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ANALISE MOLECULAR DE ESTIRPES DE Escherichia coli
ENTEROPATOGENICA (EPEC) ISOLADAS DE ANIMAIS E HUMANOS.

RESUMO - Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) € uma categoria de E. coli de
interesse em saude publica, pois é responsavel por causar diarréia, principalmente
em criancas de paises em desenvolvimento. Um total de 68 estirpes EPEC isoladas
de humanos e animais (bufalos, ovinos e suinos) foram analisadas para marcadores
de viruléncia e submetidos a sorotipagem, subtipagem do gene eae e similaridade
clonal por eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE). Os resultados da PCR
demonstraram que seis isolados de humanos possuiam o gene bfp (EPEC tipica),
enquanto que 62 estirpes possuiam apenas o gene eae (EPEC atipica). Essas
estirpes de EPEC pertenciam a 39 sorotipos (O: H) incluindo sorotipos classicos de
EPEC que estéo relacionados a doengas em humanos, como 026:H11, O128:H2 e
outros sorotipos relacionados a pessoas com diarreia, como O8:H16 e O76:H7. Seis
tipos de intimina foram detectados entre as 68 estirpes de EPEC. Séo elas a 1, B2,
v1, ¢, Kk e 0. A andlise do PFGE, ap6s a digestao Xbal, foi realizada nas 68 estirpes
de EPEC. Os isolados se mostraram heterogéneos no PFGE e apresentaram 55
perfis diferentes. Quanto a filogenia, a maioria das estirpes de EPEC foram
classificadas dentro do grupo B1. Além disso, algumas estirpes foram classificadas
no grupo D, que sao constituidos por estirpes de E. coli que podem causar infeccoes
extra-intestinais. A presenca de tipos de EPEC potencialmente patogénicas para
humanos e EPEC isoladas de animais com caracteristicas genéticas e fenotipicas
em comum indica que a transmissao de agentes zoonoticos pode ocorrer. Portanto,
0 papel destes animais como reservatorios de EPEC deve ser considerado nas

investigacdes de surtos de diarreia.

Palavras-chave: EPEC, genes de viruléncia, PFGE, zoonose.
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ANALISE MOLECULAR DE ESTIRPES DE Escherichia coli
ENTEROPATOGENICA (EPEC) ISOLADAS DE ANIMAIS E HUMANOS.

ABSTRACT - Escherichia coli (EPEC) is a category of E. coli in interest in public
health, as it is responsible for causing diarrhea, especially in children in developing
countries. A total of 68 strains of EPEC isolated from humans and animals (buffalo,
sheep and pigs) were analyzed for virulence markers, serotyping, subtyping of the
eae gene and similarity clonal by electrophoresis in pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE). The PCR results showed that six human isolates had the bfp gene (typical
EPEC), and 62 strains only had the eae gene (atypical EPEC). These strains
belonged to 39 EPEC O: H serotypes including classical EPEC that are related to
diseases in humans, such as 026: H11, O128: H2 and other serotypes that were
related to people with diarrhea, as O8: H16 and O76:H7. Six types of intimin were
detected among the 68 strains of EPEC, and B1, B2, y1, {, kK and o. The PFGE
analysis, after Xbal digestion was performed on 68 strains of EPEC. The isolates
were shown in heterogeneous PFGE and had 55 different profiles. Regarding the
Phylogeny most strains of EPEC were classified into the group B1. Furthermore,
some strains have been classified in group D, which consist of the E. coli strains that
cause extra-intestinal infections. The presence of potentially pathogenic for humans
types of EPEC and EPEC strains isolated from animals that may indicate disease
transmission between animals and humans can occur and have an impact on public
health. Furthermore, the role of these animals as EPEC carriers should be
considered in outbreak investigations diarrhea.

Keywords: EPEC, virulence genes, PFGE, Zoonosis.



1.INTRODUCAO

Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) é uma categoria de E. coli que
pode causar diarréia severa, principalmente em criancas de paises em
desenvolvimento. EPEC podem ser definidas pela presenca do gene eae, o
qual codifica uma proteina denominada intimina, que é requerida para a
adesdo a mucosa intestinal, produzindo uma lesdo do tipo “attaching and
effacing” (A/E). Essa leséo é iniciada pela adesao da bactéria nos enterécitos,
levando a perda das microvilosidades intestinais. A intimina é altamente
variavel entre os diferentes sorotipos de EPEC e algumas variantes antigénicas
distintas tém sido identificadas, como a, B, v, &, €, I, K, n, {, entre outras. EPEC
podem ser classificadas em tipicas e atipicas. Linhagens que possuem o
plasmideo EAF sdo chamadas de EPEC tipicas (tEPEC) e as que néao
possuem este plasmideo sdo chamadas de EPEC atipicas (aEPEC). O gene
bfp contido no plasmideo EAF codifica um fator de adesdo denominado
“Bundle-forming pili” (BFP), sendo que o plasmidio EAF também possui genes
necessarios para a expressao da intimina.

Algumas estirpes de E. coli patogénicas para humanos fazem parte da
microbiota intestinal de varias espécies animais, como ovinos, bubalinos,
bovinos, suinos, caes, gatos, entre outros. Recentemente algumas cepas de
aEPEC com certos genes de viruléncia foram associadas a diarréia em
humanos (nleB e nleE). A possibilidade de animais servirem como reservatorio
de EPEC com potencial zoonoético necessita ser melhor investigado.

Diante do exposto, devido aos possiveis riscos acarretados a saude
publica por linhagens de EPEC, sdo necessarios estudos que avaliem a
distribuicdo e frequéncia dessas estirpes nos animais, possibilitando a
comparacao com estirpes de EPEC isoladas de humanos.



2. REVISAO DE LITERATURA

Escherichia coli é uma das mais conhecidas e mais bem caracterizados
espécies bacterianas; pertence ao género Escherichia, que contém a maioria
dos bacilos méveis Gram negativos da familia Enterobacteriaceae (NATARO;
KAPER, 1998). E. coli € um microrganismo que coloniza o trato intestinal onde,
tanto o hospedeiro como a bactéria obtém beneficios muatuos, como a
fabricacdo de vitamina K e B. Essa bactéria permanece confinada na luz do
intestino grosso. No entanto, a quebra de alguma barreira gastrintestinal ou
imunossupressao as estirpes de E. coli podem causar infeccdo (KAPER;
NATARO; MOBLEY, 2004).

E. coli pertence a um grupo geneticamente heterogéneo no qual seus
membros sao geralmente nao patogénicos (GYLES, 2007). Existem algumas
estirpes de E. coli que adquiriram certas caracteristicas de viruléncia, tornando-
as mais aptas a se adaptar a novos nichos, e causar uma variedade de
enfermidades (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004), tornando-se assim
patogénicos.

Estirpes de E. coli associadas com o hospedeiro humano podem ser
classificadas como comensais, patdgenos entéricos (E. coli diarreiogénicas -
DEC) ou patégeno extra-intestinal, de acordo com o seu conjunto de genes de
viruléncia e propriedades clinicas (RUSSO; JOHNSON, 2000; KAPER;
NATARO; MOBLEY, 2004). Os ultimos agentes patogénicos compreendem
varias cepas, que podem causar infeccbes em seres humanos e / ou animais
(RUSSO; JOHNSON, 2000).

As E. coli diarreiogénicas sao divididas em seis categorias:
enteropatogénica (EPEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasora (EIEC),
enteroagregativa (EAEC), difusamente adrente (DAEC) e produtora de toxina
Shiga (STEC). Cada categoria utiliza diferentes fatores de viruléncia para
causar infeccdo em humanos, consequéncia de um variado repertério génico
proporcionado principalmente por: (1) plasmidios de viruléncia, (2) ilhas de
patogenicidade e (3) profagos (PATON; PATON, 1998). EPEC, EHEC e ETEC
também podem causar doengcas em animais, usando fatores de viruléncia



presentes em estirpes isoladas de humanos, além de outros (KAPER;
NATARO; MOBLEY, 2004).

Os primeiros surtos de diarréia causados por EPEC foram descritos por
Bray no Reino Unido em 1945. Este pesquisador identificou grupos de E. coli,
sorologicamente distintos, que eram isolados de criancas com diarréia, mas
nao de criancas saudaveis. Apos este estudo, diversos surtos de diarréia, com
altas taxas de mortalidade, foram descritos em paises desenvolvidos até o final
dos anos 50 (ROWE, 1979; LEVINE; EDELMAN, 1984). Devido aos frequentes
surtos de E. coli registrados naquela época, alguns autores criaram o termo
EPEC para definir as amostras E. coli que causavam estes surtos. Atualmente,
surtos causados por EPEC sao raros em paises desenvolvidos. No entanto,
estas bactérias ainda representam um importante agente diarreiogénico em
paises em desenvolvimento (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; OCHOA et
al., 2008).

Estudos recentes baseados em métodos moleculares estimam que
estirpes de EPEC seriam responséaveis por 10 - 20% de todos os casos de
diarréia em criangas que vivem em paises como Brasil, Chile e México
(SCALETSKY et al., 2002; VIDAL et al., 2005; ARAUJO et al., 2007; OCHOA et
al., 2008; ESTRADA-GARCIA et al., 2009).

Os diferentes patétipos de E. coli tendem a constituir grupos clonais que
sao caracterizados por partilhar os acucares dos lipopolissacaridos (LPS) O e
os antigenos flagelares H, que definem sorogrupos (antigeno O) ou sorotipos
(antigenos O e H) (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). At¢ o momento, ja
foram identificados pelo menos 180 antigenos O e 60 antigenos H, os quais
sdo determinados por meio de técnicas de soroagluitinacao (JRSKOV, 1984;
ROBINS-BROWNE; HARTLAND, 2002).

Segundo a organizagdo mundial de saude (OMS) os principais
sorogrupos de EPEC, também conhecidos como sorogrupos classicos de
EPEC, séo o: 026, 055, 086, 0111, 0114, 0119, 0125, 0126, 0127, 0128,
0142 e O158. Trabulsi, Keller e Gomes (2002) verificaram diferentes aspectos
genotipicos e fenotipicos das EPEC, concluindo que estirpes tipicas e atipicas
constituem dois grupos, representados por diferentes sorotipos. As EPEC
tipicas pertenceriam aos sorotipos: O55:H[6], O86:H34, O111:H[2], O114:H2,



O119:H[6], O127:H6, O142:H6 e O142:H34. Enquanto que as EPEC atipicas
aos sorotipos 026:H[11], O55:H[7], O55:H[34], 086:H[8], O111:H[8],
O111:H[9], O111:H25, O119:H2, O125:H6 e O128:H2.

Atualmente, além de estirpes de EPEC pertencentes aos sorogrupos
classicos, amostras de EPEC atipicas pertencentes a sorogrupos diferentes,
denominados néo classico, tém sido isoladas (KRAUSE et al., 2005; BLANCO
et al., 2006b; ARAUJO et al., 2007; HERNANDES et al., 2009).

Independentemente dos sorogrupos ou sorotipos a que pertencam as
amostras estudadas, € dificil relacionar sorotipos com pato6tipos de DEC. Esta
dificuldade reside principalmente no fato de algumas amostras de diferentes
patétipos possuirem sorotipos idénticos.

Amostras do sorotipo O26:H[11], por exemplo, podem ser EPEC ou
STEC, dependendo da presenga ou auséncia de fatores de viruléncia que
caracterizam cada um destes patétipos (LEOMIL et al., 2005). Desta forma, a
classificacdo de uma amostra como EPEC, ou como outro patétipo de ECD,
deve ser baseada na detecgdo molecular e fenotipica de seus marcadores de
viruléncia, sendo estas estirpes pertencentes ou nao a sorogrupos classicos.

EPEC sao definidas pela presenca do gene eae, que codifica a intimina
requerida para o ataque a mucosa intestinal produzindo uma lesdo do tipo
“attaching and effacing” (A/E). O mecanismo central da lesdo A/E é a
destruicdo microvilosidades, a adesdo da bactéria ao epitélio intestinal,
formagéo do pedestal de actina e outros elementos do citoesqueleto nos locais
de fixacao bacteriana (TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002).

EPEC além de promover a destruicdo das microvilosidades intestinais,
podem também expressar um fator de aderéncia denominado “Bundle-forming
pili” (BFP) através do gene bfp (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Linhagens
que possuem o plasmidio EAF sdo chamadas de EPEC tipicas (tEPEC) e as
gue nao possuem este plasmideo sdo chamadas de EPEC atipicas (aEPEC).
O plasmideo EAF codifica um fator de aderéncia localizado denominado
“Bundle-forming pili” (BFP), bem como possui genes importantes para a
expressao da intimina (NATARO; KAPER, 1998).

Estirpes de EPEC atipicas pertencem a um grupo diarreiogénico que
vem aumentando no Brasil nos ultimos anos (FRANZOLIN et al., 2005;
BUERIS et al., 2007). Em algumas regides do pais, estas bactérias parecem ter



substituido as EPEC tipicas, tornando-se principal agente diarreiogénico. Isso
indica que no Brasil, assim como ocorreu em paises desenvolvidos, esta
havendo mudanca no perfil epidemiolégico das EPEC, de tipicas para atipicas
(TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002; AFSET et al., 2003; FRANZOLIN et al.,
2005; BUERIS et al., 2007; HERNANDES et al., 2009).

A viruléncia das EPEC tipica e atipica esta relacionada, principalmente,
a sua capacidade de aderir a superficie de enterécitos e induzir vias de
sinalizacdo que resultam no surgimento de lesbes intestinais (A/E). Estas
lesdes, inicialmente reduzem a capacidade de absorcdo dos intestinos,
resultando em quadro de diarréia (NATARO; KAPER, 1998).

Os fatores necessarios para o desenvolvimento da lesdo A/E sao
codificados por wuma ilha de patogénicidade cromossémica de
aproximadamente 35 Kb, e é conhecida como Locus of Enterocyte Effacement
(LEE). A regiao LEE das EPEC possui 41 Open Reading Frames (ORFS)
organizadas em cinco grandes operons, LEE1 — LEES (CLARKE, 2001).

Nos operons LEE1, LEE2 e LEES estdo presentes genes esc (E. coli
secretion), responsaveis pela expressao do sistema de secrecdo do tipo lll
(T3SS) das EPEC e EHEC. A funcao deste sistema é translocar proteinas do
citoplasma bacteriano diretamente para o citoplasma da célula hospedeira
(JARVIS et al., 1995; KENNY; FINLAY, 1995).

No operon LEE4 estao presentes os genes esp (E. coli secreted protein),
sepL, entre outros. Os produtos destes genes exercem diferentes funcbes que
auxiliam no desenvolvimento das lesdes A/E. No operon LEES estédo presentes
0s genes eae (E. coli attaching and effacing) e tir (translocated intimin
receptor), codificadores da proteina de membrana externa (OMP), intimina e
seu receptor Tir, respectivamente (KENNY; FINLAY, 1995; KENNY et al., 1997;
CLEARY et al., 2004; KAPER et al., 2004).

Com relacao as caracteristicas estruturais dos genes presentes na
regido LEE, observa-se que aqueles presentes em LEE4 e LEE5S apresentam
sequéncias variaveis, permitindo a identificacdo de diferentes subtipos (CHINA
et al., 1999; HERNANDES et al., 2009).

EspA, codificada pelo gene espA, é uma proteina filamentosa
responsavel pela adesdo inicial das EPEC e formacdo de um tubo de
translocacdo na superficie bacteriana. Esta estrutura quando em contato com



os enterécitos possui a funcao de translocar outras proteinas codificadas pela
regiao LEE, bem como outras proteinas codificadas por genes de outras
regibes do genoma (FRANKEL et al, 1998; CLEARY et al., 2004;
HERNANDES et al., 2009).

Dentre as proteinas translocadas podemos citar EspB (codificada pelo
gene espB) e EspD (codificada pelo gene espD) que agem sobre a membrana
plasmatica da célula eucariota, levando a formacado de um poro. Este poro
permite a passagem dos efetores Tir, Esps, entre outras proteinas diretamente
para o citoplasma da célula eucariética (CREASEY et al., 2003; CLEARY et al.,
2004).

As proteinas translocadas possuem diferentes funcbes como
desestruturacao do citoesqueleto (EspB), perda da resisténcia transepitelial e
inibicdo da fagocitose (EspF), desregulacdo da funcdo mitocondrial (Map),
entre outras (NATARO; KAPER, 1998). As funcdes de Tir compreendem a
autoinsergdo na membrana da célula eucariota, servindo de receptor para a
intimina, e a inducdo da polimerizacdo de componentes do citoesqueleto
eucarioto, induzindo ao desenvolvimento do pedestal na superficie do
enterécito (KENNY, 1999; KENNY; WARAWA, 2001).

A intimina € uma proteina de 94KDa, cuja funcéo é se ligar ao receptor
Tir e induzir a formagcao do pedestal caracteristico das lesées A/E (KAPER,;
NATARO; MOBLEY, 2004). A por¢do N-terminal desta proteina é altamente
conservada, enquanto sua porcdo C-terminal é variavel, permitindo a
identificacdo de diferentes subtipos (ADU-BOBIE et al., 1998; OSWALD et al.,
2000; JENKINS et al., 2003). A presenca de diferentes subtipos de intimina se
deve provavelmente, ao fato deste gene sofrer intensa pressao seletiva do
sistema imune do hospedeiro (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Atualmente
algumas variantes antigénicas distintas tém sido identificadas. Dentre os quais
estao al, a2, B1, B2, y1, y2/8, d/k, €, 1, A, n, ¢, 4, v (ADU-BOBIE et al., 1998;
OSWALD et al., 2000; TARR; ZHANG et al.,, 2002; JORES et al., 20083;
NIELSEN; ANDERSEN, 2003; BLANCO et al., 2004).

No que se diz respeito a outros fatores de viruléncia, segundo Trabulsi,
Keller e Gomes (2002), as EPEC tipicas sdo mais homogéneas em seu perfil
de viruléncia que as EPEC atipicas. Com poucas excecoes, cepas tipicas
expressam apenas os fatores de viruléncia contidos na regido LEE e no pEAF.



Em contraste, as EPEC atipicas frequentemente expressam fatores de
viruléncia presentes em outras regides, como Enteroaggregative E. coli Heat-
Stable Enterotoxin (EAST-1), Enterohemolisina (E-hlyA), adesina Afa, entre
outros (LEOMIL et al., 2005; BIELASZEWSKA et al., 2007; HERNANDES et al.,
2009). Desta forma, existem dois tipos de EPEC atipica aquelas que
expressam apenas fatores de viruléncia codificados pela regiao LEE, as que
expressam fatores de viruléncia codificados por essa regido e por outras
regides do genoma.

Fatores de viruléncia de EPEC adicionais que sao codificados fora da
regido LEE (non LEE) também tém sido descritos (KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004) porem a funcdo de muitos destes efetores ainda nao foram

definidas.

O gene nleA é conhecido por inibir a secrecdao de proteinas
(THANABALASURIAR et al. 2009) enquanto nleE e nleH ativa a resposta
imune inata (HEMRAJANI et al., 2010; NEWTON et al., 2010). Alguns estudos
sugerem que efetores como NleB, NleE, NleF e NleH desempenham papel na
colonizacao e viruléncia bacteriana, enquanto que o NleC e NleD ainda nao
possuem funcéo definida (CROXEN; FINLAY, 2010). Além disso alguns desses
efetores non LEE foram estatisticamente associados a diarreia em humanos,
como nleB e nleE (AFSET et al., 2006).

Estirpes de EPEC tipicas raramente séo isoladas de animais, sendo o
homem sua principal fonte de infecgdo (TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002;
CARVALHO et al., 2003; NAKAZATO et al., 2004). Em contraste, estirpes de
EPEC atipica séo isoladas de humanos e animais, com ou sem diarréia, em
frequéncias equivalentes, nao permitindo definir uma fonte de infeccdo para
estas bactérias (BEUTIN et al., 2003; CARVALHO et al., 2003; NAKAZATO et
al., 2004; AIDAR-UGRINOVICH et al., 2007).

Estudos associam animais de criacédo, de estimacao e alguns silvestres
como possiveis reservatorios e possiveis fonte de infeccao de EPEC atipica
para humanos (CARVALHO et al., 2003; NAKAZATO et al., 2004; KRAUSE et
al., 2005; ISHII et al., 2007).

Estudos com EPEC atipica tém focado principalmente na comparagéao

entre estirpes isoladas de casos de diarreia com cepas isoladas de pacientes



saudaveis (AFSET et al., 2008). Portanto, ha necessidade de estudos que
esclarecam as relagdes genéticas existentes entre amostras de EPEC isoladas
de humanos e animais. Diante do exposto o presente estudo foi elaborado e
tem como objetivo comparar amostras de EPEC isoladas de animais e

humanos por PFGE, sorologia, entre outras analises.



3. OBJETIVOS

3.1. Determinar a frequéncia de Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) em
amostras provenientes de culturas de fezes humanas.

3.2. Determinar a presenca de genes relacionados a regido LEE e ndo LEE de
EPEC em isolados de bufalos, suinos, ovinos e humanos, a fim de averiguar se
isolados de animais e humanos compartilham os mesmos genes de viruléncia.
3.3. Realizar a subtipagem do gene eae nas estirpes de EPEC isoladas.

3.4. Determinar o agrupamento filogenético dos isolados de EPEC por PCR
para 0s genes chuA, yjaA e TspE4C2.

3.5. Determinar a frequéncia dos sorotipos das estirpes de EPEC isoladas.

3.6. Determinar o perfil de suscetibilidade das estirpes de EPEC isoladas de
animais e de humanos, frente a diversas drogas antimicrobianas.

3.7. Estabelecer relagdo epidemiolégica dos isolados de EPEC por PFGE.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Isolados de EPEC

As estirpes de aEPEC de animais utilizadas nesse trabalho faziam parte
da colecao do laboratério de bacteriologia da FCAV-UNESP, Jaboticabal-SP, e
foram isoladas de amostras de fezes de bufalos (12 estirpes), de suinos (15
estirpes) e de ovinos (15 estirpes). Além disso, foram analisadas culturas de
Escherichia coli isoladas de fezes humanas, em placas contendo agar
MacConkey (MC).

4.2.Triagem da presenca do gene eae e confirmacao de EPEC em estirpes
humanos

Foram amostradas 396 culturas de fezes em placas contendo agar MC,
cedidas pelos laboratérios clinicos do hospital de clinicas da USP de Ribeirao
Preto — SP, e da cidade de Jaboticabal-SP, Brasil. Para o preparo do DNA
molde uma alcada do crescimento confluente proveniente do cultivo das placas
de agar McConkey foi transferida para um tubo contendo caldo BHI (Brain
Heart Infusion, Oxoid, Reino Unido), o qual foi incubado a 37°C por 18 horas. O
DNA foi extraido através da lise térmica. Esse DNA foi usado para a realizacao
de uma PCR para o gene eae que determina o patétipo EPEC. A preparacao
do DNA molde assim como os procedimentos de PCR e respectivos iniciadores
utilizados foram feitos de acordo com o protocolo do EcL disponivel em
http://www.apzec.ca/en/APZEC/Protocols/APZEC PCR en.aspx.

As culturas positivas para o gene eae foram utilizadas para se detectar

os isolados de EPEC. Para esse isolamento, 100 pL da cultura positiva na
triagem para o gene eae foram semeadas por esgotamento em uma placa de
agar MC. Dez colbnias de cada placa de MC foram repicadas em agar BHI e
submetidas a nova extracdo de DNA e nova PCR para detectar o gene eae,
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como mostra a Figura 1. Esta é uma metodologia do Laboratério de Referéncia
para E. coli (ECL), da Universite de Montre' al '.

Cultura de fezes (MA) -
4 l' ,:gff- -
Extracdao do DNA =

(lise térmica)

{

PCR para 0 gene eae Amostra

descartada - -

4

Isolamento das = Extracao DNA das
ST Pool Extracdo DNA e » X
colnias ; %:} i Is & PC colénias individuais e
[ﬁ.gar MacCkonkey) A SRCR PCR confirmatoria

Incubacdo 37°C/24h Incubacdo 37°C
"overnight”

Figura 1: Fluxograma indicando os procedimentos adotados para se obter os
isolados de EPEC.

4.3.Deteccao dos fatores de viruléncia

Todos os isolados de EPEC (de bufalos, suinos e ovinos, e isolados de
amostras humanas) foram testados para a presenca de genes de viruléncia da
regiao LEE e ndo LEE, tais como espA, espB (E2348/69), espB (EO26), espB
(EDL933), espD, espD (EDL933), espF, tira, tiB3, tiry, nleA, nleB, nleE, nleF e
nleH1-2. A Tabela 1 descreve com detalhes os genes que foram pesquisados e
0s respectivos iniciadores utilizados na amplificacdo e os iniciadores utilizados
para a PCR dos genes nleA, nleB, nleE, nleF e nleH1-2, foram desenhados
nesse projeto.
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Tabela 1. Iniciadores utilizados para amplificar genes de viruléncia em isolados

de EPEC.
Genes Sequéncia de primers Tamanho do Temperatura de Referéncia
fragmento anelamento (°C)
(5°>73) (pb)
eae F - AGGCTTCGTCACAGTTG 570 48°C (China et al.,
1996)
R - CCATCGTCACCAGAGGA
bfo F- GGAAGTCAAATTCATGGGGGTAT 300 56°C (Vidal et al.,
2004)
R- GGAATCAGACGCAGACTGGTAGT
espA F- 570 50°C (Mairena et al.,
TTGTTATTCCCGGTTATTTACCAAGGGAT 2004)
R-
TAGTTATCTCCGGTTATTTACCAAGGGAT
espB F - CGGGATCCCGTGAGATGGTCAC 600 55°C (Mairena et al.,
E2348/69 2004)
R - CGCTCGAGGGTTGGACTTGACA
espB F - GATAATACTCAAGTAACGATGGTT 920 59°C (Mairena et al.,
EDL933 2004)
R - CCCAGCTAAGCGACCCGATT
espB 026 F - AATCAAGTAATGACGGTTAAT 900 50°C (Mairena et al.,
2004)
R- AGCTAAGCGAACCGATTG
espD F - GTGACCATCTCACGCAAC 1,07 50°C (Mairena et al.,
2004)
R - CCTTGGTAAATAACCGGA
espD F - ATGCTTAACGTAAATAACGATACC 120 59°C (Mairena et al.,
EDL933 2004)
R - AATTCGGCCACTAACAATACGACT
espF F - CCCCTCAGCCTGTTCGTCGTCTTACT 520 54°C (Mairena et al.,
2004)
R - TACCCTTTCTTCGTTGCTCATAG
tira F - CRCCKCCAYTACCTTCACA 342 54°C (China et al.,
1999)
R - CGCTAACCTCCAAACCATT
tirB F - CRCCKCCAYTACCTTCACA 560 54°C (China et al.,
1999)
R - GATTTTTCCCTCGCCACTA
tiry F - CRCCKCCAYTACCTTCACA 781 54°C (China et al.,
1999)
R - GTCGGCAGTTTCAGTTTCAC
chuA F - GACGAACCAACGGTCAGGAT 270 55°C (Clermont et
al., 2000)
R - TGCCGCCAGTACCAAAGACA
yjaA F - TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 211 55°C (Clermont et
al., 2000)

R - ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC
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Genes Sequéncia de primers Tamanho do Temperatura de Referéncia
fragmento anelamento (°C)
(5°>73) (pb)
TspE4.C2 F - GAGTAATGTCGGGGCATTCA 152 55°C (Clermont et
al., 2000)

R - CGCGCCAACAAAGTATTACG

nleA F - AACCGACCATACAATCTG 548 42°C Este trabalho®
R- AGTAGTGGCTGATGTTCC

nleB F- CGTATAATCGGTGTGCTG 400 44 Este trabalho®
R- ATATACATCCGCTACAGGG

nleE F- AACGAGAAAGCCAGACGG 400 50 Este trabalho®
R- CACGTGCGATAATCATTTCAG

nleF F- CGGAATCAGTAAGTGAGC 401 42 Este trabalho®
R- GCATTTCATTGCTCGTAG

nleH1-2 F- CTGACTTCGCCTGATAATC 416 44 Este trabalho®

R- TACACGACAGCATTACCAC

4.4. PCR para determinar o perfil das estirpes de EPEC

As analises por PCR para os genes analisados (exceto para os genes da
tipagem filogentética) foram realizadas da seguinte maneira: uma aliquota de 4
uL de DNA foi acrescentada a uma mistura de 16 pL, contendo 2,0 uL de uma
solugdo tampao 100 mM Tris-HCI [pH 8.8] 15 mM MgCI2, 500 mM KCI, 1,6 uL
de MgCl, 4uL de dNTP (2 mM), 0,8uL de cada primer (10 mM) e 1U de Taq
DNA polimerase, e dgua MiliQ estéril até atingir o volume de 20 pL. Os ciclos
de amplificacdo da PCR foram feitos nos seguintes tempos e temperaturas: t;:
5 min a 94°C; t»: 30 segundos a 94°C; t3: 45 segundos a Tm' de cada primer
(Tabela 1); t4: 1 minuto a 72°C (t>-t4, 25 ciclos repetidos) e ts. 7 minutos a 72°C.
O produto da reacéao foi aplicado em um gel de agarose a 1,5% contendo
brometo de etidio (1ug/mL) em tampéao TEB (Tris-base 890mM, EDTA 25mM,
acido bodrico 890mM, pH 8,2) e separados por eletroforese (70V/1h40). A
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imagem do gel foi registrada em um fotodocumentador Fisher Scientific e

observada em um computador.

4.5. Sorologia das estirpes de EPEC

As estirpes de APEC foram sorotipadas no “E. coli Reference Center”
(ECRC) da Universidade Estadual da Pensilvania (University Park, EUA), pelo
método de sorotipagem padrao (ORSKOV et al., 1977) e por PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction- Restriction Fragment Length Polymorphism) do
gene fliC responsavel pelos flagelos, com base no procedimento descrito por
Machado et al., (2000).

4.6. Subtipagem do gene eae

A subtipagem do gene eae foi realizada no “E. coli Reference Center”
(ECRC) da Universidade Estadual da Pensilvania (University Park, EUA). A
sequéncia de nucleotideos do produto da amplificacdo da PCR foi determinada
pelo método de terminacdo da cadeia didesoxinucleotideos trifosfato pelo
método de Sanger, com o kit de sequenciamento de ciclo v3.1 Big Dye
Terminator com um analisador genético ABI 3100 (Applied Bio-Systems)
descrito por Blanco et al. (2004).

4.7. Analise filogenética

A analise filogenética foi feita através da identificacdo dos genes chuA,
yjaA e TspE4C2 que foi realizada para os isolados de EPEC com os
oligonucleotideos iniciadores e seguindo a arvore dicotdmica, segundo
proposto por Clermont, Bonacorsi e Bingen (2000). A classificacdo dos grupos
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filogenéticos foi baseada na combinacéo de chuA, yjaA e TSPE4.C2: A (chuA™,
TspE4.C27, yjaA™"), B1 (chuA2, TspE4.C2*, yjaA2™), B2 (chuA®
TspE4.C2™"*, yjaA* ) and D (chuA*, TspE4.C2™"*, yjaA™) como mostra a Figura
2.

chuA

N\

@ Q

| B2orD | [BlorA |
JiaA TspE4.C2

N SN
® © ® ©

R A v
B2 [D] [BI | A

Figura 2. Arvore dicotdmica para determinar o grupo filogenético de cepas de
E. coli, utilizando os resultados da PCR dos genes Chua, yjaA e TSPEA4.

4.8. PFGE

A preparacao dos plugues e a digestdo do DNA cromossomal com Xba |
foram realizadas como descrito anteriormente por Ribot et al. (2006).
Salmonella Enterica sorotipo Braenderup H9812 (ATCC BAA-664) foi utilizada
como referéncia de peso molecular. As condi¢des de eletroforese foram: tempo
inicial de 2,2 segundo, tempo final de 54,2 segundos em um gradiente de 6 V
cm™ e um angulo de 120°. Os géis foram submetidos a eletroforese por 23h. A
similaridade dos fragmentos foi comparada usando-se o coeficiente de Dice a
1% de tolerancia e 0,5% de otimizacdo e o dendrograma foi construido com o
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método de agrupamento UPGMA, usando-se o programa BioNumerics versao
7.1 (Matematica Aplicada, Sint-Martens-Latem, Bélgica).

4.9. Teste de resisténcia a antimicrobianos

O teste de resisténcia a antimicrobianos foi realizado utilizando-se discos
impregnados com antimicrobianos (CEFAR). Apéds incubacao por 16 horas em
agar BHI os cultivos dos isolados foram adicionadas a tubos contendo 10 mL
de agua estéril até o padrao 0,5 de MacFarland ser atingido. O conteudo dos
tubos foi entdo colocado em placas contendo agar Muller-Hinton utilizando-se
suabes estéreis e entdo os seguintes discos foram colocados usando-se
precaucdes assépticas: ampicilina (10mg), cefalotina (30mg), estreptomicina
(10mg), gentamicina, (10mg), ciprofloxacina (5mg), cloranfenicol (30mg),
tetraciclina (30mg), nitrofurantoina (300mg), sulfametoxazol+trimetoprim
(25mgq), ceftiofur (30ug), amicacina (30ug), cefoxitina (30ug), kanamicina
(30ug) e norfloxacina (10ug). As placas foram incubadas a 37°C por 24h e os
didmetros dos halos de inibicdo completa foram medidos. Os halos foram
comparados com os intervalos estabelecidos pelo CLSI (CLINICAL AND
LABORATORY STANDARD INSTITUTE, 2007).
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5. RESULTADOS

- Frequéncia de EPEC em amostras humanas

Das 396 culturas de fezes humanas analisadas foram obtidas 44
(11,1%) amostras positivas para o gene eae na PCR de triagem. A partir das
44 amostras positivas na PCR de triagem foram isoladas 26 estirpes de EPEC
em amostras humanas. Dentre as 26 estirpes isoladas, aEPEC (eae+bfp-) foi
encontrada em 20 (5,05%) dos isolados, enquanto tEPEC (eae+bfp+) foi
encontrada em seis (1,5%) dos isolados.

- Genes de viruléncia das estirpes de EPEC

Nesse estudo 68 estirpes de EPEC foram analisadas, sendo 26 estirpes
isoladas de humanos e 42 isoladas de animais. Seis estirpes foram
caracterizadas como tEPEC e 62 como aEPEC. Genes contidos na regido LEE
foram encontrados com diferentes frequéncias. Apdés PCR para deteccédo dos
genes de viruléncia, todos os isolados foram negativos para o gene espD,
enquanto os genes espA, nleF, nleH1-2 e espB E2348/69 foram os que
apresentaram maior freqiéncia entre os isolados, como mostra a Tabela 2. O
gene espB2348/69 apresentou uma maior frequéncia nos isolados de EPEC
provenientes de humanos (73,0%) quando comparados aos isolados de
animais (53,0%). Ja os genes espB EDL933 e espD EDL933 apresentaram
uma maior frequéncia nas estirpes isoladas de animais (38,0% e 12,0%,
respectivamente).

A subtipagem do gene eae resultou em seis gendtipos incluindo 1 (12
estirpes, 17,6%), B2 (quatro estirpes, 5,9%), y1 (19 estirpes, 27,9%), C (cinco
estirpes, 7,3%), K (duas estirpes, 2,9%), o (uma estirpe, 1,5%). Vinte e cinco
isolados nao foram subtipados.

Quanto a subtipagem do tir observou-se que tira foi 0 mais comum entre
os isolados. Especificamente, tira foi encontrado em 29 (42,6%) das estirpes,
seguido por ti3 com 16 (23,5%), e tiry com cinco (7,3%) (Tabela 2). Dezoito
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(26,5%) das estirpes foram negativas para todos os subtipos de tir estudados.

Tabela 2: Perfil dos genes de viruléncia das estirpes de EPEC isoladas de

humanos e animais.

Hospedeiro Frequéncia dos genes de viruléncia (%)

espA | bfp espB espB espB espF espD nleF nleB nleA nleE nleH1- tira tiB tiry
E2348/69 | 026 EDL933 EDL933 2

Humanos

73% 23% 73% 23% 4% 27% 4% 69% | 42% | 11% | 24% 69% 61,5% | 23,1% 3,8%

Animais

78% - 53% 1% 38% 19% 12% 78% | 57% | 36% | 59% 78% 30,9% | 23,8% 9,5%

- Sorotipagem e analise filogenética das estirpes de EPEC

As estirpes de aEPEC estudadas apresentaram uma grande diversidade
de sorotipos, entretanto nas estirpes de EPEC isoladas de humanos o sorotipo
mais frequente foi O8:H16 (duas estirpes). Ja as aEPEC isoladas de bufalos
apresentaram uma maior frequéncia do sorotipo O26:H11 (quatro estirpes). As
aEPEC de suinos mostraram uma maior frequéncia do sorotipo O76:H7, como
descrito na Tabela 3.

Os resultados da andlise filogenética mostraram que 16 isolados de
humanos e 23 isolados de animais pertencem ao grupo B1. Cinco isolados de
humanos e 13 isolados de animais pertencem ao grupo A, composto por
isolados comensais. Um isolado de humano e dois isolados de animais
pertencem ao grupo B2, enquanto dois isolados de humanos e sete isolados de
animais pertencem ao grupo D (Figura 3), constituidos pelas cepas de E. Coli

que podem causar infec¢des extra-intestinais.
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Tabela 3: Perfil dos genes de viruléncia, sorotipagem, e subtipagem do gene

eae das estirpes de EPEC isoladas de humanos e animais.

Sorologia  Subtipagem eae bfp tir espF espB 026 espB E2348/69 nleF nleB espB933 nleA nleE nleH1-2 espD 933 espA
24H ONT:H6 B2 - a - - + - - - - - R N N
25H O115:H10 - -« + - + + - - - - + - -
33H O12:H19 - - a + - + + - - - - + - -
39H  O51:H48 B1 - B - + - - - - - - - - +
41H O88:HNT - + a + - + + - - - - + - -
53H O181:H28 4 -« - - + - + - + - - - +
68H 08:H16 4 -« - - + + + - - - + - +
77H  O109:H21 y1 - - - - + + + - - + + - +
150H  ONT:H7 y1 + - - - + + - - - + + - +
164H O111:H8 al + - - - + + + - + + + - +
167H  0O8:H19 - - a + - + + - - - - + - -
169H ONT:HNT K + a + - + + - - - - + - -
175H  ONT:HNT - - B - + - + - - + - + - +
187H  ONT:HNT y1 -y - - - + + + - + + + +
188H O119:HNT B1 + B - + - - + - - + - - +
193H  O70:HNT - -« + - + + - - - - + - -
204H ONT:HNT - - a + - + - - - - - - - +
219H O127:HNT y1 - a - - + - + - - + - - +
247H O152:HNT - - B - + - + - - - - + - +
256H ONT:HNT - - a - - + - - - - - - - ¥
258H 0O160:H19 p1 - a - - + + - - - - + - +
266H  0O8:H16 4 - a - - + + + - - - + - +
285H  O9:HNT 4 + a - - + + + - - - + - +
351H O17:H18 - - B - + - + + - - - + - +
364H O161:HNT yi - a - - + - + - - - - - +
378H  O69:HNT B1 - B - + - + - - - - + - +
1 ONT:H8 - - a - - + + + - + + + - +
2 O12:H19 y1 - a + - + + - - - - + - -
3 068:H8 - -« - - + - + - + + + - +
4 0146:H21 - - a - - + + + - - + + - +
5 0128:H2 B1 - B - + - - - + - - - - +
6 ONT:HNT y1 - - + - + + + - - + + - +
7 ONT:H11 B1 - B - + - + + + + + + - +
8 0179:H31 {3 - a - - + - - - - - - - R
9 0108:H21 yi - a + - + - + - - + - - +
10 ONT:H6 B2 - a - - - - - - - - - - R
11 ONT:HNT - - - - - - + + + - + + + +
12 O13:HNT - - - - - - - - - - - - - +
13 ONT:HNT - - B - - - + - + - - + R +
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Sorologia  Subtipagem eae bfp tir espF espB 026 espB E2348/69 nleF nleB espB933 nleA nleE nleH1-2 espD 933 espA
14 0160:H19 - - a - - + + - - - - + - +
15 O152:HNT - - B - - - + - + - - + . +
16 ONT:HNT v -y - + - - + + - + . - +
17 026:H11 B1 - B - + - + + + + + + - +
18 026:H11 B1 - B - + - + + + + + + - +
19 0176:H11 B - B - + - + + + + + + - +
20  O145:HNT vi s - - + + + - + + + +
21 087:H16 - - - - - - - - - - - - - -
22 ONT:H11 B - B - + - + + + + + + - +
23 O179:HNT y1 -y + - - + + + - + + + +
24 026:H11 - - B - + - + + + + + + - +
25  026:H11 B1 - B - + - + + + + + + - +
26 ONT:H6 p2 -« - - + - - - - - - - -
27 ONT:H19 B2 - A+ - + + - - - . + - .
28 ONT:HNT vi -y - - - + - + i i + + .
29 ONT:H10 K - a + - + + - - - - + - -
30  ONT:H19 B2 - o - - + + - - - . + - .
31 076:H7 vi - - + + + . + + + - +
32 O76H7 - - - - + + + - + + + . +
33 0O76:H7 y1 - - - - + + + - - + + - +
34  O51:H53 vi - - + + + . . + + . +
35  ONT:HNT - - - + + + B N . . ) .
36  OBY:HNT vi - - + + - . + " " - +
37 076:H7 vi - - + + + . + + + - +
38 076:H7 - - - + . + B . . . B +
39 049:H10 - - a o+ - + + - - - . + . .
40 0103:H40 [¢) - - - - - + - - - - - - +
41 ONT:H40 v -y - - - + - + . . + + +
42 076:H7 B1 - - + + + . + + + . +
H- isolados humanos; 1-16: estirpes de EPEC isoladas de ovinos; 17-27:

estirpes de EPEC isoladas de bufalos; 28-42: estirpes de
suinos

NT-nao tipavel

Todos os isolados foram negativos para o gene espD.

EPEC isoladas de
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- Analise dos isolados de EPEC por PFGE

Dentre as 68 estirpes isoladas, oito ndo foram tipaveis utilizando-se a
enzima Xbal. As 60 cepas geraram 55 perfis diferentes de PFGE, também
chamados de pulsotipos. Apenas cinco pulsotipos foram compartilhados por
mais de um isolado, sendo eles 22, 25, 17, 18, 285H, 364H, 33, 38, 20 e 23.
Todos os outros isolados foram agrupados em pulsotipos Unicos,
demonstrando um grau elevado de heterogeneidade entre as E. coli das fontes
examinadas. Cada cluster foi composto por estirpes pertencentes a diferentes
sorotipos isolado a partir de animais e seres humanos. O dendrograma gerado
por PFGE apresentou seis “clusters” e € mostrado na Figura 3.
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12 - A Q13HNT Sheep
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Figura 3: Dendrograma mostrando relagdo de similaridade estabelecida por
PFGE utilizando-se o coeficiente de Dice e 0 método de agrupamento UPGMA.

-Teste de sensibilidade a antimicrobianos

As estirpes de EPEC provenientes de humanos apresentaram uma
maior taxa de resisténcia a canamicina, cefalotina, nitrofurantoina e
estreptomicina. Ja as amostras de bufalos e ovinos foram mais resistentes a
ciprofloxacina e nitrofurantoina, enquanto os suinos mostraram uma
multirresisténcia para tetraciclina, kanamicina, amicacina e ampicilina, como

mostra a Tabela 4.

Tabela 4: Teste de sensibilidade aos antimicrobianos das estirpes de EPEC

isoladas de animais e humanos.
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6. DISCUSSAO

Este trabalho descreveu o papel de alguns animais que podem atuar
como reservatorios e possiveis fontes de infeccao de aEPEC em humanos. Em
varios paises, a frequéncia de aEPEC esta aumentando em relagao a tEPEC, e
€ atualmente considerado um importante patégeno diarreiogénico para
criancas (AFSET et al., 2004; BUERIS et al., 2007). Além disso, Trabulsi, Keller
e Gomes (2002) observaram que aEPEC pode ser menos virulenta do que
tEPEC, possivelmente por causa da auséncia do plasmideo EAF. No entanto, é
sugerido que cepas atipicas podem possuir outros fatores de viruléncia que
podem compensar a auséncia deste plasmidio.

Os presentes dados sugerem que aEPEC (5,05%) sao mais
frequentemente encontradas em humanos do que tEPEC (1,5%). Atualmente,
aEPEC tém sido isoladas de criancas saudaveis (BEUTIN et al., 2003; PABST
et al., 2003; JENKINS et al., 2006), sendo que mais estudos sdo necessarios
para estabelecer o significado clinico deste achado. Na Suica, Pabst et al.
(2003) detectaram aEPEC nas amostras de 30 (16,0%) de 187 criancas com
diarreia, e em 15 (11,0%) de 137 criancas sem diarreia. Vieira et al. (2001)
verificaram que no Brasil 32 (6,3%) de 505 pacientes com diarreia e 27 (5,3%)
dos 505 pacientes do grupo controle (sem diarreia) carregavam estirpes de
aEPEC, demonstrando que esse patétipo aparece em prevaléncia semelhante
em pacientes com e sem diarreia, indicando que humanos podem ser
considerados como fonte de infec¢do de aEPEC.

Bolton, Ennis e McDowell (2014) encontraram uma prevaléncia de 5,8%
de aEPEC em amostras de fezes bovinas. Resultado semelhante foi observado
por Cortes et al. (2005), que obtiveram uma frequéncia de 7,7% de aEPEC em
amostras fecais de ovinos na Espanha. Krause, Zimmermann e Beutin (2005)
detectaram que 17,6% das amostras de fezes de suinos e 19,2% das amostras
fecais de ovinos foram positivas para aEPEC na Alemanha, demonstrando uma
possivel diversidade nas populacdes estudadas, e que esses animais podem
ser considerados reservatorios de aEPEC.
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As estirpes de EPEC mais estudadas pertencem a sorogrupos que
foram reconhecidos pela Organizacdo Mundial de Saude como classicos de
EPEC, que sdao o 026, 055, 086, O111, O114, O119, 0125, 0126, 0127,
0128, 0142 e O158. Estes incluem tanto os sorogrupos de estirpes de EPEC
tipicas como atipicas, assim como outras categorias de E. coli diarreogénicas
(TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002). Além disso, de acordo com estudos
anteriores (ZANG et al., 2002; BEUTIN et al., 2003), pode-se observar que
humanos podem ser infectados por uma grande variedade sorologica de
EPEC. No presente estudo, as estirpes de EPEC pertenciam a 39 sorotipos
O:H. Moura et al. (2009) observaram que estirpes de EPEC isoladas de
animais e humanos pertenciam a 11 sorotipos O:H. Blanco et al. (2006a)
encontraram 69 sorotipos O:H em amostras de EPEC isoladas de pacientes
com diarreia na Espanha.

Dentre os 39 sorotipos O:H encontrados no presente estudo, quatro
estirpes de aEPEC isoladas de bufalos e uma de ovinos pertenciam a
sorogrupos classicos de EPEC (026:H11 e O128:H2, respectivamente). Blanco
et al. (2004) encontraram cepas de STEC (stx1+, eae+) pertencentes ao
sorotipo 0O26:H11 e O111 em pacientes com diarreia na Espanha. Krause,
Zimmermann e Beutin (2005) identificaram o sorotipo O26:H11 como o mais
frequente em EPEC isoladas de suinos.

Dentre as aEPEC isoladas de humanos no presente estudo o sorotipo
mais frequente foi o O8:H16. Galli et al. (2010) encontraram esse mesmo
sorotipo em STEC isoladas de bovinos e um paciente humano com SHU na
Argentina. Moura et al. (2009) detectaram estirpes de aEPEC pertencentes ao
sorogrupo 0125 isolados de humanos e gatos no Brasil, sendo que no
presente estudo foi encontrado esse sorogrupo isolado de aEPEC de amostras
fecais de ovinos, mostrando que humanos e animais podem compartilhar de
patétipos com o mesmo sorogrupo. Kozub-Witkowski et al. (2007) encontraram
o sorotipo O76:H7 em aEPEC isoladas de criancas com diarreia na Alemanha.
Esse mesmo sorotipo foi 0 mais frequente nos isolados de suinos no presente
estudo (seis estirpes), sendo também detectado por Ramachandram et al.
(2003) em isolados de EPEC provenientes de bovinos.
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Cortés et al. (2005) encontraram os sorotipos O156:H25 e O177:H11
como os mais frequentes em amostras de EPEC isoladas de ovinos na
Espanha. Enquanto que Frohlicher et al. (2008) encontraram o0s sorotipos
0O146:H21, O2:H40 e O26:H11 como os mais frequentes em EPEC isoladas de
ovinos na Suica, demonstrando diversidade soroldgica entre as estirpes de
diferentes paises.

Segundo Trabulsi, Keller e Gomes (2002) alguns sorotipos sao
heterogéneos e incluem diferentes clones ou linhagens genéticas, e
mostraram, por exemplo, que algumas estirpes O26: H11 produtoras da toxina
Stx isolados na Europa e América sdo geneticamente diferentes das cepas Stx-

negativos pertencentes ao mesmo sorotipo isolado no Brasil.

Existem poucas informagdes a respeito da frequéncia de isolados de
EPEC no Brasil, Uruguai e Bangladesh (GOMES et al., 1991; NUNES et al.,
2003; VIDAL et al., 2004) mas alguns estudos mostraram alta frequéncia de
sorotipos de tEPEC nas fezes de pessoas com diarreia. No entanto, alguns
estudos tém demonstrado uma menor frequéncia de tEPEC e uma frequéncia
relativamente alta de aEPEC (VIEIRA et al., 2001; RODRIGUES et al., 2004).
Blanco et al. (2006a) encontraram uma prevaléncia de 5,2% de aEPEC em
pacientes com diarreia e uma frequéncia de apenas 0,2% de tEPEC nessas
amostras. Resultado semelhante foi observado por Araujo et al. (2007), que
observaram a prevaléncia de aEPEC (5,1%) em criancas com diarreia no Brasil
em ralagao a tEPEC (0,2%).

A subtipagem do gene eae nas 68 estirpes de EPEC desse estudo
revelou seis subtipos encontrados, sendo B1, B2, y1, ¢, k e 0. Os subtipos a, B
e y sdo os mais frequentes em estirpes de EPEC que foram isoladas a partir de
humanos (OSWALD et al., 2000; ZHANG et al., 2002). Resultado semelhante
foi observado por Beutin, et al. (2003) que encontraram esses mesmos
subtipos do gene eae em criancas saudaveis na Alemanha e Australia. Blanco
et al. (2006b) encontraram os subtipos B1 € B2 como os mais frequentes em
estirpes de EPEC isoladas de criancas com diarreia em Montevideo. Jenkins et
al. (2006) detectaram os subtipos y1 e y2 como os mais frequentes em

pacientes saudaveis e com diarreia na Inglaterra.
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Aidar-Ugrinovich et al. (2007) encontraram o subtipo B1 como mais
frequente em EPEC isoladas de bovinos no Brasil. Cortés et al. (2005) também
observaram que o subtipo B1 foi o mais prevalente nas estirpes de EPEC
isoladas de ovinos, seguido dos subtipo y2. Fréhlicher et al. (2008) detectaram
o subtipo y2, seguido de B1 em estirpes de EPEC isoladas de ovinos e suinos
na Suica. Moura et al. (2009) detectaram o subtipo 1 como o mais frequente
em estirpes de EPEC isoladas de animais e humanos. No presente estudo os
sorogrupos y1 e B1 foram os mais frequentes nas estirpes de aEPEC de
humanos e animais, estando de acordo com os estudos anteriores. A
diferenciacao dos subtipos de Intimina representa uma importante ferramenta
para estudos epidemiolégico e clonais, ja que a extremidade C-terminal da
intimina é responsavel pela ligacao ao receptor celular, e tem sido sugerido que
diferentes subtipos de intimina podem ser responsaveis pelos diferentes
tropismos celulares nos tecidos do hospedeiro (BLANCO et al., 2003).

Moura et al. (2009) encontraram os genes espB e espD em 100% das
estirpes de EPEC isoladas de varias fontes, incluindo humanos. Enquanto o
gene espA foi encontrado em 81,6% das amostras. Mairena et al. (2004)
encontraram o gene espA em 94% das estirpes de EPEC isoladas de pacientes
com diarreia no Brasil, seguido dos genes espB (90%) e espD (78%). No
presente estudo, o gene espB E2348/69 apresentou uma frequéncia de 73,1%
nas estirpes de EPEC isoladas de humanos e 53,0% nas estirpes isoladas de
animais. Quanto ao gene espD os resultados do presente estudo divergem de
trabalhos anteriores, pois todas as estirpes de EPEC examinadas foram
negativas para este gene. A diferenca entre estes resultados e os do presente
estudo pode ser explicada por diferencas nas populacées de aEPEC, e uma
possivel variabilidade no gene espD, indicando que podem ser um grupo

altamente heterogéneo.

No presente estudo o0 gene espA foi encontrado em 73,0% das estirpes
de EPEC isoladas de humanos e 78,0% das estirpes isoladas de animais,
estando de acordo com estudos anteriores. Esse gene € importante por ser um
dos responsaveis pela adesao inicial da EPEC na célula hospedeira, além da
translocacao de proteinas efetoras do citoplasma bacteriano para o citoplasma
da célula hospedeira (CLEARY et al., 2004; HERNANDES et al., 2009).



30

O gene espF foi encontrado em 26,9% das estirpes de EPEC isoladas
de humanos e em 19,0% das estirpes provenientes de animais. Moura et al.
(2009) detectaram esse mesmo gene em 42,8% das estirpes de EPEC isoladas
de varias fontes. Alguns autores relacionam o gene espF com varias fungdes
que auxiliam no processo da patogénese de EPEC, dentre elas estao disfuncao
mitocondrial, inibicdo da apoptose, antifagocitose e maturacao do pedestal de
actina (CAMPELLONE; ROBBINS; LEONG, 2004; DEAN; KENNY, 2009).

A funcdo exata de alguns efetores nle ainda permanecem
desconhecidas, mas um estudo de isolados clinicos de pacientes com SHU,
diarreia, e grupo controle mostraram que nleA estava presente em 53,0% de
todas as estirpes de EPEC testadas. Em contraste, esse gene foi detectado em
86,0% da estirpes de EHEC. Curiosamente, ha uma associagao
estatisticamente significativa entre a presenca de nleA e o isolamento de
estirpes de EHEC em pacientes que sofrem de infec¢cdes mais graves (MUNDY
et al., 2004). Gruenheid et al. (2004) relataram que esse gene pode ser um
fator-chave de viruléncia de EPEC. Bugarel et al. (2011) encontraram estirpes
de EPEC isoladas de humanos contendo os genes nleA, nleB, nleE e nleH1-2.
No presente trabalho o gene nleA apresentou frequéncia de 11,3% entre
estirpes de EPEC isolados de humanos e 36,0% das estirpes isoladas de
animais, enquanto os genes nleF e nleH1-2 foram os mais frequentes nas
estirpes de EPEC estudadas. Estudos recentes tem demonstrado que o gene
nleH e nleE desempenham papel na colonizagdo e na viruléncia de EPEC
(HEMRAJANI et al., 2008; ZURAWSKI et al., 2008), enquanto nleH ainda
estaria envolvido na inibigdo da apoptose (HEMRAJANI et al., 2010).

Aliado a isso, outros efetores nle foram associados a diarreia em
humanos, como o nleB e nleE (AFSET et al., 2006). No presente trabalho o
gene nleB foi encontrado em 42,0% das EPEC isoladas de humanos e 57,0%
das estirpes isoladas de animais, enquanto o gene nleE obteve uma
prevaléncia de 23,1% em estirpes de EPEC isoladas de humanos e 59,0% nas
estirpes provenientes de animais, mostrando que uma alta porcentagem dos
isolados podem ser potencial patégenos para humanos.

Moura et al. (2009) detectaram o gene tifd como o0 mais prevalente em
estirpes de EPEC isoladas de varios animais e humanos. CHINA et al. (1999)
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encontraram o gene tiry como o mais prevalente em estirpes de EPEC isoladas
de humanos com diarreia, enquanto o gene tif3 foi o mais prevalente em
bovinos. Os resultados do presente trabalho divergem dos estudos anteriores,
pois 0 gene tira foi 0 mais prevalente nas estirpes de EPEC isoladas de
humanos (61,5%) e animais (30,9%). A prevaléncia dos subtipos desse gene é
pouco estudada, e Tir é conhecido por ser uma das proteinas de EPEC que é
inserida na membrana da célula hospedeira, onde atua como receptor para a
Intimina (TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002).

Em relacdo ao PFGE, os resultados sdo bastante semelhantes aos
relatados em outros estudos que demonstram alta variabilidade epidemiol6gica
entre as estirpes de EPEC. Nakhjavani et al. (2013) e Afset et al. (2003)
também observaram que estirpes de EPEC isoladas de criancas com diarreia
no Iran e Noruega apresentaram uma alta heterogenicidade quando
comparadas pelo PFGE. Blanco et al. (2006b) também detectaram uma alta
diversidade clonal entre EPEC isoladas de criancas com diarreia em
Montevideu. Além disso, Moura et al. (2009) detectaram que estirpes de EPEC
isoladas de humanos e animais mostraram uma alta variabilidade

epidemioldgica, assim como neste trabalho.

De acordo em Clermont, Bonacorsi e Bingen (2000) E. coli € composto
por quatro grupos principais filogenéticos (A, B1, B2 e D). No presente estudo a
maioria dos isolados pertenceram ao grupo B1 (61,5% das estirpes isoladas de
humanos e 54,7% das estirpes isoladas de animais), que tem como
caracteristica serem bactérias provenientes de animais, enquanto alguns
isolados pertenciam aos grupos B2 (3,8% das EPEC isoladas de humanos e
4,7% das estirpes provenientes de animais) e D (7,7% das estirpes isoladas de
humanos e 16,7% das estirpes provenientes de animais), que tem como
caracteristica serem estirpes virulentas extra-intestinais. Kotlowski et al. (2007)
detectaram que estirpes de E. coli pertencentes aos grupos B2 e D sdo mais

prevalentes em pacientes com doencas inflamatorias intestinais.

Jenkins et al. (2006) detectaram que 11,0% de estirpes de EPEC
isoladas de humanos na Inglaterra apresentaram multirresisténcia aos
antimicrobianos testados, sendo a maior taxa de resisténcia encontrada para a

ampicilina. Resultado semelhante foi encontrado por Nakhjavani et al. (2013),
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que detectaram 39,0% de multirresisténcia nas estirpes de aEPEC isoladas de
criangas com diarreia no Iran. Esses resultados divergem dos encontrados no
presente trabalho, pois foi detectado 76,9% de multirresisténcia aos
antimicrobianos testados nas amostras de humanos, sendo a maior resisténcia
observada para a estreptomicina (84,0%), seguido da kanamicina (76,0%), e
todos os isolados de humanos foram resistentes a pelo menos um
antimicrobiano. Essa diferenca pode mostrar que as taxas de resisténcia de
EPEC a diferentes antimicrobianos podem diferir entre os paises ou locais
estudados. Entre as estirpes de EPEC isoladas de animais as amostras de
bufalos e ovinos apresentaram sensibilidade a maioria dos antimicrobianos
testados, enquanto as amostras isoladas de suinos apresentaram uma alta
taxa de multirresisténcia, e esses resultados estdo de acordo com outros
trabalhos (STEPHAN; SCHUMACHER, 2001; OLIVEIRA et al., 2007; ENNE et
al., 2008).

De um modo geral, os perfis dos fatores de viruléncia das estirpes
isoladas de seres humanos e animais foram semelhantes e mostraram
proximidade. Por conseguinte, os animais podem desempenhar um papel como
reservatérios e fonte de infeccdo de EPEC para os seres humanos, como
sugerido anteriormente por outros autores (AIDAR-UGRINOVICH et al., 2007;
CARVALHO et al., 2007).

Estirpes de E. coli consideradas como potencial agentes de doenca
podem ser transmitidas direta ou indiretamente entre seres humanos e animais
(RODRIGUES et al., 2004). Alguns desses animais sendo fonte de infec¢do de
aEPEC podem representar risco indireto para veiculacao de patétipos de E. coli
que foram encontrados em alimentos de origem animal (HUSSEIN;
BOLLINGER, 2005).

A presenca de tipos de EPEC potencialmente patogénicas para
humanos e EPEC isoladas de animais podem indicar que a transmissao
desses microrganismos entre animais e seres humanos pode ocorrer e ter um
impacto sobre a saude publica. Além disso, o papel destes animais como
reservatérios de aEPEC deve ser considerado nas investigacées de surtos de
diarreia por E. coli.
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7. CONCLUSOES

7.1.aEPEC neste trabalho foram mais comumente encontradas em amostras
isoladas de humanos do que tEPEC.

7.2.As estirpes de EPEC isoladas apresentaram varios genes de viruléncia,
sendo que os genes espA, nleF, nleH1-2 e espB E2348/69 foram os que
apresentaram maior frequéncia entre os isolados de EPEC de animais e
humanos. As EPEC de humanos e animais compartilharam de perfis de
viruléncia semelhantes, mostrando que esses animais podem ser reservatérios
de E. coli potencialmente patogénicas para os seres humanos.

7.3.A subtipagem do gene eae resultou em seis gendtipos incluindo 1, B2, y1,
¢, K e 0, sendo os subtipos y1 e B1 os mais frequentes entre as estirpes de
EPEC estudadas.

7.4.A maioria dos isolados de EPEC pertenciam ao grupo filogenético B1,
porem algumas estirpes pertenciam aos grupos B2 e D, constituidos por
estirpes de E. Coli que podem causar infecgdes extraintestinais.

7.5.As estirpes de EPEC estudadas apresentaram uma grande diversidade de
sorotipos, entretanto algumas estirpes pertenciam a sorotipos classicos de
EPEC que sao associados a diarreia em humanos, como O26:H11.

7.6.Estirpes de EPEC provenientes de humanos e suinos mostraram uma alta
taxa de multirresisténcia frente os antimicrobianos testados, enquanto estirpes

isoladas de ovinos e bufalos apresentaram uma alta taxa de sensibilidade;

7.7.0s isolados de EPEC demonstraram um grau elevado de heterogeneidade
entre as E. coli das fontes examinadas. Cada cluster foi composto por estirpes
pertencentes a diferentes sorotipos isolados a partir de animais e seres
humanos.
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