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RESUMO

Escherichia coli diarreiogénicas (DEC) sdao uma importante causa de doencas
gastrointestinais. As DEC sao classificadas em 6 grupos de acordo com a
presenca de genes de viruléncia: a E. coli enteropatogénica possui 0s genes
eae e bfpA, os quais codificam adesinas; E. coli produtora de toxina Shiga
possui 0s genes stx; e/ou stxs, que codificam para toxinas Shiga; E. coli
enterotoxigénica possui 0os genes It e/ou st, que codificam para as toxinas LT e
ST, respectivamente; E. coli enteroinvora possui 0s genes ial/ipaH, que estao
associados com invaséo; E. coli enteroagregativa que possui o plasmideo de
viruléncia CVD432 e a E. coli de aderéncia difusa que possui o gene daaE que
codifica uma fimbria. O objetivo deste trabalho foi isolar e caracterizar estirpes
de DEC a partir de culturas de amostras fecais de pessoas com diarréia e de
pessoas saudaveis. Foi realizada triagem para DEC em 500 amostras (250 de
individuos saudaveis e 250 de individuos com diarréia) utilizando PCR-
Multiplex. Estirpes de DEC foram isoladas em igual proporgéo (7,6%) do grupo
controle e dos individuos com diarréia. Os seguintes patotipos de DEC foram
isolados: no grupo controle - EAEC (3,2%), aEPEC (2,8%), STEC (1,2%) e
DAEC (0,4%); nos individuos doentes — aEPEC (4%), EAEC (2,4%), STEC,
DAEC e EIEC (0,4%); duas Shigella sonnei (0,8%) também foram isoladas.
Nenhuma DEC foi associada significativamente com diarréia. Trés das quatro
STEC mostraram resultados positivos no ensaio de citotoxicidade em células
Vero. Foi encontrada elevada propor¢édo de DEC com resisténcia a um ou mais
antimicrobianos. O protocolo de PCR-Multiplex utilizado mostrou ser sensivel e
especifico para DEC/Shigella.
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ABSTRACT

Diarrheagenic E. coli (DEC) strains are an important cause of gastrointestinal
disease. DEC are classified according to the presence of virulence genes:
Enteropathogenic E. coli (EPEC) contains genes eae and bfpA which codify for
adhesins; Shiga toxin producing E. coli (STEC) contains stx; and/or stxs, which
codify for Shiga toxins; Enterotoxigenic E. coli (ETEC) contains /t and/or st, that
codify for LT or ST toxins, respectively; Enteroinvasive E. coli (EIEC) contains
ial/ipaH which are associated with invasion; Enteroaggregative E. coli (EAEC)
contains the virulence plasmid CVD432 and Diffusely adherent E. coli (DAEC)
contains daaE which codifies a fimbriae. The aim of this work was to screen
stool specimens for presence of DEC and identify and characterize the strains.
Five hundred stool specimens (250 patients with diarrhea and 250 healthy
controls) were screened for DEC using a Multiplex-PCR protocol. Frequency of
DEC strains was the same (7,6%) for healthy controls and patients with
diarrhea. The following patotypes were found in the control group: EAEC
(3,2%), aEPEC (2,8%), STEC (1,2%) and DAEC (0,4%); and for the patients
with diarrhea: aEPEC (4%), EAEC (2,4%), STEC, DAEC and EIEC (0,4%). Two
strains of Shigella sonnei (0,8%) were also found. No one DEC was
significatively associated with diarrhea. Three out of four STEC were positive in
the Vero cell assay. A high number of DEC strains were resistant to one or
more of the antimicrobials tested. The Multiplex-PCR protocol used show to be
sensitive and specific for DEC/Shigella.
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1 INTRODUCAO

Escherichia coli é o anaerdbio facultativo predominante na microbiota do trato
intestinal humano. Estas E. coli comensais raramente causam doenca, exceto nos
individuos imunocomprometidos ou quando as barreiras gastrointestinais sdo rompidas.
Entretanto, ha varias estirpes de E. coli que adquiriram atributos de viruléncia
especificos (patotipos) que lhes conferem a habilidade de causar um amplo espectro de
doencas. Esses fatores de viruléncia sado freqientemente codificados em elementos
genéticos que podem ser transferidos para diferentes estirpes e assim, criar novas
combinacdes algumas das quais estdo associadas com patotipos especificos de E. coli
que sao capazes de causar doengas em individuos saudaveis (KAPER, NATARO e
MOBLEY, 2004). As estirpes de E. coli patogénicas causam basicamente trés
sindromes clinicas: infecgdo do trato urinario, sepse/meningite e diarréia (NATARO e
KAPER, 1998).

As doencas diarréicas permanecem como uma das principais causas de
morbidade e mortalidade em todo o mundo (FARTHING, 2000; WANKE, 2001). Estima-
se que ocorram, por ano, cerca de 4 bilhbes de casos de diarréia aguda em todo o
mundo, resultando na morte de 3 a 4 milhGes de pessoas. Embora as implicacoes
dessa doencga sejam particularmente evidentes nos paises em desenvolvimento, onde a
diarréia aguda é a segunda causa mais comum de mortes de criancgas, ficando atras
apenas de doencas respiratérias agudas (KOSEK, BERN e GUERRANT, 2003), nos
paises industrializados a diarréia aguda também causa morbidade e mortalidade
significativas (FARTHING, 2000).

As E. coli diarreiogénicas (DEC) contribuem significativamente para os casos de
diarréia, e os sintomas das infeccdes causadas por estes organismos variam de diarréia
aquosa auto-limitada a complicacées potencialmente fatais (KESKIMAKI et al., 2001;
WANKE, 2001). Com base na patogénese, manifestagdes clinicas e presenca de
fatores de viruléncia especificos, as DEC sao atualmente classificadas em 6 categorias:
E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli produtora de toxina Shiga (STEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enteroaderente (EAEC)
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e E. coli que adere difusamente (DAEC) (NATARO e KAPER, 1998). Esses patotipos de
E. coli estdo entre as causas importantes de diarréia e constituem um dos principais
problemas de saude publica nos paises em desenvolvimento (NATARO, STEINER e
GUERRANT, 1998).

O diagnéstico das DEC é dificultado pelo fato de que esses organismos nao
podem ser identificados com base somente em critérios bioquimicos uma vez que
geralmente sao indistinguiveis das E. coli ndo patogénicas. A diferenciacdo entre os
patotipos de E.coli requer 0 uso de ensaios imunoldgicos, cultivo celular ou técnicas
moleculares (NATARO e KAPER, 1998; WATTERWORTH et al., 2005). Neste trabalho
a presenca de DEC, em amostras de fezes, foi investigada utilizando-se a Reagédo em
Cadeia da Polimerase para a deteccao dos genes de viruléncia que caracterizam cada
patotipo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Escherichia coli faz parte da familia Enterobacteriaceae, composta por bacilos
gram negativos, anaerdbios facultativos, fermentadores de glucose. Desenvolve-se bem
em meios de cultura utilizados na rotina laboratorial como MacConkey e Teague
(NATARO et al., 2007).

Devido a similaridade com as E. coli ndo-patogénicas normalmente encontradas
nas fezes, as E. coli diarreiogénicas (DEC) ndo podem ser identificadas com base
somente nas caracteristicas bioquimicas. A classificagdo soroldgica, que utiliza
anticorpos contra os antigenos da superficie bacteriana, é o método geralmente
utilizado nos laboratorios clinicos para identificar algumas das estirpes de DEC (SILVA,
2006). Dois tipos principais de antigenos de superficie constituem a base para a
classificacao sorolégica, o antigeno ‘O’ ou somatico que define o sorogrupo, e o
antigeno ‘H’ ou flagelar. Os antigenos O e H definem o sorotipo. Embora alguns
sorogrupos especificos de E. coli estejam associados com certas sindromes clinicas,
servindo como marcadores que se correlacionam com clones virulentos, ndo sao estes
marcadores que conferem viruléncia (NATARO e KAPER, 1998).

Mais recentemente foi proposto um sistema de classificacdo baseado nos fatores
de viruléncia, que podem ser identificados utilizando métodos moleculares como
hibridizacdo de DNA, Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) ou cultivo celular. A
vantagem deste sistema é que esta mais diretamente associado com o processo de
doenca do que a sorotipagem (SALYERS e WHITT, 2002).

As DEC estéao entre os primeiros patégenos para os quais foram desenvolvidos
métodos diagndsticos moleculares, que sdo os mais confiaveis para diferenciar as
estirpes diarreiogénicas dos membros nao-patogénicos da microbiota intestinal e para
distinguir uma categoria da outra (NATARO e KAPER, 1998), permitindo um diagnéstico
mais acurado através da identificacdo de genes de viruléncia. Entretanto, além das E.
coli diarreiogénicas, outros microrganismos também sao capazes de causar diarréia,

entre eles estdo: Salmonella, Shigella, Campylobacter, Vibrio, Giardia lamblia,
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Cryptosporidium sp., Entamoeba e virus como o Rotavirus entre outros (LANATA e
MENDOZA, 2002).
A seguir serdao apresentados os principais mecanismos de viruléncia associados

com as estirpes diarreiogénicas de E.coli.

2.1 E. coli Enteropatogénica (EPEC)

EPEC foi o primeiro grupo de E. coli reconhecido como causa de diarréia, em
1945, quando John Bray descreveu estirpes sorologicamente distintas que foram
isoladas de criangas com diarréia, mas ndo de criangas saudaveis (KAPER, NATARO e
MOBLEY, 2004). Essas bactérias causam doenca primariamente em criancas menores
de 2 anos de idade. Uma hipo6tese proposta para explicar a razao da resisténcia relativa
de adultos e criancas mais velhas é a perda de receptores especificos com a idade
(NATARO e KAPER, 1998).

EPEC ¢é a principal causa de diarréia infantil nos paises em desenvolvimento.
Nos paises industrializados a freqliéncia desses organismos decresceu, mas eles
continuam a ser uma causa importante de diarréia (KESKIMAKI et al, 2001;
TRABULSI, KELLER e TARDELLI GOMES, 2002). No Brasil EPEC é o grupo de E. coli
diarreiogénica isolado com maior freqiiéncia (FRANZOLIN et al., 2005; GIRAO et al.,
2006).

Diarréia aquosa e profusa, vémito e febre baixa sdo sintomas comuns da
infeccdo por EPEC. Leucdcitos fecais, que sdo um achado caracteristico de bactérias
invasoras, ndo sao observados em pacientes infectados por EPEC (MILLER et al.,
1994). Na mucosa intestinal ocorre a formacao da lesao do tipo A/E, associada com o
desarranjo do sistema enzimatico digestivo-absortivo, levando a ma absorcdo dos
nutrientes (FAGUNDES-NETO, 1996). Como acontece com outras estirpes de DEC, a
transmissédo de EPEC é fecal-oral, através de méos, alimentos e fémites contaminados
(NATARO e KAPER, 1998).
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2.1.1 Principais fatores de viruléncia

2.1.1.1 Plasmideo EAF

As estirpes de EPEC geralmente exibem um padrao de aderéncia especifico em
células HelLa e Hep-2, que é dependente da presenca do plasmideo EAF (EPEC
adherence factor). Esse plasmideo contém um grupamento de 13 genes que sao
requeridos para a expressao tanto do BFP quanto da intimina (NATARO e KAPER,
1998).

Ao invés de cobrir uniformemente as células, as EPEC se ligam em
determinadas areas da superficie celular e formam grumos compactos, um padrdo
conhecido como aderéncia localizada (LA). O principal fator responsavel pela aderéncia
localizada é um tipo de pili denominado bundle-forming pilus (BFP), codificado no
plasmideo EAF, que interconecta as bactérias formando grumos ou microcol6nias e
promove a sua estabilizacdo (DONNENBERG e WHITTAM, 2001; TRABULSI, KELLER
e TARDELLI GOMES, 2002).

2.1.1.2 Intimina

O mecanismo central da infeccao causada por EPEC é a formacao de lesdes
intestinais denominadas attaching and effacing (A/E), causadas pela habilidade da
bactéria aderir intimamente aos enterdcitos, destruir as microvilosidades e induzir
alteracdes no citoesqueleto incluindo o acumulo de actina polimerizada e a formacao de
estruturas em pedestal nos locais onde a bactéria adere (DONNENBERG e WHITTAM,
2001; TRABULSI, KELLER e TARDELLI GOMES, 2002).

A formacéao da lesdo A/E depende da expressao de varios genes localizados em
uma regido de 35 kb do cromossomo de EPEC, denominada Locus of Enterocyte
Effacement (LEE) (MCDANIEL et al., 1995; FRANKEL et al., 1998). LEE é considerada
uma ilha de patogenicidade porque contém varios genes associados com viruléncia, e
nao € encontrada em estirpes de E. coli ndo patogénicas (DONNENBERG e WHITTAM,
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2001). Sequéncias homodlogas a LEE das EPEC sao encontradas em outras bactérias
da familia Enterobacteriaceae que causam a lesao do tipo A/E, incluindo STEC, RDEC-
1 (bactéria que causa diarréia em coelho), Hafnia alvei e Citrobacter rodentium
(NATARO e KAPER, 1998).

Intimina € uma proteina de membrana externa necessaria para a formagéao das
lesdes A/E. E codificada pelo gene eae presente na LEE (JERSE et al., 1990). A
intimina é responsavel pela adesao intima da EPEC as células epiteliais através da
ligacdo com o receptor Tir (translocated intimin receptor), que é sintetizado pela
bactéria, translocado pelo sistema de secrec¢éao tipo Il codificado pela LEE e inserido na
membrana citoplasmatica da célula hospedeira (DONNENBERG e WHITTAM, 2001). O
plasmideo EAF nado é essencial para a formacao das lesées A/E, mas aumenta a
eficiéncia da formacao das mesmas (TRABULSI, KELLER e TARDELLI GOMES, 2002).

O modelo para a patogénese de EPEC indica que a bactéria inicialmente adere
as células epiteliais através de uma adesina cuja identidade ainda nao foi estabelecida.
O sistema de secrecao tipo Il codificado pela LEE é ativado e varias proteinas efetoras
incluindo Tir, sdo translocadas para o interior da célula hospedeira. EPEC entao liga-se
a célula hospedeira através da interacdo da intimina com Tir inserido na membrana, e
numerosas proteinas do citoesqueleto acumulam-se sob o local onde a bactéria esta
ligada. As proteinas translocadas ativam vias de transdugdo de sinal nas células
eucaridticas, e a diarréia provavelmente resulta de multiplos mecanismos, incluindo a
secrecao ativa de ions, permeabilidade aumentada, perda da superficie absortiva
resultante da destruicdo das microvilosidades (KAPER, NATARO e MOBLEY, 2004).

2.1.2 EPEC tipica e EPEC atipica

Em 1995, durante o Segundo Simpésio Internacional sobre EPEC, foi aprovada a
seguinte definicdo de EPEC “estirpes diarreiogénicas de E. coli que produzem uma
lesdo caracteristica denominada attaching and effacing (A/E) nas células intestinais e
que nao produzem toxinas Shiga. As EPEC tipicas de origem humana possuem o
plasmideo de viruléncia EAF que codifica o bundle-forming pilus (BFP), necessério para
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a adesao localizada (LA) em células epiteliais, e um complexo regulador de varios
genes de viruléncia, enquanto as EPEC atipicas (aEPEC) ndo possuem este
plasmideo”.

Enquanto as estirpes tipicas apresentam exibem somente aderéncia LA, as
aEPEC geralmente apresentam um padrdo de aderéncia denominado LA-like (LAL),
caracterizado por microcolénias de bactérias menos compactas e menos densas que o
LA. Entretanto essas estirpes também podem apresentar aderéncia difusa (DA) e
agregativa (AA) (TRABULSI, KELLER e TARDELLI GOMES, 2002). Recentemente
foram descritas estirpes de aEPEC que apresentam o padrdo LA de adesdo, mas a
estrutura que media a agregacdo bacteriana nas microcol6nias ndo € conhecida
(HERNANDES et al., 2006).

As EPEC tipicas correspondem aos sorotipos classicos de EPEC e sdo causas
importantes de diarréia em paises em desenvolvimento, mas raras nos paises
industrializados, onde as atipicas sado a principal causa de diarréia (TRABULSI,
KELLER e TARDELLI GOMES, 2002; ROBINS-BROWNE et al., 2004). No Brasil até a
década de 90 uma elevada freqiiéncia de EPEC tipica era observada, no entanto,
estudos recentes tém demonstrado aumento na freqiéncia da aEPEC como causa de
diarréia (FRANZOLIN et al., 2005).

2.1.3 Deteccéao

As EPEC podem ser isoladas através de cultura em meios seletivos, e
detectadas através da aglutinacdo com anticorpos contra o antigeno somatico. Cinco a
dez colbnias lactose positivas de E. coli devem ser investigadas utilizando anticorpos
especificos para os antigenos somaticos associados com EPEC. Estirpes que
aglutinam com estes anticorpos devem ser confirmadas por laboratérios de referéncia
através da determinacao do antigeno H, para a sorotipagem completa (GRAY, 1995).
Os principais sorotipos de EPEC encontrados sao: O55:[H6], O86:H34, O111:[H2],a
O114:H2, O119:[H6], O127:H6, O142:H6, O142:H34 (tipicas) e O26:H[11], O55:[H7],
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055:H34, 086:H8, O111ac:[H8], O111:[H9], O111:H25, O119:H2, O125ac:H6, O128:H2
(atipicas) (TRABULSI, KELLER e TARDELLI GOMES, 2002).

O fendtipo das lesdes A/E pode ser identificado através de cultura de células
HEp-2 ou HelLa e através da analise da biopsia intestinal. Testes moleculares utilizando
hibridizacdo de DNA ou PCR estao disponiveis para o diagnostico de EPEC, e tem
como alvo a deteccdo do gene eae que codifica a intimina e marcadores do plasmideo
EAF além de verificar a auséncia de genes que codificam a toxina Shiga (NATARO e
KAPER, 1998). A diferenciacédo entre aEPEC e tEPEC é realizada através da detecgao
do gene bfp, uma vez que este gene esta presente somente das estirpes de tEPEC.

2.2 E. coli produtora de toxina Shiga (STEC)

STEC foi reconhecida como patégeno humano em 1982, durante a investigacao
de dois surtos de colite hemorragica que foram associados a um sorotipo entao
incomum de E. coli identificado como O157:H7 (RILEY et al., 1983). Outro trabalho de
destaque, também publicado em 1983, relatou a associacdo de casos esporadicos de
sindrome hemolitica urémica com estirpes de E. coli produtoras de citotoxinas
(KARMALLI et al., 1983). Logo apds verificou-se que a toxina produzida pela E. coli
0O157:H7 era relacionada aquela produzida pela Shigella dysenteriae tipo1 e ela passou
a ser denominada toxina Shiga (TARR, GORDON e CHANDLER, 2005). Atualmente
além da E. coli O157:H7, sao reconhecidos mais de 200 sorotipos diferentes de STEC,
designadas como STEC ndo-O157, capazes de causar doencas em humanos
(MICROBIONET, 2008).

As STEC sao caracterizadas pela producao de toxina Shiga e sdo uma causa
importante de doenca gastrointestinal em humanos, nao sé pelos inUmeros surtos que
provocam (KARCH et al., 1999; CDC, 2006; CDC, 2007), mas também porque podem
causar complicagcbes graves como colite hemorragica (CH), sindrome hemolitica
urémica (SHU) e purpura trombocitopénica trombética (PATON e PATON, 1998; TARR,
GORDON e CHANDLER, 2005). A morbidade e a mortalidade associadas aos surtos e
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casos esporadicos de doencas gastrointestinais causados por STEC, tornaram este
microrganismo um problema mundial de saude publica (PATON e PATON, 1998).

Os principais reservatérios de STEC sdao o gado e outros ruminantes,
aparentemente saudaveis, que contém STEC na microbiota intestinal (BEUTIN et al.,
1993). A infeccao de humanos com STEC ocorre principalmente através da ingestao de
agua e alimentos contaminados tais como leite e carne, e seus derivados, verduras
cruas, sucos nao pasteurizados (TARR, GORDON e CHANDLER, 2005; CDC, 2006).

2.2.1 Principais fatores de viruléncia

2.2.1.1 Toxinas Shiga (Stx)

A toxina Shiga é o principal fator de viruléncia das STEC, responsavel pelas
principais manifestagées da colite hemorragica e sindrome hemolitica urémica (PATON,
e PATON, 1998; TARR, GORDON e CHANDLER, 2005). Pertencem a familia das
toxinas do tipo AB e sao codificadas em operons que tém uma estrutura comum, onde a
regiao que codifica a subunidade A precede a da subunidade B (HABIB e JACKSON,
1993). As toxinas Shiga sao compostas por uma subunidade A e cinco subunidades B.
A subunidade A é responsavel pela toxicidade e tem atividade de RNA-N-glicosidase. A
subunidade B € responsavel pela ligacdo da toxina ao receptor Gb3 presente na
superficie das células do hospedeiro. Uma vez ligada a célula alvo, a subunidade A é
internalizada por endocitose e quebra uma ligacdo N-glicosidica especifica na
subunidade 28S do rRNA, removendo um residuo de adenina, inibindo o processo de
sintese de proteinas e causando morte celular (ENDO et al., 1988; KAPER, NATARO e
MOBLEY, 2004). As toxinas Shiga sao produzidas no intestino mas podem causar
complicacdes sistémicas através de uma combinacdo de toxicidade direta e indugédo da
producdo de citoquinas (KAPER, NATARO e MOBLEY, 2004; TARR, GORDON e
CHANDLER, 2005).

Existem dois grupos principais de toxinas Shiga, Stx1 e Stx2, classificados

inicialmente com base nas suas propriedades imunolégicas. Essas toxinas sao
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codificadas pelos genes stx; e stx,, respectivamente. Stx1 é praticamente idéntica a Stx
produzida pela Shigella dysenteriae do tipo 1 e reage cruzado com anticorpos anti Stx.
Stx2 é imunologicamente diferente da Stx1, ndo reage com anticorpos anti-Stx1,
embora essas toxinas sejam biologicamente e estruturalmente similares. A diferenca
entre Stx1 e Stx é de apenas um aminoacido na subunidade A, enquanto que Stx2
apresenta 56% de similaridade na sequéncia de aminoacidos com as duas outras
toxinas (JACKSON et al., 1987; PATON, J. C. e PATON, A. W., 1998). As estirpes de
STEC que produzem Stx2 sdo mais comumente associadas a doengas severas, CoOmo
SHU, do que aquelas que produzem somente Stx1 ou Stx1 associada a Stx2 (SIEGLER
et al., 2003).

Variantes de Stx1 e Stx2 foram descritas. O grupo Stx1 apresenta poucas
variantes que diferem discretamente na seqiiéncia de nucleotideos, sem conseqiiéncias
sobre as suas caracteristicas antigénicas e toxicidade (PATON, BEUTIN e PATON,
1995; ZHANG et al., 2002; MAINIL e DAUBE, 2005). Para Stx2 cerca de 20 variantes,
que diferem mais em termos de seqiiéncia de nucleotideos, antigenicidade e toxicidade,
foram descritas (NAKAO et al., 2002; MAINIL e DAUBE, 2005). Algumas, como Stx2 e
Stx2c, estdo associadas principalmente com doenga mais severa como CH e SHU,
enquanto outras sao encontradas apenas em casos de diarréia ou em amostras de
origem animal (FRIEDRICH et al., 2002; MAINIL e DAUBE, 2005).

Além das toxinas Shiga outros atributos de viruléncia podem ser produzidos
pelas STEC mas, diferente do que ocorre com Stx, estes apresentam uma distribuicao
heterogénea.

2.2.1.2 Intimina (eae)

Algumas estirpes de STEC compartiiham com a EPEC a capacidade de causar
as lesdes do tipo A/E na mucosa intestinal, também contém o locus of enterocyte
effacement (LEE) e conseqlentemente o gene eae que codifica a intimina. A LEE
encontrada nas estirpes de STEC apresenta 93,9% de homologia na seqiiéncia de
nucleotideos com aquela presente na EPEC, e o gene eae destes dois patotipos
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apresentam 87,2% de identidade (FRANKEL et al., 1998). Recentemente foi descrita a
existéncia de ao menos 10 subtipos de intimina, mas a importancia dessas variantes na
patogénese nao é conhecida (ZHANG et al., 2002).

A intimina e a toxina Stx2 sdo os fatores de viruléncia que estao associados mais
frequentemente com estirpes de STEC isoladas de humanos, particularmente com as
doencas severas como a SHU (BOERLIN et al., 1999). No entanto, a presenca da LEE
nao € essencial para a patogenia da STEC, pois um grande numero de casos de
doencas, incluindo SHU, tem sido causadas por estirpes LEE negativas (PATON et al.,
1999).

2.2.1.3 Enterohemolisina

A enterohemolisina € uma toxina codificada pelo gene ehxA presente em um
plasmideo encontrado em quase todas as estirpes de E. coli O157:H7 e é
extensamente distribuido nas estirpes de STEC nao-O157 (SCHMIDT, BEUTIN e
KARCH, 1995; KARCH et al., 2001). Pertence a familia das toxinas RTX (repeats in
toxin), e apresenta repeticbes em tfandem de um nonapeptideo. A produgcdo de
enterohemolisina também tem sido associada com doencas de maior severidade, mas a
maneira como contribui para a patogénese da STEC ainda ndo é bem compreendida.
Uma possibilidade é que a liberacdo da hemoglobina, devido a lise dos eritrécitos, sirva
como fonte de ferro estimulando o crescimento do microrganismo (BAUER e WELCH,
1996).

2.2.1.4 STEC autoagglutinating adhesin (Saa)

Uma adesina denominada Saa, codificada pelo gene saa, foi descrita em
algumas estirpes de STEC que nao contém a ilha de patogenicidade LEE. Tais estirpes
foram isoladas de pessoas com SHU (PATON et al., 2001). Entretanto, posteriormente
verificou-se que a presenca do gene saa € mais freqlente em estirpes isoladas de

bovinos do que de humanos, sugerindo que Saa tenha um papel na adesao ao intestino
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destes animais (JENKINS et al., 2003). Portanto o papel da Saa na patogenia das
STEC ainda esta por ser esclarecido.

2.2.1.5 Subtilase (SubAB)

Recentemente, descobriu-se que a STEC 98NK2 (O113:H21), isolada de surto
de SHU, produz uma citotoxina adicional, previamente descrita como ABs citotoxina,
que é letal para camundongos, provocando danos microvasculares, trombose e necrose
em multiplos 6rgéos, incluindo cérebro, rins e figado. Essa toxina foi denominada de
citotoxina subtilase (SubAB). A subunidade A tem atividade catalitica e € uma subtilase
tipo serina protease distantemente relacionada a toxina produzida pelo Bacillus
anthracis. A subunidade B, assim como as Stx, forma um pentamero que é responsavel
pela ligagédo a glicolipideos na superficie das células alvo. Esta citotoxina € codificada
por dois genes cotranscritos (SubA e subB) localizados num plasmideo de viruléncia,
designado pO113. SubAB também foi detectada em estirpes de STEC de outros
sorotipos (PATON et al., 2004).

2.2.2 Deteccéo

Um dos primeiros testes desenvolvidos para o diagnéstico das STEC foi o
MacConkey sorbitol, baseado na inabilidade do sorotipo O157:H7 utilizar o sorbitol.
Entretanto, a medida que foi se verificando que havia outros sorotipos de STEC, que
predominam em varias regides do mundo, e que sao capazes de fermentar o sorbitol,
outras caracteristicas passaram a ser utilizadas para a sua detecgéao.

O ensaio de citotoxicidade em células VERO (células de rim de macaco verde),
baseado no efeito citopatico produzido pelas toxinas Shiga, é o método de referéncia
para o diagndstico de STEC, mas nao é pratico para uso na rotina laboratorial. Diversos
kits diagnosticos que utilizam anticorpos anti-Stx para detectar a presenca de toxina
Shiga estdo comercialmente disponiveis. Entretanto, a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) é a metodologia atualmente recomendada para a deteccdo das
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STEC devido a sua especificidade, sensibilidade e rapidez em comparacdo aos
métodos tradicionais (PATON e PATON, 1998; KARCH et al., 2001). A reagao positiva
para 0s genes stx; e sStxp € suficiente para confirmar a presenca de STEC em uma
amostra, mas a deteccao de genes de viruléncia acessorios, que sao aleatoriamente
distribuidos entre as STEC, fornece uma informacao relevante para a clinica, e pode ter
um grande valor epidemiol6gico (PATON e PATON, 2005).

2.3 E. coli Enterotoxigénica (ETEC)

As ETEC sao estirpes de E. coli que produzem toxina termolabil (LT) e/ou
termoestavel (ST). Podem expressar somente LT, somente ST ou ambas. Foram
descritas por De e colaboradores em 1956 quando, ao infectar coelhos com estirpes de
E. coli isoladas de criangcas e adultos com sintomas parecidos aos da cdlera,
observaram o acumulo de fluidos no intestino dos animais, efeito similar ao provocado
pelo Vibrio cholerae (QADRI et al., 2005).

As ETEC sao uma importante causa de diarréia nos paises em desenvolvimento,
particularmente em criancgas, e sdo a principal causa da “diarréia do viajante” (NATARO
et al., 2007). Estéao distribuidas numa grande variedade de sorogrupos, que abrangem
pelo menos 78 grupos O e 34 H. Os sorogrupos O mais comuns sao 06, 08, 015, 020,
025, 027, 049, 063, 078, 0128, 0148, 0153, 0159, 0167 e O169, sendo 0s grupos
O e H mais fortemente associados O8:H9, O78:H12 e 025:H42 (MERSON et al., 1979;
WOLF, 1997; NATARO et al., 2007). Segundo a Organizacao Mundial de Saude, ETEC
€ 0 enteropatégeno mais freqlientemente isolado de casos de diarréia em criangas com
menos de 5 anos de idade em paises em desenvolvimento, causando cerca de 210
milhndes de episddios de diarréia e, aproximadamente 380.000 oObitos registrados
anualmente (WHO, 1999).

A transmissao da ETEC ocorre através do consumo de agua e alimentos
contaminados (NATARO e KAPER, 1998).

ETEC causa diarréia aquosa do tipo secretéria que varia de branda, auto-limitada,

a severa. A doenca se inicia com fezes aquosas e sem sangue, auséncia de vémito,
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levando a desidratacdo devido a perda de liquido e eletrélitos nas fezes. A perda de
liguido resulta em boca seca, letargia, diminuicdo da pressdo sangiinea, espasmos
musculares e, nos casos mais severos, choque. Os pacientes infectados nao
apresentam febre. A diarréia dura em torno de 3 a 4 dias e é auto-limitada, se a
hidratacdo for mantida os pacientes sobrevivem sem nenhuma sequiela. Com o
tratamento adequado a taxa de mortalidade é extremamente baixa, menos de 1%.
Entretanto as infecgdes por ETEC sao dificeis de se diagnosticar, o que faz com que
esta bactéria seja sub-diagnosticada (QADRI et al., 2005).

2.3.1 Principais fatores de viruléncia

2.3.1.1 Toxinas termo-labeis (LT)

Sao toxinas oligoméricas intimamente relacionadas em estrutura e fungédo com a
toxina da cdélera (CT) produzida pelo Vibrio cholerae. Essas duas toxinas apresentam
80% de identidade nas suas seqiéncias de aminoacidos. Contém uma subunidade A,
responsavel pela atividade enzimatica da toxina, e cinco subunidades B idénticas, que
mediam a ligacdo da holotoxina aos gangliosideos GM1 e GD1b da superficie celular
(SIXMA et al., 1993; KAPER, NATARO e MOBLEY, 2004). Existem duas categorias de
LT, LT-1 e LT-Il, que ndo reagem cruzado em testes imunolédgicos. LT-lI € encontrada
predominantemente em estirpes isoladas de humanos e apresenta maior similaridade
com a toxina da colera, com aproximadamente 80% de identidade na sequiéncia de
aminoacidos da CT. LT-II é encontrada principalmente em E. coli isoladas de animais e
raramente em isolados de humanos (NATARO e KAPER, 1998).

Apés a colonizagao do intestino delgado pela ETEC e a liberagdo da LT, a toxina
se liga irreversivelmente aos receptores na superficie dos enterdcitos e a subunidade A,
que tem atividade de ADP-ribosil-transferase, € internalizada e transfere o ADP-ribosil
do NAD para a proteina G, que regula a adenilciclase. Este processo resulta na
ativacao permanente da adenilciclase e no aumento dos niveis de AMPc intracelular o
que estimula a secrecao de cloreto e inibe a captacao de NaCl. O desequilibrio de ions
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resulta na perda de agua e diarréia. LT também afeta a sintese de prostaglandinas e
leucotrienos que estimulam o transporte de eletrolitos e podem contribuir para o
desequilibrio de ions. Além disso, LT também tem efeitos sobre o sistema nervoso
entérico, que controla a motilidade intestinal e a secrecao de ions, e estimula a
producdo de citocinas pelas células intestinais (SALYERS e WHITT, 2002; KAPER,
NATARO e MOBLEY, 2004).

2.3.1.2 Toxinas termo-estaveis (ST)

Ao contrario das LTs, as STs sao toxinas pequenas, monomeéricas que contém
residuos de cisteina, cujas pontes dissulfeto sdo responsaveis pela estabilidade ao
calor. Existem duas classes de ST, STa e STb, que diferem em estrutura e mecanismos
de acdo. Os genes de ambas as classes sdo encontrados predominantemente em
plasmideos, e alguns em transposons.

Praticamente s6 as toxinas da classe STa estdo associadas com doengca em
humanos. Essa toxina contém 19 aminoéacidos, seis dos quais sao cisteinas que
formam trés pontes dissulfeto intramoleculares (KAPER, NATARO e MOBLEY, 2004).
STa se liga ao receptor guanilato ciclase C no epitélio intestinal, ativando-o, o que
resulta em aumento dos niveis de guanina monofosfato ciclico (cGMC) intracelular. O
aumento do cGMC faz com que haja aumento na secrecéo de ions cloreto e inibicao da
absorcdo de sodio, através do bloqueio de um transportador de Na/H*, causando
secrecao de fluido intestinal (VAANDRAGER, 2002).

STb causa danos teciduais no epitélio do intestino, como perda das vilosidades
intestinais (NATARO e KAPER, 1998), estimula a secrecdo de bicarbonato pelas
células do intestino, e nao de cloreto como a Sta (SEARS e KAPER, 1996), e aumenta
os niveis de calcio intracelular (DREYFUS et al., 1993). Esta associada com estirpes de
ETEC isoladas de suinos, raramente é encontrada em isolados de humanos (LORTIE,
DUBREUIL e HAREL, 1991). Sta e Stb tém efeitos sinérgicos no acumulo de fluidos no
intestino de modelos animais, sugerindo que elas tém diferentes mecanismos de agao
(PETERSON e WHIPP, 1995).



28

2.3.1.3 Antigenos de fator de colonizagdo (CFA)

Para causar diarréia, as estirpes de ETEC devem primeiro aderir aos enterécitos
do intestino delgado, o que é mediado por uma ou mais adesinas, chamadas de CFA
(antigenos de fator de colonizacdo). Mais de 20 CFAs foram caracterizados e
classificados de acordo com sua antigenicidade, peso molecular e morfologia estrutural.
A maioria das ETEC isoladas de humanos expressam CFA/I, CFA/ll ou CFA/IV
(GAASTRA e SVENNERHOLM, 1996; KAPER, NATARO e MOBLEY, 2004; TURNER
et al., 2006). Os genes das CFAs usualmente sdo codificados em plasmideos, que
também codificam as enterotoxinas ST e LT (NATARO e KAPER, 1998).

2.3.1.4 Qutros fatores de viruléncia

TibA € uma proteina ancorada na parte exterior da membrana celular encontrada
em algumas estirpes de ETEC. Esta proteina esta associada a aderéncia nao fimbrial
das ETEC as células humanas (ELSINGHORST e WEITZ, 1994). Além da aderéncia as
células dos humanos, TibA promove agregacao bacteriana através de reconhecimento
intercelular (TibA-TibA), com consequente formacao de um biofilme, o que pode ter um
importante papel na patogénese destas bactérias (SHERLOCK, VEJBORG e KLEMM,
2005).

Além da LT e ST, as toxinas EAST1, EatA e ClyA também podem ser produzidas
pelas ETEC (TURNER et al., 2006). O papel da EAST1 ainda é controverso. Entretanto,
ensaios in vivo demonstraram que essa toxina pode induzir acumulo de fluidos no
intestino de ratos (SAVARINO et al., 1991). EAST1 apresenta diversas similaridades
com a Sta, como a presenca de pontes dissulfeto, que conferem estabilidade ao calor e
que sao necessdrias para sua funcao, identidade de 50% nas regides funcionais,
ativacao da producao de cGMP e utilizacdo do receptor de guanilato ciclase C (GC-C)
como receptor nas células eucariéticas (TURNER et al., 2006).

EatA é uma proteina autotransportadora. Possui homologia com um grupo amplo
de autransportadores chamados de serina protease autotransportadores de
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Enterobacteriaceae (SPATES), que atuam como toxinas e proteases extracelulares
(HENDERSON et al., 2004). ClyA, também chamada de HIyE, é uma citotoxina
formadora de poro. Foi identificada primeiramente na estirpe de E. coli K12 (LUDWIG et

al., 1999), e posteriormente em varios isolados clinicos, incluindo as ETEC.

2.3.2 Deteccéo

O diagnostico das infecgdes causadas por ETEC é feito através do isolamento
dos organismos em cultura e de testes que detectam a producéo de toxinas. Um destes
testes é a cultura de células de ovario de hamster Chinés (CHO), nas quais a toxina
causa alteracdes na morfologia celular visualizadas pelo alongamento destas celulas.
Entretanto, este tipo de ensaio nao é realizado na rotina dos laboratérios clinicos. As
ETEC ainda podem ser detectadas por métodos imunolégicos como ELISA (GRAY,
1995), e ensaios moleculares que detectam genes que codificam LT e ST (LOPEZ-
SAUCEDO et al., 2003).

2.4 E. coli Enteroinvasora (EIEC)

EIEC foi descrita em 1944, quando foi denominada “paracolon bacillus”, mas foi
posteriormente identificada como E. coli O124. Na década de 50, foi observado que um
grupo de E. coli era capaz de causar ceratoconjuntivite em cobaias pelo teste de
Sereny, uma caracteristica encontrada em Shigella. Essas estirpes foram inicialmente
classificadas como Shigella e mais tarde identificadas como E. coli subgrupo EIEC
sorogrupo 0164 (Monolov, D.G., 1959, citado em LAN et al., 2004). Atualmente, devido
aos resultados de estudos moleculares, se aceita que as estirpes de Shigella ndo sao
espécies separadas, mas constituem grupos distintos de linhagens patogénicas de E.
coli (JOHNSON, 1999).

As EIEC tém relacdo bioquimica, genética e patogénica com Shigella spp
(KAPER, NATARO e MOBLEY, 2004). Pois apresentam notavel similaridade fenotipica,
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com uma reduc¢ao no numero de substratos utilizados em relacéo as estirpes comensais
de E. coli.

A maioria dos pacientes infectados por EIEC apresenta diarréia aquosa,
indistinguivel daquela causada por outras E. coli patogénicas. Somente uma minoria
desenvolve disenteria, que se manifesta com sangue, muco e leucécitos nas fezes,
célicas abdominais severas e febre. A maioria dos estudos epidemiolégicos relata a
presenca de EIEC em surtos. Nos casos esporadicos, muitas estirpes de EIEC
provavelmente sao identificadas erroneamente como Shigella spp. ou como estirpes de
E. coli ndo patogénicas. Os surtos causados por EIEC sdo usualmente transmitidos por
agua e alimentos (NATARO e KAPER, 1998).

2.4.1 Principais fatores de viruléncia

2.4.1.1 Antigeno plasmidial de invaséo (ipa) e locus associado a invasao (ial)

A invasdao é o principal mecanismo de viruléncia da EIEC, compreende a
penetracdo em células epiteliais, seguida pela lise do vacuolo endocitico, multiplicacao
intracelular, movimento direcional no citoplasma e invasdo das células adjacentes
(KAPER, NATARO e MOBLEY, 2004). Esta caracteristica depende da expressao de
varios genes que sao ativados em resposta a sinais do microambiente, e sao
codificados em um plasmideo de invasdo denominado plnv, presente em Shigella e
EIEC (HARRIS et al., 1982).

Muito da patogénese de EIEC/Shigella, que compartiham as mesmas
caracteristicas de viruléncia, parece resultar dos mdultiplos efeitos do sistema de
secrecao tipo Il (SSTT) presente no plasmideo de viruléncia. O SSTT secreta multiplas
proteinas codificadas nos loci ipa (invasion associated plasmid) que mediam eventos de
sinalizacdo na célula epitelial, rearranjo do citoesqueleto, captacdo celular, lise do
vacuolo endocitico, entre outras. Embora o SSTT seja essencial para o processo de
invasdo dessas bactérias fatores de viruléncia adicionais de origem plasmidial e
cromossomal foram descritos (KAPER, NATARO e MOBLEY, 2004).
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O gene ial (invasion associated locus) e o gene ipaH, associados com invasao,
estdo presentes no plasmideo de viruléncia e sdo utilizados para o diagnéstico de
EIEC. Entretanto jpaH estd presente também no cromossomo de EIEC e Shigela
(LUSCHER e ALTWEGG, 1994), o que o torna um marcador estavel para detectar a

presenca dessas bactérias.

2.4.2 Deteccéao

Diferenciar EIEC de Shigella spp e de outras estirpes de E. coli, incluindo as nao
patogénicas € dificil. Como Shigella spp, a maioria das estirpes de EIEC é imdvel,
exceto o sorotipo 0124:H30 (GIBOTTI et al., 2004), ndo fermenta lactose e é lisina
descarboxilase negativa. As poucas propriedades bioquimicas que diferenciam essas
bactérias incluem L-serina e D-xilose e/ou mucato e acetato. EIEC pode ser positiva
para um ou mais desses testes, enquanto que Shigella geralmente é negativa (LAN et
al., 2004). Um numero reduzido de antigenos O sao encontrados em EIEC, incluindo:
028:NM, O29:NM, O112ac:NM, O121:NM, O124:NM, O124:H7, O124:H30, O135,
0136:NM, O143:NM, O144:NM, O152:NM, 0159, O164:NM e O167:NM e O173. Trés
desses, O112ac, 0124 e 0152, sao idénticos aos antigenos O presentes em Shigella
(NATARO e KAPER, 1998; LAN et al., 2004; NATARO et al., 2007). A identificagao
também pode ser realizada utilizando cultivo celular e verificando o padrao de invasao
em células HEp-2 ou Hela, e ainda através da deteccao de genes associados com
invasao tais como ipaH e ial (LUSCHER e ALTWEGG, 1994; GRAY, 1995).

2.5 E. coli Enteroagregativa (EAEC)

Este grupo foi descrito em 1987, quando se observou que estirpes de E. coli
aderiam a células HEp-2 gerando um fenétipo diferente do padrao localizado da EPEC.
Este padrdo diferenciado de adesédo foi dividido em duas subcategorias: a aderéncia
agregativa (AA), caracterizada pela autoaglutinagdo proeminente entre as bactérias na
superficie celular; e a aderéncia difusa (DA), onde as bactérias ficam dispersas sobre a
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superficie celular. As EAEC sao definidas como estirpes de E. coli que nao secretam
toxina LT nem ST, e que aderem a células HEp-2 através do padrao autoagregativo, no
qual as bactérias aderem uma a outra adquirindo uma configuragdo em tijolos
empilhados (stacked-brick) (NATARO e KAPER, 1998). E provavel que essa definicéo
englobe tanto estirpes patogénicas quanto nao-patogénicas (ELIAS et al., 2002),
entretanto pelo menos um subgrupo de EAEC é comprovadamente patogénico para
humanos (NATARO, STEINER e GUERRANT, 1998).

A EAEC é cada vez mais reconhecida como causa de diarréia aguda, persistente
em criancas e adultos, tanto nos paises desenvolvidos como naqueles em
desenvolvimento (COHEN et al., 1993; KAPER, NATARO e MOBLEY, 2004). Pacientes
infectados com EAEC podem manifestar inflamacao intestinal, notada pela presenca de
lactoferrina fecal e citocinas pro-inflamatorias, como a IL-8 (GREENBERG et al., 2002).

2.5.1 Principais fatores de viruléncia

A estratégia basica da patogénese da EAEC compreende a colonizagdao da
mucosa intestinal seguida pela secrecao de enterotoxinas e citotoxinas, que resulta em
diarréia secretoria e lesdo da mucosa (NATARO, STEINER e GUERRANT, 1998).
Nenhum fator de viruléncia isoladamente foi associado com EAEC, os estudos indicam
a participacao de diversos fatores, de localizacao plasmideal e também cromossomal
(ELIAS et al., 2002; HARRINGTON, DUDLEY e NATARO, 2006). A inflamagao ocorre
em reposta a uma proteina flagelar da EAEC, que induz a liberacéo de IL-8. A secrecao
desta citocina estimula a migracao de neutréfilos através do epitélio e secrecao de
liquidos celulares (STEINER et al., 2000). EAEC também provoca secrecao de muco,
que envolve a bactéria formando um biofilme. O papel da producao de muco pode estar
relacionado com a diarreiogénese destas bactérias e, talvez, com sua habilidade de
causar uma colonizagao persistente (NATARO e KAPER, 1998).
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2.5.1.1 Plasmideo de aderéncia agregativa (pAA)

O plasmideo de aderéncia agregativa (pAA), também chamado de CVD432, tem
sido utilizado em muitos estudos epidemiolégicos como marcador para EAEC. Alguns
genes codificados no pAA sdo as fimbrias de aderéncia agregativa (AAF-1 e Il)
(CZECZULIN et al., 1997), o ativador transcricional AggR (NATARO et al., 1994), a
toxina termo-estavel de E. coli enteroagregativa 1 (EAST-1) (SAVARINO et al., 1993), e
a citotoxina Pet (HENDERSON, HICKS et al., 1999). Entretanto a distribuicdo destes
fatores de viruléncia é bastante heterogénea (NATARO e KAPER, 1998).

2.5.1.2 Fimbria de Aderéncia Agregativa (AAF)

As estirpes de EAEC aderem a células HEp-2 e a mucosa intestinal através das
fimbrias de aderéncia agregativa (AAFs) (CZECZULIN et al., 1997). Pelo menos quatro
tipos de AAF existem, cada um presente numa minoria de estirpes (KAPER, NATARO e
MOBLEY, 2004) .

2.5.1.3 Qutros fatores de viruléncia

A EAST1 (toxina termo-estavel enteroagregativa 1) € uma enterotoxina de
origem plasmideal e apresenta homologia com o dominio enterotéxico da toxina termo-
estavel de ETEC (Sta) (SAVARINO et al., 1993). Acredita-se que a EAST1 contribui
para a diarréia aquosa, no entanto, o gene da EAST1 (astA) também pode ser
encontrado em muitos isolados de E. coli comensais e, consequentemente, o papel
dessa toxina na patogénese da diarréia permanece controverso (MENARD e
DUBREUIL, 2002). Outras categorias de E. coli, como estirpes de STEC, produzem a
EAST1 com uma freqiéncia maior que as estirpes de EAEC (SAVARINO et al., 1996).

A toxina codificada por plasmideo (Pet) induz efeitos citotéxicos causando
contracdo do citoesqueleto e perda da tensdo das fibras de actina (CANIZALEZ-
ROMAN e NAVARRO-GARCIA, 2003). Embora a Pet desempenhe um papel na
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patogénese da EAEC, ela esta presente na minoria das estirpes (CZECZULIN et al.,
1999), o que indica heterogeneidade em termos de viruléncia nessas bactérias.

ShET1 e Pic sdo duas toxinas codificadas pelo mesmo locus cromossomal, mas
em sentidos opostos. O gene maior codifica a protease com atividade de mucinase,
chamada Pic. A outra extremidade codifica a enterotoxina oligomérica que é conhecida
como enterotoxina Shigella 1 (ShET1), que parece estar relacionada com a diarréia
secretéria que acompanha a infeccdo por EAEC e por Shigella (HENDERSON,
CZECZULIN et al., 1999).

Outros genes de viruléncia (aggR, astA, aafA, pet, aggA aap, irp2, pic, shf, aggC
e aafC) foram detectados em EAEC (MOON, PARK e KIM, 2005; UBER et al., 2006),
mas sao distribuidos de forma heterogénea entre as estirpes, reforcando a diferenca

em termos de viruléncia entre essas bactérias.

2.5.2 Deteccéo

O diagnéstico de EAEC pode ser realizado pelo teste de aderéncia a células
HEp-2 ou através da detecgcdo de genes responsaveis pela aderéncia agregativa
(NATARO e KAPER, 1998). A PCR para detectar o plasmideo de viruléncia pAA
também tem sido utilizado como método para o diagnéstico de EAEC (SCHMIDT et al.,
1995).

2.6 E. colique Adere Difusamente (DAEC)

Essas E. coli séo definidas pelo padréao difuso de aderéncia (DA) as células HEp-
2 (NATARO e KAPER, 1998), no qual as bactérias distribuem-se uniformemente sobre
toda a superficie celular (SCALETSKY, SILVA e TRABULSI, 1984). Diversos estudos
implicaram DAEC como causa de diarréia, particularmente em criangcas com mais de 12
meses de idade (SCALETSKY et al., 2002; KAPER, NATARO e MOBLEY, 2004).



35

2.6.1 Principais fatores de viruléncia

Os processos patofisiolégicos associados com as infeccdes causadas por DAEC
ainda nao sdo bem conhecidos. O padrao de aderéncia difusa é devido a adesinas
codificadas por uma familia de operons chamada de afa/dra/daa que levam a producao
de adesinas fimbriais, F1845 e Dr, e ndo-fimbriais, Afak-l e Afak-Ill (LE BOUGUENEC
e SERVIN, 2006).

As DAEC induzem um efeito citopatico caracterizado por lesdes nas
microvilosidades e desenvolvimento de extensdes celulares longas, as quais envolvem
a bactéria aderente (BERNET-CAMARD et al., 1996). Também sao capazes de
provocar reacao inflamatoéria nas células intestinais através da indugao de secrecao de
IL-8, citocina capaz de estimular a migracao de leucdcitos polimorfonucleares (BETIS et
al., 2003). No entanto, algumas estirpes de DAEC nao induzem esta secre¢cdo em
culturas de células de epitélio humano. Isto provavelmente deve-se ao fato de que o
grupo de DAEC é composto por organismos heterogéneos que diferem entre si quanto
a sua patogenicidade. Sendo assim, a adesao difusa é presumivelmente insuficiente
para causar danos no intestino (ARIKAWA et al., 2005).

2.6.1.1 Fimbria F1845

F1845 é uma fimbria presente na estirpe C1845 e é responsavel pelo fenétipo
DA das DAEC (BILGE et al., 1989). O gene que codifica a F1845 é o daaE e esta
presente tanto no cromossomo da bactéria como em plasmideo e apresenta homologia
com os membros da familia de adesinas Afa/Dr (NOWICKI et al., 1990). As adesinas da
familia Dr reconhecem o antigeno Dr do sistema Cromer blood-group. Este antigeno
corresponde ao dominio exposto do decay-accelaration factor (DAF — CD55) (TELEN et
al.,, 1988), sendo este utilizado pela F1845 como receptor. DAF é uma proteina
ancorada na superficie celular responsavel pela protecdo das células de danos pelo
sistema complemento (HASAN et al., 2002), através da regulacdo da ativacdo do

componente C3 nas células hematopoiéticas (TELEN et al., 1988).
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2.6.2 Deteccéao

DAEC podem ser identificadas através de ensaios de cultivo celular, onde se
observa a presenca de um padrao de aderéncia difusa, e PCR para genes de viruléncia
(SCALETSKY, SILVA e TRABULSI, 1984).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Este trabalho teve por objetivo detectar a presenca de estirpes de E. coli
diarreiogénicas (DEC) em culturas de amostras fecais de pessoas com diarréia e de
pessoas saudaveis, através da amplificacdo de genes associados com viruléncia, e

caracterizar os isolados.

3.20bjetivos especificos

- Fazer a triagem de amostras fecais quanto a presenca de E. coli
diarreiogénicas utilizando genes de viruléncia que definem cada patotipo como
marcadores.

- Isolar e caracterizar bioquimicamente as estirpes de E. coli diarreiogénicas.

- Determinar a incidéncia de DEC nos casos de diarréia e nos controles
saudaveis.

- Determinar o padrao de susceptibilidade das DEC aos antimicrobianos.

- Realizar o ensaio de citotoxicidade em células Vero e determinar a presenca
ou nao de genes de viruléncia acessorios ehxA (enterohemolisina), saa (adesina Saa) e
SubA (toxina subtilisina), para as estirpes de E. coli produtora de toxina Shiga.

- Confirmar a identidade dos produtos de amplificacdo através do

sequenciamento de DNA.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Amostra

Foram analisadas 500 amostras de fezes, sendo 250 de individuos com diarréia
e 250 de individuos saudaveis (grupo controle). As amostras diarréicas foram
provenientes de criancas e adultos que realizaram coprocultura no Laboratorio
Frishmann Aisengart (213 amostras coletadas no periodo de agosto a outubro de 2007)
ou no Laboratério Central do Parana (37 amostras coletadas no periodo de margo a
agosto de 2007). A idade so6 foi verificada para as amostras positivas e depois de
encerrado o periodo de andlise. O grupo controle foi constituido por adultos
assintomaticos e incluiu alunos da UFPR e funcionarios de empresas que realizam
exames periddicos semestrais dos empregados no Laboratério Frischmann Aisengart.
As amostras fecais foram transportados em meio Cary Blair e mantidas sob refrigeracao
até o momento da cultura.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
- UFPR sob o numero de registro CEP/SD: 320SM102.06.12, CAEE: 0053.0.091.000-06
(ANEXO 1).

4.2 Bactérias utilizadas como controles

As caracteristicas e a procedéncia das bactérias utilizadas como controles estao
listadas na Tabela 1. Essas bactérias foram mantidas em TSB/glicerol 20% a -20°C.

4.3 Condicoes de cultivo

As amostras fecais foram inoculadas em agar MacConkey e incubadas por 18 a

24 horas, a 35 + 12C, em aerobiose.
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TABELA 1 — BACTERIAS UTILIZADAS COMO CONTROLES

Bactéria Genotipo Procedéncia
EPEC E2348/69 eae’,bfpA” UNIFESP'
STEC O157:H7 stx*, stx,", eae” IAL

EIEC 307 ial’, ipaH* IAL®

ETEC H1040 st', It UNIFESP'
EAEC 2391 CVD432" IAL?
DAEC C1845 daaE’ UNIFESP'
E. coli ATCC 25922* - Oxoid
E. coliDH10B* - Invitrogen

" Universidade Federal de Sdo Paulo - Departamento de Microbiologia,
Imunologia e Parasitologia

% Instituto Adolfo Lutz

*N&o contém genes de viruléncia de DEC.

4.4 Triagem das culturas para a presenca de DEC

Para realizar a triagem para DEC uma alga bacteriolégica foi carregada com
colénias que se desenvolveram no quadrante primario de cada cultura, e este material
foi transferido para um tubo tipo Eppendorf de 1,5 mL contendo 500uL de agua
destilada estéril e utilizado para a extracao de DNA (item 4.5).

4.5 Extracao de DNA

A extracdo de DNA foi realizada pelo método da fervura (OLSVIK e
STROCKBINE, 1993). As suspensdes de bactérias (item 4.4.) foram fervidas por 10
minutos para liberagcdo do DNA e entdo centrifugadas a 14.000 rpm (microcentrifuga
Eppendorf modelo 5410) por 1 minuto. Os sobrenadantes foram transferidos para novos
tubos e mantidos a -20°C até o momento da andlise.

4.6 PCR

A deteccao dos genes de viruléncia associados com os patotipos de E. coli
diarreiogénicas foi realizada utilizando PCR-Multiplex. Os genes alvos selecionados
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para a realizagdo deste trabalho estdo indicados na Tabela 2, juntamente com as

sequéncias dos respectivos oligonucleotideos iniciadores.

TABELA 2 - INICIADORES UTILIZADOS PARA A AMPLIFICAGAO DOS GENES
DE VIRULENCIA ASSOCIADOS COM AS DEC

Categoriadas Gene Sequiéncia dos iniciadores (5'- 3") e fonte Tamanho do
DEC Fragmento
(pb)
STEC stx1 F CTG GAT TTAATG TCG CAT AGT G © 150
R AGA ACG CCC ACT GAG ATC ATC'
stx2 F GGC ACT GTC TGA AAC TGC TCC' 255
R TCG CCAGTTATCTGACATTCTG'
eae F GAC CCG GCA CAA GCA TAAGC' 384
R CCA CCT GCA GCA ACA AGA GG
EPEC bfoA F AAT GGT GCT TGC GCT TGC TGC 2 324
R GCC GCT TTATCC AAC CTG GTA 2
eae F GAC CCG GCA CAA GCATAAGC' 384
R CCA CCT GCA GCA ACA AGA GG '
ETEC It F GGC GAC AGA TTA TAC CGT GC 2 450
R CGG TCT CTATAT TCC CTG TT 2
st FATT TTTMTT TCT GTATTRTCT T° 190
R CAC CCG GTA CAR GCA GGA TT®
EIEC ial F GGT ATG ATG ATG ATG AGT CCA ? 650
R GGA GGC CAA CAATTATTT CC?
ipaH F GTT CCT TGA CCG CCT TTC CGATAC CGTC? 600
R GCC GGT CAG CCA CCC TCT GAG AGT AC?
EAEC CVD432 F CTG GCG AAA GAC TGT ATC AT? 630
R CAA TGT ATA GAAATC CGC TGT T?
DAEC daaE F GAA CGT TGG TTA ATG TGG GGT AA* 542
R TAT TCA CCG GTC GGT TATCAG T*
Controle 16S F CCA GCA GCC GCG GTAATACG® 995

R ATC GG(C/T) TAC CTT GTT ACG ACTTC®

"PATON et al., J. Clin. Microbiol. 40: 271-274, 2002; ©* LOPEZ-SAUCEDO et al., Emerg. Infect. Dis. 9:127-131, 2003;
¥ ARANDA et al., J. Clin. Microbiol. 42: 5849-5853, 2004: * VIDAL et al., J. Clin. Microbiol. 43: 5362-5365, 2005;
® LU et al., J. Clin. Microbiol. 38: 2076-2080 ; ® STACY-PHIPPS et al., J. Clin Microbiol. 33: 1054-1059

Os oligonucleotideos foram distribuidos em 2 sistemas (Tabelas 3 e 4), de
acordo com o valor de AG calculado pelo programa OligoAnalyzer (IDT DNA — BioWeb;
www.idtdna.com) para as possiveis interacdes entre os iniciadores. De acordo com
informacgdes obtidas naquele site, valores mais negativos que -9kcal poderiam causar
problemas na reacdo de PCR devido a formacao de heterodimeros. Para validar as
reacbes de amplificacdo foram adicionados a PCR Multiplex iniciadores que
reconhecem o gene do rRNA16S. Todos os iniciadores foram sintetizados pela Sinapse
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(Campinas, SP). As reagdes de PCR foram realizadas em termociclador Biocycler
MJ96G.
TABELA 3 — PROGRAMA UTILIZADO PARA PCR - SISTEMA 1

Etapa Temperatura Tempo N°de Ciclos
Desnaturacao 94°C 4 min 1
Desnaturagao 94°C 1 min
Anelamento 55°C 1 min 35
Extensao 72°C 1 min
Extensao 72°C 5 min 1

TABELA 4 — PROGRAMA UTILIZADO PARA PCR - SISTEMA 2

Etapa Temperatura Tempo N°de Ciclos
Desnaturacao 94°C 4 min 1
Desnaturacao 94°C 1 min
Anelamento 58°C 1 min 35
Extensao 72°C 1 min
Extensao 72°C 5 min 1

As reagbes foram realizadas em volume final de 25 pL, contendo 2,5 uL de
tampao da Taq (10X, Invitrogen), 0,75 pyL de MgCl, (50mM), 1,0 yL de dNTP (5 mM),
0,15 pL de Taq Platinum (5U / L, Invitrogen) e 3 uL de DNA (aproximadamente 20 ng).
As concentragdes iniciais de iniciadores utilizadas foram de 10pmol/uL para todos os
iniciadores, no entanto, para se obter bandas de intensidade similares, as
concentracdes foram ajustadas. As seguintes concentragdes foram utilizadas nas
reacoes de PCR-Multiplex: 10 pmol/uL para os iniciadores stx;; 12 pmol/uL para stxo,
eae, It, st, bfpA, CVD, daa, ipae 16S, e 15 pmol/ uL para ial.

4.7 Deteccao dos produtos de PCR

A deteccao dos produtos de amplificacao foi realizada por eletroforese em gel
de agarose a 2,5% utilizando como tampdo o Tris-Borato EDTA, pH 8.0, 1X
concentrado. A separacao eletroforética foi realizada a 40V durante 3 horas. Os géis

foram corados durante 15 minutos em solugdo de brometo de etidio 0,5ug/mL
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(SAMBROOK, FRITSCH e MANIATIS, 1989), visualizados em transiluminador

ultravioleta e a imagem registrada com camera digital.

4.8 Determinacao da especificidade do método

Para determinar a especificidade do método utilizado foram utilizadas as
seguintes bactérias: E. coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae, Shigella sonnei,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella thyphimurium, Staphylococcus aureus,
Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloaceae, Providencia rettgeri, Citrobacter
freundii e Serratia marcescens, cultivadas como descrito no item 4.3, exceto S. aureus
que foi cultivado em agar sangue. A extracdo de DNA foi realizada como descrito no
item 4.5.

4.9 Isolamento e identificacao de colonias de DEC

Como na etapa de triagem foi utilizado DNA extraido de uma mistura de
bactérias (itens 4.4 e 4.5), as amostras positivas foram novamente analisadas para
identificar as colénias de DEC. Para cada amostra até 100 colénias isoladas,
independentemente da reacao de lactose, foram transferidas para uma placa de agar
MacConkey com areas numeradas, e incubadas a 35 + 1 °C por 18 a 24 horas. O DNA
de cada coldnia foi extraido como descrito no item 4.4, e utilizado em reacao de PCR
contendo apenas um par de iniciadores, de acordo com o resultado obtido na triagem.
As colbnias positivas para os genes de viruléncia foram estocadas em TSB/glicerol 20%
a -20°C.

4.10 Caracterizacao bioquimica
As colbnias isoladas, positivas para genes de viruléncia de DEC, foram

caracterizadas bioquimicamente utilizando o sistema de identificagdo de
enterobactérias APl 20E (bioMérieux), de acordo com as instrucées do fabricante. O
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sistema APl 20E é composto por uma tira contendo 20 minitubos com substratos
liofilizados. Os tubos sdo inoculados com uma suspensao bacteriana com turvagéao
correspondente ao tubo 0,5 da escala de MacFarland (aproximadamente 1x10°
bactérias), que reidrata os meios. Apds o periodo de incubacao é realizada a leitura e
interpretacdo dos ensaios de acordo com o padrdo de cores, que reflete a utilizacdo ou
nao pela bactéria dos substratos presentes em cada tubo. Como mostrado na Figura 1,
0s ensaios sao lidos na ordem indicada, e o valor representado em cada tubo é
atribuido para os testes positivos. A soma de cada grupo de 3 provas, na ordem
indicada, gera um numero que representa o biotipo, com um total de sete digitos. Os
biotipos sao utilizados para identificar as espécies bacterianas analisadas.

FIGURA 1 — FICHA DE INTERPRETACAO DOS RESULTADOS DO API20E

o /
o . /
c€§REE' jl T B I/I Il J/I L |
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gnp 20 E Origen / Origem / Mpoéheuon / I
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_/ N / / / c
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As 20 primeiras provas sdo realizadas no sistema APl 20E. As sete ultimas

devem ser realizadas utilizando os métodos microbioldgicos convencionais.
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4.11 Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

O perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos dos isolados foi determinado pelo
método de difusao em agar (CLSI, 2006).

4.12 Ensaio de citotoxicidade em células Vero

As estirpes de E. coli para as quais foi observada a amplificagdo dos genes stxy
e/ou stx, foram avaliadas quanto a capacidade de produzir toxina Shiga através de
ensaio de citotoxicidade em células Vero (GENTRY e DALRYMPLE, 1980). Os ensaios
foram realizados no Laboratério de Patologia Molecular.

As bactérias foram inoculadas em frascos de 25 mL contendo 3mL de caldo
Penassay (Antibiotic Médium n° 3, DIFCO) e incubadas a 37°C por 24 ou 48 horas. As
culturas foram centrifugadas a 14.000 rpm (microcentrifuga Eppendorf modelo 5410)
por 2 minutos, e os sobrenadantes foram filtrados em membranas com poros de 0,22
um e mantidos a -20°C até a realizagao do ensaio.

As células Vero foram cultivadas em microplacas com 96 pogos, contendo 200puL
de meio RPMI 1640 (Gibco), suplementado com 2mM de glutamina, 40ug/mL de
garamicina, 10% de soro fetal bovino, 2,5ug/mL de anfotericina e 10ug/mL de
ciprofloxacina. A microplaca foi incubada a 37°C durante 24 horas sob atmosfera de 5%
de CO.. Entdo um volume de 25uL de cada um dos filtrados foi inoculado nos pocos
das microplacas contendo 1 x 10° de células Vero, que foram entdo incubadas a 37°C
sob atmosfera de 5% de CO,, por um periodo maximo de 72 horas. Foram realizadas
leituras diarias para observar o efeito citotéxico e desprendimento celular, utilizando
microscopio invertido (Nikon) com aumentos de 400 e 1000 vezes. As estirpes de STEC
EDL 933 e E. coli DH10B foram utilizadas como controles positivo e negativo,

respectivamente.
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4.13 Determinacao de genes de viruléncia acessorios de STEC

Para as estirpes de STEC a presenca ou nao dos genes ehxA
(enterohemolisina), saa (adesina Saa) e subA (citotoxina subtilase) foi verificada de
acordo com (PATON e PATON, 2002; 2005). A presenca ou nao dos genes saa e ehxA
foi verificada num sistema de PCR-Multiplex juntamente com os genes stx;, stx,, eae;
enquanto que para o gene subA foi realizada reacado de PCR simples. As reacdes foram

realizadas em termociclador Biocycler MJ96G.

4.14 Sequienciamento de DNA

Os produtos de PCR (6 ul) foram tratados com as enzimas Exonuclease | (USB,
3,3 U) e SAP (Fosfatase alcalina de camaréo - USB, 0,66 U) com o objetivo de eliminar
os residuos de iniciadores e de dNTP. Os tubos contendo a mistura foram incubados a
37°C durante 45 minutos, e entdo a 80°C por 15 minutos. O produto foi utilizado na
reacao de sequenciamento, baseada no método de SANGER (SANGER, NICKLEN e
COULSON, 1977) modificado utilizando dideoxinucleotideos fluorescentes. As reagdes
foram realizadas em volume final de 10uL contendo 10pmol de oligonucleotideo
iniciador, aproximadamente 200 ng do produto de PCR tratado e 4uL do reagente
DYEnamic ET Sequence Premix Terminator (DYEnamic ET Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit, Amersham Biosciences). Foi utilizado o seguinte programa para os
iniciadores do sistema 1 e 2: 30 ciclos de 94°C por 30s, 55°C por 30s, 60°C por 30s. O
produto da reacdo de sequienciamento foi transferido para tubo plastico de 500 pL ao
qual foram adicionados 2uL de acetato de aménio 7,5M e 60 pL de etanol absoluto. A
mistura foi homogeneizada em agitador tipo vortex, mantida a temperatura ambiente
por 20 minutos e entdo centrifugada por 25min a 14000rpm em microcentrifuga
Eppendorf modelo 5410. O sobrenadante foi removido e o precipitado lavado duas
vezes com 250 pL de etanol 70% e seco em estufa a 37°C. O DNA foi dissolvido em 4
UL de Formamide Loading Dye (Applied Biosystems) e submetido a eletroforese no
Sequenciador automético de DNA modelo ABI Prism 377 do Departamento de
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Bioquimica e Biologia Molecular da UFPR. As seqiéncias obtidas foram analisadas
com os programas BioEdit Sequence Alignment Editor (HALL, 1999), BLASTn
(ALTSCHUL et al., 1997) e CLUSTAL W (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/).

4.15 Calculo do indice de patogenicidade

O indice de patogenicidade (IP) foi calculado de acordo com Nataro e
colaboradores (2006). O IP foi definido como a porcentagem de pessoas com diarréia
que apresentaram um patégeno especifico ou E. coli carreando um dos genes alvo de
DEC, dividido pela respectiva porcentagem de controles com resultados positivos para
aquele mesmo patégeno (NATARO et al., 2006).

4.16 Analises estatisticas
O teste exato de Fisher realizado com o programa RxC (Miller, 1999), foi utilizado

para comparar as variaveis nao-continuas. Foi considerado como significativo em todos

0s ensaios um valor de probabilidade menor que 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Estabelecimento das condicoes de reacao para a PCR Multiplex

Foram definidos dois sistemas de PCR-Multiplex, de acordo com as andlises
realizadas utilizando o programa OligoAnalyzer (www.idtdna.com/instantkb). Iniciadores
que formavam heterodimeros com valores de AG préximos de -9 kcal foram colocados
em sistemas distintos. O sistema 1 continha os seguintes iniciadores: stx;, stxo, eae e
ial; st, It, bfoA e 16S, e o sistema 2: ipaH, CVD432, daaE e 168S.

A Figura 2 mostra os perfis obtidos para as bactérias utilizadas como controles

positivos (Tabela 1) na PCR-Multiplex para detec¢éao de genes de viruléncia de DEC.

FIGURA 2 - PADRAO DE AMPLIFICAGAO DOS CONTROLES POSITIVOS DAS DEC

1000ph 1000ph g, 1000pb
S00ph — S00pkh —
300ph —m 300ph  —w SO00pk —
00ph  —
100ph  —m 100ph  —=
100ph —m

Eletroforese em gel de agarose a 2,5% dos controles positivos (A e B Sistema 1; C Sistema 2) A) 1.
Marcador de massa molecular 100pb Fermentas; 2. STEC; 3. EPEC B) 1. Marcador de massa molecular
100pb Fermentas; 2. ETEC; 3.EIEC C) 1. Marcador de massa molecular 100pb Fermentas; 2. EIEC 3.

EAEC; 4. DAEC

Observa-se que o padrdao de bandas de amplificacdo obtido para cada patotipo
esta de acordo com o indicado na Tabela 2, o que mostra que o método empregado é

capaz de detectar a presencga de genes de viruléncia de DEC.
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5.2 Determinacao da especificidade do método

Para avaliar a especificidade do método as bactérias citadas no item 4.8. foram
analisadas utilizando os mesmos sistemas de PCR-Multiplex. Os resultados estédo

mostrados na Figura 3.

FIGURA 3 - DETERMINAGCAO DA ESPECIFICIDADE DO METODO

1 23 4 56 7 8 91011 12

1000ph —
1000ph —» 300pb
—
300ph » 100pk >
100pk >

Eletroforese em gel de agarose a 2,5% (A Sistema 1; B Sistema 2) 1. Marcador de massa molecular 1kb
Fermentas 2. Escherichia coli ATCC 25922 3. Klebsiella pneumoniae 4. Shigella sonnei 5. Pseudomonas
aeruginosa 6. Salmonella thyphimurium 7. Staphylococcus aureus 8.Enterobacter aerogenes 9.
Enterobacter cloaceae 10. Providencia rettgeri 11. Citrobacter freundii 12. Serratia marcescens

Observa-se, em todas as linhas, a amplificacdo de um fragmento de
aproximadamente 1000 pb, correspondente ao gene rRNA 16S, o que confirma a
presenca de DNA na reacéo e a auséncia de inibidores. Nas linhas 4A e 4B observa-se
a presenca de fragmentos de 600 e 650, indicando a presenga dos genes ipaH e ial,
respectivamente. Estes produtos de amplificacdo foram obtidos com o DNA de Shigella
sonnei, que compartilha com EIEC os genes de viruléncia. Por essa razdo sera adotada
nesse texto a nomenclatura EIEC/Shigella para amostras que apresentem esse perfil.
Para as demais bactérias o ensaio foi negativo, indicando a especificidade do mesmo.

5.3 Triagem das culturas de fezes para a presenca de DEC

5.3.1 Grupo controle

Amostras de fezes de duzentos e cinqUenta individuos saudaveis foram

analisadas por PCR-Multiplex (itens 4.3 a 4.7) na etapa de triagem. Em trinta e quatro
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(13,6%) das amostras foram observadas bandas de DNA amplificado do tamanho
esperado para DEC. Destas, 8 indicavam a presenca de EPEC, 11 de STEC, 4 de
ETEC, 13 de EAEC e 1 de DAEC. O ensaio foi repetido para confirmar o padrao de
amplificagdo. As outras duzentas e dezesseis amostras foram consideradas negativas
para DEC, uma vez que a presenca de DNA bacteriano na mistura de reacao foi
confirmada pela amplificacdo do fragmento de 995 pb, correspondente ao gene
rRNA16S de Bacteria, indicando a auséncia de inibidores.

Nas oito amostras nas quais houve indicativo da presengca de EPEC, foi
observada apenas a banda correspondente a amplificacdo de um fragmento do gene
eae. Nao foi observada a amplificacdo da banda correspondente ao gene bfpA,
indicando que todas sdo EPEC atipicas (aEPEC). Entre as 11 amostras com padrao de
amplificagcdo compativel com STEC, 1 foi positiva apenas para o gene stx;, 1 para stx;e
eae, 1 para stx;, stxo e eae, 6 amostras somente para stx; e 2 para stx» e eae. Esse
resultado sugere heterogeneidade em termos de viruléncia entre as STEC. Para ETEC
foi observada a amplificacéo de /t, mas ndo do fragmento correspondente ao gene st.
Essas culturas foram mantidas em geladeira para realizar posteriormente o isolamento

das col6nias de DEC.

5.3.2 Individuos com diarréia

Entre as duzentas e cinglienta amostras diarréicas analisadas apenas trinta e
trés (13,2%) apresentaram produtos de amplificacdo de tamanho esperado para os
genes de viruléncia de DEC. Foram encontrados os seguintes patotipos: EPEC (12),
STEC (6), EIEC/Shigella (4), ETEC (2), EAEC (8) e DAEC (2).

Como observado no grupo controle, todas as EPEC pertencem ao grupo EPEC
atipica, que nao contém bfpA. Entre as amostras positivas para STEC 1 foi positiva
apenas para stxs, 1 para stx; e stxo e 4 apenas para stxo. Nas duas amostras positivas
para ETEC ocorreu amplificacdo compativel apenas com o gene /t. Resultado similar ao

observado no grupo controle.
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A Figura 4 mostra padrdes representativos de DEC encontrados em amostras do

grupo controle e nos doentes.

FIGURA 4 — PADRAO DE AMPLIFICAGAO REPRESENTATIVO DAS ESTIRPES
DE DEC ENCONTRADAS.

Eletroforese em gel de agarose a 2,5% 1. Marcador de massa molecular 1Kb Fermentas; de 2 a 13
padrdo de amplificagdo de DEC, entre parénteses o patotipo. 2. Amostra 107cs (STEC); 3. Amostra 44cs
(STEC); 4. Amostra 62cs (STEC); 5. Amostra 49d (EPEC); 6. Amostra 150cs (STEC); 7. Amostra 149d
(STEC); 8. Amostra 116d (ETEC); 9. Amostra 10d (STEC); 10. Amostra 29d (EIEC, sistema 1); 11.
Amostra 29d (EIEC, sistema 2); 12. Amostra 133d (DAEC); 13. Amostra 239d (EAEC).

Observa-se em todas as amostras a amplificacdo do fragmento referente ao
gene 16S rRNA. Entre as STEC (linhas 2, 3, 4, 6, 7 e 9) observa-se variabilidade na
distribuicdo dos genes stx;, stx» e eae.

A frequéncia de DEC no grupo controle e nos doentes esta representada no

Gréfico 1.

GRAFICO 1 — FREQUENCIA DE DEC NO GRUPO CONTROLE E NOS DOENTES
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Com excecdo de EIEC/Shigella, detectadas apenas entre os individuos que
apresentavam diarréia, os outros patotipos de DEC foram encontrados em ambos os
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grupos. EPEC e DAEC foram mais comuns entre os doentes, e STEC, ETEC e EAEC

no grupo controle.

5.4. Isolamento e identificacao das colénias de DEC

5.4.1 Grupo controle

As trinta e quatro culturas positivas para DEC na etapa de triagem foram
novamente analisadas utilizando apenas o par de iniciadores especifico para o patotipo
em questdo. Para cada uma delas, até 100 col6nias, independentemente da reacao de
lactose, foram selecionadas e analisadas por PCR para que fosse possivel a
identificacdo das coldénias que continham genes de viruléncia, e a conseqgilente
caracterizagdo. Colénias de DEC foram identificadas em apenas 19 (55,9%) das 34
amostras. A Tabela 5 indica as amostras nas quais as colénias de DEC foram isoladas,

o tamanho do fragmento do gene amplificado e patotipo correspondente.

TABELA 5 -PATOTIPOS DE DEC ISOLADOS DE AMOSTRAS DO GRUPO CONTROLE

Amostra Gene Patotipo
3cs eae aEPEC
18cs CVD432 EAEC
21cs CVD432 EAEC
56¢cs CVD432 EAEC
65cs eae aEPEC
66cs CVD432 EAEC
77cs daaE DAEC
78cs eae aEPEC
88cs stxo STEC
94cs eae, aEPEC
107cs Stx;, eae STEC
128cs eae aEPEC
132cs eae aEPEC
150cs Stx, STEC
173cs CVD432 EAEC
179cs CVD432 EAEC
191cs CVD432 EAEC
225cs eae aEPEC

226¢cs CVD432 EAEC
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Foram identificadas 3 estirpes de STEC, 7 de EPEC, 8 de EAEC e uma de
DAEC. Uma estirpe de STEC apresentou o genoétipo stx; eae, o mais freqiiente nas
estirpes isoladas de humanos no pais (VAZ et al.,, 2004), e duas apenas 0 gene Stxa.
Nenhuma colénia de ETEC foi identificada.

O grafico 2 mostra o numero de amostras positivas na triagem e o nimero de
amostras das quais foram isoladas e identificadas as colénias de DEC no grupo

controle.

GRAFICO 2 - NUMERO DE AMOSTRAS POSITIVAS NA TRIAGEM E NUMERO DE
DEC RECUPERADAS DOS CONTROLES SAUDAVEIS

14-
12-
10-

W Total de amostras
positivas

@ Namero de coldnias
isoladas

Numero de amostras

EPEC STEC EIEC/Sh ETEC EAEC DAEC
DEC

Para EPEC em sete (87,5%) das oito amostras positivas foram identificadas as
colénias responsaveis pelo padrao de amplificacdo compativel com aquele patotipo.
Para EAEC, as colbénias foram isoladas em 8 (61,5%) das 13 amostras positivas. Na
Unica amostra positiva para DAEC foi possivel isolar a coloénia responsavel por este
perfil. Entretanto para STEC, das 11 amostras positivas na triagem, em apenas 3
(27,3%) as colbnias foram detectadas; e nenhuma colbénia com padrdo compativel com

ETEC foi recuperada.

5.4.2 Individuos com diarréia

No grupo dos individuos com diarréia colénias de DEC foram isoladas de apenas
21 (63,6%) das 33 amostras positivas na triagem. As amostras das quais as colbnias
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positivas foram isoladas estdo indicadas no Grafico 3 e na Tabela 6, que também

informa a idade dos individuos.

TABELA 6 — PATOTIPOS DE DEC ISOLADOS DE AMOSTRAS DIARREICAS E IDADE DOS
INDIVIDUOS COM DIARREIA

Amostra Gene Patotipo Idade
10d Stx;, Stxs STEC 45
25d ipaH, ial EIEC/Shigella 13
27d ipaH, ial EIEC/Shigella 1
28d eae aEPEC 7 meses
29d ipaH, ial EIEC/Shigella -
49d eae aEPEC 50
75d CVD432 EAEC -
85d eae aEPEC 2
86d eae aEPEC 1
133d daaE DAEC 5
141d CVvD432 EAEC 1
171d CVD432 EAEC 5
172d eae aEPEC 30
190d eae aEPEC 25
200d eae aEPEC 26
213d eae aEPEC 43
216d eae aEPEC 4
217d CVD432 EAEC 35
237d eae aEPEC 9
239d CVvD432 EAEC 6 meses
245d CVD432 EAEC 45

As seguintes DEC foram isoladas de adultos: STEC (1), aEPEC (5) e EAEC (2).
Em criangcas maiores de 2 anos foram encontradas: aEPEC (2), EIEC/Shigella (1),
EAEC (1) e DAEC (1), enquanto que naquelas de até 2 anos de idade foram isoladas
aEPEC (3), EAEC (2) e EIEC/Shigella (1).
O grafico 3 compara o numero de amostras positivas na triagem para DEC com o

namero de colénias recuperadas nos individuos doentes.
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GRAFICO 3 - NUMERO DE AMOSTRAS POSITIVAS NA TRIAGEM E NUMERO DE
DEC RECUPERADAS DAS AMOSTRAS DIARREICAS

_k
n

_k
i

Wl Total de amostras positivas

= Numero de colbnias
isoladas

Numero de amostras
()]

EPEC STEC EEC/Sh ETEC EAEC DAEC
DEC

O numero de amostras das quais colénias de DEC foram recuperadas foi de 10
(83,3%) para aquelas positivas para aEPEC, 1 para STEC (16,7%), 3 para
EIEC/Shigella (75%), 6 para EAEC (75,0%) e 1 para DAEC (50%).

O baixo numero de colénias de DEC recuperadas pode ser decorrente da
elevada sensibilidade da técnica de PCR que é capaz de detectar a presenca de
patdgenos em baixo numero na amostra (PATON et al., 1993). Dessa forma, nas
amostras com numero muito baixo de DEC, a deteccado foi possivel na etapa de
triagem. Entretanto, como na etapa de isolamento no maximo 100 colénias individuais
foram analisadas, seria esperado resultado positivo apenas nas amostras nas quais as
DEC representassem mais de 1% dos coliformes da flora intestinal.

5.5 Caracterizacao bioquimica

Os resultados obtidos na identificacdo bioquimica dos isolados dos controles

saudaveis e dos individuos doentes estao descritos nas Tabelas 7, 8 e 9.
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TABELA 7 — IDENTIFICAGCAO BIOQUIMICA DAS DEC ISOLADAS DO GRUPO
CONTROLE

Amostras

Prova 3cs 18cs 21cs 56c¢cs 65cs 66¢cs 77cs 78cs 88cs 94cs
ONPG + + + + + + + + + +

ADH - - - - - - - - -
LDC
ODC
CIT - - - - - - - - - -
H.S - - - - - - - - - -
URE - - - - - - - - - -
TDA - - - - - - - - - -
IND + + + + + + + + + +
VP - - - - - - - - - -
GEL - - - - - - - - - -
GLU
MAN
INO - - - - - - - - - -
SOR
RHA
SAC
MEL
AMY - - - - - - - - - -

ARA + + + + + + + + + +

OX - - - - - - - - - -

LAC + + + + + + + + + +

Identificagcdo E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli

1

1

+

+ +
1

+ + +

ONPG - orto-nitrofenil-BD-galactopiranosidase; ADH — arginina dihidrolase; LDC — lisina descarboxilase; ODC —
ornitina descarboxilase; CIT — utilizagdo do citrato; HoS — producdo de H.S; URE — urease; TDA — triptofano
desaminase; IND — produgdo de indol; VP — producédo de acetoina (Voges Proskauer); GEL — gelatinase; GLU —
glucose; MAN — manitol; INO — inositol; SOR — sorbitol; RHA — ramnose; SAC — sacarose; MEL — melibiose; AMY —
amigdalina; ARA — arabinose; OX — citocromo oxidase; LAC — lactose.
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TABELA 7 — IDENTIFICAGCAO BIOQUIMICA DAS DEC ISOLADAS DO GRUPO
CONTROLE

Amostras

Prova 107cs 128cs 132cs 150cs 173cs 179cs 191cs 225cs 226¢s
ONPG + + + + + + + + +
ADH - - - - - - - - -
LDC
ODC
CIT - - - - - - - - -
H.S - - - - - - - - -
URE - - - - - - - - -
TDA - - - - - - - - -
IND + + + + + + + + +
VP - - - - - - - - -
GEL - - - - - - - - -
GLU +

MAN +
INO - - - - - - - - -
SOR
RHA
SAC
MEL
AMY - - - - - - - - -
ARA + + + + + + + + +
OX - - - - - - - - -
LAC + + + + + + + + -
Identificacao E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli

+ +
+ o+

+ o+ + +

ONPG - orto-nitrofenil-BD-galactopiranosidase; ADH — arginina dihidrolase; LDC — lisina descarboxilase; ODC —
ornitina descarboxilase; CIT — utilizagdo do citrato; HoS — producdo de H.S; URE — urease; TDA — triptofano
desaminase; IND — produgdo de indol; VP — producédo de acetoina (Voges Proskauer); GEL — gelatinase; GLU —
glucose; MAN — manitol; INO — inositol; SOR — sorbitol; RHA — ramnose; SAC — sacarose; MEL — melibiose; AMY —
amigdalina; ARA — arabinose; OX — citocromo oxidase; LAC- lactose.
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TABELA 8 — IDENTIFICACAO BIOQUIMICA DAS DEC ISOLADAS DOS INDIVIDUOS

COM DIARREIA

Prova

10d

25d

27d

28d

29d

Amostras

49d

75d

85d

86d

133d

141d

ONPG
ADH
LDC
ODC
CIT
H,S
URE
TDA
IND
VP
GEL
GLU
MAN
INO
SOR
RHA
SAC
MEL
AMY
ARA
OX
LAC

+

+

+ +

+

+

+

Identificacao E. coli

sonnei

sonnei

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

ONPG - orto-nitrofenil-BD-galactopiranosidase; ADH — arginina dihidrolase; LDC — lisina descarboxilase; ODC — ornitina
descarboxilase; CIT — utilizagdo do citrato; HoS — produgédo de H.S; URE — urease; TDA — triptofano desaminase; IND —
produgéo de indol; VP — producéo de acetoina (Voges Proskauer); GEL — gelatinase; GLU — glucose; MAN — manitol; INO
— inositol; SOR — sorbitol; RHA — ramnose; SAC — sacarose; MEL — melibiose; AMY — amigdalina; ARA — arabinose; OX —
citocromo oxidase; LAC — lactose.
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TABELA 8 — IDENTIFICAQAO BIOQUIMICA DAS DEC ISOLADAS DOS INDIVIDUOS
COM DIARREIA

Prova

171d

172d

190d

200d

Amostras

213d

216d

217d

237d

239d

245d

ONPG
ADH
DC
DC
CIT
H.S
URE
TDA
IND
VP
GEL
GLU
MAN
INO
SOR
RHA
SAC
MEL
AMY
ARA
OX
LAC

+ +

o+ o+ o+ o+

+

+

+ +

o+ o+ o+ o+

+

+

+ +

o+ o+ o+ o+

+

+

+ +

o+ o+ o+ o+

+

+

Identificacao

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

ONPG - orto-nitrofenil-BD-galactopiranosidase; ADH — arginina dihidrolase; LDC — lisina descarboxilase; ODC —
ornitina descarboxilase; CIT — utilizacdo do citrato; HoS — producdo de H.S; URE — urease; TDA - triptofano
desaminase; IND — producdo de indol; VP — produgédo de acetoina (Voges Proskauer); GEL — gelatinase; GLU —
glucose; MAN — manitol; INO — inositol; SOR — sorbitol; RHA — ramnose; SAC — sacarose; MEL — melibiose; AMY —

amigdalina; ARA — arabinose; OX — citocromo oxidase; LAC — lactose.

Apébs a identificacdo bioquimica das bactérias isoladas verificou-se que a

frequéncia de DEC foi de 7,6% (19/250) para os controles saudaveis e para 0s

individuos com diarréia. No ultimo grupo foram encontradas 2 estirpes de Shigella

sonnei até entdo computadas como EIEC/Shigella. No grupo controle a freqtiéncia foi
de 3,2% para EAEC, 2,8% para aEPEC, 1,2% de STEC e 0,4% para DAEC. Entre os
individuos com diarréia a frequéncia foi de 4,0% para aEPEC, 2,4% para EAEC, 0,8%
para Shigella sonnei, 0,4% para EIEC, STEC e DAEC.
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A tabela 9 mostra o comportamento bioquimico das estirpes isoladas de acordo

com o patotipo.

TABELA 9 — PERFIL BIOQUIMICO DAS ESTIRPES DE DEC*

DEC

Prova aEPEC STEC EIEC EAEC DAEC
ONPG 100 100 100 100 100
ADH 5,9 0 0 0 0
LDC 100 100 0 84,6 100
ODC 58,8 80 100 30,8 100
CIT 0 0 0 0 0
H.S 0 0 0 0 0
URE 0 0 0 0 0
TDA 0 0 0 0 0
IND 100 100 100 100 100
VP 0 0 0 0 0
GEL 0 0 0 0 0
GLU 100 100 100 100 100
MAN 100 100 100 100 100
INO 0 0 0 0 0
SOR 94,1 100 0 100 100
RHA 100 100 100 53,8 100
SAC 52,9 60 100 30,8 100
MEL 94,1 100 100 84,6 100
AMY 0 0 0 0 0
ARA 100 100 100 100 100
OX 0 0 0 0 0
LAC 100 100 100 92,3 100

* Os numeros indicam a porcentagem de reagdes positivas.

Treze biotipos distintos foram observados para as DEC: 5144552 (2 DEC, sendo 1
STEC e 1 EPEC), 5044552 (7 DEC, sendo 4 EPEC, 1 EAEC e 1 STEC), 1144172 (1
EIEC), 5044152 (1 EPEC), 5044542 (5 EAEC), 5044511 (1 EAEC), 5144512 (1 EAEC),
5044572 (2 EPEC), 1144572 (1 EAEC), 7144572 (1 EPEC), 1044542 (1 EAEC),
5144532 (1 EAEC) e 5144572 (14 DEC), sendo 8 EPEC, 2 STEC, 2 EAEC e 2 DAEC).

Para Shigella sonnei foi observado o biotipo 1104112.
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5.6 Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

Os padroes de suscetibilidade aos antimicrobianos estdo descritos nas Tabelas
10,11 e 12.



TABELA 10 — PERFIL DE SUSCETIBILIDADE DAS BACTERIAS ISOLADAS DO GRUPO CONTROLE

Antimicrobiano

Amostra AMC AMP ATM KF FEP CTX FOX CAZ CRO CIP CN IPM TZP STX TE
3cs S S S S S S S S S S S S S S S
18cs S R S I S S S S S S S S S S R
21cs S S S S S S S S S S S S S S S
56cs S S S S S S S S S S S S S R R
65cs S R R R S R S S R S S S S S R
66cs S R S I S S S S S S S S S S S
77cs S S S I S S S S S S S S S S S
78cs S S S S S S S S S S S S S S S
88cs S S S I S S S S S S S S S S S
94cs S I S I S S S S S S S S S S S
107cs S S S R S S S S S S S S S S R
128cs S S S I S S S S S S S S S S S
132cs S S S S S S S S S S S S S S R
150cs S S S I S S S S S S S S S S S
173cs S S S S S S S S S S S S S S S
179cs S S S S S S S S S S S S S S S
191cs S R S S S S S S S S S S S S S
225cs S S S S S S S S S S S S S S S
226¢s S R S I S S S S S S R S S S S

AMC - amoxacilina/ac.clavulanico; AMP - ampicilina ; ATM - aztreonam ; KF - cefalotina; FEP - cefepime; CTX - cefotaxime;FOX - cefoxitina;
CAZ — ceftazidime; CRO — ceftriaxona; CIP — ciprofloxacina; CN — gentamicina; IPM- imipenem; TZP — piperacilina/tazobatam; STX —
sulfametaxazol/trimetropim; TE — tetraciclina.

R — resistente; | — intermediario; S — sensivel.
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TABELA 11 — PERFIL DE SUSCETIBILIDADE DAS BACTERIAS ISOLADAS DOS DOENTES

Antibiotico
Amostra AMC AMP ATM KF FEP CTX FOX CAZ CRO CIP CN IPM TzP  STX TE
10d S S S I S S S S S S S S S S S
25d S R S I S S S S S S S S S S S
27d S R S I S S S S S S S S S S S
28d S S S S S S S S S S S S S S S
29d S S S S S S S S S S S S S S S
49d S S S I S S S S S S S S S S R
75d S R S R S S S S S S R S S S S
85d S S S S S S S S S S S S S S S
86d S S S S S S S S S S S S S S R
133d S R S R S S S S S S S S S R R
141d S R S I S S S S S S S S S S S
171d S R S I S S S S S S S S S S S
172d S S S S S S S S S S S S S S S
190d S S S S S S S S S S S S S S S
200d S R S R S S S S S S S S S R S
213d S R S I S S S S S S S S S I R
216d S S S I S S S S S S S S S S S
217d S S S S S S S S S S S S S S S
237d S S S S S S S S S S S S S R R
239d S R S I S S S S S S S S S R S
245d S R S S S S S S S S S S S S R

AMC - amoxacilina/ac.clavulanico; AMP - ampicilina ; ATM - aztreonam ; KF - cefalotina; FEP - cefepime; CTX - cefotaxime;FOX - cefoxitina;
CAZ — ceftazidime; CRO — ceftriaxona; CIP — ciprofloxacina; CN — gentamicina; IPM- imipenem; TZP — piperacilina/tazobatam; STX —
sulfametaxazol/trimetropim; TE — tetraciclina.

R —resistente; | — intermediario; S — sensivel.
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Entre as 40 bactérias analisadas frente aos antimicrobianos, apenas 13 (32,5%) foram suscetiveis a todas as drogas

e incluiam EPEC (7), EAEC (4), STEC (1) e EIEC (1) (Tabela 12).

TABELA 12 — PADROES DE RESISTENCIA OU DE RESPOSTA INTERMEDIARIA DAS BACTERIAS ISOLADAS

AOS ANTIMICROBIANOS

ANTIMICROBIANO(S)

DEC/(Numero de estirpes)

Ampicilina”

Tetraciclina”

Tetraciclina®, Sulfametoxazol/Trimetoprim™

Tetraciclina®, Cefalotina”

Ampicilina®, Tetraciclina®,

Ampicilina®, Cefalotina”, Gentamicina®

Ampicilina®, Cefalotina®, Sulfamexazol/Trimetoprim?

Ampicilina®, Cefalotina®, Sulfamexazol/Trimetoprim®, Tetraciclina®

Ampicilina®, Aztreonam®, Cefalotina®, Cefotaxime®, Ceftriaxona®, Tetraciclina®.

Cefalotina’

Ampicilina', Cefalotina'

Ampicilina®, Cefalotina’

Cefalotina', Tetraciclina®

Ampicilina®, Cefalotina', Gentamicina®

Ampicilina®, Cefalotina', Tetraciclina®

Ampicilina®, Cefalotina', Sulfamexazol/Trimetoprim"®

Ampicilina®, Cefalotina', Sulfamexazol/Trimetoprim', Tetraciclina"

EAEC (1)
2)
), EAEC (1)
)
)

EPEC(2)
EPEC (1
EPEC (1
EPEC (1
EAEC (1
(1
(1
(1

STEC(3)

, EAEC (2), Shigella (2)

EAEC
EAEC

)
)
)
)
)
)
)
)
)
EPEC (1)

| - intermediario; R - resistente
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Foi verificada resisténcia a oito dos 15 antimicrobianos testados. A resisténcia
mais freqlientemente observada foi a ampicilina (14 estirpes), seguida de tetraciclina
(11 estirpes), cefalotina e sulfametoxazol-trimetoprim (5 estirpes cada). Apenas 2
estirpes foram resistentes a gentamicina, e uma para aztreonam, cefotaxime e
ceftriaxona. Estirpes multirresistentes foram encontradas entre as EPEC (3), EAEC (2)
e DAEC (1).

5.7 Ensaio de citotoxidade em células Vero

As colbnias de STEC isoladas (amostras 88cs, 107cs, 150cs e 10d) foram
analisadas quanto a producéo de toxina Shiga através do ensaio de citotoxicidade em
células Vero, como descrito no item 4.13. A expressdo da toxina Shiga foi observada
nas estirpes isoladas das amostras 88cs, 107cs e 10d, mas n&o da amostra 150cs.

5.8 Genes de viruléncia acessorios de STEC

A Figura 5 mostra os resultados da PCR-Multiplex para genes de viruléncia (stxy,

Stx, eae, ehxA e saa) de STEC.

FIGURA 5 - PADRA,O DE AMPLIFICACAO DE GENES DE VIRULENCIA
ACESSORIOS DE STEC

EBE234567%8

100ph  —»

Eletroforese em gel de agarose a 2,5%. 1. Marcador de massa molecular Fermentas; 2. Amostra 3cs
(controle positivo para eae); 3. 10d (stx; stx, ehxA); 4. Amostra 88cs (stxo); 5. Amostra 107cs (stx; eae);
6. Amostra 150cs (stxs); 7. Amostra 10d (stx; stx, ehxA); 8. Controle STEC MO03 (stx; eae ehxA)
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Os seguintes gendtipos foram observados: stx;stx. ehxA (STEC 10d, linhas 3 e
7), stxo (STEC 88cs e 150cs, linhas 4 e 6, respectivamente) e stx; eae (STEC 107cs,
linha 5). O ensaio para deteccao do gene da toxina subtilisina foi negativo para todas as
STEC (n&o mostrado).

TABELA 13 - FREQUIAENCIA,DOS PATOTIPOS DE Escherichia coli DIARREIOGENI
CAS EM INDIVIDUOS COM E SEM DIARREIA E INDICE DE
PATOGENICIDADE

Patotipo Grupo Controle  Grupo Doentes Indice de Patogenicidade
(%) (%) p* (% doentes / %controle)
aEPEC 7 (2,8) 10 (4) 0,35 1,43
STEC 3(1,2) 1(0,4) 0,33 0,33
EIEC 0 1(0,4) 0,48
EAEC 8(3,2) 6 (2,4) 0,51 0,75
DAEC 1(0,4) 1(0,4) 1,00 1

*p — teste exato de Fisher, comparagao controle x doentes.

Os resultados da Tabela 13 indicam que nenhuma das DEC estd associada

significativamente com diarréia.

5.9 Sequienciamento dos amplicons

Os resultados do seqlienciamento dos amplicons, apds a comparacao com as
seqléncias depositadas no GenBank e alinhamento utilizando o programa Clustal W,
estdo mostrados na Tabelas 14 a 19 e nas Figuras 6 a 18. Identidades menores que
100% provavelmente resultam do fato de que cada seqiéncia foi realizada apenas uma
vez.



TABELA 14 — SEQUENCIAS DO GENBANK QUE PRODUZIRAM ALINHAMENTOS
SIGNIFICATIVOS COM OS AMPLICONS DE eae (aEPEQC)

66

Amostra Homologia Score Valor de e Identidade
3cs E. coli - genes de intimina alfa, iota, zeta, 565 3e-158 100%
kappa e jota
65cs E. coli - genes de intimina alfa, iota, zeta, 565 3e-158 100%
kappa e jota
78cs E. coli - genes de intimina alfa, iota, zeta, 553 2e-154 99%
kapa e jota
94cs E. coli - genes de intimina, intimina beta 2 565 3e-158 100%
128cs E. coli - genes de intimina, intimina beta, 560 1e-156 99%
intimina sigma
132cs E. coli - genes de intimina, intimina teta, 560 1e-156 99%
intimina gama
225cs E. coli - genes de intimina, intimina beta 2 565 3e-158 100%
28d E. coli - genes de intimina, intimina 536 1e-149 97%
epsilon
49d E. coli - genes de intimina alfa, iota, zeta, 565 3e-158 100%
kappa e jota
85d E. coli - genes de intimina, intimina teta, 560 1e-156 99%
intimina gama
86d E. coli - genes de intimina, intimina gama 565 3e-158 100%
172d E. coli - genes de intimina, intimina beta, 560 1e-156 99%
intimina sigma
190d E. coli - genes de intimina, intimina teta, 560 1e-156 99%
intimina gama
200d E. coli - genes de intimina mu, intimina eta 565 3e-158 99%
2
213d E. coli - genes de intimina, intimina teta, 558 5e-156 99%
intimina gama
216d E. coli - genes de intimina, intimina beta 2 565 3e-158 100%
237d E. coli - genes de intimina, intimina teta, 515 5e-143 96%

intimina gama

FIGURA 6 - ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DOS AMPLICONS DE aEPEC 3CS, 49D,
65CS E 78CS COM O GENE DA INTIMINA IOTA DE E. coli ESTIRPE 1252-59
B e e e e S O I I

10 20 30 40 50
aEPEC_3CSc TTTTTTTATG TTAATCAGAA TTCATTTGCA AATGGTGAAA ATTATTTTAA
aEPEC_65CS TTTTTTTATG TTAATCAGAA TTCATTTGCA AATGGTGAAA ATTATTTTAA
aEPEC_49 D TTTTTTTATG TTAATCAGAA TTCATTTGCA AATGGTGAAA ATTATTTTAA
Ec_1252-59 TTTTTTTATG TTAATCAGAA TTCATTTGCA AATGGTGAAA ATTATTTTAA
aEPEC_78Cs TTTTTTTATG TTAATCAGAA TTCATTTGCA AATGGTGAAA ATTATTTTAA
Clustal Co hhkkkhkkhhkhkk hhkkhkhkhhhhh Hhhhkkhkhkkkhkhkk *hkhhkrkkhhkrkkk *kkhkkkkhkkkkhk*

B S e e T I I

60 70 80 90 100
aEPEC_3CSc ATTGGGTTCG GATTCAAAAC TGTTAACTCA TAATAGCTAT CAGAATCGCC
aEPEC_65Cs ATTGGGTTCG GATTCAAAAC TGTTAACTCA TAATAGCTAT CAGAATCGCC
aEPEC_49 D ATTGGGTTCG GATTCAAAAC TGTTAACTCA TAATAGCTAT CAGAATCGCC
Ec_1252-59 ATTGGGTTCG GATTCAAAAC TGTTAACTCA TAATAGCTAT CAGAATCGCC
aEPEC_78CS ATTGGGTTCG GATTCAAAAC TGTTAACTCA TAATAGCTAT CAGAATCGCC
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NOTA : Os nucleotideos idénticos sao indicados por asteriscos .
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FIGURA 7 - ALINHAMENTO DA SEQUENCIA DO AMPLICON DE aEPEC 200D COM O GENE
DA INTIMINA MU DE E. coli ESTIRPE MA 551/1

10 20 30 40 50
Ec_MA551/1 TTTTTTTATG TTAATCAGAA TTCATTTGCA AATGGTGAAA ATTATTTTAA
aEPEC_200d TTTTTTTATG TTAATCAGAA TTCATTTGCA AATGGTGAAA ATTATTTTAA
clustal co * ok ok k k ok k ok ok k * Kk ok kkkk ok kk * Kk ok ok ok ok ok ok ok k * Kk ok ok ok ok ok kk ok * Kk ok ok ok ok ok kk ok
e O I
60 70 80 90 100
Ec_MA551/1 ATTGGGTTCG GATTCAAAAC TGTTAACTCA TAATAGCTAT CAGAATCGCC
aEPEC_200d ATTGGGTTCG GATTCAAAAC TGTTAACTCA ANGTAGCTAT CAGAATCGCC
clustal co * Kk ok k ok ok ok kk ok * Kk ok ok ok ok ok ok kk * Kk ok ok ok ok ok kk ok * Kk k kk ok k * ok ok ok ok ok ok kk ok
O e L I I
110 120 130 140 150
Ec_MAS551/1 TTTTTTATAC GTTGAAAACA GGTGAAACTG TTGCCGATCT TTICTAAATCG
aEPEC_200d TTTTTTATAC GTTGAAAACA GGTGAAACTG TTGCCGATCT TTICTAAATCG
clustal co * Kk ok ok ok ok ok kk ok * Kk ok ok ok ok ok k ok k * Kk ok ok ok ok ok kk ok * Kk k k ok ok ok ok kk * Kk ok ok ok ok ok ok ok k
O e L I I
160 170 180 190 200
Ec_MAS551/1 CAAGATATTA ATTTATCGAC GATTTGGTCG TTGAATAAGC ATTTATACAG
aEPEC_200d CAAGATATTA ATTTATCGAC GATTTGGTCG TTGAATAAGC ATTTATACAG
Clustal CO dAhkkhkhkkhkhkkhkhkhk dhhkhkhkhkhkhkhkhkkx dhhkhkhkhkhkhkhdx *hhkkhhkhkhkhkhk *khkkkhhkhkrkk
T e O I
210 220 230 240 250
Ec_MA551/1 TTCTGAAAGC GAAATGATGA AGGCCGCGCC AGGTICAGCAG ATCATTTIGC
aEPEC_200d TTCTGAAAGC GAAATGATGA AGGCCGCGCC AGGTCAGCAG ATCATTTTIGC
Clustal CO dAhkkhkhkkhkhkkhkhkhk dhhkhkhkhkhkhkhkhkdx dhhkhkhkhkhkhkhdx *hkhkhhkhkhkhkhk *khkkkhhkhkrkk
e O I
260 270 280 290 300
Ec_MA551/1 CACTCAAAAA ACTTCCCTTT GAATACAGTG CCTTACCACT TTTAGGTICG
aEPEC_200d CACTCAAAAA ACTTCCCTTT GAATACAGTG CCTTACCACT TTTAGGTICG
clustal co * Kk ok ok ok ok ok k ok k * Kk ok ok ok ok ok ok k ok * Kk ok ok ok ok ok ok kk * Kk ok ok ok ok kk ok ok * Kk ok ok ok ok ok k ok k
S e
310
Ec_MA551/1 GCACCTCTIG TTIG
aEPEC_200d GCACCTCTTG TIG
clustal co * Kk ok ok ok ok ok k ok k * % %

NOTA: Os nucleotideos idénticos s&o indicados por asteriscos.



FIGURA 8 - ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DOS AMPLICONS DE aEPEC 94CS, 216D E
225CS COM O GENE DA INTIMINA DE E. coli ESTIRPE DG 161/4
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NOTA: Os nucleotideos idénticos s&o indicados por asteriscos.
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FIGURA 9 - ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DOS AMPLICONS DE aEPEC 128CS E 172D
COM O GENE DA INTIMINA BETA DE E. coli ESTIRPE CK 379

10 20 30 40 50
Ec_CK 379 TTTTTTTATG TTAACCAGAA TTCATTTGCA AATGGTGAAA ATTATTTTAA
aEPEC_128c TTTTTTTATG TTAACCAGAA TTCATTTGCA AATGGTGAAA ATTATTTTAA
aEPEC_172d TTTTTTTATG TTAACCAGAA TTCATTTGCA AATGGTGAAA ATTATTTTAA
clustal co khkk Ak khhkhkhkhkk K hkhkhAkhkhkhkhd ), hhhkhkhhk ),k k *Ahkkk) ),k khk*xkx *,k),* K,k rkx%k
i i i i R ——
60 70 80 90 100
Ec_CK 379 ATTGAGTTCA GATTCAAAAC TGTTAACTCA AAATGCCGCT CAGGATCGCC
aEPEC_128c ATTGAGTTCA GATTCAAAAC TGTTAACTCA AAATGCCGCT CAGGATCGCC
aEPEC_172d ATTGAGTTCA GATTCAAAAC TGTTAACTCA AAATGCCGCT CAGGATCGCC
Clustal Co hhkkhhkhkhhhkk hhkkhkhkhhhhk Hhhhkkhkhkkkhkhk *hkhhkrkkhhkrkkk *kkhkkkkhkkkkhk*
R —— B e R —— R ——
110 120 130 140 150
Ec_CK 379 TTTTTTATAC GTTAAAAACA GGTGAAACTG TTGCCAATAT TTCTAAATCA
aEPEC_128c TTTTTTATAC GTTAAAAACA GGTGAAACTG TTGCCAATAT TTCTAAATCA
aEPEC_172d TTTTTTATAC GTTAAAAACA GGTGAAACTG TTGCCAATAT TTCTAAATCA
clustal co khkk Ak khhkhkhkhk,k K hkhkhAkhAkhkhkkhk ), hhxhkhkhkhk ),k k *Ahkkk) ),k khkhxkx *,)k),* K,k hxkx%k
R —— R —— R —— R —— R ——
160 170 180 190 200
Ec_CK 379 CAGGGTATCA GTTTATCGGT AATTTGGTCA CTGAATAAAC ATTTATACAG
aEPEC_128c CAGGGTATCA GTTTATCGGT AATTTGGTCA CTGAATAAAC ATTTATACAG
aEPEC_172d CAGGGTATCA GTTTATCGGT AATTTGGTCA CTGAATAAAC ATTTATACAG
clustal co khkk kA khhkhkhkhkk K|k khkhAkhAkhkhkhd ), hhxhkhkhhk ),k k, *Ahkhkk) ),k khkhxkx *,k),* kkhkrkx%k
B T S L e A e e
210 220 230 240 250
Ec_CK 379 TTCCGAAAGC GAAATGATGA AGGCTGGACC TGGTCAGCAG ATCATTTTGC
aEPEC_128c TTCCGAAAGC GAAATGATGA AGGCTGGACC TGGTCAGCAG ATCATTTTGC
aEPEC_172d TTCCGAAAGC GAAATGATGA AGGCTGGACC TGGTCAGCAG ATCATTTTGC
Clustal Co hhkkkhkhkhkhkhkk hhkkhkhkhhhhh Hhhhkkhkhkkkhkhkk *hkhhkkkhhkrkkk *khkkkkhkkkkhk*
B 1 e I e e I T e
260 270 280 290 300
Ec_CK 379 CACTCAAAAA ACTGTCIGTT GAATATAGTG CCTTACCTGT CTTAGGTTCG
aEPEC_128c CACTCAAAAA ACTGTCIGTT GAATATAGTG CCTTACCTGT CTTAGGTTCG
aEPEC_172d CACTCAAAAA ACTGTCIGTT GAATATAGTG CCTTACCTGT CTTAGGTTCG
clustal co khkkhkkhkhhkhkhkhkk K AhkhkhAkhAkhkhkkd ), hhxhkhkhkhk ),k k, *Ahkkk) ),k khkhxk )k ) * K,k xkx%k
B
310
Ec_CK 379 GCACCTGTTG TTG
aEPEC_128c GCACCTICTTG TTG
aEPEC_172d GCACCTICTTG TTG
Clustal Co khkkkkk kkk  kkk

NOTA: Os nucleotideos idénticos s&o indicados por asteriscos.
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FIGURA 10 - ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DOS AMPLICONS DE aEPEC 85D, 132CS,
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NOTA: Os nucleotideos idénticos s&o indicados por asteriscos.
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FIGURA 11 - ALINHAMENTO DA SEQUENCIA DO AMPLICON DE aEPEC 86D COM O GENE

16540_86d_
gi|3941713
Clustal Co
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gi|3941713
Clustal Co

16540_86d__
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Clustal Co
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DA INTIMINA GAMA DE E. coli ESTIRPE ECOR 37

B 1 e e S S e I
10 20 30 40 50
TTTTTTTATG TTAATCAGAA TTCATTTGCA AATGGTGAAA ATTATTTTAA
TTTTTTTATG TTAATCAGAA TTCATTTGCA AATGGTGAAA ATTATTTTAA

khkkhkhkhkkhkhkhkkhkk, hhkhkhkkhkkhkhhkhk hhkhhkhkhhkhkkhkx *(hkhkhkhkhrhkhhkx *rkkhkxhkk*x*k

60 70 80 90 100
ATTGGGTTCG GATTCAAAAC TGTTAACTCA TGATAGCTAT CAGAATCGCC
ATTGGGTTCG GATTCAAAAC TGTTAACTCA TGATAGCTAT CAGAATCGCC

khkkhkhkhkkhkhkhkkhk (hkhkhkkhkkhkhhkhk hhkhhkhkhkhkhkkhkx *,hhkhkhkhrhkhhkx *rkkkhkkxhkhkk*x*k

B T L I I
110 120 130 140 150
TTTTTTATAC GTTGAAAACT GGTGAAACTG TTGCCGATCT TTCTAAATCG
TTTTTTATAC GTTGAAAACT GGTGAAACTG TTGCCGATCT TTCTAAATCG

khkkhkhkhkkhkhkhkkhkhk hhkkhkhkhkkhhhkk k *hkhkkdkhhkhkhhk hkhkhkkhkkhhkkhkhhk, *AkxhhkkhkhhAkhhk

T S e s
160 170 180 190 200
CAAGATATTA ATTTATCGAC GATTTGGTCG TTGAATAAGC ATTTATACAG
CAAGATATTA ATTTATCGAC GATTTGGTCG TTGAATAAGC ATTTATACAG

khkkhkhkhkkhkhkhkkhhk hhkkhkhkhkkhhhkk k K hkhkkhkhhkhkhhk khkhkhkkhkhkhkkhhhkk, *AhkrhkkhkhhAkxhk

T e T

210 220 230 240 250
TTCTGAAAGC GAAATGATGA AGGCCGCGCC TGGTCAGCAG ATCATTTTGC
TTCTGAAAGC GAAATGATGA AGGCCGCGCC TGGTICAGCAG ATCATTTTGC

khkkhkhkhkkhkhkhkkhkhk hhkkhkhhkkhhhkk k *hkhkhkhhkhhhk khhkhkkhkhhkkhhhkk, *Akhkrhkkhkhhkkhhk
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CACTCAAAAA ACTTCCCTTT GAATACAGTG CACTACCACT TTTAGGTTCG
CACTCAAAAA ACTTCCCTTT GAATACAGTG CACTACCACT TTTAGGTTCG

khkkhkhkhkkhkhkhkhk hhkhkhkkhkkhkhhkhk hhkhhkhkhhkhkkhkx *(hkhkhkkhkhrhkhhxkx *hxkkhkhxkhkhkkx*k
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NOTA: Os nucleotideos idénticos sédo indicados por asteriscos.
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FIGURA 12 - ALINHAMENTO DA SEQUENCIA DO AMPLICON DE aEPEC 28D COM O GENE
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DA INTIMINA EPSILON DE E. coli

T S L s
10 20 30 40 50
TTTTTTTATG TTAATCAGAA TTCATTTGCA AATGGTGAAA ATTATTTTAA
TTTTTTTATG TTAACCAGAA TTCATTTGCA AATGGTGAAA ATTATTTTAA

khkkhkhkhkkhkhkkhkkhkhk hhkkk Kdhkhkk Kk Fhkhkkhkhkhkkhkhhkk khhkhkkhkkhhkkhkrhkk, *AAhkhhkkhkhhAkhhk

60 70 80 90 100
ATTGAGTTCA GATCAANGAN TGTTAACTCA AAATGCCGCT CAGGATCGCC
ATTGAGTTCA GATTCAAAAC TGTTAACTCA AAATGCCGCT CAGGATCGCC

*khkkkhkAkkkhkAkkkk Kk Kk * * khkkhkhkhkkhkhkhkkhkhk khkkhkkhkhkkhkhhkk k *hkhkkhkhhAkhhk*k

B T T L I I
110 120 130 140 150
TTTTTTATAC GTTAAAAACA GGTGAAACTG TTGCCAATAT TTCTAAATCA

TTTTTTATAC GTTAAAAACA GGTGAAACTG TTGCCAATAT TTCTAAATCA
kxkkkkkkxkx *okkkkkkokxk hkkkkkkxkx *okkkkkkkxk kxokxokxkxkx

B T e e e T T
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CAGGGGATCA GTTTATCGGT AATTTGGTCA CTGAATAAAC ATTTATACAG

CAGGGGATCA GTTTATCGGT AATTTGGTCA CTGAATAAAC ATTTATACAG
hokkkkkhkhkhk hkkkkkhkkkk khkhkhkhkkhk *hkkkrkkhkhhkk  kokkkkkkkk*

T 1 T e I
210 220 230 240 250
CTCCGAAAGC GAAATGATGA AGGCTGGGCC TGGTICAGCAG ATCATTTTGC
CTCCGAAAGC GAAATGATGA AGGCTGGGCC TGGTICAGCAG ATCATTTTGC

khkkhkhkhkkhkhkhkkhhk khkkhkhhkkhkhhkk k K*hkhkkhkhhkhkhhk khkhkhkkhkkhkhkkhrhk, *Akxkhkkhkhhkkhhk

D e e e S S I I
260 270 280 290 300
CACTCAAAAA ACTGTCIGTT GAATATAGTG CCTTACCTGT CTTAGGTTCG

CACTCAAAAA ACTGTCTGTT GAATATAGTG CCTTACCTGT CTTAGGTTCG
kkkkkkkxkx kokkkkkxkxok hxkkkkkkxkx *okkkkkkkxk kxkxkxkxkx

P
310

GCACCICTTIG TTG
GCACCTGTTIG TTG

*khkkhkkkk Kkkhkk kk*k

NOTA: Os nucleotideos idénticos s&o indicados por asteriscos.



TABELA 15 — SEQUENCIAS DO GENBANK QUE PRODUZIRAM ALINHAMENTOS
SIGNIFICATIVOS COM OS AMPLICONS DE EIEC/Shigella - ipaH

Amostra Homologia Score Valor de e Identidade

25d Shigella sonnei Ss046- antigeno 884 0,0 100%
plasmidial de invasdo

27d Shigella sonnei Ss046- antigeno 884 0,0 100%
plasmidial de invasdo

29d Shigella flexneri lpaH 9.8 884 0.0 100%

74

FIGURA 13 - ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DOS AMPLICONS DE EIEC/Shigella COM

O GENE jpaH DE Shigella

10 20 30 40 50
Shigella 1 CATGGCTGGA AAAACTCAGT GCCTCTGCGG AGCTTCGACA GCAGTCTTIC
Shigella 2 CATGGCTGGA AAAACTCAGT GCCTCTGCGG AGCTTCGACA GCAGTCTTIC
gi|2408078 CATGGCTGGA AAAACTCAGT GCCTCTGCGG AGCTTCGACA GCAGTCTTIC
EIEC_ 29 d CATGGCTGGA AAAACTCAGT GCCTCTGCGG AGCTTCGACA GCAGTCTTTC
clustal co khkk Ak khhkhkhkhk*k |k khkhAkhAkhkhkkd ), hhxhkhkhkhk ),k k *Ahkk)k) ),k khhkx *,k) *khkkhkrkx%k
T S L s
60 70 80 90 100
Shigella 1 GCTGTTGCTG CTGATGCCAC TGAGAGCTGT GAGGACCGTG TCGCGCTCAC
Shigella 2 GCTGTTGCTG CTGATGCCAC TGAGAGCTGT GAGGACCGTG TCGCGCTCAC
gi|2408078 GCTGTTGCTG CTGATGCCAC TGAGAGCTGT GAGGACCGTG TCGCGCTCAC
EIEC_ 29 d GCTGTTGCTG CTGATGCCAC TGAGAGCTGT GAGGACCGTG TCGCGCTCAC
Clustal Co hkkkhkkhhkhkk hhkhhkhhhhk Hhhhkkhkhkkkhkhkk *hkhhkrkkhkrkkk *khkkkkhkkkkhk*
N T T I O | T
110 120 130 140 150
Shigella 1 ATGGAACAAT CTCCGGAAAA CCCTCCTGGT CCATCAGGCA TCTGAAGGCC
Shigella 2 ATGGAACAAT CTCCGGAAAA CCCTCCTGGT CCATCAGGCA TCTGAAGGCC
gi|2408078 ATGGAACAAT CTCCGGAAAA CCCTCCTGGT CCATCAGGCA TCAGAAGGCC
EIEC_ 29 d ATGGAACAAT CTCCGGAAAA CCCTCCTGGT CCATCAGGCA TCAGAAGGCC
Clustal Co hkkhkhkkhhkhkk hhkkhkhkhhhhk Hhhhkkhkhkkkhkhkk *hkhhkrkkhkrkkk Kk *kkkkk*
B e S o T L
160 170 180 190 200
Shigella 1 TTTTCGATAA TGATACCGGC GCTCTGCTCT CCCTIGGGCAG GGAAATGTTC
Shigella 2 TTTTCGATAA TGATACCGGC GCTCTGCTCT CCCTIGGGCAG GGAAATGTIC
gi|2408078 TTTTCGATAA TGATACCGGC GCTCTGCTCT CCCTIGGGCAG GGAAATGTIC
EIEC_ 29 d TTTTCGATAA TGATACCGGC GCTCTGCTCT CCCTIGGGCAG GGAAATGTIC
clustal co khkk kA khhkhkhkhkk K AhkhkhAkhAkhkhkkd ), *hxhkhkhkhk ),k k,k *Ahkkk) ),k khhxkx )k ) * K,k hkx%k
T e S L o
210 220 230 240 250
Shigella 1 CGCCTCGAAA TTCTGGAGGA CATTGCCCGG GATAAAGTCA GAACTCTCCA
Shigella 2 CGCCTCGAAA TTCTGGAGGA CATTGCCCGG GATAAAGTCA GAACTCTCCA
gi|2408078 CGCCTCGAAA TTCTGGAGGA CATTGCCCGG GATAAAGTCA GAACTCTCCA
EIEC_ 29 d CGCCTCGAAA TTCTGGAGGA CATTGCCCGG GATAAAGTCA GAACTCTCCA

Clustal Co

Kk ok Kk kkkkk Kk

Kk ok Kk kkkkk Kk

Kk ok Kk kkkkk Kk

Kk ok Kk kkkkk Kk

Kk ok Kk kkkkk Kk



Shigella 1
Shigella 2
gi|2408078
EIEC_ 29 d
Clustal Co

Shigella 1
Shigella 2
gi|2408078
EIEC_ 29 d
Clustal Co

Shigella 1
Shigella 2
gi|2408078
EIEC_ 29 d
Clustal Co

Shigella 1
Shigella 2
gi|2408078
EIEC_ 29 d
Clustal Co

Shigella 1
Shigella 2
gi|2408078
EIEC_ 29 d
Clustal Co

TABELA 16 — SEQUENCIAS DO GENBANK QUE PRODUZIRAM ALINHAMENTOS

260
TTTTGTGGAT
TTTTGTGGAT
TTTTGTGGAT
TTTTGTGGAT

Kk ok Kk kkkhkk Kk

.

310
AGAAACTTCA
AGAAACTTCA
AGAAACTTCA
AGAAACTTCA

* ok kkkkkkk Kk

el

360
TCGGGAGTGA
TCGGGAGTGA
TCGGGAGTGA
TCGGGAGTGA

* ok Kk kkkkk Kk

.

410
CCGTGAAGAG
CCGTGAAGAG
CCGTGAAGAG
CCGTGAAGAG

* ok ok ok kkkkkk

o

460
ATGCTGTACT
ATGCTGTACT
ATGCTGTACT
ATGCTGTACT

* ok Kk ok kkkkkk

270

GAGATAGAAG
GAGATAGAAG
GAGATAGAAG
GAGATAGAAG

Kk ok Kk kkkkk Kk

GCTCTCCACT
GCTCTCCACT
GCTCTCCACT
GCTCTCCACT

* ok kkkkkkkk

CAGCAAATGA
CAGCAAATGA
CAGCAAATGA

CAGCAAATGA
Kk ko k ok ok k kK

AATGAATTTA
AATGAATTTA
AATGAATTTA
AATGAATTTA

* ok kkkkkkkKk

GAAGCGTACG
GAAGCGTACG
GAAGCGTACG
GAAGCGTACG

* ok kkkkhkkkkk

320

370

420

470

280

TCTACCTGGC
TCTACCTGGC
TCTACCTGGC
TCTACCTGGC

Kk ok Kk kkkkk Kk

GCCGTGAAGG
GCCGTGAAGG
GCCGTGAAGG
GCCGTGAAGG

* ok Kk kkkhkkkkKk

CCTCCGCACT
CCTCCGCACT
CCTCCGCACT
CCTCCGCACT

*k Kk kkkkk Kk

CGGACTGGTT
CGGACTGGTT
CGGACTGGTT
CGGACTGGTT

* ok Kk kkkhkkkkKk

GAAGCTGACC
GAAGCTGACC
GAAGCTGACC
GAAGCTGACC

* ok kkkkkk kK

330

380

430

480

290

CTTCCAGACC
CTTCCAGACC
CTTCCAGACC
CTTCCAGACC

*k Kk kkkkk Kk

AAATGCGTTT
AAATGCGTTT
AAATGCGTTT
AAATGCGTTT

* ok kkkkhkkkkk

GCCGAAGCCA
GCCGAAGCCA
GCCGAAGCCA
GCCGAAGCCA

*kkkkkhkk Kk

CTCCCTICTGG
CTCCCTICTGG
CTCCCTICTGG
CTCCCTICTGG

* ok kkkkhkkkkk

GCTGGGCGCT
GCTGGGCGCT
GCTGGGCGCT
GCTGGGCGCT

* ok kkkkhkkkkk

340

390

440

490

300
ATGCTCGCAG
ATGCTCGCAG
ATGCTCGCAG
ATGCTCGCAG

Kk ok Kk kkkhkk Kk

-
350
CTATGGCGTG
CTATGGCGTG
CTATGGCGTG
CTATGGCGTG

* ok Kk kkkhkkkkk

-
400
TGGTCAGAAG
TGGTCAGAAG
TGGTCAGAAG
TGGTCAGAAG

*kkkkkhkk Kk

-
450
GGACCATGGC
GGACCATGGC
GGACCATGGC
GGACCATGGC

* ok Kk kkkhkkkkk

SIGNIFICATIVOS COM OS AMPLICONS DE EIEC/Shigella - ial
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Amostra Homologia Score Valor de e Identidade
25d Shigella sonnei Ss046 — plasmideo 782 0,0 100%
pSS_046
27d Shigella sonnei Ss046 — plasmideo 782 0,0 100%
pSS_046
29d Shigella flexneri — plasmideo 767 0.0 99%

pINV F6 M1382




FIGURA 14 - ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DOS AMPLICONS DE EIEC/Shigella COM
O GENE ial DE Shigella

NCBIspa9_ 1
Shigella 1
Shigella 2
EIEC_ 29 d
Clustal Co

NCBIspa9_ 1
Shigella 1
Shigella 2
EIEC_ 29 d
Clustal Co

NCBIspa9_1
Shigella 1
Shigella 2
EIEC_ 29 d
Clustal Co

NCBIspa9_ 1
Shigella 1
Shigella 2
EIEC_ 29 d
Clustal Co

NCBIspa9_1
Shigella 1
Shigella 2
EIEC_ 29 d
Clustal Co

NCBIspa9_ 1
Shigella 1
Shigella 2
EIEC_ 29 d
Clustal Co

GGTGGGGTAT
GGTGGGGTAT
GGTGGGGTAT
GGTGGGGGAT

Ak kAkkKk Kkk

60

GCTTAGATGA
GCTTAGATGA
GCTTAGATGA
GCTTAGATGA

* ok kkkkkkkk

GCTCTTTATT
GCTCTTTATT
GCTCTTTATT

GCTCTTTATT
Kk ok kK Kk kK K

GGTTATTGGA
GGTTATTGGA
GGTTATTGGA
GGTTATTGGA

Kk ok Kk kkkkk Kk

AGCAGACACT
AGCAGACACT
AGCAGACACT
AGCAGACACT

* ok kkkkhkkkkk

CTACTTICTIT
CTACTTICTIT
CTACTTICTIT

CTACTTCTTT
* kK kK Kk kK K

10

110

160

210

260

CCTGTCTAAG
CCTGTCTAAG
CCTGTCTAAG
CCTGTCTAAG

* ok Kk kkkhkk Kk

70

TGGAGGTAAT
TGGAGGTAAT
TGGAGGTAAT
TGGAGGTAAT

* ok kkkkhkkkkk

TAATCCTTAT
TAATCCTTAT
TAATCCTTAT

TAATCCTTAT
Kk ok ok ok ok k ok ok ok

TTATCTATTG
TTATCTATTG
TTATCTATTG
TTAACTATTG

*kk Ak kA Kk

TCCTTTTGGT
TCCTTTTGGT
TCCTTTTGGT
TCCTTTTGGT

*kkkkkhkkkkk

CTGGATGGTA
CTGGATGGTA
CTGGATGGTA
CTGGATGGTA

* ok Kk kkkkk Kk

20

120

170

220

270

GCCTTGATTIG
GCCTTGATTG
GCCTTGATTG
GCCTTGATTIG

*k Kk kkkhkk Kk

80

GTGTCTGATA
GTGTCTGATA
GTGTCTGATA
GTGTCTGATA

* ok kkkkkkkk

CTTTTCCTTA
CTTTTCCTTA
CTTTTCCTTA

CTTTTCCTTA
Kk ok ok ok ok ok ok ok ok

GTTTGTTACA
GTTTGTTACA
GTTTGTTACA
GTTTATTACA

*khkkk khkkkk

ATAAAGCTTA
ATAAAGCTTA
ATAAAGCTTA
ATAAAGCTTA

* ok kkkkhkkkkk

TGGTGAGGTT
TGGTGAGGTT
TGGTGAGGTT
TGGTGAGGTT

Kk ok Kk kkkhkk Kk

30

130

180

230

280

AACAATATAT
AACAATATAT
AACAATATAT

AACAATATAT
Kk ok ok ok ok ok ok ok ok

90

TAGTTTATAT
TAGTTTATAT
TAGTTTATAT
TAGTTTATAT

* ok ok ok kkkkkKk

TGGCCAGTAG
TGGCCAGTAG
TGGCCAGTAG
TGGCCAGTAG

*k Kk kkkkk Kk

GACAGTGACT
GACAGTGACT
GACAGTGACT
GACAGTGACT

*k Kk kkkkk Kk

TAGGTGTCTC
TAGGTGTCTC
TAGGTGTCTC
TAGGTGTCTC

* ok kkkkhkkkkk

TTATTGTCTT
TTATTGTCTT
TTATTGTCTT

TTATTGTCTT
Kk ok ok ok ok k ok ok ok

40

140

190

240

290

NI
50
CAATGTTCCT
CAATGTTCCT
CAATGTTCCT

CAATGTTCCT
Kk ok ok ok ok ok ok k ok

-
100
GGGTAATAAG
GGGTAATAAG
GGGTAATAAG
GGGTAATAAG

* ok Kk kkkhkkkkKk

-
150
GTATAGCTAC
GTATAGCTAC
GTATAGCTAC

GTATAGCTAC
Kk ko k ok ok k kK

-
200
CAACTCCAAG
CAACTCCAAG
CAACTCCAAG
CAACTTCAAG

*khkkkk kAkkk

-
250
AATATCTTTG
AATATCTTTG
AATATCTTTG
AATATCTTTG

* ok Kk kkkhkkkkk

o

300
TTTGTCATGA
TTTGTCATGA
TTTGTCATGA

TTTGTCATGA
Kk ok kok ok k ok ok ok



310

320

NCBIspad_1 AATAATGTTT TTAATTAAGA
Shigella 1 AATAATGTTT TTAATTAAGA
Shigella 2 AATAATGTTT TTAATTAAGA
EIEC_ 29 d AATAATGTTT TTAATTAACA
Clustal Co hhkkkhkkkhkhkk Kkkkkkkk K
B I

360 370

NCBIspa9d_ 1 CGAAAGTATT CATGTGTITTT
Shigella 1 CGAAAGTATT CATGTGTITTT
Shigella 2 CGAAAGTATT CATGTGTITTT
EIEC_ 29 d CGAAAGTATT CATGTGTITTT
Clustal Co ko kkkkkkk ok kokokkokokkk kK
R —— R ——

410 420

NCBIspa9d_ 1 TGGCTCCATT ATTTTTCTTT
Shigella 1 TGGCTCCATT ATTTTTCTTT
Shigella 2 TGGCTCCATT ATTTTTCTTT
EIEC_ 29 d TGGCTCCATT ATTTTTCTTC
clustal co kkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkk kA kikkhkhkkkkk

TABELA 17 — SEQUENCIAS DO GENBANK QUE PRODUZIRAM ALINHAMENTOS

e
330
GTGGGGTTTG
GTGGGGTTTG
GTGGGGTTTG

GTGGGGTTTG

*kkkkkkk Kk

R T

380
TAATACTCCT
TAATACTCCT
TAATACTCCT
TAATACTCCT

*k Kk kkkhkk Kk

CTTCCATTTIT
CTTCCATTTIT
CTTCCATTTIT
CTTCCATTTIT

* ok Kk kkkhkkkkKk

R I
340
ATGGACATTT
ATGGACATTT
ATGGACATTT

ATGGACATTT
Kk ok kok ok k ok ok x

R T

390
GAACGGCGTT
GAACGGCGTT
GAACGGCGTT
GAACGGCGTT

*kkkkkhkk Kk

430

TAA
TAA
TAA
AAA

* %

R I
350
CAAGCTGGTT
CAAGCTGGTT
CAAGCTGGTT

CAAGCTGGTIT

Kk ok Kk kkkkk Kk

R T
400
TTTTTTAGAT
TTTTTTAGAT
TTTTTTAGAT
TTTTTTAGAT

*kkkkkhkk Kk

SIGNIFICATIVOS COM OS AMPLICONS DE EAEC

Amostra Homologia Score Valor de e Identidade
18cs E.coli - plasmideo pCVD 432 857 0,0 98%
21cs E.coli - plasmideo pCVD 432 874 0,0 99%
56¢cs E. coli - plasmideo pO86A1 843 0,0 98%
66¢cs E.coli - plasmideo pCVD 432 877 0.0 99%
173cs E.coli - plasmideo pCVD 432 865 0,0 98%
179cs E.coli - plasmideo pCVD 432 857 0,0 98%
191cs E.coli - plasmideo pCVD 432 877 0,0 99%
226¢s E.coli - plasmideo pCVD 432 803 0,0 95%

75d E.coli - plasmideo pCVD 432 814 0,0 96%

141d E.coli - plasmideo pCVD 432 792 0,0 95%

171d E.coli - plasmideo pCVD 432 857 0,0 98%

217d E.coli - plasmideo pCVD 432 814 0,0 96%

239d E. coli estirpe 042 - plasmideo 764 0,0 93%
pAA2 aat gene cluster

245d E.coli - plasmideo pCVD 432 818 0,0 96%
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Os plasmideos pAA2 e pO86A estdo associados com o padrao de aderéncia de
estirpes de EAEC.
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FIGURA 15 - ALINHAMENTO DAS SEQ,UENCIAS DOS AMPLICONS DE EAEC COM
UMA REGIAO DO PLASMIDEO CVD 432 UTILIZADA PARA A
IDENTIFICACAO DE E. coli ENTEROAGREGATIVA

10 20 30 40 50
EAEC_191cs ATTCTTATTC TCTTGATATC GAAGAGTTAG ATATTAATAA ACATAACAAT
gi|1052598 ATTCTTATTC TCTTGATATC GAAGAGTTAG ATATTAATAA ACATAACAAT
EAEC_066cs ATTCTTATTC TCTTGATATC GAAGAGTTAG ATATTAATAA ACATAACAAT
EAEC_021lcs ATTCTTATTC TCTTGATATC GAAGAGTTAG ATATTAATAA ACATAACAAT
EAEC_179cs ATTCTTATTC TCTTGATATC GAAGAGTTAG ATATTAATAA ACATAACAAT
EAEC_173cs ATTCTTATTC TCTTGATATC GAAGAGTTAG ATATTAATAA ACATAACAAT
EAEC_018cs ATTCTTATTC TCTTGATATC GAAGAGTTAG ATATTAATAA ACATAACAAT
EAEC_171 d ATTCTTATTC TCTTGATATC GAAGAGTTAG ATATTAATAA ACATAACAAT
EAEC_141 d ATTCTTATTC TCTTGATATC GAAGAGTTAG ATATTAATAA ACATAACAAT
EAEC_226cs ATTCTTATTC TCTTGATATC GAAGAGTTAG ATATTAATAA ACATAACAAT
EAEC_075 d ATTCTTATTC TCTTGATATC GAAGAGTTAG ATATTAATAA ACATAACAAT
EAEC_217 d ATTCTTATTC TCTTGATATC GAAGAGTTAG ATATTAATAA ACATAACAAT
EAEC_245 d ATTCTTATTC TCTTGATATC GAAGAGTTAG ATATTAATAA ACATAACAAT
EAEC_056cs ATTCTTATTC TCTTGATATA GAAGAGTTAG ATATTAATAA ACATAACAAT
EAEC_239 d ATTCTTATTC TCTTGATATC GAAGAGTTAG ATATTAATAA ACATAACAAT
Clustal Co hhkkkhkhkhkhkhkk hhkkhhkhhhkh  hhhkkhkhkkkhkhkk hhkhhkrkkhkrkkk *kkhkkkkkkkk*

T S e s

60 70 80 90 100
EAEC_191lcs ATAAAAACGA TGTTACCAGA TATAAATATA GGGTTAGGGC AGTATATAAA
gi|1052598 ATAAAANCGA TGTTACCAGA TATAAATATA GGGTTAGGGC AGTATATAAA
EAEC_0O66cs ATAAAAACGA TGTTACCAGA TATAAATATA GGGTTAGGGC AGTATATAAA
EAEC_021lcs ATAAAAACGA TGTTACCAGA TATAAATATA GGGTTAGGGC AGTATATAAA
EAEC_179cs ATAAAAACGA TGTTACCAGA TATAATTATA GGGTTAGGGC AGTATATAAA
EAEC_173cs ATAAAAACGA TGTTACCAGA TATAAATATA GGGTTAGGGC AGTATATAAA
EAEC_018cs ATAAAAACGA TGTTACCAGA TATAAATATA GGGTTAGGGC AGTATATAAA
EAEC_171 d ATAAAAACGA TGTTACCAGA TATAAATATA GGGTTAGGGC AGTATATAAA
EAEC_141 d ATAAAAACGA TGTTACCAGA TATAATTATA GGGTTAGGGC AGTATATAAA
EAEC_226cs ATAAAAACGA TGTTACCAGA TATAATTAGN ANGTTINAGGC AGTATATAAA
EAEC_075 d ATAAAAACGA TGTTACCAGA TATAATTAGN ANGTTAGGGC AGTATATAAA
EAEC_217 d ATAAAAACGA TGTTACCAGA TATAATTAGA GGGTTA-GAN AGTATATAAA
EAEC_245 d ATAAAAACGA TGTTACCAGA TATAATTATA GGNTTAGGGC AGTATATAAA
EAEC_056cs ATAAAAACGA TGTTACCAGA TATAAATATA GGGTTAGGGC AGTATATAAA
EAEC_239 d ATAAAAACGA TGTTACCAGA TATAATTATA GGGNTAGGGC AGTATATAAA

Clustal Co

*khkkkkk Ak k

Kk ok Kk kkkkkkk

*AkkKkk KKk

* *

Kk ok Kk kkkkk Kk



EAEC_191cs
gi|1052598
EAEC_066cs
EAEC_021cs
EAEC_179cs
EAEC_173cs
EAEC_018cs
EAEC_171 d
EAEC_141 d
EAEC_226¢cs
EAEC_075 d
EAEC_217 d
EAEC_245 d
EAEC_056c¢s
EAEC_239 d
Clustal Co

EAEC_191cs
gi|1052598
EAEC_066cs
EAEC_021cs
EAEC_179cs
EAEC_173cs
EAEC_01l1l8cs
EAEC_171 d
EAEC_141 d
EAEC_226cs
EAEC_075 d
EAEC_217 d
EAEC_245 d
EAEC_056cs
EAEC_239 d
Clustal Co

EAEC_191cs
gi|1052598
EAEC_066¢cs
EAEC_021cs
EAEC_179cs
EAEC_173cs
EAEC_018cs
EAEC_171 d
EAEC_141 d
EAEC_226cs
EAEC_075 d
EAEC_217 d
EAEC_245 d
EAEC_056c¢s
EAEC_239 d
Clustal Co

110
CAACAATCAA
CAACAATCAA
CAACAATCAA
CAACAATCAA
CAACAATCAA
CAACAATCAA
CAACAATCAA
CAACAATCAA
CAACAATCAA
CAACAATCAA
CAACAATCAA
CAACAATCAA
CAACAATCAA
CAACAACCAG
CAACAATCAG

*k kK kk kK

R
160
TATCCTATAA
TATCCTATAA
TATCCTATAA
TATCCTATAA
TATCCTATAA
TATCCTATAA
TATCCTATAA
TATCCTATAA
TATCCTATAA
TATCCTATAA
TATCCTATAA
TATCCTATAA
TATCCTATAA
TATCCTATAA
TATCCTATAA

* ok Kk kkkkk Kk

TTGGATATTG
TTGGATATTG
TTGGATATTG
TTGGATATTG
TTGGATATTG
TTGGATATTG
TTGGATATTG
TTGGATATTG
TTGGATATTG
TTGGATATTG
TTGGATATTG
TTGGATATTG
TTGGATATTG
TTGGATATTG
TTGGATATTG

* ok kkkkhkkkkk

210

-
120
TGGTTCTCAT
TGGTTCTCAT
TGGTTCTCAT
TGGTTCTCAT
TGGTTCTCAT
TGGTTCTCAT
TGGTTCTCAT
TGGTTCTCAT
TGGTTCTCAT
TGGTTCTCAT
TGGTTCTCAT
TGGTTCTCAT
TGGTTCTCAT
TGGTTCTCAT
TGGTTCTCAT

* ok kkkkkkkk

R
170
TCTTCTATCG
TCTTCTATCG
TCTTCTATCG
TCTTCTATCG
TCTTCTATCG
TCTTCTATCG
TCTTCTATCG
TCTTCTATCG
TCTTCTATCG
TCTTCTATCG
TCTTCTATCG
TCTTCTATCG
TCTTCTATCG
TCTTCTATCG
TCTTCTATCG

Kk ok Kk kkkhkk Kk

CTAATTATTT
CTAATTATTT
CTAATTATTT
CTAATTATTIT
CTAATTATTT
CTAATTATTT
CTAATTATTT
CTAATTATTIT
CTAATTATTIT
CTAATTATTT
CTAATTATTT
CTAATTATTT
CTAATTATTIT
CTAATTATTIT
CTAATTATTT

* ok kkkkhkkkkKk

220

-
130
CTATTACAGA
CTATTACAGA
CTATTACAGA
CTATTACAGA
CTATTACAGA
CTATTACAGA
CTATTACAGA
CTATTACAGA
CTATTACAGA
CTATTACAGA
CTATTACAGA
CTATTACAGA
CTATTACAGA
CTATTACAGA
CTATTACAGA

* ok k ok kkkkkk

R
180
GCTTATGAAG
GCTTATGAAG
GCTTATGAAG
GCTTATGAAG
GCTTATGAAG
GCTTATGAAG
GCTTATGAAG
GCTTATGAAG
GCTTATGAAG
GCTTATGAAG
GCTTATGAAG
GCTTATGAAG
GCTTATGAAG
GCTTATGAAG
GCTTATGAAG

Kk ok Kk kkkkkkk

AAAATATATT
AAAATATATT
AAAATATATT
AAAATATATT
AAAATATATT
AAAATATATT
AAAATATATT
AAAATATATT
AAAATATATT
AAAATATATT
AAAATATATT
AAAATATATT
AAAATATATT
AAAATATATT
AAAATATATT

* ok kkkkhkkkkk

230

-
140
CAGCCATTIT
CAGCCATTIT
CAGCCATTIT
CAGCCATTIT
CAGCCATTIT
CAGCCATTIT
CAGCCATTIT
CAGCCATTIT
CAGCCATTIT
CAGCCATTIT
CAGCCATTTIT
CAGCCATTIT
CAGCCATTIT
CAGCAATTIT
CAGCAATTIT

*kkhkk kkkkKk

R
190
CAAAAATGCA
CAAAAATGCA
CAAAAATGCA
CAAAAATGCA
CAAAAATGCA
CAAAAATGCA
CAAAAATGCA
CAAAAATGCA
CAAAAATGCA
CAAAAATGCA
CAAAAATGCA
CAAAAATGCA
CAAAAATGCA
CAAAAATGCA
CAAAAATGCA

Kk ok Kk kkkhkk Kk

GAAATGCTTA
GAAATGCTTA
GAAATGCTTA
GAAATGCTTA
GAAATGCTTA
GAAATGCTTA
GAAATGCTTA
GAAATGCTTA
GAAATGCTTA
GAAATGCTTA
GAAATGCTTA
GAAATGCTTA
GAAATGCTTA
GAGATGCTTA
GAAATGCTTA

*k  kkkk Kk kK

240

-
150
TATTTATCAT
TATTTATCAT
TATTTATCAT
TATTTATCAT
TATTTATCAT
TATTTATCAT
TATTTATCAT
TATTTATCAT
TATTTATCAT
TATTTATCAT
TATTTATCAT
TATTTATCAT
TATTTATCAT
TATTTATCAT
TATTTATCAT

* ok Kk kkkhkk Kk kk

e
200
GAATAATAAA
GAATAATAAA
GAATAATAAA
GAATAATAAA
GAATAATAAA
GAATAATAAA
GAATAATAAA
GAATAATAAA
GAATAATAAA
GAATAATAAA
GAATAATAAA
GAATAATAAA
GAATAATAAA
GAATGATAAA
GAATGATAAA

*hkkk khkkkk

et
250
GTGAGAGGAA
GTGAGAGGAA
GTGAGAGGAA
GTGAGAGGAA
GTGAGAGGAA
GTGAGAGGAA
GTGAGAGGAA
GTGAGAGGAA
GTGAGAGGAA
GTGAGAGGAA
GTGAGAGGAA
GTGAGAGGAA
GTGAGAGGAA
GTGAGAGGAA
GTGAGAGAAA

*khkkhk Kk Kkkhk Kk*k
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260
CAACTACATA
CAACTACATA
CAACTACATA
CAACTACATA
CAACTACATA
CAACTACATA
CAACTACATA
CAACTACATA
CAACTACATA
CAACTACATA
CAACTACATA
CAACTACATA
CAACTACATA
TAGCTACATA
CAACTATATA

Kk kkk Kk
R
310
AATCTCACCT
AATCTCACCT
AATCTCACCT
AATCTCACCT
AATCTCACCT
AATCTCACCT
AATCTCACCT
AATCTCACCT
AATCTCACCT
AATCTCACCT
AATCTCACCT
AATCTCACCT
AATCTCACCT
AATCTCACCT
AATCTCACCT

* ok kkkkkk kK

TACGAAATTG
TACGAAATTG
TACGAAATTG
TACGAAATTG
TACGAAATTG
TACGAAATTG
TACGAAATTG
TACGAAATTG
TACGAAATTG
TACGAAATNG
TACGAAATTG
TACGAAATTG
TACGAAATTG
TATTAAATTG
TACGAAATTG

* % *k kK Kk

360

270
ATTAATTTGT
ATTAATTTGC
ATTAATTTGT
ATTAATTTGT
ATTAATTTGT
ATTAATTTGT
ATTNATTTGT
ATTNATTTGT
ATTAATTTGT
ATTAATTTGT
ATTNATTTGT
ATTTATTTGT
ATT-ATTTGT
ATTAATTTGT
ATTNATTTGT
kkk kK kkk

R T
320
GATGTTGATG
GATGTTGATG
GATGTTGATG
GATGTTGATG
GATGTTGATG
GATGTTGATG
GATGTTGATG
GATGTTGATG
GATGTTGATG
GATGTTGATG
GATGTTGATG
GATGTTGATG
GATGTTGATG
AATGTTGATG
GATGTTGATG

* ok ok ok k ok ok kk

CAAAGCATAA
CAAAGCATAA
CAAAGCATAA
CAAAGCATAA
CAA-GCATAA
CAAAGCGTAA
CAAAGCGTAA
CAAAGCGTAA
CCAAGCNTAA
CAAAGCGTAA
CAAGCGTAAA
CAAAGCGTAA
CAAAGCGTAA
CAAAGCGCAA
CNAAGCGTAN

* K *

370

280
TCTCGGAAAT
TCTCGGAAAT
TCTCGGAAAT
TCTCGGAAAT
TCTCGGAAAT
TCTCGGAAAT
TCTCGGAAAT
TCTCGGAAAT
TCTCGGAAAT
TCTCGGAAAT
TCTCGGAAAT
TCTCGGAAAT
TCTCGGAAAT
TCTCGGAAAT

TCTCGGAAAT
Kk Kk k kK k kK

R T
330
CTCGAGAGAT
CTCGAGAGAT
CTCGAGAGAT
CTCGAGAGAT
CTCGAGAGAT
CTCGAGAGAT
CTCGAGAGAT
CTCGAGAGAT
CTCGAGAGAT
CTCGAGAGAT
CTCGAGAGAT
CTCGAGAGAT
CTCGAGAGAT
CACGAGAGAT
CTCGNGAGAT

* kkx kk Kk kK

AATGTCAATT
AATGTCAATT
AATGTCAATT
AATGTCAATT
AATGTCAATT
AATGTCAATT
AATGTCAATT
AATGTCAATT
AATGTCATTT
A-TGTCAATT
A-TGTCAATT
AATGTCAATT
AATGTCAATT
AATGTCAATT
AATGNCAATT

* Ak k*k k%K

380

290
TATTAACTAT
TATTAACTAT
TATTAACTAT
TATTAACTAT
TATTAACTAT
TATTAACTAT
TATTAACTAT
TATTAACTAT
TATTAACTAT
NATTAACTAT
TATTAACTAT
TATTAACTAT
CATTAACTAT
CATTAACTAT

CATTAACTAT
Kk ok Kok Kok K Kk

R T
340
ATAGGAAGCT
ATAGGAAGCT
ATAGGAAGCT
ATAGGAAGCT
ATAGGAAGCT
ATAGGAAGCT
ATAGGAAGCT
ATAGGAAGCT
ATAGGAAGCT
ATAGGAAGCT
ATAGGAAGCT
ATAGGAAGCT
ATAGGAAGCT
ATAGAAAGTT
ATAGAAAGCT

*kk*x Kkkkx K

GGATTAATAT
GGATTAATAT
GGATTAATAT
GGATTAATAT
GGATTAATAT
GGATTAATAT
GGATTAATAT
GGATTAATAT
GGATTAATAT
GGATTAATAT
GGATTAATAT
GGATTAATAT
GGATTAATAT
GGATTAATAT
GGATTAATAT

* ok kkkkhkkkk Kk

390

300
AAGATAAAAA
AAGATAAAAA
AAGATAAAAA
AAGATAAAAA
AAGATAAAAA
AAGATAAAAA
AAGATAAAAA
AAGATAAAAA
AAGATAAAAA
NAGATAAAAA
AAGATAAAAA
NAGATAAAAA
AAGATAAAAA
AAGATAAAAA

AAGATAAAAA
Kk ok Kok Kk K Kk

R T
350
CAATAAAGAA
CAATAAAGAA
CAATAAAGAA
CAATAAAGAA
CAATAAAGAA
CAATAAAGAA
CAATAAAGAA
CAATAAAGAA
CAATNAAGAA
CAATAAAGAA
CAATAAAGAA
CAATAAAGAA
CAATTAAGAA
CGATTAAGAA
TAATAAGGAA

* Kk xk kkx

o

400
CTGCTCTTGA
CTGCTCTTGA
CTGCTCTTGA
CTGCTCTTGA
CTGCTCTTGA
CTGCTCTTGA
CTGCTCTTGA
CTGCTCTTGA
CTGCTCTTGA
CTGCTCTTGA
CTGCTCTTGA
CTGCTCNGGA
CTGCTCCTGA
CTGTNCTTGA
CTGTCCNTGA

* kK * * %
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TABELA 18 — SEQUENCIAS DO GENBANK QUE PRODUZIRAM ALINHAMENTOS

TGTAGAGATG
TGTAGAGATG
TGTAGAGATG
TGTAGAGATG
TGTAGAGATG
TGTAGAGATG
TGTAGAGATG
TGTAGAGATG
TGTAGAGATG
TGTAGAGATG
TGTAGAGATG
TGTAGAGATG
TGTAGAGATG
TGTAGAGATG
TGTA-AGATG

*kkhkk Kkkkk*k

TCCTTGAGGA
TCCTTGAGGA
TCCTTGAGGA
TCCTTGAGGA
TCCTTGAGGA
TNCTTGAGGA
TCCTTGAGGA
TCCTTGAGGA
TCCTNGAGGA
TCCTTGAGGA
TCCTTGAGGA
TCCTTGAGGA
TCCTTGAGGA
CCCTTGAAGA
TCCTTGAGGG

* Kk kkx K

410

460

-
420
ATATATAATA
ATATATAATA
ATATATAATA
ATATATAATA
ATATATAATA
ATATATTATA
ATATATCATA
ATATATCATA
ATATATNATN
ATATATCATA
ATATATCATA
ATATATNATA
ATATATAATA
AGATATAATA
ANATATCATA

* Ak kk kK

GGAGGAAAGT
GGAGGAAAGT
GGAGGAAAGT
GGAGGAAAGT
GGAGGAAAGT
GGAGGAAAGT
GGAGGAAAGT
GGAGGAAAGT
GGAGGAAAGT
GGAGGAAAGT
GGAGGAAAGT
GGAGGAAAGT
GGAGGGAAGT
GGGAGGAAGT
AGGAGGAAGT

* * kK kK

470

-
430
TTTTACAAAA
TTTTACAAAA
TTTTACAAAA
TTTTACAAAA
TTTTACAAAA
TTTTACAAAA
TTTTACAAAA
TTTTACAAAA
TTTTACNCAA
TTTTNCNAAA
TTTTACAAAA
TTTTNCAAAA
TTTTNCAAAA
TATTGCAAAA
TATTNNGAAA

* k% * %

o

480
TTACTGTCAG
TTACTGTCAG
TTACTGTCAG
TTACTGTCAG
TTACTGTCAG
TTACTGTCAG
NTACTGTCAG
NTACTGTCAG
TNACTGGCCN
TTNCTGTCNG
TTACTGTCAG
TTACTGTCNG
TTACTGGCCG
NTACTGTCAG
CTACNGTCCC

* k%

-
440
AATCAGGTTT
AATCAGGTTT
AATCAGGTTT
AATCAGGTNT
AATCAGGGNT
AATCAGGTTT
AATCAGGTGT
AATCAGGTGT
A-TCGGGGTN
AATCANGTGG
AATCAGGGGG
AATCCGGTGN
AATCAGGTNG
AATCAGGTNT
AATCNGNNGT

* k%

R
490
ATAAAATCTC
ATAAAATCTC
ATAAAATCTC
ATAAAATCTC
ATAAAATCTC
ATAAAATCTC
ATAAAATCTC
ATAAAATCTC
ANAAAANCCC
ATAAAATCTC
ATAAAATCTC
ATAAAATCTC
ATAAAATCTC
ATAAGATTTC
ATAANATCTC

* k*x ok *

-
450
GATATTGATG
GATATTGATG
GATATTGATG
GATATTGATG
GATATTGATG
GATATTGATG
GATATTGATG
GATATTGATG
GATATTGATG
GATATTGATG
ATATTTGATG
GATATTGATG
GNTATTGATG
GATATTGATG
GCTINTTGATG

* Kk Kk Kk kk

SIGNIFICATIVOS COM OS AMPLICONS DE DAEC

Amostra Homologia Score Valordee Identidade
77cs E. coli - genes de 839 0.0 99%
adesina fimbrial
subunidade F1845
133d E. coli - genes de 850 0.0 99%

adesina fimbrial
subunidade F1845
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FIGURA 16 — ALINHAMENTO DOS NUCLEOTIDEOS DAS AMOSTRAS 77CS e 133D, COM A
REGIAO CORRESPONDENTE O GENE daaE
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TTAGACCGTA
TTAGACCGTA
TTAGACCGTA

* ok kkkkhkkkkk

60

TATGAAAAAA
TATGAAAAAA
TATGAAAAAA

Kk ok Kk kkkkk Kk

110

20

CTGTTGTGTIT
CTGTTGTGTIT
CTGTTGTGTT

* ok kkkkhkkkkk

70

TTAGCGATAA
TTAGCGATAA
TTAGCGATAA

Kk ok Kk kkkkk Kk

120

GCTCCGCGCA AGCCACGTTC
GCTCCGCGCA AGCCACGTTC
GCTCCGCGCA AGCCACGTTC

khkk ki hkkhkkhkhkkhk kkhkkhkkkkhkkkh*k

CTGACTGTGA
CTGACTGTGA
CTGACTGTGA

* ok kkkkhkkkkk

160

210

CCGAAGAGTG
CCGAAGAGTG
CCGAAGAGTG

* ok kkkkhkkk kK

170

220

30

ACCCCCTICAC
ACCCCCTICAC
ACCCCCTCAC

*kkkkkhkkkkk

80

TGGCCGCCGC
TGGCCGCCGC
TGGCCGCCGC

*kkkkkhkk Kk

CAAGCGAGCG
CAAGCGAGCG
CAAGCGAGCG

* ok kkkkhkk Kk kK

CCGGGTGCAG
CCGGGTGCAG
CCGGGTGCAG

* ok kkkkhkkkkk

130

180

230

GCTCGCGCGA AGCAAGCTAA AAGACGACAC
GCTCGCGCGA AGCAAGCTAA AAGACGACAC
GCTCGCGCGA AGCAAGCTAA AAGACGACAC

khkkhkkhkkhkhkhkkhkhk khkkhkkhkhkkhkhhkk k *hkhkkhkhhkkhkxk

260 270 280

40

AAAACTGAAC
AAAACTGAAC
AAAACTGAAC

* ok kkkkhkkkkk

90

CAGCATGATT
CAGCATGATT
CAGCATGATT

*k Kk kkkkk Kk

GGACAACGGG
GGACAACGGG
GGACAACGGG

* ok kkkkhkkkkk

GTCGGTAACG
GTCGGTAACG
GTCGGTAACG

* ok kkkkkkkk

GGCTATAGGG
GGCTATAGGG
GGCTATAGGG

Kk ok Kk kkkkk Kk

140

190

240

290

R

50
AGGTAATCAA
AGGTAATCAA
AGGTAATCAA

* ok kkkkhkkkkk

-
100
TTCACTGTGG
TTCACTGTGG
TTCACTGTGG

*k Kk kkkkk Kk

-
150
TATTACCACA
TATTACCACA
TATTACCACA

* ok ok ok kkkkk Kk

-
200
TTACCGCGAC
TTACCGCGAC
TTACCGCGAC

* ok kkkkkk kK

o

250
GTGATCGGGG
GTGATCGGGG
GTGATCGGGG

Kk ok Kk kkkhkk Kk

300

TAACCGCTCT
TAACCGCTCT
TAACCGCTCT

* ok kkkkhkkkkk

GACAACTACG
GACAACTACG
GACAACTACG

Kk ok Kk kkkkk Kk

310

AGGATGCAAC
AGGATGCAAC
AGGATGCAAC

* ok kkkkhkkkkk

ATGCGACAAA
ATGCGACAAA
ATGCGACAAA

Kk ok Kk kkkkk Kk

GGCCTGCAGG CCGCGTTGCA GGCCGACCCA
GGCCTGCAGA CCGCGTTGCA GGCCGACCCA
GGCCTGCAGA CCGCGTTGCA GGCCGACCCA

320

* ok ok ok k ok ok kk

TCTATATATG
TCTATATATG
TCTATATATG

Kk ok Kk kkkkk Kk

330

*khkkhkkhkkhkkhkhkkhk kkhkkhkkkkhkkk*k

B N I
340 350
ACTAGCCGCA ACCATGACAA
ACTAGCCGCA ACCATGACAA

ACTAGCCGCA ACCATGACAA

khkkhkhkkhkhkhkk Kk Khkhkkhkhkhkkhkk
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O sequienciamento dos amplicons confirma a presenca dos genes de viruléncia

nas bactérias isoladas e a especificidade da PCR-Multiplex para DEC/Shigella.

e
360
ACTTAATGTC

ACTTAATGTC

ACTTAATGTC
Kk ok ok ok ok k ok ok Kk

N
410
ACGGCGTGTT
ACGGCGTGTT

ACGGCGTGTT

* ok kkkkkkk Kk

et
460
ATCTCCGTGG
ATCTCCGTGG

ATCTCCGTGG

* ok Kk kkkkk Kk

B T I I
370 380 390

-
400

AAACTAAAAG CCACAGATGG GTCCAGTTGG ACCTACGGGA
AAACTAAAAG CCACAGATGG GTCCAGTITGG ACCTACGGGA
NAACTAAAAG CCACAGATGG GTCCAGTITGG ACCTACGGGA

khkkhkhkkkhkkhkk Khkhkkhkkhkhkkhkhhkk KAhAkhhkkkhhAkhk

T T I e O |
420 430 440
CTACAAAACC GAAGGCGGTA ACTGGGGTGG
CTACAAAACC GAAGGCGGTA ACTGGGGTGG

CTACAAAAC- GAAGGCGGTA ACTGGGGTGG

* ok ok ok k ok ok kk *khkkhkkhkkhkkhkhkkhk kkhkkhkkkkhkkkh*k

B
470

ACGGGAACCA AACT
ACGGGAACCA AACT

ACGGGAACCA AACT

khkkhkAkkkhkAkkKk Kkhkkk

Kk ok Kk kkkkk Kk

R
450
GCACGTTGGG
GCACGTTGGG

GCACGTTGGG

* ok Kk kkkhkkkkk
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6 DISCUSSAO

A microbiota intestinal de humanos contém E. coli ndo patogénica. Assim,
diferente de outros agentes de diarréia como por exemplo Salmonella e Vibrio, que
podem ser isolados utilizando meios seletivos, as DEC ndo podem ser diferenciadas
das E. coli nao patogénicas pela cultura em meios seletivos. Provas bioquimicas
também sdo insuficientes para diferencia-las. Como alguns sorotipos de E. coli foram
associados com DEC, a sorotipagem tem sido utilizada nos laboratérios clinicos como
método para diferenciar as estirpes patogénicas (SILVA, 2006).

Entretanto existe um grande numero de sorotipos de DEC (NATARO e KAPER,
1998), o que torna essa metodologia inadequada para a rotina devido ao elevado
namero de antisoros que deveriam ser utilizados, gerando custo elevado e intensa mao
de obra para a realizacao dos ensaios. Além disso, 0 sorotipo ndo esta diretamente
associado com viruléncia (SALYERS e WHITT, 2002), o que torna a sorotipagem
isoladamente insuficiente e ndo confiavel para definir um isolado como patogénico.
Recentemente foi mostrado que os marcadores sorotipicos ndo se correlacionam com
genes especificos de viruléncia (YANG et al., 2007). Ensaios imunolégicos para a
deteccdo de toxinas e cultivo celular para verificar a producéo de toxinas, o padrdo de
aderéncia ou a capacidade de invasdo sdo Uteis para identificar os patotipos de DEC
(NATARO e KAPER, 1998; KARCH et al., 1999), mas sdo ensaios caros, e nao sao
adequados para a rotina dos laboratérios clinicos.

As DEC séao distinguidas pelos seus mecanismos de patogenicidade. Varios
genes de viruléncia tém sido identificados nos distintos patotipos (NATARO e KAPER,
1998), 0 que torna os métodos moleculares vantajosos para o uso no diagnéstico
laboratorial dessas bactérias, uma vez que detectam diretamente os genes que
determinam a patogenicidade. A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é um método
versatil, sensivel e especifico que tem sido amplamente utilizado para diagndstico de
doencas infecciosas (PERSING et al., 1993), entretanto a realizacdo de ensaios
separados para a deteccado dos genes de viruléncia de cada patotipo de DEC seria
muito trabalhoso e caro.



85

A PCR-Multiplex para o diagnéstico das Escherichia coli diarreiogénicas foi
aplicada neste estudo porque € um ensaio mais acurado que testes microbioldgicos
convencionais e que as provas soroldgicas. Além disso, comparando-se com a PCR
convencional, a multiplex se torna mais pratica, pois reduz o numero de testes
necessarios para a identificacao das seis categorias de DEC, o que facilita a analise e
reduz o custo. Diversos protocolos de PCR-Multiplex estao descritos e tém se mostrado
uteis para o diagnostico de DEC (LOPEZ-SAUCEDO et al., 2003; TOMA et al., 2003);
ARANDA, FAGUNDES-NETO e SCALETSKY, 2004; ARANDA et al., 2007; (KIMATA et
al., 2005; PERSSON et al., 2007), mas nao detectam os seis patotipos de DEC, o que
foi possivel utilizando os dois sistemas utilizados nesse trabalho.

O dois sistemas de PCR-Multiplex utilizados neste trabalho foram desenvolvidos
devido ao risco de formacdo de dimeros entre os oligonucleotideos iniciadores. A
selegcdo dos oligonucleotideos iniciadores foi realizada através de levantamento de
dados sobre os genes alvos pesquisados para cada DEC, verificacdo das temperaturas
de melting, dos tamanhos dos fragmentos gerados e da possivel formacao de dimeros
de iniciadores (software IDT DNA - BioWeb). Também foi incluido um controle interno
da reacdo com a adigéo dos iniciadores para rDNA 16S. A partir da analise dos dados
descritos acima, os oligonucleotideos foram divididos em dois sistemas, onde a unica
diferenga é a temperatura de anelamento, num deles é 55 e no outro é 58°C (Tabelas 3
ed).

O método mostrou-se especifico, amplificando apenas DNA das estirpes de DEC
utilizadas como controles positivos e de Shigella sonnei, 0 que era esperado uma vez
que esta bactéria compartilha os genes de viruléncia com a EIEC (KAPER, NATARO e
MOBLEY, 2004), mas nao o de outras bactérias (Figura 3). Os resultados da PCR-
Multiplex foram confirmados com o sequenciamento dos amplicons (Tabelas 14 a 19 e
Figuras 6 a 18).

Das 67 amostras positivas na etapa de triagem (Tabelas 7 e 8) o isolamento das
colénias de DEC/Shigella foi possivel em apenas 40 (59,7%). Isto pode ocorrer devido a
presenca de um grande numero de outros coliformes nas amostras e a elevada
sensibilidade da PCR (PATON et al.,, 1996). Sendo assim, a reacao positiva na PCR
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numa mistura de bactérias ndo garante o isolamento de DEC. Persson e colaboradores
(2007), também depararam com resultados similares verificando em 11 amostras
resultados positivos na PCR realizada com DNA extraido da regido de crescimento
confluente. Entretanto, quando bactérias da regiao de crescimento confluente foram
inoculadas em uma nova placa para a obtencao de colénias isoladas e identificacdo de
DEC, somente 5 das amostras apresentaram resultados positivos provavelmente devido
ao baixo numero de células de DEC entre as colbénias confluentes (PERSSON et al.,
2007). Esse resultado também é ilustrado por outro trabalho (IIJIMA et al., 2007).
Observaram que entre 81 culturas positivas para DEC, em 48 (59,3%) a proporcéao
dessas bactérias na microbiota era igual ou inferior a 10%, mostrando que ha uma
baixa probabilidade de deteccdo de col6nias de DEC nessas situagdes (IIJIMA et al.,
2007) .

Neste trabalho a freqiiéncia de amostras positivas para DEC (19/250, 7,6%) foi a
mesma entre o grupo controle e os individuos com diarréia (Tabelas 5 e 6, Graficos 2 e
3). Este resultado foi inesperado e contrasta com o descrito na literatura especializada,
que mostra freqiéncias de DEC maiores nos individuos com diarréia (ORLANDI et al.,
2006; BUERIS et al., 2007, HIEN et al., 2008). Em parte esses resultados podem ser
consequéncia do periodo do ano em que as amostras foram coletadas, marco a
outubro, meses de temperatura média mais baixa, uma vez que as doencas diarréicas
s&0 mais comuns nos meses de temperaturas mais elevadas (ROBINS-BROWNE et al.,
2004). Outra hip6tese plausivel para as diferencas encontradas baseia-se nas
caracteristicas da amostra. Neste trabalho foram considerados como parte do grupo de
individuos com diarréia pessoas que buscaram auxilio médico com base em sinais e
sintomas clinicos, enquanto outros trabalhos utilizaram critérios mais restritivos, como a
emissao de trés ou mais fezes aquosas no periodo de 24 horas, presenca de sangue
nas fezes, entre outros sinais (BUERIS et al 2007). Esta hip6tese € reforcada pelos
resultados de um estudo no qual foram analisadas amostras de individuos com queixas
de diarréia sem utilizar nenhum outro critério para classificar as amostras como
diarréicas. As freqiéncias de DEC encontradas foram similares, 9,4% nos doentes e
6,8% nos controles (NATARO et al., 2006).
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A frequéncia de DEC (7,6%) observada nos individuos com diarréia difere
daquelas descritas por ARANDA et al (2004, 2007), FRANZOLIN et al (2005), BUERIS
et al (2007) e ORLANDI et al. (2006) em trabalhos realizados em Sao Paulo, Bahia e
Rondbnia, que encontraram taxas de 16% a 25%. Esta diferenca pode ser devida as
caracteristicas das amostras estudadas por aqueles autores, que além de usar critérios
mais rigidos para definir diarréia, incluiam apenas criangas enquanto que a amostra
avaliada neste estudo incluiu apenas pacientes ambulatoriais e adultos e criancas. As
doencas diarréicas sao mais comuns em criancas (NATARO e KAPER, 1998) o que
também poderia explicar as diferencas observadas. Como citado acima, outro fator que
poderia estar envolvido é o periodo do ano em que foram realizadas as coletas. Aranda
et al (2007) coletaram as amostras entre os meses de janeiro a margo, periodo em que
a temperatura € mais elevada e quando as doencas diarréicas apresentam maior
incidéncia, e na Bahia e Rondbnia as temperaturas sdo mais elevadas que as
observadas no sul do pais.

Quanto a caracterizacao bioquimica, todas as estirpes isoladas apresentaram
perfil idéntico para as seguintes provas: orto-nitrofenil-BD-galactopiranosidase,
utilizacdo do citrato, produgédo de H.S, urease, triptofano desaminase, producdo de
indol, produgcédo de acetoina - Voges Proskauer, gelatinase, glucose, manitol, inositol,
amigdalina, arabinose e citocromo oxidase (Tabelas 7 e 8). A variabilidade observada
nas demais provas reflete-se nos 13 diferentes biotipos observados para as 38 estirpes
de DEC. O biotipo mais freqlente foi 5144572 que incluiu 14 DEC, sendo 7 EPEC, 3
STEC, 2 EAEC e 2 DAEC. Todas as estirpes de DEC, exceto DAEC, apresentaram
variacdo no perfil de utilizagdo de aminoacidos e carboidratos. As maiores variagdes
das estirpes de EPEC foram em relagdo a ornitina descarboxilase e sacarose, e as
menores em relagdo a arginina dihidrolase, sorbitol e melobiose. Duas estirpes de
STEC tiveram perfil diferenciado, uma delas em relagdo a ornitina descarboxilase e a
sacarose e a outra apenas a sacarose. A variacao do perfil de fermentacao de sacarose
também foi encontrado em outro trabalho realizado em Sao Paulo (GUTH et al., 2002).
No caso da EIEC, o perfil bioquimico obtido no API 20E (biotipo 1144171) permitiu
diferenciar esta bactéria de S. sonnei (Tabela 8) biotipo 1104112, e indicou que a ultima
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€ bioguimicamente mais inerte que a E. coli enteroinvasora. As EAEC foram mais
heterogéneas quanto a ornitina descarboxilase, ramnose e sacarose e variaram, em
menor grau, quanto a lisina descarboxilase, melobiose e lactose. Estes dados estao
apresentados nas Tabelas 7 e 8 e demonstram que o bioquimismo ndo pode ser
utilizado isoladamente para o diagnéstico das DEC, confirmando dados de literatura
gue mostram a versatilidade das estirpes de E. coli (NATARO et al., 2007).

A incidéncia das DEC encontradas neste trabalho foi similar a encontrada em
outros trabalhos (GOMES et al., 1991; REGUA-MANGIA et al., 2004; FRANZOLIN et
al., 2005). Os patotipos isolados com maior freqiéncia foram EAEC e aEPEC, o que
também foi verificado em trabalho realizado em Salvador, BA (BUERIS et al., 2007). A
incidéncia destes dois patotipos foi inversa em relacdo aos controles saudaveis e as
amostras diarréicas (Grafico 3), ou seja, nos controles saudaveis a incidéncia de EAEC
foi cerca de 50% maior que a observada nas amostras diarréicas, e para aEPEC cerca
de 50% menor.

A auséncia de tEPEC na amostra analisada confirma dados de outros trabalhos
recentes realizados no Brasil (BUERIS et al., 2007; GOMES et al., 2004; FRANZOLIN
et al., 2005), os quais mostram uma diminuicdo na incidéncia deste patotipo de E. col.
A razdo para esta queda nao é clara, mas pode ser uma consequiéncia das politicas de
saude publica, com reflexos na melhoria das condicbes sanitarias e controle de
infeccdes hospitalares (TRABULSI, KELLER e TARDELLI GOMES, 2002). A situagéao
atual do Brasil quanto a incidéncia de EPEC esta tornando-se similar aquela presente
nos paises desenvolvidos, onde a presenca de tEPEC é rara e de aEPEC é
relativamente freqlente, e mostra a necessidade de mais estudos para esclarecer a
patogenia desta bactéria. Neste estudo, aEPEC foi o patotipo mais freqliente entre os
individuos com diarréia, e ocorreu tanto em criangcas como em adultos (Tabela 6). A
principal caracteristica das EPEC é a presenca da intimina, requerida para a formacao
das lesdes attaching and effacing. A intimina é uma proteina altamente variavel com
pelo menos 10 variantes descritas. A regido N-terminal dessa proteina é mais
conservada enquanto a regido C-terminal apresenta variabilidade. O papel dos
diferentes tipos de intimina no processo de patogénese ainda nao € bem compreendido,
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mas parece estar relacionado com o tropismo para os tecidos do hospedeiro (ZHANG et
al., 2002). Os iniciadores utilizados neste trabalho sdo complementares a regides do
gene eae correspondentes ao dominio N-terminal da intimina. Ainda assim os
resultados do sequenciamento dos amplicons sugerem a presenca de diferentes tipos
de intimina, o que deve ser melhor investigado.

As EAEC sao patégenos emergentes e causa de diarréia em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento. Tém sido isoladas com elevada freqiiéncia em
alguns paises (RATCHTRACHENCHAI et al., 2004; MOYO et al., 2007). Este foi o
patotipo mais comum no grupo controle, e o segundo entre os individuos com diarréia.
Esses organismos sdo heterogéneos em termos de viruléncia (NATARO e KAPER,
1998), e uma investigacao sobre os genes associados com viruléncia nas estirpes
isoladas neste trabalho poderia mostrar diferencas em termos de patogenicidade entre
elas e auxiliar na compreenséo da sua epidemiologia.

As STEC também foram encontradas tanto no grupo controle (3 estirpes) quando
nos doentes (1 estirpe). As estirpes isoladas do grupo controle apresentaram os
genotipos stxo (2 estirpes) ou stx; eae. A estirpe 150cs (stxo) foi negativa para o teste
de citotoxicidade em células Vero indicando que € incapaz de produzir Stx embora
apresente o gene stx,, detectado por PCR (Figura 4). STEPHAN e HOELZLE (2000)
mostraram que entre os portadores saudaveis de STEC ha uma grande proporcédo de
estirpes que contém formas menos virulentas de stx,, e esse poderia ser o caso da
outra estirpe que contém stx,. As STEC com genétipo stx; eae tém sido isoladas no
pais de casos de diarréia ndo complicada (GUTH et al., 2002), e ndo se pode excluir a
possibilidade de que o portador dessa bactéria tenha apresentado diarréia
anteriormente e continue excretando o patégeno, o que ocorre durante cerca de 30 a 50
apos a cura (SWERDLOW e GRIFFIN, 1997). A STEC isolada de caso de diarréia (10d)
apresentou o genoétipo stx; stxo ehxA. A presenca de sitx» associado a eae esta
associada com maior viruléncia (BOERLIN et al., 1999), o que explica este achado no
grupo dos doentes.

EIEC foi encontrada apenas em amostras diarréicas, reforcando sua importancia
como causa de diarréia. Dos trés isolados positivos para os genes ipa e ial, 2 foram
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identificados como S. sonnei através das provas bioquimicas. Isto mostra que no caso
da positividade dos genes ipaH e ial é de suma importancia que se faca associacao dos
dados da microbiologia convencional e da biologia molecular.

Apenas duas amostras foram positivas para DAEC, cuja incidéncia pode estar
sendo subestimada, uma vez que estirpes de DAEC apresentam perfil genotipico
bastante heterogéneo (LOPES et al., 2005), e neste trabalho apenas o gene daak foi
pesquisado.

Os testes estatisticos (Tabela 13), mostram que nao houve diferenca significativa
entre os patotipos de DEC isolados do grupo controle e dos doentes, o que também é
observado no calculo do indice de patogenicidade que mostrou valores baixos
indicando que nenhuma DEC esta associada significativamente com diarréia.
Resultados similares foram observados por NATARO e colaboradores em New Haven,
Connecticut.

O teste de suscetibilidade aos antimicrobianos (Tabelas 10, 11 e 12) mostra
que todas as estirpes de DEC isoladas foram sensiveis a amoxacilina/acido clavulanico,
piperacilina/tazobactam (B-lactamicos associados a inibidores de [-lactamases);
cefepime, cefoxitina, ceftazidime (cefalosporinas); ciprofloxacina (fluorquinolona) e
imipenem (carbepenem). A resisténcia a ampicilina e tetraciclina, foram as mais
comuns, observadas em 13 e 11 das estirpes, respectivamente. Quatro estirpes de
aEPEC apresentaram resisténcia a 2 ou mais antimicrobianos: 65cs (AMP, ATM, KF,
CTX, CRO e TE), 200d (AMP, KF e STX), 213d (AMC e TE) e 237d (STX e TE). Entre
as STEC, a estirpe 107cs apresentou resisténcia (KF e TE). No Brasil, a resisténcia a
tetraciclina foi detectada em grande parte de estirpes de STEC isoladas de humanos
(CERGOLE-NOVELLA et al., 2006). As duas estirpes de S. sonnei foram resistentes a
ampicilina e intermediarias a cefalotina, enquanto que a EIEC apresentou sensibilidade
a todos os antibiéticos. Seis estirpes de EAEC apresentaram resisténcia: 18cs (AMP e
TE), 56¢s (STX e TE), 226¢cs (AMP e CN), 75d (AMP, KF e CN), 239d (AMP e TZP) e
245d (AMP e TE). Uma das estirpes de DAEC (77cs) apresentaram perfil intermediario
para cefalotina, no entanto a 133d apresentou resisténcia a diversos antimicrobianos
(AMP, KF, STX e TE). A resisténcia de estirpes de DAEC a mdltiplos antimicrobianos foi
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observada por LOPES et al (2005) que sugeriram que a multiresisténcia de DAEC pode
estar associada a transferéncia de plasmidios conjugativos alguns dos quais codificam

genes de adesdo e podem ser importantes na epidemiologia desses organismos
(LOPES et al., 2005).
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7 CONCLUSOES

7.1 O protocolo de PCR-Multiplex empregado mostrou-se sensivel e especifico para a
deteccao de DEC/Shigella.

7.2 A positividade das amostras do grupo controle na etapa de triagem foi de 13,6% e
para os individuos com diarréia 13,2%, entretanto, em ambos 0s grupos, as colénias de
DEC s6 foram isoladas de 7,6% (19/250) das amostras devido ao baixo numero de
colénias presentes. Este achado reforca a importancia do uso de métodos de
amplificagéo no diagnéstico das infecgdes causadas por DEC.

7.3 Os seguintes patotipos de DEC foram isolados: no grupo controle - EAEC (3,2%),
aEPEC (2,8%), STEC (1,2%) e DAEC (0,4%); nos individuos doentes — aEPEC (4%),
EAEC (2,4%), STEC, DAEC e EIEC (0,4%); duas Shigella sonnei (0,8%) também foram

isoladas. Nenhuma DEC foi associada significativamente com diarréia.

7.4 Apenas trés (10d, 88cs e 107cs) das quatro estirpes de STEC foram positivas no
ensaio de citotoxicidade em células Vero confirmando a produgao de toxina Shiga. O
gene que codifica a citotoxina subtilisina ndo foi detectada em nenhuma das estirpes.
Os seguintes gendtipos foram encontrados: stx; stxo ehxA (amostra 10d); stxo (amostras

88cs e 150 cs) e stx; eae (amostra 107cs).

7.5 Apenas 13 das 38 estirpes de DEC foram suscetiveis a todos os antimicrobianos
testados. A resisténcia mais freqlientemente observada foi a ampicilina (14 estirpes) e
tetraciclina (11 estirpes). Estirpes multirresistentes foram encontradas entre as EPEC
(3), EAEC (2) e DAEC (1).
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