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ESTUDO HISTOLOGICO DE INTESTINO DELGADO DE CAMUNDONGOS
COLONIZADOS POR CEPAS DE Escherichia coli ENTEROPATOGENICAS DE

ORIGEM BOVINA

RESUMO - A aderéncia de bactérias patogénicas a receptores na superficie de
células epiteliais tem sido reconhecida como um importante evento inicial da
colonizagao bacteriana. O principal mecanismo de patogenicidade da EPEC é uma
lesdo provocada pela sua aderéncia ao epitélio através do "attaching and effacing”
(A/E), que é caracterizado pela intima adesao da bactéria a célula do hospedeiro, esta
adesdo as microvilosidades do enterécito ocorre devido a formacado de estruturas
semelhantes a pedestais. O objetivo deste estudo foi desenvolver um modelo de
infeccdo com a Escherichia coli enteropatogenica (EPEC) em camundongo do tipo mus
musculus. A estes animais foram administrados um inoculo de 10® CFU de linhagens
EPEC, sendo que a linhagem 3111-90 foi proveniente de cepas que podem causar
diarréia infantil e as linhagens 537-1, 263, 304-3 e 988-2 foram provenientes de leite
mastitico bovino. As linhagens foram introduzidas em camundongos com vinte dias de
vida por via intraperitonial, e estes foram eutanasiados cinco horas apds a inoculagéao.
Como resultado através de cortes histologicos seriados, verificou-se que algumas das
linhagens inoculadas levaram ao aparecimento de lesdes suaves na mucosa intestinal,
com a quebra da camada celular superficial da mucosa, aparecimento de células

epiteliais com contornos irregulares e infiltragéo de células inflamatdrias.

Palavras—chave: EPEC, lesbes histopatoldgicas, modelo em camundongo.



1. INTRODUCAO

A Escherichia coli € uma bactéria bacilar Gram-negativa, que é juntamente com o
Staphylococcus aureus a mais comum e uma das mais antigas bactérias parasitas do
Homem, sendo o seu habitat natural o lumen intestinal dos seres humanos e de outros

animais de sangue quente.

Possuem fimbrias ou adesinas que permitem a sua fixacdo, impedindo o
arrastamento pela urina ou diarréia. Muitas produzem exotoxinas. A estirpe de E.coli
que existe normalmente nos intestinos de um determinado individuo € bem conhecida e
controlada pelo seu sistema imunitario, e raramente causa problemas, exceto quando
ha debilidade do individuo. A maioria das doengas € devida a E.coli vindas de
individuos diferentes e portanto de estirpe diferente, ndo reconhecida pelos linfocitos.
As intoxicacbes alimentares em particular sdo quase sempre devidas a bactérias de
estirpes radicalmente diferentes.

O termo Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) foi criado para designar E.coli
de sorotipos que mostraram ser patogénicos para a espécie humana com o potencial
particular de causar infeccdo entérica ao invés de infeccdo extra-intestinal. Desde que
esta definicao original de EPEC foi feita, foi demonstrado que a E. coli pode causar
doenca intestinal através de diversos mecanismos diferentes. O termo EPEC veio para
designar linhagens que causam doencga intestinal, ndo produzem enterotoxinas
atualmente designadas como labeis ao calor ou estaveis ao calor e que nao sao
enteroinvasivas. Os mecanismos pelos quais as EPEC podem causar doenga nao sao
bem definidos. E possivel que o grupo atualmente designado como EPEC inclua

linhagens que atuem através de diferentes mecanismos patogénicos.



EPEC foi inicialmente implicada em doencgas infecciosas humanas no inicio de
1940 como um resultado de analises de epidemias de gastroenterite infantil aguda. As
linhagens de EPEC infectam popula¢gdes humanas através do mundo e permanecem
como uma das causas primarias de diarréia infantil em paises em desenvolvimento. No
Brasil, por exemplo, linhagens de EPEC séo isoladas de 30% ou mais de criangas de
baixo status sécio econémico com diarréia.

Historicamente, as linhagens de EPEC tém sido identificadas pelo sorotipo, a
combinagdo distinta de antigenos, O (somatico) e H (flagelar), os quais tem sido
associados epidemiologicamente, a diarréia infantil. Em 1987, a Organizagao Mundial
de Saude reconheceu como sorotipos de EPEC um grupo de 12 sorogrupos O
diferentes. Nos ultimos 15 anos, entretanto, as ferramentas para identificar EPEC, tém
sido refinadas com base na patogénese de EPEC e nos genes de viruléncia especifica
que tém sido descritos.

A aderéncia de bactérias patogénicas a receptores na superficie de células
epiteliais tem sido reconhecida como um importante evento inicial da colonizagao
bacteriana.

O principal mecanismo de patogenicidade da EPEC é uma lesao provocada pela
sua aderéncia ao epitélio através do "attaching and effacing” (A/E), que é caracterizado
pela intima adesdo da bactéria a célula do hospedeiro, esta adeséo as microvilosidades
do enterdcito ocorre devido a formagdo de estruturas semelhantes a pedestais (fig. 1).
Os determinantes genéticos para a producdo de lesdes A/E estdo localizados na
membrana apical do enterécito (LEE), onde as EPEC secretam uma proteina de
membrana de 94-KDa denominada intimina, a qual é responsavel pela intima adesao
da bactéria @ membrana do enterocito. A intimina é codificada pelo gene eae, o qual se
localiza numa ilha de patogenicidade .

A E. coli enteropatogénica encontrou um mecanismo diferente de aderir em
célula hospedeira, ou seja, ela produz e injeta seu proprio receptor (Tir) na célula
hospedeira para que ocorra a adesao, as proteinas que participam deste processo se

denominam com prefixo Esp de Enteropatogenic secreted proteins.
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Figura 1: A figura mostra o principal mecanismo de patogenicidade da
EPEC, que é uma lesdo provocada pela sua aderéncia ao epitélio através
do "attaching and effacing” (A/E), que é caracterizado pela intima adeséao
da bactéria a célula do hospedeiro: I) através do pilli; 1) a bactéria entéo
injeta 0 seu proprio receptor chamado de Tir; Ill) esta adesdo as
microvilosidades do enterdcito ocorre devido a adesdo Tir + Intimina
(expressa na superficie da bactéria) formando estruturas semelhantes a
pedestais

As linhagens que apresentam este tipo de lesdo foram reagrupadas com o nome
E. coli “attaching/effacing” (AEEC), foram identificadas cinco variantes do gene eae
classificadas em q, 3, y, 0 e €. A maioria das linhagens EPEC apresenta uma aderéncia
padrao, chamada de aderéncia localizada. Este fendmeno esta associado com a
presenca do fator de aderéncia plasmidial (EAF). O plasmidio EAF n&o é essencial para
a formacao de lesdes A/E, embora sua presenca aumente a eficiéncia do processo.

A mastite € um problema muito importante em fazendas de leite, e a mastite

provocada por E. coli em especial € uma das principais doencas que acomete estes



rebanhos. Baseado em estudos epidemioldgicos, foi levantada a hipotese que as vacas
sao infectadas com E. coli provenientes de seu meio ambiente (fezes e palha).

Embora a EPEC seja uma causa frequénte de doenga no ser humano, tem sido
dificil de estabelecer uma metodologia para infecgdes experimentais em animais
utilizando estes microrganismos. Os melhores resultados foram obtidos fornecendo aos
camundongos drogas anti-bacterianas antes da realizacdo do experimento, a fim
suprimir sua microbiota intestinal endogena. Entretanto este tratamento elimina o
equilibrio competitivo entre a microbiota endégena e as bactérias patogénicas.

O camundongo como modelo de infecgdo € um animal muito utilizado para este
tipo de estudo, devido as fémeas apresentarem um periodo gestacional rapido, cerca
de dezenove dias, ao seu baixo custo, sdo modelos mais faceis para se avaliarem os
resultados e além de tudo s&o mais confiaveis em relagdo a reprodutibilidade dos

resultados de pesquisas com E. coli.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Escherichia coli

2.1.1Taxonomia

A espécie bacteriana denominada Escherichia coli € um bastonete Gram
negativo, ndo esporulado, oxidase negativa, movel por flagelos peritriquios ou nao
movel, anaerobia facultativa capaz de fermentar a glicose e a lactose com produgéo de
acidos e gases, pertencente a familia Enterobacteriaceae. Fontes de carbono como
acetato e glicose sédo usados para crescimento, porém o citrato ndo pode ser utilizado.
A glicose é fermentada a acidos: latico, acético e férmico, sendo o acido férmico
hidrolisado a hidrogénio e dioxido de carbono. Acetoina ou acetil metil carbinol ndo s&o
formados. Consequentemente, E. coli produz (B-galactosidase e indol mas ndo forma
sulfito de hidrogénio ou hidrolisa a uréia (BRENNER, 1984; ORSKOV, 1984; ACHA &
SZYFRES, 2001).

A E. coli € a espécie comensal predominante na microbiota anaerdbica
facultativa do trato intestinal dos humanos e dos animais de sangue quente (DRASAR &
HILL,1974) A habilidade para distinguir cepas de E. coli sorologicamente é importante
em esclarecer as pesquisas, mostrando que certos tipos de E. coli causam diarréia de
verdo ou diarréia infantil. A sorologia é baseada em diferentes antigenos encontrados
em estrutura da superficie bacteriana. Os trés antigenos fundamentais sdo O,K,H
(ORSKOV & ORSKOV, 1984; MENG et al.,, 2001). Os antigenos somaticos “O”
termoestaveis, relacionados com polissacarideos da membrana externa; antigenos
flagelares “H” termolabeis, relacionados com proteinas dos flagelos, e antigenos

capsulares “K” termoestaveis, relacionados com polissacarideos capsulares. Foram



descritos, até o momento, 173 antigenos O, 56 H e 100 K diferentes (FRANCO &
LANDGRAF, 1996; ACHA & SZYFRES, 2001; MENG et al., 2001).

As cepas de E. coli que produzem gastroenterites em criangas, adultos e animais
sdo denominadas  enteropatogénicas, podendo-se  distinguir  categorias:
enteropatogénica classica (EPEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasora (EIEC),
enterohemorragica (EHEC) (LEVINE, 1987; JAY, 1994; HITCHINS et al., 1995;
TRABULSI et al., 1996; VARNAM & EVANS, 1996; BUCHANAN & DOYLE, 1997;
SILVA et al.,, 1997; HARRIGAN, 1998; MENG et al., 2001), facultativamente
enteropatogénica (FEEC) (JAY, 1994; FRANCO & LANDGRAF, 1996), enteroagregativa
(EAQQEC) (HITCHINS et al., 1995; TRABULS et al., 1996; FRANCO & LANDGRAF,
1996; VARNAN & EVANS, 1996; BUCHANAN & DOYLE, 1997; HARRIGAN, 1998;
MENG et al.,, 2001), difusivamente aderente (DAEC) (TRABULSI et al., 1996;
BUCHANAN & DOYLE, 1997; HARRIGAN, 1998; MENG et al., 2001), uropatogénica
(UPEC), neo natal meningite (NMEC) (ADAM & MOSS, 1997) com base nos fatores de
viruléncia, manifestagdes clinicas e epidemiologia.

Os primeiros estudos sobre diarréia relacionada com E. coli foram os realizados
por ocasidao de uma epidemia que ocorreu em uma creche aos meados da década de
1940 que produziu um indice de mortalidade da ordem de 50%. Em meados da década
de 1950, comprovaram-se que alguns isolamentos produziam respostas na prova de
alca intestinal de coelho parecidas com as que produzia o Vibrio cholerae. Estes
achados conduziram os estudos de E. coli como possivel agente etiolégico de
enfermidades semelhantes & célera na india. As primeiras referéncias de cepas
produtoras de enterotoxinas em animais jovens com diarréia apareceram em 1967, e
em 1970 descobriu-se que as cepas virulentas produziam enterotoxinas (SACK, 1975).

As cepas de E. coli sdo importantes como possiveis patégenos transmitidos por
alimentos, se encontram nas fezes e em geral tém ampla distribuicdo, embora em
pequenas quantidades, nos ambientes onde se encontram os alimentos. Como
microrganismo indicador, a presenca de E. coli nos alimentos em quantidades elevadas
€ utilizada para indicar a possibilidade de contaminacgao fecal e da presenca de outros

microrganismos enteropatogénicos. Como microrganismo potencialmente patogénico



transmitido por alimentos, as reduzidas quantidades, geralmente aceitaveis, adquirem
novo significado, em especial quando as condicdes do meio em que se encontra

permitem sua multiplicagao.

2.1.2 Sindromes gastrointestinais por Escherichia coli

Anterior a década de 70, os informes sobre gastroenterites de origem alimentar
relacionadas com E. coli eram esporadicos, entretanto, o surto que ocorreu nos Estados
Unidos, atribuido ao queijo importado, foi o centro de atencao sobre este microrganismo
como patogeno transmitido por alimentos. O fato coincidiu com o interesse dos meédicos
microbiologistas pela E. coli como causa de diarréia em criangas, levando a idealizar
métodos "in vitro" especificos e seguros, e métodos de bioensaio para avaliar os
componentes toxicos e a uma melhor compreensao dos mecanismos de viruléncia
deste microrganismo (JAY, 1994).

As diferentes classes de E. coli apresentam caracteristicas e sindromes
especificas reconhecidas internacionalmente ao longo do tempo. As cepas de EPEC
sdo agentes causais da diarréia infantil (lactentes) e recém nascidos (ROBINS-
BROWNE, 1987; PADHYE & DOYLE, 1992; HITCHINS et al., 1995; MENG et al.,
2001), entretanto, muitos adultos sdo considerados portadores nao apresentando
sintomas da doencga, levando a crer que a imunidade adquirida ocorra com o passar do
tempo (PADHYE & DOYLE, 1992; MENG et al., 2001).

Cepas de E. coli consideradas EPEC pertencem a um numero restrito de
sorotipos. Os sorogrupos 026, 055, 086, 011, 0114, 0119, 0125, 0126, 0127, 0128ab,
0142, 0158 incluem sorotipos de EPEC. A diarréia por elas provocada &, clinicamente,
mais grave do que aquelas provocadas por outros patdégenos, sendo geralmente,
acompanhada de dores abdominais, vomitos e febre, com duracdo de seis horas a trés
dias (média de 24 horas), cuja incubagéao varia entre 17 e 72 horas (média de 36 horas)
(SENERWA et al., 1989; FRANCO & LANDGRAF, 1996).



As cepas de E. coli produtoras de enterotoxinas sao conhecidas como ETEC e
um numero limitado de sorotipos de E. coli esta associado com regularidade aos casos
de diarréia. A sindrome se caracteriza por diarréia aquosa, € acompanhada de febre
baixa, dores abdominais e nduseas. A forma mais severa assemelha-se a cdlera: fezes
aquosas (agua de arroz) que levam a desidratagdo. O periodo de incubacgéo varia de
oito a 44 horas (média de 26 horas) com alta dose de infegdo (106 a 108 células). Em
individuos desnutridos, a gastroenterite pode durar varias semanas, levando a um
quadro de desidratagao grave, e nos casos de diarréia dos viajantes, esta pode ser leve
e auto-limitante (PADHYE & DOYLE, 1992; SHUTERLAND et al., 1995; FRANCO &
LANDGRAF, 1996).

As cepas de EIEC sao capazes de penetrar em células epiteliais do célon e
causar manifestagdes clinicas semelhantes as infec¢gdes causadas por Shigella. A
maioria delas apresenta caracteristicas bioquimicas peculiares que a torna diferente
das demais cepas de. E. coli, tornando-a semelhante a Shigella, como a incapacidade
de descarboxilar a lisina, a ndo fermentacdo ou fermentacdo tardia da lactose e
auséncia de flagelos. Os limitados sorogrupos conhecidos sdo 021, 028ac, 029, 0112c,
0124, 0136, 0143, 0144,0152, 0164, 0167, 0173. A gastroenterite €& bastante
semelhante aquela determinada por Shigella, com desinteria, cdlicas abdominais, febre
e mal estar geral com eliminagao de sangue e muco nas fezes. O periodo de incubagao
varia entre oito e 24 horas (média de 11 horas). Estudos realizados com voluntarios
adultos indicam que a dose infectante é alta (10° a 10® células) (PADHYE & DOYLE,
1992; SHUTERLAND et al., 1995; FRANCO & LANDGRAF, 1996; VARNAM & EVANS,
1996; MENG et al., 2001) enquanto que para a Shigella é de 10°, provavelmente devido
a baixa resisténcia ao acido gastrico e pela diferenga da membrana protéica externa
(SMALL & FALKOW, 1988).

O grupo de E. coli, denominado EHEC designado para alocar as cepas de E. coli
pertencentes ao sorogrupo O157:H7, incriminado como agente etiolégico da colite
hemorragica, sendo proposta, atualmente, a inclusdo do sorotipo 0O26:H11.Tais cepas
tém algumas propriedades que as diferenciam das demais E. coli, pois ndo sao

capazes de fermentar o sorbitol, sdo B-glucuronidase negativos e tém dificuldades de



se multiplicar ou mesmo nao se multiplicar nas temperaturas normalmente empregadas
para pesquisa de E. coli em alimentos (44,5°C/45,5°C) (SZABO et al., 1986; HITCHINS
et al., 1992; WILLSHAW et al., 1993; BOURGEOIS et al., 1994; FRANCO &
LANDGRAF, 1996). A colite hemorragica é caracterizada, clinicamente, por dores
abdominais severas e diarréia aguda, seguida de diarréia sanguinolenta, diferindo das
manifestacdes clinicas causadas por outros agentes invasores, pela grande quantidade
de sangue nas fezes e auséncia de febre.

A enterocolite pode evoluir gravemente para sindrome urémica hemolitica com
destruicao de eritrécitos e falha aguda dos rins, necessitando de didlise, transplante dos
rins e podendo ser fatal (RYAN et al., 1986; ANON, 1987; RILEY, 1987; KARMALY,
1989; MENG et al.,, 1994; WEAGANT et al., 1995; FRANCO & LANDGRAF, 1996;
ACHA & SZYFRES, 2001; MENG et al., 2001). Ainda ndo se sabe ao certo a dose
infectante necessaria para provocar os sintomas a partir da ingestdo de alimentos
contaminados, porém de acordo com dados obtidos de surtos esta parece ser baixa,
entre 10 a 10000 células por grama ou mililitro de produto consumido (LIOR, 1994).
Para BUCHANAN & EDELSON (1996) a dose infectiva € de 2 a 2000 células com base
nos surtos, nos quais se mostraram acentuadamente acido tolerante. A cepa
denominada E. coli facultativamente enteropatogénica (FEEC), aparentemente
associada a surtos esporadicos de diarréia, segundo JAY (1994); FRANCO &
LANDGRAF (1996), tal relagdo, no entanto, nédo foi ainda provada. Com referéncia as
cepas enteroagregativas (EAggEC), sao relatadas como sendo pertencentes a uma
linhagem recentemente descrita, com poucos dados disponiveis ao seu respeito. A
patogenicidade parece estar relacionada com a adesdo a mucosa intestinal, sendo que
o0 modelo de adesao é diferente daquele apresentado por EHEC, EPEC ou EIEC;
ocorrendo principalmente no célon, ndo sendo observada no ileo ou no duodeno, e é
manose resistente. A adesao € mediada por fimbrias que sao na verdade, conjunto de
microfibrilas associadas em feixes, chamadas BFP “BUNDLE FORMING PILUS”, que
sdo diferentes das outras fimbrias de adesado. Alguns relatos indicam que cepas de
EAggEC sao capazes de produzir toxinas, genericamente chamadas de enterotoxina

termolabil (LT) e enterotoxina termoestavel (ST) de acordo com sua resisténcia térmica,
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mas que sao genética e imunologicamente diferentes das enterotoxinas produzidas por
ETEC e interferem no metabolismo celular do enterécito, com agao na absorgao de sais
e eletrolitos. Parecem estar associadas com casos cronicos de diarréia (diarréia
protraida) com sangue em 11% dos casos. Sua ocorréncia em alimentos ou em casos
de surtos de origem alimentar ainda nao foi relatada (BHAN et al., 1989; FRANCO &
LANDGRAF, 1996). Segundo HARRIGAN (1998), as cepas de E. coli difusivamente
aderente (DAEC) nao estao caracterizadas e MENG et al., (2001) associam cepas com
diarréia infantil e os dados disponiveis a sua patogenicidade s&o raros e que nenhum

surto associado a alimento foi noticiado.

2.1.3 Riscos de infec¢céo por Escherichia coli

A susceptibilidade a infecg¢ao por E. coli segue o exemplo habitual da idade, onde
jovens e individuos susceptiveis as infecgdes sofrem grandes riscos. Infecgdes devidas
as cepas de EPEC e ETEC sao particularmente comuns na infancia e sorotipos
classicos de EPEC usualmente associados somente com infec¢gdes em criangas com
menos de 18 meses de idade. Nesta faixa etaria, existe evidéncia de que o sexo
masculino € mais susceptivel que o sexo feminino (ANTAI & ANOZIE, 1987). As
infeccdes por ETEC s&o somente, raramente, encontradas em areas onde as infecgbes
por EPEC estdo presentes. Isto € provavelmente devido a competicdo dos dois
microrganismos pelos mesmos sitios de ligagao intestinal.

O primeiro surto de EHEC ocorreu nos EUA em 1982, onde a E. coli O157:H7 foi
0 agente determinante de colite hemorragica (RILEY et al., 1983). Embora a
epidemiologia, das cepas EHEC né&o esteja completamente estabelecida, os individuos
com faixa de idades extremas, criangas menores de cinco anos e idosos, sdo mais
sensiveis (PAl et al., 1988). A sindrome urémica hemolitica € mais comum em criangas
menores de 10 anos de idade com sintomas mais evidentes e elevada letalidade
(ROBSON et al., 1991; TARR, 1995) e em idosos. Isto pode refletir na adaptagéo do
hospedeiro pelas cepas "Shiga-like" produtoras de toxina Il, as quais s&o raras em

pacientes com idade entre 16 e 61 anos (OSTROFF et al., 1989). O risco de infec¢ao
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por EHEC é também aumentado pela gasterectomia, antibioticoterapia e agentes
bloqueadores de H2 (EDELMAN et al., 1988).

Com excecédo das cepas de EHEC, a prevaléncia da E. coli patogénica é maior
em paises onde os padrbes gerais de higiene sdo precarios. Consequentemente as
cepas de ETEC sdao mais comuns e em muitos casos a principal causa das diarréias
dos viajantes (PADHYE & DOYLE, 1992; SHUTERLAND et al., 1995).

A diarréia infantil devido a EPEC foi anteriormente um problema em bercgarios
onde a transmissao por funcionarios, ou de criangca para crianga, pode ter sido
importante veiculo. Surtos ocorreram em bercarios onde o controle diario ndo era
rigoroso, mas em geral, onde ha controle da higiene e em paises desenvolvidos, a
incidéncia de EPEC é baixa. Entretanto, o organismo ainda é a maior causa da
mortalidade infantil. A alta incidéncia de EPEC significa que as criangas séo expostas
diretamente ao agente apds a desmama. Criangas que consomem alimentos com
formulacao artificial sdo mais expostas ao risco que aquelas que se alimentam ao peito.
Isto € comprovadamente devido a caréncia de agua apropriada para reconstituir o
alimento desidratado, embora a falha no desenvolvimento da microbiota intestinal
protetora possa estar envolvida. Nao existe duvida que em paises desenvolvidos a
amamentacao é mais divulgada (DUGUID et al., 1978), porém os esforgcos dos
educadores de saude frequentemente fazem pequeno impacto contra a propaganda
sedutora das fabricas de alimentos infantis (VARNAM & EVANS, 1996).

O gado pode ser um importante reservatério de EHEC (MARTIN et al., 1986;
BORCZYK et al., 1987) e o consumo de leite cru ou carne crua ou insuficientemente
cozida tem sido definido como um fator de risco, uma particular associagdo a ser
considerada € o consumo de hamburgueres em lanchonetes. Todavia, a tese de que
EHEC é uma zoonose transmitida por alimento foi recusada por WALMER & TOUWS
(1990), que considerou insuficientes as evidéncias existentes, para implicar o gado
como a origem do organismo na doenga humana. Outras pesquisas tem sustentado o
conceito de que o gado é incriminado como um reservatorio (BRYANT et al., 1989;
MONTENEGRO et al.,, 1990), mas que o risco esteja associado com algum tipo

especifico de alimento. Entretanto, existe uma associacao entre infec¢ao por EHEC e a
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cocgao e a manipulagao impropria dos alimentos (BRYANT et al.,1989). A populagao
alvo pode ser de qualquer faixa etaria, sendo os mais susceptiveis os idosos e criangas
menores de cinco anos, além de individuos imunodeprimidos ou com doencas renais
(WEAGANT et al., 1995).

2.1.4 Mecanismo de patogenicidade por cepas de Escherichia coli

A viruléncia das cepas de EPEC esta associada a capacidade de adesao a
mucosa do intestino (KAPER, 1987), a invasao das células epiteliais (DONNENBERG et
al., 1989; MILIDIS et al., 1989) e a destruicdo das microvilosidades das células epiteliais
intestinais, sendo esta adesdo mediada por um plasmidio (EAF) (FLETCHER et al.,
1990) responsavel pela sintese de um fator de enteroaderéncia. Esse fator corresponde
a uma proteina de 50 a 70 KDa, e promove um tipo de aderéncia ao enterdcito
denominada localizada (AL), que é caracteristica de EPEC, uma vez que outras cepas
de E. coli, quando aderem ao enterdcito, tém modelo de aderéncia chamada difusa
(AD) (SCALETSKY et al., 1984; KNUTON et al., 1987; FRANCO & LANDGRAF, 1996).
Estudos de microscopia eletrénica tém demonstrado que cepas de EPEC sio capazes
de induzir profundas alteragdes no citoesqueleto das células epiteliais, com destruicao
das microvilosidades e acumulos de actina no local de adesdo. Esse efeito,
denominado "attachment and effacement”, é caracteristico de EPEC e causado por uma
proteina de 94KDa, chamada intimina, cuja producdo € mediada por um gene
cromossomial chamado eae (“Escherichia coli attaching and effacing”). Quando esse
gene esta ausente, ndo ha destruicdo das microvilosidades, indicando que os genes
eae e eaf sdo interdependentes (LEVINE et al., 1985; FRANCO & LANDGRAF, 1996).
Embora sejam relatadas a produgcdo de enterotoxina termolabil (LT) e enterotoxina
termoestavel (ST) por EPEC, para VARNAM & EVANS (1996), tais afirmacgdes se
devem provavelmente a incompleta caracterizagdo dos sorogrupos de EPEC e
BOUZARI & VARGHESE (1990), sugeriram que o grupo EPEC n&o produz
enterotoxinas, ainda que possa causar diarréia, sendo o fator de aderéncia mediado por

plamidios e que algumas cepas elaboram uma toxina dilatadora citoletal (TDCL).
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EHEC tem o mecanismo de patogenicidade relacionado com a produgao de
citotoxinas denominadas verotoxinas (VTs), cuja atividade biolégica pode ser observada
em culturas de células Vero, provenientes de rim de macaco verde africano, podem
ainda ser chamadas toxinas “Shiga like” (SLTs), pois sdo semelhantes aquelas
produzidas pelo bacilo Shiga (Shigella dysenterieae, tipo 1), causador da disenteria
bacilar (O'BRIEN et al.,, 1982; WEAGANT et al., 1995). Sdo proteinas de alto peso
molecular, sendo conhecidas as variantes VT-I (ou SLT-l) e VT-Il (ou SLT-Il) sendo a
primeira neutralizada pela toxina anti-shiga enquanto que a segunda nao reage
(SCOTLAND et al., 1985). Posteriormente, foi verificado que a verotoxina relacionava-
se intimamente, em termos de estrutura e fungdo com a toxina Shiga (stx) produzida por
Shigella dysenteriae tipo 1, sendo entdo proposto o nome de “shiga-like toxins” (SLT)
para identificar estas toxinas (O'BRIEN & HOLMES, 1987). A dupla nomenclatura
(VT/SLT) adotada para referir-se a toxina e suas variantes fez com que CALDERWOOD
et al. (1996), propusessem uma nova nomenclatura, reconhecendo essas toxinas como
pertencentes a familia das toxinas Shiga (stx). Nesta nomenclatura, as E. coli que
portam o gene stx ou elaboram stx séo referidas como STEC (“Shiga toxin-producing
Escherichia coli”). A producéo destas é determinada por dois fagos lisogénicos distintos.
Recentemente foi descrita a VT-IIl. As citotoxinas possuem duas subunidades, sendo
uma delas responsavel pela ligagdo a fragdo 60S dos ribossomos dos enterdcitos,
inibindo a sintese protéica. EHEC possui um gene cromossomial denominado eae,
responsavel pelas alteracbes do citoesqueleto das células epiteliais da mucosa
intestinal, com destruicdo das microvilosidades e acumulo de actina no local de adesao.
Verifica-se agdo nos vasos sanguineos das microvilosidades, com eliminagdo de
sangue nas fezes. Embora a E. coli do sorotipo O157:H7 seja a mais estudada, cepas
de E. coli pertencentes a diversos outros sorotipos ja foram descritas como produtoras
de citotoxinas (FRANCO & LANDGRAF, 1996). As cepas de E. coli produtoras de
verotoxina pertencem a diferentes grupos sorolégicos, mas apenas as linhagens
associadas a colite hemorragica, sindrome urémica hemolitica (SUH) e purpura
trombocitopénica trombdética (PTT) (JOHNSON et al.,, 1983; KARMALI et al., 1983;
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KARMAL et al.,, 1985; RILEY, 1987; O'BRIEN & HOLMES, 1987; KARMALI, 1989;
CAPRIOLI et al., 1992) sao do sorotipo O157:H7 (WILLSHAW et al., 1993).

Em conformidade com outras cepas de sua espécie, a O157:H7 tem seu “habitat”
no solo, agua contaminada e material em decomposigédo. Seu reservatério principal é o
trato gastro-intestinal de bovinos, embora também ja tenha sido isolada do trato
intestinal de suinos e aves (MARKS & ROBERTS, 1993; MENG et al., 1994; SILVA et
al., 1997). Foi descrito um novo tipo de E. coli produtora de hemolisina
(enterohemolisina) sendo encontrada em 90% das cepas EHEC, porém a
patogenicidade da enterohemolisina ndo é conhecida, entretanto sua produgao € usada
como marcador genético (VARNAM & EVANS, 1996). Algumas cepas EHEC isoladas
de animais produzem ST ou LT além de SLT mas a produgdo de ST ou LT nao foi
descrita em cepas humanas (SMITH et al., 1988).

A cepa denominada FEEC para JAY (1994), esta aparentemente associada a
surtos esporadicos de diarréia e por nao ter sido provada a sua existéncia, muitos
autores deixam de menciona-la. E. coli enteroagregativas sao cepas patogénicas
recentemente descritas, existindo poucos dados ao seu respeito. Sua patogenicidade
parece estar relacionada com a adesdo a mucosa intestinal, cujo modelo de adesao é
diferente daquele apresentado por EHEC, EPEC ou EIEC. A adesdo ocorre
principalmente no coélon, ndo sendo observada no ileo ou no duodeno, e € manose
resistente. A adesdo € mediada por fimbrias que sdo, na verdade, um conjunto de
microfibrilas associadas em feixes, denominados BFP (“bundle forming pilus”) que sao
diferentes das outras fimbrias de adesao. Alguns relatos indicam que cepas de EAggEC
sdo capazes de produzir toxina, genericamente chamadas LT e ST de acordo com sua
resisténcia térmica, mas séo genética e imunologicamente diferentes das enterotoxinas
produzidas por ETEC. Sabe-se também que EAggEC interfere no metabolismo celular
do enterdcito, com agao na absorcédo de sais e eletrélitos que parece estar associada
com casos crénicos de diarréia (diarréia protraida). Entretanto, sua ocorréncia em
alimentos ou em casos de surtos de origem alimentar ainda nao foi relatada (FRANCO
& LANDGRAF, 1996). As cepas sao auto-aderentes, tendem a auto-aglutinagéo, sob

microscopia apresentam-se empilhadas. Suas caracteristicas sorolégicas, e as causas
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clinicas da doenca precisam ser completamente descritas (VARNAM & EVANS, 1996;
HARRIGAN, 1998). A maioria das cepas testadas possuem plasmideos de
transferéncia de 55 a 65 MDa; em umas das cepas, o plasmideo, € acompanhado de
polissacarideo, fimbria de expressédo, com propriedades agregativas (VIAL et al., 1988).
Lesbes histopatoldgicas distintas sao produzidas nos enterdcitos das extremidades e
laterais das vilosidades, destruindo-as e tornando-as severamente asperas. O nucleo
apresenta o tecido conectivo desnudo permanecendo com a superficie hemorragica
(BHAN et al., 1989). O envolvimento de uma toxina, possivelmente “Shiga-like” tem sido
postulada, porém sem evidéncias (VARNAM & EVANS, 1996).

Tabela 1: Sumario das cepas de Escherichia coli diarreiogénicas

FATORES DE

CATEGORIA SOROGRUPOS VIRULENCIA

Enteropatogénica Categoria I 055. 086, 0111, 0119,

0125, 0126, 0127,
0128ab, 0142

Producio de toxuna “shiga™
Fimbria on membrana
protéica externa de adesio

Categoria II 018. 044, 0112, 0114 em algumas cepas.
06, O, 01>, 020, 025,
027, 063, 078, 080, Toxinas termolabeis e
Enterotoxigénica 085, 0113, O128ac, termoestavels. Fatores de
0139, 0148, 0153, adesio
0129, 0167
028ac, ©29, 0124, 0136,
Enteroinvasiva O143, 0144, 0152, Invasio epitelial
0164, 0167
Enterohemorrigica 026!, 0157 0111 lln gl

“shiga”. Fimbrias de adesio
Aderéncia epitehial.
Producéo de toxina?

Entercaderente - agregativa Nao defimdo

'Sorogrupo 026 foi originalmente categorizado como enteropatogénico, mas é
atualmente considerado enterohemorragico. Fonte: Varnam, E.H. & Evans, M.G.
Foodborne Pathogens. An illustrated text. Manson Publishing, p.103, 1996.
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2.1.5 Epidemiologia

Atualmente, em paises desenvolvidos, EPEC ¢é isolada em surtos esporadicos
com frequéncia muito baixa em casos de diarréia endémica. Entretanto, em paises em
desenvolvimento, principalmente nos localizados em zona tropical EPEC esta entre os
principais agentes enteropatogénicos, especialmente, na diarréia dos lactentes, com
altos indices de mortalidade. No Brasil, EPEC é responsavel por cerca de 30% dos
casos de diarréia aguda em criangas pobres com idade inferior a seis meses, com
predominancia dos sorotipos O111:[H-], O111:[H2], O119:H6 e O55:H6. Entretanto,
criangas com idade superior a um ano raramente sdo afetadas. Estudos recentes tém
demonstrado que infecgdes por EPEC podem estar associadas com diarréia crénica.
Nos anos 60-70, diversos surtos causados pelo consumo de agua e/ou de alimentos
contendo EPEC foram registrado, em diversas partes do mundo. Esses surtos estavam
associados com cepas pertencentes principalmente aos sorogrupos 086 e O111,
envolvendo tanto criangas quanto adultos (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

O bovino é considerado reservatério natural de EHEC, raz&o pela qual os
alimentos de origem animal principalmente a carne bovina parecem ser o principal
veiculo desse patdgeno. Inumeros surtos se referem ao consumo de carne bovina mal
cozida e diversos produtos a base de carne (rosbifes, hamburgueres, salsichas tipo “hot
dog”), leite cru, vegetais consumidos crus, molhos preparados para saladas, maionese,
e ainda cidra de maca recém processada, implicada no surto ocorrido em
Massachussets, 1993, onde magas contaminadas com adubo organico foram utilizadas
no processamento da bebida (BRYANT et al., 1989; GRIFFIN & TAUXE, 1991,
BELONGIA et al., 1993; MENG et al., 1994; MILLER & KASPAR, 1994).

2.2 Escherichia coli enteropatogénica

CONTEY & BLAKE (1977), estudando a E. coli O15 (RDEC-1) isolada de

diversos coelhos com diarréia se propuseram a verificar: (1) se a linhagem poderia

produzir diarréia quando administrada pela via oro-gastrica e (2) se esta linhagem era



17

invasiva ou enterotoxigénica. A linhagem RDEC — 1 produziu diarréia em 48 dos 62
coelhos quando foi dada pela via oro-gastrica, em doses que variam de 1,5x10% a 4
X10"° bactérias. Foi provado que a E. coli pode produzir diarréia sem ser capaz de
invadir a mucosa ou sintetizar enterotoxinas. Linhagens de E. coli similares a RDEC -1,
podem responder por algumas das diarréias que ocorrem em humanos associadas a E.
coli.

HADAD et al,(1982), verificaram que em bezerros alimentados com colostro ,0s
quais foram posteriormente alimentados com substituto do leite, contendo uma
densidade de 10" células de EPEC, ocorreu uma colonizagdo das porcdes mediana e
caudal do intestino delgado, e nestas areas, 80% dos organismos estavam associados
com a parede do intestino, enquanto que as E. coli ndo enteropatogénicas (NEEC),
falharam em colonizar o intestino delgado ou em estar associadas a ele. Os estudos
em microscopia de luz demonstraram uma camada de E. coli enteropatogénica
aderente a superficie da mucosa do jejuno e ileo de bezerros infectados e também
demonstraram vilosidades engrossadas, atrofiadas e fundidas com a lamina prépria
pelo infiltrado inflamatorio. Foram observadas também mudangas na topografia da
superficie das células das vilosidades e exposigcdo da lamina propria em amostras
tiradas apos a morte dos bezerros.

MOON & WHIPP (1983), mostraram que trés linhagens de E. coli
enteropatogénica, originalmente isoladas de humanos e que haviam sido demonstradas
como sendo causadoras de diarréia em voluntarios humanos por mecanismos
desconhecidos e também uma linhagem de EPEC de coelho, apresentaram a
capacidade de se ligarem intimamente e se desprender das microvilosidades e do
citoplasma das células epiteliais intestinais nos intestinos de coelhos e suinos. As
atividades de adesao e desprendimento destas EPEC foram demonstradas por exames
de microscopia de luz, através de cortes histolégicos e também por microscopia
eletrénica de varredura. Os autores privaram do colostro tanto os suinos como os
coelhos, para detectarem a EPEC nas vilosidades intestinais e verificaram que as
lesbes (ligacbes e desprendimento), produzidas pela EPEC sao multi-focais, com

variagcbes de animal para animal em resposta a algumas linhagens de EPEC. As
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linhagens de EPEC, também variaram de freqiéncia e extensao da lesao produzida no
intestino dos animais.

PEETERS et al.,(1988), trabalharam com 568 linhagens de E. coli isoladas de
coelhos saudaveis e de coelhos com diarréia,as quais foram separadas em 11 biotipos
diferentes de acordo com os modelos de fermentacdo de 4 carboidratos. Algumas
linhagens induziram lesdes caracteristicas de E. coli de adesdo e desprendimento
(AEEC). Elas se ligaram ao epitélio do intestino delgado terminal e do intestino grosso
de coelhos com 5 semanas de idade e apds infeccdo experimental, causaram
desprendimento das bordas pregueadas das células das microvilosidades. Entretanto
nesse estudo, a patogenicidade para coelhos desmamados, julgada pelo quadro de
diarréia, anorexia e reduzido ganho de peso, variou de acordo com os bi6tipos das
linhagens.

Para VALLANCE & FINLAY(2000), diversos patdégenos desenvolveram varias
maneiras para infectar seus hospedeiros e causar doencgas, incluindo a subversao e
exploracédo de alvos em células hospedeiras. Um microrganismo deste tipo é a E. coli
enteropatogena (EPEC). A causa mais comum de diarréia infanti em paises em
desenvolvimento. A etapa fundamental de viruléncia das EPEC é a colonizagdo do
epitélio intestinal. Apds a aderéncia inicial, EPEC causa uma obliteragao localizada de
microvilosidades e uma aderéncia intima na célula hospedeira de superficie,
apresentando caracteristicas de adesao e lesdes (A/E). Considerado um protétipo para
a familia de bactérias causadoras de lesdes A/E, a EPEC tem revolucionado nosso
conhecimento e de como esse patdgeno infecta seus hospedeiros e ainda causar uma
doenca. Intima aderéncia requer uma secrecdo tipo lll-mediadora de proteinas
bacterianas, sendo que algumas s&o translocadas diretamente dentro das células dos
hospedeiros infectados, incluindo seus receptores (Tir). A translocagao de proteinas de
EPEC também ativam sinais em células abaixo do epitélio, causando uma
reorganizagdao do citoesqueleto actinico do hospedeiro e a formagédo de estruturas
como pedestais em posicao inferior a aderéncia bacteriana.

Nos estudos de PHILLIPS & FRANKEL (2000), a adesdo é a caracteristica

marcante das E. coli enterohemorragica (EHEC) e das EPEC nas células hospedeiras
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humanas cultivadas. Recentemente foi demonstrada a indugcdo de lesbes A/E em
intestinos humanos por cepas EHEC 0157: H7. Ao contrario da EPEC, que colonizou o
intestino delgado, a adesdo de EHEC foi restrita ao epitélio foliculo-associado (FAE)
nas placas de Peyers. A complememtagcao do gene eae em CVD206 (derivado da cepa
EPEC E2348/69) com EPEC eae-a (codifica intimina-a) restaurou a habilidade da
bactéria de colonizar a mucosa do intestino delgado. A complementagcdo com EHEC
eae-y (codifica intimina-y) resultou em uma cepa aderida e induzindo lesbes A/E em
placas de Peyers, similar a EHEC.

No estudo de KREJANY et al. (2000) foi descrito que cepas de E. coli
enteropatogenicas (REPEC) sorotipo O103:H2 que produzem lesdo A/E em coelhos
sao uma importante causa de diarréia em filhotes em desmame. Assim como em
humanos, as cepas REPEC, possuem o "locus" de aderéncia com genes envolvidos na
formagdo de lesbes A/E. Em estudo histolégico de células intestinais de coelhos
infectados com esta bactéria foi possivel verificar s presenca de células de inflamagao
na lamina intestinal.

CORREA & MARIN (2001) descreveram a coleta de 2144 amostras de leite de
mastite bovina e o isolamento de 182 cepas de E. coli em 141 destas cepas foi possivel
determinar o antigeno somatico (sorogrupo). Doze sorogrupos diferentes foram
identificados entre eles 026, 055, O111 e 0119, todos eles sdo sorogrupos EPEC
classicos. Estes sorogrupos representaram 40.0% do numero total de cepas isoladas.
Vinte das 57 cepas testadas apresentavam o plasmideo, nove cepas foram positivas
para o gene EaeA e o fator de aderéncia (EAF) de EPEC, duas cepas foram negativas

para o gene EaeA mas positivas para o gene EAF.

2.3 Camundongo como modelo experimental de infeccao

MELTON-CELSA et al.(1996), nos seus estudos prévios demonstraram que
cepas de E. coli enterohemorragica 091: H21 cresceram em um alto nivel em muco de
intestino delgado e colon de camundongos e demonstraram que o crescimento esta

relacionado a viruléncia. Neste trabalho foi mensurado o nivel de toxina Shiga-Like (SlI-
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II) produzida pela E. coli 091:H2 1 através do contato com o muco intestinal de
camundongo. Os resultados mostraram que tanto o muco intestinal de camundongo
como o de humano, ativam diretamente a produgdo de toxina Shiga-Like. A toxina
Shiga Like SLT-II (variante), se torna ativada e mais citotoxica, depois da incubacao
com muco intestinal de camundongo ou de humano.

WALDOLKOWSKI et al.(1998), analisaram a atividade da E. coli. F-18 e a F-18
col em colonizar o intestino grosso de camundongos tratados previamente com
estreptomicina. Os autores verificaram que o aparecimento de possiveis adesdes da E.
coli F-18 e F-18 col a receptores especificos em células produtoras de muco podem ter
uma importante relagdo com a capacidade de colonizagdo no intestino grosso de
camundongos tratados com estreptomicina. O que ocorre é a predominio de E. coli F-18
em relagao a F-18 col, devido a competicdo de ambos pelo mesmo receptor.

MUSHIN & DUBOS (1965), verificaram os fatores que afetam a colonizagao
experimental de camundongos com E. coli O26: K60 frente a sobrevivéncia de bactérias
coliformes normalmente presentes no trato gastrointestinal de camundongos normais. O
fato de que os coliformes da microbiota normal ndo s&o eliminados, mas sim apenas
temporariamente suprimidos pela introdugédo da linhagem de E. coli 026: K60 testada,
pode ser essencial para identificar os sorotipos prevalentes em cada tempo do curso da
colonizagdo experimental. Isto comprovou a diferenga entre linhagens de coliformes
residentes e transitorias nas colonias da microbiota normal de camundongos e foi
observada a presencga de outras bactérias gram negativas, aerdbias facultativas.

Nos trabalhos de PUNYASHTHITI et al. (1971), Estudos avaliando a
enteropatogenicidade de E. coli extraidas de diarréia humana na alga intestinal de
camundongos, oferece mais vantagens do que o modelo em coelhos devido ao espago
utilizado ser mais conveniente, ser mais acessivel financeiramente e mais facil de se
avaliar os resultados, Além disto o modelo de coelho ndo se apresenta confiavel em
relacédo a reprodutibilidade dos resultados com linhagens de E. coli.

LINDGREN et al. (1993), verificaram que a E. coli K-12 produz altos niveis de
toxina Shiga-like tipo II, mas ndo de Shiga-like tipo | em modelos de camundongos

tratados com estreptomicina. Neste trabalho os autores testaram a viruléncia de varias
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E. coli enterohemorragicas que produzem SLT-Il, isoladas de pacientes com colites
hemorragicas. Todas as linhagens testadas foram capazes de colonizarem o intestino
de camundongos, entretanto apenas 2 linhagens foram virulentas para os
camundongos. Secgdes histologicas do intestino de camundongos alimentados via oral
com a linhagem 091: H21 demonstraram extensiva necrose renal tubular, entretanto
resultados hematolégicos ndo foram consistentes com um diagndstico de Sindrome
Urémica Hemolitica. Neste trabalho foi identificado 2 isolados de E. coli
enterohemorragica que produziam Shiga-like que sédo altamente patogénicas quando
infectados oralmente em camundongos tratados com estreptomicina. Estes estudos
indicaram que a morte de 50% dos camundongos sdo derivados a associagao da
producdo de SLT-Il/llc, porém a produgdo de uma unica toxina sozinha é insuficiente
para explicar a alta viruléncia neste modelo .

Nos estudos de LINDGREN et al.(1993) , verificaram linhagens de E. coli
enterohemorragica que produzem toxina Shiga-Like tipo |, tipo Il ou ambas, as quais
apresentam citotoxicidade distintas imunologicamente. O trabalho dos autores
comparou a letalidade de E. coli administrada oralmente que produz diferentes niveis
de citotoxina de SLT-II, SLT-Il VHA (clonado de B2F1), SLT-Il VHb (também clonado de
B2F1) ou SLT-llc clonado de EHCC 0157: H7 linhagem E32511 em células Vero.
Estes achados n&o suportam a idéia de que B2 F1 é unicamente virulenta por causa da
toxicidade em vivo do SLT- II- related, mas sim por demonstrar diferencas da atividade
de citotoxicidade (células Vero) entre o grupo de STL-lIl produzido por E. coli

enterohemorragica isolada de humanos.
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3. OBJETIVOS

Este trabalho descreve uma tentativa de modelo de colonizacdo do intestino
delgado de camundongos recém-nascidos e nao tratados previamente com antibidticos,
por cepas enteropatogénicas de E. coli de origem bovina e proveniente de diarréia

humana , através de analises de cortes histoldgicos por microscopia de luz.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Linhagens de EPEC

Cinco linhagens de EPEC foram utilizadas: linhagem humana(Adolfo Lutz) 1-)
EPEC padrdao CDC 3111-90 eae+, EAF+- ; linhagem patogénica 2-) 537-1- linhagem
EPEC-like eae+, EAF+; linhagem patogénica 3-) 263 - linhagem EPEC-like eae+,
EAF+; linhagem patogénica 4-) 304-3 eae-, EAF+; linhagem patogénica 5-) 988-2 eae-,
EAF+,

Todas as linhagens patogénicas isoladas sao originarias do leite mastitico de
bovinos e foram obtidas em um outro trabalho (CORREA & MARIN, 2002) e gentilmente
foram cedidas para este trabalho. Estas linhagens foram mantidas no laboratério de
genética, FORP/USP em caldo Luria (L. broth) e Luria agar (L. agar), estes meios foram
utilizados para manter as bactérias viaveis e quando necessario 0 meio cultura
McConkey (Difco Laboratories, Detroit, Mich, USA) também foi utilizado. O
crescimento bacteriano em L. broth foi mantido em 37°C por 16 h com agitagdo. As
contagens viaveis das colénias bacterianas foram determinadas pela contagem em

meio agar.

4.2 Animal e infeccéo

Os cruzamentos entre os camundongos do tipo Suigos “Mus musculus”, foram
realizados no laboratorio. As fémeas que estavam prenhas foram separadas e apos 19
dias de gestagéo (prazo do inicio ao fim da gestagdo de camundongos) os animais

nascidos vivos foram pesados e selecionados de acordo com o peso. Trinta e seis
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animais foram selecionados, colocados em gaiolas separadas e mantidos por 20 dias,
pois se tornou impraticavel a obtencdo dos cortes histoldégicos devido ao diminuto
tamanho do fragmento de textura gelatinosa impossibilitando a inclusdo destes
fragmentos nos blocos de parafina. Depois de decorrido este periodo a inoculagéo das
estirpes foi realizada nos animais tanto por via oral onde se utilizou a sonda gastrica
como também 100 pl da suspensao foi injetada intraperitonialmente. A dose
administrada para cada uma das cepas de E. coli enteropatogénica foi de 1,0 ml de
uma suspensao de 108 cel/ml (MOON et al.,1983) das culturas das diferentes cepas.
Apoés a infecgado, somente agua foi oferecida ao longo do dia para os
camundongos e estes foram observados quanto a ocorréncia de diarréia. Para cada
linhagem da bactéria e via de administragdo foram utilizados trés animais. Nos animais

controle, foi utilizada 0,5 ml de solugao fisioldgica de cloreto de sddio a 0,9%.
4.3 Exame histolégico

Apos cinco horas da administragdo das linhagens, os animais foram
eutanasiados por inalacdo excessiva de éter dietilico. A seguir, os corpos dos animais
inteiros, foram fixados em solugéo de formalina a 10%, por um periodo de 48 horas.
Decorrido o periodo de fixagdo os corpos dos animais foram lavados com agua corrente
e submetidos a uma incisdo abdominal, no sentido vertical para que permitisse o
acesso as suas viceras.

Assim entdo o intestino delgado foi identificado em sua porgao inicial e
cuidadosamente distendido para que os conteudos permanecessem em posi¢ao. Do
segmento do intestino removido foi separado uma fragéo distal (ileo).

Estas pecas de fragmentos de tecido foram processadas através dos métodos
mais comuns utilizados em histologia, que permite a obtencdo de preparados
histologicos permanentes, neste instrumento os objetos s&o observados por
transparéncia ja que os orgaos estudados sdo muito delicados e extremamente finos (6

micrémetros).
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4.4 E tapas da preparacao de laminas histolégicas

De acordo com JUNQUEIRA & CARNEIRO(1995), as etapas para confecgao de
ldminas histoldgicas estdo descritas a seguir

FIXACAO: estabiliza os tecidos a fim de evitar a destruicdo por suas préprias
enzimas. O fixador utilizado foi o formol a 4% em solugao tamponada por 12horas.

DESIDRATACAOQ: extragdo da agua dos tecidos pela passagem dos mesmos em
concentracdes crescentes de etanol, comeg¢ando com alcool 70% e terminando com o
alcool absoluto com duracao de 8 horas.

CLAREAMENTO: nesta etapa o etanol é substituido por um liquido miscivel com
a parafina. O liquido utilizado foi o xilol, por um periodo de trés horas, onde os tecidos
tornaram-se translucidos.

IMPREGNACAOQ: para a obtengdo dos cortes, os tecidos sdo embebidos e
envolvidos por uma substadncia de consisténcia firme. A substancia utilizada no
experimento foi a parafina fundida em estufa a 60 graus celcius por um periodo de 4
horas, nesta etapa devido ao calor, o xilol evapora e os espacgos anteriormente
ocupados por ele sao ocupados pela parafina, que penetra nos vasos, nos espacos
intercelulares e no interior das células, tornando o fragmento de tecido mais facil para
ser levado ao microtomo .Em seguida, colocou-se o tecido num recipiente de forma
retangular contendo um pouco de parafina fundida e deixou-se solidificar a temperatura
ambiente, formando um bloco de parafina com o tecido no seu interior. Um bloco de
parafina foi utilizado para cada animal em estudo e estes foram seccionados obtendo-
se o0 segmento envolvendo a parte do estdmago e a porcéo inicial do intestino de modo
a oferecer cortes transversais e longitudinais pela navalha do micrétomo. Estes foram
estirados em agua quente e, depois colocados na lamina.

COLORACAO: a coloracdo mais utilizada na rotina em histologia é a
hematoxilina-eosina (HE), e foi esta a utilizada para a visualizagdo dos componentes

teciduais.
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Apos estes procedimentos as laminas foram levadas para a microscopia optica
onde os tecidos foram examinados e fotografados, nos seus cortes e aspectos mais

importantes.
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5. RESULTADOS

Cinco linhagens de EPEC foram utilizadas: linhagem 1- EPEC padrdao CDC
3111-90 eae+, EAF+- origem humana; linhagem 2- 537-1- linhagem EPEC-like eae+,
EAF+; linhagem 3- 263 - linhagem EPEC-like eae+, EAF+; linhagem 4- 304-3 eae-,
EAF+; linhagem 5- 988-2 eae-, EAF+,

Nos animais usados como controle (fig.2 e 3), foram administrados 0,5 mL de
solucao fisiolégica de cloreto de sédio a 0,9% e foram realizados os procedimentos

histologicos padroes.
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Animal controle. Corte longitudinal.
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Figura 2: Fotomicroscopia do ileo, aumento de 40x, coloragdgo HE
(hematoxilina e eosina) do camundongo “Mus musculus” com 20 dias, sem a
presenca de alteragbes histoldégicas e patoldégicas. Seta grossa: célula
caliciforme, seta fina enterdcitos.
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Animal controle. Corte transversal.

Figura 3: Fotomicroscopia do ileo, aumento de 40x, coloragdo HE
(hematoxilina e eosina) do camundongo “Mus musculus” com 20 dias, sem a
presenga de alteragdes histologicas e patologicas.
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As secgdes histologicas dos cortes longitudinais e transversais das linhagens 1,
2 e 4 (fig. 4,5, 6 e 7, 8 e 9 respectivamente), observadas em microscopia luminosa nao
evidenciaram a presenga de colite, pois os epitélios das cepas em questdo se
mostraram de forma integra, apesar de que, linhagens de E. coli que ndo apresentavam
mecanismos patogénicos, sdo capazes de se aderirem ao epitélio sem causarem

diarréia ou sem serem capazes de invadir a mucosa.

Linhagem 1: EPEC padréo, corte longitudinal.

Figura 4: Fotomicroscopia do ileo, aumento de 40x, coloragédo HE (hematoxilina
e eosina) do camundongo “Mus musculus” com 20 dias, Apresentou epitélio das
vilosidades intestinais com bordas regulares e lamina prépria sem infiltrado
inflamatério. Seta grossa: célula caliciforme, seta fina enterécitos.
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Linhagem 2 patogénica: 537-1 corte longitudinal.

Figura 5: Fotomicroscopia do ileo, aumento de 40x, coloragdo HE (hematoxilina
e eosina) do camundongo “Mus musculus” com 20 dias, Apresentou epitélio das
vilosidades intestinais com bordas regulares e lamina prépria sem infiltrado

inflamatdrio. Seta: lamina propria.
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Linhagem 4: patogénica 304-3 corte longitudinal.

Figura 6: Fotomicroscopia do ileo, aumento de 40x, coloragdgo HE
(hematoxilina e eosina) do camundongo “Mus musculus” com 20 dias, epitélio
das vilosidades intestinais com bordas regulares e lamina propria sem infiltrado
inflamatdrio. Seta: artefato de técnica.
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Linhagens 1, 2 e 4. Apresentaram epitélio das vilosidades intestinais com bordas

regulares e lamina prépria sem infiltrado inflamatério (figs. 7, 8 € 9)

Linhagens 1: EPEC padrdo CDC 3111-90 corte transversal.

Figura 7: Fotomicroscopia do ileo, aumento de 40x, coloragédo HE (hematoxilina
e eosina) do camundongo “Mus musculus” com 20 dias, apresentou epitélio das
vilosidades intestinais com bordas regulares e lamina prépria sem infiltrado

inflamatorio. Seta: artefato de técnica.



Linhagem 2 patogénica: 537-1 corte longitudinal.
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Figura 8: Fotomicroscopia do ileo, aumento de 40x, coloragédo HE (hematoxilina
e eosina) do camundongo “Mus musculus” com 20 dias, apresentou epitélio das
vilosidades intestinais com bordas regulares e lamina prépria sem infiltrado
inflamatdrio. Chave: identifica um vilo; setas: linfocitos.

34



35

Linhagem 4 patogénica: 304-3 corte longitudinal.

Figura 9: Fotomicroscopia do ileo, aumento de 40x, coloragdo HE
(hematoxilina e eosina) do camundongo “Mus musculus” com 20 dias, epitélio
das vilosidades intestinais com bordas regulares e |lamina propria sem infiltrado

inflamatorio.
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Das 5 cepas utilizadas, as linhagens de numeros 3 e 5 (fig. 10, 11 e 12),
apresentaram alteragcbes observadas em microscopia de luz, enquanto que as
linhagens de numeros 1, 2, 4 e controle ndo mostraram alteragoes.

Nas cepas de numeros 3 e 5, a partir da secgéo histoldgica do corte longitudinal,
observamos degeneracgao epitelial focal e infiltrado inflamatério, caracterizado por uma
lesao tipo atachamento e disprendimento( attaching- effacing) devido a erosao irregular
do epitélio da mucosa intestinal.

Linhagem 3 patogénica: 263 corte longitudinal.

Figura 10: Fotomicroscopia do ileo, aumento de 40x, coloragdo HE
(hematoxilina e eosina) do camundongo “Mus musculus” com 20 dias. A
camada superficial esta rompida em varios locais e apresenta contorno
irregular com presenga de infiltrado inflamatério. Seta: rompimento da
superficie do epitélio.
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Linhagem 5 patogénica: 988-2 corte longitudinal.

Figura 11: Fotomicroscopia do ileo, aumento de 40x, coloracdo HE
(hematoxilina e eosina) do camundongo “Mus musculus” com 20 dias,
apresentou rompimento e contorno irregular das células epiteliais das
vilosidades intestinais, chegando a atingir a lamina propria, a qual apresentou
infiltrado inflamatoério. Setas finas, rompimento do epitélio; seta grossa
rompimento do epitélio com invas&o da lamina prépria.



Linhagem 5 patogénica: 988-2 corte tranversal.

Figura 12: Fotomicroscopia do ileo, aumento de 40x, coloragcdo HE
(hematoxilina e eosina) do camundongo “Mus musculus” com 20 dias, o epitélio
apresentou lesdes, observado por pequenos conjuntos de células em
degeneragao, separados por expansodes intervenientes de epitélio de mucosa
normal. Setas finas, rompimento do epitélio; seta grossa rompimento do epitélio
com invasao da lamina propria. Seta : linfécito, cabega de seta: rompimento do
epitélio.
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6. DISCUSSAO

A fixagcdo experimental de um indculo conhecido de uma bactéria viavel no
intestino delgado de camundongos nao é uma tarefa facil. FRETER et al. (1983)
descreveram que uma linhagem selvagem de E. coli proveniente do intestino humano e
a linhagem de E. coli K12 atravessaram o intestino de um camundongo, apds a
inoculacdo oral sem a ocorréncia de multiplicagdo bacteriana no intestino e sem
evidencia de colonizagdo do mesmo.

MUSHIN & DUBOS (1965) relataram que devem ser utilizadas na inoculagéo de
uma infeccdo experimental em camundongos, uma quantidade superior a 9x10°
células/ml e também que independe do volume da dose de infecgao utilizada. A E. Coli
026: K60 proveniente da diarréia infantil se estabeleceu em camundongos com 13 dias
idade ou mais jovens. Em contraste, a porcentagem da colonizagdo em camundongos
com 18 dias de idade foram relacionadas as doses utilizadas. Os niveis de infec¢ao
com relagdo a patogenicidade foram consideravelmente menores em animais com 24
dias de idade, neste caso, o numero de E. coli tendeu a decrescer rapidamente no trato
gastrintestinal em 48 horas apés a infecgdo. No presente estudo nos utilizamos uma
solugdo contendo 108 células/ml como dose de infeccdo, pois ndo foi possivel utilizar as
dosagens preconizadas por outros autores devido a morte de varios animais, 0 que
implicou nos resultados obtidos, resultando em dados diferentes das linhagens que
possuem o gene envolvido com a aderéncia tecidual.

TZIPORI et al. (1989), descreveram que as linhagens mais virulentas de EPEC
foram aquelas que causaram lesbes attaching-effacing (A/E) na porgao proximal
intestino delgado bem como o restante do trato-gastrointestinal. As lesdes de A/E das

linhagens de EPEC que foram do intestino grosso e da porg¢ao distal do intestino
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delgado causaram uma discreta diarréia. Devemos lembrar que as linhagens de E. coli
isoladas dos bovinos usadas neste trabalho nao foram isoladas das fezes diarréicas de
gado, mas vieram do leite mastitico e podem expressar um conjunto de genes de
aderéncia tecidual completamente diferente das linhagens de origem diarréica.

CONLAN & PERRY (1998), utilizaram trés linhagens de camundongos CD1,
BALB/C, C57BL/6, de acordo com a susceptibilidade de sua colonizacao intestinal por
uma cepa patogénica entérica E. coli 0157:H7. Os animais foram inoculados via
introgastrica e o epitélio intestinal destes se tornaram infectados mediante presenca do
patdégeno nas fezes, 26,5% dos camundongos estudados desenvolveram a doenga em
resposta a colonizagdo pelo microrganismo. Apos a primeira inoculagcdo os
camundongos BALB/C pareceram adquirir resisténcia a recolonizagao pela mesma E.
coli, evidenciadas por uma diminuigdo das mesmas nas fezes. Este aumento na
resisténcia foi correlacionado com a presencga e persisténcia da IgA no soro e nas fezes
As implicagdes destes achados foram utilizados para o desenvolvimento de uma vacina
contra E. coli 0157:H7. No nosso estudo apenas uma inoculacgao foi realizada para cada
animal estudado, ja que as condi¢cdes de sobrevida destes seria limitada, pois o biotério
onde os animais ficaram ndo fornecia as condi¢cdes ideais necessarias como a
temperatura, pois o local ndo era climatizado e estes viviam estressados e morriam
facilmente.

WADOLKWSKI et al. (1990), caracterizaram que a E. coli 0157:H7 que produz
toxinas Shiga e carrega um plasmideo que codifica uma adesina para as células
intestinais (Henle 407), foram capazes de manter um nivel de colonizagdo em cerca de
dois tergos dos camundongos testados a niveis de células epiteliais de intestino grosso
e delgado. No nosso estudo a linhagem 3, e a linhagem 5, também apresentaram
aderéncia nas células epiteliais de intestino grosso e delgado de forma difusa, que foi

evidenciada através da microscopia de luz (figs. 10, 11 e 12).

CONLAN et al. (2001), observaram a habilidade de persisténcia da E. coli
0157:H7 no trato intestinal de camundongo adulto CD1. A aderéncia da E. coli

perdurou por um periodo superior a duas semanas e também n&o mostrou malignidade,
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embora um isolado obtido apds este periodo produziu uma grande quantidade da
toxina shiga-like-2 in vitro.

NAKAGAWA et al. (2002), em seu trabalho, estudaram uma linhagem de E. coli
BMES transformada com o gene stx1 (shiga tipo 1). A inoculagdo da bactéria
transformante foi feita por via oral e recuperada via fecal em trés semanas. Sinais
neurolégicos bem como mudangas histopatolégicas do intestino e dos rins foram
observadas dentro de trés dias apds a infecgcédo, assim como a elevacgéo de citocinas no
soro, enquanto que as linhagens BMES colonizadas ndo mostraram nenhuma mudanga
patolégica. Neste trabalho realizado, pode-se evidenciar que das cinco cepas
inoculadas, somente duas mostram aderéncia as vilosidades intestinais sugerindo que
estas pudessem atuar de forma mais agressiva em fungdo da produgdo da toxina
Shiga.

SHIMIZU et al. (2003), utilizaram uma cepa de E. coli contendo o gene stx 2, o
qual foi inoculado em camundongos. Os camundongos foram previamente alimentados
com agua contendo sulfato de estreptomicina, conduzindo a um aumento da bactéria
nas fezes. Anadlises periddicas mostraram um aumento da concentracéo de stx 2 na
porcao final do intestino, e analises histopatolégicas e bioquimicas do sangue
revelaram lesbes em ambos os rins e 6rgdos hematopoiéticos, sugerindo assim que a
stx 2 desenvolve uma infeccdo letal em camundongos. Em nosso estudo os
camundongos nao foram previamente tratados com medicagdo antibacteriana,
sugerindo assim um novo modelo de estudo, provando que a aderéncia as vilosidades
intestinais ndo estao diretamente vinculadas apenas ao tratamento prévio e sim a uma
série de fatores que conferem patogenicidade.

PATON et al. (2001), desenvolveram uma bactéria recombinante E. coli (STEC)
que expressa um receptor da toxina Shiga que neutraliza a toxina Shiga com eficiéncia.
Neste estudo os pesquisadores investigaram a capacidade protetora do formaldeido em
competir pela ligagdo com o receptor da toxina Shiga da bactéria recombinante com a
prépria toxina, fazendo assim com que esta toxina ndo exerca danos que conduzam a
sequelas como o caso da Sindrome hemolitica urémica, sugerindo um modelo a ser

utilizado em humanos.
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A histopatologia do A/E foi caracterizada nos patégenos de EPEC e de STEC
(KNUTTON, 1996; KAPER et. al., 1998), as lesdes foram observadas em meio de
cultura de células de tecido, em modelos experimentais com animais e também em
tecidos provenientes de seres humanos infectados com EPEC (NATARO & KAPER,
1998), mas a presenga do A/E, nao foi claramente observada nos modelos de infecgao
em camundongos (WADOLKOWSKI et al., 1990). Uma explicacdo para este problema
poderia ser a competicdo da E. coli endégena da microbiota do camundongo pelos
mesmos locais de ades&o (FRETER et al., 1983; SHIMIZU et al., 2003), assim sendo, a
unica maneira de observar a colonizagdo do intestino do camundongo por E. coli
patogénica seria a utilizacdo prévia de drogas antibacterianas para suprimir a
microbiota intestinal endégena (MUSHIN & DUBOS, 1965), mas neste caso a
competicdo entre as bactérias da microbiota do hospedeiro e as bactérias invasoras é
eliminada, o que deve mascarar os resultados da colonizagdo. No modelo utilizado
neste estudo, foram encontradas mucosas intestinais ligeiramente danificadas por
algumas das linhagens da E. coli utilizadas, mas os resultados ndo s&o conclusivos e
mais pesquisas neste modelo de estudo seriam necessarias para melhorar os
resultados e a compreensado do comportamento das linhagens de E. coli de bovinos no

intestino do camundongo.
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7-CONCLUSOES:

Verificamos, apesar de que o camundongo ainda n&do seja um modelo ideal
devido a se obterem melhores resultados quando a Streptomicina foi utilizada
previamente a infecgéo, este ainda é de facil colonizagdo em seu epitélio intestina. E
mais facil a reprodutibilidade dos resultados, € mais acessivel financeiramente, oferece
mais vantagens do que os coelhos por necessitarem de espagos menores,e também é
mais rapido o periodo gestacional , podendo se obterem filhotes em apenas dezenove
dias facilitando assim as pesquisas envolvendo este tipo de modelo.

Verificamos ainda que as linhagens de numero trés e cinco sdo capazes de se
aderirem ao epitélio intestinal provocando alteragdes nos mesmos, enquanto que outras
linhagens ndo menos patogénicas, ndo sao capazes de se aderirem ao epitélio, talvez
porque competem entre si pelo mesmo receptor, ou mesmo por ndo serem capazes de
colonizarem o epitélio devido a uma competigdo da microbiota endégena com as cepas

que foram inoculadas.
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9-ABSTRACT

The aim of this study was to develop a enteropathogenic Escherichia coli (EPEC)
infection model in mice. An inoculum of 10® CFU of EPEC strains 3111-90 from infantile
diarrhea; 537-1, 263, 304-3 and 988-2 from bovine mastitic milk to newborn mice lead to
a mildly damage in the intestinal mucosa with breaking in the superficial stratum,

epithelial cells with irregular shape and a inflammatory cell infiltration.

Keywords: EPEC, mouse model, histopathology lesions.
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