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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo determinar a freqiéncia de Escherichia
coli Shigatoxigénica (STEC) no conteudo entérico de bovinos no estado do Parana.
Foram empregadas 3 diferentes metodologias: cultura em Agar MacConkey sorbitol,
detecgao da citotoxicidade em células Vero e a PCR para detecgao de genes que
codificam a toxina Shiga. Para tanto foram analisadas no periodo de dezembro de
2002 a novembro de 2003, 193 amostras de swab retal de bovinos. Colénias
isoladas com caracteristicas de Escherichia coli, foram analisadas por meio destas
metodologias. No teste de citotoxicidade em células Vero 66 (34%) das amostras
apresentaram positividade ao passo que na PCR 81 (42%) das amostras
apresentaram a banda de amplificacdo do tamanho esperado para o gene six.
Nenhuma cepa aglutinou frente ao antisoro O157. Foi demonstrada a elevada
ocorréncia de cepas STEC ndo-O157 na populagdo bovina estudada sugerindo
potencial risco zoondtico. A positividade apresentada no método de PCR foi maior
em comparagao ao ensaio da citotoxicidade em células Vero.
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ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the occurrence of Shiga Toxin-Producing
Escherichia coli (STEC) from bovine enteric content collected in Parana State, Brazil.
Three different methods were applied: sorbitol-MacConkey Agar (SMAC), citotoxicity
on VERO cells and gene detection by polymerase chain reaction (PCR). In this study,
193 rectal swab samples were investigated from December 2002 to November 2003.
Isolated colonies with E. coli features, had 0157 antiserum negative agglutination.
The cytotoxicity test showed 66 (34%) positive samples and PCR showed the
expected size for gene stx amplification band in 81(42%) samples. A high occurrence
of non-0O157 STEC strains was found in the studied bovine population suggesting a
potential zoonotic danger. The PCR positivity was higher than the citotoxicity on Vero
cells.



1 INTRODUGAO

A Escherichia coli é um bacilo Gram Negativo da familia
Enterobacteriaceae. Faz parte da microbiota intestinal dos mamiferos como
comensal, mas algumas estirpes estdo associadas a patologias intestinais e
extraintestinais no homem e animais (DE GRAAF, 1990).

As linhagens de E. coli patogénicas causadoras de infec¢Ges entéricas no
homem e nos animais envolvem pelo menos 5 categorias: cepas enteropatogénicas
(EPEC), cepas entercinvasoras (EIEC), cepas enterotoxigénicas (ETEC), cepas
enteroagregativas (EAEC) e cepas produtoras de toxina Shiga (STEC). Destaca-se
entre estas categorias, as cepas classificadas como STEC devido ao seu potencial
zoonaotico emergente.

As cepas STEC também sdo denominadas como Escherichia coli
enterohemorragica (EHEC) ou Shiga-like toxin Escherichia coli (NATARO e KAPER,
1998).

As Escherichia coli Shigatoxigénicas (STEC) foram confirmadas como
patégenos humanos em 1983 quando RILEY et al., (1983) isolaram de um surto de
doenga gastrintestinal ocorrido nos Estados Unidos, um sorotipo até entdo raro de
Escherichia coli classificado como O157:H7.

Desde entdo o numero de infecgbes causadas por cepas STEC vém
crescendo em todo o mundo (WHO,1998). As cepas STEC séo reconhecidas como
um importante grupo de patogenos emergentes e tornaram-se um grande desafio a
saude publica, pois possuem um alto grau de infectividade para os humanos, e
mesmo em baixo niumero no alimento ingerido (10 UFC) sdo capazes de provocar
infeccdo entérica (BELL, 2002). O aumento gradativo da ocorréncia de surtos
alimentares em todo o mundo tem mostrado a importancia da obtengdo de
informagGes sobre a epidemiologia e identificagdo dos principais reservatérios da
mesma (WHO, 1998).
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O principal reservatério deste microrganismo € o intestino de ruminantes,
principalmente de bovinos, ressaltando sua presenca no ambiente onde os animais
sdo mantidos (COBBOLD et al., 2002). Embora se enfatize o estudo da prevaléncia
do sorotipo O157:H7, mais de 100 sorotipos diferentes de cepas de STEC ja foram
associados com o desenvolvimento de infecgbes entéricas. Por esta razdo,
emprega-se freqientemente o termo STEC ndo0-O157, para se referir aos demais
sorogrupos de Escherichia coli produtores de toxina Shiga (WHO, 1998).

Inimeros sorotipos de cepas de STEC tém sido isolados de reservatérios
animais e de alimentos de origem animal, sendo que muitos estdo associados com a
infeccdo no homem (GYLES et al., 1994). Métodos convencionais de isolamento de
Escherichia coli mostraram-se ineficazes para a identificagdo de cepas classificadas
como STEC. Dificuldades s&o ocasionadas devido ao baixo nimero de unidades
formadoras de coldnia por grama de fezes, profusa presengca de microbiota
competitiva considerada normal, bem como aos inibidores naturais de crescimento
bacteriano presentes no intestino que interferem na multiplicagédo do microrganismo
em questdo. Em alguns paises, mais de 90% das doengas causadas por cepas
STEC sao ocasionadas por sorotipos distintos do O157:H7 reconhecendo-se a
importancia de métodos especificos de detecgdo e caracterizagdo destas estirpes
igualmente toxigénicas (GIOFFRE et al., 2002).

No Brasil sdo poucas as informagdes disponiveis sobre cepas STEC,
porém sabe-se que infecgbes em humanos ocorrem com mais freqiéncia em
criangas e geralmente resultam em quadros de diarréia (CANTARELLI et al., 2000;
GUTH et al., 2002).

SILVA (2002) isolou uma cepa de Escherichia coli O157:H7 em bovinos de
corte no estado do Parana, em estudo considerado pioneiro, mas aparentemente ha
predominancia de cepas STEC n&0-0O157 no rebanho bovino brasileiro (FARAH et
al., 2003; IRINO et al., 2003).

Apesar desses dados mais estudos sdo necessarios para que se possa
conhecer a distribuicao das cepas de STEC presentes no rebanho bovino do estado

do Parana, visando estratégias de prevengado e controle da infecgao.
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2 OBJETIVOS

- Determinar a presenca de Escherichia coli sorotipo O157:H7 no conteudo

entérico de bovinos do estado do Parana.

- Determinar a presencga de Escherichia coli produtora de toxina Shiga no conteudo

entérico dos mesmos animais.

- Isolar cepas STEC do conteudo entérico de bovinos do estado do Parana.

- Comparar as metodologias utilizadas.

- Avaliar as possiveis periodos do ano de maior frequéncia da Escherichia coli

produtora de toxina Shiga (STEC) em fezes bovinas no estado do Parana.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Em 1885, Theodor Von Escherich, pediatra aleméo, descreveu organismos
microscopicos isolados de fezes de neonatos humanos, que denominou de
Bacterium coli commune hoje conhecidas e classificadas como Escherichia coli
(ORSKOV e ORSKOV, 1985). A espécie encontra-se presente no conteudo intestinal
de humanos e animais sem causar qualquer doenca (BETTELHEIM, 1996).
Diferentes cepas desta espécie vivem harmoniosamente no intestino humano. Sao
enquadradas como bactérias Gram Negativas consideradas indispensaveis ao
organismo humano, sintetizando as vitaminas B e K. Porém, existem algumas

estirpes patogénicas sobretudo em criangas e idosos.

3.1 CLASSIFICACAO DAS Escherichia coli PATOGENICAS.

As cepas patogénicas de Escherichia coli sdo classificadas como intestinais
e extraintestinais. As extraintestinais sdo denominadas, segundo seu local de
isolamento (ORSKOV e ORSKOV, 1985; LIOR, 1994).
As cepas extraintestinais sao classificadas pelos autores em:
e UPEC (Escherichia coli uropatogénica): responsaveis por infecgbes do
aparelho urinario apos adesao no epitélio (humano e caes).
e SEPEC (Escherichia coli septicémica): responsaveis por sepsis
(colissepticemia) em humanos, leitdes e bezerros.
e MENEC (Escherichia coli causadoras de meningite): responsaveis por

meningites humanas em recém-nascidos.

As caracteristicas empregadas na classificagdo das cepas de Escherichia
coli causadoras de infecgbes entéricas incluem produgdo de toxina, capacidade de
invasdo, capacidade de adesdo nas células do hospedeiro, padrées de adesédo da
bactéria a célula do hospedeiro, efeitos de adesao a célula hospedeira, entre outras
(NATARO e KAPER, 1998). As cepas intestinais sdo classificadas pelos autores em:

e ETEC (Escherichia coli enterotoxigénica): cepas possuidoras de fimbrias

K88, K99 e outras; a produgdo destes fatores de colonizagdo esta
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correlacionada com a produgdo de enterotoxinas causadoras da maioria
das colibaciloses neonatais em humanos e animais.

o EPEC (Escherichia coli enteropatogénica): cepas possuidoras de fatores
de viruléncia responsaveis pela colonizagdo, mas nao produtoras de
enterotoxinas ou verotoxinas; causadoras de diarréia em humanos e
animais.

e EIEC (Escherichia coli enteroinvasiva): cepas com capacidade de adesao
as células do intestino delgado distal, invasoras dos enterocitos e
camadas mais profundas da mucosa intestinal, alcangando o sistema
linfatico onde ocorre multiplicagéo; algumas células bacterianas morrem
liberando endotoxinas. Fatores de viruléncia tais como capsulas,
adesinas, sideroforos e alfa-hemolisinas sdo importantes para estas
cepas invasivas as quais sao responsaveis por colissepticemia.

e EaggEC (Escherichia coli enteroagregativa): cepas possuidoras de
fimbrias e produtoras de uma enterotoxina ST-/ike (EAST1), causadoras
de diarréia em humanos.

e Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC), envolvidas na

sindrome urémica hemolitica e colite hemorragica em humanos.

3.2 ISOLAMENTO E IDENTIFICAGAO BIOQUIMICA DA Escherichia coli

Como membro tipico da familia Enterobacteriaceae, as Escherichia coli
utilizam a glicose fermentativamente, sdo oxidase negativas e reduzem nitratos a
nitritos. S8o bactérias anaerodbicas facultativas com uma temperatura 6tima de
crescimento de 37°C. As colénias podem ser lisas, convexas, cinzas € com bordas
regulares ou rugosas (KONEMANN et al., 2001).

Embora sejam citadas inumeras reagdes bioquimicas utilizadas na
identificacdo e na triagem desta espécie, a Escherichia coli pode ser isolada e
caracterizada utilizando poucos meios de cultura. Os meios comumente empregados
para o isolamento a partir de fezes e/ou contetdo intestinal sdo o Agar MacConkey e
o Agar sangue de carneiro (QUINN et al., 1994). A TABELA 1 mostra uma série de

reagdes bioquimicas utilizada na identificagdo da Escherichia coli.



TABELA 1 — IDENTIFICACAO BIOQUIMICA DE Escherichia coli
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CARACTERISTICA

RESULTADO

Produgao de Indol
Vermelho de Metila
Voges-Proskauer

Citrato de Simons

Sulfito de Hidrogénio (TSI)
Urease

Fenilalanina deaminase
Lisina descarboxilase
Arginina diidrolase
Motilidade

Liquefacdo da gelatina a 22°C
Crescimento em KCN
Utilizag&o do malonato
D-glucose (producao de acido)
D-glucose (produgédo de gas)
Lactose

Sacarose

D-manitol

Duilcitol

Salicina

D-adonitol

Myi-inositol

D-sorbitol

L-arabinose

Rafinose

L-ramnose

Maltose

D-xylose

Trealose

Celobiose
Alfa-metil-D-glicosideo
Hidrélise da esculina
Melibiose

D-arabinol

Mucato

Lipase, corn oil
Deoxiribonuclease a 25°C
NO3.)> NOz

Oxidase

ONPG

Pigmento amarelo
D-manose

/T\/\/—\A/.\A ]
;
+ 2+

]
et S

o+ o4+ + o+

L U Sl = SEULINE I S tonl o I S
X =

+

Fonte: Manual Bergey (1984)

+, >90% das cepas sdo positivas; (+), 76/89% positivas; d, 26/75% positivas; (-),

11/25% positivas; -, 0/10% positivas.
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A diferenciacao entre os géneros fermentadores da lactose da familia
Enterobacteriaceae (coliformes), além da diferenciagcéo de espécie dentro do género
Escherichia é de fundamental importancia na identificagao bacteriana (KONEMANN

et al., 2001). ATABELA 2 contém as reagdes de diferenciagdo de coliformes.

TABELA 2 - REACOES DAS BACTERIAS COLIFORMES

MICRORGANISMO INDOL VERMELHO DE VOGES- CITRATO
____ METILA PROSKAUER
Escherichia coli + + - -
Citrobacter freundii Y + - v
Citrobacter koseri + + - +
Enterobacter spp. - - + +
Klebsiella pneumoniae - - + +
Klebsiella oxytoca + Vv + +
Klebsiella ozaenae - + - Vv

Fonte: KONEMANN et al., 2001
+, 90% das cepas sdo positivas; -, 90% das cepas sdo negativas; v, variavel.

A TABELA 3 contém as reagdes de diferenciagcdo do género Escherichia que

atualmente possui cinco diferentes espécies.
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TABELA 3 — DIFERENCIACAO DE ESPECIES DO GENERO Escherichia

PROVAS E. coli E. hermannii E. ferqusonii  E. blattae E. vulneris
BIOQUIMICAS

indol + + + - -
Vermelho de metila + + + + +
Voges-Proskauer - - - - -
Citrato - - v (17) v(50) -
Lisina + - + + v(85)
descarboxilase

Arginina diidrolase v (17) - - - v(30)
Ornitina v (65) + + + -
descarboxilase

ONPG + + v(83) - +
Lactose + v (45) - - v(15)
Sorbitol +F - - - -
Manitol + + + - +
Adonito! - - + - -
Celobiose - + + - +
Pigmento amarelo - + - - v(50)

Fonte: KONEMANN et al., 2001
+, >90% de cepas positivas; -, >90% de cepas negativas; v, 11-89% de cepas
positivas. * As cepas de E. coli pertencentes ao sorotipo O157:H7 sdo sorbitol-
negativas.

No entanto na rotina laboratorial cujo objetivo seja a identificagdo
bioquimica das cepas de Escherichia coli do sorotipo O157:H7, sdo realizadas

provas bioguimicas fundamentais como sorbitol, glicose, lisina e celobiose.

3.3 ESTRUTURA E IDENTIFICACAO SOROLOGICA DE Escherichia coli

Sob a designacdo Escherichia coli compreende grupo de bactérias que
possuem reacdes bioguimicas similares, mas podem ser diferenciadas em sorotipos
de acordo com sua composigdo antigénica (KONEMANN et al.,, 2001).

A classificagdo sorolégica das cepas de Escherichia coli é baseada na
identificacdo de seus quatro antigenos de superficie: O (antigeno somético), K
(antigeno capsular), H (antigeno flagelar) e F (antigeno fimbrial) (ORSKOV et al.,
1985). A determinagdo do antigeno “O” define o sorogrupo. O antigeno “H” define o
sorotipo ou sorovar (VARMAM, 1991)
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3.3.1 Antigenos de Superficie O-K

A especificidade sorologica dos antigenos O € baseada numa estrutura
complexa da cadeia polissacaridica. A membrana externa dos organismos Gram
negativos de constituigdo lipopolissacaridica (LPS) é composta por trés regides:
lipideo A, cerne e antigeno (O). O lipideo A parece ser o principal componente
responsavel pelas manifestagdes da atividade endotoxica (FORSYTHE, 2002).

Os diferentes sorogrupos de Escherichia coli sdo identificados por meio da
presenca de antigenos de natureza lipopolissacaridica (O) e polissacaridica (K),
localizados na parede bacteriana. Varios grupos sao identificados e tipificados por
diferentes técnicas sorologicas, recebendo designagdo numeérica (026, O111,
0157,...) (ORSKOQV et al., 1985). Estes antigenos (O) sdo termoestaveis, ou seja,
ndo sao inativados em temperaturas de 100°C ou 121°C. A produgao de antisoro é
realizada em coelhos inoculados com suspensdes de antigenos aquecidos (100°C
ou 121°C) (SOJKA, 1971). Algumas cepas de Escherichia coli sofrem variagdes da
forma lisa para a rugosa devido a mutagdes em genes responsaveis pela sintese da
cadeia polissacaridica, perdendo a sua especificidade antigénica. Estas cepas
autoaglutinam em solugao salina ndo podendo ser sorotipadas (LIOR, 1994).

Embora a funcédo dos antigenos somaticos nao esteja completamente
determinada algumas cepas de Escherichia coli, que possuem determinados grupos
O, apresentariam vantagens no carreamento de material genético, relacionado a
codificagdo de fatores de patogenicidade, incluindo a produgdo de toxinas (EVANS
etal, 1977).

Durante as investigagdes das caracteristicas sorologicas de E. coli,
KAUFMANN (1944) verificou que muitas bactérias vivas nao aglutinavam com o
antisoro O correspondente. A inibigdo da aglutinabilidade poderia ser resolvida ao
aquecer a suspensdo bacteriana. Em 1944, KAUFFMANN (1944) introduziu o termo
K, derivado da palavra germanica “kapsel’ (capsula) para o antigeno responsavel
pela inaglutibilidade das cepas. Os antigenos K sdo polissacarideos
antigenicamente diferentes do antigeno somatico (O) encontrando-se ainda mais
externamente a eles (JANN e JANN, 1977).
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3.3.2 Antigenos Flagelares

A motilidade de cepas de Escherichia coli deve-se a presenca de flagelos de
constituicdo protéica e estes determinam a especificidade do antigeno termolabil H.
O conteudo de aminoacidos e a ordem na qual eles ocorrem diferenciam
sorologicamente as cepas. Algumas estirpes obtidas no isolamento primario podem
mostrar uma menor motilidade, tornando-as inadequadas para a determinagéo
sorologica do antigeno H devido a pouca quantidade de flagelo. Neste caso, as
cepas devem ser passadas uma ou mais vezes em meio semi-sélido até que a
motilidade seja estimulada e bem desenvolvida. A maioria dos antigenos H séo

especificos e mostram pouca ou nenhuma reatividade cruzada (EWING, 1986).

3.3.3 Antigenos de Aderéncia

ORSKOV et al.,, (1981) descreveram a presenga de um antigeno de
superficie termolabil, denominado K88, encontrado em cepas de Escherichia coli
isoladas de casos do edema e diarréia em suinos.

Importante etapa na colonizacdo intestinal por cepas comensais ou
patogénicas de E. coli é a ligagdo da bactéria a receptores localizados na mucosa de
células epiteliais (HACKER, 1992). Apéndices filamentosos nao flagelares de
constituigdo protéica sao as estruturas de superficie' responsaveis por esta
aderéncia. Os termos fimbria, fator de colonizagdo e adesina sdo usados como
sindnimos, mas de acordo com a microscopia eletronica, as fimbrias séo reveladas
como estruturas rigidas de 5 a 7 cm de diametro (ORSKOV e ORSKOV, 1985). O
termo adesina € empregado para aquelas estruturas protéicas néo filiformes ou
apendiformes ndo fimbriais (DE GRAAF, 1990).
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3.4 Escherichia coli PRODUTORA DE TOXINA SHIGA (STEC).

Determinadas cepas de Escherichia coli desenvolveram grande habilidade
em causar doenca humana, devido aos diferentes fatores de viruléncia
(ARMSTRONG et al., 1996). Mundialmente estas Escherichia coli estdo inclusas
entre os “Patdgenos Emergentes”, definidos pelo Center for Disease Control (CDC)
como “microrganismos novos ou variantes microbianas que vém produzindo
enfermidade em humanos em ritmo crescente nos ultimos anos, ou que ameagam
aumentar sua patogenicidade em futuro proximo”.

A patogenicidade das cepas de Escherichia coli Shigatoxigénica (STEC)
esta associada com varios fatores de viruléncia, principalmente a produgdo de toxina
entérica. A identificacdo da Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) ou
Shiga-like toxin Escherichia coli como patégeno humano ocorreu em 1983, quando
foi isolado pela primeira vez o sorotipo O157:H7 até entdo raro. Este organismo foi
isolado na analise de surto de doenga gastrintestinal ocorrido nos Estados Unidos e
associado com a ingestao de hamburguer mal cozido. Os acometidos apresentaram
dores abdominais severas, diarréia aquosa inicial seguida de diarréia hemorragica,
com pouca ou nenhuma febre, quadro este denominado colite hemorragica (RILEY
et al., 1983). Em alguns individuos este quadro evolui para Sindrome Hemolitica
Urémica (SHU) caracterizada por insuficiéncia renal aguda, trombocitopenia e
anemia hemolitica (KARMALI et al., 1983). Aléem da colite hemorragica e da
Sindrome Hemolitica Urémica (SHU), a cepa STEC esta associada a purpura
trombdtica trombocitopénica (TTP) caracterizada por hemolise, trombocitopenia,
insuficiéncia renal, problemas neurologicos e febre (KEUSCH et al., 1998).
Atualmente o sorotipo O157:H7 é considerado dominante em muitas partes do
mundo e historicamente é a estirpe comumente associadas com grandes surtos de
intoxicagdo alimentar (PATON & PATON, 1998).

As cepas STEC sao consideradas um grande desafio a microbiologia atual,
por ser patogénica aos humanos, originar problemas agudos com graves sequelas,
especialmente a insuficiéncia renal. Além disso, faz-se presente naturalmente em
fezes de ruminantes, especialmente bovinos, ndo provocando sinais clinicos

aparentes e podendo estar tambem presente no solo (BELL, 2002).
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3.5 FATORES DE VIRULENCIA

O ser humano possui algumas defesas inespecificas contra a instalagédo de
infec¢do intestinal, destacando-se a acidez gastrica, o muco, a motilidade intestinal,
a microbiota normal competitiva e a imunidade intestinal (BORTOLINI, 1995).

A doenga entérica é causada pela interagdo microrganismo — hospedeiro,
com alteragdo da fisiologia gastrintestinal normal. Essas alteragbes podem ser
provocadas pela presenca de um ou mais fatores de viruléncia bacterianos
considerados indispensaveis para que 0s enteropatdgenos possam vencer as
defesas do hospedeiro e produzir doenga clinica (BORTOLINI, 1995).

A aderéncia as células da mucosa intestinal e a produgao de toxina sdo os
principais fatores de viruléncia bacterianos apresentados por esta cepa. Além
desses, varios outros fatores tem sido descritos nas cepas STEC e associados com
a gravidade da doenca (GRIFFIN & TAUXE, 1991).

3.5.1 Intimina

Algumas cepas STEC s&o capazes de produzir uma proteina de adesédo
denominada intimina, codificada pelo gene eae (WIELER, 1996). A intimina torna
estas estirpes de STEC capazes de aderir fortemente as células intestinais. Este
processo provoca lesdes que degeneram as bordas ciliadas das microvilosidades do
intestino devido a deformacgao da actina das células do hospedeiro, desestruturando
as microvilosidades e levando a formagao de uma estrutura em pedestal na célula
hospedeira sob a regido onde a bactéria esta aderida (NATARO e KAPER, 1998).

Os genes responsaveis pela produgdo de intimina, encontram-se numa
regido do cromossomo denominada ilha de patogenicidade LEE (locus for enterocyte
effacement). O locus LEE inclui genes que codificam um sistema de secrecéo tipo |l
envolvido na secrecao extracelular de diversas proteinas (EspA, EspB, EspD), além
do gene eae que capacita a célula bacteriana a aderir fortemente na célula
hospedeira (ROSENSHINE et al., 1996).

A capacidade de induzir a formagdo da lesdo do tipo A/E foi primeiramente

observada em cepas de Escherichia coli classificadas como EPEC. Posteriormente o
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fendmeno foi observado em E. coli 0157:H7 (STEC) e em cepas STEC de outros
sorogrupos, como 026, 0103 e 0111 (KAPER et al., 1998).

Embora a grande maioria das cepas de STEC em doenga humana possuam
0 gene eae, muitas cepas ndo-0157 isoladas ndo apresentam este gene, indicando
que existem fatores de aderéncia adicionais ainda desconhecidos (NATARO e
KAPER, 1998).

3.5.2 Toxina - Shiga

A produgdo de toxina Shiga (Shiga-/ike toxin) constitui o principal fator de
viruléncia das cepas STEC associado com colite hemorragica e Sindrome
Hemolitica Urémica (BOERLIN et al., 1998).

A denominagdo toxina Shiga teve origem na similaridade bioquimica,
biologica e genética com a toxina produzida pela Shigella dysenteriae tipo 1. Em E.
coli a toxina Shiga esta codificada no genoma de bacteriéfagos (INFOR-NET DTA,
2002).

As Shigatoxinas produzidas pelas cepas de STEC sdo denominadas toxina
Shiga 1(Stx1) e toxina Shiga 2 (Stx2). As cepas STEC podem expressar somente
Stx1, somente Stx2 ou produzir ambas as toxinas ou suas variantes (NATARO &
KAPER, 1998). A toxina Shiga 1 possui a variante 1¢ (BURK et al., 2003) e Shiga 2
possui as variantes 2c e 2d encontrados em isolados clinicos humanos, 2e
encontrado em suinos (GIOFFRE, 2002), 2f isoladas de suinos e pombos
(SCHMIDT, 2000; EKLUND, 2002) e 2g isoladas de bovinos (LEUNG et al., 2003).

A toxina Stx1 difere em apenas um aminoacido da Stx produzida pela S.
dysenteriae. A seqUéncia de aminoacidos do subgrupo Stx2 mostra apenas 58% de
homologia com o subgrupo Stx/Stx1 (MELTON-CELSA e O'BRIEN, 1998). A
gravidade da doenga esta diretamente relacionada com a presenga da Stx 1 e Stx 2
ou ambas. A Stx 2 esta relacionada com quadros mais graves (NATARO & KAPER,
1998). Estruturalmente estas toxinas pertencem ao grupo do tipo A/B, apresentando
cinco unidades do tipo B que realizam a ligagdo com os receptores Gb; e uma
unidade A que é a porcdo ativa. Apds a ligacdo a célula entérica e posterior

internalizagdo toxina, a subunidade A remove um residuo de adenina do RNA
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ribossomal 288, inibindo a sintese protéica. O receptor Gb; também esta presente
em células Vero e em outras linhagens celulares sensiveis a toxina, utilizados nos
testes de citotoxicidade “in vitro”, como também no tecido renal humano (GRIFFIN &
TAUXE, 1991).

3.5.3 Presenca de Plasmideo de Viruléncia

3.5.3.1 Enterohemolisina (gene hlyA)

Todas as cepas de Escherichia coli O157:H7 possuem um plasmideo
altamente conservado denominado pO157 com aproximadamente 100 kilobases.
Um plasmideo semelhante &€ encontrado em muitas STEC ndo-0157. O plasmideo
pO157 contém varios genes que codificam potenciais fatores de viruléncia. Estes
genes incluem espP (codifica a serina extracelular), katP (catalase-peroxidase), hiyA
(enterohemolysina) e etp (secrecao de proteinas tipo Il).

O fendtipo enterohemolitico tipico de STEC € visualizado apds incubagéo da
bactéria a 36°C durante 18 a 24 horas em meio sdélido preparado com eritrécitos
lavados. Caracteriza-se por pequenas zonas turvas de hemdlise ao redor do
crescimento bacteriano. A enterohemolisina fraca e com aspecto turvo produzida
pelas cepas STEC sao diferenciadas das outras cepas de E. coli alfa hemolitica, por
meio da semeadura em placas de agar sangue comum (com heméacias n&o lavadas
e sem CaCl,) (Ministério de Salud da Argentina, 2000).

3.5.3.2 Gene Saa

Recentemente, foi descrito um novo tipo de adesina autoaglutinante,
denominada Saa como fator de viruléncia em cepas STEC LEE-negativa, sendo
relatado como virulento para humanos. O gene saa apresenta localizagéo plasmidial
(PATON et al, 2001).



23

3.5.4 Acido resisténcia

Outros fatores sdo importantes na patogénese da STEC. Tais fatores estdo
relacionados a resisténcia do pH acido tanto do estdmago quanto dos alimentos

acidos como suco de macga. Esta caracteristica parece ser bastante variavel entre as
STECs (WHO, 1998).

3.6 FONTES DE INFECCAO HUMANA E FORMAS DE TRANSMISSAO

3.6.1 Reservatoério

Apesar de ORSKOV et al., (1985) terem descrito inicialmente a Escherichia
coli O157:H7 em bovinos com sinais de colibacilose, estudos posteriores revelaram
a alta frequéncia desse organismo nas fezes de animais assintomaticos,
caracterizando a espécie bovina, do ponto de vista epidemioldgico, como o principal
reservatorio do agente (RIBEIRO et al., 1999).

BREES et al., (2000) analisaram nas células de tecidos bovinos a presenga
do receptor Stx denominado de globotriosil ceramida (Gbs), para receptividade da
toxina Shiga “in vitro” e para a susceptibilidade dos efeitos da enterotoxina “in vivo”.
Por meio de imunohistoquimica, foi concluido que estes animais ndo possuem
receptores Gbs no intestino, mas apenas no cérebro e no rim e por esta razdo ndo
desenvolvem doenga entérica.

Atualmente pesquisas procuram esclarecer o mecanismo de infecgao natural
do bovino por cepas de STEC, bem como a eliminagdo fecal do microrganismo
(WHO, 1998).

REIMANN et al., (1998) verificaram que o periodo de eliminagdo da STEC
nas fezes do bovino pode variar entre 8 a 46 dias. Utilizando a inoculagéo
experimental, destacou-se o carater assintomatico dos animais. A recuperagdo do
agente ocorre exclusivamente a partir do contetdo intestinal e linfonodos
mesentéricos ndo havendo disseminacao para outros érgdos. Além disso o mesmo
experimento mostrou que a primo infecgdo ndo previne a reinfecgdo (CRAY et al.,
1995).
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O agente esta presente tanto nas fezes do gado de corte como no gado
leiteiro. A excregdo de cepas de STEC é mais comum em periodos quentes. A
prevaléncia € maior em animais jovens e o agente pode permanecer viavel no meio
ambiente por até dois anos (HANCOCK et al., 1998).

Na Tailandia RASMUSSEN et al., (1993) estudando o contetdo ruminal
como reservatorio de Escherichia coli enterohemorragica (EHEC), concluiram que
quando a fermentagao normal do riumen é afetada, a populagdo de enterobactérias
aumenta. O estresse no transporte dos animais e a privagdo de alimento contribui
para este processo. O manejo antes do abate pode influenciar na atividade
fermentativa do trato digestorio predispondo o animal a infecgdo e a contaminagao
do meio. Utilizando a metodologia de PCR, aqueles autores encontraram 50% de
positividade nos animais no abatedouro. Mas 18% dos animais foram positivos
guando amostrados ainda na fazenda.

LEOMIL et al., (2003) realizaram um estudo com 344 amostras fecais de
bezerros, sendo 139 animais diarreicos e 205 animais ndo diarreicos. 12,7% do total
de animais foram positivos para a produgéo de Stx, ocorrendo maior positividade na
populagdo diarréica (20%) em comparagdo com animais nado diarreicos (7,8%).
Alguns sorotipos encontrados como O111:NM; O111:H8 e O118:H16 ja foram
descritos como enterochemorragicos.

A dieta alimentar do animal esta diretamente relacionada & excregdo de
cepas de STEC. Existem conflitos de informagdes sobre o efeito da dieta do gado,
principalmente do rebanho confinado. A influéncia da dieta esta na habilidade da
Escherichia coli em desenvolver resisténcia ao pH acido, aumentando o risco de
doengas de origem alimentar no humano (CRAY et al., 1995).

Normalmente a acidez estomacal é uma barreira efetiva a infecgdo dos
patégenos alimentares. Porém a adaptagdo que este grupo de bactérias sofreu no
ramen do bovino as tornam capazes de sobreviver a este mecanismo de defesa
(CRAY et al., 1995).

GONZALEZ et al., (1998) demonstraram que o fornecimento ao gado de
uma dieta rica em graos acidifica o ambiente do colon. Este processo ocorre porque
os animais ndo digerem completamente o amido contido nos grdos. Quando o amido

alcanga o colon ocorre a produgdo de acidos de fermentagéo, induzindo e
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selecionando a resisténcia na populagdo de Escherichia coli. Da mesma forma
RICHTER et al., (2000) apontaram que o uso exclusivo de cereais na alimentagado
bovina aumenta a concentragdo de Escherichia coli nas fezes.

Uma dieta a base de feno ndo forma residuo a ser fermentado no colon.
Desta forma o nivel de acido permanece baixo e a Escherichia coli permanece
acido-sensivel. Portanto alimentar animais com feno pelo menos cinco dias antes do
abate diminui o risco de contaminagdo por cepas de STEC (GONZALEZ et al.,
1998).

Para evitar a contaminagdo na linha de abate com as cepas de STEC séo
necessarias estratégias inter-relacionadas como a diminui¢gdo do numero de animais
confinados e a melhora da higiene e do manejo (CRAY JR, 1998).

Nos Estados Unidos, ELDER et al, (2000) relatam uma significativa
correlagdo entre a prevaléncia de STEC nas fezes atingindo a pele e a carcaga. A
contaminagéo na pele justifica-se devido ao transporte dos animais até o frigorifico,
sendo realizado de maneira inadequada estressando os animais e promovendo o
contato direto entre os reservatorios. A contaminagdo cruzada da carcaga ocorre
geralmente nos animais ja considerados positivos. Esta informagéo sugere a
contaminagdo durante o processo de abate. Estes pesquisadores apontam que de
um total de 341 amostras de carcacga e pele bovina, pesquisadas em um frigorifico,
foram observados 46,3% de positividade para o sorotipo O157:H7 (ELDER et al.,
2000).

Na Argentina a analise de 59 amostras fecais de bovinos criados a pasto
mostrou que 62,7% dos animais eram carreadores de cepas de STEC, sendo o
sorotipo O157:H7 encontrado em 6,8% dos animais (PADOLA et al., 2003).
Enquanto GIOFFRE et al., (2002) analisaram 160 amostras de swab retal de
bovinos, mas ndo isolaram nenhuma STEC sorotipo O157:H7. J& BLANCO et al.,
(2003) caracterizaram 134 STECs isoladas de bovinos, alimentos e humanos na
Argentina, sendo que destas amostras 5 (3,7%) pertenciam ao sorotipo O157:H7.

Amostras de retalhos de carne foram avaliadas num frigorifico na Nova
Zelandia e testadas para presenca de toxina Shiga, produgdo de enterohemolisina e
presenca do gene eae. Foram isoladas 18 cepas STEC, sendo 12% obtidas de

carne bovina, 17% de cordeiros e 4% de carne suina (BROOKS et al., 2001).
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No Japao, foram estudadas 387 amostras de carne bovina, onde 24,3%
apresentaram positividade para toxina Shiga e 1,8% pertenciam ao sorotipo
O157:H7. Estes resultados sugerem que a STEC esta largamente distribuida no
mundo (MIYAO et al., 1998).

Pesquisas realizadas na Itdlia com 450 amostras de fezes bovinas
demonstraram que 16,6% das amostras positivas para Escherichia coli 0157
provinham de gado de corte e 16,1% eram originarios do rebanho leiteiro sendo que
a maioria dos resultados positivos foram obtidos no verdo (BONARDI et al., 1999).

Na india foram investigados, por meio da PCR, cepas de STEC ndo
pertencente ao sorotipo O157:H7 de bovinos saudaveis, carne bovina crua e
pacientes diarreicos. 18% das amostras bovinas, 50% dos alimentos e 1,4% dos
pacientes apresentaram positividade para STEC (KHAN et al., 2002)

Embora o bovino seja considerado o reservatorio principal, alguns
isolamentos provém de ovelhas, cdes, cavalos, aves, cervo e logicamente humanos
(HANCOCK et al., 1998). A epidemiologia do agente em ovelhas €& similar aos
bovinos (HANCOCK et al., 1998).

BEERY et al., (1985) obtiveram indicios de que aves podem servir de
reservatério para cepas STEC, ja que este patdgeno é capaz de colonizar o ceco de
galinhas, sendo eliminado pelas fezes.

Estudos consideraram a mosca (Musca Doméstica) um possivel vetor
mecanico de cepas de STEC. Trabalho realizado por BUMA et al, (2000), no Japéo,
isolou seis cepas de STEC do corpo e das fezes de moscas encontradas em uma
fazenda de produgao leiteira, destas duas cepas pertenciam ao sorotipo O157:H7.

Este trabalho sugere uma forma de difusdo mecéanica das cepas no ambiente.
3.6.2 Alimentos

A principal via de transmissdo do agente infeccioso é representada pelo
consumo de alimentos contaminados direta ou indiretamente por fezes bovinas
(WHO, 1998).

Nos Estados Unidos da América, desde 1982, mais de 100 surtos de

infeccdo por STEC foram notificados. Em 52% destes a fonte de infecgéo foi



27

alimento de origem animal, 16% com transmissdo pessoa a pessoa, 14% por meio
de alimentos de origem vegetal e frutas e 12% por agua (WHO, 1997 e TAUXE,
1997).

A contaminagao de carcagas bovinas no processo de abate com fezes de
animais portadores associado ao consumo de produtos e subprodutos carneos, sem
apropriado processo térmico na preparagdo, permite a manutengdo do
microrganismo no interior da carme e a relagdo tempo/temperatura do
processamento pré-consumo ndo € suficientemente adequado para a inativagéo
microbiana (HART et al., 1997).

Embora diferentes estudos tenham associado o consumo de leite bovino a
casos de doenga humana, ndo foi elucidado se cepas STEC poderiam ser
consideradas agentes primarios de mastite bovina (com conseqiente eliminagdo
pelo leite), ou, 0 que parece mais provavel, ocorreria a contaminagdao do produto
com fezes de animais infectados durante o procedimento da ordenha ou do
processamento do leite e derivados, especialmente queijos (ANSAY et al., 1997).

Segundo a Food and Drug Administration (FDA), dos EUA, dorgéo que
regulamenta os padrGes sanitarios de alimentos e a utilizagdo de drogas no pais, 0s
alimentos com pH inferior a 4,6 sdo considerados de menor risco na transmisséo de
patdgenos de origem alimentar. Contudo, surtos recentes envolvendo cepas STEC
tém revelado que esse organismo pode manter-se viavel em alimentos com baixo
pH, como suco de maga (pH entre 3,7 a 3,9) ou superficies de magds consumidas
sem lavagem adequada e sem a utilizagdo de preservantes (RIBEIRO et al., 1999).

A tolerancia das cepas STEC ao pH acido foi corroborada em investigagao
de surto de doenga humana relacionado ao consumo de maionese e molhos, que
apresentavam pH entre 36 a 3,9 e 3,6 a 44 (WHO, 1988). Outros estudos
confirmaram que embora as cepas STEC n&o tenham condigdes de se muitiplicar
em condigbes acidas, podem manter-se viaveis em maionese comercial, por 55 dias,
a temperatura de 5°C (ZHAOQO et al., 1993).

A identificacdo de cepas STEC em outros géneros alimenticios como
batata, alface e brotos, tem sido relatados (WHO, 1998).

Incidentes recentes tém demonstrado que tanto a agua de consumo como

centros de recreagdo aquatica podem atuar como veiculadores do microrganismo
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para o homem (FENG et al., 1996). A primeira descrigdo de surto por cepa de STEC
(O1587:H7) relacionado ao consumo de agua foi registrada em Missouri, nos EUA.
Aproximadamente 240 pessoas foram infectadas, das quais mais de 32
hospitalizadas, com evolugao fatal em quatro pacientes. A fonte de infec¢éo néo foi
determinada, e ainda que este grupo seja susceptivel aos efeitos do cloro ( como as
demais cepas de E. coli ), acredita-se que a deficiéncia na propor¢do do produto
adicionado a agua tenha permitido a manutencdo do agente (SWERDLOW et al.,
1992).

WANG et al, (1998), investigando a viabilidade de cepas de STEC
experimentalmente inoculadas em agua filtrada (autoclavada), de reservatérios e de
centros de recreagdo aquatica, em diferentes temperaturas (8°C, 15°C e 25°C),

determinaram a manutencgao do agente por até 12 semanas a 8°C.

3.6.3 Contato pessoa-pessoa

Além do alimento, outra via de transmissado ja documentada baseia-se no
contato pessoa — pessoa (WHO, 1998), assumindo importancia principalmente entre
familiares, manipuladores de alimentos ou em instituicdes que prestam cuidados a
segmentos mais susceptiveis da populagdo como criangas, idosos,
imunossuprimidos e deficientes mentais, nestes ultimos, devido a dificuldade de
assimilagdo de habitos adequados de higiene (BELONGIA et al., 1993).

3.7EPIDEMIOLOGIA DAS INFECCOES CAUSADAS POR STEC

Sao poucas as bactérias que, como as STEC, causam sindromes clinicas
que afetam diferentes sistemas como, por exemplo, a colite hemorragica e sindrome
hemolitica urémica (SHU) (NATARO e KAPER, 1998). Além de outras
manifestagdes clinicas como purpura trombocitopénica tromboética (TTP) e morte
podem seguir da infecgdo por STEC (NATARO e KAPER, 1998).

As cepas STEC de um modo geral tem sido encontrada em 75 de 100%
dos episadios de Sindrome Hemolitica Urémica (SHU) na Europa, América do Norte,

Canada e América Latina, especialmente na Argentina (LOPEZ et al.,1998).
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No Brasil existem poucos dados sobre a das STEC. Estudos realizados em
Séo Paulo com amostras de fezes de criangas com diarréia apontam freqiiéncias de
cepas STEC menores de 1% (GIRALDI et al., 1990; GUTH et al., 1994 e GOMES et
al., 1991).

No periodo compreendido entre 2000 e 2002, em S&o Paulo, foi realizado
estudo com fezes de criangas apresentando diarréia. Foram isoladas nove cepas de
STEC pertencentes aos sorotipos: 026:H11, 077:H18, O103:H16, O157:H7 e
ONT:H2. A expressao da toxina Shiga e o gene hlyA foi confirmada em todas as
cepas. Todas as cepas STEC possuiam o gene eae, exceto o sorotipo O77:H18
(VAZ et al., 2003).

Segundo revisdo realizada na Argentina nos ultimos 30 anos, a incidéncia
de Sindrome Hemolitica Urémica (SHU) em criangas de até quatro anos € a maior
encontrada no planeta. Este estudo ocorreu na capital Buenos Aires e nos suburbios
e mostrou que a incidéncia da Sindrome Hemolitica Urémica na Argentina parece
ser 7 a 10 vezes mais alta do que se reporta em areas de alto risco no mundo
(LOPEZ et al.,1998).

LOPEZ et al (1998) na Argentina conduziram estudo em grupos de
criangas com Sindrome Hemolitica Urémica (SHU) e em grupo de criangas com
diarréia. Entre as criangas com Sindrome Hemolitica Urémica (SHU), 57% possuiam
evidéncias de infecgdo por cepas STEC. Pacientes com diarréia sanguinolenta esta
percentagem é de 38,9% e em criangas com diarréia aquosa foram encontradas
cepas STEC em 21%. Apenas 3% dos casos de Sindrome Hemolitica Urémica
(SHU) e 3% dos casos de diarréia foram isolados o sorotipo O157:H7 demonstrando
a importancia das cepas de STEC no pertencentes ao sorotipo O157:H7.

Um dado interessante sobre a Argentina estd no consumo de carne bovina,
sendo considerado o maior do mundo (60Kg/habitante/ano). Neste pais a carne
bovina é a proteina de origem animal mais barata. As criangas argentinas iniciam o
consumo de carne muito cedo, 20% aos 5 meses de idade e 80% delas consomem
carne trés vezes por semana. Além disso, 80% da carne consumida no pais néo
passa por inspegdo adequada (LOPEZ et al., 1998).

No continente Europeus estudos realizados com pacientes diarréicos,

mostraram que em 10 paises foram detectados cepas de Escherichia coli produtora
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de toxina Shiga. Paises como Alemanha, Noruega, Suiga e Austria os casos de
infecgbes excederam a 2%, enquanto que em paises como Italia e Serbia foi menos
que 1%. Na maioria dos estudos a cepa STEC O157 representou menos que um
terco das STECs isoladas (CAPRIOLI e TOZZI, 1998).

Os casos de Sindrome Hemolitica Urémica (SHU) por exigir hospitalizagéo
sdo mais facilmente identificaveis, sendo a SHU considerada um bom indicador da
frequéncia de infecgdes por cepas STEC. Os paises com maior incidéncia de SHU
no continente Europeu sdo Alemanha com 19 casos para cada 100.000 criangas até
15 anos, seguida pela Holanda com 1,5 para 100.000, Suiga com 1,5 para 100.000 e
Bélgica com 1,5 para 100.000. Os paises do Sul da Europa possuem incidéncias
menores ainda de SHU nessa faixa etaria sugerindo uma menor frequéncia de
infecgcdo por cepas STEC (CAPRIOLI e TOZZI, 1998).

No Canada as infecgbes por cepas STEC tem sido mionitoradas desde
1990. Entre 1993 a 1995, 93% dos casos de infecgGes provocadas por cepas STEC
foram causados pelo sorogrupo O157 e nos ultimos anos tem ocorrido um declinio
da incidéncia em razdo das atividades de controle implementadas (SPIKA et al.,
1998). O maior surto de infecgdo por cepas STEC ocorrido no Canada, foi notificado
em 1991 entre os esquimos com 521 casos, sendo 22 casos de Sindrome
Hemolitica Urémica (SHU) e duas mortes (SPIKA et al., 1998).

No Japdo, entre 1991 a 1995, ocorreram 29 surtos provocados por
Escherichia coli O157:H7. Quatro destes surtos ocorreram em jardins de infancia,
seis ocorreram em escolas primarias e 19 ocorreram entre familiares. Surtos
envolvendo mais de 10 casos foram limitados em seis envolvendo escolas
(MICHINO et al., 1998).

Pesquisas realizadas na Australia mostraram uma pequena incidéncia de
cepas de STEC na regido. Apenas dois surtos por STEC foram relatados. O primeiro
ocorreu no sul da Australia, no verdo de 1995 apresentando 200 casos de colite
hemorragica e 22 criancas evoluiram para SHU. O sorotipo responsavel foi o
0111:H . O segundo surto ocorreu na costa sudeste e envolveu 2 criangas com
diarréia sanguinolenta. O sorotipo responsavel foi 0157:H7, neste surto ndo houve
evolugdo para SHU. Suspeita-se que as cepas O157 australianas sejam menos

virulentas, pois produzem apenas a toxina stx1, diferente do que ocorre em outros
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locais onde as cepas produzem toxinas Stx2 ou Stx1/Stx2 ao mesmo tempo
(ROBINS-BROWNIE et al., 1998).

3.8 MEDIDAS DE PREVENCAO E CONTROLE DE INFECCOES POR CEPAS
STEC

Sendo os ruminantes domésticos considerados os principais reservatorios
da Escherichia coli produtora de toxina Shiga, considera-se de elevada importancia
a seguranga alimentar quando do abate e consumo da carne e produtos derivados
destes animais. Os bovinos e menos importante os ovinos, sdo as principais fontes
fecais de contaminagéao do alimento por cepas de Escherichia coli STEC. Portanto o
principal objetivo preventivo concentra-se na sua redugdo ou mesmo na erradicagéo
das cepas de STEC do conteldo entérico destes animais. Existem atualmente
quatro areas de intervengao (ponto critico) para conseguir este objetivo: 1. higiene
(manejo adequado, agua e alimentos limpos; 2. redugdo do contato entre os
animais, especialmente o contato com animais selvagens e passaros); 3. profilaxia
(vacinas e probidticos), combate especifico da STEC (bacteriéfagos, antibioticos); 4.
genética (animais STEC resistentes). Embora estas medidas sejam teoricamente
capazes de reduzir a carga bacteriana entérica diminuindo a sua dispersao no
ambiente, é impossivel esperar a erradicagdo das cepas STEC somente com a
combinagéo destas quatro medidas (WIELER, 2000).
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3.9 METODOS DE DETECGAO DE CEPAS STEC

Como a Escherichia coli faz parte da microbiota intestinal sadia, é
necessaria a utilizagdo de meios de cuitura especificos para identificar as cepas
responsaveis por enfermidades diarréicas. Varios métodos para deteccdo de
Escherichia coli Shigatoxigénica em alimentos e amostras clinicas foram e vem
sendo desenvolvidos. Os métodos microbioldgicos tradicionais, além de demorados,
sdo inadequados para a detec¢do de pequeno numero de microrganismo-alvo em
presenca da microbiota interferente abundante (VIEGAS, 1996). Faz-se necessario
uma identificagdo rapida e precisa para o diagnostico e tratamento de infecgbes por
Escherichia coli Shigatoxigénica (STEC) (TAKEDA, 1997).

Ndo existem caracteristicas bioquimicas comuns que permitam distinguir
cepas STEC comensais (PATON e PATON, 1998). A ndo existéncia de meios
praticos para detec¢do de cepas com caracteristicas de STEC impede a sua
identificagdo na rotina (MENG e DOYLE, 1998) e n&do permite estabelecer
estimativas precisas da incidéncia e prevaléncia em populagdes humanas e animais
(NATARO e KAPER, 1998). No entanto, alguns meios j& estdo padronizados e

auxiliam no enriquecimento e no crescimento destas cepas.

3.9.1 Meios de Enriquecimento Seletivo

3.9.1.1 Caldo Trypticase Soy Broth (TSB) com Novobiocina

Os meios de enriquecimento visam aumentar o namero de celulas
detectaveis e impedir o crescimento de outros organismos. Os procedimentos
desenvolvidos para Escherichia coli O157:H7 devem ser reavaliados para outras
Escherichia coli de diferentes sorotipos classificadas como cepas STEC ndo 0157
(WHO, 1998). O meio indicado para enriquecimento de amostras suspeitas éo
Caldo Trypticase Soy Broth (TSB) com novobiocina (concentragdo final 20mgfl),
incubando a 37°C durante 18 a 24horas (HEUVELINK et al., 2001).
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3.9.1.2 Separagdo Imunomagnética

O sistema de separagdo imunomagnética foi desenvolvido para atender a
necessidade de separar determinadas células especificas, ou pequeno numero de
um determinado microrganismo, de uma amostra clinica, do alimento ou mesmo do
ambiente onde esteja presente grande variedade de interferentes (DYNAL, 1996).

Este método baseia-se em duas ag¢des principais: a captura da célula alvo
por ligagdo imunologica utilizando imunoglobulinas especificas para detecgdo do
sorotipo, ligadas a microesferas magnéticas e a posterior precipitagdo e separagao
por agdo de forcas magnéticas. A aplicagdo dessas duas agbes leva a obtengado de
efeitos de separacdo especifica de células bacterianas permitindo a posterior
concentracdo e purificagdo do microrganismo-alvo (LIU e LI, 2002). Este sistema
com microesferas magnéticas oferece uma area de superficie definida para
adsorgao ou acoplamento de varias moléculas de imunoglobulinas (DYNAL, 1996).

A utilizacdo do sistema de separagdo imunomagnética traz como
vantagens: a captura do microrganismo-alvo separando-o dos demais
microrganismos presentes no seu ambiente (LIU; LI, 2002). Com esta técnica
aumenta a possibilidade de detecgdo do microrganismo alvo mesmo se houver
pequeno numero de células deste microrganismo em uma dada (CUBBON et al.,
1996). Apesar da grande eficiéncia estd disponivel para poucos sorogrupos de

Escherichia coli.

3.9.2 Agar MacConkey Sorbitol (SMAC)

O Agar MacConkey Sorbitol ¢ 0 meio comumente utilizado para detecgao
de cepas STEC do sorotipo O157:H7 (CHAPAMN,1989; CUBBON, 1996).
Diferencia-se do Agar MacConkey tradicional ao substituir a lactose pelo sorbitol. As
exigéncias nutricionais sdo similares a varias outras cepas de Escherichia coli,
embora o sorotipo O157:H7 n&o fermente o sorbitol. As cepas STEC 0O157:H7
podem ser identificadas por meio de colonias transparentes no SMAC apds 24h de
incubacdo o que a diferencia das outras E. coli fermentadoras do sorbitol (DUFFY et
al., 2001).



34

A inclusdo do carboidrato ramnose e do antibidtico cefixime no SMAC,
denominado CR-SMAC, auxiliaria a inibir outros organismos que também nao
fermentam o sorbitol, pois 60% das cepas de STEC O157:H7 ndo fermentam a
ramnose. Além disso, o cefixime inibe Proteus spp (CHAPMAN et al., 1991).

Outra modificagdo realizada no SMAC, inclui além do cefixime o telurito de
potassio, criando o meio CT-SMAC (FUKUSHIMA e GOMYODA, 1999). Este inibe a
multiplicagdo de outras Escherichia coli, permitindo o crescimento apenas do
sorotipo 0157:H7 (ZADIK et al., 1993)

3.9.3 Ensaio de Citotoxicidade em Células Vero

Existem mais de 100 sorotipos de Escherichia coli produtora de toxina
Shiga (STEC) associados a doengas em humanos (STROCKBINE et al., 1998).

As toxinas Shiga (Shiga-like toxin) produzem efeitos citotoxicos
caracteristicos em células Vero derivadas do rim de macaco e células Hela. Testes
de neutralizagéo utilizando anticorpos especificos, anti-Stx1 ou Stx2 , neutralizando
seus efeitos citotoxicos sdo métodos sensiveis e especificos para a detecgdo de
infeccdes por cepas de Escherichia coli caracterizadas como STEC (COHEN, 1996 e
PARK et al., 1999). A descoberta de que as variantes da Stx2 tem uma reduzida
citotoxicidade para células Hela indica a cultura em células Vero como o método de
escolha (STROCKBINE et al., 1998).

Segundo KONOWALCHUK et al., (1977) o teste de citotoxicidade em célula
Vero ¢ altamente sensivel, sendo o método padréo para a identificagdo da presenca
da toxina Shiga. Este fenémeno ¢é possivel devido a alta concentragdo de receptores
para Stx (Gbz) na membrana das células Vero. Este fato foi confirmado por
ROBERT et al.,(2001) que realizaram estudo comparativo entre diferentes tipos de
células incluindo Caco-2, Vero, Hela e Int-407, com objetivo de determinar em menor
tempo e com maior qualidade o efeito citotoxico das cepas STEC. O teste com célula

Vero apresentou maior sensibilidade frente a toxina Shiga.
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3.9.4 Reagdo em Cadeia da Polimerase

A capacidade das cepas STEC de causar infecgdes entéricas humanas
mesmo quando em pequena dose infectante exigem o desenvolvimento de testes
capazes de detecta-los independentemente do numero de células presentes em
alimentos, fezes de animais ou mesmo no meio ambiente (SMITH et al., 1998). Um
dos primeiros ensaios de PCR foi desenvolvido para detectar os genes stx7 e stx2
em amostras clinicas (STROCKBINE et al., 1998).

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) é um dos principais métodos
moleculares para detecgdo de Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC)
(PARK et al., 1999). Esta técnica apresenta como vantagens a especificidade e
sensibilidade bem como a rapidez na sua execucdo (PATON e PATON, 1998). Por
outro lado apresenta como desvantagem a presenca de inibidores da reagao
presentes na propria amostra e a facilidade de contaminagdo durante o processo
(BRIAN et al., 1992). Além disso a sequéncia a ser escolhida para o iniciador
(primer) deve conter uma regido bastante conservada para que ndo ocorra a
diminuicdo na eficiéncia do anelamento, ndo diminuindo assim a sensibilidade da
reacao (PATON e PATON, 1998).

Com a finalidade de aprimorar a técnica a PCR Multiplex, é uma variagéo do
ensaio da PCR, foi desenvolvida e permite a detecgdo de varios fatores de
viruléncia. Isto ocorre utilizando combinagdo de primers especificos para cada gene
(PATON e PATON, 1998).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 BASES FISICAS LABORATORIAIS

A parte experimental de isolamento e tipagem sorolégica das cepas
suspeitas foi realizada no Setor de Microbiologia Clinica do Laboratério Central do
Estado do Parana (LACEN) do Instituto de Saude do Parana (ISEP). O teste de
citotoxicidade em célula Vero foi realizado no Laboratério de Bacteriologia do
Instituto Adolfo Lutz (Sao Paulo). O trabalho com a reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) foi realizado no Laboratério de Bacteriologia Clinica do Curso de Farmacia da
Universidade Federal do Parana e a estocagem das cepas foi realizada no
Laboratorio de Bacteriologia € Micologia Veterinaria do Setor de Ciéncias Agrarias

da Universidade Federal do Parana.

4.2 CALCULO DA AMOSTRAGEM MINIMA

Foram coletadas amostras fecais de 193 animais, de acordo com o numero
estabelecido para o calculo de amostra minima.

O universo amostral foi calculado com base no programa Epi Info versao
6.0, programa de processamento de texto, banco de dados e estatistica para saude
publica utilizado no Centro de Controle e Prevengdo de Doengas (CDC) do governo
federal dos Estados Unidos da América (EUA). Foi estabelecido um nivel de
confianga de 95% e um erro toleravel de 5% para uma populagdo amostral estimada
em 6.000 animais e uma prevaléncia esperada de 1% de animais infectados por
cepas STEC. A prevaléncia esperada foi estimada com base nos resultados dos
estudos de SILVA, 2002 e CERQUEIRA, 2000 no Parana e Rio de Janeiro,
respectivamente. Portanto, o tamanho da amostra minima calculada foi de 193

animais.
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4.3 COLETA DAS AMOSTRAS FECAIS BOVINAS POR AMOSTRAGEM

As amostras fecais foram obtidas em matadouro da regidao metropolitana de
Curitiba e fazendas de bovino utilizados na produgao leiteira no estado do Parana. A
coleta das amostras foi iniciada em dezembro de 2002 e finalizada em novembro de
2003.

Foram processadas e analisadas 5 amostras por semana no periodo de
dezembro de 2002 a novembro de 2003, com excegdo do més de outubro de 2003,
totalizando 193 amostras.

As amostras originarias do matadouro frigorifico foram obtidas por meio de
amostragem sistematica na linha de abate, antes da ocluséo higiénica do reto apos
a devida dessensibilizacdo. Calculou-se o intervalo de selegdo por meio do numero
de animais a serem abatidos no dia e divididos por cinco, ou seja, o numero de
amostras a serem enviadas ao laboratdrio na semana. A determinagéo foi definida
por amostragem aleatéria simples de um numero do intervalo de selegao
previamente calculado.

As amostras provenientes de propriedades da regido sudoeste foram
coletadas totalizando os animais da propriedade, escolhendo animais

aleatoriamente.

4.4 TRANSPORTE E CONSERVAGAO DAS AMOSTRAS

As amostras foram obtidas por swab retal e colocadas em tubos de ensaio
com meio de transporte de Cary-Blair (ANEXO 1- item 1.1). Para se obter a amostra,
o swab foi umedecido no proprio meio de transporte e entdo introduzido no reto do
animal. O swab foi acondicionado no meio, assegurado-se que o material fecal
estava visivelmente presente no swab (LEW et al, 1990).

Estes tubos foram encaminhados ao Laboratério Central do Estado

(LACEN) sendo processados no prazo maximo de seis horas apés a coleta.
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4.5 METODOLOGIA ANALITICA

A técnica do isoclamento em Agar MacConkey sorbitol (SMAC) foi baseada
no método preconizado pelo Instituto Adolfo Lutz (Sdo Paulo — SP) por meio do
“Manual Laboratorial de Agentes Patogénicos de Doengas Veiculadas por
Alimentos” (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2000), “Manual de Procedimentos
para Diagndstico de Escherichia coli Produtora de Toxina Shiga” do Ministério da

Saude da Argentina,
4.5.1 Isolamento em Agar MacConkey sorbitol (SMAC)

As 193 amostras fecais bovinas foram semeadas em meio de cultivo
seletivo SMAC (ANEXO 1- item 1.2) e incubadas a 36°C por 18 a 24horas.

Todas as coldnias isoladas ndo fermentadoras do sorbitol (coldnias
transparentes) e trés a cinco col6nias fermentadoras do sorbitol (colénias rosa)

foram selecionadas para posterior triagem bioquimica.
4.5.2 Triagem bioquimica para Escherichia coli

A triagem bioquimica presuntiva inicial consistiu na incubacéo das colGnias
suspeitas em tubos de ensaio contendo o meio de Rugai modificado tambéem
denominado de meio E.P.M. (Escola Paulista de Medicina) (ANEXO 1 —item 1.3) e 0
meio MILI (motilidade, indol, lisina) (ANEXO 1 — item 1.4). As interpretagdes
bioquimicas dos meios utilizados estdo descritos no ANEXO 2. Paralelamente as
coldnias suspeitas foram semeadas em Agar TSA (ANEXO 1 — item 1.5), utilizado
para a realizacdo da sorologia. Estes tubos foram incubados a 36°C durante 18 a 24
horas.

As coldnias bioguimicamente compativeis com Escherichia coli foram

submetidas a sorologia com antisoro O157.
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4.5.3 Sorologia para o antigeno somatico 0157

As colonias compativeis com Escherichia coli foram semeadas em Agar
TSA e incubadas por 24 horas e entdo emulsionadas em 500 ul de solugéo
fisiologica (ANEXO 1- item 2.0) formando uma suspensdo densa. Parte dessa
suspensao foi transferida para dois quadrados de uma placa de vidro quadriculada
(2cm X 2cm) com auxilio de uma pipeta de Pasteur. A um deles foi adicionada uma
gota do antisoro 0157 (soro aglutinante anti - E. coli O157K, polivalente EHEC, lote
n.° 05-02) e ao outro uma gota de solugdo salina (ANEXO 1 —item 1.7).

A homogeneizacao total foi obtida fazendo movimentos circulares na placa
sendo observado o curso da reagdo de aglutinagédo por até 3 minutos. A leitura foi
realizada no quadrante com soro e comparada com a auséncia de aglutinagdo no
quadrante com solugdo salina. Suspensbes bacterianas que aglutinaram
simultaneamente nos dois quadrantes foram interpretados como cepas
autoaglutinantes, sendo descartadas.

Em caso de aglutinagdo no quadrante com antisoro O157 as cepas
contidas nas suspensdes foram submetidas a provas bioquimicas complementares
(ANEXO 1 — item 1.8), devido a possibilidade de reagdo cruzada, principalmente,
com Escherichia hermanii. A interpretagcao das provas complementares encontra-se
no ANEXO 2 - item 2.3. O fluxograma de isolamento, identificagdo bioquimica e
soroldgica das coldnias quanto ao sorotipo O157:H7 estdo apresentados na FIGURA
1.

O controle positivo foi utilizada a estirpe de STEC 0157:H7 EDL 933
(Instituto Adolfo Lutz de Sdo Paulo), e a Escherichia coli ATCC 25922 cepa n&o
produtora de toxina Shiga adquirida comercialmente, foi utilizada como controle

negativo.
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Swab Retal em meio
de transporte Cary Blair

v

Isolamento em Agar
MacConkey-sorbitol
(SMAC)

'

Colbnias Sorbitol Positiva e Negativa

l

Triagem
\

Meio EPM Meio Mili
Glicose (+), gas(+), Lisina(+), indol(+),
H2S(-), uréia(-) motilidade(+/-)
Sorologia

Antisoro Q157

I

Conservagao das colbnias
isoladas em Agar TSA

FIGURA 1 - ORGANOGRAMA DA METODOLOGIA ANALITICA PARA
IDENTIFICACAO DE ESCHERICHIA COLI 0157:H7 EM AMOSTRAS FECAIS.
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4.6 TESTE DE CITOTOXICIDADE EM CELULA VERO

As colbnias sorbitol negativo e positivo, oriundas de 193 amostras fecais
bovinas, foram analisadas por meio do ensaio de citotoxicidade em células Vero,
segundo KARMALI! et al., 1985. Nas céluias Vero foi observado o efeito citotoxico

provocado pela agao da toxina Shiga.
4.6.1 Extragdo da toxina Shiga a partir das coldnias isoladas.

Coldnias isoladas foram inoculadas em 10m! de caldo Penassay (meio com
antibiotico n°3, marca Difco) (ANEXO 1-item1.9) e incubadas a 36°C durante 18 a
24horas. Apos foi realizado o subcultivo em Erlemeyer com capacidade para 250ml.
Neste frasco foi adicionado 25ml de caldo Penassay e os 10ml que continham a
suspensao bacteriana. O Erlemeyer foi incubado a 37°C durante 18horas com
agitacdo (150 rpm) de modo a possibilitar a aeragdo do cultivo e a produgdo maxima
da toxina (KARMALI et al., 1985).

Esta suspenséo cultivada em aeragao foi centrifugada a 8000rpm durante
10 minutos a 4°C. O sobrenadante obtido foi separado em tubo estéril. Apés foi
realizada a filtragdo em membrana de nitrocelulose com 0,22y de porosidade sendo

filtrada e conservada a —20°C até a realizagdo do ensaio de citotoxicidade.
4.6.2 Ensaio de citotoxicidade

No ensaio de citotoxicidade foi utilizada a técnica de cultivo celular em
microplacas com células Vero com 24horas de repique (ANEXO 3). Foram
semeadas 150ul de uma suspensdo de células por pogo contendo 1.10° cel/ml e
meio de manutengdo de Eagle (ANEXO 3) em microplaca e incubados a 37°C por
24horas.

Foram adicionados 50ul do filtrado obtido no item 4.6.1 em cada pogo
obtendo-se uma diluicdo de 1:4. Este procedimento foi realizado em cabine de
seguranga biolégica. As microplacas foram incubadas a 37°C, 24 e 48horas em
estufa com 5% de CO,. A leitura foi realizada em microscépio otico invertido apds 24

e 48horas com observagao da destruicdo ou ndo da monocamada celular.
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Como controle positivo foi utilizada a estirpe de STEC 0157:H7 EDL 933,
(Instituto Adolfo Lutz de Sao Paulo) e a Escherichia coli ATCC 25922 cepa nao
produtora de toxina Shiga adquirida comercialmente, foi utilizada como controle

negativo.

4.7 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

As cepas isoladas que apresentaram positividade no ensaio de
citotoxicidade foram analisadas por meio do teste de PCR. Nas amostras negativas
no ensaio de citotoxicidade foi realizado um “pool” de colénias crescidas sobre o

Agar TSA para a realizacdo da analise por PCR.

4.7.1 Extracdo do DNA

A extracdo do DNA, foi realizada por meio do método da fervura, segundo
OLSVICK e STROCKBINE,1993. As cepas isoladas que apresentaram produgéo de
toxina Shiga e os “pools” negativos para produgdo da toxina foram suspensos em
500uL de agua destilada estéril, submetidas a fervura durante 20 minutos e a
suspensdo centrifugada a 10.000rpm durante um minuto. O sobrenadante foi
transferido para novo tubo eppendorf e conservado a —20°C. Este material foi

utilizado na reagéo de PCR.

4.7 .2 Iniciadores Utilizados

A sequéncia de oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados
foi descrita por LINN (citado por BASTIAN et al., 1998) (TABELA 4). O iniciador stx b
foi modificado no presente trabalho para permitir a deteccdo da variante stx1c. O
sexto nucleotideo a partir da extremidade 3’ era o nucleotideo A proposto por LINN.
Com a modificagdo realizada neste trabalho, os nucleotideos A ou C podem estar
presentes naquela posicdo, com frequéncia de 50%, (TABELA 4). Este par de
iniciadores permite a amplificagdo de um fragmento de aproximadamente 900 pb do
gene stx (896 nucleotideos do gene stx! com inicio no nucleotideo 280 da

subunidade A ao nucleotideo 1176 da subunidade B e 875 nucleotideos do gene
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stx2 com inicio no nucleotideo 280 da subunidade A ao nucleotideo 1155 da
subunidade B). A sintese dos oligonucleotideos foi realizada pela empresa

Invitrogen, Sao Paulo — SP.

TABELA 4 - INFORMAGCOES DOS INICIADORES UTILIZADOS NA PCR.

Primer  Sequéncia de Oligonucleotideos Localizagao no Gene Tamanho
stx a 3' GAACGAAATAATTTATATGT & 280-1176 896
stx b 5 TTTGATTGTTAC(A/C)AGTCAT & 280-1155 875

Os volumes e concentragdes utilizadas na reagéo de PCR estdo descritos
na TABELA 1 do ANEXO4.

4.7.3 Protocolo de Amplificagéo

A PCR foi realizada em termociclador Hybaid Omni Gene e as condigdes

de amplificagcéo estdo descritas na TABELA 5.

TABELA 5- PROTOCOLO DE AMPLIFICACAO

ETAPA CONDICOES CICLOS
Desnaturacao 94°C, 5min 1
Desnaturagéo 94°C, 1min 35
Anelamento 42°C, 1min

Extensao 72°C, 1min

Extenséo 72°C, 10min 1

Apods a amplificagdo a detecgdo dos produtos da PCR foi realizada por
meio de eletroforese em gel de agarose a 1% e a corrida eletroforética foi realizada a
37V durante 1 hora (ANEXO 4).

O controle positivo foi utilizada a estirpe de STEC 0157:H7 EDL 933
(Instituto Adolfo Lutz de Sdo Paulo), e a Escherichia coli ATCC 25922 cepa nao
produtora de toxina Shiga adquirida comercialmente, foi utilizada como controle

negativo.
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4.8 CALCULO DA SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DA TECNICA DE PCR

Os valores da sensibilidade e especificidade da técnica de PCR em relagéao
ao Ensaio de Citotoxicidade em Células Vero, considerada a metodologia padrdo
ouro, foram obtidos segundo FORBES et al., 1998 conforme a TABELA 6:

TABELA 6- CALCULO DA SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DA TECNICA DE
PCR

Ensaio de Citotoxicidade em Células Vero

Positivo Negativo
Positivo VP FP
PCR Negativo FN VN

onde VP: verdadeiro positivo
VN: verdadeiro negativo
FP: falso positivo

FN: falso negativo

Formula para o calculo da sensibilidade e especificidade:

Sensibilidade = ___ VP
VP +FN

Especificidade = VN
VN + FP
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4.9 FREQUENCIA DE ISOLAMENTO DE CEPAS STEC EM FUNCAO DAS
TEMPERATURAS MEDIAS AMBIENTAIS.

Foram analisados por meio do calculo estatistico do Qui quadrado, a
freqliéncia de isolamento de cepas STEC em periodos do ano com temperatura
média alta (21°C) e com temperatura média baixa (13°C).

Para o calculo estatistico do Qui quadrado (X?) foi utilizado o programa
StatSoft, Inc. (1996). STATISTICA for Windows [Computer program manual]. Tulsa,
OK: StatSoft, Inc., WEB: http://www.statsoftinc.com.

As amostras foram coletadas respeitando uma distribuigdo homogénea aoc

longo do tempo.


http://www.statsoftinc.com
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5 RESULTADOS

5.1 ORIGEM DAS AMOSTRAS FECAIS

Swabs fecais de 193 bovinos foram analisados quanto a presenca de cepas
STEC. A populacdo amostral atingiu todas as regides do estado do Parana. Os
animais foram provenientes de 43 municipios: Chopinzinho, Fazenda Rio Grande,
Uniflor, Santo Anténio da Platina, Guapirama, Alto Parana, Guarapuava, Cerro Azul,
Tibagi, Ribeirdo Claro, Palmital, Paranavai, Loanda, Ponta Grossa, Reserva do
Iguagu, Rio Bonito do Iguagu, Salto do ltararé, Trés Barras, Santana do ltararé,
Queréncia do Norte, Altamira do Parana, Clevelandia, Balsa Nova, Teixeira Soares,
Siqueira Campos, Laranjal, Guaraniagu, Sdo Jodo da Boa Vista, Sapopema, Séo
José dos Pinhais, Palmeira, Hondrio Serpa, Planaltina, Espigao Alto do lguagu,
Campina do Simao, Carambei, Cerro Azul, Sulina, Arapoti, Foz do Jordao, Quatigua,
Tomazina. A populagdo amostral abrangeu 142 (73%) animais adultos e 51 (27%)

bezerros com menos de 2 meses de idade.

5.2 TRIAGEM DAS AMOSTRAS PARA Escherichia coli STEC O157:H7 EM SMAC

Foram analisadas um total de 563 coldnias oriundas das 193 amostras de
fezes bovinas, com fenétipo sorbitol positivo e negativo em Agar MacConkey sorbitol
(SMAC) caracterizados como Escherichia coli tendo sido testadas quanto a presencga
do antigeno somatico O157.

Entre as 563 coldnias analisadas, nenhuma apresentou aglutinagéo frente
ao antisoro 0157, indicando que estirpes de STEC O157 ndo estavam presentes
entre coldnias isoladas de fezes bovinas estudadas.

A FIGURA 2 mostra as caracteristicas coloniais pertencentes ao sorotipo

0157:H7 ndo fermentadoras do sorbitol, utilizados como controle positivo.
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FIGURA 2 — Escherichia coli 0157:H7 EM AGAR MACCONKEY SORBITOL

5.3 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE EM CELULAS VERO

Ilgualmente no ensaio de citotoxicidade em células Vero foram analisadas as
563 cepas originarias de 193 amostras fecais bovinas.

Observou-se o efeito citotoxico em cepas provindas de 66 (34%) das
amostras fecais, indicando a produgao de toxina Shiga. A FIGURA 3 representa os
resultados obtidos por més durante o periodo de dezembro de 2002 a novembro de
2003, exceto outubro de 2003. No més de dezembro foram coletadas 10 amostras e
destas uma apresentou atividade citotéxica; no més de janeiro de 2003, 15 amostras
foram trabalhadas sendo 9 positivas; em fevereiro 21 amostras foram coletadas
sendo 14 positivas; no més de margo 14 amostras foram trabalhadas e destas 5
foram positivas, ja no més de abril 11 amostras foram positivas em 24 amostras
analisadas; em maio 15 amostras foram trabalhadas sendo uma positiva; em junho
21 amostras foram coletadas e 7 foram positivas; em julho 35 amostras foram
coletadas e 8 foram positivas; em agosto 11 amostras foram trabalhadas sendo 10
positivas; em setembro 26 amostras foram coletadas e nenhuma apresentou
positividade; no més de outubro ndo houve coleta e finalmente no més de novembro

de 2003 uma amostra foi analisada tendo resultado negativo.
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Numero de Amostras

Meses (2002 a 2003)

r

‘.Total de amostras fecais

O Total de amostras fecais com cepas apresentando atividade citotdxica

FIGURA 3 — FREQUENCIA MENSAL DE Escherichia coli PRODUTORA DE
TOXINA SHIGA UTILIZANDO O ENSAIO DE CITOTOXICIDADE EM CELULAS
VERO NO PERIODO DE DEZEMBRO DE 2002 A NOVEMBRO DE 2003.

Das 193 amostras analisadas 142 eram provenientes de animais adultos e
51 amostras de bezerros com menos de 2 meses de idade. No ensaio de
citotoxicidade em células Vero as 66 amostras positivas foram isoladas de animais
adultos, sendo que nenhum bezerro apresentou positividade como demonstra a
TABELA 7.

TABELA 7 - FREQUENCIA DE E. coli STEC EM ANIMAIS ADULTOS E BEZERROS
PELO ENSAIO DE CITOTOXICIDADE EM CELULAS VERO EM DEZ DE 2002 A
NOV DE 2003 NO ESTADO DO PARANA

Total de Amostras Citotoxicidade positiva

Animais Adultos 142 66 (46,5%)
Bezerros com menos de 2 meses 51 0 (0%)
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5.4 DETECCAO DOS GENES stx

Os ensaios de PCR realizados com DNA proveniente de col6nias isoladas
das 193 amostras fecais de bovinos sadios indicaram que 81 delas (42%) existiam
cepas portadoras dos genes stx. As cepas positivas no ensaio de citotoxicidade
foram testadas na PCR. Ja amostras negativas na citotoxicidade foram analisadas
“‘pool” de cepas, em caso de positividade na PCR eram analisadas col6nias isoladas.

Resultados representativos das analises estdo mostrados na FIGURA 4.

FIGURA 4- PRODUTOS DE PCR PARA GENES stx.

1. Marcador de peso molecular 1Kb ladder (Invitrogen); 2. Amostra 22 (banda de
DNA ~ 900pb indicando a presenga de STEC) 3. Amostra 170 (banda de DNA ~
900pb indicando a presenga de STEC); 4. Amostra 8 (auséncia de banda de ~900pb
— auséncia de STEC); 5. Amostra 9 (auséncia de banda de ~900pb — auséncia de
STEC) 6. Controle negativo E.coli ATCC 25992 (stx-) auséncia de banda de
amplificagdo; 7. Controle positivo STEC 0157:H7 EDL 933 com banda de
amplificacdo de ~S00pb.
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Os resultados obtidos, por més, na PCR no periodo de dezembro de 2002 a
novembro de 2003. No més de dezembro foram coletadas 10 amostras e destas
uma apresentou atividade citotoxica; no més de janeiro de 2003, 15 amostras foram
trabalhadas sendo 9 positivas; em fevereiro 21 amostras foram coletadas sendo 13
positivas, no més de margo 14 amostras foram trabalhadas e destas 5 foram
positivas, ja no més de abril 14 amostras foram positivas em 24 amostras
analisadas; em maio 15 amostras foram trabalhadas sendo 6 positivas; em junho 21
amostras foram coletadas e 10 foram positivas; em julho 35 amostras foram
coletadas e 8 foram positivas; em agosto 11 amostras foram trabalhadas sendo 7
positivas; em setembro 26 amostras foram coletadas e 5 foram positivas; no més de
outubro ndo houve coleta e finalmente no més de novembro de 2003 uma amostra

foi analisada sendo positiva como foi demonstrado na FIGURA 5.

Numero de Amostras

Meses (2002 a 2003)

0 Total de Amostras Fecais

O Total de amostras fecais com cepas portadoras dos genes stx por

FIGURA 5 — FREQUENCIA MENSAL DE CEPAS STEC POR PCR NO PERIODO
DE DEZ DE 2002 A NOVEMBRO DE 2003 UTILIZANDO O INICIADOR DE LINN

MODIFICADO.
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Das 193 amostras analisadas 142 eram provenientes de animais adultos e
51 amostras de bezerros com menos de 2 meses de idade. Na PCR, 72 amostras
das 81 positivas foram oriundas de animais adultos e 9 foram detectadas de

bezerros. Estes valores estdo apresentados na TABELA 8.

TABELA 8 - FREQUENCIA DE E. coli STEC EM ANIMAIS ADULTOS E BEZERROS
POR PCR EM DEZ DE 2002 A NOV DE 2003 NO ESTADO DO PARANA.

Total de Amostras Positivas na PCR
Animais Adultos 142 72 (51%)
Bezerros com menos de 2 meses 51 9 (17,6%)

5.5 COMPARACAO ENTRE O ENSAIO DE CITOTOXICIDADE EM CELULAS
VERO E A PCR PARA GENES stx.

Das 193 amostras de fezes bovinas, 66 delas foram positivas pelo ensaio
de citotoxicidade em células Vero. Destas, 64 foram positivas para PCR e 2
negativas. Na técnica de PCR 81 foram positivas. Entre as 125 amostras negativas
na citotoxicidade 17 foram positivas na PCR.

A FIGURA 6 (pag.52) representa a positividade mensal no ensaio de
citotoxicidade em células Vero e na PCR. No més de dezembro de 2002 e janeiro de
2003 o resultado para ambas as técnicas foi o mesmo uma amostra positiva no
primeiro més e 9 amostras positivas no segundo, em fevereiro 13 foram positivas na
PCR e 14 no ensaio de citotoxicidade, em margo 4 amostras foram positivas na PCR
e 5 no ensaio de citotoxicidade, ja em abril 14 foram positivas na PCR e 11 no
ensaio de citotoxicidade, em maio 6 amostras foram positivas na PCR e apenas uma
positiva no teste de citotoxicidade, em junho 10 possuem os genes stx e 7
apresentaram efeito citotéxico, no més de junho ambas as técnicas apresentaram 8
amostras positivas, em agosto 7 apresentaram genes stx e 10 foram positivas no
ensaio de citotoxicidade, setembro 5 foram positivas na PCR e nenhuma cepa

apresentou atividade citotdxica, no més de outubro ndo houve coleta e no més de



Numero de Amostras

52

novembro uma amostra positiva na PCR sendo que nenhuma foi positiva no ensaio
de citotoxicidade como mostra a FIGURA 6.

Meses (2002 a 2003)

[0 Amostras positivas na PCR
B Amostras positivas no ensaio de citotoxicidade

FIGURA 6 - FREQUENCIA MENSAL DE Escherichia coli PRODUTORA DE TOXINA
SHIGA COMPARANDO O ENSAIO DE CITOTOXICIDADE EM CELULAS VERO E
A PCR NO PERIODO DE DEZEMBRO DE 2002 A NOVEMBRO DE 2003.

5.6 ANALISE DA SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DA PCR

Os valores da sensibilidade e especificidade (FORBES et al., 1998) da
PCR em relagdo ao ensaio de citotoxicidade em células Vero, considerado método

padrdo ouro para detecgdo de STEC, foram apresentados abaixo:

Sensibilidade: ___VP__=__ 64 =0,97.100 = 97%
VP+FN  64+2

Especificidade: __ VN =_ 112 =0,87.100 =87%
VN +FP 112+17




53

S.7 FREQUENCIA DE ISOLAMENTO DE STEC NOS MESES DE TEMPERATURA
MEDIA DE 13°C E 21°C.

Nos meses de clima com temperatura média de 21°C foram coletadas 102
amostras sendo 41 positivas para STEC no ensaio de citotoxicidade e nos meses
com temperatura média de 13°C foram coletadas 91 amostras sendo 25 positivas
utiizando o mesmo metodo. Foi realizado o calculo do Qui quadrado utilizando os
valores supra citados néo indicando diferenga significativa entre os dois periodos. A

FIGURA 7 demonstra a distribuicdo das amostras nos dois periodos.



54

102

25

Numero de Amostras
(@)]
o
|

T 1

Meses com temperatura  Meses com temperatura
média de 21°C média de 13°C

7] Total de amostras [0 Amostras com citotoxicidade positiva

Valordo X*=1,71 p=0,1910

FIGURA 7 - FREQUENCIA DE CEPAS STEC PELO ENSAIO DE
CITOTOXICIDADE EM CELULAS VERO NOS MESES COM TEMPERATURA
MEDIA DE 21°C (DEZ/2002 A MAIO/2003 E NOV/2003) E MESES COM
TEMPERATURA MEDIA DE 13°C (JUN A SET DE 2003).



55

5.8 DISTRIBUIGAO GEOGRAFICA DE ISOLAMENTO DAS CEPAS STEC NOS
REBANHOS ESTUDADOS.

Foram coletados amostras fecais de animais provenientes de 10 regides do
estado do Parana: Noroeste, Centro Ocidental, Norte Central, Norte Pioneiro, Centro
Oriental, Oeste, Sudoeste, Centro Sul, Sudeste e regido Metropolitana de Curitiba
(CIGLIONI et al., 2001).

Totalizando 193 amostras fecais bovinas. Os rebanhos analisados foram

oriundos de todas as regides do estado como demonstra a TABELA 9.

TABELA 9 - PROCEDENCIA REGIONAL DOS ANIMAIS E FREQUENCIA DE
CEPAS STEC

Regido do Parana  Total de Amostras Citotoxicidade PCR Positiva
Positiva

Noroeste 24 16 16
Centro Ocidental 1 1 1
Norte Central 2 0 0
Norte Pioneiro 35 13 16
Centro Ocidental 64 6 14
Qeste 6 2 4
Sudoeste -8 2 2
Centro Sul 37 23 25
Sudeste 1 0 0
Metrop. de Curitiba 15 3 3
Total 193 66 81

O numero de amostras abrangeu 43 municipios distribuidos no mapa
geografico da FIGURA 8.
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6 DISCUSSAO

6.1Pesquisa de STEC 0157:H7 em Agar MacConkey sorbitol (SMAC)

No presente estudo, empregando o Agar SMAC como método de triagem,
ndo obteve-se isolamento de cepas de Escherichia coli O157:H7. A auséncia de
cepas STEC 0157 na amostragem fecal (193) poderia em parte ser atribuida a
baixa sensibilidade do método admitida por PATON e PATON, 1998. O uso do
SMAC (Agar MacConkey sorbitol) é largamente difundido por ser um ensaio barato e
por propiciar a analise direta das coldnias suspeitas de STEC 0157 com antisoro
0157 (STROCKBINE et al., 1998; NATARO e KAPER, 1998). Porém a sensibilidade
do SMAC ¢é limitada para reconhecer as colénias ndo fermentadoras do sorbitol
existentes em relagdo a microbiota de fundo. Além disso, as cepas de 0157
geralmente estdo presentes em frequéncia menor que 1% em relagao a microbiota
(PATON e PATON, 1998). Entretanto, Silva, (2002) neste mesmo estado isolou
apenas uma cepa de STEC O157:H7 em 105 amostras fecais bovinas
demonstrando assim a baixa frequéncia deste sorotipo nas fezes dos animais deste
estado. CERQUEIRA et al., (1999) estudando a freqiiéncia de cepas STEC em fezes
bovinas do rebanho do Rio de Janeiro, isolaram 3 (1,5%) pertencentes ao sorotipo
0157 em 197 amostras de portadores do sorotipo O157:H7. Estes dados analisados
em conjunto apontam uma baixa incidéncia de cepas de STEC do sorogrupo 0157
no pais. Assim, o risco de infeccdo humana devido a este sorotipo especifico de
STEC no pais parece ser baixo.

Em outros paises a frequéncia de cepas STEC 0O157:H7 apresenta
variagdo. Na Argentina, BLANCO et al., (2003) caracterizaram 108 cepas de STEC
isoladas de fezes bovinas, sendo que 3,7% pertenciam ao sorotipo O157:H7. Por
outro lado, GIOFFRE et al., (2002) ao analisarem 160 amostras fecais de bovinos
oriundos do mesmo pais isolaram 8 (5%) cepas de STEC mas nenhuma pertencente
ao sorotipo O157:H7.

ERIKSSON et al., (2003) ao pesquisarem a prevaléncia do sorotipo O157
em bovinos levados ao abate na Suécia, encontraram positividade de 1,7% dentre
2000 animais. HEUVELINK et al, (2003) estudando bovinos oriundos de
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abatedouros holandeses isolaram (19/283) 6,7% de STEC O157 em bovinos adultos
e (11/321) 3,4% nos vitelos.

Os resultados encontrados neste trabalho indicam que a incidéncia do
sorotipo O157:H7 € raro nesta e noutras regibes do pais haja vista os resultados
obtidos nos trabalhos citados realizados no Brasil. Situacédo diferente do que ocorre
nos Estados Unidos onde este sorotipo de STEC é o predominante frente as cepas
STEC nao-0157.

6.2 Pesquisa de cepas de Escherichia coli produtoras de toxina Shiga (STEC)

Utilizando o ensaio de citotoxicidade em células Vero, entre as 193
amostras fecais analisadas foram identificadas 66 (34%) cepas de STEC (FIGURA
3, pag. 48). Trabalho realizado por FARAH et al., (2003) no estado do Parana em
107 amostras fecais bovinas demonstraram que 59 delas (55%) mostraram-se
positivas para produgcdo de toxina Shiga, corroborando com os resultados do
presente estudo. CERQUEIRA et al., (1999) ao analisarem 197 amostras fecais
bovinas oriundas de animais do estado do Rio de Janeiro, detectaram a ocorréncia
de STEC em 136 (71%) dos 197 animais estudados. Por outro lado IRINO et al.,
(2003), em Sao Paulo, entre 153 amostras fecais bovinas analisadas 25,5% delas
apresentaram efeito citotoxico utilizando o ensaio de citotoxicidade em célula como
triagem. A diferenga na frequéncia encontrada entre trabalhos, pode ser decorrente
de fatores como a diferente procedéncia geografica dos animais analisados bem
como pelo método empregado para triagem. Estes resultados indicam uma elevada
ocorréncia de cepas STEC n&o 0157 em varios pontos do pais, como também foi
encontrado no presente trabalho, o que torna os procedimentos realizados na linha
de abate de animais bem como na produgdo de produtos carneos objeto de
preocupacéao constante.

Na Alemanha, o ensaio de citotoxicidade apontou que 10,8% dos bovinos
saudaveis sdo portadores de STEC. Foram encontradas apenas 2 cepas do sorotipo
0O157:H7, mas foram isolados 40% de cepas STEC ndo-O157 comprovadamente
patogénicas ao homem (REIMANN & CLIVER, 1998).
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6.3 Deteccao de genes stx por PCR.

Obteve-se por PCR para deteccdo dos genes stx das 193 amostras 81
(42%) delas apresentaram bandas de amplificagdo do tamanho esperado (FIGURA
4, pag.49).

Embora o ensaio de citotoxicidade seja considerado um meio efetivo para
demonstrar a presenga da toxina, os materiais utilizados encarecem a técnica. Além
disso, o diagnéstico rapido é importante principalmente em casos de surto, e o
resultado deste teste ndo esta disponivel em menos de 48 a 72 horas (PATON e
PATON, 1998).

Algumas estirpes de STEC produzem altos niveis de toxina e séo
facilmente detectados mesmo em baixo numero. Porém, a presenca de outras
substancias podem vir a alterar o resultado, sendo necessario a sua confirmagdo por
meio de outros testes (SMITH e SCOTLAND, 1988).

Apesar deste método diagnodstico ser considerado de grande valia na
detecgdo da toxina Shiga, a utilizagdo de tempo e mao de obra € intensa, sendo
muitas vezes inviavel para muitos laboratérios de microbiologia (NATARO e KAPER,
1998).

No trabalho de CERQUEIRA et al., (1999) que realizaram a triagem por
PCR de 197 amostras bovinas oriundas do estado do Rio de Janeiro 71% (139/197)
apresentaram positividade, indicando alta ocorréncia de cepas STEC.

Na Australia foram avaliadas 123 amostras fecais de bovinos e destas 23
(18,7%) foram positivas para STEC por PCR. Os sorotipos isolados incluiram O5:H-,
026:H-, 026:H11, 091:H21, O111:H-, O111:H8, O104:H11, O113:H21 e O157:H8,
comprovando que bovinos carreiam STEC associadas com doengas humanas
(HORNITZKY et al., 2001).

Na Tailandia RASMUSSEN et al., (1993) estudando o conteudo ruminal
como reservatério de cepas STEC, utilizando a metodologia de PCR, verificaram que
os 50% dos bovinos no abatedouro apresentaram positividade. Comparativamente
18% dos mesmos animais foram positivos quando amostrados ainda na fazenda.

Na india a analise por PCR, utilizando material fecal de bovinos séudéveis,
indicou que 18% das amostras eram positivas para Escherichia coli produtora de
toxina Shiga (STEC) (KHAN et al., 2002).
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Estes estudos mostram uma ampla variagdo na freqiéncia de cepas STEC
nos rebanhos. Devido a excregdo intermitente e devido a dificuldade de isolamento
deste patdgeno, a verdadeira prevaléncia da STEC no reservatério é provaveimente
maior do que alguns estudos sugerem (WHO, 1998).

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) representa uma importante
ferramenta em levantamentos epidemiolégicos, devido a sua alta sensibilidade,
especificidade e rapidez. O uso da PCR permite a detecgdo do gene stx de amostras
contendo microrganismaos viaveis € ndo viaveis (NATARO e KAPER, 1998). Esta
metodologia possibilita a amplificacdo de uma fracdo minima do produto em curto
espago de tempo sem isolamento prévio do agente (POLLARD et al., 1990;
BASTIAN et al., 1998).

O fatores limitantes desta técnica sdo a presenga de inibidores da enzima
Taqg DNA polimerase presentes na prépria amostra e a facilidade de contaminagédo
durante o processo (BRIAN et al.,, 1992). Além disso, a seqiiéncia a ser escolhida
para o iniciador (primer) deve ser uma regido bastante conservada para que néo
ocorra a diminuigdo na eficiéncia do anelamento, ndo diminuindo assim a
sensibilidade da reagdo (PATON e PATON, 1998).

6.4 ESTUDO COMPARATIVO DA PCR EM RELACAO AO ENSAIO DE
CITOTOXICIDADE EM CELULAS VERO

Os resultados apontam uma maior sensibilidade para a técnica da PCR
como referem os resultados obtidos no item 5.6 (pag.52). Os valores de
sensibilidade e especificidade foram 97% e 87%, respectivamente. Das 66 amostras
que apresentaram atividade citotoxica para células Vero, 2 ndo apresentaram
bandas de amplificagdo por PCR. Este achado pode sugerir a presencga de inibidores
da Tag DNA polimerase naquelas amostras, ou formas variantes que nao sejam
reconhecidas pelos iniciadores utilizados. Em 81 amostras a presenca de genes Stx
foi detectada por PCR (FIGURA 5) mas 17 ndo foram detectadas alteragdes no
ensaio de citotoxicidade o que sugere que a STEC ndo estava presente. Entretanto
a STEC pode expressar a toxina Shiga em niveis muito baixos que nao seriam
detectados no ensaio de citotoxicidade (SMITH e SCOTLAND, 1988), mas a
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presenca dos genes stx ainda seria detectada por meio da PCR. Os resultados

obtidos sugerem que a PCR é mais sensivel na detecgédo de STEC.

6.5 FREQUENCIA DE CEPAS STEC NOS MESES DO ANO COM TEMPERATURA
MEDIA DE 21°C E 13°C

No presente estudo foi avaliada a ocorréncia de cepas STEC durante o
ano. Quando a frequéncia de isolamento de cepas STEC durante os meses com
temperatura media de 21°C (dez/2002 a maio/2003 e nov/2003) foi comparada
aquela obtida nos meses com temperatura média de 13°C (jun a set de 2003). O
valor obtido do X? = 1,71 quando p=0,1910 (FIGURA 7, pag.54) indica que nao ha
diferenca significativa na freqiéncia de cepas STEC nos dois periodos. Em nosso
pais ndo existem estudos relatando esta informagdo razdo pela qual foi analisada
esta variante. O fato de n&do ocorrer invernos tao rigorosos na regido estudada como
ocorre no Hemisfério Norte pode justificar o resultado encontrado.

COHEN (1996) relata o isolamento de cepas STEC ao longo de todo o ano,
embora casos mais freqlentes ocorram nos meses quentes. Esta informacdo é
similar ao que ocorre nos humanos em muitos paises (NIELSEN et al., 2002).
Estudo realizado na Luisiana (EUA) enfocando o sorotipo O157:H7, relata uma
sazonalidade bem definida durante a primavera e o verdo aumenta ndo s6 O
isolamento de cepa STEC em amostras fecais como no ambiente € nos alimentos
(DUNN, 2003).

6.6 FREQUENCIA DE ISOLAMENTO DE CEPAS STEC EM FEZES DE ANIMAIS
JOVENS E ADULTOS.

Neste trabalho uma positividade de 34% foi detectada no ensaio de
citotoxicidade em células Vero e 42% na PCR. Quando as populagbes de animais
adultos e bezerros sdo analisadas separadamente, observa-se uma positividade de
46,5% (ensaio de citotoxicidade) (TABELA 7) e 51% (PCR) (TABELA 8, pag 51) para
os adultos, niveis estes similares aos descritos por FARAH (2003), enquanto que a
PCR indica uma frequéncia de 17,6% nos bezerros. No ensaio de citotoxicidade em
células Vero nenhuma STEC foi encontrada nos animais jovens (TABELA 7).

Embora tenha ocorrido uma variagdo entre as duas metodologias, a maior
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positividade ocorreu entre os animas adultos. Estes resultados estdo dentro do
intervalo descrito para freqiéncia de STEC em bezerros descrito na literatura.
EDRINGTON et al.,, (2003) ao pesquisarem STEC O157:H7 em mais de 1000
rebanhos leiteiros nos Estados Unidos, obtiveram frequéncias variando de 1% até
56%. Os animais lactantes apresentaram maior positividade (66%) do que os néo
lactantes (34%). No entanto LEOMIL et al., (2003) realizaram um estudo com 344
amostras fecais de bezerros, utilizando a PCR. A positividade encontrada foi de
12,7% para STEC, niveis similares aos encontrados neste trabalho.

A populagéo estudada no presente trabalho é oriunda de 43 municipios do
estado, regides heterogéneas quanto a ecologia, praticas de manejo e dieta do
rebanho. Destaca-se a alta freqiéncia de cepas STEC, proporcionalmente as
amostras obtidas nas regiées Centro Sul e Noroeste. Nestes locais predominam o
tipo de criagdo extensiva em relagdo ao confinamento dos animais.

Existem muitas lacunas no conhecimento das cepas STEC no ambiente
intestinal do bovino. Vérios experimentos e consideragdes tedricas devem ser
realizados, para que se consiga elucidar os aspectos epidemiologicos sobre este

reservatoério.
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7 CONCLUSOES

- Cepas de Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) do sorotipo
0157:H7 nado foram encontrados nas fezes bovinas do rebanho paranaense

analisado.

- Foi encontrada aita frequéncia de Escherichia coli produtora de toxina Shiga
(STEC), sendo 34% no ensaio de citotoxicidade em células Vero e 42% por PCR,

nas amostras fecais analisadas de bovinos no estado do Parana.

- O ensaio de PCR detectou maior niumero de STEC em relagdo ao teste de

citotoxicidade (81 amostras positivas na PCR e 66 no ensaio de citotoxicidade).

- Na&o houve diferenga na frequéncia de isolamento de Escherichia coli produtora
de toxina Shiga (STEC) entre os periodos com temperatura média de 13°C e

21°C ao longo do ano.
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ANEXO 1 - COMPOSIGAO DOS MEIOS DE CULTURA

1.1 Meio de Transporte Cary Blair

Descricao: Cary Blair Transport Medium

Embalagem: 500¢g

Marca: Difco

Férmula g/litro
e Fosfato dissodico 1,1

e Tioglicolato de sddio 1,5

e Cloreto de sddio 5,0

e Cloreto de calcio 0,09
o Agar 5,6

e Agua destilada 1 litro

pH:8,4

Obs. Meio comprado ja pronto para uso.

1.2 Agar MacConkey-sorbitol (SMAC)

Descrigdo: MacConkey Sorbitol Agar

Embalagem: 500g

Marca: Difco

Férmula gllitro
e Peptona 20,0
e Sorbitol 10,0
e Sais Biliares n°3 1,5

e Cloreto de Sdadio 5,0

e Vermetho Neutro 0,03
¢ Cristal Violeta 0,001
o Agar 15,0
pH: 7,1

Preparo: Foram dissolvidas 50 gramas do meio MacConkey sorbitol desidratado em
1000 ml de agua destilada. Deixava-se hidratar por 5 a 10 minutos e aquecia-se até
o ponto de ebuligdo, agitando freqlientemente até a completa dissolugéo. Ajustava-
se o pH para 7,1 e esterilizava-se em autoclavava-se a 121°C durante 15 minutos. O
temperatura de 45°C e distribuido volumes de
aproximadamente 12 ml em placas de Petri de 15 X 100mm. Apds o resfriamento, os

meio foi resfriado até

meios eram mantidos em geladeira a 4°C.

75



76

1.3 Meio de Rugai Modificado ou E.P.M.

Descricdo: E.P.M. ou Meio de Rugai Modificado
Embalagem: 500g

Marca: Difco

Solugédo “A”

Formula gllitro
e Triptona 10,0
o Extrato de carne 2,0

¢ Cloreto de sodio 50

e Fosfato de sodio dibasico 2,0

e L-triptofano 1,0

e Solugdo alcoodlica de azul de bromotimol 2 mi
o Agar 11,0
o Agua destilada 1000 ml
Solugao “B”

Formula gllitro

¢ Citrato de ferro amoniacal 2,0

o Tiossulfato de sodio 2,0

e Glicose 10,0

e Uréia 40,0

o Agua destilada 85 mi

Preparo: Foram realizadas a dissolugdo dos meios. Ajustava-se o pH 7,0 e
misturava-se 1000ml da Solugao “A” + 17,5 ml da Solugao “B”. Distribuia-se a
solugdo em volumes de 5 ml em tubos de ensaio de 13 X 100mm. Formava-se uma

superficie inclinada.



1.4 MiL

Descrigao: MILLI
Embalagem: 500g

Marca: Difco

Formula g/litro
e Extrato de levedura 3,0

e Peptona 10,0
e Triptona 10,0
e L-lisina 10,0
e Glicose 1,0

e Agar 2,0

e Bromo cresol purpura 0,02
o Agua destilada 1000 ml
pH=6,5

Obs. Meio comprado pronto para o uso.

1.5 Agar TSA

Formula gllitro

e Extrato de carne 3,0

o Peptona 5,0

e Cloreto de Sdédio 8,0

o Agar 15,0

o Agua destilada 1000 mi

1.6 Reativo de Kovacs

Férmula

e p-dimetilaminobenzaldeido 20g

e 4cido cloridrico concentrado 40,0 mi
e 3lcool etilico absoluto 190,0 ml

1.7 Solugao Fisiologica para suspensdes bacterianas

Cloreto de Sodio (NaCl) 10g
Agua destilada 100 mi
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1.8 Provas Complementares
1.8.1 Meio De Base Moeller

A. Caldo Base de Moeller para Descarboxilase

Formula g/litro

¢ Peptona 5,0

e Extrato de carne 5,0

e Purpura de bromocresol 0,01

¢ Vermelho de cresol 0,005

e Glicose 0,5

e Piridoxal 0,005

e Agua destilada 1000 ml
pH=6,0

B. Aminoacidos

Adicionar 10g (concentracédo final 1%) da forma 1 levogiro do aminoacido (lisina,
ornitina ou arginina).

1.8.2 Meio de Agar Citrato

Formula gllitro
e Fosfato diacido de aménia 1,0

o Fosfato dipotassico 1,0

e Cloreto de sodio 5,0

o Citrato de sddio 2,0

e Sulfato de magnésio 0,20
o Agar 15

e Azul de bromotimol 0,08
o Agua destilada q.s.p. 11 ml
pH =69

Preparo: Foram dissolvidas 22 gramas do meio Agar Citrato desidratado em 1000 mi
de agua destilada. Deixava-se hidratar por 5 a 10 minutos e aquecia-se até o ponto
de ebuligdo. Ajustava-se o pH para 6,9 e distribuia-se a solugdo em volumes de 5 ml
em tubos de ensaio de 13 X 100mm. Esterilizava-se em autoclave a 121°C durante
15 minutos. O meio foi distribuido em tubos, solidificado e inclinado.
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1.8.3 Agua Peptonada com Azul de Bromotimol com Celobiose ou Sorbitol

Formula gl/litro
e Peptona 10,0

e Azul de Bromotimol 5,0

e Agua destilada 1000ml

Preparo: Dissolver os ingredientes em agua. Distribuir 5mi em cada tubo. Autoclavar
a 121°C por 15 minutos. Retirar da autoclave e fechar bem os tubos. No momento
da realizagdo da prova coloca-se o disco de celobiose ou sorbitol.

1.8.4 Composigdo Do Caldo Triptofano

Férmula g/litro
e Peptona digerida em caseina pancredtica 2,0
e Cloreto de Sédio 0,5
e Agua destilada 100ml

1.9 Composigcdo do Caldo Penassay

Marca: Difco

Formula _ gllitro

e Peptona digerida em caseina 4,0

e Gelatina digerida 6,0

e Dextrose 1,0

e Extrato fermentativo 3.0

e Extrato de carne 1,5

o Agua destilada qsp 1000
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ANEXO 2 - INTERPRETAGAO DAS PROVAS BIOQUIMICAS

2.1 Meio de Rugai modificado ou Meio E.P.M.

O meio de Rugai modificado ou E.P.M. permite a leitura do LTD ou
desaminagao do L triptofano, evidenciado por meio da cor verde garrafa no apice do
tubo. A leitura da fermentag&o da glicose é evidenciada pela coloragdo amarela na
base do tubo fruto da acidificagdo fermentativa. A producdo de gas a partir da
glicose € analisada observando-se o arrebentamento do meio ou pela presenca de
bolhas inseridos no Agar. J& a presenga de gas sulfidrico é demonstrada pela
coloragdo negra. A prova da urease positiva apresenta coloragao azul fruto da
alcalinizagao provocada pela liberagdo de aménia (MACFADDIN, 1993).

2.2 Meio MILI

O meio MILI fornece a leitura de trés testes conjuntamente. A motilidade
flagelar bacteriana, a producdo de Indol a partir do aminoacido triptofano e a
descarboxilagdo do aminoacido lisina. A motilidade é observada pela turvacdo do
meio principalmente na linha de semeadura central. O indol € um dos produtos de
degradagdo do metabolismo do aminoacido triptofano, sendo detectado quando
ocorre 0 aparecimento de cor vermelha apds a adi¢do do reativo de Kovacs. A
descarboxilagdo da lisina eleva o pH para a alcalinidade evidenciada pela coloragéo
roxa. Nas reagGes negativas ocorrem a oxidagdo da glicose que torna o pH acido
com coloragcdo amarelada. (KONEMAN, 2001).

2.3 Provas Complementares

2.3.1 Caldo descarboxilase base Moeller

Esta prova mede a capacidade enzimatica de um organismo para
descarboxilar o aminoacido em questao (lisina, arginina ou ornitina). Realiza-se uma
suspensdo da coldnia suspeita a partir do agar TSA, pinga-se trés gotas da
suspensdo em cada um dos tubos de base Moeller com 0 aminoacido a ser testado
e inocula um tubo sem aminoacido como teste. Coloca-se vaselina estéril nos tubos
para obter anaerobiose e incuba-se a 36°C por 18 a 24 horas (MOELLER, 1955). A
viragem para cor amarela é negativo e a coloragao roxa positiva.
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2.3.2 Meio Citrato Inclinado

Uma coldnia bem isolada do Agar SMAC é semeada, com uma alca de
niquel cromo bem carregada com produto bacteriano, em forma de estria Gnica na
superficie inclinada do agar citrato. Incuba-se a 36°C por 18 a 24 horas. A prova
positiva € evidenciada pela cor azul que representa uma reagdo de alcalinidade,
demonstrando que o citrato foi utilizado como (nica fonte de carbono ou na
presenca de crescimento das coldnias ao longo da estria. A prova negativa é
representada auséncia de alteragdes no meio (SIMMONS, 1926).

2.3.3 Meio contendo agua peptonada com azul de bromotimol suplementada com
celobiose ou com sorbitol.

Coloca-se no meio base um disco de celobiose ou sorbitol. Entdo realiza
uma suspensdo da coldnia suspeita a partir do Agar TSA e pinga-se trés gotas da
suspensdo no meio base contendo agua peptonada com azul de bromotimol e o
disco com o agucar a ser testado, sela-se com vaselina estéril com objetivo de criar
ambiente de anaerobiose. Incuba-se a 36°C por 18 a 24 horas. A coloragdo amarela
significa que houve acidificagdo fermentativa do ambiente, demonstrando que o
carboidrato foi fermentado. Em caso negativo a coloragdo permaneceu verde.

2.3.4 Caldo Triptofano

Realiza-se uma suspensdo da colénia suspeita a partir do Agar TSA em
solugdo fisiolégica e pinga-se trés gotas no caldo triptofano. Incuba-se a 36° por 24
horas. Pinga-se reativo de Kovacs. A interpretacdo da reagédo do indol positivo,
apresenta coloragdo vermelha.



82

ANEXO 3 — PREPARAGAO DA MONOCAMADA DE CELULAS VERO PARA A
REALIZAGAO DE ENSAIO DE CITOTOXICIDADE EM CELULAS VERO.

Baseado no Manual de Procedimiento Diagnostico de Escherichia coli productor de

Toxina Shiga — Ministério de Salud da Argentina.

Material

- PBS (solugao buffer de fosfato, livre de ions calcio e magnésio)

- Tripsina 0,25%

- Antibiéticos: Gentamicina (50ug/ml), Anfotericina B (fungicida) (5ug/ml)

- Soro fetal bovino

- Meio minimo essencial com aminoacidos ndo essenciais e glutamina (marca
Sigma)

- Meio de crescimento Eagle com 10% de soro fetal bovino e antibidticos (marca
Sigma)

- Meio de manutencdo Eagle com 2% de soro fetal bovino e antibidtico (marca
Sigma)

- Pipetasde 5e 10 ml

- Frascos de 25cm2

- Estufa a 37°C com atmosfera de CO,

- Alcool 70°

Procedimento de repique

O procedimento de subcultivo realizado na célula consiste na realizagdo da
passagem para outro frasco ou também denominado repique. A transferéncia de um
frasco de cultivo para outro objetiva amplificar a linhagem. Nesta etapa é realizado o
desprendimento da monocamada de suporte com tripsina e semeia em recipientes
de maior superficie.

- Observar ao microscopio o cultivo que se deseja repicar visualizando se a
monocamada ¢é continua e uniforme, com morfologia normal e sem
contaminagdes.

- Descartar o meio.

- Lavar com PBS.

- Cobrir a monocamada com uma quantidade suficiente de solugdo de tripsina
(5mi).

- Esperar um minuto e descartar a maior quantidade de tripsina deixando apenas

um residuo.
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Adicionar meio de crescimento e pipetar suavemente. Repetir este procedimento
varias vezes para que ocorra a separagao das células.

Diluir a concentracdo desejada de células com meio de crescimento.

Inocular nas microplacas de 96 pocos.

Identificar a placa.

Incubar a 37°C por 24horas
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ANEXO 4- BIOLOGIA MOLECULAR

Material:

- Taq DNA Polimerase (Invitrogem — Brasil)

- MgCl; (Invitrogem — Brasil)

- Tampéao PCR (Invitrogem — Brasil)

- Desoxinucleotideos trifosfatos (ANTP) (Eppendorf — Brasil)
- Oligonucleotideos iniciadores (Invitrogen — Brasil)

- Tubos para PCR (0,5 mi) (Invitrogen — Brasil)

- Gel de agarose

- Tampéao TBE (1X)

- Corante azul de bromofenol (0,25%)

- Brometo de etidio (concentragao 0,5ug/ml)

- Cuba horizontal para eletroforese

Procedimento da eletroforese em gel de agarose

A deteccao dos produtos da PCR foi realizada por eletroforese em gel de
agarose a 1% em tampéao TBE 1X (37V, thora) (SAMBROOK et al., 1989).

- Dissolver a agarose (0,25g) em TBE 1X (25ml).

- Aquecer o meio.

- Montar a cuba de eletroforese e aplicar o gel quando atingir temperatura de 45°C.

- Esperar o gel solidificar e completar a cuba com tampéo TBE 1X.

- Aplicar 15ul da amostra e 5ul de azul de bromofenol (0,25%).

- Apods a corrida retirar o gel da cuba e mergulhar em solugdo contendo brometo
de etidio (0,5ug/ml de concentragéo final) durante 10 a 15 minutos.

- Visualizar em transiluminador ultravioleta (Ultralum).

- Capturar as imagens (sistema Kodak Digital Science 1D).



TABELA 1 - REATIVOS UTILIZADOS NA PCR
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Componente/Concentragao Volume
DNA 5ul
Tampao de PCR (10X) 2,5ul
MgCl, 50mM 0,75ul
dNTP* 5mM 1ul
Stx a 25 pmol 0,5ul
Stx b 25 pmol 0,5ul
Taq DNA Polimerase 0,25ul
'HgO ultra pura estéril 14,50l
Volume Final 25ul

*dNTP — dinucleotideo trifosfato



