UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DEACIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

Escherichia coli POTENCIALMENTE PATOGENICA
ISOLADAS DE OVINOS SAUDAVEIS CRIADOS
EXTENSIVAMENTE E DE CARCACAS EM MATADOUROS-
FRIGORIFICOS NO ESTADO DE SAO PAULO

Renato Pariz Maluta

Orientador: Prof. Dr. Fernando Antonio de Avila

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

JABOTICABAL — SP - BRASIL
Janeiro de 2012



Maluta, Renato Pariz
M261e Escherichia coli potencialmente patogénica isoladas de ovinos
saudaveis criados extensivamente e de carcacas em matadouros-
frigorificos no Estado de Sao Paulo / Renato Pariz Maluta. — —
Jaboticabal, 2012
ix, 81 f. :il.; 28 cm

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Ciéncias Agrérias e Veterinarias, 2012

Orientador: Fernando Antonio de Avila

Banca examinadora: Beatriz Ernestina Cabilio Guth, Ariel Eurides
Stella, Hélio José Montassier, José Moacir Marin

Bibliografia

1. STEC. 2. EPEC. 3. Stx2e. 4. Fazendas. 5. Matadouros. 6.
Ovinos. I. Titulo. Il. Jaboticabal-Faculdade de Ciéncias Agrérias e
Veterinarias.

CDU 576.8.636.3

Ficha catalogréfica elaborada pela Secdo Técnica de Aquisicdo e Tratamento da Informagéo —
Servigo Técnico de Biblioteca e Documentacdo - UNESP, Campus de Jaboticabal.






DADOS CURRICULARES DO AUTOR

RENATO PARIZ MALUTA - nascido a 27 de junho de 1981 em Sao
Caetano do Sul — SP. Iniciou o curso de Medicina Veterinaria em marco de 2001
na Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias - Universidade Estadual Paulista
(FCAV-UNESP), concluindo em janeiro de 2006. Em marco de 2006 iniciou o
curso de mestrado no Programa de Pdés-Graduacdo em Microbiologia
Agropecuéria, concluindo em fevereiro de 2008. Em marco de 2008 iniciou 0 curso

de doutorado no mesmo Programa.



“‘“NON DVCOR DVCO”

“Nao Sou Conduzido, Conduzo”



AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus familiares, amigos, professores e todos aqueles que de
forma direta ou indireta contribuiram para a realizacdo desse trabalho. Agradeco
especialmente ao meu orientador Prof. Dr. Fernando Antonio de Avila os anos de
convivio e a experiéncia a mim transmitida.

Agradeco a Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
(FAPESP) e ao “Canadian Bureau for International Education” (CBIE) pelas bolsas
de estudo concedidas.



Vi

SUMARIO
Pagina

LISTA DE ABREVIATURAS. ......oooiiiiiietieeieete et es ettt en st enesatees s seasen e, Vi
RESUMO ......ooueiitee ettt s ettt ea st s st et ese et st et e s saeteseen st atesn s naesenn e, viii
SUMMARY ...ttt ettt ettt ettt e et e e e st n et n et en e, ix

INTRODUGAO. .......ocuiieee ettt ettt ettt n e s aaeaen, 1
1. REVISAO DE LITERATURA . ......coiiteteeeeeeeeeeeee et eeetes et en e an e n s 2
HE. OBJIETIVOS. ...ttt ettt ettt sttt en et en e 11
IV.  MATERIAL E METODOS........cioiiitieeeeeeeee e eeees e en s en s 12
V. RESULTADOS......cooitiietiteteee et ee et en e es st s et ens et n s aeen e, 25
VI, DISCUSSAO.......o ittt ettt s 56
VII. CONCLUSODES ..ottt ee ettt anas 65

VI REFERENCIAS.......cociiieeeeeee ettt ettt 66



LISTA DE ABREVIATURAS

aEPEC - EPEC atipica

BD -> Diarréia sanguinolenta

BGB - Caldo verde brilhante

CLSI - “Clinical and Laboratory Standards Institute”
EAF - plasmidio “EPEC Adherence Factor”
EPEC - Escherichia coli enteropatogénica
ETEC - Escherichia coli enterotoxigénica
EXPEC - Escherichia coli extra-intestinal
HC - Hibridizacdo de colbnias

HUS - Sindrome urémico-hemolitica

LEE - “Locus of enterocyte effacement”
MA - Agar MacConkey

PAI - Ilha de patogenicidade

PCR - Reacédo em cadeia de polimerase
PFGE - Eletroforese em Campo Pulsado
PT -2 “Pulsetype”

STEC - Escherichia coli Shigatoxigénica
tEPEC > EPEC tipica

UPGMA - “Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean”

vii



viii

Escherichia coli POTENCIALMENTE PATOGENICA ISOLADAS DE OVINOS
SAUDAVEIS CRIADOS EXTENSIVAMENTE E DE CARCACAS EM
MATADOUROS-FRIGORIFICOS NO ESTADO DE SAO PAULO

RESUMO - Os ruminantes sao reservatorios de cepas de Escherichia coli
envolvidas na etiologia de doencas graves em humanos. Nesse estudo, a
frequéncia de E. coli Shigatoxigénica (STEC), E. coli enteropatogénica (EPEC) e
E. coli enterotoxigénica (ETEC) foi determinada em fezes e carcagas de ovinos em
trés fazendas e um matadouro-frigorifico localizados no Estado de Sao Paulo e as
cepas encontradas foram caracterizadas. A frequéncia de STEC nas trés fazendas
foi similar, enquanto a freqiéncia de EPEC foi variavel. Ndo foram encontradas
amostras contendo ETEC. As cepas de STEC stxl- stx2+ revelaram-se
geneticamente heterogéneos, possuindo freqientemente as variantes Stx2a ou
StX24act, @S quais sdo relacionadas a doencas mais severas em humanos e
ademais eles foram frequentemente originados de amostras colhidas do
matadouro-frigorifico. Adicionalmente, algumas cepas desse grupo possuiram
novas variantes de Stx2 ou o subtipo Stx2e, que € relacionado a doenca do
edema em suinos. As cepas de STEC stx1+ stx2+ e stx1+ stx2- mostraram-se
geneticamente mais homogéneas, a maioria possuindo os genes IpfAoi113, iha e
ehxA. As cepas de STEC stxl+ stx2- apresentaram comumente 0 gene
relacionado & ExXPEC tsh. As estirpes de EPEC foram heterogéneas, muitas
possuiram os genes efal, ehxA, IpfAo113 OU paa, que sdo associados a diarréia em
humanos. As cepas de STEC e EPEC demonstraram-se geneticamente diversas
guando analisadas por PFGE. Esses resultados demonstram que cepas de E. coli
potencialmente patogénica para humanos estdo presentes na microbiota intestinal
de ovinos, com potencial de contaminar carcacas em abatedouro e

consequentemente serem transmitidas por via alimentar.

Palavras-Chave: STEC, EPEC, Stx2e, fazendas, matadouros, ovinos



POTENTIALLY PATHOGENIC Escherichia coli IN HEALTHY PASTURE-
RAISED SHEEP ON-FARM AND CARCASSES AT THE ABATTOIR IN THE
SAO PAULO STATE, BRAZIL

SUMMARY - Ruminants are a reservoir of Escherichia coli which may
cause severe disease in humans. Pathotypes related to intestinal disease include
Shiga toxin-producing E. coli (STEC), enteropathogenic E. coli (EPEC) and
enterotoxigenic E. coli (ETEC). In this study, the prevalence of these pathotypes
was examined in sheep feces and carcasses on three farms and at an abattoir.
The strains were then characterized. The prevalence of STEC on the three farms
was similar, whereas that of EPEC varied between farms. No ETEC were detected.
STEC stx1l- stx2+ strains were genetically heterogeneous, more frequently
possessing Stx2 variant Stx2a or Stx2g. related to more severe disease in
humans, and often originated from the abattoir rather than the farms. In addition,
some strains of this group possessed new Stx2 variants or Stx2e, the subtype
related to porcine edema disease. STEC stx1+ stx2+ and stx1+ stx2- strains were
genetically more homogeneous, mostly possessed the genes IpfAoi13, iha and
ehxA. The STEC strains stx1+ stx2- commonly harbored ExPEC-related gene tsh.
The EPEC strains were heterogeneous, several possessing efal, ehxA, IpfAo113 or
paa, genes associated with diarrhea in humans. STEC and EPEC strains were
genotypically diverse by PFGE. These results demonstrate that E. coli potentially
pathogenic for humans are present in the sheep intestinal microflora, particularly at

the abattoir, underlining the potential for foodborne transmission.

Keywords: STEC, EPEC, Stx2e, farms, abattoir, sheep



I. INTRODUCAO

7

A bactéria Escherichia coli € um habitante da microbiota intestinal dos
mamiferos. Algumas cepas com certa plasticidade genética podem pertencer a
patotipos relacionados a doencas tanto em animais quanto em humanos. Dentre esses
patétipos se destacam trés que sdo associados a diarréia, E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli Shigatoxigénica (STEC) e E. coli enterotoxigénica (ETEC).

Os ruminantes domeésticos, especialmente bovinos e ovinos, tém sido
considerados os principais reservatérios de STEC causadoras de infecgcdes em
humanos. A transmissdo ocorre através do consumo de alimentos mal cozidos,
produtos lacteos ndo pasteurizados, agua ou vegetais contaminados por fezes
contendo cepas de STEC. Algumas cepas de E. coli patogénicas a humanos fazem
parte da microbiota intestinal desses animais. Recentemente algumas cepas de aEPEC
(EPEC atipica) com certos genes de viruléncia foram associadas a diarréia em
humanos. A possibilidade de animais servirem como reservatorio de aEPEC com
potencial zoonético ainda precisa ser mais bem detalhada.

A importancia econdmica da ovinocultura no Estado de Sao Paulo tem crescido
muito, assim como o fornecimento de carne para consumo da populacdo. Embora ja
existam estudos mostrando a presenca de STEC e aEPEC em ovinos, estudos
adicionais podem reforcar a possibilidade desses animais atuarem como reservatérios
de E. coli patogénica. Um estudo com objetivo de detectar alguns patotipos de E. coli e

caracteriza-los profundamente pode contribuir para se entender melhor esse fenémeno.



ll. REVISAO DE LITERATURA

s

A bactéria Escherichia coli € um microrganismo Gram-negativo. Essa espécie
pertence a familia Enterobacteriaceae e ao género Escherichia, o qual além de E. coli,
contém as espécies E. hermanni, E. fergusonni, E. vulneris e E. blattae. As espécies
desse género sdo oxidase negativas. A lactose é fermentada pela maioria das cepas de
E. coli, mas essa fermentacdo pode ser lenta ou ausente nas outras espécies do
género. Em relagcdo a morfologia, as bactérias desse género se apresentam como
bastonetes (bacilos) com extremidades arredondadas e que tém de 1,1 a 1,5 ym de
diametro e de 2,0 a 6,0 ym de comprimentro. Elas se apresentam de forma individual
ou em pares e podem ser moveis por possuirem flagelos peritriqueos ou iméveis
(SCHEUTZ & STROCKBINE, 2005).

E. coli pertence a um grupo geneticamente heterogéneo no qual seus membros
sdo geralmente ndo patogénicos (GYLES, 2007). O nicho das cepas comensais é a
camada mucosa do colon dos mamiferos (KAPER et al., 2004). Existem alguns clones
altamente adaptados de E. coli que adquiriram certas caracteristicas de viruléncia as
quais lhe conferem uma capacidade aumentada em se adaptar a novos nichos e causar
uma ampla gama de enfermidades (KAPER et al., 2004), tornando-se assim
patogénicos. Devido a aquisicdo de ilhas de patogenicidade e outros elementos
genéticos moveis, os genomas das cepas de E. coli patogénicas podem ser até 10 Mb
maiores do que os genomas daquelas comensais. Os genomas das cepas patogénicas
podem apresentar aproximadamente 5000 genes (SCHMIDT, 2010).

Como as diferentes cepas de E. coli patogénicas podem causar variadas lesoes,
o conjunto de fatores de viruléncia associados a determinada lesédo € muito util para fins
de classificacdo. Embora seja possivel determinar a presenca desses fatores por
técnicas fenotipicas (como efeitos em cultura celular, producdo de hemodlise, etc.),
atualmente € muito mais comum determina-los através da presenga dos seus genes por

técnicas como reacdo em cadeia de polimerase (PCR) e hibridizacdo de colbénias (HC).



Essas técnicas permitem que um ndmero maior de amostras e genes sejam testados ao
mesmo tempo.

Em geral, cepas que apresentam o mesmo conjunto de fatores de viruléncia e
causam lesdes semelhantes séo classificadas como pertencentes ao mesmo patoétipo
(KAPER et al., 2004). Essa classificacdo ndo é consensual, pois SCHMIDT (2010)
considera que cepas que apresentam essas caracteristicas devem ser classificadas
como pertencentes ao mesmo patovar. Entretanto, para ambos os autores acima
citados, os patétipos tendem a ser grupos clonais que compartilham o mesmo antigeno
O, o qual é determinado pela cadeia do oligossacarideo terminal externo encontrado na
parede celular, e 0 mesmo antigeno H, que é determinado pela proteina flagelar.
Algumas cepas também apresentam antigeno capsular K. A denominacdo dos
antigenos vem do idioma alemao, nesse idioma a caracteristica de ndo apresentar
motilidade foi denominada “ohne Hauch” (sem véu/filme) e por isso o antigeno
relacionado a essa caracteristica foi chamado de “O”. Seguindo a mesma logica, 0
antigeno ligado a motilidade foi denominado “H” (“Hauch” — véu/filme). O antigeno K &
associado a presenca de capsula, em aleméao “Kapsel”.

Um sorogrupo € uma variedade antigenicamente distinta dentro de uma espécie
bacteriana baseada somente no antigeno O enquanto um sorotipo € essa variedade
baseada nos antigenos O, H e algumas vezes no antigeno K (KAPER et al., 2004).

Os diferentes pat6tipos de E. coli que causam doengas em seres humanos sdo
classicamente distribuidos em dois grupos principais, E. coli que causa diarréia DEC
(Diarrhoeagenic E. coli) e E. coli que causa infec¢cbes extraintestinais EXPEC
(Extraintestinal Pathogenic E. coli). As infecgGes extraintestinais acometem o trato
urinario, o sistema nervoso central, o sistema circulatério e 0 sistema respiratorio
(RUSSO & JOHNSON, 2000). Os patétipos de EXPEC associados a infec¢ges de trato
urinario (ITU) e meningite neonatal sdo conhecidos como UPEC (uropathogenic E. coli)
e NMEC (meningitis-associated E. coli) respectivamente. As EXPEC podem apresentar
diversos genes de viruléncia. Por exemplo, um estudo com UPEC e NMEC de seres
humanos, encontrou dentre outros, o gene do fator necrosante citotoxico (cnf) e o gene

da fimbria P (papC) em mais de 20% e 50% das amostras, respectivamente (EWERS et



al., 2007). As EXPEC encontradas em animais também podem apresentar varios genes
de viruléncia. Em um trabalho realizado no Brasil com cadelas apresentando piometra,
encontrou-se o0 gene da fimbria S (sfa) e aerobactina (iuc) em respectivamente mais de
70% e 30% dos isolados identificados como E. coli (COGGAN et al.,, 2008). Um
patotipo de EXPEC conhecido como APEC (Avian pathogenic E. coli) esta relacionado a
infeccdes respiratorias, pericardite e septicemia em aves (KAPER et al., 2004).

As DEC sao geralmente divididas em seis patétipos: E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC) ou E. coli Shigatoxigénica (STEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC)
e E. coli difuso-aderente (DAEC). SCHMIDT (2010) considera que as EPEC atipicas
(que serédo descritas com mais profundidade no decorrer desse trabalho) sdo um
patétipo a parte e ndo uma subdivisdo de EPEC. Em animais existe uma terminologia
diferente. Por exemplo, alguns autores denominam as EPEC isoladas de suinos e
coelhos respectivamente PEPEC (porcine enteropathogenic E. coli) e REPEC (rabbit
enteropathogenic E. coli) (TAKEUCHI et al., 1978; AN et al., 2000; BRUANT et al.,
20009).

EPEC é um agente relacionado a casos de diarréia infantii em paises em
desenvolvimento e pode ser definida pela producdo de lesdes do tipo “attaching and
effacing” (A/E) e pela auséncia de toxina de Shiga (Stx) (TRABULSI et al., 2002;
KAPER et al., 2004). Para a producao de A/E, a bactéria se liga ao epitélio intestinal e
causa mudancas no citoesqueleto, incluindo o acumulo de actina polimerizada. A
microvilosidade do intestino € danificada e surgem lesbes em forma de pedestal
(KAPER et al., 2004). A capacidade de induzir A/E é codificada por genes
cromossomais localizados em uma ilha de patogenicidade (PAI) denominada “locus of
enterocyte effacement (LEE)”. Dentre outros genes, essa PAI contém eae, o qual
codifica uma proteina externa a membrana chamada intimina, que media a ligacao de
EPEC as células epiteliais. A intimina também estimula resposta imune dos linfocitos
Thl e a hiperplasia das criptas intestinais (HIGGINS et al., 1999). Além de eae, LEE

contém os genes que codificam um sistema de secrecdo do tipo Il (T3SS) e proteinas



efetoras. Uma dessas proteinas, a qual € denominada Tir (translocated intimin receptor)
se liga a célula do hospedeiro se tornando um receptor para a intimina (KAPER et al.,
2004).

O patétipo EPEC é comumente subdividido em dois grupos, EPEC tipica (tEPEC
— contendo o plasmidio EAF - EPEC adherence factor) e EPEC atipica (aEPEC — nao
contém EAF) (TRABULSI et al., 2002). As cepas de aEPEC também podem ser
denominadas de ATEC (SCHMIDT, 2010). O plasmidio EAF €& responsavel pela
aderéncia localizada em cultura de células epiteliais mediado pelo gene bfp e seu
produto BFP (Bundle Forming Pilus). A maioria das tEPEC pertence aos sorogrupos
026, 055, 086, 0111, 0114, 0119, 0126, 0127, 0128, 0142 e 0158 (KAPER, 1996).

Além da auséncia do plasmidio EAF, as aEPEC por definicdo ndo apresentam
regulacdo plasmidial dos fatores dependentes de T3SS, o que gera um fenétipo de
aderéncia diferente das tEPEC (SCHMIDT, 2010). As aEPEC sé&o heterogéneas, o0 que
é refletido pela ocorréncia de muitos isolados néo tipaveis (TENNANT et al., 2009). Nas
cepas tipaveis, 0s sorogrupos mais comuns sado 051, 0145, 026, O55 e O111
(SCHMIDT, 2010). Um estudo recente encontrou cepas de E. coli associados a casos
de diarréia sanguinolenta e com um conjunto de fatores de viruléncia (incluindo eae) e
sorotipos tipicos de EHEC (ou STEC). Entretanto, esses isolados ndo apresentaram os
genes que codificam as toxinas Stx1 ou Stx2 e, portanto, deveriam ser classificados
como EPEC (BIELASZEWSKA et al., 2008). Isso levou os autores a crer que esses
isolados eram de fato EHEC que perderam stx e, portanto estes foram denominados
EHEC-LST. A ja provada transducdo dos genes que codificam stx (CORNICK et al.,
2006) reforca essa possibilidade. Outro estudo recente mostra uma relacdo genética
muito proxima entre EHEC e aEPEC isoladas de bovinos e ovinos (COOKSON et al.,
2010). Baseados em seus resultado, os autores deste estudo acreditam que o patoétipo
aEPEC é heterogéneo e contém (i) EHEC-LST, (ii) cepas classicas de EPEC que
perderam o plasmidio EAF, (iii) cepas de aEPEC associadas com diarréia e que contém
fatores de viruléncia de STEC e (iv) cepas comensais de aEPEC que colonizam os

bovinos e ovinos e contém fatores de viruléncia de STEC.



O termo STEC se refere a cepas de E. coli que produzem uma citotoxina potente
denominada Shigatoxina (Stx). Essas toxinas, que também sdo conhecidas como
verotoxinas (VT), (GYLES, 2007), sdo também encontradas em fagos do tipo lambda
(NATARO & KAPER, 1998). Existem dois tipos de Shigatoxina (Stx1 e Stx2) e dentro
desses dois tipos ha varios subtipos (Stx1, Stxlc, Stx1ld, Stx2, Stx2c, Stx2d, Stx2dt,
Stx2e, Stx2f e Stx2g (SCHEUTZ & STROCKBINE, 2005; SLANEC et al., 2009; GYLES
& FAIRBROTHER, 2010). As cepas de STEC podem causar doencas em seres
humanos como diarréia sanguinolenta (BD) e sindrome urémica hemolitica (HUS).
Algumas STEC também podem ser portadoras de PAIs homologas a LEE (KAPER et
al., 2004) e portanto apresentam o gene eae e podem causar lesbes do tipo “A/E”.
Devido a relatos que demostram que STEC positiva para eae esta mais freqientemente
associada a surtos de HUS do que STEC eae negativa (PATON & PATON, 1998;
KARMALLI et al., 2003) e ao fato do acronimo EHEC ser classicamente utilizado para se
denominar STEC capaz de produzir doenca, existe uma tendéncia em se denominar
STEC que apresenta LEE e consequentemente eae como EHEC. Entretanto, como
existem casos de doencas causadas por cepas de STEC que nédo portavam LEE, essa
classificagdo pode ser incompleta. Nesse trabalho foi considerada somente a
nomenclatura STEC para todas as cepas que apresentaram stx, apresentando ou nao
eae.

Em seres humanos, algumas cepas de STEC além de causar as lesoes tipo
“A/E”, podem causar lesbes no endotélio renal através de atividade toxica das
Shigatoxinas. As Shigatoxinas também atuam nos enterdcitos. Stx2 é mais
freqiientemente associada a doencas graves do que Stxl. Os sorogrupos de STEC
mais associados a doencgas sdo 026, 0103, 0111, 0145 e 0157 (SCHMIDT, 2010).
Em relacdo a saude animal, isolados de STEC com os virotipos (classificacdo baseada
na presenca de fatores de viruléncia) Eae:Stx1 e/ou Stx2 e os sorotipos O5, 08, 020,
026, 0103, O111, 0118 e 0145 podem causar disenteria em ovinos (GYLES &
FAIRBROTHER, 2010) mas em geral os ruminantes sdo reservatorios de STEC de
forma assintoméatica (GYLES, 2007).



Aléem da producdo de Shigatoxinas, a aderéncia ao epitélio do intestino é
também importante para a patogénese de doencas causadas por STEC. Considerando
gue STEC que nao apresenta a ilha de patogenicidade LEE também é capaz de causar
doencas severas, € possivel que outras adesinas que sao codificadas em regides do
genoma diferentes de LEE possam contribuir com a aderéncia a mucosa do intestino e
tenham uma funcéo na patogénese (TOMA et al., 2004).

Em adicdo aos genes que definem os patétipos, as cepas de E. coli podem
apresentar diversos outros. As adesinas putativas, por exemplo, tém sido estudadas
mais recentemente em STEC. Essas adesinas ou sdo codificadas em regides do
genoma da E. coli EDL933 denominadas “O islands” (Ols) ou em plasmidios. Por
exemplo, os fatores Efal/LifA (EHEC factor for adherence), Iha (IrgA homologue
adhesin) e LPF (Long polar fimbriae) sdo codificados em Ols enquanto Saa (STEC
autoagglutinating adhesin) e ToxB (proteina com homologia as toxinas A e B de
Clostridium difficile) s&o plasmidiais. O gene que codifica uma hemolisina (ehxA)
também é encontrado em plasmidio (TOMA et al., 2004; GYLES & FAIRBROTHER,
2010), especialmente no plasmidio pO157. A Tabela 1 mostra de forma sucinta o papel
de diversos fatores de viruléncia de E. coli na patogénese (BATISSON et al., 2003;
KAPER et al., 2004).

Tabela 1. Alguns fatores de viruléncia de E. coli e suas funcdes na patogénese

Fator de viruléncia Gene Funcéo Localizagao
Shigatoxina 1 (Stx1) stx1 Toxina Bacteriéfago
Shigatoxina 2 (Stx2) stx2 Toxina Bacteri6fago
Intimina eae Adeséao Cromossomo
Enterotoxina termoestavel (STa) estA Toxina Plasmidio
Enterotoxina termoestavel (STh) estB Toxina Plasmidio
Enterotoxina termolabil (LT) eltB Toxina Plasmidio
Bundle-forming pili (BFP) bfp Pilli tipo 1V Plasmidio




Enteroemolisina (EhxA ) ehxA Toxina Plasmidio
Adesina homadloga a IrgA (Iha) iha Adeséo Cromossomo
ToxB (proteina com homologia as toxinas A e toxB Adesao Plasmidio

B de Clostridium difficile)

Adesina autoaglutinante de STEC (Saa) saa Adeséao Plasmidio
Fator para aderéncia de EHEC (Efal/LifA) efal Adesao/toxina  Plasmidio
Fimbria polar longa (LPF O113) IpfAo113 Adesao Cromossomo
Fimbria polar longa (LPF O157/01-141) IpfAois7/01-141  Adesao Cromossomo
Fimbria polar longa (LPF O26) IpfAo26 Adeséo Cromossomo
Fimbria S (SFA) sfa Adeséo Cromossomo
Adesina afimbrial (AFA) afa Adeséo Cromossomo
Fator necrotizante citotoxico 1 (CNF-1) cnf Toxina Cromossomo
Fimbria P papC Adeséao Cromossomo
Aerobactina iucD Sideroforo Plasmidio
Hemaglutinina sensivel a temperatura (TSH)  tsh Toxina Plasmidio
Fimbria 17 (F17) f17 Adeséo Cromossomo
Fimbria 18 (F18) f18 Adeséao Plasmidio
Proteina associada a “attaching-effacing” em paa Adeséao Cromossomo
suinos (PAA)

Enterotoxina termoestavel de E. coli astA Toxina Plasmidio

enteroagregativa 1 (EAST-1)
Adesina envolvida na aderéncia difusa (AIDA) aidA Adeséo Plasmidio

Fonte: BATISSON et al. (2003) e KAPER et al. (2004)

As ETEC sdo grandes causadoras de diarréia em animais de fazenda e em
criancas, além de estarem relacionadas a diarréia dos viajantes em paises em
desenvolvimento (KAPER et al., 2004; GYLES & FAIRBROTHER, 2010). Esses
microrganismos colonizam a superficie da mucosa intestinal e liberam as enterotoxinas

LT (termolabil) e ST (termoestavel) causando diarréia. Existem dois tipos de LT, LT-l e



LT-1I. A primeira € encontrada em E. coli patogénica tanto para humanos quanto para
animais e a segunda é encontrada principalmente em isolados provenientes de animais.
Entretanto, tanto em animais quanto em humanos, LT-Il ndo é associada a doencas. Os
genes que codificam LT (elt ou etx) sdo encontrados em plasmidios que também podem
conter os genes que codificam ST (NATARO & KAPER, 1998). As ST sao divididas em
STa (que € subdividida em STaP — produzida por ETEC bovina, suina e humana e
STaH — produzida por ETEC humana) e STbh (mais associada a suinos, mas também
isolada em casos esporadicos de diarréia em humanos, bezerros e aves). Os
sorogrupos de ETEC mais freqientemente associados a doen¢as em humanos séo 06,
08, 011, 015, 020, 025, 027, 078, 0128, 0148, 0149, 0159 e O173. Em ovinos as
ETEC podem causar diarréia neonatal e geralmente pertencem aos sorogrupos 08, 09,
020, 064 e 0101 (GYLES & FAIRBROTHER, 2010).

Em relagcédo a capacidade dos diferentes patétipos de E. coli em causar doenca
em seres humanos, a patogenicidade das aEPEC €& controversa, pois cepas
pertencentes a esse patotipo podem ser encontradas em amostras de pessoas
saudaveis. Contudo, trabalhos recentes realizaram comparacfes estatisticas
relacionadas a presenca de certos genes de viruléncia e mostraram que houve uma
associacao entre a presenca tanto dos genes efal/lifA (AFSET et al., 2006) quanto
efalllifA, IpfA, paa, ehxA (AFSET et al., 2006; NARIMATSU et al., 2010) e casos
humanos de diarréia por aEPEC. Devido a dificuldade em se determinar essa
patogenicidade, a deteccao dos referidos genes é candidata a servir como marcador de
potencial zoonético de E. coli de origem animal.

Além disso, ha outros marcadores de viruléncia para as E. coli, como por
exemplo a presenca de certos sorogrupos, juntamente com a presenca de subtipos
especificos de Stx2. Nesse sentido, existem alguns subtipos como Stx2 (também
conhecidos como Stx2a) e Stx2d ativavel pelo muco intestinal (Stx24act) que sao ligados
a doencas mais graves, como por exemplo, HUS e BD (FRIEDRICH et al., 2002;
BIELASZEWSKA et al., 2006; PERSSON et al., 2007).

Genes relacionados & EXPEC ja foram encontrados previamente em cepas de E.

coli pertencentes a patétipos associados a diarréia (WU et al.,, 2007) e genes
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associados a E. coli causadora de diarréia ja foram detectados previamente em ExXPEC
(ABE et al., 2008), o que mostra que outros fatores, além daqueles tradicionais que
caracterizam cada patétipo, podem ter um papel na patogénese. O fato da cepa
0104:H4 de E. coli causadora do surto de HUS na Europa em 2011 apresentar
caracteristicas mistas de STEC e EAEC (BIELASZEWSKA et al., 2011), reforca essa
possibilidade e justifica a necessidade de estudos contendo fatores de viruléncia de
diferentes patotipos.

Os ovinos podem ser portadores de E. coli associada a doencgas severas em
humanos, tais como as STEC pertencentes ao sorogrupo O157 (KUDVA et al., 1996;
CHAPMAN et al., 2001; DUFFY et al., 2010) ou STEC que apresenta Stx2gac: (GOBIUS
et al., 2003; TASARA et al., 2008). Embora ndo seja um fato comum, EPEC tipica ja foi
isolada de ovinos (WANI et al., 2009). As STEC e aEPEC tém sido detectadas em
amostras fecais de ovinos em diferentes paises, inclusive no Brasil, tanto em fazendas
quanto em matadouros. Essas cepas portavam varios genes de viruléncia, tais como
stx1, stx2 e suas variantes, ehxA, saa, astA e paa (DJORDJEVIC et al., 2001; BLANCO
et al., 2003; FROHLICHER et al., 2008; FAIRBROTHER et al., 2009; VETTORATO et
al., 2009; COOKSON et al., 2010; DUFFY et al., 2010). Amostras de carcagas de ovinos
podem portar STEC (OSES et al., 2010), inclusive 0157:H7 (CHAPMAN et al., 2001;
DUFFY et al., 2010).

Ja foi demonstrado que os ovinos sao reservatdrios de E. coli associada a
doencas graves em seres humanos usando marcadores classicos de patogenicidade
(como a determinacdo de sorogrupo por exemplo). Entretanto, uma nova abordagem
procurando outros marcadores (como algumas adesinas em aEPEC), pode mostrar de
uma outra maneira o potencial zoonético. Por isso, foi conduzido este estudo mais
aprofundado com E. coli em fezes e carcacas (considerando a possibilidade de doenca
de origem alimentar), procurando possiveis marcadores zoondéticos e incluindo um largo
espectro de genes de viruléncia, tais como aqueles das adesinas putativas que nao sao
codificadas na regido LEE, genes relacionados a EXPEC, além dos subtipos de Stx2. A
determinacgdo da presenca de diversos genes também pode contribuir para se entender

melhor certas relagfes ecoldgicas de E. coli.



11

[ll. OBJETIVOS

1. Determinar a frequéncia dos patétipos STEC, EPEC e ETEC em amostras e
isolados provenientes de carcacas e fezes de ovinos em um matadouro-frigorifico e
amostras fecais de ovinos e de agua de diferentes fazendas no Estado de Séo

Paulo com base na deteccdo de marcadores genéticos associados a cada patétipo.

2. Caracterizar os isolados de STEC, EPEC e ETEC atraves de: deteccao de diversos
genes, tais como aqueles relacionados a EXPEC e genes que codificam adesinas e
toxinas; sorologia; caracteristicas bioquimicas, resisténcia a antimicrobianos,
determinacdo do subtipo da toxina Stx2 e estabelecimento de relacdo de
similaridade com o intuito de se estabelecer os seus potenciais zoonoéticos e

caracteristicas eco-epidemiologicas.
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IV. MATERIAL E METODOS

Populacéo estudada e nUmero de amostras

As amostras fezes e dgua foram colhidas em trés fazendas de criacdo de ovinos
e as amostras carcacas e fezes em um matadouro-frigorifico, todos esses
estabelecimentos localizados no Estado de Sao Paulo, Brasil. A fazenda 1 é situada na
cidade de Itdpolis enquanto que as fazendas 2 e 3 e o matadouro-frigorifico estado
localizados na cidade de Itapira. A Figura 1 apresenta um mapa que indica os locais

das colheitas.

Figura 1. Mapa indicando as cidades nas quais as colheitas foram feitas. IT = Itapolis,

IP = Itapira, JB = Jaboticabal.



13

As amostras provenientes das fazendas foram colhidas em um dnico dia
enquanto as amostras de carcacas, no matadouro-frigorifico, foram colhidas em dois
dias diferentes, com intervalo de duas semanas.

O numero de amostras de fezes de ovinos na fazenda 1 foi n=112, na fazenda 2
n=50 e na fazenda 3 n=50, perfazendo um total de 212 e o niumero de amostras de
agua na fazenda 1 foi n=14, na fazenda 2 n=4 e na fazenda 3 n=2, totalizando 20.
Todas as amostras fecais oriundas de ovinos foram colhidas de animais saudaveis,
exceto 10 amostras colhidas de ovinos com diarréia na fazenda 1. Todos 0s ovinos
eram criados a pasto. As amostras de agua foram colhidas de lagos e bebedouros. No
matadouro-frigorifico, foram colhidas 48 e 53 amostras fecais e 48 e 51 amostras de
carcacas na primeira e segunda visita, respectivamente. As amostras de carcacas
foram coletadas de ovinos abatidos antes do congelamento, ou seja, apos a
evisceracdo e lavagem das carcacas, e em paralelo a coleta de amostras fecais. O total
de amostras foi entdo n=432. As amostram representaram em todos 0S casos
(fazendas e matadouro-frigorifico) pelo menos 50% da populacdo. A Tabela 2 mostra a

distribuicdo das amostras entre os diferentes locais de colheita.

Tabela 2. Distribuicdo das amostras entre os diferentes locais de colheita.

Matadouro- Matadouro- TOTAL

frigorifico frigorifico

Fazenda Fazenda Fazenda

1 2
(coleta 1) (coleta 2)

Fezes 1122 50 50 48 53 313
Carcacas - - - 48 51 99
Agua

12 4 2 - - 18
(bebedouro)
Agua (lagos) 2 - - - - 2
TOTAL 126 54 52 96 104 432

2Todas amostras colhidas de animais saudaveis, exceto dez de animais com diarréia.
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Coleta e procedimentos iniciais

As amostras fecais dos animais foram colhidas do reto utilizando um suabe
estéril o qual foi imediatamente colocado em tubos contendo agua peptonada. As
amostras de carcacas foram colhidas de trés areas de 25 cm? cada, das regides da
paleta, lombo e pescoco (area total de 75 cm?) (SUMNER et al., 2003) com uma
esponja estéril que foi a seguir depositada em um sacos estéril contendo agua
peptonada. As amostras de agua foram colhidas em volumes de 100 mL em recipientes
estéreis. Todas as amostras (fezes, material de carcaga e agua) foram mantidas em
caixas térmicas até a chegada no laboratorio (intervalo de tempo de 2-6 h).

No laboratério, as amostras fecais e de carcacas foram homogeneizadas e 100
ML de cada foi depositado em tubos contendo 5 mL de caldo verde brilhante (BGB —
Himedia, India). Os tubos contendo BGB foram incubados aerobicamente a 37°C por
18h. Apos esse periodo de incubacéo, 100 puL do BGB foi inoculado em agar McConkey
(MA — Oxoid, Reino Unido). As amostras de agua foram filtradas através de membranas
de celulose contendo poros de 0,45 ym (Millipore, EUA), as quais foram colocadas
sobre placas contendo MA Todas as placas de MA foram incubadas aerobicamente a
37°C por 18 horas (APHA, 2005).

PCR para estabelecimento dos patotipos e obtencéo de isolados

As culturas obtidas no agar MacConkey sofreram procedimentos diferentes no
laboratério. As amostras de fezes e 4gua de fazendas sofreram dois procedimentos
(procedimento 1 e 2), enquanto que as amostras de fezes e carcagas do matadouro-
matadouro-frigorifico foram submetidas somente ao procedimento 2. A Figura 2

esquematiza os dois procedimentos.
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Figura 2. Fluxograma indicando os procedimentos adotados para se obter os isolados
pertencentes aos patétipos STEC, EPEC e ETEC.

Procedimento 1

Uma algada do crescimento confluente proveniente do cultivo das placas de agar
McConkey foi transferida para um tubo contendo caldo BHI (Brain Heart Infusion, Oxoid,
Reino Unido), o qual foi incubado a 37°C por 18 horas para a preparacdo do DNA
“template” através de uma lise térmica. Esse DNA foi usado para a realizacdo de uma
PCR para os genes que determinam os patétipos STEC, EPEC e ETEC (stx1, stx2,
eae, estA, estB and eltB). A preparacdo do DNA “template” assim como o0s
procedimentos de PCR e respectivos “primers” utilizados foram feitos de acordo com o
protocolo do EcL disponivel em
http://www.apzec.ca/en/APZEC/Protocols/APZEC _PCR_en.aspx. A Tabela 4 mostra as
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informacdes relacionadas aos “primers” usados nesse trabalho. As amplificacdes por
PCR foram feitas com misturas contendo 2 mM de cada dNTP (GE Healthcate, EUA)
2,5uL de 10X PCR buffer, 2 mM de MgCl,, 1,25 pmol de cada “primer”, 1 unidade de
Taq DNA polimerase (Biotools, Espanha), 5 yL de DNA “template” e agua para
completar 25 pL. Dois conjuntos de “primers” foram usados para a PCR multiplex, um
conjunto continha “primers” para stx1, stx2 e eae e 0 outro para estA, estB e eltB. Os
ciclos consistiram de um estagio inicial a 95°C por 2 minutos, seguidos de 25 ciclos,
cada um contendo desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento no Tm
especifico de cada “primers” por 30 segundos, e extensdo a 72°C por 30 segundos. O
ciclo de extenséo final foi a 72°C por 7 minutos. Amostras positivas para qualquer dos

genes citados foram usadas no procedimento 2.

Procedimento 2

A PCR foi realizada de maneira semelhante ao procedimento 1, com a diferenca
de que ao invés de se testar o crescimento confluente, foram testadas col6nias isoladas
individualmente. Nas amostras de frigorifico que apresentaram positividade para
qualquer gene no procedimento 1, até dez colbnias foram testadas. As amostras de
frigorifico negativas para todos os genes do procedimento 1 ndo tiveram colbnias
testadas. Como as amostras de frigorifico ndo sofreram o procedimento 1, foram
testadas trés colbnias em todas as amostras.

Os isolados positivos nessa etapa foram usados nas demais etapas do trabalho.
Entretanto quando a mesma amostra apresentou mais de um isolado com o0 mesmo
perfil genético, somente um foi selecionado. No final dessa etapa foi possivel

determinar a qual patotipo o isolado pertencia.
Caracterizacao de genes de viruléncia (virotipagem) dos isolados
Os isolados foram testados em relacéo a presenca de outros genes de viruléncia

tanto por PCR quanto por hibridizagcdo de col6nias. A Tabela 3 mostra quais fatores

foram testados por cada método.
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Tabela 3. Relagdo de genes de viruléncia usados na caracterizagdo dos isolados e o

método utilizado para suas deteccgoes.

PCR Hibridizacao de coldnias
bfp aidA
ehxA f17
iha f18
saa cnfl
toxB sfa
efal papC
IpfA0157/01-141 iuch
IpfA0113 paa
IpfAp26 astA
afa

tsh
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Deteccao de genes de viruléncia adicionais por PCR

A PCR foi feita seguindo o protocolo do EcL citado anteriormente e com 0s

“primers”, temperaturas de anelamento e controles descritos na Tabela 4.

Deteccao dos genes de viruléncia por hibridizacédo de col6énias (HC)

Outros genes de viruléncia foram pesquisados por hibridizagdo de colénias (HC).
Para se realizar esse teste as colonias foram inoculadas em agar Luria (Caldo Luria +
Agar a 1,5%. Difco, EUA) e incubadas a 37°C por 18 horas. As colbnias foram ent&o
transferidas para filtros de papel Whatman 541 (Whatman, EUA). Os filtros foram
processados, hibridizados e revelados por autoradiografia como descrito anteriormente
(BROES et al., 1988). As sondas usadas nesse procedimento foram preparadas pela
PCR relatada anteriormente usando-se “primers” e condi¢Bes descritos na Tabela 4.
Todos os isolados positivos na HC para astA foram testados novamente por PCR,

considerando que esse gene pode estar incompleto.
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Tabela 4. Lista de “primers” usados na PCR e na construcé@o das sondas de DNA, condi¢Bes das rea¢cfes e amostras controle

Tamanho Temperatura

do de
Genes Primer Controle Referéncia
fragmento anelamento
(pb) )

for 5 TTAGACTTCTCGACTGCAAAG

stx1 530 60 EcL 6611
rev5 TGTTGTACGAAATCCCCTCTG (WOODWARD et al., 1992)
for 5 TTATATCTGCGCCGGGTCTG

stx2 326 60 EcL 6611
rev 5' AGACGAAGATGGTCAAAACG (WOODWARD et al., 1992)
for 5 CATTATGGAACGGCAGAGGT

eae 790 60 EcL 6611 (BEAUDRY et al., 1996)
rev5 ATCTTCTGCGTACTGCGTTCA
for 5 TCCCCTCTTTTAGTCAGTCAACTG

estA 163 60 EcL 7805 (NGELEKA et al., 2003)
rev 5’ GCACAGGCAGGATTACAACAAAGT
for 5 GCAATAAGGTTGAGGTGAT

estB 368 60 EcL 7805 (LORTIE et al., 1991)
rev 5’ GCCTGCAGTGAGAAATGGAC
for 5’ TTACGGCGTTACTATCCTCTCTA

eltB 275 60 EcL 7805 (FURRER et al., 1990)
rev5 GGTCTCGGTCAGATATGTGATTC
for 5 GGAAGTCAAATTCATGGGGGTAT

bfp 300 60 E 2348/69 (VIDAL et al., 2004)
rev 5’ GGAATCAGACGCAGACTGGTAGT

ehxA for 5 CACACGGAGCTTATAATATTCTGTCA 340 55 EDL 933 (BONNET et al., 1998)
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iha

toxB

Saa

efal

IpfAc113

IpfAo1s7/01-141

|pfA026

sfa

afa

cnf

rev5 AATGTTATCCCATTGACATCATTTGACT
for 5 CAGTTCAGTTTCGCATTCACC

rev5 GTATGGCTCTGATGCGATG

for 5 ATACCTACCTGCTCTGGATTGA
rev5 TTCTTACCTGATCTGATGCAGC

for 5 CGTGATGAACAGGCTATTGC

rev5 ATGGACATGCCTGTGGCAAC

for 5 GAGACTGCCAGAGAAAG

rev5 GGTATTGTTGCATGTTCAG

for 5 ATGAAGCGTAATATTATAG

rev5 TTATTTCTTATATTCGAC

for 5 CTGCGCATTGCCGTAAC

rev5 ATTTACAGGCGAGATCGTG

for 5 CCGCTTGTGTTGTGTCTCC

rev5 AGCAGATTTACCAGTATTCA

for 5 CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC
rev5 CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA
for 5 GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC
rev5 CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG
for 5 TTATATAGTCGTCAAGATGGA

rev 5 CACTAAGCTTTACAATATTGAC

1.305

602

119

479

573

412

295

410

750

633

55

50

55

50

50

55

60

60

65

60

EDL 933

EDL 933

EcL 10600

EDL 933

N89-0541

EDL 933

H86-5075

EcL 6540

EcL 13455

EcL 13455

(SCHMIDT et al., 2001)

(TARR et al., 2002)

(PATON & PATON, 2002)

(NICHOLLS et al., 2000)

(DOUGHTY et al., 2002)

(SZALO et al., 2002)

(BIELASZEWSKA et al.,
2005)

(LE BOUGUENEC et al.,
1992)

(LE BOUGUENEC et al.,
1992)

(TOTH et al., 2003)
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papC

iucD

tsh

f17

f18

paa

astA

aidA

for 5 GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG
rev5 ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA
for 5 AAGTGTCGATTTTATTGGTGTA
rev5 CCATCCGATGTCAGTTTTCTG

for 5 GGTGGTGCACTGGAGTGG

rev5 AGTCCAGCGTGATAGTGG

for 5 TATCCTTGGAATACTGGCGG

rev5 CCAGTGGTGTAATCCGTGTT

for 5 GTGAAAAGACTAGTGTTTATTTC
rev5 CTTGTAAGTAACCGCGTAAGC

for 5 ATGAGGAACATAATGGCAGG

rev5 TCTGGTCAGGTCGTCAATAC

for 5 TCGGATGCCATCAACACAGT

rev5 GTCGCGAGTGACGGCTTTGTAG

for 5 ACAGTATCATATGGAGCCA

rev5 TGTGCGCCAGAACTATTA

338

778

620

300

510

350

125

585

60

60

60

60

55

60

55

60

EcL 13421

EcL 3110

EcL 3110

EcL 13455

EcL 1033

Ecl 6611

EcL 6611

EcL 13511

(DAIGLE et al., 1994).

(HERRERO et al., 1988)

(DOZOIS et al., 2000)

(CID et al., 1999)

(IMBERECHTS et al., 1992)

(BATISSON et al., 2003)

(NGELEKA et al., 2003)

(NGELEKA et al., 2003)
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Sorologia

O sorogrupo dos isolados foi determinado usando-se a técnica de aglutinacéo
em lamina. Foram usados antissoros comerciais (Probac, S&o Paulo, Brasil) ou
antissoros preparados a partir da cole¢do de E. coli do EcL. Os seguintes antigenos
somaticos foram usados: O5, 06, 016, 026, O55, 075, 086, 091, 0103, 0111, 0112,
0114, 0119, 0125, 0126, 0127, 0128, 0142, 0145, 0146, 0149, 0153, 0157, 0158
e O172.

Caracteristicas bioquimicas e testes de resisténcia a antimicrobianos

Os isolados foram submetidos aos seguintes testes bioquimicos: indol, vermelho
de metila, Voges-Proskauer, citrato e urease (MAC FADDIN, 1976). A fermentagcao da
lactose foi registrada observando-se tanto as coldnias nas placas de MA quanto as
modificagdes nos tubos contendo agar TSI (Triple sugar iron, Oxoid, Reino Unido).

O teste de resisténcia a antimicrobianos foi realizado usando-se discos
impregnados com antimicrobianos (Becton, Dickinson and Company - BD, EUA)
recomendados pela agéncia de saude publica do Canada (PHAC). Ap6s incubacéo por
16 horas em Agar sangue (Agar Base Sangue + sangue desfibrinado de ovino a 5%,
DIFCO, EUA) cultivos dos isolados foram adicionadas a tubos contendo 10 mL de agua
estéril até o padrdo 0,5 de MacFarland ser atingido. O contetdo dos tubos foi entao
colocado em placas contendo agar Muller-Hinton utilizando-se suabes estéreis e entéo
0s seguintes discos foram colocados usando-se precaucdes assépticas: amoxicilina +
acido clavulanico (20 + 10 ug), ceftiofur (30 ug), ceftriaxona (30 pg), ciprofloxacina (5
Mg), amicacina (30 ug), ampicilina (10 ug), cefoxitina (30 pg), gentamicina (10 pg),
canamicina (30 pg), &cido nalidixico (30 ug), estreptomicina (10 ug), tetraciclina (30 ug),
cloranfenicol (30 pg), sulfisoxazol (0,25 mg) e sulfametoxazol + trimetoprim (23,75 +
1,25 pg). As placas foram incubadas a 37°C por 24h e os diametros dos halos de
inibicdo completa foram medidos. Os halos foram comparados com os intervalos
estabelecidos pelo CLSI (CLINICAL AND LABORATORY STANDARD INSTITUTE,
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2007), exceto para o ceftiofur, para o qual foi utilizada outra referéncia do CLSI
(CLINICAL AND LABORATORY STANDARD INSTITUTE, 2008).

Eletroforese em campo pulsado (PFGE)

A preparacdo dos “plugs” e digestdo do DNA gendmico com Xbal (Invitrogen,
EUA) foi feita de acordo com o protocolo utilizado no “Centers for Disease Control and
Prevention (CDC)” (RIBOT et al.,, 2006). As condicbes de eletroforese foram: tempo
inicial de 2,2 segundo, tempo final de 54,2 segundos em um gradiente de 6 V cm™ e um
angulo de 120°. Os géis foram submetidos a eletroforese por 18h. A similaridade dos
fragmentos foi comparada usando-se o coeficiente de Dice a 1% de tolerancia e 0,5%
de otimizacao e o dendrograma foi construido com o método de agrupamento UPGMA,
usando-se o programa BioNumerics. Os “clusters” foram estabelecidos pelo valor de

“cut off” do BioNumerics versao 5.0.
Identificacdo das variantes de stx2 por seqienciamento de nucleotideos

A identificacdo das variantes de stx2 foi realizada através do sequenciamento de
parte da subunidade A e parte da subunidade B do gene stx2 amplificadas por PCR
(PERSSON et al., 2007). Os produtos de PCR foram purificados com um kit de
purificacdo (QIAquick® PCR Purification Kit, Qiagen, Alemanha) e sequenciados no
“Service de diagnostic — Faculté de Médecine Vétérinaire de L'Université de Montréal”.
Os cromatogramas foram analisados usando-se o software Bioedit versao 7.0.5.3
(HALL, 1999).

A andlise filogenética foi realizada com o software MEGA versao 4.0 (TAMURA
et al., 2007) utilizando-se os aminoacidos deduzidos de parte das duas subunidades de
Stx2, com o agrupamento realizado por UPGMA (Unweighted Pair Group Method with

Arithmetic Mean) e usando-se o modelo de numeros diferentes de aminoacidos.
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NUumeros de acesso as sequUéncias de nucleotideos

As seqléncias de nucleotideos das novas variantes encontradas nesse trabalho
foram submetidas ao banco de dados do GenBank sob os numeros de acesso
HQ738536 (Stx2d3a-NT-35-C-C), HQ738537 (Stx2d3d2-NT-63-R-A), HQ738538
(Stx2c-NT-164A1) e HQ738539 (Stx2e-NT-46RB).
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V. RESULTADOS

FreqUuéncia de STEC, EPEC e ETEC em fazendas

Apoés enriquecimento, todas as amostras (fezes e agua) coletadas de ovinos
oriundas de fazendas foram submetidas a uma triagem por PCR para a presenca dos
genes stx1, stx2, eae, estA, estB e eltB. Das 126 amostras analisada na Fazenda 1,
foram encontrados genes relacionados a STEC (stx1 e/ou stx2) em 53, EPEC (eae) em
3 amostras e STEC+EPEC (stx1 e/ou stx2 e eae) em 1 amostra, sendo a maioria
proveniente de animais saudaveis, exceto uma amostra de 4gua e uma de um animal
doente (ambas STEC). Das 54 amostras da fazenda 2, foram encontrados genes
relacionados a STEC em 22 amostras e genes relacionados a EPEC em 1 amostra.
Das 52 amostras da fazenda 3 foram encontradas 23 relacionadas a STEC, 9 a EPEC e
5 a STEC+EPEC. Nenhum dos genes de ETEC (estA, estB e eltB) foi encontrado. A
frequiéncia de amostras positivas para STEC (considerando STEC e STEC + EPEC) foi
de aproximadamente 40% nas fazendas 1 e 2 e 50% na fazenda 3 (Tabela 5). Por outro
lado, a frequéncia de amostras positivas para EPEC (considerando EPEC e STEC +
EPEC) foi muito maior na fazenda 3 (cerca de 25%) do que nas outras duas fazendas
(menos de 5%) (Tabela 5).
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Tabela 5. Distribuicdo das amostras positivas para 0s genes stxl, stx2 e eae nas

diferentes fazendas de ovinos no Estado de Sdo Paulo?

eae stx1 e/ou stx2 e eae
stx1 e/ou stx2 (STEC) (EPEC) (STEC + EPEC) Negativo TOTAL

n % n % n % n %
Fazendal 53° 42,1 3 24 1 0,8 69 54,8 126
Fazenda2 22 40,7 1 1,9 0 0 31 57,4 54
Fazenda3 23 44,2 9 173 5 9,6 15 28,8 52
TOTAL 98 42,2 13 5,6 6 2,6 115 49,6 232

% Todas as amostras foram negativas para estA, estB e eltB

® Todas as amostras positivas foram encontradas em animais saudaveis, exceto uma
amostra de um animal doente e uma amostra de agua (ambas na Fazenda 1). Nas

demais fazendas s6 foram encontradas amostras positivas em animais saudaveis.

No maximo 10 coldnias isoladas de cada amostra positiva na triagem foram
testadas por PCR para stx1, stx2 e eae (quando mais de um isolado da mesma amostra
teve 0 mesmo perfil de eae, stx1 e stx2, somente um deles foi selecionado). Um total de
44 isolados de STEC e 8 isolados de EPEC foram recuperados de 104 (42,3%) e 19
(42,1%) amostras positivamente classificadas como STEC (considerando STEC e
STEC + EPEC) e EPEC (considerando EPEC e STEC + EPEC) respectivamente.
Todos os isolados foram recuperadas de animais saudaveis. O nimero de amostras
positivas para um unico isolado de STEC foi 27, 8 e 5, e de amostras positivas para um
anico isolado de EPEC foi 1, 1 e 4, para fazendas 1, 2, e 3 respectivamente. Duas
amostras apresentaram uma cepa de EPEC e uma cepa de STEC ao mesmo tempo
(Fazendas 1 e 3) e uma amostra demonstrou dois isolados diferentes de STEC

(Fazenda 2). A frequéncia de amostras que geraram isolados positivos para STEC, foi
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muito menor do que na PCR de enriquecimento inicial, sendo de aproximadamente
20% nas fazendas 1 e 2 e aproximadamente 10% na fazenda 3. De forma semelhante,
a frequéncia de amostras positivas para EPEC, quando baseada na presenca de
isolados positivos, foi menor que 2% nas fazendas 1 e 2 e aproximadamente 10% na
fazenda 3 (Tabela 6).

Tabela 6. Distribuicdo das amostras positivas para 0s genes stxl, stx2 e eae nas
diferentes fazendas de ovinos no Estado de S&o Paulo que geraram pelo menos um
isolado positivo de STEC e/ou EPEC. A frequiéncia foi calculada em relacéo ao total de

amostras, incluindo positivas e negativas.

Um
isolado
Um Um Dois de
isolado isolado isolados STEC )
de de de o um Negativo TOTAL
STEC EPEC STEC? isolado
de
EPEC
n % n % n % n % n % n

Fazendal 27 21,4 1 0,8 0 0 1 0,8 97 77,0 126

Fazenda2 8 14,8 1 1,9 1 19 0 0 44 81,5 54

Fazenda3 5 9,6 4 7,7 0 0 1 19 42 80,8 52

TOTAL 40 459 6 10,3 1 1,9 2 2,7 183 78,9 232

& Cada isolado com um perfil genético diferente.



28

FreqUéncia de STEC, EPEC e ETEC no matadouro-frigorifico

Trés colbnias de cada amostra do matadouro-frigorifico foram testadas por PCR
(para a deteccdo de stxl, stx2, eae, estA, estB e eltB). A colheita no matadouro-
frigorifico foi feita duas vezes. Na primeira, 48 carcacas e fezes de animais ainda vivos
foram analisadas, tendo sido detectada a presenca de 5 EPEC e 2 STEC em animais e
10 EPEC e 1 STEC em carcacas. Na segunda colheita, 53 animais e 51 carcacas foram
analisados, encontrando-se 6 STEC em fezes e 1 uma STEC em carcaca (Tabela 7),
enquanto que EPEC foi isolada de aproximadamente 10% dos animais e 20% das
carcacgas na primeira colheita, STEC foi isolada de aproximadamente 10% dos animais
e 2% das carcacas no dia 2 (Tabela 7). O patétipo ETEC nao foi encontrado. No
matadouro-frigorifico, todas as amostras positivas geraram somente um isolado de
STEC ou EPEC, levando-se em consideracdo que quando mais de um isolado da

mesma amostra apresentou o mesmo perfil de genes, somente um foi selecionado.
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Tabela 7. Distribuicdo de amostras que geraram isolados de STEC ou EPEC no

matadouro-frigorifico localizado no Estado de Sdo Paulo®.

STEC EPEC Negativo TOTAL
n % n % n % n
Fezes (dial) 2 4,2 5 10,4 41 85,4 48
Carcacas (dial) 1 2,1 10 20,8 37 77,1 48
Fezes (dia2) 6 11,3 0 0,0 47 88,7 53
Carcacas (dia2) 1 2,0 0 0,0 50 98,0 51
TOTAL 10 5,0 15 7,5 175 87,5 200

& Cada amostra gerou somente um isolado.
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Total de cepas de STEC e EPEC

Nas fazendas e no matadouro-frigorifico foi isolado um total de 54 cepas de
STEC e 23 cepas de EPEC. Se por um lado as STEC estiveram distribuidas de forma
similar nas fazendas 1 e 2, as EPEC foram mais freqlentes na primeira colheita do

matadouro-frigorifico e na fazenda 3.

Presenca de genes de viruléncia nas cepas

As cepas de STEC e EPEC foram submetidas a PCR e hibridizag&o de colbnias
para a deteccdo de genes de viruléncia. Todas as EPEC foram negativas para o gene
bfp, e por isso foram classificadas com aEPEC (EPEC atipica). A Tabela 8 mostra o
resultado desses testes. A Tabela 9 mostra a frequéncia dos diversos genes de

viruléncia nas cepas.
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Tabela 8. Local de colheita e caracteristicas das cepas isoladas de STEC e aEPEC isoladas de ovinos no Estado de

Patétipo

Sorogrupo

Defini¢éo de

Adesinas Putativas

Relac.
AEEC

Relac.
EXPEC

Miscelania

eae

IpfA

o113

IpfAc2s

IpfA
0157/0I-

141

S&o Paulo.?
Local de Identificacéo
colheita”
CAl 48C-A
CAl 30C-C
CAl 4C-C
CAl 5C-C
CAl 25C-A
FA1l 22R-C
FA1 31R-A
FA1 43R-A
FA1 48R-A
CAl 32C-C
CA1l 39C-C
CAl 43C-C
CAl 47C-A
F1 134B-7
FA1 38R-A
F2 258A-1
F3 283A-1
F3 299B-5
F3 319A-2
F3 320B-8
F3 321B-8
F1 125B-4

aEPEC
aEPEC
aEPEC
aEPEC
aEPEC
aEPEC
aEPEC
aEPEC
aEPEC
aEPEC
aEPEC
aEPEC
aEPEC
aEPEC
aEPEC
aEPEC
aEPEC
aEPEC
aEPEC
aEPEC
aEPEC
aEPEC

05
NT
NT
NT
NT
0146
0146
0146
0146
0146
0146
0146
0146
NT
NT
0145
NT
NT
NT
NT
NT
0125

+ o+ o+ o+

+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ A+ + o+

+

+ o+ o+ o+

+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

+ o+ o+ o+

+

+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
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CAL
F2
F2
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1

FA2
F3
F3
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F1
F3
F2
F3

41C-A
264A-1
275B-10
132A-1
152A-2
128A-1
114B-4
122B-7
131A-1
156A-1
182A-1
138A-1
153A-1
158A-A
165A-3
170A-1
76R-A
319A-1
325A-2
124A-1
108B-4
112A-1
181A-2
107A-1
177A-1
155B-9
181A-2
304A-1
240A-1
327B-9

aEPEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC

NT
091
091

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

05

05

05
o75
o75
o75

NT

NT

NT

NT

+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+

+ o+ o+ o+ o+

+ 4+ o+ o+ 4+ o+ o+ 4+ o+ o+

+ o+

+ o+ o+

+

+

+ o+ o+ o+

+ o+ o+ + o+ o+ o+ o+ o+ A+ o+

+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+

+

R T T S S S S S S

+ o+ o+ o+ o+ A+ o+ o+ o+ o+ o+

+ o+ o+ o+ o+

+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+

+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4

+ o+ o+ o+ o+
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F2
F1
F1
F1
F1
F2
F1
F2
F2
CAL
FA1
FA2
F2
F2
F2
F3
FA2
FA2
F1
FA1
F1
FA2
FA2
CA2
F3

274B-4
105A-1
137A-2
157B-9
161B-5
261A-2
147A-1
239A-3
244A-2
35C-C
29R-C
53R-A
229A-2
267A-1
275A-1
324A-1
63R-A
86R-C
164A-1
46R-B
197A-3
60R-C
61R-A
78C-B

328B-10

STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC

NT
NT
NT
NT
NT
NT
05
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT

+ o+ o+

+

+

+

+ o+

+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

+ o+ o+ o+ o+ 4+

# Todos os isolados foram negativos para bfp, f18, cnf, f17, afa, sfa, papC e aidA

P F1 — Fazenda 1, F2 — Fazenda 2, F3 — Fazenda 3, FA1 — Fezes matadouro-frigorifico — coleta 1, CA1 — Carcagas

matadouro-frigorifico — coleta 1, FA2 — Fezes matadouro-frigorifico — coleta 2, CA2 — Carcagas matadouro-
frigorificos — coleta 2
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Tabela 9. Frequéncia dos diversos genes de viruléncia nas cepas de STEC e aEPEC

isoladas de ovinos no Estado de S&o Paulo 2.

Frequéncia dos genes (%)

IpfA
ehxA IntA IpfAc2s 0127,0._ iha saa toxB efal paa tsh iucD astA
o 141
aEPEC 87 609 609 43 87 0 43 21,7 478 26,1 8,7 87
STEC
(stx1+, 76,7 100 6,7 0 100 O 0 0 0 0 6,7 6,7
Stx2+)
STEC
(stx1+, 56,3 100 0 0 563 O 0 0 0 625 O 0
stx2-)
STEC
(stx1-, 31,3 68,8 125 0 313 63 O 0O 375 O 0 0
stx2+)
STEC
63,0 90,7 74 0O 759 19 O O 11,1 93 3,7 3,7
(todas)
TOTAL
(STEC+ 46,8 81,8 234 13 558 13 13 65 22,1 143 52 519
aEPEC)

® Todos os isolados foram negativos para bfp, f18, cnf, f17, afa, sfa, papC e aidA
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Sorologia

Somente oito cepas de STEC (14,8%) foram tipaveis através de sorologia
enquanto 11 cepas de aEPEC (47,8%) foram tipaveis. Portanto, no total, 19 cepas
desse trabalho foram tipaveis, o que representa 24,7%. A Tabela 8 mostra o resultado

da sorologia para cada cepa.

Testes bioquimicos

Em geral, as cepas de STEC e aEPEC demonstraram reac¢des bioquimicas
regulares para E. coli (lactose+, indol+, citrato-, VM+, VP- e urease-), exceto uma cepa
urease positiva, duas indol negativa e duas citrato positiva. A Tabela 10 mostra os

resultados dos testes bioquimicos para cada cepa.
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Tabela 10. Caracteristicas bioquimicas das cepas de STEC e aEPEC isoladas de

ovinos no Estado de Sdo Paulo?.

Vermelho de Voges-Proskauer

Cepa Indol Metila (VP) Citrato Urease
105 Al + + + + -
107 Al + + + - -
108 B4 + + + - -
112 A1 + + + - -
114 B4 + + + - -
122 B7 + + + - -
124 A1 + + + - -
125 A1 + + + - -
125 B4 + + + - -
128 Al + + + - -
131 A1 + + + - -
132 Al + + + + -
134 B7 + + + - -
137 A2 + + + - -
138 Al + + + - -
147 Al + + + - -
152 A2 + + + - -
153 Al + + + - -
155 B9 + + + - -
156 Al + + + - -
157 B9 + + + - -
158 Al + + + - -
161 B5 + + + - -
164 Al + + + - -
165 A3 + + + - -
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170 A1
177 Al
181 A2
182 Al
197 A3
229 A2
239 A3
240 A1
244 A2
258 Al
261 A2
264 Al
267 Al
274 B4
275 A1
275 B10
283 Al
299 B5
304 Al
319 Al
319 A2
320 B8
321 B8
324 Al
325 A2
327 B9
328 B10
4CC
5CC

+ + + + 4+ + + 4+ + o+ o+

+ 4+

+

+ 4+ + + + + + + +

+

+ + + 4+ + + + + + + 4+ + + 4+ + + + o+ + + 4+ o+ o+ o+ o+

+

+

+ + + 4+ + + + + + + 4+ + + 4+ + + + o+ + + 4+ o+ o+ o+ o+

+

=+
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25C A
30CC
32CC
35CC
39CC
41C A
43C C
47C A
48C A
78C B
22R C
29R C
31RA
38R A
43R A
46R B
48R A
53R A
60R C
61R A
63R A
76R A
86R C

+ 4+ + + 4+ + + + 4+ o+ o+ o+
+ 4+ + + 4+ o+ + + 4+ o+ o+ o+

+ + + + 4+ + + + o+ o+ o+
+ + + + 4+ + + + o+ o+ o+

+ 4+ + + 4+ + + + 4+ o+ o+ o+

+ + + + 4+ + + + o+ o+ o+

% Todas as cepas apresentaram reacgdes regulares para E. coli no agar TSI (base e

apice amarelos com formacao de gas).
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Testes de resisténcia a antimicrobianos

Em relacdo as cepas isoladas nesse trabalho, uma foi resistente ao &cido
nalidixico, uma a tetraciclina, uma a ampicilina e quatro a estreptomicina. As demais
cepas ndo mostraram resisténcia a qualquer antimicrobiano. A Tabela 11 mostra o

resultado do teste de resisténcia a antimicrobianos para cada cepa.

Tabela 11. Perfil de resisténcia das cepas de STEC e aEPEC isoladas de ovinos no

Estado de Sao Paulo?.

Acido  Tetraciclina ~ Amoxicilina Cloranfenicol Ampicilina  Estreptomicina Canamicina  Sulfisoxazol

Nalidi +Ac.

Xco Clavulanico
105 S S S S S S S S
Al
107 S S S S S S S S
Al
108 S S S S S S S S
B4
112 S S S S S S
Al
114 S S S S S S S S
B4
122 S S S S S S S S
B7
124 S S S S S S S S
Al
125 S S S S S R S S

Al
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125
B4
128
Al
131
Al
132
Al
134
B7
137
A2
138
Al
147
Al
152
A2
153
Al
155
B9
156
Al
157
B9
158
Al
161
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BS
164
Al
165
A3
170
Al
177
Al
181
A2
182
Al
197
A3
229
A2
239
A3
240
Al
244
A2
258
Al
261
A2
264
Al
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267
Al
274
B4
275
Al
275
B10
283
Al
299
BS
304
Al
319
Al
319
A2
320
B8
321
B8
324
Al
325
A2
327
B9
328
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B10

4C C

5CC

25C

30C

32C

35C

39C

41C

43C

47C

48C

78C

22R

29R

31R
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38R S S S S S S S S
A

43R S S S S S S S S
A

46R R S S S S S S S
B

48R S S S S S S S S
A

53R S S S S S S S S
A

60R S S S S S S S S
C

61R S S S S S S S S
A

63R S S S S S S S

A

76R S S S S S S S
A

86R S S S S S S S

C

105 S S S S S S S S
Al

&S = Sensivel, | = Intermediario, R = Resistente

P Todas as cepas foram sensiveis ao sulfametoxazol + trimetoprim, gentamicina,

ciprofloxacina, ceftiofur, ceftriaxona, amicacina e cefoxitina.
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PFGE

Dentre as 77 cepas isoladas nesse trabalho, seis ndo foram tipaveis utilizando-se
a enzima Xbal no PFGE. As 71 cepas tipaveis geraram 43 perfis diferentes de PFGE.
Cada perfil diferente de PFGE foi denominado um “pulsetype” (PT). Por padronizacéo,
as cepas nao tipaveis também foram agrupadas como “pulsetypes”, mesmo nao tendo
perfil de PFGE. A Tabela 12 mostra a qual “pulsetype” cada cepa foi designada, de
forma que cepas pertencentes ao mesmo clone compartilharam perfis de PFGE
idéntico. Além desse perfil de PFGE idéntico, todos os “pulsetypes” compartilharam o
mesmo perfil de genes de viruléncia. Esses “pulsetypes” foram usados para a
construcao do dendrograma de similaridade (Figura 3). O dendrograma gerado por

PFGE apresentou sete “clusters”.



46

Tabela 12. Relagdo de perfis idénticos de PFGE (“pulsetypes”) e suas respectivas

cepas.
“Pulsetypes” Cepa Patotipo
PT1 48C-A aEPEC
PT2 30C-C aEPEC
T3 4C-C aEPEC
5C-C aEPEC
PT4 25C-A aEPEC
22R-C aEPEC
31R-A aEPEC
43R-A aEPEC
48R-A aEPEC

PT5
32C-C aEPEC
39C-C aEPEC
43C-C aEPEC
47C-A aEPEC
PT6 134B-7 aEPEC
PT7 38R-A? aEPEC
PT8 258A-1 aEPEC
283A-1 aEPEC
299B-5 aEPEC
PT9 319A-2 aEPEC
320B-8 aEPEC
321B-8 aEPEC
PT10 125B-4 aEPEC
PT11 41C-A aEPEC
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bT12 264A-1 STEC
275B-10 STEC
132A-1 STEC

PT13
152A-2 STEC
PT14 128A-1 STEC
114B-4 STEC
122B-7 STEC
PT15 131A-1 STEC
156A-1 STEC
182A-1 STEC
PT16 138A-1 STEC
153A-1 STEC
158A-A STEC
PT17 165A-3 STEC
170A-1 STEC
76R-A STEC
319A-1 STEC
PTie 325A-2 STEC
PT19 124A-1 STEC
PT20 108B-4 STEC
PT21 112A-1 STEC
PT22 181A-2 STEC
107A-1 STEC

PT23
177A-1 STEC
PT24 155B-9 STEC
PT25 181A-2 STEC
PT26 304A-1 STEC
PT27 240A-1 STEC
PT28 327B-9 STEC




48

PT29 274B-4 STEC
PT30 105A-1? STEC
PT31 137A-2% STEC
PT32 157B-92 STEC
PT33 161B-5% STEC
PT34 261A-2% STEC
PT35 147A-1 STEC

239A-3 STEC
PTe0 244A-2 STEC
PT37 35C-C STEC
PT38 29R-C STEC
PT39 53R-A STEC
PT40 229A-2 STEC

267A-1 STEC
PT41 275A-1 STEC
PT42 324A-1 STEC

63R-A STEC
PTas 86R-C STEC
PT44 164A-1 STEC
PT45 46R-B STEC
PT46 197A-3 STEC
PT47 60R-C STEC

61R-A STEC
PTas 78C-B STEC
PT49 328B-10 STEC

#N4o tipaveis por PFGE usando-se Xbal.
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Pulsetype
PTO1
PT09
PT37
PT38
PT42 2a
PTO3
PT21
PT22
PT20
PT35
PT10
PT45
PT11 NT
PT49 MIX

PTO5
PTO06
PTO04
PT43
PT23
PT24
PT02
PT29
PT44
PT15
PT16
PT26
PT13
PT25
PT14
PT17
PT18
PT27
PT28
PT12
PT19
PT36
PT40
PT41
PT39
PT46
PT47
PT48
PT08

Figura 3. Dendrograma mostrando relacao de similaridade estabelecida por PFGE. MIX
indica subtipos de Stx2 constituidos pela subunidade A de um subtipo e pela
subunidade B de outro. F1 — Fazenda 1, F2 — Fazenda 2, F3 — Fazenda 3, FAl
— Fezes matadouro-frigorifico — coleta 1, CA1 — Carcacas matadouro-frigorifico
— coleta 1, FA2 — Fezes matadouro-frigorifico — coleta 2, CA2 — Carcacas

matadouro-frigorifico — coleta 2, NT — N&o tipavel
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Subtipagem de Stx2

As cepas de STEC que apresentaram stx2 tiverem parte da subunidade A e
parte da subunidade B seqtienciada, com o objetivo de se determinar seu subtipo e
variante. Existe mais de um sistema de classificacdo de subtipos de Stx2. Nesse
trabalho nds usamos dois sistemas que foram previamente publicados (PERSSON et
al., 2007; SLANEC et al., 2009). Quando comparados aos dois sistemas, os resultados
mostraram que algumas cepas apresentaram variantes e subtipos ja conhecidos e
também novas variantes. Uma variante € considerada nova quando a toxina apresenta
a substituicdo de um residuo de aminoacido e deve ser denominada com base no
sorotipo e identificacdo da cepa na qual ela foi encontrada. Adicionalmente, nesse
trabalho, algumas cepas apresentaram a subunidade A pertencente a um subtipo
conhecido e subunidade B pertencente a outro subtipo ja conhecido. No presente
momento ndo existe uma regra para se classificar e denominar toxinas que apresentem
essas caracteristicas. Devido a isso, n0s as classificamos como novas variantes e
adaptamos a regra para denomina-las. A Tabela 13 mostra o resultado da subtipagem
de Stx2, detalhando as variantes previamente conhecidas que foram encontradas
nesse trabalho e também as novas variantes. Os alinhamentos contendo as novas
variantes comparado com o sistema publicado por PERSSON et al. (2007) e o
dendrograma baseado nesse alinhamento podem ser vistos nas Figuras 4 e 5
respectivamente.

Considerando que na maioria dos relatos adota-se a classificacdo de subtipos
compilada no trabalho publicado por SLANEC et al. (2009), para relatar os nossos
resultados e compara-los com dados com trabalhos ja publicados foi usada esta
classificacdo. Entretanto, para se denominar as novas variantes, foi usada a regra
descrita no paragrafo anterior, pois essa regra foi estabelecida na Gltima conferencia de
VTEC (7th International Symposium on Shiga toxin (Verocytotoxin)-producing
Escherichia coli) que aconteceu em Buenos Aires — Argentina em 2009, é esperado que

esse sistema de classificacao seja usado como padrao (Tabela 13).
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Tabela 13. Subtipos e variantes de Stx2 encontrados (novas variantes sdo similares as variantes de Stx2 descritas na

Tabela, com as substituicdes no rodapé).

Variante de Stx2 ® Subtipo de Stx2 ? Subtipo de Stx2 ° Denominacdo Numero
“ " . . . . da nova de acesso
Pulsetype Subunidade A Subunidade B Subunidade Subunidade Subunidade Subunidade variante a0
A B A B
GenBank
12 Stx2¢-O118-EH250  Stx2c-0O118-EH250 2c 2c 2d 2d - AF043627
13-29, 39-41 Stx2¢-0111-PH Stx2¢-0111-PH 2c 2c 2d 2d - L11078
1 Stx2d3a-NT-
37, 38, 49 Stx2d3-0157-7279 Stx2-048-94C 2d3 2a 2dact 2a 35-C-C HQ738536
42 Stx2-048-94C Stx2-048-94C 2a 2a 2a 2a - 237725
43 Stx2d3-0157-7279  Stxd2d-0O73-C165-02 2d3 2d2 2dact 2dact ﬁ;xégsng HQ738537
44 Stx2c-0111-PH? Stx2c-0111-PH 2c 2c 2d 2d Sti(gZ'A'\'lT' HQ738538
45 Stx2e-0101-E-D43°  Stx2e-0101-E-D43 2e 2e 2e 2e St’;é‘:gT' HQ738539
46-48 Stx2e-ONT-26725-97 Stx2e-ONT-26725-97 2e 2e 2e 2e - AJ567998

2 De acordo com os resultados de PERSSON et al. (2007) e comunicacdo pessoal de SCHEUTZ
® De acordo com os resultados publicados por SLANEC et al. (2009)

'Substituicdo T268A

2Substituicdo M292R

3 Substituicdo L311S

" SCHEUTZ, F. (Statens Serum Institut, Dinamarca). Comunicagao pessoal, 2011.
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Figura 4. Alinhamento de residuos de aminoacidos das novas variantes encontradas em relacdo ao sistema de
classificacdo publicado por PERSSON et al. (2007), o qual foi utlizado para suas denominagdes.
Sequéncias publicadas por PERSSON et al. (2007) e respectivos numeros de acesso no GenBank: Stx2d3-
0157-7279 (X61283); Stx2-048-94C (Z37725); Stx2d-073-C165-02 (DQ059012); Stx2c-O111-PH (L11078)
e Stx2e-0101-E-D433 (X814117). Sequéncias de novas variantes encontradas nesse trabalho, eventuais
substituicdes nos residuos de aminoacidos e respectivos nimeros de acesso no GenBank: Stx2d3a-NT-35-
C-C, T268A (HQ738536); Stx2d3d-NT-63-R-A (HQ738537); Stx2c-NT-164A1, M292R (HQ738538) e Stx2e-

NT-46RB, L311S (HQ738539).
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Stx2d3-0157-7279
Stx2d3d-NT-63-R-A*

H H Stx2d-08-C466-01B
Subunidade A Sh2d3aNT-35.C.Cr Subunidade B o O1er 1970
Stx2d-08-C466-01B Stx2¢-0157-C934-03
Stx2e-ONT-26725-97 Stx2c¢-0157-FLY16
Stx2e-0101-E-D43 Stx2d-073-C165-02
Stx2e-NT-46RB* Stx2d3d-NT-63-R-A*

o Stx2d-073-C165-02 Stx2-0157-EDL933
St2c-0157-C934-03 4‘:{ Sb2-048-94C
Stx2d3a-NT-35-C-C*

Stx2¢c-0157-FLY16

Stx2-0157-EDL933 Segours
c2.005.94C Stx2e-ONT-26725-97

B — Stx2e-0101-E-D43
Stx2g-Out-S-8 Stx2e-NT-46RB*
Stx2¢-0118-EH250 Stx2c-0118-EH250

\—E Stx2¢-0111-PH Stx2c-0111-PH
Stx2c-NT-164A1* Stx2c-NT-164A1*
5 4 3 2 1 0 3 2 1 0

Figura 5. Dendrogramas construidos através do modelo de nimeros diferentes de aminoacidos e agrupamento por
UPGMA de parte da Subunidade A e Subunidade B de Stx2. As seqiiéncias com asterisco representam
novas variantes encontradas nesse trabalho. As demais seqiiéncias foram obtidas do trabalho publicado por
PERSSON et al. (2007).
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Caracteristicas gerais das cepas encontradas

Nessa secdo sao apresentados os achados mais relevantes com base no
conjunto de resultados obtidos no trabalho. Para melhor entendimento, os comentérios
referentes a STEC foram divididos em trés secdes enquanto aqueles referentes a

aEPEC foram apresentados em uma Unica secao.

Cepas de STEC stx1- stx2+

Nesse subgrupo de STEC houve certa heterogeneidade em relacdo aos padroes
de genes de viruléncia (Tabela 8 e Figura 3). Além disso, foram encontrados tipos
diferentes de Stx2, incluindo o protétipo Stx2 (Stx2a) e o subtipo Stx24a. A Unica cepa
que apresentou o prototipo Stx2 foi também a Unica que apresentou o gene saa deste
trabalho. As cepas com Stx2e carreavam 0 gene paa e nao apresentaram qualquer
variante do gene IpfA (Figura 3). Assim como todas as STEC deste trabalho, as cepas
desse grupo nao apresentaram o gene eae. Essas cepas nao apresentaram iha e ehxA,
exceto aquelas com o prototipo Stx2 e a maioria daquelas com Stx2d. Em relagédo ao
local de colheita, todas as STEC detectadas no frigorifico pertenceram a esse grupo,
com excec¢do de uma delas. Além disso, algumas cepas também foram encontradas em
fazendas. Foram encontradas duas cepas apresentado o mesmo “pulsetype” numa

amostra de carcaca e numa amostra de fezes do matadouro-frigorifico (Figura 3).

Cepas de STEC stx1+ stx2+

Todas as cepas desse subgrupo apresentaram o subtipo Stx2d e a mesma
variante, exceto as pertencentes ao sorogrupo 091 do “Pulsetype” 12, que
apresentaram o mesmo subtipo, mas outra variante (Tabela 13 e Figura 3). A maioria

das cepas mostrou padrdes de viruléncia semelhantes e a presenca de IpfAo113, iha e
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ehxA foi comum nesse grupo (Tabela 9). Além disso, a maioria das cepas nao foi
sorotipavel, como a maioria das STEC desse trabalho, embora tenham sido
encontrados os sorogrupos O5, O75 e 091 (Tabela 8). As cepas desse grupo foram
encontradas em fazendas e no abatedouro, entretanto a maioria delas foi encontrada
na fazenda 1. Algumas cepas que compartilharam os mesmo “pulsetype” foram
encontradas em uma amostra fecal do matadouro frigorifico e em amostras da fazenda
1 (PT17 — Figura 3).

Cepas de STEC stx1+ stx2-

Embora a maioria das cepas desse grupo tenha sido similar aquelas do grupo
stx1+ stx2+, muitas delas também carrearam tsh (Tabela 9). Elas foram detectados nas

fazendas 1 e 2 e ndo foram tipaveis, exceto uma cepa O5 (Tabela 8).

Cepas de aEPEC e possiveis EHEC-LST

As cepas de EPEC, em geral, mostraram padrdes genéticos diferentes. Essa
heterogeneidade pode ser vista na Tabela 8. A presencga dos genes que codificam as
diferentes variantes de IpfA foi comum, mas n&o constante como em STEC (Tabela 9).
Nenhuma das EPEC apresentou bfp e, portanto, todas foram consideradas aEPEC.
Alguns isolados foram efal+ e paa+. Os genes tsh, iucD e astA também foram
detectados (Tabela 8). Os genes iha e ehxA nao foram frequentes (Tabela 9). A maioria
das cepas nao foi sorotipavel, exceto algumas classificadas como 05, 091, 0145 e
0146 (Tabela 8). Oito cepas apresentando o sorogrupo 0146 e o mesmo “pulsetype”
foram encontradas tanto em carcacgas quanto em fezes (Figura 3). Duas cepas, além de
eae, carreavam sete genes de viruléncia, sendo uma pertencente ao sorogrupo O5 e o
outro ao O145. Essas duas cepas mostraram caracteristicas ligadas a STEC como a
presenca de iha (ambas) e pertencerem aos sorogrupos O5 e 0145 respectivamente.

Adicionalmente, a cepa 0145 também portava o gene IpfAois7ioi-141r (Tabela 8).
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VI. DISCUSSAO

A frequiéncia encontrada de amostras positivas para STEC em fazendas (Tabela
5) foi similar aquela observada em estudos anteriores desenvolvidos com amostras
fecais de ovelhas em fazendas do Brasil e Canada (52,1% e 50,3% respectivamente)
(VETTORATO et al., 2003; FAIRBROTHER et al., 2009), entretanto foi menor que na
Austrélia, onde a prevaléncia em amostras fecais de ovinos foi 88% (FEGAN &
DESMARCHELIER, 1999). Um relato anterior encontrou uma prevaléncia de STEC de
40% em cortes de carcacas ovinas (BARLOW et al., 2006), a qual € muito maior que a
frequéncia de STEC em carcacas nesse trabalho (Tabela 7). E possivel que devido ao
fato do processamento de carcacas ser diferente da producdo de cortes, pois nessa
producéo existe uma manipulacado maior, as prevaléncias de STEC sejam diferentes ou
que as diferencas nas colonizacbes microbianas dos animais pré-abate tenham
interferido na freqiéncia de E. coli nas carcacas e cortes. Considerando que ovinos
infectados com ETEC geralmente apresentam diarréia (GYLES & FAIRBROTHER,
2010) e que no presente estudo a maioria dos animais analisados eram saudaveis, nao
e surpreendente o fato de que ndo tenha sido encontrada nenhuma amostra positiva
para ETEC.

E interessante observar que na fazenda 3, na qual a freqiiéncia de aEPEC foi
maior, a recuperacao de cepas de STEC foi menor do que nas outras duas (Tabelas 5 e
6). Considerando que todas as cepas de aEPEC da fazenda 3 carreavam 0s genes paa
e tsh (Tabela 8), pode-se supor que esses genes estejam contribuindo com a
predominancia de certas aEPEC em animais dessa fazenda. Um estudo recente
realizado por FAIRBROTHER™ demonstra que E. coli apresentando esses dois genes
persistiram em uma populagdo suina por varios anos, mostrando um possivel papel
desses genes para conferir uma melhor adaptacéo de determinadas cepas de E. coli a

certas categorias de hospedeiros. O fato de todos os isolados de aEPEC da fazenda 3

" FAIRBROTHER, J. M. (Faculté de Médecine Vetérinaire, Université de Montréal, Canad4). Comunicagéo pessoal, 2010.
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apresentaram o mesmo “pulsetype” (Tabela 12) reforca o fato de serem predominantes.
Adicionalmente, esses genes estiveram presentes em cepas de aEPEC, conhecidas
por produzir lesdo do tipo A/E severa em suinos (BRUANT et al., 2009). Dessa forma,

além de serem predominantes, essas cepas podem ser mais patogénicas.

A impossibilidade de se obter isolados de agua pode ter acontecido pela baixa
frequéncia desses patotipos na agua. O volume de agua dos lagos é muito grande, o
que torna dificil obter os isolados, apesar do uso da membrana para concentrar as
bactérias. A agua dos bebedouros era tratada, o que também dificulta o isolamento.
Apesar de nesse trabalho néo ter sido encontrados isolados patogénicos de E. coli em
agua, casos descritos na literatura indicam que esse tipo de pesquisa deve ser
continuada. Um relato anterior mostra que a agua é fonte de infeccdo de E. coli que
pode causar sindrome urémico hemolitica em humanos (OGDEN et al., 2001). Além
disso, outro trabalho mostra que em um surto de doengas causadas por E. coli 0157,
isolados encontrados em fezes das pessoas doentes, ovinos e agua nao tratada
apresentaram o mesmo perfil de PFGE (LICENCE et al.,, 2001), demonstrando uma

possivel transmissdo/contaminacao entre ovinos, adgua e seres humanos.

Os isolados de STEC e aEPEC apresentaram um baixo nivel de resisténcia aos
antimicrobianos testados (Tabela 11). Um trabalho anterior realizado com amostras
fecais de animais em um abatedouro na Gra-Bretanha encontrou um resultado
semelhante ao desse trabalho (ENNE et al., 2008). No trabalho britanico somente
cepas de E. coli provenientes de suinos apresentaram uma alta prevaléncia de
resisténcia a antimicrobianos enquanto cepas de ovinos saudaveis foram em geral
pouco resistentes. Um trabalho que avaliou STEC e E. coli comensal de animais
mostrou que em geral STEC apresenta menores niveis de resisténcia do que E. coli
comensal (BETTELHEIM et al., 2003). No trabalho citado, cepas de animais saudaveis
(como as do presente trabalho) apresentaram menor resisténcia do que de animais
doentes. Além disso, um trabalho na Espanha mostra alta resisténcia aos
antimicrobianos em isolados de E. coli provenientes de ovinos doentes (CID et al.,

1996). Nés néo encontramos trabalhos com aEPEC de ovinos para comparagoes.
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Os nossos resultados quando comparados aos da literatura nos leva as
seguintes conclusdes: 1) As cepas de ovinos saudaveis em geral oferecem menores
niveis de resisténcia aos antimicrobianos do que as cepas de animais doentes; 2) As
cepas de STEC e aEPEC aparentemente oferecem menores niveis de resisténcia dos
que as cepas comensais; 3) Outros animais de produ¢do apresentam niveis maiores de
resisténcia a antimicrobianos do que ovinos.

Um possivel motivo para ovinos saudaveis apresentarem cepas com pouca
resisténcia é o fato do uso de promotores de crescimento (antimicrobianos), além de ser
proibido, ser desestimulado devido a possiveis danos na microbiota ruminal, o que pode
provocar perda de desempenho na producdo. Quando os animais estao doentes, em
geral, torna-se necessario o uso de antimicrobianos, entdo € natural que cepas deles
provenientes apresentem um nivel maior de resisténcia. Uma hipétese explicando o
motivo pelo qual E. coli comensal apresenta niveis maiores de resisténcia do que STEC
e aEPEC seria a possibilidade de algumas cepas comensais de E. coli serem somente
microrganismos transitorios em ovinos, 0s quais entdo sofreram pressao seletiva em
outros hospedeiros, enquanto muitas cepas de STEC e aEPEC podem ser verdadeiros
habitantes da microbiota intestinal de ovinos saudaveis, e dessa forma sofreriam uma

menor pressao seletiva.

Entre as cepas isoladas de STEC e aEPEC, a maioria foi sorologicamente néo-
tipavel (75,3%), o que indica que ou elas sdo nao tipaveis ou pertencem a sorogrupos
gque nao foram testados. Os sorogroupos encontrados nas STEC (05, O75, 091)
também foram encontrados em fezes de ovinos em outro trabalho feito no Estado de
Sao Paulo, no qual apds as cepas ndo-tipaveis, os sorogrupos O5 e O75 foram os mais
prevalentes (VETTORATO et al., 2009). Na Espanha (BLANCO et al., 2003) e Australia
(BARLOW et al., 2006), os trés sorogrupos citados foram encontrados em STEC de
origem fecal ovina, mas somente 091 foi relatado como bem prevalente. Além disso, o0s
sorogrupos O5 e 091 foram os mais prevalentes em STEC de origem fecal ovina na
Alemanha (BEUTIN et al., 1993) e Canadad (FAIRBROTHER et al., 2009). Assim,

embora as STEC de origem fecal ovina compartilhem alguns sorogrupos no mundo
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inteiro, a prevaléncia de cada um deles pode ser influenciada por algum componente
geografico ou particularidades referentes ao manejo de cada criacéo.

As cepas de STEC stx1- stx2+, desse trabalho, além de serem heterogéneas,
foram aquelas com maior potencial zoondtico (Tabela 14). Embora em geral, a maioria
das STEC relacionadas a HUS seja capaz de produzir intimina, em um trabalho anterior
foi mostrado que a maioria das E. coli associadas a HUS e BD nao tinham os genes
eae e stx1l, mas carreavam Stx24,t (BIELASZEWSKA et al., 2006), um perfil também
encontrado nesse trabalho (Isolados 63R-A, 86R-C — “Pulsetype” 43, Tabelas 8 e 12).
Além disso, uma cepa encontrada no presente trabalho apresentou o protétipo Stx2
(também conhecido como Stx2a), o qual foi relacionado a HUS e BD (Isolado 324A-1 —
“Pulsetype” 42, Tabelas 12 e 13) (FRIEDRICH et al., 2002; PERSSON et al., 2007).
Pelo fato desse grupo de STEC ter sido predominante no matadouro-frigorifico, o seu
potencial zoonético é reforcado, pois as cepas desse grupo podem ter maiores
oportunidades de entrar na cadeia alimentar de seres humanos. Um trabalho anterior
mostra que a linha de abate foi a fonte mais importante de contaminacdo por
Salmonella em carcacgas suinas (SWANENBURG et al., 2001) indicando uma tendéncia
do matadouro-frigorifico atuar como reservatério ambiental de bactérias nocivas. Nao €,
portanto, inesperado o mesmo acontecer com E. coli na linha de abate de ovinos
Também é interessante observar que STEC muito semelhante a esse subgrupo
(Stx24actt, Stx1-, eae-, ehxA- e saa-) ja foi isolada de amostras fecais de um matadouro-
frigorifico na Suica (TASARA et al.,, 2008), de forma que esse perfil pode ser
encontrado em matadouro-frigorificos de diferentes paises.



Tabela 14. Cepas de E. coli com potencial zoonético encontrada nesse trabalho.
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Cepa(s) “Pulsetype” Patotipo Justificativa Referéncia
63R-A Presenca de stx2gaci, auséncia stx1 e eae.
PT43 STEC o (BIELASZEWSKA et al., 2006)
86R-C Cepas encontradas no matadour-frigorifico
L. (FRIEDRICH et al., 2002; PERSSON
324A-1 PT42 STEC Presenca do protétipo stx2 (stx2a)
et al., 2007)
Sorogrupo 091, combinagdo de genes
264A-1 encontrada previamente em cepas (WILLSHAW et al., 1992; KARMALI et
PT12 STEC ) )
275B-10 patogénicas, pertence ao soropatotipo C al., 2003; COOKSON et al., 2007)
da classificacdo de Karmali
Sorogrupo O5, previamente encontrado
108B-4 PT21 STEC ) ) (STARR et al., 1998)
em caso de HUS associada a ovinos
Sorogrupo O5, previamente encontrado
112A-1 PT22 STEC ] ) (STARR et al., 1998)
em caso de HUS associada a ovinos
Sorogrupo O5, previamente encontrado
181A-2 PT23 STEC ) ) (STARR et al., 1998)
em caso de HUS associada a ovinos
(AFSET et al., 2006; NARIMATSU et
48C-A PTO1 aEPEC Presenca de efal, ehxA, IpfAoi113 € paa 1. 2010)
al,
(TOMA et al., 2004; AFSET et al.,
Sorogrupo O145. Presenga de efal, ehxA  2006: COOKSON et al., 2007: AFSET
258A-1 PTO8 aEPEC

e paa. Presenca de IpfAois7/01-141

etal., 2008; BIELASZEWSKA et al.,
2008; NARIMATSU et al., 2010)
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No presente trabalho foi detectado o subtipo Stx2e (“pulsetypes” 45-48, Tabela
13), o qual é comumente ligado a doenca do edema em suinos (MOXLEY, 2000), mas
gue também ja foi encontrado em amostras ambientais e fezes de gado de leite
(VERNOZY-ROZAND et al., 2004) ou alimentos (BEUTIN et al., 2007; SLANEC et al.,
2009). De acordo com a literatura pesquisada, esse parece ser o primeiro relato de
Stx2e em ovinos. Considerando que na fazenda que originou uma dessas cepas existe
uma criacdo de suinos préxima da criacdo de ovinos é possivel que tenha havido uma
transmissdo de suino para ovino. O alto grau de similaridade entre os “pulsetypes”

(>90%) indica que as cepas tém origem clonal comum.

Pequenas modificagcbes nas subunidades A e B de Stx2 foram relatadas
previamente (SLANEC et al., 2009), o que corrobora o fato de nesse trabalho terem
sido detectadas cepas carreando subunidades relacionadas a variantes distintas de
Stx2 (“pulsetypes” 37,38, 49 e 43, Tabela 13). Uma vez que as toxinas Stx2 que
albergam subunidades A e B relacionadas a duas variantes distintas e j4 conhecidas,
nao estdo cobertas pelo novo sistema de classificacéo, nesse trabalho optou-se por se
adaptar o novo sistema, nomeando as variantes nessa situacdo usando-se ambos 0s
subtipos. As novas variantes restantes (“pulsetypes” 44 e 45) foram nomeadas com

base no novo sistema de classificagao.

A maior parte das cepas isoladas do patotipo STEC desse trabalho apresentou
stxl e stx2 e mostrou um perfil de genes de viruléncia semelhante. Dentro dessa
categoria (stx1+, stx2+), as cepas do sorogrupo 091 (264A-1 e 275B-10, “pulsetype”12,
Tabelas 8 e 12) aparentam ter potencial zoonético (Tabela 14). Trés fatos reforcam esta
hip6tese: (1) esse sorogrupo foi identificado em isolados humanos que apresentaram
stx e ndo apresentaram eae (COOKSON et al., 2007), (2) um estudo anterior encontrou
uma cepa 091:H- semelhante aos isolados do “Pulsetype” 12 (stx1+, stx2+ e ehxA-)
que foi originada de uma caso clinico de diarréia e BD (WILLSHAW et al., 1992), (3)
isolados O91:H21 do soropatotipo C da classificacdo de Karmali apresentaram stx na
auséncia de eae e efal. O soropatotipo C raramente € envolvido em surtos, mas €

associado a HUS e BD (KARMALI et al., 2003). Além disso, em um estudo anterior, um
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isolado de STEC O5 (sorogrupo que também foi encontrado em cepas de STEC nesse
trabalho - 108B-4,112A-1, 181A-2, “pulsetypes” 21, 22 e 23 — Tabelas 8 e 12) foi
recuperado de um caso de HUS e teve um “pulsetype” similar em comparagdo a um
isolado ovino (STARR et al.,, 1998), demostrando que STEC O5 relacionada a essa

grave doenca pode colonizar ovinos (Tabela 14).

De forma similar ao que foi encontrado nesse trabalho (Tabela 9), relatos
anteriores apontam uma alta prevaléncia dos genes IpfAci113 € itha em STEC de
diferentes fontes, (TOMA et al., 2004, CERGOLE-NOVELLA et al., 2007; GALLI et al.,
2010; WU et al., 2010). Diferentemente do que foi encontrado em trabalhos anteriores
(PATON et al., 2001; CERGOLE-NOVELLA et al., 2007; VU-KHAC & CORNICK, 2008;
VETTORATO et al., 2009), ndo foi encontrada uma correlacdo entre ehxA e saa em
cepas de STEC nesse trabalho (Tabela 8), sendo entdo provavel que o gene saa ndo

esteja localizado no mesmo plasmidio que ehxA.

Em trabalhos realizados na Suica e no Brasil (FROHLICHER et al., 2008;
VETTORATO et al.,, 2009), os quais detectaram aEPEC em fezes de ovinos,
diferentemente desse estudo, a maioria das aEPEC foram tipaveis. O sorogrupo 0146
foi prevalente em ambos os trabalhos citados, assim como no presente trabalho. O
sorogrupo 0145 também foi encontrado nesse trabalho e nos trabalhos citados, mas
ndo de forma tado prevalente quanto 0146. aEPEC 0125 ja foi isolada de humanos e
gatos no Brasil (MOURA et al., 2009). Baseado na literatura consultada este parece ser

o primeiro relato dos sorogrupos O5 e 0125 em aEPEC de ovinos.

Algumas cepas de aEPEC isoladas nesse trabalho podem ter potencial zoonético
(Tabela 14). Pode ser visto nas Tabelas 8 e 9 que elas apresentaram genes
usualmente contidos em cepas de E. coli associadas a diarréia em humanos como
efal (AFSET et al., 2006; NARIMATSU et al., 2010), ehxA, IpfAo113 € paa (AFSET et al.,
2006). Duas dessas cepas se destacam e podem ter maior potencial zoonético. Uma
pertencente ao sorogrupo O5 (48C-A, Tabela 8) apresentou todos os genes citados

acima e a cepa 0145 (258A-,1 Tabela 8) apresentou quase todos os genes citados e
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também genes como IpfAois7ioi141 € tOXB. Esses Ultimos genes ja foram detectados
previamente em sorogrupos de STEC ligados a HUS (TOMA et al., 2004). Além disso,
E. coli 0145 sem o gene stx mas com o gene eae ja foi isolada de pessoas com diarréia
e BD (COOKSON et al., 2007; AFSET et al., 2008; BIELASZEWSKA et al., 2008).

Um estudo anterior sugere que algumas aEPEC podem ser EHEC que perderam
stx e dessa forma sdo denominadas EHEC-LST (BIELASZEWSKA et al., 2008). Nesse
trabalho, as cepas de aEPEC com potencial zoondético O5 e 0145 (48C-A e 258A-1,
Tabela 8) apresentaram algumas caracteristicas demonstrando que sdo possiveis
EHEC-LST. Por exemplo, o sorogrupo ao qual eles pertencem € encontrado em STEC.
Outra evidéncia é que o gene iha, nesse trabalho, foi relacionada majoritariamente as
cepas de STEC e entre todas as aEPEC, somente essas duas apresentaram esses
genes. Outros trabalhos também mostram que o gene iha € muito prevalente em STEC
(TOMA et al, 2004; CERGOLE-NOVELLA et al, 2007; WU et al, 2010).
Adicionalmente, a cepa 0145 apresentou o gene IpfAois7i0i-141, que em um trabalho
anterior foi encontrado somente em STEC dos sorogrupos 0157 e 0145 (TOMA et al.,
2004). Esses dois isolados foram as Unicas aEPEC que apresentaram iucD, o que
reforca a hipotese delas serem diferentes dos demais isolados de aEPEC desse
trabalho.

Em relacdo ao PFGE, os resultados demonstram uma alta variabilidade
epidemioldgica entre as cepas de STEC e aEPEC (Figura 3). Em geral, os “pulsetypes”
ficaram restritos ao mesmo local de colheita, embora tenham existido excec¢des. De
forma similar, um trabalho anterior mostrou uma grande heterogeneidade em STEC
ovina baseada na PFGE (VETTORATO et al., 2009). Em relacdo a aEPEC, um estudo
com amostras humanas também mostrou alta variabilidade entre os “pulsetypes”
(AFSET et al., 2008) enquanto outro com amostras de origem diversa mostrou uma
variabilidade menor (MOURA et al., 2009). E importante observar que esse segundo
estudo foi realizado com muitos isolados pertencentes ao mesmo sorogrupo, 0 que

pode favorecer o aparecimento dos mesmos “pulsetypes”.
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E interessante notar que no presente trabalho o mesmo “pulsetype” foi
encontrado em duas cepas de STEC e oito de aEPEC oriundas de amostras de fezes e
carcacas, indicando uma contaminacdo fecal das carcacas. Essa provavel
contaminacado das carcacas € de interesse em saude publica.

Em sintese, esse trabalho mostrou similaridades na frequéncia de STEC e
diferencas na frequéncia de EPEC entre as diferentes fazendas que foram amostradas.
As cepas de aEPEC e STEC de ovinos apresentaram adesinas putativas e também
genes relacionados a EXPEC. Ainda em relacdo a presenca de genes de viruléncia, as
cepas de STEC apresentaram maior ou menor heterogeneidade, dependendo da
combinacdo de stx, enquanto as aEPEC foram mais homogéneas. Ademais, alguns
isolados apresentaram novas variantes de Stx2 e também variantes ja conhecidas,
inclusive o subtipo Stx2e, que é relacionado a doenca do edema em suinos. Algumas
cepas apresentaram potencial zoonotico, notadamente as STEC stx1-,stx2+ e algumas
aEPEC contendo genes que codificam certas adesinas. Além disso, duas das aEPEC

sdo candidatas a serem classificadas como EHEC que perderam stx.
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VIl. CONCLUSOES

1. A frequéncia de STEC aparenta ser constante entre diferentes fazendas de ovinos
enquanto a frequiéncia de EPEC é variavel. A frequéncia de STEC e EPEC no
matadouro-frigorifico de ovinos é variavel, provavelmente devido a particularidades
de cada lote abatido. ETEC provavelmente ndo faz parte da microbiota de ovinos

saudaveis, pois nao foi encontrada.

2. Cepas de STEC e EPEC de ovinos apresentaram diversos genes de viruléncia,
alguns deles as conferindo um potencial zoondético. Ainda em relacdo a esses
genes, em ovinos, as STEC aparentam serem mais ou menos heterogéneas,
dependendo da combinacdo de stx, por outro lado, as EPEC parecem ser mais
homogéneas. O resultado da sorologia de STEC de ovinos demonstrou que alguns
sorogrupos sdo comuns em diversos paises. As caracteristicas bioquimicas nao
trouxeram novas informacdes, pois a maioria dos isolados apresentaram padrdes
fenotipicos regulares. Os testes de resisténcia a antimicrobianos confirmaram que
muitas vezes cepas de E. coli provenientes de animais saudaveis apresentam baixo
nivel de resisténcia. A subtipagem de Stx2 mostrou e forma inédita que ovinos
podem apresentar o subtipo Stx2e, o qual é associado a suinos, essa analise
também evidenciou, de forma adicional, potencial zoonético em algumas cepas de
STEC. A andlise de similaridade mostrou que provavelmente existem poucos clones
prevalentes nas E. coli de ovinos, pois os diferentes “Pulsetypes” ficaram em geral
restritos aos locais de coletas, com poucas excec¢oes, entdo, as STEC e EPEC de
ovinos tém em muitas vezes origem clonal diversa. Além disso, essa andlise
mostrou que existe contaminacdo fecal nas carcacas de ovinos. Os resultados
também mostram que ovinos sdo colonizados por provaveis cepas de EHEC-LST,
pois duas cepas, candidatas a se situar nessa categoria, foram encontradas nesse
trabalho.
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