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RESUMO

Patotipos de Escherichia coli se destacam como importante enteropatdgenos envolvidos na
sindrome diarreica. Amostras de E. coli patogénicas sdo classificadas em patotipos, de acordo
com a presenca de fatores de viruléncia e mecanismos pelos quais causam doenca. J& foram
identificados cinco patotipos de E. coli associados a diarreia em bezerros: E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC),
E. coli produtora de toxina Shiga (STEC) e E. coli necrotoxigénica (NTEC). No presente
estudo, amostras de E. coli isoladas de fezes de bezerros bovinos e bubalinos e carcagas de
frangos foram estudadas. A andlise filogenética de 336 estirpes de E. coli isoladas de fezes de
bezerros bovinos mostrou que 21 (6,25%) pertencem ao filogrupo A, 228 (67,85%) ao filogrupo
B1, 2 (0,6%) ao filogrupo B2, 5 (1,49%) ao filogrupo C, 57 (16,96%) ao filogrupo E e 3 (0,9%)
ao filogrupo F. O filogrupo D néo foi identificado e vinte amostras (5,95%) foram designadas
como filogrupo "desconhecido”. Somente ETEC foi associada com a presenca de diarreia (P =
0,002) e ndo houve associacao entre o grupo filogenético de E. coli e a presenca de diarreia (P =
0,164). A andlise de correspondéncia mostrou que EHEC e STEC sdo classificados
principalmente como filogrupo B1, EAEC (EAST-1) filogrupo A, ETEC e EPEC filogrupo E.
Duzentos e dezessete amostras de E. coli foram isoladas de fezes de bezerros bubalinos. Os
patotipos identificados em fezes diarreicas foram ETEC (2/84), NTEC (16/84), STEC (20/84),
EPEC (3/84), EHEC (3/84), e EAEC (33/84). E em fezes ndo diarreicas foram NTEC (21/50),
STEC (17/50), EHEC (1/50), e EAEC (7/50). Fezes de animais com 1 a 30 dias de idade
tiveram maior frequéncia de E. coli positivas para os fatores de viruléncia (P = 0,094). Patotipo
EAEC (EAST-1) (P = 0,008) e filogrupo C (P = 0,03) foram associados com a presenca de
diarreia. A analise dos filogrupos de E. coli mostrou que 58.95% pertenciam ao filogrupo B1,
seguidos dos filogrupos E (9.70%), B2 (5.9%), C (5.9%), D (5.22%), A (2.24%) e F (1.50%).
Amostras de E. coli isoladas de carcacas de frangos com aparéncia normal liberadas para
consumo e carcagas condenadas por colibacilose em um matadouro com Servi¢o de Inspecédo
Federal no estado de Tocantins foram analisadas. Cento e trinta e sete amostras de E. coli foram
obtidas apds isolamento e identificacdo bioquimica. Oitenta e quatro amostras de E. coli foram
isoladas de carcagas de frangos de corte condenados, dos quais 11 foram isoladas do coracéo, 7
do figado e 66 do trato respiratério. Das 53 amostras de E. coli isoladas de carcacas de frangos
normais, 5 foram isoladas de coracdo, 4 de figado e 44 de trato respiratorio. Os filogrupos A
seguido por B1 foram os filogrupos mais comuns de E. coli isoladas de carcacas de frangos
saudaveis, enquanto os filogrupos B1 seguido por A foram 0s mais comuns em carcacas de
frangos condenadas. Os filogrupos B2, C, D, E e F foram 0s menos comuns. Foi estudada
também a distribuicdo dos grupos filogenéticos de 529 amostras de Escherichia coli isoladas
das trés espécies animais. A frequéncia dos filogrupos foi: A = 15,31%, B1 = 60,49%, B2 =
2,46%, C = 4,35%, D = 2,46%, E = 12,29% e F = 2,64%. Os filogrupos A (P <0,001) ¢ F (P =
0,002) foram associados com E. coli isoladas de aves, os filogrupos B1 (P < 0,001) e E (P <
0,001) com E. coli isoladas de bovinos, ¢ os filogrupos B2 (P < 0,001) e D (P = 0,007) com E.
coli isoladas de buafalos. Os resultados demonstram que alguns filogrupos de E. coli estdo
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associados com o hospedeiro estudado e permitem um melhor entendimento da composi¢éo
filogenética de E. coli nos animais domésticos.

Palavras-chave: Escherichia coli; bezerro; bovino; bubalino; aves; APEC; grupo filogenético.

12



ABSTRACT

Escherichia coli pathotypes are important enteropathogens involved in the diarrheal syndrome.
Pathogenic E. coli are classified into pathotypes according to the production of virulence factors
and mechanisms which they cause the disease. Five pathotypes have been identified associated
E. coli diarrhea in calves: enterotoxigenic E. coli (ETEC), enteropathogenic E. coli (EPEC),
enterohemorrhagic E. coli (EHEC), Shiga toxin-producing E. coli (STEC) and necrotoxigenic E.
coli (NTEC). In this study, E. coli strains isolated from feces of cattle and buffalo calves and
poultry carcasses were studied. Phylogenetic analysis of the 336 strains of E. coli isolated from
bovine calves showed that 21 (6.25%) belonged to phylogroup A, 228 (67.85%) to phylogroup
B1, 2 (0.6%) to phylogroup B2, 5 (1.49%) to phylogroup C, 57 (16.96%) to phylogroup E and 3
(0.9%) the filogrupo F. Phylogroup D was identified and twenty samples (5.95%) were
designated as phylogroup "unknown". Only ETEC was associated with the presence of diarrhea
(P = 0.002) and there was no association between the phylogenetic group of E. coli and the
presence of diarrhea (P = 0.164). The correspondence analysis showed that EHEC and STEC
are classified primarily as phylogroup B1.EAEC (EAST-1) phylogroup A, ETEC and EPEC
phylogroup E. In total, 217 E. coli strains were isolated from feces of buffalo calves. Pathotypes
identified in diarrheic feces were ETEC (2/84), NTEC (16/84), STEC (20/84), EPEC (3/84),
EHEC (3/84) and EAEC (33/84). In non-diarrheic feces the pathotypes identified were NTEC
(21/50), STEC (17/50), EHEC (1/50) and EAEC (7/50). Feces from animals’ aged 1 to 30 days
were more frequently positive for E. coli virulence factors. Pathotype EAEC (EAST-1) (P =
0.008) and phylogroup C (P = 0.03) were associated with the presence of diarrhea. The analysis
of E. coli phylogroup showed that 58.95% were phylogroup B1, followed by phylogroup s E
(9.70%), B2 (5.9%), C (5.9%), D (5.22%), A (2.24%) and F (1.50%). E. coli strains isolated
from poultry carcasses with normal appearance and carcasses condemned of colibacillosis in a
slaughterhouse with Federal Inspection Service in the state of Tocantins were analyzed. One
hundred and thirty seven samples of E. coli were obtained after isolation and biochemical
identification. Eighty-four samples of E. coli were isolated from broiler carcasses condemned,
of which 11 were isolated from the heart, 7 from the liver and 66 from the respiratory tract. Of
the 53 strains isolated from normal poultry carcasses, 5 were isolated from heart, 4 from liver
and 44 from the respiratory tract. The phylogroups A followed byB1 were the most common
E.coli phylogroups isolated from healthy broiler carcasses, while phylogroups B1 followed by
the A were more common in broiler carcasses condemned. The phylogroups B2, C, D, E and F
were the least common phylogroups. The distribution of phylogenetic groups of 529 E. coli
strains isolated from the three animal species were studied The frequency of phylogroups was:
A = 15.31%, 60.49% = B1, B2 = 2.46%, C = 4.35%, D = 2.46%, 12.29% and E = F = 2.64%.
The phylogroups A (P < 0.001) and F (p = 0.002) were associated with E. coli isolated from
poultry, phylogroups B1 (P < 0.001) and E (P < 0.001) with E. coli isolated from cattle and
phylogroups B2 (P < 0.001) and D (P = 0.007) with E. coli isolated from buffalo. The results
demonstrate that some phylogroups ofE. coli are associated with the host studied and allow a
better understanding of the phylogenetic composition of E. coli isolated fromin domestic
animals
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INTRODUCAO GERAL

Desde a sua descoberta no inicio do século XIX, Escherichia coli tem sido vastamente
estudada por constituir um grupo versatil de bactérias que fazem parte da microbiota indigena
dos seres humanos e dos animais, mas que podem causar diferentes sindromes clinicas nos seus
hospedeiros, com uma variedade de mecanismos e fatores de viruléncia. Diferentes amostras de
E. coli causam diversas doencas intestinais e extraintestinais por meio de fatores de viruléncia
que alteram diversos processos celulares. Esses fatores de viruléncia sdo adquiridos em sua
maioria por elementos moéveis do genoma que podem ser trocados entre amostras, permitindo a
criacdo de diferentes amostras capazes de causarem doencas. O conhecimento das
caracteristicas genotipicas e, mais recentemente, da distribui¢do filogenética das amostras de E.
coli sdo importantes para o entendimento dos mecanismos de patogenicidade.

Trés sindromes clinicas principais podem resultar da infec¢do por E. coli patogénica: i.
diarreia, ii. septicemia e iii. infeccbes do trato urinario. Os patotipos diarreiogénicos mais
importantes em bovinos e bubalinos sdo E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli produtora de toxina Shiga (STEC), E. coli enterohemorragica
(EHEC) e E. coli necrotoxigénica (NTEC). E. coli patogénica aviéria (APEC) causam doengas
sistémicas e celulite em aves, resultando em prejuizos econdmicos para inddstria avicola.

No Brasil, a criagdo de bovinos, bubalinos e aves cresce a cada dia e Minas Gerais se
destaca como importante estado criador dessas espécies. Em funcdo da diversidade genotipica
de E. coli e de sua importancia na etiologia da diarreia em bezerros bovinos e bubalinos e da
colisepticemia nas aves, é fundamental caracterizar isolados de E. coli obtidos de animais com
sintomatologia clinica e saudaveis para determinar caracteristicas genotipicas que possam estar
envolvidas no surgimento ou ndo da colibacilose. A literatura sobre E. coli diarreiogénicas tem
como foco principal os patotipos de E. coli patogénicos para seres humanos, principalmente
EHEC 0O157:H7. Além disso, existem poucos trabalhos epidemioldgicos no Brasil e em outros
paises relacionando os patotipos e 0s grupos filogenéticos de E. coli, principalmente em
amostras isoladas de bubalinos e do patotipo NTEC.
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HIPOTESES

Amostras de E. coli isoladas de bovinos e bubalinos com e sem diarreia e aves possuem fatores
de viruléncia diferentes que podem estar envolvidos no desencadeamento da diarreia. Os
patotipos de E. coli identificados pertencem a determinados grupos filogenéticos e a frequéncia
dos diferentes grupos filogenéticos diferem entre as espéecies animais.

OBJETIVOS

Os objetivos do estudo sdo:

i) Caracterizar por meio de uma PCR os isolados de E. coli obtidos de fezes de
bezerros bovinos e bubalinos com e sem diarreia, para se determinar fatores
de viruléncia que possam estar envolvidos no surgimento da diarreia, 0s
grupos filogenéticos mais frequentes e as faixas etarias mais suscetiveis de
acordo com o patotipo identificado.

i) Caracterizar os grupos filogenéticos mais frequentes em amostras de E. coli
isoladas de carcagas de frango condenadas por suspeita de colibacilose ou
liberadas para 0 consumo ao abate.

iii) Determinar os grupos filogenéticos de E. coli mais frequentes em cada
espécie de animal estudada.
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1. CAPITULO 1: PATOTIPOS DE ESCHERICHIA COLI CAUSADORES DE
DIARREIA EM BEZERROS: UMA ATUALIZACAO

1.1. RESUMO

A diarreia é uma das doencas mais frequentes de bezerros com até 30 dias de idade e é uma
importante causa de perdas econdmicas. Sua etiologia € complexa e envolve a interagdo de
diversos fatores infecciosos, nutricionais, imunoldgicos, gerenciais e ambientais. Os principais
sinais clinicos da sindrome diarreica sdo a diarreia, desidratacdo progressiva, acidose
metabolica, desequilibrio de eletrdlitos e balango energético negativo com ou sem hipoglicemia,
gue se ndo tratados, levam a morte do animal. Patotipos de Escherichia coli se destacam como
importantes enteropatdgenos envolvidos na sindrome diarreica. Amostras de E. coli patogénicas
sdo classificadas em grupos ou patotipos, de acordo com a presenca de fatores de viruléncia e
mecanismos pelos quais causam doenca. Ja foram identificados cinco patotipos de E. coli
associados a diarreia em bezerros: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli produtora de toxina Shiga (STEC) e E. coli
necrotoxigénica (NTEC). Nessa revisdo apresentamos as principais caracteristicas e os atuais
conhecimentos sobre os patotipos de E. coli causadores de diarreia em bezerros.

1.2.INTRODUCAO

A diarreia € uma das doencas mais prevalentes em bezerros, principalmente nas quatro
primeiras semanas de vida. E causa de importantes perdas econdmicas nessa faixa etaria, pois
causa perda de agua e eletrdlitos, o que resulta em desidratacdo, desequilibrios eletroliticos,
acidose metabolica e morte (BUTLER; CLARKE., 1994). Vérios fatores de risco influenciam a
ocorréncia da doenca, como idade do animal, condi¢do imunoldgica, condi¢es climaticas e
higiene (ACRES, 1985; RADOSTITS, 2007). Diversos enteropatégenos podem causar diarreia,
com destaque para amostras de Escherichia coli patogénica, agente etiolgico da colibacilose
(BUTLER; CLARKE, 1994; BLANCHARD, 2012).

E. coli sdo bactérias Gram negativas, fermentativas, anaerdbias facultativas, cultivadas
facilmente em meios de cultura de rotina. A via de transmisséo de E. coli diarreiogénica é fecal-
oral por meio de &4gua e alimentos contaminados. Comumente isoladas de fezes, na maioria das
vezes E. coli s8o comensais, ndo causando doenca em seus hospedeiros. Entretanto, em animais
debilitados, imunocomprometidos ou com a barreira gastrointestinal alterada, amostras de E.
coli ndo patogénicas presentes no intestino podem causar infeccdo (NATARO; KAPER, 1998).
Desta forma, para confirmacao de diarreia por E. coli € necessaria a identificacdo de amostras
de E. coli diarreiogénicas (NATARO; KAPER, 1998; GYLES; FAIRBROTHER, 2010).

Antes da identificagdo de fatores de viruléncia especificos de E. coli diarreiogénicas, a
sorotipagem era 0 método mais utilizado para identificar amostras associadas a diarreia. A
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determinacdo dos sorogrupos e sorotipos de E. coli a partir da identificacdo dos antigenos
somaticos (O), capsulares (K) e flagelares (H) sdo importantes para a caracterizagdo de isolados
associados as infeccdes e para estudos epidemiol6gicos. Os antigenos fimbriais (F), estruturas
proteicas que se projetam da superficie da bactéria e permitem sua fixacdo a mucosa intestinal,
também sdo utilizadas na classificacdo de amostras de E. coli, principalmente as denominadas
E. coli enterotoxigénicas (ETEC) (NATARO; KAPER, 1998). E. coli de determinados
sorogrupos podem ser associadas a sindromes clinicas, pois estes sorogrupos correlacionam-se
com certas linhagens virulentas e grupos especificos de E. coli diarreiogénicas. Entretanto, a
sorotipagem é trabalhosa e realizada por poucos laboratérios, além desses marcadores nao
serem suficientes para caracterizar uma cepa como diarreiogénica (NATARO; KAPER, 1998).

O estudo da diversidade de E. coli antecede o surgimento da era molecular, com estirpes
inicialmente distinguidas por sorotipagem. Porém, o sorotipo ndo se correlaciona com a
diversidade genética dessa espécie, com amostras geneticamente distantes com 0 mesmo
sorotipo e, inversamente, amostras estreitamente relacionadas de diferentes sorotipos. O
conhecimento genético de E. coli iniciou-se com a aplicagdo do MLEE (Multi-locus enzyme
electrophoresis) e progrediu com o surgimento do MLST (Multi-locus sequence typing) e
acumulacdo de dados de sequéncias nucleotidicas. A acumulacdo dessas informacdes definiu
sete grandes grupos filogenéticos, designados A, B1, B2, C, D, E e F. (CHAUDHURI,
HENDERSON, 2012; CLERMONT et al., 2013).

A tipagem filogenética permite que estirpes sejam classificadas em um dos sete
filogrupos. Desde a sua introdugdo, em 2000 (CLERMONT; BONACORSI; BINGEN, 2000), a
tipagem filogenética utilizando uma PCR tornou-se amplamente utilizada devido a sua
simplicidade e rapidez. O método foi aprimorado em 2013 (CLERMONT et al., 2013) e por
meio de uma PCR quadruplex é possivel identificar os sete filogrupos. O MLST é a melhor
técnica de tipificacdo de E. coli, mas o tipo de sequéncia (ST) fornecida na analise ndo permite a
classificacdo direta em filogrupos sendo necessario determinar a correspondéncia entre ST e
grupos filogenéticos, com esta Gltima realizada por meio do "método de Clermont"
(CLERMONT et al., 2013; CLERMONT; GORDON; DENAMUR, 2015). Além disso, MLST
¢ uma técnica mais cara e trabalhosa. A tipagem filogenética pela PCR tem 80-95% de
correspondéncia com a analise por MLST, demonstrando que o teste pode ser utilizado para
estudos de diversidade genética de amostras de E. coli (GORDON et al., 2008; CLERMONT et
al., 2013).

A identificacdo dos filogrupos é importante para compreender como E. coli causa
doenga. Existem trés MLST databases para E. coli baseadas em trés combinagfes de genes
diferentes com apenas um gene em comum, icd. A razdo para a escolha dos genes utilizados nas
diferentes técnicas de MLST ndo é claro, mas 0s genes usados sdo todos constitutivos
(housekeeping) (CLERMONT; GORDON; DENAMUR, 2015),
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Os estudos de tipagem filogenética mostraram que as estirpes pertencentes as diferentes
filogrupos podem estar associadas com a fonte de isolamento (CLERMONT et al., 2013). Os
filogrupos A e B2 sdo os mais comuns em E. coli isoladas de seres humanos, sendo o0 B1 e D os
menos prevalentes. Os filogrupos Blseguido de A, B2 e, em menor grau, de D sdo 0s mais
comuns de E. coli isoladas de animais (CHAUDHURI; HENDERSON, 2012). Os estudos
sugerem que as infeccBes extraintestinais sdo causadas principalmente pelo filogrupo B2,
enquanto as infeccBes intestinais sdo causadas principalmente pelos filogrupos A, Bl e E
(CLERMONT et al., 2011).

O filogrupo F é composto de linhagens que formam um grupo irméo do filogrupo B2. O
filogrupo C parece estar relacionados com o filogrupo B1. Os filogrupos F e B2 sdo 0s mais
basais, surgindo primeiro, enquanto que os filogrupos A e Bl e C divergiram mais
recentemente. Além disso, uma estrutura genética clara foi identificada dentro do grupo
filogenético B2, com pelo menos nove subgrupos (1-1X). O grupo D é mais diverso que o grupo
C, que é mais clonal. O filogrupo E € mais clonal enquanto os filogrupos A e B1 sdo mais
diversos (CLERMONT et al., 2011).

Apesar das suas vantagens sobre o a PCR-triplex, a PCR quadruplex ndo atribui um
grupo pequeno de amostras a um grupo filogenético. Essas falhas ocorrem porque uma pequena
fragcdo de amostras de E. coli ndo podem ser classificadas em filogrupos provavelmente devido a
recombinagdes entre amostras de filogrupos diferentes ou devido & alta variabilidade do
contetido genético de E. coli, que ocorre através de ganhos e perdas de genes (CLERMONT et
al., 2013). Caracteristicas como dieta, morfologia intestinal, massa corporal e localizacéo
geografica interferem na frequéncia dos filogrupos de E. coli. Em animais, a domesticacao
parece ser também um fator que interfere na frequéncia dos diferentes grupos filogenéticos
(GORDON et al., 2008).

Como na maioria dos patdgenos de mucosa, E. coli segue uma estratégia de infecgéo: i)
colonizacdo da mucosa, ii) evasdo das defesas do hospedeiro, iii) multiplicacdo e iv) dano ao
hospedeiro. E. coli causadoras de infecgBes entéricas em geral apresentam diferentes sorotipos e
fatores de viruléncia. A colonizacéo das células intestinais ocorre por meio de adesinas, que
podem ser fimbriais ou ndo. A producédo de diversas toxinas, que interagem com 0s enterdcitos
de maneiras diferentes, também é uma caracteristica comum de amostras diarreiogénicas de E.
coli. Algumas amostras de E. coli interagem com o citoesqueleto das células intestinais,
modificando a estrutura das microvilosidades das células das vilosidades intestinais. Esses
fatores de viruléncia sdo codificados por genes presentes em ilhas de patogenicidade ou em
plasmideos de viruléncia, podendo também ser transferidos entre amostras de E. coli por
bacteri6fagos. Atualmente, a identificagdo de genes de viruléncia por PCR tém demonstrado ser
rapida, prética e sensivel na identificacdo de E. coli diarreiogénicas (NATARO; KAPER, 1998;
GYLES; FAIRBROTHER, 2010).
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As amostras de E. coli consideradas patogénicas podem ser classificadas em grupos ou
patotipos de acordo com a presenca de fatores de viruléncia e dos mecanismos pelos quais
causam doenca (NATARO; KAPER, 1998; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). As
caracteristicas dos principais patotipos de E. coli causadores de diarreia em bezerros sdo
mostrados na tabela 1.1.

Tabela 1.1 Principais caracteristicas dos patotipos de E. coli causadores de diarreia em

bezerros
Fatores de viruléncia
Patotipo Sorogrupos
Adesina Toxina

ETEC? F5, F41, F17 e CS31A STa 08, 09, 020, 0101

EPEC” Intimina, Lpf, Iha, Efal, ToxB - 026, 0111, 0119,
0114

STEC® Saa, ToxB, Lpf, lha Stx1, Stx2 08, 020

EHEC® Intimina, Efa 1, ToxB, Lpf, F9, Iha Stx1, Stx2, Ehx 05, 026, 0111, 0118,
0145

NTEC® P, S, F17, Afa CNF1, CNF2 01, 03, 015, 088,
0123

# Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), ° E. coli enteropatogénica (EPEC), © E. coli produtora de
toxina Shiga (STEC), “ E. coli enterohemorragica (EHEC) e ® E. coli necrotoxigénica (NTEC)

Jé& foram identificados cinco patotipos de E. coli associados a diarreia em bezerros: E.
coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorrégica
(EHEC), E. coli produtora de toxina Shiga (STEC) e E. coli necrotoxigénica (NTEC). Na Figura
1.1 encontra-se um esquema da interacdo entre os principais patotipos de E. coli associados a
diarreia de bezerros e as células epiteliais da mucosa intestinal. Outros patotipos diarreiogénicos
para seres humanos, como E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli de aderéncia difusa (DAEC) e
E. coli enteroagregativa (EAEC) ainda ndo foram confirmados como causadores de diarreia em
bezerros (NATARO; KAPER, 1998;DEBROY; MADDOX, 2001; GYLES; FAIRBROTHER,
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2010). Nessa revisdo apresentamos as principais caracteristicas e os atuais conhecimentos sobre
0s mais importantes patotipos de E. coli causadores de diarreia em bezerros.

A) ETEC B) EPEC
Fatores de Adesinas—
colonizagao APICAL
‘ Receptor
Receptor
Enterotoxinas - Lesdo A/E
LTeST
BASOLATERAL
C) EHEC/STEC D) NTEC
STEC  Adesinas—; EHEC Adesinas
APICAL
Receptor || — Lesdo A/E Receptor
Toxina -
shiga
Sem alteragao
sistémica
BASOLATERAL

Figura 1.1. Representacdo esquematica da interacdo entre as células epiteliais intestinais com os
principais patotipos de E. coli associados a diarreia em bezerros. A. ETEC — E. coli enterotoxigénica;
ETEC aderem aos enterdcitos e produzem toxinas termolabeis (LT) ou termoestaveis (ST). B. EPEC — E.
coli enteropatogénica; EPEC aderem aos enterécitos e causam lesGes attaching and effacing (A/E),
alterando a arquitetura das microvilosidades. C. EHEC — E. coli enterohemorragica; STEC — E. coli
produtora de toxina Shiga; EHEC e STEC aderem aos enterdcitos e produzem toxinas Shiga, sem
absorcdo e alteracdo sistémicas; A indugdo de lesdes A/E por EHEC é a caracteristica que as diferenciam
de STEC. D. NTEC - E. coli necrotoxigénica; NTEC se aderem aos enterdcitos e produzem toxinas
CNF1 ou CNF2 que induzem a desaminacdo de membros da familia das Rho GTPases, resultando na
ativacdo permanente dessas proteinas.
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1.3. PATOTIPOS DE E. COLI CAUSADORES DE DIARREIA EM BEZERROS

1.3.1. ESCHERICHIA COLI ENTEROTOXIGENICA (ETEC)

ETEC sdo caracterizadas por colonizarem a superficie da mucosa do intestino delgado,
principalmente o ileo, e por produzirem enterotoxinas termoestaveis (ST) e termolébeis (LT)
que alteram as fun¢des dos enterdcitos, aumentando a secre¢do e reduzindo a absorcdo de
liquidos, sem induzirem alteraces morfoldgicas significativas no intestino (NATARO;
KAPER, 1998; NAGY; FEKETE, 2005).

As toxinas termoestaveis sdo denominadas STaP, STaH e STh. STaP e STaH (ou STI)
possuem 18 e 19 aminodcidos, respectivamente, com um peso molecular de menos de 2 kDa,
enquanto STb (ou STII) possui 48 aminoacidos e tem um peso molecular de 5kDa. STaP ¢
produzida por ETEC de animais (bovinos, ovinos, suinos e caninos) e seres humanos, e STaH
por ETEC de seres humanos. STb é encontrada em ETEC isoladas de suinos (MAINIL, 2013).

Dois tipos de toxinas LT sdo produzidas, LTI e LTIl. LTI pode ser subdividida em
LTIh, de ETEC de seres humanos, e LTIp, de ETEC de suinos e seres humanos. LT-llae LT-Ilb
sdo produzidas por ETEC isoladas de seres humanos e, com menor frequéncia, de bovinos e
bubalinos. LT ativa adenilato ciclase, resultando no aumento dos niveis de monofosfato ciclico
de adenosina (AMPc) e, consequentemente, aumento da secrecdo de ions cloreto e carbonato, de
agua e na inibicdo da absorcédo de sddio (MAINIL, 2013).

A maioria das ETEC que causam diarreia em bezerros é caracterizada por possuir
principalmente as adesinas fimbriais F5 (K99) e F41 e por produzir STa. Outras adesinas menos
frequentes em ETEC isoladas de bezerros s@o F17 e CS31A (ndo fimbrial) (Tabela 1)
(BUTLER; CLARKE, 1994; DEBROY; MADDOX, 2001). Os sorogrupos mais comuns entre
as ETEC associadas a diarreia em bezerros sdo 08, 09, 020 e 0101 (BUTLER; CLARKE,
1994).

A adesdo de ETEC no intestino delgado ocorre por fatores de colonizacéo fimbriais ou
ndo fimbriais (CROXEN; FINLAY, 2010). A ligacdo da ETEC ao epitélio intestinal impede que
estas bactérias sejam totalmente eliminadas pelo peristaltismo e permite a colonizacdo do
intestino, principalmente a parte distal do intestino delgado. Em seguida a aderéncia as células
intestinais, ETEC produzem enterotoxina STa (GYLES; FAIRBROTHER, 2010). O receptor de
STa é a guanilato ciclase C (GC-C), presente nas microvilosidades intestinais. A ligacdo da
toxina no receptor resulta no aumento intracelular de monofosfato guanilato ciclico (cGMP),
que ativa a proteina quinase Il cGMP-dependente (cGKII). Essa quinase fosforila e ativa o canal
de cloreto (CFTR), o que resulta na secrecdo de ions cloreto e bicarbonato, na inibicdo da
absorcdo de ions sédio e no efluxo de &gua para o Iumen intestinal (FOSTER; SMITH, 2009;
GYLES; FAIRBROTHER, 2010).
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As infeccdes por ETEC sdo espécie-especificas principalmente em funcéo da presencga
de receptores especificos para adesinas em células intestinais de uma ou de um namero limitado
de espécies, ndo sendo, portanto, consideradas como zoon6ticas, em contraste com as infeccdes
por EHEC e STEC (NAGY; FEKETE, 2005).

ETEC é o patotipo mais comumente associado a diarreia em bezerros na primeira
semana de vida, principalmente aos 3-4 dias (FOSTER; SMITH, 2009; BLANCHARD, 2012).
Diversos pesquisadores encontraram esse patotipo em bezerros com mais de uma semana de
idade (GULER; GUNDUZ; OK, 2008; BARTELS et al., 2010; ANDRADE et al., 2012;
COURA et al., 2015). A razdo da restricdo da infeccdo por ETEC a primeira semana de idade
dos bezerros ndo é totalmente conhecida. Os receptores para as fimbrias sdo mais expressos em
células imaturas das vilosidades intestinais. Assim, a maturacdo intestinal pds-natal limita a
infeccdo por ETEC em bezerros com menos de uma semana de idade. Entretanto, pode haver
aumento do periodo de susceptibilidade se ocorrer atrofia das vilosidades intestinais, como
acontece nas infeccBes por virus e Cryptosporidium spp., resultando em migracdo de células
imaturas das criptas (BLANCHARD, 2012).

Sabe-se que em ratos e seres humanos a densidade do receptor GC-C diminui ap6s o
nascimento, mas permanece presente em suinos até sete semanas de vida. Em bezerros nenhum
estudo detalhado sobre a expressdo de GC-C em diferentes idades foi realizado, porém
inoculagdo oral com STa induziu diarreia em bezerros com até 15 dias de idade (FOSTER;
SMITH, 2009).

Na colibacilose por ETEC, os animais jovens apresentam diarreia profusa pastosa a
liquida, com odor fétido e coloracdo amarelada a brancacenta. Nos casos agudos, a perda de
agua e eletrolitos é rapida, e os animais apresentam desidratacdo grave e acidose metabdlica,
podendo levar a morte. Observa-se a distensdo dos intestinos delgado e grosso, com presenca de
liquido e gas, mucosa fina e brilhante e nenhuma alteracao histopatoldgica.

A sindrome diarreica € multifatorial e pode envolver mais de um enteropatégeno,
dificultando o diagnostico clinico. Mas a possivel participacdo de ETEC na diarreia em bezerros
pode ser sugerida pelos seguintes fatores: i) idade do animal inferior a uma semana, ii)
caracteristica das fezes, iii) desenvolvimento agudo da infeccdo, com grave diarreia e
desidratacdo, animal em posi¢do de decubito e perda de peso. Para o diagnostico de infeccéo por
ETEC € necessério o isolamento bacteriano de fezes ou contetdo intestinal e a identificacdo dos
fatores de viruléncia caracteristicos de ETEC, fimbrias e toxinas, utilizando testes laboratoriais
como testes de aglutinacdo, ELISA ou PCR (ACRES, 1985; BUTLER; CLARKE, 1994), todos
disponiveis no pais.
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1.3.2. E. COLI ENTEROPATOGENICA (EPEC)

A principal caracteristica deste patotipo é causar uma lesdo denominada de attaching
and effacing - A/E. A lesdo A/E é caracterizada por uma adesdo intima da bactéria ao epitélio
intestinal, com destruicdo das microvilosidades intestinais, alteracBes no citoesqueleto, com
formag&o de estruturas semelhantes a pedestais e acimulo de actina polimerizada logo abaixo
da ligacdo da bactéria a célula. Os principais genes responsaveis pela lesdo A/E estdo inseridos
numa ilha de patogenicidade denominada LEE (Locus of Enterocyte Effacement), presente nos
patotipos EPEC e EHEC (NATARO; KAPER, 1998; MAINIL; DAUBE, 2005). E. coli capazes
de causar esse tipo de lesdo sdo também denominadas AEEC (attaching and effacing
Escherichia coli).

EPEC coloniza principalmente o intestino delgado e sua aderéncia nas microvilosidades
intestinais desencadeia a expressdo dos genes localizados na LEE. Apds sua ligacdo com a
célula hospedeira, ha o envio de sinais para estas por meio de um sistema de secre¢do tipo Ill
(SST3), cujos genes estdo localizados na LEE. O SST3, inserido na membrana citoplasmética
do enterdcito, transloca diretamente proteinas efetoras da bactéria para dentro do citoplasma da
célula do hospedeiro. Estas proteinas efetoras agem em proteinas celulares eucarioticas
resultando na polimerizagdo da actina, rearranjos do citoesqueleto e destruicdo das
microvilosidades (DEBROY; MADDOX, 2001; MAINIL; DAUBE, 2005; MAINIL, 2013).

A adesina intimina, uma proteina de 94 kDa da membrana externa da bactéria, é
codificada pelo gene eae localizado na LEE e € a molécula de adesdo responsavel pela ligagéo
intima da bactéria ao enterdcito. O receptor da célula alvo para intimina recebe o nome de Tir
(translocated intimin receptor), uma proteina codificada pela LEE, translocada para a célula
alvo pelo SST3 e que se insere na membrana citoplasmatica do enterécito (MAINIL; DAUBE,
2005; MAINIL, 2013). Mais de 21 variantes de intimina ja foram identificadas, designadas por
letras gregas, e que diferem na sua sequéncia de amino&cidos na parte carboxiterminal. Uma vez
que a interacdo entre intimina e Tir esta localizada no aminoacido carboxiterminal 280 da
adesina intimina, os diferentes tipos de intimina interagem especificamente com o seu receptor
cognato Tir. Receptores alternativos para intimina na célula hospedeira sdo as betal-integrinas e
as nucleolinas (GYLES; FAIRBROTHER, 2010; MAINIL, 2013). A proteina Tir fosforilada
recruta Nck (non-catalytic region of tyrosine kinase) que ativa a proteina da sindrome neural
Wiskott-Aldrich (N-WASP) e o complexo de proteina 2/3 relacionado a actina (ARP2/3) para
mediar o rearranjo de actina e formacdo das estruturas semelhantes a pedestal (CROXEN;
FINLAY, 2010).

Além da ilha de patogenicidade LEE, EPEC podem apresentar um plasmideo chamado
“EPEC aderence factor” (EAF), com genes envolvidos na expressdo e montagem da fimbria
denominada “bundle-forming pillus” (BFP), responsavel pela aderéncia localizada da bactéria
ao epitélio intestinal. Amostras de EPEC portadoras do plasmideo EAF e da fimbria BFP séo
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denominadas EPEC tipicas, e quando ndo possuem BFP e EAF, sdo denominadas EPEC
atipicas. A adesina BFP contribui para a ligagdo da bactéria as células eucaridticas e resulta em
aderéncia localizada em cultura de células (NATARO; KAPER, 1998; BARDIAU; SZALO;
MAINIL, 2010; GYLES; FAIRBROTHER, 2010). No caso de EPEC isoladas de bezerros, BFP
ndo foi identificada e outras adesinas podem estar envolvidas na aderéncia e, provavelmente, na
colonizagéo das células intestinais, como Iha (IrgA Homologue Adhesin), Efal (E. coli factor
for adherence 1), ToxB (toxin B) e Lpf (long polar fimbriae) (Tabela 1) (BARDIAU; SZALO,;
MAINIL, 2010).

N&o ha uma faixa etaria com maior susceptibilidade, como ocorre com ETEC, sendo
detectada a infeccdo por EPEC em bezerros com 1 a 12 semanas de idade (CHINA; PIRSON;
MAINIL, 1998; HOLLAND et al., 1999; FOSTER; SMITH, 2009). Os principais sorotipos de
EPEC associados a diarreia em bezerros sdao 026, 0111, 0119, O114. EPEC causa diarreia pela
ativacdo de sistemas secretorios, como a inibicdo da absorcdo de sddio e cloreto e ativa¢do dos
canais de cloreto, aumento da permeabilidade paracelular, afrouxamento das jun¢des de oclusdo
(tight junctions), inflamag&o e producéo de citocinas, e perda da area absortiva em decorréncia
da destruicdo das microvilosidades (MAINIL; DAUBE, 2005; GYLES; FAIRBROTHER,
2010).

O diagnostico clinico é dificil, sendo que ndo existem sinais clinicos caracteristicos. A
consisténcia e a cor das fezes variam. As fezes podem estar aquosas ou normais, amareladas ou
sanguinolentas. EPEC resulta em uma diarreia mais cronica, diferente da ocorréncia aguda da
colibacilose por ETEC, e ocorre principalmente em animais acima de uma semana de idade. O
diagnéstico histopatoldgico de partes do ileo (principalmente juncéo ileocecal) e célon pode ser
usado para visualizar lesdes do tipo A/E. A confirmacdo da presenca de EPEC é feita a partir da
cultura de fezes seguida por PCR para identificacdo dos genes de viruléncia caracteristicos
desse patotipo, principalmente o eae, e confirmagdo da auséncia de genes codificadores de
toxinas, necessario para diferenciar amostras de EPEC de STEC/EHEC (NATARO; KAPER,
1998; DEBROY; MADDOX, 2001; BLANCHARD, 2012).

1.3.3. E. COLI ENTEROHEMORRAGICA (EHEC) E E. COLI PRODUTORA DE
TOXINA SHIGA (STEC)

E. coli enterohemorragica (EHEC) e E. coli produtora de toxina Shiga toxina (STEC),
também conhecida como E. coli verotoxigénica (VTEC), em funcdo do efeito citotoxico em
células Vero, se referem a amostras de E. coli que produzem pelo menos umas das toxinas
Shiga (Stx1 ou Stx2) (GYLES, 2007). Outro fator de viruléncia importante para a caracterizacao
de EHEC é a presenca da ilha de patogenicidade LEE (locus of enterocyte effacement), com
genes responsaveis pela formacdo de A/E, como em EPEC. EHEC possui a mesma LEE de
EPEC, porém o mecanismo de formacdo da estrutura semelhante ao pedestal é ligeiramente
distinto das EPEC: ndo ocorre fosforilagdo de Tir pela célula hospedeira, a formacdo de pedestal
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é independente de Nck, o rearranjo de actina € mediado por TccP (Tir cytoskeleton-coupling
protein), que se liga ao Tir por meio de proteinas da célula alvo IRTKS (insulin receptor
tyrosine kinase substrate), que interage com N-WASP para ativar o complexo ARP2/3
(CROXEN; FINLAY, 2010).

Durante muito tempo o termo EHEC foi utilizado para se referir a isolados de E. coli
gue causam doencas em seres humanos, como colite hemorragica e sindrome hemolitica
urémica, mas hoje EHEC inclui amostras de E. coli isoladas de seres humanos e de animais e
que produzem toxinas Stx e lesdo A/E. Ja os termos STEC ou VTEC sdo usados para isolados
de bactérias que produzem somente Stx (MAINIL; DAUBE, 2005). Alta porcentagem de
bezerros infectados com estes patotipos ndo apresenta sinais clinicos, entretanto estes animais
constituem importante reservatério de STEC/EHEC tanto para bovinos como para o ser humano
(GYLES; FAIRBROTHER, 2010).

Em 2011, houve uma grande epidemia causada por um sorotipo raro de E. coli patotipo
STEC e sorotipo O104:H4, envolvendo mais de 4.000 pessoas em 16 paises europeus. Estudos
epidemiolodgicos indicaram o consumo de brotos, principalmente os de feno-grego, como a
origem do surto (CDC 2013). A analise genética do isolado demonstrou que ele pertence a dois
grupos distintos de E. coli, EAEC e STEC, e foi classificado como STEAEC, por possuir genes
de ambos os patotipos e de maltipla resisténcia a antibidticos. O cromossomo possui o0s fatores
de viruléncia Pic, AAF, AggR, Pet e ShET1 de EAEC, e Stx2 e lha de STEC (CLEMENTS et
al., 2012).

O sorotipo de EHEC mais conhecido e de maior importancia para seres humanos é o
0157:H7, responsavel por surtos de diarreia sanguinolenta, colite hemorragica e sindrome
hemolitica urémica. E. coli O157:H7 é a principal causa de colite hemorragica e sindrome
hemolitica urémica nos Estados Unidos, Canada, Gra-Bretanha e Europa (BUCHANAN;
DOYLE, 1997). No Brasil, a incidéncia de doencas gastrointestinais e sindrome hemolitica
urémica devido a EHEC O157:H7 é baixa e a frequéncia de seu isolamento de fezes bovinas é
ausente, ou muito baixa, menos de 1% dos isolados (CERQUEIRA et al., 1999; IRINO et al.,
2005; AIDAR-UGRINOVICH et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2008). O isolamento de EHECa
partir de carcagas bovinas resfriadas ainda néo foi decrito (CASELANI, 2010).

Os ruminantes, especialmente 0s bovinos, sdo portadores assintomaticos e considerados
principais reservatorios de EHEC (GYLES, 2007). Surtos de infeccdo em seres humanos por
EHEC estdo associados ao consumo de varios tipos de alimentos como hamburgueres mal
cozidos, salsichas, leite ndo pasteurizado, alface, e suco de magd. A dose infectante é baixa,
menos de 100 células bacterianas, facilitando a infeccdo. Stx produzida pela bactéria presente
no colon cai na corrente sanguinea e vai para o rim, danificando células endoteliais e resultando
em inflamagéo renal. O dano renal pode resultar em sindrome urémica hemolitica, caracterizada
por uma anemia hemolitica, trombocitopenia e insuficiéncia renal aguda. Stx também danifica o
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célon, resultando em diarreia sanguinolenta e colite hemorragica (KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004).

EHEC nédo possui um sistema de secrecdo para Stx, a liberacdo da toxina ocorre por
meio de lise do fago que codifica a toxina em reposta a danos no DNA bacteriano, por isso
antimicrobianoterapia ndo deve ser usada em infec¢es por EHEC, pois aumenta a liberacdo da
toxina agravando a sindrome (CROXEN; FINLAY, 2010). S&o descritos trés subtipos de Stx1
(Stx1a, Stx1c, Stx1d) e sete subtipos de Stx2 (Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f, Stx2g),
sendo que as amostras produtoras de Stx2a, Stx2c e ou Stx2d sdo mais frequentemente
associadas com a sindrome hemolitica urémica em seres humanos. As amostras de E. coli
produtoras de Stx2e sdo de grande importancia em suinocultura, pois causam a doenca do
edema em suinos (MAINIL, 2013). Os genes que codificam Stx estdo presentes e sao
transferidos por bacteri6fagos para as amostras de E. coli.

As Stx possuem uma estrutura do tipo ALB5, onde as cinco subunidades B sdo
responsaveis pela ligacdo da toxina a célula alvo e a subunidade A é o componente ativo da
toxina. O receptor para Stx é o Gb3 (globotriaosylceramide), presente nas células de Paneth da
mucosa intestinal e nas células epiteliais dos rins de seres humanos, ou Gb4
(globotetraosylceramide) para Stxe, presente no endotélio vascular e enterécitos de suinos. A
toxina Stx pode atravessar o epitélio intestinal por meio de endocitose seguido por exocitose na
parte basal do enterdcito, mas 0 mecanismo ndo esta totalmente elucidado. Em seres humanos e
leitdes, a Stx cai na corrente sanguinea e se liga aos receptores endoteliais. As Stx agem em
células endoteliais dos vasos sanguineos da mucosa gastrointestinal, dos rins, do cérebro e
outros tecidos, causando extravasamento de liquido, hemorragias, a nefrotoxicidade observada
em seres humanos e a neurotoxicidade observada em leitdes com doenca do edema (MAINIL;
DAUBE, 2005; CROXEN; FINLAY, 2010; MAINIL, 2013).

Ruminantes ndo possuem esses receptores para Stx no endotélio vascular, mas 0s
mesmos estdo presentes nos enterdcitos das criptas, linfocitos intraepiteliais e macréfagos da
mucosa intestinal. EHEC/STEC podem colonizar o intestino dos ruminantes, embora ndo
causem lesdes vasculares e, por isso, sinais sisttmicos ndo sdo observados. Apos a entrada da
toxina na célula, a subunidade A remove uma adenina do rRNA 28S do ribossomo eucariotico,
alterando sua funcdo e resultando em inibicdo da sintese proteica, o que é letal para a célula
(MAINIL; DAUBE, 2005; CROXEN; FINLAY, 2010; MAINIL, 2013).

A infec¢do oral com EHEC 0118 (eae/stx1) em bezerros resulta em diarreia e em lesdes
AJE no final do intestino delgado e intestino grosso 24 h pés-infeccdo (STORDEUR et al.,
2000). Girard et al. (2007) utilizaram explantes de intestino bovino cultivados in vitro (bIVOC)
para estudar a infeccdo por E. coli dos sorogrupos 0157 (Stx1, Stx2 e eae), 026 (Stx1 e eae) e
0111 (Stx1) e demonstraram que todos os trés sorogrupos aderiram intimamente ao epitélio do
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ileo terminal, do c6lon e do reto e produziram lesdes A/E tipicas, menos no célon terminal, onde
as lesdes foram menos evidentes.

Apesar de alguns autores considerarem a diarreia como consequéncia da formacdo da
lesdo A/E e ndo da producdo de qualquer Stx, existe associa¢do experimental e epidemioldgica
de STEC com diarreia em bezerros (MAINIL; DAUBE, 2005; MAINIL, 2013). Outros fatores
de viruléncia ja foram detectados em STEC/EHEC isoladas de bezerros, como as adesinas F9,
Iha (IrgA Homologue Adhesin), Saa (STEC autoagglutinating adhesin), ToxB (Toxin B), Lpf
(Long polar fimbriae) e Efal (E. coli factor for adherence 1) (Tabela 1) (BARDIAU; SZALO;
MAINIL, 2010). A enterohemolisina (Ehx) ja foi detectada em STEC/EHEC e pertence a
familia de toxinas RTX e sua agdo resulta na formacdo de poros nas células alvo, mas sua
contribuicdo na etiologia da diarreia por esses patotipos ndo € totalmente conhecida (MAINIL;
DAUBE, 2005; MAINIL, 2013).

Os principais sorotipos de EHEC associados a diarreia em bezerros sdo 05, 026,
0111, 0118 e 0145, e de STEC O8 e 020 (MAINIL; DAUBE, 2005). EHEC e STEC estéo
associadas a diarreia em bezerros com duas a oito semanas de idade (BUTLER; CLARKE,
1994). Apesar de ndo haver sinais clinicos muito caracteristicos desses patotipos, é relatada, ao
contrario do que acontece com infec¢bes por ETEC, uma diarreia menos aquosa, com aspecto
mucoide, as vezes sanguinolenta e com tendéncia a cronicidade, com 0s animais menos
desidratados e raramente causando sua morte (BUTLER; CLARKE, 1994; DEBROY;
MADDOX, 2001).

Animais afetados por EHEC apresentam lesées A/E no ileo terminal, célon e reto,
com edema e infiltrado neutrofilico na lamina prépria (DEBROY; MADDOX, 2001; GYLES;
FAIRBROTHER, 2010). A identificacdo de EHEC/STEC pode ser feita utilizando PCR para
deteccdo dos principais genes de viruléncia, testes de citotoxicidade em células e ELISA para
pesquisa das toxinas Shiga (DEBROY; MADDOX, 2001; BLANCHARD, 2012).

1.3.4. E. COLI NECROTOXIGENICA (NTEC)

NTEC séo caracterizadas pela producdo de toxinas CNF (fator necrotizante citotéxico)
(DE RYCKE; MILON; OSWALD, 1998). A existéncia de dois tipos de CNF, tipo 1 e tipo 2
(CNF1 e CNF2), foi demonstrada em amostras de E. coli isoladas de bezerros, leitbes e criancas
com enterite (DE RYCKE et al.,, 1990). Ambos os tipos de citotoxinas sdo letais para
camundongos quando inoculadas via intraperitoneal, compartilham a capacidade de induzir
células gigantes multinucleadas em linhagem de células HelLa e necrose em pele de coelho, e
sdo parcialmente relacionadas antigenicamente. Porém somente CNF2 induz necrose em pata de
camundongo e produz acimulo de fluido no teste da alca ligada de coelho (DE RYCKE et al.,
1990). Uma nova toxina necrotizante, denominada CNF3, foi identificada em isolados de E. coli
obtidas de ovinos e caprinos (ORDEN et al. 2007). Os autores para identificarem a CNF3,
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clonaram e sequenciaram o gene cnf3 presente em uma cepa de NTEC denominada C48a
(O153:H11) isolada de uma ovelha saudavel e, por meio da PCR, identificaram o gene em
amostras isoladas das fezes de caprinos e ovinos (ORDEN et al. 2007).

O gene codificador para CNF1 estd localizado em uma ilha de patogenicidade
cromossomal, entre os genes de alfa hemolisina (hly) e os genes codificadores de adesinas P
(pap/prs). O gene codificador para CNF2 esta no plasmideo Vir, que também contém genes para
outros fatores de viruléncia como a toxina distensora citoletal tipo 3 (CDTIII), adesina Afa-VIlII,
fimbria F17 e hemolisina (DE RYCKE; MILON; OSWALD, 1998; JOHNSON et al., 2010). E
comum encontrar esses e outros fatores de viruléncia em conjunto com CNF: CNF1 pode ser
encontrada juntamente com hemolisina, fimbrias P, fimbrias S, F17 e adesinas afimbriais Afa e
CNF2 com F17, Afa e CDTIII (Tabela 1) (MAINIL, 2013). Outro fator de viruléncia presente
em NTEC, e também em isolados de ETEC, de STEC e de E. coli que causam infeccGes
extraintestinais, € a alfa hemolisina, porém seu papel na patogénese da diarreia ainda é incerto
(MAINIL, 2013).

CNF e outros fatores de viruléncia foram pesquisados em amostras de E. coli isoladas
de fezes de bezerros e filhotes de cdes com e sem diarreia e de urina coletada de cées adultos
com cistite (SALVARANI et al., 2012). CNF foi identificada em E. coli de ambas as espécies,
em casos de diarreia e cistite, conjuntamente com os fatores de viruléncia hemolisina, fimbria P,
fimbria S, fimbria tipo 1 e toxina distensora citoletal. Nos isolados obtidos de bovinos, todas as
amostras positivas para o gene cnf2 foram positivas para cdt-iii.

As toxinas CNF induzem a desaminacdo de membros da familia das Rho GTPases:
Glutamina 63 (GIn63) de Rho e, GIn61 de Rac e Cdc42. Isto impede a hidrélise de GTP e
resulta na ativacdo permanente da proteina. A ativacdo de Rho resulta na formacao de fibras de
estresse, que sdo feixes de filamentos espessos paralelos contrateis de actina. A ativacdo de Rac
conduz a formacéo de lamelipddio, estruturas bidimensionais semelhantes a camadas ou lencdis
contendo uma rede de filamentos de actina interligados ortogonalmente. CNF também induz
formacédo de filopodio em decorréncia da ativacdo de Cdc42, estruturas unidimensionais que
contém um nucleo de longos filamentos de actina em feixe. Essas modificagBes promovem o
achatamento do corpo da célula decorrente da ativagdo das Rho GTPases, as células se tornam
multinucleadas (ALBERTS et al., 2010; KNUST; SCHMIDT, 2010).

Em células T84 (células de carcinoma colorretal humano), CNF1 ativa Rho, Rac e
Cdc42, aumenta a permeabilidade paracelular e induz reestruturacdo e reorganizacdo das
proteinas das jungdes de oclusdo (ocludina, ZO-1, JAM-1) assim como de F-actina (HOPKINS,
2003). Em células Caco-2 (células de carcinoma de c6lon humano) foram verificados também a
ativacdo de Rho GTPases e a diminuicdo da resisténcia transepitelial (BLUMENTHAL et al.,
2007). Desta forma a ativacdo de Rho GTPases parece estar envolvida no surgimento da
diarreia.
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NTECL1 ja foi isolada de diarreia em ruminantes, suinos, cées, coelhos e equinos, de
septicemia em suinos, de infeccGes no trato urinério e outras infecgdes extraintestinais em cées,
gatos e seres humanos (VAN BOST et al., 2001). CNF1 também é um importante fator de
viruléncia de UPEC (Escherichia coli uropatogénica). Ele esta associado a varios outros fatores
de viruléncia como aerobactina, fimbrias P e hemolisina. Quase todos os isolados de UPEC
positivos para CNF1 contém o gene para alfa hemolisina. CNF1 também ja foi encontrada em
E. coli isoladas de meningite em criancas (BOQUET, 2001; KNUST; SCHMIDT, 2010).

NTEC2 ja foi isolada de bovinos, caprinos, equinos e gatos (POHL et al., 1993).
NTEC2 tem sido isolada principalmente de ruminantes jovens com diarreia, mas também de
septicemia, pneumonia, metrite e mastite em bovinos (VAN BOST et al., 2001). NTEC2 é o
patotipo mais frequentemente isolado de bovinos com diarreia e septicemia (BURNS; BALL,;
FINLAY, 1996). CNF3 foi identificada em E. coli isoladas de cordeiros com e sem diarreia e
cabritos saudaveis (ORDEN et al. 2007). Os sorogrupos de NTEC2 mais frequentes em bovinos
sdo 01, 03, 015, 088 e 0123 (BLANCO et al., 1998; ORDEN et al., 1999).

Em um estudo realizado na Espanha, NTEC foi pesquisada em E. coli isoladas de 246
bezerros com diarreia. NTEC foi detectada por PCR nas fezes de 39 dos 246 animais diarreicos,
sendo que 34 animais estavam infectados por NTEC positiva para cnf2 e 5 para cnfl. Além
disso, foi encontrada uma associacéo entre a idade e a infec¢do por NTEC2, na qual o risco de
infeccdo por NTEC em bezerros diarreicos aumenta com a idade, principalmente em animais
com 31 a 90 dias de idade (ORDEN et al., 1999).

Estudos envolvendo NTEC produtora de CNF2 e utilizando bezerros recém-nascidos
gue ndo receberam colostro e desafiados oralmente demonstram que este patotipo é capaz de
colonizar o intestino e causar diarreia, além de invadir a corrente sanguinea e ir para 6rgaos
internos, principalmente os pulmdes. A necropsia foram observadas congestdo da mucosa
intestinal, espessamento da mucosa do intestino delgado e congestdo pulmonar. A
histopatologia foram observadas enterocolite, linfadenite, atrofia de vilosidades do intestino
delgado e broncopneumonia (VAN BOST; ROELS; MAINIL, 2001; VAN BOST et al., 2003).

A confirmacéo da diarreia causada por NTEC pode ser realizada pela identificacdo dos
genes codificadores das CNF em isolados bacterianos obtidos de fezes e lesbes intestinais ou
outros 6rgdos, no caso de septicemia, utilizando a técnica de PCR, ou também por meio de
testes de citotoxicidade em cultura de células (DE RYCKE; MILON; OSWALD, 1998;
ORDEN et al., 1999).

1.4. ESTUDOS EPIDEMIOLOGICOS BRASIL

Os estudos epidemioldgicos realizados no Brasil indicam a presenca dos patotipos
associados a diarreia em bezerros, tanto em rebanhos de bovino de leite como de corte. Porém
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0s resultados entre os estudos divergem, devido a diversos fatores como a regido geografica
estudada, época do ano, nimero de animais e método de diagndstico empregado. A frequéncia
de ETEC varia desde zero até 30% (LAGE et al. 1993; MENDONCA et al. 1996; LANGONI et
al. 2004; RIGOBELO et al. 2006; OLIVEIRA FILHO et al. 2007; MOURA et al. 2012,
ANDRADE et al. 2012; COURA et al., 2015). EPEC varia desde 1,42% até 42,5%
(RIGOBELO et al. 2006; AIDAR-UGRINOVOCH et al. 2007; MOURA et al. 2012;
ANDRADE et al. 2012; COURA et al., 2015) e STEC e EHEC varia entre 2,7% até mais de
50% (RIGOBELO et al. 2006; AIDAR-UGRINOVOCH et al. 2007; ANDRADE et al. 2012;
COURA et al., 2015).

Um estudo foi realizado no estado de S&o Paulo com o objetivo de determinar a
prevaléncia de E. coli produtora de toxina Shiga (STEC) em isolados de animais com e sem
diarreia. E. coli positiva para o gene Stx (toxina Shiga) foi encontrada em quarenta e quatro
animais sendo 28 (20%) com diarreia e 16 (7,8%) saudaveis. Vinte e quatro isolados
produziram a toxina Shiga, dos quais 12 foram positivos para o Stx1, oito para Stx1 e Stx2 e
quatro para Stx2. Dez isolados foram positivos para o gene eae (LEOMIL et al., 2003).

Na regido Centro-Oeste do Brasil, amostras de E. coli isoladas de bezerros com diarreia
foram examinadas quanto a presenca de fatores de viruléncia associados a colibacilose bovina.
A toxina Stx1 foi detectada em 20 amostras, a Stx2 em 13 e a STa em oito. A adesina fimbrial
F5 foi identificada em 15 isolados, dos quais quatro eram ETEC (F5/STa). A fimbria F41 ndo
foi detectada e o gene eae foi identificado em sete amostras produtoras de toxina Shiga 1 (Stx1)
(SALVADORI et al., 2003).

Aidar-Ugrinovich et al. (2007) estudaram STEC e EPEC isoladas de bezerros no estado
de Sdo Paulo. Os patotipos STEC e EPEC foram isolados em 12% e 2,6% dos casos com
diarreia, respectivamente. Nos animais saudaveis, STEC e EPEC foram isoladas em 8,5% e
2,8% dos casos, respectivamente. Vinte seis por cento das STEC isoladas dos animais diarreicos
e 25% das isoladas dos saudaveis, possuiam o gene eae.

Existem poucos trabalhos sobre a ocorréncia de NTEC em bezerros no Brasil. Em um
estudo realizado com amostras de E. coli isoladas de bezerros com diarreia na regido Centro-
Oeste do Brasil, CNF1 foi detectado em uma amostra € CNF2 em nove de duzentas e cinco
amostras pesquisadas (SALVADORI et al. 2003), indicando a presenca do patotipo no Brasil.

1.5. CONSIDERAGCOES FINAIS

E. coli que possuem genes de viruléncia sdo um importante agente causador de diarreias
em bovinos, mas apenas o isolamento e identificacdo da bactéria nos casos de diarreia ndo
significam que este agente é o causador da patologia, para tanto ha a necessidade de classificar
os isolados em patotipos. Até o presente momento, ja foram identificados cinco patotipos de E.
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coli associados a diarreia em bezerros: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli produtora de toxina Shiga
(STEC) e E. coli necrotoxigénica (NTEC), sendo que outros patotipos diarreiogénicos para
seres humanos, como E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli de aderéncia difusa (DAEC) e E.
coli enteroagregativa (EAEC) ainda ndo foram identificados como causadores de diarreia em
bovinos. Além disso, 0s ruminantes sdo considerados o0s principais reservatérios de
STEC/EHEC, importante patogeno para seres humanos. Deste modo é de fundamental
importancia o conhecimento sobre os patotipos e os fatores de viruléncia, bem como sua
distribuicAo como agentes causadores de diarreia em bovinos.

A classificagdo dos isolados é importante para identificar tanto o patotipo envolvido na
diarreia como a circulagdo de novos patotipos infectando bovinos. A vigilancia e identificacao
dos diversos patotipos sdo de grande importancia para estudo da patogénese e entendimento da
relacdo hospedeiro parasita.
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2. CAPITULO 2: DETECCAO DOS FATORES DE VIRULENCIA E DETERMINACAO
DOS GRUPOS FILOGENETICOS DE ESCHERICHIA COLI ISOLADAS DE FEZES DE
BEZERROS COM E SEM DIARREIA.

2.1. RESUMO

Este estudo teve como objetivo identificar os fatores de viruléncia, patotipos e grupos
filogenéticos de amostras de E. coli isoladas de fezes de bezerros com e sem diarreia. A anélise
filogenética das 336 amostras de E. coli isoladas mostrou que 21 (6,25%) pertencem ao
filogrupo A, 228 (67,85%) ao filogrupo B1, 2 (0,6%) ao filogrupo B2, 5 (1,49%) ao filogrupo
C, 57 (16,96%) ao filogrupo E e 3 (0,9%) ao filogrupo F. O filogrupo D néo foi identificado e
vinte amostras (5,95%) foram designadas como filogrupo "desconhecido". A distribuicdo dos
grupos filogenéticos de acordo com o patotipo mostrou que o patotipo NTEC pertence ao
filogrupo B1 (17) e C (4); EPEC ao filogrupo B1 (6) e E (8); STEC ao filogrupo A (5), B1 (56),
B2 (2), C (1), e E (15); EHEC ao filogrupo B1 (95) e E (5); ETEC ao filogrupo A (3), B1 (7) e
E (10). Amostras positivas para EAST-1 foram classificadas nos filogrupos A (13), B1 (47), E
(19) e F (3). As amostras de E. coli classificadas como "desconhecido™ pertenciam aos patotipos
EHEC (2), EPEC (1), EHEC (2) e STEC (7) e EAST-1 (6). Somente ETEC foi associada com a
presenca de diarreia (P = 0,002) e ndo houve associagdo entre o grupo filogenético de E. coli e a
presenca de diarreia (P = 0,164). NTEC foram classificadas principalmente como Bl e a
Anélise de Correspondéncia mostrou que EHEC e STEC sdo classificados principalmente como
filogrupo B1, EAST-1 filogrupo A, ETEC e EPEC filogrupo E. A identificacdo de fatores de
viruléncia e analise dos grupos filogenéticos de E. coli sdo ferramentas de moleculares Gteis
para o estudo da ocorréncia de E. coli patogénica e, portanto, fornecem informacgdes
epidemioldgicas sobre as infeccbes por E. coli em bezerros e as sindromes associadas. O
presente estudo ndo encontrou uma associa¢do entre o grupo filogenético e ocorréncia de
diarreia, mas identificou uma relagéo do grupo filogenético e o patotipo.

2.2. INTRODUCAO

A diarreia é uma sindrome clinica importante em bovinos jovens e tem uma
etiopatogenia complexa, com a associacdo de diferentes agentes infecciosos, fatores do
hospedeiro e fatores ndo infecciosos, como o ambiente, manejo e nutricdio (BLANCHARD,
2012). A diarreia em bezerros resulta em importantes perdas econémicas na criacdo de bovinos
jovens, pois causa perda de agua e eletrélitos nesses animais, resultando em desidratacao,
desequilibrios eletroliticos, acidose metabdlica e morte (BUTLER; CLARKE, 1994). Diversos
enteropatdgenos podem causar diarreia, com destaque para Escherichia coli, agente etiol6gico
da colibacilose (BUTLER; CLARKE, 1994; BLANCHARD, 2012).

Escherichia coli patogénica tem sido identificada como uma das principais causas de
diarreia em bovinos jovens (KOLENDA; BURDUKIEWICZ; SCHIERACK, 2015). Além
disso, ruminantes representam uma importante fonte de contaminacdo por EHEC (E. coli
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enterohemorragica) em alimentos (MARTIN; BEUTIN, 2011). EHEC, especialmente O157:H7,
causa colite hemorragica e sindrome urémica hemolitica em seres humanos, e os alimentos de
origem animal contaminados sdo considerados a principal forma de transmissdo da EHEC para
os seres humanos (DOYLE, 1991).

Desde sua descoberta no final do século XIX por Theodor Escherich, E. coli tem sido
vastamente estudada e utilizada, por ser uma bactéria “modelo” na area de biologia molecular e
por constituir um grupo de organismo muito versatil, que engloba organismos comensais
presentes no trato intestinal e organismos patogénicos que causam infeccOes diversas
(HACKER; BLUM-OEHLER, 2007).

E. coli é um componente da microbiota intestinal normal e suas caracteristicas
fenotipicas e genotipicas permitem a identificacdo de estirpes de E. coli patogénicas ou
patovares ou patotipos (CROXEN et al., 2013). Diferentes patotipos causam diarreia em
bezerros, como ETEC (E. coli enterotoxigénica), EHEC, STEC (E. coli produtora de toxina
Shiga) e NTEC (E. coli necrotoxigénica) (VAN BOST et al., 2003; MOXLEY; SMITH, 2010;
COURA et al., 2015; KOLENDA; BURDUKIEWICZ; SCHIERACK, 2015).

E. coli sdo bactérias Gram negativas, fermentativas, anaerdbias facultativas, cultivadas
facilmente em meios de cultura de rotina. Comumente isoladas de fezes, na maioria das vezes E.
coli sdo comensais, ndo causando doenca em seus hospedeiros. Entretanto, em animais
debilitados, imunocomprometidos ou com a barreira gastrointestinal alterada, amostras de E.
coli ndo patogénicas presentes no intestino podem causar infecgdo (NATARO; KAPER, 1998).

As amostras de E. coli consideradas patogénicas podem ser classificadas em grupos ou
patotipos de acordo com a presenca de fatores de viruléncia e mecanismos pelos quais causam
doenca (NATARO; KAPER, 1998; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). J& foram
identificados cinco patotipos de E. coli associados a diarreia em bezerros: E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC),
E. coli produtora de toxina Shiga (STEC) e E. coli necrotoxigénica (NTEC). Outros patotipos
diarreiogénicos para seres humanos, como E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli de aderéncia
difusa (DAEC) e E. coli enteroagregativa (EAEC), ainda ndo foram confirmados como
causadores de diarreia em bezerros (NATARO; KAPER, 1998; DEBROY; MADDOX, 2001;
GYLES; FAIRBROTHER, 2010).

ETEC sdo caracterizadas por colonizarem a superficie da mucosa do intestino delgado,
principalmente o ileo, e por produzirem enterotoxinas termoestaveis (ST) e termoléabeis (LT)
que alteram as funcgdes dos enterdcitos, aumentando a secre¢do e reduzindo a absor¢do de
liquidos, sem induzirem alteracbes morfologicas significativas no intestino (NATARO;
KAPER, 1998; NAGY; FEKETE, 2005). As infeccbes por ETEC sdo espécie-especificas
principalmente em funcdo da presenca de receptores especificos para adesinas em células

40



intestinais de uma ou de um namero limitado de espécies, ndo sendo, portanto, consideradas
com zoondticas, em contraste com as infec¢des por EHEC e STEC (NAGY; FEKETE, 2005). A
maioria das ETEC que causam diarreia em bezerros é caracterizada por possuir as adesinas
fimbriais F5 (K99) e F41 e por produzir STa (DEBROY; MADDOX, 2001).

A principal caracteristica de EPEC é causar uma lesdo denominada de attaching and
effacing - AJE. A lesdo A/E € caracterizada por uma adesdo intima da bactéria ao epitélio
intestinal, com destruicdo das microvilosidades intestinais, alteragbes no citoesqueleto, com
formacéo de estruturas semelhantes a pedestais e acimulo de actina polimerizada logo abaixo
da ligacdo da bactéria a célula. Os principais genes responsaveis pela lesdo A/E estdo inseridos
numa ilha de patogenicidade denominada LEE (Locus of Enterocyte Effacement), também
presente nos patotipos EPEC e EHEC (NATARO; KAPER, 1998; MAINIL; DAUBE, 2005).

E. coli capazes de causar esse tipo de lesdo sdo também denominadas AEEC (attaching
and effacing Escherichia coli). A adesina intimina, uma proteina de 94 kDa da membrana
externa da bactéria, é codificada pelo gene eae localizado na LEE e é a molécula de adesao
responsavel pela ligacdo intima da bactéria ao enterécito. Além da ilha de patogenicidade LEE,
EPEC podem apresentar um plasmideo chamado “EPEC aderence factor” (EAF), com genes
envolvidos na expressdo e montagem da fimbria denominada “bundle-forming pillus” (BFP),
responsavel pela aderéncia localizada da bactéria ao epitélio intestinal. Amostras de EPEC
portadoras do plasmideo EAF e da fimbria BFP sdo denominadas EPEC tipicas, e quando
negativas EPEC atipicas (NATARO; KAPER, 1998; BARDIAU; SZALO; MAINIL, 2010;
GYLES; FAIRBROTHER, 2010).

E. coli enterohemorréagica (EHEC) e E. coli produtora de toxina Shiga toxina (STEC),
também conhecida como E. coli verotoxigénica (VTEC), em funcdo do efeito citotoxico em
células Vero, se referem a amostras de E. coli que produzem pelo menos umas das toxinas
Shiga (Stx1 ou Stx2) (GYLES, 2007). Os genes que codificam Stx estdo presentes e sdo
transferidos por bacteriéfagos para as amostras de E. coli. Stx possui uma estrutura A1B5, onde
a subunidade B é responsavel pela ligagdo da toxina a célula alvo e a subunidade A pela quebra
do RNA ribossomal, resultando em inibicdo da sintese proteica, o que é letal para a célula
(GYLES, 2007; GYLES; FAIRBROTHER, 2010).

Algumas STEC além de produzirem Stx, possuem uma ilha de patogenicidade
denominada locus of enterocyte effacement (LEE), cujos genes codificam os elementos
responsaveis pela lesdo intestinal A/E (attaching and effacing), como em EPEC, e por isso sdo
denominadas Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) (KAPER; NATARO; MOBLEY,
2004). Ruminantes ndo possuem esses receptores para Stx no endotélio vascular, mas os
mesmos estdo presentes nos enterdcitos das criptas, linfocitos intraepiteliais e macréfagos da
mucosa intestinal. EHEC/STEC também podem colonizar o intestino dos ruminantes, embora
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ndo causem lesdes vasculares e, por isso, sinais sistémicos ndo sdo observados (MAINIL;
DAUBE, 2005; MAINIL, 2013).

Outra toxina termo estavel denominada EAST1 (Enteroaggregative E. coli heat-stable
enterotoxin 1), primariamente identificada em amostras de E. coli enteroagregativa (EAEC),
pode pode ser produzida por patotipos como ETEC, EPEC e EHEC (NAGY; FEKETE, 2005).
EAST1 é o produto do gene astA que pode ser encontrado no cromossomo e/ou plasmideos, em
uma ou mais copias. EAST1 é um peptideo de 38 aminoécidos com peso molecular de 4,1 kDa.
J& foi identificada em amostras de E. coli isoladas de bovinos e seres humanos com diarreia, e é
considerada um determinante adicional na patogénese da diarreia (VEILLEUX; DUBREUIL,
2006).

Outros fatores de viruléncia ja foram detectados em STEC/EHEC isoladas de bezerros,
como a adesina ndo fimbrial Saa (STEC autoagglutinating adhesin) (BARDIAU; SZALO;
MAINIL, 2010; MAINIL, 2013). Outro fator de viruléncia ja foi detectado em STEC/EHEC é a
enterohemolisina (Ehx). Ehx pertence a familia de toxinas RTX e sua a¢do resulta na formacéo
de poros nas células alvo, mas sua contribuicdo na etiologia da diarreia ndo é totalmente
conhecida (MAINIL; DAUBE, 2005; MAINIL, 2013). Proteinas codificadas fora da regido
LEE, como Saa, EAST1 e enterohemolisina, sdo fatores de viruléncia adicionais importantes a
serem pesquisados. O conhecimento dos perfis de viruléncia de amostras de STEC LEE-
negativas contribui para uma melhor compreensdo do mecanismo de viruléncia deste grupo
versatil de bactérias (GALLI et al., 2010).

Diversas adesinas tem sido estudas em patotipos de E. coli isoladas de animais e seres
humanos, como F17, iha (IrgA homolog adhesion), efal (E. coli factor for adherence), toxB
(toxin B). Além desses, outros fatores de viruléncia caracteristicos de EAEC, como Pet
(Plasmid-encoded toxin), AggR (transcriptional regulator) e aaf (aggregative adherence
fimbriae) foram poucos estudados em amostras de E. coli isoladas de bezerros (BARDIAU,;
SZALO; MAINIL, 2010; MAINIL, 2013).

NTEC séo caracterizadas pela producdo de toxinas CNF (fator necrotizante citotoxico)
(DE RYCKE; MILON; OSWALD, 1998). A existéncia de dois tipos de CNF, tipo 1 e tipo 2
(CNF1 e CNF2), foi demonstrada em amostras de E. coli isoladas de bezerros, leitbes e criancas
com enterite (DE RYCKE et al.,, 1990). Ambos os tipos de citotoxinas sdo letais para
camundongos quando inoculadas via intraperitoneal, compartilham a capacidade de induzir
células gigantes multinucleadas em linhagem de células HeLa e necrose em pele de coelho, e
sdo parcialmente relacionadas antigenicamente. Porém somente CNF2 induz necrose em pata de
camundongo e produz acimulo de fluido no teste da alca ligada de coelho (DE RYCKE et al.,
1990). Recentemente foi identificada uma nova toxina necrotizante, denominada CNF3, de
amostras de E. coli isoladas de ovinos e caprinos (ORDEN et al., 2007). NTEC2 é o patotipo
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mais frequentemente isolado de bovinos com diarreia e septicemia (BURNS; BALL; FINLAY,
1996).

Surtos de doencas infecciosas e 0s organismos envolvidos sdo geralmente relacionados
geneticamente e considerados clones, com origem comum. Organismos com relagdo clonal séo
membros da mesma espécie que compartilham fatores de viruléncia, caracteristicas bioquimicas
e gendmicas. Mas existe diversidade genética no nivel de espécie entre organismos isolados a
partir de fontes diferentes, tempo e regibes geograficas distintas. O processo de tipagem
molecular é importante epidemiologicamente para a determinagdo da fonte de infecgdo, o
conhecimento de organismos virulentos e monitoramento de programas de vacinagdo. A
tipagem bacteriana pode ser feita de diversas maneiras. Os estudos classicos da diversidade
bacteriana eram baseados em metodologias fenotipicas, como sorotipagem, fagotipagem, padréo
de resisténcia a antibidticos e outros, muitas vezes limitados por ndo serem detectados em
determinadas amostras, pela baixa reprodutibilidade e baixa capacidade de diferenciagdo entre
estirpes de uma mesma espécie. As deficiéncias dos métodos de tipagem baseados
fenotipicamente levaram ao desenvolvimento de métodos de tipagem baseado no genoétipo
bacteriano (OLIVE; BEAN, 1999).

O estudo da diversidade de E. coli antecede o surgimento da era molecular, com estirpes
inicialmente distinguidas por sorotipagem, método que consiste na identificacdo de dos
antigenos somaticos (O), capsulares (K) e flagelares (H). Porém, o sorotipo ndo se correlaciona
com a diversidade genética dessa espécie, com amostras geneticamente distantes com o mesmo
sorotipo e, inversamente, amostras estreitamente relacionadas de diferentes sorotipos. O
conhecimento genético de E. coli iniciou-se com a aplicagdo do MLEE (Multi-locus enzyme
electrophoresis) e progrediu com o surgimento do MLST (Multi-locus sequence typing) e
acumulacdo de dados de sequéncias nucleotidicas. A acumulacdo dessas informagdes definiu
sete grandes grupos filogenéticos, designados A, Bl, B2, C, D, E e F. (CHAUDHURI;
HENDERSON, 2012; CLERMONT et al., 2013).

A tipagem filogenética permite que estirpes sejam classificadas em um dos sete
filogrupos. Desde a sua introducgéo, em 2000 (CLERMONT; BONACORSI; BINGEN, 2000), a
tipagem filogenética utilizando a técnica de PCR tornou-se amplamente utilizada devido a sua
simplicidade e rapidez. O método foi aprimorado em 2013 (CLERMONT et al., 2013) e por
meio de uma PCR quadruplex é possivel identificar os sete filogrupos. O MLST é a melhor
técnica de tipificacdo de E. coli, mas o tipo de sequéncia (ST) fornecida na analise ndo permite a
classificacdo direta em filogrupos sendo necessario determinar a correspondéncia entre ST e
grupos filogenéticos, com esta Ultima realizada por meio do "método de Clermont"
(CLERMONT et al., 2013; CLERMONT; GORDON; DENAMUR, 2015). Além disso, MLST
é uma técnica de alto custo e trabalhosa. A tipagem filogenética pela PCR tem 80-95% de
correspondéncia com a analise por MLST, demonstrando que o teste pode ser utilizado para
estudos de diversidade genética de amostras de E. coli (GORDON et al., 2008; CLERMONT et
al., 2013).
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Os estudos de tipagem filogenética mostraram que as estirpes pertencentes as diferentes
filogrupos podem estar associadas a origem das amostras (CLERMONT et al., 2013). Os
filogrupos A e B2 sdo os mais comuns em E. coli isoladas de seres humanos, sendo o0 B1 e D os
menos prevalentes. Nos animais, amostras B1 sdo as mais prevalentes, seguidas de A, B2 e D
(CHAUDHURI; HENDERSON, 2012). Porém, pouco se sabe sobre as relacbes entre 0s grupos
filogenéticos e especificidade de hospedeiros, e se esta variacdo na prevaléncia de grupos
filogenéticos entre diferentes hospedeiros é devida a existéncia de amostras especificas a
determinados hospedeiros (TENAILLON et al., 2010).

Para uma E. coli comensal tornar-se patogénica, ndo depende apenas da aquisi¢do gene,
mas também requer a presenca de genes funcionais que contribuem diretamente para a
patogenia, permitindo a colonizacdo bem sucedida do hospedeiro (DOBRINDT, 2005). Os
estudos sobre os grupos filogenéticos de E. coli demonstraram que diferentes filogrupos podem
estar relacionados a diferentes sindromes clinicas. Por exemplo, amostras responsaveis por
infeccBes extraintestinais pertencem mais aos filogrupos B2 e D do que A ou B1. Utilizando a
PCR, com base na presen¢a/auséncia dos fragmentos de determinados genes, uma cepa de E.
coli pode ser atribuida a um dos sete principais filogrupos, A, B1, B2, C, D, E e F e 0 que
forneceria evidéncia adicional sobre as caracteristicas genotipicas das amostras, seu nicho
ecoldgico e capacidade de causar doengas (CLERMONT et al., 2013).

Em fungdo da diversidade genotipica de E. coli e da importancia dos patotipos na
etiologia da diarreia em bezerros, é fundamental caracterizar isolados de E. coli obtidos de
bezerros com e sem diarreia para determinar fatores de viruléncia que possam estar envolvidos
no surgimento ou nao da diarreia, além de caracterizar faixas etarias mais suscetiveis. Pouco se
sabe sobre a importdncia de determinados fatores de viruléncia e patotipos de E. coli
diarreiogénicas para bovinos jovens, e menos ainda se conhece sobre a frequéncia de grupos
filogenéticos nessa espécie e entre os diversos patotipos, e sua importancia na etiologia da
diarreia.

E. coli consistem de amostras comensais e patogénicas de grande diversidade, e o
estudo desse microrganismo é importante para o entendimento da patogénese, ecologia e
interacdo com seus hospedeiros de E. coli (CROXEN et al.,, 2013) e a caracterizacdo
filogenética ¢ uma ferramenta que auxilia nesse entendimento (TENAILLON et al., 2010).
Portanto, esse estudo propde pesquisar outros fatores de viruléncia de isolados de E. coli obtidos
no estudo de Coura et al. (2015), identificar os patotipos e grupos filogenéticos e a associacdo
entre a presenca de diarreia, 0s patotipos e 0s grupos filogenéticos de E. coli.

44



2.3. MATERIAL E METODOS

2.3.1. AMOSTRAS DE ESCHERICHIA COLI E CARACTERIZACAO

As amostras de E. coli utilizadas no presente estudo foram obtidas por Coura et al.
(2015). A coleta do material fecal foi realizada em uma propriedade particular, localizada no
municipio de Martinho Campos, microrregido de Bom Despacho, no estado de Minas Gerais
situado a 19° 19' de latitude S e 45° 14' de longitude W, a altitude média de 674 metros acima
do nivel do mar. Foram coletadas amostras fecais de bezerras leiteiras da raca Girolando, com
pesos médios de 35,42 + 2,87 (32 a 41 kg). Todos 0s animais nasceram na propriedade entre 0s
meses de junho a agosto de 2008, em piguetes maternidade localizado a, aproximadamente, 600
m das instalacdes do bezerreiro.

A coleta das fezes foi realizada com auxilio de sacos plasticos limpos, diretamente da
ampola retal de cada animal, e foram mantidas resfriadas (4°C) até o envio para o laboratorio.
As amostras fecais foram enviadas semanalmente em caixas de isopor com gelo, para o
Laboratorio de Gastrenterites Transmissiveis dos Animais da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais

Os animais foram acompanhados do nascimento até no minimo 60 dias de idade. Foram
coletadas fezes de 67 bezerras, totalizando 850 amostras, 312 diarréicas e 538 normais. A
primeira amostra de cada bezerra foi coletada com 24-48 h de vida e subsequentemente em
intervalos semanais, até pelo menos 60 dias de idade. Durante o experimento, todo animal que
teve diarreia, teve amostras de fezes coletadas de todo o episddio de diarreia até o final deste.
As fezes foram consideradas diarréicas quando no momento da coleta apresentavam-se pastosas
a liguefeitas. E normais quando se apresentavam firmas e bem formadas.

No laboratério, as fezes foram diluidas na proporcdo 1:4 em tampéo de estabilizacdo
para rotavirus (Tris-HCL 50 mM, CaCl, 13 mM). Parte da suspensdo fecal (3 mL) foi
acondicionada em tubo tipo eppendorf® de 1,5 mL e armazenada a -20°C, para posterior exame
viroldgico. Para a pesquisa de E. coli, um mL da suspensdo fecal foi transferido para meio ndo
seletivo de pré-enriquecimento (agua peptonada) e incubado a 37°C por 18-24 h. Com auxilio
de alca flambada, as amostras foram repicadas em agar MacConkey, para isolamento de E. coli,
e as placas incubadas na estufa a 37°C.

Foram selecionadas até trés col6nias isoladas de cada placa e que apresentavam aspecto
morfoldgico sugestivo de E. coli para identificacdo através de provas bioquimicas (QUINN et
al., 1994). Os isolados identificados foram armazenados em meio de manutencdo, a temperatura
ambiente. Os fatores de viruléncia de E. coli foram identificados através da técnica de PCR
multiplex utilizando pares de primers destinados a detec¢do dos genes codificadores para K99,
F41, intimina (eae), toxina Shiga 1 e 2 (Stx1 e Stx2, respectivamente) e toxina termo-estavel a
(STa) (FRANCK; BOSWORTH; MOON, 1998).
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Os isolados de E. coli foram classificados em patotipos de acordo com seus fatores de
viruléncia (Tabela 1.1). As amostras de E. coli foram isoladas de 850 amostras fecais coletadas
de 67 bezerras em Minas Gerais. Em todas as fezes pesquisadas, pelo menos uma coldnia E. coli
foi isolada e identificada por testes bioguimicos, totalizando 1983 colénias.. Isolados positivos
para os fatores de viruléncia K99 e/ou F41 e STa foram denominados de ETEC, para Stx1 ou
Stx2 de STEC, para eae de EPEC, para Stx1 e/ou Stx2 e eae de EHEC (COURA et al., 2015).

Os isolados de E. coli armazenados em meio de manutencdo foram plaqueados em agar
MacConkey e incubados por 18-24 h a 37°C. Em seguida, a massa bacteriana foi suspendida em
100 pL de TE (10 mM Tris-HCI; EDTA 1 mM, pH 8,0) em microtubos de 1,5 mL e o DNA foi
extraido de acordo com Pitcher et al. (1989).

No presente trabalho, outros fatores de viruléncia foram estudados utilizando uma PCR
para a deteccdo dos genes de viruléncia. A PCR foi realizada para EAST-1 (astA)
(YAMAMOTO; NAKAZAWA, 1997) em todas as colbnias de E. coli e se positivas, as
amostras foram selecionados para a pesquisa de AggR (aggR), AAF-11 (aafA) e Pet (pet)
(TOKUDA et al., 2010).

Todos os isolados de E. coli também foram testados para CNF2 (BLANCO et al., 1996)
e, se positivos, foram avaliados para a fimbria F17 (BERTIN et al., 1996).

Amostras identificadas como EHEC, STEC e EPEC foram testadas para as adesinas lha
(iha), efal (efal) e Toxina B (toxB) (TATARCZAK et al., 2005).

Os patotipos EHEC e STEC foram testadas quanto a presenca de hemolisina (ehxA)
(SCHMIDT; BEUTIN; KARCH, 1995). STEC foram avaliadas para a presenca da adesina
autoaglutinante de STEC (saa) (JENKINS et al., 2003) e EPEC para bundle-forming pilli (bfpA)
(GUNZBURG; TORNIEPORTH; RILEY, 1995).

As seguintes amostras de referéncia de E. coli foram utilizados como controles
positivos: EDL933 (0157:H7, eaeA, stx1, stx2, ehxA, iha, toxB, efal), EAEC 042 (astA, aggR,
aaf, pet), S5 (F17, CNF2 ), STECLBAOS5 (saa), E2348 / 69 (bfpA, eae).

Agua esterilizada foi utilizada como controlo negativo. O DNA amplificado foi
resolvido em gel de agarose a 1,5%, corado com 0,5 pg/mL de brometo de etidio e fotografado
sob luz UV.

Na tabela 2.1 estdo apresentadas as sequéncias de nucleotideos dos primers utilizados,
0s respectivos tamanhos de fragmento amplificados esperados e temperaturas de anelamento
para iniciadores dos fatores de viruléncia pesquisados por PCR.
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Tabela 2.1. Fatores de viruléncia de E. coli, sequéncias de nucleotideos dos primers utilizados, tamanho
de fragmento amplificado esperado, temperatura de anelamento para iniciadores utilizados e referéncia

bibliografica.
Fatores de Sequéncia dos Iniciadores Amplicon (pb) Temperatura Referéncia
Viruléncia anelamento
Posigdo 5°- 3°
YAMAMOT
EAST-1(F) CCATCAACACAGTATATCCGA .
Ol
11 5 NAKAZAW
EAST-1 (R) GGTCGCGAGTGACGGCTTTGT
A, 1997
GGTGCAGCAGAAAAAGTTGTA SCHMIDT;
EhIXA (F) .
G BEUTIN;
1551 58°C
EhIXA (R) KARCH,
TCTCGCCTGATAGTGTTTGGTA 1995
Saa (F) CGTGATGAACAGGCTATTGC JENKINS et
119 S8°C al., 2003
Saa (R) ATGGACATGCCTGTGGCAAC B
CNF2 (F) AATCTAATTAAAGAGAAC BLANCO et
543 46°C al 1996
CNF2 (R) CATGCTTTGTATATCTA b
AggR (F) CAGAATACATCAGTACACTG TOKUDA et
433 54°C L 2010
AgoR (R) GAAGCTTACAGCCGATATAT s
AAF-11 (F) TGCGATTGCTACTTTATTAT o . TOKUDA et
AAF-Il (R)  ATTGACCGTGATTGGCTTCC al., 2010
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Pet (F)

Pet (R)

F17 (F)

F17 (R)

lha (F)

lha (R)

Efal (F)

Efal (R)

Toxina B (F)

Toxina B (R)

BFP (F)

BFP (R)

ACTGGCGGACTCATTGCTGT

GCGTTTTTCCGTTCCCTATT

GCAGAAAATTCAATTTATCCTT
GG

CTGATAAGCGATGGTGTAATTA

AC

CAGTTCAGTTTCGCATTCACC

GTATGGCTCTGATGCGATG

GAGACTGCCAGAGAAAG

GGTATTGTTGCATGTTCAG

ATACCTACCTGCTCTGGATTGA

TTCTTACCTGATCTGATGCAGC

AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC

GCCGCTTTATCCAACCTGGTA

832

537

1.305

479

602

326

54°C

55°C

58°C

58°C

58°C

56°C

TOKUDA et
al., 2010

BERTIN et
al., 1996

TATARCZA
K et al., 2005

TATARCZA
K et al., 2005

TATARCZA
K et al., 2005

GUNZBURG;
TORNIEPOR
TH; RILEY,
1995

2.3.2. TIPAGEM FILOGENETICA

E. coli positivas para um ou mais fatores de viruléncia pesquisados por PCR foram
testados para 0s genes chuA, yjaA, arpA, trpA e o fragmento de DNA TSPE4.C2, por meio de
uma PCR, para caracterizacdo em grupos filogenéticos de acordo com Clermont et al. (2013).
Na tabela 2.2 estdo os genes pesquisados, a sequéncias de nucleotideos dos primers utilizados e

0s respectivos tamanhos de fragmento amplificados esperados.
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Tabela 2.2. Genes pesquisados, sequéncias de nucleotideos dos primers e respectivos tamanhos de
fragmento amplificados esperados.

Alvo Sequencia iniciadores Amplicon
Reacgdo PCR Posi¢do 5°- 3’ (pb)
Quadruplex chu A ATGGTACCGGACGAACCAAC 288
TGCCGCCAGTACCAAAGACA
yjaA CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 211
AATGCGTTCCTCAACCTGTG
TspE4.C2 -CACTATTCGTAAGGTCATCC 152
AGTTTATCGCTGCGGGTCGC
arpA AACGCTATTCGCCAGCTTGC 400
TCTCCCCATACCGTACGCTA
Grupo E arpA GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC 301
GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG
Grupo C trpA AGTTTTATGCCCAGTGCGAG 219
TCTGCGCCGGTCACGCCC

Todas as reagdes de PCR foram realizadas em um volume de 20 pL contendo 100 ng de
DNA, 0,2 mM da cada dNTP, 1x Green GoTaq™ Reaction Buffer, 2 U GoTaq™ DNA
Polymerase (Promega), e 1 UM de cada primer, exceto os primers do gene arpA do quadruplex,
no qual foi utilizado 2 pL. As reacBes de PCR foram realizadas sob as seguintes condigdes:
desnaturagdo de 4 mina 94 ° C, 30 ciclosde 20sa 94 ° C, 20sa 57 ° C (Grupo E) ou59 ° C
(quadruplex e o grupo C) e 25 s a 72° C, e um passo de extensdo final de 5 mina 72 ° C. Dez
microlitros do produto de reacdo foram analisados em eletroforese em gel de agarose 1,5% com
tampdo Tris-borato-EDTA (TBE) 1X, corado com brometo de etidio a 0,1 pg/pL e observados
sob luz ultravioleta. Um marcador de de tamanho de 100 bp foi utilizado para comparacdo do
tamanho das bandas geradas na eletroforese.

A primeira etapa da tipagem é feita uma PCR quadruplex. A partir da presenca/auséncia
dos genes na ordem arpA/chuA/yjaA/TspE4.C2 é determinado o filogrupo ou testes adicionais
s80 necessarios para diferenciar em grupo C ou E, conforme ilustrado na tabela 2.3. Se nenhum
dos gendtipos se encaixarem na classificacdo, € necessario fazer MLST para identificacdo do
filogrupo. No nosso estudo, optamos por fazer a confirmacdo genética da espécie E. coli
utilizando os primers para uidA (MCDANIELS et al., 1996).

49



Tabela 2.3: Geno6tipos e etapas necessarias para a atribuicdo de Escherichia coli a um filogrupo
(Adaptado de CLERMONT et al., 2013).

arpA chuaA yjaA (211 TspE4.C2 Filogrupo Préximo passo
(400pb) (288pb) pb) (152pb)

+ - - - A -

+ - - + B1 -

- + - - F -

- + + - B2 -

- + + + B2 -

_ + - + B2 -

+ - + - AouC Confirmar com primers
para C (trpA)

+ + - - DouE Confirmar com primers
para E (arpA)

+ + - + DouE Confirmar com primers
para E

+ + + - E ou Clade | Confirmar com primers
para E

- - + - Clade I ou Il Confirmar com primers
clade

- - - - Clade I, IV ou Confirmar com primers

\ clade

- - - + Desconhecido Realizar MLST

- - + + Desconhecido Realizar MLST

+ - + + Desconhecido Realizar MLST

+ + + + Desconhecido Realizar MLST

- - - - Desconhecido Realizar MLST
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2.3.3. ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram analisados no programa Stata®/SE 12.0 (STATACORP, 2011) e os
gréficos foram produzidos com ajuda de planilha de célculo utilizando o programa Microsoft®
Office Excel® 2010.

Foram estudados associacdo entre a ocorréncia de diarreia, patotipos e filogrupos
usando o teste do qui-quadrado. Os resultados foram expressos como cada valor de P. O
resultado foi considerado como sendo significativo na P < 0,05. A idade de bezerros foi
identificada (COURA et al., 2015) e as amostras fecais coletadas a partir desses animais foram
agrupadas de acordo com sua idade. Amostras de fezes foram agrupadas de acordo com a idade
de bezerros da seguinte forma: 1-7, 8-14, 15-21, 22-28, 29 35, 36-42, 43-49, 50-56, 57-70 e dias
de idade.

A andlise de correspondéncia (GREENACRE; BLASIUS, 2006) foi usada para estudar
as variaveis categoricas patotipo e filogrupo. Nas analises de correspondéncia, a relagdo entre as
categorias foram representados num grafico bidimensional. A relacdo entre 0s patotipos e 0s
filogrupos foi demonstrada por visualizacdo no gréfico de quais variaveis foram agrupadas ou
plotadas mais préxima uma da outra.

2.3.4.PROTOCOLO DE EXPERIMENTAGCAO ANIMAL

Esse estudo foi conduzido de acordo com os Principios Eticos da Experimentagio Animal
(CETEA/UFMG, namero de protocolo 145/2006).

2.4. RESULTADOS

No total, 336 amostras de E. coli foram positivas paro os fatores de viruléncia avaliados
na analise de PCR e usadas no estudo. Os fatores de viruléncia, o0 nUmero de amostras de E. coli
isoladas a partir de fezes diarreicas e normais estdo na Figura 2.1. De acordo com os fatores de
viruléncia e as suas combinacdes, foi realizada a classificacdo de E. coli em patotipos.
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Figura 2.1: Fatores de viruléncia de amostras de Escherichia coli isoladas de fezes normais e diarréicas de
bezerros em Minas Gerais, Brasil. As linhas indicam a classificagdo em patotipos. * EAST-1: amostras
positivas para EAST-1 somente.

EAST-1 foi identificada como o Unico fator de viruléncia em 88 amostras de E. coli e
em quatro amostras do patotipo EHEC. Os genes de viruléncia aggR, aaf e pet de E. coli
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Enteroagregativa (EAEC) ndo foram detectados em amostras positivas para EAST-1 e, portanto,
estas estirpes ndo foram consideradas do patotipo EAEC e foram designados como amostras
"EAST-1". Todas as amostras de EPEC foram negativas para bfpA e enterohemolisina foi
identificada somente em amostras de EHEC. Todas as STEC foram negativas para toxB. O
nimero de amostras de amostras de E. coli de acordo com o patotipo e a faixa etaria dos
bezerros com e sem diarreia estdo na Figura 2.2. Somente ETEC teve associacdo com a
presenca de diarreia (P = 0,002).
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Figura 2.2: Distribuicdo dos patotipos de E. coli isolados de fezes normais e diarréicas de bezerros de
acordo com a faixa etaria.

* EAST-1: amostras positivas para EAST-1 somente.

A anélise filogenética das 336 amostras de E. coli isoladas de fezes de bezerros mostrou
que 21 (6,25%) pertencem ao filogrupo A, 228 (67,85%) ao filogrupo B1, 2 (0,6%) ao filogrupo
B2, 5 (1,49%) ao filogrupo C, 57 (16,96%) ao filogrupo E e 3 (0,9%) ao filogrupo F. O
filogrupo D néo foi identificado. Vinte amostras (5,95%) foram designadas como filogrupo
"desconhecido”, porque foram positivas para arpA/chuAlyjaA/TspE4.C2 ou positivas para
arpAlyjaA/TspE4.C2. Essas amostras foram testadas para o gene uidA, confirmando a deteccdo
genética de E. coli. Ndo houve associagdo entre o grupo filogenético de E. coli e a presenca de
diarreia (P = 0,164).
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A identificacdo dos filogrupos de acordo com o patotipo mostrou que o patotipo NTEC
pertence aos filogrupos Bl (17) e C (4); EPEC aos filogrupos Bl (6) e E (8); STEC aos
filogrupos A (5), B1 (56), B2 (2), C (1) e E (15); EHEC aos filogrupos B1 (95) e E (5); ETEC
aos filogrupos A (3), B1 (7) e E (10). Amostras EAST-1 foram classificadas como filogrupos A
(13), B1 (47), E (19) e F (3); E. coli do filogrupo "desconhecido" foi identificado nos patotipos
EHEC (2), EPEC (1), EHEC (2) e STEC (7) e EAST-1 (6).

A andlise de correspondéncia foi realizada para avaliar a relagdo entre os patotipos e 0s
grupos filogenéticos de E. coli (Figura 2.3). A analise de correspondéncia explica 93,46% da
variacao total, com 55,06% explicado pela primeira dimenséo, 26,21% pela segunda dimensédo e
12,19% pela terceira dimensdo. Amostras EAST-1 positivas (EAEC) foram plotadas no grafico
perto do filogrupo A; EPEC ficaram perto do filogrupo E; STEC e EHEC foram plotadas no
grafico perto do filogrupo B1; ETEC ficaram perto do filogrupo E.
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Figura 2.3: Analise de Correspondéncia para as categorias analisadas. A representacdo bidimensional
explica 93,46% de variagdo total, com 55,06% explicada pela primeira dimensdo, 26,21% pela segunda
dimensdo e 12,19% pela terceira dimensdo. O valor da terceira dimensao é mostrado entre parénteses.
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2.5. DISCUSSAO

A diarreia é uma sindrome complexa que envolve diferentes agentes patogénicos. A
prevencdo e o controle da sindrome sdo baseados na compreensdo da relacdo entre os maltiplos
fatores e como eles interagem (SMITH, 2012). E. coli é uma importante causa de diarreia em
bezerros, sendo responsavel por perdas econdmicas ha producdo pecuaria mundial (KOLENDA,
BURDUKIEWICZ; SCHIERACK, 2015).

Existem alguns relatos no Brasil sobre a ocorréncia de patotipos de E. coli isoladas de
bezerros (LANGONI et al., 2004; AIDAR-UGRINOVICH et al., 2007; ANDRADE et al.,
2012; COURA et al., 2015). Estudos realizados no Brasil e em outros paises com amostras de E.
coli isoladas de bezerros que pesquisaram fatores de viruléncia de EAEC, adesinas iha, toxB
and efa-1 de EHEC, STEC and EPEC, enterohemolisina e saa de EHEC e STEC sdo escassos
(AIDAR-UGRINOVICH et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2008; BADOUEI et al., 2010; GALLI
etal., 2010; KOLENDA; BURDUKIEWICZ; SCHIERACK, 2015) e a maioria destes trabalhos
ndo analisaram amostras fecais de bezerros diarreicos e ndo diarreicos. Além disso, a
distribuicdo dos grupos filogenéticos entre amostras de E. coli de diferentes patotipos isoladas
de bezerros com e sem diarreia ndo foi realizado.

Amostras de E. coli positivas para EAST-1 foram negativas para fatores de viruléncia
adicionais de EAEC. EAEC causam diarreia em seres humanos e estudos sobre o patotipo
EAEC de origem bovina sdo raros (UBER et al., 2006; CROXEN et al., 2013). Os resultados
indicam que os genes de viruléncia aafA, pet and aggR néo estdo presentes em E. coli positivas
para EAST-1 isolada de fezes de bezerros, reforcando que o bovino ndo é um reservatorio de
EAEC (UBER et al., 2006; CROXEN et al., 2013). EAST-1 foi identificada em estirpes de E.
coli isoladas de suino, bovino e seres humanos com diarreia (VEILLEUX; DUBREUIL, 2006).
Apesar de a toxina ter sido detectada em amostras de E. coli isoladas de bezerros com diarreia
em uma alta frequéncia, ndo foi encontrada uma relagdo com a ocorréncia da diarreia, e o papel
da EAST-1 na patogénese da diarreia em bezerros ainda ndo esta clara (KOLENDA;
BURDUKIEWICZ; SCHIERACK, 2015).

EPEC foi detectada em frequéncia baixa e foram todas negativas para bfpA, sendo
classificadas como EPEC atipica. Esse resultado estd de acordo com outros estudos, sugerindo
que EPEC ndo é frequente em bezerros (AIDAR-UGRINOVICH et al., 2007; NGUYEN; VO;
VU-KHAC, 2011; ANDRADE et al., 2012). ETEC foi associada com a ocorréncia de diarreia,
resultado esperado, ja que ETEC é uma importante causa de diarreia em bezerros (BARTELS et
al., 2010; ANDRADE et al., 2012; COURA et al., 2015).

Saa foi detectada apenas em amostras de STEC, enquanto enterohemolisina foi
detectada apenas em amostras EHEC. Estudos mostram que Saa é encontrada apenas em
amostras eae-negativas (AIDAR-UGRINOVICH et al., 2007; BARDIAU; SZALO; MAINIL,
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2010; PATON et al., 2001). Saa e hemolisinas sdo fatores de viruléncia de E. coli isoladas de
bezerros com diarreia, porém ambos sdo detectados em amostras de STEC (OLIVEIRA et al.,
2008; AIDAR-UGRINOVICH et al., 2007; GALLI et al, 2010; KOLENDA,;
BURDUKIEWICZ; SCHIERACK, 2015), resultados que diferem dos nossos.

O perfil mais comum de viruléncia de amostras STEC foi stx2/iha e de EHEC foi
stx1l/eae/ehxAlefa-1/iha/toxB. Ha poucos relatos sobre adesinas de STEC e EHEC, mas 0s
estudos mostram que o perfil de viruléncia stx/enxAleae (BADOUEI et al.,, 2010;
ETCHEVERRIA; PADOLA, 2013), stx2 (GALLI et al., 2010) e stx/ehxAl/iha/saa (OLIVEIRA
et al., 2008) sdo comuns em amostras de E. coli de origem bovina. toxB ndo foi detectada em
isolados de STEC e estudos sugerem que toxB é encontrado principalmente amostras eae
positivas (TOMA et al., 2004; TATARCZAK et al., 2005).

NTEC foi isolada de fezes diarreicas e ndo diarreicas. E. coli produtora de CNF2 é pode
induzir a diarreia e septicemia em bezerros infectados oralmente (VAN BOST; ROELS;
MAINIL, 2001). Uma revisdo sistemética e meta-analise mostrou que CNF é 1,8 vezes mais
isolada de bezerros com diarreia do que bezerros ndo diarreicos (KOLENDA;
BURDUKIEWICZ; SCHIERACK, 2015). Em nosso estudo, embora NTEC tenha sido isolada e
identificada, ndo foi encontrada uma associacao entre a presenca de diarreia e o patotipo, mas a
alta frequéncia de isolamento indica que NTEC esta presente e deve ser considerado um
patotipo de E. coli isolado de bezerros.

O método baseado em PCR para identificar os sete grupos filogenéticos foi
recentemente desenvolvido (CLERMONT et al., 2013), e por isso ainda é pouco utilizada na
literatura. A analise filogenética mostrou que B1 € o filogrupo mais comum de E. coli isolada de
bezerros, seguido pelo filogrupo E. Nossos resultados estdo de acordo com outros que
demonstraram que filogrupo Bl encontra-se predominantemente em mamiferos herbivoros
(BALDY-CHUDZIK; MACKIEWICZ; STOSIK, 2008). O filogrupo D néo foi identificado e o
filogrupo B2 foi detectado apenas em dois isolados, sugerindo que E. coli isoladas a partir de
fezes de bezerros ndo carregam caracteristica extraintestinal, pois amostra EXPEC estdo
agrupadas principalmente nos filogrupos B2 e D (ESCOBAR-PARAMO et al., 2004).

A andlise de correspondéncia mostrou que amostras EAST-1 positivas sdo
principalmente do filogrupo A; EPEC séo do filogrupo E; STEC e EHEC sdo do filogrupo B1;
ETEC sdo do filogrupo E. Trabalhos sugerem que amostras de E. coli comensais sdo
principalmente do filogrupo A e amostras de E. coli diarreiogénicas sdo principalmente do
filogrupo B1 (MOSQUITO et al., 2015). Clermont et al. (2011) mostraram que E. coli
patogénicas intestinais sdo em sua maioria dos filogrupos A, Bl e E. Esses resultados em
conjunto com 0s nossos indicam que E. coli isolada de fezes de bezerros pertencem a filogrupos
associados a infeccfes intestinais.
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O estudo fornece informagdes importantes sobre fatores de viruléncia e caracteristicas
filogenéticas de E. coli patogénica. A identificacdo de fatores de viruléncia e analise
filogenética sdo ferramentas de epidemiologia molecular Gteis no estudo da ocorréncia de E. coli
e, portanto, fornecem informacgtes epidemioldgicas da ocorréncia de infeccGes de E. coli em
bezerros e as sindromes associadas. Nosso estudo ndo encontrou uma associacdo entre o
background filogenético e ocorréncia de diarreia, mas identificou uma relacdo do grupo
filogenético e o patotipo: EHEC e STEC sdo classificados principalmente como filogrupo B1,
EAEC como filogrupo A, ETEC e EPEC como filogrupo E.
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3. CAPITULO 3: DETECCAO DOS FATORES DE VIRULENCIA E DETERMINACAO

DOS GRUPOS FILOGENETICOS DE ESCHERICHIA COLI ISOLADAS DE FEZES DE

BEZERROS BUBALINOS (BUBALUS BUBALIS) COM E SEM DIARREIA EM MINAS
GERAIS.

3.1. RESUMO

Esse estudo teve como objetivo detectar os fatores de viruléncia e classificar as amostras em
grupos filogenéticos de amostras de E. coli isoladas de fezes de bezerros bubalinos. Amostras
fecais foram coletadas de 152 bezerros bubalinos com até 90 dias de idade. No total, 217
amostras de E. coli foram obtidas apds isolamento e identificacdo e foram testadas por PCR
para deteccdo dos seguintes fatores de viruléncia: EAST-1, EHEC enterohemolisina, Saa,
CNF2, F41, F5, STa, intimina, Stx1 and Stx2. Cento e trinta quatro isolados de E. coli foram
positivos para um ou mais fatores de viruléncia estudados: 84 isolados de fezes de animais
diarreicos e 50 de animais sem diarreia. Os patotipos identificados em fezes diarreicas foram
ETEC (2/84), NTEC (16/84), STEC (20/84), EPEC (3/84), EHEC (3/84), e EAEC (EAST-1)
(33/84). Em fezes néo diarreicas foram identificados os patotipos NTEC (21/50), STEC (17/50),
EHEC (1/50), e EAEC (EAST-1) (7/50). Fezes de animais com 1 a 30 dias de idade tiveram
maior frequéncia de E. coli positivas para os fatores de viruléncia (P = 0,094). Patotipo EAEC
(EAST-1) (P = 0,008) e filogrupo C (P = 0,03) foram associados com a presenga de diarreia. A
andlise dos filogrupos de E. coli mostrou que 58.95% pertenciam ao filogrupo B1, seguidos dos
filogrupos E (9.70%), B2 (5.9%), C (5.9%), D (5.22%), A (2.24%) e F (1.50%). A Anélise de
Correspondéncia mostrou que NTEC ficou perto dos filogrupos B2 e D, e EPEC, EHEC e
EAEC (amostras positivas para EAST-1) ficaram perto do filogrupo B1. ETEC ficou perto do
filogrupo F. Todos os filogrupos foram identificados em E. coli isoladas de fezes com diarreia,
sendo os filogrupos A e F os menos frequentes. Em fezes normais, E. coli dos filogrupos A e C
ndo foram detectadas. E. coli positiva para EAST-1 pode estar associada a presenga de diarreia,
B1 foi o principal filogrupo de E. coli isoladas de bezerros de bufalo, seguido de filogrupo E, e
filogrupo C é uma E. coli diarreiogénica para bezerros bufalos.

3.2. INTRODUCAO

Os bubalinos s&o ruminantes da familia Bovidae, subfamilia Bovinae, tribo Bovini, do
género Syncerus (bufalos africanos) ou do género Bubalus (bufalo doméstico ou bdfalos de
agua) (MATTAPALLIL; ALI, 1999). Os bufalos do género Syncerus sdo conhecidos como
bufalos africanos, espécie Syncerus caffer, sdo agressivos, ndo domesticados, presentes
principalmente no continente africano. No Brasil os bufalos sdo criados para a producdo de
carne, de leite e para tracdo animal (OLIVEIRA, 2015).

A populagdo de bubalinos no mundo é de cerca de 168 milhGes de cabecas e na América
a criacdo do bufalo doméstico, ou bufalo de &gua, do inglés “water buffalo” (Bubalus bubalis)
tem aumentado ao longo dos anos (BORGHESE; MAZZI, 2005). O efetivo brasileiro de
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bubalinos em 2013 foi de 1,332 milh@o de cabecas, representando um aumento de 5,6% no
comparativo com 2012. A maior concentracdo desse plantel ocorre na Regido Norte. A Regiéo
Sudeste representa 11,3% do efetivo, com Minas Gerais representando 4,3% do efetivo total,
com 57.433 cabegas (BRASIL, 2013).

A criagdo de bufalos na América tem aumentado significativamente. Uma das
caracteristicas que faz o bufalo tdo amplamente utilizado na Ameérica é a sua capacidade de
transformar fibra em energia, com alta capacidade de conversdo alimentar. Outras
caracteristicas importantes dos blfalos sdo a sua rusticidade, capacidade de se adaptar a
diferentes climas e baixos custos de producdo (BORGHESE; MAZZI, 2005). Em alguns
Estados brasileiros, a criagdo de bufalos tornou-se uma opcéo econdmica, principalmente para
producdo de leite e, consequentemente, para a elaboracdo do queijo mussarela, originalmente
produzido na Itadlia (BORGHESE; MAZZI, 2005).

A maioria dos bufalos é criada em &rea tropical, ambiente onde se desenvolvem melhor
gue os bovinos devida a maior capacidade de aclimatacdo, adaptacdo em ambientes pantanosos
e maior capacidade de digerir forragens com maior teor de fibra. Para que a producéo de bdfalos
nas regides tropicais seja produtiva € importante disponibilizar condi¢cbes ambientais adequadas
(BASTIANETTO, 2009).

Pelo fato do bufalo ser fenoticamente semelhante aos bovinos, estes animais séo
manejados de forma semelhante aos bovinos (OLIVEIRA, 2015). Porém, apesar desta
semelhanca, um estudo demonstrou que a espécie bubalina tem 3% de divergéncia genética
comparada aos bovinos (MOAEEN-UD-DIN; BILAL, 2015). Além disso, um estudo com
sequéncias microssatélite mostrou maior proximidade do Bubalus bubalis com Ovis aries
(ovino) do que com outras espécies domésticas. Apesar dos bufalos compartilharem
semelhancas morfoldgicas e bioquimicas com os bovinos, 0 estudo sugere que o bufalo de agua
é mais semelhante aos ovinos que bovinos, compartilhando de uma ascendéncia comum com
ovinos e caprinos apds a divergéncia da subfamilia Bovinae da familia Bovidae
(MATTAPALLIL; ALI, 1999).

O bufalo é suscetivel a maioria das doencas e parasitas que afetam bovinos, embora 0s
efeitos da doenga sobre essa espécie e sua produtividade sejam menos evidentes. A maior
resisténcia dos buafalos a algumas doencas permite a reducdo do uso de medicamentos,
possibilitando a producdo de leite e carne ausentes de residuo de medicamentos
(BASTIANETTO, 2009).

A diarreia neonatal é um problema significativo em bezerros bufalos. Os principais
agentes causadores de diarreias neonatais sdo Escherichia coli, rotavirus, Salmonella spp.,
Cryptosporidium spp. A incidéncia e gravidade da doenga dependem de vérios fatores como
imunidade colostral, superlotacdo de animais, idade, qualidade da dieta e cuidados gerais com
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0s bezerros (FAGIOLO et al.,, 2005). Patotipos de E. coli como E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli produtora de toxina Shiga (STEC), E. coli enterohemorragica (EHEC) e E. coli
enteropatogénica (EPEC) estdo associados com a etiologia da diarreia em seres humanos e
animais (CROXEN; FINLAY, 2010). Bezerros bufalos sdo suscetiveis aos mesmos patotipos de
E. coli que causam diarreia em bezerros bovinos, incluindo E. coli necrotoxigénica (NTEC)
(BORRIELLO et al., 2012).

Existem poucos estudos com patotipos de E. coli em bezerros bufalos no mundo
(OLIVEIRA et al., 2007; BORRIELLO et al., 2012; MAHANTI et al., 2013; BERALDO et al.,
2014). Apesar de se infectarem com 0s mesmos patotipos encontrados em bovinos, pouco se
sabe sobre a epidemiologia da diarreia por E coli patogénica em bufalos. Existem poucos
estudos sobre E. coli diarreiogénica em bezerros bubalinos e a maioria desses estudos tem como
foco de pesquisa STEC, devido sua importancia em salde publica. Estudos filogenéticos de E.
coli ndo foram realizados com amostras isoladas de bubalinos.

S0 necessarios estudos sobre de infecgdes com os principais patotipos de E. coli
entéricas em bezerros bafalos para o desenvolvimento de protocolos terapéuticos e para o
controle de infecgbes por E. coli patogénicas em fazendas de bufalos (BORRIELLO et al.,
2012). Além disso, os ruminantes representam uma importante fonte de contaminagdo por
EHEC na cadeia alimentar (BERTIN et al., 2011). EHEC, especialmente O157: H7 causa colite
hemorragica e sindrome urémica hemolitica em humanos e alimentos de origem animal
contaminados sdo considerados a principal forma de transmissdo da EHEC para os seres
humanos (DOYLE, 1991) e a contamina¢do com EHEC e STEC em produtos l4cteos originados
de bufalas representa um risco potencial para a sadude publica.

Os trabalhos existentes demonstram que ETEC ndo é comumente encontrada nas fezes
de bezerros bufalos, sendo isolada dos animais nos primeiros dias de vida. STEC/EHEC e
NTEC parecem ter uma importancia maior na etiologia da diarreia em bubalinos jovens, sendo
isolada com mais frequéncia que outros patotipos (FAGIOLO et al., 2005; GALIERO; CARLO;
GIORDANELLI, 1999; BORRIELLO et al., 2012).

Pesquisas sobre a diversidade genética de E. coli isoladas de bezerros bubalinos ainda
ndo foram realizados e ndo se sabe quais filogrupos seriam mais importantes nessa espécie.
Pouco se sabe sobre a importancia de determinados fatores de viruléncia e patotipos de E. coli
diarreiogénicas para bubalinos jovens, e menos ainda se conhece sobre a frequéncia de grupos
filogenéticos nessa espécie e entre os diversos patotipos, e sua importancia na etiologia da
diarreia. E fundamental caracterizar isolados de E. coli obtidos de bezerros bubalinos com e sem
diarreia para determinar fatores de viruléncia que possam estar envolvidos na patogénese ou ndo
da diarreia, além de caracterizar faixas etarias mais suscetiveis.
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A identificacdo e combinagBes de alguns genes podem ser usadas para caracterizar
amostras de E. coli em grupos filogenéticos. Os estudos filogenéticos iniciais utilizando anéalise
MLEE (multi-locus enzyme electrophoresis) definiram seis grupos filogenéticos (A, B1, B2, C,
D e E). Andlises subsequentes identificaram quatro grupos principais (A, B1, B2 e D) e dois
grupos acessorios C e E (TENAILLON et al., 2010; CHAUDHURI; HENDERSON, 2012).
Analises utilizando MLST (multi-locus sequence typing) permitiram o conhecimento dos grupos
filogenéticos e a identificacdo de sete filogrupos de E. coli A, B1l, B2, C, D, E e
F (CLERMONT et al., 2013). MLST é a melhor técnica de filotipagem de E. coli, mas o tipo de
sequéncia (sequence typing - ST) fornecida na analise ndo permite a classificacdo em filogrupo
e é necessario determinar a correspondéncia entre ST e filogrupo, esta Gltima realizada por meio
do "método de Clermont” (CLERMONT et al., 2013; CLERMONT; GORDON; DENAMUR,
2015).

Estudos utilizando a tipagem filogenética mostraram que as amostras de E. coli
pertencentes as diferentes filogrupos ndo sdo encontradas de forma aleatoria nos hospedeiros,
podendo estar associados com o hospedeiro e doenca (CLERMONT et al., 2013). Desde a sua
introducdo em 2000 (CLERMONT; BONACORSI; BINGEN, 2000), a tipagem filogenética
usando a PCR se tornou amplamente utilizada devido a sua simplicidade e rapidez. O método
foi melhorado em 2013 (CLERMONT et al., 2013), e por meio de uma PCR quadruplex, pode-
se identificar os sete filogrupos. A tipagem filogenética utilizando PCR tem 80-95% de
correspondéncia com a analise de MLST, indicando que o teste pode ser utilizado para estudar a
diversidade filogenética de amostras de E. coli (GORDON et al., 2008; CLERMONT et al.,
2013).

Estudos filogenéticos sdo importantes para o entendimento da relacdo entre
comensalismo e patogenicidade de E. coli e da relagdo com os hospedeiros e suas doencas
relacionadas (TENAILLON et al., 2010). Devido a falta de informacao sobre E. coli patogénica
isolada de bezerros bubalinos, este estudo teve como objetivo (i) determinar os fatores de
viruléncia, (ii) os grupos filogenéticos e (iii) as relacbes entre os patotipos e 0s grupos
filogenéticos de E. coli isoladas de fezes de bezerros bubalinos com e sem diarreia e até 90 dias
de idade, em Minas Gerais, Brasil.

3.3. MATERIAL E METODOS

3.3.1. AMOSTRAS

Amostras de fezes de bezerros bubalinos foram coletadas de cinco fazendas localizadas
em Minas Gerais, duas em Carmo da Mata e trés em Oliveira. Todas as fazendas criavam
apenas bubalinos das racas Mediterraneo e/ou Murrah para a producdo de leite.
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Amostras fecais de 152 bezerros bubalinos com até 90 dias de idade foram coletadas em
2013. Os animais foram selecionados aleatoriamente e cada bezerro foi amostrado uma vez
durante a visita a fazenda. Os animais foram classificados em trés grupos de acordo com sua
idade, 1-30 dias de idade, 31-60 dias de idade e 61-90 dias de idade. As fezes foram
classificadas como diarreica se apresentavam uma consisténcia aquosa a pastosa € como normal
se apresentavam consisténcia firme, e o perineo e a cauda dos animais estavam limpos.

As visitas as fazendas foram feitas uma vez limitando o nimero de bezerros amostrados
em cada categoria de idade e apresentacdo clinica. No momento da amostragem, 107 animais
foram considerados diarreicos, 64 com 1-30 dias de idade, 34 com 31-60 dias de idade, e 9 com
61-90 dias de idade. Quarenta e cinco animais ndo apresentavam diarreia, 10 com 1-30 dias de
idade, 26 com 31-60 dias de idade e 9 com 61-90 dias de idade. As amostras foram coletadas
diretamente da ampola retal em sacos plasticos e armazenadas a 4°C até exame bacterioldgico.

3.3.2. EXAME BACTERIOLOGICO

Um grama de fezes foi diluido em 3 mL de PBS (NaCl 0,015 M, 0,01 M POy, pH 7,2) e
1 mL desta diluicdo foi inoculada em 9 mL de 4gua peptona tamponada (Difco Laboratories,
Becton Dickinson and Company, Sparks, MD, EUA) e incubada por 18-24h a 37 °C. Ap0s a
incubacdo, 10 pL das culturas foram entdo plaqueadas em placas de agar de MacConkey (Difco
Laboratories, Becton Dickinson and Company, Sparks, MD, EUA) e incubadas a 37 °C por 18-
24h. Até trés colbnias lactose positivas de cada placa foram identificadas bioquimicamente
(QUINN et al., 1994). As amostras de E. coli foram armazenadas a temperatura ambiente em
meio de manutengdo por um periodo maximo de dois meses antes de anélises moleculares.

3.3.3. EXTRACAO DE DNA E IDENTIFICACAO DOS FATORES DE VIRULENCIA
POR PCR

Os isolados de E. coli armazenados em meio de manutencéo foram plaqueados em agar
MacConkey e incubados por 18-24 h a 37°C. Em seguida, a massa bacteriana foi suspendida em
100 pL de TE (10 mM Tris-HCI; EDTA 1 mM, pH 8,0) em microtubos de 1,5 mL e o DNA foi
extraido de acordo com Pitcher et al. (1989).

A PCR foi realizada para determinar a presenca dos seguintes fatores de viruléncia:
EAST-1 (YAMAMOTO; NAKAZAWA, 1997), EHEC hemolisina (SCHMIDT; BEUTIN;
KARCH, 1995), Saa (JENKINS et al., 2003), CNF2 (BLANCO et al., 1996), e F41, F5, STa,
eae, Stxl, Stx2 (multiplex PCR) (FRANCK; BOSWORTH; MOON, 1998). Amostras de
referéncia de E. coli foram utilizadas como controles positivos: B41 (0O101: H—: F41+, F5+,
STa+), EDL 933 (0157: H7; Stx1+, Stx2+, eae+, hlyA™), EAEC 042 (EAST-1+), S5 (CNF2+)
e STECLBAO5 (Saa+). Agua ultrapura foi utilizada como controle negativo.
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3.3.4. DETERMINACAO DOS FILOGRUPOS DE E. COLI

As amostras de E. coli positivas para um ou mais fatores de viruléncia foram avaliadas
para chuA, yjaA, TSPE4.C2, arpA, trpA por meio de uma PCR para a caracterizacdo dos
filogrupos A, Bl, B2, C, D, E e F de acordo com a Clermont et al. (2013). Se um grupo
filogenético ndo foi identificado, as amostras de E. coli foram testadas para o gene uidA para
confirmar a deteccdo de E. coli (MCDANIELS et al., 1996), tal como sugerido por Clermont et
al. (2013).

3.3.5. ANALISE ESTATISTICA

Todas as anélises de dados foram realizadas utilizando o software estatistico Stata®/SE
12.0 (STATACORP, 2011). Foram estudadas associagdes entre a ocorréncia diarreia e idade dos
animais, patotipos e filogrupos de E. coli utilizando o teste do qui-quadrado e o teste exato de
Fisher. O resultado foi considerado como sendo significativo se P < 0,05.

Anadlise de correspondéncia (GREENACRE; BLASIUS, 2006) foi usada para estudar as
varidveis categdricas patotipos e filogrupos de E. coli. Na analise de correspondéncia, a relacao
entre as variaveis categoricas foi representada em um gréfico bidimensional, com o valor da
terceira dimensdo entre parénteses. A analise de correspondéncia consiste em uma técnica
exploratdria multivariada, que examina associagdo entre as categorias estudadas a partir de uma
tabela de contingéncia. O resultado da associacdo entre os patotipos e filogrupos de E. coli é
determinado apds a visualizagdo no grafico de quais varidveis foram agrupados ou ficaram mais
préximos (HAIR et al., 2010).

3.3.6. PROTOCOLO DE EXPERIMENTACAO ANIMAL

Esse estudo foi conduzido de acordo com os Principios Eticos da Experimentacio
Animal (CEUA/UFMG, namero de protocolo 133/2012).

3.4. RESULTADOS

No total, 217 amostras de E. coli foram isoladas a partir de 152 amostras fecais e
analisadas por meio de uma PCR. Cento e trinta e quatro isolados (61,75%) foram positivos
para um ou mais fator de viruléncia: 84 (62,68%) obtidos de fezes diarreicas e 50 (37,32%) de
fezes normais.

Foi realizada a classificacdo dos patotipos de E. coli a partir da combinacdo dos fatores
de viruléncia (Figura 3.1). Amostras de E. coli com combinacéo atipica de fatores de viruléncia
gue ndo permita a classificacdo em patotipo foram classificadas como "outros". EAST-1 foi
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identificada como Unico fator de viruléncia em amostras de E. coli sendo, entdo, classificada
como patotipo EAEC.

Numero de amostras
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Figura 3.1: Numero de amostras, fatores de viruléncia e patotipos de Escherichia coli isoladas de
amostras fecais diarreicas e ndo diarreicas de bezerros bubalinos com até 90 dias de idade em Minas
Gerais. * Amostras de E. coli com fatores de viruléncia que ndo permitem a classificacdo em patotipo
foram classificadas como "outros"

Os patotipos de E. coli identificados nas fezes normais e fezes diarreicas de acordo com
cada grupo de idade estdo na Figura 3.2. A maior frequéncia de bezerros com diarreia e 0 maior
numero de amostras de E. coli positivas para os fatores de viruléncia estudados (48,50%) foram
detectados em bezerros com idade entre 1 a 30 dias de idade (Figura 3.2), mas ndo houve
diferenca estatistica significativa (P = 0,094). Patotipo EAEC foi associado com a presenca de
diarreia (P = 0,008).
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Figura 3.2: NUmero de amostras de acordo com patotipo de E. coli identificado em amostras fecais
diarreicas e nao diarreicas nos trés grupos de idade dos bezerros bubalinos.

A anélise dos grupos filogenético das 134 amostras de E. coli isoladas das fezes dos
bezerros bubalinos mostrou que 58,95% dos isolados pertencem ao filogrupo B1, seguido dos
filogrupos E (9,70%), B2 (5,9%), C (5,9%), D (5,22%), A (2,24%) e F (1,50%). Quatorze
amostras de E. coli foram designadas como filogrupo "desconhecido™ porque foram positivas
para arpA/chuAlyjaA/TspE4.C2, e foram testados para o gene uidA, confirmando a detecgéo
genética de E. coli (Tabela 3.1). Todos os sete grupos filogenéticos foram detectados em E. coli
isoladas de fezes diarreicas mas a frequéncia dos grupos filogenéticos A e F foi baixa em
relagcio aos outros filogrupos. Em amostras de E. coli de fezes normais, filogrupos A e C nédo
foram encontrados. O filogrupo C foi associada a presenca de diarreia (P = 0,03).
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Tabela 3.1: Identificacdo dos filogrupos de E. coli isoladas de fezes diarreicas e normais de bezerros
bubalinos em Minas Gerais, Brasil.

Filogrupo
Caracteristica das
fezes
A B1 B2 C D E F Desconhecido
Diarreica 3 50 2 8 4 6 1 10
Normal 0 29 6 0 3 7 1 4
Total 3 79 8 8 7 13 2 14

Os grupos filogenéticos de E. coli identificados nos diferentes patotipos foram:
filogrupos E (1/2) e F (1/2) em ETEC,; filogrupos B1 (23/37), B2 (6/37), D (3/37) e E (4/37) em
NTEC; filogrupos B1 (14/37), B2 (2/37), C (2/37), D (3/37), E (5/37) e F (1/37) em STEC;
filogrupo B1 em todas as EPEC; filogrupo B1 (3/4) em EHEC,; filogrupos A (3/40), B1 (30/40),
C (4/40), D (1/40) e E (2/40) em EAEC. Amostras classificadas como filogrupo "desconhecido”
foram identificados em NTEC (1/37), STEC (10/37), EHEC (1/4) e Outros (2/11)

A anélise de correspondéncia foi realizada utilizando os patotipos e 0s grupos
filogenéticos para verificar a associacdo entre essas variaveis. A representacdo das duas
dimensdes e o valor da terceira estdo representadas na Figura 3.3. Esta representacdo
bidimensional explica 94,55% da variacao total, com 47,68% explicado pela primeira dimenséo,
26,63% pela segunda dimensdo e 20,63% pela terceira. NTEC ficou perto dos filogrupos B2 e
D. EPEC, EHEC e EAEC (amostras positivas para EAST-1) ficaram perto do filogrupo B1.
ETEC ficou perto do filogrupo F. STEC ficou relativamente perto de E e B1.
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Figura 3.3: Analise de Correspondéncia para as categorias analisadas. Patotipo e filogrupo relacionados
sdo plotados perto no grafico. A representacdo bidimensional explica 94,55% da variagdo total, com
47,68% explicada pela primeira dimensdo, 26,63% pela dimensdo segunda e 20,63% pela terceira. O
valor da terceira dimenséo é mostrado entre parénteses.

3.5. DISCUSSAO

O bufalo doméstico é suscetivel a maioria das doencgas e parasitas que acometem 0s
bovinos e as maiores perdas na producdo de bubalinos se concentram na fase de bezerros
(FAGIOLO et al., 2005). A diarreia é a sindrome mais comum de bezerros bovinos até 30 dias
de idade, ocorrendo, principalmente, nas duas primeiras semanas de idade (BARTELS et al.,
2010; COURA et al., 2015). No presente estudo, no momento da amostragem, 70% dos
bezerros bubalinos tinham diarreia, principalmente bezerros com 1-30 dias de idade. Além
disso, a maioria dos fatores de viruléncia de E. coli patogénica foi detectada em amostras
isoladas de animais com diarreia e com idades entre 1 a 30 dias de idade. Estes resultados
indicam que a diarreia em bezerros de bdfalo dentro do primeiro més de idade é uma sindrome
clinica importante e que o envolvimento de E. coli diarreiogénica deve ser estudada.

ETEC foi identificada em amostras de fezes diarreicas, mas em baixa frequéncia,
indicando gue esse patotipo parece ndo ser tdo importante para bezerros bubalinos como € para
bovinos, uma vez que para bezerros bovinos de corte e de leite ETEC é uma causa comum de
diarreia, principalmente nos primeiros quatro dias de vida (DEBROY; MADDOX, 2001;
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KOLENDA; BURDUKIEWICZ; SCHIERACK, 2015). Estudos com bubalinos indicam uma
baixa ocorréncia de ETEC (GALIERO; CARLO; GIORDANELLI, 1999; BORRIELLO et al.,
2012) entre E. coli isoladas a partir desses animais. Além disso, Borrielo et al. (2012) néo
encontram amostras positivas para ST, somente para LT.

EAST-1 foi identificada em alta frequéncia e associada com a presenca de diarreia,
indicando que amostras de E. coli positivas para a toxina podem desempenhar um papel na
patogénese da diarreia nos bezerros bubalinos. A toxina EAST-1 foi detectada primeiramente
em amostras de E. coli enteroagregativa (EAEC), podendo também ocorrer em outros patotipos
de E. coli, como ETEC, EPEC e EHEC (NAGY; FEKETE, 2005). EAST-1 ja foi identificado
em E. coli isoladas de suinos, bovinos e seres humanos com diarreia (VEILLEUX;
DUBREUIL, 2006), mas o seu papel na patogénese da diarreia em ndo é clara (KOLENDA;
BURDUKIEWICZ; SCHIERACK, 2015). Este é o primeiro estudo a avaliar a presenca do gene
da toxina em amostras de bufalos, e os resultados demonstram que EAST-1 deve ser
considerado como um determinante adicional na patogénese da diarreia em bufalos.

A baixa frequéncia de EPEC em nosso estudo estd de acordo com outros estudos com
bifalos no Brasil (BERALDO et al., 2014), india (MAHANTI et al., 2013) e Vietna Central
(VU-KHAC; CORNICK, 2008). EPEC também ¢ detectada em baixa frequéncia em amostras
de E. coli isoladas das fezes de bezerros bovinos no Brasil (ANDRADE et al., 2012; COURA et
al., 2015), na Turquia (GULER; GUNDUZ; OK, 2008) e no Vietnd (NGUYEN; VO; VU-
KHAC, 2011). Embora os estudos tenham ocorrido em regides geograficas diferentes, os
resultados indicam que a ocorréncia de EPEC € baixa nos bezerros bubalinos e bovinos.

Em nosso estudo, a frequéncia de STEC foi de 26,12%. Outros estudos apresentaram
resultados semelhantes (BERALDO et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2007). Galiero et al. (1999)
mostrou que 6,5% das amostras de E. coli isoladas de bezerros bubalinos com doengas entéricas
e sistémicas produziam toxina Shiga. Borrielo et al. (2012) investigaram a presenga de E. coli
patogénicas em bezerros bubalinos com menos de 4 semanas de idade e com diarreia e STEC
foi detectada em 6,8% das amostras. A variacdo na frequéncia de E. coli pode ocorrer devido ao
namero de animais estudados, a idade dos animais e regido, mas coletivamente, os resultados
demonstram que STEC é um importante agente patogénico para bezerros bubalinos. Além
disso, 0s ruminantes sdo importantes reservatorios de STEC/EHEC para seres humanos e a
presenca desses patdgenos nas fezes de bufalos pode representar um risco potencial para a saude
humana, especialmente através do consumo de leite cru de vaca bufala.

Saa foi detectada em amostras de STEC, resultados que esta de acordo com Oliveira et
al. (2007). Paton et al. (2001) descreveram pela primeira vez o0 gene para Saa em amostras de
STEC LEE-negativas e Jenkins et al. (2003) sugerem que Saa pode ter um papel na adesdo ao
epitélio intestinal de bovino. Enterohemolisina (ehxA) ndo foi detectada em associa¢do com Saa,
mas em vez disso foi encontrado em amostras eae e stx positivas. Resultados semelhantes foram
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encontrados por Borrielo et al. (2012) e Beraldo et al. (2014). Porém, Vu-Khac e Cornick
(2008) e Oliveira et al. (2007) detectaram em STEC isoladas de bufalos positivas para Stx em
associacdo com enterohemolisina e Saa. Enterohemolisina é produzida por varios tipos
patogénicos de E. coli que causam infeccBes intestinais, especialmente em amostras de NTEC,
ETEC e STEC. Trabalhos demonstram uma associacdo da producdo de toxinas Shiga e
enterohemolisina, indicando um possivel papel de hemolisinas na viruléncia bacteriana
(SCHMIDT; BEUTIN; KARCH, 1995; MAINIL. 2013). Nossos resultados indicam que
amostras de STEC isoladas a partir de fezes de bezerros bubalinos sdo positivas para Saa,
enguanto amostras de EHEC possuem o gene enterohemolisina juntamente com genes para Stx
e eae.

Foram realizados poucos estudos sobre amostras de NTEC isoladas de bezerros
bubalinos. No presente estudo, NTEC foi detectado em uma alta frequéncia, tanto em animais
diarreicos e como ndo diarreicos. Outros estudos também encontraram uma elevada frequéncia
de NTEC (GALIERO; CARLO; GIORDANELLI, 1999; BORRIELLO et al., 2012) em relacao
a outros patotipos, demostrando que NTEC € um patotipo de E. coli que pode causar diarreia em
bufalos jovens.

Este é o primeiro estudo que caracteriza os sete grupos filogenéticos de E. coli isoladas
a partir das fezes de bezerros bubalinos. Nossos resultados demonstram que os sete filogrupos
de E. coli estdo presentes em amostras isoladas de bubalinos, sendo o filogrupo B1 o mais
comum, seguido de E. O filogrupo C estd associado a presencga de diarreia. Esses resultados
estdo de acordo com outros que demonstram uma elevada frequéncia de B1 de amostras de E.
coli de herbivoros (HIGGINS et al., 2007; BALDY-CHUDZIK; MACKIEWICZ; STOSIK,
2008; TENAILLON et al., 2010). Clermont et al. (2011) mostraram que as infec¢des intestinais
sdo causadas principalmente por A/B1/E e que o filogrupo C pode estar associado a infecgdes
intestinais e extraintestinais.

A pesquisa dos grupos filogenéticos de E. coli permitem entender a relagdo entre a
bactéria, os hospedeiros e doengas causadas (TENAILLON et al., 2010). As andlises de
correspondéncia indicam que NTEC sdo principalmente filogrupo B2 e, em menor medida,
filogrupo D. NTEC pode causar diarreia e septicemia em bezerros recém-nascidos que ndo
receberam colostro (VAN BOST; ROELS; MAINIL, 2001) e sua importancia na etiologia da
diarreia em bezerros tem aumento ao longo dos anos (KOLENDA; BURDUKIEWICZ;
SCHIERACK, 2015). Amostras de E. coli extraintestinais estdo agrupadas principalmente nos
filogrupos B2 e D (ESCOBAR-PARAMO et al., 2004). E. coli isoladas de pacientes humanos
com septicemia pertencem principalmente aos filogrupos B2 e D (CUROVA et al., 2014).
Nossos resultados sugerem que NTEC de bezerros bubalinos possuem caracteristicas de
amostras de E. coli extraintestinais.
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EPEC, EHEC e EAEC isoladas de bezerros bubalinos séo principalmente do filogrupo
B1l. Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados em outros estudos com diferentes
espécies (BALDY-CHUDZIK; MACKIEWICZ; STOSIK, 2008; TRAMUTA; ROBINO;
NEBBIA, 2008; CHAUDHURI; HENDERSON, 2012). ETEC é especialmente do filogrupo F.
Nenhum agrupamento filogenético particular de ETEC foi identificado (ESCOBAR-PARAMO
et al., 2004). Nossos resultados de ETEC sdo de dificil comparagdo, uma vez que foram
detectados apenas dois isolados e ambos foram negativos para a toxina STa.

A deteccdo de amostras E. coli com filogrupo "desconhecido” ndo é um resultado
inesperado, uma vez que outros estudos de E. coli isoladas de bufalos ndo foram realizados. De
acordo com Clermont et al. (2013), amostras de E. coli que ndo podem ser atribuidas a um
filogrupo pode ocorrer devido a rara frequéncia do filogrupo, recombinagdo de dois diferentes
filogrupos ou genoma altamente variavel de E. coli impulsionado por ganho e perda de genes.

Os resultados deste estudo mostram que a diarreia € uma importante sindrome em
bubalinos jovens, principalmente no primeiro més de vida. Os patotipos EAEC e, em menor
grau, NTEC e STEC, parecem ser importantes agentes de diarreia. Ao contrério, os patotipos
ETEC, EHEC e EPEC ndo sdo tdo importantes. O Filogrupo Bl predomina em E. coli
patogénicas isoladas de fezes de bezerros bubalinos e o filogrupo C pode estar associado a uma
maior ocorréncia de diarreia. A identificacdo de fatores de viruléncia e a anélise filogenética sdo
ferramentas de epidemiologia molecular Gteis no estudo de E. coli patogénica e fornecem
conhecimento para o entendimento da patogenicidade e comensalismo de amostras de E. coli.
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4. CAPITULO 4: DETERMINACAO DOS GRUPOS FILOGENETICOS DE
AMOSTRAS DE ESCHERICHIA COLI ISOLADAS DE CARCACAS DE AVES SEM
ALTERACOES MACROSCOPICAS E CONDENADAS POR SUSPEITA DE
COLIBACILOSE.

4.1. RESUMO

E. coli patogénica aviéria (APEC) esté4 associada a infeccdes extraintestinais e colisepticemia
em aves, resultando em perdas econdmicas para a industria avicola. O objetivo do estudo foi
determinar os grupos filogenéticos de amostras de E. coli isoladas de carcagas de frangos com
aparéncia normal liberadas para consumo e carcacas condenadas por colibacilose em um
matadouro com Servi¢o de Inspecdo Federal no estado de Tocantins. As amostras foram
coletadas de trato respiratorio (tragueia e nos sacos aereos), figado e coracdo de carcagas sem
lesBes macroscopicas (liberadas para consumo). Amostras de trato respiratério, figado e coracao
de carcacas condenadas por suspeita de colibacilose também foram coletadas. Cento e trinta e
sete amostras de E. coli foram obtidas ap6s isolamento e identificacdo bioquimica. Oitenta e
guatro amostras de E. coli foram isoladas de carcacas de frangos de corte condenados, dos quais
11 foram isoladas do coragdo, 7 do figado e 66 do trato respiratorio. Das 53 amostras de E. coli
isoladas de carcacas de frangos sem alteracfes macroscopicas, 5 foram isoladas de coragao, 4 de
figado e 44 de trato respiratorio. Nossos resultados demonstram que os filogrupos A seguido por
Bl sdo os filogrupos mais comuns de E. coli isoladas de carcacas de frangos saudaveis,
enquanto os filogrupos Bl seguido por A sdo 0s mais comuns em carcacas de frangos
condenadas. Além disso, os filogrupos B2, C, D, E e F sdo 0os menos comuns e os filogrupos B2
e D podem ser consideradas de E. coli patogénica extraintestinal para aves.

4.2. INTRODUCAO

O Brasil é 0o maior exportador e o terceiro maior produtor de carne de frango. Em 2013,
foram alojadas 46.142.775 milhGes de matrizes de corte e a producdo brasileira de carne de
frango em 2013 foi de 12,3 milhGes de toneladas (UBABEF, 2014). De acordo com o
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, em 2013 4.001.855 de aves foram
diagnosticadas com colibacilose, das quais 2.753.920 aves foram condenadas (parcialmente e/ou
totalmente) (BRASIL, 2014).

As aves destinadas ao consumo sdo julgadas conforme a Portaria 210 de 26 de
novembro de 1998 do Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (BRASIL, 1998). A
inspe¢do post-mortem das aves, executada na se¢do de evisceracéo, é realizada individualmente
durante o abate por uma pessoa treinada designada para tal funcdo através do exame visual
macroscopico das carcagas e visceras e, conforme o caso, palpacdo e cortes, ressaltando que o
juizo final sobre a comestibilidade das carnes e visceras, cabe Unica e exclusivamente ao
veterinario oficial (BRASIL, 1998). De acordo com esta legislacdo, qualquer 6rgdo ou outra
parte da carcaca que estiver afetada por um processo inflamatorio de carater sistémico, como
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colibacilose e aerossaculite, devera ser condenada em sua totalidade, carcagas e as visceras
(BRASIL, 1998).

A colibacilose aviaria € uma doenca das aves causada por Escherichia coli e
considerada uma das principais causas de morbidade e mortalidade de aves (KABIR, 2010).
Resulta em perdas econémicas, menor ganho de peso e aumento das condenacbes de carcacgas
no abatedouro. A infec¢do se inicia no trato respiratorio, resultando em septicemia, aerossaculite
e, subsequentemente, perihepatite e pericardite (DHO-MOULIN; FAIRBROTHER, 1999;
GYLES; FAIRBROTHER, 2010).

E. coli sdo bactérias Gram-negativa, fermentativas, anaerdbias facultativas, cultivadas
facilmente em meios de cultura de rotina, e presentes no trato intestinal da maioria dos animais
(GYLES; FAIRBROTHER, 2010). Apesar de serem comensais, algumas estripes possuem
fatores de viruléncia especificos podendo causar infeccGes em aves, sendo denominadas de E.
coli aviaria patogénica (APEC) (DHO-MOULIN; FAIRBROTHER, 1999). APEC possui
diferentes fatores de viruléncia. Os fatores de viruléncia descritos incluem adesinas, toxinas,
sistemas de captacdo de ferro e resisténcia ao soro do hospedeiro, porém ainda ndo existe uma
definicéo clara em patotipos para amostras de APEC (NAKAZATO et al., 2009)

A infeccdo ocorre principalmente via inalacdo de poeira contaminada com fezes. A
colibacilose é principalmente secundéria a infeccdes respiratdrias por outros agentes como virus
de Newcasttle, virus da bronquite infecciosa e Mycoplasma gallisepticum (DHO-MOULIN;
FAIRBROTHER, 1999). Essas infec¢des primérias resultam em maior suscetibilidade a E. coli,
pois resultam em destruicdo do epitélio ciliar do trato respiratorio, aumentando a exposicao a
amonia e poeira contaminada (NAKAZATO et al., 2009).

Diferentes manifestacBes clinicas sdo observadas, como infeccdo do trato respiratorio,
sindrome da cabeca inchada, salpingite, septicemia, celulites, entre outros. A colibacilose na sua
forma aguda é caracterizada por septicemia, resultando em morte e em sua forma subaguda por
aerossaculite, perihepatite e pericardite (KABIR, 2010). A prevencdo da colibacilose envolve a
diminuicdo da contaminagdo ambiental, controle de outras doencas primarias, e medidas de
manejo (controle da humidade, ventilagdo e concentragdo de aménia) (DHO-MOULIN;
FAIRBROTHER, 1999).

Além da identificacdo dos fatores de viruléncia, é possivel realizar a tipagem
filogenética das amostras de E. coli em um dos sete filogrupos. Os estudos de tipagem
filogenética mostraram que as amostras de E. coli pertencentes aos diferentes filogrupos podem
estar associados com a fonte de isolamento (CLERMONT et al., 2013). Os filogrupos A e B2
sdo os mais comuns em E. coli isoladas de seres humanos, sendo o0 B1 e D 0s menos
prevalentes. Nos animais, os filogrupos Bl sdo as mais prevalentes, seguidos de B2 e D
(CHAUDHURI; HENDERSON, 2012). Porém, pouco se sabe sobre a relagdo entre 0s grupos
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filogenéticos e a especificidade de hospedeiros, e se esta variagdo na prevaléncia de grupos
filogenéticos entre diferentes hospedeiros é devida a existéncia de amostras especificas a
determinados hospedeiros (TENAILLON et al., 2010).

Os estudos sobre os grupos filogenéticos de E. coli demonstraram que diferentes
filogrupos podem estar relacionados também a diferentes sindromes clinicas. Por exemplo,
amostras de E. coli responsaveis por infec¢bes extraintestinais pertencem mais aos filogrupos
B2 e D do que A ou B1. Utilizando uma PCR, com base na presenca/auséncia dos fragmentos
de determinados genes, uma cepa de E. coli poderia ser atribuida a um dos sete principais
filogrupos, A, B1, B2, C, D, E e F e forneceria evidéncia adicional de que as amostras diferem
em suas caracteristicas genotipicas, seu nicho ecoldgico e capacidade de causar doencas
(CLERMONT et al., 2013).

Devido a importéncia das infec¢bes por E. coli em aves e seu impacto econdmico, o
presente estudo teve como objetivo determinar os grupos filogenéticos de E. coli isoladas de
carcacas de frangos de corte sem alteragdes macroscépicas liberadas para consumo e carcagas
condenadas por colibacilose.

4.3. MATERIAL E METODOS

4.3.1. COLETA DE AMOSTRAS E ANALISE BACTERIANA

As amostras de carcagas de frango foram coletadas no periodo de maio de 2011 a abril
de 2012, em um abatedouro com servico de inspecdo federal (SIF) do Estado do Tocantins
composto por lotes provenientes de Sdo Paulo, Goias, Tocantins e Distrito Federal. Foram
coletadas amostras de trato respiratério (traqueia, sacos aéreos, fenda palatina), figado e coracéo
de carcacas sem lesBes macroscopicas (que ndo foram condenadas). Amostras de traqueia, sacos
aéreos, figado e coragdo de carcacas condenadas por suspeita de colibacilose também foram
coletados.

Utilizou-se swabs para coletar as amostras das carcacas. ApOs a coleta, a amostra
coletada por swabs foram transferidos para um tubo de ensaio esterilizado contendo 0,9 mL de
solucdo salina a 0,85% e armazenados em -20 °C no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos da EMVZ/UFT até o processamento laboratorial. O processamento laboratorial das
amostras foi realizado na mesma semana da coleta.

Para o isolamento e identificacdo E.coli as amostras armazenadas a -20°C foram
descongeladas para processamento, de acordo com Brenner (1984). Os swabs foram repicados
em Agar McConkey e incubados a 37 °C por 24 h. Apds verificacdo do crescimento, coldnias
lactose positivas e negativas foram transferidas para agar triplice actcar e ferro (TAF), e
novamente incubados a 37 °C por 24 h. Para confirmar se os isolados eram de fato E. coli,
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foram feitas as provas bioquimicas de indol e vermelho de metila, motilidade, producéo de H,S,
urease, reacdo no citrato de Simmons, glicose, lactose e sacarose.

4.3.2. EXTRACAO DE DNA E DETERMINACAO DO GRUPO FILOGENETICO

As amostras de E. coli identificadas no Laboratorio de Microbiologia de Alimentos da
EMVZ/UFT foram enviadas em &gar Nutriente a temperatura ambiente ao Laboratério de
Bacteriologia Aplicada da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais para
a determinacdo dos grupos filogenéticos. Para extracdo de DNA, as colbnias de E. coli
previamente isoladas foram plaqueadas em &gar MacConkey. Ap6s o plaqueamento, as placas
foram incubadas durante 18-24 h a 37 °C. Em seguida, foram preparadas suspensfes aquosas de
cada colénia em microtubos de 1,5 mL contendo 100 pL de TE (10 mM de Tris-HCI 1 mM,;
EDTA, pH 8,0) e o DNA foi extraido de acordo com Pitcher et al. (1989). As amostras de E.
coli foram testados para 0s genes chuA, yjaA, arpA, trpA e o fragmento de DNA TSPE4.C2, por
meio de uma PCR, para caracterizagdo em grupos filogenéticos de acordo com Clermont et al.
(2013).

4.3.3. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados no programa Stata®/SE 12.0 (STATACORP, 2011) e 0s
graficos foram produzidos com ajuda de planilha de célculo utilizando o programa Microsoft®
Office Excel® 2010.

Foi estudada associagdo entre a ocorréncia de colibacilose e grupos filogenéticos e entre
0s 0 6rgdo de origem do isolamento de E. coli os grupos filogenéticos usando o teste do qui-
quadrado. Os resultados foram expressos como cada valor de P. O resultado foi considerado
como sendo significativo quando P <0,05.

A andlise de correspondéncia (GREENACRE; BLASIUS, 2006) foi usada para estudar
a relacdo entre grupos filogenéticos, 6rgdo de origem (trato respiratério, figado e coracgdo),
caracteristica da carcaca. Na andlise de correspondéncia, a relagdo entre as categorias foi
representada em um gréfico bidimensional e demonstrada por visualiza¢do de quais variaveis
sdo plotadas perto o grafico.

4.4, RESULTADOS

Cento e trinta e sete amostras de E. coli foram isoladas de carcacas de frangos de corte.
Oitenta e quatro amostras foram isoladas de frangos condenados por colibacilose, dos quais 11
foram obtidos de coracdo, 7 de figado e 66 de trato respiratorio. Das 53 amostras de E. coli
isoladas de carcacas de frangos de corte normais €, portanto, liberadas para consumo, 5 foram
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isoladas de coracéo, 4 de figado e 44 de trato respiratorio. A Tabela 4.1 mostra a distribui¢do
dos grupos filogenéticos de amostras E. coli obtidas a partir de carcagas condenadas e liberadas
para consumo. Os grupos filogenéticos de E. coli de acordo com o érgdo de origem estdo
apresentados na Tabela 4.2. Nao houve significancia estatistica entre filogrupos e condicdo das
carcacgas (p = 0,20). Porém, os filogrupos B2 (P <0,001) e E (P = 0,044) foram associadas com
amostras isoladas de coracéo.

Tabela 4.1: Distribuicdo dos filogrupos de amostras Escherichia coli isoladas de carcacas de frango
liberadas para consumo (sem alteragdes macroscopicas) e condenadas ao abate.

Filogrupo

Condicéo da carcaca
A B1 B2 C D E F Total

Condenadas 30 35 1 6 3 4 5 84
Liberadas 30 16 1 1 3 1 1 53
Total 60 51 2 7 6 5 6 137

Tabela 4.2. Distribuicdo dos filogrupos de amostras de Escherichia coli isoladas de coracao, figado e trato
respiratério de carcacas de frango de corte ao abate.

Filogrupo
Orgéo de origem
A Bl B2 C D E F Total
Coracéo 5 4 2* 1 1 2* 1 16
Figado 3 7 0 0 1 0 0 11
Trato respiratério 52 40 0 6 4 3 5 110
Total 60 51 2 7 6 5 6 137

* |dentificacdo dos filogrupos B2 (P <0,001) e E (P = 0,044) foram associadas com amostras isoladas de
coracdo.

A andlise de correspondéncia foi realizada para analisar a relacdo entre 0s grupos
filogenéticos, a origem de origem (figado, coracdo e trato respiratdrio) das amostras de E. coli e
caracteristica da carcaca (normal ou condenada por colibacilose) (Figura 4.1). A representacao
bidimensional explica 42,52% da variacao total, com 15,59% explicada pela primeira dimensao,
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13,86% pela segunda dimensdo e 13,07% pela terceira dimensdo. De acordo com esta analise, 0
filogrupo A foi plotado préximo das amostras do trato respiratdrio, enquanto o filogrupo B1 foi
plotado perto das carcacas normais. Amostras de E. coli isoladas de carcacas condenadas
ficaram perto de ambos os filogrupos A e B1, enquanto que os filogrupos B2 e E ficaram
distantes de todas as outras varidveis, porém mais proximos das amostras isoladas do coracéo. O
filogrupo D ficou perto das amostras isoladas do figado.

2,5 figado(-1.12)
5 B2 (2.35)
4 D(0.32) ¥
X
1,5 -
1 A
B1(-0.75
~N 0,5 y Coracio (0.42)
o ’
zg 0 Normal(O!S) *
£ A(O.75) A @ Condenadas (-0.56) ‘ ‘ ‘ ‘
8 -05 trato respiratério (0.05) E (-0.29)
1 A
F (-0.83)
1 1
15 -+
-2 1 Cc(1)
2,5 i
-1 0 1 2 3 4 5 6
Dimensdo 1

Figura 4.1. Andlise de Correspondéncia para as categorias analisadas. A representagdo bidimensional
explica 42,52% da variacdo total, com 15,59% explicada pela primeira dimensdo, 13,86% pela segunda
dimenséo e 13,07% pela terceira dimensgo. O valor da terceira dimensdo é mostrado entre parénteses.

4.5. DISCUSSAO

O Brasil € um importante produtor de frangos de corte e a colibacilose constitui uma
importante causa de condenacdo de carcagas. No presente estudo, o filogrupo A seguido pelo
filogrupo B1 sdo os mais frequentes filogrupos de E. coli isoladas a partir de carcacas de
frangos saudaveis, enquanto que o filogrupo B1 seguido pelo filogrupo A sédo os filogrupos de
E. coli mais frequentes em carcacas de frangos com colisepticemia. No geral, os filogrupos B2,
C, D, E e F foram os menos frequentes. Nos animais, os grupos B1 e A sdo os mais frequentes
(CHAUDHURI; HENDERSON, 2012), porém considerando somente as aves (silvestres), o
filogrupo B1 predomina (GORDON; COWLING, 2003). Resultados semelhantes também
foram encontrados no Brasil (KOBAYASHI et al., 2011; MALUTA et al., 2014), Japdo (HIKI
et al., 2014), Ird (BAGHERI; GHANBARPOUR; ALIZADE, 2014) e Austrélia (OBENG et al.,
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2012). Um estudo realizado no Sul do Brasil mostrou que o percentual de E. coli do filogrupo
B1 isolada em carcacas de frango refrigeradas aumentou ao longo dos anos estudados, enquanto
que a frequéncia dos filogrupos B2 e D diminuiu (KOGA et al., 2015). No entanto, alguns
estudos encontraram resultados diferentes, nos quais E. coli dos filogrupos A e D foram o0s mais
comuns isolados a partir de frangos de corte em Italia (PASQUALI et al., 2015), China (WANG
et al., 2010), Canada (ASLAM et al., 2014) e Irda (GHANBARPOUR et al., 2011).

Filogrupo A foi mais frequente em amostras isoladas de carcagcas sem alteracOes
macroscopicas e a analise de correspondéncia mostrou uma relagéo entre amostras do filogrupo
A e amostras isoladas do trato respiratdrio, este considerado o primeiro passo de infecgdo
sistémica por E. coli em aves (GUABIRABA; SCHOULER, 2015). A principal forma de
infeccdlo com APEC ¢ inalacdo de poeira contaminada com fezes (DHO-MOULIN;
FAIRBROTHER, 1999). Koga et al. (2015) sugerem que a contaminacdo das aves ocorre com
amostras de E. coli comensais. Os resultados do presente trabalho indicam que a contaminacéo
sistémica ocorre pelas vias respiratdrias, tal como sugerido pela literatura, pois amostras de E.
coli isoladas do trato respiratério e isoladas de carcagas normais foram principalmente do
filogrupos A.

Uma baixa frequéncia do filogrupo B2 foi identificada (1,45%), resultados que estdo de
acordo com WANG et al. (2010); KOGA et al. (2015); PASQUALI et al. (2015). Em contraste,
EWERS et al. (2007); KOBAYASHI et al. (2011); MALUTA et al. (2014) encontraram uma
alta frequéncia do filogrupo B2. O filogrupo D também foi detectado em frequéncia baixa
(4,37%), mas associado as amostras isoladas de figado na andlise correspondéncia. Os
filogrupos B2 e E foram relacionados com amostras isoladas do coracdo, sendo que na analise
de correspondéncia, apesar de distantes das outras varidveis, ficaram mais perto das amostras
isoladas de coragdo. Em um estudo realizado no Brasil, amostras de E. coli isoladas de lesdes de
celulite em frangos de corte foram principalmente do filogrupo D (BARBIERI et al., 2013).
Estudos indicam que os filogrupos B2 e D séo considerados E. coli patogénica extraintestinal
(CHAUDHURI; HENDERSON, 2012), enquanto que o filogrupo E inclui amostras patogénicas
intestinais e amostras de EHEC O157:H7 (CLERMONT et al., 2011). Resumindo, 0S nossos
resultados indicam que B2, D podem ser considerados E. coli patogénica extraintestinal para
aves assim como para seres humanos e que mais estudos sobre a importancia do filogrupo E
devem ser realizados para confirmar sua relacdo com EXPEC, pois apesar de ter sido detectado
no coracdo e trato respiratorio, poucas amostras foram identificadas e ndo foram estudadas
amostras de E. coli isoladas do intestino.

Apesar de bovinos e outros ruminantes serem considerados o0s principais reservatdrios
de STEC/EHEC, outros produtos alimentares podem ser contaminados (BRYAN;
YOUNGSTER; MCADAM, 2015). Um estudo no Ira sugere que carcagas de frangos podem ser
consideradas uma fonte destes patotipos, incluindo EPEC (BAGHERI; GHANBARPOUR,;
ALIZADE, 2014). Além disso, estudos sugerem que amostras de APEC podem ser consideradas
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relacionadas filogeneticamente a amostras de EXPEC humanas representando um risco
zoonotico (EWERS et al., 2007; BAUCHART et al., 2010).

Estudos sobre os grupos filogenéticos de E. coli sdo importantes uma vez que existem
evidéncias da relacdo entre filogenia e viruléncia, em que o background filogenético é
importante para a aquisicao e expressao de diferentes fatores de viruléncia e, portanto, potencial
para causar doenca (ESCOBAR-PARAMO et al., 2004). Apesar do presente estudo no avaliar
a presenca de genes de viruléncia de APEC, os resultados encontrados fornecem importantes
informacGes sobre a frequéncia dos diferentes grupos filogenéticos de E. coli isoladas de aves,
importantes para o entendimento entre E. coli e a doenca associada a sua infeccdo.
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5. CAPITULO 5: COMPARACAO DOS GRUPOS FILOGENETICOS DE AMOSTRAS
DE ESCHERICHIA COLI ISOLADAS DE ANIMAIS DOMESTICOS

5.1. RESUMO

Este estudo determinou os grupos filogenéticos e a e distribuicdo destes grupos entre 529
amostras de Escherichia coli isoladas de aves, bovinos e bufalos. A frequéncia dos filogrupos
foi: A =15,31%, B1 = 60,49%, B2 = 2,46%, C = 4,35%, D = 2,46%, E = 12,29% e F = 2,64%.
Os filogrupos A (P < 0,001) e F (P = 0,002) foram associados com E. coli isoladas de aves, 0s
filogrupos B1 (P < 0,001) e E (P < 0,001) com E. coli isoladas de bovinos, e os filogrupos B2 (P
<0,001) e D (P =0,007) com E. coli isoladas de bufalos. Os resultados demonstram que alguns
filogrupos de E. coli estdo associados com o hospedeiro estudados o que permite um melhor
entendimento da origem filogenética das amostras de E. coli isoladas de animais domésticos.

5.2. INTRODUCAO

Escherichia coli é uma bactéria Gram negativa, fermentativa, anaerébia facultativa, que
cresce bem em meios bacteriolgicos simples, como o MacConkey. E. coli compreendem
amostras comensais que pertencem a microbiota intestinal normal de seres humanos e muitos
animais, e amostras patogénicas, que causam infec¢des intestinais ou extraintestinais no homem
e nos animais. Amostras de E. coli patogénicas sdo classificadas em patotipos baseando-se na
presenca de fatores de viruléncia e nos mecanismos pelos quais causam doenca (MAINIL,
2013). O ganho e perda de elementos genéticos maveis, tais como bacteriéfagos, plasmideos, e
ilha de patogenicidade, em diferentes amostras de E. coli permitiram a evolugdo de clones de
forma independente que pertencem a diferentes patotipos de E. coli. Desde os determinantes de
viruléncia, bem como background genético das amostras, sao compartilhados entre os diferentes
patotipos (DOBRINDT, 2005).

As E. coli podem causar doencas entéricas e extraintestinais nos animais. E. coli
patogénica aviaria (APEC) estd associada principalmente com infec¢des extraintestinais e com
celulite nas aves (NAKAZATO et al., 2009). InfeccGes por EHEC (E. coli enterohemorrégica),
especialmente O157:H7, resultam em colite hemorragica e sindrome hemolitico-urémica em
seres humanos. Alimentos de origem animal contaminados com essas amostras Sao
considerados a principal forma de transmissdo de EHEC para os seres humanos. Além do leite
cru e carnes contaminados, carcacas de frangos sdo consideradas uma importante fonte de
EHEC (BAGHERI; GHANBARPOUR; ALIZADE, 2014).

A identificacdo de alguns genes pode ser usada para classificar as amostras de E. coli
em filogrupos. O surgimento do MLST (multi-locus sequence typing) permitiu o conhecimento
dos grupos filogenéticos de E. coli A, B1, B2, C, D, E e F (CLERMONT et al., 2013). MLST é
a melhor técnica de tipificacdo de amostras de E. coli, mas o tipo de sequéncia (ST) fornecida
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na analise ndo permite diretamente a classificacdo em filogrupos sendo necessario determinar a
correspondéncia entre ST e filogrupos, com esta Gltima realizada por meio do "método de
Clermont” (CLERMONT et al., 2013; CLERMONT; GORDON; DENAMUR, 2015).

O conhecimento da estrutura genética da E. coli permitiu a sua classificacdo em
diferentes grupos filogenéticos ou filogrupos, que parecem estar relacionados com a fonte de
isolamento da amostra bacteriana. O filogrupo F é composto de linhagens que formam um
grupo irmédo do filogrupo B2. O filogrupo C parece estar relacionados com o filogrupo B1.
Apesar das suas vantagens sobre o a PCR-triplex, a PCR quadruplex ndo atribui um grupo
pequeno de amostras a um grupo filogenético. Essas falhas ocorrem porque uma pequena fragéo
de amostras de E. coli ndo podem ser classificadas em filogrupos provavelmente devido a
recombinagdes entre amostras de filogrupos diferentes ou devido a alta variabilidade do
contetido genético de E. coli, que ocorre através de ganhos e perdas de genes (CLERMONT et
al., 2013).

Os filogrupos A, seguido de B2 sdo os filogrupos mais frequentes de E. coli isoladas de
seres humanos, enquanto os filogrupos B1 e D sdo os menos frequentes. Os filogrupos
Blseguido de A, B2 e, em menor grau, de D sdo os mais comuns de E. coli isoladas de animais.
Caracteristicas como dieta, morfologia intestinal, massa corporal e localizacdo geografica
interferem na frequéncia dos filogrupos de E. coli. Em animais, a domesticacdo parece ser
também um fator que interfere na frequéncia dos diferentes grupos filogenéticos. Apesar do
elevado grau de fluxo de genes, a estrutura genética desta populacdo espécies continua a ser
principalmente clonal, com a delineag&o de, pelo menos, sete grupos principais filogenéticos (A,
B1,B2,C, D, E e F) (TENAILLON et al., 2010).

A identificacdo dos filogrupos é importante para compreender como E. coli causa
doenga. Existem trés MLST databases para E. coli baseadas em trés combinagfes de genes
diferentes com apenas um gene em comum, icd. A razdo para a escolha dos genes utilizados nas
diferentes técnicas de MLST ndo é claro, mas 0s genes usados sdo todos constitutivos
(housekeeping). Embora 0 MLST seja uma técnica com melhor poder de classificacdo de
amostras de E. coli, ndo fornece diretamente informacgdes relativas ao grupo filogenético, sendo
necessario utilizar o “método de Clermont” (CLERMONT; GORDON; DENAMUR, 2015), que
originalmente classificou E. coli em quatro principais grupos filogenéticos A, B1, B2 e D
(CLERMONT; BONACORSI; BINGEN, 2000), e mais recentemente foi aprimorado e
identifica os esses mesmos filogrupos mais os filogrupos C, E e F (CLERMONT et al., 2013).

Pouco se sabe sobre as relacBes entre os grupos filogenéticos de E. coli e a
especificidade de hospedeiros. Os estudos sugerem que as infec¢bes extraintestinais sdo
causadas principalmente pelo filogrupo B2, enquanto as infeccfes intestinais sdo causadas
principalmente pelos filogrupos A, Bl e E. Os filogrupos F e B2 s&o os mais basais, surgindo
primeiro, enquanto que os filogrupos A e B1 e C divergiram mais recentemente. Além disso,
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uma estrutura genética clara foi identificada dentro do grupo filogenético B2, com pelo menos
nove subgrupos (I-1X). O grupo D é mais diverso que o grupo C, que é mais clonal. O filogrupo
E é mais clonal enguanto os filogrupos A e B1 sdo mais diversos (CLERMONT et al., 2011). O
background genético é importante para aquisicao, retencdo e expressao do DNA novo adquirido
(ESCOBAR-PARAMO et al., 2004).

O conhecimento da composi¢cdo genética das amostras bacterianas é importante para 0s
estudos de epidemiologia molecular e para a melhor compreensdo dos mecanismos de
patogenicidade e, portanto, desenvolvimento de métodos de diagnostico, medicamentos e
vacinas melhores (DOBRINDT, 2005).

O conhecimento dos filogrupos de E. coli mostrou que os filogrupos néo séo dispersos
de forma aleatdria podendo estar associados com o hospedeiro e doenca clinica (CLERMONT
et al., 2013). Estudos sobre os grupos filogenéticos de E. coli sdo importantes para o
entendimento da relacdo entre comensalismo e patogenicidade de E. coli e sua relacdo com
hospedeiro e doenca (TENAILLON et al., 2010). Portanto, este estudo tem por objetivo analisar
a ocorréncia e distribuicdo de grupos filogenéticos de Escherichia coli isoladas de diferentes
animais domésticos.

5.3. MATERIAL E METODOS

5.3.1. AMOSTRAS E DETERMINACAO DO GRUPO FILOGENETICO DE E. COLI

Amostras de E. coli foram isolados das fezes de bezerros bovinos e bubalinos. Um
grama de fezes foi diluido em 3,0 mL de PBS pH 7,2. A partir dessa suspensao, 1,0 mL foram
inoculados em 9,0 mL de &gua de peptona tamponada que foi incubada durante 18-24 h a 37° C.
Ap0s incubacéo, as culturas foram plaqueadas em placas de dgar de MacConkey e incubadas a
37° C durante 18-24 h. Até trés colonias de cada placa de agar, com caracteristica de E. coli
foram identificadas biogquimicamente (QUINN et al., 1994). As amostras de E. coli foram
isoladas de carcacas de frango de um matadouro com servico de inspecdo federal e foram
obtidas a partir do trato respiratdrio, figado e coracéo de carcagas. Utilizando um swab de haste
de plastico estéril, foram coletados esfregacos dos tecidos citados anteriormente e colocados em
0,9 mL de solucdo salina a 0,85%. As amostras foram processadas individualmente, de acordo
Quinn et al. (1994) para o isolamento e identificacdo de E. coli. A caracterizacdo dos filogrupos
A Bl, B2, C, D, E e Fde E. coli foi realizada por meio de uma PCR de acordo com a Clermont
et al. (2013). O DNA amplificado foi resolvido em um gel de agarose a 2%, corados com 0,5
pg/mL de brometo de etidio e fotografado sob luz ultravioleta.

95



5.3.2. ANALISE ESTATISTICA

Todas as anélises estatisticas foram realizadas utilizando o software Stata®/SE 12.0
(STATACORP, 2011). Foi estudada a associacdo entre o animal doméstico e o filogrupo de E.
coli usando o teste do qui-quadrado. Os resultados foram expressos com o valor de P. O
resultado foi considerado como sendo significativo se P < 0,05. A analise de correspondéncia
foi usada para comparar as categorias hospedeiro e filogrupo usando o Stata®SE 12.0
(STATACORP, 2011). Na analise de correspondéncia, a relagdo entre as categorias é
representada num grafico bidimensional.

5.4. RESULTADOS

Quinhentos vinte e nove amostras de E. coli foram utilizadas no estudo e o grupo
filogenético de E. coli determinado (Tabela 5.1). A frequéncia de filogrupos foi: A = 15.31%,
B1 =60.49%, B2 = 2.46%, C = 4.35%, D = 2.46%, E = 12.29% e F = 2.64%.

Tabela 5.1: Distribuigdo dos filogrupos de E. coli de acordo com o animal domeéstico analisado.

Filogrupo
Animal
A Bl B2 C D E F Total
Aves 64 51 3 10 6 6 9 149
Bovinos 14 190 2 5 0 46 3 260
Bufalo 3 79 8 8 7 13 2 120
Total 81 320 13 23 13 65 14 529

A andlise de qui-quadrado foi realizada para verificar a associagdo entre o hospedeiro e
o grupo filogenético de E. coli. Os filogrupos A (P < 0,001) e F (P = 0,002) foram associados
com amostras de E. coli isoladas de aves, enquanto os filogrupos B1 (P <0,001) ¢ E (P <0,001)
foram associados com amostras de E. coli isoladas de bovinos. Os filogrupos B2 (P < 0,001) e
D (P =0,007) foram associados com amostras de E. coli isoladas de bufalos.
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Uma andlise de correspondéncia foi realizada utilizando os hospedeiros e os filogrupos
de E. coli. A representacdo bidimensional da distribuicdo dos filogrupos em cada um dos trés
hospedeiros é mostrada na Figura 5.1. A representacdo bidimensional explica 100% de variagdo
total, com 83,38% explicada pela primeira dimenséo e 16,62% pela segunda dimensao.
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Figura 5.1: Analise de Correspondéncia para as categorias tipo de hospedeiro e filogrupo de E. coli. O
gréafico bidimensional explica 100% da variacdo total, com 83,38% explicada pela primeira dimenséao e
16,62% pela segunda dimenséo.

5.5. DISCUSSAO

Este estudo determinou os grupos filogenéticos de amostras de E. coli isoladas de aves,
bezerros bubalinos e bezerros bovinos e demonstrou que alguns grupos filogenéticos estéo
associados com o hospedeiro analisado. Estudos filogenéticos permitem maior entendimento da
relagdo entre E. coli, hospedeiro e doenga (TENAILLON et al., 2010). Além disso, animais de
producgdo, como bovinos, bufalos e de aves, representam uma importante fonte de contaminagéo
por EHEC na cadeia alimentar (MARTIN; BEUTIN, 2011). A producdo de bovinos e bubalinos
sdo atividades econdmicas importantes no Brasil (OLIVEIRA et al., 2008). Além disso, o Brasil
é o terceiro maior produtor de carne de frango e o maior exportador deste produto (UBABEF,
2012).
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Nossos resultados indicam que Bl é a principal filogrupo de amostras de E. coli
isoladas de animais domésticos, seguido do filogrupo A. Os resultados do teste do qui-quadrado
e Andlise de Correspondéncia concordaram e mostraram que os filogrupos Bl e E estdo
associados com E. coli isoladas de bovinos e os filogrupos A e F com aves. No entanto,
amostras de E. coli de isoladas de bubalinos foram associados com os filogrupos B2 e D no
teste do qui-quadrado, mas a andlise de correspondéncia ndo indicou associacdo clara entre o
hospedeiro e os filogrupos. Amostras de E. coli extraintestinal (EXPEC) estdo agrupados
principalmente no grupo B2 e D (ESCOBAR-PARAMO et al., 2004). Nossos resultados
indicam que amostras de E. coli isoladas de bezerros bubalinos possuem caracteristicas de
EXPEC.

Estudos tém mostrado que o grupo filogenético A é a mais comum de amostras de E.
coli obtidas de animais omnivoros e B1 o filogrupo mais comum amaostras de E. coli isoladas de
mamiferos herbivoros (BALDY-CHUDZIK; MACKIEWICZ; STOSIK, 2008; CARLOS et al.,
2010). De acordo com Gordon e Cowling (2003), o habitat do hospedeiro, a dieta, a morfologia
do intestino e massa corporal influenciam na distribuicdo do grupos filogenéticos de E. coli nos
animais. Nos animais domésticos analisadas no nosso estudo, dieta e morfologia intestinal
podem ter influenciado a distribui¢do dos grupos filogenéticos e a analise de correspondéncia,
gue apresentou um qui-quadrado acumulado de 100%, pode ser utilizada para estudos de
epidemiologia molecular para determinar a distribuicdo dos grupos filogenéticos de E. coli entre
os diferentes hospedeiros.

A andlise de correspondéncia é uma técnica de analise exploratdria de dados categdricos
ndo continuos que permite estudar as relagdes existentes entre as categorias estudadas que
converte uma matriz de dados para uma representacdo grafica, na qual as linhas e colunas sdo
descritas como pontos. A sua natureza multivariada permite analisar relagbes que nédo seriam
detectadas em comparagdes aos pares das varidaveis (GREENACRE; HASTIE, 1987). A analise
de correspondéncia examina a relagdo entre os dados nominais categéricos usando uma tabela
de contingéncia das varidveis categoricas e transforma os dados ndo métricos em dados
métricos, permitindo a visualizagdo dos dados em um mapa, no qual, quanto maior a associagao,
mais proximas as varidveis estdo no mapa (HAIR, 2010). Ainda que a andlise de
correspondéncia possa ser usada para avaliar associacBes complexas entre variaveis, as vezes
ndo é suficiente para completamente avaliar tais associa¢fes entre as variaveis e, portanto,
sugere-se usar outra analise simples (por exemplo, qui-quadrado) ou analise multivariada (por
exemplo, a regressdo logistica) em conjunto para complementar os procedimentos analiticos
(DOHOO, 1997).

Técnicas moleculares como sequenciamento do gene 16S rRNA e MLST sdo de alto
custo. MLST ndo fornece informagdes diretas sobre o grupo filogenético de E. coli, que
depende do "método de Clermont” (CLERMONT; GORDON; DENAMUR, 2015). O nosso
estudo mostrou que os diversos grupos filogenéticos de E. coli estdo presentes nas trés espécies
animais estudas, no entanto, o teste do qui-quadrado e a andlise de correspondéncia indicam
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alguma especificidade de hospedeiro, resultado importante para o entendimento entre E. coli e
doenca que causa em cada animal. A PCR usada para identificar os sete grupos filogenéticos foi
desenvolvida recentemente (CLERMONT et al., 2013) e a sua utilizacdo é rara na literatura.
Nossos resultados fornecem conhecimento da composicéo filogenética de E. coli provenientes
de animais domeésticos.
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CONCLUSOES GERAIS

E. coli € um importante agente causador de diarreias em bovinos. A identificacdo de
fatores de viruléncia e a analise filogenética sdo ferramentas de epidemiologia molecular Gteis
no estudo de E. coli patogénica e fornecem conhecimento para o entendimento da
patogenicidade e comensalismo de amostras de E. coli.

No estudo com E. coli isoladas de fezes de bezerros bovinos, todos os patotipos foram
identificados, porém somente ETEC foi associado com a presenca de diarreia e os fatores de
viruléncia caracteristicos do patotipo E. coli enteroagregativa (EAEC) ndo foram identificados
em fezes de bezerros bovinos. Amostras de E. coli dos patotipos EHEC e EAEC (EAST-1)
foram os mais frequentes. Os filogrupos mais frequentes foram os B1, E e A. EHEC e STEC
sdo classificados principalmente como filogrupo B1, amostras EAST-1* como filogrupo A,
ETEC e EPEC como filogrupo E. Além disso, os filogrupos B1 e E sdo 0s mais comuns, sendo
os filogrupos B2, D e F 0s menos comuns.

No estudo com E. coli isoladas de fezes de bezerros bubalinos, E. coli EAST-1 positiva
e, em menor grau, os patotipos NTEC e STEC, parecem ser importantes agentes de diarreia. Ao
contrario, os patotipos ETEC e EPEC ndo sdo tdo importantes. O filogrupo B1 predomina e o
filogrupo C pode estar associado a uma maior ocorréncia de diarreia. Com relagéo a associa¢do
entre patotipo e filogrupo, NTEC pertence principalmente aos filogrupos B2 e D, EPEC, EHEC
e EAEC (amostras positivas para EAST-1) ao filogrupo B1, e ETEC ao filogrupo F.

Entre as APEC estudadas, o filogrupo A seguido pelo filogrupo Bl sdo os mais
frequentes filogrupos de E. coli isoladas a partir de carcagas de frangos saudaveis, enquanto que
o filogrupo B1 seguido pelo filogrupo A sdo os filogrupos de E. coli mais frequentes em
carcacas de frangos com colisepticemia. No geral, os filogrupos B2, C, D, E e F sdo 0s menos
frequentes.

Os diversos grupos filogenéticos de E. coli estdo presentes nas trés espécies animais
estudas (bovina, bubalino e aves). O filogrupo B1 € o principal filogrupo de amostras de E. coli
isoladas de animais domésticos, seguido do filogrupo A. No entanto, os filogrupos B1 e E estdo
associados com E. coli isoladas de bovinos e os filogrupos A e F com aves. Amostras de E. coli
de isoladas de bubalinos estéo associados com os filogrupos B2 e D.
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