STEC), as quais atingem também, indiretamente,
outrés partes-do corpo humano além do trato gastrintestinal, através de translocacao
da toxina (Kuhnert et al., 2000).

As cepas de E. coli consideradas como patégenos entéricos sao encontradas
em perfeita simbiose com cepas comensais (Kuhnert et al., 2000), e podem ser

divididas em categorias de acordo com os mecanismos de viruléncia especificos,
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tipo de interagao que estas cepas apresentam com linhagens celulares, as
sindromes clinicas que desencadeiam e os sorotipos.

Com base nessas caracteristicas, as E. coli podem ser divididas nos seguintes
grupos enteropatogénicos (Nataro e Kaper, 1998; Kuhnert et al., 2000; Kaper et al.,
2004: Caprioli e al., 2005):

E. coli enterotoxigénicas (ETEC) — causadoras de diarreia em criangas e
adultos de paises em desenvolvimento e em adultos de paises industrializados que
viajam para regides menos desenvolvidas, causando a “diarréia dos viajantes”. Apos
a ingestao de alimentos efou agua contarninados com o microrganismo, este
coloniza a mucosa do intestino delgado causando disfungdo do transporte de
eletrélitos e agua. Os principais sintomas sao diarréia aquosa e febre baixa;

E. coli enteropatogénicas (EPEC) — causadoras de diarréia em criangas
menores de dois anos de idade e habitantes de paises em desenvolvimento, sendo
geralmente transmitida por alimentos e agua contaminados. O microrganismo
coloniza as microvilosidades de todo o intestino sendo capaz de produzir a lesao
caracteristica A/E (attaching and effacing) que faz com que as microvilosidades
desaparecam, causando sintomas bastante severos: diarréia aquosa profusa, vomito
e febre;

E. coli enteroagregativas (EAggEC) — ocorrem principalmente em paises em
desenvolvimento, mas também sao observadas em paises industrializados. As
EAggEC apresentam um padrdao de aderéncia tipico em cultura celular, com as
células alinhadas paralelamente como se fossem “tijolos em uma parede”. Os sinais
clinicos sao diarréia aquosa e com muco, por vezes contendo sangue, febre baixa,
com ou sem vomito. Tipicamente a diarréia é persistente, com duragao superior a 14
dias;

E. coli enteroinvasivas (EIEC) — sac raramente isoladas em paises
industrializados, sendo mais comum em paises em desenvolvimento causando,
principalmente, diarréia aquosa e, em casos mais graves, desinteria. As cepas de
EIEC sao capazes de invadir e destruir os enterécitos, levando a uma intensa
inflamacao. Podem provocar também diarréia sanguinolenta pela capacidade de
invasao e de multiplicagcdo no tecido epitelial do célon, causando necrose;

E. coli difusamente aderentes (DAEC) — tém sido associadas com diarréias
persistentes em criangas, principalmente menores de um ano, mas sua

epidemiologia e mecanismo de patogenicidade ainda nao foram elucidados;
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E. coli verotoxigénicas, também chamadas de E. coli produtoras de toxina de
Shiga (VTEC ou STEC) — séo capazes de causar, em humanos, desde diarréia até
doencas mais severas como a colite hemorragica (CH) e a sindrome urémica
hemolitica (SHU) que pode ser fatal. Infec¢des por STEC ocorrem tipicamente em
paises industrializados e as formas mais severas da doenga sao observadas
principalmente em criancas e idosos. As STEC colonizam o coélon 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-hemorragica (EHEC), que além de
produzirem toxina de Shiga sdo capazes de produzir a lesdo A/E, semelhante as
EPEC.

Escherichia coli produtora de toxina de Shiga (STEC)

Por definicdo, cepas de STEC compreendem todos os isolados de E. coli que
produzem toxinas citopaticas semelhantes a toxina identificada pela primeira vez em
Shigella dysenteriae e por isso chamadas de toxina de Shiga (Stx). Elas sao tambem
conhecidas como verotoxinas (VT) devido ao efeito citopatico irreversivel que o
sobrenadante da cultura destes microrganismos causa em culturas de células Vero
(Karmali, 1989; Nataro e Kaper, 1998).

As STEC constituem um grupo bioquimica e sorologicamente heterogéneo (De
Toni et al., 2004) que inclui as E. coli entero-hemorragicas (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), responsavel pela lesao do tipo A/E (Kaper et al., 2004; Luck
et al., 2005; Mainil e Daube, 2005).

EHEC constitui um subgrupo altamente infeccioso para humanos e esta
fortemente associada com diarréia sanguinolenta e colite hemorragica. Em alguns
individuos, principalmente criangas, estes sintomas podem se complicar e gerar
seqlielas neuroldgicas e renais, inclusive sindrome urémica hemolitica, que pode
levar o individuo a morte. Surtos e casos esporadicos de doengas veiculadas por

alimentos e causadas por EHEC parecem ser resultado da ingestao de baixas
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populacées, isto &, <100 células (Caprioli et al., 2005; Vanselow et al. 2005;
Kaufmann et al., 2006).

As EHEC e as STEC podem ser divididas em linhagens evolutivas baseado em
suas propriedades gerais (sorotipos, biotipos e lisotipos) e propriedades especificas
(viruléncia). A linhagem 1 de EHEC, compreende o sorotipo O157:H7 e esta
estreitamente relacionada com cepas que sao altamente patogénicas para humanos
e a linhagem 2 de EHEC agrupa todas as outras cepas de diversos sorogrupos (OS5,
026, 0103, 0111, 0118, entre outros). Para as STEC, a linhagem 1 agrupa as
cepas associadas com o Ag flagelar H21 (091, O113 e outros) e que sao
patogénicas para humanos, ja as STEC linhagem 2 compreendem todas as cepas
nao patogénicas ou de baixa pafogenicidade para humanos (Mainil e Daube, 2005).

E. coli O157:H7, considerado o modelo de EHEC (Tutenel et al., 2003), foi
isolado pela primeira vez em 1975 de uma mulher na Califérnia (EUA), mas s¢ foi
reconhecido como importante patégeno humano capaz de causar doengas de
origem alimentar, a partir de 1982 quando houve o primeiro relato de surto nos
Estados Unidos (Riley et al., 1983). Desde entao, varios surtos e casos esporadicos
de colite hemorragica e sindrome urémica hemolitica tém sido reportados
mundialmente, causados pela ingestdo de alimentos contaminados com este
microrganismo (Childs et al., 2006; Erickson e Doyle, 2007).

A questao levantada pelos pesquisadores é se este patégeno sempre existiu e
simplesmente n&o estava sendo diagnosticado ou se realmente € um microrganismo
recente. De fato, houve um aumento na freqiiéncia de identificagao de E. coli
0157:H7 desde sua descoberta, mas isso nao significa que o seu surgimento tenha
ocorrido nesta época, uma vez que alguns casos de SHU anteriores ao
reconhecimento do sorotipo permaneceram sem a identificagdo do agente causal
(Nataro e Kaper, 1998).

Acredita-se que o antecessor de STEC O157:H7 e de EPEC O55:H7 tenha sido
o0 mesmo e que tenha existido a aproximadamente 4,5 milhées de anos (Vanselow et
al., 2005). Como E. coli O157:H7 e O55:H7 sao geneticamente muito relacionadas,
€ provavel que a primeira tenha evoluido a partir da segunda através da aquisicao
de genes para a toxina de Shiga e possivelmente outros fatores de patogenicidade,
via transferéncia horizontal e recombinagdes. Entretanto, ainda & desconhecido

como esse evento ocorreu (Bettelheim e Beutin, 2003; Vanselow et al., 2005).
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Existem algumas diferengas entre os isolados de E. coli O157:H7, e essa
diversidade é manifestada nas variagdes das caracteristicas fenotipicas, tais como
sobrevivéncia no ambiente e tolerancia ao pH.

Algumas cepas de E. coli O157:H7 sao &acido-tolerantes (Conner e Kotrola,
1995). Essa caracteristica permite que sobrevivam em produtos alimenticios, tais
como cidra de maca (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 al., 1998; Miller e Kaspar, 1994), sucos de frutas,
maionese e carnes fermentadas, assim como passem sem danos pelo trato
gastrintestinal (Vanselow et al. 2005). Zhao et al. (1993) evidenciaram que E. coli
0157:H7 pode sobreviver por até 31 dias em cidra de maca, quando a populagao
inicial for de 10° UFC . mL™ contudo, outras STEC podem nao apresentar essa
caracteristica.

Por defini¢gdo, o sorotipo O157:H7 difere das demais linhagens de E. coli por se
multiplicar pouco ou nao se multiplicar a 44°C, geralmente nao fermentar o sorbitol
em 24 h e nao produzir B-glucuronidase (Gunzer et al., 1992; Meng et al., 2001).
Entretanto, ja foram isoladas cepas O157 fermentadoras de sorbitol (Gunzer et al.,
1992).

Embora o sorotipo O157:H7 seja considerado o mais importante e mais
estudado, a ocorréncia de infecgbes causadas por outras STEC nao-O157 tém
aumentado em muitos paises. Mais de 200 sorotipos diferentes de STEC n&ao-O157
tém sido isolados de infecgbes humanas, sendo que mais de 100 ja foram
detectados em pacientes com SHU (Bettelheim e Beutin, 2003). Em muitos paises,
esses sorotipos sao mais freqientemente isolados de pacientes com diarréia e SHU
do que cepas 0157 (Park et al., 2003; Vaz et al., 2004; Brooks ef al., 2005).

Tendo em vista que as metodologias laboratoriais normalmente utilizadas,
principalmente em laboratorios clinicos, baseiam-se em caracteristicaé especificas
do sorotipo O157:H7, doengas causadas por'outros sorogrupos nao-0O157, assim
como por cepas O157 fermentadoras de sorbitol provavelmente tém sido sub-
relatadas (Bettelheim e Beutin, 2003; Vanselow ef al. 2005; Kaufmann et al., 2006).

Em 1988 na Bavaria, Alemanha, foi identificada pela primeira vez cepa de
STEC O157:H- fermentadora de sorbitol, proveniente de amostra de fezes de
paciente com SHU (Gunzer et al., 1992). Desde entdo, esse sorotipo tém sido
freqUentemente identificado como um importante causador de doengas em

humanos. Relatos indicam que na Alemanha mais de 10% dos casos esporadicos
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de SHU sao causados por cepas STEC 0O157:H- fermentadoras de sorbitol
(Mellmann et al., 2008).

Dentre os sorogrupos nao-0O157 mais freqiientemente envolvidos em surtos de
doencas de origem alimentar em todo o mundo, encontram-se 026, 048, 091,
0103, 0104, 0111, 0113, 0121 e 0145, pertencentes principalmente a linhagem 2
de EHEC e a linhagem 1 de STEC (Perelle et al., 2004; Mainil e Daube, 2005;
Perelle et al., 2007).

O termo EHEC foi inicialmente criado para denominar E. coli O157:H7
responsaveis por CH e SHU. Como nos dias de hoje reconhece-se um grande
nimero de sorotipos também envolvidos nessas doencas, a aplicacdo da
denominagdo EHEC ficou bastante confusa. Em virtude disso e para facilitar a
compreensao deste texto, no restante do trabalho, sera utilizada a denominacao
STEC para englobar todas as cepas produtoras de toxina de Shiga

independentemente da presenca de LEE.

Fatores de patogenicidade de STEC

Andlises genéticas do DNA de E. coli O157:H7 mostraram que 20% do
cromossomo e constituido de sequéncias que nado estdo presentes no DNA de E.
coli K12, nao patogénica. Esta porgao de DNA foi provavelmente adquirida de outras
espécies bacterianas através de fransferéncia genética horizontal (Caprioli et al.,
2005).

E. coli O157:H7 apresenta 1387 novos genes se comparado a E. coli K12,
incluindo possiveis fatores de viruléncia, fatores metabolicos, varios pro-fagos e
alguns genes de fungéo ainda desconhecida (Vanselow et al., 2005).

Ainda nao estéo identificados todos os fatores de viruléncia de STEC, porém
alguns j& sdo bem conhecidos e caracterizados, como a toxina de Shiga 1 e 2
(O'Brien e La Veck, 1983), a intimina (Frankel et al., 1998) e a entero-hemolisina
(Pierard et al., 1997). Entretanto, sabe-se que mesmo cepas que nao produzem
intimina e/ou entero-hemolisina podem estar envolvidas em casos de infecgdes

graves (Karmali, 1989).
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Outros possiveis fatores de viruléncia vém sendo pesquisados, principalmente
fatores de aderéncia, como a proteina ToxB, necessaria para a completa expressao
da aderéncia pela cepa 0157:H7 Sakai (Tatsuno et al,, 2001); lha, uma proteina
que confere aderécia similar a proteina IrgA do Vibrio cholerae (Tarr et al., 2000),
Efa1, um fator de aderéncia em STEC (Nicholls et al., 2000); e Saa, uma adesina
autoaglutinante identificada em cepas LEE-negativas (Paton et al., 2001). Além
destes, os genes katP (catalase peroxidase), espP (serina protease extracelular) e
stcE (metaloprotease secretada), também estido sendo avaliados, mas a
participacao destes na viruléncia de STEC necessita de confirmagdes adicionais
(Ritchie et al., 2003).

Toxina de Shiga

A primeira descrigdo de que cepas de E. coli poderiam produzir toxinas, que
afetavam de forma irreversivel culturas de células Vero (células do rim de macacos-
verdes), ocorreu em 1977 e em virtude dessa acéo as toxinas foram denominadas
verotoxinas (Konowalchuk et al., 1977). As verotoxinas também s&o chamadas de
toxinas de Shiga, devido a homologia na seqiiéncia de aminoacidos, estrutura e
atividade com a toxina produzida por Shigella dysenteriae sorotipo 1 (Cebula ef al.,
1995).

Além do sorogrupo 0157, outros 400 sorotipos nao-0157 tém sido descritos
como produtores de toxina, os quais constituem importantes fatores de risco para
humanos (Padola et al., 2004).

As toxinas de Shiga sao os fatores de viruléncia primarios de STEC (Coombes
et al., 2008; Maurer et al., 2008) e apresentam atividade citotdxica além das culturas
de células Vero também nas de células Hela (Pollard et al, 1990). Porém, é
importante ressaltar que apesar da grande importancia de Stx como fator de
viruléncia, e por isso as STEC serem consideradas potenciais patbgenos para os
humanos, nem todas as cepas produtoras de Stx sdo capazes de causar doengas,

pois a patogenicidade é multifatorial (Peterson et al., 2007; Coombes et al., 2008).
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Sao reconhecidos até o momento dois grupos de toxina de Shiga denominados
Stx1 e Sitx2, os quais sao antigenicamente distintos e codificados por genes
diferentes, mas apresentam a mesma estrutura molecular e atividade biologica
(Strockbine et al., 1988; Law, 2000).

Stx1 é praticamente igual a toxina produzida por Shigella dysenteriae sorotipo
1, enquanto Stx2 apresenta homologia de aproximadamente 60% na sequéncia de
aminodacidos com Stx1. As cepas de STEC podem carrear genes para a produgao
de uma ou ambas as toxinas, assim como as variantes destas (Smith e Scotland,
1988). A informagao genética para a produgédo de Stx1 e 2 estd contida em um
bacteriofago integrado no cromossomo de STEC (Caprioli et al., 2005; Spears et al.,
2006).

As proteinas Stx séo do tipo AB5, ou seja, sao formadas por uma subunidade A
e cinco subunidades B, sendo essas ultimas responsaveis pela ligagao da toxina aos
receptores das ceélulas eucaridticas. A subunidade A é responsavel pela atividade
citotoxica (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 o RNA ribossomal e inibindo a sintese protéica, o que leva a morte da
célula hospedeira (Boerlin, 1999; Hoey et al., 2003).

Em humanos, apdés a ingestdo, as células de STEC passam pelo ambiente
acido do estémago e colonizam o intestino através da aderéncia as paredes deste,
principalmente na parte distal do intestino delgado e célon. Ali o microrganismo
produz Stx, que é entdo internalizada pelas células do hospedeiro e atinge a
corrente sanguinea. Na circulagdo, as Stx permanecem junto aos leucécitos
polimorfonucleares e sao carregadas até o tecido alvo, onde sao transferidas para
as células do endotélio microvascular renal (Te Loo et al.,, 2000) ou do cérebro
(Bielaszewska et al., 2005).

Elas sdo entdo, transportadas para o reticulo endoplasmatico, membrana
nuclear e nucleo, e a subunidade A da toxina cliva o glicosideo ligado ao rRNA 28S,
levando a interrupgao da sintese protéica e a morte celular. Stx tem como alvo os
tecidos cujas células expressam o receptor glicolipidico apropriado, Gb3, que é
reconhecido por sitios da subunidade B da toxina (Vanselow ef al. 2005).

No rim, a toxina causa danos as células endoteliais, resultando na obstrugdo

dos microvasos e posterior inflamacgao renal, que pode ocasionar SHU e até mesmo
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faléncia renal. Stx também pode provocar danos ao célon, o que resulta em diarréia
sanguinolenta, necrose e perfuracdo intestinal (Kaper et al., 2004). No cérebro,
causa coagulo e freqiientemente a morte do paciente (Park et al., 1999).

Foi demonstrado que os receptores Gb3 de bovinos estdo localizados nas
células epiteliais das criptas da submucosa adjacente do trato gastrintestinal (Hoey
et al., 2002), porém estes receptores sao resistentes a Stx1, em contraste com as
celulas 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 al, 2003). Este fato explicaria a
sintomatologia de diarréia branda ou a auséncia de sintomas nos animais, tornando-
os simplesmente reservatorios do microrganismo (Elder ef al., 2000).

As variantes de Stx1 e Stx2 sao definidas de acordo com a variabilidade
antigénica, toxicidade diferenciada a células ou animais, capacidade de ser ativada
pela elastase de camundongo e pelas diferengas na seqiéncia do DNA ou de
aminoacidos das subunidades A e B da toxina (Paton e Paton 1998; Bettelheim e
Beutin, 2003).

Stx1 constitui um grupo particularmente homogéneo, no qual existem apenas
duas variantes: Stx1c (Zhang et al., 2002a) e Stx1d (Burck ef al., 2003). Stx1c é a
mais comum dentre as variantes de Stx1 e era anteriormente chamada de Stx10X3
(Zhang et al. 2002a).

Stx2 constitui um grupo mais heterogéneo e compreende as variantes Stx2c
(Schmidt et al., 1991), Stx2d (Piérard et al., 1998), Stx2e (Weinstein et al., 1988),
Stx2f (Schmidt et al., 2000), Stx2d elastase (mucus)-ativavel (Stx2d atv.) (Melton-
Celsa et al., 1996), Stx2g (Garcia-Aljaro et al., 2006), entre outras que tém sido
descritas.

Estudos epidemiologicos t€ém revelado que Stx2 esta mais associada com
doengas humanas severas que Stx1 (Caprioli et al., 2005; Mainil e Daube, 2005;
Zaki e EI-Adrosy, 2007), porém algumas das variantes de Stx2 sdo menos
patogénicas para humanos (Piérard et al., 1998).

As variantes mais frequentemente encontradas em cepas isoladas de pacientes
com CH e SHU sao Stx2d ativ. e Stx2c (Capﬁoli et al., 2005; Cergole-Novella et al.,
2006; Spears et al., 2006; Beutin ef al., 2007; Persson et al., 2007). Por outro lado,
cepas que produzem Stx1c, Stx2d, Stx2e e Stx2f sdo usualmente isoladas de casos
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de diarréia branda (Caprioli et al., 2005) ou de casos assintomaticos (Piérard et al.,
1998; Beutin et al., 2007).

Cepas STEC produtoras de algumas variantes de Stx podem ser associadas as
espécies animais como seus principais reservatorios. Assim, aquelas que produzem
Stx1c e/ou Stx2d estao associadas com ovinos (Brett et al., 2003b) e caprinos (Vu-
Khac e Cornick, 2008), Stx2e com suinos e Stx2f com pombos selvagens (Schmidt
et al., 2000).

Cepas que produzem Stx2e sao citotoxicas apenas para células Vero (Johnson
et al., 1990) e foram por algum tempo consideradas patogénicas somente para
suinos. Entretanto, tais cepas principalmente do sorogrupo O101 ja foram isoladas
de paciente com diarréia e também com SHU, indicando sua patogenicidade
também para humanos (Franke et al., 1995). Cepas Stx2e-positivas sao o segundo
tipo mais freqlientemente isolado em amostras ambientais na Franc¢a, sendo cepas
Stx2d-positivas as mais freqientes (Vernozy-Rozand et al., 2004).

Stx2f é uma variante de Stx2 com antigenicidade alterada e produgéo reduzida
(Koitabashi et al., 2006). Stx2d atv., descrita por Melton-Celsa et al. (1996), € uma
toxina que apos ativagao por muco intestinal humano ou de camundongo, torna-se
mais citotdxica a cultura de células Vero. Essa observagao sugere a possibilidade de
que STEC produtoras destas Stx podem ser mais virulentas e/ou compensar a
auséncia de outros fatores de viruléncia. A substancia ativadora no muco de
camundongos € uma elastase, que apresenta grande homologia com a elastase 1IB
de humanos (Kokai-Kun et al., 2000).

Bielaszewska et al. (2006) avaliaram a 'ativa(;éo pelo muco intestinal de
camundongos e de humanos de outras Stx produzidas por STEC de isolados
clinicos, e concluiram que nenhuma outra Stx, além da Stx2d atv., sofreu alteragao
na citotoxicidade. Outra observagéao importante feita pelos pesquisadores foi que as
cepas STEC que apresentaram o gene sfX,qa, €M sua maioria, foram provenientes
de pacientes adultos com SHU, diferente das cepas produtoras de outras Stx2, que
normalmente sdo encontradas em criangas menores de cinco anos de idade

também com SHU.

A perda ou tranferéncia do gene stx parece ocorrer durante infecgées humanas
e pode levar a mudangas do tipo patogénico da cepa infectante. Melmann et al.

(2008) descrevem o isolamento de uma cepa STEC O157:H- positiva para o gene
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stx, a partir de fezes de um paciente com SHU oito dias ap6s o inicio da diarréia, e
que passados trés dias da primeira coleta, as fezes passaram a conter E. coli
0157:H- six-negativo. Esta perda do gene six é de grande importancia para os
laboratorios de diagnéstico, principalmente quando a coleta é feita em estagio mais
avangado da doenga. Além disso, prejudica investigagoes epidemiolégicas, uma vez
que cepas de E. coli stx-negativo isoladas de amostras de fezes nao podem ser

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

Toxinas idénticas ou similares as Stx podem ser encontradas em outras
espécies bacterianas, como Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Aeromonas

spp. e Shigella spp. (Vanselow et al. 2005).

llha de patogenicidade LEE (Locus of Enterocyte Effacement)

As ilhas de patogenicidade sao regides gendémicas grandes (10-200 kb) que
estdo presentes no genoma de cepas patogénicas de microrganismos, mas ausente
em cepas nao patogénicas da mesma espécie ou de espécies relacionadas (Kaper
et al., 2004). Tais regides gendmicas, constituem um pool de genes flexiveis que
contribuem para a evolugao do patégeno (Frankel et al., 1998), sao regides instaveis
do cromossomo e podem ser perdidas espontanemente (Vanselow et al., 2005).

Algumas cepas de STEC que causam enfermidades em humanos aderem e
colonizam o epitélio intestinal de forma similar a EPEC, por apresentarem também a
ilha de patogenicidade LEE. Esta € uma adesao localizada que corrompe a fungao
das células epiteliais e induz a uma lesao histopatologica caracteristica das
microvilosidades, a lesao A/E (Figura 01) (Jerse et al., 1990).

A lesao do tipo A/E nao é diretamente responsavel pela diarréia sanguinolenta
observada nas infecgdes causadas por STEC. A ocorréncia desse sintoma pode ser
explicada por algumas hipéteses: pode ocorrer a inibicao da absorcdo de sédio e
cloretos pelas células do intestino; ativacdo do canal de cloretos nas
microvilosidades; aumento da permeabilidade paracelular; produgdo de outras
toxinas; ou resposta inflamatoria na mucosa e produgédo de citocinas (Mainil e
Daube, 2005).
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Figura 01 — Esquema demonstrando o tipo de lesdo A/E causada por cepas de
STEC. Fonte: Nataro e Kaper (1998).

A presencga de LEE é detectada pela amplificagdo de eaeA através da utilizacao
de um par de primers para a regiao central do gene, a qual é conservada tanto entre
as cepas STEC como EPEC (Hayes et al., 1995).

Dentre os genes presentes em LEE, eaeA é um importante marcador de
viruléncia de STEC (Chahed et al., 2006) e codifica a intimina, proteina de
membrana externa que promove a adesao intima da bactéria ao epitélio intestinal
(Frankel et al., 2001).

O gene eaeA aparentemente nao € necessario para a viruléncia das cepas
STEC (Paton et al., 1999), entretanto, cepas LEE-positivas estao associadés com
doengas humanas mais severas, enquanto STEC LEE-negativas séo raramente
isoladas de casos de diarréia sanguinolenta e SHU. As poucas excegbes relatadas
indicam que as cepas LEE-negativas possuem outro mecanismo de adesao e
colonizacao da mucosa intestinal, tdo eficiente quanto a adesao A/E (Caprioli et al.,
2005; Spears et al., 2006).

Luck et al. (2005) compararam in vitro as propfiedades de aderéncia de cepas
de STEC LEE-negativas com cepas LEE-positivas e verificaram que as cepas LEE-
negativas foram internalizadas pelas células epiteliais, ao contrario das cepas LEE-
positivas que permaneceram extracelulares. Os pesquisadores sugerem que as
cepas LEE-negativas utilizam o mecanismo de invasao das células do hospedeiro

para colonizar o epitélio intestinal e compensar a inabilidade de formar a lesdo A/E.
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LEE é constituida por trés médulos funcionais diferentes. O primeiro codifica o
sistema de secregao tipo lll (TTSS), que exporta moléculas efetoras; o segundo
codifica proteinas EspA, B e D, que funcionam como parte do aparato de secre¢ao
tipo lll e o terceiro médulo 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 al., 2005). Tir apresenta dois dominios
transmembrana, cuja porgaoc terminal de ambos localiza-se no interior da célula
hospedeira e nas porgoes extracelulares situam-se os sitios de ligacao da intimina
(Nougayrede et al., 2003).

Apos as células bacterianas entrarem em contato com as células da mucosa
intestinal, o microrganismo exporta através do TTSS, Tir e EspB para o interior da
célula epitelial através de uma proteina temporaria de transporte, a EspA. Ocorre
entdo, uma seérie de alteragdes no citoesqueleto celular, resultando no
desaparecimento das microvilosidades, formagao do pedestal, que sera o local de
ligacdo da bactéria, e acumulo de actina polimerizada diretamente abaixo da
bactéria aderida. A seguir, a intimina liga-se a Tir, formando a ligacao intima
caracteristica de microrganismos LEE-positivos (Peterson et al., 2007). A expressao
dos genes que codificam estas proteinas é fortemente influenciada pela presenga de
ions bicarbonato (Vanselow et al. 2005).

A intimina € uma proteina de 94 kDa (Law, 2000), que apresenta variantes
antigénicas distintas (a, B, v, 8, ¢, ¢, n, 8, 1, e K) (Zhang et al., 2002b), que podem
indicar a origem filogenética das STEC (Pradel et al.,, 2008) e que tém mostrado
tropismos por determinados tecidos no hospedeiro. Por exemplo, a variante vy,
expressa por STEC O157:H7, demonstra tropismo pelo epitélio do intestino humano
associado as placas de Peyer (Fitzhenry et al., 2002).

As variantes n, 6, 1, e kK sdo raramente associadas com cepas provenientes de
infeccbes humanas graves (Zhang et al., 2002b).

Zhang et al. (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 numero maior de variantes de intimina €& encontrada em isolados
provenientes de ruminantes, enquanto isolados provenientes de casos clinicos,

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

Na literatura sdo encontradas diversas designag¢des para as variantes de eaeA,

0 que causa certa confusao e dificulta a comparacgao dos dados de diferentes fontes.

Entero-hemolisina

Dentre as categorias de E. coli, tanto as uropatogénicas como as
enteropatogénicas podem produzir quatro tipos distintos de hemolisina, que sao
classificadas conforme a fase de desenvolvimento bacteriano em que sao
sintetizadas e o tipo de eritrécito que lisam.

A o- e a P-hemolisina sdo produzidas na fase logaritmica, enquanto a y- e a
entero-hemolisina sdo produzidas na fase estacionaria. A a- € a B-hemolisina
provocam hemolise em eritrocitos de cavalo, coelho e ovelha, enquanto a y-
hemolisina e a entero-hemolisina lisam eritrécitos de cavalo e ovelha e ovelha e
coelho, respectivamente (Bhakdi et a/., 1986).

A entero-hemolisina de E. coli esta relacionada, mas nao & idéntica, a o-
hemolisina, havendo 60% de homologia em suas seqiéncias (Feng e Monday,
2000). Ambas apresentam massa molecular similar, sdo termolabeis e sao obtidas
no sobrenadante da cultura das bactérias. Porém, diferentemente da a-hemolisina, a
entero-hemolisina ndo necessita de ions calcio para sua ativacao, estabilidade e
acao na membrana dos eritrocitos (Chart ef al., 1998).

A producao de a-hemolisina pode ser detectada ap6s trés horas de incubagao
em meio de cultura apropriado, enquanto a entero-hemolisina necessita de uma
incubagao overnight (Beutin, 1991). O gene responsavel pela expressdo da o-
hemolisina, a-hlyA, normalmente é encontrado em cepas de E. coli uropatogénicas
(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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al., 2001; Padola et al., 2004; Kaufmann et al., 2006; Vaz et al., 2006), enquanto
outros o denominam como EHEC-hly ou E-hly (Paton e Paton, 1998; Urdahl et al.,
2003; Padola et al., 2004; Caprioli et al., 2005; Rigobelo et al., 2006b; Aldick ef al.,
2007) e esta contido em um plasmideo de viruléncia de aproximadamente 60 MDa.
A seqiiéncia de nucleotideos deste plasmideo demonstra que ele codifica 35
proteinas, algumas das quais estao provavelmente envolvidas na patogenicidade do
microrganismo (Nataro e Kaper, 1998; Caprioli et al., 2005).

A sintese de entero-hemolisina esta associada a producgdo de Stx 1 e/ou 2 em
isolados de STEC tanto de origem humana como animal (Mainil e Daube, 2005), e
raramente esta associada a outras cepas de E. coli, o que sugere que a entero-
hemolisina pode ser utilizada como um marcador para cepas STEC (Beutin, 1991). A
grande maioria das cepas O157:H7, e uma ampla quantidade de cepas STEC nao-
0157, séo positivas para a produgao de entero-hemolisina (Nataro e Kaper, 1998).

A entero-hemolisina € uma proteina de 110 kDa que atua destruindo eritrocitos,
leucocitos, células endoteliais, granulocitos, monoécitos e linfocitos T humanos,
através da formacgao de pequenos poros (Mainil e Daube, 2005).

A participagao da entero-hemolisina na viruléncia de cepas de STEC ainda nao
esta esclarecida (Chahed et al., 2006) e parece ndo ser necessaria para o
desenvolvimento de SHU (Hazarika et al., 2004).

Infecgbes por STEC

Diversos fatores podem influir na capacidade de STEC em causar doenga em
humanos, cabendo destacar a idade e estado imunolégico do hospedeiro além da
habilidade do microrganismo em produzir fatores de patogenicidade como entero-
hemolisina e intimina (Kawano et al., 2008). Porém, antes de tudo, para que o
microrganismo cause infecgdo é necessario que o mesmo apresente habilidade para
sobreviver ao baixo pH do estémago (Diez-Gonzalez e Russel, 1999).

Apos a ingestao do microrganismo, o periodo de incubacao é de trés a quatro
dias, durante o qual ocorre a colonizagao do intestino (Doyle et al.,, 1997). A CH é
caracterizada pelo aparecimento repentino de fortes dores abdominais, seguida de

diarréia aquosa nao sanguinolenta, podendo ocorrer febre de curta duragéo e



Introdugao 19

vémitos. Apdés um ou dois dias a diarréia passa a conter sangue com aumento das
dores abdominais. Na maioria dos casos os sinfomas sao autolimitados durando por
volta de uma semana (Doyle et al., 1997), mas em aproximadamente 10% dos
pacientes, principalmente criangas e idosos (chegando a até 30% em alguns surtos),
a doenga pode progredir para SHU (Nataro e Kaper, 1998).

A SHU é a principal causa de faléncia renal em criangas (Caprioli et al., 2005) e
€ caracterizada por anemia hemolitica, trombocitopenia e faléncia renal (Nataro e
Kaper, 1998), quadro este que requer dialise e transfusoes de sangue e cuja taxa de
mortalidade pode chegar a 10% (Bell, 2002). Alguns individuos podem exibir
sintomas neurolégicos podendo até mesmo ocorrer derrame cerebral (Vanselow et
al., 2005).

A purpura trombocitopénica trombética (TTP) & uma doenga também associada
com STEC e compartilha algumas caracterisitcas com a SHU, tais como a
trombocitopenia, a anemia hemolitica e, em grau variado, sintomas renais e
neurologicos. Entretanto, hd algumas diferengas clinicas importantes, na TTP os
sintomas abdominais sdo comuns e a febre € mais proeminente (Tarr, 2009).

No Brasil existem poucos relatos de infecgbes causadas por STEC. Guth et al.
(2002b) relataram pela primeira vez um caso de paciente com SHU causada por
STEC. Em margo de 2001 um menino de oito meses de idade do nordeste do Brasil
foi admitido na emergéncia de um hospital em Sao Paulo, com sintomatologia que
se agravou para faléncia renal. A crianga foi diagnosticada como portadora de SHU,
e da cultura de suas fezes foi identificada E. coli produtora de entero-hemolisina e de
Stx1. A presenga dos genes stx; e eaeA foi confirmada por PCR e a cepa foi
sorotipificada como E. coli 026:H11.

Em um estudo realizado por Vaz et al. (2004) foram analisadas 2607 isolados
de E. coli provenientes de pacientes com diarréia do Estado de Sao Paulo, entre os
anos de 1976 e 1999. Foram identificadas 29 cepas como STEC, com predominio
dos sorotipos 0111 e 026. Os autores descreveram também, pela primeira vez no
Brasil, a associa¢ao de outros sorotipos tais como 055:H19, 093:H19 e O118:H16,
em infecgbes humanas.

Em nosso pais, o sorotipo O111:H- é o mais freqliente dentre as cepas de
STEC isoladas de casos de diarréia (Guth et al., 2002a), enquanto o sorotipo

026:H11, é considerado o segundo mais freqtiente (Guth et al., 2002b).
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Irino et al. (2002) relataram pela primeira vez no Brasil o isolamento de trés
cepas de E. coli O157:H7 associadas com doenga humana no Estado de Sao Paulo.
A primeira foi identificada entre as cepas da cole¢do de culturas do Laboratério de
Microbiologia do Instituto Adolfo Lutz (Sdo Paulo — Brasi) em um estudo
retrospectivo. Essa cepa havia sido isolada em 1990 de um paciente de 18 anos
com diarréia e portador do virus 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 nao fermentadoras de sorbitol, contendo sequiéncias dos
genes six, e eaeA e produtoras de entero-hemolisina.

Santos et al. (2007) relataram um caso de um adolescente morador da cidade
do Rio de Janeiro que foi internado em um hospital daguela cidade, com sintomas
de diarréia mucosanguinolenta e colicas abdominais intensas. Da cultura de suas
fezes foi isolada E. coli O157: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 analise microbiologica da matéria-
prima da salada sugere que a contaminagao ocorreu durante o preparo da refeigéo.

Também em 2007, Souza et al. relataram um caso de SHU em uma crianga de
19 meses de idade de cuja cultura de fezes foi identificada E. coli O165:H-
carreadora dos genes sixy, Sixa. € eaeA. Segundo os pesquisadores, a origem da
doenca nao foi tragada, entretanto houve o relato de que a crianga havia comido
queijo feito em casa, que pode ter sido a fonte do agente etiolégico.

Ao contrario do que ocorre no Brasil, na Argentina a incidéncia de casos de
SHU é bastante elevada (300 — 400 casos por ano), sendo que STEC O157:H7 tém
sido relatada como o principal agente causal. Isolados ndo-0157 também tém sido
encontrados em amostras de animais e alimentos daquele pais e alguns deles tém
sido envolvidos em casos de CH e SHU (Padola et al., 2002).

Nas infecgbes por STEC o diagnodstico rapido € muito importante para o
tratamento tanto de CH como de SHU. A identificagcao do sorotipo e, se posssivel, a
avaliagdo da capacidade do isolado produzir Stx, sdo analises importantes para o
tratamento eficaz da infec¢ao (Koitabashi et al., 2006). |

Para essas infecgbes ndo €, de maneira geral, aconselhavel o uso de

antibidticos para o tratamento, pois estes podem causar a lise bacteriana e, assim,
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promover uma maior liberagao de Stx e/ou causar o aumento da expressao dos
genes responsaveis pela produgdo da toxina. Além disso, muitos isolados
apresentam resisténcia a alguns antimicrobianos (Mora et al., 2005).

Entretanto, alguns estudos revelaram que a administragdo de certos
antimicrobianos ja no inicio da infecgcao pode prevenir que a doenc¢a progrida para
SHU (Fukushima et al., 1999; lkeda et al., 1999).

A propagacao no ambiente de isolados STEC resistentes a agentes
antimicrobianos pode ser decorrente do uso destes agentes na terapia ou profilaxia
de infecgdes e também como promotores do crescimento dos animais (White et al.,
2002).

Acredita-se que humanos possam desenvolver imunidade para O157:H7
(Vanselow et al., 2005). Em um surto de infec¢do causado por O157:H7 veiculada
pelo sistema de agua em uma zona rural dos Estados Unidos, no verao de 1998, o
nimero de adultos residentes naquela area que desenvolveu infeccdo foi bem
menor que o numero de criangas e de visitantes. Este fato foi justificado pela
aquisicao de certa imunidade devido a exposigao continua ao patdégeno (Olsen et al.,
2002). _

Koitabashi et al. (2006) sugerem uma hipétese para a baixa incidéncia de
infecgdes por STEC em paises em desenvolvimento. Os pesquisadores afirmam que
cepas STEC Six2-negativas podem atuar como uma vacina atenuada natural contra
infecgdes por E. coli O157:H7/H-, uma vez que sao capazes de causar infecgoes
assintomaticas. Sendo assim, a hipétese dos autores é que os habitantes daqueles
paises consomem freqientemente alimentos e dgua que apresentam contaminacéo -
por STEC Stx2-negativas em concentragdes suficientes para causar uma infecgéao

assintomatica e portanto, tornaram-se imunes as infecgoes por STEC.

A origem mais comum das infecgdes por STEC € o consumo de agua ou de
alimentos crus ou mal cozidos contaminados com o patégeno. As infecgées podem
também resultar do contato direto com animais efou suas fezes e do contato
humano-humano (Kaufmann et al., 2006; Strachan et al., 2006). Uma variedade de
alimentos pode estar envolvida como fonte de infecgdo por STEC, podendo citar
hortaligas, frutas, salames, queijos e leite cru, entre outros, mas a carne bovina tem
sido considerada a principal fonte de STEC em casos de doengas em humanos

(Perelle et al., 2007). Além desses alimentos, alimentos acidos como cidra de maga,
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manteiga, iogurte e creme de leite também tém sido incriminados (Dineen et al.,
1998; Miller e Kaspar, 1994).

Contaminac¢ao dos alimentos

As STEC tém como reservatorios diversos animais de sangue quente, entre
eles bovinos, ovinos, coelhos e macacos, com destaque para os fuminantes (Yilmaz
et al., 2006), e ainda cavalos, caes, gatos (Gun et al., 2003), cervos, moscas e aves
(Kaufmann et al., 2006).

Os bovinos, considerados reservatérios primarios tanto de 0157 como dos
demais sorogrupos de STEC, freqientemente carreiam o microrganismo sem
demonstrar sintomatologia (Rigobelo et al., 2006b). Apesar dos bovinos serem
considerados reservatoérios primarios de E. coli O157:H7, a frequéncia de deteccao
deste sorotipo em suas fezes & baixa, pois a eliminagdo do microrganismo é
considerada um evento transitorio (Maurer et al., 2008).

Diversos estudos tém demonstrado que as cepas de STEC provenientes de
animais e de alimentos pertencem a uma gama bastante grande de sorotipos
(Blanco et al., 1997; Piérard et al., 1997; Pradel et al., 2000). Por outro lado, apenas
um numero limitado de sorotipos tem sido associado com casos de doengas em
humanos (Pradel et al., 2008).

Em estudos onde se caracterizou STEC de bovinos foram detectados mais de
400 sorotipos (Pradel et al.,, 2000, Hornitzsky et al., 2002; Brett et al., 2003b;
Djordjevic et al., 2004, Bettelheim et al., 2005).

Dentre os fatores que podem influenciar a microbiota do intestino de bovinos, a
composicao e a excregao, podemos citar a idade dos animais (Zweifel et al., 2005),
a dieta e o sistema de criagdo (Fegan et al., 2004), assim como a sazonalidade
(Bonardi et al., 2001).

Em paises de clima temperado a presenca de E. coli O157: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 paises que a
incidéncia de infecgbes alimentares por este grupo de bactérias também é

geralmente maior nos meses de verao (Vanselow et al., 2005; Alam e Zurek, 2006).
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Os fatores que contribuem para esta sazonalidade sao desconhecidos, porem
supde-se que o maior movimento de vetores, tais como aves, insetos e roedores,
assim como a melhor possibilidade de sobrevivéncia do microrganismo no ambiente
possam estar relacionados a este fenémeno (Vanselow et al., 2005). E. coli O157:H7
pode sobreviver longos periodos no ambiente de criagao de bovinos, como no piso
de cimento de baias ou em pastagens (Maurer et al., 2008).

Os bovinos podem eliminar nas fezes até 10° UFC.g™ de E. coli O157:H7, e
esta populagdo elevada pode levar a contaminagao do couro dos animais,
principalmente em situagbes de alta densidade, tais como o transporte ou o
ambiente de confinamento (Arthur ef al., 2007). Além disso, E. coli O157:H7 também
ja foi isolada da cavidade oral de bovinos (Woerner et al., 2006).

Algumas estratégias para minimizar a ocorréncia de STEC O157:H7 nos
bovinos vém sendo estudadas, entre elas estdo o uso de probioticos, colicinas,
bacteri6fagos, antibidticos, vacinas e anticorpos na ragdo animal, entre outras
(Vanselow et al., 2005).

Alonso et al. (2007) avaliaram a ocorréncia -de E. coli O157:H7 em caminhdes
utilizados para o transporte de bovinos em Oklahoma, EUA. O patégeno foi
encontrado em todos os caminhdes que nado haviam sido lavados antes do
embarque dos animais. Os pesquisadores concluiram que o transporte pode ser
considerado um ponto critico na contaminagao dos animais e consequentemente
das carcacas e sugerem a lavagem dos mesmos entre o transporte de lotes para
reduzir a frequéncia de E. coli O157:H7. '

A contaminagao das carcagas e do ambiente de abate com STEC O157:H7
proveniente do contetido intestinal de bovinos € um dos fatores de risco mais
importantes na sua transmissdo para humanos (Gun ef al., 2003). Essa
contaminagao ocorre quando boas praticas de produgao ndo sdo empregadas e ha o
extravasamento do contetdo intestinal dos animais durante o abate (Yilmaz et al.,
2006). A contaminagado ainda pode ocorrer pelo contato das carcagas com o couro
dos animais (Barkocy-Gallagher et al., 2003; Nou et al., 2003; Bosilevac et al., 2004,
Varela-Hernandez et al., 2007).

Uma outra fonte de contaminagdo das carcagas por O157:H7 pode ser,
segundo Stoffregen et al. (2004) e Jeong et al. (2007), a vesicula biliar. Segundo

esses pesquisadores 0os animais podem apresentar o patégeno neste 6rgéao e, no
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abate, ele poderia ser disseminado para a carcaca. Ja os estudos de Reinstein et al.
(2007) indicam que a vesicula biliar de bovinos nao é um local comum para
permanéncia de E. coli O157:H7, nao sendo portanto considerado significativo para
a contaminagao das carcagas nos abatedouros.

Apesar de se empregar a lavagem das carcacas com o objetivo de reduzir a
contaminagao, Stopforth et al. (2006) sugerem que este procedimento, se realizado
na pré-evisceragao, pode ser considerado como uma das origens da contaminagao
por STEC. Ja se aplicado pos-evisceragao pode ser mais efetivo, principalmente se
combinado com o uso de &cidos organicos, dentre eles o acido latico. A eficiéncia do
emprego de solugcao de acido latico na eliminagao de E. coli O157:H7 de carcagas é
dependente da temperatura da solugdo, modo de aplicagao e tempo de exposicao
(Erickson e Doyle, 2007).

As cepas STEC podem sobreviver por periodos longos no ambiente de abate
em superficies de ago inoxidavel ou plastico (Erickson e Doyle, 2007). Desta forma a
contaminagao das carcagas ou cortes pode ocorrer por contaminagao cruzada via
equipamentos e utensilios utilizados durante o corte, resfriamento, estocagem e
distribuigcéo. Avery et al. (2004) afirmam que a contaminagdo 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
contaminagao dos alimentos foi verificada por Stephan et al. (2000). Eles isolaram
47 cepas de STEC de amostras de fezes de 47 trabalhadores saudaveis de trés
industrias processadoras de carne na Suica e através da PCR, detectaram a
presencga do gene para Stx em 3,5% das 5590 amostras de fezes pesquisadas.

A importdncia dos utensilios na contaminagdo cruzada foi verificada por
Matticka ef al. (2003). Eles observaram que o processo de lavagem utilizado nas
cozinhas domésticas, para limpeza de utensilios, ndo é suficiente para eliminar E.
coli O157:H7 presente em superficies contaminadas. Nesse estudo 100% dos pratos
contaminados com 10° UFC de E. coli O157:H7 e lavados com agua 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, ndo existe um procedimento de higienizagao especifico para
eliminar STEC, tanto das carcagas como do ambiente de processamento.
Entretanto, boas praticas de manipulagao assim como a implementagao do sistema
HACCP (*Hazard Analysis and Critical Control Points” — Andlise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle) tém contribuido para a reducao da contaminagao das carcacas
por STEC (Caprioli et al., 2005; Vanselow et al., 2005).

Assegurar que o transporte de animais vivos e de carcagas seja feito em
veiculos mantidos em boas condigdes higiénicas; evitar que o conteudo intestinal
extravase durante a evisceragado; empregar sistemas de descontaminagdo de
carcacas; aplicar o resfriamento imediato de carcagas limpas; aplicar sistemas de
monitoramento para detectar e controlar origens de contaminagao, sdo exemplos de
medidas efetivas para minimizar a contaminagdo em linhas de processamento de
carnes (Bell, 2002).

Assim como em outras linhas de producao de alimentos, no processamento de
. bovinos de corte, a detecgao de E. coli genérica é utilizada, ja ha muitos anos, como
um indicador de contaminacao fecal. Os niveis de contaminagao das carcagas por
essa bactéria podem aumentar ou diminuir durante o processamento de acordo com
alguns fatores, como o nivel de contaminacgao fecal do animal vivo, eficiéncia do
processo de evisceracdo e as praticas higiénicas no abatedouro (Rigobelo et al.,
2006b).

Entretanto, em um trabalho realizado na Algéria, verificou-se que nao houve
relacao entre a populagao de E. coli e a identificagdo de STEC 0157, sendo que as
amostras positivas para este microrganismo nao foram as que apresentaram maior
cotaminagao por E. coli genérica (Chahed et al., 2006).

A contaminacao de outros alimentos por STEC, como queijos, leite, hortalicas e
frutas pode ocorrer através de contato direto com fezes contaminadas ou indireto
durante a irrigagao, ou ainda em processos que utilizam agua contaminada por fezes
(Strachan et al., 2006).

Apés um grande surto de E. coli O157:H7 que ocorreu em 1993 nos Estados
Unidos, atingindo quatro Estados, o Food Safety and Inspection Service, US
Departament of Agriculture (USDA — Servico de Seguranga e Inspecao Alimentar do
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos), declarou em 1994, que carne
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crua contaminada com E. coli O157:H7, assim como outros produtos alimenticios,
deve ser considerada como um produto adulterado e deve receber processamento
que elimine o patégeno ou ser destruida. Esta mudanga politica vem provocando

inimeros recalls de produtos alimenticios (Vanselow et al., 2005).

Ferramentas utilizadas na identificagao e caracterizagao de STEC

Atualmente, devido a grande variabilidade de métodos que podem ser
utilizados para pesquisa de STEC, ha dificuldades em comparar dados de diferentes
pesquisas. Por esta razdo, Vanselow et al. (2005) sugerem que se uniformize as
metodologias utilizadas por todo o mundo.

Os métodos de rotina empregados pelos laboratorios para a detecgao de E. coli
0157, baseados em caracteristicas especificas como a incapacidade de fermentar
sorbitol, deixam a desejar quando o patégeno € uma STEC nao-O157 ou mesmo
gquando & uma 0157 atipica. Conseqguentemente, metodologias especificas para a
caracterizagao e identificagao destes microrganismos necessitam ser pesquisadas e
desenvolvidas (Bell, 2002; Bettelheim e Beutin, 2003; Vanselow et al. 2005;
Kaufmann et al., 2006).

A sorotipificagdo € uma importante ferramenta na caracterizacao de E. coli
desde que pesquisadores, entre 1945 e 1950, descobriram a primeira evidéncia que
certos tipos sorologicos de E. coli estavam envolvidos com casos epidémicos de
enterite de recém nascidos. Dentre os trés antigenos utilizados na sorotipificagao, o
antigeno flagelar é tipado somente em poucos laboratérios e o capsular em um
numero ainda mais limitado quando comparados ao antigeno somatico
(lipopolissacarideo). Ainda hoje, o uso do sistema O:H para a sorotipificagdo, &
considerado padrao na tipificacdo de E. coli para taxonomia e epidemiologia e € um
pré-requisito para qualquer acao de investigagdo de surtos e vigilancia (Scheutz et
al., 2004).

A identificagdo dos genes de viruléncia de cepas de E. coli contribui
significativamente para o entendimento de doengas causadas por este

microrganismo e também permite que as cepas sejam divididas, de forma mais
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correta, nos grupos enteropatogénicos, do que através apenas da sorotipificacao
(Schmidt et al., 1993). Isso porque, somente em alguns casos os sorotipos estao
extremamente relacionados com  categorias especificas de E. coli
enteropatogénicas, tornando a identificacdo sorolégica raramente suficiente para
caracterizar tais cepas, excegao que deve ser feita para o sorotipo O157:H7 (Nataro
e Kaper, 1998).

Para a identificacdo da presenca de STEC, provavelmente a maneira mais
rapida seja a detecgao da producao de Stx ou da presencga dos genes associados a
esta. Os testes em cuitura celular tém sido utilizados como metodologia de
referéncia para a detecgdo da produgdo de Stx desde os estudos pioneiros de
Konowalchuk et al. (1977), porém exigem equipamentos e pessoal especializado.
Além disso, ha necessidade de neutralizacdo com anti-soros especificos para
correta determinagao do tipo de Stx, caso contrario nao pode ser feita a identificacao
da toxina (Gentry e Dalrymple, 1980). Isso dificulta seu emprego rotineiro.

Através da PCR é possivel evidenciar a presenca dos genes que codificam as
toxinas, porém, a presengca do gene nado significa necessariamente que o
microrganismo produz a toxina com todas as suas caracteristicas bioldgicas e esta
apto a exporta-la (Bettelheim e Beutin, 2003).

Alguns protocolos de PCR multiplex para detectar fatores de viruléncia em
STEC estao baseados na presenga dos genes six; e stx; em combinagdo ou nao
.com os genes eaeA e ehxA (Feng e Monday, 2000). Outros protocolos permitem
detectar exclusivamente marcadores genéticos especificos para o sorotipo O157:H7
ou genes especificos para o antigeno O, como o rbO157, bO111 e MbO113
(Vicente et al., 2005). |

Estas analises tém mostrado que existe diversidade genética entre cepas ou
sorotipos de STEC. Portanto, para uma caracterizagdo mais segura € aconselhavel
utilizar o maior nimero de genes possiveis na pesquisa destes microrganismos
(Feng e Monday, 2000).

Como marcador molecular para o sorotipo O157:H7, e apesar de nao estar
diretamente relacionado a patogenicidade da bactéria, pode-se utilizar o gene uidA,
que codifica a producgéo de B—glucur'o‘nidase em E. coli. Cepas 0O157:H7 apresentam
0 gene uidA, apesar de nao exibirem atividade glucoronidasica, porém a sequéncia
deste gene apresenta uma guanina na posi¢cdo 92 no lugar de uma timina dos

demais sorotipos. Este € um polimorfismo altamente conservado conhecido como
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polimorfismo de um uUnico nucleotideo (single polimorfism nucleotide — SNP), e que
pode ser detectado por PCR com a utilizagdo de um par de primers especifico
(Cebula et al., 1995). O par de primers desenhado para a identificagdo desta
substituicao permite detectar além do sorotipo O157:H7, as variantes deste, ou seja,
as cepas imoveis, aquelas que fermentam sorbitol e aquelas que apresentam

atividade glucoronidasica (Hayes et al., 1995).

Alguns testes rapidos para deteccdo de Six vém sendo avaliados e
comercializados, entre eles, o Duopath Verotoxin® (DV) (Merck, Darmstadt,
Alemanha), que é um método imunocromatografico desenvolvido para a detecgao de
cepas de STEC produtoras de toxina de Shiga em alimentos. Este teste utiliza
anticorpos monoclonais para a detecgdo de Stx1 e Stx2 independentemente, mas no
mesmo dispositivo. As toxinas formam um complexo com anticorpos na zona de
reagao do dispositivo, migram por capilaridade pela membrana e formam um
complexo do tipo sanduiche, com anticorpos especificos para Stx1 e Stx2 na zona
de detecgao (Park et al., 2003).

A utilizacdo de técnicas moleculares na subtipificagado de microrganismos para
a caracterizagdo e agrupamento dos mesmos, baseada em suas caracterisitcas
genotipicas tem se tornado cada vez mais comum em laboratérios de saude publica
(Hunter et al., 2005), sendo ferramentas Uteis para investigagdes epidemiolégicas de
surtos e para o controle e monitoracdo da disseminacado de potenciais patégenos
(Bastos et al., 2006).

Das diversas técnicas existentes, a eletroforese em gel de campo pulsado
(PFGE) é particularmente bastante utlizada para agrupar diversos patdégenos
(Hunter et al.,, 2005). PFGE é a metodologia mais freqlientemente utilizada para
subtipificar cepas STEC (Childs et al., 2006), sendo considerada gold standard para
subtipificagao, devido seu alto poder de discriminagao e reprodutibilidade (Vaz et al.,
2006).

A PFGE & um método que foi desenvolvido por Schwartz e Cantor (1984) e que
revolucionou a subtipificagdo pela capacidade de separagao precisa e reprodutivel
de fragmentos de DNA maiores que 40 kb. Ela é uma variacao da eletroforese em
gel, onde a orientacdo do campo elétrico aplicado ao gel varia periodicamente
(pulsed) (Sheneman e Katz, 2003).
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O Center for Diseases Control and Prevention (CDC) dos Estados Unidos
estabeleceu uma rede que atua naquele pais e no Canada denominada PulseNet,
para a subtipiﬁcaQéo molecular de microrganismos patogénicos de origem alimentar,
com o objetivo de desenvolver estudos epidemiolégicos. O PulseNet comegou em
1996 com 10 laboratorios que subtipificavam apenas Escherichia coli O157:H7. Para
que os dados enviados pelos laboratorios participantes sejam totalmente confiaveis
e reprodutiveis, houve a padronizagao do protocolo da PFGE para as bactérias que
fazem parte do programa, denominado protocolo PulseNet (Swaminathan et al.,
2001).

Criacdo intensiva de bovinos (Embrapa, 2008)

E chamado de "confinamento” o sistema de criaggo de bovinos em que lotes de
animais sao encerrados em piquetes ou currais com area restrita, e onde os
alimentos e agua necessarios sao fornecidos em cochos.

Este tipo de criagao pode ser utilizado em qualquer etapa e/ou categoria de
rebanho, contudo o confinamento & mais utilizado para a terminagéo de bovinos de
corte, que é a fase da produgédo que imediatamente antecede o abate do animal, ou
seja, envolve o acabamento da carcaga que sera 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 periodo de
entresséfra da produgé@o de carne, assim, os animais sdo comercializados no pico
da entressafra quando entao tendem a alcangar melhores precgos.

Estudos realizados na Fazenda Lageado da Universidade Estadual Paulista,
Botucatu, buscaram obter animais com maior peso e em menor tempo através da
implantacao do projeto Novilho Superprecoce.

O novilho superprecoce é resultante da associagdo do potencial genétibo das
linhagens ou dos produtos de cruzamento com a manipulacao de fatores ambientais,
notadamente a alimentagéo, para se conseguir a melhoria do desempenho animal.
Imediatamente apdés o desmame os animais sdo 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 utilizacao de qualquer tipo de
promotor de crescimento.

A exemplo de outros sistemas de confinamento, a criagdo do novilho
superprecoce pode favorecer a disseminacdo de bactérias patogénicas entre os

animais do rebanho.



Objetivos 31

2. OBJETIVOS

Gerais

Avaliar a ocorréncia de E. coli produtora de toxina de Shiga (STEC) em
isolados provenientes de diferentes fontes, ambientais ou néo, da criagdo de bovinos

confinados além das carcagas destes animais.

Especificos

Avaliar a presenca de genes de viruléncia (stxy, stx,, ehxA e eaeA), identificar
cepas de E. coli O157:H7 através da pesquisa do gene uidA; evidenciar a
capacidade de producao de toxina de Shiga e de entero-hemolisina, identificar
variantes de six e de eaeA e determinar os sorotipos de linhagens de Escherichia
coli provenientes de diferentes fontes, ambientais ou nao, da criagdo de bovinos

confinados, além de avaliar sua diversidade genética.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

Todos os meios empregados foram da Oxoid (Basingstoke, Inglaterra), exceto

quando informado.

3.1.1 Isolados de E. coli

Os 628 isolados de E. coli avaliados neste estudo foram obtidos atraves de
coletas, no periodo de margo de 2002 a maio de 2003, de amostras de fezes,
ambiente, agua, racdo e seus componentes realizadas no galpao de confinamento
-de novilhos da Fazenda Lageado — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade Estadual de Sao Paul_o (UNESP - Botucatu, SP), estes isolados
eram provenientes de outro estudo realizado naquela universidade.

As amostragens de animais compreenderam cinco ragas distintas (Nelore,
Simental, Angus, Angus %2 sangue e Simental % séngue). No frigorifico comercial
onde os novilhos foram abatidos, foram coletadas amostras provenientes das
carcacas dos animai's, de utensilios (facas), de equipamentos (serra) e do ambiente
de abate (piso e paredes da camara frigorifica).

Das amostras de carcaga foram coletados trés pontos, o posterior, o vazio e o
anterior da parte externa e dois pontos da parte interna, abdéomen e térax. Tais
coletas foram realizadas no dia do abate e no dia seguinte apés a refrigeracdo 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 friptona 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 carcacas
de bovinos, 15 de ragédo e agua e trés de ambiente do criadouro e de abate) e 286
como incapazes de fermentar sorbitol (182 provenientes de fezes, 77 de carcagas de
bovinos, 19 de ragéo e agua e oito de ambiente do criadouro e de abate).

Para confirmar a pureza dos isolados, estes foram semeados em agar Mac
Conkey sorbitol e apés o desenvolvimento bacteriano, trés a cinco coldnias tipicas
de E. coli foram selecionadas e avaliadas através de testes bioquimicos
empregando-se os meios EPM, Mili e Citrato de Simmons (Probac, Sao Paulo,
Brasil). Uma das coldnias que se apresentou positiva para identificagéo de E. coli, foi
repicada para TSB e TSA (agar triptona de soja) e incubada a 37°C por 24 h, sendo

posteriormente congelada a -70°C conforme ja descrito.

3.1.2 Cepas padrao

As cepas padrao utilizadas como controle positivo e negativo para todos os
ensaios realizados neste estudo, juntamente com ‘suas caracteristicas estao

apresentadas na Tabela 01.
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Tabela 01 — Cepas padrao utilizadas como controle positivo e negativo nos ensaios
deste estudo, suas caracteristicas de interesse e procedéncia.

Cepa Caracteristicas Procedéncia

E. coliK12 - Instituto Adolfo Lutz
E. coli O157:H7 EDL-933 uidA; stxy; stx,; eaeA Instituto Adolfo Lutz
E. coli O157:H7 uidA; stx;; stxy; eaeA; ehxA Instituto Butantan
E. coli a-hemolitica produtora de a-hemolise Instituto Adolfo Lutz
Salmonella ser. Braenderup H9812 padrao PFGE Instituto Adolfo Lutz
E. coli 3560/96 StXie Dr. Helge Karch
E. coli E32511/HSC Stxge Dr. Helge Karch
E. coli EH250 StXsg Dr. Helge Karch
E. coli B2F1 stx,q (ativavel) Dr. Helge Karch
E. coli 2771/97 StXoe Dr. Helge Karch
E. coli T4/97 StXor Dr. Helge Karch
E. coli 4182 eae-a Instituto Butantan
E. coli 487 eae-y Instituto Butantan
E. coli 2034 eae-0/k Instituto Butantan
E. coli 580 eae-B Instituto Butantan
E. coli 3977 eae-n Instituto Butantan
3.2. Métodos

3.2.1 Avaliacdo da atividade hemolitica

Os isolados e as cepas controle foram semeados em TSB e incubados a 37°C
overnight. A partir dessa cultura inoculou-se 3 pL em placas de agar sangue base
suplementado com 5% de sangue ovino lavado e 10 mM CaCl,, de acordo com
Beutin et al. (1989).

As placas foram incubadas a 37°C e a atividade hemolitica foi observada apo6s
trés e 24 h de incubacéo. Isolados com atividade hemolitica ap6s 3 h de incubacgao
foram considerados produtores de a-hemolisina e isolados com atividade hemolitica

apo6s 24 h foram considerados produtores de entero-hemolisina (Beutin et al., 1989).
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Para esta avaliagao foram utilizadas como controle positivo as cepas E. coli
0157:H7 e E. coli a-hemolitica e como controle negativo a cepa E. coli K12 (Tabela
01).

3.2.2 Avaliagao da presenca dos genes eaeA, stx;, stx,, uidA e ehxA

Preparo do DNA

Os isolados e as cepas padrao foram semeados em TSB e incubados a 37°C
overnight. Aliquota de 1 mL foi submetida a centrifugagao (11.000 g) em centrifuga
5417C (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) e o sedimento lavado por trés vezes com
solugao salina 0,85% (p/v) estéril.

Apds as lavagens, o sedimento foi ressuspendido com agua 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.

Reac¢do em cadeia da polimerase

Foram conduzidas duas reagbes independentes, uma multiplex para os genes
stxs, Stx;, 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 O157:H7 EDL-933 e E. coli O157:H7 (Instituto
Butantan) como controles positivos e a cepa E. coli K12 como controle negativo
(Tabela 01), além de um controle negativo para a reagao, onde foi utilizada agua
Milli-Q estéril em substituicao ao DNA teste. A seqiéncia dos primers utilizados para
ambas as reagoes estao apresentados na Tabela 02.

Tanto a PCR multiplex como a PCR para ehxA foram realizadas empregando-
se o kit PureTaq Ready-To-Go PCR Beads (Amersham Biosciences,

Buckinghamshire, Reino Unido) adicionando-se 300 nM de cada primer (IDT,
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Coralville, EUA), 2,5 mM MgCl, (Fermentas, Ontario, Canada) e 3 uL do DNA teste
(preparado como descrito anteriormente) para um volume final de reagéao de 25 ul.

A amplificacao 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 extensao
final por 7 min a 72°C em termociclador epMastercycler S (Eppendorf). Os produtos
da PCR, se nao submetidos imediatamente a eletroforese, foram armazenados a
-20°C.

Tabela 02 — Primers utilizados para a detecgao dos genes sixy, Stx,, eaeA, ehxA e
uidA por PCR segundo Feng e Monday (2000).

Gene Seqiiéncia Tamanho do fragmento (pb)
Stxy F: cag tta atg tgg tgg cga agg 348
R: cac cag aca atg taa ccg ctg
stx,  F:atcctattcccgggagtttacg E84
R: gcg tca tcg tat aca cag gag ¢
eaeA F: att acc atc cac aca gac ggt
R: aca gcg tgg ttg gat caa cct 297
ehxA  F: gtt tat tct ggg gca ggc tc 158
R: ctt cac gic acc ata cat at
uidA  F: gcg aaa act gtg gaa ttg gg
R: tga tgc tce ate act tee tg 252
F: Forward
R: Reverse

Visualizacao dos produtos da PCR

Aos produtos da amplificacdo foram adicionados 3 plL de loading buffer
(Sambrook et al., 1989), sendo os mesmos separados em gel de agarose 1% em
tampéao TBE 0,5X [0,9 M Tris base (Pharmacia, Buckinghamshire, EUA); 0,9 M acido
borico (Pharmacia), 0,02 M EDTA (Pharmacia)], utiizando marcador de peso
molecular de 100 bp (Fermentas). A eletroforese foi realizada em cuba horizontal
Gel XL Ultra V2 (Labnet) por 30 min a 100 V, contendo TBE 0,5X.
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Apos a eletroforese, o gel foi corado em solugdo de brometo de etideo (1 pg.
L) (Pharmacia), e a imagem foi registrada com o auxilio do sistema EDAS120
(Eastman Kodak, Nova lorque, EUA), sob transiluminagdo UV 302 nm (Pharmacia

LKB Macro Vue, Pharmacia).

As avaliac6es da atividade hemolitica e da presencga dos genes eaeA, six;, Sixy,
uidA e ehxA, foram utilizadas como triagem para a pré-selecao de isolados de E.
coli. A partir dos resultados obtidos nesses ensaios selecionou-se 66 cepas (Tabelas
03 e 04) que foram submetidas as avaliagdes seguintes. Sendo que, das 66 cepas,
40 sdo capazes de fermentar sorbitol (34 de amostras de fezes e seis de carcaca) e
26 sao incapazes de fermentar sorbitol (16 de amostras de fezes, seis de agua e

quatro de carcaga).

Tabela 03 — Cepas de E. coli ndo fermentadoras de sorbitol pré-selecionadas para
as avaliagcdes seguintes, através dos resultados obtidos na pesquisa da
atividade hemolitica e presenca dos genes eaeA, sixs, Stxp, UIdA e

ehxA.
Identificagao Origem Data da Identificacao Origem Data da
coleta coleta
001-’ Fezes AP® 15/07/02 138 - Fezes AP176 17/02/03
005 - Fezes SP° 15/07/02 142 - Fezes AP176 17/02/03
008 - Fezes AP176 22/08/02 151 - Agua B15* 17/02/03
022 - Fezes AP 155 25/09/02 153 - Agua B15 17/02/03
023 - Fezes AP 161 25/09/02 169 - Agua B15 17/02/03
024 - Fezes AP179 25/09/02 170 - Agua B15 17/02/03
040 - Fezes AP 155 13/11/02 173 - Agua B15 17/02/03
041 - Fezes AP176 13/11/02 174 - Agua B15 17/02/03
049 - Fezes AP176 14/12/02 185 - Fezes AP 206 10/03/03
063 - Fezes AP176 14/12/02 194 - Carcaga SP B621 I° 31/10/02
064 - Fezes AP176 14/12/02 195 - Carcaga SP B6211R®  31/10/02
073 - Fezes AP176 14/12/02 261 - Carcaca N’ 5131 16/01/03
090 - Fezes AP176 14/12/02 274 - Carcaga N 852 E® 16/01/03

"Cepas Sorbitol Negativo; ZRa%a Angus Puro; “Raga Simental Puro; *Agua_do bebedor da Baia 15;
5Carcag:a Superficie Interna; “Caracaga Superficie Interna Refrigerada; 7Ra«;;a Nelore; ®Carcaga
Superficie Externa



Material e Méto

dos

38

Tabela 04 — Cepas de E. coli fermentadoras de sorbitol pré-selecionadas para as
avaliagdes seguintes, através dos resultados obtidos na pesquisa da
atividade hemolitica e presenga dos genes eaeA, six;, stxp, uUidA e

ehxA.
Identificagao Origem Data da Identificagao Origem Data da
coleta coleta
005 +' Fezes A %7 3007  25/09/02 264 + Fezes AP® 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 + Fezes AP 183 13/11/02 271 + Fezes AP 158 10/03/03
089 + Fezes S%" 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 + Carcaga S%: 68 ER® 18/11/02
131 + Fezes AP s/n° 3 14/12/02 288 + Carcaga S 72 1® 18/11/02
132 + Fezes AP 158 14/12/02 299 + Carcaga S% 68 IR 18/11/02
151 + Fezes N°® 630 14/12/02 302 + Carcaga S% 74 E>  18/11/02
153 + Fezes N 630 14/12/02 303 + Carcaga S 74 E 18/11/02
156 + Fezes N 687 14/12/02 306 + Carcagca S 74 E 18/11/02
170 + Fezes A % 3001 14/01/03 347 + Fezes S% 75 25/09/02
172 + Fezes A 72 3002 14/01/03 348 + Fezes S%; 76 25/09/02
186 + Fezes A 72 3012 14/01/03 369 + Fezes SP™ B41 25/09/02
189 + Fezes A %2 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

'Cepas Sorbitol Positivo; “Raga Angus ¥ sangue; ‘Raga Angus Puro; "Raga Simental % Sangue;
erficie Externa Refrigerada; °Carcaga Superficie Interna; 7Caracaga Superficie Interna
Refrigerada; *Raga Nelore; °Carcaga Superficie Externa; '®Raga Simental Puro

5Carca(;a Sug
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3.2.3 Avaliagao da presenga dos genes codificadores das variantes de toxina
de Shiga

Preparo do DNA

A extragdo do DNA das cepa em estudo e das cepas padrao utilizadas para

esta avaliagao foi realizada conforme descrito no item 3.2.2.

Reagao em cadeia da polimerase

Foram conduzidas reagdes independentes para cada um dos primers
especificos para as variantes de Stx, segundo metodologia descrita por Zhang et al.
(2002a), Friedrich et al. (2002), Piérard et al. (1998), Jelacic et al. (2003), Franke ef
al. (1995) e Schmidt et al. (2000).

As PCR utilizaram as cepas E. coli apresentadas na Tabela 01 como cepas
controle especificas para as variantes de Stx e a cepa E. co/i K12 como controle
negativo. Como controle negativo para a reacéo, foi utilizada agua Milli-Q estéril em
substituigdo ao DNA teste. A sequéncia dos primers utilizados esta apresentada na
Tabela 05.

Todas as PCR foram realizadas empregando-se o kit PureTag Ready-To-Go
PCR Beads (Amersham Biosciences) adicionando-se 300 nhM de cada primer (IDT),

2,5 mM MgCl, (Fermentas) e 3 pl. do DNA teste para um volume final de reagéo de

25 L.
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Tabela 05 — Sequéncia dos primers utilizados para a detecgdo dos genes das
variantes de Stx por PCR.

Gene Seqiiéncia Referéncia

stx4c F: ttt tca cat gtt acc tit cct

Zhang et al., 2002a
R: cat aga agg aaa ctc att agg
F

stx,B/stx,.B - atg aag aag atq ttt at
e g aagaag alg T alg Friedrich et al., 2002
R: tca gtc att att aaa cig
stx F: aag aag ata ttt gta gc
2 gaa9 Ja9ed g Piérard et al., 1998
R: taa act gca ctt cag caa at
Six F: acc act ctg caa cgt cic gc
- geaacgieicg Jelacic et al., 2003
(ativ.) R: act gaa ttg tga cac aga tta
stx F: cce gga tce atc aag tgt ata ttg tta
% 99 919 g Franke et al., 1995
R: ccc gaa tic age aca atc cge cgce cat
stx F: agatt ¢ gtc att cac tgg tt
i 9atdgged 991 Schmidt et al., 2000
R: tac tit aat ggc cgc cct gtc tce
F: Forward
R: Reverse

Independente do par de primers utilizado, todas as reagdes iniciaram-se com
um aquecimento a 94°C por 3 min, seguido de 30 ciclos de amplificagao conforme
apresentados na Tabela 06, e extensao final a 72°C por 7 min. Os produtos da PCR,

quando nao submetidos imediatamente a eletroforese, foram armazenados a -20°C.

Tabela 06 — Condigoes empregadas nos ciclos de amplificacdo da PCR para a
avaliagdo da presenga dos genes das variantes de Stx.

Gene Ciclos de amplificagao da PCR Tamanho fragmento

Desnaturagdao  Anelamento Extensao _ (pb)

Stxse 94°C, 30 s 51°C,60s 72°C,60s 498

stx,B/stx,.B 94°C, 30 s 52°C,60s 72°C,40s 260

Stxzg 94°C, 25 s 55°C,50 s 72°C,26 s 256
Stxog

(ativavel) 95°C, 60 s 56°C, 60 s 72°C,60s 890

StX e 94°C, 30 s 52°C,60s 72°C,60 s 260

Stx o 94°C, 30 s 57°C,60s 72°C,60s 428
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Visualiza¢ao dos produtos da PCR

Aos produtos da amplificagdo foram adicionados 3 upl de /loading buffer
(Sambrook et al., 1989), sendo os mesmos separados em gel de agarose 1% em
tampéao TBE 0,5X, utilizando marcador de peso molecular de 100 bp (Fermentas). A
eletroforese foi realizada em cuba horizontal por 30 mina 100 V.

Apds a eletroforese, o gel foi corado e a imagem foi registrada conforme

anteriormente apresentado.

Restricdao do produto da PCR para o gene stx,B/stx,.B para diferenciar entre as

variantes Stx2 e Stx2¢c

Os produtos de amplificagdo obtidos para six,B/stx;:B, foram submetidos a
restricdo com as enzimas Haelll e Fokl (New England Biolabs), para diferenciar
entre as subunidades B de Six2 e Stx2c, segundo metodologia descrita por
Russmann et al. (1994) com algumas modificacdes como segue.

As reagoes de restricao foram executadas separadamente, adicionando-se 10
pL do produto da PCR, 8 U da enzima Haelll ou 200 U da enzima Fokl, 1X do
tampao 10X NEBuffer 2 para Haelll ou tampao 10X NEBuffer 4 para Fokl. O volume
de reacéao foi completado para 50 pL com agua Milli-Q estéril.

Os tubos de reacao foram incubados por 1 h a 37°C em termociclador
epMastercycler S (Eppendorf) sendo entdo, adicionados 3 plL de loading buffer
(Sambrook et al., 1989). O produto da restricao foi submetido a eletroforese em gel
de agarose 2% em tampao 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.

‘Apos a eletroforese, o gel foi corado em solugao de brometo de etideo (1 pg.
L) (Pharmacia), e a imagem foi registrada com o auxilio do sistema EDAS120, sob
transiluminacdo UV 302 nm.

As amostras que apresentaram duas bandas de peso molecular aproximado de
123 pb e 137 pb, como produto da restricdo com a enzima Haelll, foram

consideradas positivas para a presenca do gene da subunidade B de Stx2c; ja as
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amostras que apresentaram duas bandas de peso molecular aproximado de 111 pb
e 149 pb como produto da restricdo com a enzima Fokl, foram consideradas

positivas para a presen¢a do gene da subunidade B de Stx2.

3.2.4 Sorotipificagao

As 66 cepas foram repicadas em TSA e encaminhadas ao Instituto Adolfo Lutz
(Sao Paulo, SP), onde a Dra. Kinue Irino procedeu a sorotipificagdo, segundo
metodologia descrita por Edwards (1986) e Scheutz et al. (2004).

Para a determinagao dos antigenos somaticos (antigenos O1 ao O181) e dos
antigenos flagelares (H1 ao H56) foram utilizados anti-soros preparados na Sec¢do
de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, utilizando cepas de referéncia de E. coli
recebidas do Centro Internacional de Referéncia (World Heath Organization - WHO)
(Scheutz et al., 2004).

3.2.5 Avaliagao da presenca dos genes codificadores das variantes de intimina
Preparo do DNA

A extragdo do DNA das cepa em estudo e das cepas padrdo utilizadas para

esta avaliagao foi realizada conforme descrito no item 3.2.2.
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Reag¢ao em cadeia da polimerase

Foram submetidas a avaliagao por PCR das variantes de intimina as 21 cepas
que apresentaram na primeira PCR (item 3.2.2) resultado positivo para a presenca
do gene eaeA.

As reagdes foram conduzidas de forma independente para cada um dos
primers especificos para as variantes de intimina, sequndo metodologia descrita por
Schmidt et al. (1993), Oswald et al. (2000) e Zhang et al. (2002b).

As PCR utilizaram as cepas de E. coli descritas na Tabela 01 como cepas
controle especificas para as variantes de intimina e a cepa E. coli K12 como controle
negativo, além de um controle negativo para a reagao, onde foi utifizada agua Milli-Q
estéril em substituicdo ao DNA teste.

O primer SK1 foi utilizado como forward para todas as reagdes em combinagao
com os primers LP2, LP3, LP4, LP5, LP6B, LP7, LP8, LP10 e LP11B. As sequéncias
dos mesmos estao apresentadas na Tabela 07.

Todas as PCR foram realizadas empregando-se 0,2 mM de cada dNTP
(Fermentas), 0,4 uM de cada prﬁner (IDT), 1 U de Taq DNA polimerase High Fidelity
(Invitrogen, Carlsbad, EUA), 1 x High Fidelity PCR Buffer (Invitrogen), 2 mM MgSO,
(Invitrogen) e 3 plL do DNA teste preparado conforme item 3.2.2, para um volume

final de reagao de 25 pl.

Independente do par de primers utilizado, todas as reages iniciaram-se com
um aquecimento a 94°C por 2 min, seguido de 30 ciclos de amplificagao conforme
apresentados na Tabela 08, e extensao final a 72°C por 5 min. Para o primer LP3, os
ciclos de amplificagcdo apresentaram duas temperaturas diferentes de anelamento,
trés ciclos foram executados na temperatura mais baixa seguidos de 28 ciclos em
temperatura mais elevada (Tabela 08). Os produtos da PCR, quando né&o

submetidos imediatamente a eletroforese, foram armazenados a -20°C.
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Tabela 07 — Seqgiéncia dos primers utlizados para a detec¢gdo dos genes das
variantes de intimina, eae-a, eae-y, eae-B, eae-¢, eae-(, eae-1, eae-,
eae-K e eae-6 por PCR.

Gene Primer Seqiiéncia Referéncia
SK1" cce gaa tte gge aca agc ata age Schmidt et al., 1994

eae-a LP2 ccc gaa ttc tta ttt tac aca agt ggc Schmidt et al., 1993

eae-y LP3 ccc gaa tte tta tic tac aca aac cgce

eae- LP4 ccc gtg ata cca gta cca att acg gtc  Oswald et al., 2000

ege-¢ LP5 agc tca ctc gta gat gac ggc aag cg

eae-C LP6B tag ttg tac tcc cct tat cc Zhang et al., 2002b

eae-1 LP7 ttt atc ctg ctc cgt ttg ct

eae-n LP8 tag atg acg gta agc gac

eae-K LP10 ggc att gtt atc tgt tgt ct

eae-9 LP11B gtt gat aac tcc fga tat ttt a

F primer usado como foward em combinagao com os demais

Tabela 08 — Condigbes empregadas nos ciclos de amplificagcdo da PCR para a

avaliagao da presencga dos genes das variantes de intimina.

Primer Ciclos de amplificégéo da PCR Tamanho
- Desnaturagao Anelamento Extensao 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 s’ 2792
94°C, 30 s 55°C, 60 s 72°C, 90 s°

LP4 94°C, 30 s 55°C, 60 s 72°C,120 s 2287
LP5 94°C, 30s 55°C, 60 s 72°C,120s 2608
LP6B 94°C, 30 s 53°C,60s 72°C,150 s 2430
LP7 94°C, 30 s 52°C,60s 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, 60s 72°C, 150 s 2686

" trés ciclos de amplificagao; 2 28 ciclos ciclos de amplificacio
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Visualizagdo dos produtos da PCR

Aos produtos da amplificagdo foram adicionados 3 pL de loading buffer
(Sambrook et al., 1989), sendo os mesmos separados em gel de agarose 0,8% em
tampao 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.

Apos a eletroforese, o gel foi corado e a imagem foi registrada conforme

anteriormente apresentado.

3.2.6 Avaliacao da atividade citotoxica
3.2.6.1 Citotoxicidade em células Vero (Konowalchuk et al.,1977)

As cepas foram avaliadas quantoc a producdo de Stx através do teste de
citotoxicidade em células Vero, conforme preconizado por Konowalchuk et al. (1977)

e descrito a seguir.

Preparo do sobrenadante das culturas de E. coli

As cepas deste estudo e as cepas controle (E. coli K12 - controle negativo e E.
coli O157:H7 EDL-933 - controle positivo) foram semeadas em tubos contendo 3 mL
de caldo TSB e incubadas por 18 h a 37°C, sob agitagao constante de 150 rpm em
Shaker Iinnova 4000 (New Brunswick Scientific, Edison, EUA). Ap6s esse periodo, 2
mL da cultura foram transferidos para tubos tipo Falcon (50 mlL) estereis e
centrifugados por 10 min a 10.000 g (Mikro 22R — Hettich Zentrifugen, Tuttingen,
Alemanha).

Os sobrenadantes obtidos foram entao filtrados em membranas esterilizantes
(Millipore) de 0,22 um de porosidade e mantidos congelados a -20°C até a

realizacao do teste.
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Teste em células Vero

Microplacas de 96 pocos contendo cultura de células Vero em uma
concentracao aproximada de 150.000 células/ pogo foram obtidas na Secgéo de
Cultura Celulares do Instituto Adolfo Lutz e levadas imediatamente ac laboratorio de
Microbiologia Clinica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (USP), para
execugao do teste.

O meio presente nas placas [meio 199 adicionado de 1 mM de aminoacidos
nao essencias e 10% de soro fetal bovino (Cuitilab, Campinas, Brasil)] foi vertido e
substituido por 80 pL do mesmo meio preparado no momento do uso. Em seguida
foram adicionados 20 pL dos sobrenadantes das cepas a serem testadas e das
cepas padrao, todos em triplicata.

As placas foram incubadas em estufa de CO, (5%) a 37°C (Fisher Scientific,
Pittsburgh, EUA) por 24 — 48 h, e a leitura realizada em microscopio invertido (Nikon,
Toquio, Japao), através da observacao da lise celular, com leituras em 24 e 48 h de
incubagao. As amostras que produzem Stx, ou outra toxina capaz de atuar neste tipo

de célula, destréem a monocamada de células Vero dos pogos.

3.2.6.2 Citotoxicidade em células Vero (Karmali et al., 1985)

As cepas que nao demonstraram citotoxicidade segundo a metodologia descrita
no item 3.2.6.1, mas que haviam apresentado eaeA e/ou six 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 O157: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 37°C, sob
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agitacao constante de 150 rpm. Apds esse periodo, a cultura foi centrifugada por 10
min a 10.000 g.

Os sobrenadantes obtidos foram entao filtrados em membranas esterilizantes
(Millipore) de 0,22 ym de porosidade e mantidos congelados a -20°C até a

realizacao do ensaio.

Preparo do sobrenadante das culturas de E. coli com sulfato de polimixina B

As cepas em estudo e as cepas controle (E. coli K12 - controle negativo e E.
coli O157: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 37°C, sob
agitagao constante de 150 rpm. Apos esse periodo, a cultura foi centrifugada por 10
min a 10.000 g, lavada com solucao salina tampao fosfato, pH 7,3 (PBS — Anexo C),
ressuspendida em 1 mbL de solugdo de sulfato de polimixina B (Caibiochem,
Darmstadt, Alemanha) (0,1 mg. mL’) e novamente incubada por 30 min nas
mesmas condigdes anteriores.

Transcorrido o periodo de incubacgao, as culturas foram centrifugadas por 10
min a 10.000 g e entdo, os sobrenadantes obtidos foram filtrados em membranas
esterilizantes (Millipore) com poro de 0,22 pm e mantidos congelados a -20°C até a

realizagcao 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 Avaliacio da producao de toxina da Shiga por ensaio

imunocromatografico

O teste Duopath Verotoxin® (DV - Merck) foi executado conforme
recomendacgoes do fabricante e descrito brevemente a seguir. As cepas a serem
téstadas foram repicadas para 1 mL de caldo CAYE (Anexo A) (Merck) ja adicionado
de suplemento especifico (CAYE Broth Supplement) (Merck) e incubadas por 6 h a
37°C. Transcorrido o periodo de incubagao, 180 uL do cultivo foram transferidos
para Eppendorfs e adicionados de 20 pL de solugdo de sulfato de polimixina B
(Calbiochem) (5 mg.mL‘1) e novamente incubados por 10 min a 37°C.

Em seguida, os tubos foram agitados e 150 pL da suspenséao foram transferidos
para o orificio de teste do Duopath Verotoxin®. Transcorrido de 10 a 20 min em

temperatura ambiente, foi feita a leitura dos resultados.

3.2.8 Avaliacao da sensibilidade e especificidade da PCR para detécgéo de

genes para Stx e do teste imunocromatografico (Duopath®)

Para avaliar a eficiéncia dos ensaios PCR para detecg¢ao dos genes six; e six,
e imunocromatografico para deteccéo e identificagao de Stx, calculou-se as taxas de
sensibilidade e especificidade, conforme preconizado por Feldsine et al. (2002),
considerando como metolodogia de referéncia a avaliagao da citotoxicidade em
células Vero.

Segundo Feldsine et al. (2002), a sensibilidade é a razao entre o numero de
amostras positivas pela metodologia teste e confirmadas pela metodologia de
referéncia (verdadeiro positivo) e o numero total de amostras verdadeiramente
positivas. Especificidade é a razdo entre o numero de amostras negativas pelo
método empregado e pela metodologia referéncia (verdadeiro negativo) e o niimero

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 Escherichia coli O157:H7

preconizado pelo PulseNet, CDC (Center for Disease Control and Prevention, EUA).

Suspensao celular

As cepas em estudo e a cepa de Salmonella ser. Braenderup, utilizada como
marcador de peso molecular no protocolo PulseNet segundo Hunter et al. (2005),
foram inoculadas, por esgotamento, em placa contendo TSA e incubadas por 24 h a
37°C. Apés a incubacgao, verificou-se a pureza das culturas e repicou-se por
espalhamento uma colbnia isolada para nova placa de TSA, para a obtencédo de
crescimento em massa. Estas placas foram incubadas por 14-18 h a 37°C.

Todo o crescimento foi removido com o auxilio de alca de niquel-cromo e
transferido para tubos de ensaio contendo 3 mL de tampao de suspensao celular
(CSB) [100 mM Tris-HCI (Pharmacia); 10 mM EDTA pH 8,0]. Determinou-se a
absorbancia dessa suspensdo a 610 nm (Ultrospec 2000 — Pharmacia) e a
densidade optica foi corrigida para 1,3 — 1,4 para dessa forma obter uma suspenséo
celular suficiente a restricao.

A partir da suspensao com a densidade optica corrigida, uma aliquota de 400
ul foi transferida para tubos Eppendorf, onde foram adicionados 20 pL de proteinase

K (20 mg.mL™) (Sigma, Nova lorque, EUA) agitando gentiimente.

Preparo dos blocos de agarose

Aos tubos com a suspensao celular e proteinase K foram adicionados 400 pL
de solucé@o de agarose [Seakem Gold Agarose (Cambrex, Nova Jersey, EUA)] 1%
em solugdo de dodecil sulfato de sé6dio [SDS (USB, Ohio, EUA)] 1% em TE (10mM
Tris-HCI; 1mM EDTA, pH 8,0) previamente preparada. Ap6és a homogeneizagao,

aproximadamente 300 pL da mistura foram distribuidos nos moldes (BioRad,
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Califérnia, EUA) e mantidos a temperatura ambiente para a formagao dos blocos de

agarose.

Lise celular e lavagens

Apo6s a solidificagcao, os blocos de agarose foram transferidos para tubos tipo
Falcon (50 mL) contendo 5 mL de solugao de lise [50 mM Tris-HCI; 50 mM EDTA pH
8,0; 1% Sarcosina (Sigma); 0,1 mg.mL™" de Proteinase K] e foram incubados por 2 h
a 54°C sob agitacdo de 150 rpm em incubadora com agitagdao. Os blocos foram
submetidos a duas lavagens de 10 min cada, com agua Milli-Q estéril pré-aquecida a
50°C e quatro lavagens de 15 min cada, com tampao TE estéril também pré-
aquecido a 50°C. Os blocos de agarose foram armazenados em tubos Eppendort

com 1 mL de tampao TE, sob refrigeragao, até a execugao da restri¢cao.

Restricao

Por¢cbes dos blocos (aproximadamente 2,0-2,5 mm) foram mantidas a
temperatura ambiente por 15 min em tampao 1 X NE 2 (New England Biolabs,
Ipswich, EUA). O tampao foi retirado e acrescentou-se 200 pL da solugao de
restricado [1X NE 2; 10 U. uL" Xbal (New England Biolabs)]. Os tubos foram

gentilmente agitados e incubados a 37°C por 2 h.

Eletroforese

Os produtos da digestao enzimatica foram separados através de eletroforese
em gel de agarose (1% Seakem Gold Agarose) em tampao TBE 0,5 X empregando-
se o aparelho Gene Navigator System (Pharmacia) com os seguintes parametros:

tempo de corrida = 20 h, 200 V, angulo = 120°, gradiente = 6 v.cm™, temperatura do
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tampao = 12°C, tempo inicial = 2,16 seg e tempo final = 63,8 seg. Apds a
eletroforese, o gel foi corado por 30 min em solugéo aquosa de brometo de etidio (1
pg. mL™) e examinado sob transiluminagao UV 302 nm, sendo a imagem registrada

com o auxilio do sistema EDAS120.

Analise dos resultados

Os padrdes de bandas gerados foram comparados visualmente e agrupados
em perfis. A correlagdo entre os perfis obtidos foi avaliada com o auxilio do
programa BioNumerics 5.1 (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica) utilizando-se o
coeficiente de Dice (Dice, 1945) e analise de clusters UPGMA (Unweighed Pair
Group Method Using Arithmetic Average) (Sneath e Sokal, 1973) para gerar o

dendrograma, com valor de tolerancia de 1%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Cepas STEC O157:H7 que nao fermentam sorbitol sdo importantes patégenos
humanos em todo o mundo (Mead e Griffin, 1998) e essa caracteristica é
empregada como indicativa da presenca desse patdégeno na avaliacdo de colbnias
suspeitas isoladas a partir de alimentos. Entretanto, desde 1988, cepas O157:H- que
apresentam a capacidade de fermentar sorbitol, tém sido associadas com SHU
(Rosser et al., 2008). Por essa razao, foram avaliadas neste estudo tanto cepas
fermentadoras de sorbitol como aquelas que nao apresentam a capacidade de

fermentar esse carboidrato.

4.1 Avaliagao da atividade hemolitica

Do total de 628 isolados avaliados, 85,5% (537) ndo apresentaram qualquer
atividade hemolitica, 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. Ja dentre os
15 isolados produtores de entero-hemolisina 13 (86,7%) ndo 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

carcagas de bovinos (Tabela 09).
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4.2 Avaliagao da presenca dos genes eaeA, stxy, stx,, uidA e ehxA

Os 628 isolados foram avaliados para a presenca dos genes eaeA, sixy, sixs,
uidA e ehxA, sendo que 563 (89,6%) nao apresentaram o0s 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 six;, 12 (18,5%) apresentaram o gene
eaeA, sete (10,8%) continham o gene six; e seis (9,2%) foram positivas para a
presenga de ehxA. As demais cepas apresentaram combinag¢des de dois ou mais
genes: duas (3,1%) cepas apresentaram os genes ehxA e six,, outras duas cepas
(3,1%) foram positivas para os genes ehxA e sitx,, trés (4,6%) apresentaram ambos
0s genes para toxina Stx, duas (3,1%) continham os genes ehxA, six; e Stxp, uma
(1,5%) cepa foi positiva para os genes ehxA, six;, eaeA e stx, e oito (12,3%)

apresentaram os genes ehxA, uidA, eaeA e stx, (Tabela 09).

Tabela 09 — Presencga dos genes eaeA, six;, stxo, uidA e ehxA, produgao de entero-
hemolisina e origem das cepas de E. coli.

Genes /| Eh* Origem (n° de cepas)
Stx4 Fezes (16); carcagas (6)
Stx; Fezes (7)
eaeA Fezes (6), agua (6)
ehxA/ Eh Carcaga (1)
ehxA Fezes (5)
ehxA; stx, Eh Carcaga (2)
ehxA; stx4 Fezes (2)
Stxy; stx, Fezes (3)
ehxA, stxy; stxal Eh Fezes (2)
ehxA; uidA; eaeA; stxo/ Eh Fezes (7), Carcaga (1)
ehxA; stxy; eaeA; stx,/ Eh Fezes (1)
Auséncia/Eh Fezes (1)

* produgao de entero-hemolisina
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Os resultados caracteristicos encontrados para a PCR multiplex dos genes
eaeA, stxq, stx, e uidA e para PCR do gene ehxA, podem ser observados nas

Figuras 02 e 03 respectivamente.

584 pb (stx,)
397 pb (eaech)

(stx,) 348 pb
252 pb (uidA)

Figura 02 — Deteccao dos genes eaeA, stxy, stx, e uidA, por PCR segundo Feng e
Monday (2000). M: marcador de peso molecular (100 pb); C+: E. coli
0O157:H7 EDL-933; C-: E. coli K12; C1-: controle negativo da reacgao.

(ehxA) 158 pb

Figura 03 — Detecga@o do gene ehxA, por PCR segundo Feng e Monday (2000). M:
marcador de peso molecular (100 pb); C+: E. coli O157:H7; C-: E. coli
K12; C1-: controle negativo da reagao.

A avaliacao da atividade hemolitica e da presenca dos genes eaeA, six;, Sixz,
uidA e ehxA foi utilizada, nessa pesquisa, como triagem de isolados de E. coli
possivelmente patogénicos, portanto as cepas (66) que apresentaram resultados
positivos nesses ensaios (Tabela 09) foram selecionadas e submetidas as

avaliagdes seguintes. Destas 66 cepas, 65 apresentaram pelo menos um dos genes



Resultados e Discussao 55

pesquisados e atividade entero-hemolitica, enquanto apenas uma cepa apresentou-
se positiva apenas para a producao de entero-hemolisina sem qualquer um dos
genes avaliados.

Embora a maioria dos isolados nao tenha apresentado os genes pesquisados,
a detecgao, principalmente dos genes stx; e stx, salienta a existéncia de cepas
potencialmente patogénicas. Tais cepas encontradas nas amostras de fezes
demonstram ser esta uma fonte possivel de contaminagao do ambiente de criagao,
de abate e das carcagas. Ja as cepas potencialmente patogénicas provenientes de
amostras de carcagas indicam o potencial risco a saude publica, uma vez que
podem chegar viaveis ao produto final e assim aos consumidores.

Entretanto, apesar de a detecgao da presenca de genes de viruléncia ser uma
boa indicagao do potencial patogénico de microrganismos, deve-se ter cautela com
a interpretagéo dos dados obtidos, pois a presenca do gene nao € garantia de que o
mesmo seja expresso ou mesmo que seu produto seja ativo. Ainda assim, Ritchie et
al. (2003) afirmam que o estudo dos fatores de patogenicidade na determinagao da
viruléncia de STEC é mais importante que a identificagcdo dos sorogrupos, pois a

variedade de sorogrupos relacionados com isolados clinicos € muito ampla.

4.3 Avaliagao da presenca dos genes das variantes de toxina de Shiga

Através desta avaliagado procurou-se detectar a presenga dos genes para as
variantes de Stx1 (sixc) e SIX2 (Stxoc, StXzq, StXogary, StX2e € SlX2f) Nas cepas de E. coli.

Foram submetidas a avaliagéo as 66 cepas de E. coli, sendo que em 26 delas
foi possivel identificar um ou mais genes para as variantes de stx (Tabela 10). Todos
0s genes para as variantes de six avaliados foram identificados.

Trés cepas (151-, 1 53- e 169-) nas quais nao havia sido detectada a presenca
de stx (Tabela 10), quando submetidas a este ensaio apresentaram a variante sixye,
indicagao de que o par de primers utilizado na triagem dos isolados pode nao ser
eficiente para identificar essa variante. Segundo Ramotar et al. (1995), nem todos os
pares de primers desenhados para detectar six, sdo capazes de detectar as
variantes desse gene. Alguns estudos relatam que primers especificos para a

variante stx,, devem ser utilizados (Johnson et al., 1990; Franke ef al., 1995).
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Na Tabela 10 estdo relacionadas as cepas (26) que mostraram-se positivas

para a presenga de gene para as variantes de Stx.

Os resultados tipicos encontrados para a PCR das variantes stxi., Stxa., Stxzq,

St 2datv, Stxoe € StXyr, podem ser observados nas Figuras 04 e 05.

Tabela 10 — Variantes dos genes six; e stx; identificadas em cepas de E. coli.

Variantes de stx

Identificagao Origem stx,
stxy stx,
001" Fezes - - StXzgat
005 - Fezes - - StX2qgat
008 - Fezes - - StX2qat
022 - Fezes - - StX 26, StXzqat
023 - Fezes - - StXoqat
024 - Fezes - - StX2gat
040 - Fezes - - StX 2! SXzqa1
041 - Fezes - - StXoc; SXzgat
049 - Fezes + StX1¢ -
063 - Fezes + StX1c -
064 - Fezes + Stx s -
073 - Fezes + Stx e StX e, StX2gar
151 - Agua - - StX2
153 - Agua - - Stxze
169 - Agua - - Stxze
185 - Fezes + StX e StXog SXoga StXof
194 - Carcaca - - StX a4 Stodar
195 - Carcaca - - St o SIXagat
274 - Carcaga - - StX 20, StXodat
005 + Fezes + stxse -
006 + Fezes + Stx1c -
128 + Fezes - - Stxzc
151 + Fezes - - shx
153 + Fezes - - Stx
274 + Fezes + StX e StXog; SEXogay StXor
376 + Fezes + StX1c -

"Cepas Sorbitol Negativo; “Cepas Sorbitol Positivo
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M ocochci] A T

256 pb
(s,

Figura 04 — Deteccao dos genes sixsc (A), stxz: (B) e stxaq (C), por PCR segundo
Zhang et al. (2002a), Friedrich et al. (2002) e Piérard et al. (1998),
respectivamente. M: marcador de peso molecular (100 pb); C+: cepa
controle positivo (Tabela 01); C-: E. coli K12; C1-: controle negativo da
reacgao.

Figura 05 — Detecgao dos genes StXzgar, (A), Stxze (B) e sixy (C), por PCR segundo
Jelacic et al. (2003), Franke et al. (1995) e Schmidt et al, 2000,
respectivamente. M: marcador de peso molecular (100 pb); C+: cepa
controle positivo (Tabela 01); C-: E. coli K12.

A variante mais freqientemente encontrada dentre as cepas de E. coli foi
Stxoqa, detectada em 14 cepas, seguida pelas variantes six;. (nove cepas), Sixzc
(seis), stxzq (Quatro), stxyr (quatro) e sixze (trés).

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 sixyc,
cinco (19,2%) foram positivas para o gene Stxogan, trés (11,5%) para o gene Sitxoe,
duas cepas positivas para six,r € uma (3,8%) apresentou o gene sixz.. O gene sixzg
foi o Unico que nao foi detectado isoladamente, apenas em combinagdes com
outros.

Enquanto as demais nove cepas (34,6%) apresentaram combinagdes de dois
ou mais genes, assim distribuidos: quatro cepas (15,4%) foram positivas para os

genes Stxy. e Sixoqa, duas (7,7%) apresentaram os genes Sixzg € SfXogar, OULras
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duas (7,7%) positivas para stxjc, Stxzg, StXoda € Stxzr € uma cepa (3,8%) foi positiva
para os genes StXic, Stoc € SiXogaty.

Neste estudo, evidenciou-se nove cepas STEC que carreiam o gene Sixy,
sendo que em trés (33,3%) delas houve detec¢ao de uma ou mais variantes de sitx..
Destas trés, apenas uma apresentou também o gene eaeA. Estes resultados
sugerem, segundo Zhang et al. (2002a), que as cepas que carfeiam apenas 0 gene
stxic teriam menos importancia em termos de salude publica, do que as demais
cepas STEC.

Salientamos que 15 cepas (trés provenientes de amostras de carcagas e 12 de
amostras de fezes) foram positivas para os genes Sixa: e/ou Stxaqar, isoladamente ou
em combinagcao com outras variantes de stx, uma vez que téis variantes sao as mais
freqUentemente encontradas em cepas isoladas de pacientes com SHU e CH
(Beutin et al., 2007; Persson et al., 2007). As demais variantes sao encontradas em
isolados de diarréeia branda (Caprioli et al., 2005) ou humanos assintomaticos (Beutin
et al., 2007).

Um total de 626 cepas STEC obtidas de pacientes com SHU, pacientes apenas
com diarréia e pacientes assintomaticos da Alemanha, foi analisado por Friedrich et
al. (2002) para as variantes de Stx2. Foram detectados os genes sStxu:, StXzd € StX2e,
entretanto a maioria das cepas (57,3%) nao apresentou genes para as variantes six.
Especificamente six,. foi a Unica variante de Stx2 associada a isolados de SHU,
enquanto stx,q e Stxge foram encontradas em 20,2% das 262 STEC provenientes de
pacientes apenas com diarréia.

Sonntag et al. (2005) pesquisaram na Alemanha a presenca da variante Sixze
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 Sixz-positivas
foram isoladas exclusivamente de pacientes com diarréia branda ou assintomaticos.

A deteccao de mais de um gene para as variantes de stx também foi observada
no estudo realizado na Australia por Brett et al. (2003a). Eles subtiparam o gene six,
de 127 cepas STEC provenientes de amostras de bovinos, e verificaram que 25,2%
destas cepas apresentaram mais de uma variante de six,.

Entretanto, outras pesquisas apresentam combinagdes diferentes, das
encontradas neste estudo, para os genes das variantes de stx. Cergole-Novella et al.

(2006), em Sao Paulo, avaliaram cepas STEC isoladas de amostras clinicas, de
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bovinos e de alimentos e evidenciaram que 0s genoétipos Stx,d/Stxzg € Stx4/Stxo/StX e
ocorreram exclusivamante em amostras bovinas.

Diferentes combinag¢des de genotipos stx também podem ser observadas em
isolados provenientes de amostras clinicas, mas em menor freqiéncia do que em
isolados de animais. Zhang et al. (2002a) caracterizaram as variantes de Stx em 214
cepas STEC proveniente de amostras clinicas (pacientes com SHU, diarréia e
assintomatico) da Alemanha. Dentre o total de cepas, os gendtipos encontrados
foram: stx; (49,1%); stxqc (5,6%); Stx; + stx, (23%); stxic + Six, (0,5%); stx; + Stxac
(6,5%); stx; + stx, + stxyc (1,9%); stx; + stxog (1,9%) € Sixqc + Stxzg (11,7%). Os
autores relatam que somente uma cepa que apresentou a variante six;. foi
proveniente de paciente com SHU, porém esta mesma cepa apresentou tambéem
stx,. Segundo eles, a variante stx;. parece estar associada ou com casos mais
brandos de doen¢a ou com infec¢des assintomaticas. Todas as cepas sitx; positivas
nao apresentaram o gene eaeA, indicando mais uma razao para o predominio em
infecgOes assintomaticas e brandas.

A freqiiéncia dos genes para as variantes de six encontrada neste estudo difere
do relato de Brett et al. (2003b). Os autores pesquisaram a presencga de stx; entre
cepas STEC proveniente de amostras de bovinos, ovinos e humanos. Dentre as
cepas proveniente de ovinos, 65,7% apresentaram-se positivas para six., das cepas
de origem bovina somente 5,8% apresentaram o gene e 26,6% das cepas clinicas
foram positivas para o gene.

Na avaliagao realizada por Vu-Khac e Cornick (2008), dentre as cepas STEC
proveniente de amostras bovinas, os genes para as variantes de six detectados
foram: sitx; (24,1%), sixic (565,2%), stx, (34,5%), Stxac (6,9%), Stxoq (24,1%), Sxtogativ-
(9,4%) e stxzy (10,3%). Para as cepas isoladas de bubalinos e caprinos também
houve predominio do gene six4., 65,6% e 61,2%, respectivamente.

Em Montana (EUA), Jelacic et al. (2003) analisaram cepas STEC provenientes
de pacientes quanto as variantes de six,. Eles encontraram 78,2% das cepas
positivas apenas para six,, 3,6% foram positivas para six,,, outras 3,6% positivas

para Stxzgaty, 3,6% para stx,. € StxXzgary © 7,3% para os genes Stx, e stxzc.
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Segundo Friedrich et al. (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 stx, ou stxy., nove (60%)

apresentaram o gene que codifica a intimina.

Os resultados anteriormente apresentados (presenca dos genes eaeA, sitxy,
stx,, uidA e ehxA e dos genes para as variantes de sfx) permitiram diferenciar dentre
as 66 cepas selecionadas, 50 (8,0%) como STEC (Tabela 11), ou seja, cepas que
apresentaram o gene para produc¢ao de Stx (stx1 e/ou sitx, e/ou variantes de six) com
ou sem a presencga do gene para intimina .(eaeA). Outras nove (1,4%) cepas foram
consideradas como EPEC atipicas por apresentarem somente o gene para intimina
(Tabela 12). Enquanto, as demais cepas (7) foram caracterizadas apenas como

entero-hemoliticas.

Tabela 11 — Caracteristicas das cepas identificadas como STEC.

Presenca dos genes Variantes de stx

Identificagao Origem Eh’ (PCR)
ehxA eaeA stx; stx, uidA sibx, stx,

001 - Fezes AP’ + + o+ -+ F - StX zgat
005 - Fezes SP* - - - -+ - - StX 2gat
008 - Fezes AP176 + + + - + + - StX2at
022 - Fezes AP 155 + + + - + + - StXae! StXzqat
023 - Fezes AP 161 + + + - + + - StX2gat
024 - Fezes AP179 + + + - + + - S 2qat
040 - Fezes AP 155 + + + - + + - StXz6; StX2gat
041 - Fezes AP176 + + + - + + - StX26; SIXzdat
049 - Fezes AP176 - - - + - - Stxqc -

063 - Fezes AP176 - - - + - - StX e -

064 - Fezes AP176 - - - + - - St -

073 - Fezes AP176 + + - + + - sbye StX26; StXzqat
090 - Fezes AP176 - - - - + - - ‘-

151 - Agua B15° - T - StXze
153 - Agua B15 - - + - - - - Stxze
169 - Agua B15 - -+ - - - shze
185 - Fezes AP 206 + + + + + - Stxqc StXaq, StX2gar

SiX

Cont.
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Cont. Tabela 11

194 - Carcaga SP B621 I° + ¥ - -+ - - g SXouat
195 - Carcaca SP B621 IR’ + - -+ - - 20" 2001
274 - Carcaga N° 852 E° + o+ -+ o+ - g SKogat
005 +° Fezes A %'' 3007 - + - + - - stxqe -
006 + " Fezes A %2 3007 - + - + - - stxqe -
032 + Fezes AP 161 - - - + - - - -
079 + Fezes AP 183 - - - + - - - -
089 + Fezes S%'° 65 - T T - -
092 + Fezes S¥; 67 - - - + - - - -
093 + Fezes S, 68 - - - + - - - -
119 + Fezes AP s/n® 1 - - - - + - - -
128 + Fezes AP s/n° 3 - - - - + - - Stxoe
151 + Fezes N 630 - - - - + - - S
153 + Fezes N 630 - - - - + - - Sty
170 + Fezes A V2 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 StXog
StXogat StXof
276 + Fezes AP 177 - - - + + - . _
277 + Fezes AP 178 - - - + + - _ R
285 + Carcaca S% 68 ER"™ - e - -
288 + Carcaga S2 721 - - - + - - - -
299 + Carcaga S 68 IR - - - + - - - -
302 + Carcaga S% 74 E - -+ - -_ .
303 + Carcaga SY%2 74 E - - - + - - - -
306 + Carcaca S2 74 E - - - + - - - -
347 + Fezes S¥ 75 - - - + - - - -
348 + Fezes S 76 - - - + - - - -
376 + Fezes SP 362 - - - + - - Stxq¢ -

;Atividade Entero-hemolitica; zCepas Sorbitol Negativo; 3Ra(;a Angus Puro; 4Ra§a Simental Puro; :’Agua da Baia 15;
Carcaga Superficie Interna; 7Carcaga Superficie Interna Refrigerada; 8Rag:a Nelore; gCarca(;a Superficie Externa;
*®Cepas Sorbitol Positivo; "Raga Angus % Sangue; “Raga Simental % Sangue; 12Ra<;a Nelore; "*Carcaca Superficie
Externa Refrigerada
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Tabela 12 — Caracteristicas das cepas identificadas como EPEC atipicas.

Presenga dos genes Variantes de stx

Identificagdo Origem Eh' (PCR)
ehxA eaeA stx; stx, uidA stx; stx,
138 -2 Fezes AP’176 - -+ - - - - -
142 - Fezes AP176 - - + - - - - -
170 - Agua B15* - B - -
173 - Agua B15 - - + - - - - -
174 - Agua B15 - - + - - - - -
172 +° Fezes A %° 3002 - S - -
203 + Fezes AP s/n° 1 - - + - - - - -
204 + Fezes AP s/n° 1 - - + - - - - -
266 + Fezes AP 155 - - + - - - - -

'Atividade Entero-hemolitica; “Cepas Sorbitol Negativo; *Raga Angus Puro; ‘Agua da Baia 15;
*Cepas Sorbitol Positivo; 6Ra(;a Angus % Sangue

A maioria (30/50 — 60%) das cepas caracterizadas como STEC foi
fermentadora de sorbitol, fato que enfatiza a importéncia da pesquisa de cepas
patogénicas tanto dentre isolados fermentadores como nao fermentadores.

Das 50 cepas STEC, 38 (76%) foram provenientes de amostras de fezes,
enquanto nove (18%) foram de amostras de carcacas e trés (6%) cepas foram
provenientes de amostras de agua da baia de confinamento. Nenhuma amostra de
ragao 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
carcagas (9/120) a ocorréncia de STEC tipicas foi de 7,5% e para os isolados de

amostras de agua (3/20) foi de 15%.

Dentre as cepas STEC, 18 (36%) apresentaram o gene stx;, quatro (8%)
continham os genes six; e stxy, trés cepas (6%) foram positivas para cada uma das
combinagdes: ehxA, eaeA, six,, UidA, Slxaga € eae-y; ehxA, eaeA, Six,, uidA, Sixa,
Slxoqat € eae-y, eaeA e stxye, stx; e six,. Outras trés cepas (6%) apresentaram
apenas o gene six,, duas (4%) continham os genes ehxA, stx; e six; outras duas
(4%) foram positivas para os genes stx, e six,. Para as demais combinagbes: six; e
Stogar, €hxA, eaeA, stxs, UidA e Stxoga; ehxA, stxq, sty Stxie, StXoc € StXogar, €hXA,
eaeA, sitxy, stxz, Stxic, StXad StXagat, Stxor @ €ae-B; ehxA, sixy, Stxoqe Stxoga, €hXA, Stxo,

Stxoc € StXogar, €hXA, eaeh, sixy, Stxo, Stxog StXoga € €ae- y; stx; e stxy; ehxA, eaeA,
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stxy, Stxo, StX1c, StXog StXaqa € Stxor, foram identificadas uma cepa (2%) em cada uma
delas.

Avaliando apenas os genes responsaveis pela produgao de Stx, os resultados
mostram um maior percentual de cepas STEC positivas para six; e/ou suas
variantes (24/50 - 48%) enquanto o percentu'al de cepas positivas para stx; e/ou
suas variantes foi de 38% (19/50) e o percentual de cepas positivas para a presenca
de ambos os genes para stx e/ou suas variantes foi de 14% (7/50). Tais resultados
estdo 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 stx; ou stx; combinado com stx, (Cerqueira et al.,, 1999,
Leomil et al., 2003; Aidar-Ugrinovich et al., 2007).

Cerqueira et al. (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 ocorréncia daquelas carreadoras dos genes stx; e stx, (58%). Entretanto,
quando se avalia somente os resultados obtidos para as cepas provenientes das
amostras de gado de corte, observa-se o predominio do genotipo stx; (45%).

Em uma pesquisa realizada no Estado de Sao Paulo, Leomil et al. (2003)
avaliaram 24 cepas STEC provenientes de amostras de fezes de bovinos com
diarréia e de bovinos saudaveis e, através de PCR, identificaram a presenca de six,
em 50% das cepas, de ambos os genes em 33,3% e do gene stx, em 16,7%. Eles
observaram ainda que a ocorréncia de cepas positivas para stx foi maior dentre os
isolados de animais doentes.

Aidar-Ugrinovich et al. (2007) isolaram, em Sao Paulo, 24 (8,5%) cepas STEC
de amostras de fezes de novilhos saudaveis e destas, 46% possuiam o gene Sixy,
13% o gene sitx; e 42% ambos.

O predominio do genétipo stx; também é relatado em outros paises. Midgley et
al. (1999) avaliaram a dindmica de STEC em bovinos de corte durante a criagao por
confinamento na Australia, enéontrando 7,4% das amostras positivas para o grupo.
Das 26 STEC isoladas, 53,8% foram sorotipificadas como O136:H16, sendo todas
positivas para o gene six; e ehxA, e isoladas em diferentes dias da avaliagdo. As
demais cepas apresentaram diferentes combinagdes dos genes avaliados. Os
pesquisadores verificaram ainda, de maneira semelhante a este estudo, que STEC

nao foi isolada das amostras do ambiente de confinamento.
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Blanco et al. (2005) avaliaram na Suiga 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 stxs, 19% o gene six, e também 19% ambos os genes six, enquanto 85,7%
apresentaram o gene ehxA.

Alguns trabalhos relatam a ocorréncia de cepas de E. coli stxs-positivas entre
outras espeécies animais. Vetoratto et al. (2003), no Estado de Sao Paulo, avaliaram
a frequéncia de STEC em fezes de ovinos saudaveis. Eles observaram que 50% das
cepas apresentaram o gene six; combinado com sitx,; apenas stx; foi encontrado em
38,9% das cepas, enquanto 11,9% das cepas apresentaram apenas o gene Six..
Todas as cepas STEC foram negativas para a presenca do gene eaeA e 33,3%
foram positivas para gene ehxA.

Blanco et al. (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 sitxy; 3% o gene six; e 43% ambos 0s genes para a produgao
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 clinicos. Vaz et al. (2004) em um trabalho retrospectivo no Estado de Sao
Paulo, analisaram 2607 isolados clinicos de E. coli, 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 six;.

Alguns estudos sugerem que a ocorréncia de six; e/ou stx, pode variar de
acordo com a espéce animal analisada e a localizagao geografica. Por exemplo, no
oeste da Espanha, todas as cepas provenientes de ovinos, apresentaram o gene
stx,, enquanto as cepas provenientes de caprinos carreavam six; e ehxA (Rey et al.,
2006). Resultados de um estudo conduzido na india demonstram que stx; foi o tnico
gene encontrado em cepas STEC de amostras de carne bovina, enquanto as cepas
provenientes de frutos do mar possuiam stx; e/ou six, (Kumar et al., 2004). Nos
Estados Unidos, Barkocy-Gallagher et al. (2004) reportaram a alta ocorréncia de six;
ou de ambos (six; e sixy) entre cepas STEC O157 e ndo-O157 de amostras bovinas.
Ja no Brasil, a presenca de sitx, predominou em isolados de carne (Bergamini et al.,
2007; Rodolpho e Marin, 2007), enquanto stx; prevaleceu entre amostras de origem
humana (Vaz et al., 2004, Cergole-Novella et al., 2006).
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Resultados divergentes dos encontrados neste estudo, onde a freqiéncia de
stx, ou de ambos os genes foi maior que de stx; também sao relatados. Irino et al.
(2005) caracterizaram cepas STEC isoladas de gado leiteiro do Estado de Sao
Paulo e identificaram que 97% das cepas apresentaram o gene six, ou ambos (sfx; e
stx,) e apenas 3% foram positivas para somente o gene stx;.

Vicente et al. (2005) analisaram, no Estado de Sao Paulo, amostras de fezes
de gado leiteiro e encontraram uma freqiiéncia de 31,5% de cepas positivas para
sequéncia do gene six,; 24% para ambos os genes stx e apenas 4,4% das cepas
positivas para o gene six;.

No Rio Grande do Sul, Timm et al. (2007) isolaram 34 cepas STEC de
amostras de fezes bovinas. Onze (32,3%) destas cepas apresentaram os genes six;
e Six,, 16 (47%) apenas o gene six,, enquanto sete (20,6%) continham somente o
gene six;.

Farah et al. (2007), no Parana, caracterizaram 64 cepas STEC entre amostras
de fezes de bovinos, e observaram que 54,7% destas foram positivas para o gene
stxo, 3,1% para o gene six; e 42,2% para ambos.

Em Minas Gerais, Oliveira et al. (2008) avaliaram STEC isoladas de fezes de
bovinos de corte e encontraram maior ocorréncia (54,4%) de cepas positivas para
ambos os genes, enquanto 30% e 156% foram positivas para six, e sixy,
respectivamente.

Mesmo avaliando bezerros com diarréia em Sao Paulo, Rigobelo et al. (2006a)
encontraram uma baixa frequéncia de STEC, quando comparada com outros
estudos. Do total de 173 isolados estudados, apenas nove (5,2%) foram
caracterizados como STEC pela presencga dos genes para produgao de Stx. Destes,
44 4% continham apenas sitx;, outros 44,4% apenas stx, e 11,1% apresentaram

ambos o0s genes para Stx.
‘ Parma et al. (2000), na Argentina, isolaram de amostras de bovinos saudaveis,
com diarréia e bovinos ja no abatedouro, 59 cepas STEC sendo que a frequiéncia
dos genes para Stx encontrada foi de 57,6%, 25,4% e 16,9% para cepas que
apresentaram apenas sitx,, apenas six; e ambos o0s genes, respectivamente.

Na Espanha, Orden et al. (2002) isolaram 70 cepas STEC de amostras de
fezes de bovinos, sendo 60% positivas para o gene six,, 22,8% para sixs e 17,1%

para ambos.
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Blanco et al. (2004b), na Argentina, avaliaram a presengca de genes de
viruléncia 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) possuiam o gene stx4, 93 (71%) o gene six, (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 al. (2004)
avaliaram um total de 86 cepas STEC provenientes de amostras de fezes de
novilhos, sendo que dessas, 68 (79,1%) apresentaram o gene stx,, 12 (14%) ambos
0s genes para produgao de Stx e apenas seis (7%) o gene six;.

Fegan et al. (2004) pesquisaram a ocorréncia de E. coli 0157 em amostras de
fezes de bovinos confinados e criados em pastagens na Australia. Eles observaram
que todas as cepas apresentaram pelo menos um dos genes para Stx, 56% das
cepas apresentaram six; e stx,, 38% apenas six, e 5% stx,. Dentre as cepas
provenientes de gado confinado, 65% apresentaram ambos os genes para a toxina e
nenhuma das cepas foi positiva apenas para a presenga do gene six;.

Padola et al. (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 stx, enquanto apenas 11,4% o eram para o
gene Six;.

Na Espanha, Blanco et al (2004a) caracterizaram 514 cepas STEC
provenientes de bovinos saudaveis ou com diarréia e demonstraram que 20% das
cepas apresentaram o gene sitx;, 54% o gene stx, 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 al. (2005) encontraram 15,9% (82) pertencentes ao sorotipo
0157:H7. Dentre essas cepas, 2,4% foram positivas para o gene stx4, 56,1% para o
gene six; e 41,5% para ambos. Ja entre as cepas nao-0157, 22,9% foram positivas
para o gene six4, 53,7% para o gene six; e 23,4% para ambos.

Na Suiga, Zweifel et al. (2005) caracterizaram 42 cepas STEC isoladas de
amostras de fezes de bovinos de corte, 18 (43%) possuiam o gene stx;, 20 (48%) o
gene six, e quatro (9%) ambos os genes.

Bastos et al. (2006) caracterizaram cepas STEC 0157 provenientes de

amostras de alimentos, de bovinos e de casos clinicos da Argentina, Brasil, Chile,
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Colémbia, Uruguai e Estados Unidos. Do total de 38 cepas avaliadas, 97,4%
apresentaram o gene six, sozinho ou combinado com alguma variante de sitx, ou
com stxs. Dos 14 isolados de origem bovina, 64,3% apresentaram somente Stxc.

Em Istambul, Yilmaz et al. (2006) testaram por PCR isolados de E. coli O157 e
0O157:H7 provenientes de fezes, carcaga e ambiente de abate de bovinos, para os
genes stxs e stx,. Das 27 cepas O157:H7, cinco foram positivas para ambos os
genes, 19 para stx; enquanto stx; isoladamente nao foi detectado nas cepas
testadas.

A ocorréncia de STEC encontrada por Perelle et al. (2007), na Franga, foi de
17,4% em amostras de carne e leite bovinos coletados em diferentes localizagdes
geograficas daquele pais durante um periodo de 12 meses. Eles verificaram que
19% das amostras apresentaram apenas o gene six;, 51,3% o gene six; 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, trés de amostras de
agua e uma de amostra de carcaga) apresentam os genes que caracterizam uma
EHEC, ou seja, eaeA e algum ou ambos os genes para Stx e/ou 0s genes das
variantes de six; e stx,. Destas 12 cepas, oito (66,7%) apresentaram o gene six, e
foram também positivas para a presenga o gene uidA, especifico para o sorotipo
0O157:H7, trés cepas (25%) foram positivas para o gene six,. € a outra cepa foi
positiva para ambos os genes que codificam Stx, além do eaeA, entretanto as
ultimas quatro cepas nao apresentaram uidA (Tabela 11).

Alguns estudos sugerem que o gene eaeA é pouco frequente entre cepas
STEC isoladas de bovinos (Blanco et al., 1997; Guth et al., 2003; Blanco et al.,
2004b). Porém, de maneira geral, os resultados sao bastante variaveis.

No Brasil, Irino et al. (2005) pesquisaram a presenga de STEC em amostras de
fezes de bovinos de leite e encontraram aproximadamente 1% das cepas positivas
para a presenga do gene eaeA.

Também no Brasil, Aidar-Ugrinovich et al. (2007) verificaram dentre as STEC
isoladas de fezes de novithos, que 25% possuiam o gene eaeA.

Meichtri et al. (2004) na Argentina, encontraram o gene responsavel pela

producgao de intimina 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
al. (2003) e Vetoratto ef al. (2003), os autores relataram, respectivamente, 6% e 0%
das STEC positivas para o gene eaeA.

Vu-Khac e Cornick (2008), no Vietna, estudaram a ocorréncia de STEC entre
" bubalinos, bovinos e caprinos. Eles identificaram o microrganismo em 27% dos
isolados proveniente dos bufalos, 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 nos obtidos e os dados encontrados na
literatura, pode-se afirmar que a pesquisa do gene eaeA nao pode ser utilizada

como unica ferramenta para pesquisa de cepas STEC.

Com relagao a presenga 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 al. (2004) na Argentina, encontraram
0 gene responsavel pela produgao de entero-hemolisina em 29 cepas STEC (33,7%)
isoladas de fezes de bovinos.

O mesmo ocorreu nas pesquisas de Blanco et al. (2003) e Vetoratto et al.
(2003) com amostras proveniente de ovinos. Os autores relataram respectivamente,
28% e 33,3% das STEC positivas para o gene ehxA.

Ja no estudo de Aidar-Ugrinovich et al. (2007) no Brasil, o percentual de cepas
positivas para o gene ehxA foi maior que o evidenciado por nés. Os pesquisadores
constataram que dentre as STEC isoladas de fezes de novilhos, 58% possuiam o
gene.

Comparando-se os resultados obtidos para a produgéo de entero-hemolisina e
a presenca do gene ehxA, responsavel pela produgdo da mesma, observa-se que
enquanto todas as cepas nao fermentadoras de sorbitol que apresentaram ehxA o
expressam (Tabéla 11), sete cepas fermentadoras de sorbitol (005+, 006+, 131+,
132+, 156+, 378+ e 381+) (Tabela 11) apresentaram o gene ehxA, mas nao o
expressaram. Por outro lado, uma cepa (369+) mostrou-se produtora de entero-
hemolisina, porém o gene ehxA nao foi detectado. Para esta cepa a atividade
hemolitica verificada deve ser decorrente de outra hemolisina capaz de lisar as
hemaceas e que deve ser produzida na mesma fase de desenvolvimento bacteriano

que a entero-hemolisina (Beutin, 1991).
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A avaliacao da produgao de entero-hemolisina é considerada como uma
ferramenta fenotipica para uma pré-selegdo de isolados de E. coli possivelmente
patogénicos por ser de facil interpretagdo, rapida e econdmica, principalmente
quando se trabalha com um grande nimero de isolados. Embora ainda nao se saiba
se esta hemolisina esta ou nao envolvida na patogenicidade de E. coli, sabe-se que
existe uma forte relagdo entre a sua produgédo e cepas de STEC, sejam elas do
sorogrupo O157 ou nao (Nataro e Kaper, 1998). Entretanto, esta relacdo nao foi
comprovada neste estudo, uma vez que do total de cepas STEC (50), apenas 13
(26%) apresentaram producgao de entero-hemolisina.

A avaliacdo realizada por Salvadori et al. (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 nos
observamos 12,1% do total de 628 isolados. Ja dentre as cepas STEC, os autores
refatam que 35,5% foram produtoras de entero-hemolisina.

Contudo, nossos resultados diferem dos encontrados por Beutin et al. (1989)
que estudaram a producao de entero-hemolisina por 64 cepas STEC de diversas
origens e encontraram associagdo entre entero-hemolisina e produgdo de Stx em

89% das cepas.

4.4 Sorotipificagao

Das 66 cepas encaminhadas ao Instituto Adolfo Lutz foi possivel a identificac&o
de ambos os antigenos, O e H, em 31 (47%) cepas. Cinco cepas (7,6%) foram
identificadas como imoveis e sorotipiﬁcadaé como O177:H- (duas cepas — 3%);
0O172:H-; O178:H- e ONT:H- (uma cepa em cada sorotipo — 1,5%).

Para 27 cepas (40,9%) nao foi possivel tipificar o antigeno somatico (O) com os
anti-soros atualmente disponiveis (O1 ao 0O181), enquanto trés cepas (4,5%) foram
identificadas como rugosas (R).

Os resultados da sorotipificagdao das cepas STEC e EPEC atipicas 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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0O157:H7 (sete cepas — 24,1%); 097:H1 (quatro cepas — 13,8%), O38:H21 e
087:H25 (trés cepas em cada sorotipo — 10,3%); O79:H14; 0O136:H16 e O85:H7
(duas cepas em cada sorotipo — 6,9%); 0O102:H21 e 0152:H16 (uma cepa em cada
sorotipo — 3,4%). Destas 29 cepas, quatro foram identificadas como imoveis:
0172:H-, O177:H- (duas cepas) e O178:H-.

As demais 21 (42%) cepas de STEC tiveram o antigeno O e/ou o antigeno H
nao tipificavel (NT) ou eram rugosas (R) (Tabela 13).

Segundo Feng et al. (1998), isolados identificados como rugosos (OR) podem
apresentar fatores de patogenicidade e caracteristicas semelhantes a cepas do
sorogrupo O157. Os pesquisadores caracterizaram uma cepa STEC de amostra de
carne da Malasia e identificaram que a cepa possuia fenotipo e fatores de
patogenicidade iguais a de uma O157:H7, mas através da sorotipificagao essa cepa
foi identificada como OR.

Em nossos resultados, duas cepas foram identificadas como OR (OR:H30 e
OR:H7), e apresentaram genes para producao de Stx. Estes resultados ressaltam a
importancia da identificagao dos fatores de patogenicidade para a caracterizagdo de
isolados de E. coli enteropatogénicos, uma vez que através apenas da

sorotipificagao essa caracterizagdo nem sempre € possivel.

Tabela 13 — Sorotipos/ sorogrupos e origem das 50 cepas de E. coli caracterizadas
como STEC.

Sorotipo/sorogrupo Origem (n° de cepas) ~ Sorotipo/sorogrupo Origem (n° de cepas)

O157:H7 Fezes (6),; carcaca (1) ONT":H8 Fezes (3)
097:H1 Fezes (1); agua (3) ONT:HNT? Fezes (1)
0O85:H7 Fezes (2) ONT:H21 Carcaga (1), fezes (1)
038:H21 Fezes (3) ONT:H7 Fezes (5)
087:H25 Carcaca (3) ONT:H34 Fezes (1); carcaga (1)
O79:H14 Fezes (2) ONT:H2 Fezes (1)
0O136:H16 Fezes (2) ONT:H10 Fezes (2)
O152:H16 Carcaga (1) ONT:H16 Fezes (1)
0102:H21 Fezes (1) ONT:H31 Fezes (1)
0177:H-° Carcaga (2) ONT:H46 Fezes (1)
0172:H- Fezes (1) OR*H7 Fezes (1)
0178:H- Fezes (1) OR:H30 Fezes (1)

"Antigeno O identificado como nao tipificavel com os anti-soros atualmente disponiveis; “Antigeno H
identificado como nao tipificavel com os anti-soros atualmente disponiveis; *Cepa identificada como
imoével; 4Cepa identificada como rugosa
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Tabela 14 — Sorotipos/ sorogrupos e origem das 12 cepas de E. coli caracterizadas
como EPEC atipicas.

Sorotipo/sorogrupo Origem (n° de cepas)
097:H1 Agua (5)
0O85:H7 Fezes (2)
ONT":H8 Fezes (3)

ONT:HNT? Agua (1)
ONT:H2 Fezes (1)

"Antigeno O identificado como nao tipificavel com os anti-soros atualmente disponiveis;
2Antigeno H identificado como n3o tipificavel com os anti-soros atualmente disponiveis

Ha uma grande variedade de sorotipos entre isolados de E. coli proveniente de
bovinos, ja tendo sido identificados mais de 400 sorotipos STEC neste tipo de
amostra (Blanco et al., 2004a). A elevada frequéncia de cepas STEC néao tipificaveis
como encontrada neste estudo (42%) foi também relatada por outros pesquisadores
para isolados de alimentos e animais (Cerqueira ef al., 1997; Meichtri et al., 2004;
Oliveira et al., 2008).

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 al., 2006). Por outro lado, amostras de origem clinica
apresentam menor diversidade sorologica (Nataro e Kaper, 1998; Paton e Paton,
1998).

Os sorogrupos O172 e 087, assim como cepas ONT:H8/H16 encontradas
neste estudo, foram também identificados em outras espécies animais, que nao
bovinos (Vetoratto et al., 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 al. (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 al. (1999), na Austrdlia, identificaram os sorotipos/sorogrupos
0136:H16, ONT:H2, ONT:H8, ONT:H21, ONT:H16 e ONT:H7.
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Parma et al. (2000) encontraram os sorogrupos 038 e O79, além de 13 cepas
que foram consideradas nao tipificaveis.

Brett ef al. (2003a), dentre as cepas STEC, identificaram O157:H7, ONT:H2,
ONT:H7, ONT:H8, ONT:H16 e ONT:H21.

Blanco et al. (2004b) avaliaram cepas STEC e dentre os sorotipos/sorogrupos
encontrados, O157:H7 e O177:H- coincidem com os sorotipos desta pesquisa.

Em outra pesquisa feita por Blanco et al. (2004a), foram caracterizadas cepas
STEC, sendo divididas nos sorotipos/sorogrupos 079, 0178, 038:H21, O136:H16,
0O157:H7, O177:H-, ONT:H-, ONT:H2, ONT:H8 e ONT:H21.

Cepas identificadas como ONT:HNT/H7 também foram encontradas por
Bergamini et al. (2007) em amostras de carne de Sdo Paulo.

Devido justamente a 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 nao
tipificaveis. Leomil et al. (2003) no Estado de Sao Paulo, avaliaram cepas STEC em
bovinos saudaveis e com diarréia e encontraram cepas 022:H16, O111:H-
ONT:H16, ONT:H18, ONT:H34 e ONT:HNT.

Lira et al. (2004) identificaram dentre as STEC provenientes de sete Estados
brasileiros, os sorogrupos 026, 055, 0111 e O119, nenhum em comum com 0s
resultados deste estudo, porém as cepas avaliadas pelos pesquisadores eram
provenientes de amostras de leite de bovinos com mastite clinica e sub-clinica.

Na Suica, Zweifel et al. (2005) caracterizaram cepas STEC de amostras de
fezes de bovinos de corte, sendo a maioria dessas sorotipificadas como O103:H2,
0113:H4, O116:H- e ONT:H-. A dnica semelhancga foi o sorogrupo 0136, sendo
neste estudo O136:H16 e por aqueles autores identificados como O136:H- e
0136:H2.

Dentre os sorogrupos STEC mais freqientemente envolvidos em surtos de ETA
em todo o mundo destacam-se 026, 048, 091, 0103, 0104, O111, 0113, 0121,
0145 e 0157 (Mainil e Daube, 2005; Perelle et al, 2007). Somente cepas
pertencentes ao sorotipo O157:H7 (7 — 14%) foram encontradas dentre as 50 cepas
STEC deste estudo, sendo seis de amostras de fezes e uma de amostra de carcaga.

Resultados relatados por outros pesquisadores com relagdo ao percentual de
cepas dos sorogrupos mais freqientemente envolvidos em surtos, dentre as STEC,

sao de maneira geral, superiores aos obtidos no presente estudo.
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Leomil et al. (2003) encontraram, dentre os sorogrupos identificados nas 24
cepas STEC isoladas de amostras de fezes de 20 bovinos saudaveis e com diarréia
no Brasil, oito (33,3%) pertencentes a dois sorogrupos dos mais comumente
envolvidos em surtos (0111 e O113). Entretanto nenhuma cepa foi identificada
como O157:H7.

Aidar-Ugrinovich et al. (2007) caracterizaram 24 cepas STEC isoladas de fezes
de novilho do Estado de Sao Paulo e dentre os sorotipos identificados, sete (29,2%)
cepas pertenceram aos sorogrupos mais freqientemente causadores de surtos
(048, 0103 e O111 — cinco cepas), porém o sorotipo O157:H7 nao foi identificado.

Das 70 STEC isoladas por Orden et al. (2002) de amostras de fezes de bovinos
na Espanha, 14 (20%) pertenceram a sorogrupos freqientemente isolados de surtos
(091, 0103, 0111 e O113), sendo que o sorogupo O157 nao foi detectado.

Blanco et al. (2004b) encontraram entre 131 cepas STEC provenientes de
fezes de bovinos da Argentina, 37 (28,2%) pertencentes aos sorogrupos mais
freqientemente isolados de surtos, sendo cinco cepas sorotipificadas como
0157:H7. Semelhantemente, Meichtri et al. (2004) também trabalhando na Argentina
com 86 isolados de bovinos, identificaram 28 (32,5%) cepas pertencentes aos
sorogrupos 091, 0103, 0104, 0113, 0121, O145 e uma cepa O157:H7.

Dentre as 44 cepas STEC provenientes de bovinos criados em confinamento
na Argentina e caracterizados por Padola et al. (2004), 14 (31,8%) pertenceram aos

sorogrupos mais comumente envolvidos em surtos (0103, 0145 e O157).

As cepas que apresentaram o gene uidA (especifico para o sorotipo O157:H7)
(Tabela 11) foram confirmadas através da sorotipificagdo como E. coli O157:H7, com
excegdo de uma cepa nao fermentadora de sorbitol proveniente de fezes (cepa n°
024-). Esta cepa embora tenha apresentado o gene uidA, com a mesma substituicao
de base encontrada em cepas O157:H7, foi sorotipificada como 0O97:H1.

Nossos dados corroboram a utilidade da determinagdo da presenca de uidA
como forma de triagem para a presenga de E. coli 0O157:H7, principalmente quando
se trabalha com um elevado nimero de isolados. A sorotipificagdo, apesar de sua
grande importancia na identificacdo de sorotipos enteropatogénicos de E. coli, &€
realizada por poucos laboratérios em nosso pais. Ja a PCR é uma técnica mais

acessivel aos diferentes laboratorios.
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A frequéncia de O157: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, frés de animais distintos também Angus puro e as outras
duas de dois desses mesmos animais, porém coletadas em datas diferentes). A
outra cepa O157:H7 foi proveniente de amostra de superficie externa da carcaga de
um animal Nelore. } ‘ _

A taxa de isolamento de STEC nao-0157 foi bem superior a de STEC 0157,
estes dados estdo em concordancia com diversas pesquisas tanto com fezes de
animais como com carne (Johnson et al., 1996; Pradel et al., 2000; Djordjevic et al.,
2001; Arthur et al., 2002; Hornitzky et al., 2002; Blanco et al., 2003; Kobayashi et al.,
2003). Com isso, comprova-se que os humanos estdo muitas vezes mais expostos a
cepas STEC nao-O157 do que STEC O157 (Vanselow ef al. 2005).

Neste estudo a freqiiéncia de O157:H7 foi de 1,2% do total de 583 isolados de
fezes e carcagas avaliados. Uma das hipoteses para explicar esta baixa ocorréncia &
que a eliminacao de O157:H7 nas fezes dos bovinos tende a ser intermitente e de
curta duragao, fato que pode prejudicar sué deteccao (Doyle et al., 1997). Outra
hipotese é que este sorotipo nao é realmente freqliente entre os animais de nosso
pais, o que parece ser o mais provavel.

Por outro lado, se for considerado o total de animais avaliados neste estudo, 60
(12 animais x 5 racas), a frequéncia de STEC nas fezes dos animais sera de 63,3%
e do sorotipo O157:H7 serda de 10%. Quanto &s carcagas dos mesmos animais,
teremos uma ocorréncia de 15% e 1,7%, respectivamente para STEC e para o
sorotipo O157:H7.

Esse percentual de O157:H7 nas amostras de fezes de bovinos esta acima do
relatado por Irino ef al., 2005. Segundo esses autores, este sorotipo é extremamente
raro no Brasil em amostras de fezes de bovinos, sendo a frequéncia de
aproximadamente 0,6%. Eles encontraram duas cepas O157:H7 isoladas de
amostras de fezes de bovinos leiteiros no Estado de Sao Paulo, porém estas cepas,
apesar de possuirem six,, nao apresentaram produgao de Stx.

STEC 0O157:H7 foi descrita pela primeira vez no Brasil, em isolados de bovinos
de corte e de leite ho Rio de Janeiro (Cerqueira et al., 1999) e posteriormente foi
descrita em isolados clinicos e de animais de outras regides (Farah et al., 2007; Irino
et al., 2002).
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A frequéncia de O157:H7 dentre as STEC, encontrada neste estudo, é bastante
semelhante a encontrada por Guth et al. (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 O157:H7, todas
provenientes de amostras de animais. A ocorréncia 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-Hernandez et al. (2007)
encontraram, no México, E. coli O157:H7 em 2,7% das amostras de carcagas
bovinas examinadas. Eles relatam ainda que outras STEC nao-O157 foram mais
freqiientes (20,5%) e que do total de 146 cepas isoladas, somente duas
apresentaram genes de viruléncia, sendo uma O157:H7 que apresentou 0s genes
stx, e eaeA, e uma nao-0157 que possuia apenas o gene six;.

Na Europa, América do Norte e Asia a freqiiéncia de bovinos que carreiam
STEC varia de 10 a 80% (Beutin ef al., 1997). J4 em amostras de carcagas e carne
bovina da Europa a frequéncia de O157:H7 varia de 0 — 4% (Mainil e Daube, 2005).

Nos Estados Unidos, o estudo de Barkocy-Gallagher et al. (2003) apresenta
valores diferentes dos relatados por Beutin et al. (1997). Eles verificaram que a
ocorréncia de O157: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 carcaga varia de 1,2 a 40,8%
antes da evisceragcdo e de 0 a 3,1% pos-evisceracdo, 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. coli
O157:H7. Woerner et al. (2006) também pesquisaram a presencga de E. coli 0157
em bovinos criados em confinamento nos Estados Unidos e encontraram 24,7% das
amostras de fezes, positivas para O157. Na avaliagdo de carcagas, a freqiiéncia de
0157 foi menor, ficando ao redor de 10,1% para as carcagas antes e 1,4% para
depois da evisceragao.

Ja em estudo comparativo sobre a ocorréncia de E. coli 0157 em gado leiteiro
nos Estados Unidos e na Noruega (LeJeune et al., 2006), verificou-se que o sorotipo
nao foi encontrado entre as amostras da Noruega, mas o foi em uma baixa
percentagem (0,67%) nas amostras dos Estados Unidos. Os genes para produgéo

de Stx foram enconirados 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
diferengas na distribui¢cao geografica.

McEvoy et al. (2003) avaliaram, na Irlanda, a presenga de E. coli O157:H7 em
amostras de fezes, do rimen e das carcagas 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 hipotese de que E. coli O157:H7
geralmente nao se prolifera no ramen do bovino adulto e sim no intestino.

Mora et al. (2005) na Espanha, encontraram O157:H7 em 15,9% das 514 cepas
STEC provenientes de bovinos. Por outro lado, outros sorotipos ndo-O157 foram
muito mais frequentes (84%). Dentre as cepas O157:H7, 46 apresentaram o gene
stx,, duas possuiam ¢ gene six; e 34 ambos. Ja entre as demais cepas, 99 foram

positivas para o gene stx;, 232 para o gene sitx; e 101 para ambos.

Este € o primeiro relato de isolamento de cepas O157:H7 a partir de amostra de
carcaca bovina e também de fezes de bovinos saudaveis criados em confinamento
no Brasil.

Os resultados deste estudo demonstram ainda que cepas STEC n&o-O157 sao
mais frequientes em fezes de bovinos de corte em nosso pais e que a transferéncia
de STEC as carcagas é baixa devido ao emprego de boas praticas de produgéo
pelos frigorificos.

Nossos dados podem ainda explicar a baixa ocorréncia de SHU no Brasil, uma
vez que a frequéncia de sorogrupos de STEC reconhecidamente patogénicos a
humanos € bastante baixa e predomina em amostras de fezes de bovino e ndo em

carcacas.

4.5 Avaliagao da presenca dos genes das variantes de intimina

Dentre a diversidade de variantes do gene eae descritas na literatura, segundo
Garrido et al. (2006) sado 16 diferentes tipos e subtipos de intimina, neste estudo
foram avaliadas a presenca dos genes eae-a, eae-y, eae-B, eae-g, eae-(, eae-i, eae-

n. eae-k e eae-0.
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Do total de 21 cepas, nas quais havia sido detectada a presenga do gene eaeA
(tem 4.2), e que foram submetidas a avaliagdo da presenga 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-B. Esta ultima cepa era proveniente de amostras de
fezes e foi sorotipificada como O79:H14.

Os resultados tipicos encontrados para a PCR das variantes eae-y e eae-B,

pode ser observado na Figuras 06.

crc1-CM. A M C+C1C B
i 2792pb g
eaey g & 2
(eaey) =
LR
.

Figura 06 — Detecgao dos genes eaef (A) e eaey (B), por PCR segundo Oswald et
al. (2000) e Schmidt et al. (1993), respectivamente. M: marcador de
peso molecular (1 kb); C+: cepa controle positivo (Tabela 01); C-: E. coli
K12; C1-: controle negativo da reagao.

As sete cepas que apresentaram a variante eae-y foram seis O157:H7 (cinco
proveniente de amostras de fezes e uma de carcaga) e a cepa O97:H1 uidA-positiva
(proveniente de amostras de fezes). Esse resultado demonstra a existéncia de
semelhangas entre a cepa O97:H1 uidA-positiva e cepas O157:H7.

Em 13 cepas (61,9%) nao foram identificadas as variantes de intimina
estudadas. Este resultado estd de acordo com o relatado por outros pesquisadores
que verificaram que algumas cepas de STEC e EPEC expressam intimina que nao
sao tipaveis (China et al., 1998; Pelayo et al., 1999, Reid et al., 1999).

Os resultados obtidos no presente estudo indicam auséncia de variantes de
intimina eae-a, eae-n e eae-Kk. As variantes eae-¢, eae-(, eae-1 € eae-6 também nao
foram detectadas entre as cepas avaliadas, porém em virtude da nao obtencgao de

cepa padrao, esses resultados devem ser considerados com cautela.
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Apesar disso, resultados relatados por outros pesquisadores (Oswald et al.,
2000; Spears et al., 2006) indicam que algumas dessas variantes s&o grupo ou
sorogrupo especificas, sendo que estes nao faziam parte das cepas deste estudo. A
variante eae-¢ € encontrada em cepas STEC sorogrupo O103 provenientes de
amostras de humanos e bovinos. Ja o subtipo eae-a € expresso por cepas de
EPEC.

Semelhante aos resultados desta pesquisa, alguns estudos relatam a detecgéo
de eae-y e eae-B, porém também demostram deteccao de outras variantes de
intimina. No Brasil, Aidar-Ugrinovich et al. (2007) identificaram os genes para as
variantes de intimina de cepas STEC provenientes de amostras de bovinos. Eles
identificaram nove cepas O111 positivas para eae-y2/6, trés cepas (uma O7 e duas
0123) apresentando eae-€1 e duas cepas, uma O118 e outra ONT, positivas para
eae-B1.

Oswald et al. (2000) caracterizaram os genes para as variantes de intimina de
cepas STEC e EPEC provenientes de amostras de humanos e animais de diversos
paises. Os pesquisadores encontraram apenas cepas EPEC positivas para a
variante eae-al/a2. Dentre as cepas que apresentaram o gene eae-¢ foram
identificadas apenas cepas STEC pertencentes aos sorogrupos 08, O11, 045,
0103, 0121 e O165 e dentre as cepas positivas para eae-y1/ y2, foram identificados
os sorogrupos STEC 086, 0111, 0145 e O157. As cepas STEC dos sorogrupos
018, 026, 045, 0118 e 0123 foram positivas para eae-B.

Blanco et al. (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-B1, foram identificados os sorogrupos 026, 0118,
0126, O177 e ONT, as cepas O157 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-¢; cepas dos sorogrupos 084, 0138, 0150, O156 e
ONT foram positivas para a variante eae-{ e uma cepa 049 positivo para eae-0. Os
autores ainda relataram a detecgao de um novo gene de variante de intimina, que
chamaram de eae-¢ (xi), presente em duas cepas do sorogrupo O80.

Em isolados provenientes de amostras de bovinos da Argentina, Blanco et al.
(2004b) identificaram as variantes de intimina em todas as cepas positivas para o

gene eae. Sete cepas 026 e quatro O5 apresentaram a variante eae-p1, 16 cepas
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possuiram o gene eae-y1 (11 0145 e cinco O157), cinco cepas 0103 foram positivas
para a variante eae-e1 e uma cepa 0111 mostrou-se positiva para a variante eae-
Oly2.

Em outro trabalho de Blanco et al. (2005), mas realizado na Suiga, 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-g1,
cinco 0145 e uma O157 positivas para eae-y1, duas O5 e duas O26 positivas para
eae-1 e uma O111 positiva para eae-y2/0.

Em 2007, Mora et al., na Espanha, pesquisaram os genes das variantes de
intimina entre as cepas STEC de amostras de carne moida. Dentre as 25 cepas
positivas para a presenga do gene eae, as cepas O157 apresentaram a variante
eae-yl, as cepas 05, 015 026, 0118 e 0174 foram positivas para eae-B1.

Enquanto eae-g1 foi encontrado em cepas O103 e eae-0 em cepas O111.

4.6 Avaliagao da atividade citotoxica

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 six,; 10
(35,7%) foram positivas para o gene six;, enquanto cinco (17,8%) apresentaram
ambos os genes. Uma cepa (3,6%) ndo possuia genes para produgao de toxina de
Shiga (Tabela 15). Esta cepa, que nao apresentou os genes para produgdo de Stx,
mas mostrou-se positiva para a destruicdo da monocamada de células Vero, pode
expressar outras toxinas cujos genes nao foram pesquisados neste estudo,
conforme verificado por Bettelheim e Beutin (2003).

Um total de 38 cepas nao apresentou citotoxicidade no ensaio com células
Vero. Dessas, 23 eram STEC, 14 (nove provenientes de fezes e cinco de carcagas)
possuiam o gene sixy, cinco cepas provenientes de fezes possuiam 0 gene Sixo,
uma cepa proveniente de amostras de fezes apresentou ambos os genes e trés

cepas provenientes de amostras de agua apresentaram o gene stXze.
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Tabela 15 — Distribui¢do dos genes stx; e/ou six, nas cepas que apresentaram
citotoxicidade em células Vero.

Genes (stx4 stx;) Cepas citotoxicas a células Vero
(n") Origem (n° de cepas) (%)
stx2(17) ' .Fezes (9); carcaga (3) (42,9%)
stx1(24) Fezes (9); carcaga (1) (35,7%)
Stx; e stx (6) Fezes (5) (17,8%)
auséncia de stx; e stx» (19) Agua (1) (3.6%)

"Numero total de cepas positivas para a presenga do(s) gene(s) na avaliagio por PCR

Os resultados apresentados acima referem-se a avaliacio da citotoxicidade em
cultura de células Vero segundo metodologia proposta por Konowalchuk et al.
(1977).

Em virtude de algumas cepas STEC (23) nao terem apresentado resultado
positivo no ensaio, decidiu-se entao pela repeticdo do mesmo, porém empregando a
metodologia preconizada por Karmali et al. (1985). Tal metodologia foi escolhida por
utilizar sulfato de polimixina B, um antibidtico efetivo para a extragdo de proteinas
intracelulares de bactérias Gram negativas, uma vez que a toxina Stx pode ser
encontrada em altas concentragdes no espaco intracelular. Desta forma realizou-se
o ensaio com e sem a utilizacao de sulfato de polimixina B.

Por esta metodologia, o meio de cultura utilizado para obten¢do do
sobrenadante celular deve garantir a melhor multiplicagédo do microrganismo e nao
deve conter agentes que influenciem a atuagéo do antimicrobiano. Segundo Karmali
et al. (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
produgéo de intimina também foram submetidas a esta avaliagao.

Foi possivel observar que nao houve diferenga entre a citotoxicidade
ocasionada pelos sobrenadantes bacterianos provenientes de culturas tratadas com
sulfato de polimixina B ou nao, 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 citotoxicas as 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 presenca do gene Six;.
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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 six; e/ou six; e apenas uma (3,6%)
nao possuia genes para producado de Stx. Por outro lado, 21 cepas STEC nao

apresentaram citotoxicidade.

O resultado positivo, no segundo ensaio, para as duas cepas que nao haviam
apresentado citotoxicidade na primeira avaliagdo, deve-se a outros fatores nao
relacionados ao emprego do sulfato de polimixina B. Uma hipotese para explicar
este acontecimento & que o meio utilizado na segunda avaliagdo apresenta em sua
formulacdo extrato de levedura, ausente no primeiro, e esse enriquecimento do meio
pode ter ocasionado melhor desenvolvimento do microrganismo e assim melhores
condigbes para que o mesmo produzisse a toxina.

Contudo, como nao houve diferenga entre a utilizacdo ou nao do antibiético,
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 € 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 ocorréncia de cepas STEC que nao
apresentam citotoxicidade a cultura celular. No Brasil, Bastos ef al. (2006) avaliaram
cepas STEC O157 proveniente de bovinos e encontraram seis cepas (54,5%) que
nao apresentaram atividade citotoxica a células Vero e Hela.

Jo et al. (2004), na Coréia, avaliaram a presencga dos genes e a citotoxicidade
em células Vero de cepas de E. coli O157 proveniente de fezes e de carne de
bovinos, suinos e aves. Os pesquisadores criaram uma escala arbritaria variando de
um a dez para avaliar a citotoxicidade as células, sendo que quanto maior o dano
causado a cultura, maior o valor atribuido. Dentre as cepas avaliadas, os autores
observaram que as cepas six,-positivas revelaram-se mais citotoxigénicas, mas por
outro lado, algumas cepas sitx,-positivas nao apresentaram atividade citotdxica e
algumas cepas stx-negativas mostraram citotoxicidade.

A evidéncia 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 niveis significantemente
maiores de Stx1 e/ou Stx2 do que cepas isoladas de bovinos (Ritchie et al., 2003).

Ainda assim, algumas pesquisas relatam isolados clinicos de STEC incapazes
de alterar a monocamada celular. Zhang et al. (2005), na Alemanha, avaliaram a
citotoxicidade em células Vero de 37 cepas STEC six,-positivas provenientes de
humanos assintomaticos, com diarréia e com SHU, e evidenciaram seis cepas
(16,2%) negativas no ensaio com cultura celular, sendo dessas, cinéo provenientes
de amostras de humanos assintomaticos e uma de humano com diarréia. Os
pesquisadores afirmam que a deteccao fenotipica de Stx deixa a desejar quando se
trata de cepas STEC que secretam baixos niveis de toxina.

Jinneman ef al. (2000) avaliaram isolados clinicos e encontraram éepas que
possuiam sfx,, mas que nao eram citotoxicas a células Vero. Eles verificaram que
stx, possuia uma insercao de 1310 pb que tornava a toxina inativa.

Friedrich et al. (2002) avaliaram a citotoxicidade de cepas STEC de isolados
clinicos e evidenciaram que cinco das 15 cepas que apresentaram o gene Stxzy €
uma dentre as 12 que possuiam sfx,e nao foram citotdxicas em células Vero.
Segundo os autores, a razao para a falta de expressao da toxina ainda nao estava
clara, sendo que algumas hipéteses podiam ser levantadas: (1) a proteina poderia
nao estar sendo expressa devido a mutacao do gene; (2) o gene poderia nao estar
sendo expresso devido as condigdes de multiplicagdo utilizadas; e (3) a toxina foi
sintetizada mas nao foi liberada para o meio externo por algum defeito no
mecanismo de exportacdo da mesma. Os autbres ainda afirmam que, devido as
diferengas entre o ambiente in vivo e as condigdes de laboratoério, a ndo detecgdo da
produgéo da toxina nao significa que a mesma néo possa ser produzida durante a
infecgao.

Para identificar o tipo de citotoxina produzida pelo microrganismo nos ensaios
com ceélulas Vero haveria necessidade de realizagcdo de testes adicionais
neutralizando-se os sobrenadantes das culturas com anti-soros especificos, recurso
este, que infelizmente nao dispomos em nossos laboratérios.

Apesar de a avaliagdo da produgdao de citotoxinas ser tradicionalmente
realizada empregando-se cultivos celulares, esses ensaios s6 podem ser
executados em poucos laboratorios face a dificuldade em obter e manter as

linhagens celulares. A alternativa de utilizagdo de métodos mais simples, como o
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ensaio imunocromatografico, permite que mesmo laboratérios menos equipados

possam avaliar o potencial citotoxico de seus isolados.

4.6.2 Avaliagio da produgcdo de toxina da Shiga por ensaio

imunocromatografico

O ensaio indicou que 17 (34%), das 50 cepas STEC testadas, eram produtoras
de Stx, sendo oito (47,1%) positivas para a producao de Stx2, seis (35,3%) positivas
para Stx1 e outras trés (17,6%) para ambas as toxinas (Tabela 16). Todas estas
cepas apresentaram na PCR os genes correspondentes a toxina identificada pelo
Duopath®, com excecao de uma cepa de carcaca que foi positiva para a produgao
de ambas as toxinas, porém com gene apenas para a toxina Stx2. Possivelmente
essa cepa tenha produzido uma variante de Stx1, cujo o gene nao foi detectado pelo
primer para stx; utilizado na PCR.

Um total de 33 cepas STEC apresentou os genes de stx; e/ou stx, efou as
variantes desses, porem a producao de toxina Stx nao foi detectada pelo Duopath®
(Tabela 16). Destas, 18 cepas (54,5%) possuiam o gene stx;, oito (24,2%) o gene
stx,, quatro (12,1%) ambos os genes para as toxinas e trés (9,1%) possuiam o gene

StXQQ

Tabela 16 — Relacao entre-a capacidade de produgéo de Stx, avaliada por ensaio
imunocromatografico (Duopath Verotoxin®) e presenga dos genes Stx;
e stx, por cepas STEC.

Genes (stx4 stx;) Produgao de Stx Origem (n° de cepas)
(n®) Duopath® (%)
stx41 (24) Stx1 Fezes (6)
(35,3%)
Stx, (17) Stx2 Fezes (6); carcaca (2) (47,1%)
Stx1 e Stx2 Carcaca (1)
stx; e stx; (6) Stx1 e Stx2 Fezes (2)
(17,6%)

"n é o numero total de cepas que apresentaram-se positivas para a presenga do(s) gene(s) para
produgdo de Stx na avaliagao por PCR
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Comparando os resultados obtidos na avaliacdo da presenca dos genes Six;
elou stx, por PCR, citotoxicidade em células Vero e ensaio imunocromatografico
(Duopath®), observa-se que 17 cepas (34%) do total de 50 STEC, apresentaram
resultado positivo nas trés metodologias (Tabela 17), enquanto 12 cepas (24%)
STEC foram citotoxicas para células Vero, mas nao demonstraram producdo de
toxina pelo ensaio imunocromatografico. Destas, cinco cepas de fezes e uma de
carcaga possuiam o gene sixy, trés de fezes apresentaram o gene six» e outras trés
possuiam ambos os genes para Stx.

As demais 21 cepas STEC (42%) apresentaram os genes, mas nao foram
citotoxicas e nem apresentaram produgdo de Stx pela avaliagao
imunocromatografica. Destas, sete cepas proveniente de fezes e cinco de carcaf;as
foram positivas para sixs, duas cepas de fezes positivas para sfx;, uma cepa de
fezes positiva para stx; e six,, trés cepas provenientes de amostras de agua foram
positivas para six,e, duas cepas de fezes positivas para 0s genes six, e stxyr € uma
cepa de fezes positiva para stx; e stx,., A hipotese mais provavel para explicar este
fato € que a produgao de Stx por estas cepas nao tenha atingido niveis detectaveis
pelos ensaios, principalmente aquelas que apresentam a variante sixy, uma vez que
cepas produtoras dessa variante, reconhecidamente apresentam produgao reduzida
da toxina (Koitabashi et al., 2006). Outra hipétese é que nao tenha ocorrido a

expressao dos genes.
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Tabela 17 — Avaliagdo da citotoxicidade em células Vero, presenga dos genes
codificadores de Stx e deteccdao e identificagdo de Stx por teste
imunocromatogragico por 50 cepas de E. coli STEC.

Citotoxicidade Presengcade Tipo de Stx produzida .
Origem (n° total - %)

em Cél. Vero  stx; e/ou stx;, (Duopath®)

+ Stxy Stx1 Fezes (6 — 12%)
+ stx» Stx2 Fezes (6 — 12%)
+ stxo Stx2 Carcaga (2 — 4%)
+ stxz Stx1 e Stx2 Carcaga (1 ~2%)
+ stxy; stxs Stx1 e Stx2 Fezes (2 - 4%)
+ stx4 - Fezes (5—-10%)
+ Stx4 - Carcaga (1 —2%)
+ Stxo - Fezes (3 — 6%)
+ Stx4; Stxz - Fezes (3 — 6%)
- stxy - Fezes (7 — 14%)
- stx4 - Carcaga (5 — 10%)
- Stxz - Fezes (5 - 10%)
- sitx4; stx» = Fezes (1 -2%)
- B = Agua (3 — 6%)

A auséncia da expressao dos genes pode ser relacionada a auséncia de genes
reguladores de transcrigdo, uma vez que estes estdo frequentemente presentes em
elementos genéticos moveis (Kaper et al., 2004).

Estas mesmas hipoteses podem explicar porque sete cepas que apresentaram
o gene ehxA, nao apresentaram producgao de entero-hemolisina.

Dentre as cepas STEC em que a Stx pode ser identificada pelo ensaio
imunocromatoégrafico, salienta-se oito (16%), nas quais a toxina identificada foi Stx2,
sendo duas destas provenientes de carcagas (3,3% do total de 60 carcagas
avaliadas) e as demais de fezes. Estes resultados sao de extrema importancia para
saude publica, uma vez que cepas produtoras de Stx2 parecem estar mais
envolvidas com casos de doengas graves do que cepas produtoras apenas de Stx1
ou de Stx1 e Stx2 (Caprioli et al., 2005; Mainil e Daube, 2005; Zaki e El-Adrosy,
2007).



Resultados e Discussao 86

Também cabe ressaltar que, além do sorotipo O157:H7, outras cepas STEC
pertencentes a outros sorotipos/sorogrupos mostraram-se citotoxicas as células Vero
efou tiveram a producdo de Stx identificada pelo ensaio imunocromatografico.
Dentre estes, os sorotipos 0O38:H21 (trés cepas), O79:H14 (2), O85:H7 (1), O97:H1
(1), O102:H21 (1), O136:H16 (2), O157:H7 (7), O172:H- (1), O177:H- (2), O178:H-
(1), e ainda nas cepas nao tipificaveis: ONT:H7 (3), ONT:H8 (1), ONT:H21 (1) e
ONT:HNT (1).

4.7 Avaliagcac da sensibilidade e especificidade da PCR para detecgao de

genes para Stx e do teste imunocromatografico (Duopath®)

Para avaliar a sensibilidade e especificidade, tanto da PCR quanto do ensaio
imunocromatografico, em relagdo ao teste padrao empregado (citotoxicidade em
células Vero) utilizou-se os calculos propostos por Feldsine et al. (2002).

Verificou-se para a PCR que a sensibilidade foi de 96,7% e a especificidade de
41,7%; para o ensaio imunocromatografico a sensibilidade foi de 56,7% e a
especificidade de 100%.

Estes dados indicam que os resultados obtidos com os dois testes séao
complementares. Enquanto a PCR apresenta uma boa sensibilidade, ou seja,
permite detectar corretamente os genes, o teste imunocromatografico apresentou
uma otima especificidade, ou seja, nao apresentou resultados falso positivos.

O baixo valor de sensibilidade verificado no teste imunocromatografico foi
devido ao numero de cepas positivas para o teste de citotoxicidade em células Vero,
mas negativas nesse (13) sendo que as razdes para esses resultados negativos ja
foram anteriormente abordadas.

Ja o baixo valor de especificidade verificado para a PCR esta relacionado a
freqiiéncia de cepas (21) que abrigam os genes six; e/ou six;, mas gue nao os
expressam. Contudo a PCR pode e deve ser utilizada como ferramenta auxiliar para
estudos epidemiolégicos de STEC, mas sua utlidade na identificacao de cepas
causadoreas de doenga € limitada.

Apesar destas limitagdes, tais metodologias sdao de grande valia para

pesquisas, pois oferecem resultados complementares aos resultados obtidos através
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da avaliagao da citotoxicidade em célutas Vero, ou mesmo permitem uma avaliagao

quando nao se pode realizar o teste padrao.

4.8 Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE)

As 66 cepas analisadas por PFGE, empregahdo-se a enzima de restrigao Xbal,
resuharam em 29 perfis distintos, (Tabela 18), sendo 12 destes exclusivos para uma
unica cepa.

Nota-se na Tabela 18 que a maioria dos perfis agrupou cepas pertencentes a
diferentes sorogrupos/sorotipos e origens, fato que salienta a existéncia de uma
origem clonal comum dentre as cepas desses perfis. Exce¢ao sao os perfis P1, P11,
P15, P17, P19 e P20 que agruparam somente cepas de mesmo sorotipos e
provenientes de mesma origem.

O grande numero de perfis encontrados neste estudo para as cepas STEC esta
de acordo com os resultados de Bastos et af. (2006) que tipificaram por PFGE cepas
STEC 0157 provenientes de amostras de alimentos, bovinos e casos clinicos da
Argentina, Brasil, Chile, Colémbia, 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 paises.

Na Tabela 19 pode-se observar a distribuigao 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 relacao desses perfis com a origem das cepas, data da coleta das amostras

e sorotipos/sorogrupos.
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Tabela 18 — Relagao entre os perfis genéticos obtidos com a analise por PFGE e os
sorotipos das cepas e a origem das mesmas.

Perfil PFGE {n° de cepas) Sorotipo (n° de cepas) Origem
P1(3) O157:H7 (3) Fezes
P2 (1) O172:H- (1) Fezes
P3 (1) O157:H7 (1) Fezes
P4 (3) ' 0157:H7 (2); ONT:H16 (1) Fezes
P5 (2) Q97:H1(1) Fezes

O157:H7 (1) Carcaga
P6 (7) 038:H21 (3); 0O136:H16 (2) Fezes
ONT:HNT (1) Agua
O152:H16 (1) Carcaga
P7 (2) 0178:H- (1); O85:H7 (1) Fezes
P8 (1) ONT:HNT (1) Fezes
P9 (1) ONT:H8 (1) Fezes
P10 (8) O97:H1 (5) Agua
O79:H14 (1); ONT:H21 (2) Fezes
P11 (2) ONT:H10 (2) Fezes
P12 (2) ONT:H46 (1); ONT:H21 (1) Fezes
P13 (4) OR:H30 (1); OR:HR (1) Fezes
ONT:H- (1); ONT:H34 (1) Carcaca
P14 (1) ONT:H8 (1) Fezes
P15 (3) 0O87:H25 (3) Carcaga
P16 (2) ONT:H21 (1) Carcaga
O79:H14 (1) Fezes
P17 (2) ONT:H7 (2) Fezes
P18 (4) ONT:H8 (3); ONT:H7 (1) Fezes
P19 (3) 085:H7 (3) Fezes
P20 (2) O177:H- (2) Carcaga
P21 (3) ONT:H34 (1); O157:H12 (2) Fezes
P22 (1) ONT:H21 (1) Fezes
P23 (1) ONT:H7 (1) Fezes
P24 (1) ONT:H2 (1) Fezes
P25 (1) ONT:H8 (1) . Fezes
P26 (1) . ONT:H31 (1) Fezes
P27 (1) 0102:H21 (1) Fezes
P28 (1) ONT:H2 (1) Fezes

P29 (2) ONT:H7 (1); OR:H7 (1) Fezes
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Tabela 19 — Relacdo entre os perfis PFGE, origem das cepas, data de coleta das

amostras e sorotipos/sorogrupos das 50 cepas STEC.

Identificacao

Sorotipo/

da cepa Origem Data da coleta Sorogrupo Perfil PFGE

001 - Fezes AP? 15/07/02 0157:H7 1

005 - Fezes SP® 15/07/02 0172:H- 2
008 - Fezes AP176. 22/08/02 0O157:H7 3
022 - Fezes AP 155 25/09/02 0157:H7 4
023 - Fezes AP 161 25/09/02 0157:H7 1

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 O157: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 - Agua B15* 17/02/03 097:H1 10
153 - Agua B15 17/02/03 097:H1 10
169 - Agua B15 17/02/03 097:H1 10
185 - Fezes AP 206 10/03/03 O79:H14 10
194 - Carcaga SP B621 I° 31/10/02 0177:H- 20
195 - Carcaga SP B621 IR® 31/10/02 O177:H- 20
274 - Carcaga N’ 852 E® 16/01/03 0157:H7 5
005 +° Fezes A %%'° 3007 25/09/02 0136:H16 6

006 + Fezes A % 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 SV:'" 65 13/11/02 ONT:H2 24
092 + Fezes SV, 67 13/11/02 ONT:H8 25
093 + Fezes SV 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 2
151 + Fezes N 630 14/12/02 ONT:H7 29
153 + Fezes N 630 14/12/02 OR:H7 29

Cont.
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Cont. Tabela 19

170 + Fezes A ¥4 3001 14/01/03 OR:H30 13
186 + Fezes A%, 3012 14/01/03 ONT:H7 17
189 + Fezes A 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 3]
276 + Fezes AP 177 10/03/03 085:H7

277 + Fezes AP 178 10/03/03 085:H7

285 + Carcaga S 68 ER'? 18/11/02 ONT:H21 13
288 + Carcaca S/2 721 18/11/02 ONT:H34 13
299 + Carcaga S7268 IR 18/11/02 0152:H16 6
302 + Carcaca S)2 74 E 18/11/02 087:H25 15
303 + Carcaca S)2 74 E 18/11/02 087:H25 15
306 + Carcaga S)2 74 E 18/11/02 087:H25 15
347 + Fezes S'2 75 25/09/02 ONT:H10

348 + Fezes S, 76 25/09/02 ONT:H46 2
376 + Fezes SP 362 25/09/02 ONT:H10

'Cepas Sorbitol Negativo; “Raga Angus Puro; “Raca Simental Puro; “Agua da Baia; °Caracaga
Superficie Interna; °Caracaga Superficie Interna Refrigerada; 7Ra<;a Nelore; ®Carcaga Superficie
Externa; *Cepas Sorbitol Positivo; °Raca Angus % Sangue; ''Raga Simental % Sangue; “Caraca
Superficie Externa Refrigerada

Vérios perfis (P1, P4, P17, P18, P19 e P21) demonstram claramente a
disseminagédo de cepas geneticamente indistinguiveis entre animais pertencentes a
mesma raga/ lote, e ainda, alguns desses perfis (P1 e P4) mostram que estas cepas
permanecem entre 0s animais por longos periodos de tempo (aproximadamente 4 e
2 meses, respectivamente).

As 3 cepas STEC O157:H7 agrupadas no perfil 1 sdo provenientes de amostras
de fezes de bovinos da raga Angus puro, a primeira de uma amostragem do grupo
de animais realizada quando eles chegaram ao confinamento, e as outras duas séo
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 trés

cepas ainda apresentam o mesmo genoétipo (ehxA, eaeA, stxz e uidA).
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No perfil 4 foram agrupadas outras duas cepas O157:H7 isoladas de animais
distintos (155 e 176) da raga Angus puro e coletadas em datas diferentes. Estas
cepas apresentaram o mesmo genétipo das cepas 0157:H7 pertencentes ao perfil 1.
Destaca-se que o animal Angus puro 155 apresentou contaminagdo 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 raga Angus 72
sangue denominados de 3012 e 3017. |

No perfil 18 encontram-se trés cepas STEC e uma EPEC atipica, 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, ja a cepa
EPEC atipica (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 atengao por conter uma cepa EPEC atipica coletada do animal
Angus puro s/n° 1. Esta cepa, sorotipificada como 085:H7, foi coletada na mesma
data e do mesmo animal que a cepa EPEC atipica do perfil 18, ou seja, confirmagao
de que existe variabilidade entre as E. coli excretadas por um mesmo animal em um
mesmo momento.

Uma outra cepa isolada do bovino Angus puro s/n°® 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 nao-STEC
(apenas ehxA-positivas) isoladas de dois animais distintos Angus puro, identificados
como s/n°® 3 e 158, mas coletadas no mesmo dia.

Aléem dos perfis que demonstram a disseminagdo de cepas entre animais
pertencentes a mesma raga, outros perfis (P6, P10, P11, P12 e P13) demonstram
essa disseminacao entre animais de racas diferentes.

O perfil 6 agrupou seis cepas STEC e uma EPEC atipica. Dentre as STEC, trés
cepas O38:H21 eram provenientes de col6nias diferentes, mas isoladas de uma
mesma placa, j& 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 sao provenientes de um mesmo animal da raga Angus %

sangue. A outra cepa STEC foi isolada da superficie interna da carcaga do animal
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Simental 72 sangue 68 e sorotipificada como 0152:H16. A cepa EPEC atipica
(ONT:HNT) foi coletada de amostra de agua da baia 15.

interessante notar que neste perfil, aléem da presenca de cepas de mesma
origem clonal entre animais Angus puro e % sangue, ocorre também a identificacao
em diferentes amostras (fezes, agua da baia e superficie interna de carcaca
refrigerada). Este fato sugere a ocorréncia de contaminac¢ao cruzada na criagao de
bovinos em estudo.

Todas as cepas O97:H1 agrupadas no perfil 10 foram isoladas de uma mesma
amostra (agua da baia 15) e mesma data de coleta, sendo portanto provenientes de
coldnias diferentes isoladas de uma mesma placa. Contudo, estas cepas mostraram-
se indistinguiveis de cepas isoladas de fezes de diferentes animais (AP 206, SP B41
e SP Belo), em datas de coleta distintas e sorotipificadas como O79:H14 e ONT:H21
(cepas provenientes dos animais SP).

Uma outra cepa da mesma amostra de agua da baia 15 foi alocada no perfil 6 e
nao foi passivel de sorotipificacao.

As duas cepas ONT:H10 agrupadas no perfil 11 foram isoladas de amostras de
fezes de dois animais distintos, um Simental % sangue identificado como 75 e a
outra de um animal Simental puro 362, ambas apenas com gene Six;.

No perfil 12 estdo duas cepas isoladas de fezes, uma ONT:H46 do animal 76
Simental 72 sangue apenas com o gene stx; e a outra, uma ONT:H21 do animal
Angus puro s/n°® 3 apenas com o gene six,. Deste ultimo animal, identificou-se outra
cepa coletada em mesma data pertencente ao perfil 21, no entanto essa foi
caracterizada como nao-STEC, mais uma evidéncia da variabilidade de E. coli
excretadas por bovinos.

Cepas STEC e nao-STEC isoladas de fezes de animais de ragas diferentes,
mas geneticamente indistinguiveis foram agrupadas no perfil 13, uma foi a cepa
STEC do animal 3001 Angus % sangue e a outra foi a cepa nao-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 contaminagao
cruzada na criagdo e abate de bovinos deste estudo. Nos perfis 5, 13 e 16
encontramos cepas isoladas de amostras de fezes e de carcaga de animais de ragas
distintas, que demonstram a possivel origem da contaminagao das carcagas como

sendo as fezes dos animais. Os perfis 6 € 10 nos mostram a contaminagao entre
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fezes, carcacas e agua da baia, e entre fezes e agua da baia, respectivamente.
Estes dois perfis evidenciam que a contaminacgao dos animais e consequentemente
das carcagas dos mesmos pode nao ocorrer apenas pelo contato com as fezes de
outros animais, mas que esta contaminagao também pode ocorrer pelo consumo de

agua 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 O157:H7
isolada de amostra da superficie externa da carcaga do animal Nelore 852. Portanto,
ha relagdo genética bastante estreita entre estas cepas, ambas também
apresentaram o mesmo genotipo (ehxA, eaeA, six, e uidA).

As duas cepas STEC alocadas no perfil 20 foram isoladas da superficie interna
da carcaga do animal Simental puro B621, uma antes da refrigeragao e a outra apés
a refrigeracdo. Este fato é de grande importancia, pois demonstra que a cepa
permanece viavel ap6s o periodo de refrigeracao de 24 h (para a segunda coleta da
amostra de carcaga) e conseqiientemente pode chegar viavel ao consumidor.

O perfil 7 demonstra que um mesmo animal (AP176) excreta cepas de E. coli
de caracteristicas diferentes, mas geneticamente indistinguiveis, ao longo do tempo.
As duas cepas agrupadas neste perfil foram coletadas em datas diferentes, tendo
sido uma identificada como STEC e sorotipificada como O178:H- e a outra, uma
EPEC atipica O85:H7.

A disseminagao de perfis indistinguiveis evidenciada.pelos resultados aqui
apresentados, é decorrente do tipo de criagido (confinamento) utilizado, que acaba
por favorecer a propagacdo e disseminagdo desses microrganismos. A
disseminagao também foi verificada por Bonardi ef al. (2001) que pesquisaram a
presenga de STEC 0157 em amostras de bovinos da Italia. A subtipificacado
empregando a PFGE sugere a existéncia de auto-contaminagao 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 carcagas desses
animas e carcagas adjacentes, sugerindo assim a ocorréncia de contaminagao
cruzada.

As cepas pertencentes aos perfis 15 e 29, embora provenientes de mesma
placa, eram de colénias diferentes. No perfl 15 sado trés cepas O87:H25

provenientes da superficie externa da carcaga do animal Simental 2 sangue 74. Ja
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no outro perfil, sdo duas cepas proveniente de amostra de fezes do mesmo animal
(Nelore 630), coletadas na mesma data e ambas positivas para o gene six,, porém
uma foi identificada como ONT:H7 e a outra OR:H7. Podemos supor que esta
variacao na identificagado do antigeno O tenha ocorrido por alguma mutacdo em uma
das cepas.

Para cinco das carcagas amostradas, as cepas de E. coli identificadas
apresentaram perfil PFGE idéntico a cepas provenientes de amostras de fezes e/ou
agua da baia, porém ndo se pode afirmar a origem da contaminagdo dessas
carcagas uma vez que as amostras foram coletadas em diferentes datas. Podemos
apenas afirmar que cepas de E. coli geneticamente indistinguiveis encontraram-se
disseminadas em diferentes amostras da criagao de bovinos em estudo.

Arthur et al. (2007) avaliaram a contaminagao por E. coli O157:H7 em bovinos
antes e apos o transporte até o abatedouro. Para avaliar a origem da contamingao
das carcacgas, as cepas O157:H7 das diferentes fontes foram avaliadas por PFGE e
a maioria (69%) daquelas coletadas das carcacas nao 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
caminhoes. Esses dados indicaram que a maior parte da contaminacao encontrada
apresentou origem desconhecida. Os autores acreditam que a fonte de
contaminagao possa ser o ambiente dos currais onde os animais permanecem apos
o transporte até o momento do abate.

A andlise dos perfis obtidos empregando-se a enzima de restrigao Xbal originou

o dendrograma apresentado na Figura 07.
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Figura 07 — Representacdo da relagdo genética entre os 29 perfis PFGE
(eletroforese em gel de campo pulsado) obtidos com a enzima de
restricdo Xbal a partir de 66 cepas de E. coli. Consulte a Tabela 18
para identificagédo da origem das cepas.

Pela andlise do dendrograma foi possivel identificar seis clusters, sendo que o
cluster Ill agrupou o maior numero de perfis (11) e o VI 0 menor nimero (1). Com
excegdo dos perfis 1 e 4 que apresentaram similaridade de aproximadamente 80%,
os demais perfis apresentaram similaridade entre si, sempre abaixo de 70%.

Os clusters Il, V e VI alocaram perfis onde todas as cepas eram provenientes
de amostras de fezes. No cluster | ficaram todos os perfis aos quais pertencem
cepas provenientes de agua, juntamente com perfis que continham cepas de fezes e
carcagas. Nos demais clusters ficaram agrupados perfis cujas cepas eram de fezes
e carcagas.

O unico 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

atipicas e cepas somente entero-hemoliticas.
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As cepas sorotipificadas como O157:H7 e a cepa 0O97:H1 uidA-positiva foram
agrupadas em trés clusters diferentes (ll, lll e IV) e a similaridade entre eles ficou em
aproximadamente 40%, ou seja, sao cepas geneticamente distintas.

A cepa O97:H1 uidA-positiva e uma das cepas O157:H7 pertencem ao perfil 5,
que juntamente com o perfil 18 fazem parte do cluster Il. Ao perfil 18 pertencem
cepas STEC e EPEC atipicas ONT:H8 e ONT:H7. Isto indica que a cepa O97:H1
uidA-positiva € 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,
cluster 1), além de ser indistinguivel de uma cepa O157:H7.

No cluster lll encontra-se outra cepa O157:H7 (perfil 3) que apresentou maior
similaridade genética com outros dez perfis dos quais fazem parte tanto cepas STEC
quanto EPEC atipicas e mesmo cepas entero-hemoliticas de diversos
sorotipos/sorogrupos.

As demais cinco cepas O157:H7 (perfis 1 e 4) foram agrupadas no cluster IV
onde todas as cepas sao STEC.

As cepas O157:H7 alocadas em perfis PFGE distintos demonstram que, apesar
de pertencerem ao mesmo sorotipo, apresentam diferentes origens clonais. Elas
ainda localizaram-se em diferentes clusters mostrando maior similaridade com
outras STEC ou até mesmo com EPEC atipicas e cepas apenas entero-hemoliticas.

Resultados diferentes aos aqui apresentados sao relatados por Vaz et al.
(2006), que analisaram por PFGE cepas de E. coli isoladas do Estado de Sao Paulo
entre 1976 e 2003. Os autores evidenciaram que todas as cepas O157:H7 (quatro
proveniente de amostras clinicas, uma de bovino e uma de agua) ficaram agrupadas
em um mesmo cluster. Entretanto, a avaliagao por PFGE foi executada através da
construgéao de dendrogramas distintos para cada sorogrupo, ou seja, a comparagao
foi somente entre sorogrupos (0157, 026 e O111). Dessa maneira ndo ha como
saber se as cepas O157:H7 permaneceriam no mesmo cluster caso o dendrograma
tivesse sido construido 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 atipicas e cepas entero-hemoliticas, assim como
cepas pertencentes a diferentes sorogrupos, ou seja, tais cepas, apesar dessas
diferengas, sao consideradas geneticamente indistinguiveis. Por esse motivo, optou-

se pela constru¢do do dendrograma com todas as cepas de E. coli avaliadas por
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PFGE para, desta forma, evidenciar a similaridade entre perfis genéticos de cepas
consideradas diferentes.

Apesar de néao ter sido possivel tragar a origem da contaminagao das carcagas
bovinas, a PFGE apresentou resultados de grande importancia, uma vez que
demonstrou a disseminagao e a permanéncia de cepas STEC na criagao de bovinos -
pesquisada. Além disso, indicou que existem origens clonais distintas entre cepas de
mesma categoria (STEC, EPEC atipica e cepas entero-hemoliticas) e mesmo

SOrogrupo.

Nas Tabelas 20 e 21 estdo sumarizados todos o©s resultados obtidos neste
estudo para as 66 cepas de E. coli avaliadas.

Dentre as amostras ambientais, coletadas antes da entrada dos animais no
galpao de confinamento, nenhuma apresentou contaminagcdo por STEC, EPEC
atipica ou mesmo E. coli positiva para algum possivel marcador de viruléncia
(entero-hemoliticas). Esse resultado demonstra que o ambiente estava livre de
contaminacgao antes dos animais chegarem.

O mesmo resultado foi observado para o monitoramento das amostras de racao
e seus componentes, evidenciando que essas ndo sao fontes de contaminagao dos
animais. Por outro lado, cepas STEC e/ou EPEC atipicas foram identificadas entre
os isolados provenientes de amostras de fezes e carcagas dos bovinos e de agua da
baia.

Das amostras de fezes coletadas do conjunto dos animais de cada raca,
apenas nas fezes proveniente das ragas Angus puro e Simental puro foram
detectadas cepas STEC, sendo que das fezes do conjunto dos animais Angus puro
detectou-se STEC O157:H7 (Tabela 20). Essa detec¢cdo demonstra qUe alguns
animais, originarios de diferentes regibes e propriedades, ja chegaram ao
confinamento excretando o microrganismo em suas fezes, possibilitando assim a
disseminagao desse durante toda a fase de confinamento e do abate.

Ja quando se fez a avaliagdo de fezes individuais verificou-se que em todas as
ragas de bovinos avaliadas neste estudo (Nelore, Simental, Angus, Angus 72 sangue
e Simental 72 sangue) foram detectadas cepas STEC. Todos os 12 animais da raga
Angus puro avaliados, eram portadores de STEC em suas fezes. Dentre as demais

racas, cinco animais (41,7%) da raga Simental . sangue, quatro (33,3%) da raca
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Angus %2 sangue, um bovino (8,3%) da raca Simental puro e um outro (8,3%) da
raca Nelore apresentaram-se contaminados com cepas de STEC. Assim, do total de
60 animais avaliados, 38,3% (23) foram positivos para a presenga de STEC em suas
fezes.

EPEC atipicas foram encontradas apenas em trés animais (25%) da raca
Angus puro e em um animal (8,3%) da ragca Angus 72 sangue, ou seja, do total dos
60 animais, 4 (6,7%) apresentaram contaminagdo por esse grupo de
microrganismos em suas fezes. Ja cepas de E. coli entero-hemoliticas, foram
encontradas em trés animais (25%) da raga Simental puro, em dois bovinos (16,7%)
da raga Angus puro e em um animal (8,3%) da raga Nelore, representando 10% (6)
do total de animais.

E importante destacar que os animais da raga Nelore, que correspondem a
maior propor¢do dos animais abatidos em nosso pais, foram os que apresentaram
menor positividade para STEC, EPEC atipicas ou mesmo para E. coli entero-
hemoliticas. Isto explica o porqué da baixa detecgdo de STEC em produtos carneos
em nosso pais. Silveira ef al. (1999) avaliaram 886 amostras de hamburgueres
produzidos no sul e sudeste do Brasil para a présenga de E. coli O157:H7. Nenhuma
das amostras mostrou-se contaminda com esse microrganismo, assim como
também nao foram identificadas STEC ndao-0157.

Em Ribeirdo Preto e Campinas, Bergamini et al. (2007) avaliaram a presenca
de STEC em amostras de carne e verificaram que das amostras de Ribeirdo Preto,
3,5% foram positivas para STEC engquanto nenhuma das amostras coletadas em
Campinas apresentou contaminacao.

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
maos de manipuladores de agougues, 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 carcagas dos animais pertencentes as
mesmas racas, STEC foi encontrada nas carcacas de animais das ragas Simental
puro, Simental % sangue e Nelore, nao sendo detectada nas demais racas. Esses
resultados ressaltam a utilizagao, por parte do frigorifico avaliado, e a importancia
das boas praticas de produgao na prevenc¢ao da contaminagao das carcagas com
cepas STEC.

Considerando o total de 120 amostras de superficies de carcagas que foram
coletadas antes da refrigeragao [60 animais x 2 (superficie interna e externa)].
Destas, apenas 4 (3,3%) apresentaram-se contaminadas com cepas STEC, sendo
duas amostras provenientes de superficie interna das carcagas de um animal
Simental 2 sangue (S % 72) e da raca Simental puro (SP B621). As outras duas
amostras eram da superficie externa de um animal Simental ¥z sangue (S 72 74) e da
carcaga de um animal Nelore (N 852).

Apos a refrigeracdo das carcacas, também foram coletadas 120 amostras e
destas, apenas 3 (2,5%) apresentaram-se contaminadas com cepas STEC. Uma
destas amostras foi obtida da superficie interna da carcaga de um animal Simental
puro (SP B621), o mesmo que havia apresentado contaminacao da superficie
interna da carcacga antes da refrigeracao. Estas duas cepas STEC (provenientes da
superficie interna da carcaga antes e ap6s a refrigeragao) apresentaram os mesmos
perfis de genes e PFGE e também o mesmo sorotipo (O177:H-), fato que demonstra
a capacidade de cepas STEC permanecerem viaveis apos a refrigeragao. Outro fato
importante € que nao houve deteccdo de E. coli nés amostras de fezes desse
animal, com isso, pode-se considerar que a contaminagdo da carcaga ocorreu,
provavelmente, por contaminagdo cruzada, mas que provavelmente o
extravasamento do contetdo intestinal desse animal nao é a origem dessa
contaminagao. | |

As outras duas cepas STEC obtidas de carcagas refrigeradas foram
proveniente de um Unico animal da raga Simental 7z sangue (S 2 68), porém uma foi
da superficie interna e outra da superficie externa. Este mesmo animal havia
apresentado resultado positivo para a presencga de STEC em amostra de suas fezes
(cepa 093+) (Tabela 21). As cepas provenientes destas amostras (fezes e carcacas)
apresentaram sorotipos e perfis PFGE distintos, porém as trés eram positivas
apenas para a presenca do gene six;. Esses dados indicam que o animal abrigava

uma variedade de STEC e sua carcaga apresentou outras duas variedades de STEC
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distintas da primeira, portanto as fezes nao podem ser incriminadas como origem da
contaminacgao da carcaga.

Além da baixa ocorréncia de STEC nas amostras de carcaga, nenhuma cepa
EPEC atipica foi encontrada nestas amostras. Dentre as E. coli entero-hemoliticas,
encontrou-se uma cepa (261-) proveniente da superficie interna da carcaca de um
animal da raca Nelore (N 513) (Tabela 20) positiva para a presenga do gene ehxA e
para a produc¢ao de entero-hemolisina.

Somente a amostra de agua proveniente da baia 15 (10%), de um total de dez
baias amostradas do galpao de confinamento, apresentou contaminagao por STEC.
Uma das cepas identificadas nessa amostra apresentou o mesmo perfil PFGE (P6)
que a cepa proveniente de amostra da superficie interna refrigerada da carcaca do
animal Simental % sangue 68, o qual estava confinado nesta baia. A hip6tese que
pode ser levantada, & que esse animal poderia estar excretando esta cepa na época
em que foi feita a coleta da agua, mas que por limitagdes da metodologia nao houve
a detecgao e isso demonstraria que a contaminacdo da agua foi proveniente das
fezes/saliva dos animais, ja que nao foi detectada contaminacao nas amostras da
caixa d’agua abastecedora.

Das amostras de utensilios, equipamentos e ambiente coletadas no frigorifico,
nao foram identificadas cepas STEC ou mesmo de E. coli positivas para algum
possivel marcador de patogenicidade. Portanto, mais uma vez destacamos a
utiizacdo e importancia das boas praticas de produgdo, uma vez que a
contaminagao das carcacgas positivas para STEC ndo tem origem nessas amostras

do frigorifico.

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 raga (cepas 008-, 022-, 023-, 024-, 040-, 041-, 185-), aléem da
amostra de superficie de carcaga de animal Nelore (cepa 274-) (Tabela 20). Sete
dessas cepas sdo do sorotipo O157:H7, uma é O97:H1 e a outra O79:H14. A
importancia da detec¢ao dessas cepas estd no fato de se saber que cepas LEE-
positivas estao envolvidas em casos mais severos de infecgbes provocadas por E.
coli (Caprioli et al., 2005; Spears et al., 2006). Por esse motivo salienta-se que tais

cepas, principalmente aquela isolada de amostra de carcaga, sao potenciais riscos a
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saude publica, 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 sdao de grande importadncia sob varios aspectos.
O primeiro deles, € que sem duvida alguma as fezes de bovinos sao potenciais
fontes de contaminacdo dos animais criados em confinamento, das carcagas e
outros alimentos por STEC.

Outro aspecto merece destaque: em nosso pais, a contaminagdo das carcacas
por cepas STEC ¢é baixa, e cepas STEC nao-O157 sao mais frequentemente
isoladas de bovinos de corte criados em confinamento que cepas O157, indicando
que 0157:H7 ainda nao € um grande problema para a industria de carnes.

Um terceiro aspectc € a baixa ocorréncia de sorogrupos STEC
reconhecidamente causadores de infecgbes mais graves em humanos o que explica
a baixa frequéncia dessas infec¢des no Brasil, apesar das limitagdes existentes com

relagdo a dados epidemiolégicos de doencgas de origem alimentar.

Embora os resultados aqui apresentados sejam de grande importadncia e
bastante esclarecedores, ainda existem pontos que precisam ser elucidados como,
por exemplo, a relagdo entre a cepa O97:H1 uidA-positiva e as cepas O157:H7.
Também seria interessante esclarecer quais as toxinas produzidas pelas cepas que
apresentaram citotoxicidade em células Vero, mas que nao apresentaram stx. Outro
ponto, que exigiria um trabalho mais longo e detalhado, é tentar identificar se ha
relacdo entre a raga Angus e a maior freqiiéncia de isolamento de STEC. Além
disso, a influéncia do ambiente pré-abate na disseminagao da contaminagao entre
0s animais de mesmo curral e a contaminagao do couro na qualidade microbiol6gica

das carcagas também merecem atencao.
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5. CONCLUSOES

Baseado nos resultados e discussdes aqui apresentados, pode-se concluir que:

e Os bovinos criados em sistema de confinamento s&o importantes
reservatorios e veiculos de disseminacao de STEC,;

¢ A frequencia de contaminagao das fezes dos animais por STEC varia com a
raga, € 0 mesmo ocolre com as carcagas;

* O ambiente de confinamento e do abatedouro, assim como a agua e ragdo
utilizadas na criacao nao sao as principais vias de disseminagao de STEC,;

e Enquanto a produgao de entero-hemolisina e presenca de ehxA nao foram
marcadores eficientes na pesquisa de STEC, o gene uidA demonstrou ser um 6timo
marcador na pesquisa do sorotipo O157:H7;

¢ Existe uma maior ocorréncia, dentre os animais avaliados, de cepas STEC
nao-0157;

e Dentre a variedade de sorogrupos/sorotipos encontrados, cepas O157:H7
foram identificadas de amostras de fezes e pela primeira vez no Brasil, de amostra
de carcaga de bovino criado em confinamento. Observou-se ainda que nenhum
outro sorogrupo, relacionado a surtos e casos esporadicos de doenga causada por
STEC, foi detectado;

e A deteccdo de cepas STEC em amostras de fezes e, principalmente em
amostras de carcagas de bovinos, evidencia o potencial risco & saude dos

consumidores, uma vez que essas cepas podem contaminar o produto final.
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Anexo A

Composicao (g.L™") do caldo CAYE (Merck, Alemanha) — pH 7,0

- Casaminoacidos 20,0
- Extrato de Levedura 6,0

- D(+) glucose 25

- Cloreto de sédio 2,5

- Fosfato di-potassio hidrogénio 8,71
- Sulfato de Magnésio 0,05
- Cloreto de Manganés 0,005

O meio foi esterilizado em autoclave por 15 min. a 121°C.
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Anexo B

Composigao (g.L'1) do caldo Penassay — pH 7,0

- Extrato de carne 15
- Extrato de Levedura 1,5
- Peptona 50
- Dextrose 1,0
- Cloreto de Sadio 3,5
- Fosfato dipotassio 3,68
- Fosfato monopotassio ' 1,32

O meio foi esterilizado em autoclave por 15 min. a 121°C.
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Anexo C

Composigao (g.L™") do PBS (salina tampao fosfato) — pH 7,3

- Cloreto de sédio 8,5
- Cloreto de potassio 0,2
- Fosfato dissodico hidrogénio 1,91
- Fosfato de potassio dihidrogénio 0,38

O tampao foi esterilizado em autoclave por 15 min. a 121°C.



	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12
	Page 13
	Page 14
	Page 15
	Page 16
	Page 17
	Page 18
	Page 19
	Page 20
	Page 21
	Page 22
	Page 23
	Page 24
	Page 25
	Page 26
	Page 27
	Page 28
	Page 29
	Page 30
	Page 31
	Page 32
	Page 33
	Page 34
	Page 35
	Page 36
	Page 37
	Page 38
	Page 39
	Page 40
	Page 41
	Page 42
	Page 43
	Page 44
	Page 45
	Page 46
	Page 47
	Page 48
	Page 49
	Page 50
	Page 51
	Page 52
	Page 53
	Page 54
	Page 55
	Page 56
	Page 57
	Page 58
	Page 59
	Page 60
	Page 61
	Page 62
	Page 63
	Page 64
	Page 65
	Page 66
	Page 67
	Page 68
	Page 69
	Page 70
	Ana_Eucares_Von_Layer_2_oti.pdf
	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12
	Page 13
	Page 14
	Page 15
	Page 16
	Page 17
	Page 18
	Page 19
	Page 20
	Page 21
	Page 22
	Page 23
	Page 24
	Page 25
	Page 26
	Page 27
	Page 28
	Page 29
	Page 30
	Page 31
	Page 32
	Page 33
	Page 34
	Page 35
	Page 36
	Page 37
	Page 38
	Page 39
	Page 40
	Page 41
	Page 42
	Page 43
	Page 44
	Page 45
	Page 46
	Page 47
	Page 48
	Page 49
	Page 50
	Page 51
	Page 52
	Page 53
	Page 54
	Page 55
	Page 56
	Page 57
	Page 58
	Page 59
	Page 60
	Page 61
	Page 62
	Page 63
	Page 64
	Page 65
	Page 66
	Page 67
	Page 68
	Page 69
	Page 70
	Page 71
	Page 72
	Page 73
	Page 74
	Page 75
	Page 76
	Page 77
	Page 78
	Page 79
	Page 80
	Page 81
	Page 82


