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RESUMO

GOMES, V. T. M. Caracterizacdo genotipica e fenotipica de cepas de Escherichia coli
associadas a doenca do edema em suinos.  [Genotypic and phenotypic characterization of
E. coli associated to edema disease in swine]. 2013. 52 f. Dissertacéo (Mestrado em Ciéncia) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2012.

A doenca do edema afeta os leitbes desmamados e é causada por cepas de
Escherichia coli adaptadas ao hospedeiro e produtoras da toxina Stx2e. A doenca do edema é
caracterizada por edema de pélpebras, ataxia, pedalagem, dificuldade locomotora, e morte
subita. No presente estudo foram avaliadas 158 cepas de E. coli positivas para presenca do
gene codificador da toxina Stx2e isoladas de 62 animais provenientes de 13 granjas
localizadas nos Estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Mato Grosso, Parana, Sao
Paulo, Goias e Minas Gerais. As cepas foram submetidas a determinagdo do perfil de
resisténcia, caracterizagdo dos genes de viruléncia, determinacdo do grupo filogenético,
expressdo da toxina em cultivos de célula Vero, caracterizacdo genotipica atraves da
eletroforese em campo pulsado (PFGE) e polimorfismo do comprimento de fragmentos
amplificados com uma unica enzima (SE-AFLP). Dentre as 158 cepas stx2.+ foram
identificadas 83,5% (132/158) apresentando resisténcia a trés classes de antimicrobianos ou
mais. Altos niveis de resisténcia forma identificados contra tetraciclina, sulfonamidas e
florfenicol. A frequéncia dos genes de viruléncia associados a doenca do edema como a
fimbria F18, por exemplo, foi baixa em rela¢&o a outros estudos. Todas as 158 cepas testadas
apresentaram a expressao da toxina e efeito citotoxico em células Vero. A caracteriza¢édo dos
grupos filogenéticos permitiu a distribuicdo das cepas nos quatro grupos descritos a seguir:
grupo A 27,2% (43/158), grupo B1 3,8% (6/158), grupo B2 39,2% (62/158) e grupo D 29,8%
(47/158). As cepas foram caracterizadas atraves da PFGE e do SE-AFLP e ambas as técnicas
apresentaram altos indices discriminatorios (0,98 e 0,99 respectivamente). A associacdo mais
frequente nas duas técnicas genotipicas foi observada em relacdo ao animal e a granja de
origem. Apesar de pertencerem a um patotipo definido (STEC) e de serem altamente especializadas

em relacdo ao hospedeiro, 0 suino, foi observada uma grande variabilidade genética e de perfis de

resisténcia entre as cepas de E. coli estudadas.

Palavras-chave: Escherichia coli. Doenga do edema. Suino. PFGE. AFLP.



ABSTRACT

GOMES, V. T. M. Genotypic and phenotypic characterization of E. coli associated to
edema disease in swine . [Caracterizacdo genotipica e fenotipica de cepas de
Escherichia coli associadas a doenca do edema em suinos]. 2013. 52 f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncia) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
de S&o Paulo, S&o Paulo, 2012.

Edema disease affects weaning piglets and is caused by a host adapted
Escherichia coli and producer of Stx2e toxin. The edema disease is characterized by
swollen eyelids, ataxia, recumbence, convulsions, paralysis, or sudden death. In the
present study were evaluated 158 E. coli strains Stx2e toxin gene positive isolated from 62
animals, from 13 swine herds located at Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Mato Grosso,
Parana, Sao Paulo, Goias and Minas Gerais States. Strains were submitted to resistance
profile determination, virulence genes detection, phylogenetic group characterization, toxin
expression in Vero cell culture, genotypic characterization through pulsed field gel
electrophoresis (PFGE) and single enzyme amplified fragments length polymorphism (SE-
AFLP). Among the 158 strains stx2.+ were identified 83.5% (132/158) resistant to more
than three or more classes of antimicrobials, High levels of resistance were found against
tetracycline, sulfonamide and florfenicol. The frequency of virulence genes associated to
edema disease as F18 fimbriae, for example, was low in relation to other studies. All 158
tested strains presented Stx2e toxin expression and cytotoxic effect in Vero cell culture.
The characterization of phylogenetic groups permitted the distribution of strains in four
groups described as follow: group A 27.2% (43/158), group B1 3.8% (6/158), group B2
39.2% (62/158) and group D 29.8% (47/158). The strains were characterized through
PFGE and the SE-AFLP, and both techniques presented high discriminatory index (0.98
and 0.99 respectively). The association more frequently in both techniques was observed
in relation to animal and herd origin. Despite to belong to one defined pathotype (STEC)
and to be highly specialized in relation to host, the swine, it was observed a high variability

of genetic and resistance profile among tested E. coli.

Key words: Escherichia coli. Edema disease. Swine. PFGE. AFLP.
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1 INTRODUCAO

A suinocultura nacional, assim como todo o setor de agroindustrias,
representa uma grande fonte de divisas para o0 pais e tem uma importante
colaboracdo no estabelecimento de um saldo positivo na balanca comercial. Dentro
deste contexto, as infec¢cbes por Escherichia coli causam graves prejuizos a
industria suinicola devido a reducdo do desempenho de crescimento e mortalidade,
com consequente queda de produtividade.

A presenca de genes codificadores dos fatores de viruléncia esta diretamente
envolvida com os mecanismos de patogenicidade das cepas de E. coli. Alguns
destes fatores de viruléncia como a toxina Stx2e estdo relacionados a surtos com
grande impacto nas taxas de mortalidade na fase de creche. Em alguns locais do
pais 0 uso constante de antimicrobianos tem feito com que os quadros de doenca do
edema geralmente restritos a animais de creche, ocorram mais tardiamente, nas
fases de crescimento e terminacdo, levando a prejuizos ainda maiores devido a
mortalidade. Nestes surtos, observa-se ainda a alta frequéncia de isolados
multirresistentes.

Apesar de sua grande ocorréncia no Brasil, a epidemiologia da infeccéo por
E. coli positiva para Stxe2 e estudos envolvendo a caracterizacdo molecular e as
caracteristicas de resisténcia a antimicrobianos destas cepas tem sido pouco

estudadas.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A doenca do edema € uma doenca que afeta os leitbes desmamados e é
causada por cepas de Escherichia (E.) coli adaptadas ao hospedeiro e que
produzem a verotoxina 2e (VT2e) também descrita como Shiga2e (Stx2e). (PATON;
PATON, 1998).

Os sinais clinicos da doenca do edema incluem inchaco das palpebras,
sintomas neurolégicos como ataxia, pedalagem, dificuldade locomotora, e morte
subita. Os lotes afetados pela doenca do edema frequentemente apresentam
diarréia. Estas cepas de E. coli colonizam o trato intestinal (ileo) através da acéo da
fimbria F18 que é especifica para os suinos. Muitos isolados causadores da doenca
do edema também produzem enterotoxinas termoestaveis e termolabeis (WRAY;
WOODWARD, 1997).

Historicamente a doenca do edema tem sido relacionada a cepas dos
sorotipos 0138, 0139 e 0O141. Evidéncias sugerem que estas cepas possam ser
transmitidas aos leitdes tanto pela fémea suina quanto pelo ambiente. Uma vez que
0 microrganismo esta no ambiente em que os animais sdo criados torna-se muito
dificil sua eliminacdo e o mesmo pode ser transmitido entre as diferentes fases da
producdo e de um rebanho para outro (GARABAL et al., 1996; AARESTRUP et al.,
1997).

2.1 ETIOLOGIA

O género Escherichia pertence a familia Enterobacteriaceae, da qual
compreende cinco espécies, designadas: Escherichia coli, Escherichia blattae,
Escherichia fergusonii, Escherichia hermannii e Escherichia vulneris, sendo que a
espécie de maior importancia € Escherichia coli (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005).

Este microrganismo (E. coli) foi primeiramente descrito pelo pediatra e
bacteriologista aleméo Theodor Escherich (1857-1911) em neonatos. Sao bactérias

gram-negativas ndo esporuladas, anaerObias facultativas, apresentam-se como
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bastonentes movéis com flagelos peritriquios ou imdveis, e produtores de catalase
(FAIRBROTHER, 1992; GYLES, 1994).

A espécie E. coli, além de ser um habitante comensal do trato gastrointestinal
de humanos e animais, esta associada a infecgdes intestinais e extraintestinais. E
um dos principais agentes infecciosos nos quadros de diarréias em leitdes e gerando
perdas importantes ao setor no periodo de lactacdo e apés o desmame (LEVINE,
1987; IMBERECHTS; GREVE; LINTERMANS, 1992; BRITO; TAGLIARI, 2000;
CALDERARO et al., 2001; SMITH; FRATAMICIO; GUNTHER, 2007).

Na etiologia das infecgdes por E. coli, denominadas colibaciloses, estao
envolvidos inUmeros sorogrupos. Os principais antigenos foram caracterizados
através de métodos soroldgicos em: antigeno somatico (O), lipopolissacarideo
presente na capsula bacteriana; antigeno capsular (K), polissacarideo presente na
capsula bacteriana e antigeno flagelar (H), uma proteina constituinte do flagelo
(MACKINNON, 1997). Porém nem todas as cepas de E. coli apresentam os trés
tipos de antigenos simultaneamente (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005)

Cepas patogénicas de E. coli isoladas de suinos com diarréia pés desmame
pertencem tipicamente aos sorogrupos 08, 0141 e 0149 e sdo hemoliticas
(NIEWERTH et al., 2001); estas colonizam o intestino delgado através de fatores
especificos de adesao (fimbrias) e produzem uma ou diversas exotoxinas
responsaveis pela doenca (FRYDENDAHL, 2002).

As adesinas fimbriais mediam a fixacdo da bactéria a superficie das células
epiteliais do hospedeiro e iniciam a colonizacado bacteriana (ZHANG et al., 2007).
Em suinos as fimbrias F4 (K88), F5 (K99), F6 (987p), F41 estdo relacionadas com
distarbios entéricos na fase de lactacéo e as fimbrias F4 (K88) e F18 (F107) com os
quadros de enterite ou doenca do edema na fase pés-desmame. Determinadas
cepas de E. coli produzem toxinas protéicas que podem exercer um papel
importante na patogenia das doencgas, tais como: hemolisina, colicina, enterotoxina
termolabil (LT), enterotoxina termoestavel (ST), verotoxina ou Shiga-toxina (VT ou
Stx) e o fator necrosante citotdxico (CNF) (BRITO et al., 2001).

Ao menos cinco categorias de cepas de E. coli envolvidas na doenca
intestinal sdo reconhecidas com base nas diferencas entre os aspectos clinicos e
epidemioldégicos e nos determinantes especificos de viruléncia: E. coli
enterotoxigénica (ETEC); E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteropatogénica

(EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC) e E. coli enteroagregativa (EAggEC). A
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E. coli com aderéncia difusa (DAEC) tem sido reconhecida como a sexta classe de
E. coli diarréica (HA; CHOI; CHAE; 2003). Dentre estas categorias a ETEC é uma
das causas mais importantes de doencas na industria suinicola (ZHANG et al.,
2007).

Duas importantes enterotoxinas associadas a ETEC foram classificadas como
termolabeis (LT) e termoestaveis (ST). As toxinas LT séo classificadas em dois
sorogrupos denominados LTI e LTI, baseados em testes de neutralizacdo (PARMA
et al., 2000). Os genes codificadores de LTI e LTIl estdo associados ao DNA
plasmidial e cromossomal, respectivamente. A LTI difere da LTIl ainda por ser
neutralizada pelo soro anti-toxina colérica e pode ser subdividida em LTp produzida
por Escherichia coli isoladas de suinos e a LTh produzida por Escherichia coli
isoladas de humanos. As LT2 sdo também subdivididas em LTlla e LTllb, que sao
antigenicamente distintas (LANG et al., 1994; WRAY; WOODWARD, 1997).

Ha dois tipos de toxinas termoestaveis, designadas de STa (também
chamada de STl ou ST1) e STb (também chamada de STIl ou ST2), que diferem
entre si estruturalmente e no mecanismo de acdo. STa, STh ou ambas sé&o
codificadas por genes plasmidiais e estes variam extensamente no tamanho
molecular. Estes também podem codificar LT, fatores fimbriais de colonizacao,
determinantes de resisténcia a antibidticos e colicininas. Ha duas variantes de STa,
denominadas STla (também chamada de STap ou STI suina) e STIlb (STah ou STI
humana) (PARMA et al., 2000).

A E coli enterohemorragica (EHEC) também é chamada de E. coli produtora
de toxina Shiga (STE) ou verotoxigénica (VTEC). Esta categoria engloba cepas de
E. coli produtoras de Shiga-toxinas do tipo 1 (Stx1), do tipo 2 (STx2) e a Shiga toxina
variante 2e relacionada a doenca do edema em suinos (Stx2e). Estas toxinas atuam
inibindo a sintese protéica e séo letais para culturas de células Vero, sendo também
conhecidas e descritas na literatura como VT1, VT2 e VT2e (FRANK, 1998;
ZMEIFEL et al., 2006). Cepas de E. coli produtoras de Stxl sédo bem conhecidas
como patébgenos humanos e causadores de doencas graves como colite
hemorragica, sindrome hemolitico-urémica, colite ulcerativa e outras doencas
(RILEY etal., 1983).

A Shiga toxina variante 2e (Stx2e) que € descrita principalmente em cepas
isoladas a partir de amostras de suinos, causa les6es vasculares no intestino, no

tecido subcutaneo e no cérebro, levando a formagcdo de edema e a ocorréncia de
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sintomas neurolégicos (FRYDENDAHL, 2002). Estas cepas geralmente pertencem
ao sorogrupo 0138, 0139, 0141 e 0147, sédo frequentemente hemoliticas e
produzem a toxina STx2e muitas vezes em conjunto com outras enterotoxinas
(NIEWERTH et al., 2001).

Alguns estudos tem relatado o isolamento de cepas de E. coli Stx2e positivas
em humanos com diarreia e sindrome hemolitico-urémica e associacdes entre cepas
Stx2e do sorogrupo 0101 isoladas de suinos e humanos tém sido avaliadas. O risco
de transmissao de cepas de E. coli Stx2e a partir de suinos doentes ou saudaveis
para os seres humanos nao esta descartada (ZMEIFEL et al., 2006)

Somado a producdo de toxinas, outro fator de viruléncia expresso pelas
EHEC é uma proteina chamada intimina a qual é responsavel pela fixagdo da E. coli
as células epiteliais intestinais, causando as lesGes descritas como “attaching and
effacing” na mucosa intestinal. Intimina € codificada pelo gene cromossomal eae
(UGRINOVICH et al., 2007) Este gene esta associado com certos tipos de sorotipos,
porém nao é sorotipo especifico (PARMA et al., 2000).

As cepas de E. coli enteroagregativas (EAggEC) foram reconhecidas por
produzirem trés toxinas potencialmente capazes de estimular a secrec¢ao intestinal.
A enterotoxina termoestavel denominada EAST-1 foi a primeira a ser reconhecida e
também a melhor caracterizada (SEARS; KAPRE, 1996). A EAST-1 tem sido
detectada ndo somente em outras cepas de E. coli diarréicas mas também em
cepas de ETEC e EPEC de suinos (FRYDENDAHL, 2002). Relatos sugerem que
esta enterotoxina pode representar um importante determinante da viruléncia na
patogénese da diarréia dos suinos (NGELEKA et al., 2003).

Outro fator de viruléncia, a adesina envolvida na aderéncia difusa (AIDA-I) tem sido
recentemente associada com a diarréia suina (ZHANG et al., 2007). Foi
demonstrada associacdo entre a AIDA-I a outros dois fatores de viruléncia da
doenca do edema e da diarréia pés-desmame: o fator F18 e a toxina variante Stx2e
(NIEWERTH et al.,, 2001). Entretanto nenhum destes potenciais fatores de viruléncia
(Intimina, EAST-1 e AIDA-I) foram bem caracterizados quanto aos seus significados na
diarréia suina e estudos dessas associacbes com outros fatores de viruléncia
ainda sdo muito limitados (ZHANG et al., 2007).
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2.2 INFECCAO EM SUINOS

Dentre os principais fatores que predispdem a doenca do edema e a diarréia
pés-desmame encontram-se 0 estresse, a queda da imunidade colostral, troca de
ambiente, tensbes e brigas entre os leitdes. A imaturidade do trato gastrointestinal e
a mudanca na alimentacdo, associados a queda da atividade bacteriana gastrica
determinada pela diminuicdo temporaria do pH gastrico, bem como a agdo parcial da
nova dieta, podem causar hipersensibiidade da mucosa intestinal devido ao contato
com o0s antigenos presentes na racdo, e atuar como fatores predisponentes para 0
aparecimento da doenca (NABUURS; VANZIJDERVELDZ, 1993; MACKINNON,
1997; WRAY; WOODWARD, 1997).

No caso da diarréia pos-desmame, geralmente h& presenca da toxina
termolabil (LT) e de fimbrias (F4 ou F18). As cepas ETEC aderindo a mucosa do
intestino delgado produzem toxinas que alteram o fluxo de agua e eletrolitos
causando diarréia pelo excesso de fluido. Quando as cepas sdo capazes de produzir
a toxina Stx2e, esta se distribui na corrente sanguinea e atinge as células endoteliais
de diferentes tecidos. O achado mais consistente em estudos envolvendo a
inoculacédo experimental com toxina purificada ou infeccdo experimental é uma
angiopatia degenerativa em pequenas artérias e arteriolas. O fluido encontrado nos
diferentes tecidos em animais doentes apresenta baixa concentracdo protéica e
pode ser resultado do aumento da permeabilidade vascular (FAIRBROTHER, 1992;
FAUBERT; DROLET, 1992).

As alteracbes macroscOpicas sdo caracterizadas por edema subcutaneo,
sendo mais frequente que em alguns tecidos como no mesocélon, submucosa do
estbmago e bexiga (FAUBERT; DROLET, 1992). Quanto ao diagnostico, a deteccéo
da toxina ou de seu gene codificador nas cepas de E coli presentes no intestino é
importante para a confirmacg&o do envolvimento deste agente, possibilitando assim a
prevencéao e controle da infeccdo (WOODWARD; CARROL; WRAY, 1992).
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2.3 CARACTERIZACAO DO AGENTE

Os meétodos convencionais para deteccdo de toxinas sao representados por
provas biolégicas em modelos animais (camundongo, suino ou coelho), utilizadas
para deteccdo de enterotoxinas termoestaveis (ST) ou enterotoxinas termolabeis
(LT), acédo das toxinas em cultivo celular para deteccéo de enterotoxinas termolabeis
(LT) e Shiga toxinas (STx), além de testes sorolégicos (WOODWARD et al., 1990;
MAINIL et al.,, 1991). No entanto, os métodos convencionais tém sido menos
utilizados nos ultimos anos por ndo serem sempre especificos, exigirem o uso de
animais além de apresentarem maior tempo para sua execucdo (WOODWARD;
CARROL; WRAY, 1992).

Os métodos de deteccdo baseados na identificacdo dos genes codificadores
das toxinas e das fimbrias envolvidas nos quadros causados pela E. coli sdo os mais
utilizados e representam o principal avanco no diagnéstico molecular de E coli pela
sua boa sensibilidade e especificidade (CHENG et al., 2006). As técnicas baseadas
em hibridizacdo, reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) e PCR em tempo real tem
sido aplicadas com sucesso na diferenciacdo de diversos isolados patogénicos
(OSEK, 2000; ZMEIFEL et al., 2006).

Nos ultimos anos, destaca-se uma preocupacao com relacdo ao aumento de
bactérias resistentes aos antimicrobianos (WANG et al.,, 2011). Em especial,
Escherichia coli, na qual se relata altas taxas de resisténcia aos antibioticos na
suinocultura (YANG et al., 2004). Este fato indica que a falta de restricdo sobre o uso
de antimicrobianos na producdo de suinos, resultou na disseminacdo de cepas
resistentes a multiplas drogas, 0 que ocasiona preocupacdo pela saude publica
(YANG et al., 2004; TANG et al., 2011). Estudos apontam que resisténcia as drogas
usadas para o tratamento de animais com doenca do edema € comum nas cepas
Stx2e (FAIRBROTHER; NADEAU; GYLES, 2005).

A resisténcia deste agente a antimicrobianos é avaliada através de testes de
sensibilidade. Nestes casos pode-se empregar a determinacdo do halo de inibicéo
pela prova de disco-difusdo (Kirby-Bauer) ou a determinacdo da concentracao
inibitéria minima (CIM) através do teste de microdiluicdo em caldo ou diluicdo em

agar. Em laboratérios de diagnéstico o teste de disco difusdo é o mais usado, devido
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principalmente ao baixo custo e maior simplicidade de execugcdo (GALES; REIS;
JONES, 2001).

Estudos sobre a diversidade de E. coli tiveram inicio com a caracteriza¢ao de
cepas por sorotipagem e perfil metabdlico e diversidade genética através da
hibridizacdo de DNA. Abordagens quantitativas surgiram com a aplicacédo da MLEE
(Multi-locus Enzyme Electrophoresis) e continuaram com 0 armazenamento de
dados de sequencias nucleotidicas, de Unicos genes até a obtencédo de sequéncias
de diversos pontos ou MLST (Multi-locus Sequence Typing) e, finalmente, o
seguenciamento de todo o genoma (CHAUDHURI; HENDERSON, 2012).

Baseado nos resultados do MLEE (Multi locus enzyme electrophoresis)
Ochman e Selander (1984) estabeleceram uma colecdo de 72 cepas de Escherichia
coli de referéncia denominada colecdo ECOR. Esta colecdo inclui cepas de
diferentes espécies animais com caracteristicas de isolados comensais e
patogénicos dentre 0s quais se encontram as cepas EPEC, EHEC, ETEC, EIEC e o
género Shigella. Os estudos filogenéticos realizados caracterizaram esta cole¢cdo em

guatro grupos principais, identificados como A, B1, B2 e D.

Clermont, Bonacorsi e Bingen (2000), desenvolveram uma reagdo de PCR
para classificagdo dos isolados de E. coli nestes quatro grupos filogenéticos através
da presenca ou auséncia do gene chuA (presente nos grupos B2 e D e ausente em
Bl e A), gene yjaA (presente no grupo B2, ausente do grupo D) e fragmento de DNA
TSPE4.C2 (presente no grupo B1, ausente do grupo A). A maior parte dos isolados
comensais pertence ao grupo A, enquanto que as E. coli extra-intestinais humanas
aos grupos B2 e D (CLERMONT; BONACORSI; BINGEN, 2000), O grupo B2 é o
que apresenta maior transferéncia via elementos genéticos méveis (JOHNSON et
al., 2001; SKURNIK et al., 2005), sugerindo uma maior importancia na transferéncia

plasmidial de resisténcia aos antimicrobianos por estes grupos.

As cepas de E. coli envolvidas em surtos podem ser caracterizadas também
em relacdo a sua similaridade genética com técnicas que utilizam a separagdo por
eletroforese. A caracterizagcdo molecular, como se conhece hoje oferece uma grande
variedade de metodologias com especificidade, reprodutibilidade e poder
discriminatorio variavel, muitas das quais tem sido descritas para diferenciar
amostras de E. coli fenotipicamente semelhantes com sucesso. Uma das técnicas
mais empregadas para caracterizacdo molecular de agentes bacterianos como E.

coli € a PFGE ou eletroforese em campo pulsado (HELGERSON et al., 2006), outra
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metodologia menos descrita em cepas de E. coli, mas que foi relatada com bom
resultados € o SE-AFLP ou polimorfismo do comprimento de fragmentos
amplificados com uma unica enzima (KNOBL et al., 2012).

O presente estudo propde em linhas gerais a caracterizacdo genotipica e
fenotipica de cepas de E. coli associadas a doenca do edema e isoladas em suinos

provenientes de diferentes regides do Brasil.
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3 OBJETIVOS

Com base no gue foi exposto na revisao de literatura o presente projeto tem

como objetivos especificos:

Estabelecer o perfil de resisténcia das amostras positivas para Stxe2 aos
antimicrobianos mais comumente utilizados na cadeia produtiva de suinos.
Determinar a presenca dos fatores de viruléncia associados a toxina Stxe2 em
cepas de E. coli provenientes de suinos atravées da PCR.

Caracterizar as cepas Stx2e quanto a classificagao filogenética segundo Clermont et
al. (2000).

Avaliar a expressao da toxina Stx2e em cultivos celulares da linhagem Vero.

Avaliar a similaridade entre os isolados através da eletroforese em campo pulsado.
Avaliar a similaridade dos isolados através do polimorfismo do comprimento de
fragmentos amplificados com uma Unica enzima

Determinar uma possivel associacdo entre a origem dos isolados, 0s sorotipos, 0s
fatores de viruléncia das cepas de E. coli, o perfil de resisténcia aos antimicrobianos

e o perfil genotipico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAS

Foram testados 1500 animais provenientes dos Estados do Rio Grande do
Sul, Santa Catarina, Mato Grosso, Parana, Sdo Paulo, Goias e Minas Gerais e para
0 presente estudo foram incluidas apenas as cepas positivas para a presenca do
gene stx2.. As cepas selecionadas sao provenientes de granjas com suspeita de
doenca do edema e diarreia pdés desmame examinadas entre setembro de 2010 e

marco de 2012.

4.2 ISOLAMENTO E REPIQUE DAS CEPAS

As amostras de fezes coletadas no periodo descrito anteriormente foram
semeadas em Agar MacConkey e incubadas a 37° C por 24 horas. De cada suino
avaliado, 10 colbnias lactose positivas foram selecionadas e semeadas em caldo
BHI sob a forma de um pool para pesquisa do gene codificador da toxina Stx2e.

A partir da placa de agar MacConkey dos animais que apresentaram
resultado positivo no PCR do pool de colénias (Stx2e+) foram selecionadas
novamente cinco colbénias que foram submetidas a identificacdo bioquimica através
do painel para identificacdo de enterobactérias da Probac do Brasil e submetidas

individualmente a PCR para pesquisa do gene codificador da toxina.
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4.3 PERFIL DE SENSIBILIDADE ANTIMICROBIANA

Os perfis de sensibilidade antimicrobiana dos isolados foram analisados por
meio da determinagao do halo de inibicdo pela prova de disco-difuséo (Kirby-Bauer)
conforme padrbes definidos no documento M31-A3 do NCCLS (2008).

O inoculo bacteriano utilizado no teste de disco-difusao foi preparado a partir
dos cultivos puros de E. coli Stx2e+ semeado em caldo infusdo de cérebro-coracéo
(BHI) por 24 horas a 37 °C. A turbidez do cultivo em caldo foi ajustada com solucao
salina estéril a 0,9 %, de modo a obter uma turbidez optica comparavel a da solucéo
padrao 0,5 McFarland. Esta suspensdo bacteriana ajustada contém
aproximadamente 1 a 2 X 10° UFC/mL.

Um suabe estéril e ndo-tdxico foi introduzido no interior do tubo contendo a
suspensao bacteriana ajustada, pressionado contra a parede do tubo a fim de
remover 0 excesso da suspensdo embebida na extremidade do suabe e entdo,
estriado por toda a superficie do agar Mueller Hinton.

Apds a semeadura do in6culo sobre a superficie do agar, os discos
impregnados com principios antimicrobianos foram distribuidos individualmente.

Foram testados os seguintes antimicrobianos: amoxacilina/acido clavulanico,
ampicilina, cefotaxina, cefoxitina, ceftiofur, sulfonamidas, cotrimoxazol, tetraciclina,
acido nalidixico, norfloxacina, espectinomicina, florfenicol, estreptomicina e

gentamicina.

4.4 CARACTERIZACAO DOS ISOLADOS ATRAVES DA PCR

A extracdo do DNA bacteriano empregado na PCR foi realizada através do
método descrito por Boom et al. (1990). As cepas foram -caracterizadas e
selecionadas com base na presenca do gene codificador da toxina Stx2e. Na
sequencia foram pesquisados o0s outros genes de viruléncia propostos,

representados no quadro 1.
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Para a reacdo em cadeia da polimerase foi adicionado a um microtubo 40
pmoles de cada primer (ZHANG et al., 2007), 2 unidades da enzima Taq DNA
polimerase (Fermentas), 5uL do tampao da enzima [10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50
mM KCI], 1,5 mM MgCl,, 200 uM de cada deoxiribonucleotideo trifosfato, 5 puL da
amostra de DNA e 4gua ultrapura até o volume final de 50 pL. Para amplificacdo dos
genes pesquisados o termociclador foi programado para 1 ciclo a 95°C por 5
minutos, 35 ciclos de 95°C por 1 minuto, 63°C por 1 minuto, 72°C por 2 minutos e
um ciclo final de 72° por 5 minutos. A cada amplificacdo realizada foi adicionado um

controle positivo para o gene do fator mencionado e um controle negativo.

Quadro 1 - Distribuicdo dos genes nas diferentes reac¢des e tamanho dos fragmentos amplificados

Reacéo 1 Primer Tamanho (pb)

STh GCTACAAATGCCTATGCATCTACACA 150
CATGCTCCAGCAGTACCATCTCTAAC

LT ACGGCGTTACTATCCTGTCTATGTGC 290
TTGGTCTCGGTCAGATATGTGATTCT

K88 TGAATGACCTGACCAATGGTGGAACC 500
GCGTTTACTCTTTGAATCTGTCCGAG

Reacéo 2 Tamanho (pb)

F18 TGGCACTGTAGGAGATACCATTCAGC 380
GGTTTGACCTTTCAGTTGAGCAG

STa GTCAGTCAACTGAATCACTTGACTCT 190
CATGGAGCACAGGCAGGATTACAACA

Reacéo 3 Tamanho (pb)

K99 GCGACTACCAATGCTTCTGCGAATAC 250
GAACCAGACCAGTCAATACGAGCA

987P GCCAGTCTATGCCAAGTGGATACTTC 400
GTTTGTATCAGGATTCCCTGTGGTGG

F41 TTAGCAGCGAAGATGAGTGATGGG 600
GTACTACCTGCAGAAACACCAGATCC

Reacéo 4 Tamanho (pb)

EAST1 ATG CCA TCA ACA CAG TAT ATC 125
TCA GGT CGC GAG TGA CGG

Paa CCA TAA AGA CAG CTT CAG TGA AAA 360
GTATTACTG GTACCACCACCATCA

AIDA-I ACA GTATCA TAT GGA GCC A 585
TGT GCG CCAGAACTATTA

EAE CAT TAT GGA ACG GCA GAG GT 790
ATCTTC TGC GTACTG CGT TCA
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Os produtos de PCR (10uL) foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1,5%, corados com 0,7uL de BlueGreen. ® (LGC Biotecnologia). Os
fragmentos amplificados foram visualizadas no sistema de fotodocumentagéo
ImageMaster” (Amershan Biosciences) e comparados ao marcador 100 pb DNA
Ladder (LGC Biotecnologia).

4.5 CLASSIFICACAO DAS CEPAS DE E. COLI SEGUNDO OS GRUPOS
FILOGENETICOS

O grupo filogenético dos isolados de E. coli foi determinado baseando-se na
amplificacdo dos genes chuA, yjaA e TspE4.C2 segundo 0 esquema propostos por

Clermont, Bonacorsi e Bingen (2000) (Figura 1, Quadro 2).

Quadro 2- Sequéncia dos oligonucleotideos que foram empregados na classificagao dos isolados de

E. coli segundo os grupos filogenéticos

) o Produto
Genes Primers  Sequéncia

P763 GACGAACCAACGGTCAGGAT
chuA 279
P764 TGCCGCCAGTACCAAAGACA

P765 TGAAGTGTCAGGAGACGCTG
yjaA 211
P766 ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC

P767 GAGTAATGTCGGGGCATTCA
tspE4.C2 152
P768 CGCGCCAACAAAGTATTACG
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Figura 1 - Esquema utilizado para a determinacdo dos grupos filogenéticos de E. coli baseado na
amplificacdo dos genes chuA, yjaA e TspE4.C2

chieA

yiaAd TspE4.C2

Fonte: Clermont et al. (2000)

4.6 ELETROFORESE EM CAMPO PULSADO (PFGE)

As amostras foram submetidas ao perfil de macro-restricio com a enzima
Xbal através de ensaios de PFGE utilizando o sistema de eletroforese CHEF DR I
Chiller System (Bio-Rad).

Os blocos contendo as amostras bacterianas foram colocados em gel de
agarose 1% (FMC BioProducts), e a corrida foi conduzida num periodo de 24h a
6V/cm, angulo fixo de 120° a 14° C, com um bloco de pulso inicial de 7s e final de

12s por 11h, e outro bloco com pulso inicial de 20s e final de 40 s por 13h.

O gel foi corado por 40min em uma solugéo de Syber Safe® (Invitrogen) e a
visualizacdo dos fragmentos foi realizada sob iluminacao ulta-violeta em sistema de

fotodocumentacdo Gel doc XR (Bio Rad). Os fragmentos foram identificados com
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base na utilizacdo de um marcador de alto peso molecular A DNA-PFGE (New

England Biolabs).

4.7 POLIMORFISMO DO COMPRIMENTO DE FRAGMENTOOS AMPLIFICADOS
(AFLP)

O AFLP foi realizado segundo protocolo descrito por Mclauchiln et al. (2000)
utilizando a endonuclease de restricao Hind Ill. Para clivagem do DNA bacteriano, 4
ug de DNA foram adicionados a um microtubo contendo 24U de Hind Ill, tamp&o da
enzima (1X) e agua até o volume final de 20 pL. O tubo foi incubado a 37°C por 12 a
18 horas.

Uma aliquota de 5 puL do DNA clivado foi adicionada a um microtubo contendo
0,2 ug dos adaptadores ADH1 e ADH2, 1U de T4 DNA ligase, tampé&o ligase e agua
até o volume final de 20 pL. Esta reacao foi incubada a temperatura ambiente por 3
horas. O DNA ligado foi aquecido a 80 °C por 10 minutos.

Para realizagdo da PCR foram testados “primers” seletivos com variagées no
nucleotideo terminal, sendo testadas as sequéncias HI-A, HI-T, HI-G e HI-C A
sequéncia de bases dos “primers” a ser utilizada para ligacdo e amplificacdo e sua
posicao relativa ao sitio de restricdo da enzima Hindlll.

A PCR foi realizada utilizando-se 2 pl do DNA ligado diluido, 2,5 mM de
MgCl,, 300 ng do “primer” (HI-X), 1U de Taq DNA polimerase, 1 X tampéao de PCR e
agua até o volume final de 50 pL. A reacgdo foi submetida a desnaturacdo a 94° C
por 4 minutos seguido por 35 ciclos de 1 minuto a 94° C, 1 minuto a 60° C e 2,5
minutos a 72°C.

A deteccao dos produtos de amplificacdo (20 ul produto e 5ul de tampéo de
corrida 6X) foi realizada através da eletroforese em gel de agarose 2%, utilizando-se
tampéo TAE (0,04 M tris-acetato [pH 8,5], 0,002 M de EDTA).

Os fragmentos amplificados foram visualizadas no sistema de

fotodocumentacdo Gel doc XR (Bio Rad), sendo os mesmos corados com
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BlueGreen. ® (LGC Biotecnologia) e comparados ao marcador 100 pb DNA Ladder
(New England Biolabs).

4.8 DETERMINACAO DA ACAO DA TOXINA Stx2e EM LINHAGENS DE CELULA
VERO

A deteccado da producédo da toxina Stx2e foi realizada como previamente
descrita (KONOWALCHUK; SPEIRS; STAVRIC, 1977). As cepas foram semeadas
em meio minimo sob agitacéo por 24 h a 37° C. ApGs este periodo uma aliquota de
1 mL foi adicionada a um microtubo de 1,5 ml e recebeu 100 pL de colistina (1
mg/mL) e mantida em temperatura ambiente por 30 min. Apds este periodo a
amostra foi centrifugada a 10 000 rpm/30 min a 4° C e o sobrenadante foi filtrado em
membrana descartavel de 0,45 pum.

As células das linhagens Vero foram cultivadas em Meio Minimo Eagle (MEM)
com soro bovino a 10% e gentamicina 0,1%. Foram tripsinizadas e volumes de 500
uL foram distribuidos em microplacas de 48 pocos a concentracdo de 2.0 X 10*
células/ ml. As microplacas foram incubadas em 5% CO2 a 37°/ 24h. Apés a
formacdo das monocamadas foi adicionado 50 pl do sobrenadante filtrado das
culturas de E. coli. As células foram observadas para visualizagdo do efeito
citotoxico 24 e 48h apos a inoculacao e os resultados fotografados.

Para cada placa foi mantido dois pog¢os com células nédo inoculadas, dois pocos
com células inoculadas com o mesmo meio de cultura e antimicrobiano utilizado no

preparo da E. coli.

As lesbes observadas nos cultivos de células Vero foram classificadas em negativa,

grau 1 (+), grau 2 (++) e grau trés (+++) conforme ilustrado na figura 2.



Figura 2 - Les@es representativas em células Vero em diferentes graus

Célula Vero — controle negativo 48 h

Célula Vero — Cultivo inoculado com
toxina Stx2e 48 h- Lesdo grau 1 (+)

Célula Vero — Cultivo inoculado com
toxina Stx2e 48 h- Lesdo grau 2 (++)

Célula Vero — Cultivo inoculado com
toxina Stx2e 48 h- Lesdo grau 3 (+++)
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4.9 ANALISE DOS RESULTADOS

Para analise estatistica dos fragmentos amplificados foi utilizado o programa
Bionumerics 6.6 (Applied Maths). A similaridade das amostras foi estimada através
do coeficiente de Dice. Com a matriz de similaridade gerada foi possivel determinar
0s grupos pelo método de "Unweighthed Pair-Group Method Using Arithmetic
Average" (UPGMA), que foi representado pela forma de dendrograma.

O indice discriminatério foi calculado como descrito por Hunter e Gaston
(1988). Para analise dos resultados da PFGE foram considerados pulsotipos e para
ao SE-AFLP forma considerados em diferentes perfis cepas que apresentaram
similaridade inferior a 90%. (VAN BELKUM et al., 2007).
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5 RESULTADOS

A partir do isolamento do agente em 1500 animais foram selecionadas 158
cepas de E. coli positivas para a presenca do gene stx2,, estas cepas foram
provenientes de 62 animais, originados de 13 sistemas de producéo, dos Estados
do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Mato Grosso, Parana e Minas Gerais.

As 158 cepas stx2, + foram submetidas realizacdo do antibiograma através da
prova de disco-difusdo e o resultado é apresentado a seguir na tabela 1 e nos

graficosde 1 ab.

Tabela 1 — Resultado antibiograma das 158 amostras de E. coli

Antimicrobianos Sensivel Intermediario Resistente
N (%) N (%) N (%)
Amox/Ac. Clav 148 (93,67) 8 (5,06) 2 (1,26)
Ampicilina 56 (35,44) 14 (8,86) 88 (55,70)
Cefotaxima 144 (91,14) 13 (8,23) 1 (0,63)
Cefoxitina 151 (95,57) 6 (3,79) 1 (0,63)
Ceftiofur 135 (85,44) 21 (13,29) 2 (1,27)
Sulfonamidas 10 (6,33) 12 (7,6) 136 (86,08)
Cotrimoxazol 59 (37,34) 6 (3,8) 93 (58,86)
Tetraciclina 20 (12,66) 0 138 (87,34)
Ac. Nalidixico 64 (40,51) 32 (20,25) 62 (39,24)
Norfloxacina 135 (85,44) 16 (10,13) 7 (4,43)
Enrofloxacina 78 (49,37) 58 (36,71) 22 (13,92)
Espectinomicina 125 (79,11) 13 (8,23) 20 (12,66)
Florfenicol 43 (27,22) 16 (10,13) 99 (62,66)
Estreptomicina 29 (18,35) 49 (31,01) 80 (50,63)
Gentamicina 129 (81,65) 15 (9,5) 14 (8,87)
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Grafico 1 - Frequéncia de cepas resistentes, com sensibilidade intermediaria e sensiveis aos

antimicrobianos beta lactamicos testados (%)
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Grafico 2 - Frequéncia de cepas resistentes, com sensibilidade intermediaria e sensiveis sulfonamidas e

a combinacéo sulfa-trimetoprima (%)
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Grafico 3 - Frequéncia de cepas resistentes, com sensibilidade intermediaria e sensiveis quinolonas

testadas (%)
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Gréfico 4 - Frequéncia de cepas resistentes, com sensibilidade intermediaria e sensiveis aos
aminoglicosideos testados (%)
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Grafico 5 - Frequéncia de cepas resistentes, intermediarias e sensiveis aos antimicrobianos inibidores
de sintese proteica florfenicol e tetraciclina (%)
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Nos graficos 3 e 5 e da tabela 2 é possivel verificar que a grande maioria dos
isolados apresentou multirresisténcia a antimicrobianos, caracterizada por
resisténcia a pelo menos uma droga testada em pelo menos trés classes diferentes

dentre os antimicrobianos testados.

Tabela 2 - Caracterizacdo das cepas de E. coli stx2e+ quanto ao numero de classes de

antimicrobianos a que sdo resistentes

Padréo de resisténcia Numero %

Sensivel a todas as classes de antimicrobianos 2 1,3
Sensivel a 1 classe de antimicrobiano 8 5,0
Sensivel a 2 classes de antimicrobianos 16 10,1
Sensivel a 3 classes de antimicrobianos 24 15,2
Sensivel a 4 classes de antimicrobianos 42 26,6
Sensivel a 5 classes de antimicrobianos 52 32,9

Sensivel a 6 classes de antimicrobianos 14 8,9
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As cepas positivas para o gene stx2, foram testadas quanto a presenca dos
genes de viruléncia codificadores de enterotoxinas (LT, STa, STh, EAST-1), fimbrias
e adesinas (K88, F18, 987P, F41, AIDA-1), proteina associada a lesdo “attaching
and effacing (A/E)” em suinos e intimina. Dentre as 158 cepas testadas foram
observadas diferentes ocorréncias dos genes que sdo apresentadas na tabela 3.

Tabela 3 - Ocorréncia dos genes codificadores de fatores de viruléncia em 158 cepas de E. coli
positivas para stx2,

Genes pesquisados Numero (%)
STa 6 (3,9)
STb 9(5,7)
F18 4 (2,5)
STh/STa 3(1,9)
STb/LT 5(3,0)
STh/LT/K88 4 (2,5)
STh/STa/F18 2(1,3)
STb/LT/K88/STa 1(0,6)
STb/LT/STa/F18 1(0,6)
Negativo 123 (78)

As cepas foram avaliadas quanto a capacidade de produzir a toxina Stx2e em
cultivos de célula Vero, sendo que todas as 158 causaram efeito citotéxico em 24 ou
48h. O efeito observado foi classificado em trés graus de severidade (+, ++ ou +++),
resultados na tabela 4.

A caracterizacdo das cepas através da pesquisa dos genes propostos por
Clermont, Bonacorsi e Bingen (2000) resultou na distribuicdo das cepas stx2e + em
guatro grupos com as seguintes frequéncias: Grupo A — 27,2% (43/158), grupo B1-
3,8% (6/158), grupo B2- 39,2% (62/158), grupo D- 29,8% (47/158).
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Tabela 4- Ocorréncia dos diferentes graus de lesdo observados em cultivo de célula Vero apés 24 ou

48 horas de incubacao.

Perfil Célula Vero Célula Vero N (%)
24h 48h

1 + ++ 5(3,3)

2 + +++ 3(1,9

3 ++ ++ 44 (27,8)

4 ++ +++ 50 (31,6)

5 +++ +++ 56 (35,4)

A caracterizagdo dos isolados atraveés da PFGE gerou 76 pulsotipos formados
por 1 a 11 cepas com similaridade igual ou maior a 90%. As cepas apresentaram de
12 a 24 bandas com tamanho variando entre 30 Kb e 600 Kb. O indice
discriminatorio na analise pela PFGE foi igual a 0,98.

As bandas formadas através do PFGE foram préximas e de intensidade
variavel dificultando um pouco a analise, mesmo com a utilizacdo do programa
Bionumerics 6.6, o que pode ser verificado na figura 4.

Os resultados obtidos através da PFGE sao ilustrados pelas figuras 3 e 4.
Como pode ser observado nos dendrogramas n&o houve correlagcdo entre 0s
grupamentos formados e a classificacdo proposta por Clermont, Bonacorsi e Bingen
(2000). Na maioria dos casos ocorreu a reunido de cepas do mesmo animal e de
mesma granja com 90 a 100% de similaridade. A correlacdo dos perfis de
resisténcia e dos agrupamentos pode ser observada em varios casos apresentados

nas figuras.



Figura 3 - Dendrograma criado para andlise dos resultados da PFGE baseado no coeficiente de Dice e UPGMA.
Cepas de E. coli Stx2. positivas. Caixas coloridas evidenciam os grupos em que as cepas foram
classificadas (grupos A-roxo, B1-amarelo, B2- verde e D-vermelho)

(Continua)
o 3 © 2 9 F o g ID AnimeHerd State Year Virulence genesResistance profile Group Vero cell test 24Vero cell 48h
T E— [ P43 5 10 SC 2011 Neg AMP, TET, ENO, FLF, EST A + +
[ P89 20 5 SC 2011 Neg AMP, SUL, SUT, NAL, ENO, EPT, FLF, EST, GEN B2 + rt
0 P89 28 5 SC 2011 Neg AMP, SUL, SUT, TET, NAL, NOR, ENO, EPT, FLF, E. B2 4t +t
B F#42 6 1 RS 2010 ST/STa AMP, SUL, SUT, NAL, EST D + +
[ Pois4s1 17 4 RS 2011 Fig AMP, SUL, SUT, TET, FLF, EST D ot e
[ P19 35 5 SC 2011 Neg AMP, SUL, SUT, TET, NAL, ENO, EPT, FLF A . .
[ P87 31 5 SC 2011 Neg AMP, SUL, TET, NAL, FLF, EST B2 it .
B Pus 3 6 RS 2010 STb/STa TET A ot r
W PH381 14 3 PR2010 Neg AMP, SUL, SUT, TET, NAL, ENO, FLF D + +
[ PB382 14 3 PR2010  Neg AMP, SUL, SUT, TET, NAL, NOR, ENO, FLF B2 + +
P35:384 14 3 PR 2010  Neg AMP, SUL, SUT, TET, NAL, NOR, ENO, EPT, FLF,  B1 + +t
W P51 47 8 PR 2011 Neg SUL, SUT, TET, NAL, D +ht e
[l Pes62 47 8 PR 2011 Neg SUL, TET, NAL D ot e
A W P25 48 8 PR 2011 Neg SUL, SUT, TET, NAL D bt .
[ P2s573 48 8 PR 2011 STOAT SUL, SUT, TET, NAL B2 it .
W P2s572 48 8 PR 2011 Neg TET, NAL D ot r
[l P2574 48 8 PR 2011 Neg SUL, SUT, TET, NAL D + rt
B P24575 48 8 PR 2011 Neg SUL, SUT, TET, NAL D + e
m P02-30.5 57 12 PR 2012 Neg None B1 ++ +HH
[ PS5B632 54 11 MT 2011 Neg SUL, SUT, TET, NAL, ENO, EST B2 ht e
[ Pois545 19 4 RS 2011 Neg suL D ot e
[ Pois444 16 4 RS 2011 Neg SUL, SUT, TET, NAL, EPT, FLF, EST B2 + ++
[0 P17 34 5 SC 2011 STa AMC, AMP, SUL, TET, EPT, FLF, EST B2 it .
[0 P%Q34 9 2 PR 2010 Neg AMP, SUL, TET, FLF B2 + +
[ P2284 45 8 PR 2011 Neg AMP, SUL, SUT, TET, NAL, EST B2 + +
[ PoBsst 20 4 RS 2011 Neg SUL, FLF D e ot
[ o544 19 4 RS 2011 Neg SUL, SUT, EST B2 ht e
{ 0 P1B103 32 5 SC 2011 Neg SUL, SUT, TET, EPT, EST B2 ++ ++
[ P02303 57 12 PR 2012 Neg SUL, SUT, TET A + .
{ [ P03453 62 13 SC 2012 Neg AMP, SUL, SUT, TET, NAL, NOR, ENO B2 it .
i PS5B633 54 11 MT 2011 Neg AMP, SUL, SUT, TET, NAL, ENO D ot r
I P2Q33 10 2 PR 2010  STO/LT/K8S AMP,SUL, SUT, TET, FLF, EST D + +
J P9Q34 10 2 PR 2010  STO/LT/KS3 AMP,SUL, SUT, TET, FLF, EST D + +
I P24 46 8 PR 2011 STOILT AMP, SUL, SUT, TET, FLF, EST B2 + +
[ P2332 58 12 PR 2012 Neg AMP, SUL, SUT, TET, FLF, EST A +ht e
[ P2333 58 12 PR 2012 Neg AMP, SUL, SUT, TET, FLF, EST A ot e
B Puo 38 6 RS 2010 Neg SUL, TET, NAL, EPT, EST, GEN A + .
B Pust 41 6 RS 2010  STO/LT/K88 SUL, NAL, GEN B2 ++ +
B P23 4 1 RS 2010 STa AMP, SUL, TET, NAL, NOR, ENO, GEN D it r
[ P2402 5 1 RS 2010 STa AMP, SUL, TET,NAL,NOR,ENO, GEN B2 + rt
[ PS54 15 3 PR2010  Neg SUL, TET, EPT A + e
W PB0 26 5 SC 2011 Neg SUL, FLF D e ot
I P2 27 5 sC 201 STa AMP, SUL, SUT, TET, EPT, FLF, EST A ht e
I P®Q31 8 2 PR 2010 Neg SUL, SUT, TET, NAL, ENO, FLF D ++ ++
[ P27 12 3 PR2010  Neg AMP, SUL, TET, FLF, EST A + ++
[ P34 13 3 PR 2010 Neg AMP, SUL, TET, FLF, EST B2 it .
[ P65 13 3 PR 2010 Neg AMP, TET, FLF, EST A + +
[ P33 13 3 PR 2010 Neg SUL, TET, FLF A + +
I P%282 113 PR 2010 Neg SUL, TET, FLF B2 + e
[ P%283 11 3 PR 2010 Neg AMP, SUL, TET, FLF, EST B2 + e
[ P281 11 3 PR2010  Neg SUL, TET, FLF, EST A ot e
I [ P22 12 3 PR2010 Neg AMP, SUL, TET, EPT, FLF, EST, GEN A . .
[ P25 12 3 PR 2010 Neg AMP, SUL, TET, EPT, FLF, EST, GEN B2 ++ .
[ P26 12 3 PR 2010 Neg AMP, SUL, TET, EPT, FLF, EST A + +
[ P31 13 3 PR 2010 Neg AMP, SUL, TET, FLP, EST A + rt
[ P31 12 3 PR2010  Neg AMP, SUL, TET, FLF, EST A + e
[ PB323 12 3 PR2010  Neg SUL, SUT, TET, NAL, ENO, FLF A e e
I P284 11 3 PR 2010 Neg SUL, SUT, TET, EST B2 ht e
[ Pa9t1 51 10 SC 2011 Neg AMP, SUL, SUT, TET, NAL, FLF, EST B2 ++ e
d— [ Pa912 51 10 SC 2011 Neg AMP, SUT, TET, NAL, FLF, EST A + .
[ P4914 51 10 SC 2011 Neg AMP, SUL, SUT, TET, NAL, FLF, EST A it .
f [ P4913 51 10 SC 2011 Neg AMP, SUL, SUT, TET, NAL, FLF, EST A + r
[ P42 5 10 SC 2011 Neg AMP, SUL, SUT, TET, NAL, FLF B2 + rt
[ Pa4904 50 10 SC 2011 Neg AMP, SUL SUT, TET, NAL, FLF, EST A + e
[ P91 50 10 SC 2011 Neg AMP, SUL, SUT, TET, NAL, FLF, EST A + e
I P88 24 5 SC 2011 Neg AMP, SUL, SUT, TET, NAL, FLF B2 ++ ++
[ P24363 46 8 PR 2011 Neg CFO, SUL, SUT, TET, FLF B2 ++ e
n W P80 2 5 SC 2011 Neg AMP, SUL, TET, NAL, ENO D ++ +
W P85 2 5 SC 2011 Neg SUL, SUT, TET, FLF D + +
[0 P%Q31 9 2 PR 2010 Neg AMP, SUL, TET, EPT, FLF B2 + +
0 PLQ32 9 2 PR 2010 Neg TET, FLF B2 + +
[ Posss 17 4 RS 2011 Fis AMP, SUT, FLF, EST D + e
[ P41042 52 10 SC 2011 Neg AMP, SUL, SUT, TET, NAL, FLF A ++ e
B Pust 39 6 RS 2010  STb/LT/K88/ S.AMP, SUL, TET, NAL, EST, GEN A ++ e
[ P1B% 30 5 SC 2011 Neg AMP, SUL, SUT, TET, NAL, ENO, FLF, EST B2 ++ e
[ P1B105 33 5 SC 2011 Neg AMP, SUL, SUT, TET, NAL, ENO, FLF, EST B2 ++ e
[ P02302 57 12 PR 2012 Neg AMP, SUL, SUT, TET, FLF A bt e
L [ P02304 57 12 PR 2012 Neg AMP, SUL, SUT, TET, FLF, EST A bt +ht
[ P02301 57 12 PR 2012 Neg AMP, SUT, TET A bt ht
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Figura 4 - Dendrograma criado para andlise dos resultados da PFGE baseado no coeficiente de Dice e UPGMA. Cepas
de E. coli Stx2. positivas . Detalhe dos padres de bandas observados no gel de agarose

(Continua)
o o o o o o o 8 D Animal Herd State  Year
: ‘ ‘ ‘ ‘ ] ] ; P44903 50 10 SC 2011
P1894 29 55 SC 2011
P1893 28 5 sC 2011
P24-412 6 1 RS 2010
P6/8-451 17 4 RS 20M
{ P18-109 35 5 sc 2011
P1897 31 5 sC 2011
PU35 % 6 RS 2010
P35-381 14 3 PR 2010
P35-382 14 3 PR 2010
p35-384 14 3 PR 2010
P24-561 47 8 PR 2011
P24-562 47 8 PR 2011
= P24571 48 8 PR 2011
P24.573 48 8 PR 20M
P24572 48 8 PR 20M
P24-574 48 8 PR 2011
P24-575 48 8 PR 2011
— P02-30.5 57 12 PR 2012
] P558-632 54 11 MT 2011
P6/8-545 19 4 RS 20M
Pe/g-444 16 4 RS 20M
P18-107 34 5 sC 2011
P38Q34 9 2 PR 2010
P24284 45 8 PR 201
P6/8-551 20 4 RS 20M
P6/8-544 19 4 RS 20M
{ P18-103 32 5 sc 2011
P02-30.3 57 12 PR 2012
{ P03-453 62 13 sC 2012
P55B-633 54 11 MT 2011
P39Q33 10 2 PR 2010
P39Q34 10 2 PR 2010
P24-364 46 8 PR 20M
P02-332 58 12 PR 2012
P02-333 58 12 PR 2012
PU40 38 6 RS 2010
PU51 41 6 RS 2010
P24-353 4 1 RS 2010
P24-402 5 1 RS 2010
P35-551 15 3 PR 2010
P1890 26 5 sc 2011
P1892 27 5 sc 2011
P33Q3.1 8 2 PR 2010
_|: P35-327 12 3 PR 2010
P35-364 13 3 PR 2010
P35-36.5 13 3 PR 2010
P35-36.3 13 3 PR 2010
P35-282 11 3 PR 2010
P35-283 11 3 PR 2010
P35-281 11 3 PR 2010
M p35-322 12 3 PR 2010
p35-325 12 3 PR 2010
P35-326 12 3 PR 2010
P35-36.1 13 3 PR 2010
P35-321 12 3 PR 2010
P35-323 12 3 PR 2010
P35-284 11 3 PR 2010
P44-911 51 10  sc 2011
A P44-912 51 10 sc 2011
Pa4-914 51 10 sCc 2011
= P44-913 51 10 sc 2011
P44-902 50 10  SC 2011
P44-904 50 10 SC 2011
P44-901 50 10 sc 2011
P1885 24 5 sc 2011
P24-363 46 8 PR 201
. P1830 22 5 sC 2011
P1875 23 5 sc 2011
P38Q31 9 2 PR 2010
P38Q32 9 2 PR 2010
P6/g-454 17 4 RS 20M
P44-1042 52 10  SC 2011
PU41 39 6 RS 2010
P1896 30 5 sc 2011
P18105 33 5 sCc 2011
P02-302 57 12 PR 2012
L P02-304 57 12 PR 2012
P02-30.1 57 12 PR 2012
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P38Q3.3
P6/8-44.1
P6/8-47.1
P6/8-47.3
P6/8-47.2
P6/8-47.4
P6/8-47.5
P55B-63.4
P35-38.3
P558-63.1
P03-45.2
P24-17.2
P24-32.4
P24-17.1
P24-15.4
PU48
P24-252
P24-28.1
P44-915
P35-55.8
PUBO
P02-45.1
P02-45.2
P02-45.4
P02-45.5
P24-32.2
P18-87
P03-45.5
P6/8-96.2
P24-36.1
P55B-63.5
P35-28.8
P6/8-45.5
P6/8-55.5
P6/8-55.4
P24-42.1
P24-42.4
P44-166.1
P44-166.2
P44-166.3
P44-166.4
PU39
P02-34.5
P24-36.2
P24-25.4
P24-25.5
P24-25.3
P35-55.7
P6/8-54.1
P35-28.5
P35-28.6
P03-44.1
P03-44.2
P03-44.3
P03-44.4
P03-45.4
P02-29.4
P6/8-44.5
P6/8-45.2
P24-17.4
P6/8-96.3
P6/8-44.2
P02-34.1
P164/25
P02-34.3
P02-34.4
P82/1.1
P82/1.2
P82/1.3
P02-29.5
P6/8-45.3

(Concluséo)

56 12 PR 2012
56 12 PR 2012
56 12 PR 2012
55 12 PR 2012
55 12 PR 2012
55 12 PR 2012
55 12 PR 2012
55 12 PR 2012
9 2 PR 2010
16 4 RS 2011
18 4 RS 2011
18 4 RS 2011
18 4 RS 2011
18 4 RS 2011
18 4 RS 2011
54 11 MT 2011
14 3 PR 2010
54 1" MT 2011
62 13 sc 2012
2 1 RS 2010
3 1 RS 2010
2 1 RS 2010
1 1 RS 2010
40 6 RS 2010
44 8 PR 2011
45 8 PR 2011
51 10 SC 2011
15 3 PR 2010
42 6 RS 2010
60 12 PR 2012
60 12 PR 2012
60 12 PR 2012
60 12 PR 2012
3 1 RS 2010
25 5 SC 2011
62 13 sc 2012
21 4 RS 2011
46 8 PR 2011
54 1" MT 2011
11 3 PR 2010
17 4 RS 2011
20 4 RS 2011
20 4 RS 2011
7 1 RS 2010
7 1 RS 2010
53 10 SC 2011
53 10 sc 2011
53 10 SC 2011
53 10 SC 2011
37 6 RS 2010
59 12 PR 2012
46 8 PR 2011
44 8 PR 2011
44 8 PR 2011
44 8 PR 2011
15 3 PR 2010
19 4 RS 2011
1" 3 PR 2010
1" 3 PR 2010
61 13 SC 2012
61 13 SC 2012
61 13 SC 2012
61 13 SC 2012
62 13 SC 2012
56 12 PR 2012
16 4 RS 2011
17 4 RS 2011
2 1 RS 2010
21 4 RS 2011
16 4 RS 2011
59 12 PR 2012
43 7 MG 2010
59 12 PR 2012
59 12 PR 2012
49 9 MT 2011
49 9 MT 2011
49 9 MT 2011
56 12 PR 2012
17 4 RS 2011
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A caracterizacdo dos isolados através do SE-AFLP gerou 79 perfis formados
por 1 a 7 cepas com similaridade igual ou maior a 90%. As cepas apresentaram de 8
a 26 bandas com tamanho variando entre 300 pb e 10 Kb. O indice discriminatorio
na andlise pela SE-AFLP foi igual a 0,99.

As bandas formadas através do SE-AFLP foram bastante nitidas e faceis de
avaliar através do programa Bionumerics 6.6, o que pode ser verificado na figura 6.

Os resultados obtidos através da SE-AFLP sao ilustrados pelas figuras 5 e 6.
Como pode ser observado nos dendrogramas n&o houve correlagcdo entre os
grupamentos formados e a classificacdo proposta por Clermont, Bonacorsi e Bingen
(2000). Em varios casos ocorreu a reunidao de cepas do mesmo animal e de mesma
granja com 90 a 100% de similaridade. A correlacdo dos perfis de resisténcia e dos

agrupamentos pode ser observada em alguns grupos formados.
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Figura 5 - Dendrograma criado para analise dos resultados do SE-AFLP baseado no coeficiente de Dice e UPGMA.
Cepas de E. coli Stx2. positivas. Caixas coloridas evidenciam os grupos em que as cepas foram
classificadas (grupos A-roxo, B1- amarelo, B2- verde e D-vermelho).

(Continua)

2 ° 2 g g ID Animal Herd  State Year Virulence genes Resistance profile Group  Vero cell test 24hVero cell 48h
. W Fese1 47 8 PR 2011 Neg SUL, SUT, TET, NAL, D ++t v
. P24-56.2 47 8 PR 2011 Neg SUL, TET, NAL D 4+ +H+
. P24-57.1 48 8 PR 2011 Neg SUL, SUT, TET, NAL D +++ +H+
. P24-57.2 48 8 PR 2011 Neg TET, NAL D ++ e
. P24-57.3 48 8 PR 2011 STb/LT SUL, SUT, TET, NAL B2 4 +H+
. P24-57.5 48 8 PR 2011 Neg SUL, SUT, TET, NAL D ++ ++
. P24-57.4 48 8 PR 2011 Neg SUL, SUT, TET, NAL D ++ e+
. P18-90 26 5 sC 2011 Neg SUL, FLF D +H+ +H+
. P164/25 43 7 MG 2010 STb/ LT/ STa/ F18 SUL, SUT, TET, NAL, EST B2 ++ +++
. P6/8-54.5 19 4 RS 2011 Neg SuL D ++ +HE
. P24-253 44 8 PR 2011 STb SUL, SUT, TET, EPT, FLF B2 +H+ +H+
. P24-254 44 8 PR 2011 STh AMP, SUL, SUT, TET, EPT, FLF B2 ++ ++
. P24-36.1 46 8 PR 2011 Neg TET, NAL, FLF, EST B2 ++ +HE
. P35-283 11 3 PR 2010 Neg AMP, SUL, TET, FLF, EST B2 + +H+
. P18-107 34 5 SC 2011 STa AMC, AMP, SUL, TET, EPT, FLF, EST B2 +++ ++
. P18-87 25 5 sC 2011 Neg AMP, SUT, TET, FLF B2 ++ ++
. P18-105 33 5 sC 2011 Neg AMP, SUL, SUT, TET, NAL, ENO, FLF, EST B2 ++ +H+
. P18-93 28 5 SC 2011 Neg AMP, SUL, SUT, TET, NAL, NOR, ENO, EPT, FLF,. B2 +++ ++
. P18-94 29 55 sC 2011 Neg AMP, SUL, SUT, NAL, ENO, EPT, FLF, EST, GEN B2 ++ +HE
. P35-55.1 15 3 PR 2010 Neg SUL, TET, EPT A ++ +H+
. P6/8-55.1 20 4 RS 2011 Neg SUL, FLF D ++ e
. P35-55.7 15 3 PR 2010 Neg SUL, SUT, TET, NAL, ENO, FLF B2 ++ ++
. P24-36.4 46 8 PR 2011 STb/ LT AMP, SUL, SUT, TET, FLF, EST B2 ++ ++
. P35-38.3 14 3 PR 2010 Neg AMP, SUL, TET, FLF, EST, GEN A ++ ++
P35-55.8 15 3 PR 2010 Neg SUL, SUT, TET B1 +H+ +H+
. P33Q3.1 8 2 PR 2010 Neg SUL, SUT, TET, NAL, ENO, FLF D ++ ++
. P44-166.4 53 10 SC 2011 Neg AMP, SUL, SUT, TET, NAL, EST D ++ +HE
. P35-28.8 11 3 PR 2010 Neg AMP, SUL, SUT, TET, EPT, FLF, EST A ++ ++
P44-166.1 53 10 SC 2011 Neg AMP, CTF, SUL, SUT, TET, NAL, EST B1 ++ +H+
P44-166.2 53 10 SC 2011 Neg AMP, SUL, SUT, TET, NAL, EST B1 +H+ +HE
. P55B-63.2 54 1 MT 2011 Neg SUL, SUT, TET, NAL, ENO, EST B2 +++ +H+
. P39Q3.3 10 2 PR 2010 STb/ LT/ K88 AMP, SUL, SUT, TET, FLF, EST D ++ ++
. P24-402 5 1 RS 2010 STa AMP, SUL, TET,NAL,NOR,ENO, GEN B2 ++ +E
. P24-324 3 1 RS 2010 STa SUL, TET, EPT B2 ++ ++
. P35-38.2 14 3 PR 2010 Neg AMP, SUL, SUT, TET, NAL, NOR, ENO, FLF B2 ++ ++
P35-38.4 14 3 PR 2010 Neg AMP, SUL, SUT, TET, NAL, NOR, ENO, EPT, FLF, B1 + +HE
. P35-38.1 14 3 PR 2010 Neg AMP, SUL, SUT, TET, NAL, ENO, FLF D ++ ++
. P6/8-45.3 17 4 RS 2011 Neg AMP, SUL, SUT, FLF, EST D ++ e
. P6/8-45.4 17 4 RS 2011 F18 AMP, SUT, FLF, EST D + +HE
ml . P6/8-452 17 4 RS 2011 Neg AMP,SUL, SUT, FLF, EST, GEN D +H+ ++
. P6/8-45.5 17 4 RS 2011 Neg AMP, SUL, SUT, FLF, EST D ++ e+
. P6/8-45.1 17 4 RS 2011 F18 AMP, SUL, SUT, TET, FLF, EST D +H+ +H+
. P6/8-445 16 4 RS 2011 F18 AMP, SUL, SUT, FLF, EST, GEN B2 ++ ++
. P6/8-44.1 16 4 RS 2011 F18 AMP, SUL, SUT, FLF, EST D ++ ++
. P02-34.4 59 12 PR 2012 Neg SUL, TET, NAL, FLF, EST D ++ +H+
. P02-34.5 59 12 PR 2012 STb/ STa/ F18 SUL, SUT, NAL B2 +++ +H+
. P02-34.1 59 12 PR 2012 STb/ STa/ F18 SUL, TET, NAL, FLF, EST D +H+ +HE
. P02-343 59 12 PR 2012 Neg SUL, TET, NAL, FLF, EST D +++ +H+
. P82/1.1 49 9 MT 2011 STb/ STa/ F18 SUL, TET, FLF, EST D +++ ++
. P82/1.2 49 9 MT 2011 STb/ STa/ F18 SUL, TET, FLF, EST, GEN D +++ ++
. P82/1.3 49 9 MT 2011 STb/ STa/ F18 SUL, TET, FLF, EST, GEN D +H+ +H+
. P24-172 2 1 RS 2010 Neg TET A ++ ++
| . P18-92 27 5 sC 2011 STa AMP, SUL, SUT, TET, EPT, FLF, EST A 4 +H+
. P24-36.3 46 8 PR 2011 Neg CFO, SUL, SUT, TET, FLF B2 ++ +H+
P35-286 11 3 PR 2010 Neg AMP, SUL, SUT, TET, EPT, FLF, EST B1 ++ e
. P24-17.4 2 1 RS 2010 Neg SUL, TET, EPT A ++ ++
. P24-322 3 1 RS 2010 STa SUL, NAL, EST D ++ ++
. P24-17.1 2 1 RS 2010 STa TET A ++ e+
. P55B-63.5 54 11 MT 2011 Neg SUL, SUT, TET, NAL, ENO A +H+ +H+
. P35-28.1 11 3 PR 2010 Neg SUL, TET, FLF, EST A +++ ++
. P44-104.2 52 10 SC 2011 Neg AMP, SUL, SUT, TET, NAL, FLF A ++ +HE
. P35-282 11 3 PR 2010 Neg SUL, TET, FLF B2 ++ +H+
. P39Q3.4 10 2 PR 2010 STb/ LT/ K88 AMP, SUL, SUT, TET, FLF, EST D ++ ++
. P02-28.2 55 12 PR 2012 Neg AMP, SUL, SUT, TET, FLF B2 ++ +HE
. P02-28.3 55 12 PR 2012 Neg AMP, SUL, SUT, TET, FLF, EPT, FLF B2 ++ +H+
. P02-28.4 55 12 PR 2012 Neg AMP, SUL, SUT, TET, EPT, FLF, EST B2 ++ ++
Il . P02-29.2 56 12 PR 2012 Neg AMP, SUL, SUT, TET A +++ +E
. P02-28.1 55 12 PR 2012 Neg SUL, SUT, TET B2 ++ +H+
. P02-28.5 55 12 PR 2012 Neg AMP, SUL, SUT, TET, FLF B2 ++ ++
. P02-29.3 56 12 PR 2012 Neg SUL, SUT, TET, EPT, FLF B2 4 +H+
. P02-29.5 56 12 PR 2012 Neg AMC, AMP, SUL, SUT, FLF B2 ++ +H+
W . P02-30.1 57 12 PR 2012 Neg AMP, SUT, TET A ++ e+
. P02-30.4 57 12 PR 2012 Neg AMP, SUL, SUT, TET, FLF, EST A +H+ +H+
. P02-30.3 57 12 PR 2012 Neg SUL, SUT, TET A ++ ++
. P03-453 62 13 sC 2012 Neg AMP, SUL, SUT, TET, NAL, NOR, ENO B2 4 +H+
P02-30.5 57 12 PR 2012 Neg None B1 ++ +H+
. P55B-63.1 54 1 MT 2011 Neg AMP, SUL, TET, FLF D +++ ++
. P44-90.3 50 10 sC 2011 Neg AMP, TET, ENO, FLF, EST A ++ ++
AE . P55B-63.3 54 1" MT 2011 Neg AMP, SUL, SUT, TET, NAL, ENO D +++ 4+
. P02-29.4 56 12 PR 2012 Neg AMP, CTF, SUL, TET, FLF D ++ +H+
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Figura 6 - Dendrograma criado para analise dos resultados do SE-AFLP baseado no coeficiente de Dice e UPGMA.
Cepas de E. coli Stx2. positivas. Detalhe dos padrées de bandas observados no gel de agarose

(Continua)

L g 8 e © g 8 g 8 8 ID Animal Herd State Year
T P24-56.1 47 8 PR 2011
P24-562 47 8 PR 2011

P24-57.1 48 8 PR 2011

P24-572 48 8 PR 2011

P24-573 48 8 PR 2011

P24-57.5 48 8 PR 2011

P24-57.4 48 8 PR 2011

P18-90 2 5 sc 2011

P164/25 43 7 MG 2010

P6/8-64.5 19 4 RS 2011

—|: P24-253 44 8 PR 2011
P24-25.4 44 8 PR 2011

P24-36.1 46 8 PR 2011

P35283 11 3 PR 2010

P18-107 34 5 sc 2011

P18-87 25 5 sc 2011

| P18-105 33 5 sc 2011
P18-93 28 5 sc 2011

P18-94 29 55 sc 2011

P35-65.1 15 3 PR 2010

P6/8-65.1 20 4 RS 2011

P35-65.7 15 3 PR 2010

P24-36.4 46 8 PR 2011

P35:383 14 3 PR 2010

P35-558 15 3 PR 2010

P33Q31 8 2 PR 2010

P44-166.4 53 10 sc 2011

P35-288 11 3 PR 2010

P44-166.1 53 10 sc 2011

P44-166.2 53 10 sc 2011

P55B-632 54 1 mT 2011

P39Q33 10 2 PR 2010

P24-40.2 5 1 RS 2010

P24-324 3 1 RS 2010

P35-382 14 3 PR 2010

P35-384 14 3 PR 2010

P35-38.1 14 3 PR 2010

P6/8-45.3 17 4 RS 2011

P6/8-45.4 17 4 RS 2011

1 P6/8-45.2 17 4 RS 2011
P6/8-45.5 17 4 RS 2011

P6/8-45.1 17 4 RS 2011

P6/8-44.5 16 4 RS 2011

P6/8-44.1 16 4 RS 2011

P02-34.4 59 12 PR 2012

P02-345 59 12 PR 2012

P02-34.1 59 12 PR 2012

N P02-343 59 12 PR 2012
P82/1.1 49 9 mT 2011

Pg212 49 9 mT 2011

P8213 49 9 mT 2011

p24-172 2 1 RS 2010

P18-92 27 5 sc 2011

] E P24-363 46 8 PR 2011
P35:286 11 3 PR 2010

p24-17.4 2 1 RS 2010

4‘;': P24-32.2 1 RS 2010
p24-171 2 1 RS 2010

P55B-635 54 1" mT 2011

P35-28.1 11 3 PR 2010

P44-1042 52 10 sc 2011

P35-282 11 3 PR 2010

P39Q34 10 2 PR 2010

P02-282 55 12 PR 2012

P02-283 55 12 PR 2012

P02-284 55 12 PR 2012

M P02-29.2 56 12 PR 2012
P02-28.1 55 12 PR 2012

P02-285 55 12 PR 2012

P02-29.3 56 12 PR 2012

P02-29.5 56 12 PR 2012

P02-30.1 57 12 PR 2012

P02-30.4 57 12 PR 2012

P02-30.3 57 12 PR 2012

P03-453 62 13 sc 2012

P02-30.5 57 12 PR 2012

P55B-63.1 54 11 mT 2011

P44-90.3 50 10 sc 2011

P55B-63.3 54 1 mT 2011

P02-29.4 56 12 PR 2012
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6 DISCUSSAO

A doenca do edema causada pela E. coli produtora de toxina Stx2e tem sido
descrita em diferentes Estados do Brasil ha muitos anos vem causando grandes
prejuizos a suinocultura nacional (SILVA et al., 2001; VIDOTTO et al., 2009; COSTA
et al., 2010). Varias vacinas experimentais forma descritas para prevenir a doenca,

mas até o momento ndo ha vacinas comerciais disponiveis (OANH et al., 2012).

No presente estudo 158 cepas de E. coli positivas para a presenca do gene
codificador da toxina Stx2e foram caracterizadas atraveés de provas fenotipicas e
genotipicas. A avaliagcdo do padrdo de resisténcia indicou uma alta frequéncia de
resisténcia a tetraciclina (87,3%), seguida pela resisténcia a sulfonamidas (86%),
florfenicol (62,6%), cotrimoxazol (58,8%), ampicilina (55,7%) e estreptomicina
(50,6%).

Segundo OANH et al. (2010), estudos realizados no Vietna com cepas de E.
coli Stx2e+ revelam resultados semelhantes com alta prevaléncia de resisténcia a
tetraciclina (100%), cotrimoxazol (98,4%) e estreptomicina (70,4%).

Os niveis altos de resisténcia aos antimicrobianos citados anteriormente,
também foram obtidos na Coréia por Choi et al. (2002), no Brasil por Baccaro et al.
(2002), na Australia por Smith et al. (2010), na China por Yang et al. (2004) e Wang
et al. (2011). Em todos os estudos citados, incluindo o presente foi observada baixa

ou nenhuma resisténcia ao ceftiofur e a outras cefalosporinas.

A resisténcia a florfenicol tém sido avaliada em varios paises nos ultimos
anos, por ser um antimicrobiano de uso relativamente recente em produg¢ao animal.
No presente estudo foram identificadas 62,7% (99/158) das cepas resistentes a este
antimicrobiano. Wang et al. (2011) relata uma ocorréncia ligeiramente inferior de
resisténcia ao florfenicol, representando 58% (59/102) das cepas de E. coli

avaliadas.

O fenbmeno de multirresisténcia tem sido descrito como um grande problema
na escolha dos antimicrobianos para o tratamento metafilatico da doenca do edema
(WANG et al. 2011). No presente estudo foram observadas 83,5% (132/158) das
cepas apresentando resisténcia a trés classes de antimicrobianos ou mais.

Resultados semelhantes sédo descritos por Wang et al. (2011) em estudo realizado
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na China com cepas de E. coli isoladas de suinos com diarreia ou doenca do
edema. Estes autores descrevem 98% (100/102) das cepas resistentes a mais de
trés classes de antimicrobianos.

A associacdo do gene stx2. com outros genes codificadores de fimbrias e
toxinas é amplamente descrita na literatura (SILVA et al., 2001; VIDOTTO et al,
2009) A principal fimbria descrita em associacao a toxina Stx2e é a F18, no entanto,
dentre as 158 cepas aqui estudadas houve uma baixa ocorréncia de fimbria F18 e
de outros fatores de viruléncia. Este achado deve estar relacionado ao fato de nem
todos os animais examinados para a selegcédo das cepas apresentarem o quando de
doenca do edema, parte dos animais examinados apresentava diarreia pos-
desmame ou era portador do agente.

Apesar da baixa frequéncia dos genes de viruléncia associados a doenga do
edema e diarreia p6s desmame, foi observada a expressdo da toxina Stx2e em
100% das cepas estudadas. Em estudo conduzido por Silva et al. (2001) com cepas
de E. coli positivas para presenca do gene stx2,, apenas 45,4% (45/99) das cepas
produziram a toxina em células Vero e Hela. O efeito citotoxico observado em 24 e
48 horas variou em intensidade, mas na maioria das cepas (68,9% - 109/158) atingiu
0 maior grau de leséo (+++).

A diferenca entre estes resultados pode estar relacionada a diferencas no
desenho dos primers utilizados nos dois estudos, sendo que a reagao positiva pode
em alguns casos pode nao corresponder ao gene funcional. No presente estudo foi
realizada a PCR para deteccao do gene stx2e. com 0s primers descritos por Zhang et
al. (2007) e no estudo realizado por Silva et al. (2001) foram utilizados primers

descritos por Blanco et al. (1997).

Estudos realizados com a colecéo internacional de cepas de E. coli ECOR
mostrou que as cepas desta espécie se distribuem em quatro grupos filogenéticos
principais denominados A, B1, B2 e D. Os grupos A e Bl sao formados na maioria
dos estudos por cepas pertencentes a microbiota intestinal ou causadoras de
diarreia. As cepas com caracteristicas extra-intestinais sdo pertencentes em maior
frequéncia aos grupos B2 e em menor extensdo ao grupo D (CLERMONT;
BONACORSI; BINGEN, 2000).

A caracterizacdo das cepas através da pesquisa dos genes propostos por
Clermont, Bonacorsi e Bingen (2000) resultou na distribuicdo das cepas stx2e + de

origem suina nos quatro grupos com as seguintes frequéncias: grupo A 27,2%
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(43/158), grupo B1 3,8% (6/158), grupo B2 39,2% (62/158), grupo D 29,8% (47/158).
Estes resultados sugerem que 69% das cepas poderiam ter capacidade de
sobreviver em ambientes extra intestinais.

Ao contrario do observado neste estudo, Girardeau et al. (2005), analisaram
287 cepas de E. coli STEC de diferentes origens sendo que as mesmas foram
distribuidas principalmente no grupo Bl (70%), seguido pelo grupo A (19%), pelo
grupo D (10%) e B2 (1%).

A caracterizacdo de cepas de E. coli causadoras de doenca do edema
através da PFGE ja foi descrita previamente por diferentes autores (VU-KHAC et al.,
2007; WANG et al., 2011). Através desta técnica foi possivel caracterizar todas as
cepas e verificar que a associacdo mais frequente se refere a origem das mesmas,
seja em relagdo aos animais ou a propriedade de origem. Este tipo de associacéo
também s&o descritos nos estudos citados por Vu-Khac et al. (2007) e Wang et al.
(2011).

A caracterizacdo genotipica de agentes bacterianos através do SE-AFLP tem
sido relatada em varios estudos e em cepas de E. coli foi descrita pela primeira vez
na discriminacdo de cepas de origem aviaria por Knobl et al. (2012). Os resultados
obtidos nas 158 cepas produtoras de toxina Stx2e foram semelhantes ao observado
na caracterizacao pela PFGE, no entanto, os padrées obtidos na SE-AFLP sdo mais
facilmente visualizados e avaliados através do programa Bionumerics 6,6. A
associacdo observada com maior clareza € relativa ao animal e granja de origem e
com o grupo filogenético.

Ambas as técnica de caracterizacdo genotipica apresentaram altos indices
discriminatorios, 0,98 para PFGE e 0,99 no caso do SE-AFLP. Estes indices revelam
nao s6 a capacidade das técnicas em discriminar as cepas, mas também a grande
variabilidade das cepas de E. coli, apesar de pertencerem a um patotipo definido,
STEC e de serem altamente especializadas em relagcdo ao hospedeiro, o suino.
Isolados de E. coli carreando o gene stx2. ja foram descritos em ambiente e
amostras de fezes de humanos com diarréia e sindrome hemolitico-urémica, no
entanto, o quadro caracteristico da doenca do edema sO € descrito na espécie

suina.
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7 CONCLUSAO

1. A identificacdo das cepas positivas para stx2. através da PCR com os primers
utilizados no presente estudo apresentou 100% de concordancia com a expressao

da toxina em cultivo celular.

2. O fenbmeno de multirresisténcia foi observado em mais de 80% das cepas
estudadas reafirmando a necessidade do uso consciente de antimicrobianos na

producao animal.

3. A caracterizacdo das cepas através da determinagdo do grupo filogenético
demonstrou que apesar da origem intestinal, 69% dos isolados foram reunidos nos
grupos B2 e D, que sdo geralmente relacionados a infec¢des extra intestinais, de

maior potencial de patogenicidade.

4. As duas técnicas genotipicas avaliadas (PFGE e SE-AFLP) apresentaram alto
indice discriminatdrio e ambas apresentaram maior tendéncia a agrupar as cepas de

acordo com o animal e a granja de origem.
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