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Resumo

Caracteristicas de Adesao de cepas de Escherichia coli isoladas de pacientes

com Doenca Inflamatéria Intestinal. Leme, L.B.

A Doenga Inflamatoéria Intestinal atinge uma grande parcela da populagao
mundial e é uma doenc¢a com causa multifatorial, duas formas clinicas sdo reconhecidas
atualmente: A Doenca de Crohn e a Retocolite Ulcerativa. Muitos estudos relacionam o
diagndstico de DIl com um aumento na quantidade da bactéria Escherichia coli, mas
ainda ndo é possivel dizer certamente se esse aumento na populacao de E. coli é causa ou
consequéncia da doenca. As Escherichia coli com o padrao de adesdo agregativo sao
encontradas em pacientes com a Doenca de Crohn e Retocolite Ulcerativa e o presente
estudo ird investigar esse comportamento através do teste de adesdo com incubacdo de
3 horas. A distribuicdo média dos indices de aderéncia ndo apresentam uma diferenca
estatisticamente significativa entre os pacientes com Doenca de Crohn (60%), Retocolite
Ulcerativa (40%) e o grupo controle (60%). Assim, obtivemos resultados conflitantes
com o esperado pela literatura, nao foi observado um aumento na prevaléncia de testes
positivos de aderéncia nos pacientes diagnosticados com Doenga de Crohn e Retocolite

Ulcerativa em relagdo ao grupo controle.

Palavras-chave: Doencga de Crohn; Retocolite Ulcerativa; Doenga Inflamatéria Intestinal;

Escherichia coli; Teste de Adesao
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1. Introducao

1.1. Escherichia coli

E. coli é uma bactéria em formato de bacilo Gram negativo, que é uma das mais
comuns e mais antigas bactérias simbiontes do ser humano. E. coli pertence a familia
Enterobacteriaceae sdo aerdbias e anaerobias facultativas. O seu habitat natural é o
limen intestinal dos seres humanos e de outros animais de sangue quente. Possui
multiplos flagelos dispostos em volta da célula. A E. coli é um dos poucos seres vivos
capazes de produzir todos os componentes de que sdo feitos, a partir de compostos
basicos e fontes de energia suficientes. O seu nome vem do descobridor, Theodor
Escherich (1857-1911), um médico alemao-austriaco nascido na Baviera. A descoberta
ocorreu em 1885 e o seu nome foi dado a bactéria em 1919 (MURRAY, 2004; TRABULS]I,
2008).

Existem, enquanto parte da microbiota normal no intestino, em grande niimero.
Cada pessoa evacua em média, com as fezes, um trilhdo de bactérias E.coli todos os dias.
A doenga é devida a disseminagao, noutros 6rgaos, das estirpes intestinais normais; ou
nos casos de enterite a invasdo do limen intestinal por estirpes diferentes daquelas
normais no individuo. A estirpe de E.coli que existe normalmente nos intestinos de um
determinado individuo é bem conhecida e controlada pelo seu sistema imunolégico, e
raramente causa problemas excepto quando ha debilidade do individuo. A maioria das
doencas é devido a E.coli vindas de individuos diferentes e portanto de estirpe diferente,

ndo reconhecida pelos linf6citos (MURRAY, 2004; TRABULSI, 2008).

Em termos quantitativos, E. coli provavelmente seja o patégeno humano mais
importante. A diversidade patogénica de E. coli chega a ser fantastica. A espécie
compreende pelo menos cinco categorias de amostras que causam infecg¢do intestinal
por diferentes mecanismos e varias outras especificamente associadas com infecg¢des
urinarias, meningites e provavelmente outras infeccdes extra-intestinais. As categorias
que causam infeccdo intestinal sdo coletivamente chamadas de E. coli diarreiogénica

(MURRAY, 2004; TRABULSI, 2008).



De modo geral, as E. Coli diarreiogénicas (ECD) podem ser agrupadas em E. Coli
aderentes, E. Coli ndo aderentes e E. Coli invasoras. Do primeiro grupo, fazem parte as E.
Coli enteropatogénicas (EPEC), as E. Coli enteroagregativas (EAEC), as E. Coli de adesao
difusa (DAEC) e as E. Coli enterohemorragicas (EHEC). Como nao aderentes, sdo
identificadas as E. Coli enterotoxigénicas (ETEC) e, como invasoras, as E. Coli

enteroinvasoras (EIEC).

Trés principais fatores de viruléncia tem sido identificados como a causa de
diarreia por E. Coli: produgao de enterotoxinas (em ETEC e EAEC); invasao de células
eucaridticas (em EIEC) e adesdo intima a membrana celular de células eucariéticas (em

EPEC e EHEC) (MURRAY, 2009).

1.2. Doenca Inflamatdria Intestinal (DII)

No Brasil, a Doenca Inflamatoria Intestinal é uma doenca cronica e de alto custo.
O uso cronico e oneroso das drogas acarreta importante impacto socioecondmico para o
Sistema Unico de Satde (SUS) que libera medicagdo para milhares de pacientes. A
prevencao e o desenvolvimento do estudo sobre as causas e manifestagdes das DII no

Brasil sdo de extrema urgéncia (GEDIIB).

Doenca inflamatoéria intestinal (DII) sdo manifestacdes cronicas idiopaticas no
trato digestorio, sem causas totalmente determinadas. Os sintomas incluem: diarreia,
dor abdominal, c6lica com nauseas e vomitos, febre moderada, sensacao de distencao
abdominal que piora com as refei¢des, perda de peso, mal-estar geral e cansaco. A
doenca varia entre periodos ativos e outros sem sintomas (HENDRICKSON; GOKHALE;
CHO, 2002; STROBER; FUSS; MANNON, 2007). A doenca pode atingir outros tecidos
além do intestinal (HENDRICKSON; GOKHALE; CHO, 2002). Duas formas clinicas da DII

sdo reconhecidas atualmente: a Retocolite Ulcerativa (RU) e a Doenca de Crohn (DC).

A Doencga de Crohn (DC) caracteriza-se por uma inflamacao transmural
assimeétrica, que afeta qualquer por¢do do trato gastrointestinal, embora o ileo e o c6lon

direito sejam mais acometidos (HENDRICKSON; GOKHALE; CHO, 2002). As areas



afetadas apresentam fistulas, que podem ocorrer isoladamente ou em associagdo com
outras doengas, causando o aumento da probabilidade de infec¢des recorrentes
(STROBER; FUSS; MANNON, 2007). Eventualmente, pode haver complicacdes mais

graves tais como obstrucdo intestinal e cancer de célon.

A Retocolite Ulcerativa (RU) é uma doenca que se manifesta como uma
inflamacao difusa, continua e superficial que resulta em edema, ulceracoes e
hemorrogia. Esta inflamagéo é limitada apenas ao célon e reto, e normalmente comeca
no reto e se estende até um nivel proximal variavel (HENDRICKSON; GOKHALE; CHO,
2002; STROBER; FUSS; MANNON, 2007). As manifestag¢des clinicas da doenga sao:
diarreia com sangue, muco e pus, febre, mal-estar geral, fraquezas, célicas e dores
abdominais. Necessidade imediata ou urgéncia em evacuar, perda do controle
esfincteriano e dor ocorrem devido a inflamagdo do reto (HENDRICKSON; GOKHALE;
CHO, 2002; STROBER; FUSS; MANNON, 2007).

Individuos de qualquer sexo ou faixa etaria podem ser acometidos por ambas as
manifestacdes. Porém, uma maior prevaléncia entre individuos com idade entre 15 a 25
e 45 3 55 anos tem sido observada. Embora ocorra em todo o mundo, a DII é mais
comum em alguns paises desenvolvidos como a América do Norte e o Norte Europeu
(ANDUS e GROSS, 2000; WHELAN, 1990; GEDIIB). Ninguém sabe exatamente as causas
da Doenca Inflamatoéria Intestinal, ou por que algumas pessoas sdo portadoras dessa
doenca e outras ndo (ANDUS e GROSS, 2000; HENDRICKSON; GOKHALE; CHO, 2002).
Fatores genéticos, imunoldgicos e ambientais interagem de um modo muito complexo,
levando a reacao imunolégica exagerada ( FIOCCHI, 2005) responsavel pelos sintomas
observados. Estudos sobre os fatores ambientais mostram que o tabagismo e a dieta tem
possivel relacao com a DII, porém nenhum deles como causa tinica da doenc¢a (ANDU;

GROSS, 2000., FIOCCHI, 1998.).
1.3. Associacao entre E. coli e DII
A microbiota intestinal é tdo diversa e tdo complexa que pode até ser considerada

um orgdo funcionalmente ativo, com um poténcial metabdlico ainda ndo completamente

reconhecido (HOOPER, 2004; NOVERR e HUFFNAGLE, 2004). Pacientes com DII tem



alteracao no equilibrio da microbiota intestinal (BARNICH e DARFEUILLE-MICHAUD,
2007; GUARNER, 2005; MYLONAKI et al., 2005). Foi relatado a predominancia da E. coli
sobre todas as outras bactérias da microbiota em pacientes com DC ( MASSERET et al.,

2001).

A E. coli faz parte naturalmente da microbiota intestinal dos seres humanos com
suas funcoes e trazendo diversos beneficios. Mas quando o organismo esta
desequilibrado ou debilitado, estas E. coli nativas e outras cepas de E. coli patogénicas
encontradas transitoriamente no trato gastrointestinal, podem provocar um grande
numero de infec¢des, variando de meningite a infec¢des entéricas ( KAPER; NATARO;

MOBLEY, 2004; NATARO e KAPER, 1998).

Como aeroébio facultativo dominante, E. coli tem sido o foco natural de estudos
para investigar uma suposta origem infecciosa para DII (COOKE et al,, 1974). A atengao a
estas bactérias se tornou crescente a partir da descoberta que seu nimero é aumentado
em portadores da doenca (KOTLOWSKI et al., 2007; SEKSIK et al., 2003). No entanto,
dado a versatilidade da interacao da espécie com o homem, nao esta claro, se o numero
excedente de E. coli compreende cepas da microbiota residente ou inclui cepas

patogénicas, que contribuem para os sintomas da DII.

O envolvimento de E. coli e outras bactérias da microbiota intestinal com a DII
pode também ser sugerido pela coincidéncia dos sitios de lesdes e localizacao da
microbiota intestinal (GIONCHETTI; RIZZELO; CAMPIERI, 2001). Ndo somente as
ulceragdes sdo mais numerosas, mas as alteracdes patoldgicas sdo mais intensas em
sitios do c6lon onde a densidade bacteriana é maior. Nos procedimentos de lavagem
intestinal ou administracdo de drogas antibacterianas a pacientes com DC, os sintomas
parecem regredir com a diminuicao do nivel luminal de bactérias (BARNICH e

DARFEUILLE-MICHAUD, 2007).

Diferentes patotipos de E. coli diarreiogénicas causam sintomas entéricos muito
particulares, que sdo intimamente relacionados com suas estratégias de viruléncia
(NATARO e KAPER, 1998). A capacidade de adesao a modelos celulares é uma

caracteristica compartilhada por linhagens patogénicas e comensais. Entretanto, elas



podem ser distinguidas pelo fenotipo de adesdo que elas apresentam: Adesao
agregativa, Adesao Difusa ou Adesdo Localizada (NATARO; KAPER, 1998.). Este trabalho
é focado no patotipo diarreiogénico E. coli enteroagregativa (EAEC), que pode ser
especialmente importante porque esta epidemiologicamente associado com diarréia
persistente em criancas e adultos, principalmente de paises em desenvolvimento
(NATARO e KAPER, 1998). EAEC aderem fortemente a células HEp-2, em arranjos que
assemelham-se a tijolos empilhados, num padrao referido como agregativo (AA). Este
fenoétipo tem sido atribuido a presenca das fimbrias de aderéncia agregativa do tipo I e Il
(AAF I/1I) (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004) e outras adesinas ainda nao descritas.
Quanto a patogénese, EAEC caracteristicamente induzem um aumento na secrecao de
muco, sob o qual as bactérias ficam protegidas formando um biofilme que impede a
absorcao de nutrientes e promove a colonizacao persistente do intestino (KAPER;

NATARO; MOBLEY, 2004).

Varios estudos tém levantado uma hipétese de que E. coli aderentes contribuem
para a patogénese da DIl (BARNICH e DARFEUILLE-MICHAUD, 2007). O objetivo deste

trabalho é testar essa hipdtese.



. Objetivos

Relacionar o tipo da doenga dos pacientes com a quantidade de bactérias Gram -
por amostra e com o padrdo de adesao as células epiteliais HEp-2 das E. coli isoladas de

cada material clinico utilizando meio com D-manose na concentragao de 1%.



3. Material e Métodos

3.1. Material Clinico

0 estudo foi feito em culturas de caldo MacConkey de diferentes materiais
clinicos de portadores de Doenca Inflamatéria intestinal.

Foi utilizado material coletado no Hospital das Clinicas de Botucatu durante o
exame de Colonoscopia realizado nos anos 2011 e 2012. Foram coletadas amostras de
diversos segmentos do intestino dos pacientes ( Ascendente, Ceco, Descendente, Fezes,
fleo, Reto, Sigmoide e Transverso) com a Doenca de Crohn, Retocolite Ulcerativa e

demais pacientes agrupados como controle.

Material Clinico |DC RU CONTROLE
Ascendente 8 8 13
Ceco 3 0 2
Descendente 3 3 12
Fezes 11 7 16
fleo 7 5 8
Reto 6 1 7
Sigmdide 8 4 3
Transverso 2 0 1

Tabela 1 - Material clinico utilizado.

Um total de 138 culturas (37 pacientes) foram estudadas, 62 (16 pacientes)
controles, 48 (13 pacientes) DC e 28 (8 pacientes) RU.
Estas amostras estavam guardadas congeladas no freezer -70 em cultura

MacConkey com Glicerol (SOUZA, H. L. etal., 2012).

3.2. Isolamento e identificacdo das colonias de E. coli dos Pools.

Estas amostras foram descongeladas em temperatura ambiente até retornarem
ao estado liquido, posteriormente foram semeadas em placas de meio Brilliance E.
Coli/Coliform Selective Medium (CM1046 0XOID), o qual é um meio a base de Cromo e é

possivel identificar as possiveis colonias de E. Coli pela coloragdo arroxeada.



Essas placas foram incubadas na estufa a 37.C por 24 horas.

Foram escolhidas 5 coldnias arroxeadas ao acaso, procurando pegar as mais
distantes entre si. Entao estas 5 col6nias foram transferidas individualmente para os
meios Simmons Citrate Agar (BBL), MILI e EPM.

Os 3 meios inoculados foram incubados na estufa a 37.C por 24 horas.

Posteriormente foram realizados 9 provas bioquimicas (3.2.1) nesses meios com
o objetivo de identificar quais bactérias foram isoladas, as que confirmarem ser E. Coli
foram transferidas do meio EPM para tubos do meio Agar Nutriente - inclinado.

Os tubos de Agar Nutriente - inclinado inoculados foram incubados na estufa a
37.C por mais 24 horas.

Apbés esse periodo as amostras de E. Coli ja cresceram, tornando possivel tampar

os tubos com rolhas estéreis e armazenar.

3.2.1 Teste Bioquimico
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Perfil Bioguimico e Motilidade de Algumas Enterobacteras

*LTD = L-triptofano desaminase

3.3. Células HEp - 2 e Teste de Adesido

3.3.1. Manutenc¢ao das células HEp - 2 e preparo das placas:

As células foram mantidas em meio MEM (Minimum Essential Medium Eagle,
M0643 Sigma-Aldrich) com a adi¢ao de SFB (Soro Fetal Bovino) a 10% e 3 antibiéticos,
foram tripsinizadas e sua concentragao ajustada para 10> células/ml. Volumes de 1ml da
suspensao foram transferidos para cada um dos 24 pequenos pocinhos da placa
contendo laminulas estéreis, onde as células foram cultivadas até a formacao de uma

monocamada completa (confluéncia total).

3.3.2. Teste de Adesao:

O meio de cultura foi retirado de todos os pocinhos da placa com a ajuda de uma
bomba de vacuo e a monocamada de células foi lavada 3 vezes com PBS (Phosphate
Buffered Saline). 1ml do meio MEM com D-Manose (M4625 Sigma) na concentragdo de
1% e com o acréscimo de SFB a 10% (sem antibidtico) foi colocado em cada pogo e, em
seguida, 20ul de cultura bacteriana crescida em meio BHI (Brain Heart Infusion CM0225
OXOID) por 24 horas foram acrescentados. A placa foi incubada por 3 horas em estufa
propria de cultura de células a 37.C. Apés esse periodo, o meio de cultura foi novamente
retirado com a ajuda da bomba de vacuo e os pocinhos lavados com PBS 3 vezes. Em
seguida, as preparagdes foram fixadas com 1ml de metanol por um periodo minimo de

40 minutos, coradas por 10 minutos com preparado de May-Grunwald e por 30 minutos
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com preparado de Giemsa. Os pocinhos da placa foram lavados com agua corrente e a
placa foi posta para secar.
Depois de secas, as laminulas foram retiradas da placa, montadas em laminas e

observadas ao microscopio.

3.4. Solugoes, Reagentes e Meios de cultura

3.4.1. Utilizados para a identificacdo das bactérias e isolamento das

colonias de E. Coli

3.4.1.1. Meios: Agar Nutriente - inclinado, Simmons Citrate Agar e

Brilliance E. Coli/Coliform Selective Medium

Foram preparados misturando o p6 em agua destilada, misturado enquanto
esquentado o meio até ficarem homogéneos e autoclavados a 120° C. Os 2 primeiros
meios deve-se ap0Os serem retirados da autoclave inclinar os meios, o 3 meio deve ser

colocado em placas logo ap0s sair da autoclave em condigdes estéreis.

3.4.1.2. Meio MILI

Extrato de levedura 3g
Peptona 10g
Triptona 10g
L-lisina 10g
Glicose 1g

Agar 2g
Bromocresol parpura 0,2% 10 ml
Agua destilada (q.s.p.) 1.000 ml

Todos os elementos sdo adicionados a agua destilada, sendo a mistura aquecida a
ebulicao, até dissolucao completa. O meio, em volume de 5 ml, é distribuido em tubos
12x120 mm e esterilizado durante 15 minutos, a 121.C, deixando-se solidificar em

posicao vertical. O pH final deve ser de 6,5 a 25.C.
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3.4.1.3. Meio EPM

- Base
Triptona 10g
Extrato de Carne 2g
Cloreto de Sédio 5g
Fosfato de Sédio dibasico (Na2ZHP0O4.5H20) 2g
L-Triptofano lg
Azul de bromotimol 1,5% 2 ml
Agar 11g
Agua destilada (q.s.p.) 1.000 ml
- Preparo:

Adicionar todos os componentes a agua (em volume inferior ao volume
total). Aquecer a mistura até a completa dissolucao e ajustar o pH a 6,7. Completar o

volume e esterilizar o meio a 121.C por 20 minutos.

- Solugdo de indicador e substratos

Citrato de ferro amoniacal 2g
Tiossulfato de s6dio (Na2S203.5H20) 2g
Glicose 10g

Agua destilada (q.s.p.)

- Preparo:
A mistura é aquecida em banho-maria a 65.C, com agita¢do constante, até

a dissolucao completa e esterilizada a mesma temperatura durante 1 hora.
- Preparo Final
Ap6és resfriar a base a até 65.C aproximadamente, adicionar a solucao

contendo os indicadores e substratos, em condi¢des assépticas. O meio final é

distribuido em volumes de 4 ml em tubos de 12x120 mm, previamente esterilizados,
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deixando-se solidificar em posi¢do inclinada, de modo a se obter uma base de pelo

menos 3,5 cm. Fazer o teste de esterilidade. O meio pronto apresenta cor verde.

3.4.2. Utilizados para manutencao de células HEp - 2 e Teste de Adesao

3.4.2.1. Tampao Sorensen (pH 7.3)

- Solucao A

KH2P04 0,6356 g
Agua destilada estéril (q.s.p.) 70 ml

- Solucao B

NA2HPO4 2,3675¢g
Agua destilada estéril (q.s.p.) 250 ml

As duas soluc¢des foram autoclavadas a 120.C e misturadas em condigoes estéreis.
A solucao final foi armazenada na geladeira.

O corante May-Grunwald foi diluido na proporg¢ao 1:2 (v/v) e o corante Giemsa
foi diluido na proporc¢do 1:3 (v/v). Em seguida, foram filtrados em papel filtro e

imediatamente utilizados.

3.4.2.2. D-Manose a 20%

Preparada, dissolvendo-se 20 g de p6 em 100 ml de agua destilada. Depois de
misturada, a solugdo foi esterilizada por filtracio em membrana de milipore de 0,22um e

armazenada a 4.C.

3.4.2.3. MEM

O meio MEM foi preparado a partir da dissolucdo, em agua Milli-Q, de p6
adquirido da Sigma, na proporg¢do de 9,7 g/1. Inicialmente, o p6 foi adicionado a um
béquer contendo 900 ml de agua, sendo a mistura submetida a agitacao até a completa

dissolucdo do mesmo. Em seguida, foram acrescentados 2,2 g de bicarbonato de sddio e
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o pH ajustado para um valor entre 0,1 a 0,3 unidades abaixo do pH ideal, que é de 7,2.
Esta reducdo foi necessaria porque o pH aumenta durante a filtracdao. Apés ajuste final
do pH, o volume foi completado e imediatamente o meio foi filtrado a vAcuo em sistema
de millipore (esterilizado) com membrana de 0,22um.

Depois de comprovada sua esterilidade, foram acrescentados 10% de SFB
(Cultilab) ao meio MEM. O MEM + SFB foi utilizado tanto para a manutencao das
culturas celulares quanto para o teste de adesao. No primeiro caso, foi acrescido de
antibiéticos (penicilina e estreptomicina = 4% e anfotericina B = 3 ug/ml) e, para o teste

de adesdo, apenas D-manose a 1%

3.4.2.4. PBS

NaCl 8g
KCl 0,20g
Na2HPO4 1,44 ¢
KH2P04 024¢

Agua deionizada (q.s.p.) 1.000 ml

Apo6s o preparo a solugdo deve ser esterilizada a 120.C e mantida na geladeira.
3.4.2.5. Meio BHI

E preparado dissolvendo-se o p6 em 4gua destilada, o meio deve ser esquentado

e misturado até ficar homogéneo e autoclavado a 120.C para ser armazenado na

geladeira.
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4. Resultados

4.1 Identificacdo das bactérias e Isolamento das colonias de E. Coli

Foram isoladas 503 colonias de E. Coli de 78 amostras pertencentes a 23
pacientes.

Das 203 coldnias de E. Coli isoladas dos pacientes com diagnostico de DC 96,6%
(196 coldnias) apresentaram resultado positivo ao teste da Lisina, 84,8% (172 coldnias)
apresentaram resultado positivo ao teste do Movimento e 86,2% (175 coldnias)
apresentaram resultado positivo ao teste do Gas.

Das 137 coldnias de E. Coli isoladas dos pacientes com diagndstico de RU 84,7%
(116 coldnias) apresentaram resultado positivo ao teste da Lisina, 76,7% (105 coldnias)
apresentaram resultado positivo ao teste do Movimento e 73% (100 colonias)
apresentaram resultado positivo ao teste do Gas.

Das 163 coldnias de E. Coli isoladas dos pacientes com diagnostico de DC 97,6%
(159 coldnias) apresentaram resultado positivo ao teste da Lisina, 82,9% (135 coldnias)
apresentaram resultado positivo ao teste do Movimento e 85,3% (139 coldnias)

apresentaram resultado positivo ao teste do Gas.

Tabela 2- Tabela de relacdo entre porcentagem de resultados positivos dos testes

bioquimicos com o diagnoéstico.

Diagnéstico* | Lisina Movimento Gas Total de Amostras
DC 196 (96,6) 172 (84,8) 175 (86,2) 203
RU 116 (84,7) 105 (76,7) 100 (73) 137
Controle 159 (97,6) 135 (82,9) 139 (85,3) 163

*DC: Doenca de Crohn; RU: Retocolite Ulcerativa; Controle: Demais pacientes.

** Entre parénteses a porcentagem de amostras com resultado positivo.

Nao foram encontradas diferencas significativas entre a porcentagem de

resultados positivos para os 3 testes e os diagndsticos dos pacientes.
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4.2 Testes de Adesao

Foram analisadas 53 amostras pertencentes a 19 pacientes com DC, RU e
Controles.

Estudamos estas amostras referentes as quantidades de bactérias E. Coli em cada
amostra e ao comportamento das E. Coli apds realizarmos o Teste de Adesao de 3horas

em células HEp-2 tratadas com D-Manose a 20%.
Metodologia Estatistica

Como as variaveis ndo apresentaram distribuicdo normal, foi realizado o teste
ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para comparacgdo dos tipos de diagnéstico.

Para o estudo da correlacao entre a E. Coli e a porcentagem de aderéncia foi

utilizado o coeficiente de correlagdo de Spermann.

Tabela 3- Mediana, 19 e 32 quartil, referentes a quantidade de E. Coli, segundo

diagnosticos.

Diagndstico N Mediana 12 quartil 3¢ quartil
RU 14 15750,0 6230,9 147643,6
DC 23 52682,9 10447,6 126562,5

Cont 16 65172,4 6501,1 404929,7




Grafico 1- Box plot referente a E. Coli segundo diagnéstico(p=0,78)
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*Quantidade de bactérias E. Coli por amostra

**Cont: Controle; DC: Doenga de Crohn; RU: Retocolite Ulcerativa.

Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os tipos de diagndsticos.

Tabela 4- Mediana, 19 e 32 quartil, referentes a % de aderéncia, segundo diagnosticos.

Diagndstico N Mediana 12 quartil 32 quartil
RU 14 40,0 25,0 100,0
DC 23 60,0 35,0 80,0

Cont 16 60,0 40,0 100,0
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Grafico 2 - Box plot referente a % de aderentes segundo diagnoéstico (p=0,15)
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*Porcentagem de coldnias de E. Coli aderentes por amostra.

**Cont: Controle; DC: Doenca de Crohn; RU: Retocolite Ulcerativa

Nao houve diferencga estatisticamente significativa entre os tipos de diagnésticos.

Grafico 3- Diagrama de dispersao entre a quantidade de bactérias E. Coli e a

porcentagem de aderéncia das amostras.
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Nao houve correlacdo entre as variaveis.
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5. Discussao

A DII apresenta sintomas de uma infec¢do normal. Porém, tem muitos fatores
envolvidos e um nimero crescente de evidéncias tem assinalado a importancia da
microbiota intestinal (HENDRICKSON; GOKHALE; CHO, 2002). O intestino compreende o
nicho mais diversificado e complexo do corpo humano e a grande maioria dos
microrganismos a ele associados ainda nao é conhecida (RHODES, 2007). Isto se deve
em parte a impossibilidade de cultiva-los em condigdes artificiais. As E. coli se tornaram
um dos primeiros organismos da microbiota a ter seu envolvimento com a DII

investigado, pois é muito abundante e facilmente cultivada.

Em portadores da doenga foi constatado um aumento na populacdo destas
bactérias (KOTLOWSK], et al., 2007). Porém, como a E. coli esta presente em grande
quantidade na flora intestinal e possui muitas variedades, é dificil afirmar se essas E. coli
excedentes sdo frutos da multiplicagdo das nativas, devido a um desequilibrio no

sistema imune, ou se sao exemplares de uma cepa patogénica (SAMEGIMA, 2008).

Apesar de o potencial de patogenicidade da E. coli na DII ainda ndo ser
totalmente conhecido, as propriedades de adesdo a células epiteliais, em experimentos
realizados in vitro, tem sido comumente estudadas. Resultados sobre adesio a células
epiteliais tem sido conflitantes entre varios pesquisadores. Porém observou-se que é
importante levar em conta fatores como a linhagem de células utilizadas (MARTIN, et al.,
2004.) e o tempo de incubacgdo dessas bactérias com as células hospedeiras (SASAK]I, et

al, 2007).

Estudos mostram que testes com células HEp-2, originarias de carcinoma de
laringe, em testes de 6 horas, ndo mostram diferengas na prevaléncia de adesdo entre os
portadores da DII e o grupo controle (SCHULTSZ, et al,, 1997.). Porém em outro estudo
quando o tempo de incubacdo é reduzido para 3 horas, foi observado um predominio de
linhagens aderentes em pacientes com DII (SAMEGIMA, 2008). Nesse estudo também foi
mostrado que as amostras aderentes dos testes de 6 horas sdo geneticamente diferentes

das amostras aderentes dos testes de 3 horas. Assim, mostrando a importancia de
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realizar apenas 3 horas de incubacao nos testes de adesdo com amostras isoladas de

pacientes com DII (SAMEGIMA, 2008).

No presente estudo, porém, ndo observamos uma diferenca estatisticamente
significativa na prevaléncia de amostras positivas para o teste de aderéncia entre
pacientes com RU, DC e o grupo controle utilizando o teste de adesdao com incubagdo por
3 horas. Nao foi observado diferenca estatisticamente significativa entre a quantidade de
bactérias por amostra quanto ao diagnoéstico DC, RU e o grupo controle. Nao foi
observado relacao entre a prevaléncia de amostras positivas para o teste de adesdo com
incubacdo de 3 horas e a quantidade de bactérias por amostras e, por dltimo, nao foi

observado relacao entre o perfil bioquimico das amostras e os diagndsticos.

Acredita-se que a proliferacdo de E. coli na mucosa é favorecida pela
abundéancia de muco, presente na DII pela alteracao da fisiologia intestinal (NAZLI; et
al., 2004.). Sendo assim as linhagens patogénicas estariam presentes no muco e ndo no

limen intestinal (RHODES, 2007.).

Ainda ndo é possivel determinar se o aumento no nimero de E. coli na flora
intestinal de pacientes de DII esta envolvido na causa da doencga ou se é apenas uma
consequéncia, mas sua importancia no desenvolvimento da doenca é cada vez mais
evidente. Também estd sendo muito estudado as caracteristicas tipicas das linhagens de
E. coli encontradas em pacientes, entre elas a capacidade de adesao. Porém a capacidade
de adesdo as células eucaridticas é uma caracteristica comumente encontrada nessas

bactérias, e ainda nao foi possivel estabelecer uma relagdo com sua patogenicidade.
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6. Conclusiao

O resultado desse estudo vai contra o esperado, devido as informag¢des encontradas na
literatura, o que torna o resultado nao conclusivo e justifica outros estudos mais
aprofundados sobre o tema, com um maior nimero de amostras e utilizando uma

metodologia com mais padronizacao no delineamento.
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