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Diarrhea is one of the most frequent diseases in calves up to 30 days of age and is a ma-
jor cause of economic losses. Its etiology is complex and involves the interaction of various
infectious, nutritional, immunological, environmental and managerial factors. The main cli-
nical signs are diarrhea, progressive dehydration, metabolic acidosis, electrolyte imbalance
and negative energy balance with or without hypoglycemia, which if left untreated, results
in death of the animal. Escherichia coli stands as an important enteropathogen involved
in diarrheal syndrome. Pathogenic E. coli strains are classified into groups or pathotypes
based on the production of virulence factors and on the mechanisms by which they cause
diarrhea. There are five E. coli pathotypes associated with diarrhea in calves: enterotoxi-
genic E. coli (ETEC), enteropathogenic E. coli (EPEC), enterohemorrhagic E. coli (EHEC),
Shiga toxin - producing E. coli (STEC) and necrotoxigenic E. coli (NTEC). In this article, we
present the main characteristics and an update on E. coli pathotypes causing calf diarrhea.

INDEX TERMS: Pathotypes, Escherichia coli, calves, diarrhea.

RESUMO.- A diarreia é uma das doencgas mais frequentes
de bezerros com até 30 dias de idade e é uma importan-
te causa de perdas econdmicas. Sua etiologia é complexa e
envolve a interacdo de diversos fatores infecciosos, nutri-
cionais, imunolégicos, gerenciais e ambientais. Os princi-
pais sinais clinicos sdo a diarreia, desidratagdo progressiva,
acidose metabolica, desequilibrio de eletrolitos e balango
energético negativo com ou sem hipoglicemia, que se ndo
tratados, levam a morte do animal. Escherichia coli se des-
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taca como um importante enteropatégeno envolvido na
sindrome diarreica. Cepas de E. coli patogénicas sdo classi-
ficadas em grupos ou patotipos, de acordo com a produgdo
de fatores de viruléncia e mecanismos pelos quais causam
doenga. J4 foram identificados cinco patotipos de E. coli as-
sociados a diarreia em bezerros: E. coli enterotoxigénica
(ETECQ), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohe-
morragica (EHEC), E. coli produtora de toxina Shiga (STEC)
e E. coli necrotoxigénica (NTEC). Nesse artigo apresenta-
mos as principais caracteristicas e os atuais conhecimen-
tos sobre os patotipos de E. coli causadores de diarreia em
bezerros.

TERMOS DE INDEXACAO: Patotipos, Escherichia coli, bezerros,
diarreia.

INTRODUCAO

A diarreia é uma das doencas mais prevalentes em bezer-
ros, principalmente nas quatro primeiras semanas de vida.
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E causa de importantes perdas econdmicas nessa faixa eta-
ria, pois causa perda de agua e eletrélitos nesses animais,
o que resulta em desidratacdo, desequilibrios eletroliticos,
acidose metabolica e morte (Butler & Clarke 1994). Varios
fatores de risco influenciam a ocorréncia da doenga, como
idade do animal, condigdo imunoldgica, condi¢des climati-
cas e higiene (Acres 1985, Radostits et al. 2007). Diversos
enteropatdgenos podem causar diarreia, com destaque
para Escherichia coli, agente etiol6gico da colibacilose (Bu-
tler & Clarke 1994, Blanchard 2012).

E. coli sdo bactérias Gram negativas, fermentativas, ana-
erdbias facultativas, cultivadas facilmente em meios de cul-
tura de rotina. A via de transmissao de E. coli diarreiogéni-
ca é fecal-oral por meio de dgua e alimentos contaminados.
Comumente isoladas de fezes, na maioria das vezes E. coli
sdo comensais, ndo causando doenca em seus hospedeiros.
Entretanto, em animais debilitados, imunocomprometidos
ou com a barreira gastrointestinal alterada, cepas de E.
coli ndo patogénicas presentes no intestino podem causar
infeccdo (Nataro & Kaper 1998). Desta forma, para confir-
macdo de diarreia por E. coli, é necessaria a identificagdo
de cepas de E. coli diarreiogénicas (Nataro & Kaper 1998,
Gyles & Fairbrother 2010).

Antes da identificagdo de fatores de viruléncia especifi-
cos de E. coli diarreiogénicas, a sorotipagem era o método
mais utilizado para identificar cepas associadas a diarreia.
A determinacdo dos sorogrupos e sorotipos de E. coli a par-
tir da identificacdo dos antigenos somaticos (0), capsulares
(K) e flagelares (H) sdo importantes para a caracterizacdo
de isolados associados as infec¢des e para estudos epide-
mioldgicos. Os antigenos fimbriais (F), estruturas proteicas
que se projetam da superficie da bactéria e permitem sua fi-
xacdo a mucosa intestinal, também sdo utilizadas na classi-
ficacdo de cepas de E. coli, principalmente as denominadas
E. coli enterotoxigénicas (ETEC) (Nataro & Kaper 1998). E.
coli de determinados sorogrupos podem ser associadas a
sindromes clinicas, pois estes sorogrupos correlacionam-
-se com certas linhagens virulentas e grupos especificos
de E. coli diarreiogénicas. Entretanto, a sorotipagem é tra-
balhosa e realizada por poucos laboratorios, além desses
marcadores nio serem suficientes para caracterizar uma
cepa como diarreiogénica (Nataro & Kaper 1998).

Como na maioria dos patégenos de mucosa, E. coli se-
gue uma estratégia de infeccdo: i) colonizagdo da mucosa,
ii) evasdo das defesas do hospedeiro, iii) multiplicacio e iv)
dano ao hospedeiro. E. coli causadoras de infec¢des enté-
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ricas em geral apresentam diferentes sorotipos e fatores
de viruléncia. A colonizacdo das células intestinais ocorre
por meio de adesinas, que podem ser fimbriais ou nio. A
producdo de diversas toxinas, que interagem com os ente-
rocitos de maneiras diferentes, também é uma caracteris-
tica comum de cepas diarreiogénicias de E. coli. Algumas
cepas de E. coli interagem com o citoesqueleto das células
intestinais, modificando a estrutura das microvilosidades
das células das vilosidades intestinais. Esses fatores de vi-
ruléncia sao codificados por genes presentes em ilhas de
patogenicidade ou em plasmideos de viruléncia, podendo
também ser transferidos entre cepas de E. coli por bacte-
riéfagos. Atualmente, a identificagdo de genes de virulén-
cia por PCR tém demonstrado ser rapida, pratica e sensivel
na identificacdo de E. coli diarreiogénicas (Nataro & Kaper
1998, Gyles & Fairbrother 2010).

As cepas de E. coli consideradas patogénicas podem ser
classificadas em grupos ou patotipos de acordo com a pro-
ducdo de fatores de viruléncia e mecanismos pelos quais
causam doenca (Nataro & Kaper 1998, Kaper et al. 2004).
As caracteristicas dos principais patotipos de E. coli causa-
dores de diarreia em bezerros sao mostrados no Quadro 1.
Ja foram identificados cinco patotipos de E. coli associados
a diarreia em bezerros: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.
coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica
(EHEC), E. coli produtora de toxina Shiga (STEC) e E. coli
necrotoxigénica (NTEC). Outros patotipos diarreiogénicos
para seres humanos, como E. coli enteroinvasiva (EIEC), E.
coli de aderéncia difusa (DAEC) e E. coli enteroagregativa
(EAEC) ainda ndo foram confirmados como causadores
de diarreia em bezerros (Nataro & Kaper 1998, DebRoy &
Maddox 2001, Gyles & Fairbrother 2010). Nessa revisao
apresentamos as principais caracteristicas e os atuais co-
nhecimentos sobre os mais importantes patotipos de E. coli
causadores de diarreia em bezerros.

PATOTIPOS DE E. coli CAUSADORAS DE DIARREIA
EM BEZERROS

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

ETEC sdo caracterizadas por colonizarem a superficie
da mucosa do intestino delgado, principalmente o ileo, e
por produzirem enterotoxinas termoestaveis (ST) e termo-
labeis (LT) que alteram as fung¢des dos enterdcitos, aumen-
tando a secrecdo e reduzindo a absorc¢ido de liquidos, sem
induzirem alteracdes morfologicas significativas no intesti-
no (Nataro & Kaper 1998, Nagy & Fekete 2005).

Quadro 1. Principais caracteristicas dos patotipos de Escherichia coli
causadores de diarreia em bezerros

Patotipo Fatores de viruléncia Sorogrupos
Adesina Toxina

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

EPEC’ Intimina, Lpf, Tha, Efal, ToxB - 026,0111,0119,0114

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

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

NTEC® P S, F17, Afa

CNF1, CNF2 01, 03, 015, 088, 0123

2 Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), ® E. coli enteropatogénica (EPEC), © E. coli produ-
tora de toxina Shiga (STEC), ¢ E. coli enterohemorragica (EHEC) e © E. coli necrotoxigénica

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

Dois tipos de toxinas LT sdo produzidas, LTI e LTIIL. LTI
pode ser subdividida em LTTh, de ETEC de seres humanos,
e LTIp, de ETEC de suinos e seres humanos. LT-1Ia e LT-IIb
sdo produzidas por ETEC isoladas de seres humanos e, com
menor frequéncia, de bovinos e bubalinos. LT ativa adeni-
lato ciclase, resultando no aumento dos niveis de mono-
fosfato ciclico de adenosina (AMPc) e, consequentemente,
aumento da secrecdo de fons cloreto e carbonato, de dgua e
na inibi¢cdo da absor¢ao de sédio (Mainil 2013).

A maioria das ETEC que causam diarreia em bezerros é
caracterizada por possuir as adesinas fimbriais F5 (K99) e
F41 e por produzir STa. Outras adesinas menos frequentes
em ETEC isoladas de bezerros sdao F17 e CS31A (ndo fim-
brial) (Quadro 1) (Butler & Clarke 1994, DebRoy & Maddox
2001). Os sorogrupos mais comuns entre as ETEC associa-
das a diarreia em bezerros sdo 08, 09, 020 e 0101 (Butler
& Clarke 1994).

A adesdo de ETEC no intestino delgado ocorre por fa-
tores de colonizagio, fimbriais ou ndo fimbriais (Croxen &
Finlay 2010). A ligacdo da ETEC ao epitélio intestinal im-
pede que estas bactérias sejam totalmente eliminadas pelo
peristaltismo e permite a colonizagdo do intestino, princi-
palmente a parte distal do intestino delgado. Em seguida
a aderéncia as células intestinais, ETEC produzem entero-
toxina STa (Gyles & Fairbrother 2010). O receptor de STa
é a guanilato ciclase C (GC-C), presente nas microvilosi-
dades intestinais. A ligacao da toxina no receptor resulta
no aumento intracelular de monofosfato guanilato ciclico
(cGMP), que ativa a proteina quinase Il cGMP-dependente
(cGKII). Essa quinase fosforila e ativa o canal de cloreto
(CFTR), o que resulta na secregio de ions cloreto e bicarbo-
nato, na inibicao da absor¢io de ions sédio e no efluxo de
agua para o limen intestinal (Foster & Smith 2009, Gyles &
Fairbrother 2010).

As infeccoes por ETEC sao espécie-especificas princi-
palmente em funcdo da presenca de receptores especificos
para adesinas em células intestinais de uma ou de um nu-
mero limitado de espécies, ndo sendo, portanto, conside-
radas como zoondticas, em contraste com as infeccoes por
EHEC e STEC (Nagy & Fekete 2005).

ETEC é o patotipo mais comumente associado a diarreia
em bezerros na primeira semana de vida, principalmente
aos 3-4 dias (Foster & Smith 2009, Blanchard 2012). Diver-
sos pesquisadores encontraram esse patotipo em bezerros
com mais de uma semana de idade (Gtiler et al. 2008, Bar-
tels et al. 2010, Coura 2011, Andrade et al. 2012). A razao
da restricdo da infec¢do por ETEC a primeira semana de
idade dos bezerros nao é totalmente conhecida. Os recep-
tores para as fimbrias sdo mais expressos em células ima-
turas das vilosidades intestinais. Assim, a maturagdo intes-
tinal p6s-natal limita a infeccdo por ETEC em bezerros com

menos de uma semana de idade. Entretanto, pode haver
aumento do periodo de susceptibilidade se ocorrer atrofia
das vilosidades intestinais, como acontece nas infec¢oes
por virus e Cryptosporidium spp., resultando em migragdo
de células imaturas das criptas (Blanchard 2012).

Sabe-se que em ratos e seres humanos a densidade do
receptor GC-C diminui apés o nascimento, mas permane-
ce presente em suinos até 7 semanas de vida. Em bezerros
nenhum estudo detalhado sobre a expressdo de GC-C em
diferentes idades foi realizado, porém inoculag¢ao oral com
STa induziu diarreia em bezerros com até 15 dias de idade
(Foster & Smith 2009).

Na colibacilose por ETEC, os animais apresentam diar-
reia profusa pastosa a liquida, com odor fétido e coloracdo
amarelada a brancacenta. Nos casos agudos, a perda de
agua e eletrdlitos é rapida, e os animais apresentam desi-
dratacdo grave e acidose metabolica, podendo levar a mor-
te. Observa-se a distensdo dos intestinos delgado e grosso,
com presenca de liquido e gas, mucosa fina e brilhante e
nenhuma alteragao histopatoldgica. A sindrome diarreia é
multifatorial e pode envolver mais de um enteropatégeno,
dificultando o diagndstico clinico. Mas a possivel partici-
pacdo de ETEC na diarreia em bezerros pode ser sugerida
pelos seguintes fatores: i) idade do animal inferior a uma
semana, ii) caracteristica das fezes, iii) desenvolvimento
agudo da infecgdo, com grave diarreia e desidratacdo, ani-
mal em posicdo de decubito e perda de peso. Para o diag-
nostico de infeccdo por ETEC é necessario o isolamento
bacteriano de fezes ou conteudo intestinal e a identifica-
¢do dos fatores de viruléncia caracteristicos de ETEC, fim-
brias e toxinas, utilizando testes laboratoriais como testes
de aglutinacdo, ELISA ou PCR (Acres 1985, Butler & Clarke
1994), todos disponiveis no pais.

E. coli enteropatogénica (EPEC)

A principal caracteristica deste patotipo é causar uma
lesdo denominada de attaching and effacing - A/E. A lesdo
A/E é caracterizada por uma adesdo intima da bactéria ao
epitélio intestinal, com destruicdo das microvilosidades
intestinais, alteragdes no citoesqueleto, com formacdo de
estruturas semelhantes a pedestais e acimulo de actina
polimerizada logo abaixo da liga¢do da bactéria a célula. Os
principais genes responsaveis pela lesdo A/E estdo inseri-
dos numa ilha de patogenicidade denominada LEE (Locus
of Enterocyte Effacement), presente nos patotipos EPEC e
EHEC (Nataro & Kaper 1998, Mainil & Daube 2005). E. coli
capazes de causar esse tipo de lesdo sdo também denomi-
nadas AEEC (attaching and effacing Escherichia coli).

EPEC coloniza principalmente o intestino delgado e sua
aderéncia nas microvilosidades intestinais desencadeia a
expressao dos genes localizados na LEE. Apds sua ligacio
com a célula hospedeira, ha o envio de sinais para estas
por meio de um sistema de secregdo tipo III (T3SS), cujos
genes estao localizados na LEE. O T3SS, inserido na mem-
brana citoplasmatica do enterdcito, transloca diretamente
proteinas efetoras da bactéria para dentro do citoplasma
da célula do hospedeiro. Estas proteinas efetoras agem em
proteinas celulares eucariéticas resultando na polimeriza-
¢do da actina, rearranjos do citoesqueleto e destruicdao das
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microvilosidades (DebRoy & Maddox 2001, Mainil & Daube
2005, Mainil 2013).

A adesina intimina, uma proteina de 94 kDa da membra-
na externa da bactéria, é codificada pelo gene eae localiza-
dona LEE e é amolécula de adesdo responsavel pela ligacdo
intima da bactéria ao enterécito. O receptor da célula alvo
para intimina recebe o nome de Tir (translocated intimin
receptor), uma proteina codificada pela LEE, translocada
para a célula alvo pelo T3SS e que se insere na membrana
citoplasmatica do enterdcito (Mainil & Daube 2005, Mainil
2013). Mais de 21 variantes de intimina ja foram identifi-
cadas, designadas por letras gregas, e que diferem na sua
sequéncia de aminoacidos na parte carboxi-terminal. Uma
vez que a interacdo entre intimina e Tir esta localizada no
aminoacido caboxi-terminal 280 da adesina intimina, os
diferentes tipos de intimina interagem especificamente
com o seu receptor cognato Tir. Receptores alternativos
para intimina na célula hospedeira sdo as betal-integrinas
e as nucleolinas (Gyles & Fairbrother 2010, Mainil 2013).
A proteina Tir fosforilada recruta Nck (non-catalytic region
of tyrosine kinase) que ativa a proteina da sindrome neural
Wiskott-Aldrich (N-WASP) e o complexo de proteina 2/3
relacionado a actina (ARP2/3) para mediar o rearranjo de
actina e formacdo das estruturas semelhantes a pedestal
(Croxen & Finlay 2010).

Além da ilha de patogenicidade LEE, EPEC podem apre-
sentar um plasmideo chamado “EPEC aderence factor”
(EAF), com genes envolvidos na expressdo e montagem
da fimbria denominada “bundle-forming pillus” (BFP), res-
ponsavel pela aderéncia localizada da bactéria ao epitélio
intestinal. Cepas de EPEC portadoras do plasmideo EAF
e da fimbria BFP s3do denominadas EPEC tipicas, e quan-
do negativas EPEC atipicas. A adesina BFP contribui para
a ligacdo da bactéria as células eucariéticas e resulta em
aderéncia localizada em cultura de células (Nataro & Kaper
1998, Bardiau et al. 2010, Gyles & Fairbrother 2010). No
caso de EPEC isoladas de bezerros, BFP nio foi identifica-
da e outras adesinas podem estar envolvidas na aderéncia
e, provavelmente, na colonizagdo das células intestinais,
como lha (IrgA Homologue Adhesin), Efal (E. coli factor
for adherence 1), ToxB (toxin B) e Lpf (long polar fimbriae)
(Quadro 1) (Bardiau et al. 2010).

Ndo hd uma faixa etdria com maior susceptibilidade,
como ocorre com ETEC, sendo detectada a infecgao por
EPEC em bezerros de 1 a 12 semanas de idade (China et al.
1998, Holland et al. 1999, Foster & Smith 2009). Os princi-
pais sorotipos de EPEC associados a diarreia em bezerros
sdo 026, 0111, 0119, 0114. EPEC causa diarreia pela ati-
vacdo de sistemas secretorios, como a inibi¢cdo da absorgio
de sodio e cloreto e ativacdo dos canais de cloreto, aumento
da permeabilidade paracelular, afrouxamento das jun¢des
de oclusdo (tight junctions), inflamagao e producao de ci-
tocinas, e perda da area absortiva em decorréncia da des-
truicdo das microvilosidades (Mainil & Daube 2005, Gyles
& Fairbrother 2010).

0 diagnostico clinico é dificil, sendo que nao existem si-
nais clinicos caracteristicos. A consisténcia e a cor das fezes
variam. As fezes podem estar aquosas ou normais, amarela-
das ou sanguinolentas. EPEC resulta em uma diarreia mais
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cronica, diferente da ocorréncia aguda da colibacilose por
ETEC, e ocorre principalmente em animais acima de uma
semana de idade. O diagnoéstico histopatologico de partes
do ileo (principalmente juncao ileocecal) e c6lon pode ser
usado para visualizar lesées do tipo A/E. A confirmacgao da
presenca de EPEC é feita a partir da cultura de fezes seguida
por PCR para identificagdo dos genes de viruléncia caracte-
risticos desse patotipo, principalmente o eae, e confirmar a
auséncia de genes codificadores de toxinas, necessario para
diferenciar cepas de EPEC de STEC/EHEC (Nataro & Kaper
1998, DebRoy & Maddox 2001, Blanchard 2012).

E. coli enterohemorragica (EHEC) e E. coli produtora de
toxina Shiga (STEC)

E. coli enterohemorragica (EHEC) e E. coli produtora de
toxina Shiga toxina (STEC), também conhecida como E. coli
verotoxigénica (VTEC), em funcdo do efeito citotéxico em
células Vero, se referem a cepas de E. coli que produzem
pelo menos umas das toxinas Shiga (Stx1 ou Stx2) (Gyles
2007). Outro fator de viruléncia importante para a carac-
terizacdo de EHEC é a presenca da ilha de patogenicidade
LEE (locus of enterocyte effacement), com genes responsa-
veis pela formacdo de A/E, como em EPEC. EHEC possui a
mesma LEE de EPEC, porém o mecanismo de formagio da
estrutura semelhante ao pedestal é ligeiramente distinto
das EPEC: ndo ocorre fosforilacdo de Tir pela célula hos-
pedeira, a formacgdo de pedestal é independente de Nck, o
rearranjo de actina é mediado por TccP (Tir cytoskeleton-
-coupling protein), que se liga ao Tir por meio de proteinas
da célula alvo IRTKS (insulin receptor tyrosine kinase subs-
trate), que interage com N-WASP para ativar o complexo
ARP2/3 (Croxen & Finlay 2010).

Durante muito tempo o termo EHEC foi utilizado para
se referir aisolados de E. coli que causam doengas em seres
humanos, como colite hemorragica e sindrome hemolitica
urémica, mas hoje EHEC inclui cepas de E. coli isoladas de
seres humanos e animais que produzem toxinas Stx e lesdo
A/E.Ja os termos STEC ou VTEC sdo usados para isolados
de bactérias que produzem somente Stx (Mainil & Daube
2005). Alta porcentagem de bezerros infectados com es-
tes patotipos ndo apresenta sinais clinicos, entretanto es-
tes animais constituem importante reservatorio de STEC/
EHEC tanto para bovinos como para o homem (Gyles &
Fairbrother 2010). Em 2011, houve uma grande epidemia
causada por um sorotipo raro de E. coli patotipo STEC e
sorotipo 0104:H4, envolvendo mais de 4.000 pessoas em
16 paises europeus.. Estudos epidemioldgicos indicaram o
consumo de brotos, principalmente os de feno-grego, como
a origem do surto (CDC 2013). A analise genética do isola-
do demonstrou que ele pertence a dois grupos distintos de
E. coli, EAEC e STEC, e foi classificado como STEAEC, por
possuir genes de ambos os patotipos e de multipla resis-
téncia a antibidticos. O cromossomo possui os fatores de
viruléncia Pic, AAF, AggR, Pet e ShET1 de EAEC, e Stx2 e Tha
de STEC (Clements et al. 2012). O sorotipo de EHEC mais
conhecido e de maior importancia para seres humanos é
0 0157:H7, responsavel por surtos de diarreia sanguino-
lenta, colite hemorragica e sindrome hemolitico urémica.
E. coli 0157:H7 é a principal causa de colite hemorragica
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e sindrome hemolitico urémica nos Estados Unidos, Cana-
da, Gra-Bretanha e Europa (Buchanan & Doyle 1997). No
Brasil, a incidéncia de doencgas gastrointestinais e sindro-
me hemolitico urémica devido a EHEC 0157:H7 é baixa e
a frequéncia de seu isolamento de fezes bovinas é ausente,
ou muito baixa, menos de 1% dos isolados (Cerqueira et al.
1999, Irino et al. 2005, Aidar-Ugrinovich et al. 2007, Olivei-
ra et al. 2008) e de carcagas bovinas resfriadas ainda nao
foi isolada (Caselani 2010).

Os ruminantes, especialmente os bovinos, sdo portado-
res assintomaticos e considerados principais reservatoérios
de EHEC (Gyles 2007). Surtos de infeccdo por EHEC estdo
associados ao consumo de varios tipos de alimentos como
hamburgueres mal cozidos, salsichas, leite ndo pasteuriza-
do, alface, e suco de maga. A dose infectante é baixa, menos
de 100 células bacterianas, facilitando a infec¢do. Stx pro-
duzida no célon cai na corrente sanguinea e vai para o rim,
danificando células endoteliais e resultando em inflamacgado
renal. O dano renal pode resultar em sindrome hemolitico
urémica, caracterizada por uma anemia hemolitica, trom-
bocitopenia e insuficiéncia renal aguda. Stx também dani-
fica o co6lon, resultando em diarreia sanguinolenta e colite
hemorragica (Kaper et al. 2004).

EHEC ndo possui um sistema de secrecdo para Stx, a
liberacdo da toxina ocorre por meio de lise do fago que
codifica a toxina em reposta a danos no DNA bacteriano,
por isso antimicrobianoterapia ndo deve ser usada em in-
fecgdes por EHEC, pois aumenta a liberagdo da toxina agra-
vando a sindrome (Croxen & Finlay 2010) Existem hoje trés
subtipos de Stx1 (Stx1la, Stxl1c, Stx1d) e sete subtipos de
Stx2 (Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f, Stx2g), sen-
do que as cepas produtoras de Stx2a, Stx2c e ou Stx2d sdo
mais frequentemente associadas com a sindrome hemoli-
tica urémica em seres humanos. As cepas de E. coli produ-
toras de Stx2e sdo de grande importancia em suinocultura,
pois causam a doenca do edema em suinos (Mainil 2013).
Os genes que codificam Stx estdo presentes e sdo transfe-
ridos por bacteriéfagos para as cepas de E. coli. As Stx pos-
suem uma estrutura do tipo A1B5, onde as cinco subunida-
des B sdo responsaveis pela ligacdo da toxina a célula alvo e
a subunidade A é o componente ativo da toxina. O receptor
para Stx é o Gb3 (globotriaosylceramide), presente nas cé-
lulas de Paneth da mucosa intestinal e nas células epiteliais
dos rins de seres humanos, ou Gb4 (globotetraosylcerami-
de) para Stxe, presente no endotélio vascular e enterdécitos
de suinos. A toxina Stx pode atravessar o epitélio intesti-
nal por meio de endocitose seguido por exocitose na parte
basal do enterdcito, mas o mecanismo nio esta totalmente
elucidado. Em seres humanos e leitoes, a Stx cai na corrente
sanguinea e se une aos receptores endoteliais. As Stx agem
em células endoteliais dos vasos sanguineos da mucosa
gastrointestinal, dos rins, do cérebro e outros tecidos, cau-
sando extravasamento de liquido, hemorragias, a nefroto-
xicidade observada em seres humanos e a neurotoxicidade
observada em leitdes com doen¢a do edema. Ruminantes
ndo possuem esses receptores para Stx no endotélio vas-
cular, mas os mesmos estdo presentes nos enterécitos das
criptas, linfécitos intraepiteliais e macréfagos da mucosa
intestinal. EHEC/STEC também podem colonizar o intesti-

no dos ruminantes, embora nio causem lesdes vasculares
e, por isso, sinais sistémicos nido sido observados. Apds a
entrada da toxina na célula, a subunidade A remove uma
adenina do rRNA 28S do ribossomo eucarioético, alterando
sua funcdo e resultando em inibicdo da sintese proteica, o
que é letal para a célula (Mainil & Daube 2005, Croxen &
Finlay 2010, Mainil 2013).

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

Apesar de alguns autores considerarem a diarreia como
consequéncia da formacdo da lesdo A/E e ndo da produ-
cdo de qualquer Stx, existe associacdo experimental e epi-
demiolégica de STEC com diarreia em bezerros (Mainil &
Daube 2005, Mainil 2013). Outros fatores de viruléncia
ja foram detectados em STEC/EHEC isoladas de bezer-
ros, como as adesinas F9, lha (IrgA Homologue Adhesin),
Saa (STEC autoagglutinating adhesin), Toxb (Toxin B), Lpf
(Long polar fimbriae) e Efal (E. coli factor for adherence 1)
(Quadro 1) (Bardiau et al. 2010). A enterohemolisina (Ehx)
ja foi detectada em STEC/EHEC. Ehx pertence a familia de
toxinas RTX e sua acdo resulta na formagdo de poros nas
células alvo, mas sua contribuicdo na etiologia da diarreia
por esses patotipos ndo é totalmente conhecida (Mainil &
Daube 2005, Mainil 2013).

Os principais sorotipos de EHEC associados a diarreia
em bezerros sao 05, 026, 0111, 0118 e 0145, e de STEC
08 e 020 (Mainil & Daube 2005). EHEC e STEC estdo asso-
ciadas a diarreia em bezerros com duas a oito semanas de
idade (Butler & Clarke 1994). Apesar de nio haver sinais
clinicos muito caracteristicos desses patotipos, é relatada,
ao contrario do que acontece com infecgdes por ETEC, uma
diarreia menos aquosa, com aspecto mucdide, as vezes san-
guinolenta e com tendéncia a cronicidade, com os animais
menos desidratados e raramente causando sua morte (Bu-
tler & Clarke 1994, DebRoy & Maddox 2001).

Animais afetados por EHEC apresentam lesdes A/E no
ileo terminal, célon e reto, com edema e infiltrado neutro-
filico na lamina prépria (DebRoy & Maddox 2001, Gyles &
Fairbrother 2010). A identificacdo de EHEC/STEC pode ser
feita utilizando PCR para detec¢do dos principais genes de
viruléncia, testes de citotoxicidade em células e ELISA para
pesquisa das toxinas Shiga (DebRoy & Maddox 2001, Blan-
chard 2012).

E. coli necrotoxigénica (NTEC)

NTEC sdo caracterizadas pela producao de toxinas CNF
(fator necrotizante citotéxico) (De Rycke et al. 1999). A exis-
téncia de dois tipos de CNE tipo 1 e tipo 2 (CNF1 e CNF2),
foi demonstrada em cepas de E. coli isoladas de bezerros,
leitdes e criancas com enterite (De Rycke et al. 1990). Am-
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bos os tipos de citotoxinas sdo letais para camundongos
quando inoculadas via intraperitoneal, compartilham a
capacidade de induzir células gigantes multinucleadas em
linhagem de células HeLa e necrose em pele de coelho, e
sdo parcialmente relacionadas antigenicamente. Porém
somente CNF2 induz necrose em pata de camundongo e
produz acimulo de fluido no teste da al¢a ligada de coelho
(De Rycke et al. 1990). Uma nova toxina necrotizante, de-
nominada CNF3, foi identificada em isolados de E. coli ob-
tidas de ovinos e caprinos (Orden et al. 2007). Os autores
para identificar a CNF3, clonaram e sequenciaram o gene
cnf3 presente em uma cepa de NTEC denominada C48a
(0153:H11) isolada de uma ovelha saudavel e, por meio da
PCR, identificaram o gene em cepas isoladas das fezes de
caprinos e ovinos (Orden et al. 2007).

O gene codificador para CNF1 estd localizado em uma
ilha de patogenicidade cromossomal, entre os genes de alfa
hemolisina (hly) e os genes codificadores de adesinas P
(pap/prs). O gene codificador para CNF2 estd no plasmideo
Vir, que também contém genes para outros fatores de vi-
ruléncia como a toxina distensora citoletal tipo 3 (CDTIII),
adesina Afa-VIII, fimbria F17 e hemolisina (De Rycke et
al. 1999, Johnson et al. 2010). E comum encontrar esses e
outros fatores de viruléncia em conjunto com CNF: CNF1
pode ser encontrada juntamente com hemolisina, fimbrias
P, fimbrias S, F17 e adesinas afimbriais Afae CNF2 com F17,
Afa e CDTIII (Quadro 1) (Mainil 2013). Outro fator de viru-
léncia presente em NTEC, e também em isolados de ETEC,
de STEC e de E. coli que causam infec¢des extraintestinais,
é a alfa hemolisina, porém seu papel na patogénese da diar-
reia ainda é incerto (Mainil 2013).

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

As toxinas CNF induzem a desamina¢do de membros da
familia das Rho GTPases: Glutamina 63 (GIn63) de Rho e,
GIn61 de Rac e Cdc42. Isto impede a hidroélise de GTP e re-
sulta na ativacdo permanente da proteina. A ativacdo de Rho
resulta na formacao de fibras de estresse, que sao feixes de
filamentos espessos paralelos contrateis de actina. A ativa-
¢do de Rac conduz a formacdo de lamelipddio, estruturas
bidimensionais semelhantes a camadas ou lenc¢éis conten-
do uma rede de filamentos de actina interligados ortogo-
nalmente. CNF também induz formacio de filopddio em de-
corréncia da ativagdo de Cdc42, estruturas unidimensionais
que contém um nucleo de longos filamentos de actina em
feixe. Além do achatamento do corpo da célula decorrente
da ativagdo das Rho GTPases, as células se tornam multinu-
cleadas (Alberts et al. 2010, Knust & Schmidt 2010).

Em células T84 (células de carcinoma colorretal huma-
no), CNF1 ativa Rho, Rac e Cdc42, aumenta a permeabilida-
de paracelular e induz reestruturacdo e reorganizacao das
proteinas das jun¢des de oclusdo (ocludina, ZO-1, JAM-1)
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assim como de F-actina (Hopkins et al. 2003). Em células
Caco-2 (células de carcinoma de c6lon humano) foram ve-
rificados também a ativacdo de Rho GTPases e a diminui¢do
daresisténcia transepitelial (Blumenthal et al. 2007). Desta
forma a ativacdo de Rho GTPases parece estar envolvida no
surgimento da diarreia.

NTEC1 ja foi isolada de diarreia em ruminantes, suinos,
cdes, coelhos e equinos, de septicemia em suinos, de infec-
¢des no trato urindrio e outras infeccdes extra-intestinais
em caes, gatos e seres humanos (Van Bost et al. 2001a).
CNF1 também é um importante fator de viruléncia de UPEC
(Escherichia coli uropatogénica). Ele esta associado a varios
outros fatores de viruléncia como aerobactina, fimbrias P e
hemolisina. Quase todos os isolados de UPEC positivos para
CNF1 contém o gene para alfa hemolisina. CNF1 também ja
foi encontrada em E. coli isoladas de meningite em criancas
(Boquet 2001, Knust & Schmidt 2010).

NTEC?2 ja foi isolada de bovinos, caprinos, equinos e ga-
tos (Pohl et al. 1993). NTEC2 tem sido isolada principal-
mente de ruminantes jovens com diarreia, mas também de
septicemia, pneumonia, metrite e mastite em bovinos (Van
Bost et al. 2001a). NTEC2 é o patotipo mais frequentemen-
te isolado de bovinos com diarreia e septicemia (Burns et
al. 1996). CNF3 foi identificada em E. coli isoladas de cor-
deiros com e sem diarreia e cabritos saudaveis (Orden et al.
2007). Os sorogrupos de NTEC2 mais frequentes em bovi-
nos sdo 01, 03,015,088 e 0123 (Blanco et al. 1998, Orden
etal. 1999).

Em um estudo realizado na Espanha, NTEC foi pesquisa-
da em E. coli isoladas de 246 bezerros com diarreia. NTEC
foi detectada por PCR nas fezes de 39 dos 246 animais diar-
reicos, sendo que 34 animais estavam infectados por NTEC
positiva para cnf2 e 5 para cnf1. Além disso, foi encontrada
uma associacdo entre a idade e a infecgdo por NTEC2, na
qual o risco de infec¢do por NTEC em bezerros diarreicos
aumenta com a idade, principalmente em animais com 31 a
90 dias de idade (Orden et al. 1999).

Estudos envolvendo NTEC produtora de CNF2 e utili-
zando bezerros recém-nascidos que ndo receberam colos-
tro e desafiados oralmente demonstram que este patotipo
é capaz de colonizar o intestino e causar diarreia, além
de invadir a corrente sanguinea e ir para drgaos internos,
principalmente os pulmées. A necropsia foram observadas
congestdo da mucosa intestinal, espessamento da mucosa
do intestino delgado e congestio pulmonar. A histopatolo-
gia foram observadas enterocolite, linfadenite, atrofia de
vilosidades do intestino delgado e broncopneumonia (Van
Bost et al. 2001b, Van Bost et al. 2003).

A confirmacdo da diarreia causada por NTEC pode ser
realizada pela identificagdo dos genes codificadores das
CNF em isolados bacterianos obtidos de fezes e lesdes
intestinais ou outros érgaos, no caso de septicemia, utili-
zando a técnica de PCR, ou também por meio de testes de
citotoxicidade em cultura de células (De Rycke et al. 1999,
Orden et al. 1999).

ESTUDOS EPIDEMIOLOGICOS BRASIL

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

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

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

Os estudos epidemiolégicos realizados no Brasil indi-
cam a presenca dos patotipos associados a diarreia em be-
zerros, tanto em rebanhos de bovino de leite como de corte.
Porém os resultados entre os estudos divergem, devido a
diversos fatores como a regido geografica estudada, época
do ano, nimero de animais e método de diagndstico em-
pregado. A frequéncia de ETEC varia desde zero até 30%
(Lage etal. 1993, Mendonga et al. 1996, Langoni et al. 2004,
Rigobelo et al. 2006, Oliveira Filho et al. 2007, Coura 2011,
Moura et al. 2012, Andrade et al. 2012). EPEC varia desde
1,42% até 42,5% (Rigobelo et al. 2006, Aidar-Ugrinovoch
et al. 2007, Coura 2011, Moura et al. 2012, Andrade et al.
2012) e STEC e EHEC varia entre 2,7% até mais de 50%
(Rigobelo et al. 2006, Aidar-Ugrinovoch et al. 2007, Coura
2011, Andrade et al. 2012).

Existem poucos trabalhos sobre a ocorréncia de NTEC
em bezerros no Brasil. Em um estudo realizado com amos-
tras de E. coli isoladas de bezerros com diarreia na regido
Centro-Oeste do Brasil, CNF1 foi detectado em uma amos-
tra e CNF2 em nove de duzentas e cinco amostras pesqui-
sadas (Salvadori et al. 2003), indicando a presenca do pa-
totipo no Brasil.

CONSIDERACOES FINAIS

Escherichia coli é um importante agente causador de diar-
reias em bovinos, mas apenas o isolamento e identificacdo
da bactéria nos casos de diarreia ndo significam que este
agente é o causador da patologia, para tanto ha a necessi-
dade de classificar os isolados em patotipos. Até o presente
momento, ja foram identificados cinco patotipos de E. coli
associados a diarreia em bezerros: E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohe-
morragica (EHEC), E. coli produtora de toxina Shiga (STEC)
e E. coli necrotoxigénica (NTEC), sendo que outros patoti-
pos diarreiogénicos para seres humanos, como E. coli en-

teroinvasiva (EIEC), E. coli de aderéncia difusa (DAEC) e E.
coli enteroagregativa (EAEC) ainda ndo foram identificados
como causadores de diarreia em bovinos. Além disso, os
ruminantes sdo considerados os principais reservatérios
de STEC/EHEC, importante patégeno para seres humanos.
Deste modo é de fundamental importancia o conhecimen-
to sobre os patotipos e os fatores de viruléncia, bem como
sua distribuicdo como agentes causadores de diarreia em
bovinos.

A classificacdo dos isolados é importante para identifi-
car tanto o patotipo envolvido na diarreia como a circula-
¢do de novos patotipos infectando bovinos. A vigilancia e
identificacdo dos diversos patotipos é de grande importan-
cia para o entendimento da relagdo hospedeiro parasita.
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