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RESUMO

Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) ¢ um importante patdégeno veiculado por
alimentos, frequentemente associado ao consumo de produtos carneos de origem bovina,
sendo estes animais o principal reservatorio. Em humanos a infec¢do por STEC pode causar
quadros desde diarreia leve a sanguinolenta, colite hemorragica (CH), com o risco de
progressdo para a sindrome hemolitico urémica (SHU). A emergéncia de novas estirpes
patogénicas aumenta a importancia da vigilancia e caracterizacdo das cepas STEC circulantes.
O presente estudo teve como objetivo a avaliagdo da viruléncia e diversidade genética de
cepas STEC provenientes de alimentos e bovinos isoladas em periodos distintos no Estado do
Rio de Janeiro. Setenta e cinco cepas STEC foram estudas, incluindo 38 cepas isoladas de
alimentos e bovinos entre 1989 e 1995 (periodo 1 - P1), 37 cepas isoladas de bovinos entre
2012 e 2014 (periodo 2 - P2). A sorotipagem revelou a presenca de diversos sorotipos, no
entanto, cepas dos sorotipos O113:H21, R:H19, 022:H16 ¢ O82:HS, descritos em associa¢io
com doenca humana, estiveram presentes nos dois grupos. Foi observada uma grande
diversidade de perfis de viruléncia nos dois periodos estudados. No tocante aos genes que
codificam a toxina Shiga, a presenca isolada do szx2 foi predominante em ambos o0s grupos,
ocorrendo em 81,6% das STEC P1 e 72,9% das STEC P2. Os genes eae, iha, astA, ehxA, saa,
subA, pilS e toxB foram investigados por PCR (reagdo em cadeia da polimerase), sendo os
mais prevalentes em ambos os grupos os genes ehxA (73% em Pl e 59,4% em P2), iha
(68,4% em P1 e 64,9% em P2) e saa (68,4% em P1 e 48,6% em P2). O teste de adesdo em
microplacas de poliestireno revelou que 50% das cepas P1 e 43,2% das cepas P2 produziram
biofilme. A expressdo de fimbrias curli foi observada em 18,4% das cepas P1 e 59,4% das
cepas P2. Em ambos os grupos, a producdo de enterohemolisina em agar sangue esteve
relacionada com o gendtipo ehxA positivo. O filogrupo Bl foi o mais frequente (76% - P1 e
65% - P2), seguido do filogrupo A (11% em ambos os grupos). O ensaio de eletroforese em
gel de campo pulsado (PFGE), realizado nos sorotipos comuns aos dois grupos (n=14), gerou
nove perfis distintos. As cepas STEC O113:H21 P1 (GCI138, GC20) e P2 (M2 e CM19)
demonstraram indice de similaridade (IS) de 86%. As cepas B16/2 e CM11, de sorotipo
082:HS8, isoladas em periodos distintos, apresentaram IS de 87%. Os dados sugerem que
cepas STEC isoladas de bovinos, ¢ apresentando perfil associado a doenga humana, podem se
manter estaveis geneticamente por um longo periodo no reservatorio animal, representando
um problema de saude publica devido ao seu potencial de viruléncia.

Palavras-chave: STEC. Viruléncia. Epidemiologia. Zoonose.



ABSTRACT

Shiga toxin-producing E. coli (STEC) is an important foodborne pathogen, generally
associated with the consumption of undercooked meat products of bovine origin. STEC
infection can occur by ingestion of water or vegetables contaminated by cattle feces. In
humans, STEC can cause illness ranging from mild to bloody diarrhea, hemorrhagic colitis,
and hemolytic-uremic syndrome (HUS). The emergence of new pathogenic strains increases
the importance of surveillance and characterization of circulating STEC strains. The objective
of this study was to compare and evaluate the virulence and genetic relatedness of STEC
strains isolated from cattle and food in different periods in Rio de Janeiro State. Seventy-five
strains were studied, including 38 strains isolated from food and cattle between 1989 and
1995 (P1), as well as 37 strains isolated from cattle between 2012 and 2014 (P2). Serotyping
revealed a diverse distribution of STEC serotypes, however, O113:H21, R:H19, O22:H16,
and O82:H8 strains, described in association with human disease, were present in both
groups. Regarding the genes encoding the Shiga toxin, the isolated presence of stx2 was
predominant in both groups, occurring in 81.6% of STEC P1 and 72.9% of STEC P2. The
eae, iha, astA, ehxA, saa, subAB, pilS, and toxB genes were investigated by PCR
(“Polymerase Chain Reaction”). The most prevalent genes in both groups were ehxA4 (73,7%
in P1 and 59,4% in P2), iha (68,4% in P1 and 64,9% in P2), and saa (68,4% in P1 and 48,6%
in P2). A great diversity of virulence profiles was observed in the two studied periods. The
adhesion test on polystyrene microplates revealed that 50% of P1 and 43.2% of the P2 strains
produced biofilm. Expression of curli fimbriae was found in 18.4% of P1 and 59.4% of the P2
strains. In both groups, the production of enterohemolysin in blood agar agreed with the
positive ehxA genotype. Phylogroup Bl was the most frequent (76% - P1 and 65% - P2),
followed by phylogroup A (11% in both groups). Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)
assay, performed in serotypes common to both groups (n=14), generated nine distinct PFGE
profiles. P1 (GC138, GC20) and P2 (M2 and CM19) STEC strains, serotype O113:H21,
showed a similarity index (IS) of 86%. Strains B16/2 and CM 11, serotype O82:HS, isolated in
different periods, presented IS of 87%. The data suggest that STEC strains isolated from cattle
and showing a profile associated with human disease may be genetically stable for a long time
in the animal reservoir, representing a public health problem, due to their virulence potential.

Keywords: STEC. Virulence. Epidemiology. Zoonosis.



LISTA DE ILUSTRACOES

Quadro 1 - Iniciadores dos genes de viruléncia utilizados nos ensaios de PCR. .................... 28
Tabela 1 - Sorotipos, filogrupos e marcadores de viruléncia de cepas STEC isoladas entre
1989 € 1995 (P1) ettt e 343
Tabela 2 - Sorotipos, filogrupos e marcadores de viruléncia de cepas STEC isoladas entre
2012 € 2014 (P2)..eiie ettt et e 354
Tabela 3 - Perfis de viruléncia de cepas STEC isoladas nos periodos entre 1989 a 1995 (P1) e
20128 2014 (P2). ittt ettt ettt 37
Figura 1 - Comparagdo da ocorréncia dos marcadores de viruléncia entre cepas STEC dos
grupos do P1 € P2 por PCR......coii et 36
Figura 2 - Comparagdo do fenétipo hemolitico em agar sangue entre os grupos P1 e P2....... 40
Figura 3 - Comparagdo da produgdo de biofilme em placas de poliestireno entre cepas STEC
isoladas em periodos distintos, P1 € P2 ........cccoiiiiiiiiii e 41
Figura 4 - Dendrograma PFGE baseado na analise de macrorestrigdo do DNA gendmico com
Xbal, mostrando as relagdes entre as cepas STEC agrupadas por sorotipos semelhantes dos

GIUPOS PL € P2 oottt et e e s e 43



A/E
AAF

aEPEC

AIEC
ANVISA
BFP

Cah

CDC

Cdt
CFA
CF
CH
CS
DA
DAEC
DAF
EAEC
EAF

EAST1

Efa-1/LifA

EGMs
EHEC

Ehly

EIEC
Elf
EPEC
ETEC

ExPEC

LISTA DE ABREVIATURAS

Adesdo e apagamento (Attaching and effacing)
Fimbrias de aderéncia agregativa (Aggrefative adherence fimbriae)

Escherichia coli enteropatogénica atipica (Atypical enteropathogenic
Escherichia coli)

Escherichia coli invasiva aderente (Adherent-invasive Escherichia coli)
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

Pilus tipo IV (Bundle-forming pilus)

Autotransportador ligante de calcio homologo ao antigeno 43

Centro de Controle e Prevencdo de Doengas (Centers for Disease Control
and Prevention)

Toxina citoletal distensora (Cytolethal distending toxin)

Fator de colonizagdo (Colonization factor antigen)

Fator de colonizagdo (Colonization factor)

Colite hemorragica

Antigenos de superficie de coli (Coli surface antigen)

Aderéncia difusa (Diffuse adherence)

Escherichia coli aderente difusa (Diffusely adherent Escherichia coli)
Fator de aceleragdo do decaimento (Decay-accelerating factor)
Escherichia coli enteroagregativa (Enteroaggregative Escherichia coli)
Fator de aderéncia de EPEC (EPEC adherence fator)

Enterotoxina termoestavel enteroagregativa (Escherichia coli heat-stable
enterotoxin 1)

Fator para aderéncia de Escherichia coli/linfostatina (EHEC factor for
adherence/lymphostatin)

Elementos genéticos moveis
Escherichia coli enterohemorragicas (Enterohemorrhagic Escherichia coli)

Enterohemolisina (Enterohemolysin)

Escherichia coli enteroinvasiva (Enteroinvasive Escherichia coli)
Escherichia coli YcbQ laminin-binding fimbria

Escherichia coli enteropatogénica (Enteropathogenic Escherichia coli)
Escherichia coli enterotoxigénica (Enterotoxigenic Escherichia coli)

Escherichia coli patogénica extraintestinal (Extraintestinal pathogenic
Escherichia coli)



FimH
Gb3
Hcep
Tha
InPEC
LAA
LEE
LPA
LPF
LT
MAPA
MLEE
MLST

NMEC

PAI
PCR
PFGE
PilS
Sab
SHI
SRL
ST

STEC

Stx1
Stx2
T3SS

tEPEC

TGI
ToxB
UPEC
WGS

Pili do tipo |

Globotriaosilceramida

Coli pilus hemorragico (Hemorragic coli pilus)
Adesina homologa a IrgA de Vibrio Cholerae
Escherichia coli intestinal (Intestinal Escherichia coli)
Locus of Adhesion and Autoaggregation

Locus of Enterocyte Effacement

Locus of Proteolysis Activity

Fimbria polar longa (Long polar fimbriae)

Toxina termolabil

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
Multilocus enzyme electrophoresis

Multilocus Sequence Typing

Meningite neonatal por Escherichia coli (Neonatal meningitis by
Escherichia coli)

Ilha de patogenicidade (Pathogenicity island)

Reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase chain reaction)
Eletroforese de Campo Pulsado (Pulsed Field Gel Electrophoresis)
Pilus tipo IV

Proteina autotransportadora (Autotransporter protein)

Ilha de patogenicidade de Shigella (Shigella pathogenicity island)
Locus de resisténcia de Shigella (Shigella resistance locus)

Toxina termoestavel

Escherichia coli produtora de toxina Shiga (Shiga toxin-producing
Escherichia coli)

Toxina Shiga 1
Toxina Shiga 2
Sistema de secrecao do tipo III (7Type Il secretion system)

Escherichia coli enteropatogénica tipica (Typical enteropathogenic
Escherichia coli)

Trato gastrointestinal
Adesina homologa a Efa-1/LifA
Escherichia coli uropatogénica (Uropathogenic Escherichia coli)

Sequenciamento completo do genoma (Whole genome sequencing)



SUMARIO

1 INTRODUGAO . ....ccucurreeeereneeeresesessesesssesesessesessssesssssesssssssssssesessassssssssesssssssssssssses 100
1.1 Caracteristicas gerais de ESCREriCRIa COli .....ueuuueerioivssnnannrioioosssssnnensiossssessosssesssocss 100
1.2 Patotipos intestinais de E. COli ........uuuueeeviiiionnnnniiriiiiiissnnnnriciciissssnnseeeesssssssssssnesccsans 11
1.2.1 E. coli enteropatogénica - EPEC..........ccccoi i 11
1.2.2 E. coli produtora de toxina Shiga - STEC .........ccccciiiviiiiieeiiiiecee e 12
1.2.3 E. coli enteroagregativa - EAEC.........ccccoiiiiiiiiieiiiiie et 13
1.2.4 E. coli enterotoxig€nica - ETEC .........cccoiiiiiiiiiiii et 14
1.2.5 E. coli enteroinvasiva - EIEC .........ccoccoiiiiiiiiiiiiiiiicccc et 14
1.2.6 E. coli aderéncia difusa - DAEC .........ccoiiiieeee e 15
1.2.7 E. coli invasiva aderente - AIEC..........cccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciic et 15
1.3 Fatores de viruléncia de STEC ......cuiuiiniiiiinninieiinnienseensnensecniensessesssesessesseeses 16
1.3.1 TOXINA SHIZA ..ceiiiiiiie ettt ettt e et ee e et te e e sttt eeeensaeeeesnneeeeenneeens 16
1.3.2 Outras toxinas de STEC ........oooiiiiie e et ee e 17
1.3.3 Locus of enterocyte effacement - locus LEE.............ccoooiiiiiiiiiiii e, 17
1.3.4 ENteronemMOLISING ....ceeuvviieiiiiiee ettt et ee e et ae e e s e e eneeeeas 18
1.3.5 FIMbrias € outras adeSINas.........cccueeeeeuiireeioiieieeeiieeeeiieeeeeeee e e et eeeeeaeeeesneeeeeenneeens 18
1.4 Sorotipos de STEC .....ccoueiiiiiiininnssnnneiiecsisessssstisissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 19
1.5 Agrupamento filogenético de E. COli........coueuuuueeiiiicisisvvnneriocssssssssnsenssssssssssssssssssssses 19

1.6 Relevancia da tipificacio molecular de STEC através de PFGE (Pulsed Field Gel

EleCtropRloresis) c...cecccecieeiiiiiiiiiissnnneiiiiciiisnnneeiicisssssssnseniecsssssssssssessssssssssssssssesssssssssssasaes 20
1.7 Aspectos da legislaciio sanitaria brasileira relacionados a E. coli e STEC ................ 21
1.8 Epidemiologia de STEC ..........cociuiiiiiiiiiisnnntiiiiciisnnneeticcsssssssseeecssssssssssssssesssses 21
1.9 JUSHHICALIVA ceeeeiriniernineieiiiniennnitteeciintenssssneeeesssneeessssenessssassesssssssessssssesssssssassssssasesssnes 22
2 OBJETIVOS cuuiiiiciiieinnicntnsecssnssseessessssssssssssesssesssssssssessassssssssssssassssssssssssssssssssasns 24
2.1 ODJEtiVO erali...uuuuuueeiiiiiiiiiinnteiiiiiiisinunetiieisiissnusatetiesssssssssassessssssssssssssssssssssssssssssssans 24
2.2 Objetivos eSPeCIfiCOS: .cccvvueieriivieiiiissniiisissetiesssniisissseiessssnniesssssssssssssssssssssssessssassssssassns 24
3 MATERIAIS E METODOS .....couoieeeieeeeresnssessesessessssssssssssssessssssssesssssssssesssssssssessesans 25
3.1 Origem e isolamento das cepas STEC .........cciconinvnneeiiiccsssscssnnreissssssssssssessssssssssossasssses 25
3.2 Investigacdo de marcadores de viruléncia de STEC.........ccocvveiviivuiieiscvnrcnccuecesscnnns 26
3.3 Producio de enterohemolisSina.......cccieieiiiiiiiiiiisnicscsesccssscsscnsscssssessssssssssssssssssssssssssasass 26
3.4 Avaliacao da formacao de biofilme .......cccccieriiiiiiiiiniiiinisiniisnsisssssscssscsssscssscesseessessesesses 26

3.4.1 Teste em Agar Vermelho Congo (CRA) para detecgdo de fimbria curli de E. coli ...... 26



3.4.2 Teste de adesdo em microplacas de poliestireno ..........cceeeeeeiirierciiieeeiieeee e 27

3.5 FIlOtiPAZEM.acaaeaiiieiiiirirsnreiiinsissssnnnrincssssssensasesiosssssssssssssssssssssssssasssssssssssnsssessssssssonsasasses 29
3.6 Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE)......uceiiiiiiiiivnneniiicnissnsinnnnenccssssssnnsennes 29
3.6.1 Montagem dos plugs de ZAT0SE ........cccuveeeeiiieieeeiiee et eeeeeee e et ee e e e ee e e ens 29
3.6.2 Processo de 1ise celUular NOS PLUZS .....cccuvveieeiieeeeeiiee ettt 30
3.6.3 Digestao enzimatica do DNA NOS PIUZS.....cccvveeeeeiiiieeiie et 30
3.6.4 Montagem do gel ¢ condigdes de corrida eletroforética...........ceevvveeeeecviereennieeeeeneen. 30
4 RESULTADOS ..uucoiiiiniiiinentenssniinesssnsssessssesssesssessssesssesssassssssssssssessssssssssssesssssssssssssssssss 32
4.1 Sorotipos e tipos toxigénicos das cepas STEC dos grupos P1 e P2...........cccccuueeveuuneens 32
4.2 Marcadores de viruléncia das cepas STEC dos grupos P1 e P2.........c.cccevvvcuurivnnnnens 35
4.3 Producio de enterohemoliSina.......cccccviveeeeriiiiiiiiininennncsiiseceniesansenssssssssessssssssssssssssssses 38
4.4 Avaliacio da producio de DIOfIlME ........eeeeeeiieinennniiiiiiiiiiisnniniiciiisnnneeeeeccssssnneseeenes 38
4.4.1 Teste em Agar Vermelho CONEO ...........vvuivevveeeeeeeeeeeseeeeeesee e e ee e, 38
4.4.2 Teste de adesdo em microplacas de poliestireno ..........ccceeeeeeiireeeeiiieeeicieeee et 38
4.5 FIlOtiPAZEM.acaaeeiiieiiiirvrsnreiiisnisessneariscsssssssssssesiosssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssonsasesses 39
4.6 Avaliacio da similaridade genética por PEGE ...........cccovvvvvnneniiiccisissnnnnerccssssscnnnennes 40
5 DISCUSSAOQ ...ucrnirrtinescinisissssssssssssssssssssssssssss s sssss s sssssssssssssssssssnssssssnssssssessssssesss 42
6 CONCLUSAOQ . .....uutinercinisisssissssssssssssssssss s ssssssssss s sssssssssssssssasssnssssssnssssssessssssesss 47

REFERENCIAS .. oeveeieteeeeeeesessesesessessssssssssssssssssssssssssssssssassssnssssssssassssssssssssssssssssssssasans 48



10

1 INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas gerais de Escherichia coli

Em 1885, Theodor Escherich relatou o isolamento e caracterizagdo morfologica de
hastes curtas e delgadas em fezes de criangas, as quais posteriormente nomeou de “Bacterium
coli commune” (ESCHERICH, 1988). Apds a primeira descri¢do cientifica deste micro-
organismo outras nomenclaturas foram utilizadas. O nome com o qual estamos familiarizados
hoje em dia, Escherichia coli, foi proposto no inicio do século XX por Castellani ¢ Chalmers
(1919), porém esta designagdo foi reconhecida oficialmente pela comunidade cientifica
apenas em 1954 (COWAN, 1954).

E. coli ¢ uma bactéria pertencente a familia Enterobacteriaceae, inserida na classe
Gammaproteobacteria. E. coli ¢ um bacilo Gram negativo, ndo formador de esporos, que pode
ser imovel ou movel, neste caso através de flagelos peritriquios. Sao bactérias mesofilas com
temperatura 6tima de crescimento proxima aos 37 °C e sdo capazes de crescer em ambiente
aerobico ou anaerdbico, sendo classificadas como anaerobios facultativos. Fermentam a
glicose, a lactose e outros agucares, com possivel formagdo de gas; sdo catalase e oxidase
negativos; positivas para a prova do vermelho de metila (VM) e produtoras de indol;
negativas para a prova de Voges-Proskauer (VP); ndo utilizam o citrato, ndo produzem H,S
(sulfeto de hidrogénio ou gas sulfidrico) e nao hidrolisam a ureia. A investigacao deste perfil
bioquimico pode ser utilizada para sua identificacdo (WINN et al., 2008).

Como a maioria das enterobactérias, E. coli ¢ encontrada no trato gastrointestinal
(TGI) de mamiferos como parte da microbiota residente, coexistindo sem causar danos ao
hospedeiro. Também podem ser encontrados em solo e especialmente em 4gua, onde ¢
considerada um indicador de contaminacdo fecal (JANG et al., 2017). Embora a maioria da
espécie seja de organismos comensais inofensivos residentes da microbiota do TGI de
animais e humanos, algumas cepas, ao adquirir genes de viruléncia através de diversos
mecanismos de transferéncia genética (bacteriéfagos, plasmideos, transposons), tornam-se
potencialmente patogénicas. No entanto, em individuos imunossuprimidos ou quando ha o
rompimento da barreira gastrointestinal, até cepas E. coli ndo patogé€nicas podem causar
infeccdo (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

A mobilidade dos genes de viruléncia entre cepas E. coli permitiu o surgimento de
combinagdes persistentes em certos grupos, o que atribuiu a estes a capacidade patogénica de

causar tanto doengas intestinais, quanto extraintestinais (CROXEN et al., 2013; KAPER;
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NATARO; MOBLEY, 2004). As variantes patogénicas de E. coli, denominadas patotipos, sdo
responsaveis por causar surtos e casos esporadicos no mundo. Os patotipos de E. coli
associados a doengas intestinais sdo conhecidos como E. coli patogénicas intestinais (InPEC)
ou E. coli diarreiogénicas. Ja as E. coli responsaveis por causar doenca em sitios ndo
intestinais sdo conhecidas como E. coli patogénicas extraintestinais (ExPEC).

Patogenos de origem alimentar utilizam uma variedade de estratégias de sobrevivéncia
para persistir e resistir ao estresse ambiental. Uma delas ¢ a capacidade de formar biofilme em
superficies bidticas e abiodticas. Biofilmes sdo definidos como uma comunidade de
microrganismos embebidos em uma matriz extracelular de natureza exopolissacaridica
aderida a uma superficie (DONLAN; COSTERTON, 2002). A formacdo de biofilme pode
aumentar a resisténcia a antimicrobianos quando comparadas a bactérias planctonicas, assim
como pode dificultar a acdo de agentes esterilizantes no controle e erradicacdo dos
microrganismos (JOSEPH et al., 2001). Ja foi demonstrado que os biofilmes, em instalacdes
de producdo de alimentos, agem como uma fonte disseminadora, onde as bactérias podem se
desprender da matriz extracelular e contaminar produtos alimenticios causando deterioracao

de alimentos, infeccdo e até casos graves de doenga em humanos (KAPLAN, 2010).

1.2 Patotipos intestinais de E. coli

Sao conhecidos ao menos sete patotipos de InNPEC: E. coli enteropatogénica (EPEC),
E. coli produtora de toxina Shiga (STEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli aderente difusa (DAEC) e
E. coli invasiva aderente (AIEC), associada a doenca de Crohn (CROXEN et al., 2013).

1.2.1 E. coli enteropatogénica - EPEC

EPEC foi o primeiro patotipo intestinal a ser identificado. Em 1945, apo6s grandes
surtos de diarreia infantil no Reino Unido, o pediatra John Bray (1945) observou a existéncia
de um grupo de cepas E. coli, sorologicamente distintas, isoladas de criangas com diarreia,
porém ausentes em criancas saudaveis. O termo “EPEC” foi usado pela primeira vez, em
1955, para descrever cepas epidemiologicamente relacionadas a uma série de surtos de
diarreia infantil nas décadas de 1940 ¢ 1950 (BRAY, 1945; ROBINS-BROWNE, 1987).
Embora EPEC tenha sido responsavel por grandes surtos em paises desenvolvidos no passado,

atualmente sua incidéncia estd mais associada a questdes geograficas e socioecondmicas
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(KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Originalmente definidas por sorotipagem, as cepas
de EPEC atualmente sdo classificadas com base em suas caracteristicas patogé€nicas. A
principal caracteristica das EPEC ¢é causar uma lesdo denominada attaching and effacing
(A/E; lesdo de adesdo e apagamento), caracterizada pela ades@o intima da célula bacteriana ao
enterocito, com destruicdo das microvilosidades, modulagdo do citoesqueleto e formacgdo de
estruturas semelhantes a pedestais na célula eucaridtica. Os genes responsaveis pela lesdo A/E
estdo inseridos na ilha de patogenicidade LEE (locus of Enterocyte Effacement). Além da
regido LEE, as chamadas cepas EPEC tipicas (tEPEC) possuem o plasmideo EAF (EPEC
adherence factor), responsavel por codificar um pilus tipo IV, chamado de bundle-forming
pilus (BFP), responsavel por intermediar a aderéncia entre as bactérias, como também
possibilitar a aderéncia ao epitélio intestinal. Cepas EPEC que ndo possuem o plasmideo EAF

sdo classificadas como EPEC atipicas (aEPEC) (NATARO; KAPER, 1998).

1.2.2 E. coli produtora de toxina Shiga - STEC

STEC ¢é um importante patdogeno de origem alimentar com distribuicdo mundial. O
primeiro relato de STEC foi feito no final da década de 1970 (KONOWALCHUCK et al.,
1977) e sua atuacdo como patégeno humano foi descrita por Riley e colaboradores (1982). O
principal fator de viruléncia de STEC ¢ a toxina Shiga (Stx1 e/ou Stx2 e suas variantes),
codificada por fagos temperados integrados ao cromossomo bacteriano. Esta toxina atua
inibindo a sintese proteica (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Além da produgao de Stx,
algumas STEC podem produzir a lesdo A/E, caracteristica atribuida as E. coli
enterohemorragicas (EHEC), um subgrupo de STEC que carreiam a ilha de patogenicidade
LEE (CROXEN et al., 2013). Geralmente, a infec¢do por STEC pode variar desde quadros de
diarreia leve a sanguinolenta, colite hemorragica (CH) com risco de progressao para sindrome
hemolitico-urémica (SHU), uma condi¢do clinica agressiva que pode progredir para
insuficiéncia renal e levar o individuo a 6bito (NATARO; KAPER, 1998). A infec¢do por
STEC ocorre através da via fecal-oral e estd associada ao consumo de alimentos carneos
malpassados, produtos lacteos, vegetais e dgua contaminados com fezes de bovinos, pelo
contato direto ou indireto com animais carreadores de STEC, como também pelo contato
interpessoal (CAPRIOLI et al.,, 2014). Os ruminantes, em especial os bovinos, sdo
considerados o principal reservatorio de STEC, ou seja, mantém e transmitem o patdgeno, e
sua presenga em animais € no meio ambiente pode gerar sérios riscos a saude humana,

especialmente em paises onde o consumo de carne bovina malpassada ¢ um habito comum
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(KARMALLI, 2018). Alguns bovinos sdo responsaveis por liberar grandes quantidades de
STEC em suas fezes (>10* UFC/g), sendo assim, classificados como animais super-shedders
(STEPHENS; MCALLISTER; STANFORD, 2009). A provavel causa deste fendmeno esta
relacionada a formagdo de biofilme na jun¢do reto-anal destes animais, onde posteriormente

pode haver liberagdo de STEC por desprendimento bacteriano (MUNNS et al., 2015).
1.2.3 E. coli enteroagregativa - EAEC

E. coli enteroagregativa (EAEC) foi identificada pela primeira vez em 1987 em um
estudo caso-controle onde mais de 500 cepas de E. coli tiveram seus padrdes de adesdo
comparados (NATARO et al., 1987). Desde a sua caracterizagdo inicial, EAEC foi relatada
em doencgas diarreicas endémicas e epidémicas em todo o mundo. Em geral, a infec¢do por
EAEC ¢ caracterizada por diarreia aquosa, geralmente com presenca de muco, pode ser
acompanhada por febre, nausea, vomito, dor abdominal e ocasionalmente com presenca de
sangue nas fezes (COHEN et al., 2005). Este patégeno tem como principal caracteristica a
adesdo as células HEp-2 em um padrdo conhecido como auto agregativo, onde as células
bacterianas aderem umas as outras em uma configuracdo de “tijolo empilhado” (NATARO;
KAPER, 1998). O padrao de agregacdo de EAEC ¢ mediado por fimbrias de aderéncia
agregativa (AAF), que podem ser divididas em cinco variantes (I, II, III, IV e V). A expressdo
destas fimbrias ¢ mediada por um ativador transcricional, codificado pelo gene plasmidial
aggR (DUDLEY et al., 2006). Estudos mais recentes usam o termo EAEC tipica para cepas
que possuem o gene aggR ¢ EAEC atipica para aquelas que ndo possuem este gene
(HARRINGTON; DUDLEY; NATARO, 2006). Os chamados heteropatotipos de E. coli,
representados por cepas chamadas hibridas, tém ganhado reconhecimento no mundo
(SANTOS et al., 2020). Um notavel surto ocorrido na Alemanha, em 2011, provocado pela
cepa hibrida EAEC/STEC ou EASTEC, inicialmente foi considerada uma STEC, porém, apds
caracterizacdo  genética, também se mostrou relacionada ao patotipo EAEC
(BIELASZEWSKA et al., 2011). Esta cepa EASTEC de sorotipo O104:H4 se manifestou de
forma agressiva neste surto, onde houve 4.321 casos confirmados em individuos de 16 paises
diferentes, mais de 900 pacientes desenvolveram SHU e dentre estes, 50 foram a obito. A
fonte de infec¢do mais provavel foi atribuida ao consumo de brotos de alfafa, com sementes

de origem egipcia (GRAD et al., 2012).
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1.2.4 E. coli enterotoxigénica - ETEC

ETEC ¢ um patotipo de distribuigdo mundial e importante causa de diarreia infantil em
paises em desenvolvimento, além de ser conhecido como agente etioldogico da diarreia dos
viajantes (QADRI et al., 2005). ETEC ¢é um patotipo importante em animais, principalmente
suinos e aves, porém sdo cepas espécie especificas, assim determinadas pelas adesinas.
(FLECKENSTEIN; KUHLMANN, 2019). ETEC ¢ definido pela sua capacidade de produzir
enterotoxina termolabeis (LT-I e LT-II) e/ou termoestaveis (STa e STb), além de carrear um
diverso conjunto de fatores de colonizac¢do (CFs) para a aderéncia ao epitélio intestinal, que
podem se ligar a diferentes receptores nas células hospedeiras. As LT sdo uma classe de
enterotoxinas intimamente relacionadas, estrutural e funcionalmente, com a enterotoxina
expressa por Vibrio cholerae (SPANGLER, 1992). A colonizacdo do epitélio intestinal ¢
mediada por CFs, que podem ser antigenos de fatores de colonizagdo (CFAs), antigenos de
superficie de coli (CSs). Essas estruturas de superficie podem ser fimbriais, afimbriais,
helicoidais, ou fibrilares e sdo codificadas principalmente em plasmideos de viruléncia

(QADRI et al., 2005).

1.2.5 E. coli enteroinvasiva - EIEC

EIEC e Shigella spp. possuem estreita relacdo bioquimica, genética e patoldgica.
Muitos estudos demonstram que Shigella e E. coli sdo taxonomicamente indistinguiveis a
nivel de espécie, no entanto, a nomenclatura distinta ainda ¢ mantida devido a importancia
clinica que a Shigella representa (PUPO; LAN; REEVES, 2000). O repertorio de viruléncia
da EIEC e Shigella esta relacionado a aquisi¢do do plasmideo de invasdo pINV e de outros
elementos genéticos moveis (EGMs) de origem cromossdmica (JOHNSON; NOLAN; 2009;
SCHROEDER; HILBI, 2008), como as ilhas de patogenicidade de Shigella (SHIs) SHI-1,
SHI-2, SHI-O e SRL (Shigella resistance locus), sendo as SHI-1 e SHI-2 responsaveis pela
codificacdo das enterotoxinas 1 e 2 de Shigella (ShET-1 e ShET-2) (KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004). Ambos sdo patdégenos intracelulares facultativos e agentes etiologicos da
disenteria bacilar e shigelose. EIEC pode causar uma colite inflamatéria invasiva e,
ocasionalmente, disenteria, mas na maioria dos casos EIEC provoca diarreia aquosa, a qual &
praticamente indistinguivel daquela provocada por infecgdes relacionadas a outros patotipos

de E. coli (NATARO; KAPER, 1998). EIEC exibe viruléncia reduzida em comparagdo a
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Shigella, incluindo expressdo reduzida de genes de viruléncia, eliminacdo de macrofagos
menos eficiente, propagacdo de célula a célula reduzida e diminui¢do da indugdo de uma

resposta pro-inflamatéria do hospedeiro (BANDO et al., 2010).

1.2.6 E. coli aderéncia difusa - DAEC

DAEC ¢ um patotipo intestinal de E. coli que foi classicamente definido por sua
aderéncia difusa (DA) em células epiteliais HEp-2, onde a adesdo bacteriana ocorre de forma
espalhada na superficie da célula hospedeira (BALDINI et al., 1983). O patotipo DAEC ¢
conhecido por carrear adesinas da classe Afa/Dr, que inclui adesinas fimbriais e ndo fimbriais.
Nas microvilosidades, estas adesinas se ligam ao fator de aceleragdo do decaimento (DAF),
uma molécula altamente expressa na superficie apical de células epiteliais. Apds a ligacdo, o
rearranjo do citoesqueleto ¢ induzido, provocando destruicdo e/ou deformacgdo da borda em
escova (LE BOUGUENEC; SERVIN, 2006). DAEC esta associado a diarreia aquosa que
pode se tornar persistente em criangas menores de cinco anos, com o aumento da gravidade da
doenga dos 18 meses aos cinco anos (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; LE
BOUGUENEC, 1999). Acredita-se que adultos mais velhos se tornem portadores
assintomaticos e especula-se que a infeccdo por DAEC pode levar a doencas intestinais
inflamatoérias cronicas, como Doenca de Crohn (LE BOUGUENEC; SERVIN, 2006). A
Doenca de Crohn ¢ uma doenca inflamatdria intestinal, que pode ser causada por uma
combinacdo de fatores que vdo desde fatores genéticos, ambientais, microbiota intestinal e
influéncia de patdgenos intestinais. Acredita-se que adultos assintomaticos se tornem
carreadores de DAEC, no entanto, informacgdes epidemioldgicas acerca de um reservatorio

primario desde patogeno sdo escassas (CROXEN et al., 2013).

1.2.7 E. coli invasiva aderente - AIEC

AIEC também ¢ um dos patotipos de E. coli relacionados a Doenga de Crohn. AIEC
ndo expressa os fatores de viruléncia especificos, encontrados em varias outras cepas
patogénicas de E. coli e a base genética para seu fen6tipo pro-inflamatdrio e invasivo nao ¢é
totalmente compreendida (NASH et al., 2010). Embora nio exista um determinante genético
que defina este patotipo, alguns potenciais genes de viruléncia tém sido relacionados a AIEC
através de whole genome sequecing (WGS), como o sistema de secrecao tipo IV, geralmente

usado por bactérias Gram-negativas para o exportar proteinas através do envelope celular.
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Também adesinas fimbriais, como a pili do tipo I (FimH) e fimbria polar longa (LPF), que sdo
importantes na adesdo e invasao do epitélio intestinal (PALMELA et al., 2018). Assim como
os diversos patotipos de InPEC, AIEC possui uma ampla variedade de sorotipos O:H, sendo
os sorogrupos O6 e 022 os mais encontrados (MARTINEZ-MEDINA et al., 2009). As cepas
AIEC sao agrupadas no grupo filogenético B2 e estdo relacionadas a cepas EXPEC associadas
a infecgdes do trato urinario e quadros de meningite neonatal (NMEC) (MARTINEZ-
MEDINA et al., 2009).

1.3 Fatores de viruléncia de STEC

1.3.1 Toxina Shiga

A producdo da toxina Shiga (Stx) € a principal caracteristica das STEC. As toxinas da
familia Stx possuem uma configuracdo molecular ABs, que consiste em uma unica
subunidade A associada a subunidade B, composta por um homopentamero (FRASER et al.,
2004). A ligacdo da toxina a célula hospedeira ¢ mediada pela subunidade B, que se liga a
receptores glicolipidicos Gb3 (globotriaosilceramida). Ja foi demonstrado que a subunidade B
possui mais de 15 potenciais sitios de ligacdo a receptores glicolipidicos, o que sugere que as
Stx tenham uma efetiva ligagdo cruzada com as células-alvo (BAST et al., 1999; LING et al.,
1998). Ja a atividade enzimatica da Stx est4 associada a subunidade A, a qual ¢ internalizada e
clivada em duas partes, o componente Al se liga ao ribossomo, interrompendo a sintese
proteica e levando a morte celular (LEE; TESH, 2019).

Os genes que codificam Stx sdo carreados por fagos temperados inseridos no genoma
bacteriano, portanto a producdo de Stx esta diretamente ligada a indugdo e/ou progressdo do
ciclo litico do bacteriofago (NEELY; FRIEDMAN, 1998; O’LOUGHLIN; ROBINS-
BROWNE, 2001). Esta toxina pode ser classificada em dois tipos principais: Stx1 e Stx2.
Atualmente, os dois principais tipos de Stx somados possuem 14 subtipos, sendo trés subtipos
de Stx1 (Stxla, Stxlc e Stx1d) e dez subtipos de Stx2 (Stx2a - Stx2k) (HUGHES et al., 2020;
WERBER; SCHEUTZ, 2019). STEC pode carrear apenas uma variante (Stx1 ou Stx2),
ambas as variantes (Stx1 e Stx2), ou combinacdes de subtipos de Stx1 e Stx2 (ex.: Stx2a e
Stx2c; Stxla e Stxl1c). O tipo Stx2 € o mais associado a casos de doenga severa, sobretudo os
subtipos Stx2c e Stx2d (OMS, 2018). Entretanto, cepas contendo Stx1 também podem levar
ao quadro de SHU.
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Além da Stx, STEC possui outros fatores de viruléncia associados a EGMs, como
plasmideos e ilhas de patogenicidade (ETCHEVERRTA; PADOLA, 2013; IMAMOVIC et al.,
2010). Apesar de diversos sorotipos de STEC produzirem Stx, a maioria dos grandes surtos e
dos casos de CH e SHU sdo associados a cepas STEC pertencentes ao sorogrupo O157

(BRANDAL et al., 2015).

1.3.2 Outras toxinas de STEC

Dentre outras toxinas associadas a viruléncia de STEC esta a citotoxina subtilase
(SubA), codificada pelo gene subA, que cliva fator de estresse celular no reticulo
endoplasmatico, levando a morte celular. Originalmente subA4 foi identificado em um
plasmideo de STEC O113:H21, porém também ja foi descrito em uma ilha de patogenicidade
(PAI) em outras cepas STEC de sorogrupos niao-O113 (MICHELACCI et al., 2013;
TOZZOLI et al., 2010).

A enterotoxina termoestavel enteroagregativa (EAST1) (codificada pelo gene astA)
esta presente na maioria das EAEC, no entanto, esta toxina se encontra presente em diversos
patotipos de E. coli, inclusive STEC (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; VEILLEUX;
DUBREUIL, 2005). Outra importante toxina € a toxina citoletal distensora (Cdt), responsavel
por provocar danos ao DNA (TAIEB et al., 2016). Em estudo conduzido por Bielazewska e
colaboradores (2005) foi confirmada a capacidade de uma variante da toxina Cdt (Cdt-V) de

induzir parada no ciclo celular em células endoteliais e contribuir para a SHU.

1.3.3 Locus of enterocyte effacement - locus LEE

STEC e EPEC compartilham fatores de viruléncia, exemplificados principalmente
pelo locus LEE, localizado em uma PAI. Os genes da regido LEE codificam uma adesina ndo
fimbrial (intimina), codificada pelo gene eae e seu respectivo receptor (Tir), codificado pelo
gene tir, além de um sistema de secre¢do do tipo III (T3SS) responsavel pela injecdo de
proteinas efetoras (EspF, EspG e Map), proteinas translocadoras (EspA, EspB e EspD) e
chaperoninas (Ces) no epitélio intestinal hospedeiro induzindo o desenvolvimento da lesdo
A/E (NATARO; KAPER, 1998). Esta lesdo resulta na degeneracdo da borda em escova de
microvilosidades dos enterdcitos, em conjunto com o surgimento de estruturas semelhantes a
pedestais, devido a polimerizacdo de filamentos de actina nos locais onde ha adesdo

bacteriana (CROXEN et al., 2013; HERNANDES et al., 2009). Além da regido LEE, STEC
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possui outras PAIs cromossdmicas e diversos genes plasmidiais associados a doenca em

humanos (PATON et al., 2001).

1.3.4 Enterohemolisina

A Enterohemolisina (Ehly) ¢ uma hemolisina formadora de poros na membrana de
eritrocitos e outras células, que levam a lise celular. Também pode induzir a apoptose e
resposta inflamatoria (BIELASZEWSKA et al., 2014). A Ehly foi descrita por Beutin e
colaboradores (1989) ao observar que grande parte das cepas STEC apresentavam um
fenotipo hemolitico fora do padrio associado a alfa-hemolise de E. coli apresentando
pequenos e turvos halos de hemolise em agar sangue lavado de carneiro. O gene ehx4, que
codifica a Ehly foi descrito no plasmideo pO157 de 60 MDa, presente na cepa EDL 933,
enquanto o gene #hlyA, que codifica a alfa-hemolisina tem origem cromossdmica

(AMEZQUITA-LOPEZ et al., 2018).

1.3.5 Fimbrias e outras adesinas

As cepas STEC expressam uma variedade de adesinas fimbriais e ndo-fimbriais que
tém um papel fundamental na colonizag?o, persisténcia no reservatorio animal e na formagao
de biofilme em outras superficies celulares.

A subunidade formadora de um pilus tipo IV, PilS, codificada pelo plasmideo pO113,
ndo aparenta estar envolvida na aderéncia em células Hep-2, porém esta presente em diversas
cepas STEC LEE-negativas (SRIMANOTE; PATON; PATON, 2002).

Fimbrias como EIf (E. coli YcbQ laminin-binding fimbriae) e Lpf (long polar
fimbriae) contribuem para o potencial de colonizagdo com a aderéncia a matriz extracelular
(FARFAN; TORRES, 2012; SAMADDER et al., 2009). Assim como o pilus tipo IV Hcp
(hemorrhagic coli pilus), encontrado em STEC O157:H7, responsavel por formar longas
fibras coesas capazes de se aderir a proteinas da matriz extracelular em células epiteliais. O
pilus Hep também possui outras fungdes como motilidade por translocagdo e participagdo na
invasao celular in vitro (XICOHTENCATL-CORTES et al., 2009).

Dentre outras proteinas envolvidas na adesdo celular de STEC LEE-positivas esta a
Efa-1/LifA (fator para aderéncia de E. coli / linfostatina) e seu homologo, ToxB (adesina
homologa a Efa-1/LifA), que usam o aparato do T3SS para serem secretadas (TATSUNO et
al., 2001).
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A adesina Tha (adesina homologa a IrgA de Vibrio cholerae), encontrada em STEC
LEE-negativas, ¢ encontrada em uma PAI com resisténcia a telurito (TARR et al., 2000). A
adesina autoaglutinante de STEC (Saa) (codificada pelo gene saa) identificada em uma STEC
O113:H21 e a proteina autotransportadora (Sab), sdo encontradas em cepas STEC LEE-
negativas ¢ contribuem para a adesdo e colonizagdo na célula hospedeira (HEROLD;
PATON; PATON, 2009). O autotransportador ligante de célcio homologo ao antigeno 43
(Cah) também contribui para a agregagdo celular, mas seu papel efetivo na coloniza¢io

intestinal ndo € conhecido (VAN DER WOUDE; HENDERSON, 2008).

1.4 Sorotipos de STEC

A sorotipagem classica é baseada no esquema de classificagdo de Kauffman-White,
onde os polissacarideos O (somaticos) e os antigenos de superficie H (flagelares) sdo
determinados. Uma designacdo de NM ou H- indica a auséncia do antigeno H, ou seja, o
isolado ndo possui motilidade (NATARO; KAPER, 1998). Métodos moleculares, como PCR
de genes envolvidos na biogénese do antigeno O, neste caso os genes rfb, wzx e wzy, como o
gene fliC para o antigeno H, também podem ser usados para a identificacdo do sorotipo.

Atualmente existem 186 antigenos O de E. coli e 53 antigenos H reconhecidos.
(FRATAMICO et al.,, 2016). Estima-se que existam em torno de 470 sorotipos STEC
descritos (MORA et al., 2012), no entanto, apenas um subconjunto foi relatado em casos de
doenca humana. O niimero estimado de sorotipos STEC associados a doenca varia de >60
(BETTELHEIM, 2003) a >100 (JOHNSON, THORPE, SEARS, 2006).

Desde a sua primeira detecgdo como agente de doenga humana em 1982 nos Estados
Unidos, sendo neste caso associado ao sorotipo O157:H7 (que continua sendo o mais
frequente em surtos e casos graves), o patotipo STEC tem sido, a nivel mundial, objeto de
inimeros estudos associados a sua ocorréncia e viruléncia. Porém outros sorotipos STEC néo-
0157 possuem relevante importancia no aumento do numero de casos esporadicos e surtos no
mundo como: 026, 045, 0103, O111, O121 e O145 descritos como “big-six non-STEC
O157:H7”, como também o sorotipo O113 eae negativo (CROXEN et al., 2013).

Embora a sorotipagem seja informativa para certos patotipos (por exemplo, STEC
O157:H7), nem sempre € util para outros, devido a algumas cepas ndo serem tipaveis ou

apresentarem reatividade cruzada entre antigenos (CROXEN et al., 2013).

1.5 Agrupamento filogenético de E. coli
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No inicio dos anos 1980, Whittam e colaboradores (1983), através da técnica de
multilocus enzyme electrophoresis (MLEE), demonstraram a existéncia de uma subestrutura
genética em E. coli, designada pelos filogrupos A, Bl, B2 e D. Onde as cepas E. coli
responsaveis por infecgdes extraintestinais foram mais relacionadas aos filogrupos B2 ou D,
que ao A ou B1 (PICARD et al., 1999; JOHSON, STELL, 2000). O significado clinico dessas
observagdes sugeriu que um método simples de atribuigdo de cepas E. coli a um filogrupo
especifico seria epidemiologicamente valioso. A partir deste pressuposto foi desenvolvido um
método de identificagdo, posteriormente chamado, “método Clermont”. Este método consiste
em um ensaio de PCR baseado na deteccdo de dois genes (chud - gene envolvido no
transporte de heme descrito em O157:H7 e yjad - gene de resposta ao estresse celular descrito
em E. coli K-12) e um fragmento de DNA (TspE4.C2 - gene relacionado a enzima lipase
esterase), que possibilitou classificar cepas E. coli nos quatro filogrupos: A, B1, B2 e D.

A tipagem filogenética, ao utilizar a técnica de PCR, tornou-se amplamente utilizada
devido a sua simplicidade e rapidez (CLERMONT; BONACORSI; BINGEN, 2000). No
entanto, a medida que os bancos de dados de MLST (Multilocus Sequence Typing) se
expandiram, também aumentou o volume de dados de WGS, o que sugeriu fortemente que E.
coli ndo consistisse em apenas quatro filogrupos (CLERMONT, GORDON, DEMANUR,
2015). Consequentemente, o método de PCR triplex foi aprimorado com a adicdo do gene
arpA (gene codificador da Proteina A de repeticdo de anquirina), tornado-se um PCR
quadruplex, que juntamente com dois PCR alelo-especificos (para os filogrupos C e E),
permitiu o delineamento de oito filogrupos (A, B1, B2, C, D, E, F ¢ E. coli Clade )
(CLERMONT et al., 2013).

Estudos de tipagem filogenética t€m mostrado que cepas relacionadas a filogrupos
especificos podem estar relacionados a origem destas cepas (CLERMONT et al., 2013). De
modo que os filogrupos A ¢ B2 sdo mais comuns em humanos, sendo B1 ¢ D menos
prevalentes. Ja as cepas E. coli de origem animal estdo mais relacionadas ao filogrupo B1,
seguido, em menor frequéncia, dos filogrupos A, B2 e D (CLERMONT et al., 2015).

Resumidamente, o emprego da técnica de PCR tem se mostrado muito util como um
instrumento alternativo de classificagdo filogenética de populagdes de E. coli, proporcionando

relevantes esclarecimentos sobre a viruléncia e relagdo entre os patotipos de E. coli.

1.6 Relevancia da tipificacdo molecular de STEC através de PFGE (Pulsed Field Gel

Electrophoresis)
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A Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE) ¢ uma técnica de tipagem molecular
baseada no estudo da diversidade genética através da similaridade cromossdmica. Com o
auxilio de softwares especificos € possivel investigar as relagdes de clonalidade entre
diferentes cepas de uma mesma espécie, o que contribui para a elucidagio de casos de surtos,
onde ¢ possivel determinar provaveis fontes de infec¢do, seja a nivel hospitalar ou
comunitario (CDC, 2016).

Devido ao seu poder discriminatorio e alta concordancia com parentesco genético
entre as cepas investigadas, o protocolo de PFGE foi considerado at¢é 2019, o protocolo
“padrdo ouro” para a investigacdo de surtos de E. coli patogénica, em especial E. coli
O157:H7 e outros sorotipos STEC de importancia clinica, como as STEC pertencentes ao
grupo Big-six STEC ndao-O157 (CDC, 2016). Desde 2019, o WGS foi adotado como
protocolo “padrdo ouro” para investigacdo de surtos (CDC, 2019).

Por mais de 20 anos, a rede PulseNet utilizou o PFGE para a detecgéo e resolugdo de
surtos provocados por doengas transmitidas por alimentos. Em média, cerca de 270.000 casos
de doenga foram prevenidos e pelo menos 500 milhdes de dolares foram economizados

anualmente desde o uso do PFGE nos EUA (CDC, 2019).

1.7 Aspectos da legislaciio sanitaria brasileira relacionados a E. coli e STEC

No Brasil, a RDC n°® 331, que dispde sobre os padrdes microbioldgicos de alimentos e
sua aplicacdo, determina o cumprimento dos padrdes microbiologicos estabelecidos na
Instrugdo Normativa n® 60, ambas publicadas em 23 de dezembro de 2019 (ANVISA, 2019),
revogando a RDC n° 12 (ANVISA, 2001).

Dentre as principais modificagdes relacionadas a E. coli, incluidas na IN 60/2019,
citam-se a substitui¢do de “coliformes a 45 °C” por “E. coli” ¢ a inclus@o da contagem de
Enterobacteriaceae. Apesar de dois importantes sorotipos de Sal/monella associados a casos de
intoxicacdo alimentar, como S. enteritidis e S. typhimurium terem sidos incluidos na RDC
vigente, nenhum patotipo ou sorotipo especifico de STEC foi mencionado.

No entanto, a Instrucdo Normativa N°60 de 20 de dezembro de 2018 (MAPA, 2018)
determina a pesquisa de STEC em carne bovina em abatedouros frigorificos, bem como a
identificacdo do sorotipo O157:H7 e dos sorogrupos 026, 045, 0103, O111, O121 e O145,

por serem considerados de alto risco para a saude publica.
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1.8 Epidemiologia de STEC

STEC vém sendo investigada no Brasil basicamente desde a sua primeira descricao
nos EUA, principalmente ap6s o primeiro surto ligado ao sorotipo O157:H7 relacionado ao
consumo de hamburgueres contaminados (RILEY et al., 1983). No Brasil, em especial no
estado do Rio de Janeiro, relatos de baixa ocorréncia de STEC em humanos contrastam com a
elevada ocorréncia em reservatdrio animal e alimentos de origem carnea, tanto em estudos na
década de 1990 quanto em estudos atuais (CERQUEIRA; TIBANA; GUTH, 1997,
GONZALEZ et al., 2016). STEC também tém sido isoladas em bovinos em outras regidoes do
pais, como Centro-Oeste, Sul e Nordeste (CASTRO et al., 2019).

STEC ¢ prevalente no pais vizinho, Argentina, descrito pela literatura como pais de
maior indice mundial de SHU em criangas com menos de cinco anos (RIVERO et al., 2010;
ORI et al., 2018). Este fato esta relacionado a exposicdo excessiva ao principal fator de risco
associado a STEC, que ¢ o consumo de carne de origem bovina malpassada (BENTANCOR
et al., 2012). Em contraste, o Brasil possui baixas incidéncias de quadros de SHU por E. coli e
casos de STEC O157:H7 sdo incomuns, enquanto em outros paises em desenvolvimento
infeccdes por STEC sdo mais identificadas, onde a vigilancia sanitaria e diagnostico clinicos
carecem (CROXEN et al., 2013).

De modo geral, a ocorréncia de STEC ¢ elevada no reservatorio animal
(principalmente bovinos) e variavel em alimentos, sendo mais frequente em produtos carneos
de origem bovina. A doenga humana tem distribuicdo mundial, no entanto, em paises de clima
temperado e/ou do hemisfério Norte ha uma maior ocorréncia de casos (KARMALI, 2016;
OMS, 2018). A persisténcia de STEC em bovinos, em elevada frequéncia ao longo de sua
vida, sugere que estas apresentem uma estratégia eficiente de colonizacdo de longo tempo nos
animais e/ou que resistam por um periodo consideravel no ambiente, permitindo assim,
sucessivas re-contaminagdes (CASTRO et al., 2017; CHEKABAB et al., 2013).

A presenga de uma grande variedade de marcadores de viruléncia ¢ uma caracteristica
das STEC, o que ¢é possivel gracas aos mecanismos de transferéncia de EGMs. No entanto,
apesar desta grande variabilidade, muitas cepas de STEC apresentam grande similaridade
genética, especialmente dentro de grupos clonais. Este fato pode ser observado pela
caracterizacdo genética de cepas STEC relatadas em diferentes periodos, onde flutuacdes ou
manutencdo das taxas de ocorréncia de varios marcadores de viruléncia, genéticos e
fenotipicos foram avaliados (CAVALCANTI et al., 2020; DIODATI et al., 2015; MIKO et
al., 2013; VAZ et al., 2004).
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1.9 Justificativa

A vigilancia e o controle de STEC tornaram-se um dos principais focos das
autoridades de saude publica no mundo. Embora o foco inicial tenha sido colocado na
detecgdo do sorotipo O157:H7, tornou-se evidente que sorotipos STEC ndo-O157 contribuem
de maneira expressiva para casos esporadicos e surtos. Os quadros clinicos, como diarreia
sanguinolenta, CH e SHU, provocados pela infec¢do por STEC, reforcam a necessidade de
seu estudo, pois em casos graves, como na SHU, o paciente pode sofrer faléncia renal aguda,
o que pode resultar em 6bito ou dano renal cronico (RIVAS, CHINEN, GUTH, 2016).

A investigacdo do perfil de viruléncia e caracterizacdo de cepas STEC isoladas de
bovinos e produtos carneos derivados ¢ importante para possibilitar uma melhor compreensao
deste patogeno veiculado por alimentos, no contexto da vigilancia epidemioldgica. Assim,
este tipo de estudo pode auxiliar o monitoramento epidemioldgico e fornecer dados para a
adocdo de medidas preventivas, com o objetivo de reduzir os riscos a satide do consumidor.

A detecg@o de alteragdes nos perfis de viruléncia ¢ essencial para a elaboracdo de
politicas publicas de saude e monitoramento de patogenos. Tendo em vista a relevancia de
STEC no cenario mundial, este estudo visa atender a crescente demanda por dados
relacionados a ocorréncia, persisténcia e perfil de viruléncia de cepas STEC potencialmente
patogénicas ao homem no Brasil, sendo necessario para isso, um monitoramento

epidemiologico constante devido ao consideravel impacto deste patdgeno a satide publica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo geral a avaliagdo comparativa da viruléncia e
diversidade genética de cepas STEC isoladas de animais e alimentos no estado do Rio de
Janeiro em dois periodos, com um intervalo de isolamento de até 25 anos (1989 a 1995 e 2012
a2014).

2.2 Objetivos especificos

a) Investigar a presenca de marcadores genéticos de viruléncia;

b) Avaliar a producdo fenotipica de biofilme;

c¢) Avaliar a produgao fenotipica de enterohemolisina;

d) Investigar a relag@o entre as cepas através de sorotipagem e filotipagem;

e) Avaliar a similaridade genética das cepas STEC isoladas nos dois periodos apresentando
sorotipos associados a doenca humana, através de Eletroforese em Gel de Campo Pulsado

(PFGE).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Origem e isolamento das cepas STEC

Foram estudadas 38 cepas STEC, isoladas de bovinos e produtos carneos bovinos
entre 1989 e 1995, compondo o grupo aqui denominado P1 (CERQUEIRA et al., 1999;
CERQUEIRA; TIBANA; GUTH, 1997), e 37 cepas STEC provenientes de bovinos de duas
propriedades rurais de dois municipios do estado do Rio de Janeiro (Miracema e Cachoeiras
de Macacu), isoladas entre 2012 e 2014, compondo o grupo aqui denominado de P2 (Tabelas
1 e 2). As cepas deste estudo fazem parte do conjunto de cepas de patotipos de E. coli
mantido pelo Laboratorio de Enteropatdégenos, Microbiologia Veterinaria, Ambiental e de
Alimentos (LEMA), estocadas a -20 °C em caldo triptona de soja - TSB (Kasvi, Brasil) com
20% de Glicerol.

As estratégias de recuperacdo e isolamento das cepas variaram em fun¢do da origem e
do periodo de coleta. O isolamento das cepas STEC a partir de produtos carneos bovinos do
grupo P1 seguiu o protocolo a época recomendado pelo Bacteriological Analytical Manual
(BAM) para patotipos de E. coli em alimentos (HITCHINS et al., 1992). A deteccdo e a
identificacdo de STEC dentre os isolados de E. coli foram feitas por meio da investigacdo de
citotoxicidade em células Vero, seguida da neutralizacdo deste efeito a partir da utilizagdo de
anticorpos para distingdo do tipo toxigénico e a confirmagao se deu através da hibridizacao
com sondas genéticas (GENTRY; DALRYMPLE, 1980; GIRALDI; GUTH; TRABULSI,
1990).

As cepas do grupo P1 oriundas de bovinos foram isoladas a partir de suspensdo
polimicrobiana das amostras fecais obtidas apds o crescimento em meio ndo seletivo. O
critério de triagem inicial foi realizado com ensaios de PCR destas suspensdes e posteriores
ensaios com até 500 coldnias tipicas de E. coli. A confirmacdo bioquimica de espécie foi
realizada com todas as cepas STEC detectadas. As cepas de origem bovina do grupo P2 foram
recuperadas de modo semelhante as do grupo P1, variando apenas os iniciadores de PCR
utilizados (CERQUEIRA et al., 1999).

A sorotipagem das cepas foi realizada na Universidade Federal de Sdo Paulo (grupo
P1) e no Instituto Adolpho Lutz (grupo P2) por meio de testes de aglutinacdo, conforme
descrito por Guinée e colaboradores (1981), empregando antissoros O (O1 a O181) e H (H1 a
H56).
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A pureza e identificagdo de todas as cepas estocadas foi confirmada neste estudo. Para
a realizacdo dos testes, os estoques das cepas foram reativados pela inoculagdo e crescimento
em meio liquido TSB, sendo mantidos estoques temporarios (de uso) em meio solido agar

triptona de soja - TSA (Kasvi, Brasil).

3.2 Investigacio de marcadores de viruléncia de STEC

Ensaios de PCR foram realizados para amplificagdo dos genes cromossdomicos stx/,
stx2, eae, iha, astA e dos genes plasmidiais ehxA, saa, subA, pilS e toxB utilizando como
DNA molde extrag@o proveniente de cada isolamento. As reagdes de PCR realizadas seguiram
protocolos descritos por China; Pirson; Mainil, (1996) — stx1, stx2 e eae; Johnson et al. (2005)
— iha; (Yamamoto; Echeverria (1996) — astA4; (Paton & Paton (1998, 2005, 2001) - ehxA, saa,
subA; Dr. Alexandre Belo — UERJ (ndo publicado) — pilS; Tataczak et al. (2005) — toxB,

descritas no Quadro 1.

3.3 Produciao de enterohemolisina

A expressdo do fendtipo enterohemolitico foi investigada apds crescimento das cepas
em meio liquido TSB durante 6 horas, a 37 °C. Apds este periodo, uma aliquota de 5 pL. do
crescimento microbiano foi inoculada, em forma de spot, em placas de agar sangue
suplementado com 5% de sangue desfibrinado de carneiro lavado trés vezes em tampao
fosfato-salino - PBS (estéril e acrescido de CaCl, a 10 mM).

A primeira leitura para observacdo da producdo de a-hemolisina foi realizada com 3
horas de incubagdo, a 37 °C; enquanto a segunda leitura, para a observa¢dao da produgdo de
enterohemolisina, foi feita apds 18 horas, a 37 °C (BEUTIN et al., 1989). As cepas-controle
usadas nos testes foram E. coli DH5a (ndo hemolitica), E. coli U4-41 (o-hemolitica) e E. coli

C3888 (enterohemolitica).

3.4 Avaliacao da formacao de biofilme

3.4.1 Teste em Agar Vermelho Congo (CRA) para detecgio de fimbria curli de E. coli

Uma aliquota de Sul. do crescimento das cepas em meio TSB (24 horas, a 37 °C) foi

inoculada, em spot, em placas de Agar vermelho Congo (caldo nutritivo acrescido com 1,5%
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de Agar e suplementado de 40 mg/L de vermelho Congo ¢ 20 mg/L de azul brilhante de
Coomassie) e incubada a 25 °C por 48 horas. Colonias que apresentaram cor avermelhada e
escura foram classificadas como produtoras de fimbria curli, enquanto col6nias brancas ou
rosadas foram classificadas como ndo produtoras (CASTONGUAY et al., 2006). As cepas E.
coli O42 e DHS5-a foram utilizadas nos testes como controles positivo e negativo,

respectivamente.

3.4.2 Teste de adesdo em microplacas de poliestireno

A padronizagdo do inoculo das cepas para os testes foi realizada por comparagdo e
ajuste do seu crescimento por 24 horas a 37 °C em meio TSB através da verificagdo da sua
densidade optica (D.O.). Um volume de 180uL do crescimento bacteriano em TSB foi
pipetado em tubos de solucdo salina (NaCl a 0,85%), seguido de comparagao a turbidez de 0,5
na escala McFarland. A densidade optica de cada tubo de TSB foi mensurada no
espectrofotometro ao comprimento de onda de 590 nm. A partir do valor da D.O. de cada
cepa, foi calculado o volume do in6culo através da seguinte formula: y = 0,9/D.O., onde y € o
volume (puL) a ser pipetado no pogo, sendo necessario completar com TSB até o volume final
de 200 pL.

Ap0s 48 horas de incubagdo a 37 °C, o meio foi removido e as placas foram lavadas
trés vezes com 200 pL de solugdo salina tamponada (PBS; pH 7,2) estéril a fim de remover
bactérias fracamente aderidas a placa, e entdo secadas em estufa a 65 °C durante 45 minutos,
para a fixag@o das bactérias aderidas. A coloracdo das bactérias foi feita pela adicdo em cada
pogo de 150 pL de uma solugdo de Cristal Violeta a 1%, mantida por 30 minutos. Em
seguida, as placas foram delicadamente lavadas com agua destilada até que ndo fosse mais
possivel a visualizagdo do corante.

A andlise quantitativa estimada da formacdo de biofilme foi realizada por adigdo de
150 uL de etanol a 95% para descorar os pocos e a absorbancia (A) do cristal violeta presente
na solugdo descorante foi mensurada usando um leitor de microplacas com comprimento de
onda de 595 nm. O ensaio de avaliacdo de biofilme em microplacas foi realizado em triplicata
para todas as cepas. As médias e desvios padrdo foram calculadas para todos os experimentos
(DJORDIJEVIC, 2002).

As cepas foram classificadas segundo Stepanovic e colaboradores (2004), por
comparac¢do da D.O. da cepa (A) com a D.O. do meio ndo inoculado (Ac), do seguinte modo:

se A < Ac (controle ndo inoculado) = ndo produgdo de biofilme; se Ac <A < (2 x Ac) = fraca
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producdo de biofilme; se (2 x Ac) < A < (4 x Ac) = producdo moderada de biofilme e se (4 x
Ac) < A = forte producdo de biofilme.



Quadro 1 - Iniciadores dos genes de viruléncia utilizados nos ensaios de PCR

Genes Iniciadores (5' to 3') Pra:il:l)to Referénciass
ol AGA GCG ATG TTA CGG TTT G 188 CHINA, PIRSON & MAINIL, 1996
st TTG CCC CCA GAG TGG ATG (modificado pelo grupo)
2 TGG GTT TTT CTT CGG TAT C 207 CHINA, PIRSON & MAINIL, 1996
St GAC ATT CTG GTT GAC TCT CTT (modificado pelo grupo)
GCA TCA TCA AGC GTA CGT TCC
ehxA AAT GAC CCA AGC 1GG TTA AGC 534 PATON & PATON, 1998
ATA CCT ACC TGC TCT GGA TTG A
toxB TTC TTA COT GAT CTG ATG CAG C 602 TATARCZAK et al 2005
Sua CGT GAT GAA CAG GCT ATT GC o PATON & PATON, 2002
ATG GAC ATG CCT GTC GCA AC (modificado pelo grupo)
IS TGA ACT TCA GAG CAC GTC TGT C 502 DR. ALEXANDRE BELO — DMIP — UERJ
P TCG CTA CTG CAG ACG GTA AC (ndo publicado)
A TAT GGC TTC CCT CAT TGC C 556 PATON & PATON, 2005
s TAT AGC TGT TGC TTC TGA CG (modificado pelo grupo)
CTG GCG GAG GCT CTG AGA TCA
Tha TCCTTA AGC TCC CGC GGC TOA 1305 JOHNSON et al, 2005.
P AGG CTT CGT CAC AGT TG 570 CHINA, PIRSON & MAINIL, 1996
ae CCA TCG TCA CCA GAG GA (modificado pelo grupo)
CCA TCA ACA CAG TAT AT
astA GGT CGC GAG TGA COG CTT TGT 111 YAMAMOTO & ECHEVERRIA, 1996.

pb: pares de base.
Fonte: O autor, 2020

29
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3.5 Filotipagem

A determinacdo dos filogrupos foi realizada por ensaios de PCR segundo esquema de
oito filogrupos proposto por Clermont e colaboradores (2013). Todas as reacdes de PCR
foram realizadas em um volume de 20 pL. contendo 2 ml de tampao 10X (fornecido no kit da
Taq polimerase), 2 uM de cada dNTP, 2 U de Taq polimerase, 2 pL de DNA
(aproximadamente 100 ng/uL) e os iniciadores apropriados em quantidade de 20 pmol, exceto
para AceK.f (40 pmol), ArpAl.r (40 pmol), trpBA.f (12 pmol) e trpBA.r (12 pmol).

As reagdes de PCR foram realizadas nas seguintes condigdes: desnaturagdo 4 minutos
a 94 °C, 30 ciclos de 5 segundos a 94 °C e 20 segundos a 57 °C (grupo E) ou 59 °C
(quadruplex e grupo C) e um etapa de extensdo final de 5 minutos a 72 °C. Os pares de
primers usados para identificar os filogrupos especificos E e C foram ArpAgpE.f e ArpAgpE.r
e trpAgpC.f e trpAgpC.r, respectivamente (Lescat et al., 2012). Em reagdes de PCR
especificas para E e C, os iniciadores trpBA.f e trpBA.r foram adicionados para fornecer um

controle interno (CLERMONT et al., 2013).

3.6 Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE)

A metodologia utilizada foi desenvolvida conforme o procedimento operacional
padrdo estabelecido pela rede PulseNet para PFGE de E. coli O157:H7, E. coli nao-O157
(STEC), sorotipos de Salmonella spp., Shigella sonnei e Shigella flexneri (RIBOT et al.,
2006).

O ensaio de PFGE foi realizado em 14 cepas STEC, tendo como critério de inclusdo
possuir sorotipos relatados em doenga humana e presentes em ambos os grupos, P1 e P2. A
cepa padrio de Salmonella Braenderup H9812 foi utilizada como controle do tamanho dos

fragmentos de restri¢ao.

3.6.1 Montagem dos plugs de agarose

O crescimento de 24 horas a 37 °C das cepas em meio s6lido TSA foi utilizado para a
incorporagdo em gel de agarose e preparacao dos plugs. Com o auxilio de alca estéril, uma
aliquota do crescimento foi transferida para tubos de 12x100 contendo 2 mL de tampao de

suspensao celular (Tris 100 mM; EDTA 100 mM; pH 8,0). A concentragdo de células na
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suspensao foi ajustada para a absorbancia igual a 1.0 em espectrofotometro a um
comprimento de onda de 610 nm.

O ajuste foi feito a partir da diluicdo da suspensdo no tubo ou do acréscimo de mais
crescimento bacteriano a suspensdo. Duzentos microlitros da suspensdo ajustada, em
temperatura ambiente, foram transferidos para um microtubo com 10 pL de Proteinase K (20
mg/mL). Ap6s homogeneizagdo, 200 uL de agarose a 1% previamente preparada e mantida a
55 °C em banho-maria, foram adicionados ao microtubo, novamente homogeneizados e,

rapidamente, transferidos para o molde dos plugs.

3.6.2 Processo de lise celular nos plugs

Apods total polimerizagdo da agarose nos moldes, os plugs foram transferidos
delicadamente, com o auxilio de uma espatula de metal, para tubos tipo Falcon de 50 mL
contendo 5 mL de tampao de lise celular (Tris 50 mM, EDTA 50 mM [pH 8,0]; Sarcosyl 1%;
Proteinase K 20 mg/mL). Os tubos foram incubados em banho-maria por 18-24 horas a 55 °C
sob agitacdo constante de 175 rpm. Apos o periodo de incubag@o, os plugs foram lavados por
quatros vezes com agua ultrapura e duas vezes com tampao TE (Tris 10 mM; EDTA 1 mM;
pH 8.,0), com intervalos de 15 minutos entre as lavagens. Apos as lavagens, os plugs foram
transferidos para criotubos com 2 mL de tampao TE (Tris 10 nM; EDTA 1 mM; pH 8,0) e

armazenados a 4 °C.

3.6.3 Digestdo enzimatica do DNA nos plugs

A digestdo enzimatica foi realizada em microtubos contendo a enzima de restricao
XBal (10 U/uL), o tampao da enzima e agua ultrapura em um volume final de 200 pL. Os
plugs referentes a cada cepa foram divididos em pequenos fragmentos de aproximadamente 2
mm de espessura e transferidos para os microtubos com a solugdo de digestdao e incubados em

banho-maria a 37 °C por 4 horas.

3.6.4 Montagem do gel e condi¢des de corrida eletroforética

Ap0s a incubacdo, a solucdo de digestdo foi aspirada dos microtubos e os plugs foram

delicadamente posicionados sobre cada um dos pentes de corrida com o auxilio de alga

bacteriologica estéril, e para uma melhor fixagdo, foram adicionados 100 pL de agarose a 1%
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sobre cada plug. Ao final, foram acrescentados 100 mL de agarose a 1% e, apos a
polimerizacdo do gel, o pente foi retirado. Apos ser retirado do molde, o gel foi transferido
para a cuba de eletroforese do equipamento CHEF DR III (BioRad Inc. Hercules, CA, EUA)
ja contendo o tampdo TBE 1X, previamente refrigerado a 14 °C. A corrida foi realizada em
sistema de eletroforese pulsada com resfriamento por 19 horas a 200 V (6V/cm), a 14°C.
Apoés a corrida os géis foram corados em solugdo de brometo de etidio (0,5 pL/mL) e

fotografados sob iluminagdo UV.
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4 RESULTADOS

4.1 Sorotipos e tipos toxigénicos das cepas STEC dos grupos P1 e P2

Os sorotipos ¢ tipos toxigénicos das cepas do grupo Pl previamente investigados,
demonstraram a presenga de 20 sorotipos distintos dentre as 38 cepas do grupo P1. Em
relacdo aos tipos toxigénicos das cepas, stx2 esteve presente em 42,1% das cepas (16/38),
seguido por stx1/stx2 (39,5% -15/38) e stx1 (18,4% - 7/38).

No grupo P2 foram identificados 25 sorotipos distintos dentre as 33 cepas STEC. No
que se diz respeito aos tipos toxigénicos, o stx2 foi o mais comum, estando presente em
51,3% (19/37) das cepas, enquanto stx/ e stx1/stx2 foram detectados em apenas 21,6% (8/37)
e 27,1% (10/37), respectivamente. Ao se considerar os dois tipos de toxinas apenas, presentes
simultaneamente ou ndo, observou-se que tanto no grupo P1 como no grupo P2 o gene stx2
foi o mais frequente (81,6% e 72,9%, respectivamente).

De modo geral foram observados 41 sorotipos STEC distintos entre as 75 cepas
somando-se os dois grupos, sendo que 14 cepas de sorotipos O113:H21, O82:H8, O22:H16 e
R:H19 foram selecionadas para o ensaio de PFGE por atenderem ao critério de possuir
representantes em ambos os grupos (P1 e P2) e estarem associadas a casos de doenca humana

(Tabelas 1 e 2).
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Tabela 1 - Sorotipos, filogrupos e marcadores de viruléncia de cepas STEC isoladas entre 1989 e 1995
(P1)

Cepa Tipo Stx Origem Sorotipo Filogrupo ehxA saa iha pils subA toxB eae Ehly Curli Biofilme
EC21 stxl/stx2 Alim. 046:H38 B1 + + + + - - - + - Fraca
EC23 stxl/stx2 Alim. 046:H38 B1 + + + - - - - + - Fraca
EC 56 stxl/stx2 Alim. 065:H48 D + + + + - - - + + Fraca
EC 139 stx] Alim. NT:H34 B1 + - - - - - - + - Fraca
EC 182 stxl/stx2 Alim. R:H42 Bl + + + - - - - + - N
EC223 stxl/stx2 Alim. 0O116:H21 B1 + + + - - - - + - N
EC233 stxl/stx2 Alim. NT:H21 B1 + + + + + - - + - N
EC371 stxl Alim. R:H47 B1 + + + + - - - + - N
EC392 stxl Alim. 069:H28 A - - - + - - - - - N
EC 408 stxl Alim. R:H7 Bl + + + - - - - + - N
EC 506 stx2 Alim. R:H19 B1 + + + + + - - + - Fraca
ECs16 stx2 Alim. NT:H21 B1 - - + - - - - - + N
EC519 stx2 Alim. Ol16:H21 B1 + + + - + - - + + Fraca
EC 531 stxl/stx2 Alim. NT:H21 Bl - - + - - - - - + Fraca
EC 546 stx2 Alim. 0%1:17_1/1 8 A - - - - - - - - - N
EC 745 stx2 Alim. NT:H21 B1 - - - - - - - - - N
EC751 stx2 Alim. R:H8 A - - - - - - - - - Fraca
EC 784 stx2 Alim. O113:H21 Bl + + + + - - - + - Mod
EC 861 stxl/stx2 Alim. 082:H8 C + + + - - - - + - Fraca
EC 899 stxl Alim. NT:H8 A - + - - - - - - - N
EC 1214 stxl Alim. R:H14 B1 + - - - - - - + - N
B30 stxl/stx2 Bovino R:H21 Bl - + - + - - - - - N
B47 stxl Bovino R:H18 Bl - - - - - - - - - Fraca
B84 stx2 Bovino R:H8 Bl + + - + + - - + - N
GCl16 stx2 Bovino R:H21 Bl + + + + - - - + - N
GC20 stx2 Bovino O113:H21 B1 + + + + + - - + - Fraca
GC137 stx2 Bovino R:H19 Bl + + + + + - - + + N
GC138 stx2 Bovino O113:H21 B1 + + - + + - - + - Mod
GC147 stx1/stx2 Bovino R:H18 F + + + + - - - + - N
B1/1d stx2 Bovino O157:H7 D + - + - - + + + - N
B16/2 stxl/stx2 Bovino 082:H8 Bl + + + - - - - + - Fraca
B18/1d stx2 Bovino O157:H7 D + - + - - + + + - N
B30/5 stxl/stx2 Bovino NT:H21 B1 + + + + - - - + - N
B55/1 stxl/stx2 Bovino R:H19 B1 + + + + + - - + + Fraca
B63/17 stx2 Bovino 022:H16 B1 + - + - - - - + + Fraca
GC9/38 stxl/stx2 Bovino R:H8 Bl + + + + + - - + - Fraca
GC53/24 stxl/stx2 Bovino R:H19 B1 + + - + + - - + - Mod
GCl148c stxl/stx2 Bovino O157:H7 B1 + - + + + + + + - Fraca

Alim.: alimento; Ehly: enterohemolisina; Mod: produ¢do moderada; N: ndo produtora.
Fonte: O autor, 2020.
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Tabela 2 - Sorotipos, filogrupos e marcadores de viruléncia de cepas STEC isoladas entre 2012 e 2014
(P2)

Cepa Tipo Stx Origem Sorotipo Filogrupo ehxA saa iha pilS subA toxB eae Ehly Curli Biofilme
M2 stx2 Bovino O113:H21 Bl - + + + - - - - - N
M4 stx2 Bovino ONT:H49 Bl + + - - - - - - + Fraca
M5 stxl] Bovino O19:H30 A - - - - - - - - + Fraca
M6 stx2 Bovino 093:H19 Bl + + - - + - - + + N
M9 stx2 Bovino NR A + + - - - - - + + N

M10 stx2 Bovino 054:H7 Bl - - - - - - - - + N

M1l stxl/stx2 Bovino ONT:H45 A + + - - - - - + + N

M12 stx2 Bovino OR:H19 Desconhecido - + - - - - - - + N

M15 stx2 Bovino OR:H10 Desconhecido - - - + - - - - + N

M17 stxl/stx2 Bovino OR:H19 Bl + + + + - - - + - N

M18 stxl Bovino ONT:H25 Bl - - - - - - - - + N

M20 stxl! Bovino NR B1 - - - - - - - - - Fraca

M21 stx2 Bovino 0160:H10 Desconhecido + - + + + - - + + N

M24 stxl Bovino 06:H34 Bl - - + - - - - - + N

CM1 stxl Bovino NR D + - + - - - - + - Mod

CM2 stxl Bovino OR:H16 B1 - + + - + - - - - Fraca

CM3 stx2 Bovino 022:H16 Bl + - + - - - - + - Fraca

CM4 stxl/stx2 Bovino OR:H16 Bl + + + - - - - + - Fraca

CMS5 stxl] Bovino ONT:H16 Bl + - + - - - - + - Fraca

CM6 stx2 Bovino 074:H23 Bl - - + - - - - - - Fraca

CM7 stx2 Bovino NR Bl + - - - - - - - - N

CM8 stxl Bovino 0103:H21 Bl + + + + + - - + - N

CM9 stx1/stx2 Bovino 074:H23 Bl + + + - - - - + + Mod

CMI11 stxl/stx2 Bovino 082:H8 Bl + + + + - - - + - Fraca

CM12 stxl Bovino 0141:H49 Bl + + + - - - - + + Fraca

CM13 stx2 Bovino 0141:H49 Bl + + + - - - - + + Mod

CM14 stxl/stx2 Bovino 022:H16 Bl + - + - - - - + - Fraca

CM15 stx2 Bovino 0O141:H49 A + - + - - - - + - N

CM16 stxl/sex2 Bovino 022:H16 D + - + - - - - + + N

CM17 stx1/stxl Bovino O117:H28 B2 - + + + - - - - + N

CM18 stx2 Bovino 096:H19 D + + + - - - - + + Fraca

CM19 stx2 Bovino O113:H21 Bl + + + + + - - + - Fraca

CM20 stx2 Bovino O8:H16 D - + + - - - - - + N

CM21 stxl] Bovino 02:H25 Clade I - - - - - - - - + N

CM23 stxl Bovino 0150:H8 B1 - - - - - - - - + N

CM24 stx2 Bovino O117:H7 Bl - - + + - - + - + N

CM25 stxl/stx2 Bovino 091:H16 Bl + - + + - - + + + N

Alim.: alimento; NR: Nao realizado; Ehly: enterohemolisina; Mod: produ¢do moderada; N: ndo produtora.
Fonte: O autor, 2020.
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4.2 Marcadores de viruléncia das cepas STEC dos grupos P1 e P2

O gene plasmidial e/xA foi o mais detectado no grupo P1, presente em 73,7% (28/38)
das cepas, seguido pelos genes saa e iha, ambos presentes em 68,4% (26/38) das cepas. Os
genes pilS e subA estiveram presentes, respectivamente, em 50% (19/38) e 28,9% (11/38) das
cepas. Em menor propor¢do, toxB e eae foram positivos para apenas 7,9% (3/38) e 7,9%
(3/38) das cepas, respectivamente (Figura 1 e Tabela 1).

Em relagdo ao grupo P2, o gene mais frequente foi o ika, presente em 64,9% (24/37),
seguido de ehxA, 59,4% (22/37) e saa, 48,6% (18/37). Os genes pilS e subA foram detectados,
respectivamente, em 27% (10/37) e 13,5% (5/37) das cepas isoladas. Nenhuma das cepas P2
foi positiva para o gene toxB, enquanto 5,4% (2/37) foram positivas para o gene eae (Figura 1

e Tabela 2).

Figura 1 - Comparagdo da ocorréncia dos marcadores de viruléncia entre cepas STEC dos
grupos do P1 e P2 por PCR
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Fonte: O autor, 2020.

As taxas de ocorréncia dos marcadores de viruléncia entre as 14 cepas selecionadas
para o PFGE, seguiram o mesmo padrdo de ocorréncia observado nas cepas STEC dos grupos
P1 e P2. Os genes com maior taxa de ocorréncia foram ehx4 e iha (87,5%), seguidos por saa,
pilS, subA, com taxas de 78,6%, 64,3% e 35,7%, respectivamente. A presenca dos genes toxB

e eae nao foi detectada.
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Todas as cinco cepas O113:H21 (EC784, GC138, GC20 [P1] e M2, CM19 [P2])
apresentaram o gene stx2, incluindo duas cepas com perfil de viruléncia idéntico (EC784 [P1]
e CM19 [P2]). As cepas O82:H8 (B16/2 [P1] e CM11 [P2]) foram positivas para os genes
stx] e stx2, embora apresentassem perfis de viruléncia distintos. Entre as cepas 022:H16,
foram observados os tipos toxigénicos stx2 (B63/17 [P1] e CM3 [P2]) e stxi/stx2 (CM14
[P1]) e todas as cepas tinham o mesmo perfil de gene de viruléncia. As cepas R:H19
apresentaram stx2 (EC 506 [P1] e M12 [P2]) e stxi/stx2 (B55/1 [P1] e M17 [P2]) e duas delas
possuiam o mesmo perfil de viruléncia (EC 506 e B55/1) (Tabelas 1 e 2).

Apo6s a identificagdo dos marcadores de viruléncia por PCR, foram observados 21
perfis de viruléncia distintos entre as cepas do grupo P1, onde o perfil 2 (stx/, stx2, ehxA, saa,
iha) foi identificado na maioria das cepas, seguido do perfil 1 (stx/, stx2, ehxA, saa, iha, pilS)
e perfil 12 (s&x2). Ja no grupo P2, foram observados 24 perfis distintos, onde o perfil 16
(stxI), em conjunto com os perfis 30 (stx/, stx2, ehxA, iha) e 35 (stx2, ehxA, saa, iha) foram
responsaveis por um maior agrupamento de cepas. E possivel observar uma grande

diversidade nos perfis de viruléncia observados nos dois periodos estudados (Tabela 3).
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Tabela 3 - Perfis de viruléncia de cepas STEC isoladas nos periodos entre 1989 a 1995 (P1) e

Perfil de Marcadores de viruléncia Cepa

2012 a 2014 (P2)
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P1 P2
1 stxl, stx2, ehxA, saa, iha, pilS EC21, EC56, GC147, B30/5 M17, CM11
2 stxl, stx2, ehxA, saa, iha EC23, EC182, EC223, EC861, CM4
B16/2
3 stxl, ehxA EC139,EC1214 -
4 stxl, stx2, ehxA, saa, iha, pils, subA EC233, B55/1, GC9/38 -
5 stx1, ehxA, saa, iha, pilS EC 371 -
6 stxl, pilS EC392 -
7 stxl, ehxA, saa, iha EC 408 -
8 stx2, ehxA, saa, iha, pilS, subA EC506, GC20, GC137 CM19
9 stx2, iha ECs516 CM6
10 stx2, ehxA, saa, iha, subA EC519 -
11 stxl, stx2, iha EC531 -
12 stx2  EC546, EC745, EC751, M10 -
13 stx2, ehxA, saa, iha, pilS EC784, GC16 -
14 stxl, saa EC899 -
15 stxl, stx2, saa, pilS B30 -
16 stxl B47 D1 vy
17 stx2, ehxA, saa, pilS, subA B84, GC138 -
18 stx2, ehxA, iha, toxB, eae Bl1/1d, B18/1d -
19 stx2, ehxA, iha B63/17 CM3, CM15
20 stxl, stx2, ehxA, saa, pilS, subA GC53/24 -
21 stx2, ehxA, iha, pilS, subA, toxB, eae GC148¢ -
22 stx2, saa, iha, pilS - M2
23 stx2, ehxA, saa - M4, M9
24 stx2, ehxA, saa, subA - M6
25 stxl, stx2, ehxA, saa - Ml11
26 stx2, saa - M12
27 stx2, pilS - MI15
28 stx2, ehxA, iha, pilS, subA - M21
29 stxl, iha M24
30 stxl, stx2, ehxA, iha - CM1, CM14, CM16
31 stxl, stx2, saa, iha, subA - CM2
32 stx1, ehxA, iha - CM5
33 stx2, ehxA - CM7
34 stxl, ehxA, saa, iha, pilS, subA - CM8
35 stx2, ehxA, saa, iha - CM?, Cé\;\[/}f é CMI3,
36 stxl, stx2, saa, iha, pilS - CM17
37 stx2, saa, iha - CM20
38 stx2, iha, pilS, eae - CM24
39 stxl, stx2, ehxA, iha, pilS, eae - CM25

P1 = periodo de 1989 a 1995; P2 = periodo de 2012 a 2014. Negrito: cepas utilizadas no ensaio PFGE.
Fonte: O autor, 2020.

4.3 Producio de enterohemolisina
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Foi observado que dentre as cepas do grupo P1, 73,7% (28/38) produziram
enterohemolisina. J& no grupo P2, este fendtipo foi observado em 54% (20/37) dos isolados
(Figura 2). Enquanto houve a expressdo de enterohemolisina em todas as cepas do grupo P1
carreando o gene ehxA, o mesmo ndo foi observado em duas cepas ehx4d+ do grupo P2

(Tabela 1 e 2).

Figura 2 - Comparacdo do fenotipo hemolitico em agar sangue entre os grupos P1 e P2
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Fonte: O autor, 2020.

4.4 Avaliacio da producao de biofilme

4.4.1 Teste em Agar Vermelho Congo

Foi observado que 18,4% (7/38) das cepas STEC do grupo P1 expressaram
fenotipicamente fimbria curli, enquanto no grupo P2 este fenotipo foi observado em 67,6%

(25/37) das cepas (Tabela 1 e 2).

4.4.2 Teste de adesdo em microplacas de poliestireno

O perfil de produgdo de biofilme entre as cepas dos grupos P1 e P2 foi similar. No
grupo P1 a producdo de biofilme em placas de poliestireno foi observada em 50% das cepas,
sendo 16 (42,1%) classificadas como fracas produtoras de biofilme e trés (7,9%) apresentando
producdo moderada. As demais cepas deste grupo ndo manifestaram o fenotipo de producao
de biofilme. Dentre as cepas STEC do grupo P2 a produgio de biofilme foi demonstrada em

43,2% das cepas, sendo 13 (35,1%) fracas produtoras de biofilme e trés (8,1%) com produgdo



41

moderada (Tabelas 1 e 2). A comparacdo a respeito da intensidade da producdo de biofilme

nos dois grupos de amostras STEC se encontra na Figura 3.

Figura 3 - Comparagdo da produgdo de biofilme em placas de poliestireno entre cepas STEC

isoladas em periodos distintos, P1 ¢ P2
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50,0% 42,1% 56,8% 35,1%
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Fonte: O autor, 2020.

4.5 Filotipagem

A filotipagem através do quadruplex PCR revelou que dentre as cepas do grupo Pl1,
76% (29/38) foram agrupadas no filogrupo B1, enquanto 11% (4/38) estiveram relacionadas
ao filogrupo A, 8% (3/38) ao filogrupo D, 3% (1/38) ao filogrupo C e 3% (1/38) ao filogrupo
F. Nenhuma cepa P1 esteve relacionada aos filogrupos B2 e (Tabelas 1 e 2).

Em relacdo ao grupo P2, 65% (24/37) das cepas foram caracterizadas dentro do
filogrupo B1, enquanto 11% (4/37) foram agrupadas no filogrupo A, 11% (4/37) ao filogrupo
D, 3% (1/37) ao filogrupo B2, 3% (1/37) pertencente a Clade I ou II e 8% (3/37) das cepas P2
ndo foram atribuidas a nenhum dos filogrupos, sendo classificadas como desconhecidos.

A analise filogenética de todas as cepas mostrou que oito cepas (10,6%) pertencem ao
filogrupo A, 53 (70,6%) ao filogrupo B1, uma (1,3%) ao filogrupo B2, uma (1,3%) para o
filogrupo C, sete (9,3%) para o filogrupo D e uma (1,3%) ao filogrupo F. O filogrupo E nao
foi detectado. Uma cepa pertenceu a Clade I ou II e trés cepas foram descritas como ndo

tipaveis.

4.6 Avaliacio da similaridade genética por PFGE
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Os padrdes de restricao gerados no ensaio de PFGE, utilizando a enzima de restricdo
Xbal, demonstraram a presen¢a de nove perfis distintos (algarismos romanos de I a IX), com
indice de similaridade (IS) minimo de 75% (Figura 4).

O perfil 1, representado apenas pela cepa EC784 de sorotipo O113:H21, apresentou
proximidade em relagdo ao perfil II (M2, CM19, GC138 e GC20), com IS de 74%. As cepas
pertencentes ao perfil II (todas de mesmo sorotipo O113:H21) apresentaram IS superior a
86%, indicando presenca de grupo clonal composto por cepas STEC antigas e novas.

O perfil V, representado pelas cepas CM14 ¢ CM3, ambas de sorotipo O22:H16,
apresentaram um alto IS (90%). No entanto, a cepa B63/17 (perfil III) de mesmo sorotipo,
apresentou baixo IS em relagdo ao perfil V. As cepas B16/2 e CM11, de sorotipo O82:HS,
isoladas em periodos distintos, apresentaram IS de 87%. Ja as cepas de sorotipo R:H19

apresentaram quatro perfis distintos (IV, VI, VII e VIII).
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Figura 4 - Dendrograma PFGE baseado na analise de macrorestricdo do DNA gendmico com Xbal, mostrando as relagdes entre as cepas STEC

agrupadas por sorotipos semelhantes dos grupos P1 e P2

Perfil de viruléncia
Cepa Sorofipo  Filogrupo Origem Periodo

2 2 2 stx] stx2 ehxd saa iha pilS subd toxB eae
1 EC784 O113H21 Bl Alm Pl
M2 OlI3H2I Bl  Bovino P2
CMI9 Ol113H21 Bl  Bovino P2
11

GCI138 Ol13H21 Bl Bovino Pl
GC20 OI13H21 Bl Bovino Pl
B63/17 022HI6 Bl Bovino Pl
B35/1 RHI19 Bl Bovino Pl
CM14 O22HI6 Bl Bovino P2

111

IV

Vv

CM3  022HI6 Bl Bovino P2

\L MI7 RHIS Bl Bovimo P2
VII = ;
EC506 RHI9 Bl  Aim Pl
VIII
M12 R:H19 Desconhecido Bovino P2
5 Bl62 OS2HS Bl  Bovimo Pl

CM11 O82:HS Bl Bovino P2

Fonte: (@) 2020.
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5 DISCUSSAO

A ocorréncia de STEC ¢ alta em reservatorios animais (principalmente bovinos) e
variavel em alimentos, sendo mais frequente em produtos carneos de origem bovina. No
Brasil, em relagdo ao estado do Rio de Janeiro, relatos de baixa ocorréncia de STEC em
humanos contrastam com a alta ocorréncia em animais e alimentos de origem carnea
(GONZALEZ; CERQUEIRA, 2019). Neste estudo, caracterizamos cepas STEC por meio de
técnicas moleculares e testes fenotipicos, a fim de avaliar a viruléncia e a diversidade genética
de cepas com intervalo de isolamento de até 25 anos.

Os dados epidemiologicos mostram que as STEC produtoras de Stx2 sdo mais
comumente relatadas em casos de doencas graves em humanos (RIVAS; CHINEN; GUTH,
2016). Aqui, descrevemos uma prevaléncia de stx2 em cepas P2 (51,3% - 19/37), enquanto o
perfil de stx1/stx2 foi prevalente em cepas P1 (42,1% - 16/38). Devido a distribuicdo mundial
do patotipo STEC ¢ possivel afirmar que, independentemente da variante stx, todas as STEC
podem apresentar potencial para causar doengas diarreicas em humanos (OMS, 2018).

Apesar de ter havido, de maneira geral, uma menor taxa de ocorréncia dos marcadores
genéticos de viruléncia investigados nas cepas do grupo P2, tais diferencas em relagdo as
cepas do grupo P1 ndo se mostraram significativas. Além disso, os genes ehxA, saa e iha
foram os mais prevalentes em ambos os grupos e foi possivel observar a manutengdo do perfil
de ocorréncia relativa destes marcadores (ver Figura 1). Os genes de maior e menor
ocorréncia mantiveram este comportamento em ambos os periodos estudados, o que
demonstra a estabilidade deles ao longo do tempo.

Segundo Boerlim e colaboradores (1999), a presenca do gene esixA em cepas STEC
eae+ confere maior viruléncia (BOERLIM, 1999). Em nosso estudo, o gene ehxA esteve
presente em quatro das cinco cepas eaet, trés do grupo P1, além de uma cepa do grupo P2.
Em estudos realizados na Espanha e no Japao, na tltima década, o gene e/hxA apresentou altas
taxas de ocorréncia em cepas STEC, 72% e 70%, respectivamente (BLANCO et al., 2004;
KOBAYASHI et al., 2001). Similarmente, no Brasil e na Argentina, esx4 foi encontrado,
respectivamente, em 77% e 68% de cepas STEC isoladas de bovinos e alimentos cérneos,
valores semelhantes aos encontrados neste trabalho entre as cepas do grupo P1 (73,7%).
(GONZALEZ et al., 2016; BRUSA et al., 2013).

Neste estudo, os dados fenotipicos em relacdo a expressdo da enterohemolisina estdo
de acordo com a identificacdo do gene esxA por PCR. Dentre todas as 49 cepas de ehxA+, 47

(96%) foram capazes de expressar o fenotipo hemolitico. Este resultado que vai de acordo
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com o encontrado por Cookson e colaboradores (2007), onde 82,8% das cepas ehxA+
demonstraram capacidade hemolitica. Por demonstrar relevancia epidemiologica, a deteccdo
do gene ehxA, em conjunto com a confirmacdo de seu fenotipo, podem ser usadas como
preditores de risco, pois a presenca de enterohemolisina estd associada a sintomas clinicos
graves, como diarreia sanguinolenta ¢ SHU. Além disso, efixA, juntamente com stx ¢ eae,
pode ser usado como um preditor de risco para SHU em infec¢des por STEC (HUA et al.,
2021).

O gene toxB foi detectado apenas no grupo P1 em trés cepas de sorotipo O157:H7
(B1/1d, B18/1d e GC148). O gene toxB esta inserido no pO157, e sua presenca esta associada
a cepas STEC eae-positivas e ao aumento da secre¢do de proteinas efetoras pelo T3SS, o que
contribui para a expressdo do fenotipo de adesdo total em cepas de EHEC (TATSUNO et al.,
2001). Em estudo realizado na Italia por Badouei e colaboradores (2016), nenhuma das 54
cepas de STEC investigadas carreava este gene. Toma e colaboradores (2004), no Brasil,
verificaram a presenca de toxB em 31,6% (44/139) das cepas STEC, que pertenciam aos
sorogrupos 0157, 026, 0103, O111, O121 e O145. A presenca de foxB em cepas
pertencentes ao big six também foi identificada em um estudo no Canada, onde 50% das
cepas STEC foram toxB-positivas (WANG et al., 2016). Devido ao envolvimento do gene
toxB na colonizagdo do intestino do hospedeiro e influéncia sobre a expressao de proteinas
secretadas pelo T3SS, sua deteccdo, tanto em amostras humanos ou de origem animal, ¢
importante para caracterizar cepas EHEC com um maior potencial de viruléncia.

A adesina homologa a IrgA, codificada pelo gene ika, ¢ uma proteina responsavel por
conferir aderéncia ao epitélio intestinal e, simultaneamente, exerce a fungdo de receptor de
sider6foro. Neste trabalho, houve uma maior ocorréncia do gene ika em relacao ao gene foxB
em ambos os grupos P1 e P2, com taxas de ocorréncia de 66,6% ¢ 57,5%, respectivamente.
Altas taxas de prevaléncia do gene iha em STEC O157:H7 e ndo-O157:H7 ja foram
evidenciadas em estudos realizados no Canada, Brasil, Japao, apresentando as respectivas
taxas de ocorréncia: 92%, 79% e 69% (AKIYAMA et al., 2017; GONZALEZ et al., 2016;
WANG et al., 2016). A ampla distribuicdo do gene iha entre cepas STEC LEE positivas e
LEE negativas ¢ devida ao fato deste gene ser carreado através de EGMs, como plasmideos e
PAIs, como por exemplo, o plasmideo pO113 (responsavel por codificar diversas toxinas e
adesinas, como ehxA, saa, subA), LAA (Locus of Adhesion and Autoaggregation) e LPA
(Locus of Proteolysis Activity), respectivamente (COLELLO et al., 2019).

A ocorréncia do gene subA foi discreta em ambos os grupos, estando presente em

apenas 14% das cepas P1 e em 15% das cepas P2, o que pode indicar uma manutengdo da
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ocorréncia deste gene ao longo do tempo. Badouei e colaboradores (2016) e Brusa e
colaboradores (2017), relataram taxas mais altas de sub4 em cepas STEC isoladas de bovinos,
54% e 58,8%, respectivamente, o que sugere que a ocorréncia deste gene seja variavel no
reservatorio bovino. Ja foi demonstrado, através de ensaios de citotoxicidade em células Vero,
que a toxina SubA pode ser mais citotoxica que Stx1 ou Stx2 (PATON et al., 2004). Os danos
celulares provocados por esta toxina ja foram observados (em camundongos), em o6rgdos
como figado, rim e cérebro (WANG et al., 2007), o que demonstra o potencial de viruléncia
desta toxina.

As cepas STEC que possuem intimina, uma adesina nao fimbrial codificada pelo gene
eae, sdo classificadas como EHEC e essas cepas sdo capazes de formar lesdo A/E no epitélio
intestinal do hospedeiro (CROXEN et al., 2013). Neste trabalho, a identificacdo de cepas
eaet foi baixa (6,7%), conforme relatado em outros estudos (ENNIS; MCDOWELL;
BOLTON, 2012; IRINO et al., 2005). De acordo com estudos anteriores realizados no Brasil,
grande parte das cepas STEC isoladas de animais vinculados a cadeia de producdo de
alimentos carecem do gene eae (Cavalcanti et al., 2020). A relacdo de exclusividade mutua
entre os genes eae € saa estd bem estabelecida na literatura (KINTZ et al., 2019; LEE et al.,
2017; PATON et al., 2001; WANG et al., 2018). Os resultados obtidos no presente estudo
corroboram esta hipotese, visto que, todas as cepas eaet+ STEC foram saa negativas. Todas as
trés cepas P1 eaet, pertencentes ao conhecido sorotipo O157:H7, foram negativas para o gene
saa, da mesma forma que as cepas P2 eaet+t CM24 (O117:H7) e CM25 (0O91:H16)
respeitaram este padrao.

Considerando o conjunto dos marcadores de viruléncia estudados, observou-se a
presenga de diversos perfis, desde cepas apresentando apenas os genes stx/ ou stx2 até cepas
apresentando sete dos nove genes investigados. O perfil 1 (stx!, stx2, ehxA, iha, pilS) foi o
mais frequente no grupo P1, enquanto no grupo P2 os perfis 16 (stx1), 30 (stxl, stx2, ehxA,
iha) e 35 (stx2, ehxA, saa, iha) foram os mais descritos. Apesar da diversidade de perfis de
viruléncia encontrados foi possivel observar perfis iguais em cepas pertencentes aos dois
periodos estudados, destacando-se as cepas de sorotipo O113:H21, GC20 (P1) e CM19 (P2)
pertencentes ao perfil 8 (stx2, ehxA, saa, iha, pilS, subA), e as cepas O22:H16, B63/17 (P1) ¢
CM3 (P2) de pertencentes ao perfil 19 (stx2, ehxA, iha).

A expressdo de fimbria curli e a formagao de biofilme sdo caracteristicas fenotipicas
variaveis em STEC (BOKRANZ et al., 2005; CHEN et al., 2013). Neste estudo, 35 (87,5%)
cepas foram capazes de expressar o fendtipo fimbria curli; no entanto, apenas 30 (75,0%)

cepas foram classificadas como formadoras de biofilme no teste de adesdo em microplaca de
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poliestireno. De acordo com Bokranz e colaboradores (2005), a expressao de fimbria curli ndo
¢ um pré-requisito para o fenotipo de formagdo de biofilme. A formacdo de biofilme em
STEC, além de ser variavel entre os sorotipos, também apresenta um perfil cepa-especifico
(DOS SANTOS et al., 2017; WANG et al., 2016). Apesar de a formagao de biofilme ser uma
caracteristica variavel em STEC, ¢ importante destacar o seu papel na persisténcia e
resisténcia dos patdogenos veiculados por alimentos. A matriz exopolissacaridica formada no
biofilme ¢é capaz de evitar a penetracdo de agentes antimicrobianos, bem como dificultar a
destrui¢@o da estrutura em si, tanto em superficies bidticas ou abioticas.

Comumente, as cepas intestinais patogénicas de E. coli estdo relacionadas aos
filogrupos A, B1 e, enquanto as cepas pertencentes aos grupos B2 e D estdo mais associadas a
patogenos extraintestinais (CLERMONT et al., 2011). Em nosso estudo, como esperado em
cepas oriundas de bovinos, o filogrupo B1 foi o mais prevalente em ambos os grupos de cepas
STEC. Nossos dados estdo de acordo com outros trabalhos, onde o filogrupo Bl esteve mais
relacionado a cepas STEC isoladas de bovinos e alimentos (COLELLO et al., 2018; COURA
et al., 2019). O filogrupo A, associado a cepas intestinais patogénicas, foi o segundo mais
identificado neste estudo (10%). Badouei e colaboradores (2016) encontraram resultados
semelhantes em isolados de STEC bovinos, onde o filogrupo B1 foi predominante (61,1%),
seguido pelo filogrupo A (22,2%). Apds B1, o filogrupo A, geralmente, ¢ o mais associado
com STEC isolados de ruminantes (STELLA et al., 2017).

Uma ampla diversidade de sorotipos foi observada. Porém, ¢ importante destacar que
alguns sorotipos previamente relatados em doenca humana foram detectados em ambos os
periodos. As trés cepas de sorotipo O157:H7 pertenciam ao grupo P1, por isso, ndo foram
selecionadas para os ensaios de PFGE. No entanto, tais cepas ja tiveram sua caracterizacao
realizada (BASTOS et al., 2006).

Dentre as 14 cepas selecionadas para os ensaios de macrorrestricdo, nove perfis de
PFGE foram observados e identificados por numeros romanos de I a IX. O perfil I (cepa
EC784 de sorotipo O113:H21) foi relacionado ao perfil II, com 74% de IS. As cepas contidas
no perfil II tiveram IS proximo a 90%, sendo todas pertencentes ao sorotipo O113:H21, onde
a cepa GC20 apresentou um perfil de viruléncia semelhante a cepa CM19, sugerindo uma
relacdo entre elas apesar da distdncia temporal do isolamento. A manutencao de alguns clones
de STEC no reservatorio animal e em seus derivados alimenticios, sugerida para algumas
cepas estudadas, também pode se refletir entre cepas humanas. Cavalcanti e colaboradores

(2020), ao estudarem 43 cepas STEC brasileiras isoladas em casos de diarreia aguda e/ou
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sanguinolenta e SHU entre 2007 e 2017, observaram, por meio de PFGE, altos indices de
similaridade (>92%) em cepas com datas de isolamento distintas.

As duas cepas agrupadas no perfil V (cepas CM14 e CM3 inseridas do grupo P2),
ambas sorotipo O22:H16, apresentaram um IS superior a 90%, o que sugere a existéncia de
um possivel clone, uma vez que ambas as cepas foram isoladas na mesma propriedade rural
em diferentes animais. Tal evento ja foi demonstrado em outros trabalhos, onde a analise por
PFGE revelou uma alta similaridade sorotipo especifica (KARAMA et al., 2019; SANCHEZ
et al., 2010; VAZ et al., 2006). No entanto, a cepa do grupo P1, B63/17, também O22:H16,
ndo foi relacionada ao perfil V, apesar de apresentar um perfil de viruléncia semelhante (esxA4
e iha positivos). As cepas do perfil IX, B16/2 ¢ CM11 do sorotipo O82:HS8 foram isoladas em
diferentes periodos e apresentaram IS de 87%. Ja as cepas do sorotipo R:H19 apresentaram
relagdo pequena entre si, sendo agrupadas em diferentes perfis de PFGE (IV, VI, VII e VIII).
Tal fato pode ser justificado pela diversidade de sorogrupos, o que so seria revelado pela
investigacdo dos genes associados a montagem do antigeno O, uma vez que, por serem
rugosas, nao se pode identifica-lo pela técnica tradicional de aglutinacdo.

O conjunto dos resultados obtidos demonstrou, de modo geral, similaridades entre as
cepas dos dois grupos estudados. O perfil da ocorréncia relativa dos marcadores de viruléncia
investigados foi bastante semelhante. A estabilidade destes genes em cepas STEC recuperadas
do reservatorio animal e ambiente em um longo periodo sugere alguma participa¢do ou co-
selecdo com outros genes que contribuam para a permanéncia da bactéria nestes locais. No
entanto, mais estudos sdo necessarios para avaliar esta questao.

Foi possivel identificar, dentre as cepas, um conjunto mais relacionado entre si,
compartilhando sorotipos ja descritos em cepas associadas a doenga humana e com perfis de
PFGE idénticos ou muito relacionados. Esta situagdo ocorreu ndo sé entre cepas do mesmo
grupo, mas entre cepas dos dois grupos, o que indica a estabilidade genética e manutengdo
das cepas nos animais e ambiente por longos periodos. No tocante a esta manuten¢do, um
estudo mais abrangente do papel da producdo de biofilme neste processo, com destaque a
comparagdo entre tais cepas mais relacionadas, ainda resta por ser realizado.

A ampliacdo da investigacdo de genes de viruléncia e a utilizacdo de técnicas mais
amplas de caracterizagdo genética, por exemplo, através do sequenciamento completo do
genoma, poderd revelar com mais precisdo a relacdo entre tais cepas.

Apesar da baixa ocorréncia de casos humanos associados a cepas STEC em nosso
estado e no Brasil de modo geral (ndo se considerando fatores como subnotificacdo e

ocorréncia de casos isolados ndo identificados), a manutencdo da circulagdo de cepas no
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reservatorio animal com potencial patogénico ao ser humano representa um risco potencial
que deve ser periodicamente monitorado. Uma maior compreensdo deste potencial patogénico
podera inclusive identificar, cepas/sorotipos de maior viruléncia e, portanto, alvos
preferenciais deste monitoramento.

6 CONCLUSAO

Os dados obtidos neste trabalho, consoante aos objetivos propostos, permitem concluir
que as cepas STEC estudadas, de ambos os periodos, apresentam diversidade de marcadores
de viruléncia, porém com ocorréncia relativa similar entre cepas isoladas em periodos
distintos. A maioria destas cepas demonstra um perfil de viruléncia compativel a
patogenicidade em humanos.

A expressao fenotipica da fimbria curli ndo apresentou relagdo direta com a expressao
de biofilme, pois o fendtipo de fraca produgdo de biofilme predominou nos dois grupos
estudados. Congruente aos dados da literatura, a producdo de biofilme em cepas STEC ndo ¢
uma caracteristica frequente nem ocorre de modo intenso. A expressdo da atividade
enterohemolitica na maioria das cepas STEC apresentou correspondéncia com a identificacdo
do gene ehxA por PCR. Devido a relevancia do gene ehxA na patogenicidade de cepas STEC,
sua identificag@o tem importancia na epidemiologia deste patdgeno.

Foi observada predominéncia do filogrupo B1, seguido, em menor proporcao, do
filogrupo A entre as cepas STEC estudadas. Comumente, cepas oriundas do reservatorio
animal sdo agrupadas nestes filogrupos. Dentre a ampla variedade de sorotipos identificados,
foi possivel destacar um subgrupo de cepas que apresentaram sorotipos previamente
associados a doenca humana.

A tipificagdo molecular realizada através do PFGE com cepas isoladas em periodos
distintos € com sorotipos semelhantes, demonstrou a presenca de perfis PFGE relacionados
entre si. Isto permite inferir a provavel e grande relagdo genética entre cepas STEC isoladas
em periodos distintos no reservatorio bovino.

Portanto, o conjunto dos dados obtidos permite concluir que cepas STEC isoladas no
estado do Rio de Janeiro, com potencial patogénico ao ser humano e perfil similar, tem se
mantido no reservatorio animal (bovinos e alimentos derivados) e no ambiente, por um longo

tempo (distancia temporal de até 25 anos entre o isolamento das mesmas).
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