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RESUMO

A E. coli caracteriza-se como 0 agente etiologico mais diagnosticado em casos de diarreia neonatal
bovina, todavia esta bactéria nem sempre € a causadora da enfermidade, tendo em vista que alguns
sorovares possuem fatores de viruléncia ndo capazes de causar a doenca. Sendo assim o objetivo do
corrente estudo foi identificar genes de viruléncia de diferentes sorovares de E. coli presentes em
amostras de fezes de bezerras acometidas por diarreia, através da técnica de PCR. Foram
acompanhadas 14 bezerras diarreicas da raca Holandés. A partir do diagnostico de diarreia, eram
realizadas coletas de fezes nos dias 0 e 7 onde era realizado isolamento e identificacdo do agente
bacteriano e posterior extracdo do DNA gendmico dos isolados e caracterizacdo genotipica através
da reacdo em cadeia de polimerase (PCR). A partir do cultivo microbiolégico das fezes, foi possivel
a identificacdo de Escherichia coli em 100% (n=17) das amostras coletadas. Através da analise de
PCR, foram identificados genes de hemolisina (hlyA) em 32,35% das amostras, 8,82% foram
positivas para produtoras de toxina shiga (stx1), 8,82% apresentavam o gene intimina (eae), 8,82%
apresentavam a toxina termoestavel A (estlA) e ainda 41,19% das amostras foram negativas para
esses genes pesquisados (ndo patogénicas). Diante do exposto, fica evidente a importancia do
conhecimento dos sorovares e fatores de viruléncia que caracterizam a patogenia da diarreia de
bezerros de modo a compreender a epidemiologia, a manifestacédo clinica e o diagnostico correto.

Palavras chave: Bovinos, Sorovares, Tipificagdo.

ABSTRACT

E. coli is characterized as the most diagnosed etiological agent in cases of bovine neonatal diarrhea,
however this bacterium is not always the cause of the disease, given that some serovars have virulence
factors that are not capable of causing the disease. Thus, the aim of the current study was to identify
virulence genes from different E. coli serovars present in stool samples from calves affected by
diarrhea, using the PCR technique. 14 Holstein diarrheal calves were followed. From the diagnosis
of diarrhea, feces were collected on days 0 and 7, where isolation and identification of the bacterial
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agent was carried out and subsequent extraction of genomic DNA from the isolates and genotypic
characterization through the polymerase chain reaction (PCR). From the microbiological cultivation
of feces, it was possible to identify Escherichia coli in 100% (n=17) of the collected samples. Through
PCR analysis, hemolysin (hlyA) genes were identified in 32.35% of the samples, 8.82% were positive
for shiga toxin producers (stx1), 8.82% had the intimin (eae) gene, 8.82% had thermostable toxin A
(estlA) and yet 41.19% of the samples were negative for these researched (non-pathogenic) genes.
Given the above, it is evident the importance of knowledge of serovars and virulence factors that
characterize the pathogenesis of calf diarrhea in order to understand the epidemiology, the clinical
manifestation and the correct diagnosis.

Key words: Cattle, Serovars, Typification.

1 INTRODUCAO

A diarreia neonatal bovina € uma enfermidade critica presente nos rebanhos que afeta o bem-
estar, traz prejuizos com o tratamento e atrasa o desenvolvimento do animal afetando a vida
reprodutiva futura, além de ser causa significante de mortalidade de bezerros (AGHAKESHMIRI;
AZ1ZZADEH, 2017). Pode ser causada por diversos patégenos como bacterias (Escherichia coli e
Salmonella enteritidis sorotipo Dublin), virus (rotavirus e coronavirus) e protozoarios
(Cryptosporidium spp. e Eimeria spp.) (CHO et al., 2013), sendo a maioria por infecgdes mistas.
Entretanto, a bactéria E.coli destaca-se por ser um importante patbgeno em animais jovens, podendo
causar infecgdes intestinais e septicémicas (STELLA, 2009).

A identificacdo do agente etioldgico é embasada no isolamento do microrganismo nas fezes
ou contetdo intestinal atraves de cultura e caracterizagcdo microbiologica, deteccdo de genes de
viruléncia por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para classificacdo dos patotipos
presentes (COURA et al., 2014). A tipificacdo molecular e classificacdo das estirpes de E.coli é
importante por sua relevancia, possibilitando identificar as cepas e diferencia-las em comensais e
diarreiogénicas. Estas distinguem-se quanto aos fatores de viruléncia que cada patdtipo apresenta,
classificando-as em E.coli enteropatogénica (EPEC), enterohemorragica (EHEC), enterotoxigénica
(ETEC) e E.coli produtora da toxina Shiga (STEC) (NATARO; KAPER, 1998; MARTINEZ;
TRABULSI, 2008).

Dessa forma, no presente estudo o objetivo foi identificar genes de viruléncia de diferentes
patotipos de E.coli presentes em amostras de fezes de bezerras acometidas por diarreia, através da
técnica de PCR.

2 METODOLOGIA
O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa no Uso de Animais CEUA-
UFPEL.: 10/2018, sendo realizado em uma propriedade leiteira no sul do Rio Grande do Sul, Brasil

(32° 16” S, 52° 32’ E). Foram acompanhadas 14 bezerras da raga Holandés mantidos em sistema
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intensivo de producéo, estando todos sob as mesmas condi¢des de manejo, alocados em um galpao
suspenso com baias individuais, desde o nascimento até 10 dias de idade.

O diagndstico de diarreia se baseou pelo exame clinico aliado ao escore de fezes seguindo a
metodologia de McGuirk (2008), com os escores 2, 3 e 4 caracterizados por fezes diarreicas. A partir
do diagndstico de diarreia, eram realizadas coletas de fezes nos dias 0 e 7, para a realizacdo de culturas
microbioldgicas com o proposito de isolamento e identificacdo do agente bacteriano no Laboratorio
Regional de Diagndstico (LRD) e posteriormente encaminhadas para o Laboratério de Microbiologia
de Alimentos (DCTA) para extracdo do DNA gendmico dos isolados e caracterizagdo genotipica
através da reacdo em cadeia de polimerase (PCR). Ainda, as amostras foram encaminhadas para o
Laboratério de Parasitologia — LADOPAR, da Universidade Federal de Pelotas (UFPEL) no dia em
que era identificada a doenga para exames coproparasitoldgicos os quais tiveram resultado negativo.

A partir do cultivo microbiologico das fezes, foi possivel a identificagdo de Escherichia coli
em 100% (n=17) das amostras coletadas. A confirmagdo molecular dos isolados de E. coli foi
realizada por PCR, 0 gene uspA foi utilizado para confirmacdo de espécie e género, gerando um
fragmento de 884 pares de base (pb).

Nos isolados confirmados, foram pesquisados por PCR os genes de viruléncia eae (384 pb),
stx1 (180 pb), hlyA (534 pb) e estla (157 pb), que codificam para a intimina, presente nos patotipos
enteropatogénica (EPEC) e na E. coli produtora de toxina Shiga (STEC), toxina Stx1 (presente em
STEC), hemolisina, presente na enterohemorragica (EHEC) e toxina termoestavel A, presente na

enterotoxigénica (ETEC). Os primers, condicOes e referéncias utilizadas estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Sequéncia dos primers e condic6es utilizados para identificacdo de genes de viruléncia utilizadas neste estudo.

Gene Sequéncia de primers TA NC T°A Ref.

uspA F CGATACGCTGCCAATCAGT 884 30 70 Chen; Griffiths, 1998

RACGCAGACCGTAGGCCAGAT

eae F ACCCGGCACAAGCATAAGC 384 35 60 Paton; Paton, 1998

R CACCTGCAGCAACAAGAGG

stx1 FATAAATCGCCATTCGTTGACTAC 180 35 60 Paton; Paton, 1998

RAGAACGCCCACTGAGATCATC
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hlyA FGCATCATCAAGCGTACGTTCC 534 35 60 Paton; Paton, 1998

RAATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT

estla FCCTCTTTTAGCAGACACTGAATCATTG 157 30 63 Muller et al., 2007

RCAGGCAGGATTACAACAAAGTTCACAG

TA: Tamanho do amplicon (pb); NC: NUmero de ciclos; T°A: Temperatura de anelamento (°C); Ref.: Referéncias.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da analise de PCR, foram identificados genes de hemolisina (hlyA) em 32,35% das
amostras, 8,82% foram positivas para produtoras de toxina shiga (stx1), 8,82% apresentavam o gene
intimina (eae), 8,82% apresentavam a toxina termoestavel A (estlA) e ainda 41,19% das amostras
foram negativas para esses genes pesquisados (ndo patogénicas), tais genes sdo caracteristicos,
respectivamente, de E. coli enterohemorragica (EHEC), produtora da toxina Shiga (STEC),
enterotoxigénica (ETEC) e enteropatogénica (EPEC). Heller e Chigerwe (2018) relatam que ha
diversos patotipos de E. coli envolvidos nas patogenias da diarreia neonatal, cujos principais
patovares sdo a EHEC, STEC e ETEC, sendo predominante a partir do quarto dia de vida (FOSTER;
SMITH, 2009).

Segundo Andrade e colaboradores (2012), a presenca de STEC e EHEC varia de 2,7% até
mais de 50%, sendo descritos para ETEC percentuais de 0 até 30%, no vigente estudo tais patovares
representaram 8,82%, 32,35% e 8,82% dos isolados, respectivamente, dados similares foram
encontrados por Ok et al. (2009).

No presente estudo, a maior ocorréncia foi do gene hlyA, esse codifica a hemolisina, um dos
fatores de viruléncia mais importantes de EHEC. Pode-se presumir a presenca desse patotipo, visto
gue atua na patogénese da diarreia, através de mecanismos de adesdo induzindo alteracdes pro-
inflamatdrias e consequentemente dano celular (BADOUEI et al., 2016). Além disso, trés dessas
linhagens também apresentavam o gene stx1, responsavel pela producédo de toxina Shiga. Resultado
semelhante foi detectado no estudo de Lorenze et al. (2013), que mostrou significativa associacdo da
hemolisina a presenca de stx e eae.

A producdo de toxina Shiga é o principal fator de viruléncia da STEC atuando na patogénese
de algumas doencas em humanos e também na diarreia de bezerros neonatos (ALTERTHUM,;
TRABULSI, 2015), esta estirpe possui carater zoonotico, assim como a EPEC e EHEC, onde os
bovinos sdo considerados reservatérios do agente (CROXEN et al., 2013). Sua patogénese ocorre a

partir da endocitose mediada por um receptor de membrana, que apos a internalizacéo da stx provoca
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a inibicdo da sintese proteica, resultando em apoptose da célula alvo (COURA et al., 2014). A
patogénese das infecgdes por STEC sdo geralmente multifatoriais ocorrendo de forma sinérgica com
outros fatores de viruléncia, o que contribui com manifesta¢des clinicas mais graves (ALTERTHUM,;
TRABULSI, 2015).

Neste trabalho, alguns dos isolados com a presenca do gene stx1, também apresentaram o
gene eae, o qual codifica para a intimina, responsavel por colonizar a mucosa intestinal através de
um mecanismo de adeséo, induzindo a uma leséo histopatoldgica caracteristica denominada attaching
and effacing (A/E), provocando a destrui¢do das microvilosidades intestinais levando a um quadro
de diarreia secretora e severa ma absorcdo (ALTERTHUM; TRABULSI, 2015; BADOUEI et al.,
2016).

Essa lesdo A/E também € caracteristica de E. coli enteropatogénica, considerando que um dos
isolados apresentou um dos genes que caracteriza este patotipo, a intimina (eae) e ndo apresentou a
presenca do gene stx1, dessa forma pode-se presumir a presenca desse patotipo (CAINE et al, 2014).
No entanto, o gene stx2, que também codifica para a Shiga toxina 2 ndo foi pesquisado no presente
estudo.

Houveram também isolados apresentando a toxina termoestavel A, caracterizando o patotipo
ETEC, que acomete bezerros, principalmente aos 3 e 4 dias de vida (FOSTER; SMITH, 2009;
BLANCHARD, 2012). Esse patotipo caracteriza-se por colonizar a superficie da mucosa intestinal e
produzir enterotoxinas termoestaveis (ST) e termolabeis (LT) que alteram as fun¢des dos enterocitos,
aumentando a secrecdo e reduzindo a absorcao de liquidos (COURA et al., 2014).

Apesar de ndo ter sido pesquisada neste estudo, outra estirpe diarreiogénica é a E. coli
enteroinvasiva (EIEC), responsavel por casos de diarreia em humanos, mas também ja sendo relatada
em cées e bovinos (MANCHESTER et al., 2013; SHABANA, 2014). A patogénese da EIEC ocorre
com a invasao nos enterdcitos, producdo de enterotoxinas e inducdo de macrofagos a apoptose apos
a fagocitose, entretanto quadros diarreicos por EIEC tém sinais clinicos leves que se tornam
autolimitantes. De acordo com Croxen et al. (2013), este é subnotificado em pesquisas
epidemioldgicas, por algumas cepas apresentarem similaridade com a bactéria Shigella spp.,
enguanto outras apontam caracteristicas de E. coli comensais.

Como visto no presente trabalho, foi significativo o percentual de isolados que néo
apresentaram o0s genes de viruléncia pesquisados, classificadas como E. coli genérica, uma vez que
muitas vezes as bactérias isoladas das fezes de bezerros diarreicos sdo comensais da flora intestinal,
ndo sendo responsaveis pela patogénese da diarreia (COURA et al., 2014). No entanto, em animais
debilitados ou com alteracBes na barreira gastrointestinal, patovares ndo patogénicos de E. coli

presentes no intestino podem acarretar infeccdo (CONSTABLE, 2009). Desta forma, seriam
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necessarias mais pesquisas genotipicas para afirmar que estas ndo possuem um patotipo definido,
visto que sdo diversos o0s genes de viruléncia presentes nos diferentes patotipos de E. coli.

4 CONCLUSAO

Diante do exposto, fica evidente a importancia do conhecimento dos sorovares e fatores de
viruléncia que caracterizam a patogenia da diarreia de bezerros de modo a compreender a
epidemiologia, a manifestacdo clinica e o diagnostico correto. Ainda assim, sdo necessarios mais
estudos para identificar estirpes comensais de E. coli que podem estar envolvidas na patogenia da

diarreia neonatal bovina.
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