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RESUMO

Infecgbes por Escherichia coli sdo frequentes em animais domésticos,
afetando principalmente animais recém nascidos e no periodo do pés-desmame,
sendo assim responsaveis por importantes danos econdémicos na suinocultura e
pecuaria de bovinos e ovinos.

Dentre os fatores de colonizagao (FCs) descritos em E. coli de bovinos, o
CS31A esta relacionado com diarréia, ataxia, astenia e septicemia e, segundo a
literatura, ndo consta no Brasil.

Estudamos 255 amostras isoladas de fezes de bezerros com diarréia, a fim
de verificar a presenca do CS31A e sua associagado com os fatores de viruléncia
F5 (K99), F17, F41, F165, (ST-1), (EAST-l), (Stx-1 e Stx-l1), (CNF-I1 € CNF-Il). Para
os estudos utilizamos ensaios biolGgicos e ensaios de reagéo de polimerase em
cadeia (PCR) empregando iniciadores especificos para cada fator em questao.

Das amostras estudadas, 47 (18%) foram positivas para o CS31A, destas, 9
(19,14%) foram associadas a F17, 5 (10,63%) F5, 2 (4,25%) foram F165, 4
(8,51%) foram F5 e F17 enquanto 27 (57,44%) foram positivas apenas para o
CS31A. Quanto a presenga de genes para toxinas, 9 (19,08%) foram positivas
para o EAST-I, 1, (2,12%) positiva par Stx-l, 3 (6,38%) amostras positivas para o
CNF-l, 7 (14,84%) para ST-l e CNF-l, 2 (4,24%) para EAST-l e CNF-l e 3 (6,38%)
para EAST-l e Stx-l; enquanto 22 (46,64%) amostras nao se mostraram
toxigénicas. Os resultados sugerem que o CS31A €& importante para a
patogenicidade das E. coli bovinas no Brasil, mostrando sua associagdo com

outros fatores de viruléncia.



ABSTRACT

Infections from Escherichia coli (ETEC) are frequent in domestic animals,
affecting mainly newborn animals in the postweaned period, being thus responsible
for important economic losses in the cattle, porcine and lamb herds. Amongst the
colonization factors (FCs) associated with E. coli in bovines, the CS31A is related
with diarrhoea, ataxia, asthenia and septicemia in calves and, according to
literature, does not exist in Brazil.

We studied 255 E. coli strains isolated from feaces of calves with diarrhoea,
in order to verify the presence of CS31A and its eventual association with the
following virulence factors: F5(K99), F17, F41, F165, ST-I, EAST-l, Stx-l and Stx-ll,
CNF-l and CNF-Il. For the studies we used polymerase chain reaction (PCR) using
specifc primers for each factor.

Of the studied strains, 47 (18%) had been positive for CS31A, of these 9
(19,14%) had been associated with F17, 5 (10,63%) with F5(K29), 2 (2,45%) with
F165, 4 (8,51%) with F17 and F5 together and 27 (57,44%) positive only for
CS31A. About the presence of toxin genes, 9 (19,14%) strains were positive for
EAST-, 1 (2,12%) positive strain for Stx-I, 3 (6,38%) for CNF-l, 7 (14,84%) for ST-I
and CNF-l together, 2 (4,25%) for EAST-I and CNF-l and 3 (6,38%) had been
EAST-l and Stx-I; while 22 (46,64%) strains were not toxigenic. These results
suggest that CS31A is important for the pathogenicity of E. coli in Brazil, showing

its association with other virulence factors.



1- INTRODUGAO:

Escherichia coli € um bacilo Gram-negativo, anaerdbio facultativo, classificado
dentro da familia Enterobacteriaceae (HOLT e COL., 1984) que foi descoberto em
1885 por Theodor Escherich que denominou-o inicialmente Bacterium coli. E a
espécie predominante entre os anaerdbios facultativos que fazem parte da
microbiota intestinal do homem e de outros animais homeotérmicos. O organismo
coloniza tipicamente o trato gastrointestinal dos recém nascidos poucas horas apos o
nascimento e, posteriormente, E.coli e o hospedeiro vivem em beneficio mutuo. As E.
coli normalmente permanecem inofensivas no limen intestinal. Contudo, quando o
hospedeiro encontra-se debilitado ou imunossuprimido, ou quando barreiras
gastrointestinais sdo violadas, até mesmo linhagens “n&o patogénicas” normais
podem causar infecgdes. Além disso, algumas linhagens séo patogénicas e podem
produzir infecgbes entéricas, tais como diarréia, disenteria, colite hemorragica.
Complicacdes a partir destas, uremia hemolitica e doenca do edema ou infecgbes
extraintestinais, tais como infecgbes do trato urinario, septicemias, meningites,
peritonites e infecdes pulmonares, no homem e nos animais (BLANCO e COL. 1993).

Como a maioria dos patégenos de mucosas, pode-se dizer que as E.coli
seguem uma estratégia de infecgdo: i) Colonizagdo da mucosa, ii) Evasao das
defesas do hospedeiro, iii) multiplicagéo e iv) dano ao hospedeiro. A caracteristica
mais conservada entre as linhagens que causam doengas entéricas € sua habilidade
de colonizar a mucosa intestinal, evitando assim o movimento peristaitico intestinal e

competir com a flora estabelecida no intestino, incluindo-se ai outras linhagens de



E. coli. Sua via de transmissao geralmente se da através de via oral-fecal, e por meio
de agua e alimentos contaminados, (BLANCO e BLANCO, 1993, NATARO e
KAPER, 1998).

As E.coli possuem diferentes grupos antigénicos, que sdo caracterizados por
diferentes combinagbées de antigenos O (antigenos lipopolissacaridicos soméaticos
constituintes da membrana externa da parede celular bacteriana), K (antigenos
polissacaridicos presentes na capsula) e H (antigenos protéicos flagelares),
resultando em diversos sorotipos. A combinagido especifica de antigenos O e H
define o “sorotipo” de um isolado, dessa forma E. coli de determinados sorogrupos
podem ser associadas a certas sindromes clinicas mas, em geral, os antigenos
sorologicos sozinhos ndo conferem viruléncia. Ao invés, 0s sorotipos e sorogrupos
servem como marcadores identificaveis que podem ser correlacionados com certas
linhagens virulentas.

Dos 181 sorogrupos (classificados pelo antigeno O) até hoje descritos para E.
coli (E. coli Reference Center State University, Pennsylvania, EUA),
aproximadamente 60 sdo reconhecidos como organismos patogénicos (DUNCAN e
HACKNEY, 1994; MOLENDA, J.R., 1994). Varios destes sorogrupos foram
agrupados em 6 categorias, de acordo com as caracteristicas clinicas observadas
nas manifestacGes diarréicas, propriedades de viruléncia, tipo de interagdo com a
mucosa intestinal, além de diferengas epidemiolégicas apresentadas (REED, G.H.,
1994, SALYERS e WHITT, 1994):

- Escherichia coli Enteropatogénica (EPEC);

- Escherichia coli Enterohemorragica (EHEC);

- Escherichia coli Enteroinvasiva (EIEC);



- Escherichia coli Enteroagregativa (EAEC);
- Escherichia coli de Aderéncia Difusa (DAEC);

- Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC).

Escherichia coli Enteropatogénica (EPEC):

EPEC é uma categoria importante de E. coli diarréica que esta associada com
diarréia infantil e diarréia persistente em paises em desenvolvimento, também esta
associada com doenca em coelhos, bezerros, porcos e cies, contudo os sorogrupos
encontrados nestes animais nao costumam ser o0s encontrados em amostras
humanas (NATARO e KAPER, 1998).

As infecgdes por EPEC s&o encontradas primariamente em criangas menores
de 2 anos. Em criangas mais velhas, EPEC pode ser isolada também de individuos
sadios. Em voluntarios adulfos, pode-se causar diarréia através da administragido de
um alto indculo e neutralizagdo do suco gastrico com ions bicarbonato. Nao se sabe
se a dose necessaria para infectar criancas € menor mas presume-se que seja, em
vitude da perda de receptores especificos em criangas mais velhas e adultos.
(SALYERS e WHITT, 1994)

Como outras E. coli diarreiogénicas, a transmissdo das EPEC se da por via
oral-fecal, através de maos, utensilios, alimentos e &agua contaminados. O
reservatério das EPEC se encontra em criangas doentes e sadias e adultos
portadores assintomaticos. Em portadores sintomaticos, as EPEC podem ser
isoladas das fezes até mesmo 2 semanas apés o fim dos sintomas, (NATARO e

KAPER, 1998).



A principal caracteristica das infecgdes por EPEC é uma leséo histopatolégica
caracteristica no intestino humano, que envolve destruicdo das microvilosidades e
adesdo intima da bactéria a membrana do enterdcito com formagdo de um
“pedestal’, resuitante de um agrupamento de actina F, miosina e outros elementos
do citoesqueleto, no qual a bactéria se aloja. Este tipo caracteristico de lesao €
denominado “Attaching-Effacing” (A/E), e requer a expressdo de varios genes de
viruléncia. (SEARS e KAPER, 1996)

Atualmente, propde-se um modelo multifatorial hipotético para a
patogenicidade das EPEC (DONNENBERG e KAPER, 1992). O primeiro estagio é a
aderéncia localizada da bactéria as céiulas epiteliais de uma maneira superficial
“ndo-intima”. O segundo estagio envolve a transdugdo de sinais nas células
eucaribticas. O terceiro estégio resulta em uma adesdo mais forte ou “intima” da
EPEC ao epitélio intestinal.

A adeséo localizada é dependente de fatores contidos em um plasmidio de 60
kDa denominado EAF (de EPEC adherence factor) no qual encontra-se o gene bfpA,
que codifica a fimbria denominada “bunding-forming pilus” (BFP ou pilus formador de
feixes). Esta fimbria esta envolvida na aderéncia entre bactérias durante a ades&o
localizada. Também contidos neste plasmidio estdo os 3 genes per (de plasmid
encoded regulator) que codificam proteinas que formam o complexo regulatario (Per)
as quais ativam a transcricao de vérios genes plasmidiais EAF e cromossOmicos que
sd0 necessarios para a patogénese das EPEC. (SEARS e KAPER, 1996)

A adesdo das EPEC as células epiteliais induz uma série de transdugbes de
sinal nas células eucarifticas. Os genes necessarios estdo localizados em uma

regido de 35 kb no cromossomo denominada LEE (locus of enterocyte effacement).



O contetido G+C desta regiao é cerca de 38%, contrastando com 50 a 51% do
restante do genoma de E coli, indicando que houve transferéncia lateral desta ilha de
patogenicidade de uma outra espécie para as E. coli (NATARO e KAPER, 1998).

Dentro desta regido estdo os genes espA, espB e espD, que codificam
proteinas secretdrias que tém papel fundamental nas lesdo A/E e que também estao
relacionadas com alteragcdes na permeabilidade intestinal, na atividade de excrecéo
de ions e no acumulo de calcio no interior dos enterocitos, o que estimula as
alteracdes no citoesqueleto que sdo caracteristicas da lesdo A/E (KRESSE e COL.
1999). Também encontram-se nesta regido os genes sep, que sSao necessarios para
a expressdo de um sistema que permite a secrecgdo das proteinas EspA, EspB e
EspD. Contudo, nenhum destes eventos de sinalizacdo pode ser reproduzido
utilizando-se apenas sobrenadantes de culturas de EPEC, indicando que a adesao
da bactéria é fundamental para que ocorram estas alteragées (NATARO e KAPER,
1998).

A formacao da lesdo A/E requer também a presencga da intimina, uma proteina
de membrana externa de 94 kDa, produto do gene eae, que promove a chamada
“adesdo intima” da bactéria ao enterécito e da proteina secretada produzida pelo
gene espB. Em estudos com voluntarios, a infeccdo com linhagens que n&o
possuiam o plasmidio EAF ou o gene eaeA causava diarréia em apenas 20 a 36%
dos casos, indicando a importancia da colonizacéo intima e da formacgéo da les&do AE
na estimulagdo da secrec¢ao intestinal (NATARO e KAPER, 1998).

Um possivel mecanismo para a diarréia provocada por EPEC baseia-se no
fato de que a destruigdo das microvilosidades pela lesdo A/E causaria diminuigéo da

absorcao pelas células intestinais. No entanto, dada a rapidez com que se instala o



quadro diarréico, presume-se um papel maior das proteinas Esp. A diarréia causada
por EPEC ndo é uma diarréia inflamatéria classica, mas tem sido relatada, através de
biépsia, uma resposta inflamatéria local, sugerindo que a resposta inflamatéria pode
também contribuir para a patogénese das EPEC (SEARS e KAPER, 1996; KAPER e

COL. 1996).

Escherichia coli Enterohemorragica (EHEC):

EHEC, também conhecida como E. coli produtora da toxina “Shiga-like” (SLT
ou Stx) ou Verotoxigénica (VT), produz uma variedade de sindromes clinicas,
incluindo diarréia sanguinolenta e nao sanguinolenta, colite hemorragica e sindrome
urémica hemolitica. O sitio primario de histopatologia em seres humanos é o colon
(SEARS e KAPER, 1996). Colite hemorragica e diarréia em bezerros foram
associadas com amostras pi‘odutoras de Stx (CHANTER e COL. 1986); uma variante
das Stx, a Stx-llv é responsavel pela doenga do edema (DE) em porcos (GANNON e
GILES, 1990).

Em modelos animais, amostras de EHEC causam a mesma lesdo Attaching-
Effacing que é vista em EPEC. Da mesma forma que EPEC, as EHEC contém o
locus LEE que é necessério para a histopatologia. Dessa forma, os mesmos
mecanismos de secregdo potenciais vistos em EPEC podem também desempenhar
um papel na diarréia das EHEC. Contudo, além da lesdo AE, amostras EHEC
produzem uma ou mais toxinas de uma familia de citotoxinas chamadas “Shiga-lke
toxin” (SLT ou Stx ou VT), que estdo entre as mais potentes de todas as toxinas
bacterianas. Estas toxinas sdo tidas como as responsaveis pelas caracteristicas

clinicas observadas durante as infecgoes por EHEC, em parte pela absorcéo local e



sistémica das toxinas, resultando em dano ao endotélio vascular. Além disso ha
evidéncias de que a maioria das EHEC O157:H7 produz a enterotoxina EAST-I, que
pode contribuir para a secre¢ao intestinal nestas infecgées (SEARS e KAPER, 1996).

A familia das toxinas “Shiga” contém dois grupos denominados toxinas do tipo
Shiga (Shiga-like toxins) — Stx-I ou SLT-l e Stx-ll ou SLT-ll, codificadas por
bacteriéfagos. A toxina Stx-1 € essencialmente idéntica a toxina Shiga produzida pela
Shigella dysenteriae do tipo I. A holotoxina Shiga contém uma Unica subunidade A
de aproximadamente 32kDa associada com um pentamero de subunidades B com
7,7 kDa cada. A subunidade B liga-se a um glicolipidio da membrana,
globotriaosilceramide ou Gb3. A subunidade A tem atividade N-glicosidase, que cliva
um residuo de adenina do RNA 28s que compde o ribossomo eucariético, resultando
na inibicdo da sintese protéica, levando a célula intoxicada a morte (SEARS e
KAPER, 1996).

As subunidades A e B das Six-l e Stx-ll sdo respectivamente 55% e 57%
idénticas na sua sequéncia prevista de aminoacidos. Existem variacbes entre a Stx-ll
e o subtipo Stx-llv, que se liga preferencialmente ao Gb4.

A contribuicdo das Stx para a diarréia sanguinolenta e ndo sanguinolenta
observadas nas EHEC é incerta, contudo observa-se acumulo de fluido e danos
histoldégicos em alcas ligadas de coelhos. Em contraste, Stx administrada por via oral
a coelhos recém-nascidos frequientemente resulta em diarréia intensa e hemorragica,
danos ao cdlon, com intensa infiltragdo neutrofilica. As Stx ndo tém efeito na
secregdo anibnica, mas diminuem a absorgdo basal de NaCl. Estes resultados
sugerem que as Stx induzem a acumulagdo de fluido pela morte seletiva de células

absortivas das vilosidades, diminuindo desta forma a absorgéo de fluido e expondo a



secrecdo anidnica basal. Contudo, mesmo na auséncia das Stx, a infecgdo pelas
EHEC pode alterar o transporte de ions pelas células intestinais, sugerindo gue a
patogénese da secregéo intestinal durante a infecgéo deve envolver outros fatores de
viruléncia adicionais. Apesar de as EHEC possuirem a regido LEE de EPEC, dados
iniciais identificaram similaridades quanto ao desenvolvimento das lesbes AE mas
encontraram diferencas no grau em que estas lesdes aparecem.

Conjuntamente, estes dados sugerem que pelo menos dois e possivelmente
quatro, fatores de viruléncia essenciais tém papel nas infecgbes por EHEC: as Stx,
os produtos bacterianos responsaveis pela lesdo AE, EAST-l e um produto
bacteriano ainda nao identificado que promove o aumento dos niveis de caicio

intracelulares na auséncia das lesdes AE (NATARO e KAPER, 1998).

Escherichia coli Enteroinvasiva (EIEC):

As infecgdes por EIEC sdo caracterizadas principalmente por diarréia aquosa,
mas esporadicamente algumas linhagens causam disenteria. A capacidade destas
linhagens de invadir células é conferida por genes de viruléncia presentes em um
plasmidio de 140MDs (p/nv) e a invasdo provavelmente contribui para a doenga
disentérica. Ainda ndo se conhecem as causas da diarréia associada a estas
linhagens, contudo certos estudos (FASANO e COL.,1990) demonstram que filtrados
de cultura de EIEC, estimulam secrecdo moderada sem danos histologicos em alcas
ligadas de intestinos de coelhos. A atividade destes filtrados foi denominada EIET
(de enterotoxina enteroinvasiva) mas ainda ndéo pode ser associada a uma unica
proteina. Grande parte da atividade foi associada a uma toxina denominada ShET2

(de enterotoxina 2 de Shigella flexnen) codificada em um plasmidio, além de uma



segunda toxina ainda nado caracterizada. Além disso, linhagens de EIEC secretam
uma citotoxina com peso molecular inferior a 30 kDa que possui pouca citotoxicidade
em células Vero (rim de macaco verde africano) e cujo papel na patogenia das EIEC

ainda € desconhecido (SEARS e KAPER, 1996).

Escherichia coli EnteroAgregativa (EAEC):

Linhagens de EAEC estao associadas com a diarréia persistente em criancgas
pequenas principalmente em paises em desenvolvimento. As linhagens de EAEC
produzem trés toxinas que sdo potencialmente capazes de estimular a secrec&o
intestinal.

A enterotoxina EAST-I foi a primeira a ser descrita e € a melhor caracterizada
de todas, é uma proteina de 4,1 kDa codificada pelo gene plasmidial astA. Apresenta
cerca de 50% de homologiakna sequéncia de aminoacidos com a enterotoxina termo-
estavel do tipo | (ST-l) de ETEC, mas é distinta tanto geneticamente quanto
antigenicamente da ST-l. EAST-l estimula o acimulo de GMPc na mucosa intestinal
(YAMAMOTO e ECHEVERRIA, 1996). Aiém das EAEC, a toxina EAST-l também foi
associada com EHEC, ETEC e EPEC, sendo particularmente forte a associagao
encontrada entre esta toxina e amostras ETEC produtoras do fator de colonizacéo
K88 em amostras isoladas de leitdes e com as linhagens ETEC de origem humana
portadoras do fator de colonizacdo CFA/II (BERTIN e COL. 1998).

A segunda toxina é uma proteina termo-labil de 120 kDa que é
imunologicamente relacionada com a hemolisina de E. coli. Esta toxina estimula

aumento dos niveis de calcio intracelulares, contribuindo para a patogenia por
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interferir nos niveis de calcio e, também, por causar poros na membrana dos
enterécitos de maneira semelhante a hemolisina.

Recentemente sugeriu-se que EAEC secretam uma outra toxina capaz de
estimular uma resposta inflamatoria aguda em alcas ligadas de ratos e em criangas
infectadas. Esta toxina € uma proteina de 108 kDa que causa aumento na secrecao
intestinal e que, por ainda estar parcialmente purificada, desconhece-se o0 seu modo
de atuagao e a razao pela qual ocorre esta reposta inflamatéria (SEARS e KAPER,

1996).

Escherichia coli Difusamente Aderente (DAEC):

O termo “difusamente aderente” (DA) foi utilizado para designar as E. coli que
apresentavam adesado as células HEp-2 (carcinoma de laringe humana) mas n&o
formavam as “microcoléniaé” caracteristicas das EPEC. Com a descoberta das
EAEC, a maioria dos autores reconhece as DAEC como uma categoria independente
de E. coli potencialmente diarreiogénicas.

Varios estudos recentes incluem as DAEC como agentes de diarréia,
enquanto outros estudos ndo isolaram mais amostras de casos de diarréia do que
em controles assintomaticos. Uma possivel explicacdo para isso esta no fato de
haver uma suscetibilidade dependente de idade, pois a quantidade de casos de
diarréia por DAEC é maior em criangas mais velhas (4-5 anos) do que em bebés (1
ano). A maioria dos pacientes infectados com DAEC apresentavam diarréia aquosa
com auséncia de sangue ou leucdcitos fecais (NATARO e KAPER, 1998).

Pouco se conhece das caracteristicas patogénicas das DAEC, tem-se clonada

e caracterizada uma fimbria destas linhagens que media o fendtipo DA. Os genes
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que codificam esta fimbria (denominada F1845) podem ser encontrados tanto no
cromossomo bacteriano como em um plasmidio e cerca de 75% das amostras
isoladas apresentam-se positivas quando testadas frente @ uma sonda para este
fator. Os genes fimbriais apresentam homologia com membros da familia das
adesinas bacterianas do grupo Dr, presentes em amostras de E. coli uropatogénicas.
Devido a esta semelhanca podem ocorrer resultados falso-positivos.

Também foi descrita uma proteina de membrana externa (OMP) de 100 kDa
que esta associada com o fenétipo DA, porém este fator &€ expresso somente por

uma minoria dos isolados de DAEC (NATARO e KAPER, 1998).

As seis categorias de E. coli tém sido relacionadas com varios estudos de
diarréia e sao aceitas como »possuidoras de caracteristicas distintas. Contudo, outros
estudos sugerem que podem haver outras categorias de E. coli diarreiogénicas
bastante distintas das categorias descritas, sendo estas relacionadas com as

seguintes toxinas de Escherichia coli:

Toxina Citoletal Distensora (CDT):

Sobrenadantes de culturas de amostras isoladas de casos esporadicos de
gastroenterite em criangas apresentaram atividade citotoxica e alongamento celular
culturas de células CHO (carcinoma de ovario de hamster) ap6és 24 horas de
incubacdo e distensdo destas células com 96 e 120 horas de incubagdo. Extratos
brutos desta toxina estimulam uma resposta eritrematosa em pele de coelho mas
ndo apresenta atividade secretora em ensaios de algca ligada em coelhos e em

ensaios com camundongos recém-nascidos. A clonagem dos genes (cdt) para esta
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toxina revela extensa heterogeneidade quando foram comparadas duas amostras

diferentes produtoras desta toxina (SEARS e KAPER, 1996).

Fatores Necrosantes Citotéxicos (CNFs) :

Linhagens de E. coli produtoras dos CNFs tém sido classificadas como NTEC
(de E. coli Necrotoxigénicas) e tém sido associadas a infecgbes extraintestinais
(septicemia e infecgbes do trato urinario) e enterites em humanos e animais
(BLANCO e BLANCO, 1993). Estas amostras, que s&o de sorogrupos bastante
distintos produzem duas toxinas associadas, CNF-l e CNF-ll, Dados sugerem que
CNF-l é mais comum que CNF-li em infecgées humanas e que amostras produtoras
de ambos os fatores séo isoladas de fezes normais e diarréicas de humanos e
animais (BLANCO e COL.,1»992). Apesar de os genes estruturais para estas toxinas
serem altamente relacionados, codificando uma proteina de 115 kDa com 86% de
similaridade e com 99% dos residuos de aminoacidos conservados, elas diferem na
localizagdo destes genes, atividade biolégica e s&o apenas parciaimente
relacionadas em ensaios imunoloégicos. O gene que codifica o CNF-l (cnff) é
cromossdmico e altamente associado com o gene da hemolisina; o gene para o
CNF-ll (cnf?) esta localizado em um plasmidio Vir ou F. Com base na analise
genética, ambas as toxinas mostram uma homologia significativa com a toxina de
Pasteurella multocida que desempenha papel importante na patogénese da rinite
progressiva em porcos (SEARS e KAPER, 1996).

Caracteristicas apresentadas pelos CNF-l e CNF-ll sdo a habilidade de causar
dermonecrose em pele de coelho e multinucleagdo em diversas linhagens celulares

(p.ex. HelLa, HEp-2, Vero). Contudo, CNF-II é cerca de 100 vezes mais potente que
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CNF-l em ensaios em pele de coelho, e o padrédo de alteragdo morfologica é
diferente em células Hela (carcinoma de utero humano). Em geral, CNF-Il é mais
necrético e letal que CNF-l em certos ensaios biolégicos e, diferente do CNF-|, causa
secrecéo em alga ligada apos 24 horas na maioria dos coelhos testados (BLANCO e
BLANCO, 1993).

O mecanismo molecular de agdo destas toxinas é desconhecido. Contudo,
tratamento com CNF-| altera o arranjo de F-actina e tubulina nas células, diminui o
namero de microvilosidades em células epiteliais ndo intestinais, e induz as células
epiteliais a se tornarem fagociticas, dessa forma possibilitando a captacdo de células
bacterianas n&o invasivas. Além disso, o tratamento de células com CNF-I por 24
horas leva a um aumento da expressdo de F-actina e a um aumento no volume da
célula. O tratamento com CNF-Ii também leva a alteracbes drasticas na distribuigéo
de F-actina com o desenvolvimento de fibras espessas, observadas através da
coloragcdo com faloidina. Estas alteragdes na estrutura do citoesqueleto precede o
desenvolvimento da multinucleagdo e acredita-se que sdo responsaveis pela
subsequente divisdo anormal da célula. A atividade especifica dos CNF no
citoesqueleto é devida a sua capacidade de modificar as proteinas Rho, uma familia
de pequenas GTPases que regulam a fisiologia do citoesqueleto, modulando a
montagem de actina nas células eucaridticas. O efeito mais evidente dessa
modificagéo nestas proteinas é a formagdo de “corddes” grossos de actina na célula
eucariotica. Outra consequéncia da ativacdo das Rho & a ativagdo da sintese de
DNA. Os efeitos necréticos e altamente letais exercidos em modelos experimentais

mostram que, se liberadas em quantidades suficientes, as toxinas sao
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potencialmente capazes de exercer efeitos toxémicos sérios (SEARS e KAPER,
1996).

No nivel celular, os efeitos exercidos pelos CNFs no citoesqueleto podem ser
relevantes para a patogenicidade das linhagens portadoras deste fator, primeiro por
induzir essas alteragées no citoesqueleto e também pela capacidade dos CNF de
induzir a célula eucariética a “ingerir’ quaisquer particulas em contato com a
membrana celular, tais como “bolas” de latex efou bactérias, a aquisicido desta
capacidade requer exposicdo aos CNFs por pelo menos 48 horas. Esta correlagéo
pode ser interpretada como uma estratégia do patégeno de induzir um prolongado
estado de fagocitose nas células epiteliais, permitindo a multiplicagédo bacteriana e
até mesmo a transcitose (De RYCKE e COL. 1999). Apesar disso nao existem dados

disponiveis a ligando CNF-l e CNF-ll a patofisiologia intestinal.

Escherichia coli Enterotoxigénicas (ETEC):

As ETEC constituem um dos principais grupos dentro das E. coli que causam
diarréia. Sdo0 consideradas a maior causa de diarréia infanti em paises sub-
desenvolvidos, e 0 agente mais relacionado a diarréia dos viajantes. Em paises
desenvolvidos, é raro encontrar casos de diarréia associada as ETEC. Apesar disso,
ocasionaimente ocorrem surtos em hospitais e creches (BLANCO e BLANCO 1993).
Em animais domésticos as colibaciloses sédo frequentes, afetando principalmente
animais recém-nascidos e no periodo do pds-desmame, sendo responsaveis por
importantes danos econémicos na suinocultura e pecuaria bovina e de ovinos

(GYLES, C. 1986; HOLLAND, R. E. 1990).
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Linhagens de ETEC foram primeiro reconhecidas como causadoras de
diarréia em leitdes, e também podem causar infecgbes letais aos animais recém
nascidos. Estes estudos das ETEC em leitdes foram os primeiros a elucidar os
mecanismos da doenga, incluido a existéncia de duas enterotoxinas codificadas por
genes plasmidiais. As primeiras descricbes de ETEC em humanos relatam certos
isolados de fezes de criangas com diarréia que eram capazes de causar acumulo de
fluido em algas ligadas de coelhos (NATARO e KAPER, 1998).

As ETEC causam diarréia através da combinagédo de dois de seus fatores de
viruléncia: i) expressar adesinas especificas na sua superficie, que permitem a
aderéncia e colonizagdo do epitélio intestinal e ii) a capacidade de produzir
enterotoxinas, que dao inicio ao estado secretério, ou a diarréia propriamente dita
(BLANCO e COL.,1993; GYLES, C. 1986; HOLLAND, R. E. 1990).

A adesdo do microrganismo constitui o primeiro passo na maioria das
infecgbes bacterianas, esta aderéncia ndo € um fendmeno aleatdrio, trata-se de uma
associacao especifica na qual ocorre um reconhecimento mutuo entre o patégeno e
as células do hospedeiro. Este reconhecimento é possivel gracas a existéncia de
determinadas estruturas na superficie bacteriana que facilitam a ligacdo entre a
bactéria e receptores na célula hospedeira mediante uma interagcéo do tipo chave-
fechadura (BLANCO e COL., 1993).

Esta interacao permite as ETEC colonizar e proliferar na mucosa intestinal do
hospedeiro, evitando a agdo de arraste do peristaltismo intestinal. A adesao esta
associada a presenca de filamentos protéicos expressos por toda a superficie

bacteriana, tais filamentos, também denominados Fatores de Colonizagdo (FCs)
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consistem em estruturas rigidas (fimbrias) ou flexiveis (fibrilas), compostas por
subunidades protéicas e imunogénicas.

Estes organismos produzem enterotoxinas termo-estaveis e termo-labeis (ST
e LT, respectivamente), que estdo entre as toxinas bacterianas melhor
caracterizadas. ST-| esta associada com doenga em humanos e animais e ST-ll esta
associada primariamente com diarréia em leitdes, contudo os genes para ST-lI (estB)
estido presentes em algumas amostras de ETEC isoladas de bovinos, galinhas e
mesmo amostras de origem humana. LT-l esta associada com doencgas tanto em
humanos quanto em animais enquanto LT-li tem sido encontrada apenas em
animais, ainda sem relagdo com doenc¢a (DUBREIL, J.D. 1997).

Enterotoxina termo-labil do tipo I: (LT-l): A toxina LT-lI é codificada por
genes plasmidiais, e sua estrutura € composta por duas subunidades A e B, esta
ditima forma um pentamero que liga-se aos receptores na célula hospedeira
(gangliosidios GM1) enquanto a subunidade A central é responsavel pelas alteracdes
intracelulares no hospedeiro. LT-I esta altamente relacionada com a toxina colérica
(CT), apresentando cerca de 80% de identidade nas sequéncias das subunidades A
e B. LT-l e CT apresentam diversas caracteristicas em comum, incluindo estrutura da
holotoxina, identidade do receptor primario, atividade enzimatica e atividade em
ensaios animais.

Apesar de algumas infecgbes por ETEC produtoras de LT-I, se assemelharem
a colera em severidade, a maioria das infecgdes por elas causada geralmente é mais
branda e de curta duracdo quando comparadas as infecgbes ocasionadas pelo V.
cholerae expressando a toxina colérica. O mecanismo pelo qual ambas causam

diarréia esta associado a ativagcdo de adenilato ciclase nas células da mucosa
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intestinal, o que resulta em aumento dos niveis de monofosfato ciclico de adenosina
(AMPc), que por sua vez aumenta a secrecdo de anions e fluidos para o lumem
intestinal (GYLES C., 1992).

Um mecanismo alternativo seria a sintese de prostaglandinas da série E
(PGE; e PGE2) que atuam estimulando a motilidade intestinal e o transporte de
eletrolitos. Um segundo mecanismo alternativo envolve a estimulagdo do Sistema
Nervoso Entérico (ENS), que regula a secrecdo de ions e também a motilidade
intestinal. A serotonina e o polipeptidio vasoativo intestinal, que podem estimular a
secrecao das células epiteliais intestinais via ENS sao liberados no intestino delgado
apos tratamento com a toxina colérica.

Um terceiro mecanismo potencial poderia envolver uma leve resposta
inflamatéria intestinal a presenca da LT ou CT, pois sabe-se que CT estimula a
producéo de interleucina-6, que ativaria o sistema imune entérico e, potencialmente
desencadeiaria a geracdo de metabdlitos que também poderiam estimular a
secrecio intestinal (NATARO e KAPER 1998).

Enterotoxina termo-labil do tipo Il (LT-l): A toxina LT-ll apresenta muitas
caracteristicas em comum com a LT-l, mas tem sido isolada primariamente de
animais e raramente de humanos. A subunidade A da LT-ll apresenta cerca de 55%
de identidade com a subunidade A de LT-l e CT, porém a subunidade B n&o
apresenta homologia com a respectiva subunidade das LT-l e CT, resultado este que
reflete as especificidades para o receptor celular nos diferentes hospedeiros. Dois
membros distintos da familia LT-ll foram descritos, LT-lla e LT-lIb, que apresentam
71% e 66% de identidade entre suas subunidades A e B respectivamente (SEARS e

KAPER, 1996).
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Da mesma forma que LT-l, a LT-ll aumenta os niveis intracelulares de AMPc
porem, diferentemente da LT-l, que liga-se ao receptor GMy, LT-lla liga-se ao
gangliosidio GD1b, enquanto LT-llb liga-se ao gangliosidio GD1a. Ainda ndo ha
evidéncia de associagéo de LT-ll com doencas em humanos e animais (NATARO e
KAPER, 1998).

Enterotoxina termo-estavel do tipo | (ST-l ou ST-a): € um peptidio maduro
de 18 aminoacidos com massa molecular de 2 kDa, ndo imunogénico e codificado
pelo gene estA associado a um transposon e esta localizado em um plasmidio. ST-
atua ligando-se a guanilato ciclase, um receptor epitelial presente nas células da
bordadura em escova. Estes receptores encontram-se distribuidos por todo intestino
delgado e célon de humanos, sendo que a presenca destes receptores decresce de
acordo com o eixo Iongitudinal do intestino. O tamanho e a natureza do receptor para
ST-I tem sido alvo de extensa investigacdo, resultando na identificacido de pelo
menos um receptor definitivo, a guanilato ciclase C (GC-C), presente na membrana
apical das células epiteliais intestinais.

Um horménio de mamiferos, a guanilina atua como agonista da guanilato
ciclase e presume-se que tenha um papel na homeostase do intestino e este
receptor & oportunisticamente utilizado pela ST-l para causar diarréia.

Apoés a ligacdo da ST-I, GC-C é ativado, resultando em aumento dos niveis de
GMPc intracelulares que estimulam a secrec¢ao de cloreto e a inibicdo da absorgao
de NaCl, resultando em alta secrecao de fluidos (SEARS e KAPER, 1996).

Enterotoxina termo-estavel do tipo lf (ST-Il OU ST-b): O gene plasmidial
estB codifica um peptidio maduro de 48 aminoacidos. Ainda ndo se conhece o

receptor intestinal para ST-Il e nem mesmo o dominio toxico foi caracterizado.
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Diferente da ST-l, a ST-ll induz danos histolégicos no epitélio intestinal causando
perda das células das vilosidades e atrofia parcial nos vilos. Seu mecanismo de acéo
ainda € desconhecido, mas sabe-se que nido envolve nucleotideos ciclicos
aparentemente a secre¢do causada pela ST-ll € a do anion bicarbonato, ao invés do
cloreto, estimulado pela ST-I. (DUBREIL, J.D. 1997).

Ha evidéncias de que ST-ll estimule a liberagdo de PGE, e serotonina,
sugerindo que o ENS poderia estar envolvido na resposta secretoria a esta toxina.

(NATARO e KAPER, 1998)

Fatores de colonizagao:

Os FCs mais importantes descritos para as amostras de ETEC de origem
animal s&o: F4 (K88) (JRSKOV e COL., 1961); F6 (987P) (ISAACSON e COL,,
1977), F5 (K99) (JRSKOV e COL., 1975); F41 (MORRIS e COL., 1978); F17
(LINTERMANS e COL., 1988); CS31A (CONTREPOIS e COL., 1986); F165
(FAIRBROTHER e COL., 1986) e F42 (YANO e COL., 1986).

Dentre estes, o CS31A (CS de “coli-surface associated”), relacionado com
Escherichia coli enterotoxigénica ainda n&o consta na literatura como presente no
Brasil, sendo descrito na Franga, Canada, india e Japdo (CONTREPOIS e
COL.,1989; SHIMIZU e COL., 1987). Mais recentemente, JALLAT e COL., 1994
isolaram o CS31A de amostras de seres humanos com diarréia.

GIRARDEAU e COL., em 1988, isolaram e purificaram esta adesina e, de
acordo com estudos de eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (EGPA-SDS)

verificou-se que as subunidades deste FC apresentam um peso aparente ao redor de
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29.000 Daltons. Este FC, a principio, foi considerado como um tipo de antigeno
capsular, mas posteriormente verificou-se que esta “zona capsular estava
relacionada com a abundancia de muitas fibrilas, dispostas sem ordem aparente ao
redor da célula, Dessa forma o CS31A claramente difere da estrutura tipica
apresentada pelas fimbrias, lembrando mais a estrutura de adesinas presentes em
capsulas e das adesinas nao fimbriais descritas para E. coli uropatogénica.

Anadlise da sua sequéncia de aminoacidos na regiao N-terminal revelou grande
homologia com o antigeno K88 e uma homologia mais distante com o F41,
colocando o CS31A como pertencente a esta familia de fimbrias. Sua homologia com
0 K88 e o0 F41 se estende até o nivel das proteinas acessorias, muitas das quais sao
inteiramente homologas (GIRARDEAU e COL., 1991).

Sabe-se que amostras portadoras de mais de um FC s&o bastante frequentes
(CONTREPOIS e COL., 1989 e SHIMIZU e COL., 1987), e que infecgbes
experimentais realizadas com linhagens portadoras de mais de um FC (K9S+, F17+ e
CS31A+) ou infeccdo com duas ou mais linhagens produtoras dos FCs
individualmente, demonstraram que a diarréia resultante € muito mais severa
(SHIMIZU e COL. 1987).

Em 1991, ESPINASSE e COL. relacionaram o CS31A com uma nova
sindrome diarréica, na qual ataxia e astenia sdo os sinais clinicos predominantes,
contudo, desidratacdo é raramente observada, e nestes casos, o CS31A aparecia
relacionado a Colicina V.

Os sorogrupos aos quais 0 CS31A aparece associado s&o: 08, 09, 017, 020,

023, 078, 087, 0117, 0134, 0157, 0161 (BLANCO e BLANCO, 1993).
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Estudos utilizando linhagens de laborat6rio de E. coli (HB101) que expressam
o CS31A revelaram que ele é capaz de promover adesdo em culturas de células Int
407 e HL, pertencentes ao epitélio intestinal (KORTH e COL., 1991). Entretanto,
quando uma amostra de campo isolada de septicemia em bovinos foi testada para
verificar sua capacidade de invadir culturas de células de rim canino Madin-Darby
(MDKC), sua capacidade de invasao foi semelhante a de uma linhagem mutante que
era deficiente para o CS31A, enquanto uma linhagem de laboratorio DH5a que
expressava o0 CS31A nao foi capaz de promover a invasdo das células MDKC,
sugerindo que outros fatores poderiam estar associados ao CS31A para que estas
amostras possam causar septicemia (KORTH e COL. 1994).

ADAMS e COL., em 1997, associaram o CS31A com uma nova proteina de 32
kDa expressa por linhagens de Escherichia coli enteropatogénicas para coelhos na
Australia, nas quais o “operon” responsavel pela expresséo desta proteina é bastante
similar ao “operon” fae da fimbria K88 e do “operon” ¢c/p do CS31A.

Uma proteina totaimente homéloga ao CS31A - CF29K - foi descrita em
Klebsiella pneumoniae relacionada a infecgdes nosocomiais, indicando a
possibilidade de transferéncia lateral entre os genes (DI MARTINO e COL., 1995).

Em 1998, BERTIN e COL. relatam que o CS31A apresenta ades&o ao
receptor N-acetilneuraminico presente nas células Int 407 humanas e encontraram
em 56 amostras produtoras do CNF-l uma alta porcentagem de amostras produtoras
do CS31A (71% no total) e das amostras CS31A positivas, grande parte era

produtora da enterotoxina termo-estdvel do tipo | de Escherichia coli
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enteroagregativa (EAST-l), demonstrando novas associagdes entre diversos fatores
de viruléncia.

Assim este trabalho teve por objetivos, verificar se o CS31A ocorre em
amostras de E. coli isoladas de bovinos no Brasil, estudando sua frequéncia,
associagdo com outros FCs e toxinas. Para tanto utilizamos metodologia
convencional (ensaios biologicos) e moleculares (amplificacdo de acido nucléico -

PCR).
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2 - OBJETIVOS:

Este estudo teve por objetivos verificar a freqiéncia em que ocorre o FC
CS31A em amostras de Escherichia coli isoladas de bezerros com diarréia no Brasil,

bem como sua eventual associacdo com outros fatores de viruléncia, a saber:

Fatores de Colonizacao:
F5 (K99);
F17,
F41;
F165;
Toxinas bacterianas:
Enterotoxina termo-estavel do tipo | (ST-);
“Shiga-like toxins” do tipo | e 1l (Stx-l e Stx-ll);
Fator Necrosante Citotdxico do tipo | e Il (CNF-I e CNF-Il);

Toxina termo-estavel de E. coli Enteroagregativa (EAST-I).

Determinar os sorogrupos prevalentes nas amostras CS31A positivas.
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3 - MATERIAIS E METODOS:

3.1- AMOSTRAS BACTERIANAS:
3.1.1 - Amostras Padrao:
Como amostras controle, foram utilizadas amostras produtoras de
fatores de colonizagao e citotoxinas abaixo relacionadas:
B41M 2- 0101:K-:F41+, produtora do F41;
ATT25 2 produtora do F17-a;
F82° - 0101: K-:K99+, produtora do F5 (K99) e da ST-;
31 A®, produtora do CS31A e do F17;
4787°- 0115:K0165:F165+, produtora do F165;
0157:H7? e H30?, produtoras de “Shiga-like toxins” Stx-l e Stx-ll,
respectivamente;
MR48° (075:K95) e B26a° (0123:H16) produtoras do Fator
Necrosante Citotdxico do tipo | (CNF-l) e Il (CNF-II),
respectivamente.
042% — 042:H12, produtora da toxina termo-estavel do tipo | de
Escherichia coli Enteroagregativa — EAEC - (EAST-1);
DH5a® como controle negativo.
a — amostras pertencente a Bacterioteca do Departamento de
Microbiologia e Imunologia, IB, UNICAMP.
b — amostra cedida por A. E. Parma, do Laboratério de Imunoquimica e
Biotecnologia, Fac. Cs. Veterinarias, Univ. Nac. del Centro, Tandil,

Argentina.
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c — amostra cedida por M. Contrepois, Lab de Microbiologie, INRA,
Ceyrat, Franca.

d — amostra cedida por J.M. Fairbrother, GREMIP Fac. de Med.
Veterinaria, Univ. de Montreal, Quebéc, Canada.

e — amostras cedidas por J. Balnco, LREC, Fac. de Veterinaria, Univ. de

Santiago de Compostela, Campus Lugo, Espanha.

3.1.2 — Amostras de Campo:

Todas as amostras de Escherichia coli utilizadas neste estudo sé&o
provenientes da Bacterioteca do Departamento de Microbiologia e Imunologia da
UNICAMP. Foram estudadas 255 amostras bacterianas isoladas de bezerros com

diarréia (com idades variando entre 1 dia a 12 semanas).

3.2 DETECGAO DOS FATORES DE VIRULENCIA POR ENSAIOS

BIOLOGICOS:
3.2.1. DETECGAO DOS FATORES DE COLONIZAGAO (FCs):

As amostras de E.coli foram cultivadas em meio de Minca
(GUINEE e COL. 1977) sendo a deteccdo realizada através de aglutinacdo em
lamina, utilizando-se antissoros especificos para os diversos fatores de colonizagao
(CS31A, F5 (K99), F17, F41, F165) disponiveis na soroteca do Laboratério de
Antigenos Bacterianos Il — DMI , IB, UNICAMP - presentes em amostras de E.coli de
origem bovina. Todas as amostras foram testadas frente a solugéo salina por cerca

de 3 minutos a fim de verificar se elas apresentavam aglutinagéo expontanea, o que
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caracteriza o fendtipo “Rugoso”. As amostras que apresentaram este fendtipo nao
foram mais empregadas nos ensaios subsequentes.

Uma pequena quantidade do crescimento bacteriano foi
suspensa em salina tamponada com fosfato (PBS). A uma gota dessa suspensdo
foram adicionados 20ul dos antissoros diluidos; o teste foi primeiramente realizado
frente ao antissoro anti-CS31A; apenas as amostras consideradas positivas para
este fator foram empregadas em reag¢des frente aos outros antissoros.

3.2.2 - DETECGAO DE TOXINAS:

A) CULTIVO DAS AMOSTRAS E OBTENGAO DAS TOXINAS:

As amostras de E. coli foram cultivadas em meio CAYE (EVANS
e COL. 1973) e incubadas a 37°C sob agitagédo (150 rpm) por 18 horas. Apds o
periodo de crescimento, as culturas foram centrifugadas a 4.000 rpm por 40 min., os
sobrenadantes foram coletados e mantidos a 4°C até realizagdo dos ensaios.

B) ENSAIO PARA VERIFICAGAO DA PRODUGAO DA
ENTEROTOXINA TERMO-ESTAVEL DO TIPO | (STH):

O método realizado para detecgdo da producdo da toxina ST-I foi
o método do camundongo recém-nascido ou teste de Dean (DEAN e COL., 1973).

Em 1 mL do sobrenadante resultante de cada cultura foi
adicionada uma gota da solugdo de Azul de Evans a 2%. Em seguida, 0,1 mL desta
mistura foi inoculado em cada camundongo recém-nascido (3-4 dias) por via
intragastrica ou oral. Para cada uma das amostras estudadas foi inoculado um grupo
de 3 animais, sendo estes mantidos & temperatura ambiente por 4 horas, em seguida

sacrificados com éter e seus intestinos removidos. Os intestinos e carcagas de cada
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grupo foram pesados separadamente e, pelos valores obtidos na pesagem, foi
estabelecida a relacdo entre peso do intestino/peso da carcaga. Foram consideradas
positivas as amostras que apresentaram relagdo com valor maior ou igual a 0,085.

C) DETECGAO DE “SHIGA-LIKE TOXINS” (Stx) E DO
FATORES NECROSANTE CITOTOXICO (CNF):

A detecgido bioldgica destas toxinas foi realizada em um estudo
prévio utilizando linhagens celulares Vero (rim de macaco verde africano) e HelLa

(carcinoma de utero humano) (SALVADORI e COL. 1997).

3.4 - DETERMINAGAO DO ANTIGENO “O”:

A metodologia empregada foi proposta pelo Laboratério de Referéncia
de Escherichia coli (LREC) da Universidade de Santiago de Compostela — Campus
de Lugo — Espanha, e esté baseada em GUINEE e COL. (1972) modificada por
BLANCO e COL. (1992) e BLANCO e COL. (1996a).

3.4.1 - PREPARAGAO DA SUSPENSAO BACTERIANA:

As amostras de E. coli foram cuitivadas em agar de triptona-soja (TSA)
e incubadas por 18 horas a 37°C. Apés este periodo, as células foram suspensas em
2 mL de solugdo salina, ajustando-se a concentragdo bacteriana ao numero 6 da
escala de sulfato de bario de McFarland (1,8 x10° bactérias por mL).

As suspensdes foram subdivididos em 2 grupos:

a) Para se verificar a presenga dos grupos 08, 09, 020 e 0101, as

suspensdes foram autoclavadas a 121 ©C por 2,5 horas para inativar o antigeno K e



28

desmascarar o antigeno O. Apés o resfriamento, a cada tubo foi adicionado igual
volume de salina formalinizada contendo violeta genciana (0,005%, p/v).

b) Para os demais grupos as suspensdes foram aquecidas a 100°C em
banho-maria por 1 hora, apés o resfriamento também foi adicionado igual volume de
solugéo salina formalinizada com violeta genciana (0,005%, p/v).

As suspensdes bacterianas que sedimentaram apos o tratamento
térmico foram consideradas rugosas, improprias para uso neste experimento.

3.4.2 - SOROAGLUTINAGAO EM PLACA:

Em placas de microtitulacdo com fundo em V foram adicionados 50 uL

da suspensao bacteriana e 50uL do soro diluido; as placas foram incubadas em
estufa a 37°C por 18 horas. Apds este periodo, foi realizada a leitura das placas:

Foram consideradas positivas as reagcdes onde formou-se uma reticula
azulada e ndo se observou precipitagdo das bactérias. Onde n&do houve aglutinagao
e foi observada acumulagc@o de bactérias formando um precipitado azul considerou-
se o resultado como negativo; no entanto, quando uma determinada amostra
mostrava-se reativa frente a mais de um antissoro era cléssificada como “Néao
Determinado”.

As amostras bacterianas CS31A positivas foram testadas frente aos
167 antissoros monoespecificos para cada sorogrupo contidos no “kit” adquirido do

LREC da Universidade de Santiago de Compostela.



29

3.5 - ENSAIOS MOLECULARES PARA DETECGCAO DOS FATORES
DE VIRULENCIA:

3.5.1 - ESCOLHA DOS INICIADORES PARA O FC CS31A:

Com base na seqléncia do gene clpG que codifica a subunidade do
CS31A descrita por KORTH e COL., 1991; GIRARDEAU e COL., 1991 [Figura 1], e
na comparacao entre as sequéncias que codificam as subunidades do K88 e do F41
(GIRARDEAU e COL. 1991), selecionamos duas regides que nao apresentassem

homologia aos outros FCs [Figura 2].

FIGURA 1: Sequéncia do gene clpG, que codifica a subunidade principal do CS31A,

baseado em KORTH e COL. (1991) e GIRARDEAU e COL. (1991).

01

61

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

CGATTTATTA
GGCTGTGGCT
TGGTTCATTT
GATGGTTGGG
GCTGCTGACC
GTTTGCAGCA
AGGGAAAGGA
CATGAAAGAT
CCTGTTTTCC
CGATAATACA
CGCAGCATCA
TCAAGCAGTA
ACAAAATATG
CCAGGGACAG
TGCTCCGCTG

TTTGTGAAAT
GTTTCGGCAG
GATATGAATG
GGCGCTCTCT
ATCACTCAGT
TCGATTGTTG
GTTGCCTTAC
GATAGTGGAA
TATAGTGAAA
AGTATTTATT
GCTGTGTCGA
AACCCTAACG
GTGATGACTA
ACTATTGAAG
AACGTGGCAG

ATAAAGGAAT
TATCAGGTGC
GCACAATTAC
CCTTCAACAA
CTGAACCAGC
GTGTTGGTGC
AGAGTTCTGG
ATAATCTCGG
TATCAACAGG
ATGGTGGTCT
AATTTGGCAA

TTATTTTATG
GGCGCATGCG
TGCTGATGCG
CACTATCAAG
TCCTATTCTT
AATTCCTTTA
GGATAACGGT
TAGCGTAAAA
TTTAGTTGGT
GGTGTCGCCA
CTATAATCAT

CGGGCAA;AG
CTGGTGATGT
CAACCTTTAC
TAACTTATAA

AAARAAGACTC
TGGACCACTG
TATAAAGACA
GAAATGACAG
TTAGGGCGCA
ATTGCGTTCA
AAGGGGTTCT
GTTAATGTTA
ATAACTTCTG
GCAATTAGGG
ACACAATTGC

AGGACAAGTA<AATAAAAATA

AATTGCATCC
TAATCCTGTG
CTAATTGGCT

TCTTACGCAC
GTTAGCACCA
TGACAATTTG

TGATTGCACT
GTGATTTTAA
AATGGGAATG
GTGACAGTAA
CAAAAGAGGC
GTGATTATGA
TTGAATTGCC
CTTCTGCEGG
TTGCCAGTGG
CGGGTAAAGA
TGGGCCAGCT
GTGCGGTCTC
TTGGTATTGA
CCCAGTGGAG
TCAGCCTGTA

Em destague estdo indicadas as regides onde deve haver alinhamento dos

iniciadores para o CS31A.




Figura 2: Comparacdo das sequéncias de aminoacidos das subunidades das
adesinas CS31A, K88 e F41, com base em GIRARDEAU e COL. (1991).

CS31A: MKKTLIALAVAVSA-VSGAAHA--WTTGDFNG
K88: MKKTLIALAIAASAA--SGMAHA--WMTGDFNG
F41: MKKTLIALAVAASAAVSGSVMAADW-TEGQPG

SFDMNGTITADAYKDKWEWMVGGAL-SFNNTIKEMT- G
SVDIGGSITADDYRQKWEWKVGTGLNGFGSVLNDLTNG
DI | IGGEITSPSV-- KWLWKT GEGLSSFSNTTNEIV K-

DSKLLTITQS-EPAPILLGRTKEAK-AA--~<«---- SIVG VGA
GTK LTITVTGNK-PILLGRTKEAF-ATP----- ~-VTSGVDG
- RK-LNISV ---- --- P--=--- TDELFLAAKMSDGIKGVFVGNTL

IPLIAFSDYEGNGVALQSS-GDNGKG- -FF EL-PMKDDS
IPHIAFTDYEGASVELRNPDGETEK GLAYFVL-PMKNA E
IPKI_EMASYDG—SVIT- ~-SFTSNT--- - AMDIAVKVKN=-S

GNNLGSVKVNVT-S- AGLFSYSE I-- STGLVGIT SVASG
GTKVGSVKVNA -- SYAGALGRGGV-- TSADGELMSLFAE
GDNTELGTLSVPLSF GAAV TIFDGNTTDSAVAHITSG

DNTSIYYGGLY SPAI RAIGKD---- AASAVS K FGNY
GS HAIFYGGL-- PTNVKN SELKGGS AAAARTELFGSL
SAGTV-FEG LVNP--GRFTD- - QNI AYKWNGLSKA --

NHTQLLGQLQAVNPNAGNRGQVN-KNSAV SQNMVM--T
SKNDILGQIQRVNANT S---- LVNVPGS-F NEMMA ---YT
EMAGYVEKLMPGKSSTS----- YSGFHN--WDDLSHPNYT

TGDVIASS-YALGIDQGQTIEATFT NPVVSTTQWSAPL
DGVVVSVA-YALGIANGQTIEATFNQAVTTSTQWSAPL
SADKASYLS YGSGVSAG STLVMNLNKDVAGRLEWVAPYV

NVAVTYN
NVAITYY
TITVIYS

Em destaque est&o indicados os sitios onde, no gene, devem se alinhar os iniciadores
escolhidos. Espacos foram inseridos entre os aminoacidos de modo a se obter maximo

alinhamento entre as sequéncias.
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Com isso foram “eleitas” as seguintes sequiéncias:

FC CS31A-1-5-GGC CTG TTT TCC TAT AGT-3' (Na fita codante)

FC CS31A -2 -5-TAC TTG TCC TCT ATT GCC-3' (Na fita complementar)

Com produto esperado no processo de amplificacdo, de 221 pares de
bases e, de acordo com a férmula proposta por OJENIY! e COL. (1994) descrita no
ltem 3.7 a temperatura de anelamento para este par de iniciadores é de 52°C, porém
foi utilizada a temperatura de 56°C em virtude de terem sido obtidos melhores

resuitados nos ensaios.

3.5.2 - OBTENGAO DO DNA BACTERIANO:

Foi utilizado o protocolo descrito por Van SOOLINGEN e COL.(1993).
Neste método as amostras bacterianas foram cultivadas em tubos com 4 mL de
infusdo de Cérebro e Coracdo - BHI - a 37°C por 24 horas; ap6s isso as células
foram centrifugadas a 12.000 rpm por 2 min, sendo posteriormente descartado o
sobrenadante.

Ao “pellet” foram adicionados 500uL de tampao Tris-EDTA (10mM de
Tris-HCI 1 M + 1 mM de EDTA 0,5 M) pH 8,0 para lavagem das células e estas
novamente suspensas em 400uL deste tampdo. A esta suspensdo foram
adicionados 40ul. de lisozima (10mg/mL) para que fosse rompida a parede celular e
10uL de RNAse(10mg/mL), para a degradagéo do mRNA presente nas células, apés

isso a mistura foi homogeneizada e incubada a 37°C durante a noite.
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Apos este periodo foram adicionados 75uL de uma solugdo SDS+Proteinase
K (70 uL de SDS 10% + 5ul de Proteinase K — 10 mg/mL), para romper os
esferoplastos e digerir as endonucleases (DNAses e RNAses) presentes na mistura.
A suspensdo foi novamente homogeneizada e incubada a 65°C por 10 min. Em
seguida acrescentaram-se 100ul. de NaCl 5M e 100 ulL de solugdo CTAB/NaCl
(10,0g/4,1g em 100 mL), para que fossem degradados os possiveis compiexos de
proteinas e membranas existentes. A mistura foi agitada com “vortex” até que o
liquido tomasse um aspecto leitoso, sendo incubada a 65°C por mais 10 minutos.
Depois desse periodo, foram adicionados 750uL da mistura cloroférmio/ alcool
isoamilico (24:1) para que o acido nucléico fosse separado das proteinas que foram
precipitadas na fase organica. Em seguida a mistura foi homogeneizada e
centrifugada a 12.000 rpm por 5 min.

O sobrenadante ( fase aquosa) foi transferido para um novo tubo e a ele
foram adicionados 450 uL de isopropanol para precipitagdo do acido nucléico; em
seguida a mistura foi colocada a -20°C por 30 min.

Ap6s este periodo, a solugdo foi novamente centrifugada, o
sobrenadante descartado e adicionado 1 mL de etanol a 70%, e a suspens&o
colocada novamente a -20°C por 30 minutos. Posteriormente, centrifugadas e o
precipitado foi posto para secar em estufa a 37°C até que o etanol residual fosse
evaporado. Em seguida o sedimento foi suspenso em 100uL de tamp&o T.E.(pH 8,0)
e estocado a -20°C.

A concentragdo de DNA foi determinada através leitura em

espectrofotdmetro, segundo SAMBROOK e COL. (1989) nos comprimento de onda
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260 e 280 nm, onde [DNA] ug/mL = 2260 x diluicdo(1:100) x 50. Para determinag¢éo do

grau de pureza do DNA verificou-se a relagao entre a absorbancia A.260/A280. Onde o

resultado esperado era de 1,5 a 2,0 significando ndo haver contaminagédo por RNA

e/ou proteinas.

3.5.3 - ENSAIOS DE REAGAO DA POLIMERASE EM CADEIA (PCR):
Iniciadores utilizados na avaliagdo da presengca dos genes para oS

Fatores de Colonizagao:

PRIMER

FCs! SEQUENCIAS T.A*| P.A** | REFERENCIA.
5 -GGCCTGTTTTCCTATAGT-3" 0
CS31A 5" TACTTGTCCTCTATTGCC-3" 52-C| 221 pb Este estudo
CipG 5-GGGCGCTCTCTCCTTCAAC-3 57°C | 402 pb | BERTIN e COL.,
(CS31A) 5-CGCCCTAATTGCTGGCGAC-3’ (1998)
F17 | 5-GCAGAAAATTCAATTTATCCTTGG-3 | gs0 | 537 pp | BERTIN e COL.,
5-CTGATAAGCGATGGTGTAATTAAC-3’ (1996)
5-TGGGACTACCAATGCTTCTG-3' 0 ROOSENDAAL e
K99 5-TATCCACCATTAGACGGAGC-3 |00 C|490pb COL., (1984)
5-GAGGGACTTTCATCTTTTAG-3’ 0 FIDOCK e COL.,
Fa41 5-AGTCCATTCCATTTATAGGC3 |0 C|431pP (1989)

1 - Fatores de colonizag&o.

* -Temperatura de Anelamento de cada par de iniciadores, foi calculada usando a
férmula T.A.=4(G+C) + 2(A+T), OJENIYIl e COL. (1994).

** - Produto Ampilificado para cada par de iniciadores.
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Iniciadores utilizados na avaliacao da presenga dos genes para toxinas:

PRIMER SEQUENCIAS T.A*| P.A* | REFERENCIA.
Toxinas
_ 5 TCCGTGAAACAACATGACGG-3 o SO e McCARTY,
STH 5 ATAACATCCAGCACAGGCAG-3  |°0 ©|244pb (1980)
5 CTGGAGTCGAGGTGGTGG-3 o BLANCO e
CNFs 5.CTCCTGTCAACCACAGCC-3 |20 C|933PP | (oL (1996b)
5-GAACTTATTAAGGATAGT-3' o BLANCO e
CNF-| 5-CATTATTTATAACGCTG-3 457C1543pb | o1 (1906b)
] 5-AATCTAATTAAAGAGAAC-3 o BLANCO e
CNF-I 5-CATGCTTTGTATATCTA-3 447C | 543pb | o1 (1906b)
EASTH | 5-CCATCAACACAGTATATCCGAS |ggoc| 144 pp | YAMAMOTO o
5.GGTCGCGAGTGACGGCTTTGT-3 COL., (1996)
5-AGGTTGCAGCTCTCTTTGAATAS | .0 JACKSON e
SLT | & TGCAAACAAATTATCCCCTGAG-3 |27 C|3B4PP | ol (1988
5-GGGCAGTTATTTTGCTGTGGA-3 | w0 JACKSON e
SLT-I 5.GTATCTGCCTGAAGCGTAA-Z |20 ©|386Pb | o) “(1987)

* -Temperatura de Anelamento de cada par de iniciadores, foi calculada usando a

formula T.A.=4(G+C) + 2(A+T), OJENIYI e COL. (1994).

** - Produto Amplificado para cada par de iniciadores.
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Para as reacdes de amplificagcdo, o protocolo que mostrou-se mais
adequado foi o descrito por BLANCO e COL. (1997), com algumas modificagdes,
baseadas em INNIS e COL. (1990).

Assim, para um volume total de reagao de 50uL, foram utilizados:

5ul de tampéo 10x (200 mM Tris-HCI — pH 8,0; 500mM de KCI),
3uL de MgCl> (1,5 mM);

1ul de dNTPs (50uM de cada);

1uL de cada um dos iniciadores( 20 pmol de cada);

2uL do DNA extraido (DNA total) (50 a 200 ng);

1 U da Enzima Taq DNA polymerase (Gibco -Life Technologies)
em concentragao de 0,5 U por ulL;

agua Milli-Q esterilizada (g.s.p. 50 ulL).

As amostras foram amplificadas apds uma etapa inicial de aquecimento
a 94°C por 10 min. A seguir a temperatura foi mantida a 60°C até que fosse
adicionada a enzima e entdo foram realizados 30 ciclos (em Termociclador

GeneAmp PCR System 9700 Perkin EImer Inc. EUA) descritos a seguir:

1 minuto a 94°C (Fase de Desnaturagéo);

1 minuto na temperatura ideal de cada “iniciador” (Fase de
Anelamento);

2 minutos a 72°C (Fase de Extens&o).

Apés este periodo, as reagbes permaneceram a 72°C por mais

10 minutos para um periodo de extensé&o final.
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3.5.4 - ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE:

Apds o periodo de amplificagdo, a uma aliquota de 10 uL de cada
reacao foram adicionados 5 uL do tampao de ressuspensao de amostra (0,25% de
Azul de Bromofenol, 0,25% de Xileno Cianol e 40% de sacarose p/v em &agua
deionizada) para ser analisada pelo sistema de eletroforese horizontal submersa
(SAMBROOK e COL. 1989), em gel de agarose em concentracac de 2,0%. Um
padrdo de peso molecular (100 bp DNA Ladder - Promega) de 100 a 1500 pb foi
incluido em cada gel. Para visualizagdo, a banda com maior intensidade, no padrao,
tem 500 pb e a banda superior em cada um possui 1500 pb.

inicialmente foi aplicada uma voltagem de 30V até que todo o corante
azul penetrasse o gel; apos isso a voltagem foi elevada para 100 V até que o azul de
migracao mais rapido (Xileno Cianol) tivesse percorrido 2/3 do gel.

Ap6s o téermino da corrida, o gel foi transferido para uma cuba contendo
solucdo de 0,01 mg/mL de brometo de etidio para que as bandas de DNA fossem
coradas e posteriormente visualizadas em transiluminador de luz ultravioleta.

Para registro, os géis foram fotografados através do sistema

ImageMaster VDS (Amersham Pharmacia Biotech Inc. EUA)



37

4-RESULTADOS:

4.1- ENSAIOS DE SOROAGLUTINACAO FRENTE AO ANTISSORO
ANTI-CS31A:

As 255 amostras de E. coli de origem bovina utilizadas neste estudo foram
inicialmente avaliadas frente a solugéo salina para a verificagéo do fenétipo “rugoso”
e as que nao apresentaram esta caracteristica foram testadas frente ao antissoro
monoespecifico contra o FC CS31A. Os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela
1, pag. 37 onde a identificacdo das amostras mantém a nomenclatura original, de
acordo com o que foi empregado pelos coletores no campo, nela estao relacionadas
todas as amostras estudadas, levando-se em conta apenas sua relagcao com o
CS31A e o fendtipo rugoso.

Verificamos portanto que 98 amostras (38,43%) foram reconhecidas pelo
antissoro anti-CS31A (Figura 3). Observamos também a ocorréncia de 18 (7,05%)

amostras rugosas (instaveis em salina).
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TABELA 1: VERIFICAGAO DA EXPRESSAO DO CS31A EM AMOSTRAS DE

Escherichia coli DE ORIGEM BOVINA, DETERMINADO POR ENSAIO DE

SOROAGLUTINAGAO.

AMOSTRA CS31A AMOSTRA CS31A
25(1) Negativo 108(4) Positivo
25(2) Negativo 109(3) Negativo
50(2) Positivo 109(4) Positivo
50(3) Positivo 110(3) Rugosa
50(5) Negativo 110(4) Negativo
51(A) Negativo 110(5) Negativo
51(B) Negativo 111(1) Rugosa
52(1) Negativo 111(2) Positivo
52(2) Negativo 111(3) Positivo
52(3) Negativo 111(4) Negativo
52(4) Negativo 118(1) Negativo
54(1) Negativo 300(C-1) Rugosa
54(2) Positivo 301(C-1) Positivo
54(3) Negativo 301(C-2) Positivo
54(5) Positivo 302(C-1) Negativo
54(6) Negativo 304(C-1) Positivo

57(B-1) Positivo 304(C-2) Positivo
83(3) Positivo 306(C-1) Positivo
83(5) Negativo 306(C-2) Positivo

86 Positivo 307(C-1) Negativo
86(4) Positivo 400(C-1) Rugosa
87(1) Negativo 400(C-2) Negativo
87(2) Negativo 402(C-1) Negativo
87(3) Positivo 402(C-2) Negativo
88(6) Positivo 403(C-1) Positivo
90(2) Positivo 403(C-2) Positivo
90(3) Negativo 404(C-1) Positivo
90(5) Positivo 404(C-2) Positivo
92(1) Positivo 405(C-1) Positivo
92(2) Positivo 405(C-2) Negativo
93(1) Positivo 406(C-1) Negativo
93(4) Positivo 406(C-2) Negativo
94(1) Negativo 407(C-1) Positivo
94(2) Positivo 407(C-2) Negativo
94(3) Negativo 408(C-1) Positivo
95(1) Negativo 408(C-2) Rugosa
95(2) Negativo 409(C-1) Rugosa
95(3) Negativo 409(C-2) Rugosa
96(2) Negativo 411(C-1) Negativo
96(3) Positivo 411(C-2) Negativo
108(1) Positivo 412(C-1) Negativo
108(2) Positivo 412(C-2) Negativo
108(3) Positivo 412(C2-2) Negativo




Tabela 1 continuagao

413(C-1) Negativo E 57 (15) 10 Positivo
413(C-2-1) Negativo E 57 (17) 34 Positivo
413(C-2-2) Negativo E 57 (19) 13 Positivo

415(C-1) Positivo E 57 (25) 05 Positivo

416(C-1) Positivo E 57 (30) 17 Negativo

417(C1) Negativo E 57 (33) 02 Negativo
417(C2-1) Positivo E 57 (36) 12 Negativo
417(C2-2) Positivo E 57 (37) 07 Rugosa

417(C-3) Negativo E 57 (38) 08 Negativo

418(C-1) Negativo E 57 (40) 19 Paositivo

418(C-2) Negativo E 57 (42) 01 Rugosa

419(C-2) Negativo E 57 (43) 22 Positiva

491(C-2) Negativo E 57 (44) 18 Negativo

492(C-1) Rugosa E 57 (48) 22 Negativo

495(C-2) Negativo E 57 (48) 29 Positivo
1162(D-1) Positivo E 57 (49) 09 Positivo
1162(D-5) Paositivo E 57 (50) 21 Positivo
1162(D-6) Negativo E 57 (54) 06 Negativo
1162(D-7) Positivo E 57 (55) 33 Positivo
1162(D-8) Negativo EMBRAPA CNPEC 488(1) Positivo
1162(D-9) Negativo EMBRAPA CNPEC 488(2) Negativo
1162(D-10) Positivo EMBRAPA CNPEC 488(3) Rugosa

1803(2) Negativo EMBRAPA CNPEC 488(5) Negativo
1803(3-1) Negativo EMBRAPA CNPEC 577(1) Positivo
1803(4-1) Positivo EMBRAPA CNPEC 577(2) Positivo
1803(4-2) Positivo EMBRAPA CNPEC 577(3) Positivo

1803(5) Negativo EMBRAPA CNPEC 577(4) Positivo
1804(1-1) Negativo EMBRAPA CNPEC 1117(1) Negativo
1804(1-2) Negativo EMBRAPA CNPEC 1117(2) Positivo
1804(2-1) Rugosa EMBRAPA CNPEC 1117(4) Negativo
1804(2-2) Rugosa EMBRAPA CNPEC 1117(5) Positivo
1804(3-1) Negativo EMBRAPA CNPEC 1118(1) Negativo
1804(3-2) Negativo EMBRAPA CNPEC 1118(2) Negativo
1805(5-1) Rugosa EMBRAPA CNPEC 1118(3) Negativo

2147(4) Positivo EMBRAPA CNPEC 1162 (1) Negativo
2147(5-1) Negativo EMBRAPA CNPEC 1162(2) Negativo
2147(5-2) Negativo EMBRAPA CNPEC 1162(3) Positivo
3106(C-4) Positivo EMBRAPA CNPEC 1162(5) Rugosa

3987 (2) Negativo EMBRAPA CNPEC 1337(D2) Negativo
E 57 (03) 16 Negativo EMBRAPA CNPEC 1337(D4) Negativo
E 57 (04) 24 Rugosa EMBRAPA CNPEC 1393(2) Positivo
E 57 (05) 31 Negativo EMBRAPA CNPEC 1393(3) Positivo
E 57 (06) 15 Rugosa EMBRAPA CNPEC 1393(4) Positivo
E 57 (06) 30 Negativo EMBRAPA CNPEC 1393(5) Negativo
E 57 (07) 35 Rugosa EMBRAPA CNPEC 2147(1) Negativo
E 57 (08) 01 Positivo EMBRAPA CNPEC 2147(2) Positivo
E 57 (10) 11 Negativo EMBRAPA CNPEC 2147(3) Negativo
E 57 (12) 14 Positivo EMBRAPA CNPEC 2147(4) Positivo
E 57 (12) 32 Negativo EMBRAPA CNPEC 2277(2) Negativo
E 57 (13) 23 Negativo EMBRAPA CNPEC 2277(5) Negativo
E 57 (14) 26 Positivo EMBRAPA CNPEC 2279(1) Positivo
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EMBRAPA CNPEC 2279(2) Negativo CG 1898-C Negativo
EMBRAPA CNPEC 2279(3) Positivo CG 1898-D Negativo
EMBRAPA CNPEC 2279(5) Negativo CG 1902-A Negativo
EMBRAPA CNPEC 3009(2) Negativo CG 1902-B Positivo
EMBRAPA CNPEC 3009(3) Positivo CG 1802-C Positivo
EMBRAPA CNPEC 3009(4) Negativo CG 1802-D Positivo
B 8233 Negativo CG 1905-A Negativo
A 8236 Positivo CG 1905-B Positivo
B 8236 Paositivo CG 1905-C Negativo
FRC A AMOSTRA 1 Positivo CG 1905-D Negativo
FRC B AMOSTRA 1 Positivo 01 Negativo
MANCHADO B-A Negativo 02 Negativo
MANCHADC B-B Negativo 03 Negativo
COXIM A AMOSTRA 4 Negativo 04 Negativo
COXIM B AMOSTRA 4 Positivo 05 Negativo
CNPEC A Positivo 06 Negativo
CNPEC B Positivo 07 Negativo
CNPEC 8180 Negativo 08 Negativo
COLON B1-A Negativo 09 Negativo
COLON B1-B Negativo 10 Negativo
CECO B1-A Negativo 11 Negativo
BRANCO V-A Negativo 12 Positivo
BRANCO V-B Negativo 13 Positivo
JN JNI Bezerro Branco Negativo 14 Negativo
CG 1888-A Positivo 15 Negativo
CG 1888-B Negativo 16 Negativo
CG 1888-C Negativo 7230(1) Negativo
CG-1888-D Positivo 7230(2) Negativo
CG 1894-A Negativo 7230(3) Negativo
CG 1894-B Positivo 7230(4) Negativo
CG 1894-C Positivo 7230(5) Negativo
CG 1894-D Positivo 6144(1) Negativo
CG 1898-A Positivo 6144(2) Negativo

CG 1898-B Negativo

Total de amostras (255): Positivas: 98, Negativas: 139, Rugosas: 18
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A figura, a seguir, indica o resumo das porcentagens relativas de cada um dos

fenétipos encontrados no ensaio de soroaglutinacéo:

CS31A POSITIVAS
38,43%

RUGOSAS
7,05%

/
NEGATIVAS
54,5%

Figura 3: Distribuicdo das amostras testadas, de acordo com o fenotipo

apresentado no teste de soroaglutinaggo. (N=255)

A co-expressdo de outros fatores de viruléncia pelas amostras produtoras de

CS31A foi avaliada. Os resultados sdo apresentados na Tabela 2, pag 55.
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4.2 CONFIRMAGAO GENETICA DO CS31A:
4.2.1 - VERIFICAGAO DA FUNCIONALIDADE E ESPECIFICIDADE
DOS INICIADORES PARA O CS31A:
Na figura abaixo (FIGURA 4) encontram-se os resultados dos testes
realizados com os iniciadores de nossa autoria FC CS31A-1 e FC CS31A-2, frente a
amostra padrao (31A) e amostras padréao produtoras de outros FCs, das amostras
BZ-43 e BZ-2468, que segundo SHIMIZU e COL. (1987) também s&o produtoras do

CS31A, além do controle negativo DHSa:

- 1000 pl

1000pb - |
Sy 5 500 pb
— 100 pb

100 pb—

FIGURA 4: PCR das amostras padrdo frente ao CS31A Legenda:(1) — 31A
(controle positivo); (2) - DH5a (controle negativo); (3) - BZ-43; (4) - BZ 2468; (5)-
K99; (6) - B41 (F41); (7) - K88 ab; (8) - K88 ac; (9) - K88 ad; (10) - F17 (ATT 25);
(11) - 4787 (F165). Padrdes de peso molecular foram inseridos nas
extremidades, as bandas indicadas tém pesos de 100, 500 e 1000 pares de

bases.



As sequéncias escolhidas como iniciadores para a reacdo de PCR para
o CS31A foram avaliadas quanto a especificidade. Assim todas as amostras padrao
produtoras dos FCs envolvidos no ensaio. Os reagentes foram adicionados conforme
descrito no Item 3.5.3, pag. 34, e os ciclos foram realizados nas temperaturas de
94°C, 56°C e 72°C.

Apés a verificagdo da funcionalidade dos iniciadores, os mesmos foram
utilizados na confirmagéo da presenga do gene para o CS31A naquelas amostras
que foram consideradas positivas para o CS31A nos testes de soroaglutinacdo. No
total foram examinadas 88 amostras de campo, uma vez que 10 (10,20%) das
amostras inicialmente positivas ndo puderam ser ensaiadas em virtude de terem sido
perdidas. Das amostras ensaiadas, 47 (47,96%) amplificaram na reagéo de PCR,
confirmando a presenga do gene.

A Figura 5, apresenta o resumo dos resultados obtidos nos testes

genotipicos, das amostras consideradas CS31A positivas em ensaios soroldgicos:

POSITIVAS
53,4%

\.

NEGATIVAS
46,6%

Figura 5: Perfil das amostras CS31A positivas fenotipicamente ao
serem testadas em PCR (N=88).
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4.2.2 - COMPROVAGAO DA FUNCIONALIDADE DOS INICIADORES
PARA O CS31A:

Neste experimento, os iniciadores (clpG-1 e clpG-2) descritos por
BERTIN e COL. (1998), também especificos para o CS31A, foram avaliados quanto
a sua especificidade em comparagdo com os de nossa autoria (FC CS31A-1 e FC
CS31A-2). Realizamos testes simultaneos com os dois pares dos iniciadores frente a
amostra padrdo (31A), uma amostra [50(2)], positiva para o CS31A em testes
fenotipicos e genotipicos com os nossos iniciadores € uma amostra [88(6)], que foi
inicialmente considerada positiva para o CS31A em ensaios sorolégicos mas que
nao confirmou este resultado apés os ensaios de PCR com os nossos iniciadores.
Também foram incluidas neste experimento as amostras BZ-43 e BZ-2468,
supostamente produtoras dq CS31A segundo SHIMIZU e COL. (1987), Figura 6, pag
45,

Observou-se que ambos os pares de iniciadores amplificaram com a
amostra padréo e com a amostra de E. coli [50(2)], confirmando a especificidade dos
resultados obtidos com os iniciadores FC-CS31A-1 e FC-CS31A-2.

Destaca-se que as amostras BZ-43 e BZ-2468, anteriormente descritas
como portadoras do CS31A (SHIMIZU E COL. 1987) nao amplificaram com os pares

de iniciadores utilizados.



1000 pb — |
500 pb - |

100 pb —

Figura 6: PCR para verificagdo da funcionalidade dos iniciadores para o
CS31A. Legenda:(1 e 2) — 31A (c/ iniciadores clpG e c/ iniciadores CS31A,
respectivamente); (3 e 4) amostra de campo 50(2) (¢/ iniciadores clpG e ¢/

iniciadores CS31A, respectivamente); (5 e 6) amostra de campo 88(6) (c/
iniciadores clpG e ¢/ iniciadores CS31A, respectivamente); (7 e 8) BZ-43
(c/ iniciadores clpG e ¢/ iniciadores CS31A, respectivamente); (9 e 10) BZ-
2468 (c/ iniciadores clpG e ¢/ iniciadores CS31A, respectivamente).
Padrées de peso molecular foram inseridos nas extremidades, as bandas
indicadas tém pesos de 100,500 e 1000 pares de bases.
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423 - ESTUDO DAS AMOSTRAS DE CAMPO QUANTO A
PRESENCA DOS GENES PARA O CS31A:

Continuando a verificar a funcionalidade dos nossos iniciadores,
passou-se a estudar as amostras que foram anteriormente consideradas positivas
para o CS31A nos testes de soroaglutinagéo, a fim de verificar a especificidade dos
nossos iniciadores, comparando com resultados obtidos com os iniciadores descritos
por BERTIN e COL. (1998).

No total foram examinadas 88 amostras de campo, onde observou-se
que somente 47 amostras produziram o produto da amplificagdo esperado com os

pares de iniciadores citados.

4.3 - CO-EXPRESSAO DE OUTROS FATORES DE VIRULENCIA:
A seguir, sdo apresentados os resultados obtidos nos testes genéticos e
biologicos, sendo entdo divididos em tépicos conforme o fator estudado.
4.3.1 - FATORES DE COLONIZAGAO:
A) DETECGAO DO F5 (K99):

Para a deteccdo genotipica das amostras bacterianas
positivas para o FC (F5) K99 estudaram-se todas as 47 amostras positivas para o
CS31A determinadas geneticamente, empregando-se para isso 0s iniciadores
descritos no item 3.5.3, pag 34 e foram encontradas 9 amostras positivas para
este fator. Cabe ressaltar que a amostra 50(3) - canaleta 4 da figura 7 - e as
amostras 306 (C2); E57(49)09; EMBRAPA 0577 B(4); EMBRAPA 1117(2) e
EMBRAPA 2147(2) - canaletas 3, 5, 7, 8 e 9 da figura 8 - ndo se mostraram
positivas para o CS31A nos ensaios de PCR, porém foram consideradas positivas

nos ensaios sorolégicos.
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Nos ensaios fenotipicos, estas amostras também se revelaram

positivas quando testadas frente ao antissoro monoespecifico para o F5 (K99).

500 pb

100 pb

FIGURA 7: PCR das amostras de campo para o F5 (K99). Legenda: 1) —
F82 (K99 (controle positivo); 2) — DH5a (controle negativo); 3) — 50(2); 4)
—50(3); 5) —90(2); 6) -108 (2); 7) — 304(C1); 8) — 306(C1).

1000 pb gy
500 pb 500 pb
i - 100 pb

FIGURA 8: PCR das amostras de campo para o F5 (K99). Legenda: 1) — F82
(controle positivo); 2) — DH5a (controle negativo); 3) — 306 (C2); 4) — 403 (C1); 5)
— E 57 (49) 09; 6) — EMBRAPA 0577 B(3); 7) - EMBRAPA 0577 B(4); 8) —
EMBRAPA 1117(2); 9) — EMBRAPA 2147(2); 10) — EMBRAPA 1162 D(3); 11-
EMBRAPA 3009 (3).
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B) DETECGAO DO F17:

Para a deteccao genotipica das amostras bacterianas positivas
para o FC F17, utilizaram-se todas as 47 amostras CS31A positivas e encontraram-
se 13 amostras positivas para este fator. Ressaltando que a amostra 407(C1) -
canaleta 10 da figura 9 - néo € uma amostra CS31A positiva nos ensaios de PCR.

Este resultado também foi confirmado quando foram testadas as

13 amostras frente ao antissoro anti-F17.

1000 pb—}
500 pb--1

100 pb

FIGURA 9: PCR das amostras de campo para o F17. Legenda: 1) —
ATT25 (controle positivo); 2) — DH5a (controle negativo); 3) — 54(2); 4) —
86(4); 5) — 90(2); 6) & 90(5); 7) — 93(1); 8) — 93(4); 9) — 108(2); 10) —
407(C1); 11) — CG 1894-b; 12) —- EMBRAPA CNPEC 0488(1).

FIGURA 10: PCR das amostras de campo para o F17. Legenda: 1) —
ATT25 (controle positivo); 2) — DH5a (controle negativo); 3) —
EMBRAPA CNPEC 0577 B(1); 4) — EMBRAPA CNPEC 0577 B(3); 5) -
EMBRAPA CNPEC 1117(5); 6) — EMBRAPA CNPEC 3009 5(3).
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C) DETECGAO DO F41:

Para este fator ndo foram encontradas amostras positivas nos
ensaios fenotipicos e também n3o encontraram-se amostras positivas quando
ensaiadas as 47 amostras CS31A positivas.

D) DETECGAOQ DO F165:

No caso do F165 encontraram-se apenas 2 amostras positivas
nos ensaios fenotipicos, porém ndo foram realizados ensaios genotipicos para este
fator.

4.3.2 - DETECGAO DE TOXINAS:

A) DETECGAO DE CNF:

Para o estudo da presenca dos genes para a producdo dos
Fatores Necrosantes Citotéxicos do tipo | e ll, utilizaram-se as 47 amostras CS31A
positivas. Os iniciadores para CNF primeiramente utilizados s&o dirigidos para uma
regido homoéloga para ambos os tipos (I e IlI), depois disso procurou-se utilizar
iniciadores especificos para cada um dos fatores (CNF-1 e CNF-llI) mas so foram
encontrados resultados positivos para CNF-l, em um total de 11 amostras.

Todas estas amostras foram consideradas positivas em ensaios
de culturas de células realizado por SALVADORI e COL. 1997, confirmando o

resuitado genotipico obtido.
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FIGURA 11: PCR das amostras de campo para o CNF. Legenda: 1) — MR48
(controle positivo — CNF-I+); 2) — B26a (controle positivo — CNF-lI+); 3) — DHSa
(controle negativo); 4) — 54(5); 5) — 108(1); 6) — 108(2); 7) — 304(C1); 8) —
306(C2); 9) — 403(C1).

FIGURA 12: PCR das amostras de campo para o NF. Legenda: 1) —
MR48 (controle positivo — CNF-I+); 2) — B26a (controle positivo — CNF-
I1+); 3) — DH5a (controle negativo); 4) — E 57 (12) 14; 5) — E 57 (14) 26; 6)
-E 57 (15) 10; 7) — E 57 (17) 34; 8) —- EMBRAPA CNPEC 2279 A(1).
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FIGURA 13: PCR as aostras de c:ap ara —I. Legenda: 1) — '
MR48 (controle positivo — CNF-I+); 2) — DH5a (controle negativo); 3) —
B (CNPEC); 4) — CG 1888-a; 5) — CG 1888-d; 6) — CG1894-b; 7) - CG
1894-c.

B) DETECGCAO DE EAST-I:
Para este ensaio utilizaram-se todas as 47 amostras
consideradas positivas para o CS31A, porém s6 14 amostras foram consideradas

positivas, nao foram realizados ensaios fenotipicos para este fator.

FIGURA 14: PCR das amostras de campo para EAST-l. Legenda: 1) — 042
(controle positivo); 2) — DH5a (controle negativo); 3) — 50(2); 4) — 108(3); 5)
— 108(4); 6) — 111(3); 7) —=301(C1); 8) — 304(C1); 9) — 304(C2); 10) —
306(C1); 11) — 403(C2); 12) — 404(C1).
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FIGURA 15: PCR das amostras de campo para EAST-l. Legenda: 1
— 042 (controle positivo); 2) — DH5a (controle negativo);, 3) —
404(C2); 4) — 407 (C1); 5) — 1803 4(2); 6) — B (CNPEC).

C) DETECGAO DE ST

Para o seguinte ensaio utilizaram-se as 47 amostras CS31A
positivas frente aos iniciadores para ST-lI, as 7 amostras consideradas positivas
foram submetidas ao teste do camundongo recém-nascido (teste de Dean) descrito
no ltem 3.5.B) para verificacdo de sua expressao e verificou-se ampla correlacao
entre os dois ensaios, sendo que a amostra EMBRAPA CNPEC 3009 5(3) - canaleta

6, figura 17 — ndo € uma amostra CS31A. positiva em ensaios de PCR.

1000 pb —- 1000 pb
500 pb — 500 pb
100 pb - 100 pb

FIGURA 16 PCR das amostras de
campo para ST-l. Legenda: 1) — F82
(controle positivo); 2) — DHSa (controle
negativo); 3) — CG 1888-a; 4) — CG
1888-d; 5) — CG 1894-b; 6) — CG1894-c.
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FIGURA 17: PCR das amostras de campo para ST-l. Legenda: 1) — B41
(controle positivo); 2) — DH5a (controle negativo); 3) — ES7 (08) 1; 4) — E57
(12) 14; 5) — E57 (17) 34, 6) EMBRAPA CNPEC 3009 5(3).

D) DETECGAO DE Stx-l e Stx-lI:

Testaram-se as 47 amostras positivas para o CS31A para
“Shiga-like Toxin”, (Stx-l1 e Stx-ll) porém encontraram-se apenas amostras positivas
para a Stx-l em um total de 4 amostras, sendo que a amostra 417 (C2-2) - canaleta 7,
figura 18 - ndo € uma amostra CS31A. positiva em ensaios de PCR.

Estas amostras também foram testadas em ensaios de culturas
de células (SALVADORI e COL. 1997) e mais uma vez encontramos total correlagéao

entre os ensaios.

1000 pb — 1000 pb
100 pb 100tk

IGURA 18: PCR das amostras de campo para Stx-|
Legenda: 1 e 2) — J2 (O157:H7) (controle positivo);
3) — DH5« (controle negativo); 4) — 111(3); 5) — 304
(C2); 6) — 306 (C1); 7) - 417 (C2-2); 8) — 1162 (D1).
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A seguir apresentamos um quadro com o sumario dos resultados obtidos nos
testes genotipicos; estes referem-se apenas as amostras consideradas positivas

para o CS31A em PCR avaliadas quanto a presenga de outros fatores de viruléncia

descritos.
Fator de Viruléncia NUum. de Amostras testadas | Num. de Amostras Positivas

CS31A 88 47

F5 (K99) 47 9
F17 47 13

ST- 47 7
EAST-I 47 14

Stx-1 _ 47 4

CNF-i 47 11

Na Tabela 2, a seguir, relacionamos apenas amostras CS31A positivas e a
sua associacdo com os fatores de viruléncia aqui estudados, 1& est&o reunidos os

dados obtidos nos ensaios fenotipicos e genotipicos.
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A associagdo do CS31A com outros FCs foi observada em 20 amostras
(42,56%). Nestas, foi verificada a presenca do F17 em 13 amostras, o que representa
27,66% do total de amostras positivas para o CS31A ou 65% do total portador de
outros FCs. O F5 (K99) foi observado em 9 amostras, representando 19,15% do total
e 45% do numero de amostras positivas para outros FCs. J& o F165 foi encontrado
em apenas 2 amostras, o que representa 4,25% do total absoluto e 10% do total de
amostras portadoras de outros FCs. N&o foram encontradas amostras positivas para
o F41.
Assim, pode-se observar que das 47 amostras CS31A positivas em ensaios de
PCR, 27 (57,44%) nao apresentaram nenhuma associacado com outro FC. Além disso,

27 amostras nao apresentaram nenhum outro fator de colonizacéo além do CS31A

_F5
25,0%
F17
45,0%
_ F5eF17
20,0%
F165
10,0%

FIGURA 19: Presenca de outros FCs dentre as amostras CS31a
positivas. (N=20)
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Dentre as amostras toxigénicas associadas ao CS31A, foi encontrada um total
de 14 amostras portadoras de EAST-I, o que representa 29,78% do total de amostras
portadoras do CS31A, para o CNF-I foram encontradas 11 amostras positivas, o que
equivale a 23,40%, ST-| foi observado em 7 amostras (17,02%) e Stx-I foi encontrado
em 4 (8,51%) das amostras. Os fatores CNF-Il e Stx-Il ndo foram encontrados em
nenhuma das 47 amostras estudadas. Além disso, 22 amostras positivas para o

CS31A ndo se mostraram positivas para nenhuma das citotoxinas estudadas:

EAST-I

A 36,0%

EAST-l e Stx-|
12,0%

Stxl
4.0%
. CNF-|
ST-1 e CNF-I R i A== 12 0%
28.0% g :
\ EAST-| e CNF-I

8,0%

FIGURA 20: Presenca de genes para as toxinas dentre as
amostras CS31A positivas. (N=25)



A seguir, na Figura 21, pode-se observar a distribuicdo dos sorogrupos nas

amostras CS31A positivas:

02 .
4.3% \ NAO
 DETERMINADAS
29,8% |
08
21,3%
015 ~ RUGOSAS
2 1% 10,6%
7025 P
6,4% '
0132 0141 0153
43% 4,3% 17,0%

FIGURA 21: Distribuicdo dos sorogrupos encontrados nas

amostras CS31a positivas. (N=47)

Quando se leva em conta a distribuicdo dos fatores de viruléncia associados
ao CS31A, relacionando-os com o0s resultados obtidos na sorogrupagem,

observamos as seguintes associagdes descritas no quadro a seguir:
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FENOTIPO AMOSTRAS
SOROGRUPO 02 |1 amostra EAST-l e 1 amostra ST- ;
SOROGRUPQO 08 |1 amostra F5, EAST-l e CNF-I, 1 amostra F5, EAST-l e Stxl,
1 amostra F5 e EAST-Il, 1 amostra F165 e EAST-I, 1amostra
F5, 1 amostra F17 e 1 amostra EAST-I;
SOROGRUPO 015 |1 amostra F165, EAST-l e CNF-;
SOROGRUPO 025 |2 amostras F17 e 1 amostra ST-l e CNF-;
SOROGRUPOQO 0132 |1 amostra ST-1 e CNF-I
SOROGRUPO 0153 |1 amostra F5, F17 e CNF-l, 1 amostra CNF-l, 1 amostra Stx-l,
1 amostra F17, 1 amostra F5 e F17 e 2 amostras EAST-I;
NAO 1 arﬁostra F5 e EAST-l, 3 amostras F17, 1 amostra CNF-I,

DETERMINADO

4 amostras EAST-I e 3 amostras ST-1 e CNF-I;

RUGOSO

1 amostra F5 e F17, 1 amostra F17, 1 amostra ST-l e CNF-I,

1 amostra F5, F17 e EAST-L.

Quando comparadas frente ao numero total de amostras CS31A positivas,

verifica-se que 37 amostras foram positivas para pelo menos um outro fator de

viruléncia equivalendo a 78,72% do total. Ao levar-se em conta o numero total de

amostras envolvidas no estudo (255 amostras), verifica-se que 10,19% das amostras
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apresentam alguma toxina e que 20 amostras (7,84%) apresentam dois ou mais
fatores de colonizagéo (sendo que um deles obrigatoriamente é o CS31A).

Cabe ressaltar que as amostras denominadas como “108” (TABELA 1, pag.
37) apresentaram o mesmo sorogrupo, entretanto ndo foi detectado as mesmas
caracteristicas de viruléncia nestas, o que sugere que as amostras perderam genes
durante o tempo de estocagem, uma vez que estas amostras foram isoladas por

volta de 1988.
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5 - DISCUSSAO:

Neste trabalho buscou-se detectar o Fator de Colonizagdo CS31A em
amostras de Escherichia coli isoladas de bezerros com diarréia no Brasil, bem como
a sua associacdo com alguns outros fatores de viruléncia, descricdo esta que ainda
nao consta da literatura.

Uma vez que a colibacilose ocorre em qualquer tipo de fazenda ou granja
sendo considerada uma importante causa de perdas econdmicas, o estudo dos
fatores de viruléncia expressos por amostras de E. coli isoladas em animais de
interesse econdmico é necessario.

No Brasil a referida doenga é bastante comum e os poucos estudos realizados
(YANO e COL. 1986, LEITE e COL. 1989, SARIDAKIS e COL. 1997) referem-se a
um plantel restrito a localidades ou mesmo regiées de um estado, o que representa
apenas uma pequena parcela do rebanho bovino nacional, estimado em 138.694.585
cabecgas (IBGE 1999) .

Estudos mais abrangentes, envolvendo uma grande quantidade de animais e
gue representam adequadamente as diferengas de raca e finalidade de manejo sao
necessarios para determinar a prevaléncia e sobretudo identificar os fatores de
viruléncia associados a patogenia da doenga no pais. Estes estudos possibilitariam
entender melhor a etiopatologia da colibacilose, e também forneceria o superte
cientifico necessario & producio de de vacinas mais eficientes para atender as

necessidades da pecuaria de gado de leite e de corte.
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No que tange a colibacilose bovina, a literatura especializada nacional ou
internacional apresenta “lacunas” quanto a epidemiologia dos fatores de viruléncia
que ocorrem no Brasil. Sabe-se que os fatores de colonizagéo F5 (K99), F17 e F165
aparecem associados a diarréia, sem contudo se conhecer a sua real distribui¢ao no
pais (CHARLES e FURLONG, 1992).

Para a realizac@o deste trabalho, utilizamos ensaios fenotipicos e moleculares.
Inicialmente procurou-se determinar a presenca do fenétipo CS31A nas 255
amostras de E. coli envolvidas neste estudo. Para tanto, utilizamos ensaios de
soroaglutinagdo em lamina, nos quais encontramos 98 amostras positivas (38,43%
do total).

Esta distribuicdo fenotipica, quando comparada em teste de 2, esta de acordo
com os resultados de CONTREPOIS e COL. (1989) que, estudando 206 amostras
bovinas isoladas na Franga, Canada e india observaram que 86 (41,75%) delas
expressavam o CS31A (teste % 0,195; a=0,01%).

Para os testes moleculares foram desenhados iniciadores para o CS31A, pois
quando do iniciuo dos trabalhos ndo havia disponivel na literatura, tal descricéo.
Dessa forma, comparamos as sequéncias dos genes que codificam para as
subunidades dos fatores de colonizacdo K88, F41 e CS31A e a partir de tal analise,
foram escolhidos duas sequéncias de oligonucleotideos por nés denominados de
FC-CS31A-1 e FC-CS31A-2 (pag. 33) para serem utilizadas como iniciadores na
reacido de PCR e que esperava-se serem especificos para a detecgéo genotipica do

CS31A.
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Quando da realizagdo do ensaio de PCR, onde procuravamos confirmar a
especificidade destes iniciadores, amostras padrao produtoras do CS31A descritas
na literatura internacional e outras amostras padrao para outros fatores de
colonizacao foram incluidas (FIGURA 4, pag 42). Neste experimento, nao obtivemos
o resultado esperado. As amostras BZ-43 e BZ-2468 (canaletas 3 e 4) da mesma
figura, descritas por SHIMIZU e COL. (1987) como produtoras do CS31A, néo
apresentaram o produto de amplificagéo o produto esperado na reagao.

SHIMIZU e COL. descreveram em 1987, o isolamento no Japao, de amostras
de E.coli CS31A positivas isoladas de bezerros que, inicialmente, foram classificadas
como produtoras de uma proteina de origem cromossémica. Essa proteina e que era
composta por subunidades de peso molecular ao redor de 19 kDa e
morfologicamente era semelhante a outras fimbrias, ou seja, filamentos longos e
rigidos. Além disso, afirmam que o CS31A promove aglutinagdo em hemacias de
bovinos. Para determinagéo do fenétipo da amostra BZ-43, supostamente produtora
do CS31A, SHIMIZU e COL. (1987) descrevem a utilizagao de antissoro anti-F17 e
anti-CS31A adquiridos do Laboratério IFFA, Rhone-Mérieux, Lyon — Franca.

Todavia, o CS31A descrito por CONTREPOIS e COL. (1986) e posteriormente
por GIRARDEAU e COL. (1988) era de origem plasmidial, com peso molecular de 29
kDa e formado de “fibrilas” sobre a célula bacteriana, sendo assim classificado como
antigeno “tipo-capsular” e afirmam que este nao causa hemaglutinacao.

As amostras BZ-43 e BZ-2468 gentilmente cedidas por M. Shimizu e a
amostra 31A cedida por M. Contrepois indicadas como CS31A positivas foram por
nds utilizadas neste trabalho tanto para a obtengéo de soro hiperimune, bem como

nos ensaios de PCR.
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A auséncia de bandas no gel pode ser indicativo de que a proteina expressa
pelas amostras BZ-43 e BZ-2468 pode ser apenas parcialmente semelhante ao
CS31A e que os iniciadores por ndés desenhados podem ndo estar encontrando
homologia dentro da seqliéncia do gene responsavel pela expressdo do CS31A.

Apds os ensaios genotipicos com os iniciadores FC CS31A-1 e 2, verificou-se
gue daquele numero inicial de 98 amostras positivas no ensaio de agiutinagéo,
apenas 47 (18,02% do total) se mostraram positivas para o CS31A no PCR (Figura
5, pag. 43).

Posteriormente, repetimos este experimento, utilizando-se desta vez os
iniciadores clpG-1 e clpG-2 recentemente descritos por BERTIN e COL. (1998), e
verificamos que ambos os pares de iniciadores amplificaram com as mesmas
amostras, de modo que obteve-se 100% de correlacdo entre eles (figura 6, pag. 45).
Concluimos, que ambos os pares de iniciadores s&o especificos para a identificagdo
do CS31A nos ensaios moleculares e que as amostras BZ-43 e BZ-2468 possuem
um FC relacionado sorologicamente ao CS31A mas diferente quanto a origem
genética como exposto na figura 6 pag. 45.

Com isso, 0 nimero de amostras anteriormente identificadas como positivas
para o CS31A passou de 98 para 47 (47,95%) quando da utilizagdo do PCR na
identificagdo desse FC, o que significa 18,43% do total de amostras inicialmente
relacionadas neste estudo.

Por outro lado, observamos que 41 amostras (46,59%) que foram
consideradas sorologicamente positivas para o CS31A n&o apresentaram o produto
de amplificacdo esperado podem apresentar um antigeno sorologicamente

relacionado ao CS31A como no caso das amostras BZ-43 e BZ-2468.
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Procuramos verificar também se as amostras positivas para o CS31A
apresentavam algum dos outros fatores de viruléncia selecionados para este estudo.
Para tanto realizou-se “PCR” para determinagdo da presenc¢a dos outros fatores de
viruléncia, e sua devida confirmacgao por ensaios fenotipicos (Tabela 2, pag. 54).

Quanto a detecgdo da fimbria F5 (K99), observamos que das 47 amostras
estudadas, 9 (19,17%) foram consideradas positivas(Figuras 7 e 8, pag. 47) e este
resultado foi confirmado fenotipicamente. CONTREPOIS e COL. (1989) relatam que,
de 16 amostras F5 positivas, 7 (43,75%) foram positivas também para o CS31A,
resultado este bastante diferente daquele por nés obtido. E evidente que a
abordagem da pesquisa relatada por estes autores difere do nosso trabalho,
invertendo-se o0 modo de relatar diriamos que dentre as 9 amostras F5 positivas,
100% delas apresentaram o ‘CS31A .

No que se refere ao FC F41, ndo foram encontradas amostras positivas nos
ensaios genéticos, e visto que o controle positivo para este ensaio amplificou
adequadamente na reacdo de PCR, ndo houve necessidade de realizar estudos
fenotipicos para este fator. Também n&o foram encontrados relatos na literatura
citando a identificacdo de amostras portadoras destes dois fatores de colonizacao.

Quanto ao F165, temos a relatar que durante a execucéo deste trabalho, n&o
encontramos na literatura descricdo de iniciadores para este fator, tampouco
encontramos referéncia quanto a similaridade da sequéncia de nucleotideos da
subunidade deste fator com algum outro. Dessa forma, ndo julgamos conveniente
desenhar iniciadores sem que se tivesse certeza de sua total especificidade.
Portanto, os resultados aqui apresentados s&o referentes a ensaios soroldgicos

(fenotipicos).
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Dentre as 47 amostras bacterianas CS31A positivas foram encontradas
apenas duas amostras (4,3%) que foram aglutinadas pelo antissoro anti-F165.
Resultado este bastante diferente do observado por CONTREPOIS e COL. (1989),
que encontraram 17,3% de suas amostras apresentando esta associagao.

Procuramos verificar a presenca do FC F17 nas 47 amostras CS31A positivas,
utilizando, para isso, os iniciadores para F-17 e antissoro especifico. Encontramos a
associacdo de 27,69% (13 amostras) para F17 em PCR (Figuras 9 e 10, pag. 48),
resultados estes confirmados sorologicamente. BERTIN e COL. (1998) relatam que
cerca de 50% das amostras CS31A apresentam associagdo com F17. Entretanto nos
nossos resultados esta propor¢ao nao foi observada.

Quanto a presenga da toxina EAST-l nas 47 amostras CS31A positivas,
utilizamos os iniciadores descritos por YAMAMOTO e COL. (1996), observamos que
14 amostras (29,78%) amplificaram o produto esperado (Figuras 14 e 15, pags. 51 e
52), o que diferencia-se do trabalho de BERTIN e COL. (1998) onde, analisando 56
amostras de E.coli isoladas de bezerros com diarréia ou septicemia observaram uma
forte associagdo da presenca de genes para CS31A e EAST-l onde 87% das
amostras CS31A positivas apresentaram o gene para EAST-l. Dada a tamanha
associacio por eles observada, especula-se sobre uma possivel ligagdo genética
entre o CS31A e a EAST-1.

Ja no estudo das citotoxinas obtivemos 100% de correlagdo entre os estudos
genotipicos e fenotipicos. Todas as amostras anteriormente identificadas através de
ensaios em cultura de células como CNF positivas (SALVADORI e COL., 1997)
foram utilizadas em testes de PCR para a determinagao do tipo (1 ou 2). Nos nossos

experimentos verificamos que se tratava de CNF-l em todas as amostras ensaiadas.
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BERTIN e COL. (1998) encontraram também alta associagéo do CS31A com o CNF-
I (71% de CS31A em 56 amostras CNF-I+), partindo do caminho inverso, foram
encontradas 11 amostras CNF-I+ (23,1%) nas 47 amostras CS31A positivas (Figuras
11,12 e 13, pags 50 e 51).

Ao analisarmos associagdes ainda ndo descritas na literatura encontramos a
presenca da enterotoxina ST-l (Figuras 16 e 17, pags 52 e 53) e da “Shiga-Like
Toxin” do Tipo-l — Figura 18 pag. 53 - (14,91% e 10,65%, respectivamente). Estas
associagcbes podem significar novos exemplos de associagao entre toxinas e um
fator de adesao, fornecendo mais evidéncias da importancia do CS31A como fator de
viruléncia em E. coli.

Para os estudos de sorogrupagem das amostras CS31A positivas, foi
empregado um “kit” que contém 167 antissoros monoespecificos disponiveis para
diagnadstico, e ainda assim 12 (25,53%) das 47 amostras nao apresentaram reacgéo
positiva para nenhum deles, sendo classificadas como n&o determinadas (Tabela 2,
pag. 54). Foram encontradas amostras pertencentes aos grupos ditos prevalentes
para o CS31A segundo CONTREPOIS e COL. (1989): 02, 08, 015 e 025 e 0141
além de amostras pertencentes aos sorogrupos 0132 (4,3%) e 0153 (17%), sendo
que quando comparadas apenas estas ultimas frente ao numero total de amostras
tipadas, chega-se a um numero ainda mais expressivo (15,15% para o 0132 e
24 24% para o O153), dado este ainda inédito na literatura.

Em um experimento posterior, utilizou-se soro anti-BZ-43 frente as 47
amostras produtoras do CS31A confirmadas geneticamente e frente as 41 amostras
que nao confirmaram este gendétipo. Em todas foi observada aglutinacéo (dados n&o

apresentados). Quando utilizou-se este mesmo antissoro absorvido com a amostra
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31A frente as 88 amostras consideradas positivas fenotipicamente, as 47 amostras
identificadas geneticamente como CS31A+ deixaram de apresentar resultado
positivo, enquanto as outras 41 CS31A - mantiveram o resultado positivo.

Como a amostra 31A, aqui utilizada, também é amostra padrdo para um dos
subtipos do F17 [o F17-c}] (BERTIN e COL. (1998), procurou-se testar a amostra BZ-
43 frente aos iniciadores para o F17 e o resultado foi positivo. Assim esperava-se
que todas aquelas amostras que néo confirmaram o resuitado genético fossem
também positivas para o F17, contudo essas amostras ja néo tinham sido positivas
quando testadas com o antissoro anti-F17 (Tabela 2 pag. 54). Ao testarmos estas
amostras frente aos iniciadores para F17, obteve-se uma freqiiéncia bastante similar
aquela encontrada nas amostras CS31A positivas geneticamente (em 42 amostras
apenas 13 positivas — 30,95%, enquanto nas 47 amostras CS31A positivas
geneticamente encontrou-se 13 amostras positivas — 27,69%) aléem do que, ao
testar-se o antissoro anti-BZ-43 absorvido com a amostra 31A frente a amostra
padrdo para o F17 (ATT 25) nédo observou-se a aglutinagéo que era encontrada nas
amostras de campo.

Verificamos, ainda, que o CS31A pode ser encontrado isolado ou pode
também ser encontrado associado com outros fatores de viruléncia diversos,
inclusive com a ocorréncia do CS31A associado com a enterotoxina ST-l e com a
citotoxina Stx-l. Estas associagbes ainda ndo haviam sido descritas na literatura, o
que vem a acrescentar a importancia do CS31A nas amostras de campo no Brasil.

Atualmente existem varios tipos de vacinas contra a colibacilose em bezerros,
com a finalidade de estimular a imunidade contra os principais fatores de viruléncia

de E. coli nos animais recém-nascidos. As vacinas mais usadas comercialmente sao
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administradas por via subcutanea ou intramuscular nas vacas prenhas para estimular
a formagéo de anticorpos, que s&o transferidos passivamente por meio do colostro
aos bezerros recém nascidos. Estes anticorpos agem localmente no intestino
delgado e podem prevenir infecgdes posteriores durante o periodo sensivel, uma vez
que 0s animais jovens sao sensiveis a colonizagdo apenas no periodo de 2 a 10 dias
ap6s o nascimento, podendo também ocorrer de 12 a 18 horas ap6s 0 nascimento e,
ocasionalmente em animais com 3 semanas de idade (RHODIA-MERIEUX, 1996).

As E. coli intestinais, que antes eram relegadas a ser apenas um inofensivo
habitante do trato intestinal, sdo vistas como uma espécie patogénica com incrivel
versatilidade e na sua habilidade de causar doencas no homem e em animais. Surtos
de doencgas causadas por E. coli podem afetar milhares de individuos e mobilizar
consideraveis esforgos tantp nacional quanto internacionalmente. Novos fatores de
viruléncia tém sido descobertos e estes afetam um largo espectro de processos em
células eucaridticas, tais como a sintese de proteinas, divisdo celular, secregéo de
fons e transcricdo. Estes fatores sdo codificados por uma variedade de elementos
genéticos tais como ilhas de patogenicidade e elementos moéveis tais como
plasmidios, bacteriéfagos e transposons. Esta plasticidade gendmica implica em
rearranjo dos fatores de viruléncia, complicando os esforgos para categorizar os
varios subgrupos que poderiam delinear os patotipos. Este dinamismo representa
novos desafios no diagnostico, no tratamento e na prevengao das infecgbes por E.
coli.

Pretendemos seguir investigando a identidade do antigeno expresso pela
amostra BZ-43 e pelas amostras de campc que também apresentam reac&o

sorolégica positiva mas néo se mostraram positivas para o F17 e para o CS31A nos
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ensaios de PCR. Temos fortes indicios para acreditar que se trata de um fator ainda
nao caracterizado que, em se confirmando nossas suspeitas, apareceu nas amostras
estudadas numa proporgao tdo grande quanto a do CS31A., visto que 41 (41,83%)
das 98 amostras inicialmente consideradas CS31A positivas nao confirmaram o
genodtipo, em termos percentuais esse numero representa 16,07% de todas as 255
amostras envolvidas inicialmente no estudo, lembrando que o total de amostras
confirmadas como CS31A foi de 47 amostras ou 18,43% do total inicial.

Soma-se, a isso, o0 fato de que em 1996 a empresa multinacional Rhodia-
Mérieux passou a importar e a comercializar uma vacina (TRIVACTON 6) que
contém, entre outros imundgenos o FC CS31A, essa vacina esta disponivel no
mercado desde o segundo semestre daquele ano (RHODIA-MERIEUX, 1996).
Conforme a utilizacdo deste produto pelos pecuaristas, poderemos eventuaimente
observar uma alteracéo na freqiiéncia de isolamento desse fator nas amostras de
campo, visto a pressao que sera estabelecida com o uso no campo da vacina citada.

Novos fatores de colonizagio ainda nao descritos e, portanto, ndo incluidos
nas vacinas comerciais poderdo ser responsaveis por surtos num futuro ndo muito

distante, para os quais os técnicos ainda n&o estdo preparados.
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6 - CONCLUSOES:

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, concluimos:

1) O CS31A encontra-se presente em amostras de £ coli no Brasil e,
conforme sua frequéncia detectada nos isolados estudados (18,43%), pode ser um

fator de grande importancia na patogenia da E. coli no rebanho bovino brasileiro.

2) A associacio do CS31A com as toxinas Stx-l1 e ST-1 aqui detectada, confere
mais importancia a estas amostras, evidenciando também uma nova interacdo entre

este fator de colonizacgdo e citotoxinas.

3) A metodologia desenvolvida para o diagnéstico molecular do CS31A trouxe

mais seguranca, mais especificidade e maor rapidez para a realizagio dos ensaios.

4) A detecgéo da presenca do CS31A em amostras dos sorogrupos 0132
(4,3%) e 0153 (17%), sobretudo em alta porcentagem, é um dado novo para a

literatura.

5) Os resultados soroldgicos e genéticos obtidos sugerem a possivel
existéncia de um fator de colonizagdo ainda nio caracterizado, que apresenta

semelhangas antigénicas com o CS31A.

6) Este novo possivel fator de colinizagao, presente em 41’ das 255 amostras
estudadas (16,07% do total), evidencia nova relagdo com possiveis mecanismos de

viruléncia que merecem investigacao.
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