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DETECCAO DE Escherichia coli SHIGATOXIGENICA (STEC) E
ENTEROPATOGENICA (EPEC) ISOLADAS DE BUFALOS LEITEIROS NO
ESTADO DE SAO PAULO.

RESUMO - Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) e Escherichia coli
shigatoxigénica (STEC) estao implicadas em causar sérias doengas no homem.
Devido o crescimento da producdo de bufalos leiteiros e a pequena quantidade de
estudos sobre a prevaléncia de STEC e EPEC em bubalinos esse trabalho foi
proposto. Os objetivos foram: determinar a prevaléncia de STEC e EPEC de
amostras de origem bubalina através da pesquisa dos genes stx1, stx2, eae, iha,
efal, toxB, IpfAo1s7/01-141, IPfAo1s7/01-154, IPfAO113, Saa, ehxA e bfp; caracterizacao
bioquimica e sorogrupagem dos isolados e o perfil de resisténcia das estirpes de
STEC e EPEC isoladas frente a diferentes drogas antimicrobianas. Foram isoladas
33 estirpes de E. coli, das quais 21 (63,6%) STEC e 12 (36,4%) EPEC, que
apresentaram 23 perfis genéticos diferentes. Todos os isolados apresentaram
mais de um gene de viruléncia. De todos os genes estudados apenas o bfp nao foi
encontrado nas amostras analisadas. As estirpes isoladas apresentaram
sensibilidade a maioria dos antimicrobianos testados. O sorogrupo mais freqiente
foi o 026, seguido do O157. As estirpes estudadas apresentaram genes de
viruléncia que estao relacionados a graves doencas no homem. Pelos resultados
pode-se dizer que bufalos sdao importantes reservatorios de STEC e EPEC e a
presenca desses isolados com determinados perfis genéticos devem ser melhor

estudados.

Palavras-chave: Bufalo, EPEC, genes de viruléncia, STEC.
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DETECTION of Escherichia coli SHIGA TOXIN (STEC) AND
ENTEROPATHOGENIC (EPEC) ISOLATED FROM DAIRY BUFFALO THE
STATE OF SAO PAULO.

ABSTRACT - Escherichia coli (EPEC) and Shiga toxin Escherichia coli (STEC) are
implicated in causing serious disease in humans. Due to the increased production
of buffalo milk and small amount of studies on the prevalence of STEC and EPEC
in buffalo this work was proposed. The objectives were to determine the
prevalence of STEC and EPEC isolates from buffalo by investigating the genes
stx1, stx2, eae, iha, efal, toxB, IpfAO1s7/01-141, IPfAo157/01-154, [PFAO113, S@a, ehxA and
bfp; sorogrupagem and biochemical characterization of isolates and resistance
profile of strains of EPEC and STEC isolates to different antimicrobial drugs. We
isolated 33 strains of E. coli, of which 21 (63.6%) STEC and 12 (36.4%) EPEC,
showed that 23 different genetic profiles. All isolates had more than one virulence
gene. All of the genes studied only the bfo was not found in the samples. The
strains isolated were sensitive to most antimicrobials tested. The serogroup 026
was the most common, followed by O157. The strains were virulence genes that
are related to severe disease in humans. From the results we can say that
buffaloes are major reservoirs of STEC and EPEC and the presence of strains with

certain genetic profiles should be better studied.

Keywords: Buffalo, EPEC, virulence genes, STEC.



I. INTRODUCAO

Escherichia coli pertence ao género Escherichia, que contém a maioria dos
bacilos méveis Gram negativos da familia Enterobacteriaceae (NATAO & KAPER,
1998). E a espécie de bactéria mais comumente isolada de espécimes clinicos
associada as doencas infecciosas, envolvendo virtualmente todos os tecidos e sistemas
organicos e animais.

Escherichia coli € um microrganismo que coloniza tipicamente o trato intestinal
infantil dentro de poucas horas de vida, e, dali em diante, E. coli e o hospedeiro obtém
beneficios muatuos, como a fabricacdo de vitamina K e B. E. coli permanece
inofensivamente confinada na luz do intestino grosso, contudo um hospedeiro
debilitado, imunossuprimido ou quando as barreiras gastrintestinais sdo violadas, as
cepas de E. colipodem causar infecgao.

E. coli podem ser classificadas em grupos, de acordo com as caracteristicas
individuais de patogenicidade: ETEC (enterotoxigénica), EPEC (enteropatogénica),
EHEC (enterohemorragica), STEC (shigatoxigénica), EIEC (enteroinvasiva), EAEC
(enteroagregativa) e DAEC (difusamente aderente).

Escherichia coli produtora da toxina shiga (STEC) pertence a um importante e
emergente grupo de patégenos, e sdo associados com um largo espectro de doencas
em humanos, incluindo diarréia, colites hemorragicas e a sindrome hemolitica urémica
(SHU) em todo mundo. Ainda nao se conhece uma lista completa de determinantes de
viruléncia para STEC e EHEC (E. coli enterohemorragica) causadoras de doencas.
Porém, a toxina Shiga é um fator chave em patogenicidade.

Outro importante grupo dessa bactéria, identificado como E. coli
enteropatogénica (EPEC) pode causar diarréia severa, principalmente em criancas e
neonatos em paises em desenvolvimento.

Os ruminantes domésticos, especialmente bovinos e ovinos, tém sido
considerados os principais reservatérios de STEC e EPEC causadoras de infec¢des em

humanos, porém ja se sabe que essas bactérias também podem estar presentes no



trato intestinal de outros ruminantes, como bufalos, cabras e veados. A transmissao
ocorre com o consumo de alimentos mal cozidos, produtos lacteos nao pasteurizados,
agua ou vegetais contaminados por fezes, contendo cepas de STEC e EPEC.

Devido aos possiveis perigos acarretados a saude publica por linhagens STEC e
EPEC, sdo necessérios estudos que evidenciem a distribuicdo e frequéncia dessas

estirpes nos animais e propriedades produtoras de alimentos de origem animal.



Il. REVISAO DE LITERATURA

As principais categorias diarreiogénicas de E. coli sdo: enteropatogénica (EPEC),
enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasora (EIEC), enteroagregativa (EAEC), difusamente
adrente (DAEC) e produtora de toxina Shiga (STEC). Linhagens pertencentes a cada
categoria utilizam diferentes estratégias para provocar infeccdo, consequiiéncia da
versatilidade de seu genoma que é conferida principalmente por duas configuracoes
genéticas: plasmideos de viruléncia e ilhas de patogenicidade, além da presenca de
bacteriofagos (PATON & PATON, 1998).

E. coli enteropatogénicas (EPEC) e E. coli Shigatoxigénicas (STEC) representam
um importante grupo de patégenos de interesse em saude publica (OLIVEIRA et al.,
2007).

Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) é um patégeno emergente
capaz de causar colite hemorragica (CH) e sindrome hemolitica urémica (SHU) em
humanos, e representa um grave problema de saude publica em todo o mundo. Os
sintomas da colite hemorragica iniciam-se com uma fase que consiste em célicas
abdominais intensas seguidas por um ou dois dias de diarréia aquosa abundante, que
progride para sanguinolenta, com presenca de coagulos, ndo acompanhada de
leucécitos nas fezes, manifestando-se em pacientes sem febre. A doenca, geralmente,
€ autolimitante, durando em média oito dias (FDA, 1999). Essas caracteristicas a
distinguem da disenteria classica causada por Shigella sp. ou E. coli enteroinvasiva,
que sao caracterizadas por febre alta, toxemia, fezes com pouco sangue e muco
contendo muitos leucocitos (DUPONT et al., 1971). Em uma parte dos pacientes a
infeccdo por STEC progride para sindrome hemolitica urémica que afeta principalmente
criangas, sendo neste grupo a mais importante causa de faléncia renal (DOYLE et al.,
1995). A sindrome ¢é definida por um inicio subito de anemia hemolitica,
trombocitopenia e faléncia renal aguda apdés o aparecimento de sintomas no trato
respiratério superior, estbmago ou intestinos (FONG et al., 1982, KARMALI et al.,,
1985). O mecanismo de patogenicidade das STEC é complexo e envolve varios fatores

de viruléncia. A maior parte da patogénese é atribuida ao efeito sistémico das



Shigatoxinas, cujo mecanismo de acado envolve a inibicdo da sintese protéica em
células do endotélio microvascular (NATARO & KAPER, 1998, PATON & PATON,
1998). O dano que essas toxinas provocam nestas células ativa a coagulacao
intravascular que conduz as principais manifestacées de SHU (TARR et al., 2005).

STEC séo definidas pela producdo de um ou mais tipos de toxina shiga (Stx1,
Stx2), estas toxinas sao antigenicamente relacionadas com a citotoxina (toxina shiga)
produzida pela Shigella dysenteriae do tipo 1 (AGBODAZE, 1999). Stx1 diverge da
Stx2 na sequéncia de aminoacidos da subunidade B alterando, desta forma, a afinidade
pelo receptor celular (MELTON-CELSA & O’'BRIEN, 1998). As caracteristicas da familia
das toxinas Shiga estao resumidas a seguir:

- A estrutura da proteina € constituida de um polipeptidio A e cinco polipeptidios
B;

- O receptor na célula eucariotica e o glicolipideo Gb3 ou Gb4 (Stx2e);

- O modo de acao consiste na inibicao da sintese protéica em célula eucaribtica;

- Citotoxica para células Vero, HelLa e células endoteliais;

- Stx1 e Stx2 nao apresentam reacgao cruzada;

- Os aminodcidos idénticos entre Stx1 e Stx2 sdo de aproximadamente 55%;

- Stx2 e mais toxica para as células endoteliais microvascular renal humana do
que a Stx1 (MELTON-CELSA & O’'BRIEN, 1998).

O gene stx, que codifica a toxina, esta localizado no genoma de bacteriéfagos
integrando-se ao cromossomo da célula hospedeira (GOBIUS et al.,2003). A presenca
desses genes em bacteri6fagos propicia ndo somente a capacidade de disseminacao
entre diferentes cepas, mas também possibilita a presenca das duas toxinas em uma
mesma bactéria. Portanto, as STEC podem apresentar um ou mais genes stx (FURST
et al.,, 2000). O padrdao de producdo de toxinas em STEC isoladas de infec¢des
humanas parece ser semelhante ao de STEC isoladas de bovinos saudaveis (OSEK,
2000).

A patogenicidade de STEC esta associada a sua capacidade de produzir toxina
Shiga-like e aderir a mucosa intestinal (BARRETT et al, 1992). Estudos

epidemiologicos indicam que as cepas de STEC que produzem somente Stx2 estdo



mais comumente associadas a doencas graves em seres humanos do que aquelas que
produzem somente Stx1 ou Stx1 e Stx2 (OSTROFF et al., 1989). Uma possivel
explicagdo para este fato € que o nivel de transcricdo do gene stx2, que codifica a
toxina Stx2, “in vivo”, € maior que o do stx1 (WEINSTEIN et al., 1988).

Outro gene de viruléncia associado a producao de doenca em humanos é o gene
eae que codifica a intimina requerida para o ataque a mucosa intestinal, produzindo
uma lesao do tipo “attaching and effacing”.

Estudos epidemioldgicos tém revelado que, independentemente do sorogrupo, €
a presenca dos genes que codificam para a toxina Shiga-like 2 (stx2) e intimina (eae)
que esta associada a doenca severa (WERBER et al., 2003).

O consumo de carne ou leite cru tem sido relatado como fontes provaveis de
infeccdo em diversos surtos os quais tém ocorrido, principalmente, no Canada, USA e
no Reino Unido (BLANCO et al.,, 1996). ALLERBERGER et al. (2001) relataram um
caso de SHU em uma criancga através do consumo de leite cru contaminado com E. coli
do sorogrupo O157, onde o isolado do paciente e dos animais produtores do leite eram
idénticos. GOVARIS et al. (2002) sugerem que a E. coli O157:H7 pode sobreviver em
produtos lacteos, e que medidas de controle na fabricacdo destes produtos sao
fundamentais para diminuir o risco de contaminacao. Entretanto, uma grande variedade
de alimentos esta relacionada a doencas causadas por esses microrganismos, como
frutas, vegetais, produtos secos ou fermentados, derivados de leite crus ou
pasteurizados inadequadamente.

Os hospedeiros naturais de STEC sado animais silvestres e domésticos
principalmente os bovinos (GRIFFIN & TAUXE, 1991). E. coli produtoras de toxina
shiga-like podem estar presente na microbiota intestinal de uma grande variedade de
animais incluindo bovinos, ovinos, bubalinos, caprinos, suinos, felinos, caes e galinhas
(BEUTIN, 1993). Entretanto a espécie animal mais importante em relacao a infeccao em
humanos é a bovina. As taxas de colonizacdao das STEC em rebanhos bovinos é
variada, podendo chegar a 60%, mas as taxas tipicas variam de 10 a 25%. STEC séao
isoladas usualmente de animais sadios (TRISTAO et al., 2007). Estudo realizado por



OLIVEIRA et al. (2007) revelaram que rebanhos bubalinos possuem altas taxas de
STEC.

Outra importante categoria de E. coli é a enteropatogénica (EPEC), que pode
causar diarréia severa, principalmente em criangas € neonatos em paises em
desenvolvimento NATARO & KAPER (1998). EPEC séao definidas pela presencga do gene
eae, o qual codifica a intimina requerida para o ataque a mucosa intestinal produzindo
uma lesédo do tipo “attaching and effacing” que indica um intimo ataque ao enterdcito
com desaparecimento das microvilosidades do epitélio intestinal. Os fatores
necessarios para o desenvolvimento da lesdo A/E sédo codificados por uma ilha de
patogénicidade cromossOmica, de aproximadamente 35 Kb, conhecida como Locus of
Enterocyte Effacement (LEE). EPEC além de promover a ligacdo especifica a mucosa
das células epiteliais destruindo as microvilosidades, podem também expressar um
fator de aderéncia localizado denominado “Bundle-forming pili” (BFP) através do gene
bfp (KAPER et al., 1995). Linhagens que possuem o plasmideo EAF sdo chamadas de
EPEC tipicas e as que nao possuem este plasmideo sdo chamadas de EPEC atipicas.
O plasmideo EAF codifica um fator de aderéncia localizado denominado “Bundle-
forming pili” (BFP), bem como possui genes importantes para a expressao normal da
intimina (NATARO &KAPER, 1998).

A sindrome causada por EPEC é caracterizada por diarréia liquida, vomito e
febre em criancas e neonatos. O aspecto clinico da doenca varia de uma diarréia
limitada a uma forte sindrome de enterite cronica (NATARO & LEVINE, 1994).

Estudos realizados em paises em desenvolvimento como Brasil tém
demonstrado que de 30 a 40% das diarréias infantis pode ser atribuida as EPEC, e a
incidéncia de infeccao por EPEC pode exceder a infec¢ao por rotavirus (GOMES et al.,
1991). Infeccbes causadas por linhagens EPEC tém sido relatadas principalmente em
criancas de até dois anos de idade, entretanto surtos graves de diarréia em adultos
também tém sido relatados (HEDBERG et al., 1997).

EPEC pode causar sérios surtos de infeccdo diarréica, principalmente em
criancas (PRERE et al., 2006), uma vez que ja foram isoladas de alimentos e produtos

lacteos (SILVA, 2001), evidenciando ainda mais o perigo a saude publica.



Além desses genes de viruléncia STEC e EPEC podem possuir outros, como o
gene ehxA, que codifica uma hemolisina responsavel pela formacdo de poros nas
células eucaribticas, os genes iha, efal, toxB, IpfAo1s7/01-141, IPfAo157/01-154, IPfA0113 € Saa
que codificam adesinas (McDANIEL et al., 1995; TOMA et al., 2004; BIEBER et al.,
1998).

A enterohemolisina, codificada pelo gene ehxA pode estar presente em STEC e
em EPEC. Sua producao esta, geralmente, associada ao plasmideo pO157, mas os
genes da enterohemolisina também podem ser encontrados em outros plasmideos de
alta massa molecular (BRUNDER et al.,1999). A enterohemolisina € uma proteina
monomérica que se insere na membrana plasmatica das células eucariéticas e forma
poros (SCHMIDT et al.,1999). O provavel papel da enterohemolisina na patogénese da
CH e da SHU ainda é incerto. Uma alternativa seria que a hemoglobina liberada pela
acao da enterohemolisina prové uma fonte de ferro que favoreca a multiplicacdo da
bactéria no intestino (LAW & KELLY, 1995).

A adesina Saa, codificada pelo gene saa foi identificada pela primeira vez por
PATON et al. (2001), em STEC O113:H21 isolada de um surto de SHU. Essa cepa néao
possui a ilha de patogenicidade LEE que contém o gene eae, 0 que sugere que Saa
possa ser um fator de viruléncia em STEC e EPEC LEE-negativa isoladas de humanos
(PATON & PATON, 2002). Existem evidéncias que o gene saa, que codifica esta
adesina, esteja associado com o gene que codifica enterohemolisina (PATON et al.,
2001). O gene saa foi localizado em um megaplasmideo, cuja eliminagao resultou na
reducao da capacidade de aderéncia da bactéria ao intestino do hospedeiro (JENKINS
et al., 2003).

Varias proteinas foram propostas por serem novos fatores de adesao; isto inclui
ToxB (uma proteina identificada no plasmideo pO157 e requerida para expressao de
aderéncia de O157:H7), que é produzida pelo gene toxB; Iha (proteina que confere
aderéncia similar ao Vibrio cholerae) produzida pelo gene iha; Efal (fator de aderéncia
de EHEC) produzida pelo gene efal; LPF (long polar fimbriae). Essas adesinas
putativas também sao encontradas em um grande plasmideo carregado por cepas de
STEC ou em um unico seguimento de DNA de E. coli EDL933 chamado de ilha O. ToxB



e Saa sao encontrados em plasmideos, e uma associagdo entre a presenca do gene
saa e do gene ehxA foi observada por PATON & PATON (2001). Efa1 foi recentemente
associado com sorotipos de STEC que estao ligadas a sérias doencas no homem. LPF
OI-141 e LPF OI-154 estao presentes em cepas de O157:H7 e foram relatadas por ter
papel de aderéncia. Alguns autores sugerem que LPF O113 funciona como uma
adesina em cepas LEE-negativas (TOMA et al., 2004).

Diferentes antigenos podem ser encontrados na superficie bacteriana. Os trés
antigenos fundamentais para os ensaios sorologicos sdao O, K e H (ORSKOV &
ORSKOV, 1984; MENG et al., 2001). Os antigenos somaticos “O”, termoestaveis, sdo
relacionados com polissacarideos da membrana externa; antigenos flagelares “H”,
termolabeis, sdo relacionados com proteinas dos flagelos e os antigenos capsulares
“K”, séo relacionados com polissacarideos capsulares (MENG et al., 2001).

Embora mais de 400 sorotipos de E. coli produzam a toxina Shiga,
aproximadamente 200 foram descritos como causa de infecgcdes enterohemorragicas,
no ser humano. O sorotipo O157:H7 € o predominante entre STEC nos Estados Unidos
e 0 mais freqientemente associado a surtos de origem alimentar nesse pais (VOLD et
al.,1998). A habilidade para distinguir estes isolados sorologicamente € importante para
esclarecer quais tipos de E. coli podem causar diarréia ou outras doencgas.

Escherichia coli patogénicas ao homem podem pertencer a diversos sorogrupos,
entretanto O157, O111, O113 e 026 sdo os mais comumente envolvidos (HUSSEIN &
SAKUMA, 2005).

Os fatores de resisténcia as drogas antimicrobianas sao, na sua grande maioria,
de natureza plasmidica. Nos finais da década de 50 e principio da de 60, autores
japoneses revelaram a existéncia dos plasmideos R. A partir de entdo, varios outros
detectaram sua presenca nas enterobactérias patogénicas Salmonella, E. coli e outros
microrganismos do homem e animais. Os plasmideos R sdo responsaveis pelas
resisténcias adquiridas a diversos antimicrobianos e pelo aparecimento de amostras
multiresistentes. E, de maneira geral, aceito que quanto mais antibiéticos usamos, mais
rapidamente as bactérias irdo adquirir resisténcia. Também tem sido aceito, que uma

vez os antibidticos retirados da clinica, os genes de resisténcia eventualmente



desaparecerao, ja que nao terdo mais nenhum valor de sobrevivéncia para a célula
bacteriana. No entanto, recentes descobertas tém demonstrado que depois de um
longo periodo de exposicdo aos antibidticos certas espécies bacterianas podem
adaptar-se a este ambiente de tal maneira que elas mantém estaveis seus genes de
resisténcia mesmo depois da remoc¢ao dos antimicrobianos. Assim, existem razdes para
se acreditar, que uma vez a resisténcia desenvolvida, nem a logo prazo ela é perdida
(FRANKLIN, 1999).

Na maioria dos casos, infeccées por STEC e EPEC sao atribuidas ao consumo
de carne bovina, leite e seus produtos que foram contaminados com fezes de bovinos
(HUSSEIN & SAKUME, 2005). Desse modo, bufalos leiteiros também podem ser
considerados como reservatérios desses patotipos e podem significar importante risco a
saude do homem.

Os reservatorios de STEC e EPEC sdo animais silvestres e domésticos
principalmente os bovinos (GRIFFIN e TAUXE, 1991). E. coli produtoras de toxina shiga
podem estar presente na microbiota fecal de uma grande variedade de animais
incluindo além dos bovinos, os ovinos, caprinos, suinos, felinos, caes e galinhas.
Entretanto a prevaléncia de STEC e EPEC em bdfalos tem sido pouco estudada
(OLIVEIRA et al., 2007).

Devido a escassez de dados desses patdogenos em bufalos leiteiros, é que se
propbs a realizacdo do presente trabalho, a fim de verificar a prevaléncia de STEC e
EPEC em propriedades leiteiras. Assim, serdo obtidas mais informag¢des sobre a
epidemiologia desses patégenos emergentes, que ajudardo em medidas de controle,
baixando os riscos de infec¢cao para o ser humano.
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lll. OBJETIVOS

1.Determinar a prevaléncia de STEC e EPEC isoladas de fezes e leite de bufalas

leiteiras do Estado de Sao Paulo.

2.Detectar os principais fatores de viruléncia das estirpes de E. coli (stx1, stx2, eae, iha,
efa1, l'OXB, /,0on157/0|-141, /,0on157/0|-154, /pon113, saa, ehxA e bfp) isoladas de bufalas

através da técnica da PCR

3.ldentificacado bioquimica e classificar sorologicamente as estirpes de E. coli isoladas

de fezes e de leite de bufalas.;

4 .Determinar o perfil de resisténcia das estirpes de STEC e EPEC isoladas de fezes e

de leite de bufalas frente a diferentes drogas antimicrobianas.
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IV. MATERIAL E METODOS

Procedéncia e obtencao das amostras

Foram selecionadas trés propriedades de bufalas leiteiras do Estado de Sao
Paulo, sendo uma no municipio de Dourado (A), outra em Sales de Oliveira (B), e outra

em Ribeirao Preto (C).

No periodo de marco a julho de 2010 foram coletadas 194 amostras de fezes e
62 amostras de leite, num total de 256 amostras. A distribuicdo do nimero de amostras
por propriedade estd na Tabelal. Apdés a obtencdo das amostras, estas foram
transportadas em caixas térmicas contendo gelo reciclavel até o Laboratério de
Bacteriologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da UNESP em

Jaboticabal.

Amostras de fezes e leite

Amostras de fezes

As amostras de fezes foram colhidas, em torno de 10%, dos animais de cada
uma das propriedades leiteiras, diretamente do reto dos animais, utilizando suabe

estéril.

Amostras de leite
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As amostras de leite (em torno de 40 mL) foram colhidas em tubos Falcon
estéreis com capacidade para 50 mL, diretamente da torneira de saida da ordenhadeira

mecanica.

Tabela 1: Distribuicdo do nimero de amostras por fazendas.

Fazenda Amostras de fezes Amostras de leite
A 81 22
B 25 15
C 88 25

Isolamento e identificacao de E. coli

Para o isolamento de E. coli o leite foi semeado no agar McConkey e incubado
por 24h a 35° C; 1 mL da agua peptonada contendo o suabe retal foi transferido para 5
mL de caldo VB que foram incubados a 35°C por 24h. Apds esse periodo, 1mL de cada
tubo contendo caldo VB foi semeado em placas contendo agar MacConkey que foram
incubados a 35°C por 24h. Apéds o crescimento foi feita a preparacédo do DNA template
através da técnica de extracdo descrita por Keskimaki et al. (2001) com modificagdes.
Em um ependorf com capacidade para 1,5mL foi adicionado 1mL de cultura bacteriana
em caldo BHI previamente incubado overnight a 37° C. Essa cultura foi centrifugada a
12.000 rpm por dois minutos. Apds a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e
adicionou-se 1mL de PBS. Essa mistura foi novamente centrifugada, foi retirado o
sobrenadante e ressuspendida em 0,5mL de agua estéril. Ferveu-se foi 10 minutos a
100° C, novamente centrifugado a 12.000 rpm por dois minutos. O sobrenadante (que
continha o DNA) foi retirado e colocado em ependorfs para armazenamento no freezer.
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Foi feita a PCR multiplex de triagem, que sera descrita na sessao seguinte, para
deteccdo dos genes stx1, stx2 e eae. As amostras positivas nesta PCR foram isoladas
e testadas novamente por PCR para confirmar a presenca dos genes stx1, stx2 e eae.

As colbnias com caracteristicas de E. coli foram submetidas a testes bioquimicos
para confirmacdo da espécie (fermentacao da lactose, producdo de indol, reacdo de
vermelho de metila e Voges-Proskauer, utilizacdo de citrato, producédo de urease e
producao de gas sulfidrico (H2S) e analisadas novamente por PCR para se encontrar os
genes efal, saa, ehxA, bfp, IpfAoi1s, IpfAoiszioi-1a1, IPfAots7i01-154, ha €  toxB e
posteriormente submetidas a testes de sensibilidade a antimicrobianos.

PCR multiplex, duplex e simples

A PCR multiplex foi realizada da seguinte maneira: uma aliquota de 4 pL de DNA
foi acrescentada a uma mistura de 16 uL, que continha 7,0 uL de agua MiliQ estéril, 2,0
UL de uma solugdo tampao 100 mM Tris-HCI [pH 8.8] 15 mM MgCI2, 500 mM KClI, 1%
Triton X-100, 1,6 pL de MgCl, 4uL de dNTP (2 mM), 0,8uL de cada primer (40 mM) e
0,2uL Tag DNA polimerase, obtendo um volume total de 20 pL. Os ciclos de
amplificacdo da PCR foram feitos em um termociclador Eppendorf Mastercycler
Gradient nos seguintes tempos e temperaturas: ti: 5 min a 94°C; to: 30 seg a 94°C; t3:
45 segundos a 50°C; t4: 1 min a 72°C (to-14, 25 ciclos repetidos) e ts: 7 min a 72°C. Nas
PCRs simples e duplex foram usados os mesmos parametros mudando apenas as
temperaturas de anelamento, que foram 53°C, 52°C, 39°C, 49°C, 59°C, 55°C, 47°C e
56°C, respectivamente, para a PCR duplex (iha, toxB), simples para saa, IpfAo11s,
IpfAo1s7/01-141, IPFA0157/01-154, €NXA, efal e bfp. O produto da reagao acrescentado de 5uL
de carga de tintura (0,25% azul de bromofenol em 50% de solucédo de glicerol) e o
marcador molecular 100-bp DNA Ladder (Fermentas) foram aplicados em um gel de
agarose a 1,5% contendo brometo de etidio (1ug/mL) em tampao TEB (Tris-base
890mM, EDTA 25mM, acido bérico 890mM, pH 8,2) e separados por eletroforese
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(70V/1h40). A imagem do gel foi registrada em um fotodocumentador Fisher Scientific e
vista em um computador. Doze fatores de viruléncia foram pesquisados, sendo stx1 e
stx2 as toxinas, eae a intimina, ehxA a hemolisina, bfp a fimbria e iha, efal, IpfAois7/01-
141, IpfAo1s7/01-154, IPfA0113 € Saa as adesinas putativas. A Tabela 2 mostra os primers
utilizados.

Tabela 2: “Primers” utilizados na PCR para amplificar fragmentos especificos dos genes
codificadores de fatores de viruléncia dos isolados de STEC e EPEC de bufalos
leiteiros no Estado de Sao Paulo.

Fragmento

SeqUiéncia do oligonucleotideo -
Gene g g amplificado  Referéncia

iniciador  (Primer) (52>3’)

(pb)
China et al.
Stxq AGAGCGATGTTACGGTTTG 388
TTGCCCCCAGAGTGGATG (1996)
TGGGTTTTTCTTCGGTATC China et al.
Stxo 807
GACATTCTGGTTGACTCTCTT (1996)
AGGCTTCGTCACAGTTG China et al.
Eae 570
CCATCGTCACCAGAGGA (1996)
CACACGGAGCTTATAATATTCTGTCA Schmidt et
ehxA 340
AATGTTATCCCATTGACATCATTTGACT al. (1995)
GGAAGTCAAATTCATGGGGGTAT Vidal et al.
Bfp 300
GGAATCAGACGCAGACTGGTAGT (2004)
GAGACTGCCAGAGAAAG Nicholls et
efat 479
GGTATTGTTGCATGTTCAG al. (2000)
CGT GAT GAA CAG GCT ATT GC Paton &
Saa 119

ATG GAC ATG CCT GTG GCA AC

Paton (2002)
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CAG TTC AGT TTC GCATTC ACC Schmidt et
lha 1305

GTATGG CTC TGA TGC GAT G al. (2001)

ATA CCT ACC TGC TCT GGATTG A Tarr, et al.
toxB 602

TTC TTA CCT GAT CTG ATG CAG C (2002)

ATG AAG CGT AAT ATT ATAG Doughty et
IpfAo113 573

TTATTT CTT ATA TTC GAC al (2002)

CTG CGC ATT GCC GTA AC Szalo et al
IpfAo157/01-141 412

ATT TAC AGG CGA GAT CGT G (2002)

GCA GGT CAC CTA CAG GCG GC Toma et al
IpfAo157/01-154 525

CTG CGA GTC GGC GTTAGC TG (2004)

Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

O teste de susceptibilidade aos antimicrobianos foi realizado pelo método de
difusdo em disco Kirby- Bauer modificado. Os antimicrobianos testados foram:
ampicilina (10ug), cefalotina (30ug), acido nalidixico (30ug), ciprofloxacina (5ug),
cloranfenicol (30ug), tetraciclina (30ug), estreptomicina (10ug), gentamicina, (10ug),
nitrofurantoina (300ug) e sulfametoxazol+trimetoprim (25ug) sendo o método descrito
pelo NCCLS (2003).

Identificacao sorolégica dos sorogrupos

As amostras de E. coli foram identificadas através da pesquisa do antigeno O
(sorogrupo). A sorologia foi realizada com a técnica de aglutinacao em Iamina. Os anti-
soros testados foram os polivalente e monovalentes da Probac como segue:
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Polivalente A: contém anticorpos para E. coli 026, 055, O111 e O119.
Polivalente B: contém anticorpos para E. coliO114, 0125, O142 e O158.
Polivalente C: contém anticorpos para E. coli 086, 0126, 0127 e O128.

Monovalentes: contém anticorpos contra cada um dos sorogrupos anteriores,

separadamente.
Estas mesmas estirpes foram também testadas com anti-soro especifico O157.

A fim de se evitar reagbes cruzadas, inicialmente foram utilizados os soros
polivalentes A e B, ndo ocorrendo aglutinagdo foi utilizado o soro polivalente C.
Ocorrendo aglutinagdo com um dos polivalentes, foram realizadas as provas de

aglutinagdo usando os monovalentes correspondentes.



V. RESULTADOS
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Os resultados demonstraram a presenca de 76 (29,2%) amostras positivas do

total de 256 amostras na PCR de triagem das quais 1 (1,3%) para stx1, 47 (61,8%) para
stx2, 11 (14,5%) para eae, 1 (1,3%) para stx1 e eae, 4 (5,3%) para stx2 e eae, 7 (9,2%)

para stx1 e stx2, 5 (6,6%) para stx1, stx2 e eae. A partir das 76 amostras positivas na

PCR de triagem foram isoladas 33 (43,4%) estirpes, todas isoladas de fezes. Nao foi

encontrada nenhuma estirpe nas amostras de leite analisadas. Os genétipos das

estirpes estao na Tabela 3.

Tabela 3: Gendétipos dos isolados de STEC e EPEC de bufalos leiteiros no Estado de

Séo Paulo.
Genotipo Quantidade Tipo de E.
coli

stx2+IpfAo113 1 STEC
stx2+saa+IpfAo113 1 STEC
stx2+iha+IpfAo113 2 STEC
stx2+ [pfAo1s7/01-154+IP0fA0113 2 STEC
stx1+stx2+iha+IpfAo113 2 STEC
stx2+efal+iha+IpfAo11s 1 STEC
stx2+ehxA+iha+IpfAo113 3 STEC
stx2+iha+saa+IpfAo113 1 STEC
stx1+iha+saa+IpfAo113 1 STEC



stx1+stx2+ehxA+iha+IpfAo113
stx1+stx2+ehxA+efal +iha+IpfAo113
stx1+stx2+ehxA+iha+toxB+IpfAo113
stx1+eae+ehxA+efal+iha+ IpfAo113
stx1+stx2+ehxA+iha+toxB+saa+IpfAo113
stx1+stx2+ehxA+iha+ [pfAo1s7/01-154+Saa+IpfAo113
eae+iha+ IpfAo113

eae+saa+IpfAoi1s

eae+IpfAo1s7/01-154+ Saa
eae+IpfAo1s7/01-154+ Saa+IpfAot1s
eae+ehxA+iha+toxB+IpfAo11s
eae+ehxA+efal+iha+IpfAo113
eae+ehxA+efal+iha+toxB+IpfAo113

eae+ehxA+efal+iha+toxB+saa+ IpfAo1s7/01-141

STEC

STEC

STEC

STEC

STEC

STEC

EPEC

EPEC

EPEC

EPEC

EPEC

EPEC

EPEC

EPEC
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Nenhum dos isolados continha os 12 genes pesquisados, porém todas

apresentaram mais de um gene de viruléncia. O gene bfp nao foi encontrado em

nenhuma estirpe. Foram encontrados 23 perfis genéticos diferentes. As Figuras 1 e 2

mostram fotos de géis de agarose dos genes IpfAo113 € ehxA, respectivamente.
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C+ IpfAo113

Figura 1: Eletroforese de gel de agarose 1,5% de produto de PCR para deteccéo do
gene IpfAo113 em isolados de STEC e EPEC de bufalos leiteiros no Estado de
Sao Paulo.

C+ ehxA

Figura 2: Eletroforese de gel de agarose 1,5% de produto de PCR para deteccéo do
gene ehxA em isolados de STEC e EPEC de bufalos leiteiros no Estado de Sao
Paulo.

Dentre os isolados analisados, 100,0% foram sensiveis a nitrofurantoina,
ciprofloxacina e gentamicina, 96,9% a sulfametoxazol+trimetoprim e ao cloranfenicol,
93,9% a ampicilina, 90,9% ao &ac. Nalidixo, 84,8% a tetraciclina, 51,5% a estreptomicina.
A maior resisténcia foi observada para a cefalotina 51,5%. Os resultados estédo

descritos na Tabela 4.
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Tabela 4: Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos de 23 estirpes de E. coli que
apresentaram genes de viruléncia isoladas de trés fazendas de bufalas leiteiras
da regiao de Ribeirao Preto-SP no periodo de marc¢o a julho de 2010.

Antimicrobiano Total de isolados Total
Sensiveis Resistentes
n % n %
Ciprofloxacina 33 100.0 0 0.0 33
Gentamicina 33 100,0 0 0,0 33
Nitrofurantoina 33 100,0 0 0,0 33
Sulfametoxazol+trimetoprim 32 96,9 1 3,1 33
Cloranfenicol 32 96,9 1 3,1 33
Ampicilina 31 93,9 2 6,1 33
Ac. Nalidixo 30 90,9 3 9,1 33
Cefalotina 16 48,5 17 51,5 33
Estreptomicina 17 51,5 16 48,5 33
Tetraciclina 28 84,8 5 15,2 33

Seis estirpes apresentaram aglutinagdo com o soro monovalente 026, e uma
aglutinou com o soro monovalente O111. Dois isolados apresentaram aglutinagdo com
o soro para O157. Do total de 33 isolados 24 nao foram sorotipados por nao
apresentarem aglutinacdo com os anti-soros testados.
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VI. DISCUSSAO

E. coli é uma bactéria que figura como uma espécie predominante entre a
microbiota anaerdbica facultativa normal do intestino do homem e animais, onde
desempenha um importante papel na sua fisiologia. Entretanto durante as ultimas cinco
décadas uma grande quantidade de pesquisas tem estabelecido E. coli como um dos
mais importantes agentes etiolégicos das enterites, e de graves doencas
extraintestinais como infec¢gdes urogenitais, mastite, septicemia e meningite
(WASTESON, 2001).

E. coli shigatoxigénicas (STEC) e E. coli enteropatogénica (EPEC) estao entre as
mais importantes causas de doenca gastrintestinal em seres humanos, particularmente
porque STEC pode resultar em casos de sindrome hemolitica urémica (SHU).
BANATVALA et al., (2001), realizando um estudo prospectivo dos casos de SHU nos
EUA, concluiram que 72,0% dos casos no pais eram devidos a STEC.

No presente estudo nao foi isolado nenhuma estirpe de STEC nem de EPEC nas
amostras de leite analisadas. Todos os isolados sdo provenientes de fezes.

No presente estudo a frequiéncia geral de STEC foi de 63,6%, enquanto a de
EPEC foi de 36,4%. STEC tem sido descrita em varios paises, sendo que alguns
autores relatam freqiiéncias maiores e outros menores que as obtidas neste trabalho.
URDHAL et al. (2003) relatam altas frequéncias de STEC em fezes de ovinos (87,6%) e
bovinos (64,6%) de uma mesma propriedade rural na Noruega. OLIVEIRA et al. (2007)
encontraram freqiéncia de 64,3% de STEC em bufalos no Estado de Minas Gerais,
Brasil. ISLAM et al. (2008) relataram prevaléncia de 37,9% de STEC em bufalos em
Bangladesh. TRISTAO et al. (2007) identificaram linhagens de STEC em 65,0% dos
animais analisados no Estado do Rio de Janeiro e 28,0% no Estado do Rio Grande do
Sul, sugerindo que bovinos saudaveis no Brasil podem ser potenciais fontes de infeccao
para humanos.

Neste trabalho foi observada uma freqiéncia de 3,0% para stx1, 33,3% para
stx2, 24,2% para stx1 e stx2, 36,4% para eae, 3% para stx1 e eae. Diferentemente do

estudo feito por OLIVEIRA et al. (2007) que encontraram 22,0% de estirpes portadoras
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do gene stx1, 38,5% de stx2, 39,5% de sitx1 e stx2, no entanto nao foi isolado nenhuma
cepa contendo o gene eae em bufalos no Estado de Minas Gerais. STELLA et al.
(2008) encontrou uma frequéncia de 11,4% de stx1, 7,1% de stx2, 4,3% de eae, 2,1%
de six1 e stx2, 0,6% de stx1 e eae em bovinos. AIDAR-UGRINOVICH et al. (2007)
encontraram em bezerros 49,0% de stx1, 16,0% de stx2, 34,0% possuia stx1 e six2 e
25,0% de eae. De acordo com SANDHU et al. (1996) a presenca do gene eae esta
associada com certos sorogrupos, como 026, 0103, O111, O145 e O157. A intimina
produzida pelo gene eae é fator-chave de colonizacdo para STEC em bovinos recém
nascidos e adultos (DEAN-NYSTROM et al., 1998). No entanto, mutantes intimina-
negativos ainda sdo capazes de colonizar certos locais do trato gastrintestinal dos
ruminantes, e isso indica que outros fatores de colonizacdo podem estar presentes
(VAN DIEMEN et al., 2005). Em humanos, STEC eae positivos estao relacionados a
quadros severos de diarréia, principalmente colite hemorragica, e SHU (PATON &
PATON, 1998).

No presente estudo foi observado uma frequiéncia de 47,6% do gene ehxA em
STEC, e uma frequéncia de 66,7% em estirpes de EPEC com esse gene.
Diferentemente do estudo feito por OLIVEIRA et al. (2007) que isolaram 78,0% de
cepas de STEC isoladas de bufalos com o gene ehxA. AIDAR-UGRINOVICH et al.
(2007) encontraram 51,0% de STEC isoladas de bezerros no Estado de Sao Paulo que
possuiam o gene ehxA e 80,0% de EPEC que continham esse gene. BLANCO et al.
(2004) encontraram 46,0% de cepas de STEC isoladas de fezes de gado e carne
bovina na Argentina contendo o gene ehxA. PRADEL et al. (2008) isolaram cepas de
STEC de pacientes com SHU na Franca que continham o gene ehxA. AFSET et al.
(2006) observaram que alguns genes, entre eles ehxA foram estatisticamente
relacionados a diarréia em humanos.

Neste estudo foi encontrada uma freqiéncia de 85,7% de estirpes de STEC
contendo o gene iha, e 75,0% de EPEC com esse gene. Resultado semelhante foi
observado por OLIVEIRA et al. (2007) que encontraram 85% de cepas de STEC com o
gene iha isolado de bufalos no Estado de Minas Gerais e LEOTTA et al. (2006) relatam
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também alta frequéncia de STEC (76,0%) contendo o gene iha de mamiferos nao
domésticos na Argentina.

O presente estudo observou uma freqténcia de 14,3% de estirpes de STEC
contendo o gene efal, e 58,3% de estirpes de EPEC com esse gene. TATARCZAK et
al. (2005) isolaram 56,7% de STEC contendo o gene efal de diferentes fontes, entre
elas humano, gado e alimento. BARDIAU et al. (2009) encontraram uma freqiéncia de
92,0% de cepas de STEC e EPEC pertencentes ao sorogrupo O26 que continham o
gene efal isolados de gado e humano. A presenca desse gene nos rebanhos bubalinos
requerem atencao e cuidados na prevencdo da contaminacao de produtos destinados
ao homem, ja que esse gene foi estatisticamente associado a diarréia em humanos
(AFSET et al., 2006).

Este trabalho obteve uma freqiéncia de 9,5% de cepas de STEC com o gene
toxB, e uma freqiéncia de 50,0% de EPEC com esse gene. TATARCZAK et al. (2005)
obtiveram uma freqiéncia de 70,3% de cepas de STEC contendo o gene toxB, que foi
isolado de varias fontes. BARDIAU et al. (2009) observaram que cepas de STEC e
EPEC pertencentes ao sorogrupo O26 que foram isolados de gado e humanos com
uma freqiéncia de 79,0% de cepas com o gene foxB.

TATARCZAK et al. (2005) isolaram 3,1% e cepas de STEC com o gene saa de
diferentes fontes. BLANCO et al. (2004) encontraram uma freqiéncia de 22,0% de
estirpes de STEC com o gene saa isolados de fezes de gado e produtos carneos na
Argentina. OLIVEIRA et al. (2007) isolaram de bufalos 83,5% de cepas de STEC
contendo o gene saa. Estes resultados divergem dos obtidos no presente estudo, onde
foi observado uma freqiiéncia de 23,8% de cepas de STEC contendo esse gene e
41,7% de cepas de EPEC com o gene saa. Estudos recentes indicam que cepas saa-
positivas sdo mais freqiientemente encontradas em STEC isolados de bovinos do que
de humanos, sugerindo um papel importante desta adesina na colonizagao intestinal
desses animais (JENKINS et al., 2003).

Este estudo observou que 100,0% das estirpes de STEC e 91,7% das estirpes
de EPEC isoladas continham o gene IpfAo113. Resultado semelhante foi observado por
LEOTTA et al. (2006) que obtiveram 100,0% de cepas de STEC contendo o gene
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IofAo113 isolados de mamiferos nao domésticos na Argentina. TATARCZAK et al. (2005)
isolaram 33,0% de cepas de STEC contendo o gene IpfAo113 isolados de diferentes
fontes, como humano, gado e alimento. O gene IpfAo113 foi detectado em diversas
cepas de E. coliisoladas de humanos e animais (OSEK et al., 2000). A alta positividade
desse gene nos rebanhos bubalinos estudados indica que bufalos podem ser
considerados como potenciais fontes de infeccao para humanos, ja que Afset et al.
(2006) observaram que esse gene foi estatisticamente associado a diarréia em
humanos.

No presente estudo observou-se uma freqiéncia de 16,7% de cepas de EPEC
com o gene IpfAois7ioi-141 € nenhuma cepa de STEC com esse gene. ISLAM et al.
(2008) estudando amostras de bufalo e gado obtiveram 12,7% de positividade para o
gene IpfAois7ior1a1. TATARCZAK et al. (2005) isolaram 77,3% de cepas de STEC
pertencentes ao sorogrupo O157, isolados de diferentes fontes, como humanos, gado
suinos, que continham o gene IpfAois701-141. TOMA et al. (2006) observaram uma
freqUéncia de 6,7% de cepas de EPEC com o gene IpfAo1s7/01-141. Entretanto LEOTTA et
al. (2006) ndo encontraram nenhum isolado de mamiferos ndo domésticos com esse
gene.

Este trabalho obteve uma freqtiéncia de 14,3% de estirpes de STEC contendo o
gene IpfAo1s7/01-154 € uma freqiéncia de 16,7% de EPEC com esse gene. TATARCZAK
et al. (2005) isolaram de diferentes fontes 58,1% de cepas de STEC contendo o gene
IofAo1s7/01-154. LEOTTA et al. (2006) observaram que amostras de animais de zoologico
foram negativas para esse gene.

A maioria das estirpes de E. coli apresentaram sensibilidade aos
antibimicrobianos testados, entretanto a cefalotina foi o que apresentou menor
porcentagem de estirpes sensiveis (48,5%). Resultado semelhante foi relatado por
OLIVEIRA et al. (2007) que observaram que a maioria das estirpes de STEC isoladas
de bufalos no Estado de Minas Gerais apresentou sensibilidade a quase todos os
antibioticos testados. Esses resultados divergem dos observados em bovinos (STELLA,
2006), onde se observa uma alta taxa de multirresisténcia nas estirpes analisadas. Essa

diferenca talvez se dé pelo fato de as bufalas serem mais resistentes as infeccées que
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as vacas, principalmente devido sua rusticidade, sendo assim, utiliza-se menos
antimicrobianos nesses animais, havendo, portanto, baixa selecdo de mutantes
resistentes.

Dos 33 isolados foi possivel sorotipar 9 estirpes, das quais seis pertencem ao
sorogrupo 026, uma estirpe pertence ao sorogrupo O111 e duas pertencentes ao
sorogrupo O157. As demais estirpes nao foram sorotipadas por nao ter apresentado
aglutinacdo aos sorogrupos presentes na bateria de soros. OLIVEIRA et al. (2007)
identificaram os sorotipos 023, 074, O77, 082, 093, 0141, e O176, sendo o sorotipo
O74 o mais encontrado em nesses animais no Estado de Minas Gerais, mostrando que
pode haver uma variagcdo da freqiéncia dos sorogrupos de acordo com a regiao
estudada. O isolamento de estirpes pertencentes aos sorogrupos 026, 0157 e O111
representa motivo de preocupacdo, pois estes sorogrupos sao reconhecidos como
sorogrupos de EPEC relacionados a doengas no homem (CAMPQOS et al. 1994).

Segundo OLIVEIRA et al. (2007) a presenca de cepas de EPEC e de STEC que
contém determinados perfis genéticos, como sitx1 stx2 ehxA iha saa ou stx2 ehxA iha
saa merece melhor atencao como cepas de STEC que carregam o gene stx2 que esta
associado a doencgas severas no homem, como SHU. Entretanto essas cepas carregam
ainda outros genes que podem aumentar a viruléncia. PRADEL et al. (2008) isolaram
cepas de STEC de pacientes com SHU na Franca que continham o gene sitx1, stx2,
eae, efal e ehxA. AFSET et al. (2006) observaram que os genes efal, ehxA e IpfAo113
foram estatisticamente relacionados a diarréia em humanos.

Embora as graves doengas humanas associadas a STEC e EPEC tenham sido
pouco descritas no Brasil, podemos observar uma ocorréncia significativamente elevada
destas estirpes nos rebanhos bubalinos, bem como a correlacdo entre sorogrupos
encontrados nestes animais e em pacientes humanos. Diante da frequéncia geral de
STEC (63,6%) e da freqiéncia de EPEC (36,4%), torna-se relevante a adogao de
medidas de prevencao da contaminagdo por STEC e EPEC dos produtos de origem
animal, especialmente bubalina, destinados ao consumo humano, porque bufalos
leiteiros também podem ser considerados como reservatérios desses patétipos e

podem se constituir em importante risco a saude do homem.
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VI. CONCLUSOES

1. A prevaléncia de STEC foi de 63,6%, enquanto a de EPEC foi de 36,4%.

2. De todos os genes estudados apenas o bfp ndo foi encontrado nas amostras

analisadas.

3. Dentre a bateria de soros utilizada o sorogrupo mais freqiente foi o 026,
seguido do O157.

4. As estirpes isoladas apresentaram sensibilidade a maioria dos antimicrobianos
testados.

5. As estirpes estudadas apresentaram genes de viruléncia que estao relacionados
a graves doencas no homem, indicando que bufalos podem ser considerados
como reservatoérios de STEC e EPEC.
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