UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

FATORES DE VIRULENCIA EM ISOLADOS DE
Escherichia coli PROVENIENTES DE AMOSTRAS DE
AGUA, LEITE E FEZES DE BOVINOS LEITEIROS DA
REGIAO DE RIBEIRAO PRETO-SP, BRASIL.

Ariel Eurides Stella
Médico Veterinario

JABOTICABAL - SAO PAULO - BRASIL
Agosto de 2009



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

FATORES DE VIRULENCIA EM ISOLADOS DE Escherichia
coli PROVENIENTES DE AMOSTRAS DE AGUA, LEITE E
FEZES DE BOVINOS LEITEIROS DA REGIAO DE RIBEIRAO
PRETO-SP, BRASIL.

Ariel Eurides Stella

Orientador: Prof. Dr. Fernando Antdnio de Avila

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias — UNESP, Campus de Jaboticabal, como
parte das exigéncias para a obtencao do titulo de Doutor
em Microbiologia Agropecuaria.

JABOTICABAL - SAO PAULO - BRASIL
Agosto de 2009



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

ARIEL EURIDES STELLA - nascido a 19 de dezembro de 1978 em
Ibiraiaras-RS. Concluiu o Segundo Grau na Escola Técnica Federal de Goias —
Unidade de Jatai em 1996. Iniciou o curso de Medicina Veterinaria, no ano de 1997,
na Universidade Federal de Goias, Campus de Jatai, concluindo em marco de
2002. Em 2002 iniciou o curso de especializagdo "Lato-Sensu" em Produgédo de
Ruminantes, na Universidade Federal de Lavras, concluindo em 11 de dezembro
de 2003. Em 2003 foi aprovado em concurso para professor assistente substituto na
disciplina de Inspecdo e Tecnologia de leite do curso de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Goias, Campus de Jatai, onde lecionou na respectiva
disciplina durante o ano letivo de 2003. Em fevereiro de 2006, obteve o titulo de
Mestre em Microbiologia Agropecuaria na FCAV/UNESP de Jaboticabal. Em
fevereiro de 2009 é aprovado em concurso publico para a vaga de professor adjunto
lotado na Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Rio Verde.



"Se todo dinheiro do mundo fosse repartido

igualmente, em pouco tempo estaria de volta ao bolso de
alguns poucos. Porque a verdade é que é dificil receber mais
do que se é. Para ter mais amanha vocé precisa ser mais do

que é hoje ".

Jim Rohn



Dedico,

A Deus, que esta acima de todas as coisas,

A minha mae que sempre me incentivou a seguir em frente e que

juntamente com as minhas irmas me ensinou a tornar-me um homem de boas
e sodlidas convicgoes.

Ao meu pai, que mesmo ha auséncia sei que ele esta me abencoando e
torcendo por mim, a sua presenca foi curta, mas o seu exemplo de carater e
dignidade é o meu mais forte incentivo.



AGRADECIMENTOS

Especialmente, ao Prof. Dr. Fernando Anténio de Avila, ndo sé pela

orientacao e ensino, mas também pelo imenso apoio e confianga.

Ao técnico do Laboratério de Microbiologia Veterinaria, Jodo L. Quintana,

pelo auxilio em todos os momentos.

Aos amigos do Laboratério de Microbiologia Veterinaria, Ana Claudia Oliveira

e Renato P. Maluta.
Aos amigos do Laboratério de Genética de Bactérias da FCAV-UNESP.
Ao Professor José Moacir Marin pelo auxilio com as analises moleculares.
Aos meus amigos de pensionato Aline C. Galvao e Matheus V. Parenti.

Aos professores e amigos da UFG-Jatai, em especial, Cassio A. P. Fontana

e Vera Lucia Dias da Silva Fontana.

Aos Professores e amigos do Departamento de Medicina Veterinaria da
Universidade de Rio Verde, a dedicacao e a amizade de vocés torna o meu trabalho

uma tarefa estimulante e prazerosa.

Agradeco também a FAPESP pelo auxilio financeiro para a realizagao deste

trabalho.

A todos os professores, colegas de Pos-Graduacdo e estagiarios,
especialmente a secretaria da Microbiologia Edna M. T. Daquila, pelo incentivo e
apoio.



vi

SUMARIO

Pagina
LISTA DE ABREVIATURAS ..ot st eeee e eeeeenen s vii
LISTA DE TABELAS ...t viii
LISTA DE FIGURAS ..ottt eeeeeeeteeee e enn s ix
1. INTRODUGAOD ...ttt ettt en e e an s eennannns 01
2. REVISAO DE LITERATURA ..ot en s 05
O] =N | =5 1 1Y/ 0 1 TSR 16
4. MATERIAL E METODOS .......ooieeceeteeeeeeeeeeeeeeeeeteteeeeseanen st anensenennenneenns 17
5. RESULTADOS ....ovveeeeeeeeeeeeeeetete e eeeeeene s eae e ssan s s ensnesanteenenssnenennsnanens 21
B. DISCUSSAQD ...ttt enan s st en s s enaeens 35
7. CONCLUSOES .......cootoeetcecececeeeeee ettt 44

8. REFERENCIAS ... oo e et e e, 45



LISTA DE ABREVIATURAS

°C — Graus Celsius

eae — “Attaching and effacing”

EHEC — Escherichia coli enterohemorragica
EPEC - Escherichia coli enteropatogénica
ETEC - Escherichia coli enterotoxigénica

g — Grama

CH — Colite hemorréagica

SHU — Sindrome hemolitica urémica

LT — Toxina termo-I4bil

O — Antigeno somético

pH — Ponto hidrogeniénico

STEC - Escherichia coli shigatoxigénica

TC — Toxina colérica

TSI — Triplice agucar e ferro

Vero — Célula de rim de macaco verde africano
VT — Verotoxina

VTEC - Escherichia coli verotoxigénica

STX; — Gene codificador da toxina shiga-like 1
STXz — Gene codificador da toxina shiga-like 2
Hly — Gene codificador para enterohemolisina
EAF — Plasmideo das EPEC tipo |

BFP — Fator de aderéncia denominado “Bundle — forming pili”

LEE — Locus of enterocyte effacement

APPCC - Programa de analise de perigo em pontos criticos de controle

vii



viii

LISTA DE TABELAS
Péaginas

. "Primers" utilizados na PCR para amplificar fragmentos especificos dos genes
codificadores de fatores de VIrUleNCia...........ooooeieiiiiiieeeeeeee e 19

. Numero e percentagem de isolados de E. coli oriundos de bovinos da regiao de
Ribeirdo Preto que apresentaram os genes stx1, stx2, eae ou LT-Il detectados

por reacdo em cadeia de polimerase. Jaboticabal/SP, 2007. .........ccccceeveiieeieiieeenenen. 26

. Numero e percentagem de isolados de E. coli oriundos de bovinos da regido de
Ribeirdo Preto que apresentaram os genes stx1, stx2, eae ou LT-Il detectados
por reagdo em cadeia de polimerase, de acordo com a categoria animal.
Jaboticabal/SP, 2007. ......cco i e e e e e e e e e e e e e e e e e 26

. Numero e percentagem de isolados de Escherichia coli oriundos de agua e
leite que apresentaram as sequUéncias stx1, stx2, eae ou LT-IlI detectadas por
reacdo em cadeia de polimerase. Jaboticabal/SP, 2007.. ..........covviiiiiiiiiiiieeeeen, 26

. Isolados de Escherichia coli que apresentaram sequéncias stx1, stx2, eae,

hemolise € 0S SOrOgrUPOS/SOIOTIPOS. . ..eeeieiiiiiieiiee e ettt e e e e 27



ix

LISTA DE FIGURAS
Paginas

. Eletroforese em gel de agarose 1,5% de produto de PCR para detecc¢ao do
0ENE SIXT € SIX2 A E. COMi. e 22

. Eletroforese em gel de agarose 1,5% de produto de ERIC-PCR na presencga
dos primers ERIC 1 @ ERIC 2. ... 23

. Eletroforese em gel de agarose 1,5% de produto de PCR para deteccéo dos
genes Stx1, Stx2,ea€ € LT Il de E. COli. ...uuuuuememeeiieieeeeeee e 24

. Eletroforese em gel de agarose 1,5% de produto de PCR para deteccao do
ENE LTI AE E. COMi. vt a e e 25

. Dendograma comparando os produtos da PCR dos isolados totais (amostras de
DNA amplificado na presenga dos primers ERIC 1 e ERIC 2). A: 4gua, L: leite,
F: fezes (sorogrupos O158 e O142). NT: n&o sorotipadas. ........cccceeeeiiiiieereeennninnee. 30

. Dendograma comparando os produtos da PCR dos isolados totais (amostras de
DNA amplificado na presenca dos primers ERIC 1 e ERIC 2). A: 4gua, L: leite,
F: fezes (sorogrupos 055, O114, 026, 0125, 0126 e O111), NT: nao
0] £0] 1] =T F= 1= J PP PPPPPPPR 31

.. Dendograma comparando os produtos da PCR dos isolados (amostras de DNA
amplificado na presenca dos primers ERIC 1 e ERIC 2). Somente isolados
STEC oriundos das fezes dos animais e do leite do tanque de expansao da
(o] o] o1 g=Te F=To [N 0 1¥ {104 1T o Ty A EETPSPP 32



8. Dendograma comparando os produtos da PCR dos isolados (amostras de DNA
amplificado na presenca dos primers Stx1, Stx2, LT-IlI). Somente isolados STEC
e ETEC oriundos das fezes dos animais da propriedade numero 7.................. 33



Xi

FATORES DE VIRULENCIA EM ISOLADOS DE ESCHERICHIA COLI
PROVENIENTES DE AMOSTRAS DE AGUA, LEITE E FEZES DE BOVINOS
LEITEIROS DA REGIAO DE RIBEIRAO PRETO-SP, BRASIL.

RESUMO - Os objetivos deste estudo foram os de caracterizar, pela técnica de
PCR, marcadores de viruléncia (Stx1, Stx2, eae, LT-Il), bem como identificar a
presencga de atividade hemolitica e do sorotipo O157:H7 de Escherichia coli (E.
coli) isoladas de amostras de agua, leite e fezes de bovinos de propriedades
leiteiras, da regido de Ribeirdo Preto-SP, Brasil. Também foi objetivo estabelecer
relagdo entre os isolados através da técnica de ERIC-PCR. Seqliiéncias de genes
stx1 apresentaram 11,4% de freqUéncia nos isolados de fezes dos bovinos,
seguidas pelas stx2 (7,1%), LT-1l (6,4%) e eae (4,3%). Os bezerros apresentaram
uma maior freqUéncia para todos os genes. A frequéncia geral das STEC foi de
17,6 %. Dois sorotipos O157:H7 apresentaram 0s genes six1 ou stx2 e eae; € um
deles demonstrou hemolise. Sequéncias stx1, stx2 e LT-1l foram identificadas em
E. coli isoladas do leite. Ha similaridade genética entre isolados de fezes, leite e
agua. Os resultados indicam a presenca e a mobilidade de potenciais estirpes
enterohemorrdgicas de E. coli em rebanhos leiteiros brasileiros.

Palavras chave: Escherichia coli, bovinos leiteiros, STEC, O157:H7, ETEC.
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VIRULENCE FACTORS OF ESCHERICHIA COLI STRAINS ISOLATED FROM,
WATER, MILK AND BOVINE FECES IN THE REGION OF RIBEIRAO PRETO,
SAO PAULO, BRAZIL.

ABSTRACT- The objectives were to characterize virulence factors (stx1, stx2,
eae, LT-1l) by PCR in Escherichia coli isolated from dairy farms in the region of
Ribeirao Preto, Sao Paulo, Brazil and to establish the relationship between
isolates by the ERIC-PCR technique. Colonies were identified biochemically as E.
coli strains. Detection of genes stx1, stx2, eae and LT-Il in the isolates was by
PCR, while ERIC-PCR was utilized for epidemiological characterization. Gene
sequences stx1 were more frequent in bovine feces (11.4%), followed by
Stx2(7.1%), LT-Il (6.4%) and eae (4,3%). All genes were more frequent in calves.
Two 0157:H7 serotypes showed genes stx1 or stx2 and eae and one of them was
hemolytic. The general frequency of STEC was of 17,6%. Sequences stx1, stx2
and LT Il were identified in E.coli strains isolated from milk. Isolates from feces,
milk and water were genetically similar. Results indicate the presence and mobility

of potentially enterohaemorrhagic strains of E. coli in Brazilian milk herds.

Keywords: Escherichia coli, dairy cattle, STEC, O157:H7, ETEC.



I. INTRODUCAO

A contaminacdo de alimentos, por entero-patégenos, € uma importante causa
de diarréia em paises em desenvolvimento, resultando em elevadas taxas de
morbidade e mortalidade com perdas econémicas significativas (LEVINE e EDELMAN,
1984; LOPEZ-SAUCEDO, 2003). As doencas veiculadas por alimentos de origem
animal exercem um grande impacto em saude publica.

O género Escherichia, que contém a maioria dos bacilos méveis Gram negativos
da familia Enterobacteriaceae (NATARO e KAPER, 1998), compreende as espécies:
Escherichia blattae, Escherichia coli, Escherichia fergusonnii, Escherichia hermannii e a
Escherichia vulneris. A Escherichia coli € a espécie tipo do género (BOPP, 1999).

A E. coli, usualmente, permanece sem causar dano, confinada ao lumen
intestinal, entretanto em individuos debilitados ou imunossuprimidos, ou ainda quando
as barreiras imunes do trato gastrointestinal sdo violadas, mesmo as espécies nao
patogénicas podem causar infeccoes (NATARO e KAPER, 1998).

As 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) (NATARO e KAPER, 1998). De
todas as categorias, a unica considerada como zoonose € a EHEC (GRIFFIN e TAUXE,
1991).

Nos ultimos anos a Escherichia coli produtora de toxina Shiga-like (STEC)
tem se destacado como causa de colite hemorragica (CH) e sindrome hemolitica
urémica (SHU) no homem. Essa doenga tem sido relacionada ao consumo de
diferentes tipos de alimentos, destacando-se os produtos e subprodutos de origem
bovina. Outro importante grupo dessa bactéria, identificado como E. coli
enteropatogénica (EPEC) pode causar diarréia severa, principalmente em criangas e

neonatos em paises em desenvolvimento.



Infecgdes do trato urinario, bacteremia, meningite e doencgas diarréicas, sao as
sindromes clinicas mais comuns, causadas primariamente por um limitado numero de
E. coli patogénicas (BOPP, 1999).

A lesédo caracteristica das infec¢cdes causadas pelas EPEC € chamada de
“attaching and effacing”, ela pode ser observada em biopsias intestinais de pacientes ou
animais infectados, podendo ser reproduzida em culturas celulares (JERSE, et al.
1990). Em adicéo a estirpes EPEC e EHEC, uma variedade de linhagens capazes de
provocar lesdes “attaching and effacing” tém sido isoladas de bezerros (FISCHER et al.
1994) suinos (ZHU et al. 1994) e caes (DROLET et al. 1994). Estudos realizados em
paises em desenvolvimento como Brasil (GOMES et al. 1991) e México (CRAVIOTO et
al. 1990) tém demonstrado que de 30 a 40% da diarréia infantil pode ser atribuida as
EPEC, e a incidéncia de infeccao por EPEC pode exceder a infecgdo por rotavirus
(GOMES et al. 1991). De acordo com o Segundo Simpésio sobre EPEC este grupo
inclui estirpes capazes de provocar ledes histoldgicas tipo “attaching-effacing” e
auséncia de producao de toxina Shiga-like; linhagens que possuem o plasmideo EAF
sdo chamadas de EPEC tipicas e as que ndo possuem este plasmideo sdo chamadas
de EPEC atipicas (KAPER, 1996). 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 e KAPER, 1998).

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). Como nas outras E. coli
causadoras de diarréia, a transmissao das EPEC é pela via oral-fecal, através de maos
contaminadas, alimentos originalmente contaminados, manipulacdo inadequada e
fomites (LEVINE e EDELMAN, 1984).

Toxinas Shiga sao conhecidas como verotoxinas, verocitotoxinas ou Shiga-like
toxinas, sao produzidas por alguns patégenos entéricos como a Shigella dysenteriae
as STEC e as EHEC. A toxina Shiga contribui substancialmente para o
desenvolvimento da CH e é o agente primario causador de complicagbes como a SUH
(O'LOUGHLIN e ROBINS-BROWNE, 2001). A produgéo de toxina Shiga-like é mediada

por fagos lisogénicos os quais codificam a producdo de Toxina Shiga 1 (STx1) e



Toxina Shiga 2 (STx2), esses fagos representam potenciais elementos genéticos
mdveis que podem aumentar o possivel nimero de cepas toxigénicas (LIOR, 1994).

Embora a toxina shiga seja o principal fator de viruléncia das STEC, a habilidade
para produzir intimina (codificada pelo gene cromossomal eae) e a posse do plasmideo
codificador de enterohemolisina (hlyA) sao potenciais fatores de viruléncia no
desenvolvimento de doencas graves (ARMSTRONG, 1996). Muitos pacientes
infectados com STEC exibem inicialmente uma diarréia aquosa, que em alguns casos,
evolui dentro de um ou dois dias para uma diarréia sanguinolenta e colite hemorragica (
PATON e PATON, 1998). Os genes envolvidos na patogenia das EHEC s&o similares
aos das EPEC, exceto pela presenca de genes cromossomais codificadores para toxina
Shiga-like e a presenca do plasmideo 60-MDa caracteristico das EHEC no lugar do
plasmideo EAF das EPEC. O plasmideo das EHEC é conhecido por codificar
enterohemolisina, bem como antigenos fimbriais potencialmente envolvidos na
colonizacado (NATARO e KAPER, 1998).

A EHEC é um subgrupo das STEC que inclui conotagdes clinicas que nédo estao
implicadas com as STEC, visto que nem todas as cepas STEC séo patogénicas, mas
todas as EHEC sao consideradas patogénicas (NATARO e KAPER, 1998). EHEC
podem ser transmitidas por agua e alimentos contaminados, entretanto a transmissao
direta de pessoa a pessoa também € possivel. Na maioria dos casos a transmissao €
devido a ingestao de carne bovina contaminada. Nos EUA, a ingestdao de hamburgers
mal cozidos preparados em casa ou em restaurantes tém sido importante causa de
surtos de CH e SHU (GRIFFIN, 1995; GRIFFIN & TAUXE, 1991). Entretanto cepas
produtoras de toxina Shiga-like, também foram envolvidas em infecgbes causadas pelo
consumo de produtos lacteos, como queijo (DESCHENES et al., 1996) e leite cru
(WILSON et al., 1996).

A morbidade e mortalidade associadas aos varios surtos de doencas
gastrointestinais causados por STEC tém alertado sobre a importancia desses
microrganismos a saude publica (PATON e PATON, 1998).

E. coli é um importante patégeno de bovinos jovens, podendo causar infeccoes
intestinais e até extraintestinais. Linhagens de E. coli podem produzir outras toxinas,
dentre elas a enterotoxina termolabil (LT) e a enterotoxina temoestavel (ST) (GAY e
BESSER, 1994). A infeccao produzida pela E. coli enterotoxigénica (ETEC) resulta em



diarréia devido a agdo de uma ou mais enterotoxinas, e pode causar severa
desidratacao e levar a morte. As ETEC podem produzir toxinas termolabeis (LT-l1 e LT-
II) e toxinas termoestaveis (STa e STb) (BUTLER e CLARKE, 1994).

Devido aos possiveis perigos acarretados, a saude publica, por linhagens STEC
e ETEC, sédo necessarios estudos que evidenciem a distribuicdo e frequéncias destas

nos animais e propriedades produtoras de alimentos de origem animal.



Il. REVISAO DE LITERATURA

Cepas enteropatogénicas de Escherichia coli (EPEC) provocam diarréia em
todas as espécies animais, incluindo os seres humanos. Mas ndo produzem nenhuma
toxina associada a diarréia, entretanto provocam uma lesédo caracteristica no trato
intestinal que é descrita como lesdo de fixacao e esfacelamento, ou seja ocorre a
destruicdo das microvilosidades das células intestinais (HIRSH, 2003).

A sindrome é caracterizada por diarréia liquida, vémito e febre em criangas e
neonatos. O aspecto clinico da doenca varia de uma diarréia limitada a uma forte
sindrome de enterite crébnica (NATARO e LEVINE, 1994). H4 algum tempo atras a
identificacdo da EPEC era feita como base somente em relacdo ao antigeno O,
posteriormente esta classificacdo foi melhorada utilizando-se os antigenos O e H. Em
seguida, comecgou-se a utilizar duas caracteristicas para se definir uma linhagem como
EPEC: capacidade de promover a lesdo “attaching-effacing” e auséncia de producao de
toxina shiga-like (NATARO e KAPER, 1998). As linhagens EPEC possuem no
cromossomo uma ilha de patogenicidade chamada de “locus of enterocyte effacement
(LEE)” a qual contém os genes necessarios a producao da lesao “attaching-effacing”
(McDANIEL e KAPER, 1997). As EPEC aderem as células epiteliais como
microcolonias localizadas e causam lesdes de aderéncia destrutivas, provocando uma
diarréia com abundante quantidade de muco, mas com pouco sangue.

A maior parte, dos primeiros relatos de EPEC, foram associados com surtos de
diarréia em neonatos no Reino Unido e EUA. Em paises em desenvolvimento € uma
das principais causas de diarréia infantil (NATARO e KAPER, 1998). Entretanto, ainda
nao esta claro, o porque das infecgdes naturais de EPEC serem restritas a criancas de
até dois anos (NATARO e LEVINE, 1994). No Brasil, a E. coli enteropatogénica, é um
dos principais microrganismos responsavel por quadros de diarréia em criancas de até
1(um) ano de idade (GOMES et al., 1991; SCALETSKY et al., 2001). FITZHENRY et al.
(2002) relatam que de 30% a 40% dos casos de diarréia no primeiro ano de idade é
causada por EPEC. As EPEC possuem um plasmideo que codifica um fator de
aderéncia a mucosa intestinal onde ocorre a destruicdo das microvilosidades ou o
aumento do sitio de aderéncia para as bactérias (COCOLIN et al. 2000).



As EPEC além de promover a ligagdo especifica a mucosa das células epiteliais
destruindo as microvilosidades, podem também expressar um fator de aderéncia
localizado denominado “Bundle-forming pili” (BFP) (KAPER, et al., 1995). Sendo assim
as EPEC sao divididas em duas categorias: tipo | , que possuem além do gene eae o
plasmideo EAF, e o tipo Il, que possuem somente o gene eae (ANSARUZZAMAN,
2000).

Inicialmente a EPEC fixa-se a célula epitelial do intestino delgado através de um
pilus formador de feixe (BfpA). Essa ligacdo desencadeia eventos de transducao de
sinais, envolvendo a fosforilagcdo de uma proteina principal da célula epitelial Hp-90;
ativacdo da fosforilase C; aumentos do inositol trifosfato (IP3) e do célcio, e danos as
microvilosidades. No terceiro estagio, a intimina coordena a estreita aderéncia do
microrganismo, e uma proteina de 39 kDa produz polimerizacado da actina e de outras
proteinas citoesqueléticas do hospedeiro, bem como rearranjos da estrutura do
citoesqueleto. Esse conjunto forma o pedestal caracteristico da EPEC com o
microrganismo intimamente aderente (lesédo por fixagao e esfacelamento ou “attaching-
effacing”) (KENSCH e ACHECON, 2002).

As EPEC, portanto podem causar sérios surtos de infeccdo diarréica,
principalmente em criancas (PRERE et al., 2006), uma vez que ja foram isoladas de
alimentos e produtos lacteos (LEVINE, 1987; SILVA, 2001). Evidenciando ainda mais o
perigo a saude publica, CARNEIRO et al. (2006) demonstraram, que o leite
pasteurizado no Brasil, pode ser um potencial veiculo de transmissdo de EPEC.

Uma grande variedade de sorotipos de E. coli produtoras de toxina shiga -
like(STEC) podem implicar em doenga em humanos, entretanto alguns sorotipos
encontrados em gado ou em alimentos, raramente estdo associados com doencas
severas em humanos. Estas aparentes diferengas, freqlentes nos sorotipos de STEC
isoladas, podem ser devido a questdes de metodologia € também na habilidade de
certas linhagens para causar doenca (BOERLIN, 1999). Entretanto, TRISTAO et al.
(2007) sugerem que bovinos sadios podem ser potenciais fontes de infeccéo, por
STEC, para humanos no Brasil. BETTELHEIM et al. (2005) sugerem que populagdes
comensais de E. coli eliminadas nas fezes dos bovinos representam um reservatoério
heterogéneo de sorotipos, dos quais alguns podem adquirir verocitotoxigenicidade
tornando-se potenciais patdgenos para o homem. BIELASZEWSKA et al. (2000)



também sugerem, que os bovinos podem ser reservatério de STEC e fonte para a
doenca em humanos.

O consumo, de carne ou leite cru, tém sido confirmado, como fontes mais
provaveis de infeccdo em diversos surtos os quais tém ocorrido principalmente no
Canada, USA e no Reino Unido (BLANCO et al., 1996). PATON et al. (1996) relataram
um surto de SUH causado pelo consumo de salsicha em conserva contaminada com
STEC na Australia. ALLERBERGER et al. (2001) demonstraram um caso de SHU em
uma crianca através do consumo de leite cru contaminado com E. coli do sorogrupo
0157, onde o isolado do paciente e dos animais produtores do leite, eram idénticos.
GOVARIS et al. (2002) em seu estudo sugere 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 contaminagao.

A sindrome clinica provocada pelas STEC é caracterizada por intensas célicas
abdominais e diarréia abundante, inicialmente aquosa, mas que rapidamente evolui
para sanguinolenta, com presengca de coagulos, sem leucécitos nas fezes e
manifestando-se em pacientes sem febre durando em média oito dias (RILEY et al.
1983). Alguns pacientes com SHU podem apresentar sintomas neurolégicos como
letargia, fortes dores de cabeca, convulsdes e encefalopatia (TESH e O’'BRIAN, 1991).

STEC patogénicas ao homem podem pertencer a diversos sorogrupos,
entretanto 0157, 0111, O113 e O26 sao os mais comumente envolvidos (HUSSEIN e
SAKUMA, 2005; KARMALI, 1989; PATON & PATON, 1999). No Brasil, VAZ et al.
(2004) identificaram linhagens STEC isoladas de pacientes com diarréia.

As STEC isoladas de animais saudaveis constituem um grupo muito heterogéneo
de E. coli, e um grande numero dessas linhagens parecem ser especificas de seus
hospedeiros (BEUTIN, 1995). Os hospedeiros naturais das STEC sao animais silvestres
e domésticos principalmente os bovinos (GRIFFIN e TAUXE, 1991). As E. coli
produtoras de toxina shiga-like podem estar presente na flora fecal de uma grande
variedade de animais incluindo além dos bovinos os ovinos, caprinos, suinos, felinos,
caes e galinhas (BEUTIN, 1993). Entretanto a espécie animal mais importante em
relacdo a infeccdo em humanos é a bovina. As taxas de colonizagdo das STEC em
rebanhos bovinos, é variada, podendo chegar a 60%, mas as taxas tipicas variam de 10
a 25%. As STEC sdo isoladas usualmente de animais sadios (TRISTAO et al., 2007),



mas podem ser associadas com episodios iniciais de diarréia em animais jovens
(ORDEN et al.,, 1998) seguida por colonizagcdo assintomatica (NATARO e KAPER,
1998). WANI et al. (2005) relataram um surto de diarréia em bezerros associado a
STEC. WIELER et al. (1998) afirmam que STEC causam diarréia em bezerros, e que
esta habilidade esta mais associada a cepas que produzem somente Stxy.

WILSON et al. (1998) demonstraram que animais jovens tém uma prevaléncia
de colonizagdo maior que animais adultos, e bezerros maiores de dois meses tém uma
prevaléncia maior que bezerros com menos de dois meses. SALVADORI et al. (2003)
relatam que os bovinos jovens no Brasil, podem ser, uma importante fonte de E. coli
patogénica a outros animais e ao homem. Investigacdes em diferentes regides da
Europa, Asia e América do Norte tém revelado que de 10% a 80% dos bovinos
albergam STEC (WELLS, et al., 1991; BEUTIN, et al., 1993). STEC tém sido associada
a doencas em humanos em muitos paises do Hemisfério Sul, como a Africa do Sul,
Austrélia, Chile e Argentina (NATARO e KAPER, 1998).

As STEC, sdo um importante grupo de patégenos de origem alimentar, que
podem causar severa doenga gastrointestinal em humanos como a colite hemorragica
(CH) e complicagbes de modo a levar a sindrome hemolitica urémica (SHU). O padrao
de producédo de toxinas, nas STEC isoladas de infeccdes humanas, parece ser similar
ao das STEC isoladas de bovinos saudaveis, mas ndo similar ao dos bezerros com
diarréia (OSEK, 2000). A patogenicidade das STEC esta associada a sua capacidade
de produzir toxina Shiga-like e aderir a mucosa intestinal (BARRETT, et al. 1992).

As STEC séo definidas pela producdo de um ou mais tipos de toxina shiga-like
(Stx1, Stx2 ou variantes de Stx2), estas toxinas sdo antigenicamente relacionadas com
a citotoxina (toxina shiga) produzida pela Shigella dysenteriae do tipo 1 (AGBODAZE,
1999). As Shiga-like toxinas sdo codificadas por bacteriéfagos lisogénicos, elementos
genéticos mdveis, 0s quais, possivelmente nao seriam retidos se nao trouxessem
vantagem seletiva (WALDOR, 1998).

Outros genes de viruléncia associados com a produg¢do de doenga em humanos
sS80 0 gene eae, o qual codifica a intimina requerida para o ataque a mucosa intestinal
produzindo uma lesdo do tipo “attaching and effacing” que indica um intimo ataque ao
enterdcito com desaparecimento das microvilosidades da borda em escova do epitélio

intestinal, e o gene hlyA o qual codifica a hemolisina e esta localizado no plasmideo 60



MDa das EHEC. O provavel papel da hemolisina na patogenese da Colite Hemorragica
e da Sindrome Urémica Hemolitica ainda € incerto (LEOMIL, 2003). Especula-se que a
hemoglobina liberada pela agdo da hemolisina seria uma fonte de ferro que talvez
estimula-se o crescimento das STEC no intestino (LAW e KELLY, 1995). OSTROFF et
al. (1989) relatam que linhagens STEC que produzem somente STx, estdo mais
comumente associadas a doengas graves em humanos, que aquelas que produzem
somente STx; ou STxy e STx,. Talvez devido ao fato de que o nivel de transcricao do
gene stxy in vivo, é maior que o do stx; (WEINSTEIN, HOLMES e O'BRIEN, 1988).
Estudos epidemioldgicos tém revelado que, independentemente do sorogrupo, € a
presenca dos genes que codificam para a toxina Shiga-like 2 (stxo) e intimina (eae) que
esta associada a doenca severa (WERBER, et al., 2003).

A toxina Shiga-like afeta as células endoteliais, resultando em lesdo e perda de
integridade, o efeito pode ser local (na célula endotelial localizada abaixo da célula a
qual a bactéria esta fixada) ou sistémico (em células endoteliais localizadas em outros
locais do organismo) (HIRSH, 2003). A susceptibilidade celular a toxina Shiga-like é
determinada pela presenca de receptores para a toxina na superficie da célula. Em
humanos esses receptores estdo presentes principalmente nas células epiteliais do
intestino, nas células do endotélio vascular e nas células do epitélio renal (O'BRIEN e
HOLMES, 1987). STAMM et al. (2002) relatam que a expressdao de receptores
funcionais, em bovinos mas ndo em humanos, para a toxina Shiga-like nos linfécitos,
explica as diferencas na patogenia da infeccdo, ou seja elucida o porque da infeccéao
persistente nos bovinos e o desenvolvimento da doenga em humanos.

Desde que as STEC surgiram como patégenos humanos emergentes, a
contaminacao de alimentos direta ou indiretamente pelas fezes de origem animal, tém
sido a maior fonte desses microrganismos (BETTELHEIM, et al., 2005). Em muitos
casos, infeccdes por STEC foram atribuidas, ao consumo de carne bovina, ou produtos
lacteos, que foram contaminados com fezes de bovinos. Deste modo o gado leiteiro é
considerado reservatorio das STEC e pode significar importante risco a saude do
homem (HUSSEIN e SAKUMA, 2005). Dos 193 sorotipos STEC isolados de gado
leiteiro até o presente momento, 24 ja foram isolados de pacientes com SHU (HUSSEIN
e SAKUMA, 2005).
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Relatos indicam a associagédo entre o consumo de leite ndo pasteurizado e a
colite hemorragica (CH) ou a sindrome hemolitica urémica (SHU) (KIRK et al, 1997). A
E. coli produtora de toxina shiga-like foi também isolada de leite cru, filtros de leite e
produtos lacteos como iogurte e queijos (HUSSEIN e SAKUMA, 2005). Bovinos,
particularmente bovinos leiteiros sdo um importante reservatério de STEC (WILSON et
al., 1996). A habilidade das STEC em invadir células epiteliais da glandula mamaria dos
bovinos, pode ser um mecanismo importante na sua patogénese, indicando uma rota
pela qual, o leite cru, pode potencialmente se contaminar, fornecendo um reservatorio
de bactérias para a contaminagdo de trabalhadores, equipamentos e carcacas em
frigorificos (MATTHEWS et al. 1997). No Brasil, LIRA et al. (2004) relataram o
isolamento de STEC de amostras de leite de bovinos com mastite. Rebanhos leiteiros
podem contribuir de varios modos a infecgdo humana pelas STEC. Infec¢ao a partir do
consumo de leite cru (CHAPMAN et al., 1993) e produtos lacteos (DESCHENES et al.,
1996) ja foi demonstrada. Também ha relatos de infeccdo através de contato direto
com os bovinos leiteiros (RICE et al., 1996) e com o ambiente da fazenda leiteira
(JACKSON et al., 1998).

Alguns fatores contribuem para a presenca e disseminagdao das STEC em um
rebanho: praticas de manejo, stress, dieta, densidade populacional, regidao geografica e
sazonalidade (GARBER et al. 1995). O padrdo sazonal com picos no verao contribui
para a variacdo semelhante existente na doenca humana associada ao agente
(OSTROFF, KOBAYASHI e LEWIS, 1989). Além dos bovinos outros animais
domeésticos como ovinos, suinos, caprinos, caes e gatos podem albergar STEC
(KARMALI, 1989; BEUTIN et al. 1993).

A morbidade e mortalidade associadas com recentes, severos e grandes surtos
de doencgas causadas pelas STEC, tém realgado a ameaga destes organismos a saude
publica (PATON, 1996). GRIFFIN e TAUXE (1991) relatam que a alta patogenicidade
destes microrganismos é uma evidéncia epidemioldgica de que apenas algumas células
séo suficientes para causar a doenga em humanos.

A colite hemorragica (CH) é caracterizada por intensas célicas abdominais e
diarréia que inicialmente € aquosa, mas que rapidamente evolui para sanguinolenta,
com a presenga de coagulos. Ocasionalmente o vomito pode ocorrer, enquanto que a
febre é baixa ou ausente (PRATA, 1999).
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Algumas EPEC sao lisogenizadas com os bacteriéfagos que codificam a Shiga-
like toxina 1 e/ou a Shiga-like toxina 2, essas linhagens sdao denominadas E. coli
enterohemorragicas (EHEC) porque, além da producdo de lesdes de fixacao e
esfacelamento, também produzem diarréia hemorragica (HIRSH, 2003).

A relevancia clinico-epidemioldgica do quadro diarréico (colite hemorragica)
originado por cepas EHEC se constitui na sua capacidade de produzir a sindrome
hemolitica urémica (SHU) em 2 a 7% dos pacientes. Esta enfermidade pode afetar
criangas menores de cinco anos e lactantes com uma letalidade que pode chegar a
10% e com 30% de sequelas graves tais como insuficiéncia renal cronica e hipertensao
arterial (GRIFFIN e TAUXE, 1991). Nos idosos a SHU, somada a outros sintomas como
febre, sintomas neuroldgicos e purpura trombocitopénica, podem ocorrer, resultando em
mortalidade superior a 50% (PRATA, 1999). A maioria dos surtos e casos esporadicos
de CH e SHU, tém sido causados por estirpes de poucos sorogrupos, como 026, O111
e 0157 (WELLS et al., 1991).

O reconhecimento da EHEC como uma classe distinta de E. coli patogénica, foi
definido apo6s dois surtos. O primeiro foi relatado por RILEY et al. (1983), onde nos
EUA, foi investigada infeccdo associada com diarréia sanguinolenta, tendo como
agente transmissor da O157:H7 hamburgers mal cozidos, servidos em restaurante do
tipo “fast food”. O segundo surto foi relatado por KARMALI et al. (1983) onde foi isolado
o sorotipo O157:H7 de criancas com SHU em Toronto no Canada, quando também foi
observada a letalidade das shigatoxinas ou verotoxinas para culturas de células Vero
(células de rins do macaco verde africano). Todas as EHEC produzem os fatores
citotéxicos para as células Vero e causam colite hemorragica (DOYLE, 1997).

Os aspectos mais salientes da epidemiologia das EHEC incluem o reservatorio no
trato intestinal dos bovinos e outros animais, a transmissao que pode ocorrer por uma
ampla gama de alimentos, sendo a carne bovina o principal veiculo disseminador e a
necessidade de pequena quantidade de microrganismos para causar infeccao,
capacitando graves surtos (NATARO e KAPER, 1998).

Estima-se que, nos EUA, amostras de EHEC causem pelo menos 10.000 a
20.000 infecgdes por ano e cerca de 200 a 500 mortes (BROTMAN et al. 1995), essas

mortes ocorrem mais comumente em criangas e jovens, e sdo hoje, a causa mais
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freqUente de insuficiéncia renal aguda em criangas nos EUA (KENSCH e ACHECON,
2002).

Trés propriedades de viruléncia tem sido reconhecidas nas EHEC: producao de
toxina Shiga-like 1 e 2, posse de um plasmideo de 60 MDa envolvido na expressao de
fimbrias raras, e do gene eae requerido para a producdo de lesdo “attaching and
effacing” (YU e KAPER, 1992). E também, SPERANDIO et al. (2001), em seu trabalho,
indica que o “Quorum Sensing” € um mecanismo de regulacdo global para as funcoes
fisioldgicas basicas das E. coli, assim como para os fatores de viruléncia.

Depois de passar pelo estbmago, a EHEC coloniza as por¢des terminais do
intestino, onde permanece confinada a superficie da mucosa e multiplica-se localmente.
Nao invade a circulacdo sanglinea. A EHEC possui um homodlogo do complexo de
genes eae da EPEC que coordena o mesmo rearranjo da actina e dos elementos
citoesqueléticos que conduzem a uma lesdo de aderéncia e obliteracdo
(attaching/effacing), caracteristicas nas microvilosidades. A produgéo de toxinas Shiga-
like pode ser responsavel por uma resposta local de citocinas na mucosa. Acredita-se
hoje que o sangramento abundante seja causado pela interacdo de citocinas
inflamatérias e toxinas semelhantes a toxina Shiga-like, que danificam os vasos
sanglineos na lamina prépria (KENSCH e ACHECON, 2002).

O consumo de leite cru nos EUA resultou em casos de SHU em varios estados:
Wisconsin (MARTIN et al., 1986); Washington state (WELLS et al.,, 1991); Oregon
(KEENE et al., 1997). Em outros paises como Finlandia (LAHTI et al., 2002) e Canada
(BORCZYK et al., 1987) o consumo de leite cru também causou doenca em humanos.

Varios surtos e casos esporadicos de doenca em humanos causada pela E. coli
0157:H7 (O157:H7, O157: 'H [ ndo mdvel ] e outros isolados ndo sorotipados para o
antigeno H) oriundos de fazenda leiteiras, enfatizam o papel do leite cru como um
importante veiculo de transmissao (REITSMA e HENNING, 1996).

E. coli shigatoxigénica pode também se disseminar do ambiente da fazenda
leiteira e infectar o homem pelo contato com os animais (CRUMP et al., 2002 ). As
STEC tiveram altas taxas de prevaléncia em fazendas leiteiras americanas, e também
ampla distribuicdo no ambiente das propriedades (ZHAO et al.,1995 ). Além disso, 0
ambiente contaminado de fazendas leiteiras pode persistir como fonte de infeccao por
STEC por varios meses (HUSSEIN e SAKUMA, 2005). E. coli é amplamente carreada
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por mamiferos e aves, pode ser detectada na adgua de consumo e de recreacao
contaminadas por material fecal, eliminado por humanos, animais domésticos ou
silvestres (LEUNG et al. 2004).

A contaminacdo da agua pode ocorrer de diversas formas; a 4gua pode estar
contaminada na fonte, a bactéria pode ser introduzida a partir de fezes de bovinos ou
animais silvestres (passaros), ou a contaminacdo também pode ocorrer através de
poeira contendo a bactéria (SARGEANT et al., 2003). A infecgao cruzada de gado por
agua de consumo, ja foi bem documentada (SHERE et al., 1998). WELLS et al., (1991)
demonstraram uma grande extensdo de sorotipos STEC, em gado leiteiro, em
diferentes estagios de producao.

Geralmente, os bovinos ndo sao apresentados como portadores de longa
duracdo das STEC, e a eliminacao pelas fezes, ndo tém sido associada com nenhuma
doenca bovina (GARBER et al.,, 1995). CRAY e MOON (1995) demonstraram que
bovinos experimentalmente infectados com E. coli O157:H7 usualmente permanecem
sadios e que ha uma grande variacdo de magnitude e duracdo na eliminagao do
microrganismo por animais de diferentes idades, com o grupo dos bezerros eliminando
0 agente em maior quantidade e por um periodo de tempo mais extenso que o0s
animais adultos. Entretanto, animais de ambos 0s grupos eliminaram o agente por
meses.

WILSON et al. (1996), descreveram o isolamento de STEC do sorogrupo O157 e
de outros sorogrupos (O26) em amostras de fezes de bovinos e de humanos residentes
em fazendas leiteiras. Segundo o autor, as cepas isoladas de ambas as fontes eram
similares, reforcando a hipétese de transmissdo e colonizagdo de cepas STEC dos
bovinos para o homem. BOERLIN et al. (1999), sugerem que as STEC isoladas de
humanos formam uma populacdo diferente daquelas baseadas em reservatérios
bovinos ou que sao somente uma sub-populacao deste ultimo.

HORNITZKY et al. (2002), sugerem que as STEC representam uma populacao
dindmica de sorotipos variantes que pode ser influenciada através da dieta, estresse,
niveis hormonais e desenvolvimento anatdmico do trato gastrointestinal.

E evidente que as STEC sdo altamente patogénicas e que a viruléncia néo
depende de um unico gene ou de um unico produto de um gene, mas é um processo

multifatorial (LAW, 2000). O conceito de patogenicidade das cepas de E. coli esta
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relacionado com o impacto cumulativo de um ou varios fatores de viruléncia, o qual
serve para diferenciar cepas patogénicas de ndo patogénicas (JOHNSON, 1991).

Muitos autores tém relatado a importancia da colibacilose no Brasil (LEOMIL et
al., 2003; SALVADORI et al., 2003). ETEC, sdo a maior causa da diarréia dos viajantes
em regides subtropicais, bem como nos animais. Estirpes ETEC podem causar diarréia
através da producgédo de LT, ST ou ambas (DEAN et al.,1972; EVANS et al., 1973). As
ETEC tém sido relatadas como o principal agente bacteriano causador de diarréia em
suinos e bezerros (KIERS et al., 2002).

A enterotoxina LT é uma molécula protéica de alto peso molecular, imunogénica,
formada por duas subunidades denominadas de A e B. A subunidade A representa o
componente ativo, enquanto a subunidade B é responsavel pela fixacao da toxina na
membrana das células da mucosa do hospedeiro (SUSSMAN, 1985). O mecanismo de
acao da toxina LT é idéntico ao da toxina colérica, ndo ocorrendo um dano estrutural
em nivel celular, mas sim o bloqueio de suas func¢des (SPEIRS, 1977; KENSCH, 2002).
A LT-I é codificada por plasmideo e neutralizada por anticorpos antitoxina colérica, ao
passo que a LT-ll ndo. A LT-I foi isolada de E. coli que acometia humanos e suinos, ja a
LT-II foi isolada de bovinos, bufalos, humanos e alimentos (HIRISH, 2003). A produgao
de LT-l ndo ocorre em estirpes bovinas (Blanco et al., 1993). HIRISH (2003) relata que
estirpes que produzem somente ST sdo as mais comuns, seguidas por aquelas que
secretam tanto ST como LT e depois por aquelas que secretam somente LT. Os genes
que codificam para a sintese de LT-Il ja foram clonados e sequienciados (PICKETT et
al., 1989).

ETEC adere e coloniza o intestino com subseqlente liberagdo de
enterotoxinas, 0s genes responsaveis pela producdo dessas toxinas sdo encontrados
em plasmidios transferiveis ( KARAOLIS e BOEDEKER, 1997). Entretanto, de acordo
com PICKETT et al.(1989) o gene que codifica LT-Il é cromossomal. As ETEC tém sido
relatadas como o principal agente bacteriano causador de diarréia em suinos e
bezerros (ACRES, 1985; JOHNSON et al., 1992). Todavia, NATARO e KAPER (1998)
sustentam que ndo existem evidéncias que a LT-ll possa estar associada a doenca
humana ou animal.

A descoberta de que genomas procariotos contém sequéncias repetitivas como
a ERIC (“Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus”) (HULTON et al., 1991), tem
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expandido o uso da biologia molecular util para avaliar a variabilidade genética de
varios isolados bacterianos, inclusive E. coli (VERSALOVIC et al, 1991;
CHANSIRIPORNCHAI et al., 2001). A ERIC sao sequiéncias de palindromos imperfeitos
de 127 pb que ocorrem em multiplas cépias no genoma das bactérias entéricas e
vibrios (WILSON et al., 2006). ERIC-PCR, tém sido utilizada em muitos estudos de
diversidade genética em E. coli (LIPMAN et al, 1995; JEONG et al. 2005;
RAMCHANDANI et al., 2005).

A ERIC-PCR possui uma boa capacidade discriminatéria e pode substituir o
RAPD-PCR ou RFLP, os quais sao requeridos para demonstrar pequenos niveis de
variabilidade genética (MAURER et al., 1998). LIPMAN et al. (1995) citam ainda que a
genotipagem pelo método de ERIC-PCR € mais pratico simples e rapido. A técnica de
ERIC ¢é baseada na analise se seqUéncias cromossomais repetidas, que tem sido
usada para a caracterizacado clonal de diferentes espécies de enterobactérias e para o
estudo da relagdo genética entre isolados (COSTA et al., 2006).
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III. OBJETIVOS

1. Caracterizar a frequéncia da presenca dos fatores de viruléncia (Stx 1, Stx 2, EAE,
LT-II) e atividade hemolitica de 473 isolados de E. coli oriundas de 19 amostras de
agua, sete amostras de leite de conjunto e 466 amostras de fezes de bovinos leiteiros
de sete propriedades, da regido de Ribeirdo Preto-SP, através da deteccdo da

presenca dos genes pela técnica de PCR.

2. Determinar a frequéncia dos fatores de viruléncia por categoria e nas amostras de

leite e agua;

3. Estabelecer relagdo de similaridade entre os isolados das amostras de agua, leite e

fezes, baseado na anélise de DNA cromossomal pela técnica de ERIC-PCR.
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IV. MATERIAL E METODOS

Identificacao das Escherichia coli

Os 473 isolados de E. coli utilizados nesta pesquisa foram obtidos a partir de
amostras de agua (19), leite (7) e fezes (466) de animais sadios de sete propriedades
leiteiras da regido de Ribeirdo Preto-SP. Esses isolados foram obtidos através de
semeadura dos espécimes em agar MacConkey e agar MacConkey Sorbitol. As
colbnias crescidas nestes meios, apos incubagéo por 24-48 horas a temperatura de 37°
C, foram identificadas bioguimicamente como pertencentes a espécie E. coli com base
nos testes de fermentacdo da lactose, producdo de indol, reagdes de vermelho de
metila e Voges-Proskawer, utilizagdo de citrato, produgcao de urease e producao de gas
sulfidrico (H>S) (KONEMAN, 2001). Todas as linhagens de E. coli foram submetidas a
teste de aglutinagdo em lamina com anti-soro para sorogrupos EPEC da Probac*
(Probac do Brasil, SP, Brasil ) segundo as instru¢cées do fabricante. As amostras que
se mostraram sorbitol negativo no meio agar MacConkey sorbitol foram submetidas a
teste de aglutinagdo em lamina com anti-soro especifico O157 (Probac). As amostras
positivas neste teste foram enviadas ao Instituto Adolfo Lutz em S&o Paulo-SP para
confirmacao do sorogrupo e determinacao do antigeno flagelar H7.

A presenca de enterohemolisina foi determinada de acordo com BEUTIN et al.
(1997). As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, a verificacdo da hemdlise foi
realizada depois de 3 e 24 horas.

Extracao de DNA bacteriano

O DNA microbiano, de todos os isolados, foi extraido segundo a técnica proposta
por KESKIMAKI et al. (2001), onde a coldnia isolada de E. coli foi semeada por 12
horas em um tubo de ensaio contendo 1 mL de meio Brain Heart Infusion, depois
transferida para um tubo eppendorf e centrifugada a 14.000 rpm para a sedimentagao

das células e descarte do sobrenadante. As células sedimentadas foram ressuspensas
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em 250uL de agua Millique estéril e agitada em vortex por 30 segundos. A cultura
bacteriana foi novamente sedimentada e repetido o processo de lavagem. Apds duas
lavagens com agua ultra-pura, o tubo eppendorf contendo as células bacterianas foi
colocado por 10 minutos na agua fervente (100° C). Apds esse tempo, os sedimentos
dos debris celulares foram sedimentados através de centrifugacdo a 14.000 rpm
durante 30 minutos, do tubo foi retirado uma aliquota de 150uL do sobrenadante
fervido e transferida para outro tubo eppendorf. Em seguida esse material foi estocado

em freezer a —20° C até o momento de uso.

Deteccao dos genes Stx1, Stx2, eae e LT-ll através da técnica de PCR.

O DNA extraido de todas as amostras foi submetido a técnica de PCR utilizando
as sequéncias de bases dos oligonucleotidios (iniciadores/primers) especificos que
estdo relacionados na tabela 1. Esses oligonucleotideos foram adquiridos da Isogen
Bioscience. A amplificagdo do DNA bacteriano foi executado de acordo com o
especificado pelo autor para a amplificagdo dos primers descritos. O produto da reacao
amplificado foi visualizado em gel de eletroforese contendo 10 yL do produto de PCR e

1,5% de gel de agarose. Foi utilizado o marcador molecular ®X-174 Hae 1l digest.

Tabela 1. "Primers" utilizados no PCR para amplificar fragmentos especificos dos genes

codificadores de fatores de viruléncia (CHINA et al., 1996; PENTEADO et al., 2002).

Primers Seqiiéncia Temperatura Tamanho (PB)
STx1F ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC 58°C 180

STx1R AGAACGCCCACTGAGATCATC

STx2F GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 58°C 255

STx2R TCGCCAGTTATCTGACATTCTG

eacAF GACCCGGCACAAGCATAAGC 58°C 384

eacAR CCACCTGCAGCAACAAGAGG

LT-IT'1 AGATATAATGATGGATATGTATC 44.9°C 300

LT-II2 TAACCCTCGAAATAAATCTC
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A andlise dos produtos obtidos pelo PCR foi feita através de eletroforese em gel
de agarose a 1,5% em cubas de diferentes tamanhos mantendo as seguintes
propor¢des: 5uL de brometo de etideo (10mg/mL) e 1,5g de agarose para cada 100mL
de tampao TBE. Inicialmente, a quantidade exata de agarose (Sigma) foi pesada e
transferida para um erlenmeyer, no qual foi adicionado o tampao TBE, completando o
volume adequado. A mistura foi aquecida em forno microondas até que a agarose
estivesse completamente dissolvida no tampéo.

A andlise dos produtos de PCR foi feita através de eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, podendo variar de tamanho (ja que diferentes cubas eletroforéticas
comportam diferentes volumes de gel), com 1,59 de agarose para cada 100mL de
tampéo TBE. O gel, ainda em estado liquido foi vertido sobre um suporte de acrilico
contendo um ou dois pentes. Depois de solidificado, o gel foi colocado dentro da cuba
de eletroforese e preenchida com tampédo TBE. Os pentes foram retirados do gel,
deixando presentes varias canaletas, nas quais foram aplicadas as amostras € um
marcador de peso molecular (fago ®X 174 Hae lll digest — Pharmacia).

As amostras, antes de serem aplicadas no gel, foram acrescidas de brometo de
etideo, o brometo é um agente intercalante do DNA, que permite a visdo deste quando
exposto a luz ultravioleta. A cuba foi ligada a uma fonte de corrente elétrica, fazendo
com que o DNA, molécula carregada negativamente, migrasse em direcdo ao pélo
positivo. Neste processo, fragmentos de DNA com diferentes pesos moleculares,
migraram em diferentes velocidades, fazendo com que eles se separassem no gel.

Apés a corrida eletroforética (20V), o gel foi colocado em um transiluminador, e
exposto a radiagao ultravioleta. O gel foi fotografado (filme Kodak plus X 125) e o
tamanho dos fragmentos de DNA das amostras inferido por comparagdo com um
marcador de peso molecular, que tem fragmentos de tamanho conhecidos.

ERIC-PCR

A técnica de ERIC-PCR foi realizada em 153 isolados pertencentes a sorogrupos
EPEC/STEC e/ou portadores de genes de viruléncia. Devido ao grande numero de
isolados, estes foram separados e analisados em 4 grupos de amostras: Figura 5
(agua, leite e fezes-sorogrupos O158 e 0142 de todas as propriedades), Figura 6
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(agua, leite e fezes-sorogrupos 055, 0114, 026, 0125, 0126, O111 de todas as
propriedades), Figura 7 (Somente isolados STEC oriundos das fezes dos animais e do
leite do tanque de expanséo da propriedade numero 7), Figura 8 (Somente isolados
STEC e ETEC oriundos das fezes dos animais da propriedade numero 7). A
propriedade numero 7 foi analisada separadamente, pois foi o local onde se detectou o

maior numero de linhagens STEC e ETEC.

O DNA gendmico foi amplificado por PCR (39 ciclos de 94°C por 1 minuto, 50°C
por 1 minuto, 72°C por 2 minutos, com extensdo final de 72°C por 10 minutos),
utilizando como iniciadores as sequiéncias ERIC 1 (5-ATGTAACTCCTGGGGATTCAC-
3’) e ERIC 2 (5-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3') descritos por VERSALOVIC et
al. (1991). O produto da reacdo amplificado foi visualizado em gel de eletroforese
contendo 10 uL do produto de PCR e 1,5% de gel de agarose. Foi utilizado o marcador
molecular ®X-174 Hae Il digest. A matriz de similaridade foi construida através do
programa Freetree (versao 0.9.1.50) e a arvore foi obtida e visualizada pelo programa
Tree View (versao 1.30).
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V. RESULTADOS

A Tabela 2 mostra as porcentagens de bovinos que apresentaram, no
crescimento bacteriano de amostras de fezes, Escherichia coli com as sequéncias stx1,
stx2, eae e LT-Il. Dentre as seqléncias, a que apresentou maior taxa de prevaléncia
nas amostras de fezes analisadas, foi a stx1(11,4%), seguida pelas stx2(7,1%), LT-II
(6,4%) e eae(4,3%). A figura 1 nos mostra a eletroforese do gel de agarose 1,5% de
produto de PCR, onde podemos observar amostras positivas para o gene stx» de E.
coli.

Tabela 2. Numero e percentagem de isolados de E. coli oriundos de bovinos da
regido de Ribeirdo Preto que apresentaram os genes stx1, stx2, eae ou LT-II
detectados por reacdo em cadeia de polimerase. Jaboticabal/SP, 2007.

Sequéncias Positivos  Negativos Total F* (%)
stx1 53 414 466 11,4
stx2 33 433 466 7,1
Eae 20 446 466 4,3
stx1+stx2 10 456 466 2,1
stx1+ eae 3 463 466 0,6
stx2 + eae 1 465 466 0,2
stx1+stx2 + eae 1 465 466 0,2
LT-1l 30 436 466 6,4

F*- Frequéncia
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Figura 1. Eletroforese de gel de agarose 1,5% de produto de PCR para deteccao dos
genes Stx1 e Stx2 de E. coll.
R1 e R9: Marcador de peso molecular @X 174 Hae Il Digest (Fragmento 1:
1358pb; Fragmento 2: 1078pb; Fragmento 3: 872pb; Fragmento 4: 603pb;
Fragmento 5: 310pb);
R2: Amostra 457 (positiva); R3: Amostra 145 (negativa); R4: Amostra 147
(negativa); R5: Amostra 150 (negativa); R6: Amostra 156 (positiva); R7:
Amostra 191 (negativa); R8: Amostra 299 (negativa); R10: Amostra 477
(negativa); R11: Amostra 300 (negativa); R12: Amostra 312 (negativa); R13:
Amostra 322 (negativa); R14: Amostra 311 (positiva); R15: Amostra 327
(positiva); R16: Amostra 335 (positiva);
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A Tabela 3 apresenta a taxa de prevaléncia das sequiéncias stx71, stx2, eae e LT-
Il no crescimento bacteriano de fezes de bovinos leiteiros, de acordo com a faixa etaria
dos animais, detectada por PCR. Observou-se um coeficiente de prevaléncia maior
entre bezerros tanto para stx1(13,5%) como para stx2(9,0%) quando comparado as
vacas (stx1: 10,3% e stx2: 6,2% ). Com relacao a seqliéncia eae a prevaléncia entre 0s
bezerros (9,7%) foi bem maior que a das vacas (1,6%). Para LT-Il a prevaléncia entre

0s animais jovens também foi maior (10,3% contra 4,5%).

Tabela 3. Numero e percentagem de isolados de E. coli oriundos de amostras de
fezes de bovinos da regido de Ribeirdo Preto que apresentaram os genes stx1,
stx2, eae ou LT-Il detectados por reacao em cadeia de polimerase, de acordo
com a faixa etaria dos animais. Jaboticabal/SP, 2007.

Categoria  Sequéncias Positivos Negativos  Total F* (%)

Animal

Bezerros stx1 21 134 155 13,5
stx2 14 141 155 9,0
eae 15 140 155 9,7
LT-1l 16 139 155 10,3

Vacas stx1 32 279 311 10,3
stx2 19 292 311 6,2
eae 5 306 311 1,6
LT-11 14 297 311 4,5

F*- FreqUéncia

Nenhum crescimento obtido de amostras de agua apresentou sequiéncias stx7,
stx2, eae ou LT-Il. Entretanto trés amostras de leite (13,6%) foram positivas para o gene
stx1, uma (4,5%) para o gene stx2 e outra (4,5%) para o gene LT-Il conforme mostra a
Tabela 4.
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Tabela 4. Numero e percentagem de isolados de Escherichia coli oriundos de
amostras de agua e leite que apresentaram as sequiéncias stx1, stx2, eae ou LT-
Il detectadas por reacao em cadeia de polimerase. Jaboticabal/SP, 2007.

Fonte Sequéncias Positivos Negativos  Total F* (%)
Agua stx1 0 21 21 0

stx2 0 21 21 0

eae 0 21 21 0

LT-1 0 21 21 0
Leite stx1 03 18 22 13,6

stx2 01 20 22 4.5

eae 0 21 22 0

LT-1l 01 20 22 4,5

F*- Frequéncia

Entre os sorogrupos que apresentaram alguma das sequéncias, destacam-se
o O114, 0142, 0125, 055, 0126, O158 e 0O157. Os dois sorotipos O157:H7
apresentaram ambos 0s genes stx1 ou Stxo e eae, e estao apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Isolados de Escherichia coli de amostras de leite e fezes de bovinos que
apresentaram sequéncias dos genes stx1, sitx2, eae, hemodlise e o0s
SOrogrupos/sorotipos.

Fonte  N°Amostra  stx1 stx2 eae hemdlise Sorogrupo/Sorotipo
Vaca 09 + - - - o114
Vaca 22 - + - - 0114
Vaca 24 + - - + NT
Bezerro 28 + + - - 0142
Bezerro 31 - - + + NT
Bezerro 33 - + - - NT
Bezerro 35 - - + - NT
Bezerro 36 - + - + NT
Vaca 41 + - - - 0125
Vaca 43 + - - - 055
Bezerro 45 + - - - NT
Vaca 54 + - - + NT
Vaca 56 + - - - NT
Vaca 59 + - - + NT
Bezerro 63 - + - + NT
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As figuras 2, 3 e 4 nos apresentam a eletroforese do gel de agarose 1,5% de

produto de PCR, onde podemos observar as bandas formadas pelo ERIC, amostras

positivas para todos o0s genes pesquisados e amostras positivas para LT-II,

respectivamente.
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Figura 2. Eletroforese de gel de agarose 1,5% de produto de ERIC-PCR na presenca

dos primers ERIC 1 e ERIC 2.
R1: isolado de leite; R2: isolado de fezes; R3: controle negativo; R4: isolado

de fezes; R5: isolado de fezes; R6: isolado de leite; R7: Marcador molecular

(1Kb).
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Figura 3 . Eletroforese de gel de agarose 1,5% de produto de PCR para
deteccao dos genes Stx1, Stx2, eae e LT Il de E. coli R1 :
Marcador de peso molecular @X 174 Hae Il Digest (Fragmento 1:
1358pb; Fragmento 2: 1078pb; Fragmento 3: 872pb; Fragmento 4:
603pb; Fragmento 5: 310pb); R2: Stx1 + Stx2 ; R3: Stx2; R4: eae ;
R5: Stx2; R6: Stx1 + Stx2; R7: Stx1; R9: LT II; R10: Branco da
reagao;
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Figura 4 . Eletroforese de gel de agarose 1,5% de produto de PCR para
deteccao do gene LT-II de E. coli. R1: Marcador de peso molecular
X 174 Hae lll Digest (Fragmento 1: 1358pb; Fragmento 2: 1078pb;
Fragmento 3: 872pb; Fragmento 4: 603pb; Fragmento 5: 310pb); R2:
Controle; R3: Branco da reacdo; R4: Positivo (98); R5: Positivo
(103); R6: Negativo (81); R7: Negativo (82); R8: Negativo (123); R9:
Negativo (124); R10: Negativo (133);
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A figura 5 nos apresenta o dendograma comparando os produtos da ERIC-
PCR. Comparou-se estirpes isoladas de agua, leite e fezes dos isolados totais. Dos
isolados de fezes, devido ao grande numero, foram selecionados para efeito de
comparagao as linhagens dos sorogrupos 0158 e O142. O dendograma nos apresenta
quatro (4) agrupamentos onde pode-se observar similaridade genética entre isolados de
fezes, leite e 4gua, tanto no agrupamento B como no C. Estirpes do sorogrupo O142
foram predominantes no agrupamento A, enquanto que nos outros agrupamentos
tivemos a predominancia do sorogrupo O158.

A figura 6 nos apresenta o dendograma comparando as linhagens isoladas
de agua e leite, bem como os sorogrupos 055, O114, 026, 0125, 0126 e O111
identificados em amostras de fezes dos isolados totais. O dendograma nos apresenta
trés (3) agrupamentos, onde também podemos observar similaridade genética entre
isolados de fezes, leite e agua, em todos os agrupamentos. Entre os isolados tivemos a
distribuicdo do sorogrupo O55 entre todos os agrupamentos, o sorogrupo O114 foi
distribuido apenas nos agrupamentos A1 e B, enquanto que o sorogrupo O125 foi
predominante no agrupamento B.

A figura 7 nos apresenta o dendograma comparando somente isolados STEC
oriundos das fezes dos animais e do leite do tanque de expansao da propriedade
namero 7. Neste caso temos 4 (quatro) agrupamentos onde pode-se observar
similaridade genética entre isolados STEC oriundos das fezes e do leite no
agrupamento C (isolado 8 e 27).

A figura 8 nos apresenta o dendograma comparando somente isolados
STEC e ETEC oriundos das fezes dos animais da propriedade numero 7. Neste caso
temos 6 (seis) agrupamentos que nos mostram uma grande variacdo na distribuigdo
entre os perfis STEC e ETEC, neste dendograma o método néo foi capaz de distinguir

estes perfis.
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Figura 5. Dendograma comparando os produtos da PCR dos isolados totais (amostras de DNA amplificado na
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VI. DISCUSSAO

A E. coli é uma bactéria que figura como uma espécie predominante entre a
flora anaerdbica facultativa normal do intestino do homem e animais, onde
desempenha um importante papel na sua fisiologia (BORIE et al., 1997). Entretanto
durante as Ultimas 5 décadas uma grande quantidade de pesquisas, tem estabelecido a
E. coli entre os importantes agentes etiolégicos das enterites, e de graves doencgas
extraintestinais como, infeccbes urogenitais, mastite, septicemia e meningite
(WASTESON, 2001).

No presente estudo uma frequéncia de 11,4% para o gene stx1, 7,1% para stx2
e 4,3% para eae foi encontrada nas fezes de bovinos pertencentes a rebanhos leiteiros
da regiao de Ribeirdo Preto-SP. A frequéncia geral das STEC foi de 17,6 %. 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
altissimas frequiéncias de STEC em fezes de ovinos (87,6%) e bovinos (64,6%) de uma
mesma propriedade rural na Noruega. KOBAYASHI, et al. (2001) examinaram a
prevaléncia de STEC em 78 fazendas no Japao, encontraram linhagens positivas em
46% das amostras de fezes de bezerros, 66% das amostras de novilhas e 69% da
amostras de animais adultos. Neste mesmo estudo 72 % dos isolados foram positivos
para o gene hlyA.

No Brasil CERQUEIRA et al. (1999) relatam uma grande prevaléncia (71%) de
STEC isoladas de amostras de fezes de bovinos sadios, onde a prevaléncia em bovinos
leiteiros foi maior que a de bovinos de corte, 82% e 53% respectivamente; entre as
linhagens positivas prevaleceu as seqiiéncias stx1/stx2 em bovinos leiteiros (69%) e a
seqléncia stx1 foi a mais freqlente entre os bovinos de corte; No Canada, uma
pesquisa realizada com gado leiteiro mostrou uma prevaléncia de 45% de STEC
(JOHNSON et al. 1996). E na Suica BUSATO et al. (1999) detectaram STEC em 44,3
% dos animais de propriedades leiteiras. Na Argentina relatou-se uma prevaléncia de
44,0% em bovinos adultos (SANZ et al. 1998). TRISTAO et al. (2007) identificaram

linhagens STEC em 65% dos animais analisados no Estado do Rio de Janeiro e 28%
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no Estado do Rio Grande do Sul, sugerindo que bovinos saudaveis no Brasil podem ser
potenciais fontes de infecgéo para humanos.

Na Noruega VOLD et al. (1998) obtiveram uma freqténcia de 7% para stx; e/ou
stx, em isolados de fezes de bovinos. Na Franca FREMAUX et al. (2006) pesquisando
isolados de fezes e ambientais, em fazendas leiteiras, encontrou o0 gene stx em 35%
das amostras de fezes e em 20% das amostras ambientais, 46% das STEC eram
positivas para stx; e 86% para stxo, 29% para 0 gene eae e 92% para enterohemolisina,
16% das STEC carreavam todos os genes pesquisados. LEOTTA et al. (2006)
demonstram que ndo somente animais domésticos albergam STEC, em seu estudo
encontraram uma freqiéncia para STEC de 50,8% em fezes de mamiferos selvagens
de um Zoolégico e de um Jardim botéanico na Argentina.

A frequéncia dos genes sitx1, stx2 e eae foi maior entre 0s animais jovens
(bezerros), estes resultados estdo de acordo com os descritos por varios autores como
ZHAO et al.(1995), BUSATO et al. (1999) e WELLS et al. (1991). ISA (2003) relata uma
alta prevaléncia (59,9%) de seqliéncias stx em fezes de bovinos leiteiros no municipio
de Jaboticabal-SP, onde 57% em bezerros, 69,9% em novilhas e 47,6% em animais
adultos (vacas), quando constatou-se uma freqiéncia de 45,8% para a sequéncia eae.
Entretanto também no Brasil MOREIRA et al. (2003) usando ensaio com células vero
obtiveram 49% de amostras positivas para STEC em fezes de bovinos, onde a maior
frequéncia foi nas fezes de novilhas (57%) seguido por animais adultos (52%) e
bezerros (44%). Em rebanhos brasileiros PIGATTO et al. (2008) encontraram 36% de
STEC em fezes de bovinos sadios, de 33 diferentes sorotipos, entre os genes
encontrados o stx; estava presente em 10 % dos isolados, stxoem 43%, stx; mais Stx»
em 47% e eaeem 1%.

Ainda no Brasil, LEOMIL et al. (2003) evidenciaram 0s bovinos jovens como
reservatorios de STEC e EHEC, em seu estudo os autores encontraram uma freqiiéncia
de 20% de STEC em fezes de bezerros com diarréia e de 7,8% em bezerros sadios, 0s
gene eae e hly tiveram uma alta freqiéncia nestas linhagens 41,6% e 50,0%
respectivamente. Na Alemanha e Bélgica WIELER et al. (1996) isolaram 174 STEC de
bezerros com diarréia, onde 70,1% possuiam o gene eae e destas 87,7% abrigavam o

gene stx1, 10,7% o gene stx2 e 1,6% ambos.
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HOLLAND et al. (1999) em seu estudo encontraram mais bezerros sadios
albergando eae e eae/stx (40%) que bezerros com diarréia (20%). Na Argentina
MEICHTRI et al. (2004) examinando fezes de bovinos entre 14 e 16 meses de idade
relatou uma freqiéncia de 69% para stx, destas somente 7% carreavam eae e 33,7%
possuiam o gene hly; e 4,7% albergavam stx, eae e hly. Neste mesmo estudo foi
relatada uma prevaléncia de 0,5% para a E. coli O157:H7. LAHTI et al. (2001) obteve
1,31% de amostras positivas para E. coli O157 de amostras de fezes de bovinos na
Finlandia, destas todas albergavam o gene eae.

Na Polbénia OSEK et al. (2000) encontraram uma freqiéncia de 7,6% de STEC
em fezes de bezerros com diarréia, destas 46,7% eram positivas para 0 gene eae e
hlyA. WANI et al. (2005) relataram um surto de diarréia em bezerros de uma
propriedade leiteira na india, de todos os animais afetados foi isolado o sorotipo O4: NM
sendo que todas as estirpes albergavam os gene eaeA e hlyA; e 3 estirpes albergavam
o gene stx;. ORDEN et al. (1998) examinando fezes de bezerros com diarréia
encontraram uma frequéncia de 9,0 % de STEC, sendo que 69,8% albergavam o gene
stxy, 20,9% 0 gene sitx> e 9,3 % ambos, neste mesmo estudo constatou-se que 55,8%
das STEC albergavam o gene eae coincidentemente somente as linhagens que
possuiam o gene stx;. SALVADORI et al. (2003) examinando amostras de E. coli de
bezerros com diarréia no centro-oeste brasileiro obtiveram 49,8% de amostras positivas
para a producdo de toxina: toxina Shiga-like 1 (9,7%), toxina Shiga-like 2 (6,3%),
enterohemolisina (6,8%) e LT-Il (8,3%), sugerindo que bezerros no Brasil podem ser
uma importante fonte de E. coli patogénica para animais e humanos.

No nosso trabalho obtivemos crescimento de E. coli em amostras de leite que
carreavam o0s genes sitx1 ou stx2. LIRA et al. (2004) demonstram o isolamento de
STEC de 22 amostras de leite (12,8%) de animais com mastite no Brasil; destas
estirpes 50% possuiam o gene eae e 72,7% o gene hly. Também no Brasil CORREA &
MARIN (2002) isolaram diferentes sorogrupos de EPEC classicas (026, O55, O111,
0119) de leite de animais com mastite, destes isolados nove possuiam 0s genes eae e
o fator de aderéncia EAF. BLANK et al. (2003) relatam o isolamento do sorogrupo O157

de dois casos de criangas com diarréia no Brasil, ambas menores de 12 meses e
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hospitalizadas demonstrando diarréia aguda por sete dias com vémito, febre e
desidratacao.

Os casos de doengas, tém sido associados ao consumo de diferentes categorias
de alimentos, e em diferentes locais como creches, domicilios, escolas, centros de
recreacao aquatica, hospitais, enfermarias e especialmente lanchonetes do tipo “fast-
foods” e outros estabelecimentos de manipulacdo e comercializagdo de alimentos
(KEENE, et al., 1994; FENG, 1996). RIBEIRO et al. (1999) associa a CH e a SHU
causada pela E. coli O157:H7 ao consumo de leite cru e iogurte em diferentes paises
como EUA, Canada, Reino Unido e Japédo. Diferentes autores tém relacionado a
transmissdo da E. coli O157:H7 ao homem através de diferentes produtos lacteos,
como leite cru (MARTIN, et al. 1986), queijo (CARTER, et al., 1987), iogurte (MORGAN,
et al., 1993) e até leite pasteurizado (UPTON & COYA, 1994).

A contaminacdo de carcacas bovinas no processo de abate com fezes de
animais infectados, associado ao consumo de produtos e subprodutos carneos, sem
apropriado processo térmico na preparacdo, especialmente hamburgueres,
provavelmente permite a manutengcao do microrganismo no interior da carne, onde a
relacdo tempo/temperatura do processamento pré-consumo nao é suficientemente
adequada para a sua inativacdo (HART et al., 1997). BARLOW et al. (2006) relatam o
isolamento de 16% de STEC de amostras de carne moida, desses 95% demonstraram
possuir 0 gene stx; e 65% o gene ehx (enterohemolisina).

Dados alertam para a contaminagdo de outros alimentos como batata, alface,
broto de rabanete e sugerem a veiculacao através das fezes de animais infectados ou
em alimentos adubados com material fecal animal, proveniente principalmente da
espécie bovina, visto que, experimentalmente, o sorotipo O157:H7 pode permanecer
viavel em fezes bovinas por 42 a 49 dias, a 37°C, e por 49 a 56 dias, a 22°C (WANG, et
al., 1996).

Os dois sorotipos O157:H7 isolados no presente trabalho apresentaram os genes
stx1ou stx2 e eae (Tabela 5). CERQUEIRA et al.(1999) relatam o isolamento de trés
linhagens O157:H7 de rebanhos bovinos no Brasil, sendo que duas possuiam 0s genes
stx2 e uma ambos stx1/stx2. IRINO et al. (2005) também no Brasil isolaram duas

estirpes O157:H7 entretanto nenhuma portava o gene stx7 ou stx2, portando somente o
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gene eae. Massa et al. (1997) em seu estudo sugere que a E. coli O157:H7 pode
sobreviver em produtos lacteos, e que medidas de controle na fabricagdo destes
produtos sdo fundamentais para diminuir o risco de contaminagéo.

BIELASZEWSKA et al. (2000) relata, que os bovinos podem ser um reservatorio
de E. coli O157:H produtora de toxina shiga-like, sendo uma fonte para doencas em
humanos. COBBOLD & DESMARCHELIER (2000) durante um periodo de 12 meses
coletaram 588 amostras de fezes de bovinos e 147 amostras ambientais de trés
fazendas leiteiras na Australia, STEC foram isoladas de 16,7% das amostras de fezes
de bovinos e de 4,1% das amostras ambientais; os sorotipos mais freqientes nas STEC
dos bovinos foram a E. coli O26:H11 (10,2%) e O157:H7 (11,2%), neste mesmo estudo
os autores sustentam que os bovinos de 1 a 14 semanas de idade sdo o reservatério
primario das STEC e EHEC em fazendas leiteiras.

HUSSEIN e BOLLINGER (2005) relatam que pesquisas mundiais de eliminacao
de STEC pelos bovinos demonstram taxas de prevaléncia de 0,01% a 54,2% para
cepas O157 e de 1,7% a 62,5% para cepas de outros sorogrupos.

Ambas espécimes de E. coli , patogénica ou ndo patogénica, podem ser habeis
para colonizar o intestino humano, diferindo somente na presenca de genes funcionais,
que permitem aumentar a aptidao da bactéria, possibilitando sucesso na colonizagdo do
hospedeiro ou codificando tragos especificos de viruléncia (GROZDANOQV et al. 2004).

As E. coli que causam doencas diarréicas, sao classificadas em grupos
patogénicos de acordo com as propriedades de viruléncia, mecanismos de
patogenicidade, sintomas clinicos e sorologia (WASTESON, 2001). MELLIES et al.
(1999) sugerem que mecanismos de viruléncia associados, codificados por genes
localizados em fagos, ilhas de patogenicidade no cromossomo, chamadas de LEE e
plasmideos sdo fundamentais para provocar a doenca.

Na Franca PRERE et al. (2006) analisando amostras de fezes de criancas
hospitalizadas com diarréia, obteve uma grande freqiéncia de EPEC (55%) e EHEC
(9%) entre as amostras, demonstrando a importancia desses microrganismos na
etiologia da doenca em criancas de até dois anos de idade. No Brasil KOBAYASHI et
al. (2000) identificaram 11% de EPEC tipicas, ou seja, possuiam 0s genes bfp, eae e 0

plasmideo EAF, de criangcas com diarréia em Londrina no Estado do Parana. Em
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Brasilia, PIVA et al. (2003) estudando diarréia de criancas e adultos obtiveram uma alta
frequéncia de EPEC (56%) em criangas, enquanto nenhuma estirpe EPEC foi isolada
de adultos.

KADDU-MULINDWA et al. (2001) caracterizando estirpes de E. coliem amostras
de criangas com diarréia e gado zebu sadio em Uganda na Africa, ndo encontraram
correlacéo; 14,2% das estirpes isoladas de fezes de criangas com diarréia possuiam o
gene eae € nenhuma a seqliéncia stx, entretanto 28,3% dos animais investigados foram
positivos para STEC sendo portanto um importante reservatério para este
microrganismo.

Populagdes comensais de E. coli que sdo eliminadas nas fezes dos bovinos,
representam um reservatério heterogéneo de sorotipos de E. coli , muitos dos quais
podem adquirir verocitotoxigenicidade, tornando-se assim potenciais patégenos
humanos, principalmente quando contaminam as carcagas (RIGOBELO et al. 2006) ou
o leite (BETTELHEIM, et al. 2005). A E. coli shigatoxigénica pode também se
disseminar do ambiente da fazenda leiteira e infectar o ser humano pelo contato com os
animais (MIDGLEY et al., 1999).

Considerando a larga distribuicdo das STEC em fazendas leiteiras, as altas taxas
de prevaléncia relatadas e o isolamento de sorotipos altamente virulentos de gado
leiteiro ou de seus produtos, estratégias de longo prazo para assegurar a qualidade dos
alimentos lacteos devem ser desenvolvidas (HUSSEIN e SAKUMA, 2005). Estudos tém
demonstrado que a reducéo da eliminagdo da E. coli O157 pelas fezes dos bovinos
poderia diminuir a subsequente contaminacao das carcacas (JORDAN et al., 1999).

No presente estudo uma frequéncia de 6,4% para o gene LT-/I foi encontrada
nas fezes de bovinos sadios pertencentes a rebanhos leiteiros da regidao de Ribeirdo
Preto-SP (Tabela 2). Durante as primeiras semanas de vida, disturbios do trato
digestivo tém sido freqlientemente relatados na patologia de bezerros. Das diferentes
causas de diarréia em bezerros, a E. coli enterotoxigénica (ETEC) é a mais comum. O
desenvolvimento de diarréia por E. coli enterotoxigénica depende de dois fatores:
colonizacgdo do intestino delgado e producgao de enterotoxina (HADAD e GYLES, 1982).
A colibacilose causada por amostras de E. coli enterotoxigénicas (ETEC) afeta

principalmente animais recém-nascidos e pds-desmame (ACRES, 1985). No Brasil o



41

primeiro relato de amostra de E. coli enterotoxigénica, isolada de fezes de bezerros com
diarréia contendo o gene para codificagdo da enterotoxina LT-II foi descrito por
UGRINOVICH et al. (2002).

Esta enfermidade é responséavel por sérios danos econdmicos para criadores de
gado bovino, no Brasil (CASTRO e YANO, 1992) e em outros paises. (BLANCO et al.,
1991, BLANCO et al., 1997). As amostras de ETEC de origem bovina ndo produzem
LT-1 (BLANCO et al., 1991), existindo apenas a descricdo de amostras produtoras de
LT-1l (SERIWATANA et al., 1988).

Varios trabalhos demonstram a presenca do gene LT-II, entre bufalos, foram
encontrados 7 espécimes fecais LT-Il, num total de 11 materiais examinados (64%). De
carne bovina obtida em mercados, 4% foram positivas para a presenca dos genes que
codificam para LT-Il, sendo que apenas 2% de fezes humanas foram positivas neste
trabalho (SERIWATANA et al., 1988).

Neste estudo uma amostra de leite também foi positiva para LT-Il. No Brasil,
examinando 96 amostras de alimentos de origem animal, FRANCO et al. (1991)
pesquisando 306 isolados de E. coli, encontraram quatro amostras LT-Il positivas. Em
outra pesquisa realizada na Tailandia, amostras LT-Il foram encontradas em alimentos
de origem animal, mas ndo foram isoladas amostras LT-lIl de fezes de criancas
(RASRINAUL et al., 1988).

A prevaléncia de LT-Il entre isolados de animais jovens também foi maior,
10,3% contra 4,5% das vacas. SALVADORI et al. (2003) encontrou 8.3% de genes LT-
Il em isolados de E. coli de bezerros com diarréia no Estado do Mato Grosso do Sul,
Brasil. UGRINOVICH et al. (2002) relatam uma freqtiéncia de 1,92 % em amostras de
bezerros com diarréia.

Genes que codificam LT-Il tem sido detectados em estirpes isoladas de
humanos, bovinos e bufalos (SERIWATANA et al., 1988). A LT-lIl demonstra alguma
homologia com a subunidade A, de LT-I e da Enterotoxina da Célera (CT), mas nao
demonstra homologia com a subunidade B (GUTH et al., 1997; SEARS e KAPER,
1996). ETEC €& também associada a diarréia em criancas de paises em
desenvolvimento e viajantes, e a contaminagédo de 4gua e alimentos € a principal causa
das altas taxas de incidéncia da doenca nestas regides (NATARO e KAPER, 1998).
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Investigacdes epidemiologicas tem demonstrado que a contaminacdo de agua e
alimentos atua como principal veiculo de infecgao pela ETEC (LONG et al.,1994).

Andlises baseadas na distribuicdo de sequéncias ERIC foram previamente
conduzidas em estirpes ambientais de varias espécies bacterianas como a Shigella
sonnei (IBENYASSINE et al., 2006). ERIC-PCR parece ser relevante para a
discriminacéo genotipica de enterobactérias como a E. coli (WIECZOREK et al. 2004).
LIU et al. (1995) ainda citam que a habilidade da ERIC-PCR para discriminar clones
bacterianos € equivalente a PFGE (eletroforese em campo pulsado). LEUNG et al.
(2004) estudando a capacidade discriminatéria da ERIC-PCR de isolados de bovinos,
suinos e humanos, afirmam que o método ndo foi efetivo para distinguir E. coli de
fontes humanas e animal, esta incapacidade foi explicada pelo limitado niumero de
fragmentos de DNA gerados pelo método naquelas linhagens. IBENYASSINE et al.
(2006) comparando o perfil genotipico, pela ERIC-PCR, de estirpes de E. coli isoladas
de vegetais, solo e agua, coletados do mesmo ambiente em épocas distintas,
demonstraram que estas estirpes possuiam o mesmo perfil.

COSTA et al. (2006) realizando caracterizacado epidemiolégica de isolados de
E. coli de suinos afirmam que a ERIC-PCR ndo demonstrou poder discriminatério,
apesar de permitir a separacao dos isolados em grupos, estes ndo evidenciaram grupos

relacionados aos fatores de viruléncia.

O dendograma ERIC (Figura 7) deste trabalho demonstra a mobilidade de
isolados STEC entre as fezes dos animais e o leite produzido na propriedade (isolado 8

e 27), um perigo potencial a saude dos consumidores.

SILVEIRA et al. (2002) pesquisando E. coli aviaria (APEC) agruparam seus
isolados patogénicos e nao patogénicos em diferentes grupos utilizando ERIC-PCR,

sugerindo que genotipos especificos sao responsaveis por cada tipo de doenca.

WARRINER et al. (2002) através da mesma técnica demonstrou a

contaminacao cruzada de carcacas e equipamentos em uma abatedouro de suinos.

A implementacdo de estratégias de controle em propriedades rurais sao
importantes, entretanto podem ser de dificil realizacdo em fazendas onde animais sao

continuamente introduzidos, grupos de animais de diferentes idades sao criados
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conjuntamente, onde temos limitadas possibilidades de aplicar medidas de controle de
higiene e finalmente novilhas enviadas a outras propriedades podem contribuir para a
futura disseminacgéo do agente (CONEDERA et al., 2001).

Esforgos para implementar praticas, em frigorificos e outras industrias, que
venham a reduzir a contaminagdo cruzada entre alimentos de diferente origens sao
fundamentais para solucionar a infecgdo por STEC oriunda dessas fontes. Programas
de saude publica, enfatizando o perigo de se consumir leite cru e carne mal cozida
também sdo necessarios. Programas de andlise de perigos de pontos criticos de
controle (APPCC) utilizados na industria sdo fundamentais para assegurar a qualidade
dos produtos de origem animal, estes programas identificam e controlam a
contaminacdo e a possivel transmissdo de patégenos. Uma acdo conjunta entre as
propriedades rurais integradas a industria é fundamental para minimizar o risco de
patdégenos entrarem na cadeia alimentar humana.

Medidas de contencéo e controle dos niveis de contaminagdo nas propriedades
e nos alimentos de origem animal seriam: somente adquirir animais negativos para
STEC/ETEC, testar os animais ao introduzi-los na propriedade, descartar animais

positivos e obtengéo higiénica do leite.
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VIl. Conclusoes

. As sequiéncias de genes stx1 de Escherichia coli foram as que apresentaram
maior frequéncia nas fezes dos bovinos. Os dois sorotipos O157:H7 isolados

possuem genes de viruléncia e sdo potenciais estirpes enterohemorragicas.

Os bezerros apresentaram uma maior frequéncia para todos o0s genes
pesquisados. Sequéncias de genes stx1, stx2 e LT-Il foram identificadas em
isolados de leite.

. As linhagens isoladas de agua, leite e fezes apresentaram similaridade genética.
As fezes bovinas representam uma importante fonte de contaminagcao ambiental
para STEC e ETEC.
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