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RESUMO

O objetivo desse estudo foi detectar a presenca de cepas de Escherichia coli
produtora de toxina Shiga (STEC), E. coli enteropatogénica (EPEC) e E. coli
enterotoxigénica (ETEC) em 300 cepas de E. coli isoladas de 209 amostras de
agua para consumo humano. Nenhuma cepa foi classificada como EPEC.
Doze cepas de diferentes amostras de agua foram classificadas como STEC e
apresentaram os genes stx1 e/ou stx2, saa e hlyA. Nenhuma cepa apresentou
0 gene eae. Todas cepas stx positivas apresentaram efeito citotoxico em
células Vero. As 12 cepas positivas para hlyA, expressaram enterohemolisina
em agar sangue. Quanto a adesao em células HEp-2, o padréo caracteristico
descrito para STEC, adesao semilocalizada, foi encontrado somente em 4
cepas, apesar das 12 apresentarem o gene saa, responsavel por esse modelo
de adesdo. Sete cepas apresentaram padrdao de adesao agregativo e uma o
padrao chain-like adhrence. Das cepas pesquisadas, 75 pertencem ao patétipo
ETEC, sendo que dessas, duas possuem LT-Il (Toxina Termolabil) e STa
(Toxina Termoestavel), 22 possuem apenas STa e 51 apenas LT-Il. Também
verificou-se a presenga do gene para a toxina EAST1 em 8 cepas. Futuramente
sera realizada a sorotipagem e classificagdo das varidveis de stx2. Assim,
podemos concluir que a presencga dessas bactérias na agua para consumo
humano pode causar sérios problemas para a saude da populagao, tendo em
vista as implicagdes que a presenga de E. coli diarreiogénica pode trazer a
saude do homem. Um melhor controle da agua fornecida a populagéo, através
da Rede publica, deve ser priorizado.
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1. INTRODUGAO

Escherichia coli, microrganismo que faz parte da microbiota intestinal
humana, proporciona beneficios para seus hospedeiros (DRASAR e HILL,
1994). Entretanto, algumas cepas dessa espécie podem causar infecgdes no
sistema urinario, no sistema nervoso central, sepse e gastrenterites.
Representa um dos principais agentes causais de diarréia em criangas nos

paises em desenvolvimento (NATARO e KAPER, 1998).

E. coli associadas a infeccido intestinal, tanto em criancas como em
adultos, sdo conhecidas como E. coli diarreiogénicas e estdo agrupadas em
seis categorias, considerando os seus mecanismos de viruléncia especificos,
as sindromes clinicas que causam, os sorotipos O: H, os aspectos
epidemioldgicos e/ou os tipos de interagdo com linhagens celulares (NATARO
e KAPER, 1998). Esses grupos de E. coli diarreiogénicas sao classificados
como: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroinvasora (EIEC), E. coli produtora de toxina Shiga (STEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC) e E. coli que adere difusamente a células epiteliais
(DAEC). Embora essa classificacdo continue sendo usada pela maioria dos
autores, torna-se evidente que algumas categorias incluem microrganismos
bastante diferentes. Desta forma, EPEC e EAEC foram subdivididas em tipicas
e atipicas e as E. coli enterohemorragicas (EHEC) passaram a constituir uma

subcategoria de STEC (KAPER et al., 2004).

A infeccdo por STEC, pode resultar em casos esporadicos de diarréia,

colite hemorragica e Sindrome Hemolitica Urémica (SHU), constituindo-se em
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um dos principais causadores de insuficiéncia renal, na forma aguda ou cronica

(LEOTTA et al., 2005).

Cepas de STEC podem produzir um ou ambos os tipos de toxina Shiga,
designadas Stx1 e Stx2, a ultima intimamente relacionada a SHU. Algumas
cepas de STEC, caracterizadas como EHEC, também tém a capacidade de
produzir a lesdo histopatolégica conhecida como attaching and effacement
(A/E) na mucosa intestinal, uma propriedade codificada por genes presentes na
ilha de patogenicidade denominadaLEE (locus for enterocyte effacement). Esta
lesdo € caracterizada pela destruicdo das microvilosidades intestinais,
aderéncia intima da bactéria a membrana apical da célula epitelial e formacéao

de estruturas celulares semelhantes a pedestais (MOON et al., 1983).

Os genes que fazem parte da ilha de patogeniciade LEE estdo
organizados em cinco regides principais de fungdes conhecidas: LEE 1, LEE 2,
LEE 3, LEE 4, LEE 5 (MELLIES et al., 1999; SANCHES-SANMARTIN et al.,
2001). A regido LEE 5 contém os genes eae, que codifica a adesina intimina e
tir (translocated intimin receptor), que codifica o receptor da intimina (Tir), o
qual é translocado para a célula hospedeira através do sistema de secre¢ao do
tipo Ill. As regides LEE 1, LEE 2 e LEE 3 contém os genes que codificam o
sistema de secrecao tipo Ill e LEE 4 os genes que codificam varias proteinas

secretadas pelo sistema de secrecgao tipo Ill (KAPER et al., 2004).

Alguns genes da regido LEE s&o regulados por quorum sensing, e
induzem a formagéo de biofilme e a sintese de adesinas e flagelos (SIRCILI et

al., 2004). Orndorff et al. (2004) afirmam que componentes do intestino
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humano, como o acido colanico, proporcionam o desencadeamento da

formacao de biofilme por E. coli.

A maioria das cepas STEC isoladas de humanos, produzem
enterohemolisinas que apresentam efeito citotoxico sobre varios tipos de
células, adesinas fimbriais e afimbriais codificadas por plasmidios (PATON e

PATON, 2002).

Paton et al. (2001) descreveram o gene designado saa, presente em um
plasmidio a principio encontrado em STEC LEE-negativa, responsavel pela
sintese de uma proteina adesina autoaglutinante a qual confere uma adeséao
semi-localizada. Outra fimbria encontrada em STEC LEE negativa e em STEC
LEE positiva, é a fimbria longa polar (LPF), uma fimbria do tipo 1
primeiramente encontrada em Salmonella enterica serovar Typhimurium. Foi
demonstrado que essa fimbria facilita a adesao primaria da bactéria a célula

intestinal (DOUGHTY et al., 2002).

Dentro do grupo de E. coli, que causam a lesdao A/E e portadoras da
regido LEE, também encontram se ainda as EPEC tipicas e atipicas. O termo
EPEC atipica foi criado em 1995 para caracterizar amostras de E. coli que
diferiam das EPEC tipicas por ndo apresentarem o plasmidio EAF (EPEC
adherence factor) e das EHEC, por n&o produzirem a toxina Shiga (KAPER,
1996). O plasmidio EAF contém os genes envolvidos com a sintese de uma
adesina fimbrial denominada bundle-forming pilus (BFP), além da sequéncia
genética referente ao fragmento da sonda EAF e do operon per (plasmid

encoded regulator), o qual codifica genes reguladores de fatores de viruléncia
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de EPEC. Tanto EPEC tipica como a atipica sao capazes de formar a leséo

A/E (TRABULSI et al., 2002).

Até o momento nao foi descrito qaulquer fator de viruléncia exclusivo de
EPEC atipica que pudesse servir para definir este microrganismo como uma
categoria de E. coli diarreiogénica. Ao contrario, todos os fatores de viruléncia
encontrados tém sido comuns a outras categorias de E. coli diarreiogénicas. As
EPEC atipicas secretam Tir e as proteinas Esp A, B, D e F. Em algumas
amostras, Tir assemelha-se mais a Tir de EHEC e em outras, a Tir de EPEC.
Nos ultimos anos foram descritas varias adesinas e toxinas em EAEC, STEC e
EPEC tipica que ainda ndo foram pesquisadas em EPEC atipica, como LPF,
pilus do tipo IV (pil), adesina fimbrial sfpA, adesina auto-aglutinante (saa),

dispersina entre outros (KAPER et al., 2004).

Sao considerados reservatérios de E. coli, bovinos, equinos, caes,
passaros e mosquitos em geral, e também, a agua (HANCOCK et al., 1998).
Acredita-se que a ampla disseminacdo de E. coli no meio ambiente representa
a ligacdo entre a contaminagdo de agua e alimentos, com infecgbes desse

patdogeno no homem (RASMUSSEN e CASEY, 2001).

No Brasil, amostras pertencentes ao sorotipo O157:H7, as quais fazem
parte do grupo EHEC, foram isoladas no Rio de Janeiro a partir de amostras de
fezes de bezerros, por Cerqueira et al. (1999). Esses mesmos autores
verificaram alta prevaléncia de amostras de STEC isoladas tanto de produtos
carneos de origem bovina, como de fezes de bovinos (CERQUEIRA et al.,

1997; CERQUEIRA et al., 1999).
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Em Londrina-Pr, Ludovico et al. (2000) pesquisando toxinas em E. coli
isoladas de amostras de fezes de bezerros com e sem diarréia, encontraram
alta porcentagem de cepas de STEC. Esses resultados sugerem que 0 grupo
de STEC venha a se tornar um importante agente emergente no Brasil e que
os bovinos podem ser o reservatorio de cepas de STEC entre elas a EHEC,

envolvidas em doengas humanas (WIELER et al., 1996).

E provavel que a baixa incidéncia de STEC em humanos no Brasil, se
deva a elevada prevaléncia de EPEC (NUNES et al., 2003). Infeccdes
causadas por EPEC na infancia, podem conferir resposta imune cruzada contra
STEC que carreiam antigenos em comum com EPEC, como o LPS e intimina

(BEUTIN et al.,1998; NUNES et al., 2003).

Segundo Menezes et al. (2003), ETEC, conhecida por causar a diarréia do
viajante, € responsavel por cerca de 20% dos casos de diarréia em criangas, no Brasil. A
habilidade desse microrganismo em colonizar o epitélio intestinal é favorecido por
fatores de colonizagdo produzidos por esse patétipo. Além do que, a producdo das

toxinas termolabil (LT) e termoestavel (ST), contribui para perda de fluidos intestinais.

EAEC é definida como o patétipo de E. coli que adere a células epiteliais em um
padrdao denominado adesdo agregativa (AA) (NATARO et al., 1987). O termo AA foi
estabelecido para definir o padrdo de adesdo em células HEp-2 de amostras de E. coli
isoladas em um estudo epidemioldgico envolvendo criangas com diarréia no Chile
(NATARO et al., 1987). No padrdo AA as bactérias podem aderir a superficie das
células HEp-2, e também a superficie da laminula, numa configuragdo que lembra
tijolos empilhados, formando agregados heterogéneos ou ainda distribuindo-se em

forma de corddes (NATARO et al., 1987; GIOPPO et al., 2000). A primeira toxina
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isolada de EAEC, EAST1, é uma enterotoxina codificada por genes plasmidiais e
apresenta homologia com a STa de ETEC. Entretanto, EAST1, ndo esta presente
somente em EAEC, mas estd distribuida entre outras E. coli patogénicas e nao

patogénicas (ZHOU et al., 2002).

Sakazaki et al. (1967), isolaram e identificaram EIEC, caracterizadas por
causarem doenga disentérica e por se comportarem como Shigella, ndo somente na
patogénese (com invasdo e multiplicacdo da bactéria nos enterdcitos), mas também no
comportamento bioquimico (incapacidade de descarboxilar a lisina e auséncia de
flagelo) e no teste de Séreny, provocando ceratoconjuntivite em cobaias ou invasao no

teste em células HeLa (ROBINS-BROWNE, 1987).

Outra categoria de E. coli diarreiogénica é conhecida com DAEC e pode
ser identificada inicialmente pelo modelo de adesdo em células. DAEC é
definida como a categoria de E. coli diarreiogénica que adere a células
epiteliais, cultivadas in vitro, de forma difusa (AD) sobre toda a superficie
celular (SCALETSKY et al.,, 1984). A adesédo destas bactérias pode ser
mediada por dois tipos de adesinas, sendo uma fimbrial (F1845) e outra
afimbrial (AIDA-I) (BILGE et al., 1989; BENZ e SCHIMIDT, 1992). Entretanto, o
mecanismo de patogenicidade desses microrganismos permanece pouco

elucidado (NATARO e KAPER, 1998).

Tomando-se por base os mecanismos de viruléncia, os tipos de interagdo com
linhagens celulares, sorotipos, caracteristicas clinicas e aspectos epidemiolégicos, as
amostras de E. coli diarreiogénica podem ser classificadas em pelo menos sete
categorias, como demonstrado na Tabela 1 (ROBINS-BROWNE, 1987;

KAPER, 1996; NATARO e KAPER, 1998).
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Tabela 1- Principais caracteristicas de E. coli diarreiogénicas

Grupos Caracteristicas Principais®

E. coli enterotoxigénica enterotoxinas LT e/ou ST

E. coli enteroinvasora plasmidio INV (invasao)

E. coli enteropatogénica plasmidio EAF, gene bfp, eae

E. coli enteropatogénica atipica gene eae

E. coli produtora de toxina Shiga/EHEC) gene eae, hlyA, stx1, stx2,

E. coli enteroagregativa adesao agregativa em cultura de células
E. coli que adere difusamente adesao difusa em cultura de células

@ EAF (EPEC adherence factor); bfp (bundle-forming pilus); eae (EPEC attaching
effacing); LT (enterotoxina termolabel); ST (enterotoxina termoestavel); stx1 e 2
(toxina Shiga 1 e 2), hlyA; enterohemolisina.

Desde os primeiros estudos da microbiologias, a deteccdo de bactérias
de origem fecal é utilizada para o controle da qualidade da agua destinada ao
consumo humano (ASHBOLT, 2004) e o monitoramento regular das fontes de
agua é essencial para manter a qualidade do servico de abastecimento de

agua (LISLE et al. 1999).

E. coli € um dos microrganismos utilizados como parametro de controle da
qualidade da agua para consumo, tendo em vista que é considerado um
indicador de contaminacgao fecal e também devido a todas as implicagcbes que
a presengca desse microrganismo pode causar a saude do homem

(FARNLEITNER et al., 2000).

O Decreto n°. 5.440, de 4 de maio de 2005 (BRASIL), determina que E.
coli é considerada o mais especifico indicador de contaminacao fecal, e de

eventual presenga de organismos patogénicos; e que, a agua para consumo
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humano, ndo deve obrigatoriamente apresentar coliformes fecais. Cabe a cada
municipio o tratamento da agua, o controle microbiolégico e fisico-quimico para

0 consumo de sua populacéo.

Numerosos surtos de doengas, devido a contaminagdo da agua de rede
municipal com microrganismos, como E. coli, vem sendo reportados no mundo,

principalmente em paises em desenvolvimento (MACKENZIE et al., 2004).

A presenca de E. coli na agua constitui uma preocupagao significante para
saude publica, desde que a transmissao de fatores de viruléncia entre cepas de
E. coli contribui para sua patogenicidade, e aumenta sua diversidade no
ambiente (DONNENBERG e WHITTHAN., 2001). Fontes de agua sé&o
consideradas reservatérios potenciais de E. coli (GARCIA — ALJARO et al.

2005).

Existem varios métodos qualitativos e quantitativos para detectar a
presenca de E. coli na agua, dentre eles métodos colorimétricos e da reacao

em cadeia da polimerase (PCR) (FARNLEITNER et al., 2000).

Apoitia et al. (2004) constataram que 15% das aguas subterrédneas de
Cuiaba (BR) estdo contaminadas com E. coli. Conte et al. (2003) avaliaram
microbiologicamente as aguas tratadas e ndo tratadas da regido nordeste do
estado de Rio de Janeiro (BR), e verificaram que 25% de todas amostras
analisadas estdo contaminadas com E. coli. Higgins et al. (2005) detectaram a
presengca de cepas de E. coli tir e stx positivas isoladas de agua da regiao

metropolitana de Baltimore (EUA).
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Estudos de fatores de viruléncia em cepas de E. coli isoladas de agua
potavel, e o controle microbiolégico da agua fornecida a populagédo, sao
importantes na prevencao de surtos de infecgdes relacionados a agua do

sistema de abastecimento publico (DONNENBERG e WHITTHAN., 2001).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Considerando a importancia das diarréias causadas por E. coli em nosso
meio e tendo em vista a importancia da detec¢cao de agentes emergentes e
reemergentes, vimos a necessidade de um estudo epidemioldgico avaliando a
presenca de STEC, EPEC, ETEC e EAEC em amostras de E. coli, isoladas de
agua para consumo humano pertencente aos municipios da 172 e 182 regionais

de Saude no Estado do Parana.

2.2. Objetivos Especificos

e Deteccao de genes associados a fatores de viruléncia de EPEC, STEC,

ETEC e EAEC através da PCR.

e Expressdo dos genes stx1 e stx2, utilizando cultura de células Vero.

e Caracterizagao do padrao de adesao em cultura de células HEp-2.

e Deteccdo de hemolisinas em placas de agar sangue de carneiro a 5%.
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Abstract

The aim of this study was to detect the presence of Shiga toxin-producing
Escherichia coli (STEC) in 300 strains of E. coli isolated from 209 samples of water
for human consumption. Twelve strains from different samples of water were
classified as STEC and contained the genes stx1 and/or stx2, saa and hlyA. None of
the strains showed the presence of the eae gene. All stx- positive strains showed
cytotoxicity in Vero cells. The 12 strains positive for hlyA expressed enterohemolysin
on blood agar. With respect to adhesion in Hep-2 cells, semilocalized adherence,
the characteristic pattern described for STEC, was found only in 4 strains, despite
that 12 showed the saa gene, which is responsible for this type of adhesion. Seven
strains showed the aggregative adherence pattern and one the chain-like adherence
pattern. Future studies will be carried out to serotype and classify the stx2 variables.
It will also be important to determine if these strains show the LEE region since the
saa gene is only present in LEE-negative STEC. Thus, we conclude that the
presence of these bacteria in water for human consumption can cause serious public
health problems.

Keywords : water, Escherichia coli, Shiga toxin, hemolysin, adhesion.
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INTRODUCTION

Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) are important pathogens associated
with a vast spectrum of infection in humans, from moderate diarrhea to hemorrhagic
colitis (HC) and hemolytic uremic syndrome (HUS) (Vaz et al. 2006). STEC can
survive for long periods in the soil, corrals, pastures and also in water (Beutin et al.
2004). The transmission of this pathogen occurs through poorly cooked meat, non-
pasteurized milk, and vegetables and water contaminated with the feces of carriers
(Garcia — Aljaro et al. 2005). The presence of E. coli in water is a significant
concern for public health (Maldonado et al. 2005).

Various virulence factors involved in the pathogenicity of STEC have already been
described (Nataro and Kaper 1998). Shiga toxin (Stx) is the main virulence factor in
STEC strains, which is known to consist of two distinct forms with similar biological
activity but different immunogenicity (Friederich et al. 2002). The sequence of stx1 is
highly conserved, while stx2 possesses 11 variants (Brett et al. 2003). Intimin,
another virulence found in STEC (principally in enterohemorrhagic E. coli), encoded
by the chromosomal gene eae is responsible for an intimate adherence of the
bacteria to enterocytes, causing attaching and effacing lesions (Nataro and Kaper
1998), while some STEC strains involved in serious diseases do not carry this gene
(Paton et al. 1999). Another virulence factor, hemolysin, belongs to different
pathotypes of E. coli which have been previously described (Beutin et al. 1991).
Many STEC strains produce a hemolysin called enterohemolysin, encoded by the
gene hlyA (Paton and Paton 1998).

The majority of STEC strains have large plasmids that code for proteins that function
as hemolysins, proteases and adesins, such as the STEC autoagglutinating

adhesion (encoded by the saa gene). The saa —carrying plasmid is found in STEC
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that do not possess the LEE (locus enterocyte effacement) region. This adesin which
is an outer membrane protein accounts for the semilocalized adherence (SLA)
pattern in HEp-2 cells (Paton and Paton 2002).

Reports in the literature of the isolation of environmental strains of STEC are less
frequent, due to the small number of these pathogens compared to those found in
mammals, also due to the scarcity of investigations on this pathogen in samples of
environmental origin (Chalmers et al. 2000).

Thus, the aim of this study was to determine the presence of STEC in 300 strains of
E. coli isolated from 209 samples of water for human consumption in the north

region of Parana, Brazil.

MATERIALS and METHODS

Samples

During the period of February of 2005 to January of 2006, 196 samples of water in
natura and 13 samples of treated water were collected for study in 27 municipalities
in the north of Parana State, Brazil. The detection of coliforms and E. coli, using the
Colilert (Quanti-Tray/2002™) method (IDEXX Laboratories, represented by
SOVEREIGN - BR), was performed according to the manufacturer’s instructions,
approved by the Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater

(APHA, 2004) and by the Portaria do Ministerio da Saude no. 518 (BRASIL, 2004).

Isolation of target bacteria

Quanti-Trays that displaied yellow-fluorescent wells (ONPG-positive, MUG-positive)
were selected to recover the E. coli. Target organisms were recovered as described
with modifications (Pisciotta et al. 2002) using a sterile syringe to pierce the backing

material after the surface was wiped with 70% alcohol. Liquid from some sampled
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yellow-fluorescent wells was streaked onto MacConkey agar (MC) (Biobras, MG,
Brazil). Two to four lactose-fermenting colonies and one non-fermenting colony were
picked randomly from each MC plate, and then identified biochemically using the
following media: EPM (Toledo et al.1982a), MILi (Toledo et al. 1982b) and Simon’s
citrate (Biobras, MG, Brazil). A total of 300 isolates of E. coli were obtained. The
strains were stored in brain heart infusion broth (BHI) (Difco, Michigan, USA) with
20% glycerin at -70°C until use.

Bacterial strains used as positive controls in this study are listed in Table 1. Strain
HB101 (E. coli K-12) ( Boyer and Roulland-Dussoix, 1969) was used as the negative
control in all tests.

Table 1 Bacterial strains used as positive controls in this study.

Strain  Serotype Origin Virulence genes Reference
EDL933 0O157:H7 Human  stxl, stx2, eae, Yu and Kaper
hlyA (1992)
98NK2 0113:H21 Human saa Paton et al. (2001)
042 044:H18 Human aafA, astA Nataro et al. (1995)
E2348/69 0O127:H6 Human eae, bfp Jerse et al. (1990)

Detection of virulence genes by PCR

All 300 E. coli isolates were screened for the presence of sequences of stx1, stx2,
hlyA, eae and saa. Table 2 shows the primer sequences, sizes of amplified DNA
fragments and references for all sequences studied. Amplification reactions were
performed as follows: Luria-Bertani agar (LB) cultures were suspended in 300 uL
Milli-Q water (Millipore) and boiled for 10 min to release and denature the bacterial
DNA. Amplification of bacterial DNA was carried out in a volume of 25 L, containing
10 uL bacterial lysate, 200 yM dNTPs, 1.5 mM MgCl,, 20 pmol each primer and 1.5
U Tag DNA polymerase (all Gibco-BRL). After amplifications, the products were
electrophoresed in 2% agarose gels (Difco, Michigan, USA), stained with ethidium

bromide (Gibco-BRL) and visualized using UV light.
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Table 2 Sequences, sizes of amplified DNA fragments and respective references for

primers used in this study.

Target Primer sequence (5°—3’) Amplified fragment size Reference
(bp)

stx1 F*: ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC 180 Jackson et al. 1987a
R**: AGAACGCCCACTGAGATCATC

stx2 F: GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 255 Jackson et al. 1987b
R: TCGCCAGTTATCTGACATTCTG

eae F:TCGTCACAGTTGCAGGCCTGGT 800 Louie et al. 1993
R: CCGAAGTCTTATCAGCCGTAAAGT

hlyA F: GCATCATCAAGCGTACGTTCC 534 Schmidt et al. 1995
R: AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT

saa F: CGTGATGAACAGGCTATTGC 119 Paton et al. 2001

R: ATGGACATGCCTGTGGCAAC

*F, Forward; **R; Reverse
HEp-2 cell adherence assay
All 300 E. coli isolates were tested for adherence to HEp-2 cells as described
previously (Cravioto et al. 1979). When the adherence pattern was not defined after
3 h incubation, the test was repeated using a 6 h incubation period.
Hemolysin assay
All strains were tested for hemolysin production as described elsewhere (Beutin et al.
1991). The strains were cultivated on blood agar (Difco, Michigan, USA),
supplemented with 10 mM CaCl, and 5 % defibrinated sheep erythrocytes that had
been washed three times in PBS (phosphate buffered saline). Plates were examined
for hemolysis zones around bacterial growth after 3 h (alpha-hemolysin) and 24 h
(enterohemolysin) incubation at 37° C.
Cytotoxicity assay

Strains tested
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Tested for cytotoxicity were 12 strains of E. coli that had the genes stx1 and/or stx2
and the positive (Table 1) and negative control strains.

Preparation of toxin

The toxin was prepared as described previously (Robert et al. 2001).

Methods

Cytotoxicity was determined as described previously (Robert et al. 2001) with some
modifications. Vero cells were exposed to the bacterial filtrate diluted 1:4, 1:40,
1:400 and 1:4000 in DMEM (Sigma) supplemented with 10% fetal bovine serum
(Cultilab, Sao Paulo, BR). A 100 pL aliquot of these dilutions was tested in 96-well
plates in triplicate.

After exposure to the bacterial filtrate, metabolically active cells were determined
using an MTT diagnostic kit (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide; Roche Diagnostics, Indianapolis). After 24 h incubation, the supernatant of
each well was aspirated and the wells were washed with DMEM, utilizing the reagent
and specifications of the manufacturer. The plate was maintained at room
temperature for 3 h and with agitation for another 30 min. After this period,
absorbance (A) was read at 490nm and 630nm using an ELISA plate reader (Bio-
Rad). The percent cytotoxicity was determined in the following manner: %
cytotoxicity = (A of the sample — A of the negative control) / (A of the positive control
— A of the negative control) x 100.

The cytotoxicity assay described earlier by Konowalchuk et al. (1977) was also

carried out concomitantly, using the same strains mentioned above.
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RESULTS

Detection of virulence factors by PCR

Of the 300 strains studied, 12 had the stx gene, all of which were isolated from
different samples of water from 9 municipalities (Table 3). Strains 2 and 3 were
isolated from one municipality and strains 10, 109 and 167 were isolated from
another. The 12 strains positive for stx, also showed the presence of the hlyA and
saa genes. The other 288 strains studied, did not show the presence of the hlyA
gene, and only one was positive for saa, which was the only gene detected in this
latter strain. None of the 300 strains showed the presence of the eae gene.

Table 3 Genotypic profile of the strains positive for Shiga toxin.

Strain number Genotypic profile
stx1 stx2 eae hlyA saa
2 + - - + +
3 + - - + +
10 + + - + +
22 - + - + +
63 + + - + +
89 + + - + +
109 + + - + +
134 + + - + +
167 - + - + +
204 - + - + +
258 - + - + +
281 - + - + +
Cytotoxicity assay

In the MTT cytotoxicity assay, the result was obtained from the means of triplicate
readings at 490 and 630nm, as specified in the kit. The percentage of cytotoxicity for
the dilutions tested is shown in Table 4. A percentage greater than 50% signifies a

high cytotoxic effect and less than 50% represents a low cytotoxic effect.
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Table 4 Percent cytotoxicity for Shiga toxin in Vero cells determined by MTT assay.

Dilution Strain number
2 3 10 22 63 89 109 134 167 204 258 281 Stx1/2 HB DMEM
101
1:4 8 73 78 85 58 82 81 78 80 76 57 64 100% 0% 0%
% % % % % % % % % % % %
1:40 55 45 50 54 43 52 53 50 50 50 42 44 56% 0% 1%

% % % % %D %D %D %D %D %D %N %
1:400 38 27 31 36 23 34 34 32 32 29 22 25
% % % % %D %D %D %D % %D %N %
1:4000 15 12 10 10 8% 13 4% 6% 11 3% 4% 5% 6% 0% 0%
%N % % % % %

42% 1% 1%

The cytotoxicity results obtained using the method of Konowalchuk et al. (1977) (see

Table 5) were similar to those with the MTT assay.

Table 5 Cytotoxic effect of Shiga toxin in Vero cells based on the method of

Konowalchuk et al. (1977).

Dilution Strain number?
2 3 10 22 63 89 109 134 167 204 258 281 Stx1/2 HB
101
1:4 B I o S o S o e N T s T = 5 G 15 s T = o S S SO S S S S S 8 -
1:40 R A 25 s o S e S e e o e +++  F++ 4+ ++ +++ -
1:400 ++ - ++ o+ - ++  ++ ++ ++ ++ - - ++ -
1:4000 |- - - - - - - - - - - - - -

@+++: highly cytotoxic; ++ moderately cytotoxic; -: non cytotoxic

Hemolysis assay on blood agar

Of the 300 strains studied, the 12 that showed the presence of the hlyA gene,
expressed enterohemolysin (Table 6), and only one strain expressed alpha-
hemolysin, while the others did not show any hemolytic effect.

The adhesion test in HEp-2 cells

Of the 300 strains studied, 134 did not adhere to cells (including the strain that
showed the presence of only the saa gene), while 151 strains caused aggregative
adhesion (AA), with 4 of these showing strands between cells (CLA), 12 strains

showing semilocalized adherence (SLA) and 3 producing diffuse adhesion.

24



Table 6 Genotypic and phenotypic profiles of strains positive for Shiga toxin.

PCR

Strain Cytotoxicity in Hemolysis on Adhesion in

number stx1 stx2 eae hlyA saa Vero cells blood agar HEp-2 cells *
2 + - - + + + + AA
3 + - - + + + + SLA
10 + + - + + + + AA
22 - + - + + + + SLA
63 + + - + + + + AA
89 + + - + + + + CLA
109 + + - + + + + AA
134 + + - + + + + AA
167 - + - + + + + AA
204 - + - + + + + SLA
258 - + - + + + + SLA
281 - + - + + + + AA

*AA: aggregative adhesion; CLA: chain-like adherence; SLA: semilocalized
adherence

DISCUSSION

Sources of water are considered potential reservoirs of E. coli, and various
outbreaks of gastrointestinal infections and HUS have been associated with the
contamination of water with E. coli (Maldonado et al. 2005; Chalmers, et al. 2000;
Garcia—Aljaro et al. 2005).

The principal sources of contamination are: untreated wastewater that is released
into rivers and lakes; landfills which affect ground water, and industries that utilize
rivers to dump their toxic residues (Garcia—Aljaro et al. 2005). The presence of E. coli
in the distribution system of drinking water is a major problem for the health of the
population (Blanch et al. 2006). In this work, 300 strains of E. coli isolated from water
were studied, and 12 were classified as STEC. All 12 strains showed the presence
of the genes stx (five had stx1 and stx2, five only stx2 and two only stx1), saa and
hlyA. None of the 300 strains studied contained the eae gene. All strains that had
the stx1 and stx2 genes showed a cytotoxic effect in Vero cells, which did not differ

significantly whether the strains possessed only one or both of the toxins. All 12
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strains showed cytotoxicity at 1:40 dilution, nine at 1:400 and none at 1:4000. Siegler
(2003) inoculated non-human primates with purified Stx1 and Stx2, and
demonstrated that only those administered Stx2 developed HUS. It is important to
point out that of the 12 strains that contained the stx gene, 10 showed the presence
of the stx2 gene.

The 12 strains positive for hlyA expressed enterohemolysis on blood agar and only
one strain showed alpha - hemolysis, while the others did not demonstrate any
hemolysis. Adhesion demonstrated in Hep-2 cells, the characteristic pattern
described for STEC (SLA), was found only in 4 strains, despite that 12 strains
showed the presence of the saa gene, responsible for this pattern of adhesion.
According to Paton et al. (2001), this could be directly attributable to the shorter
predicted Saa proteins or, alternatively, to poor expression of saa in these strains. All
saa-positive strains were also positive for hlyA, suggesting that saa may also be
plasmid- carried, a fact confirmed by the absence of saa in a derivative 98NK2 which
had been cured of its large virulence plasmid (Paton et al. 2001). Seven other
strains showed an AA adhesion pattern and one strain CLA as described in a sample
of enteroaggregative E. coli (EAEC) and STEC (Gioppo et al. 2000; Lu et al. 2006).
The next step in this work is to classify these strains according to their serotype and
to determine which variables of stx2 they show. Another important point is to
determine if these strains show the LEE region since the saa gene is only present in
LEE-negative STEC that also have the plasmid-carried ehxA, implying that saa is
located on the respective large virulence plasmid (Paton et al. 2001).

Thus, we can conclude that the presence of these pathogenic bacteria in water for
human consumption can pose risks to the health of the population and demonstrates

faults in the water distribution system.
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RESUMO

O objetivo desse estudo foi detectar a presenga de Escherichia coli produtora
de toxina Shiga (STEC), E. coli enteropatogénica (EPEC) e E. coli
enterotoxigénica (ETEC) em 300 cepas de E. coli isoladas de 209 amostras de
agua para consumo humano. Nenhuma cepa foi classificada como EPEC.
Doze cepas de diferentes amostras de agua foram classificadas como STEC e
apresentaram os genes stxle/ou stx2, saa e hlyA. Nenhuma cepa apresentou o
gene eae. Das cepas pesquisadas, 77 pertencem ao patétipo ETEC, sendo que
dessas, duas possuem 0s genes que expressam a Toxina Termolabil (LT Il) e
Toxina Termoestavel (STa), 22 possuem apenas STa e 51 apenas LT II.
Também verificou-se a presenga do gene que expressa a toxina EAST1 em 8
cepas. Futuramente sera realizada a sorotipagem e classificagdo das variaveis
de stx2. Assim, podemos concluir que a presenga dessas bactérias na agua
para consumo humano pode causar sérios problemas para a saude da
populagao, tendo em vista as implicagdes que a presenca de E. coli
diarreiogénicas pode trazer a saude do homem. Um melhor controle da agua
fornecida a populacéao, através da Rede publica, deve ser priorizado.

Palavras-chave: sistema de distribuicdo de agua, Escherichia coli, diarréia,
genotipagem; fatores de viruléncia.
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INTRODUGAO

Desde os primordios estudos microbioldgicos, a detecgédo de bactérias de
origem fecal é utilizada para o controle da qualidade da agua destinada ao
consumo humano (Ashbolt 2004) e um monitoramento das fontes de agua é
essencial para manter a qualidade do servigo de abastecimento (Lisle et al.
1999).

Escherichia coli, que geralmente faz parte da microbiota gastrintestinal dos
mamiferos, entretanto pode adquirir fatores de viruléncia caracteristicos que
permitem danos a saude de individuos saudaveis, resultando em sindromes
que podem incluir gastrenterites, infec¢des no trato urinario, sepse e
meningites (Chen and Frankel 2005). Gastrenterites causadas por E. coli
podem ser originadas por seis patotipos distintos de E. coli classificadas em:
enterotoxigénica (ETEC), enteropatogénica (EPEC), produtora de toxina Shiga
(STEC) onde de insere EHEC (E. coli enterohemorragica), enteroinvasiva
(EIEC), aderéncia difusa (DAEC) e enteroagregativa (EAEC). Estes patétipos
de E. coli diarreiogénica possuem diferentes perfis clinicos, epidemioldgicos e
patogénicos. Cepas pertencentes a cada patotipo séo caracterizadas pela
presenca de fatores de viruléncia que podem ou nao serem compartilhados, e
podem ser distinguidas através da tipagem antigénica do lipololissacarideo (O)
e flagelar (H) (Kaper et al. 2004).

Nesse estudo, foram pesquisados alguns fatores de viruléncia relacionados a
EPEC tipica e atipica, STEC, EHEC, ETEC e EAEC em 300 cepas de E. coli

isoladas de agua para consumo humano na regiao Norte do Parana — Brasil.

MATERIAIS E METODOS
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Amostras de agua

Foram analisadas, 300 cepas de E. coli isoladas de fevereiro de 2005 a janeiro
de 2006, de 196 amostras de agua in natura e 13 tratadas, originadas de 27
municipios do norte do Parana. A deteccao de coliformes totais e E. coli foi
realizada usando o método Colilert (Quanti-Tray/2002TM - IDEXX,
representado pela SOVEREIGN - BR), seguindo as especificagdes do
fabricante, aprovado pelo Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (American Public Health Association, 2004) e pela Portaria do

Ministério da Saude n°. 518 (BRASIL, 2004).

Isolamento e identificagdo das cepas bacterianas

Para a recuperacgao das cepas de E. coli, as cartelas que apresentavam pogos
amarelos e fluorescentes (ONPG-positivo, MUG-positivo) foram selecionadas e
aliquotas coletadas de 3 a 4 pogos usando seringas estéreis para perfurar os
pocos da cartela, apds desinfeccdo da superficie com alcool 70% foram
semeadas em agar MacConkey (MC) (Biobras,MG-BR) (Pisciotta et al. 2002).
De cada placa de MC foram escolhidas aleatoriamente de 2 a 4 colbénias
fermentadoras de lactose e uma nao fermentadora, e ent&o, identificadas
bioquimicamente através dos meios EPM (Toledo et al.1982;), MILi (Toledo et
al. 1982;) e Citrato de Simmons (Biobras, MG-BR). As cepas foram estocadas
em caldo infuso de coragéo e cérebro (BHI) (Difco, Detroit, MC) com 20% de
glicerina a -70°C até sua utilizagao.

Os principais genes pesquisados nesse trabalho associados aos diferentes
patotipos de E. coli diarreiogénica através da PCR estao apresentados na

Tabela 1.
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Tabela 1 Principais genes pesquisados nos diferentes patotipos de E. coli

diarreiogénica estudados nesse trabalho.

Patotipo Caracteristicas - Genes Pesquisados
EPEC eae e bfp

STEC stx1, stx2, saa, hlyA e Ipf

ETEC STaelTll

EAEC EAST1

Cepas bacterianas utilizadas nesse estudo como controles positivos estao
descritas na Tabela 2. A cepa HB101 (E. coli K-12) (Boyer & Roulland-Dussoix,
1969) foi usada como controle negativo em todos os testes.

Tabela 2 Cepas Bacterianas usadas como controle positivo neste estudo

Cepa Descrigao Referéncia

EDL933 EHEC Yu & Kaper (1992)
98NK2 STEC Paton et al. (2001)
E2348/69 EPEC Jerse et al. (1990)
H10407 ETEC Evans et al. (1975)
042 EAEC Nataro et al (1995)

Deteccao de genes através da PCR

Todas 300 cepas de E. coli isoladas foram testadas para presence das
sequéncias génicas de stx1, stx2, hlyA, eae, saa, IpfA , bfp , EAST-1, LT-ll e
ST-a . A Tabela 3 mostra as sequéncias dos oligonucleotideos inciadores,
tamanho dos fragmentos de DNA amplificados e as referéncias de todas
sequéncias estudadas. As reacdes de amplificacdo foram realizadas da
seguinte maneira: culturas em agar Luria-Bertani (LB) (Albright et al. 1989)
foram suspendidas em 300 uL de agua Milli-Q (Millipore) e fervidas por 10
minutos para liberacao e desnaturacido do DNA bacteriano. A amplificacdo do
DNA bacteriano foi realizada em volumes de 25 uL, contendo 10 uL do lisado
bacteriano, 200 uM de dNTPs, 1.5 mM de MgCl,, 20 pmol de cada iniciador e

1.5 U Tag DNA polimerase (Gibco-BRL). Depois de amplificado, o produto de
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amplificagéo foi submetido a eletroforese em gel de agarose 2% (Difco, Detroit,

MC), corado com brometo de etidio (Gibco-BRL) e visualizado usando luz UV.

Tabela 3 Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores, tamanho dos fragmentos de

DNA amplificados e referéncias usadas neste estudo.

Gene Alvo  Sequéncia oligonucleotideo iniciador Tamanho do fragmento Referéncia
(5—-3) amplificado (pb)

stx1 F*: ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC 180 Jackson et al. 1987,
R**: AGAACGCCCACTGAGATCATC

stx2 F: GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 255 Jackson et al. 1987,
R: TCGCCAGTTATCTGACATTCTG

eae F: TCGTCACAGTTGCAGGCCTGGT 800 Louie et al. 1993
R: CCGAAGTCTTATCAGCCGTAAAGT

hlyA F: GCATCATCAAGCGTACGTTCC 534 Schmidt et al. 1995
R: AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT

saa F: CGTGATGAACAGGCTATTGC 119 Paton et al. 2001
R: ATGGACATGCCTGTGGCAAC

bfp F: CAATGGTGCTTGCGCTTGCT 326 Gunzburg et al. 1995
R: GCCGCTTTATCCAACCTGGT

Ipf F: ATGAAGCGTTAATATTATAG 573 Doughty et al. 2002
R: TTATTTCTTATATTCGAC

astl F: CCATCAACACAGTATTCCGA 111 Yamamoto and
R: GGTCGCGAGTGACGGCTTTGT Echeverria 1996

LTl F: AGATATAATGATGGATATGTATC 300 Schultsz et al. 1994
R: TAACCCTCGAAATAAATCTC

STa F: TCCGTGAAACAACATGACGG 244 So and McCarty 1980

R: ATAACATCCAGCACAGGCAG

*F: senso, **R: anti-senso.

RESULTADOS

Deteccao dos fatores de viruléncia através da PCR

Das 300 cepas estudadas, 12 apresentaram o gene stx (sendo que 7

apresentaram stx1 e 10 stx2), todas isoladas de amostras de agua diferentes,
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pertencentes a 9 diferentes municipios . As 12 cepas positivas para stx,
também foram positivas para hlyA e saa. Das outras 288 cepas estudadas,
nenhuma foi positiva para hlyA, e apenas uma foi positiva para saa, sendo
positiva também para Ipf , outras 95 cepas também foram positivas para Ipf, e
dessas 9 foram positivas para stx. Quanto a presenca da EAST1, 8 foram
positivas. Cinquenta e trés cepas apresentam LT Il, 24 STa e dessas, duas
apresentam ambas toxinas. Nenhuma das 300 cepas apresentaram eae e bfp.
A Tabela 4 mostra o perfil genotipico das cepas estudadas.

Tabela 4 Perfil genotipico das cepas estudadas

N° de Cepas PCR

Encontradas | stxl | stx2 eae bfp Ipf saa hiyA |EAST1| LTI STa

2 + - - - - + + - -

1

1

1
+

1

2 - - - -

19 - - - -

[ Sl TN

5 + + - -

4 - - - -

2 - - - -

1 - " - -

33 - - - -

49 - - - -

1 - - - -

1 - - - -

17 - - - -

4 - + - :

1 - - - -

N S I S I I I T I O ey O
1
1
1

1 - - - -

Q|1 [+ |1
a
w
N
S

TOTAL 7 10 0 0

©
(=2}

13 12

DISCUSSAO

Fontes de agua estdo sendo consideradas reservatorios em potencial de E. coli
(Garcia — Aljaro et al. 2005). Nas duas ultimas décadas, o consumo de agua in
natura vem diminuindo, contudo, os surtos de diarréias e doencas relacionadas
ao consumo de agua vém crescendo (Beuchat et al. 1996).

A presenga de E. coli no sistema de distribuicdo de agua para consumo

humano se constitui em um grande problema para a saude da populagao
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(Blanch et al. 2006). Nesse trabalho, foram estudadas 300 cepas de E. coli
isoladas de agua, e 12 foram classificadas como STEC. Todas as 12 cepas
apresentaram os genes stx (cinco possuem stx1 e stx2, cinco somente stx2 e
duas stx1), saa e hlyA.. Nenhuma das 300 cepas estudadas apresentou o gene
eae. Siegler et al. (2003) quando inocularam Stx2 purificada em primatas,
verificou que estes animais apresentaram Sindrome Uremica Hemolitica (SUH)
0 mesmo ndo ocorrendo com a Stx1. E importante salientar que das 12 cepas
que possuem o gene stx, 10 apresentaram o gene stx2.

Das cepas pesquisadas, podemos verificar que 75 pertencem ao patétipo
ETEC, sendo que dessas, duas possuem LT |l e STa, 22 possuem apenas STa
e 51 apenas LTIl. Nao existem muitos estudos referentes a contaminacéao de
agua por ETEC, apesar desse patotipo ser um importante causador de
diarréias em criangas, e, causar cerca de 700.000 mortes anualmente em
alguns paises em desenvolvimento (Menezes et al. 2003).

Quanto a presenga do gene que possui a sequéncia da EAST1, 8 cepas foram
positivas.

EAST1 é uma enterotoxina codificada por um plasmidio com grande homologia
a STa de ETEC (Savarino et al. 1993; Harrington et al. 2006). Entretanto,
EAST1 nao esta presente apenas em EAEC, estando distribuida entre E. coli
patogénicas e ndo patogénicas (Savarino et al. 1995; Zhou et al. 2002).

Uma proxima etapa desse trabalho é classificar essas cepas de acordo com o
sorotipo que pertencem e quais variaveis de stx2 elas apresentam. Um outro
dado importante é verificar se essas cepas apresentam a regido LEE uma vez
gue o gene saa esta somente presente em STEC LEE - negativa que também
carregam o plasmidio portador de hlyA, insinuando que saa esta situado neste

grande plasmidio de viruléncia (Paton et al. 2001).Outro dado importante &
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verificar se as amostras que apresentaram os genes para as toxinas de ETEC
(LT Il e STa) estao sendo expressadas.

Assim podemos concluir que a presenga dessas bactérias patogénicas em
agua para consumo humano pode causar riscos a saude da populagao e

demonstrando assim, falhas no sistema de tratamento e distribuicdo de agua.
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4. CONCLUSAO

Tendo em vista a importancia da detecgdo e caracterizagdo de agentes
emergentes e reemergentes, avaliamos através de estudo epidemiologico, a
presenca de cepas de E. coli em amostras de agua destinadas ao consumo
humano, nos municipios pertencentes a 172 e 182 Regionais de Saude no Estado do
Parana.

Isolamos 300 cepas de E. coli, e, através da detecgdo de genes através da
PCR, concluimos que 12 cepas pertencem ao patétipo STEC, 75 cepas ao patoétipo
ETEC. Nenhuma cepa foi classificada como EPEC.

Quanto a expressdo dos genes stx1l e stx2, avaliada utilizando-se células
Vero, concluimos que as 12 cepas estdo expressando a toxina Shiga. O mesmo
acontece com a expressao de hlyA, avaliada através da capacidade de hemdlise
em agar sangue de carneiro a 5%.

Em relacdo ao padrdo de adesdao em células HEp-2, das 300 cepas
estudadas, 134 ndo aderiram a célula, 151 cepas aderiram de forma AA, sendo que
4 dessas apresentaram corddes entre as células, 12 cepas aderiram da forma
semilocalizada e 3 na forma difusa.

Uma proxima etapa desse trabalho é classificar essas cepas de acordo com o
sorotipo que pertencem e quais variaveis de stx2 elas apresentam.

Assim podemos concluir que a presenca dessas bactérias patogénicas em
agua para consumo humano pode causar riscos a saude da populagdo e

demonstrando assim, falhas no sistema de tratamento e distribuigdo de agua.
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Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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