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RESUMO

Cepas atipicas de Escherichia coli enteropatogénica (aEPEC) sdo consideradas patégenos
emergentes e vém sendo detectadas de modo crescente em animais e humanos. No Brasil,
aEPEC é atualmente mais prevalente que as cepas tipicas de EPEC. O presente trabalho teve
como objetivo a comparacdo de isolados de aEPEC recuperados de cdes e de criancas, por
meio de sua caracterizacdo genética e fenotipica. Foram estudados 15 isolados caninos e 5
isolados humanos de aEPEC provenientes de material fecal diarréico. Isolados dos sorotipos
051:H40, 0O4:H16, O11:H16 e 049:H10, foram recuperados de criancas e de cées. Os demais
isolados, dos sorotipos O28:H16, O2:H19, 0O181:H18, 0159:H23, 0156:H", O136:H- e
0117:H40, foram recuperados apenas de cdes. Foram investigados, através de PCR, diversos
marcadores geneéticos, cromossomiais ou plasmidiais, associados ou ndo ao locus LEE, e
descritos em outros patotipos de E. coli. Testes fenotipicos incluiram a adesdo celular “in
vitro” em células Caco-2 e a producdo de hemolisinas. A similaridade genética foi avaliada
por meio do perfil plasmidial e de amplificagdo através do RAPD-PCR. A maioria (65%) dos
isolados apresentou os subtipos B ou y do gene eae ¢ 50% e 60% dos isolados foram do subtipo o na
subtipagem de tir e espB, respectivamente. J& na subtipagem do gene espA, foram detectados os
subtipos a e B em 46,6% (n=7) e 40% (n=6) dos isolados caninos, respectivamente. Nenhum
isolado humano foi positivo para o gene ehxA, e 60% foram positivos para a-hlyA, enquanto
nenhum isolado canino foi positivo para estes dois genes. Entretanto, no teste fenotipico, apenas um
isolado humano do sorotipo O51:H40 produziu enterohemolisina. Os genes efa-1, iha e astA foram
detectados em 20% e 40%, 100% e 0% e 0% e 13.3% dos isolados humanos e caninos,
respectivamente. Os genes tccp2 e tccp foram detectados em 60% e 20% dos isolados humanos, e
26,7% e 6,7% dos isolados caninos. Adicionalmente, 85% dos isolados foram positivos para o0 gene
fimH. Todos os isolados foram negativos para os genes afa, cnfl, kps, pap, stx2f e aggR. Todos
os isolados humanos apresentaram os subtipos IpfA1-2 e IpfA2-1 de Lpf, enquanto apenas 6/15 dos
isolados caninos foram tipaveis, sendo que um deles apresentou dois subtipos de IpfAl (IpfAl-2 e 1-5)
associado a IpfA2-1. O dendograma construido apds os ensaios de RAPD-PCR agrupou 0s
isolados em 5 tipos (I a V), sendo que todos isolados de origem humana e canina de sorotipos
comuns formaram um agrupamento com mais de 75% de similaridade genética (tipo 1). Na
extracdo plasmidial, 18 dos 20 isolados apresentaram plasmideos de alto peso molecular. Uma
aderéncia de moderada a intensa foi caracterizada em ensaios de 6 horas com a maioria dos isolados
(90%) apresentando um padrdo de aderéncia localizada “like” (ALL), sendo que em dois
destes, o padrdo ALL estava associado com aderéncia periférica na forma de corddes,
semelhante a aderéncia agregativa. Os resultados obtidos no presente estudo permitiram
concluir que os isolados de aEPEC estudados apresentaram um perfil de viruléncia
heterogéneo sendo mais diversificado em isolados de origem humana, inclusive entre isolados
de mesmo sorotipo dos isolados caninos. No entanto, os marcadores de viruléncia detectados
e a elevada similaridade genética demonstrada entre os isolados evidenciam um perfil
patogénico, tanto para humanos como para animais, dos isolados de origem canina estudados.

Palavras chave: EPEC atipica, caninos, humanos.



ABSTRACT

Strains of atypical Escherichia coli (aEPEC) are considered emerging pathogens and have
been increasingly detected in animals and humans. In Brazil, aEPEC is how more prevalent
than the typical EPEC strains. This study aimed to compare aEPEC isolates recovered from
dogs and children, by their genetic and phenotypic characterization. Were studied 15 canine
and 5 human isolates of aEPEC from diarrheal faeces. Isolates of serotypes O51:H40,
0O4:H16, O11:H16 and O49:H10, were recovered from children and dogs. The remaining
isolates, from serotypes 0O28:H16, O2:H19, O181:H18, 0159:H23, 0156:H-, O136:H- and
0O117:H40, were recovered only from dogs. Were investigated by PCR several genetical
markers, chromossomial or plasmidial, associated or not with the LEE locus, and described in
other pathotypes of E. coli. Phenotypic tests included the cell adherence in vitro in Caco-2
cells and the hemolysins production. The genetic similarity was evaluated by plasmidial
profile and amplification by RAPD-PCR. The majority (65%) of isolates presented the  or y
subtypes of the eae gene and 50% and 60% of the isolates were of o subtype in espB and tir,
respectively. In the subtyping of espA gene, were detected subtypes a and B in 46.6% (n =7)
and 40% (n = 6) respectively, of the canine isolates. None human isolate were positive for the
ehxA gene, and 60% were positive for a-hlyA gene, while none of the canine isolates was
positive for these two genes. However, in the phenotypic test, only one human isolate of
serotype 051:H40 produced enterohemolysin. The efa-1, iha and astA genes were detected in
20% and 40%, 100% and 0% and 100% and 13.3% of human and canine isolates,
respectively. The tccP2 and tccP genes were detected in 60% and 20% of human isolates, and
26.7% and 6.7% of canine isolates. In addition, 85% of the isolates were positive for fimH
gene. All isolates were negative for afa, cnfl, kps, pap, stx2f and aggR genes. All human
isolates showed IpfA1-2 and IpfA2-1 subtypes of Lpf, while only 6/15 of the canine isolates
were typeable, one of which showed two subtypes of IpfAl (IpfAl-2 and 1-5) associated with
IpfA2-1. The dendrogram created after the RAPD-PCR tests, clustered the isolates into 5 types
(I to V), with all the isolates from human and canine origin, which had common serotypes,
formed a cluster with more than 75% of genetic similarity (type I). In plasmid profile analysis,
18 of 20 isolates had plasmids of high molecular weight. Moderate to intense adherence was
observed in the 6 hours test with most isolates (90%) showing a localized-like adherence
pattern (ALL), and in two of these, the default ALL adherence was associated with peripheral
adherence in the form of strands, similar to the aggregative adherence. The results of this
study showed that the aEPEC isolates evaluated had a heterogeneous virulence profile, which
were more diverse in strains of human origin, including strains of similar serotype as the
canine’s serotypes. However, the virulence markers identified and the high genetic similarity
demonstrated between the isolates, confirm the pathogenic profile for both, humans and
animals, of the canine isolates studied.

Key-words: atypical EPEC, canine, human.
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1 INTRODUCAO

A partir de 1995 o conjunto de amostras do patotipo de Escherichia coli
Enteropatdgenica (EPEC), importante causador de diarréia em criancas, foi subdividido em
cepas tipicas e atipicas, em funcdo de diferengas em suas carcateristicas de viruléncia
(KAPER, 1996). Desde entdo, e principalmente na Gltima década, grande destaque tem sido
dado as cepas atipicas de EPEC (aEPEC) pois, assim como as STEC (Escherichia coli
produtora de toxina Shiga), elas sdo consideradas patdgenos emergentes (TRABULSI et al,
2002).

No Brasil, aEPEC é atualmente mais prevalente que as cepas tipicas de EPEC, que era
tradicionalmente o agente mais comum de diarréia epidémica em criancas (TRABULSI,
KELLER & GOMES, 2002; revisado em ABE et al, 2009). A emergéncia e aumento na
frequéncia de ocorréncia de cepas aEPEC podem ter origem similar aquelas que levaram a
emergéncia e aumento na frequéncia da O157:H7 e outros sorotipos de STEC (TRABULSI,
KELLER & GOMES, 2002).

A relacdo desta bactéria com os animais € importante, pois, além dos prejuizos diretos
a saude animal, estes podem representar um vasto reservatorio de patégenos humanos
(TRABULSI, ORDONEZ & MARTINEZ, 2005). Apesar de ainda nfo ter-se comprovado
qual o principal hospedeiro de aEPEC, este patotipo ja foi isolado de caninos e de diversas
outras fontes animais, tanto em animais com diarréia quanto em animais saudaveis. O seu
potencial zoonético ainda ndo pbde ser confirmado, apesar de estudos recentes terem
encontrado cepas similares, e com potencial para causar infeccdo humana, em populacdes
animais (NAKAZATO et al, 2004; KRAUSE, ZIMMERMANN, BEUTIN, 2005; revisado
em HERNANDES et al, 2009).

Em relacdo aos cdes, como animais de companhia, sabe-se que estdo cada vez mais
proximos dos humanos, muitas vezes sendo tratados como membros da familia, ndo podendo
assim, subestimar-se a sua importancia como um potencial reservatorio de alguns patégenos
humanos.

Portanto, estudos que abordem a investigacdo da ocorréncia, viruléncia e
epidemiologia de aEPEC em animais sdo necessarios para esclarecer a real importancia destas
cepas nestes hospedeiros e sua importancia como reservatorios de cepas patogénicas para o

ser humano.
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2 OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo geral a comparacdo de isolados de aEPEC
recuperados de material fecal diarréico de cées e de criangas, por meio de sua caracterizacao

genotipica e fenotipica.

2.1 Objetivos Especificos

- Identificacdo de genes de viruléncia cromossomiais e plasmidiais em isolados de aEPEC de
cées e humanos;

- Comparacéo do perfil genotipico com o perfil apresentado apos amplificacdo randémica do
DNA polimorfico e extracdo plasmidial, com a finalidade de avaliar a similaridade destes
isolados de cées e criangas;

- Avaliacdo do perfil de aderéncia destes isolados em células intestinais “in vitro”,
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Escherichia coli

Escherichia coli pertence a familia Enterobacteriaceae, que é uma importante familia
bacteriana, justamente por pertencer a ela o ser vivo mais conhecido (E. coli K12), e
importantes patdgenos para os seres humanos e animais (TRABULSI, ORDONEZ &
MARTINEZ, 2005). Apresentam-se como bastonetes, Gram negativos, facultativamente
anaerobios, moveis ou imoveis, ndo-esporulados, capazes de fermentar a glicose com
producdo de acido e gas (SCHROEDER et al, 2002; FRANCO & LANDGRAF, 2002).

Trata-se de uma espécie bacteriana incrivelmente diversificada e com a capacidade de
colonizar e persistir em varios nichos, tanto no ambiente quanto no hospedeiro. Tanto E. coli
quanto outros microrganismos comensais da microbiota intestinal de mamiferos,
freqlentemente formam uma relacdo simbiotica benéfica com seu hospedeiro, fornecendo
nutrientes, regulacdo imune e protecdo contra patdgenos externos (YAN & POLK, 2004).

De fato a maioria das cepas é constituida por microrganismos comensais, contudo
algumas cepas de E. coli podem exibir um carater patogénico, apresentando a capacidade de
causar doencas graves no hospedeiro (KAPER, NATARO & MOBLEY, 2004). Este
patdgeno, além de estar entre 0s principais agentes de infeccéo hospitalar, constitui a principal
causa de infeccdo intestinal de humanos em muitos paises (TRABULSI, ORDONEZ &
MARTINEZ, 2005).

3.2 Patotipos de Escherichia coli

A E. coli é capaz de causar doenca em individuos saudaveis , podendo ocasionar,
principalmente em humanos, trés sindromes clinicas distintas: doenca entérica/intestinal,
infeccbes do trato urinario ou sepse/meningite. Dentre as E. coli diarreiogénicas (DEC)
existem seis categorias ja descritas: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterohemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) e E. coli difusamente aderida (DAEC) (NATARO e
KAPER, 1998; KAPER, NATARO & MOBLEY, 2004). ETEC, EAEC e EHEC séo
produtores de toxinas; EPEC, EAEC e DAEC expressam padrdes de aderéncia caracteristicos
(localizado, agregativo e difuso, respectivamente) a células epiteliais e sdo entdo referidas
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como E. coli enteroaderentes; EIEC € distinguida pela capacidade de invadir células epiteliais
e inabilidade de produzir toxinas (NATARO & KAPER, 1998). Dentro do patotipo EHEC,
estdo incluidas as cepas EHEC que produzem a toxina Shiga (STEC), e que estdo associadas a
diversos surtos e casos esporadicos de diarréia, colite hemorragica ou até mesmo
complicagdes como a sindrome urémico-hemolitica (HUS), no mundo (NATARO & KAPER,
1998) e associadas a casos de diarréia no Brasil (GUTH et al, 2002). Além dos patotipos
DEC, existem as cepas de E. coli que causam infec¢cOes extra-intestinais (EXPEC), e entre
estas estdo incluidas as cepas uropatogénicas (UPEC), que sdo o principal agente etiologico
das infecces do trato urindrio em humanos, e as cepas causadoras de meningite neonatal
(MNEC) (FRANZOLIN, CAMPOS & TRABULSI, 2005).

3.2.1 Caracteristicas do patotipo EPEC

EPEC foi o primeiro patotipo de E. coli a ser descrito, devido a surtos de diarréia em
criancas no Reino Unido em 1945 (KAPER, NATARO & MOBLEY, 2004). A Organizacdo
Mundial de Saude reconhece que as cepas de EPEC estdo compreendidas entre 12 sorogrupos
O: 026, 055, 086, 0111, 0114, 0119, 0125, 0126, 0127, 0128, 0142 e 0158 (WHO,
1987, revisado em HERNANDES et al, 2009), também conhecidas como sorogrupos
cléassicos de EPEC.

Desde 1995 o patotipo EPEC é dividido em dois subgrupos denominados EPEC tipica
(tEPEC) e EPEC atipica (aePEC) (KAPER, 1996). Como caracteristicas comuns, possuem a
capacidade de formar a lesio A/E (“attaching and effacing”) no epitélio intestinal,
caracteristica também compartilhada com as cepas EHEC e com o patdgeno Citrobacter
rodentium (WALES, WOODWARD & PEARSON, 2005), e a ndo producédo da toxina Shiga.
As principais diferencas sdo referidas aos sorotipos e a presenca do plasmideo pEAF
(plasmideo do fator de aderéncia de EPEC) somente nas tEPEC, o qual carreia genes para a
regulacdo das fungdes do LEE (“locus of enterocyte effacement”) e para a formagdo do Bfp
(“bundle-forming pilus™), que ¢ uma fimbria tipo IV (KAPER, 1996; GARMENDIA et al,
2005). O “locus” LEE é uma ilha de patogenicidade (PAI) na qual estdo localizados os
determinantes geneticos para a producéo da lesdo A/E (McDANIEL & KAPER, 1997).

Sendo EPEC um patogeno Gram negativo, diferentemente dos Gram positivos,
apresenta em sua estrutura uma membrana externa que dificulta o processo de secrecdo de
proteinas. Para tal, desenvolveu mecanismos mais complexos de secrecdo como o sistema de
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secrecdo tipo 111 (T3SS). Ndo somente EPEC, mas varios patégenos Gram negativos utilizam
este sistema de secrecdo para injetar proteinas efetoras diretamente no citoplasma das células
eucaridticas (SAIER, 2004). LEE codifica este T3SS, além de proteinas secretadas,
chaperoninas, reguladores, a adesina de membrana externa intimina e seu receptor translocado
Tir (GARMENDIA et al, 2005), que é a principal proteina efetora necesséria para a formacao
da lesdo A/E, a qual, uma vez translocada, é integrada pela membrana plasmética da célula

mamifera, servindo como receptor para a proteina intimina (KENNY et al, 1997).

O pilus Bfp participa no primeiro contato da bactéria com a célula hospedeira, levando
a formacdo de grupamentos bacterianos na superficie celular que determinam o padrdo de
aderéncia localizada (AL) apresentado pelas tEPEC. As aEPEC ndo expressam Bfp, e
geralmente apresentam um padrdo de aderéncia localizada “like” (ALL); algumas cepas, no
entanto, mostram um padréo de aderéncia difusa (AD) ou agregativa (AA) (NATARO &
KAPER, 1998; VIEIRA et al, 2001; TRABULSI & ORDONEZ, 2005), ou s&0 até mesmo néo
aderentes (revisado em HERNANDES et al, 2009).

A colonizacdo da mucosa do intestino com a formacédo de lesdes A/E é caracterizada
pela aderéncia intima do patégeno ao epitélio intestinal do hospedeiro, com apagamento
localizado das microvilosidades (KNUTTON, LLOYD & McNEISH, 1987). Esta lesdo €
associada com o rearranjo drastico do citoesqueleto celular da célula hospedeira, resultando
na producédo de estruturas semelhantes a pedestais, ricas em actina polimerizada (FRANKEL
et al, 1998).

Reconhecem-se dois perfis de aEPEC: aquelas que expressam apenas fatores de
viruléncia codificados pela regido LEE e aquelas que expressam fatores de viruléncia
codificados pelo “locus” LEE e também expressam os fatores de viruléncia ndo codificados
por ele. Todos os sorotipos de aEPEC, com exce¢do do O125ac:H6, incluem ambos os tipos
de cepas. A ocorréncia de mais de um tipo de cepa na maior parte dos sorotipos atipicos é
mais uma diferenca interessante entre EPEC tipica e atipica (TRABULSI, KELLER e
GOMES, 2002). Alguns sorotipos, como o O51:H40, que € frequentemente isolado de
criancas com diarréia, compreende cepas classificadas como aEPEC e também algumas
classificadas como tEPEC (MOREIRA et al, 2008).

As aEPEC sé@o mais proximas de STEC do que as tEPEC em caracteristicas geneticas,
sorotipos, producgdo de toxinas, reservatorios e outros aspectos epidemioldgicos. As cepas de
aEPEC podem ser menos virulentas que as cepas tipicas pela auséncia do pEAF, porém isso
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ainda néo foi provado, pois estes organismos possuem outros fatores de viruléncia que podem
compensar a auséncia do pEAF (TRABULSI, KELLER e GOMES, 2002).

3.2.2 Epidemiologia dos patotipos aEPEC e tEPEC

Uma diferenca epidemioldgica entre EPEC tipica e atipica é sua distribui¢do
geografica. No passado, os sorotipos tipicos epidémicos eram frequentemente identificados
em paises industrializados como causa de surtos e casos esporadicos de diarréia em humanos,
mas atualmente estes relatos sdo menos frequentes (NATARO & KAPER, 1998). Nestes
paises, atualmente, os sorotipos atipicos predominam (SCOTLAND et al, 1996; BOKETE et
al, 1997; AFSET, BERGH & BEVANGER, 2003; BLANCO et al, 2006b).

No entanto, 0 mesmo parece estar ocorrendo nos paises em desenvolvimento, ja que
alguns estudos tém mostrado um frequéncia muito baixa de tEPEC, e uma frequéncia
relativamente alta de aEPEC (TRABULSI, KELLER & GOMES, 2002; RODRIGUES et al,
2004a; GOMES et al, 2004; BUERIS et al, 2007; SCALETSKY et al, 2009; revisado em
HERNANDES et al, 2009; CONTRERAS et al, 2010; MORENO et al, 2010).

A razdo para estas alteracGes, igualmente as ocorridas nos Estados Unidos da América
(EUA) e na Europa, ainda ndo esta clara, podendo ser devido ao aprimoramento das terapias,
das condicBes sanitérias e do controle das infeccdes hospitalares (TRABULSI, KELLER &
GOMES, 2002).

3.3 Escherichia coli enteropatogénica em cées e humanos

A diarréia continua sendo uma das principais causas de morbidade e mortalidade em
criancas no mundo inteiro e, entre 0s patdgenos bacterianos causadores, as cepas DEC sdo um
importante agente de diarréia endémica e epidémica no mundo todo (KAPER, NATARO &
MOBLEY, 2004; RODRIGUES et al, 2004a).

Diversos estudos reportam um aumento nos casos de diarréia infantil ocasionada por
cepas aEPEC, conforme relatado anteriormente (TRABULSI, KELLER & GOMES, 2002;
RODRIGUES et al, 2004a; GOMES et al, 2004; BUERIS et al, 2007; SCALETSKY et al,
2009; CONTRERAS et al, 2010), e além disso alguns estudos evidenciam a associacdo de
aEPEC com diarréia prolongada em criancas (AFSET et al, 2004).
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E. coli é frequentemente associada & infeccOes intestinais em cées adultos e filhotes
(ALMEIDA, 2005; NAKAZATO et al, 2004; revisado em WALES, WOODWARD &
PEARSON, 2005; BETANCOR et al, 2007), e também a septicemia em neonatos caninos
(MUNNICH & LUDBE-BECKER, 2004).

O estudo feito por Nakazato e colaboradores (2004) e por Almeida (2005), confirmam
a presenca de aEPEC em cées brasileiros com e sem diarréia. No estudo de Nakazato e
colaboradores (2004) os fatores de viruléncia encontrados nas linhagens isoladas foram
similares as aEPEC de humanos, exibindo a possibilidade das aEPEC poderem se mover entre
populagdes humanas e caninas. No entanto, a diferenca na frequéncia de isolamento de
aEPEC de cdes com diarréia e sem diarréia ndo foi significante. O mesmo ocorreu nos estudos
feitos por Almeida (2005) e Krause e colaboradores (2005), nos quais se isolou cepas aEPEC
de cées com e sem diarréia.

Apesar de ndo existir evidéncia da transmissdo direta de animais para humanos, as
cepas de aEPEC isoladas de animais pertencem a sorogrupos implicados em doenca humana,
sugerindo que estes animais podem representar reservatorios importantes de aEPEC, e que
podem ser transmitidos aos humanos (revisado em HERNANDES et al, 2009). Em S&o Paulo
foi relatado o caso de uma crianca e seu cdo, ambos com diarréia aguda, no qual foi isolado
um clone de tEPEC das fezes da crianga e do cdo, mostrando a possibilidade do céo atuar
como um reservatorio e também de ser um hospedeiro susceptivel das EPEC (RODRIGUES
et al, 2004b).

A presenca de isolados portadores do gene que codifica intimina (eae+) em caes
saudaveis é reportada frequentemente (NAKAZATO et al, 2004; KRAUSE, ZIMMERMANN
& BEUTIN, 2005; ALMEIDA, 2005; ISHII, MEYER & SADOWSKY, 2007), o que

representa um dado importante na epidemiologia da doenca.

3.4 Genes de viruléncia em Escherichia coli

Diversos fatores de viruléncia ja foram identificados em E. coli. Em se tratando de
cepas aEPEC, os genes codificados pelos “locus” LEE representam 0s mais importantes
marcadores geneéticos a serem considerados neste patotipo. A ilha de patogenicidade LEE tem
aproximadamente 35 kb e pode ser inserida em um ou mais locais no cromossomo de grupos
clonais AEEC (WIELER et al, 1997; SPERANDIO et al, 1998). Neste “locus” estdo
localizados aproximadamente 40 genes, entre eles os determinantes genéticos para a produgédo
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da lesdo A/E (McDANIEL & KAPER, 1997), e conforme explanado anteriormente, inclui
aqueles que codificam um T3SS (ELLIOT et al, 1998), proteinas como EspB e EspA, a
adesina de membrana externa intimina e seu receptor translocado Tir, que € enviado por este
sistema de secrecdo para a membrana da célula do hospedeiro (GARMENDIA et al, 2005). A
lesdo A/E € o mecanismo central da patogénese de EPEC, assim como de algumas cepas de
STEC/EHEC (KAPER, NATARO & MOBLEY, 2004) e ainda de outras espécies bacterianas
como Citrobacter rodentium e determinadas cepas de Hafnia alvei (McDANIEL et al, 1995).

O gene eae € um dos genes do “locus” LEE que apresentam maior polimorfismo,
sendo que atualmente j& foram caracterizadas 27 variantes deste gene que codificam 27
diferentes tipos ¢ subtipos de intimina. As regides 5’ do gene eae sdo conservadas e as regides
3’ séo heterogéneas (BLANCO et al, 2006a; BLANCO et al, 2006b; GARRIDO et al, 2006;
LACHER, STEINSLAND & WHITTAM, 2006; revisado em ABE et al, 2009). A
diferenciacdo destes alelos representa uma importante ferramenta para a tipagem de aEPEC,
tEPEC e STEC em estudos sobre a patogénese, epidemiologia, clonalidade e estudos
imunoldgicos (TORRES, ZHOU & KAPER et al, 2005).

EsSpA € a proteina estrutural do T3SS da superficie da bactéria, que interage com a
celula humana epitelial nas fases iniciais da lesdio A/E (KENNY et al, 1997). EspB,
juntamente com EspD, forma o complexo do poro de membrana, permitindo que Tir seja
enviado para funcionar como o receptor para intimina dentro da membrana celular da célula
do hospedeiro (KNUTTON et al, 1998).

As tEPEC produzem, com poucas excegdes, apenas os fatores de viruléncia
codificados pela regido LEE e pelo pEAF (NATARO & KAPER, 1998; TRABULSI,
KELLER & GOMES, 2002). Em geral, tEPEC sdo mais homogéneas em suas caracteristicas
de viruléncia do que as aEPEC, que nao tém o gene bfpA, mas frequentemente possuem
diversos outros fatores de viruléncia e podem carrear genes codificadores de fatores de
viruléncia de outros patotipos de DEC mais frequentemente que as cepas tEPEC
(TRABULSI, KELLER & GOMES, 2002).

Os genes pap, afa, cnfl e kps sdo encontrados principalmente em cepas uropatogénicas
(UPEC) (BEKAL et al, 2003; TAVECHIO et al, 2004; VON-SIDOW, 2005). Starcic e
colaboradores (2002) estudaram 24 cepas de E. coli hemoliticas provenientes de fezes
diarréicas caninas e a grande maioria dos isolados foi positivos para pap (80%), cnfl (80%),
kps (62,5%) e hlyA (100%). Regua-Mangia e colaboradores (2009) associaram a presenca do
gene kps com diarréia em criangas. A toxina CNFL1 ja foi isolada de fezes de criangas com
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diarréia (ELLIOT et al, 1998), mas frequentemente é produzida por EXPEC de humanos com
doenca do trato urinério.

As adesinas Efa-1 (EHEC “factor for adherence”) (NICHOLLS et al, 2000) e Iha
(proteina homologa a IrgA, “iron regulated gene A” de Vibrio cholerae) (TARR et al, 2000)
foram primeiramente encontradas em cepas EHEC e as duas estdo localizadas em ilhas de
patogenicidade (PAI) cromossomiais. A presenca destas adesinas em cepas EPEC do sorotipo
026 também ¢ frequente (BARDIAU, LABROZZO & MAINIL, 2009). Efa-1 é codificado na
PAI OI-122 e a presenca desta ilha foi associada a sorotipos de STEC relacionados a
epidemias ou doenca grave em humanos, além da sua presenca estar associada a colonizacéo
intestinal e diarréia em bezerros (KARMALLI et al, 2003). O gene iha esta localizado na PAI
Ol-43 ou TAI (“Tellurite resistance and adherence conferring island”) e foi primeiramente
associado a cepas O157:H7, e promove adesdo em cepas laboratoriais ndo aderentes,
conferindo um padrdo difuso de aderéncia (TARR et al, 2000). Johnson e colaboradores
(2005) comprovaram o seu papel como um fator de viruléncia na aderéncia de cepas UPEC
utilizadas no estudo. Dados epidemioldgicos evidenciam que lha é mais frequente, com
significancia estatistica, em diversos grupos de patdgenos EXPEC que entre isolados fecais
controle (JOHNSON et al, 2005).

O gene astA, codificador da enterotoxina termoestavel de EAEC (EAST-1), foi
descrito pela primeira vez em cepas EAEC (YAMAMOTO & ECHEVERRIA, 1996;
SAVARINO et al, 1996; YUSTE et al, 2006) e esta localizado em um grande plasmideo de
60-65 MDa, juntamente com o gene ativador transcripcional das adesinas fimbriais I e Il de
EAEC (aggR). Esta toxina também é encontrada com alta frequencia em cepas STEC
provenientes de pacientes adultos e criancas com diarréia no Brasil (VAZ et al, 2004; GUTH
et al, 2002). O papel desta toxina é ainda questionavel, porém esta provavelmente associada
a patogénese da diarréia aquosa que ocorre nos primeiros estagios da infeccdo por STEC
(PATON & PATON, 1998). Dulguer e colaboradores (2003), estudando cepas aEPEC
provenientes de criangas com e sem diarréia, encontraram associacgao significante da presenca
desta toxina com diarréia.

Outra adesina importante foi identificada por Torres e colaboradores (2002), os quais
descreveram o operon fimbrial cromossomial de STEC 0O157:H7 ndo fermentadora de
sorbitol, com alta similaridade aos genes da fimbria polar longa (Lpf) de Salmonella enterica
serovar Typhimurium. O mesmo grupo postulou que a fimbria polar longa € um dos poucos
fatores adesivos das EHEC O157:H7 que estdo associados com a colonizacdo do intestino,
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sendo que possuem dois loci, IpfAl e IpfA2, que codificam estruturas fimbriais altamente
reguladas. Posteriormente estes genes foram encontrados em outras DEC, como as aEPEC
(TORRES et al, 2009). Resultados de estudos recentes indicam que a combinacdo de trés
marcadores genéticos (eae, IpfAl e IpfA2) pode ser suficiente para realizar uma rapida
identificacdo de isolados AEEC (TORRES et al, 2009). Neste estudo, Torres e colaboradores
(2009) encontraram a combinacdo das variantes IpfA1-2 e IpfA2-1 com eae 1 ou €2 como
sendo caracteristica do patotipo aEPEC. Segundo os autores a identificacdo de suas variantes
em 10 subtipos e sua associacdo com o0s subtipos de eae sdo Uteis para identificacdo de E. coli.

TccP (“Tir-cytoesqueleton coupling protein”) é uma proteina efetora do T3SS
(GARMENDIA et al, 2004) que substitui a via Nck (proteina adaptadora de mamiferos) em
termos de recrutamento e ativagdo de N-WASP (“Wiskott-Aldrich syndrome protein”), que
por sua vez promove a polimerizacdo da actina da célula do hospedeiro. Se achava
primeiramente que a proteina Tir das cepas EHEC ndo possuiam um local para ligagdo de
Nck, utilizando a proteina efetora translocada TccP para se ligar e ativar N-WASP
(GARMENDIA et al, 2004). De fato isso ocorre com cepas EHEC 0157, porém verificou-se
que algumas cepas de EHEC ndo-0157 e algumas cepas de EPEC tem o potencial de induzir
a polimerizagdo da actina por meio da utilizacdo simultanea das vias Tir-Nck e Tir-TccP
(WHALE et al, 2006), assim como cepas aEPEC tccP2 positivas (OOKA et al, 2007).

Posteriormente descobriu-se que cepas de EHEC O157 possuem um gene intacto além
do tccP, que foi chamando de tccP2, e que também esta relacionado a via de polimerizacéo de
actina (OGURA et al, 2007). Existe um alto nivel de conservacao de sequéncias entre TccP e
TccP2, porém ainda ndo se pode excluir a possibilidade de diferencas funcionais (WHALE et
al, 2007). O que foi provado por Ogura e colaboradores (2007) é que TccP2 é uma proteina
efetora translocada e capaz de desencadear a polimerizacdo da actina da célula eucariotica,
independente da via Nck e sugerem que, em cepas EHEC ndo-0157, ele possui a funcédo
equivalente a de TccP.

A producdo de enterohemolisina é codificada pelo gene ehxA, que é carreado em um
grande plasmideo de 60 MDa e é diferente da a-hemolisina codificada pelo gene hlyA
(NATARO & KAPER, 1998). A enterohemolisina é fortemente associada a cepas STEC,
apesar de ter sido descrita primeiramente em cepas EPEC provenientes de criangas com
diarréia, motivo pelo qual foi nomeada enterohemolisina (BEUTIN et al, 1988). No mesmo
estudo, Beutin e colaboradores (1988) ndo encontraram cepas enterohemoliticas em 200
EPEC provenientes de fezes de criangas saudaveis. Bockzec e colaboradores (2006) relataram
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a presenca macicga deste gene em cepas ambientais de E. coli. A producdo dela s6 pode ser
claramente detectada em sangue lavado de carneiro, no qual ela produz uma zona de hemdlise
geralmente menor e mais turva do que a gerada pela a-hemolisina, a qual, por sua vez, se
caracteriza por zonas claras de hemdlise, detectadas na fase exponencial de crescimento
bacteriano (BEUTIN, 1988). Além disso, a lise dos eritrcitos ocasionada pela a-hemolisina é
detectada apds 3 horas de incubacdo, e para deteccdo da producdo de enterohemdlise é
requerida incubacéo de 18 a 24 horas (BEUTIN et al, 1991).

3.5 Adesao celular em Escherichia coli

Um passo importante na colonizacdo do trato gastrointestinal humano e animal por
bactéria é a adesdo do organismo a superficie do hospedeiro. Apesar de a adesdo ser essencial
para a manutencdo dos membros da microbiota no intestino, ela também é uma fase inicial
critica em todas as infeccBes diarréicas causadas por cepas de E. coli patogénicas (revisado
em TORRES, ZHOU & KAPER, 2005). O perfil de adesao “in vitro” gerado por cepas de E.
coli é uma ferramenta bastante utilizada na caracterizacdo dos seus patotipos, e geralmente
utilizam-se para estes ensaios as linhagens celulares HEp-2 (derivada de carcinoma laringeo)
e HeLa (derivada de cancer epitelial cervical). As células Caco-2 (adenocarcinoma de c6lon)
também sdo frequentemente utilizadas, porém podem apresentar algumas vezes padrbes
distintos dos observados em Hela ou HEp-2 pela presenca de outros receptores, de regides
periféricas menos diferenciadas ou meio de cultivo diferente.

O ensaio de aderéncia celular em E. coli foi primeiramente descrito por Cravioto e
colaboradores (1979). Trés padrfes principais de aderéncia estdo descritos em células HelLa e
HEp-2: aderéncia localizada, difusa e agregativa (NATARO & KAPER, 1998). No entanto,
ndo é fato incomum cepas de aEPEC exibirem mais de um padrdo ou apresentarem-se
aderidas de forma irregular ou apenas periférica as células (TORRES et al, 2009;
SCALETSKY et al, 2010).

3.6 Ensaios de PCR, RAPD-PCR e extracao plasmidial em microbiologia

Com o advento da PCR, tornou-se possivel a identificacdo dos marcadores genéticos
de patogenicidade em isolados bacterianos, oferecendo o rapido diagndstico de infecgdes por

E. coli e outros microrganismos. No ambito da microbiologia clinica, a PCR se aplica a trés
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grandes campos: diagndstico etiolégico, controle de tratamento com antimicrobianos e
caracterizagdo genética de agentes infecciosos (COSTA, 2004). Posteriormente, 0 “multiplex”
PCR também comecou a ser frequentemente utilizado na detec¢do simultanea de genes de
relevancia clinica em E. coli, como por exemplo os que codificam os subtipos de toxina
Shiga, as intiminas e as hemolisinas (MENDEZ-ALVAREZ & PEREZ-ROTH, 2004) e
também para a identificacdo rapida de E. coli diarreiogénicas para humanos (TOMA et al,
2003; FUJIOKA et al, 2009).

Entre as técnicas de tipagem baseadas na PCR, a amplificacdo randémica de DNA
polimorfico pode ser utilizada para avaliar a relagdo genética entre cepas de E. coli. Esta
técnica se destaca pela simplicidade, ja que utiliza apenas um oligonucleotideo inespecifico, 0
qual se anela em um ou mais sitios no DNA, gerando fragmentos de tamanhos variaveis
(WILLIAMS et al, 1990). Decorrentes dos principios que fundamentam a técnica, o RAPD-
PCR apresenta diversas vantagens como método de tipagem bacteriana. Como ndo ha
necessidade do conhecimento prévio da sequéncia a ser amplificada a técnica pode ser
aplicada para tipagem de qualguer microrganismo, sendo esta rapida e de facil execucdo. A
probabilidade de se detectar diferencas entre cepas é grande, uma vez que todo o genoma
serve de molde para amplificacdo, podendo este ser obtido de modo simplificado, sem
obrigatoriedade na sua purificacdo, e em pequenas quantidades. A visualizacdo dos produtos
de amplificacgdo é feita diretamente ap6s coloracdo do gel de agarose, sendo possivel a analise
combinada de perfis de amplificacdo obtidos pelo uso de mais de um iniciador (WILLIANS et
al, 1993; BRIKUN et al, 1994). O uso de dois oligonucleotideos mostra que o poder
discriminatorio entre as cepas é maior do que quando se utiliza apenas um oligonucleotideo
(HOPKINS & HILTON, 2001).

Além disso, moléculas extracromossomiais de DNA, conhecidas como plasmideos,
sdo encontradas em diversas espécies bacterianas sendo que alguns possuem genes de
viruléncia, sendo geralmente os de alto peso molecular. Muitos marcadores de viruléncia
codificados em plasmideos séo alvos de diagndstico molecular (NATARO & KAPER, 1998).
Diversas técnicas de extracdo plamidial sdo utilizadas como complemento da caracterizacdo
destes patogenos. A extracdo plasmidial de células bacterianas pode ser realizada por um
método cujo principio é a desnaturacdo alcalina seletiva de DNA cromossomal de alto peso
molecular, enquanto DNA circulares ligados covalentemente permanecem fita-dupla. Este
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método permite a extracdo de grandes e de pequenos plasmideos (BIRNBOIM & DOLY,
1979).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 lIsolados Bacterianos

4.1.1 Isolados de E. coli provenientes de caes

Foram incluidos no estudo 15 isolados classificados como aEPEC, proveniente de
material fecal diarréico de cdes da regido metropolitana do Rio de Janeiro, previamente
isolados e parcialmente caracterizados em estudo anterior de nosso grupo (ALMEIDA, 2005),
0s quais estéo especificados na Tabela 1. Os isolados foram estocados a -20 °C em criotubos
contendo Caldo Triptona de Soja (TSB) em dupla concentracéo e glicerol a 20%. Sete destes
15 isolados possuem representante de mesmo sorotipo recuperado de humanos, e oito isolados

pertencem a sorotipos recuperados sé de caninos, conforme apresentado na Figura 1.

4.1.2 Isolados de E. coli provenientes de humanos

Foram utilizados cinco isolados de aEPEC provenientes de material fecal diarréico de
humanos (criangas com idade entre dois e 24 meses), sendo dois da cidade de S&o Paulo,
cedidas pelo Laboratério da Prof. Dra. Tania Aparecida Tardelli Gomes do Amaral do
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da Universidade Federal do
Estado de S&o Paulo (UNIFESP), e trés da cidade do Rio de Janeiro, cedidas pelo Prof. Dr.
Dennys Monteiro Girdo, do Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Goes da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), sendo que os isolados humanos foram renomeados neste
estudo como H1 a H5, conforme apresentado na Tabela 1. Os isolados foram estocados a
-20°C em criotubos contendo TSB 2X e glicerol a 20%. Todos 0s sorotipos recuperados de
humanos possuem ao menos um representante de mesmo sorotipo recuperado de cées (Figura
1).
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Tabela 1: Isolados de EPEC atipicas de cdes e humanos, com sua respectiva origem, idade e
sintoma clinico principal, sorotipo, local e ano de isolamento e referéncia de isolamento, que
foram utilizadas no presente estudo.

Isolado Origem Ida(-je, Sinal Sorotipo® LOC&_II / Referéncia
clinico ano isolamento
2.3 Canino NI, D 051:H40 RJ/2005 1
21 Canino NI, D 051:H40 RJ/2005 1
41.1 Canino NI, D O4:H16 RJ/2005 1
41.3 Canino NI, D O4:H16 RJ/2005 1
41.4 Canino NI, D O4:H16 RJ/2005 1
41.5 Canino NI, D O4:H16 RJ/2005 1
46 Canino NI, D O11:H16 RJ/2005 1
47 Canino NI, D 0156:H RJ/2005 1
70 Canino NI, D 0181:H18 RJ/2005 1
71 Canino NI, D 0159:H23 RJ/2005 1
72 Canino NI, D 02:H19 RJ/2005 1
73 Canino NI, D 028:H16 RJ/2005 1
75 Canino NI, D 049:H10 RJ/2005 1
77 Canino NI, D 0117:H40 RJ/2005 1
78 Canino NI, D 0136:H" RJ/2005 1
4361-2/89 (H1) Humano 1a9m,D O51:H40 SP/1989 3
1461-1/89 (H2) Humano 1alOm,D  O11:H16 SP/1989 3
98222 (H3) Humano 2a,D O4:H16 RJ/1998 2
21535 (H4) Humano 2m., D 049:H10 RJ/2001 2
21323 (H5) Humano l1a6ém,D O51:H40 RJ/2001 2

D: diarréia; NI: ndo informado; RJ: Rio de Janeiro; SP: S&o Paulo; a: anos; m: meses; (H1
a H5): os isolados humanos foram renomeados neste estudo; 1: ALMEIDA, 2005; 2:
GIRAO, 2007; 3: VIEIRA et al, 2001; ® O, antigeno somético; H, antigeno flagelar; H,
amostra imdvel; NI: ndo informado.



0156:H (1)
0181:H18 (1)
0159:H23 (1)
02:H19 (1)
028:H16 (1)
0117:H40 (1)
0136:H- (1)

051:H40 (2 ¢, 2 h)
04:H16 (4 ¢, 1 h)
011:H16 (1¢, 1 h)
049:H10 (1 ¢, 1 h)

Caninos

Figura 1: Diagrama de Venn representando o conjunto dos sorotipos, e suas respectivas
origens, de isolados de EPEC atipicas recuperados de cdes e de humanos. (n) nimero de
isolados; c: canino; h: humano.

4.2 Métodos

Todos os meios de cultura utilizados nos ensaios realizados no presente estudo foram
adquiridos dos fabricantes Himedia (Mumbai, india), Merck (Rio de Janeiro, Brasil) ou Difco
(Lawrence, EUA). Todos os reagentes utilizados nos ensaios moleculares (reagentes do “mix”
de PCR, gel de agarose e marcador de peso molecular) foram obtidos do fabricante Invitrogen
(Carlsbad, EUA).

4.2.1 Ensaios de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Todas as reacGes de PCR realizadas para a pesquisa dos marcadores genéticos de

viruléncia foram realizadas em triplicata.

4.2.1.1 Obtencdo de DNA dos isolados

Para obtencdo de quantidade suficiente de células bacterianas para extrair 0 DNA,
primeiramente repicaram-se, a partir do estoque, os isolados em Caldo Triptona de Soja
(TSB), os quais foram mantidos em estufa a 37°C “por 18 horas”. Posteriormente, 0
crescimento foi semeado em placas de agar Triptona de Soja (TSA) ou Cistina Lactose
Eletrolito-Deficiente (CLED), que foram mantidas em estufa nas mesmas condigdes, durante
24 horas. ApOs esse periodo, as placas foram lavadas com 2 mL de salina tamponada
fosfatada (PBS; NaCl 80g; KH,PO, 3,4g; K;HPO,412,1g H,0 g.s.p. 1000 mL, [pH 7.3]) e 1
mL dessa suspensédo foi colocado em tubos de aliquotas de 1,5 mL, e o DNA foi obtido por
meio da lise por fervura (100°C durante 10 minutos) (STEWART, TORTORELLO &
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GENDEL, 1998), com posterior centrifigacdo durante 10 s, e congelamento a -20°C. O
DNA extraido foi utilizado em um prazo méximo de 30 dias, sendo que, depois de decorrido
este tempo, 0 DNA de cada isolado foi novamente extraido. Aliquotas de 2,5 uL deste
material foram usadas como DNA molde para cada um dos diversos protocolos de
amplificagdo utilizados neste estudo.

4.2.1.2 Pesquisa de marcadores de viruléncia do “locus” LEE e outros marcadores de

viruléncia cromossomiais e plasmidiais

Os isolados foram testados quanto a presenga dos genes do “locus” LEE: eae (subtipos a, B, v,
d, & 0, (, ve 0), tir (subtipos a, P, y), espB (subtipos a, B, y), e também de outros marcadores
de EPEC, (pEAF e bfpA) e STEC (stx1, stx2 e stx2f). Além destes, foi realizada a pesquisa de
outros genes de viruléncia cromossomiais e plasmidiais, 0s quais estdo apresentados na
Tabela 2.

4.2.1.3 Controles positivos e negativos da PCR

As seguintes cepas de E.coli foram utilizadas como controles positivos das reacdes de
PCR: E2348/69 (eae a, tir a, espA o, espB o, pEAF, bfpA e IpfAl-1), H-30 (eae B, tir f, espA
[ e espB ), EA0705 (eae y, tir y, espA y, espB vy, ehxA e iha), ICC95 (eae J), PMKS5 (eae ¢),
1251-6 (tccP2), EDL933 (stx, tccP, IpfAl-3, IpfA2-2), T4/97 (stx2f), J96 (pap), KS52 (afa),
RS218 (kps), MR219 (cnfl), U4-41 (hlyA) e EAEC 042 (astA e aggR), (FV10094 (IpfAl-2),
FV10106 (IpfAl-5) e O113:H2 (IpfA2-1). Para o gene fimH foi utilizada como controle
positivo a amostra de UPEC A22 da colecdo do laboratério de Enteropatogenos e
Microbiologia de Alimentos do MIP/UFF. Os genes eae { (zeta) e eae 1 (iota) ndo possuiam
controle positivos.

A amostra DH5a (K-12) foi utilizada como controle negativo em todas as reagdes,
exceto para pEAF e bfpA, para as quais foram utilizadas a amostra JPN-15, e para 0s seis

subtipos dos genes IpfAl e IpfA2, para as quais foram utilizadas a amostra HB101.
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Tabela 2: Marcadores de viruléncia pesquisados em isolados de aEPEC de caninos e humanos
no presente estudo.

Genes Descrigdo Funcéo

eae Proteina intimina Adesina

tir Receptor translocado da intimina Receptor

espB ? Proteina efetora secretada pelo T3SS de E. coli Formadora de poro
espA @ Proteina efetora estrutural do T3SS de E. coli Estrutural do T3SS
PEAF Fragmento do plasmideo “E. coli adherence factor” Plasmideo

bfpA Pilus formador de feixe (“Bundle forming pilus”) Adesina

stx1 Toxina Shiga 1 Toxina

stx2 Toxina Shiga 2 Toxina

stx2f Variante 2f da toxina Shiga Toxina

hlyA Alfa-hemolisina Toxina

ehxA Enterohemolisina Toxina

astA Toxina termoestavel tipo | de EAEC Toxina

cnfl Fator de necrose citotoxica 1 Toxina

efal Fator de aderéncia de EHEC Adesina

iha Adesina homologa a IrgA de Vibrio cholerae Adesina

afa Adesina afimbrial | Adesina

pap Pilus associado a pielonefrite/fimbria P Adesina

IpfAl 4 Subtipos do gene da fimbria polar longa tipo 1 Adesina

IpfA2 2 Subtipos do gene da fimbria polar longa tipo 2 Adesina

fimH Fimbria tipo 1 Adesina

aggR Gene ativador transcripcional das adesinas fimbriais | e Il Regulador

tccP Proteina ligadora do Tir ao citoesqueleto Proteina sinalizadora
tccP2 Proteina ligadora do Tir ao citoesqueleto Proteina sinalizadora
kps Cépsula associada a aderéncia Cépsula

a — genes do “locus” LEE.
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4.2.1.4 Reacédo de PCR

As amplificacbes foram executadas em dois termocicladores, um modelo PTC 100
(MJ Research, Watertown, MA, EUA) e outro modelo TCO50A (Labnet International, Edison,
NJ, EUA). Os oligonucleotideos e suas respectivas temperaturas de anelamento estdo
apresentados nas Tabelas 3, 4 e 5. As concentra¢des dos reagentes utilizados nas reagdes de
amplificacdo foram utilizadas de acordo com as referéncias especificas para cada par de

oligonucleotideos.

4.2.1.5 Gel de agarose

Os produtos da PCR amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 1% em tampdo Tris-Borato-EDTA (TBE; Tris-base 89mM, acido bérico 89mM, EDTA
2mM). A corrida eletroforética foi feita no mesmo tampéo e a voltagem utilizada foi de 90 V
mantendo-se a amperagem em torno de 100 mA, por aproximadamente 60 minutos, utilizando
fonte modelo EPS250 (CBS, Scientific Company, DelMar, CA, EUA) e cuba modelo MGU-
502T (CBS, Scientific Company, DelMar, CA, EUA). Nos pogos do gel foram colocados 0s
controles, os amplicons e 0 marcador de peso molecular (1 kb plus DNA Ladder), que é
adequado para mapear fragmentos de DNA fita dupla de 100 pb a 12 kb. Concluida a corrida
eletroforética, o gel foi retirado da cuba e corado em solucdo de TBE com brometo de etidio
(0,5 pg/mL) durante 15 minutos, visualizado em transiluminador UV (Ultravioleta) modelo
TCX 26.M (Vilber Lourmat, Marne-la-Vallée, Franca) e fotografado com maquina fotografica

digital modelo Powert Shot G7 (Canon, Tokyo, Japao), acoplada ao transluminador.

4.2.2 Extragdo e perfil plasmidial

Os isolados bacterianos foram submetidos a extracdo do DNA plasmidial, segundo
método descrito por Birnboim & Doly (1979), para comparacédo de seus perfis (Figura 2). Os
isolados foram semeados em 3 mL de caldo LB (Luria Bertani) e incubados a 37°C durante
16-18 horas. O crescimento obtido foi centrifugado a 5000 rpm (rota¢es por minuto) durante
15 minutos a 4°C. Os sedimentos foram ressuspensos em 500 pL da solucdo I (Tris-HCI 25
mM, [pH 8,0]/ EDTA 10 mM/ Glicose 50 mM/ Lisozima 1 mg), homogeneizados e mantidos

em banho de gelo por 30 minutos. Apds esse periodo, foram adicionados 1 mL da solucgéo Il
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(SDS 1% [p/v]/ NaOH 0,2 M) recém-preparada e os tubos foram invertidos lentamente por 5
vezes. Em seguida, os tubos foram incubados em banho de gelo durante 10 minutos e apds
foram adicionados 750 uL da solucdo Il (Acetato de Sddio [pH 4,8] 3 M). Apds nova
homogeneizagéo, os tubos foram incubados em banho de gelo durante 1 hora. Posteriormente,
as preparacgOes foram centrifugadas a 10000 rpm por 20 minutos a 4°C e os sobrenadantes
transferidos para tubos esterilizados, aos quais foram adicionados igual volume de alcool
isopropilico, sendo os tubos incubados por 18 horas a -20°C. Apos centrifugacdo, os
sedimentos foram ressuspensos em 500 pL da solugdo IV (Tris-HCI 50 mM, [pH 8,0] /
Acetato de Sadio 0,1 mM, [pH 7,0]) e 1 mL de etanol absoluto, procedendo-se incubagéo por
18 horas a -20°C. Ap0s nova centrifugacao, os sedimentos foram lavados com etanol a 70 °GL
e secos a temperatura ambiente por 3 horas. O DNA plasmidial obtido foi entdo ressuspenso
em 25 uL de solucdo tampdo TE (Tris 10 mM/ EDTA 1 mM, [pH 8,0]) e submetido a
eletroforese em gel de agarose a 0,8%.

Foi realizada a andlise mediante comparacdo com plasmideos de pesos moleculares
conhecidos carreados pelas cepas E. coli R861 (plasmideos de 4,6, 23,9, 42 e 98 MDa [Mega
Dalton]) e V517 (plasmideos de 1,1; 1,5; 1,7; 2,2; 3,0; 3,5; 5,2 e 32 MDa).

4.2.3 Amplificacdo Randémica de DNA Polimorfico (RAPD-PCR)

4.2.3.1 Obtencdo de DNA

Cada isolado, obtido do estoque, foi semeado em 2 mL de TSB, distribuido em tubos
18x180 mm, os quais foram mantidos inclinados sob agitacdo constante (120 rpm) por 18
horas a 37°C, em estufa Certomat® BS-1 (B. Braum Biotech international, Pennsylvania,
EUA). Apds o periodo de incubacéo, a densidade éptica (DO) a 600 nm de uma diluicdo 1:10
em agua, de uma aliquota da cultura, foi determinada em espectrofotémetro modelo Q11080
(Quimis®, Diadema, SP, Brasil). Para uma DO de 0,4, foi utilizada uma aliquota de 200 pL
do crescimento original, suspensa em 900 pL de PBS estéril (PACHECO et al, 1997). As
suspensdes foram fervidas por 10 minutos a 100°C, sendo ap0s centrifugadas brevemente e
colocadas em gelo, para posterior utilizagio como fonte de DNA para as reacdes de

amplificag&o.
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4.2.3.2 Reacédo de amplificacéo

Todas as reacdes foram executadas em um mesmo termociclador PTC-100. A reacdo
foi realizada utilizando 4 uL dos oligonucleotideos 1254 (5’-CCGCAGCCAA-3") e 1252 (5°-
GTGGATGCGA -3°) (30 pmol/mL), 3 uL de tampéo de PCR, 1,8 uL MgCl; (1,5 mM), 3 pL
de dNTP (2,5 mM), 3,0 uL de Taq polimerase (1,5 U) e 3,0 uL do DNA molde para um
volume final de 30 uL. (PACHECO et al, 1997).

Foram utilizados os seguintes parametros para o programa de amplificacdo: 4 ciclos de
94°C (5 min), 37°C (5 min) e 72°C (5 min), seguidos de 30 ciclos de 94°C (1 min), 37°C (1
min) e 72°C (2 min) e uma etapa final de extensdo de 72°C (10 min) (PACHECO et al,
1997).

4.2.3.3 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos do RAPD-PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,2%
(p/v) em tampéo TBE, em fonte modelo EPS250 e cuba modelo MGU-502T, com voltagem
de 70 V e amperagem aproximada de 80 mA, por quatro horas. Imediatamente apos a corrida,
0 gel foi corado com solugdo de brometo de etidio (0,5 pg/mL), visualizado em
transiluminador UV modelo TCX 26.M e fotografado com méquina Canon modelo Power
Shot G7, acoplada ao transluminador. No gel, além dos isolados, foi colocado o marcador de

peso molecular Ladder 100 pb Ludwig Biotec.

4.2.3.4 Andlise da similaridade genética dos isolados

Para analise da similaridade genética dos isolados, utilizou-se o programa
RAPDistancel.04 (ARMSTRONG et al, 1994), utilizando-se como algoritmo de similaridade
o coeficente de Jaccard (JACCARD, 1901). Na caracterizagdo dos isolados considerou-se
como de mesmo tipo RAPD-PCR (designado por numeros romanos) aquelas que
apresentassem indice de similaridade acima de 75% (GRIF et al, 1998). Os subtipos foram
designados por letras minasculas. A matriz de distancias gerada pelo programa foi utilizada
para a construcdo de um dendograma, empregando o método UPGMA (agrupamento pareado
por medias aritméticas), com o auxilio do programa MEGA4 (TAMURA et al, 1994).
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4.2 .4 Ensaios “in vitro” de aderéncia em células Caco-2

O protocolo utilizado foi adaptado de Cravioto e colaboradores (1979). Foram
utilizadas as linhagens celulares humanas Caco-2 (ATCC HTB37; adenocarcinoma de colon,
representativa de enterocitos do topo das vilosidades) em monocamada com 14 dias de
crescimento. Para a realizacdo dos testes de adeséo, os cultivos celulares foram tripsinizados
(tripsina 0,2%; EDTA 0,02% em PBS 0,01 M [pH 7,2]) para obtencdo de uma suspensao
celular em meio novo e cerca de 10° células/ml foram distribuidas em camaras de cultura de
placas de 24 pogos (Nunc, Rochester, EUA), contendo laminulas de vidro de 13 mm. As
células foram utilizadas para o teste quando da constatacdo da presenca de domos celulares
caracteristicos do processo de diferenciacéo, que se inicia apos aproximadamente sete dias de
incubacdo (PINTO et al, 1983).

4.2.4.1 Ensaio de adesao

O meio de crescimento das células foi desprezado e, ap6s 3 lavagens com PBS, foi
acrescentado outro meio contendo 2% de soro fetal bovino e 1% de D-manose, este Gltimo
utilizado para inibicdo da adesdo mediada pela fimbria tipo 1. Inoculou-se uma aliquota de 35
ML do crescimento dos isolados, que estavam incubados em estufa em caldo LB durante 18
horas (contendo aproximadamente 10 bactérias/mL), sobre a monocamada celular e entdo as
microplacas foram incubadas a 37°C por 3 horas. Nos testes de interacdo de 3 horas, ap6s
transcorrido este periodo, as monocamadas celulares foram lavadas com PBS e
posteriormente fixadas, enquanto nos testes de 6 horas, apds as lavagens, foi adicionado meio
novo e as placas foram incubadas por um periodo adicional de 3 horas.

A fixacdo das células foi realizada com metanol durante 15 minutos e em seguida as
células foram submetidas a coloracdo com solucdo de May-Griinwald a 0,1% em tampdao
fosfato (0,03 M [pH 7,3]), por 5 minutos, e solucdo de Giemsa diluida 1:3 (v/v) no mesmo
tampdo, por 20 minutos. Para visualizacdo dos resultados foi utilizado microscopio Optico
modelo Alphaphot YS (Nikon, Tokyo, Japdo), em um aumento de 100 X, os quais foram
analisados por dois avaliadores diferentes.

Para a interpretacdo dos resultados foram considerados os seguintes padrbes de
adesdo: adeséo localizada (AL); adeséo localizada “like” (ALL); adeséo difusa (AD); adesdo
agregativa (AA), ndo aderente (NA) e adesdo indeterminada (Al). Na AL as bactérias formam
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microcolbnias compactas caracteristicas na superficie da célula Hep-2; na ALL, também se
formam microcol6nias, porém mais frouxas; na AA, que define EAEC, as bactérias aderem
umas as outras distantes das células, assim como na superficie da célula, em uma
configuracdo caracteristica conhecida como “tijolos empilhados”; na AD, que define DAEC,
as bactérias estdo dispersas sobre a superficie das células (NATARO & KAPER, 1998). Na
Al ocorre a aderéncia irregular das bactérias em pequeno numero ou isoladamente sobre o
tapete e/ou espacos intercelulares. Além do padrdo, também foi avaliada a intensidade de
adesdo das bactérias as células, considerando-se, em visualizacdo com aumento de 400x, as
seguintes intensidades: fraca, quando da presenca de poucas areas do tapete celular com
presenca de bactérias (menos de 10 em 50 campos examinados) e estas num numero baixo
(menos de 50 bactérias por campo); moderada, entre 10 e 30 campos por 50 campos e entre
50 e 100 bactérias por campo; intensa, com mais de 30 campos por 50 campos examinados e
mais de 100 bactérias por campo.

No ensaio foram utilizados isolados bacterianos controles apresentando alguns dos
fenotipos de adesdo (cepas E23 [AL]; 3881-3 [ALL] e 2741-5/85 [AA] - UNIFESP) e um

poc¢o sem inoculacao bacteriana para controle do tapete celular.

4.2.5 Produgdo de enterohemolisina e a-hemolisina

A partir do estoque a -20°C, os isolados foram inoculados em TSB e incubados com
aeracdo durante 6 horas a 37°C em estufa modelo Certomat® BS-1. Apds esse periodo uma
aliquota de 5 uL do crescimento foi inoculada em forma de “spot” em uma placa de meio
base para &gar sangue, acrescido de CaCl, a 10 mM e 5% de sangue desfibrinado de carneiro
lavado trés vezes em PBS estéril e em outra placa de meio base para agar sangue, nas mesmas
condicdes, porém com sangue de carneiro ndo lavado. As placas foram incubadas a 37°C em
estufa Luferco (Lutz Fernando, Sao Paulo, Brasil). A primeira leitura do teste foi feita 3 horas
depois da inoculagdo para a detec¢do da producdo de a-hemolisina, enquanto que a segunda
leitura foi realizada ap6s 18 a 20 horas de incubacdo para deteccdo da producdo de
enterohemolisina (BEUTIN, 1991). Nos testes foram incluidas também as amostras controle
E. coli K12 DH5- a (nd3o hemolitica), E. coli U4-41 (a-hemolitica) e E. coli C3888
(enterohemolitica).
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Tabela 3: Sequéncias e temperatura de anelamento dos oligonucleotideos empregados na caracterizacéo dos genes do “locus” LEE", e tamanho do
fragmento amplificado.

Produto Temperatura de
Gene Sequéncias dos oligonucleotideos da P Referéncia
Anelamento
PCR (pb)
cae o B73 5- TAC TGA GAT TAAGGC TGATAA -3’ 452 CHINA et al, 1999
B138 5’- GAC CAG AAGAAGATCCA-3
eae f3 B73 5>-TAC TGA GAT TAAGGC TGATAA -3’ 520 50°C** CHINA et al, 1999
B137 5>-TGT ATGTCGCACTCTGATT -3
eae y B73 5-TAC TGA GAT TAAGGC TGATAA -3’ 778 CHINA et al, 1999
B74 5°- AGG AAGAAGGTTTIGTGTT-3’
caes M0 5 - TACGGATTTTGGGGCAT - 3° 545 45°C ADU-BOBIE et al, 1998
Int-ro 5>-TTTATT TGC AGCCCCCCAT-3
eqe e SK1 5’-CCC GAATTC GGC ACA AGC ATAAGC -3 2608 520C OSWALD et al, 2000
LP5 5- AGC TCACTC GTA GAT GAC GGC AAGCG -3
eae SK1 5°-CCC GAATTC GGC ACAAGC ATAAGC-3 2430 53°C JORES et al, 2003
LP6B 5-TAGTTG TACTCCCCTTATCC-3’
cae1 | SKL 5°-CCC GAATTC GGC ACA AGC ATA AGC - 3’ 2685 520C ZHANG et al, 2002
LP7 5>—TTTATCCTGCTCCGTTTGCT -3’
tirq | B139 5- CAGCCTGC CACTTACCTTCACA - 3’ 342 CHINA et al, 1999
B152 5°- CGCTAACCTCCAAACCATT -3’
tir B139 5°- CAGC CTGC CACTTACCTTCACA -3 560 CHINA et al, 1999
B140 5>-GATTTTTCCCTCGCCACTA-3 5QOCH*
tir y B139 5>-CAG CCTGCCACTTACCTTCACA-3 781 CHINA et al, 1999
B141 5- GTC GGC AGTTTCAGTTTCAC -3’
espB o BI48 5-GCCGTT TTT GAG AGC CA -3’ o4 CHINA et al, 1999

B151 5°-TCC CCAGGA CAGATGAGAT-3%
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Continuacao Tabela 3

B149 5°-CTTTCCGTTGCC TTAGT -3

espB 7 B148 5°-GCCGTT TTT GAG AGCCA -3’ 188 CHINA et al, 1999
B150 5’-GCC GTTTTT GAG AGCCA -3’
B165 5°- GCT GGC TAT TAT TGA CCG - 3°

eSpA ﬂ B163 5,‘ TGA GGC ATC TAA (AG)G(AC) GTC = 3’ 101 48°C** CHINA et al, 1999
B166 5-TGCCTT TCT TAT TCT TGT CA -3’

Bl164

5’- ATC ACG AAT ACCAGT TACCA -3’

*Locus of enterocyte effacement; ** Multiplex PCR.
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Tabela 4: Seqliéncias e temperatura de anelamento dos oligonucleotideos empregados para a pesquisa de genes de viruléncia cromossomiais, e
tamanho do fragmento amplificado.

A . . Produto da | Temperatura de A .
Gene Sequéncias dos oligonucleotideos PCR (pb) Anelamento Referéncia
sixl Stx1 F5’ - CAG TTA ATG TGG TGG CGA AGG - 3 348
Stx1 R 5°- CAC CAG ACA ATG TAACCG CTG -3’ S CEBULA, PAYNE &
St Stx2F5” - ATCCTATTC CCG GGAGTTTACG -3’ 548 FENG, 1995
Stx2 R 5°- GCG TCA TCG TAT ACA CAG GAG C - 3’
onfl Cnfs 5° - TTA TAT AGT CGT CAA GAT GGA - 3’ 260 50°C DE RYCKE, MILON &
Cnfas 5’ - CAC TAA GCT TTA CAA TAT TGA - 3’ OSWALD, 1999
koS KpsII 5° - CAT CCA GAC GAT AAG CAT GAG CA -3’ 979 .
Kpsl 5’ - ;
P psI 5° - GCG CAT TTG CTG ATA CTG TTG - 3’ 63°C BEKAL etal, 2003
fimH FimHf 5’ - AAC AGC GAT GAT TTC CAG TTTGTG TG - 3 465 .
FimHr 5’ - ATT GCG TAC CAG CAT TAG CAA TGT CC - 3’ 60°C USEIN etal, 2001
afa Afal 5°-GCT GGG CAG CAA ACT GAT AAC TCT C - 3° 250 6500 kigﬁﬁﬁﬁiﬁ%%
Afa2 5° - CAT CAA GCT GTT TGT TCG TCC GCC G - 3° ABIGNE. 1992
oap Papl 5" - GAC GGC TGT ACT GCA GGG TGT GGC G - 3’ 208 6500 ,I&ERCI?SXI(\B/IEE\TJE)C&
Pap2 5° - GAC GGC TGT ACT GCA GGG TGT GGC G - 3’  ABIGNE. 1992
efa-1 Efa-1f 5°>-TGG GCA GAACATTTTCACCAGTTC-3 725 58°C MORABITO et al. 2003.
Efa-tr 5°- CTT TCA GGT GGG GAA CCA TAT GGC - 3 ’
) Ilha-1 5°-CTG GCG GAG GCT CTG AGATCA -3’ 1305 56°C SCHMIDT et al. 2001.
iha lha-2 5° - TCC TTA AGC TCC CGC GGC TGA - 3’ ’
hiyA HIYA-fl6 5” - CAG TCC TCA TTA CCC AGC AAC - 3’ 355 52 6°C PATON & PATON, 1998
HIyA-b14 5°- ACA GAC CCC TTG TCC TGAAC - 3’
1ocP TccPf 5°- ATG ATT AAC AAT GTT TCT TCA— 3’ £50-1300 5000 OGURA et al. 20075

TecPr 5-TCACGAGCG CTT AGATGT ATTA-3
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Continuacéo Tabela 4

TeeP2t 5°- ATG ATAAAT AGCATT AATTCTT-3°

tccP2 700-1800 54°C OGURA et al, 20078

TcecPr 5°-TCACGAGCG CTT AGATGTATTA-3
of | S2ff 5-TGT CTT CAG CAT CTT ATG CAG - 3’ 150 EgoC WANG, CLARK &

Stx2fr 5°-CAT GAT TAATTACTG AAACAG AAAC-3 RODGERS, 20028

IpfA1-1 LpfAl-AF 5’- AGT TGG TGA TAA ATC ACCAT -3 299 59°C TORRES et al, 2009
LpfAl-AR 5°- GTG CTG GAT TCA CCA CTATTCATGC -3’
LpfAl-BIR 5’- GAA ATA CAG AACGGTCTGA-3’
LpfAl-CR1 5’-CGT CTG GCC TTT ACT CAG A
LpfAl-CR1 5’- CGT CTG GCC TTT ACT CAG A
LpfA2-BIR 5’- AAT ACG AAT ACCAAGCCCG-3

LpfA2-CR 5’- GCT AAT ACC AGC GGC AGC ATC GT -3’

** Multiplex PCR; § Protocolo de PCR adaptado pelo grupo.
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Tabela 5: Sequéncias e temperatura de anelamento dos oligonucleotideos empregados para a pesquisa de genes de viruléncia plasmideais ou
fragmento de plasmideo***, e tamanho do fragmento amplificado.

Produto Temperatura de
Gene Sequéncias dos oligonucleotideos da AnF::Iamento Referéncia
PCR (pb)
Bfp -2 5’ - GCC GCT TTA TCC AAC CTG GTA -3’ B
ehxA EhxA-1 5°- GCATCATCAAGC GTACGT TCC -3’ 564 60°C PATON & PATON. 1998
EhxA-2 5°- AAT GAC CCA AGC TGG TTAAGC -3’ ’
aggR AggRF 5°-CTAATT GTACAATCGATGTA-3 308 40°C CZECZULIN et al, 1999
AggRF 5 - ATG AAG TAATTCTTG AAT -3’
astA EASTI1la 5°- CCATCA ACACAG TAT ATCCGA-3’ 111 55°C YAMAMOTO &
EAST11b 5’- GGT CGC GAG TGA CGG CTT TGT -3’ ECHEVERRIA, 1996

EAF-2 5°- TAT GGG GAC CAT GTATTATCA-3’

8 Protocolo de PCR adaptado pelo grupo.
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5 RESULTADOS

5.1 Ensaios de PCR para pesquisa de genes de viruléncia

A Tabela 10 apresenta de forma conjunta os resultados obtidos na caracterizacdo dos

isolados estudados.

5.1.1 Pesquisa de marcadores de viruléncia do “locus” LEE e marcadores de tEPEC e
STEC

Os isolados humanos e caninos foram primeiramente testados quanto a subtipagem
dos genes eae, tir e espB. Além disso, a auséncia dos marcadores de tEPEC, bfpA e pEAF e
dos marcadores de STEC, stx1, stx2 e stx2f foi confirmada. Os resultados estdo apresentados
na Tabela 10. Os isolados provenientes de caninos ja haviam sido parcialmente
caracterizados quanto aos genes do “locus” LEE (ALMEIDA, 2005), porém alguns
resultados foram confirmados ou testados para outros subtipos.

Na subtipagem de eae, 70% dos isolados apresentaram o subtipo B (n=8) ou y (n=5)
do gene eae. Foram identificados 5 alelos de eae incluindo B (n=8), y (n=5), &€ (n=2), B/d
(n=2) e y/6 (n=2). O isolado canino 71 n&o foi subtipado para este gene com o0s
oligonucleotideos usados neste estudo. Na tipagem dos genes tir, 50% (n=10) dos isolados
apresentaram o subtipo o, 40% (n=8) o subtipo B, um isolado humano apresentou resultado
para dois subtipos de tir (a/p), e um isolado canino (71), ndo foi subtipado para este gene
com os oligonucleotideos utilizados.

Na tipagem dos genes espB encontrou-se o subtipo « e B, em 60% (n=12) e 40%
(n=8) dos isolados, respectivamente. Ja na subtipagem do gene espA, foram detectados os
subtipos « e B, em 46,6% (n=7) e 40% (n=6) dos isolados caninos, respectivamente, e em
13,4% (n=2) dos isolados (71 e 72), ndo foi possivel realizar a subtipagem para este gene
com os oligonucleotideos utilizados. A subtipagem deste gene ndo foi realizada nos cinco
isolados humanos.

Conforme apresentado anteriormente, o isolado 71 (0159:H23), na subtipagem dos
genes tir, eae e espA, assim como o isolado 72 (02:H19), na subtipagem do gene espA, ndo
geraram amplicons com os oligonucleotideos utilizados neste estudo. Foram utilizados 0s
oligonucleotideos para os subtipos de eae a, B, v, 6, €, , 1 e 0 e para deteccdo de tir e espA

dos subtipos a, B e y.
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5.1.2 Pesquisa de marcadores de viruléncia cromossomiais e plasmidiais

Além da pesquisa dos genes do “locus” LEE e dos marcadores de tEPEC e STEC,
todos os isolados foram testados quanto a presenca de 13 genes de viruléncia e quanto a
subtipagem de seis variantes dos genes IpfAl e IpfA2, pela técnica de PCR, cujos resultados

estéo apresentados nas Tabelas 6, 7 e 10.

Tabela 6: Isolados de aEPEC caninos e humanos quanto a presenca ou auséncia de genes de
viruléncia cromossomiais e plasmidiais pesquisados neste estudo.

Isolado Pap afa fimH cnfl kps efa-1 ehxA iha tccP2 tccP  hlyA astA  aggR

2.3 - - - - - + - - - - - + -
21 - - + - - - - - - - - - -
41.1 - - + - - + - - + - - - -
41.3 - - + - - + - - + - - - -
41.4 - - + - - + - - + - - - -
41.5 - - + - - + - - + - - - -
46 - - + - - - - - - + - - -
47 - - + - - + - - - - - + -
70 - - + - - - - - - - - - -
71 - - + - - - - - - - - - -
72 - - + - - - - - - - - - -
73 - - + - - - - - - - - - -
75 - - + - - - - - - - - - -
77 - - + - - - - - - - - - -
78 - - - - - - - - - - - - -
H1 - - + - - - - + - - + - -
H2 - - + - - - - + - + + - -
H3 - - + - - + - + + - + - -
H4 - - + - - - - + + - - - -
H5 - - - - - - - + + - - - -

+: presenca do gene; -: auséncia do gene

Na detecgcdo dos genes de viruléncia relacionados a STEC, verificou-se que 0 gene
efa-1 foi detectado em 35% (n=7) dos isolados, sendo seis caninos e um humano; o gene iha
foi detectado em 25% (n=5) dos isolados, todos oriundos de humanos e em nenhum isolado
canino; nenhum isolado foi positivo para o gene ehxA e 15% (n=3) dos isolados foram

positivos para o gene hlyA, todos de origem humana.
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Na avaliacdo dos genes tccP2 e tccP, 35% (n=7) dos isolados foram positivos para o
gene tccP2, sendo 4 caninos e 3 humanos, e apenas 10% (n=2) dos isolados foram positivos
para o gene tccP, sendo um canino e um humano.

Em relacdo aos genes associados a EAEC, o gene astA foi detectado em 10% (n=2)
dos isolados, ambos de caninos, entretanto, todos isolados, caninos e humanos, foram
negativos para o gene aggR.

A maioria dos isolados, representando 85% (n=17), foram positivos para o gene
fimH, sendo 13 oriundos de caninos e 4 de humanos. No entanto, na pesquisa dos genes afa,
cnfl, kps e pap, relacionados mais diretamente a UPEC, todos os isolados caninos e humanos

foram negativos para 0s mesmos.

Tabela 7: lIsolados de aEPEC humanos e caninos quanto a subtipagem de 6
variantes da fimbria polar longa do tipo 1 e 2 (IpfAl e IpfA2).

Isolado IpfAl-1 IpfAl-2 IpfA1-3  IpfAl-5  IpfA2-1  IpfA2-2
2.3 - - - - - -
21 - - - - + -
41.1 - - - - - -
41.3 - - - - - -
41.4 - - - - - -
41.5 - - - - - -
46 - - - - - -
47 - + - +
70 - - - -
71 - - - -
72 - + - -
73 - - - - - -
75 - - - - - -
7 - + - - + -
78 - - - - - -
H1 -
H2 -
H3 -
H4 -
H5 -

+ + + + +
1
1

+ + + + +
1
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Na subtipagem do gene Ipf, 55% (n=11) dos isolados apresentaram amplificacdo para
alguma das 6 variantes de IpfAl ou IpfA2 testadas. As variantes mais frequentes foram IpfAl-
2 associado a IpfA2-1, encontrada em 35% (n=7) dos isolados, sendo os 5 humanos e 2
caninos (72 e 77). A variante IpfA2-1 foi detectada em 15% (n=3) dos isolados, todos de
origem canina (21, 70 e 71). Por fim, a variante IpfAl1-2 associada a IpfAl-5 e IpfA2-1 foi

encontrada em um isolado canino (47) (Tabelas 7 e 10).

5.2 Extracéo e perfil plasmidial

Foi realizada a extragédo plasmidial de todos os isolados provenientes de caninos e de
humanos. Apo6s a realizacdo da extracdo plasmidial, os isolados foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 0,8%, conforme previamente relatado (Figura 2 e Tabela
8).

1011 12 13141516 17 18 19 20 21 22 23 G
' B 98
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- - 23,9
4.6

Figura 2: Foto representativa de gel de agarose a 0,8% da extragcdo
plasmidial de isolados de E. coli provenientes de material fecal de caninos e
humanos. Poco 1: isolado H1; 2: isolado H2; 3: isolado H3; 4: isolado H4; 5:
isolado H5; 6: isolado 2.3; 7: isolado 21; 8: isolado 46; 9: isolado 47; 10:
isolado 70; 11: isolado 71; 12: isolado 72; 13: isolado 73; 14: isolado 75; 15:
isolado 77; 16: isolado 78; 17: isolado 41.3; 18: isolado 41.4; 19: isolado
41.5; 20: controle R861 (plasmideos de 4,6, 23,9, 42 e 98 MDa); 21: isolado
41.1; 22: controle R861; 23: controle V517 (plasmideos de 1,1; 1,5; 1,7; 2,2;
3,0; 3,5; 4,6 e 32). MDa: Mega Dalton.
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A amostra E. coli (K12) R861 (pocos 20 e 22) e carreadora de plasmideos de 4,6,
23,9, 42 e 98 MDa, e a amostra V517 (poco 23) é carreadora de plasmideos de 1,1; 1,5; 1,7;
2,2; 3,0; 3,5; 4,6 e 32 MDa, as quais foram utilizadas como controle por terem plasmideos de

pesos moleculares conhecidos.

Tabela 8: Ocorréncia de plasmideos de alto e baixo peso molecular em 20 isolados
aEPEC provenientes de material fecal diarréico de caninos e de humanos:

Plasmideo de Alto Peso Plasmideo de Baixo Peso
Isolado Molecular (n° de bandas) Molecular (n° de bandas)
2.3 2 1
21 3 3
41.1 2 5
41.3 2 4
41.4 2 4
41.5 2 4
46 1 1
47 2 3
70 1 3
71 - -
72 3 3
73 3 1
75 2 5
77 1 -
78 1 3
H1 2 3
H2 2 7
H3 1 9
H4 3 6
H5 2 -

5.3 Perfil genético gerado apos ensaios de RAPD-PCR

Na andlise dos fragmentos gerados apos a realizacdo da RAPD-PCR, observou-se
que com o uso do oligonucleotideo 1254 (Figura 3) obteve-se uma maior variedade de

bandas polimorficas (20 bandas), que variaram de 250 a 3000 pb, em relacdo ao
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oligonucleotideo 1252 (Figura 4), que gerou um padrdo de 06 bandas polimorficas, com
tamanhos variando entre 500 e 2100 pb.

A matriz de distancias gerada pelo programa RAPDistancel.04 foi utilizada para a
construcdo de um dendograma (Figura 5), empregando o método UPGMA (agrupamento
pareado por medias aritméticas) com o auxilio do programa MEGA4 (TAMURA et al,
1994).

Na caracterizagcdo dos isolados considerou-se como de mesmo tipo RAPD-PCR
(designado por numeros romanos) aquelas que apresentassem indice de similaridade acima
de 75% (GRIF et al, 1998). Sendo assim, obteve-se 5 tipos RAPD-PCR (nomeados | a V) e
13 subtipos (nomeados em letras minusculas). O dendograma mostra que 13 isolados
(pertencentes ao tipo I) formam um agrupamento de isolados com mais de 75% de

similaridade genética.

1 2 3. 4, 5 265 Sl=scingonsl (RS RRsEanE eE SnE s o 1718 19 20

Figura 3: Foto representativa do ensaio de RAPD-PCR com oligonucleotideo 1254 com isolados
aEPEC de humanos e caninos: 1, 10 e 20: marcador de peso molecular; 2, 3, 4 e 5: isolados 2.3,
21, H1 e H5 (sorotipo O51:H40); 6 e 7: isolados 46 e H2 (sorotipo O11:H16); 8 e 9: isolados 41.4
e H3 (sorotipo O4:H16); 11 e 12: isolados 75 e H4 (sorotipo O49:H10). 13, 14, 15, 16, 17, 18 ¢
19: isolado 47 (sorotipo O156:H-), 70 (sorotipo 1812:H18), 71 (sorotipo O159:H2), 72 (sorotipo
02:H19), 73 (sorotipo 028:H16), 77 (sorotipo 0117:H40) e 78 (sorotipo 0136:H-). Pb: pares de
bases do marcador de peso molecular.

46



Pb

1 2 3 455 6ot aEinNEa s sl e liae1:/ 18 19 20

<+ 2000
<+ 1500

<« 1000

<+ 500

<+ 100

Figura 4: Foto representativa do ensaio de RAPD-PCR com oligonucleotideo 1252 com isolados
de aEPEC de humanos e caninos: 1, 10 e 20: marcador de peso molecular; 2, 3, 4 e 5: isolados 2.3,
21, H1 e H5 (sorotipo O51:H40); 6 e 7: isolados 46 e H2 (sorotipo O11:H16); 8 e 9: isolados 41.4
e H3 (sorotipo O4:H16); 11 e 12: isolados 75 e H4 (sorotipo O49:H10). 13, 14, 15, 16, 17, 18 e
19: isolado 47 (sorotipo O156:H-), 70 (sorotipo 1812:H18), 71 (sorotipo O159:H2), 72 (sorotipo
02:H19), 73 (sorotipo 028:H16), 77 (sorotipo O117:H40) e 78 (sorotipo O136:H-). Pb: pares de
bases do marcador de peso molecular.

O tipo | compreendeu 13 isolados com mais de 75% de similaridade genética
(isolados 41.1, 41.3, 41.4, 41.5, H3, 21, H2, H5, 2.3, H1, 75, H4 e 46). Todos os isolados de
sorotipos comuns de caninos e humanos agruparam-se neste grupo. O tipo 1l compreendeu 3
isolados com mais de 80% de similaridade entre si (isolados 77, 72 e 73). O tipo Il foi
representado pelo isolado 47 e o tipo IV por dois isolados (70 e 71) com mais de 80% de
similaridade genética entre si. O tipo V foi representado pelo isolado canino 78, que
apresentou menos de 60% de similaridade com os demais grupos.

Os isolados 41.1, 41.3 e 41.5 ndo foram incluidos nas fotos dos géis de RAPD, pois
em ensaio anterior (ndo mostrado), foi observado que estes isolados, juntamente com o

isolado 41.4 apresentaram o mesmo perfil RAPD.
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Isolado Sorotipo Genes de viruléncia

41.5 0O4:H16 eae B, fimH, efa-1, tccP2, tir B, espA 3, espB 8
H3 04:H16 eae B, iha, fimH, efa-1, tccP2, hlyA, IpfAl-2/IpfA2-1, tir B, espA NR, espB 8
41.4 0O4:H16 eae B, fimH, efa-1, tccP2, tir B, espA B, espB 8
41.3 0O4:H16 eae B, fimH, efa-1, tccP2, tir 8, espA B, espB B
41.1 O4:H16 eae B, fimH, efa-1, tccP2, tir 8, espA B, espB 8
H2 O11:H16  eae B, iha, fimH, tccP, hlyA, IpfA1-2/IpfA2-1,tir B, espA NR, espB 8
21 O51:H40 eaey, fimH ,|pfA2-1, tir a, espA a, espB a

4{ H5 O51:H40  eae y/B, iha, tccP2, IpfAl-2/ IpfA2-1, tir a/B, espA NR, espB a

2.3 O51:H40  eae vy, efa-1, astA, tira, espA a, espB a

—|: H1 0O51:H40 eae y/6, iha, fimH, hlyA, |pfAl-2/IpfA2-1, tir a, espA NR, espB a
0O49:H10  eae B/5, fimH, tir a, espA a, espB a
L na O49:H10  eae B/5, iha, fimH, tccP2, |pfAl-2/IpfA2-1, tir a, espA NR, espB a
46 O11:H16 eae B, fimH, tccP, tir B, espA B, espB
77 0117:H40 eaey, fimH, |pfA1-2/IpfA2-1, tir a, espA a, espB a
72 02:H19 eae ¢, fimH, IpfA1-2/IpfA2-1, tir a, espA NT, espB a
_| 73 028:H16 eae B, fimH, tir B, espA B, espB 8
1 47 0156:H eae y, fimH , efa-1, astA, IpfAl-2/IpfAl-5/IpfA2-1, tir a, espA a, espB a
] 70 0181:H18 eaey, fimH, IpfA2-1, tir a, espA a, espB a
| 71 0159:H23 eae NT, fimH, IpfA2-1, tir NT, espA NT, espB a

v 78 0136:H eae ¢, tira, espA a, espB a

Figura 5: Dendograma dos isolados de aEPEC de caninos e humanos (H1 a H5), construido pelo método UPGMA do Programa MEGA4
(TAMURA et al, 1994) apds ensaios de RAPD-PCR com o uso dos oligonucleotideos 1252 e 1254. Os valores da escala denotam a distancia
genética entre os ramos. Adicionalmente, é apresentado o perfil de marcadores de viruléncia presentes nos isolados do presente estudo. NT: ndo
tipavel com os oligonucleotideos utilizados neste estudo.
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5.4 Ensaio “in vitro” de aderéncia em células Caco-2

Os resultados foram analisados por dois avaliadores, quanto ao padrdo de adeséo
predominante (ALL, AA, Al ou NA) e intensidade de aderéncia (fraca, moderada ou
intensa), em células Caco-2, em 3 horas e em 6 horas de incubacéo (Tabela 9).

Devido ao fato da incubagdo de 3 horas ter gerado, em sua maioria, padrbes de
aderéncia fracos e/ou irregulares e indefinidos, usou-se como resultado para anélise o padrdo
gerado apoOs 6 horas de incubacdo. A maioria dos isolados, representando 90% (n=16),
apresentaram um padrdo ALL que variou entre fraco (n=2), fraco a moderado (n=3),
moderado (n=5) e intenso (n=6) (Figura 6). Dois isolados apresentaram um padrédo ALL
associado com AP na forma de corddes, semelhantes a AA (Figura 7), sendo um com
intensidade moderada (H3) e outro de intensidade forte (H4). Dois isolados apresentaram um

padrédo Al.

- - a

Figura 6: Foto representativa da aderéncia localizada “like” apresentada por isolados
de aEPEC apds 6 horas de interacdo com células Caco-2. A: isolado canino 78
(0136:H); B: isolado humano H5 (0O51:H40).
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Tabela 9: Aderéncia em celulas Caco-2 de 20 isolados de aEPEC de origem canina e
humana apos 3 e 6 horas de incubagéo.

Adesao 3 horas

Adesdo em 6 horas

Isolados Intensidade/Padrédo Sugestivo Intensidade/Padrdo Sugestivo

2.3 Fraca/Al Moderada/ALL

21 Moderada/Al Fraca/ALL
41.1 Forte/AA Forte/ALL
41.3 Moderada/AA Forte/ALL
41.4 Moderada/AA Forte/ALL
41.5 Moderada/AA Forte/ALL

46 Fraca/Al Forte/ALL

47 Fraca/Al Fraca/ALL

70 Moderada/Al Periférica Moderada/ALL

71 Fraca/Al Fraca/Moderada/Al

72 Fraca/Al Fraca/Al

73 Fraca/Al Fraca/Moderada/ALL

75 Fraca/Al Fraca/Moderada/ALL

77 Fraca/Al Moderada/ALL

78 Fraca/Al Forte/ALL

H1 Fraca/Al Fraca/Moderada/ALL
H2 Moderada/Al Moderada/ALL

H3 Moderada/Al Moderada /ALL e AP em corddes
H4 Fraca/Al Forte/ALL e AP em corddes
H5 Fraca/Al Moderada/ALL

AA — Aderéncia Agregativa; ALL — Aderéncia Localizada “like”; AP - Aderéncia

Periférica; Al — Aderéncia Irregular/indeterminada.
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Figura 7: Foto representativa da aderéncia localizada “like” associada a aderéncia
periférica na forma de corddes, apresentadas por 2 isolados humanos de aEPEC apds 6
horas de interacdo com células Caco-2. A: isolado humano H3 (O4:H16); b: isolado
humano H4 (049:H10).

5.5 Producio de enterohemolisina e a-hemolisina

Nenhum dos isolados apresentou a-hemolise e apenas uma isolado (H1, 5%)

apresentou producdo de enterohemolisina no teste fenotipico de producéo de hemolisinas.
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Tabela 10: Caracterizacao genotipica e fenotipica de isolados de aEPEC de origem canina e humana:

Genes “locus” LEE Adesao Tipo

Origem* Subtipagem genes

Isolado / Cidade S°Fotipo cae  tir espA espB IpfAL e IpfA 2 Outros genes de viruléncia**  Caco-2 (6h) gé;D—
2.3 Can, RJ 0O51:H40 Y o o} a NT efa-1, astA ALL Id
21 Can,RJ O51:H40 vy a a o IpfA2-1 fimH ALL Ic
4361-2 (H1) Hum,SP O51:H40 6 o« NR o IpfA1-2/IpfA2-1 iha, fimH, hlyA, ¥ ALL le
21323 (H5) Hum,RJ O51:H40 /6 o/f NR o IpfAl-2/I1pfA2-1 iha, tccP2 ALL Ic
41.1 Can, RJ 0O4:H16 B B B B NT fimH, efa-1, tccP2 ALL la
41.3 Can,RJ 0O4:H16 B B B B NT fimH, efa-1, tccP2 ALL la
41.4 Can,RJ 04:H16 B B P B NT fimH, efa-1, tccP2 ALL la
41.5 Can,RJ 0O4:H16 B B B B NT fimH, efa-1, tccP2 ALL la
98222 (H3) Hum,RJ O4:H16 B B NR B IpfAl-2/IpfA2-1 iha, fimH, efa-1, tccP2, hlyA ALL/APS la
46 Can,RJ O11:H16 B B P B NT fimH, tccP ALL Ih
1461-1 (H2) Hum,SP O11:H16 B B NR B IpfAl-2/IpfA2-1 iha, fimH, tccP, hlyA ALL Ib
75 Can,RJ O49:H10 B/ « a a NT fimH ALL If
21535 (H4) Hum,RJ 0O49:H10 B/6 o NR o IpfAl-2/IpfA2-1 iha, fimH, tccP2 ALL/AP§ Ig
47 Can,R)] 0O156:H Y a o a IpfAl-2/IpfAl1-5/IpfA2-1  fimH, efa-1, astA ALL i
70 Can,RJ 0O181:H18 vy o a a IpfA2-1 fimH ALL IVa
71 Can,RJ} 0O159:H23 NT NT NT o IpfA2-1 fimH Al Vb
72 Can, R} 02:H19 € a NT o IpfAl-2/IpfA2-1 fimH Al b
73 Can,RJ] O28H16 B B P B NT fimH ALL lic
77 Can,RJ) O117:H40 v a o a IpfA1-2/ IpfA2-1 fimH ALL la
78 Can, R} 0136:H £ o o o NT - ALL \V/

*Todos isolados provenientes de fezes diarréicas; **todos os isolados foram negativos na PCR para 0s genes stx2f, afa, cnfl, pap, kps, stx1, stx2, aggR, pEAF e
bfpA; Can: Canino; Hum: Humano; ¥ Produtor de enterohemolisina; -: PCR negativa; NR: N&o realizado; NT: Ndo tipavel com os oligonucleotideos utilizados;
ALL: Aderéncia Localizada “like”; AP: Aderéncia Periférica; AP§: AP em forma de corddes, semelhante a aderéncia agregativa; Al: Aderéncia Irregular.
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6 DISCUSSAO

Cepas de aEPEC vém sendo detectadas de forma crescente nos Gltimos anos, tanto
em paises desenvolvidos, como em desenvolvimento. A interacdo de animais e humanos na
epidemiologia de aEPEC ainda esta por ser esclarecida. O presente trabalho foi conduzido
com o objetivo de comparar isolados de aEPEC proveniente de cées e de criangas, sendo que
alguns sorotipos, como O4:H16, O11:H16, O49:H10 e O51:H40 foram recuperados de
criancas e de cdes. Os demais isolados de aEPEC estudados, dos sorotipos O2:H19,
028:H16, 0117:H40, 0136:H-, O156:H", 0159:H23 e 0181:H18, foram recuperados apenas
de cées.

Ainda ndo se tem comprovacao do reservatério de cepas aEPEC e muitos estudos tém
sido realizados nos ultimos cinco anos para caracterizar estas amostras, genética e
fenotipicamente, com o intuito de melhor compreendé-las. O contato préximo entre os cées e
humanos ndo pode ser subestimado e, tendo-se isolado no nosso laboratério diversas cepas
de aEPEC de cdes, procurou-se avaliar cepas de aEPEC de mesmo sorotipo provenientes de
humanos, com a finalidade de compara-las e avalia-las quanto a sua similaridade. Para esta
comparacao, realizou-se a pesquisa de 13 genes de viruléncia, muitos deles relacionados a
outros patotipos de E. coli, além da subtipagem dos genes do “locus” LEE (eae, tir, espB e
espA) e da caracterizagdo de 6 subtipos da fimbria polar longa IpfAl e IpfA2. Além da
pesquisa e caracterizacao de genes de viruléncia, foram realizados ensaios de RAPD-PCR,
determinacdo do perfil plasmidial, ensaios de adesdo “in vitro” em células Caco-2 e teste
fenotipico de producdo de hemolisinas.

A caracterizagdo dos genes do “locus” LEE ja havia sido parcialmente realizada nos
15 isolados caninos (ALMEIDA, 2005), porém alguns resultados foram confirmados. Todos
0s 20 isolados foram positivos para algum dos 4 genes do “locus” LEE estudados. A
deteccdo dos genes do “locus” LEE em cepas EPEC € um indicador de seu potencial para
formar lesdes A/E (CLEARY et al, 2004).

Na subtipagem de eae, que é a proteina que promove a adesdo intima da bactéria a
célula do hospedeiro na lesdo A/E, foram identificados 5 alelos de eae, sendo 0s mais
comuns 0s subtipos B (8 isolados) e v (5 isolados), além de € (2 isolados), B/d (2 isolados) e
v/6 (2 isolados). O predominio destes genoOtipos de eae coincide com outros relatos, nos
quais geralmente tem-se um perfil variado de subtipos de eae em aEPEC, porém ocorrendo

uma maior frequéncia dos subtipos a, B, v, {, 6 e € entre aEPEC de diferentes sorotipos do
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mundo inteiro (GOMES et al, 2004, revisado em HERNANDES et al, 2009). Os resultados
coincidem também com estudo recente que abordou 126 isolados de aEPEC provenientes de
humanos, ¢ encontrou os subtipos o, B ¢ y de eae como sendo 0s mais frequentes
(SCALETSKY et al, 2010). Entretanto, outro estudo recente realizado com criancas do Peru
encontrou os subtipos B, 6 e k como os mais frequentes neste patotipo (CONTRERAS et al,
2010). Moura e colaboradores (2009), estudando cepas de aEPEC de diversas fontes animais,
encontraram, para a totalidade dos isolados de caes, os subtipos B1 (2 isolados) e v/0 (3
isolados). Esses dados mostram a variabilidade genética de cepas aEPEC, nas quais um
mesmao sorotipo pode carrear diferentes subtipos de intimina.

A presenca de dois subtipos de eae (gene eae) no isolado canino 75 e nos isolados
humanos H1, H4 e H5, foi confirmada por meio da realizacdo de varias reacGes de PCR.
Como poderia haver a possibilidade de existir mais de uma cepa de E. coli no mesmo
estoque bacteriano, foi realizado cultivo e reativacdo destes isolados em agar TSA, com o
isolamento de coldnias. Apds, foram selecionadas 10 coldnias de cada isolado para extracao
do DNA separadamente. Foi realizada a subtipagem deste gene nestas 10 extragdes
provenientes de cada isolado, obtendo-se 0 mesmo resultado.

A intimina d ¢ considerada por Oswald e colaboradores (2000) como um subtipo de 3
(B2) caracterizavel por meio de analise de RFLP do amplicom. Os alelos de intimina a, ¢ y
foram subgrupados, por analise de restricdo, em al-a2, B1-f2 e y1-y2 (OSWALD et al,
2000). A variante B2 foi chamada de & por Adu-Bobie e colaboradores (1998), explicando o
motivo pelo qual os dois isolados do sorotipo O49:H10 (75 e H4) amplificaram para os dois
subtipos, B e 6 (ou seja, provavelmente sdao a mesma variante). Além disso, quando se analisa
a arvore filogenética das variantes de intimina apresentada por Zhang e colaboradores
(2002), observa-se que a variante y2 ¢ idéntica a variante 0, o que por sua vez explica o fato
de os dois isolados humanos do sorotipo O51:H40 terem amplificado para y e 6. O grau de
divergéncia entre intiminas varia em diferentes regides da molécula, e quando se avalia a
regido C-terminal da molécula, a intimina 6 é similar & intimina y (TARR & WHITTAM,
2002). Essa variacdo evidencia que essas recombinacBes intragénicas sdo frequentes
(McGRAW et al, 1999), e sugerem novamente o motivo pelo qual estes isolados foram
positivos para estes dois subtipos de eae. Andlises adicionais, como 0 sequenciamento
geneético, sdo necessarias para esclarecer estas duvidas. Segundo Blanco e colaboradores
(2006b), os genes das intiminas y1, y2 e 0 estdo reunidos em um dos seis grupos de genes de

intiminas que sdo proximamente relacionadas. Os mesmos autores em outro relato comentam
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que o subtipo y1 tem 91% de similaridade genética com 60, e y2 tem 99% de similaridade
com 0 (BLANCO et al, 2006a).

Na tipagem do gene tir, que é o gene que codifica a proteina translocada pelo T3SS e
que atua como receptor de eae, 50% dos isolados (n=10) apresentaram o subtipo «, 40% o
subtipo B (n=8) e um isolado humano apresentou resultado para dois subtipos de tir (/). No
estudo realizado com cepas aEPEC por Moura e colaboradores (2009), os subtipos de tir
mais comumente encontrados também foram a e .

Na tipagem dos genes espB encontrou-se o subtipo « e f em 60% (n=12) e 40% (n=8)
dos isolados, respectivamente. Ja na subtipagem do gene espA, foram detectados 0s subtipos
a e B em 46,6% (n=7) e 40% (n=6) dos isolados caninos, respectivamente, e em dois isolados
(13,4%) ndo foi possivel realizar a subtipagem com os oligonucleotideos utilizados. A
subtipagem do gene espA nao foi realizada nas cinco cepas humanas. Os genes espA e espB
estdo localizados em LEE4, e foram encontrados em uma alta frequéncia nas cepas
estudadas. Ambos codificam proteinas que fazem parte do T3SS. No estudo de Mairena e
colaboradores (2004), apenas 38,9% das cepas de aEPEC possuiam 0 gene espB, porém
foram utilizados oligonucleotideos que amplificam outros fragmentos do gene, provenientes
do protétipo EPEC 2348/69, o que pode explicar sua baixa frequencia, ao contario do
presente estudo, no qual 100% dos isolados foram subtipados para espB.

Alguns isolados ndo foram tipaveis para alguns genes do “locus” LEE, como o
isolado 71, com o qual ndo se obteve amplificacdo para os subtipos de eae, tir ou espA
investigados. No entanto, todos os isolados amplificaram para algum dos subtipos de espB
testados, assim como encontrado por Moura e colaboradores (2009) em um estudo com
cepas aEPEC. Esses dados sugerem que as aEPEC podem adquirir a regido LEE inteira ou
apenas alguns genes desta regido (AFSET et al, 2008). Ressalta-se, entretanto, que o isolado
canino 71, de sorotipo O159:H23, ndo teve seu gene eae subtipado, porém foi positivo na
PCR realizada com primer genérico de eae (dado ndo mostrado). Apesar de terem sido
realizados testes com os principais oligonucleotideos para os principais subtipos de intimina
encontrados em aEPEC, para definir seu subtipo entre os 28 existentes sdo necessarios
ensaios mais completos, como descrito por Lacher e colaboradores (2006), que utilizaram
um protocolo de RFLP fluorescente revelado em eletroforese capilar. Neste estudo, foram
utilizados oligonucleotideos que amplificam para 26 destes 28 subtipos. Também nao foi
possivel subtipar os genes tir e espA deste isolado 71, como informado anteriormente, assim

como o gene espA do isolado 72, com os oligonucleotideos utilizados em nosso laboratorio.

55



Os isolados 70, 71 e 72 foram os Unicos isolados, entre os caninos, que foram negativos no
teste FAS (“fluorescent actin staining”) (dados ndo mostrados) (ALMEIDA, 2005), que é um
teste realizado para detecgdo “in vitro” da formacdo da leséo A/E (KNUTTON, LLOYD &
McNEISH, 1987). Esses resultados em conjunto podem indicar a incapacidade funcional do
“locus” LEE nestas cepas e/ou a ocorréncia de subtipos diferentes dos amplificados pelos
oligonucleotideos utilizados neste estudo, conforme ja observado por Mairena e
colaboradores (2004). Como sdao FAS negativas provavelmente possuem um “locus” LEE
defectivo, entretanto, mesmo sendo FAS negativas, por ser este um ensaio “in vitro”, devem
ser realizados ensaios “ex vivo” para a confirmacdo da incapacidade da formacao da lesédo
AJE (BAI et al, 2008). A porcdo C-terminal da intimina é responsavel pela ligagdo com o
receptor celular, sugerindo que diferentes intiminas podem ser responsaveis por diferentes
tropismos as células do tecido do hospedeiro (TORRES, ZHOU & KAPER, 2005). Estudos
de sequenciamento genético podem excluir a presenga ou caracterizar o seu subtipo.

Conforme esperado, todos os 20 isolados foram negativos na PCR para pEAF e bfpA,
marcadores de tEPEC, assim como para stx1, stx2 e stx2f, genes da toxina Shiga subtipos 1,
2 e 2f, marcadores de STEC. Sabe-se que esta diferenciacdo entre tEPEC e aEPEC ndo €
simples pois algumas cepas podem ser negativas para o marcador de pEAF, mas podem
expressar o Bfp, sendo entdo classificadas como cepas de tEPEC (TRABULSI, KELLER &
GOMES, 2002; ABE et al, 2009). O contrario também ¢ valido, j& que cepas podem ser
positivas para 0 gene bfpA e negativas para pEAF, porém ndo expressam Bfp no teste
fenotipico, sendo classificadas como aEPEC (TRABULSI, KELLER & GOMES, 2002;
ABE et al, 2009). Em relacdo aos marcadores de STEC, optou-se por testar o gene stx2f
devido a um relato recente da sua deteccdo em cepas classificadas anteriormente como
aEPEC, provenientes de criancas com diarréia, e que foram reclassificadas no patotipo STEC
depois da deteccdo desta variante (PRAGER et al, 2009). O subtipo 2f era associado apenas
a E. coli provenientes de pombos selvagens (MORABITO et al, 2001). Como o pEAF ndo é
encontrado em cepas STEC, a presenca de genes codificadores da toxina Shiga é o critério
para diferenciar STEC de aEPEC (KAPER, 1996).

Apesar dos genes relacionados as cepas de UPEC ja terem sido relatados em cepas
EPEC, como a adesina afimbrial | (afa), o pilus associado a pielonefrite (pap) e a capsula do
grupo 11 (kps), relatados por BEKAL e colaboradores (2003), assim como o fator de necrose
citotoxica 1 (cnfl), relatado por TAVECHIO e colaboradores (2004), os mesmos ndo foram

detectados nos 20 isolados de aEPEC deste estudo. Os genes pap, cnf e kps também ja foram
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encontrados em cepas provenientes de fezes humanas (revisado em YAMAMOTO et al,
2007). Além disso, o gene da adesina Afa foi relatado recentemente em 10% de 126 cepas de
aEPEC de humanos (SCALETSKY et al, 2010). A fimbria do tipo 1, que é codificada pelo
gene fimH, é o fator de viruléncia mais comum entre cepas UPEC (USEIN et al, 2001;
revisado em YAMAMOTO et al, 2007), porém é frequentemente encontrado em cepas néo-
UPEC (revisado em YAMAMOTO et al, 2007; REGUA-MANGIA et al, 2009). Para o gene
fimH, verificou-se que 85% dos isolados foram positivos, sendo 13 caninos e 4 humanos.
Apenas 2 isolados caninos e 1 humano ndo foram positivos para este gene com 0S
oligonucleotideos utilizados, sendo que a negatividade da reacdo de PCR néo significa que o
operon fim est4d ausente nestas cepas, jA que este gene é reconhecidamente variavel
(SOKURENKO et al, 1998).

Um aspecto chave da infecgdo intestinal causada por E. coli é a colonizacdo do trato
gastrointestinal, que é mediada por fatores de aderéncia especificos. As cepas aEPEC
possuem a adesina intimina, porém ndo possuem o Bfp, que, juntamente com o pEAF, é um
dos diferenciais das cepas tEPEC, que os possuem. Sendo assim, pesquisaram-se a presenca
de outros genes associados a adesdo, muitos deles caracteristicos de outros patotipos, como
por exemplo, as adesinas codificadas pelos genes efa-1 e iha.

O gene efa-1 foi detectado em 35% dos isolados, sendo 6 caninos e 1 humano, sendo
que o isolado humano H3 positivo para esta adesina também possue 0s genes de aderéncia
iha e IpfA. Nicholls e colaboradores (2000) encontraram a sequéncia genética efa-1 em 100%
das cepas positivas para eae, porém, Scaletsky e colaboradores (2010) encontraram 32% de
126 cepas aEPEC, positivas para efal.

Entre os isolados estudados no presente trabalho, o gene da adesina lha (iha) foi
detectado em todos (n=5) isolados oriundos de humanos (25% do total de isolados) e o gene
da alfa-hemolisina (hlyA) foi detectado em 3 isolados humanos (15% do total de isolados),
mostrando o maior potencial virulento dos isolados humanos em relagcdo aos isolados
caninos. Estudo recente realizado em S&o Paulo, mostrou que entre 117 cepas de aEPEC,
26,5% possuiam o gene IpfAo113, 25,5% possuiam 0 gene iha e 6% 0 gene ehxA, que sdo
genes de viruléncia de STEC (revisado em HERNANDES et al, 2009). Em outro estudo
recente, envolvendo a andlise de 126 cepas de aEPEC provenientes de humanos, foram
encontrados 25% das cepas positivas para IpfAoi13 € 21% para iha (SCALETSKY et al,
2010). Entretanto no presente estudo, no teste fenotipico, um isolado humano (H1, do

sorotipo O51:H40) produziu enterohemolisina e nenhum produziu alfa-hemolisina. Este
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resultado sugere que o gene da alfa-hemolisina (hlyA) nédo esta sendo expresso ou é um gene
defectivo, sendo que diversos fatores podem estar associados a repressao do gene ou sintese
do seu produto. De outra forma, o isolado H1 produziu a enterohemolisina mas néo teve seu
gene ehxA amplificado.

Os resultados mostram que as cepas humanas foram positivas, em diferentes
frequéncias de ocorréncia, para diversos dos genes de STEC testados (efa-1, iha, hlyA). Entre
estes genes, os isolados caninos sé foram positivos para o gene efa-1 (6 isolados). Alguns
autores inclusive ja sugeriram que a maioria das cepas aEPEC associadas com diarréia
sanguinolenta em humanos sdo provavelmente EHEC que perderam os fagos codificadores
de Stx durante a infeccdo (BIELASZEWSKA et al, 2008), o que também pode ser sugerido
em relacdo aos isolados humanos, que apresentaram diversos genes de viruléncia
relacionados a STEC (100% dos isolados humanos positivos para iha, 60% positivos para
hlyA e 20% positivos para efa-1). Se 0s genes sdo expressos, ou quando o sdo, ainda nao se
sabe, porém muitos dos genes testados sdo associados a diarréia, como os genes efa-1, IpfA
(AFSET et al, 2006) e astA (DULGUER et al, 2003).

O gene efal foi primeiramente estudado em uma cepa do patotipo STEC do sorotipo
O111:H’, obtida de um paciente com HUS (sindrome urémica hemolitica), porém os mesmos
autores investigaram a sua presenca e encontraram este gene em 116 amostras de E. coli
eae+ (99 EHEC, 15 EPEC e 2 REPEC), ndo o encontrando em nenhuma cepa negativa para
eae. Mesmo com esta alta prevaléncia em cepas carreadoras de intimina, concluiram que esta
adesina ndo é requerida para a formacdo da lesdo A/E. A sua auséncia em cepas nao
patogénicas e sua presenca ubiqua em E. coli que possuem eae demonstram o seu papel na
viruléncia (NICHOLLS et al, 2000).

Aparentemente as cepas de origem humana se mostraram mais virulentas, sugerindo
a proximidade do patotipo aEPEC com STEC, conforme ja relatado, devido a frequéncia na
deteccdo de fatores de viruléncia relacionados a este patotipo. O mesmo pode ser
corroborado quando se percebe que 55% (n=11) dos 20 isolados possuem o genes IpfAl e/ou
IpfA2, os quais foram detectados primeiramente em STEC (TORRES et al, 2002), mas que
posteriormente foram detectados em outros patotipos de E. coli, como tEPEC, aEPEC,
EXPEC e até mesmo cepas comensais (TORRES et al, 2009). Este trabalho associou as
intiminas B1 ou €2 combinadas com as variantes de IpfA1-2 e IpfA2-1 em isolados de aEPEC.
Entre os 7 isolados (35%) do presente estudo que apresentaram essa combinacao de IpfA, 4

foram positivos para os subtipos B ou € (H2, H3, H4 e 72) de intimina (sendo que um destes
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isolados, H4, amplificou também para o subtipo 6 de intimina além do B), e entre as demais
cepas que tiveram essa combinacédo de Ipf, uma foi positiva para o subtipo y (77) e 2 para y/0
(H1 e H5). Outros 3 isolados que amplificaram para o gene da proteina Lpf, todos oriundos
de caninos (21, 70 3 71), apresentaram apenas o subtipo IpfA2-1, com as intiminas do
subtipo y (21 e 70) ou NT (71), sendo que a presenca de ambos os alelos de Ipf em um
isolado foi sugerido por Torres e colaboradores (2009) de ser encontrado em cepas
patogénicas de E. coli, mostrando que estas cepas talvez ndo sejam tdo virulentas, até porque
as mesmas foram positivas apenas para o gene fimH entre os 13 genes de viruléncia testados.
Um isolado canino (47, de sorotipo O156:H) amplificou para 3 subtipos de IpfA,
evidenciando uma combinacdo Unica de duas variantes de IpfAl (IpfAl-2 e IpfAl-5)
associada a variante IpfA2-1. Torres e colaboradores (2009) encontraram uma combinagédo
Unica, porém com as variantes IpfA1-5 com IpfA2-1 em uma cepa O145:H8 proveniente do
Chile, sendo este resultado da cepa canina inesperado. O trabalho de Torres e colaboradores
(2009) evidencia que a aquisicéo de diferentes clusters do gene IpfA em linhagens especificas
de E. coli podem estar contribuindo para a emergéncia de cepas altamente virulentas,
derivadas de organismos comensais que também possuem variantes de IpfA Unicas.

Em relacdo a presenca de genes relacionados a EAEC, 10% (n=2) dos isolados foram
positivos para 0 gene astA, sendo os dois oriundos de caninos. Yueste e colaboradores
(2006) encontraram 15,6% de amostras de AEEC, provenientes de bovinos saudaveis,
positivas para este gene, que é considerado um determinante adicional na patogénese da
diarréia por E. coli. Dulguer e colaboradores (2003) associaram a presenca deste gene em
aEPEC com a ocorréncia de diarréia em criancas. Todos os isolados de criancas do presente
estudo foram provenientes de fezes diarréicas e foram negativos para astA. Os dois isolados
de caninos positivos para astA foram também positivos para efa-1 e foram provenientes de
fezes diarréicas. Ruttler e colaboradores (2006) encontraram uma alta frequéncia deste gene
em EPEC isoladas de criancas com diarréia na Argentina. Uma cepa de aEPEC foi detectada
em um surto de diarréia aquosa em adolescentes no Japao e a mesma era positiva para o gene
astA (YATSUYANAGY et al, 2003). Entretanto, no estudo recente de Moura e
colaboradores (2009), envolvendo 42 isolados de aEPEC de humanos e animais (cées, gatos,
macacos e bovinos), ndo foi encontrada a presenca deste gene em nenhum isolado,
evidenciando mais uma vez a heterogeneidade genética das cepas aEPEC.

Na avaliacdo dos genes que codificam as proteinas TccP e TccP2, que estdo

envolvidas nas vias de remodelamento da actina para formacdo da lesdo A/E, 35% dos
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isolados foram positivos para o gene tccP2, sendo 4 caninos e 3 humanos, e apenas 2
isolados (10%), foram positivos para o gene tccP, sendo um canino e um humano, ambos de
mesmo sorotipo (O11:H16). 100% de EHEC O157:H7 sdo positivos para TccP
(GARMENDIA et al 2005), porém os genes que codificam esta proteina foram também
encontrados em isolados de tEPEC e aEPEC (GARMENDIA et al 2005; WHALE et al,
2006). Garmendia e colaboradores (2005) pesquisaram a presenca de tccP em 246 isolados
de aEPEC e encontraram apenas 10 cepas (4,1%) positivas, cujos tamanhos variaram de 850
a 1300 pb, e entre estes isolados positivos de aEPEC, um é pertencente ao sorotipo O11:H16,
que foi justamente o Unico sorotipo positivo para 0 gene tccP no presente estudo (2
isolados). Ooka e colaboradores (2007) pesquisaram a presenca do gene tccP2 em 83 néo-
026 aEPEC e observaram uma frequéncia de 41% de cepas positivas. Entre as cepas 026,
encontraram 82,3% positivas para este gene. Neste mesmo estudo, ndo foi encontrada
nenhuma cepa do sorotipo O51:H40 positiva para tccP2 ou tccP.

O tccP presente na cepa EDL 933 € de 1150 pb (GARMENDIA et al, 2004). Este
gene exibe polimorfismo de tamanho entre cepas (550 a 1300 pb), sendo que em isolados de
EPEC, o gene comumente tem tamanho de 870 pb (GARMENDIA et al, 2005; WHALE et
al, 2006). No presente estudo verificou-se que o fragmento encontrado € de
aproximadamente 1000 pb.

Comparando-se a ocorréncia dos fatores de viruléncia testados, que ndo os do “locus”
LEE, dos isolados de sorotipos comuns, isto €, que foram recuperados de caninos e também
de humanos, percebe-se que o representante humano de cada sorotipo apresenta um perfil
genotipico mais virulento, ou seja, com uma maior presenca dos genes de viruléncia
testados. Comparando os dois isolados de sorotipo O51:H40 de origem humana e dois
isolados de origem canina do mesmo sorotipo, verifica-se que enquanto os dois isolados
humanos (H1 e H5) apresentaram o gene iha e um deles (H5) apresentou também o gene
tccP2 e o outro (H1) apresentou também o gene hlyA, um dos representantes canino deste
sorotipo (isolado 2.3) apresentou os genes efa-1 e astA. Além disso, um dos isolados
humanos (H1) e um canino (21) apresentaram também o gene fimH. Na avaliacdo da tipagem
de IpfA, verificou-se que os dois isolados humanos foram subtipados como IpfAl-2 associado
a IpfA2-1, enquanto que entre os isolados caninos, o isolado 21 apresentou apenas o subtipo
IpfA2-1 e o isolado 2.3 foi negativo para IpfA com os oligonucleotideos testados. Apesar
destes dois isolados caninos do sorotipo O51:H40 mostrarem-se virulentos, os representantes

humanos apresentaram um perfil virulento mais pronunciado.
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Comparando os isolados do sorotipo O4:H16, e tendo em vista que 0s quatro
representantes caninos deste sorotipo (41.1, 41.3, 41.4 e 41.5) foram isolados do mesmo
animal em periodos diferentes, verifica-se que todos foram positivos para os genes fimH, efa-
1 e tccP2, enquanto que o representante humano deste sorotipo (H3), mostrou amplificacédo
na PCR para estes trés genes e também para os genes iha e hlyA. Na tipagem de IpfA apenas
o0 isolado humano foi subtipado, para IpfAl1-2 associado a IpfA2-1, sendo que os isolados
caninos foram negativos para IpfA com os oligonucleotideos testados, evidenciando mais
uma vez o potencial virulento dos isolados humanos.

Na comparacdo dos isolados de sorotipo O11:H16, o representante humano (H2) foi
positivo para os genes iha, fimH, tccP e hlyA, enquanto o representante canino (46) foi
positivo apenas para fimH e tccP. Na subtipagem de IpfA, o isolado humano foi subtipado
como IpfAl-2 associado a IpfA2-1 e o isolado canino foi negativo para IpfA com os
oligonucleotideos testados.

J& na comparacao do sorotipo O49:H10 essas diferencas também foram marcantes,
sendo que o isolado canino (75) foi positivo apenas para o gene fimH, enquanto o isolado
humano (H4) foi positivo para fimH, iha e tccP2, além de possuir também, assim como o0s
demais isolados humanos deste estudo, os subtipos IpfA1-2 e IpfA2-1.

Quando se avalia os isolados dispostos no dendograma, observa-se que mesmo 0s
isolados sendo diferentes em seus perfis genéticos, tanto sob o ponto de vista dos isolados de
mesmo sorotipo, quanto do ponto de vista de isolados caninos “versus” humanos, o que
chama atencdo é que 13 isolados possuem 75% de similaridade, a partir dos resultados
gerados ap6s 0s ensaios RAPD-PCR, constituindo um agrupamento genético formado pelo
tipo I. No Tipo | estdo agrupados todos os isolados de sorotipo comum a humanos e caninos,
dos sorotipos O4:H16 (4 caninos e 1 humano), do sorotipo O11:H16 (um humano e um
canino), do sorotipo O49:H10 (um humano e um canino), além dos quatro isolados do
sorotipo O51:H40 (H1, H5, 2.3 e 21). Com excecéo dos quatro isolados O51:H40 e dos dois
isolados 049:H10, os demais participantes do grupo | sdo possuidores do antigeno flagelar
H16. Pode-se observar também que o isolado canino do sorotipo O11:H16 (isolado 46),
ficou agrupado no tipo I, porém distante dos demais representantes de sorotipo igual,
evidenciando mais uma vez a heterogeneidade do patotipo das aEPEC.

Quando se analisam os isolados com uma maior proximidade genética, os isolados
2.3 e H1 (sorotipo O51:H40), que apresentam mais de 90% de similaridade genética no
RAPD-PCR, e os isolados 21 e H5 (sorotipo O51:H40), que apresentaram 100% de
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similaridade genética entre si, observa-se que, em relacdo ao perfil plasmidial, todos os
isolados possuem no minimo dois plasmideos de alto peso molecular, sendo que o isolado
canino 21 possue trés plasmideos de alto peso, porém os perfis plasmidiais sdo diferentes.

Os isolados 75 e H4 (sorotipo O49:H10) tém 95% de similaridade genética no
RAPD-PCR, e observa-se diferenca nos perfis plasmidiais entre estes dois isolados de
mesmo sorotipo, canino e humano.

Os isolados 41.1, 41.3, 41.4 e 41.5 foram recuperados de um mesmo c&do, em
periodos diferentes (dados ndo mostrados), e apds os ensaios de RAPD-PCR e de pesquisa
dos genes de viruléncia, observou-se que se trata de um mesmo isolado, ja que mostram
100% de similaridade genética no dendograma, além de apresentarem o mesmo perfil de
marcadores de viruléncia. Na avaliacdo do perfil plasmidial gerado para estes quatro
isolados, observa-se que os isolados 41.3, 41.4 e 41.5 apresentam perfil idéntico. O isolado
41.1 foi colocado em outro gel no momento da corrida eletroforética, o que dificultou sua
comparagdo com 0s demais isolados do mesmo animal, porém € similar aos demais. Além
disso, o isolado H3, proveniente de humano, tem 100% de similaridade genética com estas
cepas 41.1, 41.3, 41.4 e 41.5, e é também do sorotipo O4:H16. Este grupo, associado ao H3,
tém 95% de similaridade genética com H2, que € do sorotipo O11:H16. O isolado H3 possui
um plasmideo de alto peso molecular e 0 H2 possui dois, porém os perfis sdo diferentes entre
si e diferentes dos isolados 41.1, 41.3, 41.4 e 41.5.

O isolado 77 apresentou apenas uma banda de plasmideo, e o isolado 71 ndo
apresentou bandas plasmidiais, apenas a banda referente ao DNA cromossomial), o que
ocorreu por dispersdo do material na hora da sua pipetagem no gel de agarose ou, menos
provavelmente, por auséncia de plasmideos nestas amostras. Os demais isolados
apresentaram plasmideos de alto e/ou baixo peso molecular, e que mostram um perfil
variado. Vale ressaltar, entretanto, que todos os isolados (com excecdo de 71 e 77),
apresentaram plasmideos de alto peso molecular, nos quais a presenca de genes de viruléncia
€ maior se comparado com os plasmideos de baixo peso molecular.

Nos ensaios de adesdo em células Caco-2, a maioria dos isolados (80%, 16 isolados)
apresentou, apos 6 horas de interacdo, o padrdo ALL, 10% (2 isolados humanos)
apresentaram um padrdo ALL, porém com regides semelhantes a AA (aderéncia agregativa),
com grupos de bactérias se organizando na forma de corddes, e 10% (2 isolados caninos)
apresentaram um perfil de aderéncia irregular/indeterminado. Sabe-se que ndo existe um

padrdo caracteristico Unico em cepas aEPEC, ao contrario de cepas tEPEC (que fazem uma
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aderéncia localizada) ou EAEC (que mostram um padrdo agregativo caracteristico), as
aEPEC podem apresentar tanto os paddes ALL, que € o mais frequentemente encontrado
nestas cepas (VIEIRA et al, 2001, GOMES et al, 2004; SCALETSKY et al, 2010), quanto
LA, DA, AA ou até mesmo ndo serem aderentes (revisado em HERNANDES et al, 2009;
SCALETSKY et al, 2010). Entre os 18 isolados com padrdo ALL em células Caco-2, apenas
3 deles, 2 caninos (21 e 41.5) e 1 humano (H5) ndo apresentaram 0 mesmo padrdo em
celulas HeLa/HEp-2 (dados ndo mostrados). O isolado canino 21 apresentou um perfil de
aderéncia indeterminado em células HeLa (ALMEIDA, 2005), assim como o isolado
humano H5 em HEp-2 (GIRAO, 2007). O isolado canino 41.5 ndo teve seu perfil de adeséo
testado em células HEp-2 ou Hela. Entretanto, os padrdes caracteristicos em E. coli s6
podem ser definidos em ensaios com HelLa/HEp-2, pois em outras linhagens esses padrdes
podem variar se as condicoes ambientais favorecerem a expressdo de outras adesinas. Em
Caco-2 as diferencas de padrdo devem-se a outros receptores, presenca de regides periféricas
menos diferenciadas ou meio de cultivo diferente, como j& explanado anteriormente, sendo
inapropriada a comparacdo entre os padrdes gerados utilizando-se diferentes linhagens de
celulas.

Sendo assim, verifica-se que os isolados de sorotipo comum a caninos e humanos
estudados apresentaram uma grande variabilidade nos subtipos e presenca dos marcadores de
viruléncia estudados, apesar de estarem relacionados geneticamente (mais de 75% de
similaridade) a partir do ensaio de RAPD-PCR.

Diversos estudos descrevem a heterogeneidade das aEPEC, tanto na subtipagem de
intimina, quanto na sorotipagem das isolados (VIEIRA et al, 2001; ABE et al, 2009;
MOURA et al, 2009), sugerindo que a alta frequencia de ocorréncia de aEPEC associada a
doenca diarréica ndo ocorra devido a um surto originado por um determinado grupo de cepas
(ABE et al, 2009).

Gomes e colaboradores (2004) demonstraram que aEPEC dos sorogrupos néo-
classicos de EPEC sdo mais variadas em seus fatores de viruléncia que as eEPEC dos
sorogrupos classicos. Ja que os genes codificadores dos fatores de viruléncia se localizam em
plasmideos, PAI’s, transposons ou bacteridfagos transmissiveis, a emergéncia de diferentes
combinagBes de sequéncias genéticas de viruléncia encontradas nas aEPEC ndo é
surpreendedora. Estas sequéncias podem ser transferidas horizontalmente para estas cepas no

intestino e/ou no ambiente. Em adicdo, algumas destas cepas séo provavelmente tEPEC que
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perderam o pEAF ou parte dele, ou EHEC que perderam as sequencias do fago codificador
de Stx durante uma infeccdo (HERNANDES et al, 2009).
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo, em consondncia com 0s objetivos propostos,

permitiram elaborar as seguintes conclusdes:

- Os isolados de aEPEC estudados apresentaram um perfil de viruléncia heterogéneo,
predominando porém, a ocorréncia de maior quantidade de fatores de viruléncia entre os
isolados de origem humana, inclusive quando se compara isolados de mesmo sorotipo
proveniente de caninos e humanos;

- A aderéncia dos isolados aEPEC estudados a celulas intestinais foi semelhante entre as
amostras de origem humana e canina, sendo mais intenso em ensaios de 6 horas e
predominantemente com um perfil ALL;

- Os isolados aEPEC de sorotipo comum estudados, provenientes de cées e humanos, apesar
de ndo terem apresentado identidade genética, mostraram-se fortemente relacionados,
apresentando-se em um mesmo agrupamento;

- Os isolados aEPEC de origem canina, mesmo que em menor grau, apresentaram perfil

genético compativel com viruléncia tanto animal como humana.
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