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COSTA, A. P. R. Estudo molecular dos elementos tggsCTX e VPl em cepas débrio
cholerae026, isoladas de processos entéricos humanosasd.X009. Dissertacao (Mestrado
em Saude Publica) - Centro de Pesquisas Aggeu NeemlFundagcdo Oswaldo Cruz, Recife,
20009.

RESUMO

A colera é uma doenca reemergente que tem comaeageologico oVibrio choleraeO1,
biotipo El Tor. Atualmente a doenga encontra-secswtirole no pais, no entanto, o risco de
sua re-introducao continua presente tendo em qgapersistem as baixas coberturas de
saneamento e &. cholerae Ol continua sendo isolado de aguas ambientaismmes
esporadicamente. Apesar de ja terem sido iderddieamais de 200 sorogrupos ufe
cholerag somente os sorogrupos Ol e 0139 sao respongameispidemias. Os demais
sorogrupos podem ser patogénicos e estar associalos de diarréia. A patogenicidade de
V. choleraeepidémico esta relacionada a duas regides do ssmnmw maior do vibrio, o
elemento genético CTX e a ilha de patogenicidade/ideo (VPI) que devido as suas
caracteristicas de bacteriéfago podem ser tradstehiorizontalmente conferindo viruléncia
as cepas receptoras. Neste estudo descrevemosactedaacdo parcial dos elementos
genéticos CTX e VPI de cepasdecholerae026 isoladas no Brasil entre os anos de 1992 e
2000. Através da amplificacdo dos gemeq orfU, ace zot cxtA ctxB, rstA rstB, rstR
presentes no profago CXoi visto que oito cepas possuem o profago @TEmMpleto e sete

o profago incompleto (pré-CTX). Os geradA, tagA tcpPHe int das regibes TAG, ACF e
TCP da VPI estdo presentes na maioria das cepasntaoto, somente duas (151 e 168)
apresentam o genepAEl Tor. O sequenciamento dos gersgR do profago CTX etcpAda
VPI mostrou que o tipo e alelo para os dois gerascthdos na maioria das cepas 026
corresponde a variante presente em cepas ambieetasrogrupos ndao-0O1/ ndo-0139. Os
alelos presentes nas cepas 151 e 168 correspormddoiva choleraeO1 El Tor. Conclui-se
qgue ha especificidade entre o tipo de gapd e o profago CT¥ de cada cepa. Assim,
identificamos nesse estudo a existéncia de cep&s deoleraendo-0O1/ ndo-0139 isoladas
no Brasil possuidoras de todo o conjunto de geeesimléncia presentes nos sorogrupos
epidémicos d&. cholerae

Palavras-chave:Célera,Vibrio cholerae Fatores de Viruléncia
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COSTA, A. P. R. Molecular study of the genetic edets CTX and VPI irVibrio cholerae
026 strains, isolated from human enteric processBiazil. Dissertation (Master of
PublicHealth) - Centro de Pesquisas Aggeu Magajhaesdacdo Oswaldo Cruz, Recife,
2009.

ABSTRACT

Cholera is a reemerging disease that has as tblegtal agent the/ibrio choleraeO1,
biotype E1 Tor. Currently, the disease has beem leger control in the country, however,
the risk of its re-introduction still exists, sinttee low sanitation services are common and the
V. choleraeO1 keeps on being isolated from environmental msatalthough occasionally.
Even though more than 200 serogroups have alreaely iolentified, only the serogroups O1
and 0139 are responsible for the epidemics. Ther&brogroups can be pathogenic and be
related to diarrhea outbreaks. The pathogenicitthefepidemid/. choleraeis related to two
regions in the large chromossome of the vibrio, gkeeetic element CTX and thébrio
pathogenicity island (VPI), that due to its badphage characteristics can be transferred
horizontally conferring virulence to the recepttass. In this study, we describe the partial
characterization of the genetic elements CTX and fx#n V. cholerae O26 strains isolated
in Brazil, between the years of 1992 and 2000. diginothe amplification of the genesep
orfU, ace zot cxtA ctxB, rstA rstB, rstR present in the CT it could be seen that eight
strains have the CT¢complete prophage and seven the incomplete prepf@g-CTX).
The genesldA, tagA, tcpPHe int from the regions TAG, ACF e TCP from VPI, are gr&s

in most strain, however, only two strains (151 46@) present th&cpA gene E1 Tor. The
sequencing of thestR genes of the CTg prophage and thiepA of the VPI showed that the
type and allele for the two genes detected in n@& strains corresponds to the variant
present in environmental strains of non-Ol/non-O%8fogroups. The alleles present in
strains 151 and 168 correspond to the O1 E1 Tads toncluded that there is specificity
between the type dtpAand prophage CT& of each strain. Therefore, we identify in this
study the existence of non-O1l/non-ON8Scholerae strains isolated in Brazil, holder of the

whole set of virulence genes present in epidéricholeraeserogroups.

Keywords: CholeraVibrio cholerag Virulence Factors
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1 INTRODUCAO

A colera, doenca re-emergente que atingiu o caminsul-americano e o territorio
brasileiro em 1991, encontra-se em sua sétima paad& magnitude da doenga no territorio
brasileiro esteve relacionada as méas condi¢cbedddeda populacdo, tendo encontrado nas
regides Norte e Nordeste situacOes favoraveis aisydantacdo e disseminacdo. Foi
desenvolvida uma campanha nacional de combateseac@ a doenca comecou a retroceder.
Em 2001, foram registrados sete casos confirmados,2002 e em 2003 nao foram
notificados casos de célera no pais (BRASIL, 2088).primeiro semestre de 2004, foram
registrados 18 casos da doenca no municipio dd8&dim do Una, em Pernambuco (HOFER
et al, 2006). Nesse municipio houve confirmacéo de mpagdro casos em 2005, ano em que
também foi registrado um caso no municipio de RgBRASIL, 2005). Atualmente a célera
encontra-se sob controle no pais, no entantoco de sua re-introducado em areas ja atingidas
ou ainda indenes continua presente tendo em vistapgrsistem as baixas coberturas de
saneamento e ¥ibrio choleraeO1 continua sendo isolado de aguas ambientais, mmesm
esporadicamente (LEAL, et al., 2008).

O V. cholerae é classificado em sorogrupos de acordo com agedifas na
composicao da parede celular, especificamente tigeao somatico O. Embora existam mais
de 200 sorogrupos, somente os sorogrupos Ol e SH@9esponsaveis por epidemias de
célera (LI et al., 2003). O¥. cholerae0139 foi isolado de uma epidemia na india e em
Bangladesh em 1992. Antes de sua descoberta, ssmeotogrupo O1 era conhecido como
causa de colera epidémica. Os demais sorogrupdsmrammao envolvidos em epidemias,
podem ser patogénicos e estar associados a pequetassde diarréia (SACK et al., 2004).

A patogenicidade d¥. cholerae,em nivel molecular, € um processo multifatorial e
envolve genes que codificam diferentes proteinasatuam na colonizagdo, na coordenacéo
da expressdo de diversos fatores e na acdo t@&#&EK et al., 2004). Analises genéticas
revelaram a presenca de dois importantes elememtiosariamente encontrados em cepas
epidémicas dos sorogrupos O1 e 0139: o elementetigerCTX (PEARSON et al., 1993) e
a ilha de patogenicidade débrio (VPI) (KARAOLIS et al.,, 1998). Estas duas regides
constituem o genoma de dois bacteriéfagos filansasto CTXp e VP - que estdo
integrados ao cromossomo maior e choleraece s&o capazes de serem transferidos
horizontalmente, conferindo viruléncia as cepasptras (WALDOR; MEKALANOS,
1996; KARAOLIS et al.,, 1999). Na VPI encontram-s& @enes que codificam o pilus
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corregulador de toxina (TCP), requerido para aiezfte colonizacdo do epitélio intestinal
humano pelo microrganismo. O TCP juntamente cooxia colérica (CT), codificada por
genes presentes no profago G Xonstituem os dois principais fatores de virulérasiaV.
cholerae (KAPER; MORRIS, JR; LEVINE, 1995). Além de permitir colonizagdo do
epitélio intestinal peld/. cholerae,o TCPé o receptor para a entrada do profago GE¥
novas células. Desta forma observa-se uma situ@gd® um fago serve de receptor para um
segundo fago, em um processo de infeccdo sequequil resulta na viruléncia do
microrganismo (KARAOLIS et al1999).

A estrutura da VPI e do profago C®Xugere a transferéncia horizontal de genes
como possivel mecanismo para a origem de novogglpatogénicos dé. cholerae Além
disso, estudos tém indicado que os genes de wviial@&u seus homodlogos estdo dispersos
entre cepas ambientais de diversos sorogrupostitcam$o assim, um reservatorio desses
genes, 0 que da suporte a hipétese de origem atabida V. cholerae patogénico
(MUKHOPAHYAY et al., 1995, CHAKRABORTY et al., 2000, MUKHOPADHYAet al.,
2001, DAALSGAARD, et al., 2001, BOYD; WALDOR, 200ZHEOPHILOet al., 2006).

Theophilo e colaboradorg2006) analisaram 179 amostras \decholeraendo-O1/
nao-0139, a maioria isolada de casos clinicos, ceemdendo 54 diferentes sorogrupos. As
amostras de sorogrupo O26 representaram 8,4%, eehuma correlacdo quanto a fonte de
origem ou local de isolamento e apenas nesse sp@dpi evidenciado o geraxA presente
no profago CTX (em alguns dos outros sorogrupos foram encontraolasace. Apesar de
14 cepas possuirem genes presentes no profage,GdXente em cinco cepas foi detectado
0 genetcpA utilizando-seprimerspara o alelo El Tor. Uma vez que o gécyd é o receptor
celular do profago CT, a auséncia na deteccdo do gepétsugere a presenca de um alelo
variante nas cepas em questao.

Devido a presenca de genes de viruléncia caraatessdos sorogrupos epidémicos
de V. choleraeem cepas do sorogrupo O26 este trabalho teve aim@bivo caracterizar
molecularmente o profago CT¥e a VPI presente nessas cepas, buscando identifpaau
de proximidade dos profagos presentes nas cepasl@pio aos sorogrupos epidémicod/de

cholerae
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2 REFERENCIAL TEORICO-CONCEITUAL

2.1 A Coélera

A coOlera € uma doenca diarréica aguda causadaeptdeotoxina dd/ibrio cholerae
(NITRINI et al., 1997). Reconhecida como um dosdes flagelos da humanidade apresenta
grande poder de disseminacéo, sendo registradadas 0s continentes (KAPER; MORRIS
JR; LEVINE, 1995). Considerada uma doenca reemergeantinua impondo desafios tanto
em funcdo das caracteristicas do agente, comovpéiarabilidade de grande parcela da
populacdo mundial que sobrevive em condi¢cdes deraatpobreza (BRASIL, 2006).

As manifestacdes clinicas da célera variam de @dkes inaparentes e quadros leves, a
guadros mais graves, que se caracterizam por irdpentino de diarréia aquosa e abundante,
sem dor e com vOmitos ocasionais, que podem ledasi@ratacao grave, acidose metabdlica
e choque, resultando em morte se o tratamentoangmdntamente iniciado (NITRINI et al.,
1997). As fezes possuem 0 aspecto caracteristgqua“de arroz” e o individuo portador da
forma grave da doenca pode eliminar de 500 a 100@enezes por hora (SACK et al.,
2004).

A cOlera é o protdtipo das sindromes diarréicasouais a enfermidade ndo € causada
pela invasao tecidual do organismo, mas atravésathucdo de toxinas que inibem as trocas
normais de agua e eletrdlitasulminando em diarréia que pode levar rapidamente a
desidratacdo e a acidose metabdlica (KAPER; MORRIB; LEVINE, 1995). Sua
patogenicidade € um processo complexo e envolveerosos fatores que auxiliam\a
choleraea colonizar o epitélio do intestino delgado e pmida toxina colérica (CT). Embora
a producédo da CT seja diretamente responsavehpamtifestacdo da diarréia, a dindmica da
doenca requer a agdo sinérgica de varios fatoresirdncia (FARUQUE; ALBERT;
MEKALANOS, 1998).

A infeccdo comeca com a ingestdo de agua ou alomerdntaminados com .
cholerae ApGs atravessar a barreira acida do estbmayo,choleraecoloniza o epitélio do
intestino delgado, por meio do Pilus CorreguladerTaxina (TCP) e outros fatores de
colonizacdo, multiplica-se no intestino delgadoxpral e produz a toxina colérica. A CT
secretada age sobre o mecanismo fisiologico depoate de ions nas células do epitélio

intestinal, elevando a concentragéo intracelulacAMP, o qual aumenta a secrecao do ion
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cloro (CI e diminui a absorgéo do ion sédio {Naelas células das vilosidades (KAPER;
MORRIS, JR; LEVINE, 1995), formando um gradientendsico que contribui para perda de
agua intracelular e resulta na diarréia caractegigFigura 1). O vibrido ndo é invasivo e

permanece no lumen do intestino durante toda a¢ssgo da doenca.

A TOXINA  LimenTntestinal B TOXINA  Lamen Intestinal C Limen Intestinal - | ioxs
Vibrifio c.: i
- (23 Acua
[ Ty YT 2,
oo FOR (s
= = iv .
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I T
o — ™ l’_.. Esu
L ] TP —= ARPC ATE + AMPr
o N =
: I0ONS . .. IONS . & @ IONS
Niiclen : o Niicleo : «® Niiclea
L] -
., ®s
A Citoplasma do enteracite A A\ Citoplasma do enterdcite AL y, \t Citoplasma do enterocito __t) 0

Figura 1: Esquema do mecanismo de ac¢do da toxina colérich {6 enterdcitosA - Secregdo da CT no
Iimen intestinalB - Aumento da concentracao intracelular de cANP; Secrecao de sodio, cloro e dgua do
meio intracelular para o lomen. Adaptado do site ttpstiwww.techno.msu.ac.th/fn/ecenter/
pathogens/images/anim-cholera.gif>, acesso 28 redal?008.

O periodo de incubacao da colera varia de algumias la cinco dias apds a ingestédo
de agua ou alimento contaminado. O periodo dernriasgilidade dura enquanto houver
eliminacao do vibridao pelas fezes, em geral podaas apos a cura (NITRINI et al., 1997). A
severidade da infeccdo depende de muitos fatonde eles a resisténcia do hospedeiro
mediada pela acidez gastrica e seu estado imunoloégitamanho do inéculo ingerido, e o
grupo sanguineo do paciente. Por razdes descoabeadmlividuos do grupo sanguineo O
possuem maior risco de ter colera severa que oddnds dos demais grupos (GLASS et al.,
1985; CLEMENS et al1989).

O tratamento da colera consiste na reposicao dlgtrolitica adequada e imediata, de
acordo com o grau de desidratacdo apresentadietodterapia (SAO PAULO, 2001).

2.2 Agente etioldgico

O agente etiologico da célera foi descrito em 18&4talia por Pacini, que descreveu
“um microbio colerigeno” no intestino de vitimas a#@era, denominando-dibrio cholerae.

O microrganismo foi isolado por Robert Koch, em 3,88 partir de amostras de fezes e de
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pecas de intestino de vitimas da doenca, obtidantiuepidemias ocorridas em Alexandria e
em Calcuta (KAPER; MORRIS JR; LEVINE, 1995).

O V. choleraepertence a familia Vibrionaceae que € compostabpoios Gram-
negativos, retos ou curvos, moveis por meio deeftagolar, ndo formadores de esporos
(Figura 2). S&o quimiorganotréficos e possuem nadisrho oxidativo e fermentativo. E uma
espécie bem definida com base em caracteristiogsibiicas e em estudos de homologia do
DNA, no entanto ndo € homogénea quando se consigsieua potencial patogénico
(FARUQUE; ALBERT; MEKALANOQOS, 1998).

*a )

Fonte:www.wadsworth.org/databank/vibrio.htm

Figura 2: Microscopia eletrénica de transmissdo evidenciandwrfologia dd/. cholerae Adaptado do site
<http:/Avww.wadsworth.org/databank/vibrio.htmacesso em 30 de abril de 2008.

7

A estrutura antigénica da espécie € caracterizadacdrdo com as diferencas na
composicao da parede celular, especificamente tigemo somatico O que constitui a base
do esquema de classificagcdo que ja identificou 20grupos (LI et al., 2002). Esse
antigeno, de natureza lipopolissacaridica € fornpaddrés fracdes denominadas A, B e C.

Em meados da década de 1930, verificou-se que mglagpas pandémicas eram
aglutinadas por um Unico anti-soro, designado @ oBtro lado cepas possuindo as mesmas
caracteristicas bioquimicas e de cultivo, diferiragienas por ndo serem aglutinaveis pelo
anti-soro, foram denominadas ndo-O1 (NITRINI etE97).

Com base em caracteristicas fenotipicas o sorog@baleV. choleraepode ser
subdividido em dois biotipos, Classico e El Torli@la 1) (MOOI; BIK, 1997). Ha ainda a
subdivisdo em sorotipos ou sorovares, na deperaléacassociacao da fracdo B ou da fracéo
C (sorotipo-especificas) com a estrutura antigéAi¢earacteristica do sorogrupo O1) sendo

identificados trés sorotipos Ogawa (AB), Inaba (&Gjikogima (ABC).
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Tabela 1- Diferenciagéo entre os biotipos classico e Elde&V. choleraeO1

Prova bioquimica Classico El Tor

Reacao de Voges-Proskauer - +
Producédo d@ hemolise em agar sangue de carneiro - +
Hemaglutinacdo de eritrocitos de galinha - +
Sensibilidade a polimixina (50U) S R
Lise pelo fago IV + -

Lise pelo fago V - +

S: sensivel; R: resistente; +; positivo; -: negativ Fonte: GONCALVES; HOFER, 2005

2.3 Historico da doenca

A existéncia da doenca remonta a antiguidade, mantn permaneceu restrita ao
Oriente, sobretudo ao subcontinente indiano, dtdab do século XV quando exploradores
portugueses iniciaram as viagens comerciais a./htiasa regido, surtos esporadicos surgiam
durante festivais hindus realizados as margensiod®$&anges e Bamaputra, regido conhecida
como "Berco da colera". A disseminacao da doengaiacquando os infectados retornavam
as suas comunidades de origem, espalhando a dpengada a India e paises vizinhos
(BARUA, 1992). Assim, a doenca permaneceu de foenmdemica nessa regido até o século
XIX quando comecaram a ocorrer as pandemias (T&bela

As seis primeiras pandemias foram ocasionadaskpelipo classico dé&/. cholerae
O1. A primeira se estendeu ao longo do rio Gangestengiu-se a algumas regides da Asia
e Africa. Durante as quatro pandemias postericee@ropagacio deveu-se as rotas de
comércio, migracdes, deslocamento de exércitoangémdo além da Asia e Africa, a Europa
e as Américas (KAPER; MORRIS JR; LEVINE, 1995). &ima e atual pandemia diverge
das demais por ser mais extensa com relacdo a s&@aeografica, duracdo e por ser a
primeira causada pelo biotipo El Tor We choleraeO1 (KAPER; MORRIS, JR; LEVINE,
1995). Este biotipo foi isolado em 1906, em perexgiexaminados na estacdo de quarentena
de El Tor, no Egito. Esta pandemia teve origem il@s Celebes (antigas Sulawesi), na
Indonésia, no ano de 1961 (FINEL&flal, 1992, GLASSet al, 1991).
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Tabela 2 As sete pandemias de colera, periodos de ocaréragentes etioldgicos

Pandemia Periodo Agente etiolégico
Primeira 1817-1823 V. choleraeD1 biotipo classico
Segunda 1826-1837 V. choleraeO1 biotipo classico
Terceira 1846-1862 V. choleraeD1 biotipo classico
Quarta 1864-1875 V. choleraeD1 biotipo classico
Quinta 1887-1896 V. choleraeD1 biotipo classico
Sexta 1899-1923 V. choleraeD1 biotipo classico
Sétima 1961- até o presente V. choleraeO1 biotipo El Tor

Fonte: NITRINlet al,, 1997

Com o envolvimento d&. choleraeO1 biotipo El Tor como agente etiol6gico, um
novo perfil epidemiolégico se desenvolveu ao lodgosétima pandemia, caracterizado pelo
processo de endemizacdo, em que exacerbacOes &@islé&sao intercaladas por periodos
silenciosos, seguindo um padrédo sazonal. Maiorqugdp de casos leves, moderados e de
infeccdo assintomatica € observada quando comparaaia a doenca causada pélo
choleraeO1 biotipo classico (WOODWARD; MOSLEY, 1972).

Em 1992, uma severa epidemia de cOlera foi registean Madras, uma cidade ao sul
da india, e ao sul de Bangladesh (ALBERT, 1994)agente responsavel pela epidemia
possuia as mesmas caracteristicas bioguimicasteraisildo V. choleraeOl, mas nao
aglutinava com nenhum dos 138 anti-soros dispanipara as cepas descritas até entéo,
sendo por isso denominado O139 ou Bengal, devidlm@d de seu isolamento. Antes da
emergéncia dov. cholerae0139, os sorogrupos ndo-Ol1l ndo tinham sido askixia
epidemias de colera. Desde entdoVocholerae O139 persiste como segundo agente
etiologico da doenca. Atualmenté choleraeOl1 e 0139 sdo associados a epidemias, e a
simples distincdo entre O1 e ndo-O1 consideranpotencial epidémico tornou-se obsoleta
(FARUQUE- et al., 2002a).

Cepas do sorogrupo 0139 produzem os principaiseiatde viruléncia d¥. cholerae
01, como a toxina colérica e o pilus correguladotakxina (NAIR et al., 1994). Essas cepas
estdo relacionadas filogeneticamente ao biotipoT&t, contudo, apresentam algumas
caracteristicas fenotipicas distintas como a cédpédei de sintetizar capsula e um antigeno O
gue ndo reage com os anticorpos induzidos pelgentiOl1. O lipopolissacarideo exibe uma
variedade de acucares diferentes dos que integramtigeno somatico do sorogrupo O1
(MOOI; BIK, 1997).
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A emergéncia d&. cholerae0139 despertou a atencdo mundial, particularmente p
ser o primeiro sorogrupo nao-O1 associado a epateme colera (NAIRet al, 1994).
Extensivos surtos tém ocorrido em vérias regideindia e Bangladesh, e infec¢bes causadas
por V. cholerae0139 foram relatadas no Paquistdo, Nepal, Chiadandia, Cazaquistao,
Afeganistdo e Malasia (NAIR et al., 1994; FARUQUHEak, 2002a). Casos importados foram
notificados nos Estados Unidos e no Reino Unido ERVLOW; RIES, 1993; NAIRet al.,
1994), evidenciando como essa doenca infecciosa gedspalhar rapidamente ao redor do
mundo. Epidemias de colera causadas por este gpmg@ontinuam a ocorrer, e alguns
autores sugerem que, caso surtos de colera devakieasorogrupo atinjam novos paises
possa se tratar da oitava pandemia (SWERDLOW,; RIEES3; FARUQUE; ALBERT;
MEKALANOS, 1998).

Duas hipdteses sdo sugeridas para explicar a onigesorogrupo O139. Poderia ser
derivado de um sorogrupo ndo-Ol1 que adquiriu ongéE de causar epidemias, devido a
aquisicao dos fatores de viruléncia (BHATTACHARYA &., 1993; MORRIS JR et al.,
1995) ou teria derivado do sorogrupo O1 e sofriteracédo no antigeno O (FARUQUE et al
2002a). Diversos estudos tém revelado que cepa8 s#lBmais intimamente relacionadas ao
V. choleraeO1 biotipo El Tor do que as cepas do biotipo ctis® algumas evidéncias
indicam que o sorogrupo 0139 surgiu a partir deasefp biotipo El Tor por aquisicdo de
DNA exdgeno envolvido na sintese do antigeno O eagaula (LI et al., 2002). Além disso,
cepas dé/. cholerae0139 possuem todos os fatores de viruléncia nomerge encontrados
em cepas do biotipo El Tor, e ambos causam coleraainparavel severidade clinica
(BHATTACHARYA et al., 1993; MORRIS JR et al., 1995)

2.4 Diagnostico da colera

O diagnostico da colera € a peca fundamental péxit@ das atividades de prevencéo
e controle da doenca. Os paises recém-afetadoscplden, quando ndo estabelecem o
diagnostico laboratorial nos primeiros casos, plieam consideravelmente a implantacdo de
medidas sanitarias indispensaveis ao controle @mgdo (BRASIL, 1992). Portanto, este
diagndstico deve ser utilizado para investigacatodes os casos suspeitos, principalmente,

quando a area é considerada livre de circulacat dholerag BRASIL, 2002).
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Os métodos tradicionais de diagnoéstico, tanto emesfe quanto em material
proveniente do ambiente (Agua do mar, de rios mealios) consistem em analises
bacteriologicas que visam isolar e identifica¥ .ocholerag baseando-se nas caracteristicas
fenotipicas do microrganismo (BRASIL, 2005). O diéstico laboratorial € utilizado para a
investigacdo em todos 0s casos suspeitos quandzaa &onsiderada livre de circulagdo do
agente. Em outra situagéo, é utilizado em conjaoaio o critério clinico-epidemiolégico, que
correlaciona as variaveis clinicas e epidemiol&gidas casos de diarréia, sendo capaz de
definir o diagndstico, sem investigacao laboratdB&ASIL, 2005).

O V. choleraepode ser isolado a partir de cultura de amosedgzks de doentes ou
portadores assintomaticos ou ainda de amostraseatals. A coleta do material pode ser
feita por swab retal ou fecal, fezesnaturaou em papel de filtro. As amostras analisadas
pelo método tradicional passam por dois enriquetiose sucessivos do vibrido em agua
peptonada alcalina (APA) e semeio em agar TCBSo meeletivo e indicador (Figura 3).
Posteriormente, séo realizados testes bioquimm@sqonfirmacdo da espécie e é verificada a
capacidade de produzir a toxina colérica, atrawesrsaios imunoenzimaticos. Além disso,
sdo realizados testes soroldgicos, com reacdesomagiutinacdo frente aos antissoros
polivalentes O1 e 0139 para identificacdo do sanpgre com antissoros monovalentes
(Inaba e Ogawa) para a identificacdo do sorotifRASBIL, 1992).

Esses métodos tradicionais demandam em torno tera2 e tem como desvantagem
o fato de ndo detectarem bactérias mortas ou giawais ndo cultivaveis (VNC). Assim
métodos moleculares sdo mais sensiveis para detetd/. choleraediretamente de
amostras biolégicas ou amostras de aguas ambient@ia vez que podem detectar o
microrganismo sob essas condi¢cfes. Muitas técmcéesculares baseadas na amplificacdo de
DNA foram desenvolvidas para deteccdo de cholerae (KEASLER; HALL, 1993;
BLACKSTONE et al, 2007; MENDES; ABATH; LEAL, 2008) e visam prinajmente
identificar o potencial de produgcdo da CT, atragtaspresenca de genes codificadores de

toxinas.
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Isalamento e identificagic de Vibrio cholerae

Alimentos, agua,
residucs liquidos de
origem humana, etc

Enriguecimento em APA,
35-37°C,6-8h
{ndo agitar o frasco)

Repicar 1 ml do crescimento
na superficie do meio em
10 mide APA. 35-37°C 6
— 8h {n3o agitar o frascao)

v

TCBS-agar
35 =37 °C. 18i24h

{*) Meio de Triagem TSI, Kligler + LIA & agar
1AL, C &V nutritive

Teste de Oxidase

Provas Bioguimicas q—®

Complementares
Aglutinagio em lamina
Com anti-soro de V. choferae
Sorogrupo O1

v
®

Sorotipagem

Inaba‘//\‘ Ogawa

Figura 3: Esquema do método tradicional de diagnéstico darathdaptado do Ministério da Saude
(BRASII, 1992).

2.5 A colera no Brasil

O continente americano foi atingido no decorrer tdeceira pandemia, sendo
registrado os primeiros casos no Brasil em 185%stado do Para. A doenca atingiu outras
regides brasileiras até o ano de 1868. Em 186%iatb Peru e a Bolivia, sendo o primeiro
aparecimento da coélera na costa ocidental da Amélic Sul. No decorrer da quinta
pandemia, novos surtos ocorreram no Brasil, de A3B395, quando a doenca se disseminou
de varias localidades de S&o Paulo, no Vale doiligarao Estado do Rio de Janeiro
(GONGCALVES; HOFER, 2005).

Apds um século sem registros no continente, enirade 1991, a doenca atingiu a
América do Sul, tendo sido introduzida através itlrdl peruano. Os primeiros casos no
Brasil foram registrados em abril de 1991, no estdd Amazonas, nos municipios de
Benjamin Constant e Tabatinga, ambos na fronteima& Coldombia e o Peru, e a partir destes
casos, expandiu-se pelo pais (MUJICA et al., 199d)final de 1991, atingiu 0 municipio de
S&do Luiz no Maranhdo e no final de 1992 todos éades do Nordeste ja haviam sido
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atingidos. Em 1993 e 1994 foram registrados casodmas Gerais, Espirito Santo, Rio de
Janeiro, Sdo Paulo e Parana (GEROLOMO; PENA, 1999).

Num periodo de aproximadamente trés anos, compdeeadtre abril de 1991 e abril
de 1994, ov. choleraeconseguiu atingir todas as regides brasileiradRGIEOMO; PENA,
1999). A epidemia alcancou o dpice em 1993, quém@don detectados 60.340 casos (Figura
4). Em 1994 foi desenvolvida uma campanha nacideatombate a célera e a doenca
comecou a retroceder (GUTHMANN, 1995; NITRINI et,a997). A partir de 1995 a
incidéncia foi reduzida significativamente, tenderdlimitar-se as regides Norte e Nordeste,
onde prevalecem condi¢cBes socioecondmicas merisagaias, favorecendo a endemizacéo
da doenca (BRASIL, 2000).

Do inicio da epidemia até o primeiro semestre d&l2foram notificados 168.598
casos, com 2.035 6bitos (BRASIL, 2002). Em 2002ne2003, ndao foram notificados casos
de célera no pais. No primeiro semestre de 2004nfaegistrados 21 casos de cllera no
municipio de Sdo Bento do Una, em Pernambuco (HOEE&., 2006). Nesse municipio
houve confirmacédo de mais quatro casos em 200%@angue também foi registrado um caso
no municipio de Recife (BRASIL, 2005).
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Figura 4: Numero de casos de colera no Brasil e taxa de lidad&, entre 1991 e 2006.
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Apés o término da epidemia o estado de Pernambeoico finico a manter uma
vigilancia ativa para a colera. Na tentativa desenér uma epidemia e de controlar o nimero
de casos, implantou um programa de investigacateepologica que pesquisa a presenca do
vibrido em mananciais aquaticos no estado. Essgrggmma de investigacdo isolou em
dezembro de 2006 uma cepa\decholeraeO1 biotipo El Tor, toxigénica no rio Capibaribe,
em Recife. Neste ano ndo houve nenhum caso confrnda doenca. Em 2007, foram
isoladas pelo LACEN-PE quatro cepas\decholeraeO1 biotipo ElI Tor nos rios Ipojuca,
Una e Bituri nas imediacfes dos municipios de SankaBelo Jardim, no Agreste, em
Palmares, na Zona da Mata e em Ipojuca, no GraeddeREm 2008 foram isoladas duas
cepas dé&/. choleraeO1 biotipo El Tor, nos municipios de Lagoa do Car®om Jardim. As
cepas isoladas em 2007 e 2008 diferenciam-se daslas no estado por serem do sorotipo
Inaba, enquanto as demais eram do sorotipo Ogama. das cepas isoladas em 2007 e as
duas isoladas em 2008 séo toxigénicas (Dados rdrgups). Esses achados corroboram a
hipotese da endemizacdo da doenga, uma vez qoamento de cepas toxigénicas sugere a
existéncia de pacientes, ndo detectados peloscesrde saude, eliminando o vibrido nas

aguas ambientais.

2.6 Situacéao atual da doenca

Surtos de célera podem ocorrer esporadicamentgquatguer parte do mundo onde
haja condi¢cbes sanitérias e praticas de higierdemedas. Comunidades sem infra-estrutura
sanitaria e que consomem aguas nao tratadas saaiasrequentemente afetadas (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2001). O controle da doencabérincipal problema de saude
publica em varios paises da Asia e Africa. Someatano 2000 mais de 140.000 casos, com
aproximadamente 5.000 mortes foram oficialmenteificados (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2001).

Em 2004 foram identificados casos de célera emstad continentes, com notificacao
em 56 paises. A grande maioria dos casos ocorréfrica, sendo Mocambique e Zambia os
paises mais afetados. A India reportou 4.695 casws, sete Obitos, no entanto acredita-se
gque esses valores nao representem a verdadeiagdgitula doenca, visto que nesse pais a
doenca permanece de forma endémica (WORLD HEALTHGARIZATION, 2005). Em
2005 houve um aumento no nimero de casos noticda@aoenca com um aumento de 30%
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em relacdo a 2004. A colera foi notificada em &&@s, com significantes surtos na Africa,
onde 14 paises foram afetados, o que representototande 58% dos casos relatados
mundialmente (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006).

A re-emergéncia da colera foi confirmada 2006 em paralelo com o aumento da
propor¢cdo de populacbes vulneraveis vivendo soldicdes sanitarias insatisfatorias. O
namero de casos de colera notificados a Organizsicadal de Saude em 2006 aumentou
drasticamente, atingindo os niveis do final dossat®90 (Figura 5). Um total de 236.896
casos foram notificados em 52 paises, incluindo 8ttes, um aumento de 79% quando
comparado com 0s casos reportados em 2005. Esse miamero de casos é resultado de
varios surtos que ocorreram em paises onde casosraéh notificados a varios anos. A
Africa notificou um total de 234.349 casos, um amtoede 87% quando comparado com
2005, representando 99% do total de casos de cotgrficados oficialmente (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2007).

Em 2007 a Organizacdo Mundial de Saude registroutatal de 177.963 casos
incluindo 4.031 mortes. Esses valores representan@mdecréscimo de 25% no ndamero
oficial de casos notificados quando comparados 2006, mas um aumento de 46% quando
comparados com 0s casos notificados entre os @aa6a2 e 2005. Em 2007 um total de 53
paises registraram casos de coOlera em todos deemtes com excecado da América Central e
América do Sul (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008).
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Figura 5: Numero de casos e de paises que reportaram castéede por ano, de 1996 a 2007. Adaptado de
World Health Organization, 2008.
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Embora tenha havido um decréscimo no niumero des cagistrados no udltimo ano, a
cOlera permanece como uma ameaca global a sautieapgileé um dos indicadores chave de
desenvolvimento social. Enquanto a doenca estéldiegser uma ameaca em paises com
minimos padrdes de higiene, permanece um desadipaises onde 0 acesso a agua tratada e
adequadas condicdes sanitarias ndo podem ser igasaptara todos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2008).

2.7 Epidemiologia

A coOlera é frequientemente descrita como uma dogssgeciada a agua. Essa descricao
simplifica a transmiss@o da doencga, ja qué. @holeraetambém pode ser transmitido por
alimentos contaminados; agua contaminada mistuaadaalimentos atua como veiculo. Na
maioria dos paises desenvolvidos, alimentos contos, especialmente frutos do mar, sao
um veiculo para transmissao, enquanto a transmEsdagua contaminada € mais comum
em paises em desenvolvimento (SHAPIRO et al., 1999)

A dindmica de transmissdao da célera envolve astAgede agua e alimentos
contaminados, colonizagédo da mucosa do intestilgade e eliminagéo fecal dé cholerae
tornando possivel a contaminacdo ambiental e aermdisacdo secundaria. Condigdes
precarias de saneamento basico, com escassezalgd@tgda e de rede de esgotos séo fatores
condicionantes desses eventos (GONCALVES; HOFEB5)20

A principal caracteristica epidemiologica da calér aparecer com regular padréo
sazonal em areas de infeccdo endémica e em exgaosintos freqlientemente se iniciando
em distintos focos simultaneamente (FARUQUE et1&898b), indicando um possivel papel
dos fatores ambientais na manutencdo do procesEongo. Na epidemiologia da doenca
duas propriedades criticas sédo levadas em consiierdevido ao seu significado em saude
publica: a producdo da toxina colérica, a princigggponsavel pela severa diarréia, e a
presenca dos antigenos O1 e 0139, que atuam consaduoees de potencial epidémico. Em
adicdo aos genes codificadores da CT, todas assceppazes de causar célera
invariavelmente carreiam genes para o fator denczdgéo, TCP, e uma proteina regulatoria,
ToxT, que corregula a expressdo de CT e TCP (DIREtAal., 1991). No entanto a
patogénese da colera é resultante de efeitos miogrde varios fatores de patogenicidade
produzidos po¥. choleragoxigénico (FARUQUE et al., 1998b).
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O V. choleraeé um habitante natural de ambientes aquaticostensis de estuarios
podendo viver em associa¢des ecoldgicas com zampl@e varios animais marinhos, como
moluscos (MOOI; BIK, 1997). Embora . choleraeseja encontrado em rios e areas de
estuarios, cepas dé choleraendo-01/ ndo-0139 sdo mais comumente isoladas daiab
do que cepas dos sorogrupos O1 e 0139. Além dmsode areas epidémicas e longe de
areas que possam ser contaminadas por pacientexderm, isolados ambientais e
choleraeO1 comumente encontrados sao CT negativos (FARUGWIE, 1998b).

A sobrevivéncia e persisténcia Wo choleraeO1 ou 0139 toxigénico no ecossistema
aquético depende de vérios fatores, como a ocadarée particulares condi¢des fisico-
quimicas, especificas associa¢cded/doholeraecom plantas aquéticas ou animais. Ha ainda
a existéncia de associacdes ecoldgicas envolveritms\componentes do ambiente aquatico,
estando estas variacdes relacionadas com a nudgh e a reativacdo do potencial
infeccioso e patogénico do microrganismo (GONCALYHSFER, 2005).

Ha evidéncias de que sobre determinadas condighebmdes sdo convertidos a um
estado viavel, mas ndo cultivavel, forma em que pddem ser isolados por técnicas de
cultivo padrédo, mas que séo capazes de causacanf€elUQ et al.1983, GONCALVESet
al., 2004) constituindo um importante fator de disseg@oada doencga. Fatores ambientais e
climaticos diversos como pH, salinidade e tempesatla agua exercem influéncia nesse
processo (GONCALVES; HOFER, 2005). Além disso, leéldeV. choleraeVNC pode se
associar na forma de biofilmes constituindo um rfatle sobrevivéncia sob condi¢bes
adversas. O papel dos biofilmes na epidemiologiadiiera ndo é claro, mas presume-se que
essas celulas podem se converter em bactérias atausar surtos da doenca (FARUQUE et
al., 2006).

Recentemente, foi observado o papel de bacterigfageua acdo sobké cholerae,
principalmente em cepas virulentas de sorogrupos 0139, relacionando-os a incidéncia de
cOlera e a prevaléncia de cepas ambientais daolerag FARUQUE et al., 2005aPeriodos
interepidémicos sdo caracterizados por conter bafztgos em amostras de agua, € nao
bactérias cultivaveis. O processo de aquisicaofagss pelas bactérias pode ocorrer no
ambiente ou no intestino humano por ingestdo da dguando a epidemia. No final da
epidemia esse processo se inverte possivelmerdecpalersao da fase lisogénica em fase
litica. Assim, no periodo posterior ao pico da epith a concentracdo de fagos aumenta
rapidamente e a concentracdo de cepas epidémicasudifechando o ciclo sazonal da

doenca (FARUQUE et al2005b). Desta forma, a presenca dos fagos livrds f@ um papel
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na emergéncia de novos clones e sorogrupos parmuedy/. cholerae(FARUQUE et al.,
2005a).

2.8 Fatores de viruléncia

A patogenicidade d¥. cholerae,em nivel molecular, € um processo multifatorial e
envolve genes que codificam diferentes fatoresafu@m na colonizacdo, na coordenacao da
expressdo de diversos fatores e na acdo toxica KS&Cal., 2004). Analises genéticas
revelaram a presenca de dois importantes elemegmtiosariamente encontrados em cepas
epidémicas dos sorogrupos O1 e 0139: o elementetigerCTX (PEARSON et al., 1993) e
a ilha de patogenicidade ®ério (VPI) (KARAOLIS et al., 1998).

Estas duas regifes constituem o genoma de doieriddagos - CTX e VPl - que
estdo integrados ao cromossomo maioNdeholerae(HEIDELBERG et al., 2000) e séo
capazes de serem transferidos horizontalmentegemwodd viruléncia as cepas receptoras
(WALDOR; MEKALANOQOS, 1996; KARAOLIS et al., 1999). Aestrutura da VPI e do
elemento genético CTX sugere a transferéncia haiatale genes como possivel mecanismo
para a origem de novos clones patogénicog.d#olerae Além disso, estudos tém indicado
gue esses genes de viruléncia ou seus homélodis @dispersos entre cepas ambientais de
diversos sorogrupos, constituindo assim, um ret@igadesses genes, 0 que da suporte a
hipotese de origem ambiental e choleraepatogénico (MUKHOPAHYAYet al., 1995,
CHAKRABORTY et al., 2000, MUKHOPADHYAY et al., 200IDAALSGAARD, et al.,
2001, BOYD; WALDOR, 2002, THEOPHIL®@t al, 2006).

2.8.1 llha de patogenicidade d#rio

O pilus corregulador de toxina (TCP), um dos ppais fatores de viruléncia ewh
cholerae, é requerido para a eficiente colonizacdo do epitélitestinal humano pelo
microrganismo. Embora a principal subunidade do BER codificada pelo gertepA a
biogénese e regulacédo da producdo de TCP envola@mmo 15 genes presentesaioster

tcp (MANNING, 1997). Oclustertcp é parte de uma ilha de patogenicidade denominada
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elemento TCP-ACF ou ilha de patogenicidade/d®io (VPI) (BROWN; TAYLOR, 1995;
KARAOLIS et al., 1998). A VPI compreende os conpsitde genes TAG, ACF e TCP
(Figura 6) que codificam o fator de colonizacdceaeas de regulacdo que atuam em cascata
(SKORUPSKI; TAYLOR, 1997).

‘&A_?’) TCP gene cluster

v | et
1 aldA tagd 2 3 4tagD I PHA B g C RDS T E FtoxTJ] B CYE A D int
> <« «— — <

BT T [T TT T T M T TT07T TI0T T

>
>

41,273 bp

VPI

Fonte: ZHANG et al., 2003

Figura 6: Esquema da llha de Patogenicidade/d®io destacando o conjunto de genes TCP, responsdeel pe
expressédo do fator de colonizagiidemais genes envolvidos com a regulacgéo.

O TCP além de permitir a colonizacdo do epitéli@stinal peloV. cholerae,é o
receptor para a entrada do profago @Ten novas células. Desta forma observa-se uma
situacdo onde um fago serve de receptor para uonmdedgago, em um processo de infeccéo
sequencial que resulta na viruléncia do microrgaai$kK ARAOLIS et al.,1999). Uma vez
que CTXpusa TCP como receptor, acredita-se que a aquidecdt| seja 0 evento genético
inicial requerido para a evolucédo de cepas epidisnialém disso, a coloniza¢do é um pré-
requisito para o estabelecimento da infec¢cao\porholerae(FARUQUE; MEKALANOS,
2003).

Devido ao interesse em fatores e processos enweslhnd emergéncia, patogénese,
persisténcia e expansao We choleraeepidémico cepas representativas das sexta e sétima
pandemias foram sequienciadas e comparadas (KARA@ILHS, 2001). Foi demonstrado que
a maioria das divergéncias entre as VPI de cepasedta e sétima pandemias estdo
localizadas no gendécpA ou ao seu redor, que corresponde a regidao cedaaVPI
(KARAOLIS et al., 2001)Comparacdes de diversidade genética da VPI emtiediss deV.
choleraenos locudcpA e aldA, revelaram que sequénciastdeA sdo muito mais variaveis
que de outros loci. Muito provavelmente essa digade seja reflexo da selecdo na adaptacéo
a resposta imune do hospedeiro ou a suscetibilid@iExp (BOYD; WALDOR, 2002)

O polimorfismo do gen&pA que codifica um produto que é imunogénico e aqgep
interagir diretamente com o hospedeiro humano,reugetemente que esse gene seja sujeito

a selecdo natural, e que isso possa dirigir aitwibdb e recombinacéo da regido central da
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VPI. E possivel que diferencas na proteina TcpAeaifgteragdes com varios fagos que o
utilizem como receptor em vias que séo sujeitadegdo (KARAOLIS et al.,, 2001).

2.8.2 Profago CTH

O genoma do profago CTXtem uma estrutura composta por dois dominios
funcionais distintos, a regiao central e a RS2Ufags). Na regido central localizam-se os
genesctxA e ctxB que codificam a toxina colérica, principal fatde viruléncia doV.
cholerag e os genesep, orfU, ace e zajue codificam proteinas relacionadas a capacidade
infecciosa do microrganismo (WALDOR; MEKALANOS, 189 O genezot codifica uma
proteina conhecida commnula occludens toximque aumenta a permeabilidade da mucosa
intestinal por afetar a estrutura da juncéo intalae (FASANO et al..1991). A enterotoxina
colérica acessoria, a terceira toxina descritap&z de induzir acimulo de fluidos no ileo de
coelhos (TRUCKSIS et al., 1993).

| RS2 p4— Core—Pp
i 1 rstR ig2 rsid >| rstB >|rs rs.tR ig2 o rsiB rsrR g2 >[ rsiB >lr.rtc
44— RSI >« CTX prophage >« RS] ———p

NANDI et al., 2003

Figura 7: Esquema do profago CTpéevidenciando a regido central e a regido RS2, fleado pelo elemento
RS1.

A regido RS2 é composta pelos gems®#\, rstB e rstR que codificam produtos
requeridos para a replicacdo, integracdo e reguldoaprofago, respectivamente, além de
duas regides intergénicagl eig2 (WALDOR et al., 1997).

O profago CTXp se integra ao cromossomo ¥We choleraeem um sitio especifico
denominadaattRS1(PEARSON et al., 1993). EMX. choleraetoxigénico o profago CT¥
integrado ao cromossomo € flanqueado por uma seigikapetitiva referida como elemento
RS1(PEARSON et al., 1993; DAVIS; WALDOR, 2000). O elento RS1 é muito similar a
regido RS2 do profago CTXsob aspectos genéticos e funcionais, mas possai QRF

adicional,rstC, que € ausente na regido RS2 (WALDOR et al., 1997)ncao destC ainda
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nao é clara, mas parece provavel igi€ codifique produtos requeridos para a morfogénese
do elemento RS1. O elemento RS1 também correspmnda fago satélite que utiliza os
genes de morfogénese do profago @p4ra produzir particulas de RBEFARUQUE et al.,
2002b).

Cepas dé/. choleraetoxigénico carreiam uma ou mais copias do elemgattico
CTX@. Sobre apropriadas condicdes essas cepas saoideslua produzir particulas
extracelulares do profago que pode ser transmjzla cepas receptoras, nas quais se integra
ao cromossomo, ou pode manter-se extra-cromosso@nta em uma forma replicativa do
fago (FARUQUEet al., 1998a, WALDOR; MEKALANOQOS, 1996). Em condgg naturais
cepas nao toxigénicas 8k choleragpodem ser infectadas pelo profago @l&convertidas
em cepas com potencial epidémico (FARUQUE et 8b8h).

E possivel que fatores ambientais ndo identifisadduzam d/. choleraetoxigénico
a entrar em um ciclo litico resultando na liberadéoparticulas extracelulares do G Xo
ambiente aquatico. Os profagos livres participanemi@rgéncia de novas cepas toxigénicas
de V. choleraeatravés de interacdes com cepas ndo toxigénicagxistem no ambiente e
com a populacdo humana que consome essas aguakenkanstrado que o profago CpX
infecta células receptoras mais eficientemente miente intestinal onde fatores de
viruléncia como TCP séo adequadamente expressd®BUBRAJE et al., 1998b). Enquanto a
conversao d¥. choleraen&o toxigénico € favorecida pelo trato gastrimestdo hospedeiro,

a selecdo natural e persisténcia das novas cep@gricas podem envolver tanto fatores
intestinais quanto ambientais, a condicdo imunokgia populagdo e as propriedades
antigénicas das novas cepas patogénicas (FARUQUR,N002).

Variantes do profago CTforam descritos e nomeados CT¥, derivado deV.
choleraeO1 biotipo El Tor, CTX"“*>%, deV. choleraeclassico, CTX"-¢, deV. cholerae
0139 (DAVIS et al, 1999), CTXVq derivado deV. cholerae ndo-O1, nao-O139
(MUKHOPADHYAY et al., 2001) e CTX*R¢ presente env. choleraepré-0139 El TorV.
choleraeEl Tor isolada antes do aparecimentd/deholerae0139) (NANDI et al., 2003). A
diversidade de CT¥ entre diferentes biotipos é devida principalmentextensas variacdes
no elemento RS2, particularmente na regido do gaR(KIMSEY et al., 1998; DAVIS et
al., 1999). O significado epidemiolégico da divdesle de fagos CT¢ ndo é claramente
reconhecido, mas os dois ultimos periodos de explascrudescimento da célera na regiao
endémica da india e Bangladesh, foram associadepas mostrando mudancas no tipo de
rstR presente no fago (NUSRI&t al., 2004).
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3 JUSTIFICATIVA

Theophilo e colaboradores (2006) analisaram 179saasdeV. choleraendo-O1/
ndo-0139, a maioria isolada de casos clinicos, ceemadendo 54 diferentes sorogrupos. As
amostras de sorogrupo 026 representaram 8,4%, eenuma correlacdo quanto a fonte de
origem ou local de isolamento. Curiosamente, apdsasas 14 cepas possuirem genes
presentes no profago CXsomente em cinco cepas foi detectado o geneutipZando-se
primers para o alelo El Tor.

Cepas deV. choleraendo-0O1/ ndo-0139, apesar de seu limitado podegéaido,
podem adquirir genes de viruléncia por mecanisneasathsferéncia horizontal e se tornarem
cepas com potencial epidémico, como o ocorrido cosorogrupo 0139. Como em sua
maioria corresponde a cepas ambientais, geralnméidetoxigénicas, sao descartadas dos
métodos de triagem como possiveis agentes de cdlém sendo levado em conta a
capacidade dessas cepas adquirirem os fatoresutiéneia dos sorogrupos epidémicoswvde
cholerae e se tornarem cepas patogénicas.

As cepas dé&/. choleraeO26 constituem o primeiro relato da presenca degee
viruléncia dos sorogrupos epidémicos\echoleraeem cepas ndo-O1/ ndo-0139 no Brasil.
No entanto sua origem e a relagdo molecular exestentre essas cepas e 0S SOrogrupos
epidémicos d&. choleraendo esta totalmente esclarecido até o momento.

O estudo dos profagos presentes nas cépaloleraeO026 pode esclarecer a origem
dessas cepas com potencial epidémico no pais,caefts a importadncia para o
monitoramento de cepas nao-Ol1l/ ndo-0139, devidosew potencial como futuras

causadoras de epidemias de coélera no Brasil.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

E possivel correlacionar as cepas/it@io cholerae026 com os sorogrupos epidémicos de
V. choleraeatravés da analise dos fagos presentes nessa® cepa

5 HIPOTESE

Ha relacdo molecular entre os fagos presentes e aeV. choleraeO26 e em

cepas epidémicas dk cholerae
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo Geral

Correlacionar cepas d& choleraeD26 com os sorogrupos epidémicos/deholerae

O1 através da anélise do profago @leXda VPI

6.2 Objetivos especificos

= Verificar a presenca dos gendgA, ctxB, ace, zot, cep, orfda regido génicigF-
acedo profago CTX e da regido génica RsR-IgF da regido RS1;

= Verificar a presenca dos genes dos geéc@A, tcpP-H, aldA, tag&int da VPI;

= |dentificar o tipo de alelo dos gen&EpA e rstR presentes nas cepas decholerae
026;

» Fazer uma analisén silico, comparando as sequéncias obtidas com sequéncias
disponiveis no Banco de dados do NCBI;

» Realizar uma analise filogenética, identificandgrau de proximidade dos fagos

presentes nessas cepas com os dos sorogrupos iepsléeV. cholerae
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7 METODOLOGIA

7.1 Desenho do estudo

Os procedimentos metodolégicos realizados nestel@se iniciaram com a extracao
de DNA das cepas dé cholerae(Figura 8). A partir de entéo foi realizada ampéftdo de
fragmentos de genes especificos do profago ¢c&Xla VPI por PCR. Os fragmentos das
regides génicas IgF-ace e RsR-IgF do profago @€&Xlo gendcpAda VPI foram clonados
no vetor pGEM®-T Easy e sequenciados. As sequénbigdas foram analisadas atraves dos
programas Segman e Editseq (DNASTAR) e comparadas sequéncias d¥. cholerae
disponiveis no banco de dados do NCBI. Arvoregyéifeééticas dos genestR e tcpA foram

construidas através do programa MEGA.

Extrag&o de DNA total Amplificacdo de Clo':agsm do gene
das cepas de V. —> | genes especificos por | — | [CPA e das regices
cholerae PCR IgF-ace e RsR-IgF no

vetor pGEM®-T Easy

}

Sequenciamento desses
genes utilizando primers

internos

Andlise das sequéncias
obtidas com os programas
(Segman, Editseq)

|

Comparacao das sequéncias obtidas
com sequéncias disponiveis no banco
de dados do NCBI

Construcéo das arvores
filogenéticas através do
programa MEGA

Figura 8: Representacdo esquematica dos procedimentos megand realizados neste estudo.
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7.2 Cepas dé/. cholerae

Foram analisadas 14 cepas\decholeraeO26 e uma cepa de sorogrupo nao tipavel
isoladas entre 1991 e 2000 de processos entétiroartos (coprocultivos) e do ambiente no
Brasil, cedidas pelo Centro de Referéncia NacideaCodlera e Enteroinfeccfes Bacterianas
(CRNCEB - FIOCRUZ, RJ - Brasil). Previamente, asaseforam classificadas mational
Institute of HealthTéquio — Japéo, para a identificacdo soroldgicdéla 3).

A cepa 569B)\V. choleraeO1 biotipo Classico, isolada em 1948 de casoaodimia
india, e a cepa d¢. choleraeO1 biotipo El Tor 63, isolada do ambiente em Peinaso em

1992, durante a epidemia, foram utilizadas comdrotas.

Tabela 3— Cepas d¥. choleraautilizadas neste estudo, evidenciando o sorogramm e local de isolamento.

N° CPgAM N° 10C SOROGRUPO ANO ORIGEM
143 /01 1717 026 1992 Pernambuco - Brasil
145/01 3647 026 1992 Pernambuco - Brasil
149 /01 4010 026 1992 Pernambuco - Brasil
151/01 4756 026 1992 Pernambuco - Brasil
165/01 15677 026 1998 Ceara - Brasil
168 /01 17155 Na&o tipavel 2000 Pernambuco - Brasil
180/01 3340 026 1992 Pernambuco - Brasil
181/01 6958 026 1992 Cearé - Brasil
182 /01 10626 026 1993 Bahia - Brasil
183/01 11159 026 1993 Pernambuco - Brasil
184 /01 13151 026 1994 Pernambuco - Brasil
267 /01 2494 026 1992 Babhia - Brasil
269 /01 11043 026 1993 Pernambuco - Brasil
270/01 13663 026 1994 Pernambuco - Brasil

271/01 16352 026 1999 Ceara - Brasil
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7.3 Condicdes de crescimento e extragao do DNA

As cepas estocadas em agar nutritivo camada alttemperatura ambiente, foram
reativadas em Agua Peptonada Alcalina (APA), meiopigio para crescimento dé.
cholerae por incubagao a 37°C durante 24 horas. Postegimtan cada cepa foi semeada em
meio seletivo indicador TCBS e incubadas a 37°C2dohoras, para confirmacdo da pureza
da cepa. Trés colbnias isoladas foram inoculadas@ni de APA, incubadas a 37°C por 24
horas, para extragédo de DNA.

O DNA total foi extraido segundo protocolo desciiimr Ausubel e colaboradores

(1987), sem a adicao de lisozima.

7.4 Reacg0Oes de PCR

As reacdes de amplificacdo foram preparadas enmeliotal de 25uL por tubo,
compreendendo: KCI 50 mM; Tris-HCI 10 mM; Mg@lL,5 mM; dNTP 20QuM; 20 pmol de
cada primer; 20 ng de DNA genbmico de cada cepd;, de Taqg DNA polimerase. As
amplificagcbes foram realizadas em um termocicl&iometra, programado inicialmente para
30 ciclos térmicos, correspondendo cada ciclo deminuto a 92°C, um minuto a 55°C, um
minuto e 30 segundos a 72°C, terminando com un@aeda alongamento final de sete
minutos a 72°C. As temperaturas de pareament@uio®rs (tabela 4) e de extensdo foram
padronizadas para cada fragmento amplificado. ©dupos obtidos das amplificacdes por
PCR foram submetidos a eletroforese em gel de sgat®o. Apos a migracdo, o gel de
agarose corado com solucdo de brometo de etidiplL{Lbitro de solucédo a 15 mg/mL) foi
observado em luz UV e e digitalizados em camaratatligodak 1D Image Analysis

Softwaré, versdo 3.5 para Windows.



Costa, A.P.R.

Estudo molecular dos elementos genéticos CTX e VPL...

39

Tabela 4- Lista deprimersespecificos para genes presentes no profagap@Ta VPI

GENE | PRIMER SEQUENCIA DO PRIMER REFERENCIA
cepF |TCG TTA GCG TGT CGG TTC GCA GG
Sarkaret al (2002)
cep cepR |TGC TTT GIA CCA GIC ACA GAT AG
cepR1 |TGG GCA CCA GTA AAG ATA CGG Este estudo
orffUF |GCT ACA TGT TTA GCT CAC TG
Sarkar et al. (2002)
orfU orffUR |AGG TGC GIT AGI CAT CAG CG
orfUR1 |GIC TAT AAA AAC CAA TCA GAG Este estudo
ace F |AGA GCG CTG CAT TTA TCC TTA TTG
ace
ace R |AAC TCG GIC TCG GCC TCT CGT ATC
Leal et al. (2004)
¢ zotF |GCT ATC GAT ATG CTG TCT CCT CAA
Z0
zotR | AAA GCC GAC CAA TAC AAA AAC CAA
ctxAiF |CTC AGA CGG GAT TTG TTA GGC ACG
CtxA - Keasler; Hall (1993)
ctxAiR |TCT ATC TCT GTA GCC CCT ATT ACG
A ctxAe F |[CTT TTA ACT TTA GAT TGG TAT TC Neste estudo
c
ctxAe R |ACA GAG TGA GIA CTT TGA CC Li et al (2002)
ctxBF |GGT TGC TTC TCA TCA TCG AAC CAC
ctxB Mekalanos et al. (1983)
ctxB R | GAT ACA CAT AAT AGA ATT AAG GAT
igl IgF GAG CCT GIG CAC TCA CCT TGT AT )
Nandi et al. (2003)
rstC RsR |GCT CAG TCA ATG CCT TGA GIT G
rIstAR |GCA TAA GGA ACC GAC CAA GCA AGAT Heidelberg et al. (2000)
A rstAF1 |CAT TAG CCT TCA AAA ACC TGT
rs
rstAF2 |TAA TCG CTC ACC ACC GIT AGG Este estudo
rstAR2 |CAT TTA CTG GCG TAT CTA CAA
rstBF |AAC ATT GGC CTT TAT CGT TTT
rstB Este estudo
rstBR |GCC TTT CCG GIT CIT GIC ACG
tcpA tcpAF | GAA GAA GIT TGT AAA AGA AGA ACA C
Keasler; Hall (1993)
El Tor | tcpAR |GAA AGC ACC TTC TTT CAC GIT G
tcpH1 |AGC CGC CTA GAT AGT CTG TG
tcpA Boyd; Waldor (2002)
tcpA4 | TCG CCT CCA ATA ATC CGAC
aldAR |ATT CTT CTG AGG ATT CCT GAT
aldA Boyd et al. (2000)
aldAF |TTT TCT TGA TTG TTA GGA TGC
tagAF |TGA GCC TGA AAT AAT CAC AGG ]
tagA Li et al. (2003)
tagA R |GAT GAT GAA GIG TAT ATC TAC
aciBd acfBF | GAT GAA AGA ACA GGA GAG A Kovach; Shaffer; Peterson
acfB R |CAG CAA CCA CAG CAA AAC C (1996)
tcpP F |ACT CTG TGA ATA TCA TCC TGC C
tcpPH Sarkar et al(2002)
tcpHR |CTG GGT AAG CCA AAC ATT GG
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7.4.1 Amplificacdo dos genes regulatorios do profagXe

A amplificacdo da regido contendo os genes redyubst do profago CTifoi

realizada utilizando primer IgF, que pareia na regiao intergénica igl,@imer aceR, que

pareia no genace na regiao core do profago CPXFigura 9). O produto obtido nessa

amplificacéo foi utilizado para o sequenciamentssdeaegiao.

A

45 kb

L
A

RS2

.‘g'?r‘sf'?.‘g2 rEfd S8 rEiC sf.‘?fgz rstd r5EE cep OrRY @ zaf
S ' s m— A E— - B B ) B W—

Core

cfxd cf=zD

¥

igl r‘SfR.‘g2 rsfd 58 rEiT

E— E—
Printer IgF PrimeraceR
R51 Profago CTXé RS1
-+ L L >
24 -27 kb T kb 2.4 -27 kb

Figura 9: Esquema representativo da estratégia de amplificdgél genesstA, rstB e rstRresentes na regiao
RS2 do profago CTa

7.4.2 Amplificacdo dos genes regulatorios do elemBS1

A amplificacdo da regido contendo o0s genes re@uidast do elemento RS1 foi

realizada utilizando @rimer RsR, que pareia no gen&tC, e oprimer IgF, que pareia na

regido intergénica igl (Figura 10). O produto abtitessa amplificacéo foi utilizado para o

sequenciamento dessa regiao.

4.5 kb
+ - i
RS2 Core
.‘gfr‘sf‘qﬁg‘? st r5f8 rsfC igt rsz.‘g_? rsfth r5IB cep OAU aee zed cfzd cfx stRigz rsfh  rsiB @
I W B e S— S S— S—: S S— a— — o . —- E—
— +—
Prinrer gk PrinteraceR
RS51 Profago CTXé R51
+ - -4 »
24 -Z7 kb T kb 24 -Z7 kb

Figura 10: Esquema representativo da estratégia de amplificdg& genesstA, rstB, rstC e rstipresentes na
regido RS1.
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7.5 Clonagem

Os fragmentos amplificados por PCR foram purifie@dom o Kit QIAEX Il Gel
Extraction Kit (Quiagen) e ligados ao plasmidio pGET Easy (Promega). Células de
Escherichia coliDH50 foram transformadas com o plasmideo recombina@®bnias
brancas de cada clonagem foram incubadas em memoh&ndo 100 mg/mL ampicilina e
utilizadas para extracdo de DNA plasmidial seguadnétodo de lise alcalina (Sambrook e
Russell, 2001). Esses plasmideos foram digeridos EooRl e o tamanho dos insertos
clonados foram estimados, apds migracdo por eteteé em gel de agarose 1%, com o
auxilio do programa da camara digital Kodak 1D Imamalysis Softwareé Os fragmentos

foram quantificados e enviadpara o sequenciamento.

7.6 Sequenciamento

Os clones obtidos foram sequienciados no sequemcadomatico ABI Prism 3100
Genetic Analyzer (Applied Biosytems) do CPgAM. Amagbes de sequenciamento foram
preparadas para um volume final dguil(por tubo. A reacdo conta com uma desnaturacao
inicial de 5 minutos a 95°C seguida de choque tymtendo prosseguimento em um
termociclador ABI Applied Biosystem para amplifiées das sequéncias, programado para
desnaturacao inicial a 96°C por 2 minutos, 35 siactom desnaturacdo a 96°C por 45
segundos, pareamento a 50°C por 30 segundos extems&@o a 60°C por 4 minutos. O DNA
amplificado € entdo precipitado utilizando isoprugaa 65% e depois lavado com etanol a
60%. Em seguida as amostras foram levadas para&rsggmento. Foram sequienciados no

minimo trés clones de cada gene para cada cepsaataal
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7.6.1 Sequenciamento dos genes presentes na Rgiado profago CTi

O sequenciamento da regido génica que contém russ gegulatorios do profago
CTXq (IgF-ace) foi realizada utilizando-se IRimers (Tabela 4) internos ao fragmento
clonado no vetor pGEMT Easy (Promega), além dpsimers universais do vetor, M13

forward e M13reverse (Figura 11).

RS2 Core

e ,s,@ A rsi8 e Ol @ 201

o ey S S Y e —p

3418 ph

Figura 11: Esquema representativo da estratégia de sequemntimuia regido IgF-ace

7.6.2 Sequenciamento dos genes presentes na Rgiado profago CTi

O sequenciamento da regido génica que contéemnes gegulatérios da regido RS1
foi realizado utilizando-se 1frimers (Tabela 4) internos ao fragmento clonado no vetor
pGEM®-T Easy (Promega), além dgsimers universais do vetor, M1%orward e M13

reverse (Figura 12).
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Figura 12: Esquema representativo da estratégia de sequentiania regido RsR-IgF

7.6.3 Sequenciamento do gdeopA

O sequenciamento do getepA foi realizado a partir de produto obtido por PCR

43

utilizando-seprimers externos (tcpH1 e tcpA4) ao gene (Figura 6). @rfranto clonado no

vetor pGEM-T Easy (Promega) foi seqiienciado utilizando-sepuimer interno além dos

primers utilizados na amplificacdo (Tabela 4) e dwsmers universais do vetor, M13

forward e M13reverse (Figura 13).

Conjunto de genes TCP

1324 pb

Figura 13: Esquema representativo da estratégia de sequemt@degendécpA
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7.6.4 Andlisan silico

As sequéncias obtidas foram analisadas atravésrdgeamas SeqMal e EditSed"
(pacote de programas Lasergene, version 4.01, DMRSIhc., Madison, WI), para avaliar o
padrdo de qualidade das sequéncias e montar agnsépl contiguas. Foi analisada a
similaridade das sequéncias obtidas com sequéaeidscholerae depositadas no banco de
dados do NCBI, através do programa BLASTBasic Local Alignment Search Téol
(ALTSCHUL, S.F.et al.1997). Sequéncias depositadas no mesmo banco des &@dm
utilizadas nas analises. Para a constru¢cdo dasearfingenéticas com os genss$R e tcpA
foi utilizado o método Neighbor-Joining, com uoootstrapde 1.000 replicatas no programa
Mega 4 (TAMURA et al., 2007).
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8 RESULTADOS

8.1 Profago CTXp

8.1.1 Amplificacdo de genes presentes na regidoateio profago CT¥

Tabela 5- Identificacdo dos genes presentes na regidcateiatiprofago CTX¥

Regiao core do profage CTX®

N°® CPgAM N° IOC  Sorogrupo cep orfU ace ot ctxAooc®
I o Y Do D)
149 /01 4010 026 + + + + o+ o+
151/01 4756 026 + + + + o+ o+
168 /01 17155 N&o tipavel + + + + + o+
180/01 3340 026 + + + 4+ o+ 4+
181/01 6958 026 + + + + o+ o+
183/01 11159 026 + O+ o+ o+ o+ o+
184 /01 13151 026 + O+ o+ o+ o+ o+
267 /01 2494 026 + + + 4+ o+ 4+
143 /01 1717 026 + - o+ o+ - -
145/01 3647 026 + o+ - - - -
165/01 15677 026 -+ o+ o+ - -
182 /01 10626 026 + o+ o+ o+ - -
269 /01 11043 026 + o+ o+ o+ - -
270/01 13663 026 + -+ o+ - -
271/01 16352 026 -+ o+ - - -

Sete cepas d€. cholerae026 (Cepas 149, 151, 180, 181, 183, 184, 267) & cepa
nao tipavel (Cepa 168) possuem o profago @Témpleto, devido a presenca dos geregs
orfU, ace e zot e dos genesctxA e ctxB, codificadores da toxina colérica (Tabela 5). As
demais cepas (143, 145, 165, 182, 269, 270, 2@a)classificadas como pré-CTX, devido a
auséncia genes codificadores da CT (BOYD; HEILPERNMLDOR, 2000).
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8.1.2 Amplificacdo de genes presentes na regidode$izofago CTX

A amplificacdo da regido contendo os genes regiudatdlo profago CT¥, mostrou
variacdo no tamanho dos fragmentos amplificadaogo tantre as cepas 8 choleraeO026
pré-CTX (Figura 14), quanto entre as cepas queupos® profago CT¥ completo (Figura
15). O tamanho do fragmento amplificado nas cepma¥.dcholeraeO1l corresponde a
3418pb. Fragmentos dos gemsi?\, rstB e rstR foram identificados por sequenciamento nas
cepas 151, 168, 180, 183, 184, 267.

1 23 456 78 91011

2000pb—>

Figura 14: Amplificacdo da regido génica IgF-ace em cepas/deholerae026 pré-CTX. Linhas: 01 —
Marcador de peso molecular Ladder 1Kb plus; 2 B5@9- 63; 4 — 143; 5 — 145; 6 — 165; 7 — 182;39; 9 —
270; 10 — 271; 11 —Controle negativo da reacao.
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2000pb—>

Figura 15: Amplificacdo da regido génica IgF-ace em cepa¥.deholerae026 que possuem o profago CTX
completo. Linhas: 01 — Marcador de peso molecutaider 1Kb plus; 2 — 569B; 3 — 149; 4 — 151; 5 —; 168
180; 7 —181; 8 — 183; 9 — 184; 10 — 267; 11 — fdetnegativo da reacdo.

8.1.3 Amplificacdo de genes presentes no elemefifo R

A amplificagdo da regido contendo os genes regutat@o elemento RShostrou
pequena variacdo no tamanho dos fragmentos arnaplifs; tanto entre as cepas e
cholerae026 pré-CTX (Figura 16, linhas 4, 5, 8, 12, 16, 18), quanto entre as cepas que
possuem o profago Cpcompleto (Figura 16, linhas 6, 7, 9, 10, 11, 13,15). Fragmentos
dos genesstA, rstB, rstR e rstC foram identificados por sequenciamento nas cep@s1bl,
168, 180, 184, 267.

1 2 3 45 6 7 8 9 1ad 12 13 14 15 16 17 18 19

Figura 16: Amplificacdo da regido génica RsR-IgF. Linhas-O#arcador de peso molecular Ladder 1Kb plus;
2—-569B; 3-63;4—143;5-145; 6 — 149; 7 +;, B5- 165; 9 — 168; 10 — 180; 11 — 181; 12 — 1>+ 183; 14
—184;15 - 267; 16 — 269; 17 — 270; 18 — 271; Thrtrole negativo da reacdo.
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8.1.4 Sequenciamento do gestR

O sequenciamento do gerstR realizado a partir da amplificacdo da regido génica
RsR-IgF mostrou que o tipo de regulador presendecapas d&. cholerae026 (cepas 149,
184 e 267) corresponde ao alelo 'StRMUKHOPADHYAY et al., 2001), presente em
cepas de/. choleraendo-O1/ ndo-0139. O alelo presente nas cepas 158 eorresponde

ao alelo El Tor (Figura 17).

184
153-94 - 08
o6l 149
VCE22 - 036
100 | 365-96 - 027
o 267
L SCE263 - 010
506-94 - 044

569B - O1 classico
| SCE188 - 0139

100 | AS207 - 0139

168

100 L{ 151
76 | N16961 - O1 el Tor

72

—
10

Figura 17: Arvore filogenética construida a partir das seqiz@ndo genestR no programa Mega 4. Foi
adotado o método Neighbor-Joining com urootstrap de 1.000 replicatas. O comprimento dos ramos
horizontais é proporcional a distAncia genéticacens diferentes sorogrupos decholerae Os nimeros sobre
0s ramos verticais indicam a porcentagem de rdpetida analise deootstrap na qual as ramificac6es foram
observadas. Numero de acesso das sequéncias depard NCBI das cepas 153-94, SCE263, 365-96, \2CE2
506-94, AS207, SCE188, N16961 e 569B sdo respeutinte, AF452585, AF133309, AF390570, AY145124,
AF452586, AF110029, AF133310, AE004224 e AF055890.
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8.2 llha de patogenicidade d&ibrio

8.2.1 Amplificacdo de genes presentes na VPI

Tabela 6— Identificacdo de genes presentes na ilha dgeaitidade d&ibrio

Amostra Genes
TAG gene cluster TCP gene cluster ACF gene star
N° CPgAM 1 glddtagd 2 3 4tagD I PHABQ C RDS T E FroxTJ B CYEA D int
81 1 | M W A1 NN
149/ 01 + + + - +
151/01 + + + + +
168 /01 + + + + +
180/01 + + + - +
181/01 + + + - +
183/01 + + + - +
184 /01 + + + - +
267 /01 + + + - +
143 /01 + + + - +
145/ 01 + + + - +
165/01 -+ - - +
182 /01 + + + - +
269 /01 + + + - +
270/01 -+ - - +
271/01 -+ - - +

A andlise de genes presentes mhssters TAG, TCP e ACF da VPI mostrou
a presenca da ilha de patogenicidad¥ideo nas cepas analisadas (Tabela 6). Apesar de oito
cepas possuirem o profago CpEompleto e sete o profago incompleto (pré-CTXineote
em duas cepas foi detectado o gepé utilizando-seprimerspara o alelo El Tor. Uma vez
que o gendcpA € o receptor celular do profago CpX¥ auséncia na deteccdo do gepét
sugere a presenca de um alelo variante nas cepqsesto.

Para elucidar essa questao foi realizada uma recamplificagao utilizandprimers
externos ao gentpA sendo observada amplificacdo de fragmento do ritama&sperado
(1.324 pb) em todas as cefgagyura 18).
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1 2 34 56 7 8 91011121235 16171819

2000 pb—»

Figura 18: Amplificacdo da regido externa ao geiepA utilizando osprimers tcpA4-tcpH1. Linhas: 01 —
Marcador de peso molecular Ladder 1Kb plus; 2 -B5&9% 63; 4 — 143; 5 — 145; 6 — 149; 7 — 151; B65; 9 —
168; 10 — 180; 11 — 181; 12 — 182; 13 — 183; 184; 15 — 267; 16 — 269; 17 — 270; 18 — 271; 19 nte
negativo da reacao.

8.2.2 Sequenciamento do geopA

O sequenciamento do getepA mostrou que o alelo presente nas cepas 151 e 168
corresponde ao alelo El Tor, visto que os alelesgites nessas cepas agrupam com alelos do
genetcpAde V. choleraeEl Tor de sequéncias depositadas no banco de dadd€Bl. Ja as
sequéncias das demais cepas correspondem a uraatealo gene presente em cepa¥ de
cholerae ndo-O1/ ndo-0139, denominadopAenv (MUKHOPADHYAY et al., 2001)
(Figura 19). Alinhamento evidenciando a regiao @eeamento dgrimer tcpA El Tor
reversemostra extensa variacao na sequéncia de nuclestidegque inviabiliza a ligacdo do
primer e amplificacdo da sequéncia, justificando a auaé&eamplificacdo do geriepAnas
cepas dé&/. cholerae026 (Figura 20).
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64/ M1118 - 0105
VCE232 - 04
267
o | 181
183
184
il 149
180
- M1567 - 0115
98 | XJ90006 - NaoO1/ nao0139
98 | 0395 - O1 classico
| 217561 - O1 classico
151
| 168

98 |
N16961 - O1 El Tor

Figura 19: Arvore filogenética construida a partir das segi#@ndo gendcpA no programa Mega 4. Foi
adotado o meétodo Neighbor-Joining com doootstrap de 1.000 replicatas. O comprimento dos ramos
horizontais é proporcional a distancia genéticaeens$ diferentes sorogrupos decholerae Os nameros sobre
0s ramos verticais indicam a porcentagem de repptida analise dmotstrap na qual as ramificacbes foram
observadas. Os numeros de acesso das sequénaisitatias no NCBI das cepas M1118, VCE232, XJ90006,
M1567, N16961, Z17561 e 0395 sdo respectivamenfi209005, DQ124668AY056619, FJ209007,
AF325734, X64098, CP000627.

( Senquence Mame

- -+ Il I N B B B . HE B EH B I
B consensus GGCGATATGTTCCCATATATTAATGTTQAGCAAAAAGQCT—CAATGCQACTAGCTGAQCTTGGTGAC
9 Sequences 370 380 350 400 410 420 4
tephdHL O1 GEGGATATGTTTCCATTTATCARACGTFARAGARNGETGCTTTCEGCTECTETC-GCTGATCTTEGETGAT
tephdHL 145 GECEATATGTTCCCATATATTAATGTTCAGCANANNGCCT - CANTGCCACTAGCTGACCTTEETEAC
(tcpA4Hl 151 GGGGATATGTTTCCATTTAﬂCAACGTGAAAGAAGGTGCTTTdGCTGCTGTC—GCTGATCTTGGTGAT
toepAdHL 168 GEEGATATGTTTCCATTTATCAACGTGARAGAAGGTGCTTTCGCTECTETC-GUTGATCTTGETGAT
toepAdHL 180 GGCGATATGTTCCCATATATFHATGTTCAGCAAAAAGCCT—qRRTGCCACTAGCTGACCTTGGTGAC
tepAdHL 181 GECGATATGTTCCCATATATTAATGTTCAGCAARAAAGCCT - CAATGCCACTAGCTGACCTTGETGAC
tephdHL 183 GECGATATGTTCCCATATATTAATGTTCAGCARAANGCCT-CAATGCCACTAGCTGACCTTGETEAC
toepAdHlL 184 GECGATATGTTCCCATATATTAATGTTCAGCARARNGCCT-CAATGCCACTAGCTGACCTTEETEAC
toepAdHL 267 GECGATATGTTCCCATATATTAATETTCAGCARRANGCOT-CAATGCCACTAGCTGACCTTGETGAC

Figura 20: Alinhamento da sequéncia do getopA na regido de pareamento goimer tcpA R El Tor
evidenciando as alteracdes nas sequéncias de fideten das cepas nas quais o fragmento génicoaido f
amplificado.
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9 DISCUSSAO

A célera ainda acomete um grande numero de indigicem todo o mundo, fato
confirmado pelo nimero de casos da doenca notificadWHO em 2007, que registrou um
total de 177.963 casos, incluindo 4.031 mortes (WORJEALTH ORGANIZATION,
2008). Muitas tentativas tém sido introduzidas conpropdsito de controlar a doenca,
incluindo a utilizacdo de vacinas. No entanto, aglmente disponiveis ndo conferem
imunidade duradoura (em média 10 semanas), e nugzEs ndo sao eficazes em individuos
gue vivem em regides ndo-endémicas, justamenteais susceptiveis a formas graves da
cOlera (HILL et al.,2006). Assim, a utilizacdo de vacinas ndo podesisést como uma boa
estratégia para a erradicacado da doenca. Além, diss® vez que a coélera esta diretamente
relacionada a existéncia de precéarias condicfesateamento basico, sdo necessérias
mudancas estruturais ndo apenas no ambito da saadeyrincipalmente, em nivel social, o
que dificulta ainda mais o controle da doenca.

No Brasil, ap6s o término da epidemia que teveidnéen 1991, foram adotados o
monitoramento e a investigacao epidemiolégica cpniipais ferramentas para o controle
de incidéncia e disseminagdo da cdlera (MS, 199@hdo realizados pela Vigilancia
Ambiental da Secretaria Estadual de Saude de Pbutan{SES-PE), que continua isolando
cepas dé&/. choleragoxigénicas. Atualmente a monitorizacdo das doeBi@seicas Agudas
— MDDA, implantada em 4.227 municipios do paisyespnta a mais importante estratégia
para deteccdo precoce de casos de cllera (SVS). 2006ntanto, a ocorréncia de casos
assintomaticos ocasionados pela coélera causada lpetppo ElI Tor ainda representa
importante papel na cadeia de transmissdo da doeista que esses pacientes nao sao
detectados pelo sistema de saude e permanecemagldni o vibrido, favorecendo a
disseminacgéo da doencga. Assim, estudos que esotlaepotencial epidémico de cepas/de
cholerae isoladas de casos clinicos ou do ambiente ser&s @omo instrumento
epidemiolégico para a monitorizacédo de possiveteasu

Cepas toxigénicas dé. choleraedos sorogrupos O1 e 0139 séo as responsaveis pela
cOlera epidémica. Cepas de outros sorogrupos, deados nao-Ol/ nao-0139, sdao
implicados como agentes etioldgicos de moderadstsogaterites em humanos e constituem
parte da flora normal de ambientes aquaticos (SACKI., 2004, FARUQUE; ALBERT;
MEKALANOS, 1998).
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Cepas patogénicas d¥. cholerae evoluem a partir de cepas ambientais nao
patogénicas, e a transferéncia horizontal de gdeegiruléncia tem um papel importante
nesse processo (FARUQUE et d1998b, FARUQUE; MEKALANOS, 2003). No caminho
de eventos evolucionarios que originam cepas paicg® a partir de progenitores néao
patogénicos, é importante identificar cepas inteireas que provavelmente carreiam alguns
genes relacionados a viruléncia, mas nao possueamjanto completo de genes requerido
para a patogénese e disseminacdo de epidemias (RAH& al., 2008). Ocasionalmente
cepas ambientais de sorogrupos ndao-0O1/ ndo-Ol188ararum ou mais genes de viruléncia
ou seus homélogos (MUKHOPADHYAY et a2p01, FARUQUE et al2004). Entretanto a
real prevaléncia de genes associados a viruléntieepas d&. choleraendo-0O1/ ndo-0139
nao esta bem estabelecida até o presente momekittMRN et al., 2008).

Compreender a evolucdo de bactérias patogénicaarte ple precursores nao
patogénicos é um desafio. Nesse conteXtazholeraetoxigénico representa um paradigma
para esse processo no qual esse organismo evalapde ambientais ndo patogénicas através
da aquisicdo de genes de viruléncia. O ambientatiaguem areas de colera endémica possui
cepas com varios conjuntos de genes de viruléoarestituindo um reservatorio desses genes
(CHAKRABORTY et al., 2000). Fatores ecolégicos provavelmente favoreaeterdacoes
mediadas por fagos entre cepasMdeholeraee elementos genéticos moéveis (FARUQUE;
MEKALANOS, 2003), assim como a selecdo de clondgsg#@micos leva a recombinacao de
genes requeridos para a emergéncia de cepas patsRAHMAN et al.2008).

N&o esta claro o que determina a emergéncia de ggpagénicas com determinado
fago CTXp ou tipo de gendécpA mas recentes estudos comecam a revelar a predenca
combina¢Bes ndo convencionais de alelos de genesrudéncia em cepas clinicas dé
cholerae(NAIR et al.,2002; ANSARUZZAMAN et al.2004). Presume-se que a diversidade
de genes de viruléncia, por exemplo, diferentelsldetcpA ou diferentes fagos CHX
dispersos entre cepas ambientais contribui para pssxesso (RAHMAN et al.2008).
Apesar deV. choleraeser autdctone do ambiente aquatico, acredita-seacamguisicdo de
genes de viruléncia, incluindo VPI e o profago @ipérmita que cepas especificas tornem-se
adaptadas ao ambiente do intestino humano (FARUQUBERT; MEKALANOS, 1998).

Entre 179 amostras dé choleraendo-O1/ ndo-0O139 isoladas durante a epidemia de
cOlera ocorrida no Brasil somente em cepas do sqrogO26 foi detectado o0 geméxA
codificador da principal subunidade da toxina ¢od(THEOPHILO et al.2006). Além

disso, apesar de em todas as cepas do sorogrupde@26 sido encontrados genes de
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viruléncia presentes no profago C§Xo genetcpA nao foi evidenciado em todas as cepas.
Visto que esse gene codifica o receptor para adaito profago em novas cepas, esse fato
poderia sugerir a aquisi¢cao do profago por um msganalternativo, ou a presenca de um
alelo variante do gertepA Outra questéo intrigante com relacdo a essas @pao fato de
apesar de possuirem o gene que codifica a toxigaa a proteina ndo era detectada pelos
métodos tradicionais (ELISA e Ouchterlony). An&igeosteriores realizadas por Cariri e
colaboradores (2009) mostraram que das 14 ceplsaalas duas eram capazes de expressar
a toxina colérica, quando submetidas a condi¢Gescess de cultivo (cepas 151 e 168), e que
essas cepas sao filogenéticamente do sorogrupseQdindo analise do operon ribossomal.
Desta forma acredita-se que ocorreu um evento deecgfo soroldgica, no qual uma cepa
originalmente do sorogrupo O1 tornou-se do soragi@@6 (151) e a outra se mostrou em
uma forma ndo tipavel (168). Desta forma, as assli®alizadas nesse estudo visaram
identificar o conjunto de genes de viruléncia pnés® nessas cepas e estabelecer a relacao
filogenética entre as cepas\echolerae026 e cepas epidémicas\decholerae

Andlise dos genes presentes no profago @mstrou que sete cepas\decholerae
026 (Cepas 149, 151, 180, 181, 183, 184, 267) eaapa nao tipavel (Cepa 168) possuem o
profago CTXpcompleto, devido a presenca dos garegsorfU, acee zot, e dos genestxA e
ctxB, codificadores da toxina colérica. As demaisasefi43, 145, 165, 182, 269, 270, 271),
sdo classificadas como pré-CTX, pela auséncia @oesycodificadores da CT (BOYD;
HEILPERN; WALDOR, 2000). Além dos genes presentasregido central do profago
CTXq, as cepas d¥. cholerae026 também apresentaram amplificacdo de regioeisape
correspondentes ao elemento RS2 do profago@(G¥e compreende os gens#A, rstB e
rstR) e do elemento RS1 (genestA, rsiB, rstR e rstC), também descrito como fago
filamentoso que pode se propagar horizontalmertte eepas d&. choleragFARUQUE et
al., 2002b).

O sequenciamento do gerstR presente no profago CTXdas cepas d¥. cholerae
026 corresponde ao alelo rétRpresente em cepas ambientaisvdeholeraendo-0O1/ n&o-
0139, visto que os alelos presentes nessas cepgmagcom alelos do gengR dediversos
sorogrupos depositados no banco de dados do NCpiofago contendo esse tipo de alelo é
denominado CT¥Y (MUKHOPADHYAY et al., 2001). J4 o genstR presente nas cepas
151 e 168 corresponde ao alelo El Tor, sendo agooCTXg'. Apesar de ndo terem sido
obtidas sequéncias correspondentes a todas asampdgamos que 0s resultados podem ser

extrapolados para as demais, devido as caraatadsimilares existentes entre elas.
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Foi observada amplificagéo nos trés principais waoios de genes da VPI, osisters
TAG, TCP e ACF, confirmando assim a presenca da llha degatodade nas cepas em
estudo. Todas as cepas que possuem o profagap Cdidpleto apresentaram amplificagéo
dos genesldA etagA presentes nolusterTAG, do genant, presente no cluster ACF e dos
genestcpP-tcpH presentes noluster TCP. O gendcpA so foi amplificado nas cepas 151 e
168.No entanto, conprimersexternos ao gene, foi observada amplificacdo dprfemto de
tamanho esperado (1.324 pb) em todas as cepasinsiaga existéncia de uma variante do
gene nas cepas em questao.

O sequenciamento do geteA mostrou que o alelo presente nas cepas 151 e 168
corresponde ao alelo El Tor, visto que os alelesgites nessas cepas agrupam com alelos do
genetcpAdeV. choleraeEl Tor de sequéncias depositadas no banco de dadd€Bl. J4 as
sequéncias das demais cepas correspondem a umaatealo gene presente em cepa¥ de
cholerae ndo-O1/ nédo-0139, denominadopAenv (MUKHOPADHYAY et al., 2001).
Alinhamento evidenciando a regido de pareament@raoer tcpA El Tor reversemostra
extensa variagdo na sequéncia de nucleotideos,eadngiabiliza a ligacdo dgrimer e
amplificacdo da sequéncia, justificando a auséteiamplificacdo do gertepA El Tor nas
cepas d&/. cholerae026.

A diversidade entre varias proteinas TcpApius relacionados sugere que essa
diversidade pode ser adaptativa. Esse grau dex@dismo reflete produtos génicos que sao
sujeitos a selecdo na adaptacdo a diferentes asteanhospedeiro, ou a varios aspectos no
ambiente (LI et al., 1995; BLANK et al., 2000). Aversidade pode refletir, por exemplo, em
selecéo natural para a evasdo imune durante gédesusceptibilidade a fagos ou resisténcia
ao ambiente, e aderéncia a hospedeiros aquaticeftios abiéticos (BLANK et al., 2000;
KIRN et al., 2000). De fato nesse estudo podemesrobr que o tipo de profago presente nas
cepas que possuem o gecAE|l Tor, corresponde ao profago CFX, e nas que possuem o
genetcpA-env ao profago CT¥"", sugerindo que a aquisicdo de um tipo caracteniste
profago CTXp esta diretamente relacionado ao tipdopé\ presente na cepa.

Essa hipbtese pode ser reforcada pelo mecanismiageen de cepas epidémicas\de
cholerae O1 dos bidtipos classico e El Tor. As cepas oalgiente divergiram de um
progenitor ndo patogénico (sorogrupo O1) que n&sya nem VPI nem CTe adquiriram
a VPl e o profago CT¥ classicos e El Tor independentemente (BOYD; HERRE
WALDOR, 2000), uma vez que foi demonstrado que EC# receptor para CTP{ em um
modelo sequencial para a origem de cepas virulelg®s cholerag(FARUQUE; ALBERT,
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MEKALANOS, 1998). Assim, no primeiro passo, a VRidrizontalmente adquirida por uma
cepa nao toxigénica, e o TCP produzido serve caueptor para o profago Ctxque é
adquirido em um segundo passo.

Por outro lado acredita-se que os fagos pré-CTXuewo independentemente, sendo
0S genegtxAB subsequentemente adquiridos por eventos de tré@nsia horizontal (LI et
al., 2002). Como nem a CT nem o0s genes estrutpasiecem afetar as funcdes do profago
CTX@ e o conteudo GC dos genetsAB diferem da maioria dos outros genes do profago,
acredita-se que 0s genes possam ser adquiridognporcepa pré-CTX que careca desses
genes (BOYD; HEILPERN; WALDOR, 2000). Como a regidodo genezot também é
significativamente diferente da seqiéncia dos demanes do profago CTpKesse ponto
corresponderia a regido de insercdo dos gemé® Assim é mais provavel que os profagos
pré-CTXp correspondam a um profago que nunca teve os @ea®Bdo que um que tenha
perdido os genes. No entanto a origenttd@Be 0 mecanismo para a aquisicdo por um pre-
CTX@néo séo claro80OYD; HEILPERN; WALDOR, 2000).

Relatamos nesse trabalho a existéncia de cepadsé dboleraendo-O1/ ndo-0139
isoladas no Brasil possuidoras de todo o conjumogenes de viruléncia presentes nos
sorogrupos epidémicos dé. cholerae Assim, chamamos atencdo para a forma como é
realizado o método tradicional de diagndstico darano Brasil, que utiliza como critério de
triagem apenas a reacao de soroaglutinacdo das isefmdas. Durante a epidemia de colera e
nesse momento poés-epidemia, cepas dos sorogrum®Iidndo-0139 sdo geralmente
descartadas nos diagnosticos laboratoriais comsiyass fontes de epidemias. Cepasvde
cholerae potencialmente toxigénicas podem assim, ndo sectdelas pelos servigos de
diagndstico da colera.

Nesta fase atual, em que a doenca encontra-seocswimle no pais, é importante
intensificar estudos que permitam a precoce detedgdpresenca dd. choleraetoxigénico,
bem como avaliar as caracteristicas genéticas ajzes ceventualmente encontradas. Assim
recomenda-se que além dos testes de triagem tmadisj indispensaveis para a classificacao
do V. choleraesejam realizados métodos moleculares complemerfdieSDES; ABATH;
LEAL, 2008) que permitam a identificacdo de cepaseando genes de viruléncia. Para
alcancar tal objetivo faz-se importante realizamapeamento e pesquisa de ambientes
reconhecidamente favoraveis a sobrevivénciavdeholerae além do aprofundamento de

estudos acerca do comportamento do microrganisentefa alteracbes ambientais.
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10 CONCLUSOES

= Nas 15 cepas analisadas sete do sorogrupo O26 eaortgpavel possuem o profago
CTX@ completo e sete cepas decholerae026 possuem o profago incompleto (pré-
CTX).

= O tipo de alelo do genestR presente na maioria das cepas\Wecholerae026
corresponde ao alelo rstRoresente em cepas ambientais ndo-01/ ndo-013%®I©® al

presente nas cepas 151 e 168 corresponde ao hlsbo. E

= O tipo de alelo do gentepA presente nas cepas decholerae026 corresponde ao
alelotcpA-env presente em cepas ambientais ndo-O1/ ndo-OE39%cepas 151 e 168

foi identificado o alelo El Tor.

» Ha& especificidade entre o tipo de alelo do gmp\ presente na cepa e o tipo de

profago CTXpque ela alberga.

= Apesar das cepas 151 e 168 serem classificadakgoemente como O26 e nao

tipavel séo filogeneticamente mais préximasd/dcholeraeO1 El Tor.

= Cepas de/. choleraendo-O1/ ndo-0139 isoladas no Brasil possuem todonfunto
de genes de viruléncia presentes nos sorogrupo€mimos deV. choleraee sao

negligenciadas no diagnostico tradicional da colera
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RESUMO

Atualmente a colera encontra-se sob controle nsilBreo entanto, o risco de re-introducao
continua presente tendo em vista que persistenaigasocoberturas de saneamento . o
choleraeO1 continua sendo isolado de aguas ambientajsarti da analise de 179 cepas de
V. choleraendo-O1/ ndo-0139 isoladas durante a epidemia ldeacho Brasil (1991-2000)
foram identificadas 14 cepas do sorogrupo O26 e capa ndo tipavel que possuiam genes
de virulénica. Identificamos entre as cepas o p@mfaTXp completo e o pré-CTX. A ilha de
patogenicidade também foi identificada entre asse® sequenciamento dos gersR e
tcpA mostrou que os alelos presentes nas cep&s deolerae026 correspondem aos alelos
rstR"” e tcpA-env, encontrados em cepas ambientais dgrsmos ndo-O1/ ndo-0139. No
entanto, os alelos presentes nas cepas 151 e [H88jficadas anteriormente como O1
segundo andlise do operon ribossomal, corresporadaralelos EI Tor. Assim concluimos
que ha correlacdo entre o tipo de gmpA e o profago CTX¥ presente na cepa. Além disso,
identificamos cepas dé. choleraendo-01/ ndo-0139 isoladas no Brasil possuidorasdiz

0 conjunto de genes de viruléncia presentes nogrgos epidémicos dé cholerae

Palavras-chaves: Célera, Vibrio cholerae ndo-O1/ ndo-0139, Profago C®X llha de
patogenicidade d€ibrio. (De 05 a 08)



Costa, A.P.R. Estudo molecular dos elementos genéticos CTX e VPI... 68

INTRODUCAO

A patogenicidade d¥. cholerae,em nivel molecular, envolve genes que codificam
diferentes proteinas que atuam na colonizacéo,onedenacdo da expressao de diversos
fatores e na acéo toxica (Sack et al., 2004). iseslgenéticas revelaram a presenca de dois
importantes elementos, primariamente encontradosepas epidémicas dos sorogrupos Ol e
0139: o elemento genético CTX (Pearson et al., 1898 ilha de patogenicidade Wério
(VPI) (Karaolis et al., 1998). Estas duas regifes camstito genoma de dois bacteridfagos
filamentosos - CT¥ e VPIp - que estdo integrados ao cromossomo maidr. dgholeraee
sao capazes de serem transferidos horizontalmsantéerindo viruléncia as cepas receptoras
(Waldor & Mekalanos, 1996; Karaolis et al.,, 1998)a VPI encontram-se 0s genes que
codificam o pilus corregulador de toxina (TCP),ueqgdo para a eficiente colonizagdo do
epitélio intestinal humano pelo microrganismo. OPT{tintamente com a toxina colérica
(CT), codificada por genes presentes no profago ¢g¢tahstituem os dois principais fatores
de viruléncia enV. choleragKaper et al., 1995). Além de permitir a colonizacl epitélio
intestinal peloV. cholerae,0 TCPé o receptor para a entrada do profago @E¥X novas
células. Desta forma observa-se uma situacdo onddago serve de receptor para um
segundo fago, em um processo de infeccdo sequequil resulta na viruléncia do
microrganismo (Karaolis et alLl999).

A estrutura da VPI e do profago CdXaracteriza a transferéncia horizontal de genes
como um mecanismo para a origem de novos clonegégr@tos dé&/. cholerae Além disso,
estudos tém indicado que os genes de virulénciaeas homologos estdo dispersos entre
cepas ambientais de diversos sorogrupos, constitiaesim, um reservatorio desses genes, 0
que d& suporte a hipétese de origem ambientd. ddnoleraepatogénico (Mukhopahyagt
al., 1995, Chakraborty et al., 2000, Mukhopadhgtal., 2001, Daalsgaard, a. et al., 2001,
Boyd & Waldor, 2002, Theophilet al., 2006).

O V. choleraegé classificado em mais de 200 sorogrupos de aamaoas diferencas
na composicdo da parede celular, especificamente anbgeno somatico O do
lipopolissacarideo (LPS). Somente os sorogrupogs Q139 séo responsaveis por epidemias
de célera (Li et al., 2003), os demais sorogrugmsbora ndo envolvidos em epidemias,
podem ser patogénicos e estar associados a pequetassde diarréia (Sack et al., 2004).

Theophilo e colaboradorg2006) analisaram 179 amostras \decholeraendo-O1/

ndo-0139, durante a epidemia de colera no Brasiha#ria isolada de casos clinicos,
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compreendendo 54 diferentes sorogrupos. As amod&asorogrupo O26 representaram
8,4%, sem nenhuma correlacdo quanto a fonte dermorimu local de isolamento e apenas
nesse sorogrupo foi evidenciado o gebeA presente no profago CTKno entanto o gene
tcpA néo foi identificado em todas as cepama vez que o gertepA € o receptor celular do
profago CTXp, a auséncia na deteccdo do gepdisugere a presenca de um alelo variante
nas cepas em questao. Além disso, somente duas (épa cepa d¥. cholerae026 — 151

— e uma de sorogrupo néo tipavel — 168) sdo promktda toxina colérica e classificadas
como do sorogrupo Ol segundo andlise do operorssaooal (Cariri et al., 2009).
Consideramos que uma analise molecular do profdgog® da VPI presente nessas cepas,
permitira identificar o grau de proximidade dosfagms presentes nas cepas em relacdo aos
sorogrupos epidémicos d€. cholerae 0 que poderd orientar mais adequadamente o

diagnéstico laboratorial da colera.

MATERIAL E METODOS

Cepas bacterianas

Foram analisadas 14 cepas\decholerae026 e uma cepa de sorogrupo nao tipavel
isoladas entre 1991 e 2000 de processos entétiroartos (coprocultivos) e do ambiente no
Brasil, cedidas pelo Centro de Referéncia NacideaColera e Enteroinfeccbes Bacterianas
(CRNCEB - Fiocruz, RJ - Brasil). Previamente, agaseforam classificadas rdational
Institute of HealthTéquio — Japéo, para a identificacdo sorologiceepa 569BY. cholerae
O1 biotipo Classico, isolada em 1948 de caso dini india, e a cepa dé choleraeO1
biotipo El Tor 63, isolada do ambiente em Pernarmabera 1992, durante a epidemia foram
utilizadas como controles. Para extracdo de DNAcgsas foram cultivadas em Agua
Peptonada Alcalina (APA) a 37 °C por 24 horas. QADBLal foi extraido segundo protocolo
descrito por Ausubel et al. (1987), sem a adicélisdeima.

Reacdes de PCR

As reacdes de amplificacdo foram preparadas enmeliotal de 25.L por tubo,
compreendendo: KCI 50 mM; Tris-HCI 10 mM; MgQl5 mM; dNTP 20QuM; 20 pmol de
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cada primer; 20 ng de DNA gendmico de cada cepld;, de Tag DNA polimerase. As
amplificagcbes foram realizadas em um termocicl&iometra, programado inicialmente para
30 ciclos térmicos, correspondendo cada ciclo demimuto a 92°C, um minuto a 55°C, um
minuto e 30 segundos a 72°C, terminando com un@aeda alongamento final de sete
minutos a 72°C. As temperaturas de pareament@uioers (tabela 1) e de extensédo foram
padronizadas para cada fragmento amplificado. ©dupos obtidos das amplificagcdes por
PCR foram submetidos a eletroforese em gel de sgat®o. Apds a migracdo, o gel de
agarose corado com solucédo de brometo de etidipl{1bitro de solu¢do a 15 mg/mL) foi
observado em luz UV e digitalizado em camara di¢itadlak 1D Image Analysis Software,

versao 3.5 para Windows.

Clonagem

Os fragmentos amplificados por PCR foram purifie@dom o Kit QIAEX Il Gel
Extraction Kit (Quiagen) e ligados ao plasmidio pGET Easy (Promega). Células de
Escherichia coliDH50 foram transformadas com o plasmideo recombina@®bnias
brancas de cada clonagem foram incubadas em memoh&ndo 100 mg/mL ampicilina e
utilizadas para extracdo de DNA plasmidial segundoétodo de lise alcalina (adaptado de
Sambrook e Russell, 200Bosteriormente, estes plasmideos foram digeridosEmuR| e 0
tamanho dos insertos clonados foram estimados, mpfacdo por eletroforese em gel de
agarose 1%, com o auxilio do programa da camaraaldigodak 1D Image Analysis

Softwar&. Os fragmentos foram quantificados e enviados paeguenciamento.

Sequenciamento

Foram sequenciados no minimo trés clones de cadapgra cada cepa analisada. Os
clones obtidos foram sequenciados em um sequemaattmmatico ABI Prism 3100 Genetic
Analyzer (Applied Biosytems). As reacdes de segaemento foram preparadas para um
volume final de 1QL por tubo. A reacdo conta se inicia com desnafir&minutos a 95°C
seguida de choque térmico, prosseguindo em um téclador ABI Applied Biosystem para
amplificacbes das sequéncias, programado para tdest@o inicial a 96°C por 2 minutos,
seguido de 35 ciclos a 96°C por 45 segundos, 50f@@segundos e 60°C por 4 minutos. O

DNA amplificado foi precipitado com isopropanol &%, lavado com etanol a 60% e
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sequenciado. As sequéncias obtidas foram analissidasés dos programas SeqNVare
EditSed" (pacote de programas Lasergene, version 4.01, OMRSInc., Madison, WI),
para avaliar o padrdo de qualidade das sequénamasnéar as sequéncias contiguas. Foi
analisada a similaridade das sequéncias obtidassegoiéncias d¥. cholerae depositadas
no banco de dados do NCBI, através do programa BLABasic Local Alignment Search
Tool (ALTSCHUL, S.F.et al.1997). Sequéncias depositadas no mesmo banco ds dad
foram utilizadas nas analises. Para a construcgiamtares filogenéticas com os gersf e
tcpA foi utilizado o método Neighbor-Joining, com umootstrapde 1.000 replicatas no
programa Mega 4 (TAMURA et al., 2007).

RESULTADOS

Sete cepas d¥. choleraeO26 (149, 151, 180, 181, 183, 184, 267) e uma o&oa
tipavel (168) possuem o profago Cpx¥ompleto, devido a presenca dos gesegs orfU, ace
e zote dos genesctxA e ctxB codificadores da toxina colérica (tabela 2). Asndis cepas
(143, 145, 165, 182, 269, 270, 271), sao classifisacomo pré-CTX, devido a auséncia dos
genes codificadores da CT (Boyd et al., 2000). @wgstA, rstB erstR presentes na regiao
RS2 do profago e no elemento RS1 também foramifmanios nas cepas analisadas. O
sequenciamento do gemstR mostrou que o tipo de regulador presente nas cepas
cholerae 026 (cepas 149, 184 e 267) corresponde ao ald®S rgMukhopadhyay et al.,
2001), presente em cepas\deholeraendo-O1/ nd0-0139. O alelo presente nas cepas 151 e
168 corresponde ao alelo El Tor (Figura 1).

A andlise de genes presentes mhssters TAG, TCP e ACF da VPI mostrou
a presenca da ilha de patogenicidad¥ideo nas cepas analisadas (Tabela 3). Apesar de oito
cepas possuirem o profago CpEompleto e sete o profago incompleto (pré-CTXineote
em duas cepas foi detectado o gepd utilizando-seprimerspara o alelo El Tor. Uma vez
que o gendcpA é o receptor celular do profago CpX¥ auséncia na deteccdo do gepét
sugere a presenca de um alelo variante nas cepgsiestéo. Para elucidar essa questao foi
realizada uma reacdo de amplificacdo utilizaqdioners externos ao genécpA sendo
observada amplificacdo de fragmento de tamanhorapd1.324 pb) em todas as cepas
confirmando a presenca do gdnpA nas cepas analisadas. O sequenciamento doigwhe
mostrou que o alelo presente nas cepas 151 e f&gonde ao alelo El Tor, visto que os
alelos presentes nessas cepas agrupam com alelgsndtcpA de V. choleraeEl Tor de



Costa, A.P.R. Estudo molecular dos elementos genéticos CTX e VPL... 72

sequéncias depositadas no banco de dados do N&BRis $equéncias das demais cepas
correspondem a uma variante do gene presente eas dep'. choleraendo-O1/ ndo-0139,

denominaddcpA-env (Mukhopadhyay et aR001) (Figura 2).

DISCUSSAO

A colera, doenca re-emergente que atingiu o caminsul-americano e o territorio
brasileiro em 1991, encontra-se em sua sétima paad& magnitude da doenga no territorio
brasileiro esteve relacionada as méas condi¢cbesddeda populacdo, tendo encontrado nas
regides Norte e Nordeste situacfes favoraveis angplantacéo e disseminacdo. Atualmente
a colera encontra-se sob controle no pais, notentamisco de sua re-introducdo em areas ja
atingidas ou ainda indenes continua presente tesmdovista que persistem as baixas
coberturas de saneamento &.ocholeraeO1 continua sendo isolado de aguas ambientais,
mesmo esporadicamente (Leal et al., 2008).

Cepas patogénicas d¥. cholerae evoluem a partir de cepas ambientais nao
patogénicas, e a transferéncia horizontal de gdeegiruléncia tem um papel importante
nesse processo (Faruque et #98b, Faruque & Mekalanos, 2003). No caminho dmi®s
evolucionarios que originam cepas patogénicas tr g progenitores ndo patogénicos, é
importante identificar cepas intermediarias quevavelmente carreiam alguns genes
relacionados a viruléncia, mas nao possuem o ctingompleto de genes requerido para a
patogénese e disseminacdo de epidemias (Rahmah, &0@8). Ocasionalmente cepas
ambientais de sorogrupos nao-O1/ ndo-O139 carrer@mou mais genes de viruléncia ou
seus homologos (Mukhopadhyay et &Q01, Faruque et al2004). Entretanto a real
prevaléncia de genes associados a viruléncia eas aiy. choleraendo-O1/ ndo-0139 néo
esta bem estabelecida até o presente momento (Ratrag,2008).

N&o esta claro o que determina a emergéncia de ggpagénicas com determinado
fago CTXp ou tipo de gendcpA mas recentes estudos comecam a revelar a predenca
combina¢cdes ndo convencionais de alelos de genesrudéncia em cepas clinicas dé
cholerae(Nair et al.,2002; Ansaruzzaman et aR004). Presume-se que a diversidade de
genes de viruléncia, por exemplo, diferentes alelescpA ou diferentes fagos CTgX
dispersos entre cepas ambientais contribui pae@ssesso (Rahman et &Q08). Apesar

de V. choleraeser autoctone do ambiente aquatico, acredita-seacaepiisicdo de genes de
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viruléncia, incluindo VPI e o profago CTXpermita que cepas especificas tornem-se
adaptadas ao ambiente do intestino humano (FarAdjpert; Mekalanos, 1998).

Durante a epidemia de célera, ocorrida no Brasihrh isoladas 179 amostras \de
cholerae ndo-O1/ n&o-0139. Analises visando a identificagko genes de viruléncia
evidenciaram que somente nas cepas do sorogrupfoOd&iectado o genexA codificador
da principal subunidade da toxina colérica (Thelopdt al.,2006). Além disso, apesar de em
todas as cepas do sorogrupo 026 terem sido endostgenes de viruléncia presentes no
profago CTXp, o genetcpA ndo foi evidenciado em todas as cepas. Visto ggse gene
codifica o receptor para a entrada do profago ewmas)@epas, esse fato poderia sugerir a
aquisicao do profago CTgXpor um mecanismo alternativo, ou a presenca dealaho
variante do gentepA

Andlise dos genes presentes no profago @mXstrou que entre as cepas analisadas
sete possuem o profago C@xincompleto (pré-CTX) devido a auséncia dos genes
codificadores da CT (Boyd et al., 2000). O segizenento do genestR presente no profago
CTX¢ nas cepas d&. cholerae 026 corresponde ao alelo rétRpresente em cepas
ambientais deV. choleraendo-0O1/ ndao-0O139, visto que os alelos presentagagr com
alelos do genestR de diversos sorogrupos depositados no banco de damdsGdBl. O
profago contendo esse tipo de alelo é denominado@t (Mukhopadhyayet al, 2001). Ja
0 generstR presente nas cepas 151 e 168 corresponde ao Hlelmr, e o profago
denominado CTX". Apesar de nao terem sido obtidas sequénciasspomdentes a todas as
cepas acreditamos que os resultados podem sepdzatias para as demais, devido as
caracteristicas similares existentes entre elas.

Foi observada amplificacdo nos trés principais waios de genes da VPI, osisters
TAG, TCPe ACF, confirmando assim a presenca da llha degBatcidade nas cepas em
estudo. Apesar do getepAso ter sido identificado em duas cepas quandaaditisprimers
para o alelo El Tor, ao serem utilizagmgnersexternos ao gene foi observada amplificacao
de fragmento de tamanho esperado em todas as sagasndo a existéncia de uma variante
do gene nas cepas em questdo. O sequenciamenemeke@A mostrou que o alelo presente
nas cepas 151 e 168 corresponde ao alelo El Tofifro@ando o resultado obtido na reagao de
PCR. Ja as sequéncias das demais cepas correspang®m variante do gene presente em
cepas dé/. choleraendo-0O1/ ndo-0139, denominatipA-env (Mukhopadhyasgt al, 2001).

A diversidade entre varias proteinas TcpApius relacionados sugere que essa

diversidade pode ser adaptativa. Esse grau dex@dismo reflete produtos génicos que séo
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sujeitos a diversas sele¢des na adaptacdo a dédsrsistemas no hospedeiro, ou a variaveis
aspectos no ambiente (Li et al., 1995; Blank e¢t2800). A diversidade pode refletir, por
exemplo, em selecdo natural para a evasao imuaatdua infeccao, susceptibilidade a fagos
ou resisténcia ao ambiente, e aderéncia a hospsdejuaticos ou sitios abioticos (Blank et
al., 2000; Kirn et al., 2000). De fato nesse estpddemos observar que o tipo de profago
presente nas cepas que possuem o ggAeEl Tor, corresponde ao profago CFX, e nas
que possuem o geriepAenv ao profago CT¥V, sugerindo que o aquisicdo de um tipo
caracteristico de profago CipXesta diretamente relacionado ao tipotcj®A presente na
cepa.

Relatamos nesse trabalho a existéncia de cepads dboleraendo-O1/ ndo-0139
isoladas no Brasil possuidoras de todo o conjumtogenes de viruléncia presentes nos
sorogrupos epidémicos dé cholerae Durante a epidemia de célera e nesse momento pos-
epidemia, cepas dos sorogrupos ndo-0O1/ ndo-Ol3gesatmente descartadas nos exames
laboratoriais. Assim, chamamos aten¢do para a feoma € realizado o método tradicional
de diagnostico da célera no Brasil, que utiliza caritério de triagem apenas a reacdo de
soroaglutinacdo das cepas isoladas. Cepa¥.dsholeraendo-0O1/ ndo-0139 toxigénicas
podem assim, nao ser detectadas pelo diagnosticdlela. Nesta fase atual, em que a doenca
encontra-se sob controle no pais, € importantesifiear estudos que permitam a precoce
deteccéo da presenca¥docholeraetoxigénico, bem como avaliar as caracteristicagtiEas
das cepas eventualmente encontradas. Assim recarsengue além dos testes de triagem
tradicionais, indispensaveis para a classificagdio/dcholerae sejam realizados métodos
moleculares complementares (Mendes et al., 2008)pgumitam a identificacdo de cepas
carreando genes de viruléncia. Para alcancar tgtivb faz-se importante realizar o
mapeamento e pesquisa de ambientes reconhecidafagatéveis a sobrevivéncia dé.
cholerag além do aprofundamento de estudos acerca do ctanmnto do microrganismo

frente a alteragdes ambientais.
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Tabela 1- Lista deprimersespecificos para genes presentes no profagog€NPlp
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GENE | PRIMER SEQUENCIA DO PRIMER REFERENCIA
cepF | TCG TTA GOG TGT OGG TTC GCA GG
cep | CcepR |TGC TTT GIA CCA GIC ACA GAT AG Sarkar etl. (2002)
cepR1 |TGG GCA CCA GTA AAG ATA CGG Este estudo
ofUF |GCT ACA TGT TTA GCT CAC TG
Sarkaret al (2002
offu | ofUR |AGG TGC GIT AGI CAT CAG CG arkaret al (2002)
orfUR1 |GIC TAT AAA AAC CAA TCA GAG Este estudo
oo |_aceF |AGA GOG CTG CAT TTA TCC TTA TTG
ace R _|AAC TCG GIC TCG GCC TCT CGT ATC Lealet al (200)
ot 70tF | GCT ATC GAT ATG CTG TCT CCT CAA
Z0tR | AAA GOC GAC CAA TAC AAA AAC CAA
CtxAi F | CTC AGA CGG GAT TTG TTA GGC ACG
CtxA Keasler; Hall (1993
CtxAi R | TCT ATC TCT GTA GOC CCT ATT ACG (1993)
A ctxAe F |[CTT TTA ACT TTA GAT TGG TAT TC Neste estudo
ct
ctxAe R |ACA GAG TGA GTA CTT TGA CC Li et al (2002)
CtxB F | GGT TGC TTC TCA TCA TCG AAC CAC
08 I XBR |GAT ACA CAT AAT AGA ATT AAG GAT Mekalanoset al (1983)
ig1 IgF | GAG CCT GTG CAC TCA CCT TGT AT .
Nandiet al.(2003)
rstC RsR |GCT CAG TCA ATG CCT TGA GTT G
rstAR |GCA TAA GGA ACC GAC CAA GCA AGAT Heidelberg et al. (2000)
stA | TStAFL | CAT TAG CCT TCA AAA ACC TGT
rstAF2 |TAA TCG CTC ACC ACC GIT AGG Este estudo
rStAR2 | CAT TTA CTG GOG TAT CTA CAA
@ |_TSIBF |AAC ATT GGC CTT TAT CGT TTT Eeto ostudo
StBR | GCC TTT OCG GIT CIT GIC ACG
tcpA | tcpAF | GAA GAA GIT TGT AAA AGA AGA ACA C _
ElTor | tcpAR |GAA AGG ACC TTC TTT CAC GIT G Keasler; Hall (1993)
tcpHL | AGC CGC CTA GAT AGT CTG TG _
PA coAd  [TCG OCT CCA ATA ATC CGAC Boyd; Waldor (2002)
aldAR |ATT CIT CTG AGG ATT GCT GAT
aldA o ldAF [ TTT TCT TGA TTG TTA GGA TGC Boydet al. (2000)
tagA F | TGA GCC TGA AAT AAT CAC AGG .
B0A 2gAR |GAT GAT GAA GTG TAT ATC TAC Li etal (2003)
acB acfBF | GAT GAA AGA ACA GGA GAG A Kovach; Shaffer; Peterson
acfBR | CAG CAA CCA CAG CAA AAC C (1996)
tcpP F | ACT CTG TGA ATA TCA TCC TGC C
tcpPH icpH R | CTG GGT AAG CCA AAC ATT GG Sarkaret al.(2002)
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Tabela 2 Identificacdo dos genes presentes na regidoatetttprofago CT¥,

Regiio core do profago CTX®

N°® CPgAM N°IOC  Sorogrupo Ano de cep orfU ace ot ctxA otc
Isolamento Eeme)
149 /01 4010 026 1992 + + 4+ o+ 4+ o+
151 /01 4756 026 1992 + + 4+ o+ o+ o+
168 /01 17155 N&o tipavel 2000 + + + + + +
180/ 01 3340 026 1992 + + 4+ o+ o+ o+
181/01 6958 026 1992 + + 4+ o+ 4+ o+
183/01 11159 026 1993 + + 4+ o+ o+ o+
184 /01 13151 026 1994 + + 4+ o+ 4+ o+
267 /01 2494 026 1992 + + 4+ o+ o+ o+
143701 1717 026 1992 + -+ 4+ - -
145/01 3647 026 1992 + + - - - -
165/01 15677 026 1998 -+ o+ o+ -
182 /01 10626 026 1993 + + + + - -
269 /01 11043 026 1993 + + + + - -
270/01 13663 026 1994 + - o+ o+ - -
271/01 16352 026 1999 -+ o+ - - -
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Tabela 3- Identificacdo de genes presentes na ilha de @aitidade dé&/ibrio

Amostra Genes
TAG gene cluster TCP gene cluster ACF gene star
N° CPGAM {)(aliA tagd 2 qtagD I PHABQ C RDS T E FuoxTJ B CYEA D int
1 O | W ||||||| >
149/01 + o+ + - - +
151/01 + + ++ + +
168 /01 + o+ ++ + +
180/01 + o+ + - - +
181/01 + o+ + - - +
183/01 + o+ + - - +
184 /01 + o+ + - - +
267 /01 + o+ + - - +
143 /01 + + + - - +
145/ 01 + + + - - +
165/01 -+ - - - +
182 /01 + + + - - +
269 /01 + + + - - +
270/01 -+ - - - +
271/01 -+ - - - +
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184
153-94 - O8
col 149
VCE22 - O36
100 [ 365-96 - 027
97 267
L SCE263 - O10
| 506-94 - 044
569B - O1 classico
— | SCE188 - 0139
100 | AS207 - 0139
168
100 \_{ 151
76 1 N16961 - O1 el Tor
—
10

Figura 1: Arvore filogenética construida a partir das seqis&ndo genestR no programa Mega 4. Foi adotado
0 método Neighbor-Joining com ubootstrapde 1.000 replicatas. O comprimento dos ramos btdas é
proporcional a distancia genética entre os difeeisbrogrupos d¥. cholerae Os nimeros sobre os ramos
verticais indicam a porcentagem de repeti¢cdes diisardebootstrap na qual as ramificacdes foram observadas.
Numero de acesso das sequéncias disponiveis no N&Btepas 153-94, SCE263, 365-96, VCE22, 506-94,
AS207, SCE188, N16961 e 569B sao respectivamente}52685, AF133309, AF390570, AY145124,
AF452586, AF110029, AF133310, AE004224 e AF055890.
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64 M1118 - 0105
VCE232 - 04
267
181
183
184
il 149
180

96

r M1567 - 0115
98 | XJ90006 - NaoO1/ nao0139
98 | 0395 - 01 classico
! Z17561 - O1 classico

| 151
168
N16961 - O1 El Tor

98|

Figura 2: Arvore filogenética construida a partir das seqis&ndo genécpAno programa Mega 4. Foi adotado
o método Neighbor-Joining com ubootstrapde 1.000 replicatas. O comprimento dos ramos boidds €
proporcional a distancia genética entre os difeesbrogrupos d¥. cholerae Os nimeros sobre os ramos
verticais indicam a porcentagem de repeticBes diisende bootstrap na qual as ramificagbes foram
observadas. Os numeros de acesso das sequénaisitatigs no NCBI das cepas M1118, VCE232, XJ90006,
M1567, N16961, Z17561 e 0395 sdo respectivamenfi209005, DQ124668AY056619, FJ209007,
AF325734, X64098, CP000627.
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