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IV - RESUMO

Foram isoladas 98 amostras de Escherichia coli, portadoras dos genes eae, s&x, ou
ambos, entre 264 bezerros diarréicos e 282 bezerros sadios, com idade entre 4 a 5 meses.
Uma vez positivas em PCR para 1 ou ambos os genes, as amostras foram estudadas quanto
presen¢a de genes que codificam para enterotoxinas e citotoxinas: Termo 14bil I (LT-I),
Termo 1abil II (LT-II), Termo estavel a (Sta), Termo estavel b (STb), Fator necrotizante
citotéxico 1 (CNF1), Fator necrotizante citotoxico 2 (CNF2), EaggEC heat-stable toxin 1
(EAST1) e Enterohemolisina (Ehly), sendo que Ehly foi testado também quanto a sua
expressdo, em agar sangue.

Entre os animais diarréicos, obtivemos 27 animais (10,2%) stx positivos e 15
animais (5,68%) eae positivos e entre os animais sadios, obtivemos 22 (7,8%) stx positivos
e 17 (6,03%) eae positivos.

Genes para CNF foram encontrados entre 5 (1,9%) animais diarréicos e 4 (1,4%)
animais nfo diarréicos. LT-II foi encontrada em uma tnica amostra isolada de um animal
diarréico. Ehly foi encontrada em 20 (7,6%) animais diarréicos e 22 (7,8%) animais sadios.
O gene ast1 foi encontrado em apenas 2 animais, sendo um diarréico e um sadio.

Dos genes que codificam para as adesinas pesquisadas (BFP e Saa), somente saa foi
encontrado (22 amostras), sendo que o plasmidio EAF n#o esteve presente.

As amostras eae+ foram pesquisadas através de PCR quanto ao subtipo de intimina
apresentado, sendo que 17 amostras foram positivas para o subtipo B1, 15 amostras foram
positivas para o subtipo y2, 3 amostras foram positivas para €, 2 amostras apresentaram-se
&t e 1 amostra apresentou-se p+. As 10 amostras restantes apresentaram intimina Nio
Tipavel. Tambem testamos estas amostras quanto 4 producdo da lesdo A/E, através do teste
de FAS, sendo que 33 amostras apresentaram-se positivas neste teste, 10 apresentaram-se
negativas e 5 ndo puderam ser testadas, pois nfo aderiram & linha celular HEp-2.

Quando testamos estas amostras ege+ quanto & inser¢iio de LEE, a grande maioria
(37 amostras) apresentou phel/ interrompido, indicando uma provavel presenca de LEE
inserido neste locus.

Todas as amostras foram testadas quanto a aderéncia em células HEp-2. Dez
amostras apresentaram aderéncia Difusa (10,20%), 14 apresentaram aderéncia Agregativa
(14,3%), 17 apresentaram aderéncia Localizada-like (17,3%), 26 apresentaram aderéncia
Nio Caracteristica (26,5%) e 25 (25,5%) foram negativas para este teste. Uma amostra
demonstrou aderéncia do tipo Cover Slip (1%) e 5 amostras provocaram descolamento do
tapete celular (5%). \

O teste de Separagiio Imuno-Magnética (SIM) nfio favoreceu o isolamento de
nenhuma amostra de £. coli do sorogrupo 0157 entre as 50 amostras de carne bovina crua e
50 amostras fecais testadas.



V- ABSTRACT

Ninety eight strains of Escherichia coli from 264 diarrheic calves and 282 healthy
ones were studied. Screening was made based on the presence of genes eae, stx or both.
These 98 strains were also tested for presence of genes encoding toxins: LT-I, LT-TI, STa,
STb, CNF¥1, CNF2, EAST1 and Ehly.

Twenty seven diarrheic calves (10,2%) were positive for stx genes and 15 (5,7%)
were positive for eqe gene. Among the healthy calves twenty two (7,8%) were positive to
stx genes and 17 (6,0%) were positive to eae gene.

The genes for CNF were isolated from 5 (1,9%) diarrheic calves and 4 (1,4%) non
diarrheic ones calves. Only one strain /#//+ was isolated. The Ehly was founded in 20
(7,6%) diarrheic calves and in 22 (7,8%) healthy calves,

When the 98 strains were tested for presence bfp, eaf or saa genes, we only found
22 saa positive strains.

From eae+ strains studied, 17 were positive to gene for $1 intimin subtype, 15 were
positive to v2 subtype, 3 were positive to & subtype, 2 were positive to £ subtype and only
one strain was positive to the gene encoding to y subtype. The 10 remaining strains were
non-typable. Among the eae+ strains, 33 were positive in the Fluorescence Actin Staining
test (FAS) and 14 strains react with anti intimin antisera used in Western blot,

These 48 eae+ strains were tested by PCR to determine the local of LEE insertion
into the E. coli chromosome. phel/ interrupted was observed in 37 strains indicating that
LEE is probably inserted in this locus.

By the cell culture assay in HEp-2 cells, 10 strains (10,2%) showed diffuse adesion
(DA), 14 enteroaggregative adhesion (14,3%), 17 (17,3%) localized like adhesion (LAL),
26 (26,53%) strains showed no characteristic adhesion (NC), 1 strain showed cover slip
(CS) adhesion and 25 strains were no adherent to HEp-2 cells.

No O157 strains were isolated by Imunno Magnetic Separation (IMS), either from
the 50 raw meat or fecal specimens examined.



VI - INTRODUCAQ

Escherichia coli foi descoberta em 1885 por Theodor Escherich, que 2 denominou
inicialmente Bacterium coli (ESCHERICH, 1885). E um bacilo anaerébio facultativo,
pertencente a familia Enferobacteriaceae (BLANCO et al., 2002; EWING, 1986; GYLES,
1994; SUSSMAN, 1997).

Em 1947, KAUFFMANN propds uma forma de diferenciar as amostras de E. coli
utilizando a determina¢fio dos antigenos de superficie O (somaticos da membrana externa
da parede celular), K (capsulares) ¢ H (flagelares). Esta forma de classificagio soroldgica
tornou-se muito Gtil nos estudos epidemiolégicos e de patogenicidade de E. coli, facilitando
a diferenciagdo entre amostras virulentas ou ndio. Atualmente temos 173 antigenos O
reconhecidos (01 a O181), 72 antigenos K (K1 a K103) ¢ 53 antigenos H (H1 a H56),
sendo que existem numerosas combinagbes e sorotipos O:H:K, e algumas s3o freqientes
entre as amostras patogénicas. A determinagio dos antigenos O e H é realizada por técnicas
de aglutinagdio, ao passo que a identificacdo do antigeno K deve ser realizada por
contraimunoeletroforese. Ocorrem muitas reacdes cruzadas entre os antigenos O e K de
diferentes amostras de E. coli, com antigenos de outros géneros de enterobactérias. Deste
modo € muito importante empregar-se anti-soros absorvidos para evitar-se falsas reagGes de
aglutinagdo (EWING, 1986; GUINEE et al., 1981; ORSKOV & ORSKOV, 1984). Todavia
nos dias atuais a determinagdo dos antigenos K raramente ¢ utilizada, definindo-se seu
sorotipo pela identificac&o dos antigenos O e H (TRABULSI & ALTERTHUM, 2004).

A bactéria E. coli ¢ a principal componente da flora intestinal normal do homem e
de outros mamiferos. Uma grande diversidade de amostras comensais de £ coli nio
patogénicas, pertencentes a diferentes sorotipos, podem ser isoladas das fezes de individuos
sadios. Somente em raros casos elas tornam-se um risco para individuos normais. Este é o
caso de pessoas imunossuprimidas, incapazes de conter esses comensais em seu habitat
natural, ou apds uma quebra traumatica das barreiras do intestino e outros sitios
normalmente estéreis do corpo, ou ainda apds intervengdes cirtrgicas (KUHNERT et al.,
2000).

Algumas.amostras de E. coli sdo patogénicas e podem produzir infecgdes entéricas
(diarréia, disenteria, colite hemorragica, sindrome hemolitica urémica e doenga do edema)
ou extra-intestinais (infecgGes no trato urinario, bacteremias ou septicemias, meningite,
peritonite, mastite, infec¢es pulmonares e de feridas). E. coli provoca em seres humanos
cerca de 630 milhdes de casos de diarréia no mundo e aproximadamente 775.000 mortes ao
ano, afetando fundamentalmente a populagio infantil do terceiro mundo. E o patégeno
oportunista mais freqlientemente associado com infecgBes urinirias e septicemias em seres
humanos. Em animais domésticos as colibaciloses sio muito freqiientes, incidindo
essencialmente em animais com poucos dias de idade e recém desmamados, ocasionando
importantes perdas econdmicas no gado bovino, ovino e suino, assim como nas criagBes
intensivas de aves e coelhos. Em bezerros, leitdes e cordeiros E. coli pode produzir somente
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diarréia, € em aves provoca fundamentalmente infecgbes respiratérias e septicemias.
Também pode causar em ruminantes, suinos, cdes e gatos, coliseptissemias em
hipogamaglobulinémicos, infecgBes urindrias e mastite. A viruléncia bacteriana é um
fendémeno multifatorial. As amostras patogénicas possuem diferentes tipos de fatores de
viruléncia que contribuem conjuntamente para potencializar sua patogenicidade. Amostras
de E. coli que causam infecgSes em seres humanos e animais podem compartithar
determinados fatores de viruléncia e em geral apresentam diferentes sorotipos € possuem
adesinas especificas que sio responsaveis por sua especificidade quanto ao hospedeiro.
Contudo, as amostras de £. coli patogénicas para seres humanos podem produzr infecgBes
animais € vice-versa. Também se tem comprovado que os animais podem ser um
reservat6rio de E. coli enteropatogénicas para seres humanos, como as EHEC, que causam
colite hemorragica (CH) e sindrome hemolitica urémica (SHU) e formam parte da flora
normal intestinal do gado bovino e ovino, onde se comportam, na maioria dos casos, como
comensais. Também se tem detectado E. coli uropatogénicas que podem causar infeccdes
cruzadas em seres humanos, em cies e gatos, e E. coli septicémicos aviarios do sorotipo
018:K1:H7 que apresentam os mesmos genes de viruléncia que as amostras causadoras de
meningite e septicemias em seres humanos (<http://www.lugo.usc.es/~ecoli/E.coli2 himl>).

As amostras de E. coli patogénicas podem ser englobadas em diferentes categorias:
EPEC (E. coli enteropatogénica) tipicas e atipicas, ETEC (E. coli enterotoxigénicas), EIEC
(E. coli enteroinvasoras), STEC (£. coli produtora de toxina de Shiga), EHEC (E. coli
enterohemorragica), um subgrupo de STEC, AEEC (attaching and effacing E. coli), EAEC
(L. coli enteroagregativa), NTEC (£. coli necrotoxigéncia), E. coli uropatogénicas e E. coli
capazes de produzir bacteremia e septicemia. As amostras destes grupos apresentam
mecanismos de patogénese especificos, sorotipos distintos e produzem infeccdes e
sindromes diferentes (BLANCO, 1992; BLANCO, 1996, BLANCO et al, 1991a
BLANCO et al, 1991b, BLANCO et al., 1991c, BLANCO et al., 1993b, BLANCO et
al.,1996a, BLANCO et al., 1997a, BLANCO et al, 1997b, BLANCO et al, 1998,
BLANCO et al., 2001, BLANCO et al., 2002, BLANCO et al.,, 2003a; DE RYCKE et al,,
1990, 1999, DHO & FAIRBROTHER 1999, GAASTRA & DE GRAAF, 1982;
HOLLAND, 1990; JOHNSON, 1991; KAPER & O’BRIEN, 1998, LEVINE, 1987,
MAINIL, 1999; MILON et al., 1999; MORA, 2002, NATARO & KAPER, 1998;
ORSKOV & ORSKOV, 1985; OSWALD, 1999, SOJKA, 1965, SUSSMAN, 1997).

As STEC, e especialmente as EHEC altamente virulentas do sorotipo O157:H7 sdo
importantes patogenos emergentes que causam infecgdes muito severas em humanos. O
gado bovino constitui o principal reservatorio deste tipo de microrganismo, sendo a carne
moida e os hamburgueres as principais vias de transmissdo. As EHEC do sorotipo 0157:H7
tém provocado nos ultimos anos um grande mimero de surtos de CH e SHU. As STEC tem
recebido diferentes denominagSes na literatura cientifica: VTEC (E. coli verotoxigénica,
EHEC (E. coli enterohemorragica) e STEC (E. coli produtora de Toxina de Shiga)
(ARMSTRONG et al.,, 1996; BLANCO et al., 1993a, BLANCO et al_, 1993b, BLANCO et
al, 2001, BLANCO et al., 2003a, DUFFY et al., 1999a, DUFFY et al., 1999b, DUFFY et
al., 2000, DUFFY et al, 20001a, DUFFY et al, 20001b; GRIFFIN & TAUXE, 1991;
KAPER & O’BRIEN, 1998; KARMALLI 1989; MORA, 2002; PATON & PATON, 1998a ,
REILLY, 1998; SCHMIDT et al., 2001, SLUTSKER et al., 1997, WILLSHAW et al,
1997).
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Em seres humanos, as STEC podem provocar CH ¢ SHU principalmente, e também
plrpura trombocitopénica, diarréia sanguinolenta e infecgdes assintomaticas. A forma mais
comum € a CH, caracterizada por um quadro severo de dor abdominal e diarréia
sanguinolenta. Diferencia-se da disenteria cldssica por normalmente ocorrer sem febre e
produzir graves complicagBes, uma vez que 10% dos pacientes terminam desenvolvendo
SHU. Esta sindrome afeta fundamentalmente criancas e se caracteriza por anemia
hemolitica, trombocitopenia e falha renal aguda, que requer dialise. A taxa de mortalidade
de SHU oscila entre 5 ¢ 10% (KARMALI et al.,, 1985; KARMALL 1989; LOPEZ et al.,
1989, KLEANTHOUS et al, 1990; CAPRIOLI et al., 1992; BLANCO et al, 1993a;
KARCH, 1996, PRATS et al, 1996; SLUTSKER et al, 1997; RIOS et al, 1999,
BANATVALA et al, 2001).

Amostras STEC também tém sido identificadas como causa de diarréia e disenteria
em bezerros (MAINIL et al., 1993). Varios casos de infecgiio de bezerros com amostras
STEC patogénicas resultam em atrofia das vilosidades, danos nas células epiteliais,
infiltragdo difusa de neutréfilos na ldmina propria e limen intestinal, e a formacio de
pseudomenbranas contendo sangue, fibrina e neutrdfilos, de maneira similar ao que ocorre
em colite hemorragica associada com casos de STEC em humanos (HALL et al., 1985,
GRIFFIN et al., 1990; PEARSON et al., 1999).

Amostras de STEC bovinas podem produzir dois tipos de toxinas: Stxl e Stx2,
cujos genes sdo codificados por fagos temperados (MAINIL et al., 1987).

A toxina Stx1 ¢ essencialmente idéntica a “Shiga toxin” produzida por Shigella
dysenterige tipo 1. A holotoxina Shiga contém uma unica subunidade A (de “Active”) de
aproximadamente 32kDa, associada com um pentimero de subunidades B de 7,7kDa
(TESH & O’BRIEN, 1991). A subunidade B (de “Binding”) liga-se ao glicolipidio da
membrana Gb3 (globotriaosilceramida) (JACEWICZ et al., 1986). A subunidade A tem
atividade N-glicosidase, que cliva um tnico residuo da adenina do componente 28S do
RNA ribossomico (RNAr). A resultante inibicio da sintese protéica leva a morte da célula
afetada (ENDO et al., 1988). '

) As subunidades A ¢ B de Stx1 e Stx2 tem entre 55 a 57 % de identidade,
respectivamente, em sua seqiiéncia de aminoacidos (JACKSON et al., 1987).

A Stx ¢ citotOxica para uma variedade de células endoteliais e epiteliais, incluindo
células humanas do cdlon e células epiteliais do fleo. (MOYER et al., 1987, O’BRIEN &
HOLMES, 1987).

A habilidade de Stx causar acamulo de fluido e lesdes histologicas em alca ligada
de coelho ja foi estabelecida anteriormente (KEENAN et al., 1986; KANDEL et al., 1589).
A Stx purificada e administrada oralmente em coethos jovens muitas vezes resulta em
diarréia sanguinolenta e alteragBes histoldgicas primeiramente no colon, com grande
infiltragdo neutrofilica (PAI et al., 1986). Estudos em ileo de coelho demonstram que a Stx
parece agir diretamente no apice das vilosidades estruturais da célula epitelial com maior
namero de receptores Gb3, fazendo essas células mais susceptiveis a inibicdo de sintese
protéica induzida pela toxina (KEENAN et al., 1986, KANDEL et al., 1989).
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Stx nfio tem efeito na secregiio de nions, mas diminui a absorgio basal ativa de
NaCl, sugerindo que a indugio de acumulo de fluido seja devida & morte seletiva das
células absortivas das vilosidades, diminuindo a absorcio intestinal e provocando a
secreclo de fluidos. Estas mudangas desregulam o balango da absorgio, favorecendo a
secregio de liquidos (CHARNEY et al., 1976).

Muitas amostras STEC tém sido isoladas de gado bovino com diarréia. O exame em
Microscopia Eletrdnica do trato intestinal de alguns desses animais revelou a ocorréncia de
lesGes epiteliais caracteristicas, descritas como lesBes “attaching and effacing” (A/E), com
grande perda das vilosidades e formagio de pedestais na membrana da célula alvo idénticas
as observadas em EPEC (HALL et al, 1985; MOXLEY & FRANCIS, 1986). Esse fato
pode aumentar a viruléncia dessas amostras STEC para animais suscetiveis (BLANCO et
al., 1996¢).

Embora amostras STEC tenham sido isoladas em fregiiéncia relativamente alta de
bezerros com diarréia e sadios (MOHAMMAD et al, 1985; MAINIL et al., 1987
BLANCO et al,, 1988; BLANCO et al., 1993a; MOHAMMAD et al., 1993), estudos um
pouco mais recentes sugerem que amostras que produzem Stxl e possuem o gene eqe
necessario para causar as lesdes A/E, podem causar quadros diarréicos mais agudos em
bezerros (WIELER et al,, 1992; DORN et al., 1993; MAINIL et al., 1993; BLANCO et al.,
1996a).

Infecgdo do trato gastrointestinal de gado convencional e de bezerros gnotobidticos
com 5 dias de vida por STEC O157:H7 ¢ assintomitica (WOODWARD et al, 1999).
Porém a infeccio com O157:H7 em bezerros neonatos privados de colostro pode resultar
em enterocolite: similar aquela observada em humanos (DEAN-NYSTRON et al., 1997).
Estes animais que ndo mamaram, contudo, sdo altamente susceptiveis a infecgdes e ndo
saos modelos ideais para o estudo de enteropatogénese de STEC em gado. Diferentemente
do que ocorre para o sorotipo O157:H7 de E.coli, o sorotipo 0103:H2 é freqiientemente
isolado de bezerros diarréicos, assim como tem sido associado com doenca humana
(MARIANI-KURKDIJIAN et al., 1993; WIELER et al., 1996).

Amostras de £.coli de bezerros produtoras de Stx1 abrigam com maior freqliéncia o
“locus of enterocyte effacement” (LEE) do que as amostras produtoras de Stx2 (WIELER,
1992, WIELER et al, 1996). O gado representa um importante reservatério de amostras
EHEC (ou enterohemorragica) O157:H7, também denominadas de STEC 0157 (SU &
BRANDT, 1995; WHIPP et al., 1994). A maioria dos casos de doencas em humanos por
EHEC reconhecidos nos Estados Unidos, assim como em outros paises, esta associado com
a ingestdo de camne mal cozida e leite cru. Surtos também tém sido associados a produtos
agricolas contaminados com estrume bovino (DEAN-NYSTRON et al.,1998). O sorotipo
de STEC predominante é o O157:H7, que também é o mais comumente envolvido em
surtos nos Estados Unidos, Canada e Reino Unido. Entretanto, amostras pertencentes a
mais de 100 diferentes tipos O:H tém sido associadas com doenga humana. Entre os
sorogrupos mais freqiientes, podemos citar o 026, 091, 0103 e 0111 (PRADEL et al,
2000). Um outro sorotipo que vem surgindo como o mais freqiientemente isolado em
bezerros na Alemanha e Bélgica, ¢ o O118:H16. Amostras deste sorotipo abrigam genes
que codificam para toxinas que as tornam indistinguiveis das amostras EHEC tipicas
(WIELER et al, 2000). Amostras EHEC colonizam o intestino grosso, podendo causar



tanto surtos como casos esporadicos de Colite Hemorragica (CH) ¢ Sindrome Hemolitica
Urémica (SHU) em humanos (JOHNSON-HENRY et al., 2001).

Baseado na expressio de intimina, nas Stx e na habilidade de provocar lesdes A/E,
algumas amostras de STEC bovinas sfio equivalentes as EHEC humanas (KNUTTON,
1994). Assim, duas classes de STEC bovinas tém sido descritas. A primeira possui 0s genes
eae e stx. A segunda possui apenas o gene stx (HOLLAND et al., 1999).

Todas as amostras de EHEC s3o amostras de STEC caracterizadas pela produciio de
Stx. Algumas dessas amostras EHEC tém a capacidade de produzir as lesdes A/E em
linhagens celulares “in vitro” e em intestinos de animais experimentalmente inoculados
(JOHNSON et al., 1983; LEVINE et al., 1987, WHIPP et al,, 1994). Também s3o capazes
de produzir pequenas quantidades de uma hemolisina (Ehly), que faz parte da superfamilia
das toxinas RTX, além das lesSes A/E. Sua fungdo parece ser a interrupgio de importantes
fungdes celulares, juntamente com as Toxinas de Shiga (SCHMIDT et al., 1995).

DEAN-NYSTRON et al,, (1998), demonstraram que o gene eae & necessario para
que amostras de £. coli O157:H7 possam colonizar macicamente o intestino ¢ causar
diarréia e lesdes A/E em bezerros neonatos e também que o contato intimo mediado pelo
eqe 3 mucosa intestinal € critica para EHEC causar enterocolite fibrinohemorragica e
diarréia em bezerros. Os efeitos no citoesqueleto resultantes das lesdes A/E sio
caracterizados por formagio de vesiculas, destruigio das microvilosidades e rearranjo das
proteinas do citoesqueleto celular logo abaixo da bactéria aderida, incluindo filamentos de
actina, o actinina, talina, ezerina e cadeia leve de miosina (JOHNSON-HENRY et al.,
2001).

Como nas EPEC, a habilidade dessas amostras EHEC e STEC causarem lesdes A/E
esta associada ao LEE (“locus of enterocyte effacement™) (WIELER et al., 1998). Porém,
estudos recentes demonstraram que o LEE nfio é essencial para a patogénese de amostras
STEC, tendo em vista varios casos de doengas causadas por STEC, incluindo casos de
SHU, causados por amostras LEE negativas (KLEANTHOUS et al., 1990; PATON et al.,
1998a).

Os genes que codificam a lesio A/E estio localizados em uma iha de
patogenicidade de 35,5kb (LEE), que organiza-se em cinco operons de funcdes
conhecidas:LEE1 a LEES5. Os loci denominados E. coli secretion {esc) que codificam o
aparelho de secregdo Tipo III encontram-se nos operons LEE1, LEE2 e LEE3; os EPEC
secreted proteins (esp) que codificam as proteinas secretadas e suas chaperonas estio em
LEE4 e os genes eae e tir, no operon LEES (JARVIS et al,, 1995). Dentre as proteinas
estruturais secretadas, as EspA, EspB e EspD estio envolvidas na formacdo do canal onde
ocorre a translocagio das proteinas efetoras TIR e EspF (CRANE et al., 2001).

EBEL et al. (1998) demonstraram que durante a formagfo da lesdo, a ligacdo inicial
de STEC com a célula hospedeira ¢ mediada por estruturas filamentosas, das quais EspA &
a maior componente. EspD € essencial para a formagdo destes filamentos de EspA
(KRESSE et al. 1999), que sdio requeridos para a translocagdo de EspB e Tir para a célula
epitelial ¢ também para a ativagio da transduciio de sinais (KENNY et al, 1996
KNUTTON et al., 1998). Propbs-se que apéndices de EspA medeiem a intera¢do inicial de
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STEC com a célula, e que, posteriormente, esta ligagdo inicial é substituida pela intima
ligagdo mediada por intimina e Tir (EBEL et al., 1998).

Tir, em EPEC, aparece como uma proteina fosforilada de 90kDa, na membrana
plasmatica da célula hospedeira, onde funcionard como um receptor para a intimina. A Tir
de EHEC ¢ fosforilada, presumivelmente, nos residuos de serina e treonina, mas nfo nos
residuos de tirosina, como em EPEC (GOOSNEY et al., 2001). Ela compreende dois
dominios transmembrana, um dominio extracelular ligante para a intimina e dois dominios
correspondentes aos terminais N e C. O terminal C da Tir de EPEC contém varios residuos
de tirosina, um dos quais (tirosina 474) € essencial para a formacfo do pedestal, mas ndo
para a entrega de Tir para a membrana da célula hospedeira (KENNY, 1999).

Figura 1: Modelo de translocagdo de proteinas
codificadas pela regiio LEE do cromossomo bacteriano,
para a célula hospedeira, com conseqiiente lesfo
“attaching and effacing”. [a] As EPEC e EHEC
utilizando aparato de secreg3io do tipo III, injetam entre
vérias proteinas efetoras, EspB e EspD. Estas formam
um poro na membrana eucaridtica por onde outras
proteinas, inclusive Tir, sfo translocadas. [b] A insercdo
de Tir na membrana citoplasmatica expde
extracelularmente o seu dominio central que se liga a
intimina, proteina da membrana externa bacteriana. Esta
intera¢do, intimina/Tir, desencadeia eventos celulares
que culminam com a polimerizacio de actina e
formac8o de pedestal.

Adaptado de: CAMPELLONE & LEONG, 2003

Apo6s a inser¢do de Tir na membrana plasmatica da célula hospedeira, varias
proteinas do citoesqueleto sdo recrutadas para o sitio de ligagio de EPEC. Estas incluem o-
actinina, ezerina, cortactina, talina, fibrina, VASP (*vasodilatador-stimulated
phosphoprotein™), vilina, W-WASP (“neural-Wiskott-Aldrich syndrome protein®) e o
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complexo Arp 2/3 (“actin related protein 2 and 3 complex™). N-WASP e o complexo Arp
2/3 sdo essenciais para a formagio do pedestal, assim como o-actinina que foi
recentemente  demonstrada ligar-se a Tir diretamente, pelo seu terminal N,
independentemente da fosforilagdo da Tir e pode funcionar como uma ligagic de Tir
diretamente a0 citoesqueleto de actina (GOOSNEY et al., 2000; GOOSNEY et al., 2001).

EHEC desencadeia um pedestal similar aquele de EPEC, porém sem a fosforilagio
da tirosina. Todas as proteinas celulares sfo recrutadas e localizadas no topo ou no
comprimento do pedestal da mesma maneira que em EPEC com excegdio das proteinas
adaptadoras Grb2 e CrkiI (cuja fungdo € mediar interagBes proteina-proteina), as quais sio
recrutadas ao longo do pedestal de EPEC, mas nfo foram encontradas em pedestais de
EHEC. Especula-se que talvez EHEC possa “entregar” seus proprios adaptadores a célula
hospedeira (GOOSNEY et al., 2001).

Estudos “in vitro” com EPEC, empregando mutantes definidos, demonstraram que a
formacdo dessas lesdes A/E inicia-se com uma adesfic ndo intima da bactéria 4 célula
epitelial, que se considerava ser promovido pelo “bundle forming pilus” (BFP), codificado
pelo plasmidio EAF. Sabe-se hoje que uma das fungdes principais do BFP ¢ promover uma
agregacio entre as células bacterianas (E. colf), seguindo-se posteriormente um primeiro
contato ndo intimo. Recentemente, KNUTTON et al., (1999) demonstraram que o BFP
também participaria na adeso intima. E importante sakentar que amostras de STEC efou
EHEC apesar de produzirem a lesdo A/E, nio possuem o plasmidio EAF, nem o gene &/p.
Segue-se a transduclo de sinais na célula hospedeira, desencadeada pelas Esps, resultando
em rearranjo do citoesqueleto e translocagfo da Tir para a membrana da célula hospedeira.
O ultimo passo envolve a intimina ligando-se 4 Tir fosforilada para produzir uma adesdo
intima - caracteristica, com forma¢iio do pedestal resultante da reorganizacio do
citoesqueleto e polimerizagdo do citoesqueleto logo abaixo da bactéria aderida
(DONNENBERG et al., 1997, KENNY et al., 1997).

A intimina € uma proteina externa de membrana, de 94kDa, responsavel pela adesio
intima da bactéria ao enterocito. Foi o primeiro produto relatado como associado &
formaggo das lesGes A/E em EPEC. Em seguida um produto homélogo foi descoberto em
EHEC 0157:H7 (FRANKEL et al, 2001). A atividade de ligacdo da intimina estd
localizada na regido variavel C terminal com 280 aminoicidos. ADU-BOBIE et al. (1998)
descreveram subtipos de intimina designados o (alfa), B (beta), ¥ (gama) e § (delta), que
podem ser identificados através de reagio de PCR (Polymerase Chain Reaction). A
comparag8o -da seqiiéncia de aminoacidos das diferentes intiminas tem revelado gue as

regides N-terminais s3o altamente conservadas enquanto as regides C-terminais
demonstram menor similaridade.

A porgdo C-terminal da intimina ¢ responsavel por sua ligacdo, e isto sugere que
diferentes intiminas podem ser responsaveis por diferentes tropismos na célula hospedeira
(PHILLIPS & FRANKEL, 2000). Visto que a intimina ¢ altamente imunogénica, é possivel
que essa diversidade dentro do dominio do polipeptideo de ligacdo & célula seja dirigido
pela selecdo natural. Pesquisadores usaram métodos imunolégicos e genéticos para estudar
essa variagio antigénica e classificar os dominios de ligagdio da intimina & célula expressos
pelos patogenos que formam lesSes A/E. Seus resultados revelaram a presenca de pelo
menos 5 subtipos de intimina, o, B, v, 8 e uma intimina nfo tipavel expressa por EPEC do
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sorotipo. 0127:H40 (ADU-BOBIE et al., 1998). OSWALD et al (2000) descreveram um
outro subtipo de intimina, denominada intimina & (epsilon) e reagruparam os subtipos de
intiminas em B (B1 e B2) e v (y1 e ¥2), desaparecendo do esquema anterior a intimina 8. Em
2002, TARR and Whittam descreveram nove grupo, o qual denominaram 6 (teta). ZHANG
et al. (2002) reportaram trés novas variantes, 7 (eta), 1 (iota), e x (kapa) ¢ em 2003, JORES
et al. apresentaram a variante { (zeta), demonstrando que a familia de intiminas estaria
aumentando e confirmando que a recombinagfo tem representado uma fungio na historia
do eae. ZHANG et al. (2002), utilizando seus esquemas de tipificagio em amostras eae
positivas isoladas de pacientes com diarréia sugerem que as variantes, 1, 1 € k, juntamente
com a variante © (teta), nfo ocorrem freqiientemente em amostras isoladas de humanos.
BLANCO et al. (2004b), publicaram um novo trabatho, descrevendo 15 subtipos de
intiminas: a1, a2, B1, B2, v1, y2/8, 8/x.e, {,n, 1, A (limbda), & (xi), u (mu), v (ou).

A lesio A/E pode resultar do aumento dos niveis de calcio na célula infectada.
Medidas dos niveis de célcio em culturas de células infectadas tém demonstrado elevados
niveis de calcio devido a liberagdo de estoques intracelulares, particularmente nas areas de
colonizagdo bacteriana. Uma fungio decisiva para o célcio no desenvolvimento das lesdes
A/E pode ser vista quando o calcio intracelular é quelado, com uma conseqiiente reducdo
na agregacdo da actina. Também as mudancas nos niveis intracelulares de calcio, uma
variedade de proteinas permanece fosforilada durante a infecgdo de culturas celulares. Entre
essas proteinas temos a cadeia leve da miosina, as proteinas vinculina e g-actinina e a Tir
(KNUTTON et al,, 1987, BALDWIN et al.,, 1990, BALDWIN et al., 1991; ROSENSHINE
et al., 1992).

BAIN et al. (1998), demonstraram com técnicas extremamente sensiveis, que ndo ha
aumentos significativos nos niveis de calcio nas células onde a bactéria se aderiu e formou
lesdes A/E, concluindo que o aumento nos niveis de céalcio ndo é necessirio para a
formacio das lesGes A/E.

Outro importante fator presente em amostras 0157:H7, e também em grande parte
das amostras EHEC ndo O157:H7, ¢é a presenga do plasmidio de 60Mda. Este plasmidio
codifica uma enterohemolisina de EHEC, a catalase-peroxidase, que é uma enzima capaz
de proteger o patogeno dos danos oxidativos causados por moléculas de oxigénio reativo
produzidos pelos fagocitos e outras células do hospedeiro durante o processo infeccioso e
também uma protease de serina, capaz de clivar o fator V da coagulagiio humana (EspP).
Tem sido proposta a utilizagdo deste plasmidio como um marcador para a deteccio de
EHEC (BEUTIN et al,, 1996; BRUNDER et al., 1996; PRADEL et al., 2000).

PATON et al. (2001) descreveram uma nova adesina autoaglutinante denominada
Saa (“STEC autoaglutinante adhesin™), em uma amostra O113:H21 LEE negativa,
responsavel por um surto de SHU. Estes autores demonstraram que o gene saa é codificado
por plasmidio e associado com genes de enterohemolisina de STEC. O gene saa também
foi detectado em outros isolados humanos, incluindo outras amostras LEE negativas
isoladas de surtos esporadicos de SHU. Isto aumenta a possibilidade de Saa ser um fator de
viruléncia em amostras STEC LEE negativas em humanos, mas o niimero de amostras
estudadas nos testes foi insuficiente para chegarem a conclusdes afirmativas.
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JENKINS et al. (2003) também descreveram uma significante associacdo entre o
gene saa e amostras STEC isoladas de bovinos, sugerindo que Saa pode ter uma fungéio na
sua ligagdo ao intestino bovino.

Como pretendemos estudar comparativamente os fatores de viruléncia encontrados
em outros grupos de E.coli diarreiogénicos (DEC), se torna necessaria uma breve exposi¢io
destes grupos e respectivos fatores de viruléncia.

Algumas amostras ETEC (Escherichia coli enterotoxigénica) também afetam
bezerros, principalmente animais recém nascidos e pos-desmamados (ACRES, 1985).

A patogenicidade de amostras ETEC ¢ devida a dois tipos basicos de fatores de
viruléncia, sendo eles a produggo de enterotoxinas e a expressio de adesinas, que permitem
a bactéria colonizar o epitélio intestinal do hospedeiro.

Tanto a informagfo para a produgdo de enterotoxinas como a expressio dos fatores
de colonizagdo, residem normalmente em plasmidios que podem codificar conjuntamente
para ambos os tipos de fatores de viruléncia.

As amostras ETEC s8o capazes de produzir dois grupos de enterotoxinas, a ST ou
toxina termo-estavel e a LT, ou toxina termo-labil (BETTEY et al., 1986, ALVAREZ,
1991; BEGUM et al,, 1993).

A toxina termo-labil (LT) € uma proteina antigenicamente, estruturalmente e
funcionalmente semelhante & toxina colérica, sintetizada por Vibrio cholerae. Existem duas
variedades de LT, a LT-I e a LT-II (BLANCO et al, 1991b).

Nio ocorre a producdio de LT-I em amostras de E. coli isoladas de diarréia em
bezerros, ou pelo menos este fato ndo foi ainda confirmado. Por outro lado, a grande
maioria das amostras de ETEC bovinas, em trabalhos no exterior (BLANCO, comunicagio
pessoal; SERIWATANA et al, 1988) principalmente na Asia, parece produzir a
enterotoxina LT-II com grande freqiiéncia. No Brasil ndo havia relatos da producdo de LT-
I por amostras bovinas. Durante a realizacfio de nossa Tese de Mestrado (UGRINOVICH
et al., 2002) entre 52 amostras examinadas, quando procurivamos amostras de E. coli
hipoteticamente ndo toxigénicas e nfo citotoxigénicas, mas portadoras do gene eae,
surpreendentemente, ao fazermos a triagem, encontramos, por PCR, uma amostra de E. coli
isolada de bovino positiva para o gene que codifica para produc¢io de LT-II. Tanto quanto
saibamos, este foi o primeiro relato no Brasil de amostras de E. coli de origem bovina com
esta caracteristica.

A LT-I é uma proteina com peso molecular de 85.000 a 90.000d, composta por uma
subunidade A, onde reside a atividade enzimética e 5 subunidades B responsaveis pela
unido da toxina acs receptores epiteliais (gangliosidio GM1) (HOLMES et al., 1986). A
subunidade A transloca-se para o interior da célula epitelial intestinal, atuando sobre a
regulagdo da adenil ciclase, ativando-a através de uma ADP ribosilagio da porgio o da
proteina G, que tem como fungdo controlar a conversio de ATP em AMPc. Com a
inativagdo da por¢do a da proteina G, 0 AMPc ¢é produzido de modo continuo. O actmulo
resultante do AMPc intracelular interfere no transporte de sodio e cloro, provocando
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acamulo de agua e eletr6litos no limen intestinal (GILL et al, 1980; HOLMES et al,
1986). '

A informag¢io genética da sintese de LT-I situa-se em plasmidios transmissiveis
(toxA e toxB) (BETTEY et al., 1986).

O gene /th que codifica para a sintese de LT-II parece estar localizado no
cromossomo bacteriano (BLANCO et al, 1992a). A LT-IIl nfoc se relaciona
imunologicamente com LT-I ou CT. E produzida em titulos mais baixos. Seu peso
molecular € de 87.000d e também ativa a adenil ciclase (PALVA et al. 1981; GUTH et al.,
1986, HOLMES et al,, 1986). A toxina LT-II foi primeiramente identificada em amostras
de E. coli isoladas de animais e raramente ¢ encontrada em amostras de E.coli de origem
humana. A subunidade A de LT-II demonstra 55 a 57% de identidade com a subunidade A
de LT-I e CT, porém, a subunidade B de LT-II nfo apresenta nenhuma homologia com LT-
Iou CT (SEARS & KAPER, 1996).

Outro grupo de toxinas produzidas por ETEC é a ST, ou toxina termo-estivel. Essa
toxina também possui 2 variedades, a STa ¢ a STb. A STa € solavel em metanol e causa
diarréia em camundongos lactentes. A STb ¢é insolavel em metanol, nio afetando
camundongos lactentes, mas causa acimulo de fluido em alga intestinal de porcos pds-
desmamados com 6 a 8 semanas de idade (BLANCO et al, 1991b). WHIPP (1990)
descobriu que a STD era sensivel as proteases e que a utilizagdo de inibidores de tripsina de
soja em ratos e nos testes de alga ligada realizados em camundongos tornavam estes
animais susceptiveis 4 sua atividade bioldgica da STb, revelada pelo actiimulo de fluido nas
algas. Tanto quanto saibamos, esta enterotoxina no ocorre ou ndo foi descrita em amostras
de colibacilos de bovinos com diarréia.

Assim sendo, amostras ETEC bovinas parecem sintetizar somente a enterotoxina
STa, que ¢ um peptidio com 17-18 residuos de aminoacidos, portanto com baixo peso
molecular, que ativa a guanil-ciclase nas células do epitélio do intestino delgado, o que
provoca aumento na concentracdo de GMP ciclico (BLANCO et al. 1992a). Os genes que
codificam a produgio de STa encontram-se em plasmidios que também podem conter
informagdo genctica para a sintese de LT-I, fatores de colonizacio e resisténcia a
antibidticos (BETTEY et al, 1986, THOMPSON, 1987, DANBARA et al, 1988;
BLANCO et al., 1991a).

Devido a0 seu baixo peso molecular, a enterotoxina STa nfo & imunogénica em
condigSes naturais, a ndo ser quando acoplada a proteinas. Quando se consegue a produgio
de anticorpos, nestas condi¢des, podem ser usados testes sorologicos, em especial o teste de
ELISA. Sua detecgdo até a algum tempo s6 era feita pelo teste do camundongo recém-
nascido (DEAN et al,, 1973), porém, atualmente, tém sido utilizados testes de hibridaggo de
DNA ou a Reagdio em Cadeia da Polimerase, que permitem a detec¢iio da presenga do gene
estA, associado a seu transposon, que codifica a enterotoxina. STa é codificada pelo gene
estA associado a um transposon, que estd localizado em plasmidio. Ela age pela sua ligaco
a um receptor intestinal protéico na microvilosidade da membrana celular. O niimero desses
receptores no intestino diminui com o aumento da idade do individuo (SEARS & KAPER,
1996).
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O gene estB, que codifica a proteina STb e que estd associado a um plasmidio,
codifica uma proteina precursora de 71 aminoacidos, contendo quatro cisteinas que sio
proteoliticamente processadas no espago periplasmatico para uma proteina de 48
aminodacidos com 2 ligacdes dissulfidicas. Esta proteina ¢ secretada extracelularmente. STh
induz perda ou atrofia parcial da vilosidade (SEARS & KAPER, 1996).

Amostras de Escherichia coli capazes de produzir CNF (fator necrotizante
citotéxico) foram primeiramente reconhecidas em amostras isoladas de diarréia, e sdo
genericamente denominadas de £. coli necrotoxigénicas (NTEC) (CAPRIOLI et al., 1983).

Além de enterite, amostras CNF positivas demonstram estarem associadas com
infecgbes extraintestinais no homem, incluindo septicemia e infeccdes do trato urindrio
(ALONSO et al,, 1987, ALONSO et al, 1992). Amostras produzindo CNF também tém
sido detectadas em enterite em 1e1toes e bezerros (CAPRIOLI et al, 1983), porém,
GONZALEZ et al. ( 1989) descreveram a presenga de amostras NTEC em bezerros sem
diarréia.

Esta toxina ndo é excretada para o meio de cultura, sendo necessario o rompimento
da bactéria para sua deteccdo. Ela € capaz de causar necrose em pele de coelho, provocar o
aparecimento de células gigantes multinucleadas em vérias linhagens celulares, como
HeLa, Vero, CHO e HEp-2. O CNF impede a divisdo celular, sem interferir na replicagio
do acido nucléico, formando células maiores, com varios nicleos de tamanho dez vezes
superior ao tamanho normal. A toxina CNF excretada por amostras bovinas é igual &4 CNF
excretada por amostras de origem humana, sendo necrética em pele de coelho e letal para
camundongos inoculados intraperitonealmente (BLANCO et al., 1992a; BLANCO et al,,
1994). .

O mecanismo de agdo dessas toxinas é desconhecido. Entretanto, CNF1 altera o
arranjo de F-actina e tubulina em células, diminui o mimero de microvilosidades em células
epiteliais ndo intestinais, e induz células epiteliais a tornarem-se fagociticas. Essas
mudangas no citoesqueleto celular precedem o desenvolvimento da multinucleacio e
parecem ser responsaveis pela subseqiiente divisgo celular. (SEARS & KAPER, 1996).

Existem dois tipos de toxinas CNF com atividades bioldgicas similares e
imunologicamente relacionadas: CNF1, que caracteriza-se por induzir multinucleagdo
acompanhada por arredondamento e aumento do tamanho da célula Hel.a. A CNF2, induz
um grau de multinucleagio ¢ menor e as células Hel.a sofrem um alongamento com perda
parcial de viabilidade. A produgdo de CNF1 ¢ tipica de NTEC causadora de infecgdes
extraintestinais humanas e CNF2 ¢ caracteristica de E. coli de origem bovina (BLANCO et
al., 1992a; BLANCO et al,, 1994). Somente CNF2 ¢ capaz de induzir necrose na regiio
plantar da pata de camundongos ¢ produzir um acimulo de fluido no teste de al¢a ligada de
coelho. CNF1 e CNF2 sdo proteinas termolabeis de 115 e 110 kDa, respectivamente
(BLANCO et al., 1992a; BLANCO et al., 1994).

Os genes responsaveis pela produgdo de CNF2 localizam-se em plasmidios
transmissiveis de 80 Md e os responsaveis pela produgio de CNF1 encontram-se no
cromossomo bacteriano (BLANCO et al., 1992a; BLANCO et al., 1992b; BLANCO et al,
1994).
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Estudos feitos por FALBO et al. (1992) demonstraram a ligagdo de genes
codificando a produgiio de CNF e Hly no cromossomo de isolados extraintestinais de
NTEC.

Outro grupo de Escherichia coli gue tem merecido a atengio de varios
pesquisadores € o das enteroagregativas ou EAEC (enteroaggregative Escherichia coli).
Estas amostras fenotipicamente caracterizam-se pelo tipo de adesdio que apresentam em
células HEp-2, caracterizada sobretudo por formar alinhamento de bactérias ao redor, e
também a certa distdncia da célula HEp-2, mostrando agrupamentos como se fossem pilhas
de tijolos. Autores indianos (BHAN et al.,, 1989, GHOSH et al., 1992), descreveram uma
associacdo destas amostras com a ocorréncia de diarréia protraida em criangas, levando a
um atraso do desenvolvimento fisico e mental. Pesquisas de outros autores demostraram
que a mator parte destas amostras produziam dois tipos de fimbrias, denominadas de AAF/I
e AAF/II apresentando ainda um plasmidio de 60Md, com cuja seqiiéneia foi preparada
uma sonda CVD432, que supostamente, pelo menos no inicio, identificava todas as EAEC
(ELIAS et al., 1999).

SAVARINO et al. (1991) demonstraram que amostras de EAEC, na sua quase
totalidade, produziam uma enterotoxina termoestavel, que foi designada de EAST-1,
codificada por ast (plasmidial), mas que por si s6 ndo seria suficiente para explicar a
atividade diarreiogénica de EAEC. Além do mais se verificou que a presenca do gene ast
era encontrada em outros grupos de DEC e até mesmo em outras enterobactérias.

Em 1996 foi descrito um surto em Osaka, Japdo, devido a E. coli 0166:H15, cujo
unico trago de viruléncia era a presenca do gene astd, que codifica EAST-1 (NISHIKAWA
etal, 1999). A EAST-1 ¢ uma enterotoxina de 38 aminoacidos que ativa a guanil-ciclase,
assim como a STa de ETEC. O gene que codifica EAST-1 também pode ser encontrado em
amostras ETEC patogénicas para humanos, em subgrupos das amostras que aderem
difusamente (DAEC) isoladas de pacientes com diarréia ¢ em animais domésticos
(YAMAMOTO & NAKAZAWA, 1997), o que nos leva a crer na possibilidade de
encontrarmos o gene que codifica esta enterotoxina entre as amostras isoladas de bovinos
no Brasil.
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VII - OBJETIVOS

¢ Isolar amostras de Escherichia coli portadoras dos genes eae e stx] e/ou stx2,
determinando seu sorotipo. Pesquisar entre as amostras eae positivas isoladas, os
genes que codificam para os subtipos de intimina, a saber: al, o2, B1, B2, v1, y2/6,
d/xe, &m. 1, A, 1, v, o local de inser¢io do LEE, bem como a presenga das lesdes
A/E. Pesquisar entre as amostras de STEC eae- e stx+ a presenca de saa. Observar
através de testes de aderéncia se as amostras isoladas demonstram adesio a
linhagem celular HEp-2 e qual o tipo de adesdo apresentado. Determinar nas
amostras isoladas a presenca de genes de viruléncia que ocorrem em outros grupos
de Escherichia coli diarreiogénicas (ECD), mais especificamente, LT-I, LT-II, STa,
STb, CNFs e EAST. Realizar analise clonal de algumas das amostras que estejam
associadas a casos de CH e SHU. Utilizando a técnica de separagio
imunomagnetica e meios seletivos tentar isolar de fezes de bovinos e de alimentos
“in natura” preparados a partir de carne bovina, amostras de STEC O157:H7.
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VIII - MATERIAL E METODOS

1. Amostras e técnicas gerais de isolamento.

1.1. Amostras Padréo para Fatores de Viruléncia
As amostras padro utilizadas em nossas pesquisas encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1: Relagdo de amostras de Escherichia coli padrio para diferentes seqiiéncias
génicas associadas a fatores de viruléncia.

- E. coli £2348/69 (EPEC) . Aderéncia Localizada; gene ece, lesio
- AJE e teste de FAS, Intimina ¢
E. coli O8 TR 302 (DAEC) | Aderéncia Difusa !
"E. coli 0431-1 (EAEC) | Aderéncia Agregativa, EAST] E;
- E. coli K12 C600 | Amostra negativa para todos os testes |
P17 | LT-L STb N
B62 L LT-I §
_FVL-2 | CNF1 |
‘B26a | CNF2 |
FV420 | STa |
’3‘0157-157 ] stxl,Stx2,eqeO157,Enly |
e S 7 e —— {
E. coli 026:H11 [ Ehly |
_STECOIS7:H7 (EDL933) | Intiminayl, 7f6O157,SIM %
S £ |
STEC-VTB-286 || Intimina & |
STEC-VTO-50 || Intimina £ l
- EPEC-2348 || Intimina ot |
AEEC-IH2498a || Intimina a2 |
REPEC-RDEC-1 | Intimina B1 |
EPEC-359 || Intimina B2 %
. STEC-TW07926 | Intimina 0 |
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Tabela 1. Continuagio:

" AEEC-6044/95 | Intimina E
TAEEC-CF11201 | Intimina 1 |
g ey i
AEEC 684 | Intimina 5, J
e ;
TAEEC -1H1229a | Intimina v |

1.2. Amostras Estudadas

Foram utilizados suabes estéreis para coleta via anal, os quais foram imediatamente
inoculados em meio de transporte Stuart (Stuart CLR — CE0373 — MEUS Piove di Sacco -
Italy). Procedeu-se em seguida a semeadura em meio de MacConkey, sendo estes
incubados a 37°C por 24 h. Da zona de maior crescimento foram feitas reagbes de PCR
para a detecgio de eae e stx (5). Das placas de MacConkey positivas foram escolhidas
aleatoriamente colOnias isoladas para se detectar qual ou quais delas apresentavam os
genes.

Foram isoladas 98 amostras de E. coli, a partir de 546 espécimes fecais coletados de
bezerros com idade maxima de 5 meses, com diarréia (264-amostras caso) e sem diarréia
(282 amostras-controle), das regides de S3o Paulo e Campinas. As amostras foram
identificadas através de provas bioquimicas utilizando os meios EPM, MILi e Citrato,
conforme rotina do Departamento de Microbiologia e Imunologia da UNICAMP e também
no Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP.

A partir das amostras eqe+, stx+ e eae+stx+ isoladas, procedeu-se a detecgdo dos
outros fatores de viruléncia.

1.2.1. Pesquisa do gene eae

A pesquisa do gene eae foi realizada através do teste de PCR, utilizando-se os
iniciadores e temperaturas mostrados na Tabela 2 (GANNON et al,, 1993}

Tabela 2: Inmiciadores, temperatura de anelamento e tamanho dos fragmentos
amplificados nos testes de PCR para pesquisa do gene eae.

‘ecacA A | ACGTTGCAGCAT GGGTAACTC | 56 815
| B | GATCGGCAACAGTITCACCIG | |
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Cada amostra foi tratada conforme protocolo de reagio de PCR discriminado na
Tabela 3:

Tabela 3: Protocolo € componentes utilizados na técnica de PCR.

‘ Agua Milli-Q estéril @50 | .
mXC‘PCR BuﬁerpiussgmMMgC}2,’ 5 - lx
_i (Pharmacia) |
B (Gggo_gﬁ) 1 ngmM —
“niciador 1” (Invitrogen) : L : 50 pmol
“iniCiadc;r 2” (Invitrogen) L 50 pmol
| DNAmOlde l : — “—— — 1
“Té;;—-DNA Polimerase (5U)” (Gibco- 025U 2’51;3 %
BRL)
TOTAL E % i

1.2.2. Pesquisa dos gene stx1 e stx2

Os genes que codificam as toxinas Stx1 e Stx2 foram identificados através da
técnica de PCR, descrita por BLANCO et al., 1996¢, cujos iniciadores estio descritos na
tabela a seguir:

Tabela 4: Iniciadores, temperatura de anelamento e tamanho dos fragmentos
amplificados nos testes de PCR para pesquisa dos genes stx.

. CGT TGA ATG TCA TTC GCTCTG C 55 302
- CGT GGT ATA GCT ACT GTC ACC ’ |

| CTT CGG TAT CCT ATT CCC GG 55 516
| CTG CTG TGA CAG TGA CAA AACGC | |

W W
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2. Pesguisa de Fatores de Viruléncia

2.1. Pesquisa de citotoxinas e enterotoxinas

A pesquisa dos genes que codificam para as toxinas produzidas por amostras de E.
coli a saber: CNF1, CNF2, LT-I, LT-II, STa, STb, EAST] e enterchemolisina (Ehly) foi
realizada através de PCR (Polymerase Chain Reaction) utilizando os seguintes iniciadores
(OLSVIK & STROCKBINE, 1993; SCHULTSZ et al, 1994, SCHMIDT et al, 1995,
BLANCO et al, 1996b; YAMAMOTO & NAKAZAWA, 1997, YAMAMOTO et al,
1997) descritas na Tabela 5:

Tabela 5: Iniciadores, temperaturas de anelamento e tamanho dos fragmentos
amplificados nos testes de PCR para a pesquisa dos genes que -codificam citotoxinas e
enterotoxinas.

"ONF.1 A | GAACTT ATT AAG GAT AGT a6 | a3
B | CAT TAT TTA TAA CGC TG |
CNF-2 A | AAT CTA ATT AAA GAG AAC 46 543
B | CAT GTC TTG TAT ATC TA ‘
LTI A | GGCGAC AGA TTATAC CGT GC 50 696 |
B | CCG AAT TCT GTT ATA TAT GIC | |
LT2 A | AGATAT AAT GAT GGATATGTATC | 52 | 300 |
B | TAACCCTCG AAA TAA ATC TC :
"Fhly A - GGT GCA GCA GAA AAA GTT GTA G 57 1551 |
B | TCT CGC CTG ATA GTG TTT GGT A | |
"STa A | TTA ATA GCA CCC GGT ACA AGC AGG | 55 147
B | CTT GAC TCT TCA AAA GAG AAA ATT AC
'STb A | ATCGCA TTT CTT CTT GCATC 60 172
3 B | GGGC GCC AAA GCA TGC TCC
"EASTI A | CCATCA ACA CAG TAT ATC CGA 55 11l
‘ B | GGT CGC GAG TGA CGG CTT TGT

...............................................................................................................................................

2.1.1. Pesquisa de Enterohemolisina (Ehly)

A pesquisa de hemolisina foi realizada conforme a técnica de BEUTIN et al,
(1989).

Ap0s serem cultivadas em “Tryptic Soy Broth” (TSB - Difco) por 18 horas a 37°C,
2ul do cultivo das amostras foram inoculados em placas de meio base para agar sangue
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(Difco), acrescido de CaCl; a 10mM e 5% de sangue desfibrinado de carneiro, lavado trés
vezes em tampdo de salina-fosfato (PBS pH 7,4). As placas foram incubadas por 3 horas a
37°C para a pesquisa de o-hemolisina e por 24 horas, sob a mesma temperatura, para a
pesquisa de Ehly. Amostra do sorogrupo 0157 cedida gentilmente pelo Prof. Dr. Jorge
Blanco Alvarez do Depto. de Microbiologia e Parasitologia, Universidade de Santiago de
Compostela — Lugo ~ Espanha, foi utilizada como padrio positivo para Ehly.

2.2. Pesquisa de Adesinas
2.2.1. PCR

O teste de PCR para pesquisa do plasmidic “EPEC adherence factor” (EAF), do
gene que codifica para o “bundle forming pilus” (BFP) e do gene que codifica para Saa foi
realizado utilizando-se a técnica anteriormente descrita no item 2.1, mudando-se apenas os
iniciadores utilizados, bem como as quantidades de reagentes (FRANKE et al., 1994;
GUNZBURG et al., 1995; JENKINS et al., 2003). Os iniciadores utilizados, assim como as
temperaturas de anelamento e o tamanho dos fragmentos amplificados encontram-se na
tabela a seguir:

Tabela 6: Iniciadores, temperatura de anelamento e tamanho dos fragmentos
amplificados nos testes de PCR para pesquisa de adesinas BFP e Saa e do plasmidio EAF.

BFP A | AATGGT GCT TGC GCT TGC TGC 63 326
B | GCCGCT TTA TCC AAC CTG GTA

EAF A | CAG GGT AAA AGA AAG ATG ATA A 55 o397 |
B | TAT GGG GAC CAT GTA TTA TCA

'Saz  F CGT GAT GAA CAG GCT ATT GC 63 119
R | ATG GAC ATG CCT GTG GCA AC |

2.2.2. Teste de adesiio a células HEp-2
Aderéncia as células HEp-2

As provas de aderéncia as células de linhagem continua foram realizadas em células
HEp-2 (carcinoma de laninge humana, ATCC: CCL23).
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2.2.2.1. Preparo das Amostras Bacterianas

Na infecgdo das culturas, as amostras a serem testadas foram cultivadas por 18 horas
a 37°C em 3 ml de TSB (Tryptic Soy Broth — Difco),

2.2.2.2. Preparo das células HEp-2

A metodologia utilizada foi a atualmente adotada pela UNIFESP (Escola Paulista de
Medicina), com algumas modificacdes. As células foram cultivadas em microplacas
(Falcon, USA) com 24 camaras em atmosfera de CO,, contendo 1 ml de meio Eagle
(MEM) acrescido de 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiéticos (na concentracdo de
10.000U/m! de penicilina e 10.000ug de estreptomicina). A estas microplacas previamente
foram colocadas laminulas de 10x7mm estéreis em cada cAmara. O  crescimento  das
monocamadas foi acompanhado pela observagio apés 24-48 horas em microscopio
invertido.

A cultura era considerada ideal para o teste quando as células apresentavam 50% ou
mais da area da laminula recoberta e se apresentavam com baixa reffingéncia, sem
deslocamento.

2.2.2.3. Teste de Adesiio

O meio Eagle contido nas cimaras das microplacas foi retirado com o auxilio de
micropipetas de 1000pl com ponteiras estéreis. As células foram lavadas com tampio PBS
pH 7,4 — 0,01M estéril por 3 vezes para que todos os residuos de soro fetal bovino e
antibidticos fossem retirados. A cada orificio foram adicionados 1 ml de meio Eagle
acrescido de 1% de D-manose (Difco), inoculando-se em seguida 40! dos cultivos das
amostras a serem testadas. Todas as amostradas foram examinadas em duplicata.

As microplacas contendo as amostras foram incubadas por 3 horas a 37°C e em
seguida foram novamente lavadas com o mesmo tampio por 10 vezes para remover as
bactérias que n3o aderiram. Apos esta lavagem as laminulas foram fixadas pela adiciio de 1
m! de metanol P.A. por cimara, 4 temperatura ambiente por 15 minutos ¢ em seguida
coradas com May-Grunwald a 10% por 5 minutos e Giemsa a 5% por 20 minutos.

A presenga ou n2o de aderéncia e o tipo de aderéncia quando presente foi observado
em microscopio 6tico, inicialmente com um aumento de 320x e em seguida sob objetiva de
imersdo. Os critérios para defini¢do do tipo de adesdo foram os descritos por CRAVIOTO
et al., 1979.

Amostras controle para cada tipo de adesfio, assim como amostras controle negativo
foram incluidas em todos os testes realizados.

2.2.2.4. Teste de Ades3o com 6 horas de incubacio

Realizou-se o teste com 6 horas para as células que apresentaram adesdo do tipo nio
caracteristica, assim como as que nio apresentaram adesdo com 3 horas de incubagio. A
metodologia assemelha-se 4 empregada com 3 horas, sendo que apés o periodo de
incubagio de 3 horas, o meio de cultivo foi retirado, as cAmaras foram lavadas por 3 vezes



20

com PBS estéril e meio Eagle acrescido de 2% de soro fetal bovino foi reposto no volume
de 1 ml em cada cidmara. Realizou-se nova incubagfo por 3 horas na temperatura de 37°C e

em seguida utilizou-se a mesma metodologia do teste de 3 horas para fixar, corar e observar
as células.

2.3. Pesquisa de intimina

2.3.1. PCR para detec¢iio dos genes que codificam os subtipos de intimina

0 método utilizado fo1 0 mesmo anteriormente descrito, utilizando-se as condigBes

descritas pelos autores e os seguintes iniciadores (BLANCO et al,, 2004a) e descritos na
Tabela 7.
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Tabela 7: Iniciadores, temperaturas de anelamento ¢ tamanhos dos fragmentos
amplificados para pesquisa de subtipos de intiminas de E. coli.

Sl

. AAAACCGCGGAGATGACTTC
. CACTCTTCGCATCTTGAGCT

60

a2

! AGACCTTAGGTACATTAAGTAAGC

- TCCTGAGAAGAGGGTAATC

T

"Intimina

“TAA GOA TTT TGG GAE 60
. TTT ATT TGC AGC CCC CCA T

| Tntimina
. B1

" CGCCACTTAATGCCAGCG
. CTTGATACACCTGATGACTGT

| CTTGATACACCTGATGACTGT

¢ Intimina
vl

AAAACCGCGGAGATGACTTC
. AGAACGCTGCTCACTAGATGTC

60

804

" Intimina

- ¥2/0

TAAAACCGCGGAGATGACTTC
| CTGATATTTTATCAGCTTCA

58

808

l 8/«

i CTTGATACACCCGATGGTAAC

| Intimina -

CCC GAATTC GGC ACA AGC ATA AGC
AGC TCA CTC GTA GAT GAC GGC AAGCG

722

~ Intimina

. GACTAC TTC TTA TCT GGA TTT
. TAACTT GAC CAG TGG AAT CC

62

| TAGATGACGGTAAGCGAC

H :
: : : H : :

- AAAACCGCGGAGATGACTTC
: TITATCCTGCTCCGTTTIGCT

807

Iniins

" CGGTCAGCCTGTGAAGGGE
| ATAGATGCCTCTTCCGGTATT

1 CAACGGTAAGTCTCAGACAC

. CATAATAAGCTTTTTGGCCTACC

. CACAGCTTACAATTGATAACA
CTCACTATAAGTCATACGACT

. Intimina

"AAA ACC GCG GAG ATG ACT TC
| ACC ACC TTT AGC AGT CAA TTT G
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2.3.2. Western blot para detec¢io de intimina.

As amostras bacterianas foram semeadas em 5 ml de MEM (Meio Minimo
Essencial - Nutricel) acrescido de 10% de Soro Fetal Bovino. Incubou-se a 37°C por 18
horas, sem agitacdo. Centrifugou-se por 10 minutos a 12.000 r.p.m. e desprezou-se o
sobrenadante. Ressuspendeu-se o sedimento em 300ul de tamp3o de amostra (SDS -4g,
Glicerol -20mi, tamp@c TRIS-HCl 0,5M pH6.8 -40mi, azul de bromofenol ~0,lg,
2mercaptoetanol -3ml, H;O destilada g.s.p. -100ml). Seguiu-se uma corrida eletroforética
dessas amostras, em gel de poliacrilamida a uma concentragdo de 8%, submetido a uma
corrente de 100v. Apds a corrida eletroforética, retirou-se o gel e este foi montado em uma
cuba de transferéncia (Permatron), onde o gel permaneceu voltado para o polo negativo e
um filtro de nitrocelulose voltado para o polo positivo, de modo que as proteinas
migrassem para o filtro de nitrocelulose (Hybond™-Amersham LIFE SCIENCE). Seguiu-
se a transferéncia por 22 horas, sendo o material submetido a corrente de 30v. Apos este
periodo, retirou-se o filtro de nitroceluiose e corou-se com Ponceau S (Ponceau S -0,5g,
acido acético glacial -1ml, H;0 destilada g.s.p. -100ml) por 5 minutos. Lavou-se com Fi;O
destilada para a constata¢do da transferéncia. Bloqueou-se a reagdo com PBS 0,01M pH
7,4+ 0,1% de Triton X 100+ 4% de Leite desnatado (Solugio Bloqueadora) por 1 hora.
Apos o blogueio, 0 soro anti-intimina diluido 1:1000 na solugdo bloqueadora foi vertido
“sobre o filtro de nitrocelulose por I hora. Tratou-se com anti-IgG de coelho marcada com
peroxidase (Horseradish Peroxidase Conjugated Goat - Anti Rabbit IgG - SIGMA) diluida
1:1000 em solug@o bloqueadora e entdo lavou-se duas vezes por 20 minutos cada com
solucio bloqueadora. A reagdo completou-se com trés lavagens de 20 minutos cada. Para
a primeira lavagem utilizou-se solugdo de PBS+Triton X 100 0,5%. As duas lavagens
seguintes foram feitas com solugiio de TRIS-HCI 0,05M pH7,4. Para a visualizacio do
resultado utilizou-se 1 comprimido de DAB (DAB Peroxidase Tablet Set - SIGMA
FAST™ - 3°3"-Diaminobenzidina) (TOWBIN et al., 1979).

2.4. Fluorescence actin staining test (FAS Test)

Este foi utilizado para detectar a polimerizacio da actina sob os locais onde a
bactéria se aderiu (SHARIFF et al., 1993).

O teste foi realizado com cultivos das amostras em meio TSB, incubados a 37°C por
18 horas. A monocamada celular resultante de 48 horas de crescimento em microplacas de
24 cémaras contendo laminulas foi lavada 3 vezes com tampdo PBS para retirada dos
antibiéticos. Em cada cimara adicionou-se 1 ml de M.E.M., suplementado com soro fetal
bovino a 2% e 1% de D-Manose. Em seguida cada amostra teste crescida em TSB foi
adicionada, na quantidade de 35ul, sendo uma amostra por cimara. Incubou-se a placa por
3 horas a 37°C em estufa de CO2. A mesma foi lavada por 2 vezes com tampio PBS estéril
e novamente foi adicionado 1 ml de MEM suplementado com soro fetal bovino a 2% e D-
Manose a 1%. Retornou-se a placa para a estufa de CO; a 37°C por mais 3 horas. Em
seguida realizou-se a fixacdo, retirando-se o0 MEM, lavando-se a placa 3 vezes com tampio
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PBS e adicionando-se a cada cdmara 1 ml de formalina (PBS - 100ml + Formaldeido 37% -
8ml). Deixou-se por 30 minutos. As células foram novamente lavadas por 3 vezes com
tampio PBS, permeabilizadas com 1 ml de Triton X-100 (SIGMA) diluido 2 1% em
tampéo PBS , por 4 minutos a temperatura ambiente e tratadas com 10ul de uma solugiio de
5pg/ml de PHALLOIDIN — FITC Labeled (SIGMA) por 30 minutos, a temperatura
ambiente, em c@mara escura. Seguiu-se a observagio das células em microscopio de
contrate de fase e fluorescéncia, sob imersdo (Microscépio Nikon E200).

2.5. Sorogrupagem e Sorotipagem

A sorogrupagem das amostras foi realizada com os anti-soros O1 até 0181, segundo
metodologia de GUINEE et al. (1972, 1981), com algumas modificacdes feitas por
BLANCO et al,, (1992b,1996a). Foram utilizados 173 anti-soros Os capazes de reagir
especificamente com os antigenos O1 a O181. Os soros foram obtidos no Laboratério de
Referéncia de Escherichia coli (LREC). Os 173 anti-soros monovalentes se dividiram em
25 anti-soros polivalentes formados por 6 ou 7 anti-soros monovalentes. A diluicio final
dos anti-soros foi de 1/40 ou 1/80.

As amostras foram cultivadas em agar TSA, por 18 horas a 37°C, ressuspensas em
1ml de solugdo de 0,85% de NaCL e a concentragio bacteriana foi ajustada para 1,8x10°
bactérias por ml, por comparagfio com o tubo numero 6 da escala de Mc Farland. Este passo
foi realizado em duplicata. Os tubos foram aquecidos a 100°C por 1 hora para inativar os
antigenos K e por 2,5h a 121°C para testes com anti-soros preparados contra os antigenos
08, 09, 020.e 0101, para inativacio do-antigeno K do tipo-A. Estes antigenos recobrem o
antigeno O e impedem sua reagio com o anti-soro. Uma vez frio, adicionou-se a cada tubo,
2ml de solugdo de salina formalinizada (0,5%, v/v), contendo violeta de genciana (0,005%,
p/v). Conservaram-se as suspensdes bacterianas a 4°C durante um méaximo de 2 semanas.

Os anti-soros O foram titulados com as amostras controle para escolber a diluigio
de ensaio, utilizando-se placas de microtitulagfio de 96 cimaras de fundo em “V”,

As suspensfes aquecidas a 100°C por 1 hora foram testadas com os 25 anti-soros
polivalentes e as tratadas a 121°C por 2,5 horas foram testadas com soros monovalentes
08, 09, 020 e O101. Adicionaram-se 50ul de cada anti-soro a 50ul de cada suspensio
bacteriana. Deixou-se incubar a 37°C por 18 horas. Se a cepa bacteriana aglutinasse com
os anti-soros polivalentes empregados, realizava-se a continuagio do processo com os anti-

soros monovalentes daquele grupo. Se a cepa fosse negativa com todos os anti-soros, era
considerada ndo tipavel (ONT).

A determinagdo do antigeno H foi realizada utilizando-se 53 anti-soros (H1 a H56)
que foram adquiridos no Statens Serum Institut, em Copenhagen.

As amostras foram passadas trés vezes consecutivas (por 48 horas a 37°C) em tubos
em “U” com meio para motilidade (Meio semi-solido MIL, Difco) com o objetivo de
potencializar a expressdo dos flagelos. Se a cepa fosse movel, dava-se continuidade ao
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processo. Caso contrario, eram. passadas mais 3 vezes consecutivas em tubos em “U”. Se
continuassem imoveis, eram consideradas H.

As amostras foram entdo semeadas em 7 ml de infusdo de cérebro-coragio (Difco) e
incubadas por 6 a 8 horas a 37°C com 80 rpm. Adicionou-se 7 ml de solugdo salina
formalinizada sem violeta de genciana e os tubos foram deixados 3 temperatura ambiente

durante 18 horas. A turbidez dos tubos tratados com solugdo salina deveria ser comparavel
a do tubo 1° 2 da escala de Mc Farland.

Em tubos de vidro foram misturados 0,5ml da suspensio bacteriana formalinizada e
0,5ml do anti-soro H diluido a 1/200. Incubou-se a 45°C por 2 horas em banho-maria.
Realizou-se este processe com cada um dos anti-soros H monovalentes.

A aglutinagdo com algum dos anti-soros estabeleceu o antigeno H. As amostras
onde ndo ocorreu aglutinagio foram consideradas ndo tipaveis (HNT).

A sorologia foi gentilmente realizada pelo Prof. Dr. Jorge Blanco Alvarez do Depto.

de Microbiologia e Parasitologia, Universidade de Santiago de Compostela — Lugo -
Espanha.

2.6. Pesquisa do Local de Insercdo de LEE

As amostras positivas para o gene eae foram submetidas a testes de PCR para
determinar o local de insercdo de LEE, seguindo-se a metodologia anteriormente descrita,
utilizando-se os iniciadores descrxtos por McDANIEL et al, 1995 e SPERANDIO et al,
1998, indicados na Tabela 8.

Tabela 8: Iniciadores, temperaturas de anelamento e tamanho dos fragmentos
amplificados, nos testes de PCR para pesquisa do local de insercio de LEE em E. coii.

WWWE&WAW{‘ L o

s

 Insergio  na | K255 - GGT TGA GTC GAT TGATCTCTGG | 60 | 418
 jungio  direita || K261 —~ CCT GCA AAT AAA CAC GGC GCAT |
. de selC !

" Amplificagio | K260-GAG CGA ATA TTC CGA TAT CIGGIT | 60 | 527
| de selC intacto | K261- CCT GCA AAT AAA CAC GGC GCAT |
“Amplificagdo | K913 — CAT CGG CTG GCG GAA GAT AT 52 300
' de pheU intacto | K914 — CGC TTA AAT CGT GGC GIC |
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2.7. Pesquisa de ameostras STEC do serogrupo O157 através no
método de SIM (Separacio Imuno-Magnética)

Foram selecionadas 50 amostras fecais isoladas de bezerros, com resultados
positivos em testes de PCR para detecgdo dos genes six1 ou s&x2 ¢ 50 amostras de carne
bovina crua coletadas em agougues na cidade de S3o Paulo.As amostras fecais foram
inoculadas em meio TSB ¢ incubadas por 18 h a 37°C. As amostras de carne foram pesadas
¢ 25g de cada amostra foram inoculados em 225ml de 4gua peptonada Difco (suplementada
com $mg/ml de vancomicina, 0,05mg/l de cefixima e 10mg/l de cefsulodina (BPW-VCC)
em embalagens plasticas estéreis. Estas embalagens foram processadas por 30 segundos em
Stomacher (Laboratory Blender-Stomacher 400 — SEWARD) e incubadas por 6 horas a
37°C. As culturas, tanto de amostras fecais quanto de amostras de carne bovina, foram
adicionadas em tubos tipo “eppendorf” no volume de 1ml, aos quais foram adicionados
20ul de particulas paramagnéticas (Dynabeadas® anti-E. coli O157). Os tubos foram
colocados no “Sample Mixer” (Dynal® Sample Mixer), onde permaneceram por 30
minutos para que ocorresse a homogeneizagio das amostras com as particulas. Estes tubos
foram entfio colocados no Separador Imuno Magnético (Dynal MPC-S), o qual foi invertido
cerca de 4 a 5 vezes para que as particulas pudessem se aderir ao separador. Deixou-se em
descanso por 3 minutos para o recolhimento propriamente dito e, em seguida, descartou-se
o sobrenadante. Os tubos foram retirados do separador e ressuspendeun-se o sedimento em 1
ml de PBS-Tween (0,05%). Repetiu-se este procedimento por 3 vezes. Ao final, o
sedimento foi ressuspenso em 100ul de PBS-Tween, o qual foi semeado em A4gar
MacConkey Sorbitol e dgar MacConkey Sorbitol acrescido de Cefixima e Telurito (nas
concentragdes de 0,05mg/l e 2,5mg/l, respectivamente). As amostras fermentadoras de
sorbitol foram isoladas e testadas em PCR para confirmagio de r/AO157 (PATON &
PATON, 1998b). No caso de positividade, as amostras deveriam ser submetidas a
confirmac@io dos antigenos O e H, através de sorologia, pelo Prof. Dr. Jorge Blanco Alvarez
do Depto. de Microbiologia e Parasitologia, Universidade de Santiago de Compostela —
Lugo — Espanha.

A metodologia utilizada no teste de PCR para detecgdo de /60157 foi a mesma
descrita anteriormente e os iniciadores utilizados, bem como a temperatura de anelamento,
encontram-se na Tabela 9.
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Tabela 9: Inmiciadores, temperatura de anelamento e tamanho dos fragmentos
amplificados nos testes de PCR para deteccdo de 760157 em E. cols.

OI5TF - CGG ACA TCC ATG TGA TAT GG .65 | 259
OISTF | TTG CCT ATG TAC AGC TAA TCC ; |

2.8. RAPD (Random Amplified Polymorfic DNA)

O teste de RAPD consiste na amplificagio, através de PCR, de fragmentos
aleatdrios de DNA gendmico com um unico iniciador ou multiplos iniciadores de
seqiiéncia conhecida. Esta técnica permite detectar o polimorfismo entre as amostras pelas
diferencas entre os padrdes dos fragmentos de DNA amplificados na corrida eletroforética
do gel. O RAPD requer minimas quantidades de DNA gendmico e tem a vantagem de
nenhuma informagao do genoma bacteriano estudado ser necessaria.

Para este teste foram escolhidas apenas 11 amostras do sorogrupo 0111, sendo uma
classificada como OI111:H19 e as dez restantes como Ol11:H-, estes dltimos
reconhecidamente pertencentes aos grupos das EHEC e também, por terem sido
encontradas em maior nimero em nosso estudo.

A extragdo do DNA foi realizada segundo metodologia fornecida pela Promega
para o “Kit Wizard® Genomic DNA Purification”. O DNA foi quantificado através da
eletroforese horizontal em gel de agarose a 1% com auxilio do “Kit DNA Quantitation
Standards Phage 2 DNA” (Gibco BRL) e corado com brometo de etidio. Apos esta
quantifica¢do as amostras foram diluidas para Sng/ul em 4gua Milli-Q estéril, aliquotadas e
estocadas a —20°C.

A reacfio de amplificagdo foi realizada em tubos de 200pl no volume final de 201,
contendo 20mM Tris-HC1 (pH 8,4); 50mMKCI; 2,5mM MgCly; 200uM de cada dNTP
(dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 0,4M de iniciador (Operon); 10ng de DNA cromossémico;
1,5 unidades de Taq polimerase. O ciclo térmico foi 40 vezes nas seguintes temperaturas:
94°C por 45 segundos, 36°C por 45 segundos, 72°C por 2 minutos e por tltimo, um ciclo
de 72°C por 7 minutos, para uma completa extenso dos produtos amplificados (BANDO
et al., 1998).

Para a detecgdo do produto amplificado foi utilizada eletroforese em gel de agarose
a 1% preparado em tampdo Tris Borato (TBE 5X — TRIS Base - 54g, acido bérico - 27,5g,
EDTA 0,5M pHB,0 - 20ml, H>O destilada - 1000ml). Cada corrida eletroforética continha
um marcador de peso molecular, para comparagdo com os fragmentos amplificados. Apés
a corrida, o gel foi corado com brometo de etidio (0,5ug/ml) foram fotodocumentados.

Para a analise estatistica dos fragmentos amplificados foi usado o Programa
NTSYS, no qual utilizamos o indice de Jaccard para gerar uma matriz de similaridade ¢, a
partir desta, foi possivel determinar os grupos pelo método de “Unweighthed Pair-Group
Method Using Arithmetic Average” (UPGMA), que foi representado na forma de
dendrograma.
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Os miciadores utilizados estio descritos na Tabela 10.

Tabela 10 - Iniciadores utilizados no teste de RAPD.

“OPR-03 ACACAGAGGG

"OPR-06 'GTCTACGGC A

T R o Tl S—
TOPR-10 l'CCATTC CCC A

2.9. Microscopia Eletronica de Transmissio (MET)

Este teste foi realizado pelo Prof Dr. Idércio Luiz Sinhorini, no Laboratério de
Microscopia Eletronica, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
de S#o Paulo —- USP.

O objetivo do estudo foi a observagiio das lesdes do tipo A/E em células HEp-2
infectadas por amostras de E. coli portadoras do gene eae. Por ser um teste de dificil
execugdo, apenas uma amostra eqe’ e FAS™ foi examinada pelo mesmo.

Uma garrafa plastica de cultura de tecido de 6ml de volume foi cultivada com
céhulas HEp-2 em meio D-MEM, acrescido de 10% de SFB, 1% de antibitticos e 1% D-
manose, até atingir confluéncia da monocamada celular. Apos este periodo foi lavado trés
vezes com tampio PBS, adicionando-se novo meio de cultura, desta vez sem antibi6tico,
para possibilitar o cultivo da amostra teste.

Foram acrescentados 175ul do indculo bacteriano, consistindo de cultura bacteriana
incubada por 18 horas a 37°C em meio TSB. A garrafa foi em seguida incubada por 6
horas a 37°C. Apés este periodo, as células foram lavadas 3 vezes com tampdo PBS e
fixadas com glutaraldeido a 2,0% em tampdo fosfato, por um periodo de 2 horas. A
monocamada, em seqiéncia, foi raspada e centrifugada a 3400 r.p.m., durante 5 minutos,
ressuspenso em salina e centrifugado por mais duas vezes. Seguiu-se o contraste com
solugio de Oosmio a 1% durante 24 horas, com séries de lavagens como descrito
anteriormente. Acrescentou-se acetato de uranila a 0,5% por 24 horas e apos lavagem
deste, procedeu-se a inclusio em 4gar. Adicionou-se uranila a 0,5%, prosseguindo-se com
a desidratacdo e inclusio do material em resina para realizacio de cortes semifinos e
ultrafinos de 50 a 70;1113, et navalha de vidro acoplada em ultramicrétomo MT 5000
Sorval. Os cortes assim obtidos foram observados em microscopio eletrbnico d..e
transmissdo Philips EM 201.
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IX - RESULTADOS

Obtivemos 98 amostras de L. coli isoladas de 68 diferentes espécimes fecais, sendo
34 espécimes fecais coletados de animais diarréicos e 34 de animais saudaveis.

1. Pesquisa do gene eae

QObtivemos um total de 48 isolados de E. coli eae positivos, de 32 diferentes amostras
fecais. Destes, 15 animais apresentavam diarréia e 17 estavam sadios. Isto representa um
total de 49% das amostras de E. coli isoladas. Entre os animais diarréicos, obtivemos 5,7%
de isolamento de amostras de E. coli portadoras do gene eage e entre os animais sadios
obtivemos 6% de positividade para o mesmo gene (Figura 2 eTabelas 12, 13, 14, 15 e 17).
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Painel 1

Painel 2

Painel 1: 1 (IKbDNA Ladder), 2 (E2348/69), 3 (K12C600), 4 (128MBS5), 5 (Beleza 3), 6
(132MB9), 7 (034BG12) ¢ 8 (18F19). |
Painel 2: 1 (1IKbDNA Ladder), 2 (E2348/69), 3 (K12C600), 4 (6CP8), 5 (N44 14), 6
(1FC1), 7 (21FC19) e 6 (19F5).
Figura 2: Eletroforese em gel de agarose a 1% com resultado do teste de PCR para
deteccdo do gene eae que codifica intimina.

2. Pesquisa de subtipos de intiminas
Das 48 amostras eae positivas isoladas, 17 amostras foram positivas para o subtipo B1,

15 amostras para o subtipo Y2, 3 amostras para o subtipo €, 2 amostras para o subtipo { e 1
amostra foi positiva para o subtipo p. As demais 10 amostras positivas para o eae ndo
amplificaram com nenhum dos iniciadores utilizados para a determinagio dos subtipos de
intimina conhecidos, sendo consideradas como ndo tipaveis (NT), sugerinco assim a

possivel presenca de um (ou varios) novo (s) subtipo (s) de intimina (s) em nossas amostras
(Tabela 11).
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Tabela 11: Subtipos de intimina e porcentagem de detecgao por PCR em amostras
de E. coli eae+ isoladas de bezerros.

Intimina Néo Tipavel 10 21
Intimina o 0 0
Intimina 81 17 35,4
Intimina y2 15 31,2
Intimina & 0 0
Intimina & 3 6,2
Intimina C 2 4,2
Intimina p 1 1

Das 19 amostras eae+ testadas em Westen blot, 14 confirmaram a presenca de intimina
e 5 amostras foram negativas neste teste (Figura 3). Destas 14 amostras, 13 forampositivas
também em testes de FAS e 1 amostra apresentou-se FAS negativa. Das 5 amostras

negativas em Western blot, 3 tiveram resultado positivo em FAS e 2 foram negativas para
ambos os testes (Vide Anexo 1).

Quando as amostras ege+ foram testadas em FAS, 33 das 48 amostras apresentaram-se
positivas neste teste. Cinco (5) amostras tiveram o FAS inviavel devido ao fato de serem

negativas em testes de adesdo celular ¢ 10 amostras apresenta.ram—se negativas parg o teste
de FAS (Vide Tabela 18 e Anexo 1).
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(Padrio negativo para intimina), Canaletas 3-14: amostras teste eae+).

Figura 3: Resultado do teste de Western blot para deteccio de intimina.
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Figura 4: Resultado do teste de FAS para detecgfo de lesdes A/E (contraste de fase)
Amostra £. coli 93 7B12) (O118:H16) (Aumento fca1=l.OOX).

Figura 5: Resultado do teste de FAS para detec¢do de lesdes A/E (Fluorescéncia) —
Amostra £. coli 937BG(12) (O1 18:H16) (Aumento focal=1.000X).
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3. Inser¢do de LEE

Das 48 amostras eae+ testadas em PCR quanto a inser¢io de LEE, 37 apresentaram
pheU interrompido, indicando assim a provavel presenga de LEE neste locus. Oito (8) delas
ndo apresentaram inser¢io de LEE em se/C e apresentaram phel intacto, indicando outro
possivel locus de inser¢do. Trés (3) amostras ndo apresentaram bandas em selC, e
apresentaram phel intacto, enquanto 7 amostras apresentaram o mesmo fendémeno em
selC, porém tiveram pheU interrompido.

1Kb DNA Ladder (pb)
E. coli E2348/60

0028B (14)
034BG(2)
K12C600

~~
g
>
fens
Bl
=
<

Figura 6: Eletroforese em gel de agarose a 1% com resultado do teste de PCR para
determinacdo do local de inser¢do de LEE.
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4. Pesquisa de citotoxinas e enterotoxinas

Das 98 amostras de E. coli isoladas, 76 apresentaram-se positivas para o gene que
codifica para a toxina Stx. Entre os 264 animais diarréicos estudados, 27 (10,2%)
apresentaram-se positivos para stx e dentre os 282 animais sadios estudados, 22 (7,8%)
apresentaram-se positivos para o mesmo gene. Os resultados estdo demonstrados nas
Tabelas 12 e 13 e Figura 7.
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Figura 7: Eletroforese em gel de agarose a 1% com amplificados por PCR dos genes para
Stx1 e Stx2 de Escherichia coli.
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Tabela 12: Relacdo de linhagens de Escherichia coli isoladas de fezes de bovinos com
diarréia, positivas para os genes eae, stx e Ehly.

128MB 5
128MB 6 -
Mora il -
Mora 2 +
Mora 5§ -
Mora 8
Mora 17
Mera 4
937BG12
Elga$ -
Flga 2 -
129MB2 +
129MB3 -
132MB9 -
102MB 9 -
102MB 11 -
92MB 4 -
92MB 5 -
92MB 6 -
92MB 7 -
92MB 9
1SIMB 3
151MB 13
002SB 1
002SB 11
002SB 14
001HV 2
001HV 5
002HV 4
002HV 1
002HV 10
002HV 3
43CC2
65CC3
034BG 2
20F 1
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Tabela 12: Continuagio

9F 17 + -

+
6CP8 - 1 +
30F 5 + - +
21FC 19 - 2 -
9F¥B 17 -
10FB 19 -
16FB 12 -
IFG 9 -
19972 -
1978 8 -
2094 2 +
19931 -
2098 1 -
N62 14 -
N6215 -
9¥C 19 -
SFC4 -
-12FC1 -
20FG 1 +
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Tabela 13: Relag8o de linhagens de Escherichia coli isoladas de bovinos sem diarréia,
positivas para os genes eae, stx € Ehl

78CC 22
78CC 26
004HV S
41CC5
36CC1
36CC4
18F 19
Florindal9
Florindalé
15F 11
15F26
Ficha 1
Ficha 4
Ficha 5
Beleza 2
Beleza 3
Belezad
61CC7
34CC3
40CC6
21F 7
14F 2
28CP 15 1,2 +
Né6112 - 1 +
N618 - 1,2 +
73CC 11 + - -
7315 - 1,2 +
Catita 8 - 2 -
1FC1 - 1,2 +
3FC 4- - 1,2 -
8FC1 : - 1,2 +
19FC 15 - 2 -
4FG 1 - 1 -
N70 4 - 1 -

1,2 +
1,2 -

+| +

++ + +H|+

L R S B B A e e e R I
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Tabela 13: Continuagio

N68 9 - 1 -
Palestina - 1,2 +
©7
325 + 1 +
N46 7 - 1,2 +
165 - 1,2 +
N44 14 + 2 T
N569 - 1,2 +

2089 8 - 2 -

Obteve-se amplificagio do gene que codifica para a toxina CNF em 11 amostras,
isoladas de nove espécimes fecais de bezerros, o que significa um percentual de 2,1%. Nos
animais diarréicos foi possivel identificar E. coli com o gene que codifica CNF em 5
espécimes fecais (1,9%) e nos animais saudaveis em quatro espécimes fecais (1,4%).

Obteve-se ainda o isolamento de uma {nica amostra portadora do gene que codifica
para a toxina LT-II. Esta mesma amostra era portadora ainda do gene que codifica para
Stx1.

Conseguiu-se ainda o isolamento de 54 amostras positivas em PCR para o gene que
codifica a enterohemolisina (Ehly) (Figura 8), isoladas de 42 animais, representando 7,7%
de positividade. Dentre os 264 animais diarréicos, 20 (7,6%) foram positivos para este
gene, e entre os animais sadios, 22 (7,8%) foram positivos. Das 54 amostras de E. coli
Ehly+ isoladas, 14 (25,92%) delas abrigavam conjuntamente o gene eae, 23 (42,60%)
abrigavam os genes ege ¢ stx ¢ 17 (31,50%) abrigavam o gene stx. A caracteriagio das
linhagens de E. coli para genes que codificam as toxinas e enterotoxinas encontram-se nas
Tabelas 12 e 13 (stx, hly) e 14 (stx, hly, cnf e If). A Tabela 14 exibe ainda a correlagio entre
a presenca dos genes de toxinas € o gene eage.
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Painel 1 §
1551pb |

500pb
250pb

Painel 2 &
1551pb

500pb
250pb

Painel 1: 1 (1Kb DNA Ladder), 2 (0157-157), 3 (E. coli O16:H11), 4 (K12 C600), 5
(Ficha 4), 6 (937BG 12), 7 (78CC 22), 8 (1FC 1).
Painel 2: (1Kb DNA Ladder), 2 (0157-157), 3 (E. coli O16:H11), 4 (K12 C600), 5
(9FB 17), 6 (N62 15), 7 (12FC 1).

Figura 8: Eletroforese em gel de agarose a 1% com amplificados por PCR do gene que
codifica Ehly de Escherichia coli.
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Tabela 14: Numeros e porcentagens (%) de amostras de Escherichia coli isoladas de
bovinos positivas por PCR para diferentes fatores de viruléncia.

eae 8 8,2
eae/stxl 3 3.1
eae/Ehly 14 14,3

eae/Ehly/stx1 19 19.4
eae/Ehly/stx2 2 )
eae/Ehly/stx1/stx2 2 2
stxl 9 9,2
stx1/Ehly 3 3,1
- stxl/LT-I0 1 1
stx1/CNF 9 9,2
stxl{stxZ/CNF/Ehly 1 1
stx1/stx2 6 6,1
Stx1/stx2/ Ehly 12 12,2
stx2 8 8,2
Stx1/CNF/ Ehly 1 | 1

Todas as amostras foram testadas em 4gar sangue para verificarmos a expressio da
enterohemolisina. Das 54 amostras positivas em PCR para o gene Ehly, 52 expressaram a
hemolisina. Nenhuma das 44 amostras negativas em PCR expressou a enterohemolisina e
duas (2) amostras positivas em PCR nfo expressaram esta toxina.

Somente duas (2) amostras foram positivas em PCR para o gene que codifica EAST-1,
a saber, amostras Ficha (5) e 151MB (13).

| UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
| SECAD CIRCULANTE

f
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Tabela 15: Numero de amostras de E. coli isoladas de bovinos com e sem diarréia, positivas
para os genes eae, stx e Ehly, associados ou ndo.

eae/stxl/stx2/Ehly 2 0
eae/stx1/Ehly 12 7
eae/stx2/Ehly 1 1
eae/stx] 2 1
eae/Ehly 6 5
eae 1 10
stxl 15 3
stx2 5 3
stx1/hly 4 1
stx1/stx2 4 2
stxl/stx2/hly 3 10

5. Pesquisa de adesinas e do plasmidio EAF

Das amostras de E. coli isoladas, nenhuma se apresentou positiva em testes de PCR
para os genes bfp ou eaf. O gene saa foi encontrado em 22 amostras isoladas de 17 animais
diferentes (Tabela 17). Destas amostras, 6 apresentaram conjuntamente os genes stx] e cnf2
(27,27%), 5 apresentaram o gene stx/ (22,73%), 4 apresentaram stxl, stx2 (18,18%), 3
apresentaram stx/, stx2 e Ehly (13,64%), 2 apresentaram stx2 (9,09%), 1 apresentou stx] e
Ehly (4,54%) e 1 apresentou stx1, cnf2 e Ehly (4,54%).

Tabela 16: Relagdo de amostras positivas para o gene saa, detectado nos testes de
PCR |

"128MB 6

1 78CC 22 le2 +

Mora 1 1 - - 6CP 8 1 2 +
Elga S 1 2 - 1FC1 le2 - +
ﬁa 2 1 - - 3FC 4 le2 - -
92MB 4 1 2 - 9FB 17 2 - -
92MB 5 1 2 - 16FB 12 1 - -
92MB 6 1 - - 4FG 1 1 2 -
92MB 7 1 - - IFG 9 1 2 -
151MB 3 2 - - N46 7 le2 - -
151MB 13 le2 - - N62 14 1 - +
N56 9 le2 - + 9FC 19 le2 - -
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Quando as 98 amostras isoladas foram testadas em células HEp-2, 25 amostras ndo
apresentaram aderéncia. Entre as 73 amostras positivas, obtivemos 17 amostras com
aderéncia do tipo Localizada-“like”, 14 amostras com aderéncia do tipo Agregativa, 10
amostras com aderéncia Difusa, 26 amostras com aderéncia do tipo No caracteristica, 1
amostra com aderéncia do tipo “Cover-slip”, 5 amostras que descolaram a monocamada
celular impossibilitando, neste caso, a leitura do teste (Tabelas 17 €18 e Figuras 9 a 12).

Tabela 17: Correlagdo entre tipo de aderéncia e presenca do gene eae entre as amostras
isoladas.

Aderéncia Difusat eaet 4 4,1

Aderéncia Difusa+ eae- 6 6,1

Aderéncia Agregativa+t eaet 8 ‘ 8,2
Aderéncia Agregativa+t eae- 6 6,1
Aderéncia Localizada-liket eaet 17 17.3
Aderéncia Nio-Caracteristica+ eaet 14 14,3
Aderéncia Nao-Caracteristica+t eae- 12 12,2
Aderénéiiiﬁeggﬁva- eaet 5 51
Aderéiicia Negativa- eze- 20 204
Adei’éﬂe:a do Tipo Cover Slip- eae- 1 1

Deséﬁmnento de Tapete- eae- 5 5,1
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Figura 9: Lmhgem celular p-2 inoculada com E. coli de origem bovina, 6 horas de
incubagdo. Setas indicam aderéncia difusa — Amostra E. coli Ficha (4).

Figura 10: Linhagem celular HEp-2 inoculada com £. coli de origem bovina, 6 horas de
incubagdo. Setas indicam aderéncia Agregativa — Amostra . coli 15F(11).
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Figura 11: Linhaem celular p-2 inoculada com E. coli de origem bovina, 6 horas de
incubagfo. Setas indicam aderéncia “Localizada-like” — Amostra E. coli 937BG(12).

| Figura 12: Linhagem celular HEp-2 inoculada com E. coli de origem bovina, 6 horas de
incubagfo. Setas indicam aderéncia Nao Caracteristica — Amostra £. coli 61CC(7).
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Tabela 18: Tipo de adesfo e presenca do gene eae e lesdes A/E em amostras de F.
coli isoladas de bovinos.

Aderéncia Localizada-like eqet FAS+ 15
Aderéncia Localizada-like eqe+ FAS- 2
' Aderéncia Difusa - eqet FAS+ 2
Aderéncia Difusa eae+ FAS- 2
Aderéncia Difusa eae- FAS inviavele 5
Aderéncia Agregativa eqe+ FAS+ 5
Aderéncia Agregativa eae+ FAS- 3
Aderéncia Agregativa eae- FAS invidvele 7
Aderéncia Nio Caracteristica eae+ FAS+ 11
Aderéncia Ndo Caracteristica eqe+ FAS- 3
Aderéncia Ndo Caracteristica eae- FAS inviavele 12
Aderéncia do tipo “Cover Slip”  ege- FAS invidvele 1
Lise do Tapete Celular eqe- FAS inviavelee 5
Aderéncia Negativa eae+ FAS invidveles S
Adereéncia Negativa eae- FAS inviavele 20

®Amostras eae negativas normalmente impossibilitam o teste de FAS, pois este teste
detecta modificagdes celulares devidas a proteina intimina e o Sistema de Secrecio

Tipo 111, codificado pelo locus LEE.

®eAmostras com aderéncia negativa e que provocaram lise no tapete celular
impossibilitam a realizagio do teste de FAS, pois a aderéncia € o passo inicial para a

realizacdo deste teste.

6. Separagio Imuno-Magnética

Nenhuma das 50 amostras fecais ou das 50 amostras de came bovina crua testadas para
a presenga de O157 tiveram resultados positivos para este sorogrupo.




47

7. RAPD ~ O resultado da tipagem molecular por RAPD ¢€ apresentado na Figura 13.
00 05 0w 0;A LB

A3 Horal?)
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Figura 13: Dendrograma obtido pelo método de analise de grupos “UPGMA” para o

4)
B | -BQ?HU(5) |
T 10
)

coeficiente de Jaccard para as 11 amostras de E.coli do sorogrupo 0111, obtidos pela
técnica RAPD.

8. Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET).

A amostra 937BG12 apresentou-se positiva neste teste, e foi escolhida por apresentar-
se também positiva em PCR para o gene eae ¢ ter resultado positivo no teste de FAS, além
de pertencer ao sorotipo O118:H16, ja descrito em casos de SHU em humanos (WIELER et
al., 2000).

9. Sorologia.

Os sorotipos encontrados entre nossas amostras encontram-se na Tabela 19.
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Tabela 19: Numero de amostras isoladas de cada sorotipo encontrado:

O7T:H7 1 Oi 1 1:HIS | 1
O7:H10 3 0O113:H21 1
08:H21 i 0116:H20 1
OB:H25 1 O118:H16 1
O8:H? 1 Ol19:H- 6
010:H51 1 O119:H8 1
O11:H- 2 0123:H? i
O17:HI18 1 0123:H2 3
021:H25 1 0O123:H11 5
O22:H11 2 0123:H36 2
O22:H16 4 O127:H40 1
026:H11 4 O132:H5] 3
O48:H7 1 0O145:H- I
048:H- 1 O153:Hi2 i
O535:H19 1 O174:H21 3
060:H19 i O175:H40 !
064:H- 1 O177T:H11 4
O80:HZ6 1 Ol78:H19 2
O86:H36 1 O7H? 4
O88:H8 1 OTH25 1
Q98:H49 ! ONT:H- 3
Q103:H7 1 ONT:H8 2
0103:H21 1 ONTHIL 2
Ol111:H- 12 ONT:H18 i
O111:H8 2
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Figura 14: Resultado do teste de MET para demonstrac@o de lesdes A/E.Microfotografia
da amostra 937BG (12) (O118:H16) — demonstrando a lesfio “Attaching and Effacing” em
células HEp-2 com incubacio de 6 horas ( aumento focal = 69.500X).
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X - DISCUSSAO

Amostras STEC tém sido associadas tanto a surtos como a casos esporadicos de
doengas em humanos, podendo variar desde uma simples diarréia até casos de Colite
Hemorragica (CH) e Sindrome Hemolitica Urémica (SHU). O sorotipo de E. coli
predominante nestes casos ¢ o 0157:H7, sendo comumente encontrado em grandes
surtos nos Estados Unidos, Canad4 e Reino Unido (PRADEL et al., 2000). A Argentina
esta entre os maiores recordistas de casos de SHU (300-400 casos por ano), numa razio
de 22/100.000 criangas com idade inferior a 4 anos. Este niimero é bastante elevado
quando comparado com a incidéncia anual de 2.6/100.000 em Oregon e 3 a 5/100.000
no Canada, Reino Unido, Chile e Uruguai (PADOLA et al, 2002). Amostras
pertencentes a mais de 100 diferentes sorotipos tém sido associadas com doenga
humana. Entre os sorogrupos STEC mais comumente associados com enfermidade em
humanos podemos citar 026, 091, 0103, 0111, 0113, O118 € 0157 (PRADEL et al,,
2000; GERBER et al., 2002).

A habilidade destas amostras em causar doengas estd relacionada a8 produgdo das
toxinas Stx1 e Stx2. Entre as amostras isoladas neste presente estudo, obtivemos um
total de 14% (76 amostras isoladas de 49 diferentes animais) de amostras stx positivas,
sendo que destas, 45 abrigavam sx1 somente, 10 abrigavam stx2 e 21 amostras
possufam ambos os genes. E interessante ressaltarmos que, como no caso das amostras
128MB5, 128MB6, as quais foram isoladas do mesmo animal, somente a amostra
128MBS5 possuia 0 gendtipo stxl e 2+eae+Ehly~+, aderindo de forma localizada-like em
células HEp-2 e provocando lesbes A/E, confirmado por teste de FAS. A amostra
128MB6, apesar de pertencer a0 mesmo sorotipo, possuia somente ¢ gene stxl e o gene
que codifica para a toxina CNF2, além de provocar descolamento do tapete celular,
impossibilitando a leitura do teste de adesdo.

Ainda entre as amostras STEC isoladas, 26 abrigavam o gene ege. Destas 26
amostras, 2 foram eae-+stx1+stx2+, 2 amostras foram eae+six2+ e o perfil eqe-+stx1+
foi o mais freqiientemente encontrado em 22 amostras. Estes dados confirmam aqueles
apresentados por WIELER et al. (1996), que também obtiveram um maior nimero de
amostras produtoras de Stx1, portadoras do gene eae, isoladas de bezerros.

Outro importante achado encontrado em nosso trabatho foi a presenca do gene que
codifica para a enterohemolisina (Ehly) em 53 amostras, as quais apresentaram oS
genotipos eae+stcl+stx2+Ehly+ (2 amostras), eae+stxI+Ehly+ (19 amostras),
eae+stx2+Ehly+ (2 amostras), eae+Ehly+ (13 amostras), stx/+stx2+Ehly+ (13
amostras) e stx/+Ehly+ (4 amostras). Este fato chama a aten¢do, pois as amostras
portadoras dos genes eqe+stc+Ehly+ ou stx+Ehiy+ possuem gendtipo potencialmente
compativel com EHEC, principalmente os isolados pertencentes aos sorotipos O111:H
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e O118:H16, que ja foram descritos como EHEC em outros paises (WIELER et al,
1998; PRADEL el tal., 2000).

Até onde saibamos, este ¢ o primeiro relato do isolamento de amostras de sorotipos
potencialmente capazes de causar CH ¢ SHU em humanos, possuindo os genes de
viruléncia eae e stx, em fezes de bezerros no Brasil.

Em nosso pais temos a confirmacgio do isolamento de amostras STEC O157:H7 em
associacio com doencga em humanos, descrito por IRINO et al., (2002), um (1) caso de
SHU relacionado ao sorotipo STEC 026:H11, identificado recentemente por GUTH et
al. (2002a) e também trés casos de O111:H-, isolados de criangas entre 1 a 4 anos com
quadro diarréico (GUTH et al., 2002b).

Entre nossos isolados, como dito anteriormente, encontramos o sorotipo O111:H-
em pelo menos 6 diferentes animais, pertencentes a cinco diferentes fazendas, situadas
no estado de Sdo Paulo. Pelo fato do gado ser conhecidamente um dos principais
reservatérios de amostras STEC, talvez seja possivel, através de estudos
complementares tragarmos um paralelo entre as amostras O111:H- isoladas de humanos
e nossas amostras O111:H- isoladas de bovinos.

Obtivemos também o isolamento de quatro amostras do sorotipo O26:H11. Apesar
de 3 delas serem stx negativas, a amostra Catita (8) apresentou-se positiva para o gene
stx2. Assim como a O111:H, este sorotipo também ja foi isolado de casos de SHU aqui
no Brasil (GUTH et al,, 2002a, 2002b).

Além destes sorotipos ja isolados de casos de SHU, no Brasil ¢ no exterior,
obtivemos ainda 1 amostra do sorotipo O118:H16 e 1 amostra do sorotipo O103:H21.
Ambas ja foram reconhecidas como EHEC, tendo sido isoladas de casos de CH e SHU,

" na Alemanha (BEUTIN et al., 1998; WIELER et al., 2000 ).

Quanto ao isolamento de O157:H7, apesar de termos utilizado uma das técnicas
mais especificas e eficientes para detecgio de O157:H7, ou seja, a Separagfo Imuno
Magnética, ndo conseguimos o isolamento de nenhuma E. coli representante deste
sorotipo, entre as 50 amostras fecais str+ estudadas e as 50 amostras de carne bovina
crua moida, coletadas em agougues da regido metropolitana de So Paulo.

Ocorreram também trés casos de isolamento de amostras 0157:H7 no Estado de
Sdo Paulo. Um deles foi identificado entre 2573 amostras de E. coli que foram
analisadas e isoladas de pacientes com diarréia entre 1976 e 1999, pelo Laboratério
Central do Instituto Adolfo Lutz. Esta amostra em particular foi obtida de um paciente
portador do virus do HIV, de 18 anos. As duas outras amostras O157:H7 foram isoladas
de uma garota de 4 anos e de um idoso, ambos com grave diarréia, num hospital de
Campinas, S3o Paulo, em junho e julho de 2001, respectivamente. As trés amostras
continham seqiiéncias para os genes eae e stx2 e produziam hemolisina (IRINO et al,
2002). :

Além de termos encontrado uma amostra do sorotipe 026:H11 portadora do gene
stx, encontramos também amostras deste sorotipo que ndo apresentavam 0s genes que
codificam para a toxina Stx, o que as exclui do grupo das EHEC, podendo ser
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consideradas como EPEC atipicas (TRABULSI et al, 2002). Obtivemos ainda um
grande nimero de amostras de outros sorogrupos com todas as caracteristicas de
viruléncia encontradas em amostras causadoras de SHU e CH, pertencentes ou ndo ao
sorotipo 0157:H7. Este fato nos leva a crer na hipdtese de termos encontrado no gado
bovino uma importante fonte de infeccio de amostras patogénicas para © homem, da
mesma maneira que ocorre em outros paises da Europa e também nos Estados Unidos
(WIELER et al., 1992; BLANCO et al., 1992a; WIELER et al., 1998; PRADEL et al,
2000; WIELER et al., 2000).

Um fator importante a ser ressaltado é a quantidade de isolados possuindo os trés
genes de maior importancia para amostras STEC (eae, stx Ehly), associados, em nossas
amostras em animais diarréicos e sadios. Obtivemos um percentual de 2,8% de
positividade para estas amostras isoladas de animais sadios. Este percentual sobe para
53% de positividade entre os isolados de animais diarréicos. O gendtipo
eae+stx]+Ehly+ foi o mais fregiiente entre as amostras isoladas de animais diarréicos
(11 amostras) e entre as amostras isoladas de animais sadios (7 amostras), no que se
refere aos 3 genes associados. Estas amostras sdo capazes de provocar diarréia mais
aguda em bezerros, pois além do gene sfx, possuem o gene €ae, O que as torna capazes
de provocar as lesdes A/E (WIELER et al, 1992; DORN et al,, 1993).

Quando falamos de amostras sem os trés genes associados, o gendtipo mais
freqiiente entre animais diarréicos é eae+, encontrado em 15 amostras. J4 em isolados
de animais diarréicos, obtivemos o mesmo numerc entre os genotipos ege+ €
stx1+ste2+Ehly+, ou sejam, 10 amostras de cada.

Os gendtipos menos encontrados entre as amostras isoladas de animais diarréicos
foram eae+stx2+Ehly+ (uma amostra) e eae+ (uma amostra). Ja4 entre os animais
sadios, os genotipos menos freqilentes foram ege+stx2+Ehly+ (uma amostra),
eae+stx1+ (uma amostra) e stx1+Ehly+ (uma amostra).

O teste de RAPD (randon amplified polymorfic DNA) € uma técnica baseada no uso
de “primers” de seqiiéncias curtas, aleatorias, de nove a 10 bases de tamanho, que
hibridizam com as seqiéncias de DNA cromossOmico em baixas temperaturas de
anelamento e que podem ser usadas para iniciar a amplificagio de regifes do genoma
bacteriano. Se dois “primers” de RAPD se anelam a determinada distancia um do outro,
em orientagio propria, resulta num produto de PCR com comprimento molecular
correspondente & distincia entre os dois “primers”. O mimero ¢ a localizacdo desses
sitios de ligagdo para estes “primers™ aleatorios variam para diferentes amostras de uma
espécie bacteriana. Assim, separando-se os produtos da amplificagio através de
eletroforese em gel de agarose, forma-se um padrio de bandas que, em teoria, €
caracteristico para aquela amostra bacteriana em particular (OLIVE & BEAN, 1999).

O RAPD foi realizado com as amostras do sorotipo O111:H ¢ com a amostra do
sorotipo O111:H19, devido ao fato do O111 ser o sorogrupo mais encontrado entre as
amostras isoladas e estar envolvido em casos tipicos de SHU (PRADEL et al., 2000,
GERBER et al., 2002). No RAPD podemos verificar a formagio de dois grupos
principais, que chamamos de grupo A, que possui oito amostras ¢ grupo B, que possui
as outras trés, sendo que eles tém menos de 0,25 de similaridade. Porém, no grupo B,
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encontramos duas amostras isoladas do mesmo animal, 002HV (5) e 002HV(10) e a
amostra 02HV (3), que curiosamente apresentou sorotipo diferente (O111:H19) das
outras duas amostras deste grupo. Portanto, podemos dizer que a amostra 002ZHV (5),
apesar de estar no mesmo grupo (B), ¢ diferente das amostras 02HV (10) ¢ 61CC (7).

As amostras do grupe A que foram mais similares (aproximadamente 0,75) sdo
002SB (14) e 002ZHV (4) e foram isoladas de fazendas diferentes, porém em cidades
proximas (Santo Antonio de Posse e Espirito Santo do Pinhal). Neste mesmo grupo A,
encontramos amostras do mesmo animal, mas que nfo estdo no mesmo grupo, como
Beleza (2), no subgrupo Al e Beleza (4), no subgrupo A2, Outras duas amostras, Mora
(2) e Mora (4), sio do mesmo animal, porém com aproximadamente 0,50 de
similaridade apenas, se enquadrando em outro subgrupo denominado A3. Isto se deve,

provavelmente, a diferentes resultados encontrados entre estas amostras isoladas do
mesmo animal.

Embora ndo tenhamos nenhum grupamento com especial relevincia, ¢ importante
ressaltarmos que um grande numero de problemas tem sido relatado para a técnica de
RAPD, que contribuem para a falta de reprodutibilidade e padronizagiio da técnica. O
fato dos “primers” ndo serem direcionados contra nenhum locus genético particular,
muitos dos primeiros eventos sfo o resultado de hibridizagdes imperfeitas entre os
“primers” e os sitios alvo. Assim o processo de amplificag3o € extremamente sensivel a
pequenas mudancas na temperatura de anelamento que podem levar a variabilidade nos
padrdes de banda. O uso de “primers” empiricamente desenhados, cada qual com suas
condi¢Bes de reaclo e reagentes particulares, também fazem da padronizagio da técnica
uma tarefa dificil (OLIVE & BEAN, 1999).

Ainda sobre as amostras eae positivas isoladas, foram detectados por PCR,
principalmente, 0s genes que codificam os subtipos de intimina B1 (35,4% das amostras
testadas) e o subtipo 72 (31,2%). Conseguimos também duas amostras com 0 subtipo {
(4,2%), uma tinica amostra positiva para o subtipo p (1%) e trés amostras com subtipo €
(6,2%). Dez amostras nfio puderam ser subtipadas, pois ndo amplificaram com nenhum
de nossos iniciadores. Estes dados podem indicar a presenga de um novo tipo de
intimina entre as amostras, visto que os testes foram realizados duas vezes para
confirmacdo de resultados. As intiminas Bl e y2 sio as mais freqlientemente
encontradas em isolados humanos na Espanha (BLANCO et al., 2004). A intimina p
ndo havia sido descrita até o presente momento em isolados de origem animal. Este é o
primeiro relato desta variante de intimina em isolados de bovinos (BLANCO -
comunicacdo pessoal).

Outro achado relevante € que nenhuma das amostras eaqe+ amplificou com os
iniciadores especificos para bfp e eaf. Segundo DONNENBERG et al, (1997) ¢
KENNY et al., (1997), estes dois fatores nfio sZo encontrados entre amostras STEC e
EHEC. Entre as amostras eqe positivas que isolamos em nossa Tese de Mestrado
(AIDAR et al., 2000), as mesmas ndo amplificaram com os genes bfp e eaf, apesar de
ndo produzirem toxina de Shiga, confirmando assim nossos resultados. Na realidade
estes genes tém sido encontrados em amostras humanas de EPEC tipicas como
0111:H2, O142:HH6, O119:H2 e O127:H6 (TRABULSI et al., 2002).
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Do total de nossas amostras, 22 (22,45%) apresentaram-se positivas para saa. Estas
22 amostras foram isoladas de 17 animais distintos. Esta adesina autoaglutinante foi
descrita primeiramente em uma amostra eae- do sorotipo O113:H21, responsavel por
um surto de SHU (PATON et al., 2001). Nossos dados também demonstram que esta
adesina nfo € encontrada em amostras eaet. JENKINS et al. (2003), demonstraram
uma significante associagfio de saa com amostras STEC bovinas e sugerem que possa
haver uma funcio de Saa na ligaglio destas amostras ao intestino do animal Estes
mesmos autores sugerem novos trabalhos com estas amostras, tanto “in vivo™ como “in
vitro” para examinar a funcfio de Saa na ligag@io destas amostras a mucosa intestinal
bovina.

Qutro importante aspecto encontrado em nossas amostras foi a capacidade das
mesmas provocarem as lesdes A/E. Amostras stx/+ eae+, causando lesdes A/E podem
provocar quadros diarréicos mais agudos em bezerros (WIELER et al,, 1992; DORN et
al., 1993).

No caso de amostras EHEC, ou sejam, amostras de STEC isoladas de casos de CH e
SHU em humanos, o gene ege estd normalmente presente, sendo, por conseqiiéncia,
amostras capazes de provocar lesGes A/E.

Em nossas 48 amostras ege+ testadas por FAS, 33 (68,75%) foram capazes de
provocar polimerizacdo de actina, sugerindo a habilidade de produzir as lesdes A/E “in
vitro” (KNUTTON, 1994). A grande maioria delas apresentou aderéncia do tipo
localizada-like nos testes de aderéncia a linhagem celular HEp-2, 0 que ja era esperado.
Cinco amostras com aderéncia agregativa também resultaram em FAS positivo. Este
fen6tipo também ja havia sido demonstrado por VIEIRA et al. (2001), onde os autores
descrevem 2 amostras com aderéncia do tipo agregativa, positivas para polimerizacio
de actina.

Obtivemos 11 amostras com aderéncia do tipo ndo-caracteristica, ¢ 2 amostras com
aderéncia do tipo difusa, todas eae+, as quais tiveram resultado positivo também para
FAS.

Foram testadas 19 amostras eae+ pelo método de Western blot, para detecgio da
expressdo de intimina. Destas 19 amostras, 5 tiveram resultado negativo em Western
blot, embora trés delas fossem positivas em FAS. Treze amostras expressaram intimina,
detectada tanto em Western blot como indiretamente através de FAS, utilizado para
detectar lesGes A/E. Uma amostra Western blot positiva nfo provocou a lesio A/E,
como comprovado em teste de FAS. Nas duas amostras que tiveram resultados
negativos para ambos os testes, podemos deduzir que estas amostras perderam a
capacidade de expressdo do gene eage “in vitro”. J4 nas amostras que tiveram resultado
positivo em somente um dos testes (3 amostras FAS+ e Western blot — e uma amostra
FAS- ¢ Western blot +, nfo pudemos chegar a conclusGes exatas, visto que os dois
testes detectam a presenca da intimina, sendo um de maneira direta e o outro de maneira
indireta.

Outras toxinas cujos genes foram encontrados entre nossos isolados foram a CNF,
LT-II e EASTI.



35

Obtivemos 11 (11,22%) amostras cnf+, isoladas de nove diferentes animais. Destas
11 amostras, nove possulam o gendtipo cnf2+stxl+, uma possuia 0 genotipo
sexl+six2-+cnf2+ e o gendtipo six1+enfl+cnf2+ foi também encontrado em uma amostra
de E. coli. Uma das amostras fecais possibilitou o isolamento de cinco amostras de E.
coli, sendo trés delas positivas para cnf. Uma apresentou-se stxl+cnfl+cnf2+ e duas
apresentaram-se stxl+cnf2+. Sete (7) amostras foram isoladas de cinco diferentes
animais diarréicos e quatro amostras foram isoladas de quatro diferentes animais sadios.

A fungdo das toxinas CNF na patogénese de infecgBes por E. coli ainda permanece
incerta, porém, amostras NTEC produzindo CNF1 tém sido isoladas de infecgdes
intestinais e extraintestinais em humanos, ao passo que amostras CNF2 positivas tém
sido isoladas de bezerros com diarréia e septicemia (ALONSO et al., 1987; BLANCO
et al., 1992a; BLANCO et al., 1992b; BLANCO et al., 1993b).

BURNS et al. (1996) também descreveram a co-produgdo de Stx e CNF2 por uma
amostra isolada de um bezerro diarréico. Também conforme BURNS et al. (1996),
nenhuma de nossas amostras CNF+ amplificou o gene eqe.

Nenhuma das amostras por nos isoladas apresentou-se positiva para os genes que
codificam as toxinas STa, STb e LT-I . Para LT-1 e STb este fato j era esperado, uma
vez que nio existem relatos do isolamento de amostras produtoras destas duas toxinas
em bezerros. O nfo isolamento de amostras STa positivas entra em discordancia com
trabalhos como o de BLANCO et al. (1992b), onde se obteve o isolamento das mesmas
de fezes de bovinos. Todavia € bom ressaltar que os bezerros estudados em nossa
pesquisa tinham entre 4 a 5 meses de idade, quando a diarréia das amostras ETEC
produtoras de STa ndo ocorrem mais (GUINEE et al., 1981).

Apesar de a grande maioria das amostras ETEC bovinas, em trabalhos no exterior
(BLANCO - comunicagdo pessoal, SERIWATANA et al., 1988), produzirem a
enterotoxina LT-1I, esta foi encontrada em apenas 1 dos 546 animais por n6s estudados.
O primeiro relato desta toxina aqui no Brasil foi feito em nossa Tese de Mestrado, a
qual foi posteriormente publicada (UGRINOVICH et al., 2002). Esta tnica amostra foi
detectada por PCR entre 52 amostras isoladas de bovinos. Este fato nos estimula a
continuarmos na tentativa de isolamento destas amostras.

Apesar de EAST] ser freqiiente entre as amostras que apresentam aderéncia do tipo
Agregativa, nenhuma das duas amostras positivas para esta toxina apresentou este
padrdo de aderéncia, porém, ambas abrigavam genes que codificam para Stx, sendo
uma isolada de amimal saudavel, do sorotipo O111:H (j4 descrito como STEC ndo
0157) e apresentando aderéncia do tipo difusa, e a outra isolada de animal diarréico,
apresentando aderéncia do tipo nfo caracteristica e o sorotipo O7:H10. EAST1 ja foi
anteriormente descrita entre amostras EHEC (YAMAMOTO & TANEIKE, 2000).

Das 48 amostras positivas para o gene eae testadas quanto i insercio de LEE, a
grande maioria (30 amostras) apresentou se/C intacto e phel interrompido, sugerindo
assim a presenca de LEE inserido nesta regifio. Seis (6) amostras apresentaram selC
intacto e phel intacto, levando-nos a crer que o LEE nestas amostras pudesse estar
inseride em pheV (JORES et al., 2001) ou em uma outra regifio ainda ndo estudada.
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Trés amostras amplificaram pheU intacto e nfo apresentaram nenhuma banda de
amplificagdo em selC, assim como 7 amostras apresentaram o mesmo fenémeno em
selC, mas apresentaram phelU interrompido. Nestas amostras onde phel/ estd
interrompido, podemos aceitar o fato de LEE estar presente neste ldcus, apesar de ndo
termos a amplificagdo dos iniciadores para selC, porém, nas amostras onde selC nio
amplifica e pheU estd intacto, podemos sugerir que LEE pode estar inserido em selC
mas a variagdo de seqliéncias nas jungSes impediu a amplificacdo, ou outra Ilha de
Patogenicidade pode estar inserida em selC.

O presente trabalho embora bastante amplo, deixa vastas perspectivas com relagdo a
continuidade do estudo das STEC no Estado de So Paulo, sob o ponto de vista basico e
aplicado. Varios aspectos sob esta otica merecem ser destacados, como o isolamento de
amostras de bezerros de sorotipos reconhecidamente pertencentes ao grupo das EHEC,
alguns dos quais j& foram isolados recentemente de casos de infecgio no homem no
Estado de S&o Paulo, inclusive com evolugio para CH ¢ SHU.

Foram encontrados também outros sorotipos pertencentes a amostras de EPEC
atipicas (127:H40 e O26:H11).

Ainda gostariamos de ressaltar que no Continente Americano é o unico trabalho que
pesquisou uma ampla gama de subtipos de intimina, tendo sido encontradas algumas
incomuns em amostras de STEC bovinas, como a £ e a p., constatada esta dltima, pela
primeira vez no mundo em amostras de origem animal (BLANCO — comunicagio pessoal).

Finalmente, a diversidade de sorotipos encontrados, as combinagdes dos diferentes
tipos de adesdo com reacdo de FAS positiva, ndo deixam de ser outro aspecto cativante,
merecedor de estudos adicionais.

Sem davida, diante dos diferentes objetivos propostos, acreditamos ter produzido
uma pesquisa valiosa que certamente servira de subsidio para todos aqueles que se dedicam
ao estudo das E. coli diarreiogénicas de origem animal que podem infectar humanos e
outros animais, desta espécie ou de outras.
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XI - CONCLUSOES

10.

11.

Obtivemos, em alguns ammais, o isolamento de mais de uma amostra de . coli,
possuindo diferentes caracteristicas genotipicas, ou seja, com genes codificando
para diferentes fatores de viruléncia.

Somente 25 (25,5%) amostras, do total de 98, ndo foram capazes de aderr 3
linhagem celular HEp-2.

As principais intiminas detectadas em amostras isoladas de bovinos no Estado de
Sdo Paulo séo a B1 e a v2, encontradas em 17 e 15 amostras respectivamente, sendo

a y2 predominante no sorotipo O111:H. J4 a intimina 1 foi encontrada em uma
maior diversidade de sorotipos.

As intiminas & (3 amostras), { (2 amostras) ¢ L {1 amostra} sio menos
predominantes nos isolados de bovinos, nfo tendo sido encontrados os genes que
codificam para o subtipe o no Estado de S3o Paulo.

. Das amostras testadas em Western blot, 73,7% foram capazes de expressar intimina

Ha uma grande diversidade de subtipos de intimina entre as amostras de bovinos em
nosso pais, visto que 21% de nossas amostras nfo puderam ser tipadas, indicando
um novo ou novos subtipos de intimina.

Quinze (88,2%) das amostras eqe+ que apresentaram aderéncia do tipo “localizada-
like”, apresentaram resultado positivo no teste de FAS, indicando a expressdo da
proteina intimina.

Somente 10 das 48 (20,8%) amostras eae+ tiveram resultado negativo em FAS, ndo.
demonstrando a expressdo da proteina.

Amostras com aderéncia dos tipos Difusa, Agregativa e também Nio Caracteristica,

que possuem o gene eae, sdo capazes de provocar lesdes A/E, como demonstrado
nos testes de FAS,

O gene Ehly esteve presente em 52,9% das amostras de E. coli isoladas de animais
diarréicos ¢ em 60,5% das amostras isoladas de animais sadios, 0 que pode indicar
que este gene ndo tenha grande relevincia na patogenicidade das amostras isoladas
destes animais, assim como o gene eae (43,6% das E. coli isoladas de animais
diarréicos e 55,8% das L. coli isoladas de animais sadios).

Os genes que codificam para Stx1 e Stx2 foram encontrados em 87,3% das amostras
isoladas de animais diarréicos e em 65,1% das amostras isoladas de animais sadios,
indicando uma maior freqliéncia em animais doentes.
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A presenca dos trés principais genes de viruléncia (eae, stx, Ehly), identificados na
mesma amostra foi mais freqiiente entre os isolados de animais diarréicos (5,68%)
contra 2,83%, isolados de animais sadios.

A presenca de pheU interrompido em 77,1% das nossas amostras eae+ pode
significar uma predilegfio do LEE para inser¢@io neste 10cus, entre as amostras de
origem bovina ou uma possivel origem clonal.

Devido ao grande mimero de isolados de E coli portadoras dos 3 genes mais
importantes presentes em amostras EHEC, e o isolamento de sorotipos ja descritos
como tal (O111:H-~, O26:H11, O103:H21 e O118:H16) em humanos, em outros
paises, ¢ também no Brasil (O111:H-, 026:H11) podemos concluir que o gado

bovino € uma importante fonte de infeccdo destas amostras, com potencial
patogénico para humanos.

Apesar das amostras testadas por RAPD serem todas do mesmo sorogrupo (O111),
os dados resultantes deste teste ndo demonstram similaridade suficiente para
podermos deduzir que elas tenham a mesma origem clonal.
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XIIT - ANEXOS

Anexo 1. Principais resultados obtidos em testes de PCR, com as amostras isoladas,
em relagdo 4 pesquisa dos genes que codificam para eae, EAF, BFP, Stx, LT, ST, CNF,
Ehly, subtipos de intimina, inser¢iio de LEE, adesfio, sorotipo e testes de FAS ¢

Western blot.
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Anexo 1: continuagio
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Anexo 1: continuacio
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Anexo 1: continua¢io
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