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RESUMO

Escherichia coli produtora da toxina Shiga (STEC) é agente de diarreia
esporadica e de epidemias, podendo ocasionar quadros clinicos graves em seres
humanos. A habilidade de STEC em causar doencgas severas em seres humanos esta
relacionada com a sua capacidade de secretar as toxinas Stx1, Stx2 e/ou variantes
toxigénicas. Outro fator de viruléncia de STEC é a intimina, codificada pelo gene eae e
associada com aderéncia intima, inicializacdo das vias de transducdo de sinais e
formacdo da lesdo intestinal intima. Algumas STEC também produzem
enterohemolisina, codificada pelo gene ehxA, que tem sido associada com doenca
severa em seres humanos. Bovinos constituem seu principal reservatorio assumindo
papel relevante na infeccdo dos seres humanos. Caracteristicas de manejo do animal
sugerem conferir fatores de risco para a excrecdo desses patdogenos. O objetivo desse
estudo foi investigar a prevaléncia e as caracteristicas biogenéticas de Escherichia
coli carreadora dos genes stx (STEC), isoladas de amostras fecais de bovinos, com e
sem diarréia, de regides agropecuarias localizadas nos estados do Rio de Janeiro e
Rondbnia. Para atingir a presente proposta, 301 isolados de E. coli provenientes de
ambas as regides, foram submetidos a analises moleculares baseadas em ensaios de
amplificacdo visando o diagndstico de E. coli carreadora do gene stx, seu potencial de
patogenicidade e diversidade genética. Os resultados dos ensaios de amplificacdo
revelaram que 55,5% (167/301) eram carreadoras do gene stx, 36,2% (109/301) eae+ e
21,3% (64/301) ehxA+. Das 167 amostras de STEC detectadas, 24 foram isoladas do
estado do Rio de Janeiro (14,4%, 24/167) e 143 do estado de Rondénia (85,6%,
143/167). Com base nos marcadores genéticos investigados, 13 perfis foram detectados
(stxi/stxo/eaelehxA, stxi/stxo/eae, stxi/stxo/ehxA, stxi/stXp, Stxi/eae/ehxA, stxi/ehxA,
stxy, stxo/eae/ehxA, stxp/eae, stxo/ehxA, stx,, eae/ehxA e ehxA). Do total das 167 amostras
de STEC, 3,6% (6/167) foram caracterizadas genotipicamente como pertencentes aos
sorogrupos 0113 e 93,4% (156/167) como O157. Das 156 amostras STEC rfbois7+,
64,1% (100/156) foram genotipicamente caracterizadas como O157:H7. A analise
filogenética caracterizou a populacdo bacteriana como pertencente aos filogrupos: A
(47,3%), B1 (44,9%), D (6,6%) e B2 (1,2%). A analise do genoma total empregando
ensaios de amplificacdo randémica do DNA polimérfico revelou uma elevada
diversidade genética entre as amostras de E. coli carreadoras do gene stx sugerindo
constituir uma populacédo bacteriana de origem nao-clonal. Nossos resultados nos levam
a concluir que a maior prevaléncia de STEC em Rondbnia, possivelmente reflete as
condicBes mais precarias de suas propriedades rurais. O isolamento de STEC de
bovinos clinicamente sadios reforca o reconhecido papel desses animais como
reservatorios assintomaticos. Nossos resultados contribuiram para o esclarecimento
sobre a epidemiologia das STEC em especial, no estado de Rondb6nia, onde as
informacdes sobre a circulacdo deste patdgeno ainda sdo limitadas. Esses achados
salientam a necessidade de manter uma vigilancia epidemioldgica ativa, em especial no
que diz respeito a estudos sobre reservatdrios e atributos de viruléncia bacteriana.

Palavras-chave: Escherichia coli, STEC, toxina Shiga, bovinos, Rondénia, Rio de

Janeiro.
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ABSTRACT

Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) is an esporadic agent of
diarrhea. The ability of STEC strains to cause severe illness in humans is related to the
capacity to secrete Stx1, Stx2, and/or variant toxins. Another virulence factor of STEC
strains is intimin, encoded by eae gene and associated with intimate adherence to
epithelial cells, initiation of host signal transduction pathways and formation of
attaching-and-effacing intestinal lesions. Some STEC strains produce also an
enterohemorraghic hemolysin (EHEC-HIy), encoded by ehxA gene, which has been
associated with severe clinical disease in humans. Cattle are its main reservoir playing a
relevant role in human infections. Animal handling characteristics can offer risk factors
for the excretion of these pathogens. The aim of this study was to investigate the
prevalence and bio-genetics characteristics of Shiga toxin-producing Escherichia
coli (STEC) isolated from fecal samples of cattle, with and without diarrhea, from
livestock breeding regions located in Rio de Janeiro and Rondonia. In order to achieve
this proposal, 301 E. coli isolates obtained from both regions we submitted
to molecular analysis based on amplification assays for STEC diagnosis, its
pathogenicity potencial and genetic diversity. Results from amplification assays
revealed that 55.5% (167/301) were stx+, 36,2% (109/301) eae+ and 21,3% (64/301)
ehxA+. Of the 167 STEC strains detected, 24 were isolated from the state of Rio de
Janeiro (14.4%, 24/167) and 143 were from Rondonia (85,6% , 143/167). Based on the
genetic markers investigated 13 profiles were detected (stxi/stx,/eae/ehxA, stxi/stx,/eae,
stxp/stxo/ehxA, stxa/stx,, stxi/eae/ehxA, stxi/ehxA, stx;, stxo/eae/ehxA, stx,/eae,stx,/ehxA,
stx,, eae/ehxA e ehxA). Of the 167 STEC samples, 3.6% (6/167) were genotypically
characterized as belonging to serogroup 0113 and 93.4% (156/167) as O157. Of the
156 rfbo1s;+ STEC strains, 64,1% (100/156) were genotypically characterized as
0157:H7. Phylogenetic analysis characterized the bacterial population as belonging
to phylogroups: A (47,3%), B1 (44,9%), D (6,6%) e B2 (1,2%). Random amplification
of polymorphic DNA typing revealed a high genetic diversity among STEC strains
suggesting a non clonal bacterial population. Our results lead us to conclude that the
higher prevalence of STEC in Ronddnia, possibly reflects the precarious conditions of
their farms. The isolation of STEC from clinically healthy cattle reinforces the
recognition of these animals as asymptomatic reservoirs. Our results contributed for the
STEC epidemiological elucidation, in particular in the state of Rond6nia, where
information about the circulation of this pathogen is still limited. These findings
highlight the need to maintain an active epidemiological surveillance, placing special
emphasis on the study of reservoirs and bacterial virulence attributes.

Key-words: Escherichia coli, STEC, Shiga toxin, bovines, Ronddnia, Rio de Janeiro.
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1. INTRODUCAQ

A espécie bacteriana Escherichia coli foi descrita pela primeira vez em 1885,
pelo pediatra alemdo Theodore Escherich, que a denominou Bacterium coli commune
por ser um microrganismo comumente encontrado no trato intestinal de humanos e
animais. Somente em 1945 foi reconhecido o potencial enteropatogénico dessa espécie,
uma vez que essa bactéria foi associada com a doenca diarreica infantil.® A espécie
bacteriana pertence a familia Enterobacteriaceae, € Gram negativa, anaer6bia
facultativa, apresenta metabolismo tanto fermentativo quanto oxidativo, pode ser movel

ou imével e faz parte da microbiota intestinal de uma grande variedade de animais.**

E. coli é genericamente categorizada em linhagens particulares como: E. coli
comensal (colonizadores intestinais ndo-patogénicos), E. coli patogénica intestinal ou
enteropatogénica (categorias diarreiogénicas) e E. coli patogénica extraintestinal
(EXPEC), essa podendo estar associada com infecgdes ou sindromes especificas: E. coli
uropatogénica (UPEC), E. coli associada ao quadro de sepse (SEPEC) e E. coli
associada ao quadro de meningite neonatal (NEMEC).® As cepas comensais podem
atuar como agentes oportunistas causando infeccdes diversas em hospedeiros

imunocomprometidos.**

As linhagens de Escherichia coli que causam infecgdes intestinais ou entéricas
nos seres humanos sdo atualmente classificadas nas principais categorias
diarreiogénicas: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.
coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli de aderéncia difusa
(DAEC) e E. coli produtora de toxina Shiga (STEC). O que diferencia as linhagens
pertencentes a cada categoria sdo as diferentes estratégias para provocar infeccao,
mediadas por fatores especificos de viruléncia, os quais s@o codificados por genes

localizados em plasmideos, transposons, ilhas de patogenicidade ou em bacteri6fagos.”

No Brasil sdo restritas as informagdes sobre a epidemiologia das infeccbes
causadas pela Escherichia coli produtora de toxina Shiga, mas casos esporadicos de
diarreia em seres humanos provocados pela STEC ja foram relatados, ocorrendo com
maior frequéncia entre criancas menores de cinco anos.”® Os bovinos sdo reconhecidos
como o principal reservatorio desses microrganismos e, portanto, atuam como a

principal fonte de infecc;élo.2 Uma vez eliminada através das fezes, a STEC ¢é
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disseminada de forma direta ou indireta, atingindo a cadeia alimentar dos seres humanos
podendo causar graves doencas. Em nosso pais, grande parte das informagdes sobre 0s
aspectos da epidemiologia e viruléncia desses patdgenos foram obtidas a partir de

estudos concentrados na regido sudeste.

O conhecimento das caracteristicas fenotipicas e genotipicas das STEC,
isoladas de rebanhos bovinos de regifes agropecudrias no estado de Rondénia e Rio de
Janeiro, contribuira para o esclarecimento da epidemiologia desse patdgeno em nosso
pais, 0 que subsidiard acdes de prevencdo e controle de sua disseminacdo e,

consequentemente, diminuicao dos riscos de infecgfes ao ser humano.

1.1 Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC - Shiga toxin-producing

Escherichia coli)

Escherichia coli produtora de toxina Shiga ou STEC constitui uma das
categorias diarreiogénicas de Escherichia coli sendo caracterizada pela habilidade de

produzir potentes citotoxinas que inibem a sintese proteica de células eucaritticas.

As STEC destacam-se pelo seu potencial zoon6tico e geralmente os animais
portadores destes microrganismos sao assintomaticos. Atuam como uma importante
causa de surtos de diarreia esporadica e epidemias, podendo se manifestar em quadros
clinicos graves e ocasionar severas complicacdes sistémicas como a anemia hemolitica
e a sindrome hemolitica urémica (SHU), caracterizada por insuficiéncia renal aguda,
anemia hemolitica microangiopatica e trombocitopenia, podendo até mesmo evoluir

para a morte.’

A transmissdo da STEC para humanos pode ocorrer através da ingestdo de
carne mal cozida ou crua; verduras, legumes e dgua contaminados; através do leite ndo
pasteurizado e outros produtos lacteos; e também pelo contato direto com animais ou
outras pessoas infectadas.”*** A viabilidade de STEC nas fezes de animais pode variar
de semanas a meses e sua persisténcia no solo favorece a infec¢do fazendo com que a

exposicdo ambiental seja um fator de risco para a infecgdo humana.?*

O termo Escherichia coli enterohemorrdgica (EHEC) foi originalmente
utilizado para classificar subpopulacfes de STEC consideradas altamente patogénicas e

responsaveis por casos severos em seres humanos, sendo o sorotipo O157:H7 o
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prototipo da categoria, considerado altamente patogénico, levando a colite hemorragica
e sindrome hemolitica urémica.”> As EHEC, além de produzirem a toxina Shiga,
também possuem outros fatores de viruléncia, como o gene eae, codificador da
intimina, adesina responsavel pela intima aderéncia bacteriana a célula hospedeira e o
plasmideo de 60MDa, conhecido como plasmideo EHEC (EHEC-plasmid).® Estudos
posteriores revelaram que a auséncia do gene eae nao torna a cepa menos virulenta e o
termo STEC vem sendo utilizado para classificar as E. coli produtoras de toxina
Shiga.**®

As primeiras descricbes sobre a associagdo entre E. coli e a produgdo de
citotoxina ocorreu na década de 70 a partir de observacfes de que algumas cepas eram
capazes de produzir uma toxina, referida como Verotoxina (VT), pois induzia um efeito
citotoxico irreversivel em células Vero (linhagem celular de rim de macaco verde).
Neste estudo, os autores relataram que das dez cepas que apresentavam o efeito
citotoxico, sete eram isoladas de criancas com diarreia e pertenciam a diferentes
sorogrupos (018, 026, 0111, 0126 e 0128) e uma cepa estava associada com diarreia
em suinos.” O’Brien ¢ colaboradores (1982) identificaram entre as amostras de E. coli
pertencentes a sorogrupos considerados EPEC, a producdo de uma citotoxina letal para
celulas Hela (células epiteliais de carcinoma do colo do Utero humano), cujo efeito era
neutralizvel por antisoros contra a toxina produzida pela Shigella dysenteriae tipo 1,
denominando-a entdo de Shiga-like toxin.'* Em 1996 Calderwood e colaboradores
propuseram a nomenclatura toxina Shiga (Stx)/Escherichia coli produtora de toxina
Shiga (STEC).! Desde entdo, o crescente monitoramento para esse grupo de
microrganismos permitiu detectar um aumento no nimero de surtos e a associagdo com

a ingestdo de alimentos contaminados por esses patdégenos.

1.1.1 Sorogrupos e sorotipos de Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC)

associados a surtos

O primeiro relato de surto causado por uma STEC envolveu o sorogrupo 0157
e ocorreu nos Estados Unidos da América, nos estados de Oregon e Michigan em 1982.
Estudos epidemioldgicos revelaram que o surto ocorreu apos a ingestdo de carne de

hambUrguer de uma rede de lanchonetes.*’
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Entre 1989 e 1990, outro surto causado por uma STEC O157:H7 ocorreu nos
Estado Unidos, em Missouri, devido a ingestdo de agua contaminada.’® Na Australia o
primeiro surto causado por uma STEC, que foi associado ao sorotipo O111:H", ocorreu
em 1995, no qual 21 pacientes desenvolveram SHU. A ingestdo de salsicha preparada
com carne bovina foi identificada como a provéavel fonte de infeccdo.™® Em 1996, um
surto ocorrido no Japéo causado, envolveu 6.309 criangas de 62 escolas de Sakai, sendo

1.012 casos confirmados laboratorialmente, incluindo 197 casos de SHU e trés 6bitos.?°

Recentemente um surto causado por STEC ocorreu na Alemanha, entre maio e
junho de 2011, por um sorotipo até entdo nao envolvido, ocasionando 3.222 casos, dos
quais 810 evoluiram para SHU. A amostra bacteriana foi caracterizada como
pertencente ao sorotipo O104:H4 e portadora do gene stx variante 2. Caracteristicas
geneéticas encontradas em outro patotipo da espécie, conhecido como Escherichia
coli enteroagregativa (EAEC), também foram detectadas nas amostras do surto,

indicando que a cepa envolvida consiste de um hibrido STEC-EAEC.#

Estudos em STEC tém revelado variagdes nos padrbes epidemioldgicos das
infeccbes causadas por esses microrganismos em diversas partes do mundo. No Brasil
representam um problema de saude publica para algumas regides, entretanto, sao
poucos os relatos sobre as infec¢Bes causadas por STEC em humanos no pais. As
enteroinfeccdes por STEC relatadas geralmente séo pertencentes aos sorogrupos O111 e
026, detectadas principalmente em crian¢cas menores de cinco anos, apresentando
quadros clinicos sem gravidade, porém, casos que evoluiram para quadros mais graves

também tém sido relatados envolvendo sorotipos especificos.”®

1.1.2 Fatores de viruléncia de STEC

1.1.2.1 Toxina Shiga

As STEC sdo caracterizadas pela capacidade de produzir potentes citotoxinas
que possuem a habilidade de inibir a sintese proteica em células eucariéticas.® Estas
toxinas podem ser chamadas tanto de Verotoxina (VT), devido a citotoxidade em
células Vero, como toxina Shiga (Stx) devido a grande homologia estrutural e funcional
com a toxina produzida por Shigella dysenteriae.? As Stx constituem o principal fator

de viruléncia das STEC caracterizando dois grupos principais: Stx1, que difere em
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apenas um aminodcido da toxina Shiga de Shigella dysenteriae sorotipo 1; e Stx2 que
possui uma similaridade em torno de 60% com Stx1 na sequéncia de aminoécidos.’
Ambas possuem diferentes variantes antigénicas que podem ou ndo estar associadas
com doenca severa. Uma Unica cepa pode possuir um ou mais genes stx, e a informacéo
genética para a producdo de Stx1 e Stx2 estd localizada no genoma de bacteriéfagos
temperados do tipo lambda integrados no cromossoma da STEC.? A literatura descreve
que as cepas que produzem apenas Stx2 sdo mais patogénicas do que as que sé

produzem Stx1 ou ambas, estando mais frequentemente associadas & SHU.®

Os membros da familia Stx possuem uma estrutura proteica conservada, que
consiste de uma subunidade A catalitica (32 kDa), que pode ser clivada proteolicamente
resultando em dois peptideos: Al, que apresenta atividade enzimatica (N-glicosidase); e
A2, que liga a subunidade A a subunidade B, esta Ultima forma um pentamero (5
mondmeros de 7,7 kDa cada) que é responsavel pela adesdo da toxina aos receptores
glicolipidicos presentes na membrana da celula eucariota alvo: globotriasilceramida
(Gh3) para Stx1 e Stx2 e globotetrasilceramida (Gb4) para Stx2e.!

As toxinas Stx apresentam atividades bioldgicas similares, mas sdo distintas
antigenicamente, divergindo na seqiiéncia de aminoacidos da subunidade B alterando,

desta forma, a afinidade pelo receptor célular.?
1.1.2.2 Lesao “attaching and effacing” (Lesao A/E)

Além das Stx, as STEC podem estar envolvidas com uma aderéncia intima que
destroi as microvilosidades intestinais e induz a formacdo de uma estrutura em forma de
pedestal caracterizando a lesdo A/E (“attaching and effacing”). Estudos com células
epiteliais em cultura revelaram que a lesdo A/E envolve a agdo conjunta da proteina de
membrana externa intimina, que é codificada pelo gene eae, e de diversos genes.”® O
principal locus genético é governado pela ilha de patogenicidade conhecida como LEE
(Locus of Enterocyte Effacement) que €& organizada em operons policistronicos
denominados LEE1, LEE2, LEE3, LEE4 e LEE5.* Os operons LEE1 a LEE3
codificam componentes estruturais do Sistema de Secrecdo Tipo Ill (Esc e Sep), o
operon LEE4 codifica as proteinas envolvidas no sistema de translocagdo (EspA, EspB,

EspD e SepL) e o operon LEES5 é responsavel pelo sistema de aderéncia, que consiste na
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proteina externa de membrana intimina e seu receptor (Tir), além de outras proteinas

efetoras (EspF, EspG e Map)."*

O aparato de secrecdo é muito complexo, consistindo numa estrutura em
formato de agulha que surge no interior do citoplasma da célula bacteriana e se estende
através de suas membranas interna e externa, atravessando a membrana da célula
epitelial. Através dessa estrutura, as proteinas secretadas sdo transferidas do citoplasma
bacteriano até a célula hospedeira.?* Durante a formacéo da lesdo A/E, varias protefnas
codificadas por LEE, (Tir, Map, EspF, EspG, EspH e EspZ), assim como as nédo
codificadas por LEE — non-LEE-encoded effectors — (NleA/Espl, EspFu/TccP, EspJ,
and Cif), sdo translocadas pelo aparato de secrecdo para dentro da célula epitelial > A
proteina Tir se insere na membrana da célula hospedeira onde atua como receptor para a
intimina presente na superficie da célula bacteriana. Tir e as outras proteinas secretadas
ativam uma cascata de sinais que resultam em uma mudanca na conformacao da célula
epitelial do intestino e consequentemente na fisiologia celular, causando diarreia e

inflamagéo.*%

O gene eae apresenta grande heterogeneicidade na regido 3’ que codifica 0s
280 aminoacidos da porcdo C-terminal (envolvidos no mecanismo de ligacdo entre o
enterdcito e o receptor Tir). Mudancas na sequéncia desses aminoécidos provocam a
ocorréncia de variantes antigénicas.’>* Baseando-se nessas variagdes sequenciais e
antigénicas, foram identificadas diversas variantes da intimina, presentes em cepas de
STEC e EPEC de origem humana e animal, como: al, a2, B1, B2, B3, y1l (esta estando
associada a sorotipos de STEC altamente patogénicas, como a O157:H7 e O145:H"),
v2/0, 8/x, €l, €2, €3, €4, €5, {1, (3, 1, 2, 1l-A, 11-B, 11-C, 2, A, w, v, 0, T, p, . >2"%
Variantes para os genes tir (a, B, y ¢ 0), espA (a, B e y), espB (a, e y) e espD (o, fey)

também j& foram descritos.?®?

Apesar da lesdo A/E ndo ser essencial para a evolucdo da colite hemorragica e
sindrome hemolitica urémica (SHU) em humanos, a presenca do gene eae em cepas
LEE-positivas é um grande fator de risco para a ocorréncia dessas patologias.?
Entretanto, muitas STEC LEE-positivas ndo estdo associadas com a SHU e algumas
moléculas efetoras codificadas fora da regido LEE (nle — non-LEE-encoded effectors), e
secretadas pelo sistema de secrecdo Tipo Ill, estdo relacionadas aos sorogrupos de
STEC ndo 0157 que causam a SHU.*



1.1.2.3 Enterohemolisina

A enterohemolisina (Ehly) é uma proteina monomérica que se insere na
membrana plasmatica das células eucariotas e forma poros. Ehly é codificada pelo gene

ehxA, localizado no megaplasmideo de 60MDa.*

A producdo de Ehly pode ocorrer em cepas de STEC eae-positivas e eae-
negativas. A resposta humoral a essa proteina, detectada no soro de pacientes em
recuperacdo da SHU, demonstrou sua expressdo durante a infeccdo, sendo a primeira
evidéncia da Ehly como um fator de viruléncia de STEC.* N&o se sabe ao certo seu
papel na patogénese da colite hemorragica e da sindrome hemolitica urémica, mas
estudos sugerem que a enterohemolisina, ao provocar a lise de eritrdcitos, promove a
liberacdo da hemoglobina, que € utilizada como fonte de ferro para STEC, favorecendo
sua multiplicacdo no intestino.*® Em um estudo feito por Taneike e colaboradores
(2002), cepas de E. coli (STEC) carreadoras de um operon clonado para
enteronemolisina induziram a producdo da citosina IL-1B, que atua fazendo uma
regulacdo ascendente no receptor Gb3 pra Stx.>* Portanto, a enterohemolisina poderia
aumentar os efeitos danosos da toxina Shiga nas células endoteliais. A liberacdo dessa
citosina ndo foi observada nas cepas isogénicas HlyA-negativas, com uma mutacao no
gene hlyA. Entretanto, ndo existem dados que comprovem seu papel na anemia
hemolitica e SHU.*

1.2 Via de patogénese de Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC)

A STEC necessita ultrapassar alguns mecanismos de defesa do organismo para
colonizar o intestino e como primeira barreira se depara com o baixo pH gastrico.
Entretanto, devido a caracteristica de resisténcia a acidez de alguns sorogrupos,
(incluindo 0 O157), esses microrganismos resistem nesse ambiente.®?* A bactéria passa
pelo intestino delgado e chega ao c6lon. O mecanismo de aderéncia em cepas LEE-
negativas ainda é pouco compreendido, mas nas cepas que possuem a regido LEE, a
adesdo ao enterdcito ocorre através do mecanismo “attaching and effacing” (A/E), que
induz mudangas estruturais na célula epitelial, aderéncia intima e consequente
destruicdo das microvilosidades intestinais, com formagao de pedestais ricos em actina

no citoplasma da célula hospedeira infectada.®
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A toxina Shiga é o principal fator nas patologias causadas pelas STEC em seres
humanos. Localmente sua producdo leva a danos nos vasos do coélon, resultando em
diarreia sanguinolenta ou colite hemorragica. Ao cair na corrente sanguinea, Stx se liga
aos receptores presentes no endotélio vascular, promovendo danos principalmente aos
rins e ao sistema nervoso central, podendo levar ao desenvolvimento da sindrome

hemolitica urémica.®?*

Apos se ligar ao receptor Gb3, a Stx é endocitada e transportada por meio de
vesiculas revestidas pela proteina clatrina para o citoplasama da célula, onde podem se
fundir com vesiculas lisossomais e serem destruidas.® No caso de células que sdo
suscetiveis a toxina, as vesiculas sdo transportadas até o reticulo endoplasmatico via
Complexo de Golgi e, durante este processo, a subunidade A é clivada pela enzima
furina, gerando os fragmentos Al e A2. O fragmento Al livre tem atividade RNA N-
glicosidase e interage com a unidade 60S do ribossomo. A subunidade Al remove um
residuo de adenina da subunidade 28S do rRNA eucari6tico, promovendo a inibicdo da

sintese proteica, causando a morte celular.®
1.3 Aspectos clinicos e epidemioldgicos de STEC em humanos

Na América Latina, as infec¢bes por STEC sdo endémicas e contribuem para a
sindrome diarreica aguda em criangas com menos de cinco anos de idade, sendo
responsavel por 2% do total de casos de diarreia aguda, e em alguns estudos

correspondem a 20-30% dos casos de diarreia sanguinolenta.*®

No Brasil, o percentual de STEC isolada a partir de diarreia em humanos varia
dependendo da regido estudada. Em um estudo feito com 470 criancas em Porto Velho,
Rondonia, as STEC corresponderam a 0,6% dos enteropatégenos encontrados.*® Ja em

estudos feitos no Rio de Janeiro, a prevaléncia de STEC variou de 0 a 0,9%.%"%®

O espectro clinico das STEC é amplo podendo se manifestar por meio de casos
assintomaticos, diarreia aquosa, colite hemorragica ou mesmo severas complicacfes
sistémicas, como a sindrome hemolitica urémica (SHU). A SHU caracteriza-se por

faléncia renal aguda, anemia hemolitica microangiopética e trombocitopenia.™

O periodo de incubacdo é de 3 a 4 dias, ap0s esse periodo uma alta propor¢éo

de pacientes apresentam diarreia aquosa. Cerca de 30% destes evoluem para diarreia
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sanguinolenta, com presenca de muco e vestigios de sangue nas fezes, em torno do
quinto a sexto dia, com uma minoria apresentando colite hemorragica.* Auséncia de
febre ou uma febre baixa é observada. Colicas abdominais intensas sdo frequentes
podendo haver vomito e irritabilidade.*®* Em alguns pacientes os sintomas da SHU
aparecem no sexto ou oitavo dia ap6s o inicio da diarreia e incluem: anemia hemolitica
microangiopatica, trombocitopenia e insuficiéncia renal aguda. Apesar dos rins serem 0
alvo principal, outros érgdos, incluindo o sistema nervoso central, pulmdes, pancreas e

coracéo, podem ser afetados.™®
1.4 Reservatorios

Reservatorios animais tém um papel relevante na epidemiologia das infecgdes
causadas por STEC. O termo pode ser definido como uma ou mais populacdes ou
ambientes interligados epidemiologicamente, no qual o patégeno pode se multiplicar, se
manter e onde através do qual a infeccdo pode ser transmitida para a populacao

suscetivel ¥

As STEC podem ser encontradas no trato gastrintestinal de uma variedade de
animais como: suinos, ovinos, caprinos, cavalos, aves e até entre cdes e gatos. Os
bovinos sdo considerados o principal reservatorio das STEC constituindo uma
importante fonte de infecgdo da E. coli O157:H7. Os bovinos sdo identificados como
excretores assintomaticos do microrganismo que € transitério em sua microbiota
intestinal.> Em estudo conduzido por Brees e colaboradores (2000), n&o foi observado a
presenca do receptor globotriosilceramida (Gb3) para Stx no trato gastrintestinal de
bovinos, apenas no cérebro e no rim. A falta de receptores vasculares para Stx nesses

animais explicaria 0 néo desenvolvimento da doenca entérica.*’

STEC é comumente isolada em bovinos sadios e em um estudo feito no Brasil
por Cerqueira e colaboradores (1999), 139 das 197 (71%) amostras fecais obtidas de
bovinos no estado do Rio de Janeiro, continham Escherichia coli carreadora do gene
stx, sendo mais frequente em gado de leite (82%, 99/121).** Em estudo conduzido por
Tristdo e colaboradores (2007), 1562 das 2402 (65%) amostras fecais de bovinos,
coletadas no estado do Rio de Janeiro e em 279 de 994 (28%) das amostras fecais
coletadas de bovinos no Rio Grande do Sul, apresentavam E. coli carreadora do gene

stx.*?
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A presenca da STEC 0157 em fezes de gado parece ser influenciada pela sua
idade. Em um estudo feito por Cray e Moon (1995) com bovinos, onde se realizou a
infeccdo experimental pela STEC 0O157:H7 nesses animais, confirmou-se que a
excrecdo desse microrganismo é mais longa e intensa em bezerros do que nos animais
adultos, o que se supde ser devido as diferencas fisiologicas na funcdo ruminal
relacionadas & idade dos animais.** Bovinos adultos possuem o rumem mais
desenvolvido, com alta concentragdo de acidos graxos volateis e baixo pH, o que pode
atuar como inibidor da proliferacdo bacteriana.”® A recuperagdo de STEC ocorreu a
partir do contetdo intestinal de todos os animais infectados. Alguns 6rgdos linfoides,
como tonsilas e linfonodos mesentéricos, apresentaram cultura positiva em alguns
bezerros, mas ndo em adultos. Ndo houve disseminacdo para outros 6rgdos. O
experimento mostrou ainda que a primo infeccdo ndo previne a reinfeccdo.”® O
desmame parece também influenciar a eliminacdo fecal do microrganismo pelos
bezerros, sendo esta maior ap6s o desmame. O estresse causado pelo confinamento dos
bezerros associado ao desmame sdo importantes fatores responsaveis por esse aumento
na eliminacdo fecal do microrganismo.* A temperatura ambiente é outro fator que
parece contribuir para a excre¢do de STEC 0157, sendo esta mais frequente nos meses

mais quentes do ano e menos intensa no inverno.*>*®

Outros animais podem ser carreadores de STEC como, por exemplo, ovinos
saudaveis, que também atuam como reservatorios de STEC e EPEC atipica, sendo
assim de grande relevancia o seu papel como fonte de infeccdo.*” Algumas cepas como
as pertencentes ao sorotipo O5:H" sdo predominantemente isoladas a partir de ovinos e
raramente do gado.”®***° Cabras também sdo importantes reservatorios e o sorotipo
0157:H7, ja foi isolado a partir de leite de cabra ndo pasteurizado em um surto ocorrido

na Republica Checa.>*

Apesar da maioria dos animais serem carreadores assintomaticos, alguns animais
podem manifestar quadro clinico como, por exemplo, na doen¢a do edema, que ocorre

em leitdes no pés desmame, onde STEC é incriminada como o seu agente etiolégico.*®

O primeiro estudo feito com bdfalos na América do Sul identificou 20 sorotipos
distintos de STEC, sendo que mais de 50% destes estdo associados com a doenca em

humanos.>?
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Cepas de Escherichia coli produtora de toxina Shiga também ja foram isoladas a
partir de dejetos de aves, como pombos e gaivotas.”>>* Em um estudo feito com
galinhas poedeiras verificou-se a presenca de STEC O157:H7, isolada a partir de swabs

cloacais, indicando esses animais como potenciais reservatorios de STEC.>

Animais selvagens/silvestres também j& foram descritos como reservatorios de
STEC.®**

1.5 Métodos diagnosticos e de tipagem para populacgdes de Escherichia coli

O diagndstico microbioldgico convencional de populacdes bacterianas envolve o
isolamento do microrganismo e sua caracterizacdo fenotipica como a tipagem
sorologica, ensaios enzimaticos e de citotoxicidade em cultura celular, testes de
sensibilidade, entre outros. Porém, nas Ultimas décadas de pesquisa, varias técnicas de
diagnostico e tipagem baseadas na andlise direta e indireta do polimorfismo genémico
foram desenvolvidas, possibilitando elucidar de forma mais precisa, a epidemiologia,
mecanismos de viruléncia, a diversidade e a estrutura genética de populacdes de E.

coli.>®>°

Para o isolamento e identificacdo presuntiva de E. coli, podem ser utilizados
meios de cultura de baixa seletividade como o &4gar MacConkey e o EMB/Teague,
utilizados para diferenciacdo de col6nias sugestivas de Escherichia coli fermentadoras
ou ndo de lactose.®® O 4gar MacConkey sorbitol (SMAC) é diferenciado do &gar
MacConkey tradicional devido a substituicdo da lactose pelo sorbitol e € um meio

indicado para a deteccdo de col6nias bacterianas ndo fermentadoras de sorbitol.

Para o estudo dos mecanismos pelos quais 0s patdgenos entéricos interagem com
as células do hospedeiro in vivo, utilizam-se ensaios in vitro empregando células
epiteliais em cultura como as células HeLa (cérvix humana), Caco-2 (célon humano),
HEp-2 (laringe humana), T84 (célon humano) e Henle 407 (intestino delgado
humano)®*. Ensaios empregando células epiteliais em cultura tém permitido detectar a
expressdo de padrbes de aderéncia em populacGes de E. coli descritos como: aderéncia
localizada (LA), aderéncia agregativa (AA), aderéncia localizada-like (LAL), e
aderéncia difusa (DA)™. O ensaio de citotoxicidade também pode ser feito em cultura
celular empregando células Vero, que sdo sensiveis as toxinas Shiga devido a presenca

de um grande niimero de receptores (Gb3 e Gb4) para Stx nessas células.’
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A caracterizacao antigénica € um método fenotipico de tipagem de Escherichia
coli criado por Kauffman em 1944, que permite sua classificagdo em sorogrupos e
sorotipos com base em dois antigenos principais: antigenos O ou somaticos
(sorogrupos), e antigenos flagelares ou H, que em combinacdo com os antigenos O,
definem os sorotipos. E. coli também pode expressar antigenos K ou capsulares,
importantes na patogénese.’ Os antigenos somaticos “O” sdo termoestaveis e
correspondem a porgdo polissacaridica da membrana externa; os antigenos flagelares
“H” sao termoléabeis e correspondem as proteinas dos flagelos; e os antigenos “K”, de

natureza proteica ou polissacaridica, s&o componentes capsulares.??

Outro método fenotipico utilizado para diagnostico da STEC sdo 0s ensaios
imunolégicos, permitindo a deteccéo das toxinas Stx1 e Stx2.%

As técnicas moleculares baseadas na hibridizacdo e amplificacdo de sequéncias
geneticas especificas tém sido instrumentos importantes para a deteccdo de uma grande
variedade de microrganismos, incluindo as subpopulacdes de Escherichia coli.?*** A
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é um dos métodos mais utilizados para o
diagnostico e tipagem de STEC e é baseada na amplificacdo de sequéncias especificas
de DNA. Esta técnica apresenta dentre as suas vantagens facilidade e rapidez de
execucdo, baixo custo, especificidade e sensibilidade.® Variantes metodolégicas como a
amplificacdo randémica do DNA polimorfico, conhecida pela sigla RAPD-PCR
(“Random Amplification of Polymorphic DNA-Polymerase Chain Reaction ), tem sido
utilizada no estudo da diversidade destes microrganismos e possibilitado observar uma
estreita associacdo de padrbes eletroforéticos com  pardmetros  clinico-
epidemioldgicos.® Particularmente para populaces de E. coli, o RAPD-PCR tem se
mostrado um método de tipagem com elevado potencial discriminatorio, possibilitando
detectar a diversidade genética de populacbes bacterianas e a inter-relagdo entre

amostras epidemiologicamente relacionadas.>**®’

O emprego da técnica de PCR tem se mostrado também muito Gtil como um
instrumento alternativo de classificacdo filogenética de populagdes de E. coli,
proporcionando relevantes esclarecimentos sobre a viruléncia e a evolucao de linhagens

patogénicas.®®®
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A eletroforese em campo pulsado, conhecida pela sigla PFGE (“Pulsed Field Gel
Electrophoresis”), ¢ também um dos sistemas empregados para a tipagem destes
microrganismos. Este método molecular tem como base o estudo da diversidade genética e,
com o auxilio de programas especificos, permite investigar as relacdes de clonalidade entre
diferentes amostras, contribuindo para a elucidacdo dos aspectos biolégicos e

epidemioldgicos desses agentes infecciosos.’*"

1.6 Agrupamento filogenético

A analise filogenética tem permitido identificar linhagens patogénicas,
potencial de viruléncia e diversidade em populacbes de E. coli de origem diversa,
isoladas de uma grande variedade de hospedeiros, ambientes e regides geograficas.
Estudos evolucionérios com E. coli empregando uma colecdo de referéncia (ECOR)
levou ao desenvolvimento de um método rapido e alternativo que permitiu verificar que
populacOes bacterianas da espécie, comensais ou patogénicas, podem ser divididas em
quatro principais grupos designados A, B1, B2 e D.%®® Esses grupos filogenéticos
parecem diferir em importantes aspectos relacionados a biologia de suas populagdes
microbianas. Linhagens patogénicas de E. coli agentes de doencas extra-intestinais tém
sido classificadas como pertencentes ao grupo D e, em sua maioria, a0 grupo B2,
engquanto as comensais e agentes de doenca diarreica sdo normalmente encontradas
como membros dos grupos A, Bl e D.”*”*"* STEC, importante agente de doenca
diarreica, costuma ser enquadrada principalmente nos grupos Bl e A, mas também pode

ser encontrada, em menor proporcao, nos outros dois grupos.”>"®

Amostras de E. coli pertencentes a cada um destes quatro grupos filogenéticos
diferem em importantes caracteristicas relacionadas a biologia de suas popula¢fes como
habilidade para explorar diferentes agucares, perfis de resisténcia a antimicrobianos e
taxas de crescimento de acordo com variacées de temperatura.”” Os grupos A e B1 sdo
considerados grupos mais estreitamente relacionados e o grupo B2 € considerado por

alguns pesquisadores como representante de uma linhagem ancestral de E. coli.™
1.7 Impacto econdmico e ambiental das doengas infecciosas zoonoticas

As zoonoses tém um papel relevante para a emergéncia de doengas infecciosas
em seres humanos.”®”® A transmissdo de patdgenos de outras espécies de seres vivos é

uma consequéncia da atividade humana e de nosso relacionamento com os animais e 0
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meio ambiente. Fatores ecoldgicos, demograficos e ambientais estdo entre os principais

envolvidos para a emergéncia de novas doen<;as.80

Diversas zoonoses surgiram como resultado do processo de domesticagdo a que
muitos animais foram submetidos. A maior demanda por produtos de origem animal,
consequéncia da civilizagdo, promoveu a intensificacdo da producdo, aumentando o
risco de disseminacéo de doencas infecciosas.”® Esse aumento do consumo gerou um
grande impacto no meio ambiente, devido a criacdo de mais espago e novas praticas de
producdo animal, levando a invasdo e destruicdo das florestas, aumento do comércio e

mercado pUblico de animais vivos, além da caca e consumo de animais selvagens.™

As doencgas infecciosas emergentes também sdo responsaveis por um grande
impacto econdmico e social, ndo s6 no Brasil, como em todo mundo.® As zoonoses,
além de promoverem diminuicdo da produtividade dos rebanhos, geram gastos com
medidas de contencdo e implementacdo de estratégias para evitar a recontaminacao,
eliminacdo dos animais infectados, perda de novos mercados ou de mercados ja
conquistados, perda de postos de trabalho devido a paralizacdo das atividades, gastos

com a satide familiar e pGblica, entre outros.®
1.8 Papel do ambiente e do manejo na disseminacédo de STEC

Os ruminantes, em especial os bovinos, sdo carreadores assintomaticos de
STEC, e excretam esse microrganismo naturalmente em suas fezes. Um dos sorotipos
de maior relevancia para a industria lactea é o O157:H7, por sua alta viruléncia devido a
baixa dose infectante.®® A falta de higiene em propriedades produtoras de leite se torna
um potencial risco para a contaminacdo, ja que produtos lacteos oferecem condigcbes
favoraveis para a proliferacdo desse agente.®® Para reduzir a contaminacdo ambiental
por STEC € necessario um manejo adequado dos dejetos dos bovinos, limpeza e
desinfeccdo de baias, comedouros e bebedouros, sempre disponibilizando dgua potavel
para os animais.®* Além disso, é importante evitar a introducéo de novos animais no
rebanho, principalmente bezerros e novilhas, sem que estes passem antes por um
periodo de quarentena e controlar o contato entre bezerros e vacas, assim como a
presenca de animais de outras espécies, domésticos ou selvagens, que podem atuar

como possiveis vetores.2*®
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a prevaléncia e as caracteristicas biogenéticas de Escherichia coli
carreadora dos genes stx (STEC) em amostras fecais de bovinos de regibes

agropecuarias localizadas nos estados do Rio de Janeiro e Rondénia.

2.2 Objetivos especificos:

1. Detectar a presenca de Escherichia coli carreadora dos genes stx nos estados de

Réndonia e Rio de Janeiro através do diagnéstico molecular.

2. Deteccdo de marcadores genéticos de viruléncia associados ao patotipo STEC.

3. Deteccdo dos sorogrupos 0111, O113 e O157 entre as amostras de E. coli

carreadoras de stx.

4. Detecgdo do sorotipo O157:H7 entre as amostras de E. coli carreadoras de stx
diagnosticadas como pertencentes ao sorogrupo O157 através de técnica

molecular.

5. Avaliar a diversidade genética, estrutura clonal e relacdes genéticas entre as
subpopulagdes bacterianas carreadoras dos genes stx, assim como da ocorréncia
de padrdes eletroforéticos e/ou variantes grupo-especificos atraves da técnica de
anélise do polimorfismo dos segmentos de DNA obtidos por amplificagdo
randémica (RAPD-PCR).

6. Realizagdo da filotipagem para determinar a presenca de linhagens patogénicas,
potencial de viruléncia e diversidade em populacdes de E. coli carreadoras dos

genes stx.

7. Avaliar comparativamente as caracteristicas bacterianas investigadas,
considerando os aspectos clinico-epidemioldégicos dos bovinos e as
caracteristicas das propriedades incluidas no estudo.
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3. METODOLOGIA

3.1 Animais em estudo

O estudo incluiu amostras bacterianas previamente isoladas de 58 bovinos,
pertencentes a oito propriedades rurais, localizadas em regides agropecuarias nos
estados do Rio de Janeiro (duas propriedades com 20 bovinos no total) e de Rondbdnia
(seis propriedades com 38 bovinos no total). No Rio de Janeiro as propriedades
pesquisadas foram: Fazenda Ouro Branco, localizada no municipio de Guapimirim e
Jororé do Sertdo, localizada em Cachoeira do Macacu. No estado de Rondbnia as
propriedades pesquisadas foram: Estancia Laiz, localizada em Presidente Médice;
Fazenda Ibituruna, Fazenda Santa Luzia e Sitio Belo Vista, todas localizadas no
municipio de Ji-Parana; Fazenda 7 de Setembro, localizada em Corumbiaria; e Estancia

Icaraima, localizada no municipio de Cacoal (Quadros 1, 2, 3, 4, 5 € 6).

Em ambos os estados a coleta das amostras fecais foi feita apds a emisséo
espontanea por bovinos de um més a 15 anos de idade, com (n=2) ou sem (n=56)
enteropatias, pertencentes a propriedades rurais leiteiras, contendo ou nao sala de
ordenha (Quadros 1, 2, 3, 4, 5 e 6). Apds a coleta as amostras fecais foram inoculadas e
transportadas em meio Cary Blair para processamento no laboratorio.

Quadro 1. Relagéo dos bovinos do Municipio de Guapimirim-RJ

Bovinos Propriedade Idade Tipo de Sala de Enteropatia
ordenha ordenha
B0O1 Fazenda Ouro Branco 5 anos MEC S A
B002 Fazenda Ouro Branco 3 anos MEC S A
B003 Fazenda Ouro Branco 9 anos MEC S A
B004 Fazenda Ouro Branco 4 anos MEC S A
B00S5 Fazenda Ouro Branco 5 anos MEC S A
B006 Fazenda Ouro Branco 1 més MEC S P
B007 Fazenda Ouro Branco 4 anos MEC S A
B008 Fazenda Ouro Branco 4 meses MEC S A
B009 Fazenda Ouro Branco 1 més MEC S A

Legenda. MEC (mecénica), S (sim), A (ausente), P (presente).
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Quadro 2. Relagao dos bovinos do Municipio de Cachoeira de Macacu-RJ.

Bovinos Propriedade Idade Tipo de Selade  Enteropatia
ordenha  ordenha
B010 Jororéd do Sertdo 8 anos MA S A
BO11 Joror6 do Sertdo 8 anos MA S A
BO12 Jororo do Sertdo 4 anos MA S A
BO13 Joror6 do Sertdo 6 anos MA S A
B014 Joror6 do Sertdo 3 anos MA S A
B015 Jororéd do Sertdo 3 anos MA S A
B016 Joror6 do Sertdo 2 meses MA S A
BO17 Jororo do Sertdo 3 meses MA S A
B018 Joror6 do Sertdo 2 meses MA S A
B019 Joror6 do Sertdo 2 meses MA S A
B020 Jororéd do Sertdo 2 meses MA S A

Legenda. MA (manual), S (sim), A (ausente).

Quadro 3. Relacdo dos bovinos do Municipio de Presidente Médice-RO.

) ] Tipo de Salade  Enteropatia
Bovinos Propriedade Idade
ordenha ordenha
B026 Estancia Laiz 5 anos MA N A
B027 Estancia Laiz 6 anos MA N A
B028 Estancia Laiz 5 anos MA N A
B029 Estancia Laiz 5 anos MA N A

Legenda. MA (manual), N (ndo), A (ausente).

Quadro 4. Relagao dos bovinos do Municipio de Corumbiaria-RO.

) ] Tipode  Salade Enteropatia
Bovinos Propriedade Idade
ordenha  ordenha
B030 Fazenda 7 de setembro 5 anos MA N A
B031 Fazenda 7 de setembro 5 anos MA A
B032 Fazenda 7 de setembro 6 anos MA N A
B033 Fazenda 7 de setembro 6 anos MA N A
B034 Fazenda 7 de setembro 6 anos MA N A

Legenda. MA (manual), N (ndo), A (ausente).
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Legenda. MA (manual), N (ndo), A (ausente), P (presente).

Bovinos Propriedade Idade Tipo de Sala de Enteropatia
ordenha  ordenha
B021 Fazenda Ibituruna 5 anos MA N A
B022 Fazenda Ibituruna 9 anos MA P
B023 Fazenda Ibituruna 12 anos MA N A
B024 Fazenda Ibituruna 8 anos MA N A
B025 Fazenda Ibituruna 7 anos MA N A
B043 Fazenda Santa Luzia 7 anos MA N A
B044 Fazenda Santa Luzia 5 anos MA N A
B045 Fazenda Santa Luzia 5 anos MA N A
B046 Fazenda Santa Luzia 5 anos MA N A
B047 Fazenda Santa Luzia 7 anos MA N A
B048 Sitio Bela Vista 8 anos MA N A
B049 Sitio Bela Vista 8 anos MA N A
B050 Sitio Bela Vista 10 anos MA N A
B051 Sitio Bela Vista 6 anos MA N A
B052 Sitio Bela Vista 8 anos MA N A
B053 Sitio Bela Vista 10 anos MA N A
B054 Sitio Bela Vista 8 anos MA N A
BO55 Sitio Bela Vista 9 anos MA N A
B056 Sitio Bela Vista 10 anos MA N A
B057 Sitio Bela Vista 6 anos MA N A
B058 Sitio Bela Vista 6 anos MA N A
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Quadro 6. Relagao dos bovinos do Municipio de Cacoal-RO.

Bovinos Propriedade Idade Tipo de Sala de Enteropatia
ordenha ordenha
B035 Estancia Icaraima 5 anos MA N A
B036 Estancia Icaraima 4 anos MA A
B037 Estancia Icaraima 8 anos MA N A
B038 Esténcia Icaraima 7 anos MA N A
B039 Estancia Icaraima 5 anos MA N A
B040 Estancia Icaraima 7 anos MA N A
B041 Estancia Icaraima 8 anos MA N A
B042 Estancia Icaraima 15 anos MA N A

Legenda. MA (manual), N (ndo), A (ausente).

3.2 Amostras bacterianas

Foram incluidas no estudo um total de 301 amostras de E. coli, sendo 136
provenientes de 20 bovinos estado do Rio de Janeiro e 165 isoladas de 37 bovinos do

estado de Rondonia.

Resumidamente, as amostras fecais foram semeadas nos meios seletivos para
enterobactérias agar azul de metileno (EMB - Difco®) e &gar MacConkey Sorbitol
(Difco®). As coldnias bacterianas foram selecionadas com base nas caracteristicas
morfo-fisioldgicas sugestivas da espécie e submetidas a provas bioquimicas utilizando-
se 0s meios EPM, MILi e Citrato de Simmons (Probac do Brasil®) para a identificacdo
da espécie bacteriana. No meio EPM o padrdo bioquimico para E. coli consiste de
producdo de gas em glicose (+), utilizacdo da glicose (+), producdo de sulfeto de
hidrogénio (-), hidrolise da uréia (-) e desaminacdo do triptofano (-). No meio MILi é
observada motilidade (+/-), producao de indol (+) e descarboxilacédo de lisina (+/-). Em

99% dos casos a E. coli ndo utiliza o citrato como fonte de carbono.®

As amostras bacterianas identificadas como Escherichia coli foram estocadas,
congeladas a -20°C em caldo tripticaseina de soja (TSB-BBL), acrescido de 15% (v/v)
de glicerol. A cada teste foram avaliados o grau de pureza e a viabilidade das células

bacterianas.
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3.3 Coleta de dados clinico-epidemioldgicos dos bovinos e de caracteristicas das

propriedades

Informacdes sobre a idade dos animais, aspectos clinicos relevantes (presenca
ou auséncia de enteropatias), alem das caracteristicas sobre a infraestrutura e condicGes
sanitarias das propriedades rurais, foram obtidas através de um questionario
epidemioldgico (Anexo 1) aplicado na ocasido da coleta do material e serdo

consideradas neste estudo.

No estado do Rio de Janeiro, apos a coleta, observou-se que a idade dos
bovinos variou de um més a nove anos de idade e somente um bovino (B0O06,
pertencente a Fazenda Ouro Branco localizada em Guapirmirim) apresentou enteropatia.
Tanto a propriedade Fazenda Ouro Branco, localizada em Guapimirim quanto a
propriedade Jororé do Sertdo, localizada em Cachoeira de Macacu, possuiam sala de
ordenha, mas somente na Fazenda Ouro Branco a ordenha era feita de forma

mecanizada (Quadros 1 e 2).

No estado de Rondonia a idade dos bovinos variou de quatro a 15 anos e
somente um animal (B022, pertencente a Fazenda Ibituruna, localizada em Ji-Parand)
apresentou enteropatia. Em todas as cinco propriedades localizadas nos quatro
diferentes municipios de Ronddnia a ordenha era feita de forma manual e nenhuma

possuia sala de ordenha (Quadros 3, 4, 5 e 6).
3.4 Métodos laboratoriais de investigacdo — analise molecular
3.4.1 Extracdo de DNA bacteriano

Para a extracdo do DNA as amostras foram semeadas em &gar de tripticaseina
de soja (TSA - Difco®) e incubadas a 37°C por 18-24 horas. Ap6s o periodo de
crescimento, as células bacterianas foram ressuspensas em 100uL de tampédo TE (Tris-
HCI 10mM, EDTA 0,1mM, H,0 qg.s.p. - 100mL, pH 7.5), submetido a fervura por 10
minutos e centrifugado a 12.000 rpm por cerca de 1 minuto. Os produtos da extracdo de
DNA bacteriano foram usados como fonte de DNA para as reacdes de PCR de
amplificacdo dos genes stxj, Stxp, eae, ehxA, rfboiis, rfboisz, rfboiar, rfbEoiss, fliCy; e
para 0s marcadores genéticos chuA, yjaA e o fragmento de DNA TspE4.C2.
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3.4.2 Amplificacdo simultanea dos genes stxy, stx,, eae e ehxA

Todas as amostras bacterianas do estudo (n=301) foram submetidas as reacfes de
amplificacdo para a deteccdo dos genes stxi, stx,, eae e ehxA segundo recomendacdes de
Paton e Paton (1998).%” A reacdo de PCR foi realizada utilizando-se uma mistura
contendo uma aliquota de 2ul. de DNA, 250nM de cada primer, 200uM de
desoxinucleotideos trifosfato (DNTP), 1U de Taq Polimerase, em 10mM Tris-HCL (pH
8,3), 2mM MgCl,, 50mM KClI, 0,1% Tween 20 e 0,1% Nonidet P-40. A reagdo foi
realizada em termociclador Mastercycler Personal (Eppendorf®) e submetida a 35
ciclos, cada um consistindo de 1 min a 95°C; 2 min a 65°C para os primeiros 10 ciclos,
diminuindo para 60°C no ciclo 15; e 1.5 min a 72°C, aumentando para 2.5 min a partir
do ciclo 25 até 0 35. Como controles de reacao foram utilizadas as cepas ATCC E30138
(stxo+ eae+ ehxA+) e E40705 (stx;+ eae+ ehxA+). As sequéncias dos iniciadores

utilizados encontram-se no quadro 7.

Quadro 7: Iniciadores utilizados para amplificacdo simulténea de genes stx;, stx,, eae e ehxA.

Iniciador Sequéncia (5°-3) Gene ou Tamanho do fragmento
fragmento alvo (pb)
Stx, F ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC stxy 180
Stx; R AGAACGCCCACTGAGATCATC StXy
Stx; F GGCACTGTCTGAAACTGCTCC stX, 255
Stx; R TCGCCAGTTATCTGACATTCTG stx,
Eae F GACCCGGCACAAGCATAAGC eae 384
Eae R CCACCTGCAGCAACAAGAGG eae
EhxAF GCATCATCAAGCGTACGTTCC ehxA 534
EhxAR AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT ehxA

3.4.3 Amplificacdo simulténea dos genes rfbossz, rfboiia € rfberas

As amostras stx+ (n=167) foram submetidas as reacdes de amplificacdo para a
deteccdo dos genes rfbgisz, rfboii; € rfbeiis segundo recomendacgdes de Paton e Paton
(1999).% A reacdo de PCR foi realizada utilizando-se uma mistura contendo uma
aliquota de 2uL de DNA, 250nM de cada primer, 200uM de desoxinucleotideos
trifosfato (DNTP), 1U de Taqg Polimerase, em 10mM Tris-HCL (pH 8,3), 2mM MgCl,,
50mM KCI, 0,1% Tween 20 e 0,1% Nonidet P-40. A reacdo foi realizada em
termociclador Mastercycler Personal (Eppendorf®) e submetida a 35 ciclos, cada um
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consistindo de 1 min & 95°C; 2 min a 65°C para os primeiros 10 ciclos, diminuindo para
60°C no ciclo 15; e 1.5 min a 72°C, aumentando para 2.5 min a partir do ciclo 25 até o
35. Como controles de reacdo foram utilizadas a cepa ATCC E30138 (rfbEois7+) € a
amostra clinica 771 (rfbo113+). As sequéncias dos iniciadores utilizados encontram-se no

quadro 8.

Quadro 8: Iniciadores utilizados para amplificacdo simultanea de genes rfbgys7, rfboiss € rfboss.

Iniciador Sequéncia (5°-3") Gene ou Tamanho do
fragmento alvo fragmento (pb)

O113F AGCGTTTCTGACATATGGAGTG rfboyss 593
O113R GTGTTAGTATCAAAAGAGGCTCC rfboyis

O157F CGGACATCCATGTGATATGG rfbossz 259
0O157R TTGCCTATGTACAGCTAATCC rfboss7

Ol11F TAGAGAAATTATCAAGTTAGTTCC rfbon 406
Ol11R ATAGTTATGAACATCTTGTTTAGC rfboi1e

3.4.4 Amplificagédo simulténea dos genes da regido LEE e suas variantes

As amostras eae+ (n=109) foram submetidas a reacdes de amplificacdo para a
deteccdo das variantes genéticas da regido LEE: eaea, eaeP, eaey, tira, tirP, tiry,
espAa, espAB, espAy, espBa, espBp, espBy foram realizadas de acordo com a
metodologia descrita por China e colaboradores (1999).% Apés a extragdo do DNA por
lise térmica, uma aliquota de 5ul de DNA foi acrescentada a uma mistura contendo: 2
mM dNTP, tampéo 10X (100 mM Tris-HCI, 15 mM MgCl,, 500 mM KCI, pH 8.3), 40
mM de cada primer, 1U de Tag DNA polimerase para um volume final de 50 pl. Para
espA, os seguintes ciclos foram realizados: 1 X 94°C por 5 min e 30 X (94°C por 30 s,
48°C por 30 s, 72°C por 30 s). Para espB, eae e tir, os seguintes ciclos foram realizados:
94°C por 5 min e 30 X (94°C por 30s, 50°C por 30s, 72°C por 30s). Como controles de
reacdo foram utilizadas as cepas E2348 (eaeo+ tiro+ espAat+ espBat), B171 (eaep+
tirp+ espAp+ espBp+) ¢ RJ581 (eaey+ tiry+ espAy+ espBy+). As sequéncias dos

oligonucleotideos iniciadores utilizados encontram-se no quadro 9.
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Quadro 9. Iniciadores utilizados para amplificacéo simultanea dos genes eaea, eaep, eaey, tira, tirf,
tiry, espAa, espAp, espAy, espBa, espBp e espBy.

Iniciador Sequéncia (5°-3") Gene ou Tamanho do
fragmento alvo fragmento (pb)
B73 TACTGAGATTAAGGCTGATAA eaea 452
B138 GACCAGAAGAAGATCCA eaea
B73 TACTGAGATTAAGGCTGATAA eaep 520
B137 TGTATGTCGCACTCTGATT eaep
B73 TACTGAGATTAAGGCTGATAA eaey 778
B74 AGGAAGAGGGTTTTGTGTT eaey
B139 CRCCKCCAYTACCTTCACA tira 342
B152 CGCTAACCTCCAAACCATT tira
B139 CRCCKCCAYTACCTTCACA tirf 560
B140 GATTTTTCCCTCGCCACTA tirf
B139 CRCCKCCAYTACCTTCACA tiry 781
B141 GTCGGCAGTTTCAGTTTCAC tiry
B163 TGAGGCATCTAARGMGTC espAa 269
B165 GCTGGCTATTATTGACCG espAa
B163 TGAGGCATCTAARGMGTC espAB 101
B166 TGCCTTTCTTATTCTTGTCA espAB
B163 TGAGGCATCTAARGMGTC espAy 172
B164 ATCACGAATACCAGTTACCA espAy
B148 GCCGTTTTTGAGAGCCA espBa 94
B151 TCCCCAGGACAGATGAGAT espBa
B148 GCCGTTTTTGAGAGCCA espBp 233
B149 CTTTCCGTTGCCTTAGT espBp
B148 GCCGTTTTTGAGAGCCA espBy 188
B150 GCACCAGCAGCCTTTGA espBy

Legenda. R= A+G, K= T+G, Y= C+T, M= A+C.

3.4.5 Amplificagédo simulténea dos genes fliCy; e rfbE

As amostras bacterianas rfbois;+ (n=156) foram submetidas as reacdes de

amplificacdo para a deteccdo dos genes rfbE e fliCy; segundo recomendacbes de

Gordillo e colaboradores (2011).%° A reagdo foi realizada utilizando-se uma mistura
contendo uma aliquota de 3ulL de DNA, 0,2 mM dNTP, tampéo 10X (10 mM Tris-HClI,
3 mM MgCl,, 500 mM KCI, pH 8.8), 40 mM de cada primer, 6U de Taq DNA

polimerase para um volume final de 50 ul. A reacdo foi realizada em termociclador

Mastercycler Personal (Eppendorf®) e submetida a um ciclo de desnaturacéo inicial a

95° por 2,5 minutos, seguido de 35 ciclos de 94° por 30 s, 58° por 1 min e 72° por 1
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min, com uma extenséo final de 72° por 5 min. Como controle de reacdo foi utilizada a
cepa ATCC E30138 (rfbE+ fliCps+). As sequéncias dos iniciadores utilizados

encontram-se no quadro 10.

Quadro 10: Iniciadores utilizados para amplificacdo simultanea dos genes fliCy; e rfbE.

. o Gene ou Tamanho do
Iniciador Sequéncia (5°-3")
fragmento alvo fragmento (pb)
RFBEO157 F GGATGACAAATATCTGCGCTGC rfbE 213
RFBEO157 R GGTGATTCCTTAATTCCTCTCTTTCC rfbE
FLICH7 F GCGCTGTCGAGTTCTATCGAGC flicy; 625
FLICH7 R CAACGGTGACTTTATCGCCATTCC flicy

3.4.6 Amplificacdo Randémica do DNA polimorfico (RAPD-PCR)

A reacdo de RAPD-PCR foi realizada para todas as amostras STEC (n=167)
seguindo a metodologia proposta por Pacheco e colaboradores (1997).° O DNA
bacteriano foi obtido por lise térmica a partir de uma suspensdo bacteriana de
concentracdo definida. Para a reacdo de PCR foi utilizado um volume final de 30uL
contendo 2uL do DNA bacteriano, 3uL de tampdo 10X (Invitrogen®), 30pmol/uL de
cada iniciador, 250uM de cada dNTP (Invitrogen®), 3mM de MgCl, (Invitrogen®) e
1U/uL de Taq DNA polimerase (Invitrogen®). A reacéo foi realizada em termociclador
Mastercycler Personal (Eppendorf®) e programada uma etapa de desnaturacdo inicial
de 94°C por 1 minuto seguida de 4 ciclos de 94°C por 4 minutos, 37°C por 4 minutos e
72°C por 4 minutos, 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 37°C por 1 minuto e 72°C por 2
minutos e extensdo final de 72°C por 10 minutos. Para a reacdo foram utilizados os
iniciadores 1254, 1290 e A04 (Quadro 11).

Quadro 11. Iniciadores para amplificagcdo randémica do DNA polimérfico.

Concentracao do primer

Iniciador Sequéncia (5™-3") (pmol/pL)
1254 CCGCAGCCAA 30
1290 GTGGATGCGA 30

A04 AATCGGGCTG 30
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3.4.7 Amplificacdo simultanea para o agrupamento filogenético das amostras de E.

coli carreadoras dos genes stx

A deteccdo dos genes chuA, yjaA e do fragmento TspE4.C2 foi realizada para
as amostras STEC (n=167) atraves de ensaios de amplificacdo segundo recomendacfes
de Clermont e colaboradores (2000).* Para a reacéo de PCR foi utilizado um volume
final de 20pL contendo 3uL do DNA bacteriano, 2uL de tamp&o 10X (Invitrogen®),
20pmol/uL de cada iniciador, 0,16mM de dNTP (Invitrogen®), 3mM de MgCl,
(Invitrogen®) e 2,5U/uL de Tag DNA polimerase (Invitrogen®). A reacéo foi realizada
em termociclador Mastercycler Personal (Eppendorf®) e programada para desnaturacio
inicial de 94°C por 4 minutos seguida de 30 ciclos de 94°C por 5 segundos e 59°C por
10 segundos seguida de uma extens&o final de 72°C por 5 minutos. Como controle de
reacdo foi utilizado a amostra selvagem 46111 (chuA+, yjaA+ e TspE4.C2+). As

sequéncias dos iniciadores utilizados encontram-se no quadro 12.

Quadro 12. Iniciadores de PCR-triplex para agrupamento filogenético de STEC.

o o Gene ou Tamanho do fragmento
Iniciador Sequéncia (5°-3")

fragmento alvo (pb)

chuA.l GACGAACCAACGGTCAGGAT chuA 279
chuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA

yjaA.l TGAAGTGTCAGGAGACGCTG yjaA 211
yjaA.2 ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC

TspE4C2.1 GAGTAATGTCGGGGCATTCA TspE4.C2 152
TspE4C2.2 CGCGCCAACAAAGTATTACG

3.4.8 Deteccéo dos produtos de PCR

Ao final da reacdo, aproximadamente 12uL dos produtos resultantes de
amplificacdo foram adicionados a 2uL de tampédo de corrida (gel loading buffer -
Invitrogen®), 6ul GelRed Nucleic Acid Stain (Uniscience) e submetidos & eletroforese
em gel de agarose na concentracdo de 2% (p/v) (PCR - stxy, Stx,, eae e ehxA), 1% (p/v)
(PCR - rfbois7, rfboir € rfboirs); 2% (p/v) (PCR - eaea, eae, eaey, tira, tirf, tiry,
espAa., espAB, espAy, espBa., espBp, espBy); 1% (p/v) (PCR - rfbgis7 e fliCyy); 1,5%
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(p/v) (PCR-RAPD) e 1,2% (p/v) (PCR- chuA, yjaA, TspE4.C2), preparado em tampdao
Tris-Borato-EDTA 0,5X. O gel foi inspecionado visualmente em transiluminador de luz
ultravioleta (UVITec®, Cambridge, Reino Unido) e fotografados em sistema de captura
de imagem digital (UVIPro silver®, Cambridge, Reino Unido). Para estimar o tamanho
dos fragmentos obtidos foi utilizado o padrdo de 100pb DNA ladder (Invitrogen®)
(PCR.- stxy, stx,, eae e ehxA/ rfbois7, rfboir; € rfbor1s/ eaea, eaep, eaey, tira, tirp, tiry,
espAa., espAB, espAy, espBa, espBp, espBy/ rfbois; € fliCh7/ chuA, yjaA, TspE4.C2) e
1Kb DNA ladder (Invitrogen®) (PCR-RAPD). A reprodutibilidade dos perfis foi
avaliada observando-se a repeticdo do padrdo eletroforético com base em diferentes
reacOes de amplificagdo e de culturas do mesmo isolado. O critério para definicdo dos
perfis eletroforéticos foi baseado na presenca e auséncia de bandas. Os perfis foram
submetidos as analises visual e computadorizada utilizando o sistema UVITEC-

UVIPRO, programa UVIbandmap, versdo 11.9.
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4. RESULTADOS

4.1 Anédlise Bioquimica

Das 301 amostras de E. coli coletadas, 73,4% (221/301) eram moveis e 26,6%
(80/301) imdveis, 56,5% (170/301) foram produtoras de gas e 43,5% (131/301) ndo
produziram gas. Com relacdo ao sorbitol, 62,5% (188/301) das amostras fermentaram o
sorbitol (sorbitol+) e 37,5% (113/301) ndo fermentaram (sorbitol-).

4.1.1 Analise bioquimica por estado

No Rio de Janeiro, das 136 amostras de E. coli coletadas, 70,6% (96/136) eram
moveis e 29,4% (40/136) imdveis, 74,3% (101/136) foram produtoras de gas e 25,7%
(35/136) ndo produziram gas. Com relacdo ao sorbitol, 67,6% (92/136) das amostras

fermentaram o sorbitol (sorbitol+) e 32,4% (44/136) ndo fermentaram (sorbitol-).

Em Rond6nia, das 165 amostras de E. coli coletadas, 75,8% (125/165) eram
moveis e 24,2% (40/165) imdveis, 41,8% (69/165) foram produtoras de gas e 58,2%
(96/165) ndo produziram gas. Com relacdo ao sorbitol, 58,2% (96/165) das amostras

fermentaram o sorbitol (sorbitol+) e 41,8% (69/165) nao fermentaram (sorbitol-).

4.2 PCR para detecgao dos genes stxy, stx,, eae e ehxA

4.2.1 Diagndstico molecular de STEC

Das 301 amostras incluidas neste estudo, 167 (55,5%) foram consideradas
STEC por serem carreadoras de, pelo menos, um dos marcadores caracteristicos do
patotipo: genes stx; e/ou stx, (Figura 1). Dessas 167 amostras 2,4% (4/167) foram
carreadoras de stx;+, 12% (20/167) de stx,+ e 85,6% (143/167) de ambos 0s genes stx; e
stx, (Tabela 1).
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4.2.1.1 Diagndstico molecular de STEC por estado

Das 167 amostras de STEC detectadas, 24 foram isoladas do estado do Rio de
Janeiro, representando 14,4% (24/167) e 143 do estado de Ronddnia, representando
85,6% (143/167) do total de amostras de STEC.

No estado do Rio de Janeiro, 8,3% das amostras (2/24) foram carreadoras do
gene stxy, 29,2% (7/24) do gene stx,+ e 62,5% de ambos 0s genes stx; e stx, (Tabela 1 e
grafico 1). Dos 20 bovinos provenientes desse estado, 45% (9/20), com idade variando
de 1 més a 8 anos, apresentaram amostras de E. coli carreadoras do gene stx, sendo que
55,56% (5/9) desses animais, com 2 meses a 8 anos de idade, apresentaram somente
amostras stx;+ e stxp+. Os bovinos B004, de 4 anos (Guapimirim) e B019, de 2 meses
(Cachoeira de Macacu) apresentaram somente amostras stxp+; o B009, de 1 més
(Guapimirim) apresentou seis amostras stx;+ e stx,+ e uma amostra somente stx,+; € 0
bovino B020, de 2 meses (Cachoeira de Macacu) apresentou uma amostra stx;+ e stx,+,
duas amostras somente stx;+ e 2 amostras somente stxp+. Nenhum dos bovinos que
possuiram amostras de E. coli carreadoras do gene stx apresentavam enteropatias. Todas
as propriedades apresentavam sala de ordenha e somente a propriedade Joror6 do

Sertdo, localizada em Cachoeira de Macacu, fazia ordenha manualmente.

No estado de Rondonia, 1,4% (2/143) dos isolados foram stx;+, 9,1% (13/143)
stxo+ e 89,5% (128/143) stx;+ e stxp+ (Tabela 1 e gréfico 1). Dos 38 bovinos
provenientes desse estado, 92,1% (35/38), com idade variando de 4 a 15 anos,
apresentaram amostras de E. coli carreadoras do gene stx, sendo que 88,6% (31/35)
desses animais, com 5-15 anos de idade, apresentaram somente amostras stx;+ e stxp+.
O bovino B033, de 6 anos (Corumbiaria), apresentou uma amostra stx;+ e stxp+, uma
amostra somente stx;+ e trés amostras somente stx,+; o bovino B036 (Cacoal), de 4
anos, apresentou trés amostras somente stx,+ e duas amostras stx;+ e stx,+; o bovino
B040 (Cacoal), de 7 anos, quatro amostras stx;+ e stxo+ e uma amostra somente stx,+; e
0 bovino B047 (Ji-Parand), de 7 anos, a presentou duas amostras somente stx,+ e duas
amostras stx;+ e stxp+. Nenhum dos animais que possuiram amostras de E. coli
carreadoras do gene stx apresentavam enteropatias. Todas as propriedades apresentavam

sala de ordenha e em todas as propriedades a ordenha era feita de forma manual.
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Tabela 1. Prevaléncia de STEC nos estados de Rio de Janeiro e Rondonia.

Marcadores STEC (%)

Estado stx, stx, StXq/stXy

RJ (n=24) 8,3% (2/24) 29,2% (7/24) 62,5% (15/24)

RO (n=143) 1,4% (2/143) 9,1% (13/143) 89,5% (128/143)

Total (n=167) 2,4% (4/167) 12% (20/167) 85,6% (143/167)

100,00%
90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00% -

stxy stx, stxy/stx,

mRJ
ERO

Marcadores de viruléncia

Grafico 1. Proporcao dos genes stx nas amostras de STEC por estado.
4.2.2 Prevaléncia de genes relacionados a viruléncia (eae e ehxA)

Das 301 amostras de E. coli incluidas no estudo, 36,2% (109/301) foram eae+
(Figura 1), sendo que dessas, 94,5% (103/109) eram stx;+ e/ou stxp+.

Com relacdo a enterohemolisina (Figura 1), 21,3% (64/301) das amostras
foram carreadoras do gene ehxA. Dentre essas, 87,5% (56/64) eram também carreadoras

dos genes stx; e/ou stx,.
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4.2.2.1 Prevaléncia de genes relacionados a viruléncia (eae e ehxA) por estado

No estado do Rio de Janeiro as amostras eae+ corresponderam a 17% (23/136)
do total de amostras (n=136) provenientes deste local. J& as amostras ehxA+
corresponderam a 14% (19/136) das amostras. Dentre as amostras carreadoras dos genes
stx (n=24), 75% (18/24) eram eae+ e 50% (12/24) eram ehxA+ (Tabela 2).

Com relacdo ao estado de Rondbnia (n=165), 52,1% (86/165) foram eae+ e
27,3% (45/165) ehxA+. Dentre as amostras carreadoras dos genes stx (n=143), 59,4%
(85/143) eram eae+ e 30,8% (44/143) eram ehxA+. Somente uma amostra foi eae+ e

ehxA+ sem ser carreadora de nenhum dos genes stx.

Tabela 2. Prevaléncia dos genes eae e ehxA em amostras STEC por estado.

Marcadores de Viruléncia em STEC (%)

Estado eae ehxA
RJ (n=24) 75% (18/24) 50% (12/24)
RO (n=143) 59,4% (85/143) 30,8% (44/143)
Total (n=167) 61,7% (103/167) 39,2% (56/167)
80%

70% -

60% -
50% -
40% - =RJ
30% - =RO
20% -

10% -

0% -

eae ehxA

Gréfico 2. Proporcdo de amostras STEC carreadoras dos genes eae e ehxA por estado.
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4.2.3 Perfis geneéticos de viruléncia

Com base nos marcadores investigados, foram detectados 11 perfis genéticos
de STEC (stxi/stxo/eaelehxA, stxi/stxo/eae, stxi/stxo/ehxA, stxi/stxp, stxj/eae/ehxA,
stxi/ehxA, stx;, stxo/eae/ehxA, stxo/eae, stxo/ehxA e stxp) e dois perfis ndo-STEC,
(eae/ehxA e ehxA).

Entre as amostras STEC (n=167), os perfis mais frequentes foram: 25,1%
(42/167) stxi/stxo/eaelehxA, 27% (45/167) stxi/stx./eae, 2,4% (4/167) stxi/stxo/ehxA,
31,1% (52/167) stxi/stxo, 1,2% (2/167) stxi/eae/ehxA, 0,6% (1/167) stxi/ehxA, 0,6%
(1/167) stx1, 3% (5/167) stxo/eaelehxA, 4,8% (8/167) stx,/eae, 1,2% (2/167) stx,/ehxA e
3% (5/167) stx,. Entre as amostras de E. coli ndo STEC (n=134) o perfil eae/ehxA
correspondeu a 4,5% (6/134) e o perfil ehxA a 1,5% (2/134) do total.

Do total de 301 amostras de E. coli, 41,9% (126/301) ndo foram carreadoras

dos genes pesquisados.

4.2.3.1 Perfis genéticos de viruléncia por estado

No grupo de amostras do estado do Rio de Janeiro foram encontrados oito
perfis genéticos correspondentes a E. coli produtora de toxina Shiga (stxi/stxp/eae/ehxA,
stxi/stxo/eae, stxi/stxy, Stxi/eaelehxA, stx;, stx/eaelehxA, stx./eae e stx,) e dois perfis
ndo-STEC (eae/ehxA e ehxA). Com relagdo as amostras carreadoras do gene stx (n=24):
41,6% (10/24) apresentaram o perfil stxi/stxo/eae/ehxA, 12,5% (3/24) stx,/stx./eae, 8,3%
(2/24) stxi/stx,, 4,2% (1/24) stxi/eaelehxA, 4,2% (1/24) stxy, 4,2% (1/24) stx,/eael/ehxA,
8,3% (2/24) stx,/eae e 16,7% (4/24) o perfil stx, (Tabela 3). Os perfis ndo STEC
eae/ehxA e ehxA corresponderam a 4,5% (5/112) e a 1,8% (2/112), respectivamente, das

amostras de E coli que ndo eram carreadoras de nenhum gene stx.

Ja as amostras do estado de Rondbdnia apresentaram 10 perfis de STEC
(stxa/stxo/eaelehxA, stxi/stxoleae, stxi/stxp/ehxA, stxi/stxp, stxi/eae/ehxA, stxi/ehxA,
stxo/eae/ehxA, stx,/eae, stx,/ehxA e stx;) e um perfil ndo-STEC (eae/ehxA). Dentre as
amostras carreadoras dos genes stx (n=143): 22,4% (32/143) apresentaram o perfil
stxi/stxo/eae/ehxA, 29,4% (42/143) stxi/stx,/eae, 2,8% (4/143) stxi/stx./ehxA, 34,9%
(50/143) stxi/stxy, 0,7% (1/143) stxi/eaelehxA, 0,7% (1/143) stxi/ehxA, 2,8% (4/143)
stxo/eaelehxA, 4,2% (6/143) stxp/eae, 1,4% (2/143) stxo/ehxA e 0,7% (1/143) stx,
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(Tabela 3). O perfil ndo-STEC eae/ehxA, correspondeu a 4,5% (1/22) das amostras de

E. coli que ndo foram carreadoras de nenhum dos genes stx (n=22).

Tabela 3. Prevaléncia dos perfis genéticos detectados entre as amostras de STEC isoladas nos
estados do Rio de Janeiro e Rondbnia.

Perfis genéticos de % RJ % RO % Total
viruléncia em STEC (n=24) (n=143) (n=167)
stx,/stx,/eae/ehxA 41,6% (10/24) 22,4% (32/143) 25,1% (42/167)
stxi/stx,/eae 12,5% (3/24) 29,4% (42/143) 27% (45/167)
stx/stx,/ehxA - 2,8% (4/143) 2,4% (4/167)
Stx,/stx, 8,3% (2/24) 34,9% (50/143) 31,1% (52/167)
stx;/eae/ehxA 4,2% (1/24) 0,7% (1/143) 1,2% (2/167)
stx,/eae - - -
stxs/ehxA - 0,7% (1/143) 0,6% (1/167)
stx, 4,2% (1/24) - 0,6% (1/167)
stx,/eae/ehxA 4,2% (1/24) 2,8% (4/143) 3% (5/167)
stx,/eae 8,3% (2/24) 4,2% (6/143) 4,8% (8/167)
stx,/ehxA - 1,4% (2/143) 1,2% (2/167)
stx, 16,7% (4/24) 0,7% (1/143) 3% (5/167)
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Figura 1. Perfis eletroforéticos dos marcadores genéticos genes associados ao patotipo STEC.
Colunas: (1) padrdo de peso molecular 100pb; (2) ATCC E30138 ; (3) ATCC E40705; (4) padrdo de peso
molecular 100pb; (5) BSP 019 I1; (6) BSN 020 V; (7) BSP 025 I; (8) BSP 026 I1; (9) BSP 026 II.

4.3 PCR-sorogrupagem (rfbois7 rfboir1 € rfboii3)

Do total das 167 amostras STEC, 3,6% (6/167) foram caracterizadas
genotipicamente como pertencentes ao sorogrupo 0113 e 93,4% (156/167) como
pertencentes ao sorogrupo O157. Ndo foram detectadas amostras carreadoras do gene
rfbo111, que caracterizaria a amostra como pertencente ao sorogrupo O111 (Tabela 4).

Cerca de 3% (5/167) das amostras ndo foram positivas para 0s genes pesquisados.

4.3.1 PCR-sorogrupagem por estado

Dentre das amostras isoladas no Rio de Janeiro, 100% (24/24) foram
carreadoras do gene rfbgs; (Figura 2), caracterizando-as como pertencentes ao
sorogrupo 0157 (Tabela 4).

Com relagdo as amostras obtidas de Rondoénia, 4,2% (6/143) foram rfboi3+
(Figura 2), sendo caracterizadas como pertencentes ao sorogrupo O113 e 92,3%
(132/143) apresentaram o gene rfbos7, sendo consideradas pertencentes ao sorogrupo
0157 (Tabela 4). Cinco amostras (3,5%) de RO ndo apresentaram positividade para

nenhum dos genes pesquisados.
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Tabela 4. Prevaléncia das amostras STEC carreadoras dos genes rfbgs7 rfboy; e rfbgiis nos estados
do Rio de Janeiro e Rondonia.

EStadOS rfb0111 rfbong rfb0157
(n®amostras)

RJ - - 100% (24/24)
(n=24)

RO - 4,2% (6/143) 92,3% (132/143)
(n=143)

Total - 3,6% (6/167) 93,4% (156/167)
(n=167)
PM

(pb)

600 4 rfboiis

<+ rfb0157
100

1 2 3 4

Figura 2. Perfis eletroforéticos de amostras STEC carreadoras dos genes rfbgsz e rfbg;is. Colunas:
(1) padréo de peso molecular 100pb; (2) BSP 10 1V; (3) BSP 026 I; (4) BSP031 I.

4.4 PCR-sorotipagem para deteccéo do sorotipo O157:H7

Do total de 156 amostras caracterizadas genotipicamente como pertencentes ao
sorogrupo 0157, 64,1% (100/156) também foram carreadoras do gene fliCy7, sendo que
dessas 100, 36% (36/100) sdo sorbitol- e 75% (75/100) moveis. 35,9% (56/156) foram
carreadoras somente do gene rfbE/rfbois; (Tabela 5). Dessas 56 amostras que foram
somente rfbE+/rfboys7+, 50% (28/56) sdo sorbitol+ e 21,4% (12/56) imoveis.

4.4.1 PCR-sorotipagem por estado

Das 24 amostras rfbE+ detectadas no estado do Rio de Janeiro, 75% (18/24)
foram rfbE+ e flicy7+, sendo que dessas 18, 11,1% (2/18) sé@o sorbitol- e 77,87% sao
moveis. 25% (6/24) das amostras foram somente rfbE+ (Tabela 5). Das 6 amostras
somente rfbE+, 50% (3/6) séo sorbitol+ e 33,3% (2/6) imaveis.
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Dentre as amostras do estado de Rondo6nia, 62,1% (82/132) foram rfbE+
flich7+, sendo que dessas 82, 41,5% (34/82) sdo sorbitol- e 74,4% (61/82) imdveis.
37,9% (50/132) das amostras foram somente rfbE+ (Tabela 5). Das 50 amostras apenas
rfbE+, 50% (25/50) séo sorbitol+ e 20% (10/50) imoveis.

Tabela 5. Prevaléncia das amostras STEC rfbE+, flic,;+ e rfbE+, por estado.

Estados rfbE+ flic,+ rfbE+
(n® amostras)
RJ 75% (18/24) 25% (6/24)
(n=24)
RO 62,1% (82/132) 37,9% (50/132)
(n=132)
Total 64,1% (100/156) 35,9% (56/156)
(n=156)

4.5 Tipagem da regido LEE (Locus of enterocyte effacement)

As 109 amostras eae+ (103 stx+ e 6 stx-) submetidas a tipagem da regido LEE
para deteccdo de varidveis genéticas apresentaram os seguintes subtipos: eaea (3/109),
eaep (6/109), eaey (4/109), tira (2/109), tirp (3/109), tiry (3/109), espAa (3/109), espAB
(0/109), espAy (0/109), espBa (1/109), espBp (9/109) e espBy (0/109).

Alelos néo tipaveis foram detectados em, pelo menos, um gene de cada amostra
testada. As diferentes combinacdes genéticas permitiram a deteccdo de 13 padrdes nas
seguintes proporgOes: 0,92% (1/109) eaey/tir/espANT/espBp, 2,75% (3/109)
eaeo/tirNT/espANT/espBNT, 0,92% (1/109) eaey/tirNT/espAa/espBNT, 6,42% (7/109)
eaeNT/tirNT/espANT/espBp, 0,92% (1/109) eaeNT/tirNT/espANT/espBa, 4,59% (5/109)
eaeP/tirNT/espANT/espBNT,0,92% (1/109) eaeNT/tiro/espANT/espBNT, 1,83% (2/109)
eaeNT/tirNT/espAa/espBNT, 0,92% (1/109) eaey/tira/espANT/espBNT, 0,92% (1/109)
eaeP/tirNT/espANT/espBp, 2,75% (3/109) eaeNT/tiry/espANT/espBNT, 0,92% (1/109)
eaey/tirNT/espANT/espBNT e 1,83% (2/109) eaeNT/tirp/espANT/espBNT. 73,39%
(80/109) foram eaeNT/TirNT/ESpANT/ESpBNT (NT = ndo tipaveis).

4.5.1 Tipagem da regido LEE (Locus of enterocyte effacement) por estado

No estado do Rio de Janeiro foram detectados cinco perfis genéticos para a
regido LEE entre as 23 amostras isoladas eae+: 4,35% (1/23) eaey/tirp/espANT/espBp,
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4,35% (1/23) eaea/tirNT/espANT/espBNT, 4,35% (1/23) eaey/tirNT/espAa/espBNT,
17,39% (4/23) eaeNT/tirNT/espANT/espBp e 4,35% (1/23) eaeNT/tirNT/espANT/espBo.
65,21% (15/23) foram eaeNT/tirNT/espANT/espBNT (Tabela 6).

No estado de Rondbnia foram detectados 10 perfis genéticos para a regido
LEE nas 86 amostras eae+: 2,33% (2/86) eaeo/tirNT/espANT/espBNT, 3,49% (3/86)
eaeNT/tirNT/espANT/espBp, 5,81% (5/86) eaeP/tirNT/espANT/espBNT, 1,16% (1/86)
eaeNT/tira/espANT/espBNT, 2,33% (2/86) eaeNT/tirNT/espAa/espBNT, 1,16% (1/86)
eaey/tira/espANT/espBNT, 1,16% (1/86) eaef/tirNT/espANT/espBp, 3,49% (3/86)
eaeNT/tiry/espANT/espBNT, 1,16% (1/86) eaey/tirNT/espANT/espBNT e 2,33%
(2/86) eaeNT/tirp/espANT/espBNT. 75,58% (65/86) das amostras foram
eaeNT/tirNT/espANT/espBNT (Tabela 6).

Tabela 6. Perfis genéticos da regido LEE detectados entre as amostras de E. coli isoladas nos estados do Rio de
Janeiro e Ronddnia.

Perfis genéticos da regido LEE Estados

Amostras eae tir espA espB RJ (n=23) RO (n=86)
008 V y B NT B 4,35% (1/23)
008 VI, 023 V, 026 III o NT NT NT 4,35% (1/23) 2,33% (2/86)
008 VII y NT a NT 4,35% (1/23)
009 I, 009 V, 020 I11, 020 VI, NT NT NT B 17,39% (4/23) 3,49% (3/86)
026 1V, 049 111, 053 11
014V NT NT NT o 4,35% (1/23)
021 11,021 VI, 042 V, 042 VI, B NT NT NT - 5,81% (5/86)
048 IV
037 IV NT o NT NT - 1,16% (1/86)
042 1V, 048 VI NT NT o NT - 2,33% (2/86)
043 VI Y o NT NT - 1,16% (1/86)
044 111 B NT NT B - 1,16% (1/86)
044V, 049 1, 049 V NT Y NT NT - 3,49% (3/86)
048 | y NT NT NT - 1,16% (1/86)
051 111, 053 111 NT § NT NT - 2,33% (2/86)

Legenda. NT (néo tipavel).
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4.6 PCR-triplex para agrupamento filogenético

As amostras de STEC isoladas se encontram distribuidas nos quatro grupos
filogenéticos: A (44,9%), B1 (47,3%), D (6,6%) e B2 (1,2%) (Tabela 7).

PM
(pb)

600

< ChuA
<+ yjaA
<4 TspE4.C2

100

1 23 456 78 91011
Figura 3. Perfis eletroforéticos de amostras STEC carreadoras dos genes chuA, yjaA e do fragmento

TspE4.C2. Colunas: (1) padrdo de peso molecular 100pb; (2) BSP 054 1l (yjaA e TspE4.C2); (3) BSN
054 IV (TspE4.C2); (4) BSN 054 V (TspE4.C2); (5) BSP 056 I1I (yjaA e TspE4.C2); (6) BSN 056 1V
(TSpE4.C2); (7) BSN 056 V (yjaA e TspE4.C2); (8) BSN 056 VI (yjaA e TspE4.C2); (9) BSP 045 |
(TspE4.C2); (10) BSP 045 Il (TspE4.C2); (11) BSP 043 | (chuaA).

Com base nas diferentes combinac¢Ges das sequéncias geneticas chuA, yjaA e
do fragmento de DNA TspE4.C2 (Figura 3), foram detectados a presenca de sete perfis
filogenéticos. Para o filogrupo A foram detectados o0s genétipos -,-,- e -,+,- representado
19,8% (33/167) e 25,1% (42/167) do total de amostras respectivamente. O filogrupo B1
teve como representantes os genétipos -,-,+ e -,+,+ correspondendo a 38,9% (65/167) e
8,4% (14/167) do total de amostras respectivamente. O grupo filogenético B2
apresentou somente um genotipo, +,+,- representando 1,2% (2/167) do total de
amostras. J& o grupo D apresentou os gendtipos +,-,- e +,-,+ correspondendo a 4,8%

(8/167) e 1,8% (3/167) do total de amostras respectivamente.

Tabela 7. Perfil filogenético das amostras de STEC incluidas no estudo. (Continua)
G Perfil filogenético
fil rup;)_ ’ N° de amostras (%0)
tlogenetico chuA yjaA TspE4.C2
- - - 33
0,

A i N ) 42 44,9% (75/167)

B1 - ) " 65 47 3% (79/167)
- + + 14 A
+ + + 0

B2 1,2% (2/167)
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Tabela 7. Perfis filogenético das amostras de STEC incluidas no estudo. (Concluséo)
_Grupo Perfil filogenético N° de amostras (%)
filogenético
chuA yjaA TspE4.C2
D + - - 8 6,6% (11/167)
+ - + 3
Total 167 100% (167/167)

4.6.1 Filogrupagem por estado

O grupo filogenético A representou 58,3% (14/24) das amostras de STEC
isoladas do estado do Rio de Janeiro, seguido dos filogrupos B1 com 25% (6/24) e dos
filogrupos D e B2, ambos com 8,3% (2/24).

No estado de Rondonia prevaleceu o filogrupo B1 com 51% (73/143) das
amostras de STEC, seguido dos filogrupos A representando 42,7% (61/143) e D com
6,3% (9/143).

No estado do Rio de Janeiro, o filogrupo A apresentou os genotipos -,-,- € -,+,-
representando, respectivamente, 4,2% (1/24) e 54,2% (13/24) do total de amostras de
STEC isoladas. Ja para o filogrupo B1, 16,7% (4/24) das amostras apresentaram o
gendtipo -,-,+ e 8,3% (2/24) das amostras apresentaram o genotipo -,+,+. O filogrupo D
apresentou 0s genotipos +,-,- e +,-,+, ambos correspondendo a 4,2% (1/24) cada. O
filogrupo B2 apresentou somente o gendtipo +,+,- correspondendo a 8,3% (2/24) do
total de amostras de STEC do estado do Rio de Janeiro (Tabela 8).

Em Rondbnia o filogrupo B1 apresentou o gendtipo -,-,+, em 42,7% (61/143)
das amostras e o0 genotipo -,+,+, em 8,4% (12/143) das amostras. O filogrupo A
apresentou os gendtipos -,-,- e -,+,- representando 22,4% (32/143) e 20,3% (29/143)
respectivamente. Ja para o filogrupo D, 4,2% (6/143) das amostras possuiam o gendtipo
+,-,- € 1,4% (2/143) o gendtipo +,-,+ (Tabela 8).
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Tabela 8. Perfil filogenético das amostras de STEC isoladas dos estados do Rio de Janeiro e
Rondbnia.

Grupo Perfil filogenético
fil £ RJ (%) RO (%)
110genetico chuA yjaA TspE4.C2
A - - - 4,2% (1/24) 22,4% (32/143)
- + - 54,2 (13/24) 20,3% (29/143)
B1 - - + 16,7% (4/24)  42,7% (61/143)
- + + 8,3% (2/24) 8,4% (12/143)
B) + + + - -
+ + - 8,3% (2/24) -
5 + - - 4,2% (1/24) 4,2% (6/143)
+ - + 4,2% (1/24) 1,4% (2/143)
Total 100% (24/24)  100% (143/143)

4.7 Amplificagdo randémica do DNA polimoérfico (RAPD-PCR)

A andlise do genoma total foi realizada empregando os iniciadores: 1290 (5°-
GTGGATGCGA-3"), 1254 (5’-CCGCAGCCAA-3") ¢ A04 (5’- AATCGGGCTG-3"). As reagdes
de amplificacdo empregando o iniciador 1290 geraram perfis polimorficos compostos
por 1 a 9 bandas, sendo que duas amostras (BSP 049 VI e BSP 054 V) nao
apresentaram produtos de amplificagdo. Do total de 167 amostras submetidas a tipagem
pelo RAPD, 134 diferentes perfis eletroforéticos estaveis e reprodutiveis foram
detectados (Tabelas 9, 10, 11, 12 e 13). Os ensaios realizados com os iniciadores 1254 e
A04 geraram perfis polimorficos detectaveis em poucas amostras, sendo seus resultados

descartados deste estudo.

A anélise visual da amplificacdo randémica do DNA polimdérfico permitiu
detectar que as STEC isoladas do RJ e RO constituem uma populacdo bacteriana
geneticamente diversa (Figuras 4, 5, 6, 7 e 8). Perfis idénticos foram observados entre
amostras provenientes de um mesmo animal e de animais distintos, porém, pertencentes
a mesma propriedade rural (Tabelas 9, 10, 11, 12 e 13). Somente um perfil genético
(n°42) foi igual entre dois animais provenientes de regides geograficas distintas: o
bovino n® 29 (amostras 029 I, 029 1l e 029 11), pertencente a Estancia Laiz localizada

no municipio de Presidente Médice, em Ronddnia e trés amostras do animal n® 33 (033
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I1, 033 111 e 033 IV), pertencente & Fazenda 7 de Setembro, localizada no municipio de
Corumbiaria, também em Rondonia (Tabelas 10 e 13). Ndo houve nenhum outro perfil
genético idéntico entre amostras de animais provenientes de diferentes regides

geograficas.

A analise da relacdo de identidade genética revelou uma populagdo bacteriana
apresentando amplo espectro de similaridade, com amostras dispostas isoladamente e

em pequenos grupos clonais.

No Rio de Janeiro o indice Dice de similaridade variou de 1 a 85%, para as

amostras provenientes desse estado (Figura 8).

No estado de Rondénia os indices Dice de similaridade variaram de 3 a 88%
para as amostras isoladas do municipio de Ji-Parana, 11 a 57% para as amostras do
municipio de Presidente Médice, 9 a 66% para as amostras do municipio de

Corumbiaria, e de 4 a 73% para o municipio de Cacoal (Figuras 4,5, 6 e 7).

Tabela 9. Representacdo numérica dos perfis de RAPD-PCR das amostras de STEC isoladas do
estado do Rio de Janeiro.

Municipios do estado do RJ

Guapimirim Cachoeira de Macacu
Perfil Amostras Perfil Amostras
1 ool 9 01011
2 004 IV 10 010 IV
3 008 VI 11 017 1N
4 0091 12 018 11
5 009 I1, 009 V, 009 VI 13 018 111, 019 11
6 009 1N 14 018 IV
7 009 IV 15 0191V, 019 VI, 02011
8 009 IX 16 020 I1, 020 V
17 020 Il
18 020 VI
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Tabela 10. Representacdo numérica dos perfis de RAPD-PCR das amostras de STEC isoladas do

municipio de Corumbiaria, Rondbnia.

Corumbiaria-RO

Propriedade

Perfi RAPD Amostras
42 033 11,033 111,033 IV
43 0301
44 0311
45 031 11,031 I
46 0321
47 03211
48 032111
49 032 IV
50 032 VI
51 0331
52 033V

Fazenda 7 de Setembro
Fazenda 7 de Setembro
Fazenda 7 de Setembro
Fazenda 7 de Setembro
Fazenda 7 de Setembro
Fazenda 7 de Setembro
Fazenda 7 de Setembro
Fazenda 7 de Setembro
Fazenda 7 de Setembro
Fazenda 7 de Setembro

Fazenda 7 de Setembro

Tabela 11. Representacdo numérica dos perfis de RAPD-PCR das amostras de STEC isoladas do
(Continua)

municipio de Ji-Parana, Rond6nia.

Propriedade

Ji-Parana-RO

Perfil RAPD Amostras

19 0211

20 02111

21 021 1

22 0211v

23 023 111

24 0231V

25 023V, 023 VI, 0241

26 024 11

27 024 111

28 024 IV

29 024V

30 024 VI

31 025 11, 025 111

77 0431

78 04311

79 043 111

80 043 1V, 043 VI

81 043V

Fazenda Ibituruna
Fazenda Ibituruna
Fazenda Ibituruna
Fazenda Ibituruna
Fazenda Ibituruna
Fazenda Ibituruna
Fazenda Ibituruna
Fazenda Ibituruna
Fazenda Ibituruna
Fazenda Ibituruna
Fazenda Ibituruna
Fazenda Ibituruna
Fazenda Ibituruna

Fazenda Santa Luzia
Fazenda Santa Luzia
Fazenda Santa Luzia
Fazenda Santa Luzia

Fazenda Santa Luzia




Tabela 11. Representa¢do numérica dos perfis de RAPD-PCR das amostras de STEC isoladas do

municipio de Ji-Parana, Rondonia.

(Continuacéo)
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Perfil RAPD Amostras Propriedade
82 044 1 Fazenda Santa Luzia
83 044 11 Fazenda Santa Luzia
84 044 11 Fazenda Santa Luzia
85 044 1V Fazenda Santa Luzia
86 044 Vv Fazenda Santa Luzia
87 044 V1 Fazenda Santa Luzia
88 0451 Fazenda Santa Luzia
89 045 11, 045 111, 045 VI Fazenda Santa Luzia
90 046 1 Fazenda Santa Luzia
91 046 11 Fazenda Santa Luzia
92 046 VI Fazenda Santa Luzia
93 0471 Fazenda Santa Luzia
94 047 11 Fazenda Santa Luzia
95 047 11 Fazenda Santa Luzia
96 047 VI Fazenda Santa Luzia
97 048 1,048 111 Sitio Bela Vista
98 048 11 Sitio Bela Vista
99 048 IV Sitio Bela Vista
100 048 V Sitio Bela Vista
101 048 VI Sitio Bela Vista
102 0491 Sitio Bela Vista
103 049 111 Sitio Bela Vista
104 049V Sitio Bela Vista
105 050 I Sitio Bela Vista
106 050 11, 050 HI Sitio Bela Vista
107 0511 Sitio Bela Vista
108 051 11, 051 I Sitio Bela Vista
109 051 1V Sitio Bela Vista
110 0521 Sitio Bela Vista
111 052 11 Sitio Bela Vista
112 052 111 Sitio Bela Vista
113 052V Sitio Bela Vista
114 0531 Sitio Bela Vista
115 05311 Sitio Bela Vista
116 053 111 Sitio Bela Vista
117 054 1 Sitio Bela Vista
118 054 11 Sitio Bela Vista
119 054 IV Sitio Bela Vista
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municipio de Ji-Parana, Rondonia.

(Concluséo)
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Perfil RAPD Amostras Propriedade
120 0551, 05511 Sitio Bela Vista
121 056 1, 056 111, 056 VV Sitio Bela Vista
122 056 11 Sitio Bela Vista
123 056 IV Sitio Bela Vista
124 056 VI Sitio Bela Vista
125 0571 Sitio Bela Vista
126 057 11 Sitio Bela Vista
127 057 11 Sitio Bela Vista
128 057 IV Sitio Bela Vista
129 057V Sitio Bela Vista
130 057 VI Sitio Bela Vista
131 058 IV Sitio Bela Vista
132 058 V Sitio Bela Vista
133 058 VI Sitio Bela Vista
134 058 VI Sitio Bela Vista

Tabela 12. Representacdo numérica dos perfis de RAPD-PCR das amostras de STEC isoladas do

municipio de Cacoal, Rond6nia. (Continua)
Cacoal-RO
Perfil RAPD Amostras Propriedade
53 0351 Estancia Icaraima
54 035 Il Estancia Icaraima
55 035 111 Estancia Icaraima
56 035 IV Estancia Icaraima
57 035V Estancia Icaraima
58 035 VI Estancia Icaraima
59 036 1 Estancia Icaraima
60 036 11 Estancia Icaraima
61 036 IV Estancia Icaraima
62 036 V Estancia Icaraima
63 036 VI, 037 IV Estancia Icaraima
64 0381 Estancia Icaraima
65 038 11, 038 111 Estancia Icaraima
66 039 Il Estancia Icaraima
67 039 IV Estancia Icaraima
68 039V Estancia Icaraima
69 040 1,040 11, 040 111 Estancia Icaraima
70 040 IV Estancia Icaraima
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Tabela 12. Representa¢do numeérica dos perfis de RAPD-PCR das amostras de STEC isoladas do

municipio de Cacoal, Ronddnia. (Concluséo)
Perfil RAPD Amostras Propriedade
71 040 V Estancia Icaraima
72 0411 Estancia Icaraima
73 041 11,0411V, 041 V1,042 1V, 042V Estancia Icaraima
74 041 11 Estancia Icaraima
75 041V Estancia Icaraima
76 042 VI Estancia Icaraima

Tabela 13. Representacdo numérica dos perfis de RAPD-PCR das amostras de STEC isoladas do
municipio de Presidente Médice, Rond6nia.

Presidente Médici-RO

Perfil RAPD Amostras Propriedade
32 026 | Estancia Laiz
34 026 11 Estancia Laiz
35 026 111 Estéancia Laiz
36 026 IV Estancia Laiz
37 026 VI Estancia Laiz
38 028 1 Estéancia Laiz
39 028 11 Estancia Laiz
40 028 111 Estéancia Laiz
41 028 VI Estancia Laiz

42 029 1,029 11, 029 111 Estancia Laiz
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Figura 4. Dendrograma das amostras provenientes de Ji-Parana-RO, gerado a partir da técnica de
RAPD-PCR, utilizando o iniciador 1290.
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Figura 5. Dendrograma das amostras provenientes de Corumbiaria-RO, gerado a partir da
técnica de RAPD-PCR, utilizando o iniciador 1290.
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Figura 6. Dendrograma das amostras provenientes de Presidente Médice-RO, gerado a partir
da técnica de RAPD-PCR utilizando o iniciador 1290.
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Figura 7. Dendrograma das amostras provenientes do Cacoal - RO, gerado a partir da técnica

de RAPD-PCR, utilizando o iniciador 1290.
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Tabela 14. Marcadores genéticos, sorogrupos/sorotipo, perfil RAPD e filogrupos das amostras de

STEC incluidas no estudo. (Continua)
Amostras Marcadores genéticos ~ Sorogrupo/  Perfil Filogrupo  Estado
STEC de viruléncia Sorotipo RAPD
BSP 001 11 stxi/stx,/eae O157:H7 1 A RJ
BSP 004 IV  stx,/eae O157:H7 2 A RJ
BSP 008 VI  stxi/stxo/eae/ehxA/l 0O157:H7 3 A RJ
BSP 009 | stxi/stxoleaealehxAlespBff O157:H7 4 Bl RJ
BSP 009 11 stx,/eae O157:H7 5 Bl RJ
BSP 009 Il stxi/stxp/eae/ehxA O157:H7 6 D RJ
BSP 009 IV stxi/stx,/eae/ehxA O157:H7 7 A RJ
BSP 009V  stxi/stx,/eaelehxAlespBff  O157:H7 5 D RJ
BSP 009 VI  stxj/stxp/eae/ehxA O157:H7 5 B2 RJ
BSN 009 IX  stxi/stxp/eae/ehxA O157:H7 8 A RJ
BSP 010 11 stxi/stxo/eae/ehxA O157:H7 9 A RJ
BSP 010 IV stxi/stx, 0157 10 A RJ
BSP 017 Il stxj/stx,/eae O157:H7 11 A RJ
BSP 018 11 stxi/stx,/eae O157:H7 12 A RJ
BSP 018 I1l  stxj/stxp/eae/ehxA O157:H7 13 A RJ
BSP 019 II stx, 0157 13 A RJ
BSN 019 IV  stx, 0157 15 A RJ
BSN 019 VI  stx; 0157 15 Bl RJ
BSP 020 | stxy 0157 15 Bl RJ
BSP 020 11 stx,/eae/ehxA O157:H7 16 B1 RJ
BSP 020 Il stxi/stxo/eaelenxAlespBf  O157:H7 17 Bl RJ
BSN 020V  stx; 0157 16 A RJ
BSP 020 VI stxj/eaelehxAlespBf O157:H7 18 B2 RJ
BSP 021 | stxi/stxo/eae/ehxA 0O157:H7 19 Bl RO
BSP 021 11 stxi/stxoleaeflehxA 0O157:H7 20 A RO
BSP 021 I1l  stxy/stxo/eae/ehxA O157:H7 21 A RO
BSP 021 IV stxi/stx,/eae/ehxA O157:H7 22 A RO
BSP 023 Il stxi/stx,/eae/ehxA O157:H7 23 A RO
BSN 023 IV stxj/stxo/eae/ehxA 0O157:H7 24 Bl RO
BSN 023V  stxp/eaealehxA 0157:H7 25 A RO
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Tabela 14. Marcadores genéticos, sorogrupos/sorotipo, perfil RAPD e filogrupos das amostras de

STEC incluidas no estudo. (Continuacéo)

Amostras Marcadores genéticos ~ Sorogrupo/  Perfil ~ Filogrupo  Estado
STEC de viruléncia sorotipo RAPD
BSN 023 VI stxj/stx,/eae O157:H7 25 A RO
BSP 024 | stxi/stx,/eae O157:H7 25 A RO
BSP 024 11 stxi/stx,/eae O157:H7 26 Bl RO
BSP 024 111 stxy/stx,/eae/ehxA O157:H7 27 Bl RO
BSN 024 IV  stxi/ehxA 0157 28 D RO
BSN 024V  stxi/stx,/ehxA 0157 29 A RO
BSN 024 VI stxy/stx, 0157 30 Bl RO
BSP 025 II stxy/stx, 0113 31 A RO
BSP 025 11l stxy/stx; 0113 31 A RO
BSP 026 | stxa/stx, 0113 32 Bl RO
BSP 026 Il stxy/stx, 0157 34 A RO
BSP 026 Il stxi/stxo/eacalehxA 0113 35 A RO
BSN 026 IV stxi/stxo/eae/ehxAlespBf  O157:H7 36 D RO
BSN 026 VI stxj/stx; 0157 37 A RO
BSP 028 | stxy/stx,/ehxA 0157 38 B1 RO
BSP 028 II stx,/eae 0O157:H7 39 A RO
BSP 028 Il stxi/stxo/ehxA 0157 40 Bl RO
BSN 028 VI stxi/stx; 0157 41 Bl RO
BSP 029 | stxi/stx,/eae O157:H7 42 Bl RO
BSP 029 II stx,/eae O157:H7 42 B1 RO
BSP 029 Il stxy/eae O157:H7 42 Bl RO
BSP 030 | stxi/stx,/eae O157:H7 43 Bl RO
BSP 031 1 Stxy/stx, 0157 44 Bl RO
BSP 031 11 stxy/stx, 0157 45 B1 RO
BSP 031 Il stxi/stx, - 45 Bl RO
BSP 032 | Stxa/stx, 0157 46 Bl RO
BSP 032 11 Stxy/stx; 0157 47 Bl RO
BSP 032 Il stxy/stx; 0157 48 Bl RO
BSN 032 IV stxi/stxo/eae/ehxA 0157:H7 49 A RO
BSN 032 VI stxy/stx; 0157 50 D RO
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Tabela 14. Marcadores genéticos, sorogrupos/sorotipo, perfil RAPD e filogrupos das amostras de

STEC incluidas no estudo. (Continuacéo)

Amostras Marcadores genéticos ~ Sorogrupo/  Perfil Filogrupo  Estado
STEC de viruléncia sorotipo RAPD
BSP 033 | stx,/eae/ehxA 0O157:H7 51 Bl RO
BSP 033 11 stxi/stxo/eae/ehxA O157:H7 42 Bl RO
BSP 033 11l stxj/eae/ehxA O157:H7 42 Bl RO
BSP 033 IV stxy/eae/ehxA O157:H7 42 B1 RO
BSP 033V  stx,/eae/ehxA O157:H7 52 Bl RO
BSP 035 | stxa/stx, 0157 53 B1 RO
BSP 035 II Stxa/stx, 0157 54 A RO
BSP 035 Il stxy/stxo/ehxA 0157 55 A RO
BSP 035 IV stxi/stx, 0157 56 A RO
BSPO035V  stxi/stx; 0157 57 A RO
BSN 035 VI stxj/stx; 0157 58 A RO
BSP 036 | stx,/eae 0O157:H7 59 B1 RO
BSP 036 Il stx,/eae 0157:H7 60 Bl RO
BSN 036 IV  stx,/eae 0157:H7 61 Bl RO
BSN 036 V  stxi/stxp/eae/ehxA O157:H7 62 Bl RO
BSN 036 VI  stxi/stxo/eae/ehxA 0O157:H7 63 Bl RO
BSN 037 IV stxi/stxo/eael/ehxAltira 0157:H7 63 Bl RO
BSP 038 | stxy/stx, - 64 A RO
BSP 038 11 stxi/stx,/eae/ehxA - 65 A RO
BSN 038 Il stxj/stx; - 65 A RO
BSP 039 Il stxy/stx, 0157 66 B1 RO
BSN 039 IV stxy/stx, 0157 67 Bl RO
BSN 039V  stxi/stx, 0157 68 Bl RO
BSP 040 | stxa/stx, 0157 69 Bl RO
BSP 040 II Stxy/stx, 0157 69 B1 RO
BSP 040 Il stxy/stx, 0157 69 B1 RO
BSN 040 IV stx; 0157 70 A RO
BSN 040V  stxi/stx; 0157 71 A RO
BSN 041 1 Stxy/stx; 0157 72 A RO
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Tabela 14. Marcadores genéticos, sorogrupos/sorotipo, perfil RAPD e filogrupos das amostras de

STEC incluidas no estudo. (Continuacéo)

Amostras Marcadores genéticos ~ Sorogrupo/  Perfil Filogrupo  Estado
STEC de viruléncia sorotipo RAPD
BSN 041 11 Stxy/stx; 0157 73 A RO
BSN 041 Il stxy/stx; 0157 74 A RO
BSN 041 IV stxi/stx, 0157 73 A RO
BSN 041V  stxi/stx; 0157 75 A RO
BSN 041 VI  stxy/stx; 0157 73 A RO
BSN 042 IV stxj/stxo/eaelespAa 0O157:H7 73 A RO
BSN 042V  stxi/stxoleaef O157:H7 73 A RO
BSN 042 VI stxi/stxoleaefs O157:H7 76 A RO
BSP 043 | stxi/stx,/eae O157:H7 77 D RO
BSP 043 11 stxi/stxo/eae/ehxA O157:H7 78 A RO
BSP 043 Il stxi/stxo/eae 0O157:H7 79 D RO
BSN 043 IV stxj/stxo/eae/ehxA 0157:H7 80 A RO
BSN 043V  stxj/stxp/eae/ehxA O157:H7 81 A RO
BSN 043 VI stxi/stxoleaeylehxAltira 0157:H7 80 A RO
BSN 044 | stx,/stx./eae 0O157:H7 82 A RO
BSP 044 11 stxi/stx,/eae 0O157:H7 83 A RO
BSP 044 11l stxy/stxo/eaeflenxAlespBfi O157:H7 84 Bl RO
BSN 044 IV stxi/stx,/eae/ehxA O157:H7 85 Bl RO
BSN 044V  stxi/stx,/eaeltiry O157:H7 86 Bl RO
BSN 044 VI  stxi/stxo/eae 0O157:H7 87 Bl RO
BSP 045 | stxy/stx, 0157 88 Bl RO
BSP 045 II Stxa/stx, 0157 89 Bl RO
BSP 045 Il stxy/stx; 0157 89 Bl RO
BSN 045 VI stxi/stx, 0157 89 B1 RO
BSP 046 | stxi/stx,/eae 0157:H7 90 Bl RO
BSN 046 Il stxj/stx,/eae 0O157:H7 91 A RO
BSN 046 VI  stxj/stxp/eae/ehxA O157:H7 92 A RO
BSP 047 1 stxo/ehxA 0157 93 Bl RO
BSP 047 11 stx,/ehxA 0113 94 Bl RO
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Tabela 14. Marcadores genéticos, sorogrupos/sorotipo, perfil RAPD e filogrupos das amostras de

STEC incluidas no estudo. (Continuacéo)

Amostras Marcadores genéticos ~ Sorogrupo/  Perfil Filogrupo  Estado
STEC de viruléncia sorotipo RAPD
BSP 047 Il stxi/stxyleaefflehxA 0113 95 A RO
BSN 047 VI  stxi/stx,/eae/ehxA O157:H7 96 A RO
BSP 048 | stxa/stxo/eaey O157:H7 97 Bl RO
BSP 048 11 stxi/stx,/eae O157:H7 98 Bl RO
BSP 048 I1l  stxj/stx,/eae O157:H7 97 A RO
BSN 048 IV stxi/stxoleaefs 0O157:H7 99 A RO
BSN 048V  stxi/stx./eae 0157:H7 100 A RO
BSN 048 VI stxi/stxo/eaelespAa 0157:H7 101 A RO
BSP 049 | stxi/stx,/eaeltiry O157:H7 102 A RO
BSP 049 Il stxy/stx,/eaelespBp 0157:H7 103 A RO
BSN 049V  stxi/stx,/eaeltiry 0O157:H7 104 A RO
BSN 049 VI stxj/stx,/eae O157:H7 - A RO
BSP 050 | stxi/stx,/eae O157:H7 105 D RO
BSP 050 I1 stxi/stx,/eae 0O157:H7 106 A RO
BSP 050 Il stxi/stxy/eae O157:H7 106 D RO
BSP 051 | stxi/stx,/eae O157:H7 107 A RO
BSP 051 11 stxi/stx,/eae O157:H7 108 A RO
BSP 051 Il stxi/stxy/eaeltirfs 0157:H7 108 A RO
BSN 051 IV stxi/stx,/eae O157:H7 109 Bl RO
BSP 052 | stx,/stxo/eae/ehxA 0O157:H7 110 Bl RO
BSP 052 11 stxi/stx,/eae/ehxA O157:H7 111 Bl RO
BSP 052 I1l  stxj/stxp/eae/ehxA O157:H7 112 Bl RO
BSN 052V stxi/stxp/eae/ehxA 0O157:H7 113 A RO
BSP 053 | stxi/stxo/eae/ehxA 0O157:H7 114 Bl RO
BSP 053 II stxi/stxo/eaelenxAlespBf  O157:H7 115 Bl RO
BSP 053 Il stxi/stx,/eaelehxAltirf O157:H7 116 A RO
BSP 054 | stxi/stx,/eae O157:H7 117 A RO
BSP 054 11 stxi/stx,/eae O157:H7 118 Bl RO
BSN 054 IV stxi/stxy/eae 0O157:H7 119 Bl RO
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Tabela 14. Marcadores genéticos, sorogrupos/sorotipo, perfil RAPD e filogrupos das amostras de

STEC incluidas no estudo. (Concluséo)

Amostras Marcadores genéticos ~ Sorogrupo/  Perfil Filogrupo  Estado
STEC de viruléncia sorotipo RAPD
BSN 054V  stxi/stx,/eae O157:H7 - Bl RO
BSP 055 | stxi/stx,/eae 0O157:H7 120 Bl RO
BSP 055 II stxy/stx,/eae 0O157:H7 120 B1 RO
BSP 056 | Stxy/stx, 0157 121 Bl RO
BSP 056 II Stxy/stx; 0157 122 B1 RO
BSP 056 Il stxy/stx; 0157 121 Bl RO
BSN 056 IV stxi/stx, 0157 123 B1 RO
BSN 056V  stxi/stx, 0157 121 Bl RO
BSN 056 VI  stx/stx, 0157 124 B1 RO
BSP 057 | stxi/stx,/eae O157:H7 125 Bl RO
BSP 057 11 stxy/stx, 0157 126 A RO
BSP 057 Il stxy/stx, 0157 127 Bl RO
BSN 057 IV stxi/stx, 0157 128 Bl RO
BSN 057V  stxi/stx; 0157 129 Bl RO
BSN 057 VI stxi/stxy/eae 0157:H7 130 B1 RO
BSN 058 IV stxi/stx; 0157 131 D RO
BSN 058V  stxi/stx, 0157 132 Bl RO
BSN 058 VI  stxj/stx,/eae 0O157:H7 133 D RO
BSN 058 VII stxi/stx,/eae/ehxA O157:H7 134 A RO
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5. DISCUSSAO

Os bovinos representam uma importante fonte de infeccdo de STEC, ndo so de
maneira direta, pelo contato com esses animais, mas também indireta, através do
consumo de seus produtos e derivados contaminados.®'%** Os bovinos s&o reconhecidos
reservatorios assintomaticos de STEC, mas ndo é incomum bezerros apresentarem
quadro clinico de diarreia seja pelas diferencas fisioldgicas e imunoldgicas em relacao
aos animais adultos, ou por questdes ambientais como o envolvimento do estresse no
pos-desmame, permitindo que esses animais excretem nas suas fezes essa bactéria de
maneira mais intensa e por um periodo mais longo, favorecendo a contaminacao

ambiental 2*4

N&o é possivel erradicar as STEC do ambiente devido a colonizacdo
assintomaética dos animais e da capacidade desse microrganismo de sobreviver por
longos perfodos nas fezes bovinas, no pasto e na agua.? Entretanto, a implementaco de
padrdes de higiene, como a presenca de um ambiente limpo e calmo, propicio para a
ordenha dos animais, e limpeza e higienizacdo de equipamentos e acessorios utilizados
na ordenha mecanizada ou, no caso da ordenha manual, limpeza e higienizacdo
adequada das maos do ordenhador e do Ubere e tetos das vacas, € possivel minimizar a
carga contaminante ambiental e, consequentemente, obter produtos lacteos de melhor

qualidade.®®

Este trabalho visou investigar a circulacdo e as caracteristicas biogenéticas de
amostras de Escherichia coli carreadoras dos genes stx (STEC) isoladas de amostras
fecais de bovinos, pertencentes a regides agropecuarias localizadas nos estados do Rio
de Janeiro e Rondb6nia. Para tal foram realizados ensaios de amplificacdo para
caracterizacdo bacteriana quanto a presenca de marcadores de viruléncia associados ao
patotipo e para determinacdo de sorogrupos e sorotipos, além da avaliacdo da
diversidade genética das amostras carreadoras dos genes stx e da deteccdo de genes

especificos do agrupamento filogenético.
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5.1 PCR-multiplex para diagnéstico molecular de STEC e caracterizacdo de genes

associados com viruléncia

Diversos estudos conduzidos no Brasil descrevem o isolamento de STEC em
rebanhos leiteiros, sendo a grande maioria dessas pesquisas concentradas nas regides
sudeste e sul do pais.***?*9% Em um trabalho realizado no estado do Rio de Janeiro,
Cerqueira e colaboradores (1999) relataram uma frequéncia de 82% (99/121) de STEC
em amostras fecais de gado leiteiro, sendo que 58% (81/139) das amostras eram
positivas para 0s genes stx; e stx, simultaneamente.* Em S&o Paulo, Irino e
colaboradores (2005) encontraram uma frequéncia de 25% de STEC em amostras fecais
de bovinos leiteiros e neste estudo a maioria dos isolados também era carreadora de
ambos 0s genes stx; e stx, simultaneamente (56,4%, 114/202) e de stx, somente (40,6%,
82/202).% Tristdo e colaboradores encontraram positividade para o gene stx em 65% das
amostras fecais de gado no estado do Rio de Janeiro e 28% no Rio Grande do Sul.*? Em
um estudo realizado em Minas Gerais por Oliveira e colaboradores (2008) houve uma
prevaléncia de 17,5% (18/103) de STEC para o gado leiteiro, sendo que a maior parte
dessas STEC era carreadora apenas do gene stx, (53,3%, 32/60), enquanto que 20%
(12/60) carreavam ambos stx; e stx, e 26,7% (16/60) eram carreadoras apenas do gene
stx..*? Vicente e colaboradores (2010) detectaram uma alta prevaléncia (72,16%) de
sequéncias stx nas fezes de bovinos pertencentes a rebanhos leiteiros do Municipio de
Jaboticabal-SP.** Os diferentes percentuais de prevaléncia de STEC nos estados na
regido sudeste, podem refletir diferencas de desenho de estudo quanto a logistica de
coleta e transporte de material assim como dos procedimentos e métodos laboratoriais

empregados para o isolamento e detec¢do do patdgeno.

No presente estudo foram detectadas 167 amostras carreadoras dos genes stx
em um universo de 301 amostras-de E. coli isoladas (55,5%), sendo que 14,4% (24/167)
das STEC eram provenientes do estado do Rio de Janeiro e 85,6% (143/167)
provenientes do estado de Rondo6nia. As diferencas regionais observadas podem estar
associadas com as questfes higiénicas e a infraestrutura precaria das propriedades onde
viviam os animais. Nenhuma propriedade de Ronddnia possuia sala de ordenha, local
especifico para esta atividade, que muitas vezes € realizada no proprio curral, na
presenca de fezes e urina dos animais, aumentando as chances de contaminacéo
ambiental. A ordenha era feita manualmente em todas as propriedades. J& no Rio de

Janeiro tanto a propriedade Fazenda Ouro Branco, localizada em Guapimirim, quanto a
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propriedade Jororé do Sertdo, localizada em Cachoeira de Macacu, possuiam sala de
ordenha, sendo que na Fazenda Ouro Branco a ordenha era feita de forma mecanizada.
O conhecimento do ordenhador sobre as técnicas de ordenha € um ponto crucial para a
implantacdo das boas praticas de manejo. A ordenha manual em um ambiente com
precérias condi¢cOes de higiene e infraestrutura representa um maior risco de contagio e
disseminacdo de microrganismos patogénicos, principalmente, em regides de clima
quente e Uumido. A adogdo de procedimentos basicos de higiene, antes e depois da
ordenha, constitui uma das medidas preventivas em todo esse processo para minimizar o

risco de contaminacdo.®

Todos os animais dos quais foram isolados Escherichia coli carreadora do gene
stx ndo apresentavam enteropatias, 0 que corrobora com estudos que afirmam que estes
animais sdo carreadores assintomaticos de STEC.? Nos dois Unicos animais que eram
portadores de enteropatias, 0 bovino 006 (Guapimirim-RJ) e o bovino 022 (Ji-Parana-

RO), ndo foram isolados Escherichia coli carreadora do gene stx.

A duracgéo e a intensidade da excre¢do de STEC podem variar de acordo com a
idade do animal. Em um estudo feito por Cray e Moon (1995) observou-se que a
excrecdo desse microrganismo é mais longa e intensa em bezerros do que nos animais
adultos.”® No nosso estudo observou-se que este padrdo se confirmou nas amostras do
Rio de Janeiro, onde 75% (6/8) dos bezerros, de 1-4 meses de idade, possuiram
amostras de E. coli carreadoras do gene stx (até 7 amostras STEC+) e somente 25%
(3/12) dos animais adultos, de 3-9 anos (2 animais com 4 e 5 anos em Guapimirim e um
animal de 8 anos em Cachoeira de Macacu) apresentaram amostras de E. coli
carreadoras do gene stx (1-2 amostras +).

No estado de Rondbnia, onde todos os animais eram adultos (4-15 anos), ndo
foi possivel fazer uma comparacdo com resultados em bezerros, mas & importante
ressaltar que neste estado houve uma grande prevaléncia de STEC nesses animais
adultos, j& que das 165 amostras de Escherichia coli coletadas nesse estado, 143 eram
carreadoras do gene stx (86,67%). N&o houve diferengcas na quantidade de amostras
positivas para as diferentes idades (1-6 amostras positivas). Os animais de até 5 anos
apresentaram um média de 3,9 amostras positivas por animal, os animais de 6-10 anos,
obtiveram uma media de 4,2 amostras positivas e 0s animais acima de 11 anos

apresentaram uma média de 3,5 amostras positivas por animal.



58

No presente estudo, do total de 167 STEC encontradas, 85,6% (143/167) eram
carreadoras dos genes stx; e stx, simultaneamente, seguido de 12% (20/167) carreadoras
apenas de stx, e 2,4% (4/167) somente de stx;. Quando analisado por estado, este padrdo
de frequéncia se repetiu tanto no Rio de Janeiro, onde a maioria das amostras (62,5%,
15/24) também eram stx;+ e stxp+ simultaneamente, assim como em Rond6nia onde
89,5% (128/143) das amostras também foram stx;+ e stx,+, corroborando com 0s
estudos anteriores que evidenciaram a circulagdo de microrganismos com elevado

potencial em causar danos severos aos seres humanos.***

Além do marcador genético codificador da toxina Shiga, outros genes tém sido
associados com uma maior ou menor viruléncia desses microrganismos. Apesar da
presenca do gene eae ndo ser necessaria para causar doenga severa, cepas com a
combinacdo dos genes stx,/eae sdo mais frequentemente isoladas de pacientes com
doenca severa.* Neste estudo, do total de 301 amostras, 109 (36,2%) foram eae+,
sendo que dessas, 94,5% (103/109) eram STEC e 5,5% (6/109) foram consideradas nao-
STEC por néo apresentarem positividade para nenhum dos genes stx.

Analisando por estado, no Rio de Janeiro as amostras eae+ corresponderam a
17% (23/136), do total de amostras provenientes deste local. Entre as amostras STEC
(n=24) 75% (18/24) eram eae+. J4 em Ronddnia, do total de 165 amostras provenientes
deste local, 52,1% (86/165) foram eae+. Entre as amostras STEC (n=143), 59,4%
(85/143) foram eae+.

Com relacdo a enterohemolisina, outra importante fator associado com a
viruléncia das STECY, 21,3% (64/301) do total de amostras foram ehxA+. Dessas 64
amostras ehxA+, 87,5% (56/64) eram STEC e 12,5% (8/64) ndo apresentaram
positividade para nenhum dos genes stx. No estado do Rio de Janeiro, das 19 amostras
ehxA+ detectadas, 63,2% (12/19) eram STEC e 36,8% (7/19) ndo apresentaram nenhum
dos genes stx. No estado de Rondonia, do total de 165 amostras provenientes deste
local, 27,3% (45/165) eram ehxA+ e somente uma amostra (2,2%) das 45 ehxA+, ndo
possuia nenhum dos genes stx, mas possuia 0 gene eae, que € também um indicativo de
potencial patogénico. Os resultados obtidos sugerem que as amostras de STEC de
Ronddnia, quando comparadas com as do Rio de Janeiro, podem carrear um potencial
de viruléncia adicional, uma vez que 0s maiores percentuais para 0s genes ehxA e eae

foram detectados entre seus isolados.
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Os fatores de viruléncia investigados definiram 13 diferentes combinacdes ou
perfis genéticos (Tabela 3): 11 perfis diferentes para STEC (stxi/stxp/eae/ehxA,
stxi/stxo/eae, stxi/stxo/ehxA, stxi/stxp, stxi/eae/ehxA, stxi/ehxA, stx;, Stxo/eae/ehxA,

stxo/eae, stxo/ehxA e stx,) e dois perfis ndo-STEC, (eae/ehxA e ehxA).

No Rio de Janeiro, entre os perfis mais frequentes, 2 eram STEC:
stxj/stxo/eae/ehxA e stx,, correspondendo a 41,7% (10/24) e 16,7% (4/24),
respectivamente, das amostras carreadoras dos genes stx; e um perfil era ndo-STEC:
eae/ehxA correspondendo a 3,7% (5/112) das amostras de E. coli ndo carreadoras de

genes stx, provenientes desse Estado.

Em Rondo6nia os perfis mais frequentes foram todos STEC: stxi/stx, que
correspondeu a 34,9% (50/143) das amostras carreadoras dos genes stx, stxi/stx,/eae que
correspondeu a 29,3% (42/143) e stxi/stxo/eae/ehxA que correspondeu a 22,4%
(32/143).

Esses resultados revelam uma grande diversidade no potencial de viruléncia
desses patogenos, principalmente em Ronddnia, ja que até mesmo diferentes amostras
de um mesmo animal possuiram perfis genéticos distintos, possivelmente conferindo

uma maior ou menor capacidade desse agente em causar doencas.

5.2 PCR-multiplex para tipagem da regido LEE

Neste estudo foram detectados cinco perfis genéticos para a regido LEE entre
as 23 amostras eae+ do estado do Rio de Janeiro, sendo: 4,35% (1/23)
eaey/tirB/espANT/espBp, 4,35% (1/23) eaea/tirNT/espANT/espBNT, 4,35% (1/23)
eaey/tirNT/espAa/espBNT, 17,39% (4/23) eaeNT/tirNT/espANT/espBp e 4,35% (1/23)
eaeNT/tirNT/espANT/espBa. 65,21% (15/23) foram eaeNT/tirNT/espANT/espBNT. Ja
para as 86 amostras eae+ do estado de Rondénia foram detectadas 10 perfis genéticos
para a regido LEE: 2,33% (2/86) eaea/tirNT/espANT/espBNT, 3,49% (3/86)
eaeNT/tirNT/espANT/espBp, 5,81% (5/86) eaep/tirNT/espANT/espBNT, 1,16% (1/86)
eaeNT/tira/espANT/espBNT, 2,33% (2/86) eaeNT/tirNT/espAo/espBNT, 1,16% (1/86)
eaey/tiro/espANT/espBNT, 1,16% (1/86) eaeP/tirNT/espANT/espBp, 3,49% (3/86)
eaeNT/tiry/espANT/espBNT, 1,16% (1/86) eaey/tirNT/espANT/espBNT e 2,33% (2/86)
eaeNT/TirB/ESpANT/EspBNT. 75,58% (65/86) foram eaeNT/TirNT/ESpANT/EspBNT.
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Esses dados reforgam os outros resultados obtidos que revelaram uma diversidade maior

entre as amostras isoladas de Rond6nia quando comparadas com as do Rio de Janeiro.

O elevado percentual de amostras LEE ndo tipaveis sugere um possivel
envolvimento de outras moléculas ndo investigadas associadas com a viruléncia desses
patdgenos, ja que somente 0 gene eae possui mais de 20 variantes e neste trabalho s
foram investigadas as variantes genéticas mais frequentes. Também é possivel que haja
o envolvimento de moléculas ainda ndo descritas, 0 que requer o desenvolvimento de
estudos mais detalhados para pesquisa e tipagem dessas moléculas, as quais podem estar
envolvidas em etapas e mecanismos celulares essenciais para a expressao plena de

viruléncia das E. coli produtoras de toxina Shiga.

5.3 PCR-multiplex para deteccdo de sorogrupos e sorotipos associados com

viruléncia

Estudos em diversas partes do mundo tém associado a ocorréncia de surtos ao
sorotipo O157:H7. No Brasil a infeccbes causadas por STEC geralmente estdo
associadas com estirpes ndo-0157, como os sorotipos O111:NM, O111:H8, O26:H11 e
0103:H2."%%

Nossos resultados revelaram uma alta prevaléncia de STEC pertencente ao
sorogrupo 0157, com 93,4% (156/167) do total de amostras sendo rfboss7+, enquanto
que apenas 3,6% (6/167) das amostras foram caracterizadas genotipicamente como
0113. Néo foram detectadas amostras O111. Em de 3% (5/167) das amostras ndo foi
detectado produto de amplificacdo para os genes investigados para a sorogrupagem.
Vicente e colaboradores (2010) utilizaram a mesma metodologia de nosso estudo®® para
deteccdo dos sorogrupos 0157, O111 e 0113 na cidade de Jaboticabal-SP e
encontraram, respectivamente, os seguintes coeficientes de prevaléncia, 14,77%, 0,2% e
30,83%.

Nas amostras de STEC caracterizadas genotipicamente como pertencentes ao
sorogrupo 0157, 64,1% (100/156) foram fliCy7+, sendo classificadas como pertencentes
ao sorotipo O157:H7. 36% (36/100) das amostras O157:H7 foram sorbitol- e 75%
(75/100) moveis, o que corresponde ao padrdo desse patotipo, comumente nao
fermentador de sorbitol e mével, mas cepas O157:H7 sorbitol+ e/ou imdveis ja foram

descritas.” Das amostras O157:HNT, 21,4% (12/56) foram imdveis, o que poderia
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corresponder ao antigeno H°, associado com cepas 0157 imoveis. 78,6% (44/56) foram
moveis na bioquimica, destacando a necessidade de uma investigagdo mais profunda
acerca de diferentes antigenos H associados com E. coli carreadoras dos genes stx, além
dos antigenos H7 e H', comumente mais descritos para o sorogrupo. O sorogrupo 0157
também tem sido associado com o antigeno H45 em amostras isoladas de gado, porém

essas cepas &0 caracterizadas como EPEC, por ndo possufrem o gene stx.'®

Analisando por regido geografica, no Rio de Janeiro, 100% (24/24) das
amostras foram genotipicamente caracterizadas como 0157, sendo 75% (18/24)
0157:H7. 11,1% (2/18) das amostras O157:H7 foram sorbitol- e 77,8% (14/18) moveis.

Das amostras caracterizadas somente como 0157, 33,3% (2/6) foram imodveis.

Em Rond6nia, também prevaleceram as amostras rfbg;s7+ correspondendo a
92,3% (132/143) das STEC encontradas neste estado, enquanto que somente 4,2%
(6/143) foram genotipicamente caracterizadas como O113. Das 132 amostras 0157,
62,1% (82/132) foram genotipicamente caracterizadas como O157:H7. 41,5% (34/82)
das amostras O157:H7 foram sorbitol- e 74,4% (61/82) modveis. Das amostras

caracterizadas somente como 0157, 20% (10/50) foram imdveis.

Estes resultados diferem de estudos de Cerqueira e colaboradores (1999) e
Irino e colaboradores (2005) que encontraram menores taxas de STEC O157:H7 nos
estados do Rio de Janeiro (1,5%) e de Sdo Paulo (0,1%), respectivamente.*"* Essa
diferenca pode estar relacionada com as metodologias utilizadas para coleta, isolamento,

diagnostico e até mesmo as caracteristicas do gado envolvido.

Neste estudo todas as amostras eae+, com exce¢do de duas, pertenceram ao
sorotipo O157:H7. Somente as amostras BSP 047 111, de Ji-Parana e BSP 026 Ill, de
Presidente Médice, foram positivas para o sorogrupo O113, comumente associado a

cepas LEE-negativas.***™

Esses resultados corroboram estudos prévios que reconhecem 0 sorogrupo
0157 e o sorotipo O157:H7, nos estados do Rio de Janeiro e de Ronddnia, como um
relevante representante do patotipo STEC, principalmente, considerando a associagédo
detectada com os marcadores de viruléncia que sdo comumente descritos em casos

clinicos de grande severidade. A detec¢do do sorogrupo O113 entre as amostras de RO
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mais uma vez reforca a constatacdo da maior variabilidade entre 0s microrganismos

pertencentes a essa populagéo bacteriana.
5.4 Agrupamento filogenético de STEC

As linhagens patogénicas de E. coli agente de doencas extra intestinais tém sido
classificadas pela literatura como pertencentes, em sua maioria, ao grupo B2 e, em
menor escala, ao grupo D; as comensais pertencem em sua maioria ao grupo A e, em
menor proporgdo, no grupo Bl e as agentes de doenca diarreica sdo encontradas como
membros dos grupos A, Bl e D. ®® No presente estudo os resultados permitiram
classificar as amostras de E. coli carreadoras de stx nos quatro filogrupos genéticos
existentes.”” As amostras foram classificadas principalmente no grupo Bl (47,3%)
seguindo-se 0s grupos A (44,9%), D (6,6%) e B2 (1,2%).

Analisando-se por estado, no Rio de Janeiro o grupo filogenético A representou
a maioria das amostras de STEC com 58,3% (14/24) das amostras, seguido do filogrupo
B1 com 25% (6/24) e dos filogrupos D e B2 ambos com 8,3% (2/24). No estado de
Rondobnia prevaleceu o filogrupo B1 com 51% (73/143), seguido dos filogrupos A
representando 42,7% (61/143) e D com 6,3% (9/143), ndo havendo nenhuma amostra

pertencente ao filogrupo B2.

A maior representacdo das amostras STEC de origem bovina nos filogrupos B1
e A, nos estados de Rondbnia e do Rio de Janeiro, corrobora com resultados
encontrados em outros estudos, assim como a presenca, em menor propor¢do, do
filogrupo D em ambos os estados.”*">% A deteccéo do filogrupo B2, predominante
para linhagens extras intestinais, foi encontrado somente nas amostras do Rio de
Janeiro. Esse filogrupo costuma ser menos frequente em amostras de STEC, como ja

descrito.”

Estudos filogenéticos sdo de grande importancia para o conhecimento e
entendimento da diversidade e do potencial de viruléncia bacteriana entre amostras
isoladas de diferentes hospedeiros e regides geograficas. Nossos resultados reforcam
observacdes prévias que identificam o potencial de viruléncia desses microrganismos no

mesmo grupo onde sdo majoritariamente classificadas amostras de origem ambiental.
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5.5 Amplificac@o randémica do DNA polimérfico (RAPD-PCR)

O ensaio de amplificacdo randémica do DNA polimorfico (RAPD) é
amplamente utilizado para analise de relacBes de identidade genética entre amostras de
E. coli. Este método de tipagem molecular permitiu identificar a estrutura clonal e a
estreita associacdo de perfis eletroforéticos com caracteristicas epidemioldgicas e

grupo-especificas entre amostras de E.coli provenientes de diferentes origens.®®®’

No presente estudo, 0 RAPD-PCR permitiu detectar que a populagéo de E. coli
carreadora do gene stx estudada é geneticamente diversa sugerindo que estas amostras
possuem natureza ndo-clonal. As amostras STEC O157:H7 detectadas neste estudo
encontram-se dispersas por toda a arvore génica, sugerindo uma grande diversidade

genética dentro deste sorotipo, ja demonstrada em outros trabalhos.'*

Uma relacdo mais estreita foi observada entre os isolados que compartilham
origem de isolamento e as demais caracteristicas biogenéticas investigadas. A deteccao
de perfis eletroforéticos idénticos entre si entre amostras isoladas de um mesmo animal
ou de uma mesma propriedade, sugere a circulacdo de uma mesma estirpe no ambiente.
Um mesmo perfil eletroforético de RAPD-PCR foi detectado entre amostras de regides
distintas, sendo trés amostras do bovino n°® 29 (amostras 029 I, 029 Il e 029 IlI),
pertencente a Estancia Laiz localizada no municipio de Presidente Médice e trés
amostras do animal n® 33 (033 II, 033 Il e 033 IV), pertencente a Fazenda 7 de
Setembro, localizada no municipio de Corumbiaria, ambos municipios localizados em
Rondobnia. Estas amostras apesar de terem apresentado o mesmo perfil de RAPD-PCR,
0 mesmo sorotipo e mesmo grupo filogenético, apresentaram perfis de viruléncia
diferentes, exceto as amostras BSP 029 11 e BSP 029 Ill que apresentaram 0 mesmo
genotipo stxp/eae. Possivelmente isso € um reflexo do elevado intercdmbio genético
entre as subpopulagbes bacterianas que, através dos diferentes mecanismos de

transferéncia génica, incorporam ou perdem sequencias genéticas.
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6. CONCLUSOES

O estudo contribuiu para 0 conhecimento sobre a circulagcdo de amostras bacterianas de
Escherichia coli carreadoras dos genes stx, nas propriedades rurais leiteiras dos estados
do Rio de Janeiro e de Rondénia, sendo de relevancia econdmica, social e para a saude

publica;

A elevada prevaléncia do sorogrupo O157 e, em especial, do sorotipo O157:H7, nos
estados do Rio de Janeiro e de Rondonia, reforga o reconhecimento sobre a importancia
desse sorotipo dentre as STEC, principalmente considerando a associagdo desse

marcador com casos clinicos de grande severidade em humanos;

A existéncia de amostras STEC 0113 carreadoras do gene eae, sugere que esse
sorogrupo, normalmente LEE-negativo, também pode ser um carreador desse gene de

viruléncia.

A amplificacdo randémica do DNA polimorfico detectou elevada diversidade bacteriana
entre as subpopulacGes de STEC isoladas do Rio de Janeiro e Ronddnia, indicando uma

estrutura genética de origem nao clonal;

A deteccdo de perfis RAPD idénticos entre si entre amostras bacterianas isoladas de
uma mesma propriedade indica a circulagdo de cepas particulares de STEC em um

mesmo ambiente;

A filotipagem permitiu a classificacdo majoritaria das amostras STEC, isoladas do Rio
de Janeiro e Rond6nia, nos grupos filogenéticos A e B1, onde comumente séo

agrupadas amostras de E. coli de origem ambiental e diarreiogénicas.

A variabilidade dos marcadores genéticos de viruléncia sugere refletir o elevado
intercdmbio genético entre as subpopulacbes bacterianas, que através dos diferentes

mecanismos de transferéncia génica, incorporam ou perdem sequencias;
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A elevada prevaléncia de alelos ndo tipaveis na regido LEE sugere o envolvimento de

moléculas ndo investigadas, ou ainda ndo descritas, nas etapas de adesdo bacteriana.

As amostras STEC obtidas de Ronddnia, quando comparadas com as do Rio de Janeiro,
podem carrear um potencial de viruléncia adicional, uma vez que 0Ss maiores

percentuais para os genes ehxA e eae foram detectados entre seus isolados.

As caracteristicas da ordenha e manejo, as condi¢des de higiene e a infraestrutura nas
propriedades rurais de Rond6nia, podem contribuir para a circulagdo desses
microrganismos patogénicos em ambientes diversos, favorecendo a contaminacdo dos

sistemas de producdo leiteira e seus derivados;

Nossos estudos contribuiram com os aspectos da epidemiologia molecular das STEC,
em especial, os relacionados a viruléncia desses patdgenos circulantes, principalmente

no estado de Rond6nia, onde os relatos ainda sao limitados.
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ANEXO 1 - Questionério epidemioldgico

FICHA EPIDEMIOLOGICA RESUMIDA

Data de coleta:
Identificacdo do animal:
Propriedade:
Localidade:

Municipio:

Estado:

Proprietario:

1 — Caracteristicas do animal:

1.1) Idade:

1.2) Gado: Leite( ) Corte () Mista( )

1.3)  Animal saudavel: ( )sim ( ) ndo

1.4)  Presenca de enteropatias: ( ) sim () ndo
1.5) Presenca de muco nas fezes: ( )sim ( )ndo

1.6)  Presenca de sangue nas fezes: ( ) sim () ndo

2 —Recursos Tecnoldgicos gerais e no que se refere aos investimentos em

instalacdes:
2.1) Presenca de estabulo? sim( );ndo( ).
2.2) Presenca de fabrica de racdo? sim( );ndo( ).
2.3)  Presenca de silos? sim( );ndo( ).

2.4)  Presenca de sala de ordenha? sim( );ndo( ).
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2.5)  Tipo de ordenha : manual ( ); mecanica ( )

2.6) Tipo de producéo : leite ( ); leite e outros derivados ().



ANEXO 2 - Solugdes utilizadas
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1) Reagentes e solugdes utilizadas nos ensaios de PCR

1.1) Solugéo tampéo Tris-EDTA (TE), pH 7.5
Tris-HCI (LGC Biotecnologia®)

EDTA (LGC Biotecnologia®)

1.2) Gel de agarose 1,0% (p/v)
UltraPure Agarose (Invitrogen®)

TBE 0,5X g.s.p.

1.3) Gel de agarose 1,2% (p/v)
UltraPure Agarose (Invitrogen®)

TBE 0,5X g.s.p.

1.3) Gel de agarose 1,5% (p/v)
UltraPure Agarose (Invitrogen®)

TBE 0,5X g.s.p.
1.4) Gel de agarose 2,0% (p/v)

UltraPure Agarose (Invitrogen®)

TBE 0,5X g.s.p.

1.5) Corante para eletroforese de DNA

10 Mm

0,1 mM

1,0%

100 mL

1,2%

100 mL

1,5%

100 mL

2,0%

100 mL



Azul de bromofenol
Xilenocianol
Glicerol P.A.

Agua deionizada

1.6) GelRed Nucleic Acid Stain (10.000X, Biotin®)
Gel Red 10.000X

Agua deionizada .s.p

2) Solucdes de cultivo de bactérias

2.1) TSA - 4gar de tripticaseina de soja (Difco®)
TSA

Agua deionizada q.s.p.

2.2) TSB - caldo de tripticaseina de soja (Difco®)
TSB

Agua deionizada .s.p.

0,005¢
0,005 ¢
7 mL

3mL

1L

500 pL

409

1000 mL

30g

1000 mL
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