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Resumo

InfeccBes por Escherichia coli sdo uma das maiores causas de diarréia em animais, entre
eles os bezerros, sendo assim responsaveis por importantes danos econémicos na pecuaria. Em
nosso trabalho 58 E. coli originarias de bezerros com diarréia e 43 E. coli isoladas de bezerros
sem diarréia, foram analisadas por ensaios de PCR (reacdo da polimerase em cadeia) quanto a
presenca dos genes para fatores de viruléncia eae, EAF, K99, F41, CS31A, F17, STa, LT-II,
VT1, VT2, Hly, Ehly, CDT, CNF1, CNF2 e EAST1. Foram também realizados ensaios de
citotoxicidade em células Vero para a expressdo da Verotoxina (VT) e testes sorolégicos para
determinacédo dos sorogrupos. Os fatores de colonizagdo (FC) foram detectados em 31 amostras,
sendo 28 originarias de bezerros com diarréia e trés amostras de bezerros sadios, onde 26 foram
CS31A e onze F17, com seis delas apresentando CS31A/F17 associados. O gene eae esteve
presente em 43 E. coli, sendo 35 isolados de animais com diarréia. Os FC K99, F41 e EAF ndo
foram detectados. Quanto as toxinas pesquisadas, a mais frequiente foi a toxina VT1 presente em
43 E. coli, sendo 24 de origem de animais diarreico e 19 de bezerros sadios. Quarenta amostras
foram EAST1, com 17 amostras foram isoladas de bezerros com diarréia, dez amostras foram
VT2+ com seis delas isoladas de bezerros saudaveis. Oito amostras foram Ehly, seis CDT,
quatro CNF2 e apenas duas LT-Il. Nenhuma amostra foi positiva para Hly, STa e CNF1. A
expressdo fenotipica de VT e Ehly foram confirmadas em ensaios in vitro. Onze amostras foram
negativas para todos os fatores de viruléncia pesquisados. Vinte amostras mostraram associacao
eae/VTL1 e 13 foram CS31A/VT1. Foram detectados 35 sorogrupos entre as E. coli estudadas. A
associacao entre CS31A e VT1 ndo tinha sido descrita na literatura até o presente momento e a
grande associacdo entre 0 gene eae e a toxina VT1 mostram que bezerros podem ser

considerados como reservatorios de VTEC.
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Abstract

Infections caused by Escherichia coli are the most cause of diarrhea in animals, bovines
and cattle, being thus responsible for important economic losses in farms. In this work, 58 strains
isolated from calves with diarrhea and 43 strains isolated from healthy calves were studied for
PCR analysis about the virulence factors eae, EAF, K99, F41, CS31A, F17, STa, LT-II, VT1,
VT2, Hly, Ehly, CDT, CNF1, CNF2 and EAST1. We utilized techniques in vitro for the VT and
Ehly production and serological assays for detecting serogroups. Of the studied strains, 31 of
them were positive for colonization factors, being 28 isolated from diarrheic calves and five
isolated from healthy calves, where 26 were CS31A+, eleven F17 and an association between
CS31A/F17 was found in six strains from diarrheic calves. The eae gene was present in 43
strains, where 35 were isolated from calves with diarrhea and no E. coli were positive for the FC
K99, F41 and EAF. About the toxin genes, the most frequent was VT1 in 43 strains, being 24 of
diarrheic origin and 19 from healthy calves. Forty strains were EAST1, with of them 17 isolated
from diarrheic calves, ten strains were VT2, being six isolated from healthy calves. Eight strains
were Ehly, six CDT, four CNF2 and only two strains LT-Il. Twenty E. coli showed association
of eae/VT1 and 13 are CS31A/VTL1 positive. No strains were positive for STa, Hly and CNF1.
The production of VT and Ehly were positive in in vitro assays. Eleven strains were negative for
all the genes probes. We detected 35 serogroups between E. coli studied. To our knowledge, this
is the first description of an association between CS31A and VT1. The association between eae
gene and VT1 toxin show that calves should be considered VTEC reservoir in Brazil for human

infection.
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1. Introducgéo

1.1. Diarréia e disenteria em bezerros

A diarréia em bezerros jovens (primeiras trés semanas apds 0 nascimento) é um sintoma
clinico muito comum, envolvendo a interagdo de um ou mais microrganismos patogénicos
(agentes bacterianos, virais ou protozoarios), o sistema imune do animal e um ou mais fatores
ambientais, como o tipo de alojamento dos animais, a alimentacdo e as condi¢cOes de higiene a
que sdo submeticos. Estudos realizados pelo Departamento de Agricultura nos Estados Unidos
no final da década de 70 estimaram que patdgenos entéricos matavam a cada ano cerca de 25%
dos bezerros nascidos no pais. Estimativas mais recentes consideram que a taxa de mortalidade
total de bezerros durante o periodo neonatal oscila, de um ano para outro, entre 5 e 10% e em
uma fazenda individual a taxa pode variar de 3 a 30% (Garcia et al., 1999). As diarréias agudas
sdo a principal causa da mortalidade neonatal em bezerros, estimando-se que sejam responsaveis
por aproximadamente 75% das mortes de bezerros menores de trés semanas de idade (Garcia et
al., 1999).

Observagdes de campo sugerem que as enfermidades que afetam os bezerros durante 0s
trés primeiros meses de vida podem acarretar seqiielas para longo prazo. Assim, ha sugestdo de
que bezerros que sobreviveram a episodios clinicos de diarréia podem estar afetados por alguns
efetores residuais mais prolongados sobre o crescimento, a eficicia produtiva e a producéo de
leite. Um exemplo é um estudo realizado por Waltner-Toews e colaboradores em 1986 em 34
granjas de producéo de leite, verificando a probabilidade de atraso no primeiro parto de novilhas

tratadas contra diarréia. O primeiro parto normal de uma novilha se da entre os 22 e 24 meses de
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vida. Quando tratadas contra diarréia, verificou-se que a chance de nascimento dos bezerros
depois dos trinta meses de vida triplicou.

E estimado que Escherichia coli, rotavirus, coronavirus e Criptosporidium spp juntos
sejam responsaveis por 75 a 95% de todos os casos de diarréia em bezerros, em todo o mundo.
Nos ultimos anos, E. coli Verotoxigénica (VTEC) tem sido associada a diarréia e disenteria em
bezerros de duas a oito semanas de idade (Butler & Clarke, 1994).

O reconhecimento de E. coli como um patégeno gastrointestinal é recente. Contudo, E.
coli é encontrada como membro integrante da microbiota de mamiferos e eventos de
transferéncia génica horizontal tém mostrado que amostras de E. coli comensais se tornaram
patogénicas, geralmente pela aquisicéo de ilhas de patogenicidade (Clarke, 2001).

A colibacilose entérica representa uma das mais comuns sindromes e muito raros sdo 0s
casos de colapso e morte de animais. A primeira descricdo de Escherichia coli como agente
causador de diarréia foi feita por Smith & Halls em 1967 envolvendo E. coli enterotoxigénica
(ETEC) como a causa de diarréia em bezerros. Este fato mostra que ETEC tem um envolvimento
etioldgico na colibacilose entérica (Butler & Clarke, 1994). H& também uma acdo sinérgica entre
infecgBes por ETEC e rotavirus em bezerros. Experimentalmente, a maioria dos estudos
comprovam a existéncia deste sinergismo. Hess e colaboradores em 1984, em estudo mais
detalhado realizado sobre a acdo sinérgica entre ETEC e rotavirus, comprovaram que, bezerros
livres de patdgenos quando infectados com ETEC ndo apresentaram sintomas clinicos e a
infeccdo Unica com rotavirus ocasionava uma ligeira diarréia. A infeccdo simultdnea com ambos
0s agentes levava a uma diarréia grave.

No inicio dos anos 80 uma nova classe de E. coli causadoras de diarréia em bezerros foi

identificada como E. coli produtoras de verotoxina (VTEC).
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A evolucdo no estudo do envolvimento de E. coli em doencas entéricas de bezerros tem
sido paralela a pesquisas similares feitas com outros animais, incluindo seres humanos (Butler &
Clarke, 1994) e varios grupos de E. coli vém sendo associados também a diarréia em bezerros.
Os principais grupos sdo: Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), Escherichia coli
enteropatogénica (EPEC), Escherichia coli enterohemorragica (EHEC), Escherichia coli
verotoxigénica (VTEC), Escherichia coli necrotoxigénica (NTEC), Escherichia coli causadora

de lesdo Attaching and Effacing e Escherichia coli enteroagregativa (EAEC).

1.2. Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC)

Doencas entéricas causadas por ETEC sdo a forma mais comum de colibacilose que
ocorre em bovinos e em suinos, podendo também ocorrer em humanos, com menor intensidade
em cdes e gatos e pouco se sabe sobre a ocorréncia de diarréia causadas por ETEC em passaros
ou répteis. A colibacilose que acomete animais de interesse comercial, principalmente na
pecudria, é de muito interesse, pois E. coli enterotoxigénica a elas associadas podem estar
intimamente relacionadas com doencgas em seres humanos (Nagy & Fekete, 1999).

Segundo Blanco & Blanco (1993) em animais domesticos a colibacilose causada por
ETEC é muito frequliente, representando um grande problema em rebanhos de suinos, bovinos e
ovinos. Dois atributos caracterizam ETEC: a coloniza¢do da porcdo inferior do intestino e a
producdo de enterotoxinas, dentre elas a toxina termo-labil (LT) e a toxina termo-estavel (ST)
(Nataro & Kaper, 1998). ETEC s&o comumente encontradas colonizando o intestino delgado de
animais recém-nascidos ou muito jovens. Dentre os fatores de colonizacdo relatados como
associados a colibacilose bovina destacam-se K99, F41, F17, CS31A, entre outros (Bertin et al.,

1998; Frank et al., 1998; Orden et al., 1999).

17



Os de fatores de colonizacdo (fimbrias ou pili) podem variar morfologicamente,
biologicamente e antigenicamente entre as linhagens de Escherichia coli (Nagy & Fekete, 1999)
e um fato interessante € que a resisténcia a infeccao por este grupo de bacterias esta relacionada,
entre outros fatores, a idade do animal, ou seja, com o0 avango da idade a resisténcia a infeccdo
aumenta (Butler & Clarke, 1994).

A grande maioria das ETEC que podem causar diarréia em bezerros expressa
fimbrias K99 (F5) e F41, onde K99 ocupa a posi¢do principal entre os fatores de colonizagéo,
mediando a adesdo da bactéria na microvilosidade intestinal, sendo que K99 e F41 algumas
vezes sdo produzidos simultaneamente por ETEC. Os receptores para K99 e F41 e mesmo 0s
genes de regulacdo da expressédo sdo diferentes, sendo que genes de regulacdo de K99 sdo
encontrados em plasmidios, enquanto que para F41 estdo presentes no cromossomo bacteriano
(Butler & Clarke, 1994).

A fimbria K99 tem natureza fibrilar, onde a estrutura principal apresenta um sitio ligante
de receptor exposto no topo da fimbria. Anélise genética mostra que K99 é expresso por um
Unico operon fan inserido num plasmidio que apresenta tanto genes de expressdo como
regulatérios e subunidades menores sdo necessarias para a montagem da estrutura fimbrial. Seu
receptor no enterdcito é o Neu 5Gc-a(2-3)Galp-p(1-4)Glcp-B(1-1)-ceramida enquanto que o
receptor para a fimbria F41 é o N-acetilgalactosamina (Butler & Clarke, 1994).

Outra adesina menos freqliente encontrada em ETEC isoladas de bezerros é a fimbria F17
(anteriormente conhecida como FY ou Att25), que pode ou ndo estar associada a presenca de
enterotoxinas. A adesdo mediada por esta proteina de superficie € dependente da presenca de
receptores glicoprotéicos, facilmente encontrados em bezerros e carneiros, que como no caso de
K99, vdo diminuindo com o avango da idade. F17 apresentam formas heterogéneas, formando

assim uma familia de fimbrias F17, baseada na especificidade de receptores, sendo o operon
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codificante inserido em plasmidio (Nagy & Fekete, 1999). A familia de fimbrias F17 inclui
quatro variantes antigénicas (F17a, F17b, F17c e F17d), cuja proteina componente da subunidade
principal é codificada por f17A, e a adesina responsavel em promover a ligacdo com o receptor
nos enterocitos (N-acetil-glucosamina) é codificada por f17G, cujas diferencas a afinidade de
receptores tém sido observadas em todas as variantes (Contrepois et al., 1998; Mainil et al.,
2000).

Outro fator de colonizacdo que poderia estar relacionado a quadro diarréico em bezerros é
a adesina afimbrial CS31A. Esta adesina foi descrita pela primeira vez em amostras isoladas de
bezerros com septicemia e diarréia e vem sendo associada a estes quadros, diferentemente de
K99 e F41. CS31A é geneticamente associada a fimbria K88, expressa por ETEC de suinos, e
promove a adesdo através do receptor N-acetilneuraminico (Bertin et al., 1998). Sua estrutura
antigénica é muito diferenciada de fimbrias tipicas e aparenta ter um material capsular ao redor
da bactéria. O operon codificante de CS31A clp esté inserido no cromossomo bacteriano, sendo
que clpG codifica a subunidade principal da fibrila. Este operon apresenta grande similaridade
com o operon codificante de K88 e menor similaridade ao operon de F41. Em estudos realizados
anteriormente, antigenos relacionados a CS31A estdo sendo encontrados em amostras de
Escherichia coli isolados de pacientes hospitalizados com casos graves de diarréia e infeccdes
nosocomiais causados por Klebisiella pneumoniae, mostrando a possibilidade de transferéncia
horizontal de genes (Bertin et al., 1998). Bertin et al. (2000) relatam ainda que uma proteina de
17,5 kDa produzida por uma linhagem referéncia de CS31A seria uma subunidade estrutural
muito semelhante a fimbria F165 presente em E. coli isoladas de porcos com septicemia € a
fimbria P encontrada em E. coli isoladas de humanas com infeccBes do trato urinério. Este
trabalho demonstra que o operon pap (codificante da fimbria P) pode estar distribuido entre

algumas amostras diarreogénicas, sendo o responsavel pela colonizacdo da bactéria em sitios
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extraintestinais. Além deste fato, 0 operon pap esta altamente associado a amostras isoladas de
bovinos que produzem CS31A e F17, dai o entendimento de amostras produtoras de CS31A
serem também isoladas de septicemia em bezerros.

Além de fatores de colonizacdo, a enterotoxinas tém sido associada a quadros
diarréicos causados por ETEC (Blanco & Blanco, 1993; Franck, et al., 1998). Neste sentido, a
principal enterotoxina associada a colibacilose causada por ETEC ¢é a toxina termo-estavel (ST),
principalmente a do tipo | (STa), também associada a ETEC produtoras das fimbrias K99 e F41.
A toxina termo-labil (LT), da variante tipo Il (LT-1I), vem sendo encontrada também em
bezerros com diarréia, mas a sua capacidade de causar diarréia ndo estd comprovada (Nagy &
Fekete, 1999).

As ST sdo pequenas, monoméricas e cujos genes estdo inseridos em plasmidios,
compreendendo duas classes: toxina termo-estavel tipo | (STa) e toxina termo-estavel tipo 1l
(STh). O receptor de STa é o guanilato ciclase C (GC-C) e a ligacdo da toxina no receptor
especifico induz em aumento dos niveis de monofosfato guanilato ciclico (¢cGMP), levando a
estimulagdo na secre¢do de cloro ou a inibicdo da absorcdo de sédio com subseqliente secrecao
de fluidos intestinais (Clarke, 2001). STa é uma peptideo de 18 aminoacidos, com massa
molecular de 2kDa e ndo imunogénico. Seu gene estrutural estA esta localizado em um plasmidio
e esta associado a um transposon (Nataro & Kaper, 1998).

J& a toxina STh também é codificada por um gene inserido em plasmidio (estB) e este
gene expressa um peptideo de 48 aminoécidos. O receptor de STb ndo é conhecido, mas ela
causa mudancas morfoldgicas nas vilosidades celulares intestinais(Nataro & Kaper, 1998).

As LT sdo toxinas oligoméricas e consistem em dois grupos denominados LT-I e LT-II
(Nataro & Kaper, 1998). LT-1 é relacionada a toxina colérica produzida por Vibrio cholerae e é

composta por uma subunidade A e cinco subunidades B idénticas que se ligam ao gangliosideo
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GM;. A subunidade A é responsavel pela atividade enzimatica da toxina, ativando adenilato
ciclase que resulta num aumento de cAMP ciclico intracelular, diminuindo a absor¢édo de sodio e
levando a uma diarréia osmotica (Clarke, 2001).

A toxina termo-1abil tipo Il (LT-I1) apresenta aproximadamente 57% de similaridade com
LT-1 em relacéo a subunidade A, mas nao apresenta homologia aparente entre as subunidades B.
LT-Il1 aumenta o nivel de cAMP ciclico intracelular por mecanismos similares ao de LT-I, mas
LT-Il usa GD1 como receptor ao contrario, de LT-1 que utiliza GM1. N&o existe evidéncia que
LT-II esteja associada a doengas em humanos ou em animais, mas uma grande porcentagem de
ETEC isolada de animais apresenta genes para expressao desta toxina. LT-I estd associada a
ETEC isoladas de humanos e de alguns animais, ndo estando por outro lado associada com
bovinos (Nataro & Kaper, 1998). Além de adesdo e producdo de enterotoxinas a patogénese de
ETEC também envolve fatores do hospedeiro, sendo o mais importante deles o tipo de receptor
para tais fatores de viruléncia bacterianos.

Muitos outros fatores de viruléncia ligados a ETEC sdo conhecidos, porém ndo é
possivel dizer o mesmo sobre seus receptores (Nagy & Fekete, 1999).

Em relacdo aos sorogrupos ligados a ETEC, um nimero muito limitado pode estar
relacionado a ETEC. Segundo Blanco & Blanco (1993) os sorogrupos caracteristicos de ETEC

em bezerros sdo 08, 09, 020 e 0101.

1.3. Escherichia coli produtoras de lesdo “Attaching and Effacing” (AEEC)

Escherichia coli produtoras de lesdo “Attaching and Effacing” (A/E) (AEEC) tém sido
implicadas em diarréia e disenteria no homem e varios outros animais, incluindo bezerros de

duas a oito semanas de idade. “Attaching and Effacing” é um termo usado para descrever uma

21



lesdo intestinal produzida por este tipo de patdgeno: “attaching” indica a adesdo intima da
bactéria no enterdcito; “effacing” esta relacionado com a adesédo localizada na microvilosidade
intestinal.

O mecanismo geral da lesdo A/E é caracterizado pela destruicdo da microvilosidade
intestinal, aderéncia intima da bactéria ao epitélio intestinal, formacéo de pedestal e agregacédo da
actina polimerizada e outros elementos no sitio da ades&o bacteriana (Nataro & Kaper, 1998).

Os principais genes responsaveis por esta lesdo estdo inseridos no cromossomo
bacteriano, formando uma ilha de patogenicidade denominada “L6cus of enterocyte effacement”
(LEE). Neste fragmento estdo incluidos genes que codificam um sistema de secre¢do do tipo 111
e 0 gene eae, que é responsavel pela producdo da proteina intimina (Nataro & Kaper, 1998).

Tir, uma proteina translocada pelo canal formado pelas moléculas Esp, € inserida na
membrana da célula alvo para funcionar como receptor para intimina (Trabulsi et al., 2002). Ja a
intimina, uma proteina de membrana externa de 94 KDa, é responsavel pela adesao intima entre
a bactéria e a membrana do enterécito. As moléculas Esp (EspA, EspB e EspD), produto da
secrecdo do tipo Ill, estdo envolvidas na formagdo de um canal de ligacdo entre a bactéria e a
célula alvo para transporte de moléculas efetoras e o rearranjo do citoesqueleto de actina do
enterdcito, formando portanto, um pedestal (China et al., 1999).

Escherichia coli produtoras de lesdo A/E abrange dois grupos de E. coli diarreogénicas:
E. coli enteropatogénica (EPEC) e E. coli enterohemorragica (EHEC) (China et al., 1999).

Infecgdes humanas por EPEC podem ser de origem bovina, que é considerado o maior
foco de infeccdo. EPEC foi o primeiro grupo de E. coli patogénico a ser descrito nos EUA
associado a diarréia infantil, sendo hoje considerado uma das principais causas de diarréia e

morte infantil nos paises desenvolvidos (Nataro & Kaper, 1998).
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As EPEC, além da ilha de patogenicidade LEE, podem apresentar ainda um plasmidio
entre 50-70 MDa chamado “EPEC aderence factor” (EAF). Neste plasmidio esta inserida uma
sequéncia de treze genes envolvidos na expressdo e montagem de um pili do tipo IV,
denominado “bundle-forming pillus” (BFP), (que € responsavel pela aderéncia localizada da
bactéria na membrana do enterdcito). A expressdo e montagem de BFP requerem elementos
regulatérios, como a proteina Per e um gene cromossomal dsbA, que codificam uma enzima
periplasmatica que medeia a formacédo de pontes de dissulfeto (Nataro & Kaper, 1998).

O plasmidio EAF ndo € essencial para a formacdo da lesdo attaching and effacing,
contudo sua presenca aumenta a eficiéncia da lesdo, provavelmente pela influéncia dos genes
regulatérios (per A, B C) que aumenta a expressao dos genes presentes no locus LEE (Frankel et
al., 1998).

Existem amostras de EPEC que ndo apresentam o plasmidio EAF, as quais séo
denominadas EPEC atipicas. Deste modo, a diferenca basica entre uma EPEC tipica e uma
atipica é a presenca ou ndo do plasmidio EAF (Trabulsi et al., 2002).

Segundo Albert et al., (1996), algumas linhagens de E. coli que apresentam fatores de
viruléncia ligados a EPEC podem produzir uma toxina denominada Toxina Citoletal Distensora
(CDT). Contudo, a associagdo de CDT com o quadro de diarréia ndo estd ainda muito clara
(Clarke, 2001).

Os sorogrupos de EPEC relacionados com quadro de infeccdo humana sdo bem
caracterizados. Doze deles sdo reconhecidos pela Organizacdo Mundial de Saude: 026, O55,
086, 0111, 0114, 0119, 0125, 0126, 0127, 0128, 0142 e O158. Nestes sorogrupos estao
incluidas tanto EPEC tipicas como EPEC atipicas, bem como outras categorias de E. coli
diarreogénicas, como E. coli enteroagregativa (EAEC) (Trabulsi et al., 2002). Tais sorogrupos

também podem ser encontrados em amostras bovinas.
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Um outro grupo de Escherichia coli causadoras de diarréia, as E. coli enterohemorragicas
(EHEC), como dito anteriormente, apresentam em seu cromossomo a ilha de patogenicidade
LEE, onde esté inserido o gene eae responsavel pela producdo de intimina e consequentemente,
da lesdo A/E, porém, EHEC ndo apresentam o plasmidio EAF, mas possuem genes para
producéo de verotoxinas, o que as exclui totalmente do grupo das EPEC (Paton & Paton, 1998).

O mecanismo de aderéncia de EHEC ndo estd muito bem descrito, mas algumas possiveis
adesinas tém sido a elas relacionadas. Uma regido cromossomal de seis sequéncias génicas
(IpfABC"CDE), muito semelhante a um operon que codifica uma fimbria de Salmonella sorotipo
typhimurium foi identificado em EHEC do sorotipo O157:H7, bem como genes cromossomais
que codificam uma proteina muito semelhante a IrgA de Vibrio cholerae que pode conferir poder
de ades&o em células em cultura (Szalo et al., 2002).

Anadlises soroldgicas deste grupo bacteriano mostram o sorotipo O157:H7 considerado
como 0 mais virulento e também o mais comum envolvido em quadros de Colite Hemorragica
(HC) e Sindrome Urémica Hemolitica (HUS) em humanos. Blanco et al. (2001) ressaltam os
sorogrupos 0103, 0118 e 0145 como patdégenos emergentes causadores de HUS. No Brasil,
infecgdes humanas por O157:H7 tém sido restritas a diarréias ndo sanguinolentas,
particularmente em criangas muito jovens. Contudo, O157:H7 tem sido identificada em animais,
inclusive no rebanho bovino. Cerqueira et al. (1999) foram os primeiros a verificar O157:H7 em
E. coli isoladas de bovinos no Rio de Janeiro, Brasil. Moreira et al. (2003) encontraram 67% das
amostras de E. coli isoladas no Sul do Brasil como 091 e O157. Recentemente, Irino et al.

(2005) encontraram O157:H7 estudando amostras de E. coli isoladas de bovinos em S&o Paulo.
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1.4. Escherichia coli produtoras de toxinas

1.4.1. Escherichia coli produtoras de verotoxinas (VTEC e EHEC)

E. coli verotoxigénica se refere a todas as amostras capazes de produzir toxinas que
apresentam efeito citotoxico em celulas Vero em cultura: Escherichia coli produtoras de
Verotoxina (VTEC) e E. coli Enterohemorragica (EHEC). Podem produzir dois tipos de
verotoxinas, VT1 e/ou VT2. A Verotoxina tipo 1 (VT1) é funcional e estruturalmente
relacionada com a Toxina de Shiga sintetizada por Shigella dysenteriae tipo I. VT1 e VT2
também sdo conhecidas como Toxina Shiga-like (Stx) (Orden, 2002). VT1 e VT2 apresentam
aproximadamente 60% de homologia de DNA e sdo imunologicamente distintas (Agbodage,
1999).

Kaper et al. (2004) relatam que amostras produtoras de VT sdo consideradas como VTEC
e, se além de apresentarem genes para esta toxina apresentarem LEE em seu cromossomo, Sdo
consideradas entdo EHEC.

A Verotoxina foi descoberta pela primeira vez em E. coli em 1977 por Konowalchuk et
al. (1977), observando filtrados de sobrenadantes bacterianos em ensaios de citotoxicidade em
celulas Vero (células de rim de macaco verde africano).

As VTs sdo holotoxinas de aproximadamente 70 KDa, onde a subunidade A (32 kDa) €
catalitica e uma subunidade B pentamérica (aproximadamente 7,7 kDa por mondmero) se liga ao
receptor dos enterdcitos. Uma vez ligada, a toxina € internalizada por processo de endocitose e
vesiculas contendo a toxina sdo formadas. Em algumas células ha a fusdo das vesiculas com o
lisossoma e a toxina é degradada. Em outras, a toxina é processada via complexo de Golgi e
reticulo endoplasmético, onde a subunidade A é quebrada por uma protease gerando dois

fragmentos, Al e A2, de 27 e 4 kDa, respectivamente. A subunidade Al tem atividade RNA N-
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glicosidase, que cliva a porcdo 28S ribossomal da célula alvo. Esta clivagem inibe a ligacédo de
amino acil-tRNA na porcéo 60s ribossomal, inibindo a sintese protéica da célula (Paton & Paton,
1998; Law, 2000). VT1 e VT2 ligam-se ao receptor globotriosilceramida (Gb3) da célula
eucaridtica, resultando em efeito citotoxico. Portanto, a diarréia sanguinolenta se da nao por
alteracdo osmotica dos enterocitos, e sim pela destruicdo da camada de células absortivas
presentes no epitélio intestinal (Agbodaze, 1999).

Os genes que codificam VT estdo inseridos no cromossomo bacteriano através de fagos
temperados, sendo um Gnico operon que apresenta estruturas comuns, constituindo de apenas
uma unidade transcricional, codificando primeiro a subunidade A e depois as subunidades B
(Paton & Paton, 1998).

Em diversos paises, quando analisados os sorogrupos prevalentes ligados a VTEC,
observa-se uma grande diversidade de sorotipos. Mais de 125 diferentes sorogrupos tém sido
observados, porém com um numero limitado frequentemente relacionados a amostras de VTEC
(02, 05, 08, 020, 022, 026, 045, 082, 091, 0103, 0116, 0153, 0156, 0171, 0172, O174)
comumente encontrados em bezerros em diferentes paises (Blanco et al., 2001).

Um outro fator que pode também aumentar a viruléncia de VTEC, além da expresséo de
VT, é a producdo de uma hemolisina denominada Enterohemolisina (hemolisina de E. coli
enterohemorragica, Ehly), codificada por genes inseridos em um plasmidio de aproximadamente
60 MDa (Blanco et al., 2001). Enterohemolisina caracteriza-se por produzir pequenas zonas de
hemolise (hemolise tipo a ou parcial) apds 24-48 hs de incubacdo quando inoculadas em agar
contendo hemécias previamente lavadas, diferentemente da a-hemolisina de E. coli, que
apresenta hemdlise total (do tipo B ou completa) apds 4 horas de incubacgdo, e ainda, sem a
necessidade de serem inoculadas em meios de cultura com hemécias previamente lavadas (Law,

2000).
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O envolvimento da Ehly com doencas intestinais ainda ndo esta muito bem determinado e
também é desconhecido seu papel em infeccdes humanas, pois ndo ha relatos sobre o
envolvimento de Ehly com casos de HUS e HC. Porém existem indicios de que a relevancia
desta toxina na infec¢do animal seja importante. Contudo, o operon ehx é altamente conservado,
levando a crer de que a toxina tenha papel fundamental no poder infeccioso de VTEC (Law,
2000).

H& uma sugestdo de que a Ehly poderia aumentar o potencial citotoxico da Verotoxina e
poderia ser considerado também um marcador de diagndstico de VTEC numa infecc¢do intestinal
(Nataro & Kaper, 1998; Leomil, et al., 2003). InvestigacOes em varios paises na Europa, Asia e
América do Norte mostram que 10 a 80% dos bezerros estdo infectados por VTEC, mas no
Brasil esta porcentagem ainda é desconhecida. E ainda, amostras produtoras apenas de VT1, e
gue possuem 0 gene eae necessario para causar a lesdo A/E, sao atributos suficientes para causar
diarréia em bezerros (Leomil et al., 2003).

Nas EHEC, além da producdo de VTs e de Ehly, outros fatores de viruléncia estdo
associados, como a presenca de LEE (Blanco et al., 2001). EHEC ndo carregam o plasmidio
EAF (E. coli aderence factor), ndo codificando, portanto, o pilus tipo IV BFP (bundle forming
pillus) (Paton & Paton, 1998).

O mecanismo exato de adesdo destes patogenos (EHEC) ainda €é incerto e estudos mais
aprofundados seriam necessarios para se avaliar o envolvimento da intimina neste processo de
adesdo, e de possiveis outros mecanismos ainda ndo conhecidos por parte do grupo das EHEC
(Law, 2000). Estdo sendo descritas algumas adesinas que podem ter papel importante na adesao
desta bactéria. A adesina ToxB, codificada por um plasmidio de 93kb, esta presente em EHEC
0157:H7 e em outros sorotipos. Esta proteina apresenta seqiiéncia muito semelhante a familia de

toxinas de Clostridium, proteina LifA de EPEC e proteina Efa-1, que estdo sendo consideradas
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adesinas expressadas por EHEC (Kaper et al., 2004). Este plasmidio também codifica toxinas
RTX, que sdo similares a hemolisina de E. coli Uropatogénica, EspP protease e proteina StcE.
Esta ultima cliva o inibidor de protease C1 da via do complemento e pode contribuir
potencialmente para o dano no tecido alvo, edema e anormalidades caracteristicas de infec¢fes
por EHEC (Kaper et al., 2004).

Porém, EHEC também apresenta outros fatores de viruléncia que podem ser considerados
marcadores para a distincdo entre EHEC e VTEC, como a producdo da proteina EspB e da
proteina autoaglutinante (Saa) (Paton et al., 2001).

No Brasil, poucos séo os relatos e ndo se sabe ao certo sobre a ocorréncia de EHEC
isoladas de bezerros com ou sem diarréia. E ainda, a prevaléncia de VTEC e EHEC entre as E.
coli isoladas de quadro diarréico no rebanho bovino brasileiro também nédo esta totalmente
descrita.

Ha indicios de que VTEC e EHEC sdo amplamente distribuidas no intestino de bezerros,
porcos, carneiros, bufalos e seus produtos derivados, como leite e carne (Agbodaze, 1999).
Animais domésticos, principalmente bezerros, sdo considerados como o principal reservatorio de
VTEC potencialmente infecciosa para seres humanos. A transmissdo ocorre no consumo de
derivados destes animais (leite e carne) ou através da &gua contaminada por fezes destes
carreadores, uma vez que VTEC séo encontrados como parte da sua microbiota (Blanco et al.,
2001). O reconhecimento de VTEC e EHEC como agente etioldgico de doenca representa um
dos mais importantes avancos no estudo de patdgenos entéricos. Vale salientar o fato de que E.
coli verotoxigénicas (VTEC e EHEC) ndo sdo apenas agentes casuais de diarréia em algumas
areas geogréaficas, mas também agentes significantes de duas enfermidades importantes para
animais e seres humanos, como a Colite Hemorragica (HC) e Sindrome Urémica Hemolitica

(HUS) (Agbodaze, 1999).
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1.4.2. Escherichia coli produtoras de Fator Necrosante Citotdxico (NTEC)

Escherichia coli necrotoxigénica (NTEC) € uma categoria emergente de bactérias
potencialmente patogénicas. Estdo definidas tendo como base a producdo de uma ou mais
toxinas denominadas CNF (fator necrosante citotoxico), tipo 1 ou tipo 2 (CNF1 e CNF2) (Van
Bost et al., 2001). Estas toxinas foram assim denominadas por possuirem a capacidade de causar
necrose em pele de coelhos, serem letais a ratos e induzirem a multinucleacéo de células Vero e
HelLa em cultura (De Rycke & Plassiart, 1990; Van Bost et al., 2001). Dois tipos diferentes de
CNF tém sido relatados: CNF1 e CNF2. Linhagens produtoras de CNF1 vém sendo encontradas
causando enterites em ruminantes, porcos, cées, coelhos e cavalos e infecgdes extra-intestinais
em porcos, cées, gatos e em humanos (De Rycke et al., 1999). Linhagens produtoras de CNF2
séo isoladas freqlientemente de ruminantes com infeccGes intestinais e septicemias (Van Bost et
al., 2001).

Amostras NTEC produtoras de CNF1 tém sido associadas com infec¢Oes extraintestinais
humanas. Amostras NTEC produtoras de CNF2 podem ser isoladas de fezes de uma
porcentagem representativa de bezerros saudaveis. Portanto, a associagdo de NTEC com o
quadro diarréico de bezerros jovens é muito questionada (Orden et al., 1999).

CNF1 e CNF2 sdo proteinas monoméricas, de 110 a 115KDa, tendo seu mecanismo de
acao recentemente elucidado. Induzem a desamidacdo da glutamina 63 da proteina alvo RhoA da
célula eucarittica, produzindo um residuo glutamato, aumentando o stress da célula alvo e
resultando em aumento de tamanho e geralmente, morte celular (Nataro & Kaper, 1998). O
modo de acdo na geracao da diarréia ainda ndo esta esclarecido (Nataro & Kaper, 1998).

Os genes de CNF1 estdo localizados no cromossomo bacteriano, no mesmo operon que

estdo inseridos os genes de expressdo de alfa-hemolisina (a-Hly) que, com outros genes de
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viruléncia caracterizam a ilha de patogenicidade denominada Pai 5 (De Rycke et al., 1999; Van
Bost et al., 2001). Muitas sdo as hemolisinas produzidas por E. coli. As hemolisinas classicas (do
tipo alfa ou beta) sdo ativas quando testadas em meios de cultura contendo sangue (Agar Sangue)
(Mainil et al., 1999).

CNF2 foi identificada como uma toxina Vir de E. coli, pois 0s genes responsaveis pela
produgdo da toxina estdo inseridos no plasmidio Vir. Contudo, 0s genes responsaveis pela
producdo de CNF1 estdo inseridos no cromossomo bacteriano (Van Bost et al., 2001). Outros
genes para fatores de viruléncia estdo inseridos no plasmidio Vir, como 0s genes que expressam
a fimbria F17, bem como seus subtipos que comp&em a familia F17, mas nem todas as amostras
que apresentam tal plasmidio e produzem CNF2, podem produzir a adesina.

Amostras NTEC podem apresentar ainda outros fatores de viruléncia. A toxina termo-
labil tipo 2 (LT-Il) e a Toxina termo-estavel de E. coli Enteroagregativa 1 (EAST1) estdo
associadas a NTEC. NTEC produtora de CNF1 pode expressar fimbria P e S e ainda adesina
AFA e CS31A. NTEC produtoras de CNF2 podem expressar além de F17, adesina AFA (Bertin
et al., 1998; Mainil et al., 1999).

Genes responsaveis pela expressdo de um subtipo de CDT (toxina citoletal distensora),
denominado CDT-III, estdo também inseridos dentro do plasmidio Vir, que pode, portanto ser
produzida tanto por amostras caracterizadas como NTEC como por amostras EPEC descritas ha
pouco (Orden et al., 1999; Van Bost et al., 2001).

CDT foi descrita pela primeira vez em E. coli em 1987 por Johnson e Lior como uma
nova toxina entérica. Mais tarde, mostrou-se que a atividade de CDT era similar a toxina
produzida por alguns patégenos como Shigella, Campylobacter, Helicobacter, Actiobacillus,

entre outros (De Rycke & Oswald, 2001; Pickett & Whitehouse, 1999).
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A estrutura genética de CDT estd organizada em um unico operon que inclui trés genes
adjacentes denominados cdtA, cdtB e cdtC, que codificam proteinas com massa molecular
deduzida de 27, 29, e 20 KDa, respectivamente.

A expressdo dos trés genes é necessaria para a atividade de CDT (De Rycke & Oswald,
2001). Estudo recente mostra que os genes de CDT séo carreados por bacteridfagos, que podem
ser inseridos tanto no cromossomo bacteriano como em plasmidios (Janka et al., 2003). Em
modelo animal (camundongo) a CDT foi associada a uma rapida secrecdo intestinal e a diarréia
observada ap6s 4 horas da inoculagdo (Okuda et al., 1997). A relacdo do efeito no modelo
animal com doenc¢a no homem e animais ainda é desconhecido, sendo os principais efeitos desta
toxina a capacidade de bloquear o ciclo celular entre a fase G2 e M da célula hospedeira,
causando posteriormente distenséo celular e lise. Este evento pode sugerir que CDT seja capaz
de induzir alguma alteracdo gendmica, pois CDT-B apresenta alguma homologia com enzimas
fosfodiesterases (De Rycke & Oswald, 2001). As proteinas CDT-A e CDT-C séo consideradas
proteinas acessorias, mediando a ligacdo de CDT no receptor da célula alvo e sdo considerados
como fatores importantes na intoxicacdo, mas esta propriedade ainda ndo estd muito bem
elucidado (Pickett et al., 2004).

Quatro variantes genéticas CDTI, CDTII, CDTIIl e CDTIV, tém sido identificadas em E.
coli. Recentemente, Bielaszewska et al. (2004) identificaram uma nova variante genética de
CDT em amostra VTEC 0157:H-, denominada entdo de CDTV. Estudos mostram que existe
uma incidéncia maior das variantes | e Il em amostras isoladas de humanos e CDTIII mais
prevalente em amostras isoladas de bezerros. N&o existe ainda uma clareza na prevaléncia ou
incidéncia de CDTIV em amostras isoladas de origem animal ou de seres humanos, 0 mesmo

pode ser dito no que diz respeito ao quadro diarréico causado por tal variante protéica (Clark et
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al., 2002; Van Bost et al., 2001). O papel de CDTV e também sua incidéncia em E. coli isoladas
de bovino ainda néo esta esclarecida.

NTEC 1 também pode produzir CDT, mas ndo a variante tipo I1l. Ha indicios de que uma
nova variante de CDT (CDTIV) poderia estar sendo produzidas por amostras CNF1 positivas
(Mainil et al., 2003).

A acéo e interagdo de CNF e CDT tém sido descritas (Pickett & Whitehouse, 1999). CNF
causa a reativacdo da sintese de DNA e do ciclo celular e a ocorréncia do stress das fibras de
actina. CDT é responsavel pelo bloqueio da mitose na fase G2/M. Contudo, CDT s exerce sua
fungdo novamente se a célula alvo entrar na fase S do ciclo celular. Entéo é necesséria a ativacéo
de CNF para o efeito acontecer. O sinergismo entre CNF e CDT causa alteragdes funcionais na
vilosidade intestinal, inibindo a renovacao celular, induzindo a fagocitose e facilitando a invaséo

do microrganismo no tecido alvo podendo causar diarréia (Mainil et al., 2003).

1.5. Escherichia coli Enteroagregativas (EAEC)

E. coli Enteroagregativa (EAEC) sd&o membros das E. coli diarreogénicas, reconhecidas
como patégenos emergentes de diarréia, atingindo principalmente criancas dos paises
subdesenvolvidos como india, Brasil, México, Chile e Ird (Nataro & Kaper, 1998).

Muitos sdo os fatores de viruléncia ligados a EAEC, como a fimbria de aderéncia
agregativa tipos | e Il (AAF/l e AAF/II, respectivamente), plasmidio codificante de toxina (Pet),
varias hemolisinas (Hly), proteinas de membrana externa e uma enterotoxina designada Toxina
termo-estavel de EAEC tipo 1 (EAST1). Estudos sugerem existir maior nimero de adesinas
envolvidas no fenotipo agregativo das amostras (Law & Chart, 1998; Navarro-Garcia et al.,

1998).
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EAST1 é um peptideo enterotoxico termo-estavel de baixo peso molecular que foi
primeiramente descrito por Savarino et al., (1991). EAST1 ¢ codificado pelo gene astA, uma
sequéncia de 117 pares de base encontrada tanto em plasmidio como inserido no cromossomo
bacteriano, algumas vezes em ambos, com uma ou mais cépias numa mesma bactéria (Ménard et
al., 2004). Este gene codifica um peptideo de 38 aminoacidos com peso molecular de
aproximadamente 4.1KDa. Por se tratar de uma toxina de peso molecular muito baixo, que
também ativa o cGMP na célula intestinal alvo, EAST1 é comparada a toxina STa produzida por
E. coli Enterotoxingénicas (ETEC). Contudo, EAST1 apresenta apenas 50% de homologia
quando comparada a STa e ndo é neutralizada por antissoros produzidos contra a toxina termo-
estavel (Ménard et al., 2004).

Muitos sdo 0s sorogrupos e sorotipos associados a EAEC, apesar de muitas amostras néo
apresentarem antigenos O tipaveis e serem imdveis. Mais de 90 sorotipos diferentes sdo
encontrados em EAEC, sendo muitos deles caracteristicos de EPEC e ETEC como 044, 086,
0111, 0126 e 0128 (Law & Chart, 1998).

Estudos epidemiolégicos demonstraram que EAST1 ndo esta apenas associada a EAEC,
mas também estad presente em quase todos os grupos de E. coli causadoras de diarréia e alguns
outros patdgenos entéricos. Foram encontradas amostras que nao possuiam outro fator de
viruléncia a ndo ser EAST1 em fezes de humanos, bezerros e porcos, inclusive em animais
saudaveis, estudos tentam mostrar, no entanto, que EAST 1 sozinha ndo é capaz de causar
doenca em seres humanos (Law & Chart, 1998, Ménard et al., 2004).

Existem vérios estudos mostrando a evolucdo da Escherichia coli como um grande
patdgeno gastrointestinal, no que diz respeito a transferéncia horizontal de genes, que traz como
consequéncia diversidade bioldgica quanto aos seus fatores de viruléncia. Estudos comprovam

que amostras isoladas de animais saudaveis podem ser potencialmente patogénicas para seres
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humanos, por possuirem fatores de viruléncia caracteristicos para tal hospedeiro, mostrando ser
um grande risco para a saude publica.

No Brasil, o rebanho de bovinos cresce a cada dia e a necessidade de estudos mais
aprofundados no que diz respeito a colibacilose bovina é cada vez mais importante, pois bezerros
sdo considerados por muitos autores como reservatorios para patdgenos humanos e 0 consumo
de derivados destes animais podem se tornar um risco a populagéo.

Por estes motivos, este trabalho tem por objetivo caracterizar as amostras de Escherichia
coli isoladas de bovinos com e sem diarréia quanto a seus fatores de viruléncia e sorogrupos,
tentando mostrar se o rebanho brasileiro em uma determinada regido do pais pode ser

considerado de risco para o consumo da populagéo.
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Objetivos

O presente trabalho teve por objetivo caracterizar 101 amostras de Escherichia coli isoladas
de bezerros com e sem diarréia quanto a:

e Presenca dos genes de fatores de colonizagdo K99, F41, CS31A e F17,

Presenca dos genes de toxinas STa, LT-Il, CNF1, CNF-2, VT1 e VT2, EAST1, CDT lll e
Ehly;

e Presenca do gene eae e do plasmidio EAF;

e Determinacdo dos sorogrupos (antigenos O);

e Expressao de Hemolisina e Enterohemolisina;

e Deteccdo da atividade da Verotoxina e,

e Detectar uma possivel associacdo entre os fatores de colonizacdo e toxinas entre as amostras

estudadas.
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3. Material e Métodos

3.1. Amostras de campo

Neste trabalho foram analisadas amostras de Escherichia coli originarias de bezerros,
sendo 58 delas isoladas de 29 bezerros com diarréia e outras 43 isoladas de 21 bezerros sem
diarréia em fazendas de gado leiteiro. As amostras ja identificadas foram gentilmente cedidas
pela Profa. Dra. Halha O. Saridakis, da Universidade Estadual de Londrina (UEL), PR. Os
bezerros apresentavam de trés dias a quatro meses de idade em periodo pré desmame da regido
norte do estado do Parana, Brasil. As amostras foram semeadas em Agar MacConckey e as
coldnias caracteristicas de E. coli foram entdo semeadas em Meio de Estoque (Agar Nutriente e

Caldo Nutriente) para preservagao.

3.2. Amostras padrao
Utilizou-se como controle positivo para as reacdes de PCR as amostras padrdo de E. coli

a sequir:

- F41, K99, STa: B41 (0101:K-)

- F17: B62

- CS31A: 31A

- LT-11: Pc/c LT-II

- CNF1: MR 48 (075:K95)

- CNF 2: B26a (0123:H16)

- CDT: CDT Il (0128:H-)

- EAF: FV176 (0114:H2)

- Hly: FVL 16 (06:K13:H1)
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-VT1/VT2: 152-2(5)(0157:H7)
- EASTL: FV171: (044)

- Ehly: C3888: Ehly+

- eae: 2348/69

- DH5a.: controle negativo.

3.3. Obtencdo do DNA bacteriano

As amostras padrdo e de campo foram cultivadas em caldo Brain Hearth Infusion (BHI -
Difco) a 37°C por 18 horas e, em seguida, semeadas em agar triptona soja (TSA — Difco) e
novamente incubadas a 37°C por 18 horas. Do crescimento bacteriano em placa, foi retirado um
raspado que foi ressuspenso em 100uL de dgua Milli-Q previamente esterilizada. O produto foi
homogeneizado em vortex e submetido a lise térmica (fervura) durante 10 minutos e, em
seguida, centrifugado a 10.000 rpm por 5 minutos (Centrifuga Sorvall MC 12). Os sobrenadantes

com o DNA bacteriano foram utilizados nos ensaios da PCR (Blanco et al., 1997b).

3.4. Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR)

Para a deteccdo e amplificacdo dos genes de interesse foram utilizados para cada reagéo:

Componentes Volume (uL) Concentracgéao Final
10x “PCR Buffer” (Gibco-BRL) 3uL 1x
10mM “dNTP mixture” (Gigco — BRL) 0,6 puL 0,2mM
Par de Iniciadores - 50 pmol
50 mM MgCl:z (Gibco — BRL) 1,5uL 1,5mM
DNA bacteriano 7 UL -
Taq — DNA polymerase (5U)(Gibco-BRL) 0,2 uL 1U
Agua Milli-Q esterilizada qsp (30 pL) -
Total 30 puL -
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As sequéncias dos pares de iniciadores estdo descritas no Quadro 1. As reacdes de

amplificacdo foram realizadas no Termociclador (Applied Biosystems — GeneAmp — PCR

System 9700), onde foram submetidas a 94°C por cinco minutos, 35 ciclos de 94°C por um

minuto, temperatura de anelamento especificas descritas no Quadro 2 por um minuto e a 72° C

por dois minutos.

Quadro 1. Sequéncias de oligonucleotideos utilizadas como iniciadores para ensaios da PCR e

tamanhos (pb) expressados por amplificados.

Produto

Referéncia

Gene Sequéncia (5" - 3) amplificado (pb) _ bibliografica
K99 TGG GACTACCAATGCTTCTG 450 Roosendaal et al.,
TAT CCACCATTA GAC GGA GC 1984,
F41 GAGGGACTTTCATCTTTT AG 431 Fidock et al.,
AGT CCATTCCATTTAATG GC 1989.
GGG CGCTCTCTCCTTCAAC Bertin et al.,
CS31A CGC CCT AAT TGC TGG CGA C 402 1998.
F17 GCA GAA AAT TCA ATT TAT CCT TGG 537 Bertin et al.,
CTG ATA AGC GAT GGT GTA ATT AAC 1996.
STa TCC GTG AAA CAA CAT GAC GG 244 S0 & McCarty,
ATA ACATCC AGC ACA GGC AG 1980.
LTIl AGA TAT AAT GAT GGA TAT GTATC 300 Schultsz et al.,
TAA CCC TCG AAATAAATCTC 1994,
cDT Il GAGTTATTCCTT CCC CAG GC 108 Silva & Leite,
CAA AGG CAT CAACAG CAG AA 2002.
VTl AAGTTGCAGCTCTCTTTG AAT A 364 Ojeniyi et al.,
TGC AAACAAATTATCCCCTGAG 1994.
VT2 GGG CAG TTATTT TGC TGT GGA 386 Ojeniyi et al.,
GTATCT GCCTGA AGCGTAA 1994.
Ehly GCATCATCAAGCGTACGT TCC 534 Paton & Paton,
AAT GAGCCAAGCTGGTTAAGCT 1998.
EAE CAG GGT AAAAGA AAGATGATAA 397 Gunzburg et al.,
TAT GGG GAC CATGTATTATCA 1995.
CNF1 GAA CTT ATT AAG GAT AGT 543 Blanco et al.,
CATTATTTATAACGC TG 1996.
CNE2 AAT CTA ATT AAA GAG AAC 543 Blanco et al.,
CATGCTTTG TAT ATCTA 1996.
EAST1 CCATCA ACACAGTAT ATC CGA 111 Yamamoto &
GGT CGCGAG TGACGGCTT TGT Echeverria, 1996.
Eae GAC CCGGCACAAGCATAAGC 384 Yu & Kaper,
CCA CCT GCA GCA ACA AGA GG 1992.
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Quadro 2. Temperaturas de anelamento para iniciadores dos fatores de viruléncia pesquisados

por PCR.
Fator de Viruléncia Temperatura de Anelamento (°C)
CDT, LT-II, CS31A, K99, F41, STa 48
F17 62
CNF1e CNF2 43
VTle VT2 54
EAST1 50
eae ol
Enthlhy e EAF 50

Apbs os ciclos, as reacdes foram submetidas a 72°C por sete minutos para extenséo final.
Para a visualizagéo dos resultados, 10uL do produto da PCR foram misturados com 4L do
tamp&o de amostra para corrida de eletroforese (tampéao TAE acrescido de 25% Ficoll ou
sacarose, 0,25% azul de bromofenol, 0,25% Xileno cianol) que foram aplicados em gel de
agarose horizontal a 2%, preparados com tampao TAE (Tris 1,6M, EDTA 0,025M, &cido

acetico, 0,8M pH 7,9).

A corrida eletroforética foi realizada por 45 minutos a 100 volts. Em seguida, o gel foi
submerso em solugdo de brometo de etideo (1,5ug/ml) por 10 minutos. As bandas foram
visualizadas em transluminador de luz ultravioleta e fotografadas no sistema Image Master

VDS (Pharmacia Biotech Inc. USA).
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3.5. Ensaios para a deteccdo de Hemolisina e Enterohemolisina em amostras de E.
coli

Para a deteccdo da producdo de hemolisina as amostras padrdo e as de campo foram
semeadas em caldo BHI e incubadas a 37° C/18 hs e, em seguida, semeadas em Agar Sangue
contendo 5% de heméacia bovina néo lavadas e incubadas por 24h a 37° C. Foram consideradas
hemolisina positivas quando observado um halo transparente ao redor do crescimento bacteriano,
com hemolise do tipo o (ou parcial) ou do tipo 8 (ou total).

Para a deteccdo da Enterohemolisina, as amostras também foram cultivadas em Agar
Sangue preparado com 5% de hemacias previamente lavadas com PBS (sangue bovino) (Beutin
et al., 1988) e incubadas a 37° C por 24hs. Neste caso as amostras capazes de efetuar hemolise

tipo o foram consideradas positivas.

3.6. Deteccdo da atividade da Verotoxina em ensaios de citotoxicidade celular

3.6.1. Preparo das amostras

As amostras de E. coli padrdo e de campo foram cultivadas em 2 ml de meio liquido TSB
(Tryptic Soy Broth — Difco) a 37°C com agitacdo a 250 rpm por 18 horas. O crescimento
bacteriano obtido foi centrifugado a 12.000 rpm por 10 min. em centrifuga refrigerada com rotor
para microtubos de 1,5ml. O precipitado foi descartado e o sobrenadante foi armazenado a 4°C

até o momento do experimento.

3.6.2. Preparo da linhagem celular

As células Vero (Células de Rim de Macaco Verde Africano) foram descongeladas e

cultivadas em garrafas com Meio Minimo Essencial Eagle (MEM) contendo 10 % de soro fetal
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bovino (SFB), 100 Ul de penicilina/ml e 10 mg/ml de estreptomicina, e incubadas a 37°C em
estufa a 5% de CO, para a formacdo de uma monocamada celular.

Para o teste de citotoxicidade, as células foram submetidas a acdo da tripsina para o
desprendimento da monocamada e, em seguida, foram preparadas microplacas de fundo chato
com 96 pogos contendo 100uL de MEM Eagle com 10% de SFB, 100 Ul de penicilina/ml e 10
mg/ml de estreptomicina com aproximadamente 2,5x10° células/ml.

Apbs 24 horas a 37°C em estufa a 5% de CO,, o meio de cultura foi substituido por
100uL de MEM Eagle com 2% de soro fetal bovino contendo diluicbes a 1:4 e 1:8 dos
sobrenadantes das amostras em estudo. As placas foram entdo incubadas a 37°C em estufa a 5%
CO, e as alteragBes morfoldgicas das células foram observadas em microscépio invertido apos

24 e 48 hs de incubacéo.

3.7. Determinacédo dos Sorogrupos

Para a determinacdo dos antigenos O (sorogrupagem), a metodologia utilizada foi
baseada em Guinée et al. (1972) e modificado por Blanco et al. (1992). As amostras de campo
foram semeadas em &gar triptona soja (TSA) e incubadas a 37°C por 24 hs. Do crescimento
bacteriano em placa foi obtido um raspado bacteriano que foi suspenso em dois tubos contendo 2
ml de NaCl 0,15M até a concentracdo de 1,8x10° baseando-se na Escala 6 de MacFarland. Apds
um tubo ser submetido a lise térmica (fervura) por uma hora e o outro autoclavado por 2,5 horas,
para as amostras que continuaram em suspensdo foram acrescidos 2 ml de NaCl 0,15M

formalizada 0,5%, adicionado de solucdo de Violeta Genciana 0,005%.
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Para determinacdo dos sorogrupos, cada suspensdo bacteriana foi testada frente aos
antissoros O especifico (O1 até O175) por reacédo de aglutinacdo em microplaca de poliestireno
de fundo V.

Cada poco da microplaca recebeu 50uL da amostra em teste e 50 uL de antissoro diluido
(1:80). A placa foi incubada a 37°C/18h em cadmara Umida. Para padrdo negativo de leitura,
utilizou-se um poco com 50uL de amostra e 50uL de NaCl 0,15M. As amostras que néo

apresentaram um deposito (botdo) no fundo do poco foram consideradas como positivas.

3.8. Analise Estatistica

Para a analise estatistica dos resultados obtidos no trabalho foi utilizado o teste de
proporcles entre os dois universos estudados (amostras isoladas de bezerros com diarréia e
amostras isoladas de bezerros sadios). Considerando Ho como hip6tese nula e H; como hip6tese

ndo nula, foi considerado o resultado obtido na férmula a seguir:

Z=(pl-p2) /N p(1-p)/ (1/ng + 1/ny) , sendo

p: no. total de amostras positivas/ no. total de amostras estudadas;

pl: no. total de amostras positivas/ no. de amostras isoladas de bezerros com diarréia;
p2: no. total de amostras positivas/ no. de amostras isoladas de bezerros sem diarréia;
ni: universo de amostras isoladas de bezerros com diarréia;

ny: universo de amostras isoladas de bezerros sadios;

considerando ag oos/2 = 1,96, rejeitar Ho quando Z > 1,96.
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4. Resultados

4.1. Deteccgéo de Fatores de Colonizagéo (FC)

Foram analisadas 101 amostras de Escherichia coli isoladas de bezerros com e sem
diarréia, sendo detectados Fatores de Colonizagdo (FC) estudados em 31 amostras. O gene eae
foi encontrado em 43 amostras, sendo que 35 amostras eram provenientes de animais com
diarréia e oito amostras de animais sadios. Para os demais FC, os resultados foram os seguintes:
26 CS31A+, sendo 24 em animais com diarréia e duas em animais sadios, onze F17+, sendo dez
isoladas de bezerros com diarréia e uma isolada de um animal sadio. Destas, seis amostras
apresentaram associacdo CS31A+/F17+, todas de animais de quadros diarréicos (Tabela 1).

Em relacdo a E. coli eae+ observou-se as seguintes associa¢des: 11 amostras foram
CS31A+, todas de origem diarréica, sendo que trés estavam associados a F17 e F17 sem
associacao a outro FC foi detectado em quatro amostras, todas de origem diarréica. Apenas trés
amostras apresentaram a associagéo entre CS31A e F17 entre as amostras eae+, todas isoladas de
quadro diarréico (Tabela 5).

Vinte e oito amostras ndo apresentaram outros fatores de coloniza¢do a ndo ser o eae
(Tabela 5).

Foram detectadas 16 amostras FC+ mas negativas para o gene eae, sendo 15 amostras
CS31A+, treze delas isoladas de bezerros com diarréia, sendo trés delas associadas a F17 e
apenas uma F17+ isolada de bezerro sadio (Tabela 6).

Em setenta E. coli ndo foram detectados FC e ndo foram encontradas amostras positivas
para os genes de K99, F41 e EAF. Os resultados obtidos quanto aos fatores de colonizagéo estéo

descritos na tabela 1.
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4.2. Detecgédo de Toxinas

Nas 101 E. coli estudadas, 69 delas apresentaram reacao positiva para pelo menos um dos
genes de toxinas pesquisados (Tabela 2), sendo 43 amostras VT1+, sendo 24 em animais com
diarréia e 19 em animais sadios. Ainda, 40 amostras foram EAST1+, sendo 17 provenientes de
animais com diarréia e 23 de animais saudaveis; 10 VT2+, sendo quatro de amostras diarréicas e
seis de amostras isoladas de bezerros saudaveis; oito Enthly+, com quatro isoladas de quadro
diarréico, seis amostras foram CDT+, quatro CNF2+ e apenas duas LT-lII+. Néo foram
detectadas amostras positivas para os genes das toxinas Hly, CNF1 e STa. As amostras positivas
para 0s genes de toxinas podem ser visualizadas na Tabela 2.

A expressdo de VT foi confirmada em ensaios com células Vero para todas as E. coli VT
positivas, enquanto que a expressdo da Ehly também foi confirmada quando semeadas em Agar

contendo hemécias previamente lavadas.

4.3. Determinacdo dos Sorogrupos

Foram detectados 35 sorogrupos diferentes nas amostras, sendo alguns em maior
frequéncia, como O7 em sete amostras, O23 em cinco amostras, O4, 08, 0153 e 0156 em
quatro amostras cada, 0103, 0123 e 0146 em trés amostras cada, O1, O3, 015, 026, 049, 055,
0128, 0144, 0148 e 0175 em duas amostras cada. Os demais sorogrupos ndo houve prevaléncia
entre as amostras estudadas, mostrando a diversidade bioldgica dos isolados bovinos. Os
resultados dos testes de sorogrupos podem ser visualizados na Tabela 3. Os resultados dos

sorogrupos, bem como sua distribuicdo entre as amostras isoladas de bezerros com ou sem
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diarréia podem ser visualizados na Tabela 4. Sete amostras apresentaram-se rugosas nos ensaios

de sorologia e vinte e uma amostras mostraram-se nao-tipaveis (NT).

4.4 Associacdo entre Fatores de Viruléncia e Sorogrupos

Das 43 E. coli eae+, 35 foram isoladas de bezerros com diarréia e oito isoladas de
bezerros sadios. Nestas amostras foram identificados 24 sorogrupos, sendo 0s sorogrupos mais
comuns 0123 e 0156 (tabela 7). Além disto, a maioria destas amostras associaram-se também
com a producéo de toxinas, visto que das 43 E. coli eae+ encontradas, 34 apresentaram um ou
mais genes responsaveis pela expressao de toxinas. Vinte amostras foram VT1+, sendo 15 delas
isoladas de quadros diarréicos. Entre as amostras eae+/CS31A+, observou-se a seginte
distribuicdo das toxinas: duas amostras VT1+, uma EAST1+, uma VT2+, duas amostras
VT1+/EAST1+ e uma VT1+/Enthly+. Quatro amostras foram eae+/F17+, sendo que uma estava
associada a VT2+, uma associada a CDT+ e CNF2+ e uma associada a EAST1+ e CNF2+.

Das amostras eae+/CS31A+/F17+, uma estava associada a VT1 e outra associada a VT1
e EAST1. As amostras de E. coli apenas eae+, cinco amostras foram VT1+, trés amostras
EAST1+, quatro VT1+/EAST1+, trés VT1+/Enthly+, duas Enthly+, duas CDT+, uma CNF2+,
uma EAST1+/Enthly e outra VT1+/CDT+. Seis amostras ndo apresentaram toxinas. AS
asssociacoes entre fatores de colonizacdo e toxinas entre as amostras eae+ estdo demonstradas
nas tabelas 5 e 7.

Entre as E. coli eae negativas, verificou-se 25 sorogrupos identificados, sendo mais
encontrados os sorogrupos O7 e O4.

Em relagdo as toxinas estudadas, foram encontradas 40 amostras dentre as 58 amostras

eae negativas potencialmente capazes de produzir uma ou mais toxinas, sendo que 29 delas
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foram isoladas de bezerros sadios. Vinte e trés amostras foram VT1 positivas, sendo 14 isoladas
de bezerros sem diarréia. Vinte e trés amostras foram EAST1+, onde 16 eram provenientes de
bezerros sadios. Dentre as amostras CS31A+, observamos cinco amostras VT1+, sendo uma
associada a CDT, uma associada a VT2/EAST1 e duas associadas a EAST1. Trés amostras
apresentaram a associacdo entre CS31A/F17, sendo que apenas uma amostra produziu toxina
VT1. Apenas uma amostra apresentou FC F17+, sendo que também apresentou resultado
positivo para EAST1.

Nove amostras deste grupo foram EAST1+, oito amostras VT1+/EAST1+, quatro VT1+
e trés amostras VT2+. As demais associagOes estdo descritas na tabela 6. As associagdes entre
fatores de colonizacéo e toxinas estdo descritas nas Tabelas 7 e 8.

Quarenta e duas amostras ndo apresentaram FC nem eae, sendo que destas, onze também
ndo apresentaram producéo de toxina.

Onze amostras foram negativas para todos os fatores de viruléncia pesquisados neste
trabalho, sendo cinco delas isoladas de bezerros com diarréia e seis delas isoladas de bezerros
sadios. As associagOes dos fatores de viruléncia, bem como dos sorogrupos e sorotipos podem

ser visualizados nas tabelas que se seguem.
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Tabela 1. Numero de amostras totais e fatores de colonizacdo em amostras de Escherichia coli

isoladas de bezerros com e sem diarréia.

NUmero total de

No. de bezerros com
diarréia e sem

No. de amostras
isoladas de bezerros

Andlise de

. - a *
animais diarréia com e sem diarréia Proporgdo (2)
29D (5 58D
50 Z=0,14**
21S ) 43S
Fatores de No. total de Bezerros com e sem Anélise de
colonizagdo* amostras (%) diarréia Proporgéo (Z2)**
CS31A 20 (19,8%) 18 D Z=35
02S
F17 05 (4,9%) 04D Z=0,34
01S
CS31A/F17 06 (5,9%) 06 D Z=2,39
eae 43 (42,5%) 35D Z=4.24
8S
(@) = diarréia
(b) = sadio

*Nao foi encontrado resultado positivo para os FC K99, F41 e EAF.
** Z=resultado da andlise proporcionais entre bezerros com diarréia e sadios.
a0 052 = 1,96, portanto, se Z> 1,96 = rejeitar hipotese nula (Ho), resultado proporcionalmente

significante

Z< 1,96 = aceitar Hy, resultado proporcionalmente insignificante.
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Tabela 2. Toxinas em amostras de Escherichia coli isoladas de bezerros com e sem diarréia.

Toxinas* No. total de Bezerros com e sem Anéli~se de
amostras (%) diarréia Proporcéo (2)**
VT1 43 (42,6%) 24D g Z=0,3
19°S @)
VT2 10 (9,9%) 04D Z=1,42
06S
Ehly 08 (7,9%) 04D Z=0,62
04S
EAST1 40 (39,6%) 17D Z=2,6%**
23S
CDT 06 (5,9%) 04D Z=0,16
02S
CNF2 04 (3,9%) 03D Z=1
01S
LT-II 02 (1,9%) 02D Z=15
(a) = diarréia
(b) = sadio

*Né&o foram encontrados resultados positivos para as toxinas STa, CNF1 e Hly.
**Z= resultado da analise proporcionais entre bezerros com diarréia e sadios.
*** 00052 = 1,96, portanto, se Z> 1,96 = rejeitar hipotese nula (Ho), resultado proporcionalmente
significante
Z< 1,96 = aceitar Hy, resultado proporcionalmente insignificante.
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Tabela 3. Sorogrupos de amostras de Escherichia coli isoladas de bezerros com e sem diarréia.

Sorogrupo No. Amostras
o7 7
023 5
04, 08, 0153, 0156 4
0103, 0123, 0146 3
01, 03, 015, 026, 049, 055, 0128, 0144, 0148, 0175 2
05, 06, 09, 010, 017, 076, 078, 085, 091, 0113, 0117, 1

0119, 0124, 0126, 0138, 0169

NT* 21
Rugosas 7
Total de amostras 101

* NT: Nao Tipavel.

Tabela 4. Distribuicdo de sorogrupos de amostras de Escherichia coli com e sem diarréia.

Bezerros Bezerros
Bezerros Bezerros
Sorogrupo com . Sorogrupo com .
diarréia sadios diarréia sadios

01 2 0103 3

03 1 0113 1

04 4 0117 1

05 1 0119 1

06 1 0123 2 1

o7 3 4 0124 1

08 4 0126 1

09 1 0128 2

010 1 0138 1

015 2 0144 1 1

017 1 0146 3

023 4 1 0148 2

026 2 0153 3 1

049 1 1 0156 4

055 2 0169 1

076 1 0175 2

078 1 NT* 11 10

085 1 Rugosa 5 2

091 1 Total de amostras 58 43

* NT: Néo Tipavel.
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Tabela 5. Associacdo dos fatores de colonizagéo e toxinas em amostras de Escherichia coli eae+
isoladas de bezerros com e sem diarréia.

Fatores de Colonizacdo Toxinas No. de amostras
CS31A+ VT1+ 2*
EAST1+ 1
VT2+ 1
VT1+/EAST1+ 2
VT1+/Ehly+ 1
Sem toxina 1
F17+ VT2+ 1
CDT+/CNF2+ 1
EAST1/CNF2+ 1
Sem toxina 1
CS31A+/F17+ VT1l+ 1
VTI1+/EAST1+ 1
Sem toxina 1
Sem FC pesquisados VT1+ 5
EAST1+ 3
CDT+ 2 (1D/1S)**
Ehly+ 2 (1D/1S)
VT1+/CDT+ 1
VT1+/EAST1+ 4 (1D/3S)
VT1+/Ehly+ 3 (1D/2S)
CNF2+ 1
EAST1+/Ehly+ 1
Sem toxina 6 (5D/1S)

*Todas as amostras foram isoladas de bezerros com diarréia

** D: diarréia/ S: sem diarréia
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Tabela 6. Associacao dos fatores de colonizagéo e toxinas em amostras de Escherichia coli eae-
isoladas de bezerros com e sem diarréia.

Fatores de Colonizacdo Toxinas No. de Amostras

CS31A+ VT1+ 1*
EAST1+ 2(1D/18)**
VT1+/CDT+ 1
VT1+/VT2+/EAST1+ 1
VTI1+/EAST1+ 2 (1D/1S)
Sem toxina 5

F17+ EAST1+ 1(S)

CS31A+/F17+ VT1+ 1
Sem toxina 2

Sem FC pesquisados VT1+ 4(1D/3S)**
VT2+ 3(S)
EAST1+ 9(S)
VT1+/VT2+ 1(S)
VT2+/EAST1+ 1(S)
VT1+/VT2+/EAST1+ 1
VT1+/VT2+/Ehly+ 1(S)
VTI1+/EAST1+ 8(1D/7S)
EAST1/LT-II 1
VTI1+/EAST1+/LT-II 1
VT1+/CDT+/CNF2+ 1(S)
Sem toxina 11(5D/6S)**

* Todas as amostras foram isoladas de bezerros com diarréia

** D: diarréia/ S: sem diarréia
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Tabela 7. Associacdo de sorogrupos com fatores de viruléncia em amostras de Escherichia coli
eae+ isoladas de bezerros com e sem diarréia.

Sorotipo/Sorogrupo  Bezerros com diarréia/ FC** Toxinas
Sadios

03 D - EAST1

o7 D - EAST1

017 D F17 CNF2/EAST1

026 D CS31A VT1
D - Ehli |
078 D F17 CNF2/CDT

0117 D CS31A VT1/EAST1

0146 D CS31A/F17 VT1/EAST1
D - VT1/EAST1
]
0156 S - Ehly
S (2 amostras) - VT1/Ehly
S - -
|
Né&o-Tipavel (NT) D CS31A VT1/Ehly
D - EAST1
D (2 amostras) - VT1
D CS31A -

Total de amostras: 43
*D: diarréia/S: sadio
**EC: Fator de Colonizacédo
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Tabela 8. Associacao de sorogrupos com fatores de viruléncia de amostras de Escherichia coli
eae- isoladas de bezerros com e sem diarréia.

Sorotipo/Sorogrupo Bezerros com FC** Toxinas
diarréia/ Sadios
0o1 D* CS31A VT1
(OX] D CS31A -
04 S (3 amostras)* - EAST1
05 S - EAST1
06 D CS31A EAST1
o7 D CS31A VT1/VT2/EAST1
S (3 amostras) - VT1/EAST1
S CS31A VT1/EAST1
010 D CS31A VT1/CDT
015 S (2 amostras) - VT1/EAST1
023 S - VT2
049 D CS31A -
S - EAST1
085 S CS31A EAST1
0103 D - VT1
D - VT1/EAST1
0113 S - VT1/VT2/Ehly
0119 S - VT2/EAST1
0126 D CS31A/F17 -
0128 S - VT1/EAST1
0138 S - EAST1
0148 S F17 EAST1
0153 D - VTL1/EAST1/NT2
S - VT1/EAST1
0169 S - EAST1
0175 S - VT1/CDT/CNF2
N&o-Tipavel (NT) D CS31A/F17 -
D CS31A/F17 VTl
D (3 amostras) CS31A -
S (2 amostras) - EAST1
S (3 amostras) - VTl
S - VT2
Rugosa D - LT-1I/EAST1
D - VT1/LT-II/EAST1
S - VTL1/VT2
S - VT2
D CS31A VT1/EAST1

Total de amostras: 47
*D: diarréia/S: sadio
Obs.: Onze amostras foram negativas para todos os fatores de viruléncia pesquisados.
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5. Discussao

A colibacilose bovina é um dos maiores problemas da pecuéria mundial. Infeccdes
intestinais podem acometer bezerros de uma a oito semanas de idade, sendo causadas quase
sempre por Escherichia coli patogénicas. Bezerros saudaveis eventualmente albergam subtipos
com tal potencial, mas ndo necessariamente causando doengas. Levando em consideragéo estes
fatos € possivel, portanto, reconhecer tais animais como reservatorios de amostras com poder de
causar infeccdo em humanos (Urdahl et al., 2003).

Uma vez que a colibacilose bovina vem sendo considerada uma das principais causas de
perdas econ6micas da pecuaria mundial, e levando em consideracdo que o estudo da
epidemiologia desta doenga no Brasil ainda ndo esté totalmente fechado e bem descrito, faz-se
necessario verificar quais os fatores de viruléncia importantes no desenvolvimento da diarréia
bovina e identificar os sorogrupos prevalentes. Estes estudos dao suporte para melhor
compreensdo da colibacilose que acomete bovinos no Brasil, principalmente bezerros, podendo
até surgir novas perspectivas para o desenvolvimento de vacinas.

A infeccdo por E. coli estd muito relacionada a fatores ligados a integridade fisica do
animal e seu manejo. Entre os fatores mais considerados entdo: a idade do animal, a vitalidade
do bezerro ao nascer e a sua imunidade. A sensibilidade do bezerro aos agentes infecciosos esta
diretamente ligada a idade do animal. E considerado como o periodo de maior risco dos bezerros
adquirirem infecgdes entre as trés primeiras semanas de vida e dentro deste periodo, a maior
incidéncia de casos de diarréia esta na segunda semana de vida (Garcia et al., 1999).

Para a realizacdo deste estudo utilizaram-se métodos moleculares e alguns métodos
fenotipicos para tracar o perfil de amostras de Escherichia coli isoladas de bezerros com e sem

diarréia. Uma vez que a técnica de PCR se mostra como um método bastante especifico e rapido

54



na literatura, os testes moleculares foram realizados para caracterizar as amostras de Escherichia
coli quanto a presenca de genes de fatores de colonizacdo e toxinas mais relevantes na
colibacilose bovina, indicados na literatura nacional e internacional. Foram realizados também
ensaios para a deteccdo da producdo de Verotoxina e determinacdo dos sorogrupos prevalentes,
tentando assim, tracar um perfil completo das amostras.

Ao comparar a incidéncia de fatores de colonizagcdo em amostras de E. coli a literatura
mostra uma variedade de resultados. Contrepois et al. (1989) estudando amostras bovinas
isoladas na Franca, Canada e india observaram que 41,7% apresentaram CS31A. No Brasil,
Valadares et al. (1999), estudando amostras de E.coli isoladas de bezerros com diarréia na regido
de Campo Grande, MS, relataram que entre 255 amostras, 47 (18,4%) foram positivas para
CS31A e, dentre estas, 13 apresentaram associagdo com F17. Bertin et al. (2000) estudando 118
amostras de E. coli isoladas de bezerros com diarréia e/ou septicemia na Franca observaram a
presenca da associacdo de CS31A/F17 em 34% das amostras, de F17 em 27,1% e CS31A em
17,8% das amostras. Mais recentemente, Mercado et al. (2003) encontraram o FC CS31A em
21% dos isolados obtidos de bezerros na Argentina e entre estas, 14,3% apresentaram F17
associados. Nesse estudo, das 58 amostras de E. coli de origem diarréica, 24 (41,3%) foram
positivas para CS31A, dez amostras (17,2%) foram F17+ e dentre estas se observou a associa¢ao
de CS31A com F17 em seis amostras (10,3%). Por outro lado, das 43 amostras isoladas de
animais sadios, apenas trés E. coli (7,0%) apresentaram FC, sendo duas amostras CS31A e uma
F17. Pode-se entdo observar uma grande diferenca no que diz respeito aos fatores de colonizagao
detectados na Franga e os detectados na América do Sul, mostrando a diversidade da prevaléncia
desses fatores nas diferentes regides. Vale ressaltar que 90% das amostras CS31A+ foram
isoladas de quadro diarréico e analisando as proporcdes dos resultados obtidos (Z= 3,5, ou seja,

proporcionalmente significante) e ainda, que todas as amostras CS31A+/F17+ foram isoladas de
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bezerros com diarréia (Z=2,39, proporcionalmente significativo), isso mostra que tais fatores de
viruléncia estariam envolvidos no quadro diarréico desses bezerros, visto que tais FC estdo
relacionados com quadro diarréico e septicemico. Em compensacdo, das cinco amostras F17+
sem associagdo com CS31A, quatro foram isoladas de bezerros com diarréia, mas este resultado
ndo mostrou significancia para o quadro diarréico (Z=0,34, menor que Z=1,96).

Wieler et al. (1996) estudando 174 amostras de E. coli isoladas de bezerros com diarréia
na Alemanha verificaram que 122 (70,1%) apresentaram o gene eae. Osek & Winiarczyk (2001)
estudando amostras de bezerros saudaveis na Europa observaram que o gene eae foi detectado
em 84 (21,5%) de um total de 390 amostras estudadas. Mais recentemente, Salvadori et al.
(2003), trabalhando com 205 amostras isoladas de bezerros com diarréia do Estado do Mato
Grosso do Sul, Brasil, verificaram que apenas 3,4% das amostras apresentavam 0 gene eae.
Nesse mesmo ano, Leomil et al. (2003) observaram que dentre as 24 VTEC isoladas de bezerros,
10 apresentaram o gene eae, sendo sete isoladas de animais com diarréia e 3 de animais sadios.
Ugrinovich (2004) estudando E. coli isoladas de bezerros com e sem diarréia no Estado de S&o
Paulo, mostrou que dentre as 98 amostras isoladas 48 (49%) apresentaram o gene eae. Porém,
quando comparada a prevaléncia deste gene entre as amostras isoladas de bezerros com diarréia
e sadios, foi observado que 50% eram de origem diarréica e 50% de amostras controle. No
recente artigo publicado por Irino et al. (2005), estudando amostras VTEC isoladas de gado
leiteiro adulto, detectaram a presenca do gene eae em 1% das amostras de Escherichia coli.

Foram encontrados 43 amostras de E. coli (42,6%) com resultado positivo para o gene
eae, sendo 35 amostras (34,6%) de origem diarréica e oito (7,9%) isoladas de bezerros sadios.
Ou seja, das amostras de E. coli eae positivas encontradas, 81,3% foram isoladas de bezerros
com diarréia e 34,4% das amostras de E. coli diarréicas s6 apresentaram o gene eae como fator

de colonizagdo. Concordando com Leomil et al. (2003) e diferente do observando por
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Ugrinovich (2004), esses resultados indicam que 0 gene eae esta associado ao quadro diarréico
de bezerros, visto que a analise proporcional das amostras reforca esta afirmacéo (Z=4,24, maior
que Z=1,96).

Vale ressaltar que foram observadas diferencas relevantes quanto a presenca ou néo do
gene eae entre as amostras isoladas em localidades de diferentes estados do nosso pais, e, mesmo
entre as amostras isoladas na Europa. Deste modo, os resultados obtidos suscitam que novos e
mais amplos estudos sejam realizados visando determinar a prevaléncia do gene eae no rebanho
brasileiro, considerando a extensdo do pais, manejo, racas, tamanho do rebanho e sua finalidade
(corte ou leite).

Menge et al. (1999) mostraram em seu estudo que VT1 tem contribuido para a
patogénese de VTEC associada a diarréia em bezerros, suprimindo a resposta imune associada a
mucosa do organismo hospedeiro. Urdahl et al. (2003), estudando amostras de E. coli isoladas de
bezerros sadios em fazendas de gado leiteiro na Alemanha, encontraram 64,6% das amostras
positivas para VT e, dessas, a grande maioria foi VT1. Moreira et al. (2003) utilizando ensaios
com células Vero para verificagdo da producdo de VT, mostraram que 49% dos bezerros
estudados de fazendas de gado leiteiro no sul do Brasil apresentaram VTEC em sua flora
intestinal. Leomil et al. (2003) relataram entre as amostras VTEC isoladas de bezerros que 50%
eram VT1, 33,3% VT1/VT2 e 16,7% VT2. Um estudo recente feito por Mercado et al. (2004) na
Argentina, mostrou que 80% das VTEC isoladas de bezerros com diarréia apresentaram gene
para VT1. Ugrinovich (2004) observou que dentre as 98 amostras estudadas, 76 foram positivas
para o gene stx, sendo VT1 a mais frequente (59,2%). Um recente estudo realizado por Irino et
al. (2005) relata que 97% das VTEC isoladas de gado leiteiro adulto apresentaram VT2 ou

VT1/VT2. Um outro estudo desenvolvido por Zweifel et al. (2005) com amostras de E. coli
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isoladas de gado de corte na Suécia detectaram 43% VT1+, 20% VT2+ e 9% VT1/VT2+. Neste
trabalho ainda foram observados o0s genes eae em 21% das amostras.

Os resultados obtidos no presente estudo se mostram muito semelhante aos trabalhos
anteriores quando evidencia que a toxina mais frequente foi a Verotoxina, detectada em 52,5%
das amostras. Por outro lado, observamos a VT1 como a de maior prevaléncia (81,1%). Dados
esses que confirmam que VTEC produtora de VT1 estd muito mais associada a bezerros que
VTEC produtora de VT2 (Wieler et al., 1996; Orden et al., 2002) e s&o contrarios ao citado por
Irino et al. (2005). Além disto, este trabalho mostra que bezerros podem sim, ser reservatorios de
VTEC, pois entre as 43 E. coli VT1+, 24 foram isoladas de bezerros com diarréia e 19 amostras
isoladas de bezerros sadios, mas proporcionalmente ndo existe significancia com o quadro
diarréico (Z=0,3, menor que Z=1,96).

Neste trabalho, entre as amostras de E. coli VT1+ isoladas de bezerros com diarréia,
62,5% apresentaram associagdo com o gene eae. Entre as 19 amostras VT1+ isoladas de bezerros
sem diarréia, 26,3% estavam associadas ao eae. Blanco et al. (1997a), estudando bezerros
saudaveis de fazendas leiteiras e de corte em Lugo, Espanha, encontraram 27% das amostras
positivas para VT1, mas apenas 0,8% de amostras eae positivas. Cobbold & Desmarchelier
(2001) estudando amostras isoladas de bovinos saudaveis de diferentes idades na Austrélia,
observaram que 29% das amostras VTEC isoladas apresentavam o gene eae. Na Espanha, Orden
et al. (2002) encontraram 24,3% de VTEC isoladas de bezerros saudaveis portadoras do gene
eae, sendo muitas delas associadas a VT1.

Boerlin et al. (1999) mostraram em seu estudo uma associa¢do significativa entre a
presenca do gene eae e VT2 em amostras de origem humana. Esta associacdo raramente é

encontrada em amostras isoladas de bovinos. Nesse trabalho foram detectadas 9,9% das amostras
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de E. coli VT2+ e destas, 20% estavam associadas ao gene eae. 80% das amostras VT2+ (oito
amostras) nao apresentaram o gene eae e seis amostras foram isoladas de bezerros sadios.

Irino et al. (2003), estudando amostras de E. coli isoladas de bezerros do estado de Sao
Paulo, observaram que 94% das VTEC encontradas eram produtoras de VT2 e apenas 6% eram
produtoras de VT1, fato que ndo se assemelha aos resultados aqui detectados. Um recente estudo
realizado por Irino et al. (2005) relata que s6 foi possivel verificar a presenca do gene eae em 1%
de amostras VTEC, restritos aos sotoripos O157:H7 e OL111:HNM, sorotipos esses
caracteristicos de EHEC. Esses estudos ratificam nossa afirmagdo anterior quando em se tratando
da grande variedade de sorogrupos e sorotipos VTEC existentes no rebanho bovino brasileiro e
mundial.

A identificacdo de amostras VTEC capazes de produzir verotoxina pode ser realizada em
ensaios celulares. A expressdo de VT foi confirmada em ensaios de citotoxicidade em todas as
amostras VT positivas em testes de PCR. O mesmo foi observado com amostras Ehly positivas
em ensaios de PCR quando testadas em Agar Sangue. Diferentemente do nosso trabalho, Irino et
al. (2005), relatam que 88% das amostras apresentaram o gene de Ehly, mas apenas uma amostra
mostrou atividade em Agar Sangue.

Ehly esta fortemente associada a E. coli produtoras de Verotoxina (VTEC) isoladas de
bezerros (Beutin, et al., 1993; Holland et al., 1999; Cobbold & Desmarchelier, 2001). No Brasil,
Irino et al. (2003) observaram que 80% das amostras VTEC eram produtoras de Ehly. A baixa
frequéncia de Ehly observada entre as amostras estudadas no presente trabalho, apenas oito
amostras (7,9%) e ainda mostrando pouca significancia no quadro diarréico (Z=0,62, menor que
Z=1,96) o que ndo era esperado, pois no Brasil Irino et al. (2003) e Ugrinovich (2004)

encontraram muitas amostras produtoras de Ehly.
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Os resultados encontrados nos estudos realizados no rebanho bovino brasileiro no que
tange a prevaléncia de variedades de VT (VT1 e/ou VT2) e da sua associacdo com 0 gene eae
mostram-se controversos. Do mesmo modo, também controversos os estudos que dizem respeito
a VTEC isoladas de bezerros em diferentes continentes.

Segundo Osek et al. (2000) nao foi encontrada nenhuma associacao entre VT e F17, mas
46,7% das amostras estudadas pelos autores apresentaram resultado positivo para Ehly. Além
disso, estudo que difere totalmente do nosso trabalho e se assemelha aos demais vistos
anteriormente, mostrando que no Brasil o risco de contaminacdo humana por estes patdgenos é
grande, representando um fator de risco a satde humana.

Neste aspecto, o presente trabalho mostra-se compativel com a literatura publicada até o
momento, pois bezerros podem apresentar VTEC como parte de sua microbiota intestinal e esta
nem sempre esta associada ao gene eae e, o fato desse microrganismo estar presente em seu trato
gastrointestinal, ndo necessariamente estaria associado a quadros de diarréia. E importante
salientar também a diversidade de amostras isoladas em diferentes estados brasileiros, que por
tratar-se de um pais de grande area geografica e com muitos rebanhos bovinos, a diversidade dos
fatores de viruléncia de VTEC pode ser um fato previsivel.

Trinta e cinco amostras de E. coli (34,6%) foram positivas para a toxina EAST1, sendo
grande parte associadas a VT1 e ao fator de colonizagdo CS31A. Até o momento este é o
primeiro relato de associagdo entre amostras CS31A/VT1. N&o foi observada nenhuma
publicacéo a associacéo entre CS31A e VT1 em bovinos com e sem diarréia em outros paises e
até mesmo em outros estados brasileiros.

Bertin et al. (1998) encontraram a associacdo entre CS31A e EAST1 em 87% das
amostras de E. coli CNF1 positivas estudadas e em 72% das amostras negativas para CNF1. Um

estudo realizado por Valadares (2000), com amostras de E. coli do Mato Grosso do Sul, Brasil,
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revelou que entre as amostras CS31A positivas 29,8% estavam associadas a EAST1, 8,5% do
total das amostras apresentaram VT1 e nenhuma amostra apresentou VT2. Ugrinovich (2004)
encontrou apenas duas amostras de E. coli (2%) EAST1 positivas, sendo uma em amostra de
origem diarréica e outra em bezerro sadio, em bezerros do Estado de S&o Paulo. Irino et al.
(2005) encontraram em seu trabalho apenas 4,9% das amostras portadoras do gene para EAST1,
sendo que todas elas estavam associadas a VT1 e VT2. Este estudo indicou ainda que EAST1
ndo estava envolvido com o quadro diarréico, pois quando analisadas as propor¢des entre as E.
coli EAST1+ isoladas de bezerros com e sem diarréia, o resultado mostrou-se proporcionalmente
significante ao constatar que EAST1 foi mais prevalente entre os isolados de bezerros sadios aos
isolados de bezerros com diarréia (Z=2,6, maior que Z=1,96).

Quanto as demais toxinas detectadas entre as amostras pesquisadas neste trabalho, o
numero de amostras positivas pode ser questionavel e também pouco significante (Z< 1,96,
aceitando hipdtese nula). A associacdo entre amostras NTEC com quadros diarréicos é
questionada, mas Orden et al. (1999) encontraram a maioria das amostras isoladas NTEC
associadas a quadros diarréicos. Orden et al. (2002), estudando amostras de E. coli isoladas de
bezerros de diferentes idades na Espanha, encontraram 10,9% de amostras positivas para CNF e
todas elas produtoras de CNF2.

Van Bost et al. (2001), estudando 430 amostras isoladas de bezerros com diarréia na
Bélgica, encontraram 8% de amostras produtoras de CNF. Nestas, verificou-se que 57%
apresentavam associacdo entre a producdo de CNF2 e toxina CDTIIl. Neste trabalho, foi
encontrado 3,9% das amostras produtoras de CNF2 e destas 50% (duas amostras) associadas a
CDT. Proporcionalmente, tal resultado ndo mostrou significancia para o quadro diarréico das

amostras estudadas neste trabalho (Z=1, menor que Z= 1,96).

61



Um trabalho desenvolvido recentemente por Pickett et al. (2004) mostrou a associacéo,
em amostras de E. coli de origem humanas, de CDTIII com outros fatores de viruléncia ligados a
VTEC e NTEC. As amostras produtoras de CDT apresentaram-se positivas também para VT1 e
CNF2. Neste trabalho 66,6% das amostras CDTIII positivas apresentaram associagdo com o
gene eae. De fato, esses resultados estdo condizentes com os resultados de Orden et al.(1999) e
Van Bost et al. (2001), sendo mais um indicativo da necessidade de maiores estudos com as
amostras E. coli isoladas de bezerros no Brasil.

Em 2002, Ugrinovich et al. relataram o isolamento de uma amostra de E. coli LT-11+ a
partir de fezes de bezerro com diarréia. Em um trabalho mais recente, Salvadori et al. (2003)
encontraram em amostras de E. coli isoladas de bezerros com diarréia 8,3% das amostras
positivas para LT-1l. No presente trabalho verificamos a presenca do gene de LT-1I em apenas
1,9% das amostras isoladas de bezerros com diarréia. A baixa frequéncia observada por
diferentes autores e neste trabalho, sugere que a LT-1I ndo deva ter um papel importante na
colibacilose bovina.

Né&o foi encontrada nas amostras de E. coli estudadas reacdo positiva para o plasmidio
EAF. Esse trabalho estd confirmando a literatura, pois ja é conhecido que amostras VTEC e
EHEC ndo apresentam tal plasmidio (Nataro & Kaper, 1998; Paton & Paton, 1998; Szalo et al.,
2002). Amostras EHEC apresentam plasmidio muito similar ao EAF, mas neste ndo esté inserido
0 gene responsavel pela expressdo de BFP (Szalo et al., 2002). A associacdo de CNF1 e Hly tem
sido freqientemente relatada em amostras isoladas de infecgOes extraintestinais (1.T.U. e
septicemia) de humanos (Blanco & Blanco, 1993; Orden et al., 1999). Concordando com a
literatura, 0s genes para as toxinas Hly e CNF1 ndo foram detectados nas amostras por nos

estudadas.

62



Vale a pena ressaltar a auséncia do gene para STa nas amostras analisadas, indicando nédo
se tratar de amostras enterotoxigénicas (ETEC) pois, assim como K99 e F41, que ndo foram
encontrados nas amostras estudadas, estes fatores de viruléncia séo caracteristicos deste grupo de
E. coli diarreogénicas (Blanco & Blanco, 1993). Frank et al. (1998) estudando amostras de
bezerros para validacdo de reacdes de PCR multiplex ndo encontrou associacdo alguma entre 0s
fatores de viruléncia ligados a ETEC e VTEC. Apenas 4% das amostras apresentaram um perfil
VT2/STa, o que é um fato incomum. Mais tarde, Osek et al. (2000) ndo encontraram genes para
K99, F41, STa, STh, LT-I e LT-1l1 em amostras VTEC. Estes trabalhos confirmam nosso estudo,
mostrando que fatores de viruléncia ligados a ETEC néo séo encontrados em amostras VTEC.

Nesse estudo foram identificados 35 sorogrupos. Todos 0s sorogrupos estdo associados a
VTEC em bovinos (http://www.lugo.usc.es/ecoli/SEROTYPESBOV.htm
/ISEROTYPESHUM.htm/ 28/10/2004; Vaz et al., 2004). Em relacdo as amostras eae+/VT1+,
oito sorogrupos estdo associados a VTEC em bovinos: O4, 08, 023, 026, 055, 0103 e 0146,
0156. Das amostras VT1+, onze sorogrupos encontrados estdo associados a VTEC em bovinos:
01, 07, 010, 015, 023, 0103, 0113, 0119, 0128, 0153 e O175. Ainda dentro do grupo de
amostras VTEC (eae+/VT1+), nove amostras estdo associadas a isolados capazes de causar
doenga em humanos, sendo eles: 04, 08, 023, 055, 0117, 0123, 0124, 0144 e 0146. Apenas
dois sorogrupos estdo associados fortemente a doenga em humanos (026 e O156). Nas amostras
VTEC portadoras de VT1, dez sorogrupos estdo associadas a VTEC humana, como O1, O7,
015, 023, 0103, 0113, 0119, 0128, 0153 e 0175, mas apenas 0s sorogrupos 0103 e 0113
estdo associados com diarréia grave em humanos (http://www.lugo.usc.es/ecoli/
SEROTYPESBOV.htm/SEROTYPESHUM.htm/ 28/10/2004). Apesar de nao ser verificado
nesse trabalho o sorogrupo 0157, os sorogrupos O26 e O156 estdo fortemente associados a

doengas tanto em bovinos como em humanos e alguns sorogrupos como 055, 091, 0103, 0111,
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0113 estdo sendo considerados atualmente por Vvarios pesquisadores como patdgenos
emergentes, causadores de diarréias em humanos e diarréia grave em bezerros em diferentes
paises, inclusive o Brasil (Vaz et al., 2004; Pradel et al., 2000).

Estes resultados demonstram a importancia de estudos mais aprofundados sobre
colibacilose em bovinos no Brasil, nas suas diferentes regides geograficas, e para animais
submetidos os diferentes manejos e para diferentes finalidades, como gados de corte ou leiteiro,
por se tratar de um possivel risco a Saude Publica.

De acordo com os resultados obtidos, foi confirmado que bezerros s@o reservatorios de
amostras ndo 0157 produtoras de VT do tipo 1, uma vez que sorogrupos de grande relevancia
foram encontrados, 055, 091, 0103, 0111, além de sorogrupos ja descritos como causadores de
doengas em humanos como 026, 0103, 0113, 0153 e O156, 0 que pode ser considerado um
risco para saude publica.

O papel do gene eae na colibacilose bovina deve ser melhor estudado e a confirmacéo da
associacdo entre o fator de colonizagdo CS31A com a toxina VT1 em amostras isoladas do
rebanho brasileiro se faz necessaria, por se tratar de um pais de dimensdes geogréaficas
consideraveis e a diversidade bioldgica quando se trata de fatores de viruléncia ligados a

colibacilose bovina.
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b)

d)

f)

6. Conclusodes

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho chega-se as seguintes conclusdes:

O gene eae foi encontrado em uma grande porcentagem em E. coli isoladas de bezerros

com diarréia e tambhém associado a toxina VT1;

A toxina VT1 foi detectada com maior freqiiéncia nas amostras (42,5%) em comparagéo
a VT2, confirmando os dados da literatura sobre a prevaléncia de VTEC1, sendo que

todas as amostras positivas mostraram atividade em células Vero;

A pouca diferenga entre as amostras VT1+ isoladas de bovinos com e sem diarréia,

afirma que bezerros sdo reservatérios de VTEC, indicando grande risco a satde publica;

A associacdo de CS31A com VT1 (42,3% das amostras CS31A+) ainda nédo havia sido

descrita até o presente momento, mostrando uma nova associacdo entre fatores de

colonizacdo e toxinas em amostras isoladas no Brasil;

Os sorogrupos identificados nas amostras estdo relacionados a sorogrupos de VTEC de

bovinos, sendo os sorogrupos 026, 0103, 0113 e O156 associados a doenca em

humanos;

Cinqguenta por cento das amostras CNF2 positivas apresentaram associagdo com CDTIII;
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9)

h)

)

A presenca de LT-II nas amostras estudadas embora em uma porcentagem nao

significativa sugere maiores estudos relacionados a colibacilose bovina;

Pode-se considerar que bezerros séo reservatorios de amostras ndo O157 produtoras de
VT do tipo 1, uma vez que sorogrupos de grande relevancia foram encontrado, alguns

deles ainda podendo ser causadores de doengas em humanos;

Nédo foram identificados os fatores de viruléncia F41, K99, STa, mostrando ndo se tratar
de E. coli enterotoxigénica (ETEC) e também ndo foi observado resultado positivo para

CNF1 e Hly e EAF;

Este trabalho reforca a necessidade de maiores estudos sobre a colibacilose no Brasil,
uma vez que os dados do trabalho séo confrontantes com o da literatura e mostra ainda
uma grande diferenga entre os fatores de viruléncia encontrados em amostras de

diferentes regiGes do nosso pais.
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