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RESUMO

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) é considerada um patégeno emergente de diarreia
aguda e persistente em criancas, conhecida pela heterogeneidade de isolados. O objetivo deste
estudo foi caracterizar, através de métodos genotipicos e fenotipicos, amostras de E. coli com
padrdo de aderéncia agregativo (AA), positivas ou negativas para plasmidio pAA, e de E. coli
chain-like adhesion (CLA) de criancas com até doze anos de idade, com e sem diarreia,
provenientes de comunidades quilombolas e de bairros de periferia do Norte do Espirito Santo,
Brasil. Foram analisadas um total de 202 amostras (57 e 145 de criancas com e sem diarreia,
respectivamente), sendo 189 EAEC (81 pAA+ e 108 pAA-) e 13 E. coli com padrao CLA, por: (i)
PCR monoplex e multiplex para deteccdo de 20 genes de viruléncia, plasmidiais e/ou
cromossémicos (aggA, aafA, agg-3A, aggR, aap, shf, agn43, astA, , pet, sen, setlA, sat, hlyA,
irp2, iucA, chuA, papC, sfa, fis, e yafK) e categorizados qualitativamente conforme a frequéncia
encontrada; (ii) Teste de formacgdo de biofilme em superficie abidtica, em meio minimo de Eagle
modificado por Dulbecco com 0,4% de glicose, corado com safranina e cristal violeta seguido por
leitura de densidade otica para classificagdo em formador (forte e fraco) e ndo formador; (iii)
Ensaio de formacdo de pelicula em caldo Mueller Hinton sob agitacdo a 37°C por 20 horas, e
classificados em score (0, 1+, 2+, 3+). Os seguintes genes foram detectados nos isolados de
EAEC: (i) fis e yafK em altissima frequéncia (>80% das amostras); (ii) irp2, pet, agn43 e iucA em
alta frequéncia (30-50% das amostras); (iii) astA e shf em moderada frequéncia (20-30%); (iv)
aap, aggR, sat, setlA e chuA em baixa frequéncia (10-20%) e; (v) aafA, aggA, agg-3A, hlyA,
papC e sen em baixissima frequéncia (<10%). O gene sfa ndo foi encontrado. O gene agn43 foi
estatisticamente significante entre as amostras de EAEC de criancas com diarreia (p<0,05). EAEC
tipica e atipica corresponderam a 16,4% e 83,6% do isolados, respectivamente, e ndo foram
associadas a diarreia (p>0,05). Os genes aap e agn43 foram isoladamente associados aos isolados
de EAEC atipica de criangas com diarreia (p<0,05). O gene chuA foi associado aos isolados de
EAEC pAA- de criancgas com diarreia (p<0,05). Foram produtoras de biofilme 30,7% (safranina)
e 24,9% (cristal violeta) das amostras de EAEC e nenhuma das amostras com padrao CLA. Os
genes aap, agg-3A, aggR e shf foram significantes entre os isolados biofilme+ (p<0,05). A
formagdo de pelicula foi encontrada em 72% das amostras de EAEC e em 100% das E. coli com
padrao CLA. Nas amostras com padrdao CLA foram detectados nove dos 20 genes pesquisados [fis
(100%), pet (92,3%), iucA (76,9%), yafK (716,9%) agn43 (69,2%), chuA (7,7%), hlyA (15,4%),
irp2 (23,1%) e shf (7,7%)]. Estes resultados demonstram (i) a baixa frequéncia de EAEC tipica na
populacdo estudada, (ii) genes que codificam as adesinas AAF em baixissima frequéncia, (iii) a
formacgdo de biofilme incomum nas amostras de EAEC e ndo associada a diarreia, (iv) altissima
frequéncia do gene pet nas amostras de E. coli com padrdo CLA (v) E. coli com padrao CLA com
caracteristicas genotipicas e fenotipicas distintas da EAEC. Estes resultados confirmam a
heterogeneidade genética das amostras de EAEC e sugerem subpopulacdes mais virulentas
(EAEC agn43+, EAEC atipica aap+ e/ou agn43+ e, EAEC pAA- chuA+).

Palavras-chave: 1. Escherichia coli enteroagregativa (EAEC). 2. Escherichia coli com padrado chain-
like adhesion (CLA). 3. Genes de viruléncia. 4. Formacdo de biofilme. 5. Formagao de pelicula.



ABSTRACT

Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) is an emerging pathogen of acute and persistent
diarrhea in children, recognized by the heterogeneity among the strains. The aim of this study was
to characterize, by genotypic and phenotypic methods, EAEC isolates, positive and negative for
pAA plasmid, and E. coli isolates with chain-like adhesion pattern (CLA), from children up to
twelve years old, with and without diarrhea, from “quilombola” communities and neighborhoods
in the outskirts of the Northern Espirito Santo, Brazil. Were analyzed a total of 202 isolates (57
and 145 children with and without diarrhea, respectively), 189 EAEC (81 pAA+ and 108 pAA-)
and 13 E. coli with CLA pattern, by: (i) Multiplex and monoplex PCR for 20 plasmid and/or
chromosomal virulence genes (aggA, aafA, agg-3A, aggR, aap, shf, agn43, astA, , pet, sen, setlA,
sat, hlyA, irp2, iucA, chuA, papC, sfa, fis, e yafK), which were qualitatively categorized according
to the frequency found, (ii) Test of biofilm formation on abiotic surface in Dulbecco’s modified
Eagle's minimal medium with 0.4% glucose, stained with safranin or crystal violet and classified
as strong or weak former and not former according optical density, (iii) Testing for clump
formation in Mueller Hinton Broth with shaking at 37 °C for 20 hours, and classified into score
(0, 1+, 2+, 3+). The following genes were detected in EAEC isolates: (i) fis and yafK at a very
high frequency (> 80%), (ii) irp2, pet, agn43 and iucA in high frequency (30-50%); (iii) astA and
shf in moderate frequency (20-30%), (iv) aap, aggR, sat, setlA and chuA in low frequency (10-
20%) and (v) aafA, aggA, agg-3A, hlyA, papC and sen at very low frequency (<10%). The sfa
gene was not found. The agn43 gene was statistically significant in EAEC isolates out of children
with diarrhea (p <0.05). Typical and atypical EAEC, accounted for 16.4% and 83.6% of the
isolates, respectively, and were not associated with diarrhea (p> 0.05). aap and agn43 genes were
individually associated with atypical EAEC isolates from children with diarrhea (p <0.05). The
chuA gene was associated with EAEC pAA- isolated from children with diarrhea (p <0.05).
Biofilm former were observed in 30.7% (safranin) and 24.9% (crystal violet) in EAEC and none
out of the E. coli with CLA pattern. The aap, agg-3A, aggR and shf genes were significant among
biofilm + EAEC isolates (p <0.05). The clump formation was found in 72% of the EAEC and
100% of E. coli with CLA pattern. Nine out of 20 genes were detected in E. coli with CLA pattern
[fis (100%), pet (92.3%), iucA (76.9%), yafK (76.9%), agn43 (69.2%), chuA (7.7%), hlyA
(15.4%), irp2 (23.1%) and shf (7.7%)]. These results demonstrate (i) the low frequency of typical
EAEQC, (ii) genes encoding the AAF adhesins at very low frequency, (iii) biofilm formation in few
of EAEC isolates and not associated with diarrhea, (iv) high frequency pet gene in isolates of E.
coli with CLA pattern; (v) E. coli with CLA pattern with distinct genotypic and phenotypic
characteristics from EAEC. These results confirm the genetic heterogeneity of EAEC isolates and
suggest the presence of more virulent subpopulations (EAEC agn43+, atypical EAEC aap +
and/or agn43+ and EAEC pAA- chuA+).

KEY WORDS: 1. Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC). 2. E. coli with chain-like adhesion
pattern (CLA). 3. Virulence genes. 4. Biofilm formation. 5. Clump formation.
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1. INTRODUCAO

A doenca diarreica € importante causa de morbidade e mortalidade em todo mundo, sendo
mais prevalente em paises em desenvolvimento, devido, em grande parte, a falta de
saneamento, higiene e dgua potavel (Bern et al., 1992; UNICEF/WHO, 2009). Virus, parasitas
e bactérias sdo as principais causas infecciosas de diarreia (Albert et al., 1999) e destes, os
agentes infecciosos bacterianos ganham destaque em regides em desenvolvimento (Gomes et
al., 1991; Youssef et al., 2000; Moreno et al., 2010). Dentre os agentes bacterianos, por sua
vez, a Escherichia coli diarreiogénica (DEC) tem um papel importante. Seis patotipos de DEC
sdo conhecidos e classificados com base na patogé€nese, manifestacoes clinicas e pela
presenca de fatores de viruléncia e destes, a Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) tém

emergido com importante patdgeno (Nataro & Kaper, 1998; Harrington et al., 2006).

EAEC, um dos ultimos patotipos descritos, € caracterizada por ndo secretar as enterotoxinas
termo 14bil (LT) e termo-estavel (ST) e aderir a células HEp-2 com um padrdo de aderéncia
agregativo (AA) (Nataro & Kaper, 1998). Uma variante deste padrao de aderéncia foi
caracterizada como chain-like adhesion (CLA) por Gioppo et al. (2000). Estudos em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento tém relacionado a EAEC a diarreia aguda e persistente
em criancas, a surtos de gastroenterite e a diarreia cronica de pacientes com HIV (Bardhan et
al., 1998; Gassama-Sow, et al, 2004; Harada et al. 2007; Moreno et al., 2010). Porém, muitos
estudos ndo sdo capazes de determinar a importancia da EAEC como causa de doenga por ser
um patotipo também encontrado em individuos sem diarreia (Scaletsky et al. 2002; Bueris et
al., 2007; Spano et al. 2008). Varios fatores provaveis de viruléncia vém sendo descritos com
objetivo de caracterizar esse patotipo e diferenciar os isolados de pacientes com diarreia de
assintomadticos. Isso tem permitido evidenciar a EAEC como patotipo caracteristicamente
heterogéneo com nenhum fator de viruléncia comum a todos os isolados (Kahali et al., 2004;

Huang et al. 2007).

A patogénese da EAEC ndo é completamente compreendida, mas € proposto um modelo
constituido por aderéncia com formagdo de biofilme na mucosa intestinal, o que pode levar a
diarreia persistente ou ainda, a uma colonizacdo prolongada em pacientes assintomaticos

(Nataro et al., 1998).

Dessa forma, no intuito de caracterizar genotipicamente e fenotipicamente isolados de EAEC
e de E. coli com padrdo CLA de criancas com e sem diarreia, o presente estudo descreve o
repertério de 20 genes de viruléncia, a capacidade de formagao de biofilme em superficie

abidtica e a formagao de pelicula em interface ar-liquido.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Escherichia coli

Escherichia coli, considerado o principal anaerdbio facultativo da microbiota do c6lon
humano, ¢ um bacilo gram negativo pertencente a familia Enterobacteriaceae (Nataro &
Kaper, 1998). Coloniza o trato gastrointestinal poucas horas apds o nascimento, geralmente
como comensal (Kaper et al., 2004). Dado a sua grande plasticidade gendmica, a aquisi¢ao de
elementos genéticos mdveis levou ao surgimento de patégenos altamente adaptados e capazes
de causar doencas, desde gastroenterites a infeccdes extra intestinais como infec¢do do trato

urindrio, sanguinea e do sistema nervoso central (Croxen & Finlay, 2010).

2.2 Patotipos diarreiogénicos de Escherichia coli

Os isolados de E. coli capazes de causar infeccdo entérica sdo conhecidos como patotipos
diarreiogénicos de Escherichia coli (DEC) e estdo entre os patdgenos bacterianos mais
comuns isolados de pacientes com diarreia em todo mundo (Flores & Okhuysen, 2009). Seis
patotipos de DEC sd@o conhecidos e classificados, com base na patogénese, manifestacdes
clinicas e pela presenca de fatores de viruléncia, em: E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli
enteropatogénica tipica e atipica (tEPEC e aEPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroinvasora (EIEC), E. coli enterohemorrdgica (EHEC) e E. coli de aderéncia difusa
(DAEC) (Nataro & Kaper, 1998; Okeke, 2009; Croxen & Finlay, 2010) (Figura 1). CDEC
(Cell Detaching E. coli) trata-se de um potencial patotipo de DEC cujo papel na diarreia ainda
carece de ser estabelecido e é caracterizado pela atividade hemolitica e capacidade de destacar
monocamadas de célula em superficie de cultura in vitro (Gunzburg et al., 1993; Okeke,

2009).

EPEC, primeiro patotipo descrito, permanece como importante causa de diarreia infantil em
paises em desenvolvimento (Nataro & Kaper, 1998). Conhecido por ndo produzir toxina de
Shiga (stx), este patotipo é dividido em EPEC tipica (tEPEC) e atipica (aEPEC), pela
presenca e auséncia, respectivamente, do plasmidio EAF (EPEC adherence factor), que
codifica o pilus tipo IV chamado de BFP (Bundle-forming pilus). O BFP participa da
aderéncia bactéria-bactéria e bactéria-células epiteliais e é responsavel pelo padrio de
aderéncia localizada (LA) em cultura de célula HEp-2 ou HeLa (Giron et al., 1991; Nataro &

Kaper, 1998; Tobe et al., 1999). A aEPEC descrita também como causa de diarreia em
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adultos, apresenta um padrao localizado-like (LAL) bem como o agregativo (AA) e difuso
(DA) (Dulguer et al., 2003; Kaper et al., 2004). A lesao A/E (attachingl/effacing),
caracteristica histopatoldgica intestinal da infec¢do pela EPEC, € formada pela aderéncia
inicial e intima as células da mucosa intestinal e induz mudangas notdveis no citoesqueleto,
incluindo acimulo de actina polimerizada que forma estruturas semelhantes a um pedestal,
levando assim, a destruicao da microvilosidade (Kaper et al., 2004; Vidal et al., 2007). Genes
presentes na ilha de patogenicidade (PAI) denominada regido LEE (Locus of enterocyte
effecement), também presente no patotipo EHEC, s@o responsaveis pela formacdo da lesao

A/E (McDaniel et al., 1995).

Microtolaniy
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Figura 1 — Representag@o esquematica da patogénese resumida dos seis patotipos diarreiogénicos de

E. coli. (Adapatado de Kaper et al., 2004)

EHEC foi reconhecida pela primeira vez como causa de doenca humana em um surto de
diarreia sanguinolenta associada a ingestdo de hamburguer mal cozido (Riley et al., 1983) e,
casos de sindrome urémica hemolitica associados com a presenca de citotoxina produzida por
E. coli (Karmali et al., 1983). Ambos os fatos levaram ao reconhecimento desse importante
patégeno entérico (Nataro & Kaper, 1998). O principal reservatdrio desse patotipo € o trato
gastrointestinal de bovinos e devido a sua baixa dose infecciosa (menos de 100 células) causa
numerosos surtos (Kaper et al., 2004). A patogénese da EHEC € devido a producao da toxina

Stx, conhecida como verocitotoxina ou toxina Shiga-like, que se liga a receptores celulares
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Gb3Cer (glicoesfingolipideo globotriaosilceramida). Apds a interacdo com receptor, a toxina
¢ endocitada, clivada, e entdo uma de suas subunidades “inativa” o ribossomo inibindo a
sintese proteica (Zoja et al., 2010). O dano causado por essa toxina torna esse patotipo
associado a colite hemorrdgica e, em alguns casos, a sindrome hemolitica urémica. De um
modo geral, os isolados de E. coli que produzem a toxina Stx e que ndo possuem a ilha de
patogenicidade LEE sdao denominados STEC (E. coli produtora da toxina de shiga) (Kaper, et
al., 2004).

ETEC ¢ causa de diarreia infantil em paises em desenvolvimento e a principal causa de
diarreia de viajantes para esses paises (Guth, 2000; Shah et al., 2009). A diarreia €
caracterizada por fezes aquosas e sua patogénese estd associada a liberagdo das enterotoxinas
termo 1abil (LT) e ou termo estiavel (ST). As enterotoxinas ligam-se a seus receptores
(gangliosideo GM1 ou guanilato ciclase), desencadeiam uma sinalizag¢do intracelular levando
ao acumulo de mensageiros secundarios (AMPc - adenosina 3',5'-monofosfato ciclico - ou
GMPc — monofosfato ciclico de guanosina), o que aumenta a secre¢do de fons e dgua para a

luz intestinal (Kaper et al., 2004, Qadri et al., 2005).

EIEC, bioquimica, genética e patogenicamente relacionada a Shigella spp., € o tnico patotipo
de DEC verdadeiramente intracelular, capaz de invadir e se replicar em células epiteliais e
macrofagos, levando a morte destes por apoptose. Além disso, pode elaborar uma ou mais
enterotoxinas importantes na patogénese da diarreia (Nataro & Kaper, 1998; Kaper et al.,

2004).

DAEC ¢ definida pela presenca do padrao caracteristico de aderéncia difusa em cultura de
célula HEp-2 (Scaletsky et al., 1984; Okeke, 2009). Tem sido implicada como causa de
diarreia em alguns estudos, entretanto seus mecanismos de viruléncia ndo estdo bem
estabelecidos (Nataro & Kaper, 1998; Torres et al., 2005; Lopes et al., 2005). Estudos tém
mostrado que a DAEC € capaz de induzir a extensdo de projecdes longas e finas da superficie

celular, que envolve a bactéria e a protege da acdo de antimicrobianos (Yamamoto et al.,

1992; Cookson & Nataro, 1996).

A EAEC, por se tratar do objeto deste estudo, serd abordada com mais detalhes nos itens

seguintes.
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2.3. Escherichia coli enteroagregativa (EAEC)

2.3.1. Caracterizacao

EAEC foi um dos ultimos patotipos de E. coli descrito. Inicialmente, Scaletsky el al.(1984) e
Nataro et al.(1985) mostraram um padrdo de aderéncia em células HEp-2 claramente distinto
do padrdo localizado (LA) da EPEC, sendo o novo padrio descrito, a principio, como
aderéncia difusa (DA). Nataro et al. (1987), investigando a aderéncia de E. coli de criangas
chilenas com diarreia e sauddveis, foram capazes de subdividir o fendtipo anteriormente
descrito como aderente "difuso" em duas categorias: aderéncia agregativa (AA) e a verdadeira
aderéncia difusa (DA). A alta prevaléncia do padrdo AA em E. coli de criancas com diarreia,
levou a criacdo do novo patotipo de DEC, denominado EAggEC, ou simplesmente, EAEC
(Nataro & Kaper, 1998).

O patotipo EAEC € caracterizado por cepas de E. coli que ndo secretam as enterotoxinas
termo-l4bil (LT) e termo-estavel (ST) e que aderem a células HEp-2 com um padriao AA. O
padrao AA foi distinguido dos outros padrdes pela proeminente autoaglutinacdo das células
bacterianas uma nas outras, o que frequentemente ocorre na superficie das células, bem como
na laminula de vidro livre das células HEp-2. Essa agregacdo, caracterizada por camadas de
bactérias, foi descrita como a configuracdao de “tijolo empilhado” (Nataro & Kaper, 1998).
Um tipo de aderéncia definido como chain-like adhesion (CLA), caracterizado pela
disposic@o em cadeia das células bacterianas, foi sugerido como uma variante do padrao AA,
visto que isolados com esse padrao apresentavam pelo menos uma sequéncia de gene descrito
no protétipo EAEC 042 e que alguns isolados apresentavam genes aggC e aggR (Gioppo et
al., 2000).

O fenétipo de aderéncia agregativa (AA) foi associado a presenca de plasmidios, entdao
denominados pAA (pAAl e pAA2). O plasmidio pAAT possui 60 MDa, presente no protétipo
EAEC 17-2 (sorotipo O3:H2) e isolado de crianca chilena com diarreia (Vial et al., 1988),
possui os genes que codificam a fimbria de aderéncia agregativa (AAF/I), o regulador
transcripcional AggR e a toxina EAST1 (Toxina temo estdvel de EAEC) (Savarino et al.,
1991; Nataro et al., 1992, 1994). O plasmidio pAA2, de aproximadamente 100 Kb, presente
no protétipo EAEC 042 (044:H18) e isolado de uma crian¢a com diarreia no Peru (Czeczulin
et al., 1999), codifica muitos fatores de viruléncia bem caracterizados como a toxina Pet, a

fimbria de aderéncia agregativa Il (AAF/II), o regulador transcripcional aggR, a proteina Shf,
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a toxina EAST1, a dispersina e seu sistema de secre¢ao Aat (Figura 2) (Czeczulin et al., 1999;

Chaudhuri et al., 2010).

EAEC pode ser classificada como tipica ou atipica de acordo com a presenca ou auséncia do
regulador transcripcional AggR, respectivamente (Kaper et al. 2004; Sarantuya et al., 2004).
Embora os estudos tenham considerado este critério, Kaper et al. (2004) sugeriram que o
termo EAEC tipica fosse reservado para cepas que carreariam AggR e pelo menos um grupo
de genes regulados por AggR, e o termo EAEC atipica, para cepas sem o regulador

transcripcional AggR.

Miat, H Ml

Figura 2 — Mapa de restri¢do (MIul) do plasmidio pAA2 da cepa EAEC 042 (Czeczulin et al., 1999)

2.3.2. Patogénese

Transmitida pela rota fecal-oral, a contaminagao de alimentos e d4gua tem papel importante na
transmissdo da EAEC (Cennimo et al., 2007). Em estudo com voluntarios, diarreia foi
causada por uma dose infecciosa de 10" UFC de EAEC, ap6s um periodo de incubagdo de 8 a

18 horas (Nataro et al., 1995a).

A patogénese da infec¢ao da EAEC nao € totalmente compreendida, entretanto caracteristicas
histopatoldgicas e varios provaveis genes de viruléncia vem sendo descritos. Apesar da
complexidade, um modelo com trés estdgios € proposto para a patogénese da EAEC: (i) o
primeiro estagio, envolve a aderéncia na mucosa intestinal e/ou camada de muco através de
fimbrias de aderéncia agregativa (AFF) ou outros fatores de colonizacao; (ii) no segundo, ha
formacdo do biofilme e aumento da producdo de muco pelos enterdcitos, o que pode
promover uma colonizacdo persistente e talvez uma mé absor¢do de nutrientes; (iii) no
terceiro e ultimo estdgio, ha liberacao de toxinas e inducdo de uma resposta inflamatdria,
alteracdo na mucosa e secrecdo intestinal (Nataro et al., 1998; Huang & DuPont, 2004;

Harrington et al., 2006). Estes estdgios serao abordadas nos subitens que se seguem.
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Os sintomas mais comuns relatados na infec¢do com a EAEC sdo diarreia aquosa com ou sem
sangue € muco, dor abdominal, ndusea, vomito e pouca febre. A diversidade de sintomas
clinicos na infec¢ao por esse patotipo pode ser devida a heterogeneidade entre os isolados de
EAEC, a dose infecciosa, a fatores de susceptibilidade genética do hospedeiro e resposta

imune (Huang et al., 2006).

2.3.2.1. Biofilme por EAEC

Biofilme é definido como uma comunidade estruturada de células bacterianas incorporadas
em uma matriz polimérica tridimensional autoproduzida e aderente a superficies bidticas ou

abidticas (Costerton et al., 1999).

O modelo de formagdo de biofilme, da diferenciacdo a maturac@o, possui pelo menos cinco
estagios de desenvolvimento (Figura 3). (i) Adesao inicial reversivel de bactérias planctonicas
que se aproximam da superficie s6lida pela corrente do fluido ou pela motilidade, e que tem
que ultrapassar as forcas de repulsdo entre a célula e a superficie. A superficie soélida é
condicionada, ou seja, pode ser modificada pela adsor¢do de varios solutos e alterar suas
propriedades, que favorecem a aderéncia bacteriana inicial. (ii) Transi¢do da aderéncia
reversivel para a irreversivel, por producdo de polimeros extracelulares pela bactéria e/ou por
adesinas localizadas em pili ou fimbrias, que interagem com a superficie. (iii)
Desenvolvimento inicial da arquitetura do biofilme. (iv) Forma¢do de microcolonias dentro
do biofilme maduro. Nesse estdgio, as substancias poliméricas extracelulares servem como
matriz de adesdo e nutrientes, no intuito de manter a produ¢do do ambiente. Arquiteturas
complexas sao formadas, com estruturas semelhantes a pedestais, com canais de 4gua e poros,
onde a bactéria desenvolve padrdes especificos de crescimento e apresenta diferencas
fisioldgicas e metabdlicas das células planctdnicas. (v) Dispersao de células do biofilme para
o ambiente ao redor, com retorno ao estado planctonico e possibilidade de colonizar um novo
ambiente. (Davey & O’Toole, 2000; Donlan, 2002; Dunne, 2002; Van Houdt & Michiels,
2005).

A diferenciacdo de células planctonicas em biofilmes maduros complexos, anteriormente
citado, resulta de mudancas no padrao global de expressdo de genes (Schembri et al., 2003;
Beloin et al., 2004; Ren et al., 2004) e alteracdes fenotipicas tais como prote¢do da resposta

do hospedeiro pela presenca da matriz extracelular e resisténcia aumentada a antimicrobianos
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por baixa penetracdo na matriz, taxa de crescimento alterada, e alteragdes fisioldgicas por

repressao/indugdo de genes (Donlan & Costerton, 2002; Suh et al., 2010).

Figura 3 — Estdgios de formagado de biofilme (Reimpresso em Houd & Michiels, 2005)

A matriz polimérica extracelular também denominada EPS (substancia polimérica
extracelular) é composta principalmente por dgua, polissacarideos, proteinas e dcido nucleico.
EPS imobiliza as células do biofilme e as mantém intimamente proximas, permitindo fortes
interacdes, incluindo comunicagdo célula-célula e microconsorcio sinérgico (Flemming &
Wingender, 2010). Esta comunicacdo inter-celular é responsavel por aumento da taxa de
transferéncia de genes de resisténcia e de viruléncia (Donlan & Costerton., 2002; Donlan,

2002).

Celulose, PGA (B-1,6-N-acetil-D-glucosamina) e acido colanico sdo os exopolissacarideos
descritos como componentes da matriz de biofilme de E. coli. A celulose é um
homopolissacarideo composto de D-glicopiranose com ligacdes glicosidicas B1—4 e tem sido
associada em algumas bactérias com a habilidade de formar um biofilme rigido na interface
ar-liquido (Beloin et al., 2008). O polissacarideo PGA € um polimero envolvido na adesdo de
estafilococos e mostrou estar envolvido na adesdo a superficies abidticas, adesdo intracelular e
formacao de biofilme em E. coli (Wang et al., 2004). O 4cido colanico é um polimero
carregado negativamente de glicose, galactose, fucose e acido glicurénico, que forma uma
cépsula protetora na célula bacteriana em condi¢des ambiental e de crescimento especificos

(Beloin et al., 2008).

A matriz protege os organismos contra dessecagdo, biocidas, alguns antibidticos e cations
metalicos, radiacdo ultravioleta e do reconhecimento da resposta imunoldgica (Flemming &
Wingender, 2010). Todos esses aspectos de provaveis papeis da EPS pode contribuir para o
desenvolvimento do fenétipo de resisténcia de biofilmes de E. coli patogénica e levar a

infecc¢des persistentes (Anderson et al., 2003; Justice et al., 2004).

A formacdo de biofilme mucoso e denso, na infec¢do por EAEC, pode contribuir para

capacidade diarreiog€nica desse patotipo e, talvez, para a habilidade de causar colonizacdo e
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diarreia persistente, conforme mencionado anteriormente, o que pode ocasionar desnutri¢do
por diminuir a absor¢cdo de nutrientes (Nataro et al., 1996; Steiner et al., 1998; Nataro &
Kaper, 1998). A colonizacao por EAEC pode também levar a malnutricdo pelo aumento da
demanda metabdlica da inflamacdo intestinal. Os hospedeiros malnutridos, incapazes de
reparar danos na mucosa, sdo mais propensos a terem diarreia persistente por EAEC,
formando assim um ciclo (Nataro et al., 1998; Huang et al., 2006). Dessa forma, a presenca da
EAEC e de seu biofilme na mucosa intestinal podem agravar o estado nutricional do paciente,

principalmente em hospedeiros malnutridos de paises em desenvolvimento.

2.3.2.2. Potenciais fatores de viruléncia

Diversos fatores de viruléncia tém sido relacionados com a patogenicidade da EAEC, entre

eles adesinas, toxinas, regulador de transcri¢do e sider6foros (Tabela 1).

No estdgio de aderéncia, participam trés tipos de fimbrias de aderéncia agregativa (AAF),
requeridas para ligacdo com a matriz extracelular, que sdo codificadas por plasmidios e

denominadas: AAF/I, AAF/II, AAF/IIl e AAFIV (Boisen et al., 2008;Farfan et al., 2008).

AAF/I constitui fimbrias formadoras de feixe de dois a trés nanOmetros de didmetro,
codificadas por um cluster de quatro genes aggDCBA presente na regido 1 do plasmidio de 60
MDa (pAATl). Baseado em andlise mutacional, homologia de sequéncia de aminodcidos e
dados ultra-estruturais, os produtos dos genes aggA, aggC e aggD sdo respectivamente a
subunidade estrutural principal da fimbria, proteina usher da membrana externa e chaperona
periplasmadtica envolvidos na biogénese de AAF/I. O ORF (open reading frame) aggB nao
apresentou nenhuma similaridade com outras proteinas relatadas (Nataro et al., 1992;
Savarino et al., 1994). AAF/I € associada ao fendtipo AA, hemaglutinacdo de eritrécitos

humano e autoaglutinagdo em meios de cultura (Nataro et al., 1992).

Na regido 2 do plasmidio pAAl, ao ser sequenciado, foram identificados varios OFRs
potenciais, um deles, o aggR, codifica uma proteina homdloga a proteinas ligadoras de DNA
da familia AraC (Nataro et al., 1993). O gene aggR € um regulador transcripcional necessério
para a expressdao de AAF/I, entretanto ele ndo € restrito ao plasmidio pAA e, além de genes
plasmidiais, ele regula genes cromossdmicos (Nataro et al., 1993; Harrington et al., 2006).
Sugere-se que a expressdao de aggR seja por autoativacdo, sendo o inicio da expressao

necessdrio e suficiente para autoregulacdo (Morin et al., 2010).



Tabela 1 — Potenciais fatores de viruléncia descritos em EAEC.
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Proteina (gene)  Classificacao Funcao Localizacao Referéncias
Fimbria de aderéncia Adesina Aderéncia agregativa Plasmidio Nataro et al., 1992;
agregativa I (AAF/T) Savarino et al.,
(agg) 1994.

Fimbria de aderéncia Adesina Aderéncia agregativa Plasmidio Czeczulin et al.,
agregativa I (AAF/II) 1997.
(aaf)
Fimbria de aderéncia Adesina Aderéncia agregativa Plasmidio Bernier et al., 2002.
agregativa III
(AAF/II) (agg-3)
Fimbria de aderéncia Adesina Aderencia agregativa Plasmidio Boisen et al., 2008.
agregativa IV
(AAF/V) (hda)
Pili tipo IV (pil) Adesina Aderencia agregativa e Plasmidio Dudley et al.,
conjugacdo de plasmidio 2006b.
Fimbria P (pap) Adesina Reconhece e faz ligagdo em Cromossomo Lund et al., 1988.
digalactosideos na membrana de
enterdcitos e células
uroepiteliais
Fimbria S (sfa) Adesina Reconhecer receptores contendo  Cromossomo Hacker et al., 1993.
acido sidlico em células
eucaridticas
Regulador Regulador Regula expressao de genes Plasmidio Nataro et al., 1993.
transcripcional AggR transcripcional plasmidiais e cromossdmicos
(aggR)
Dispersina (aap) Proteina de Antiagrega¢do; Dispersdo da Plasmidio Czeczulin et al.,
membrana EAEC na mucosa intestinal 1999. Sheikh et al.,
externa 2002.
Transportador AatA Sistema de Sistema de transporte de Aap Plasmidio Nishi et al., 2003
(aat) transporte
Shf (shf) Sem fung@o Relacionada a formacdo de Plasmidio e Czeczulin et al.,
conhecida biofilme na fase de maturagdo Cromossomo 1999. Chaudhuri et
al., 2010.
Enterotoxina termo- Toxina Induz alterag@o no transporte de  Plasmidio Savarino et al.,
estavel de EAEC fons 1991.
(EAST1) (astA)
Toxina codificada pelo  Toxina Atividade citotoxica, Plasmidio Eslava et al., 1998
plasmidio (Pet) (per) provavelmente pela degradacdo
da espectrina
Enterotoxina de Toxina Patogénese ndo bem estudada, Cromossomo Fasano et al., 1995.
Shigella 1 (ShET1) mas leva ao actimulo de liquidos
(setlA/pic)
Enterotoxina de Toxina Responsavel por causar diarreia ~ Plasmidio Nataro et al., 1995b
Shigella 2 (ShET2) aquosa
(sen)
Toxina Toxina Atividade citopética e Ilha de Guyer et al., 2000.
autotransportada (Sat) proteolitica patogenicidade
(sat)
Hemolisina o (hlyA) Toxina Leva a formacao de poros Ilha de Guinot et al., 2000.
aquosos na membrana celular patogenicidade
TucA (sintetase Sideréforo Quelante de ions férricos Plasmidio/ Lorenzo &
envolvida na sintese de Cromossomo Neilands, 1986.
aerobactina) (iucA)
Irp2 (biossintese da Sideréforo Quelante de fons férricos Cromossomo Czeczulin et al.,
yersiniabactina) (irp2) 1999.
Chu (chuA) Receptor de Captura heme para aquisicdio de ~ Cromossomo Torres & Payne,

heme na
membrana
externa

ferro

1997.
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Proteina (gene) Classificacio Funcao Localizacao Referéncias
Antigeno 43 (agn43) Proteina de Envolvida na agregacdo Cromossomo Schembri et al.,
membrana bacteriana e formagdo de 2003.
externa biofilme
Pic (pic/ setlA) Proteina Atividade de hemaglutinina e Cromossomo Henderson, et al.,
autotransportada mucinolitica 1999; Navarro-
garcia & Elias,
2011.
Fis (fis) Regulador Regulador dependente da fase Cromossomo Sheikh et al., 2001.
transcripcional de crescimento (contribui para a
biogénese de AAF/II via
ativagdo de aggR).
YafK (vafK) Sem papel Necessdrio para a transcricao Cromossomo Sheikh et al., 2001.
sugerido dos genes AAF/II

Morfolégica e geneticamente diferente de AAF/I, AAF/II € constituida por fimbrias mais
espessas (5 nm de didmetro) estruturadas em feixes filamentosos mais soltos/frouxos.
Codificada pelo plasmidio pAA2 da EAEC 042, medeia a aderéncia dessa cepa em célula
HEp-2 (Czeczulin et al., 1997). Os genes que codificam essa fimbria sdo organizados em dois
clusters. Na primeira regido do segmento genético encontra-se os genes aafD, aafA e aggR
que codificam respectivamente a chaperona, a pilina e o regulador transcripcional. A regido 2,
compreende os genes aafD, locus provavel de uma chaperona silenciada, aafC, o usher, e
aafB, uma invasina. O regulador transcripcional aggR regula a biogénese de AAF/II, através

dos genes aafA e aafD (Elias et al., 1999).

AAF/I sdo estruturas fimbriais flexiveis e longas, encontradas rodeando a superficie
bacteriana em filamentos individuais. Foi descrita na EAEC tipica 55989 e relacionada a
agregacdo e adesdo a células. O cluster aag-3, de origem plasmidial, codifica AAF/III e
apresenta organizacdo genética similar com os clusters descritos para AAF/I e AAF/11, sendo
composta por um cluster de quatro ORFs: aggD, aggC, aggB e aggA. O gene aggD codifica
uma chaperona periplasmatica, aggC um provavel usher, aggB uma proteina similar a
membros da familia de invasinas e aggA uma proteina com func¢do de adesina. Um gene
localizado downstream de agg-3 codifica um produto idéntico ao AggR, mas ndo ha

evidencias no seu envolvimento com a producdo de AAF/III (Bernier et al., 2002).

A auséncia das AAF e a permanéncia do padrdo AA sugerem outros mecanismos de adesao,
como o mediado pela adesina Hda (AAF/IV), descrita mais recentemente (Boisen et al.,
2008). AAF/1V, sugerida ser regulada por aggR, é codificada por um cluster de quatro genes,
hdaA, hdaB, hdaC e hdaD presente no plasmidio pO86A1, que codificam, respectivamente, a

subunidade principal da adesina, invasina, o usher e a chaperona (Boisen et al., 2008).
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Fatores responsdveis pela aderéncia das EAEC atipicas ndo sao bem definidos. Dudley et al.
(2006b) descreveram em uma EAEC atipica, associada a um surto, um pili do tipo IV,
codificado por um locus de genes presente no plasmidio (pilL-V) com diversas funcdes, como

aderéncia a células do hospedeiro e superficie abidtica e conjugacdo de plasmidio.

A dispersina ou Aap (anti agregation protein), responsavel por mediar a dispersao da EAEC
na mucosa intestinal, € uma proteina codificada pelo gene aap (originalmente designado
aspl), que estd presente no plasmidio pAA2 (Czeczulin, et al., 1999; Sheikh et al., 2002). A
dispersina é secretada para a superficie da EAEC e se liga nido covalentemente ao
lipopolissacarideo (LPS). O mecanismo de dispersao sugerido ¢ mediado pela capacidade da
dispersina neutralizar a forte carga negativa do LPS e as AAFs, que s@o fortemente carregadas
positivamente, ficam livres para se deslocarem para fora da superficie celular e podem se ligar

em outros sitios (Figura 4), levando a um fen6tipo de antiagregacao e capacidade de dispersao

da bactéria pela mucosa intestinal (Harrington et al., 2006; Velarde et al., 2007).

AAF/I

\ o

———
Sunerficie celular Sunerficie celular

EAEC 042aap EAEC 042

Figura 4 — Modelo proposto para a fungdo da dispesina no protétipo EAEC 042. (Adaptado de
Velarde et al., 2007)

Esse processo unico de agregacdo e antiagregacdo requer um sistema de transporte ABC,
codificado pelo cluster de cinco genes aatPABCD (enterroaggregative ABC transporter),
presente no plasmidio pAA2. Dentro desse cluster encontra-se a regido da sonda pAA
(pCVD432), que mostrou-se associado a EAEC patogénica. Os genes aatP, aatC e aatA
codificam proteinas homdlogas a permeases de membrana interna, proteina ligadora de
cassete-ATP e proteina de membrana externa TolC respectivamente. A proteina AatA forma
um canal de membrana externa (TolC) e pode agir diretamente como poro para translocagcdo

da proteina Aap (Nishi et al., 2003).

A inducgdo e formacao de biofilme, que ocorrem no segundo estdgio da patogénese da EAEC,
possuem potenciais genes/proteinas relacionados. Sugere-se que a formacao de biofilme esta

relacionada com aumento da expressdao de Ag43 (antigeno 43), que é uma proteina de
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membrana externa autotransportada, envolvida na agregacdo bacteriana (Schembri et al.,
2003). O gene agn43 (também conhecido como flu), que codifica o Ag43, estd localizado no
cromossoma da E. coli K12, mas somente com uma copia; em outros isolados pode apresentar
mais copias (Diderichsen , 1980; Roche et al., 2001; Beloin et al., 2008). Em cultura liquida,
essa proteina pode levar a uma autoagregacdo e formacao de pelicula, seguido rapidamente de
sedimentacdo, facilitando a adesdo bactéria-bactéria e o desenvolvimento tridimensional do
biofilme (Owen et al., 1996; Henderson et al., 1997; Hasmam, et al., 1999; Kjaergaard et al.,
2000; Schembri et al., 2003). O gene agn43 foi descrito em EAEC, mas nao foi associado a
formacdo de biofilme nesse patotipo (Mendez-Aranciba et al., 2008). Entretanto, Chaudhuri et
al. (2010) ao sequenciar o protétipo EAEC 042 mostrou que ele possui trés alelos desse gene

e que todos promovem a formacao de biofilme e agregagao célula-célula.

Sheikh et al. (2001) sugerem dois genes relacionados com a formacgao de biofilme: fis e yafk.
O primeiro € um gene cromossdmico que codifica uma proteina de 11,4 kDa, a qual liga-se ao
DNA e estd envolvida na regulacdo dependente da fase de crescimento. Sugere-se que Fis
contribua para a formacao de biofilme via biogé€nese de AAF/II, pela ativagao da expressao de
AggR (Sheikh et al., 2001; Morin et al., 2010). Ja o gene yafk é descrito como necessario para
a transcricdo dos genes AAF/II embora codifique uma proteina de 28kDa sem um papel

sugerido (Sheikh et al., 2001).

A proteina Shf, codificada pelo gene shf, ndo possui fun¢do conhecida, mas apresenta
homologia (25% aminodcidos idénticos) com a proteina IcaB do Staphylococcus epidermidis,
implicada na adesdo intercelular (Heilmann et al., 1996). Especialmente na EAEC, a forte
agregacdo no meio de cultura causa espontaneamente a fixacdo das células ao substrato e,
consequentemente, contribui para a formagdo de biofilme denso. Estudo com o protétipo 042
€ mutantes sugere que o gene shf nao € relacionado com a agregacao na fase liquida e na fase
inicial de aderéncia, mas € necessdrio para formar multiplas camadas no biofilme na fase de
maturacdo, exercendo assim, papel crucial na capacidade de formacao de biofilme (Fujiyama

et al., 2008; Vasconcellos, 2009).

No terceiro estdgio da patogénese da EAEC, na qual hd produgdo de toxinas, indugdo de
resposta inflamatéria e dano da mucosa, trés toxinas sdo mais estudadas: (i) EASTI1
(enterotoxina termo estavel de EAEC), (ii) Pet (toxina codificada por plasmidio) e (ii1) ShET1

(enterotoxina de Shigella 1) (Huang et. al., 2006).

EAST1 é uma enterotoxina de baixo peso molecular, sensivel a protease, parcialmente termo-

estavel, imunoldgica e geneticamente distinta da STa da ETEC (Savarino et al., 1991). Porém,
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seu tamanho, estabilidade ao calor e mensageiros secunddrios sao semelhantes aos da STa de
ETEC (Savarino et al., 1991). EASTI € codificada pelo gene astA presente no plasmidio da
EAEC17-2 e EAEC 042 (Savarino, et al., 1993; Czeczulin, et al., 1999). GMPc atua como
mediador intracelular apds a ativagdo da enterotoxina via adenilato ciclase, o que induz

alteracdo no transporte de ions com resposta secretdria (Savarino et al., 1991; Savarino et al.,

1993)

A toxina Pet, codificada pelo plasmidio do protétipo EAEC 042, ¢ membro da classe de
proteina autotransportadora. E caracterizada por possuir um dominio C-terminal conservado,
que forma um poro B-barril na membrana externa, e a partir do qual a proteina madura é
transportada (Eslava et al., 1998). Pet possui atividade citotéxica contra células epiteliais
intestinais e eritrocitos por um mecanismo intracelular, o qual envolve provavelmente a
degradacdo da espectrina, uma proteina de membrana (Navarro-Garcia, et al., 1998; Villaseca

et al., 2000).

ShET1 € uma toxina codificada por genes cromossOmicos inicialmente descritos em Shigella
flexneri 2a. Dois genes, setlA e setlB sdo responsaveis por codificar a toxina ShETI1 e
encontram-se na fita complementar do gene pic, por isso apresentam a mesma prevaléncia e
associacdo (Fasano et al., 1995; Henderson, et al., 1999). A patogénese dessa toxina nao é
bem estudada na EAEC, mas na S. flexneri 2a leva ao actimulo significante de liquidos em
alca ligada de coelho quando o cultivo € realizado em meio pobre de ferro (Henderson, et al.,
1999). Pic € uma proteina autotransportada com atividade de hemaglutinina e mucinolitica.
Os fendtipos identificados para Pic sugerem que ele esteja envolvido nas fases iniciais da
patogénese da EAEC, promovendo a colonizagdo do intestino (Henderson, et al., 1999;

Navarro-Garcia & Elias, 2011).

Além dos genes descritos anteriormente, uma série de outros potenciais genes de viruléncia
tem sido propostos e/ou descritos em amostras de EAEC e dentre estes, os genes: sen, sat,

iucA, irp, chuA/shuA, hly, papC e sfa.

O gene sen (ou ShET?2) esta presente no plasmidio inv, codifica uma enterotoxina de 63 KDa
e sugere-se que faca parte da fase da patogénese de Shigella spp. e EIEC, levando a diarreia

secretora (Nataro et al., 1995 (b); Vila et al., 2000).

A toxina Sat (secreted autotransporte toxin), codificada pelo gene sat, € uma serino-protease
autotransportada de Enterobacteriaceae (SPATE), assim como Pet e Pic. Trata-se de uma

proteina de alto peso molecular (107 kDa) com atividade citopdtica e proteolitica,
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constituindo um fator de viruléncia em E. coli uropatogénica (UPEC) (Guyer et al., 2000). Os
efeitos no citoesqueleto em células epiteliais urindrias sdo associadas a degradacdo de foldrina
(o e P espectrina) o que pode explicar as observacdes de arrendondamento, alongamento e
descolamento das células (Maroncle et al., 2006). Inicialmente descrita em UPEC, ja tem sido
isolada em Shigella spp. e DEC, inclusive em EAEC (Guyer et al., 2000; Ruiz et al., 2002;
Mendez-Aranciba et al., 2008). Boisen et al (2009) descreveu o gene da toxina Sat como a

SPATE mais comum em amostras de EAEC, superando a frequéncia de pet.

A produgdo de sideréforos (queladores de ferro) e sistemas de transporte de heme sdo
mecanismos utilizados pela EAEC para aquisi¢do de ferro (Okeke et al., 2004). A aerobactina,
um siderdforo, € sintetizada por genes encontrados ou em plasmidio ou como parte de uma
ilha de patogenicidade (Moss et al., 1999; Vokes et al., 1999; Ratledge & Dover, 2000). O
produto do gene iucA € uma sintetase envolvida na sintese de aerobactina e foi descrito em
alta frequencia em EAEC (Okeke, et al., 2004). Yersiniabactina é também um sider6foro,
cujos genes, originalmente descrito em espécies de Yersinia, encontram-se em uma ilha de
alta patogenicidade (Okeke et al., 2004). O gene irp2, encontrado no genoma da EAEC 042,
localizado provavelmente no cromossoma, codifica uma proteina necessaria para a biossintese
da yersiniabactina (Czeczulin et al., 1999). O sistema de transporte de heme Chu (Shu em
Shigella dysenteriae), necessita do gene cromossdmico chuA, que codifica uma proteina de 69
Kda com funcdo de receptor de membrana externa para transporte do heme (Torres & Payne,

1997; Okeke, et al., 2004).

O gene hlyA € um gene cromossOmico, presente em uma ilha de alta patogenicidade, codifica
uma o hemolisina que leva a formacdo de uma zona clara de hemdlise ao redor das colOnias
cultivadas em 4gar sangue de carneiro (Guignot et al., 2000). Amplamente descrita como fator
de viruléncia em UPEC, a citdlise pela hemolisina forma poros aquosos na membrana celular
(Bhakdi et al., 1989; Welch, 1991) e causa liberacao de ferro dos eritrécitos, o que aumenta a
resposta inflamatéria e permite que a bactéria penetre no intersticio renal (Mobley, et al.,

1990; Johnson, 1991; Trifillis et al., 1994).

Adesinas (fimbria do tipo 1, fimbria P, fimbria S, adesinas Afa/Dr) estdo relacionadas a
colonizagdo e/ou formagdo de biofilme em infec¢des do trato urindrio, sendo portanto
potenciais fatores de viruléncia (Ong et al., 2008). Os genes que codificam as adesinas fimbria
P e S ja foram detectados, em frequéncia baixa, em isolados de EAEC de criangas e adultos

com diarreia (Piva et al., 2003).
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A adesina fimbrial P € codificada pelo operon pap (Pili Associado a Pielonefrite), que tem
sido encontrado no cromossomo de E. coli pielonefritogénica (Lund et al., 1988). O cluster de
nove genes papABCDEFGHI codificam proteinas estruturais relacionadas a aderéncia (papA,
papE, papF e papG), a terminagdo e implantagdo da fimbria na superficie celular (papH), a
polimerizacdo e transporte das subunidades fimbriais (respectivamente papC e papD) e na
ativacdo transcricional do operon (papB e papl). A molécula com atividade de adesina dessa
fimbria, que confere especificidade de ligacdes a digalactosideos (Gal(al—4)Galp), presentes
na membrana glicolipidica de enterdcitos e células uroepiteliais, € codificada pelo gene papG

(Lund et al., 1988; Brito, et al., 2004).

As adesinas fimbriais S (Sfa), morfologicamente idénticas as fimbrias tipo 1 e P, sdo capazes
de reconhecer receptores contendo acido sidlico em células eucaridticas (Korhonen et al.,
1984). Considerada um potencial fator de viruléncia, normalmente sdo encontradas em cepas
de E. coli que causam infecc¢des do trato urindrio ou meningite em recém-nascidos (Hacker et

al., 1993) e ainda nao descritas em EAEC.

A formacdo de biofilme e a distribuicdo desses e de outros genes de viruléncia nao é
homogénea entre amostras de EAEC, o que evidencia a heterogeneidade desse patotipo. Isso
faz com que seja dificil fornecer uma defini¢do genotipica para EAEC ou propor com
exatidao todo o modelo de patogénese (Okeke & Nataro, 2001). Ainda, essa heterogeneidade
da EAEC esclarece em parte a falha de alguns estudos em associar essas cepas com a doenca
e sugere que somente um determinado grupo de isolados de EAEC sejam patégenos humanos

(Okeke & Nataro, 2001).

2.3.3. Epidemiologia

Desde a sua descoberta, numerosos estudos tém sido conduzidos para determinar a
epidemiologia da EAEC nas infec¢gdes diarreicas (Harrington et al., 2006) e atualmente €
considerada um patégeno emergente. Huang et al. (2006) conduziram uma meta-andlise da
EAEC como causa de diarreia aguda e verificaram estar associada a diarreia em diferentes

subpopulagdes tanto de paises em desenvolvimento como desenvolvidos.

Virios estudos epidemioldgicos t€m sido realizados em paises em desenvolvimento e muitos
deles identificam a EAEC como patdégeno em criancas com diarreia, inclusive em regides do
Brasil (Kang et al., 1995; Gonzdlez et al., 1997; Kahali et al., 2004; Nguyen et al., 2005;

Araujo et al., 2007; Moreno et al., 2010). Os poucos estudos desenvolvidos em paises
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industrializados tem demonstrado uma propor¢dao maior de EAEC isolada de criancas com

diarreia comparado com os controles (Pabst, et al.,2003; Nataro et al, 2006).

A diarreia persistente (>14 dias) é um problema emergente em paises em desenvolvimento e
suas causas nao sao totalmente entendidas. A EAEC j4 foi implicada como causa de diarreia
persistente no nordeste brasileiro, India e Bangladesh, (Bhan et al., 1989; Fang et al., 1995;
Bardhan et al., 1998). Estudos t€ém evidenciado também a participacdo da EAEC na génese da
diarreia persistente de pacientes infectados com HIV (Wanke et al., 1998; Gassama-Sow et al,

2004).

Surtos descritos em paises industrializados como também em regides em desenvolvimento,
mostram a participacdo da EAEC como patogeno (Pai et al., 1997; Itoh et al., 1997; Harada et
al. 2007). Em 2011, um grande surto de sindrome urémica hemolitica e colite hemorrégica,
ocorrido na Alemanha, foi associado a isolados de E. coli com padrdao AA em cultura de
célula, perfil genético de EAEC (aggA, aggR, pic e aap) e com capacidade de produzir toxina
de Shiga (stx2). Considerando essas caracteristicas e o sequenciamento de isolados do surto, a
cepa causadora do surto foi identificada como EAEC produtora da toxina de shiga/verotoxina.

(Scheutz et al., 2011; Bielaszewska et al., 2011, Rohde et al., 2011).

Conhecida como causa da diarreia dos viajantes, EAEC € o segundo patégeno bacteriano,
ap6s ETEC, mais comumente isolado de viajantes adultos procedentes de paises em

desenvolvimento (Gascon et al., 1998; Adachi et al, 2001).

Apesar de estudos estarem associando a EAEC com a diarreia, em outros ela parece causar
infec¢des subclinicas por colonizagdo intestinal (Huang & DuPont, 2004). No Brasil, estudos
caso/controle tém relatado a EAEC como um dos enteropatégenos mais isolados, entretanto

ndo associado com a diarreia (Scaletsky et al. 2002; Bueris et al., 2007; Spano et al. 2008).

2.3.4. Diagnéstico

O padrao de aderéncia agregativo em cultura de célula HEp-2 ou HeLa diferencia a EAEC das
outras E. coli, sendo o padrdo ouro para identificar EAEC (Weintraub, 2007). Entretanto, essa
técnica possui limitagdes como: (i) um grande nimero de colOnias isoladas de uma amostra
fecal para andlise; (ii) laborioso; (iii) tempo para execugdo; (iv) necessidade de
laboratdrio/profissional especializado. Na tentativa de propor um ensaio com menos

limita¢des, aderéncia em células HEp-2 fixadas com formalina foi proposta por facilitar a
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execug¢do do ensaio e que, apesar da boa especificidade e sensibilidade, ndo tem sido utilizada

(Miqdady et al., 2002).

Outros testes fenotipicos, como capacidade de formacdo de biofilme e formacao de pelicula, e
testes genotipicos também foram desenvolvidos para caracterizacdo deste patotipo e/ou de
suas propriedades de viruléncia. Praticos, rapidos, com possibilidade de andlise de um nimero
maior de amostras, técnicas de biologia molecular como PCR e hibridizacdo de colonias tém

sido amplamente utilizadas no diagnéstico de EAEC.

Baudry et al (1990), propuseram um ensaio de hibridizacdo com a sonda do plasmidio da cepa
EAEC17-2 - associada ao padriao agregativo - (pCVD432 ou sonda EAEC ou sonda pAA),
cuja sensibilidade foi de 89% e especificidade de 99% comparado com o padrio ouro. Alguns
estudos tém utilizado somente essa técnica de deteccao de EAEC (Araujo et al., 2007; Spano
et al., 2008) e outros t€ém mostrado baixa a sensibilidade e especificidade da sonda pCVD432

(Gioppo et al., 2000; Okeke et al., 2000; Diego M. Lozer, dados ndo publicados).

PCR para a mesma regido do plasmidio (pCVD432 — aatA), para o regulador transcripcional
AggR, PCR multiplex para os genes aggA, aafA e astA e para aggR e astA ja foram propostos
para deteccdo de EAEC (Schimidt et al., 1995; Tsai et al., 2002; Toma et al. 2003; Ruttler et
al., 2006). Entretanto esses ensaios genotipicos tem como alvo genes plasmidiais, assim como
o proposto por Baudry et al (1990), e dessa forma, assumem também que esses alvos
correspondem a fatores de viruléncia conservados, e que, possivelmente, irdo apresentar

também sensibilidade varidvel (Baudry, et al., 1990; Huang & DuPont, 2004).

Como ensaios fenotipicos para identificar EAEC, foi descrito o teste formacdo de pelicula
como util, simples, rdpido e de baixo custo, esse ensaio € baseado na formacao de halo visivel
na superficie de cultura bacteriana em caldo Miiller-Hinton incubada com agitacao (Albert, et.
al., 1993; Iwanaga et al., 2002). Wakimoto et al. (2004) propuseram o ensaio de biofilme,
baseado na aderéncia de isolados de EAEC em microplaca de poliestireno por 24 hs seguido
por coloracdo com corante bdsico, solubilizacdo e quantificacdo por densidade 6tica, como
screening de EAEC, acompanhado por teste de aderéncia em células HEp-2 ou HeLla
(Wakimoto et al., 2004). Este ensaio foi posteriormente usado no screening de EAEC, visto
que o biofilme é uma importante caracteristica desse patotipo e pode estar relacionado a
diarreia persistente ou a colonizagdo de individuos saudaveis (Mohamed et al., 2007; Tokuda

et al., 2010).
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Nenhum dos testes desenvolvidos foi capaz de demonstrar 100% de correlagdo com o ensaio
de aderéncia em célula HEp-2, sendo assim, esse ensaio continua sendo necessario para a

classificacdo das EAEC (Flores & Okhuysen, 2009).

A necessidade de entender a heterogeneidade dos isolados de EAEC, que alguns estudos
associam a diarreia e outros sugerem uma colonizacdo ou infeccdo subclinica, tém
impulsionado a busca de possiveis marcadores de viruléncia nos isolados de pacientes com
diarreia. Muitos estudos apenas relatam e reafirmam a heterogeneidade genotipica e
fenotipica da EAEC, outros, tém mostrado a existéncia de subpopulacdes de EAEC com
determinados fatores de viruléncia associado a isolados de paciente com diarreia. Portanto,
realizar pesquisas com isolados de pacientes com e sem diarreia pode auxiliar na

caracterizacdo da EAEC e contribui no estabelecimento de marcadores de viruléncia.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo Geral

Andlisar genotipica e fenotipicamente amostras de Escherichia coli com aderéncia agregativa

(EAEC) positivas e negativas para o plasmidio de viruléncia pAA e amostras de E. coli com

padrdao chain-like adhesion (CLA), isoladas de criancas sintomdticas e assintomdticas

residentes em periferia urbana e em comunidades quilombolas do Norte do Estado do Espirito

Santo.

3.2. Objetivos Especificos

1.

SN L

Verificar a presenca de sequéncias genéticas que codificam adesinas, toxinas,
sideréforos e outras proteinas envolvidas na patogénese de EAEC;

Analisar a associagdo entre os perfis genéticos com a origem das amostras
(sintomaticas ou assintomaticas);

Avaliar a formagao de biofilme em superficie abidtica;

Avaliar a formagao de pelicula na interface ar-liquido.

Analisar aspectos fenotipicos (formagdo de biofilme e pelicula) com perfil genético;
Analisar a associacdo entre a formacgdo de biofilme com a origem das amostras
(sintomaticas ou assintomaticas);

Analisar a associacao entre a formagao de biofilme com a formagao de pelicula; e
Comparar aspectos genotipicos e fenotipicos de amostras de EAEC com amostras de

E. coli com padrao CLA.
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4. METODOLOGIA

4.1. Origem e caracteristicas das amostras bacterianas

As amostras estudadas foram isoladas durante um estudo epidemioldgico sobre diarreia em
criancas menores de doze anos de idade com (sintomadticos) e sem (assintomdticos) diarreia
aguda, residentes em comunidades quilombolas e na periferia dos municipios de Sdo Mateus e
de Concei¢ao da Barra, no Norte do Espirito Santo, Brasil. Esse estudo epidemioldgico
compreendeu, originalmente, a andlise de amostras de fezes de 142 criancas com diarreia
(sintomdticas) e 428 criancas sem diarreia (assintomadticas) residentes em bairros da periferia
e comunidades quilombolas no Norte do Espirito Santo, Brasil. As comunidades quilombolas
sao constituidas por descendentes de escravos fugidos na época da escravatura no Brasil, que
vivem em dreas rurais semi-isoladas com baixo indice de saneamento (dgua potavel, esgoto e
coleta de lixo). Tanto as comunidades quilombolas como os bairros da periferia estudados
possuem baixo nivel socioecondmico. Os casos de diarreia foram considerados pela
evacuagdo de trés vezes ou mais de fezes liquidas ou pastosas por dia ou pela frequéncia
maior do que o normal (WHO, 2012). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Centro de Ciéncias da Satide, da Universidade Federal do Espirito Santo em 20

de dezembro de 2006 (Anexo 1).

No referido estudo, em cada amostra de fezes foi pesquisada, através de métodos
convencionais, a presenca dos seguintes enteropatdégenos: Shigella spp., Salmonella spp.,
rotavirus, adenovirus, astrovirus e norovirus (Diego M. Lozer, dados ndo publicados;
Fernando Vicentini, dados nao publicados). Além disto, de cada amostra de fezes semeada em
agar MacConkey foram selecionadas cinco colOnias fermentadoras e duas nao fermentadoras
de lactose, tipicas de E. coli. Em seguida, foram realizados testes bioquimicos para
confirmacao da espécie, e as amostras foram armazenadas em dgar nutriente inclinado a 4-
8°C e em suspensdo de sacarose 24% a -20°C. Todas as amostras de E. coli foram submetidas
a testes de adesdo a células HEp-2 de 3 horas para caracterizar o padrdo de adesdo e ensaios
de PCR multiplex para identificacdo de EPEC, EAEC, ETEC, EIEC e STEC (Aranda et al.,
2004). O patotipo DAEC foi pesquisado através do teste de hibridizacao de colonias com a
sonda genética daaC (Bilge et al., 1989).

Dentre as 202 amostras de E. coli inseridas nesse estudo, 189 (54 sintomaticas e 135
assintomdticas) apresentaram amostras de E. coli com o padrdo de adesao agregativa (AA),

sendo que 81 dessas amostras foram positivas para o plasmideo de viruléncia pAA. Outras 13



36

amostras de fezes (3 sintomdticas e 10 assintomdticas) apresentaram E. coli com o padrdo
CLA (chain-like adhesion). O nimero de isolados com estas caracteristicas, em cada amostra
de fezes, variou de um a trés, mas para o presente estudo, somente um isolado de cada uma
dessas 202 amostras de fezes foi selecionado e considerado como uma amostra bacteriana

distinta (Fluxograma 1).

Amostras de E. coli utilizadas como controles positivos nos diversos experimentos estao
contidas no Quadro 1. Exceto quando especificado, as amostras de E. coli HB101 e DH5x

foram utilizadas como controles negativos.

Quadro 1 — Relagdo das amostras de E. coli utilizadas como controles positivos nos diversos
experimentos.

Controle positivo Experimentos

E. coli 042 PCR: aggR, aafA, aap, setlA, astA, pet, shf, agn43, fis e yafK.
Ensaios de biofilme e formacao de pelicula

E. coli 17-2 PCR: aggA

E. coli RN785-1 PCR: irp2 e agg3A

E. coli EDL933 PCR: chuA

S. flexineri MA245-5 PCR: iucA e sat

E. coli J96 PCR: sfa e papC

4.2. Extracao do DNA bacteriano

O DNA bacteriano foi obtido a partir de duas colonias suspensas em 100 pL de 4gua
deionizada (Milli-Q® / Millipore) em tubos de polipropileno de 500 pL (Axygen, USA),
seguido de aquecimento em banho-maria (100°C) por 5 minutos. A suspensdo foi entdo
homogeneizada e centrifugada a 10.000 X g por 1 minuto. O sobrenadante foi mantido
congelado a -20°C em aliquotas de 18 pL e descongelado no momento do uso por no maximo

quatro vezes.
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Amostras de K coli
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- Sern,
- shf.
- vafK.

Fluxograma 1 — Esquema do processamento das amostras

4.3. Reacio em cadeia pela polimerase (PCR)

A técnica de PCR foi empregada na pesquisa da presenca de 20 potenciais genes de viruléncia
em amostras de EAEC e de E. coli com padrao CLA. Os primers utilizados nas reacdes de
PCR monoplex para a pesquisa de 13 dos 20 determinantes genéticos das amostras estudadas
estdo relacionados no Quadro 2. Protocolos de PCR multiplex foram realizados para a
pesquisa dos genes (i) setlA, astA e pet, (ii) sfa e papC e (iii) iucA e chuA (Quadros 3, 4 e 5),
e destes, o protocolo para a deteccdo dos genes das toxinas ShETI1, EAST1 e Pet foi
estabelecido no presente estudo por terem sido originalmente descritas com a mesma

temperatura de hibridizacao (Huang et al., 2007).

A PCR foi realizada com um volume final de 25 pL, contendo 1,5 mM de MgCl,, 20 mM
Tris-HCl-pH 8,4, 50 mM KCI, 0,2 mM de cada dNTP , 0,5 U de Platinum® Taq DNA
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Polymerase, 2 uL. de DNA bacteriano e 0,4 uM de cada primer, exceto no caso da PCR
multiplex para detec¢do dos genes setlA, astA e pet, em que o conjunto de primers astA foi
utilizado em concentracdo de 0,16 uM. Todos os reagentes utilizados na PCR foram obtidos
da Invitrogen® (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). As reacdes de amplificacdo foram

realizadas em termociclador Veriti ® Thermal Cycler (Applied Biosystems).

Ap6s a amplificagdo, os produtos foram analisados através de eletroforese em gel de agarose
(Pronadisa) 1,5%, comparando ao padrdao de peso molecular de 100 pb. Aliquotas de 10 uL
dos produtos de PCR foram misturadas a 8 uL. do tampao de amostra para DNA e 2 uL
solucdo de arrasto (Loading solution) e aplicadas no gel. A corrida eletroforética foi realizada
sob voltagem constante de 100 Volts em tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5X. Apds a
corrida, o gel foi corado em solug¢do de brometo de etidio (5 mg/mL) por 10 a 15 minutos e
visualizado em transiluminador de luz ultravioleta acoplado ao sistema de processamento de

imagens MiniBispPro™ (Bio América Inc.).



Quadro 2- Primers e condicdes usadas nos ensaios de PCR monoplex.
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Tamanho

Gene Descricao Sequencia (5'—3") fragmento Condicoes de amplificacao Referéncia
TTA GTC TTC TAT CTA GGG ; o in - 46° i
aggA Subunidade fimbrial AAF/I 450 pb 1x(9.5/5' rm?.), 30);(94 C/1 min.; 46 *C/ 1 Czeczulin et al.,
AAA TTA ATT CCG GCA TGG min.; 72°C/1 min.), 1x(72/7 min.) 1999
ATG TAT TTT TAG AGG TTG AC ; o in- 50° i
aafA Subunidade fimbrial AAF/II s18pb | X0/ min), 30x(94°C/L min; S0°C/L | Czeczulin etal,
TAT TAT ATT GTC ACA AGC TC min.; 72°C/1 min.), 1x(72/7 min.) 1999
GTA TCA TTG CGA GTCTGG TATTCA G ; o i - 65° i
agg-3A |  Subunidade fimbrial AAF/III a62pb | 1XOSS min). S0xO4C/ min; 65°C/1 | Bernier etal,
GGG CTG TTA TAG AGT AAC TTC CAG min.; 72°C/1 min.), 1x(72/7 min.) 2002
4ooR Regulador transcricional de AAF/I CTA ATT GTA CAA TCG ATG TA 308 pb 1x(95/5 min.), 30x(94°C/1 min.; 42°C/1 Czeczulin et al.,
&8 e AAF/II ATG AAG TAA TTC TTG AAT P min.; 72°C/1 min.), 1x(72/7 min.) 1999
aa Dispersina (proteina anti- CTT TTC TGG CAT CTT GGG T 232 pb 1x(95/5 min.), 30x(94°C/1 min.; 52°C/1 Czeczulin et al.,
i agregagio) GTA ACA ACC CCT TTG GAA GT P min.; 72°C/Imin.), 1x(72/7 min.) 1999
.. ACT TTC TCC CGA GAC ATT C 1x(95/5 min.), 30x(94°C/1 min.; 50°C/1 Czeczulin et al.,
shf ORF criptico CTT TAG CGG GAG CAT TCA T 613 pb min.; 72°C/1 min.), 1x(72/Tmin.) 1999
- CTC ATT GGC CTC ACC GAA CGG 1x(95/5 min.), 35x(94°C/30 seg.; 57°C/30 | Guignot et al.,
hlyA o-hemolisina 299 pb e ) .
GCT GGC AGC TGT GTC CAC GAG seg.; 72°C/1 min.), 1x(72/7 min.) 2000
irp2 Yersiniabactina AAG GAT TCG CTG TTA CCG GAC 264 vb 1x(95/5 min.), 30x(94°C/1 min.; 55°C/1 Czeczulin et al.,
P TCG TCG GGC AGC GTT TCT TCT P min.; 72°C/1 min.), 1x(72/7 min.) 1999
1 i ici ATT CTA GAA ACCGTTTTA TCA AG ; o i
yafk Proteina requerida para transcri¢ao 800 pb ) 1x(95/5' Inll;l.), 35x.( 94°C/1 min.; . | Sheikn et al., 2001
dos genes de AAF/II ATA AGC TTT GGC GCT TAT TTT GC 52°C/45seg.; 72°C/1 min.), 1x(72/7 min.)
. . ATGT T TATTATTT AT in. ° in.; 55° .
sen | Shigella enterotoxina 2 (ShET-2) GTCCCIGC 799 pb | 1XOIS min), S0xO4°C/ min; SSUCIL o4 2000
CAT AAT AAT AAG CGG TCA GC min.; 72°C/1 min.), 1x(72/7 min.)
aond3 Antigeno 43 (Fator de ACG CAC AAC CAT CAATAA AA 6000b 1x(95/5 min.), 30x(94°C/1 min.; 55°C/1 | Mendez-Arancibia
& autoagregacao) CCG CCT CCG ATA CTG AAT GC P min.; 72°C/1 min.), 1x(72/7 min.) et al., 2008
ACT GGC GGA CTC ATGCTGT i ° - 64°
sat Toxina autotransportada 387 pb 1X(9.5/§ m ), 30x(94°C/25seg; 64°C/1 Ruiz et al., 2002
AAC CCT GTA AGA AGA CTG AGC min.; 72°C/2,5 min.), 1x(72/7 min.)
fis Protefna ligadora DNA ATG CCG TAT TTTTTC AATTTTTTAC 297pb 1x(94°C/10 min.), 25x(94°C/30 seg.; 58°C/ Sheikh et al, 2001

ATG TTC GAA CAA CGC GTA AAT TCT

40 seg.; 72°C/ 55 seg.), 1x(72°C/10 min.)

*Condi¢des de amplificacdo com modificagdes realizadas neste estudo




Quadro 3- Primers e condi¢des usadas nos ensaios de PCR multiplex para os genes astA, pet e setlA.
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Gene Descricao Sequencia (5'—3") Tamanho Condicoes de amplificacao Referéncia
fragmento
Toxina termo estavel de EAEC CCA TCA ACA CAG TAT ATC CGA
astA 111 pb
(EAST 1) GGT CGC GAG TGA CGG CTT TGT
Toxina codificada pelo plasmidio GAC CAT GAC CTATAC CGA CAG C 1x(95/5 min.), 30x(94°C/1 min.; 55°C/1
pet . 600 pb . o . . Huang et al., 2007
(serina protease) CCG ATT TCT CAA ACT CAA GAC C min.; 72°C/1 min.), 1x(72/7 min.)
Mucinase/Enterotoxina 1 Shigella TCA CGC TAC CAT CAA AGA
setlA 309 pb
(ShETT) TAT CCC CCT TTG GTG GTA

Quadro 4- Primers e condicdes usadas nos

ensaios de PCR multiplex para os genes papC e sfa.

Tamanho

Gene Descricao Sequencia (5'—3") fragmento Condicoes de amplificacao Referéncia
) GAC GGC TGT ACT GCA GGG TGT GGCG
papC Fimbria P 328 pb
ATATCCTTT CTG CAG GGA TGC AAT A 1x(95/5 min.), 30x(94°C/2 min.; 65°C/1| Le Bouguenec et
, CTC CGG AGA ACT GGG TGC ATC TTA C min.; 72°C/2 min.), 1x(72/7 min.) al., 1992
sfa Fimbria S 410 pb
CGG AGG AGT AAT TAC AAA CCT GGCA
Quadro 5- Primers e condi¢cdes usadas nos ensaios de PCR multiplex para os genes iucA e chuA.
.~ . v Tamanho .~ . - P
Gene Descricao Sequencia (5'—3'") fragmento Condicoes de amplificacao Referéncia
-_ R b ATC TGC TGC GTC ATG TTC CT 17 kb
1 . : o .
. ceepior ieme GTA GTG GTC ATA CCT TTG AGC 1x(95/5 min.), 30x(94°C/30 seg.;
52°C/30 seg.; 72°C/1,5 min.), 1x(72/7 | Okeke et al., 2004
) . AGT CTG CAT CTT AACCTT CA :
iucA | Sintetase da sintese da aerobactina 1.1 kb min.)
CTC GTT ATG ATC GTT CAG AT
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4.4. Ensaio de formacao de biofilme em superficie abiotica

O ensaio para deteccdo e quantificacdo de biofilmes foi realizado em microplacas de
poliestireno de 96 pogos de acordo com o protocolo descrito por Sheikh et al. (2001), com
algumas modificagdes. As amostras bacterianas foram semeadas em agar MacConkey para
obtencdo de colonias isoladas. Em seguida, uma col6nia bacteriana foi transferida para tubos
contendo 2 mL de caldo Luria Bertani (LB). Ap6s incubacdo a 37°C por 16-18 h sob agitacdo
de 100 rpm, a suspensdo bacteriana foi ajustada para 1,5x10® UFC/mL com auxilio de escala
0,5 de Mac Farland. Uma aliquota de 2 uL dessa suspensao foi inoculada em 200 uL de meio
essencial minimo de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com 0,4% de
glicose em pogos de microplacas de poliestireno de 96 pocos de fundo chato (TPP®). A
seguir, as microplacas foram incubadas estaticamente a 37°C por 24 h. As células livres em
suspensdo foram removidas através de quatro lavagens com 200 uL de PBS 0,2 M pH 7,2 e o
excesso de tampdo, removido por inversao da microplaca sobre papel toalha. Os pogos da
microplaca foram secos a temperatura ambiente (TA) por cerca de 20 minutos. Para fixacao,
200 uL de etanol 75% foi adicionado a cada poco por 10 minutos, o dlcool foi descartado e a

microplaca seca a TA, novamente.

As microplacas com as bactérias aderidas e a matriz do biofilme foram coradas com safranina
e com cristal violeta. Para coloracdo com safranina, foi adicionado a cada poco 200 puL do
corante cationico a 0,1% por 15 minutos, o corante foi descartado e os pocgos lavados quatro
vezes com agua destilada por imersdo. O excesso de dgua foi removido pela inversao da
microplaca sobre papel toalha. A microplaca foi seca a TA por cerca de uma hora, o corante
solubilizado pela adicdo de 100 uL de etanol a 97% em éter (v/v) e o volume completado com
100 uL de PBS 0,2 M pH7,2. A formacdo de biofilme foi entdo detectada pela densidade
6ptica (DO) em leitor de ELISA Thermoplate TP-READER® no comprimento de onda de 490

nm.

Para coloragdo com cristal violeta, realizada em paralelo com coloracdo com safranina, 200
pL do corante a 0,5% foi adicionado em cada pogo e incubado por 5 minutos. O corante foi
descartado e a lavagem realizada como descrito anteriormente. Apds a secagem a TA, o
corante foi solubilizado com 200 puL de etanol 95% por dois minutos e 150 uL. de cada pogo
foi transferido para uma nova microplaca e a DO determinada em leitor de microplacas UVM

340 (Asys, Biochrom Ltd) no comprimento de onda de 570 nm.



42

O ensaio com o corante safranina foi realizado em triplicata, repetido pelo menos duas vezes e
o ensaio com corante cristal violeta foi realizado em triplicada pelo menos uma vez. Todos os
ensaios foram acompanhados por um controle positivo (EAEC 042) e dois controles negativos

(E. coli HB101 e DH5).

A média dos valores da DO de cada amostra bacteriana foi calculada, sendo desconsiderados
valores que divergiam em 20% da média das duas DO mais préximas. A classificagdo da
amostra bacteriana em “formadora” e “ndo formadora” de biofilme foi realizada
considerando-se a média (xX) e o desvio padrdo (DP) dos controles negativos testados.
Amostras bacterianas apresentando uma DO superior a média e mais trés vezes a DO dos
controles negativos foram consideradas “formadoras” de biofilme, conforme descrito por
Stepanovic et al. (2007). As amostras foram consideradas fortes formadoras de biofilme se a
DO foi superior a duas vezes a média da DO dos controles negativos mais trés vezes o DP dos
controles negativos (>2xxDOcn+3xDPcy) e fraca, se <2xXDOcn+3xDPcen (Stepanovic et al.,

2007).

4.5. Ensaio de formacao de pelicula

O ensaio de formacdo de pelicula na interface ar-liquido foi realizado segundo metodologia
descrita por Albert et al. (1993). As amostras bacterianas foram semeadas em dgar Mac
Conkey a 37°C por 16-18 horas para obten¢ao de coldnias isoladas. A seguir, cinco coldnias
bacterianas foram transferidas para tubos contendo 5 mL de caldo Mueller Hinton (Difco).
Ap6s incubagdo a 37°C por 20 h sob agitacio constante de 100 rpm, foi realizada a leitura da
formacao de uma pelicula na interface ar-liquido O ensaio foi realizado em duplicata e
repetido se os resultados divergissem entre os tubos. A formacdo de pelicula foi observada
visualmente por dois observadores independentes e o score (0, 1+, 2+, 3+) foi registrado de

acordo com a espessura da pelicula formada.

4.6. Analise estatistica

Os dados obtidos foram armazenados no programa SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences) versao 17.0. A andlise estatistica foi realizada usando o teste de probabilidade exato
de Fisher e Qui quadrado. Valores de p<0,05 foram considerados significantes (intervalo de

confianca de 95%).
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacao genotipica de viruléncia das amostras de EAEC pAA+ e pAA-

5.1.1. Presenca de sequéncias genéticas associadas a viruléncia de EAEC e distribuicao
em EAEC pAA+ e pAA-

O resultado da pesquisa de genes de viruléncia das 189 amostras de EAEC estd apresentado
na Tabela 2. Os fragmentos de DNA obtidos nos ensaios de PCR multiplex que foi
estabelecido no presente estudo para deteccao simultanea dos genes setlA, astA e pet pode ser

observado na Figura 5.

2 3 456 78 901011121314151617181920

600 pb — «—pet (600 pb)
300 pb — «—setl4 (309pb)
100 pb — —astA (111 pb)

Figura 5 — Eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etidio de produtos de PCR
multiplex para os genes pet (600pb), set/A (309pb) e astA (110pb). Col. 1- Padrdo de peso molecular
100 pb; Col. 2 e 8 - Amostras pet+, setlA+ e astA+; Col. 3, 4 e 9- Amostras astA+; Col. 5, 12, 17 e 18
- Amostras negativas; Col. 6, 13, 15 e 16 - Amostras pet+; Col.7 - Amostra astA+ e pet+; Col.10, 11 e
14 - Amostras set/A+ e pet+; Col. 19 e 20 - Controle positivo e negativo, respectivamente.

Os genes pesquisados foram encontrados em diferentes frequéncias e sendo entdo
classificados como: (i) altissima frequéncia (>80% das amostras), como os genes fis e yafK;
(i1) alta frequéncia (30-50% das amostras), como os genes irp2, pet, agn43 e iucA; (iii)
moderada frequéncia (20-30%) como astA e shf, (iv) baixa frequéncia (10-20%), como os
genes aap, aggR, sat, setlA e chuA e; (v) baixissima frequéncia (<10%) como aafA, aggA,
agg3A, hlyA, papC e sen detectados entre 1-8 amostras de EAEC (Tabela 2). O intervalo de
50-80% nao entrou na classificacdo, pois nenhum dos genes testados foi encontrado nestas
frequéncias. O gene sfa nao foi encontrado em nenhuma das amostras de EAEC. O gene
agn43 foi o unico que apresentou uma frequéncia significantemente maior nas amostras de

criangas sintomadticas do que assintomaéticas (P= 0,0236).
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A Tabela 3 apresenta os perfis genéticos das 189 amostras de EAEC estudadas, onde pode se
observar as diferentes combinac¢des de sequéncias genéticas de adesinas, toxinas, sider6foros
e outras proteinas apresentadas por essas amostras.

Das 189 amostras de EAEC foram obtidas 89 combinacdes com até 12 dos 20 genes
pesquisados. A maioria das amostras (66,1%) era portadora de quatro ou mais dos genes
pesquisados e 63,0% e 20,4% das amostras pAA+ e pAA-, respectivamente, possuiam seis

genes ou mais (Tabela 3).

Tabela 2 — Presenga dos genes de viruléncia entre amostras de EAEC pAA+ e pAA- de criangas com
ou sem diarreia residentes em comunidades quilombolas e da periferia do norte do Espirito Santo.

pAA+ pAA- Total
V?f:;;ﬂfa N=81 N=108 N=189

n (%) n (%) n (%)
aggA I (1,2) 0 (0 L (0,5
aafA 1 (1,2) 0 (0 1 (0,5
agg-3A 2 (2,5) 1 (0,9 3 (1,6)
ageR 27 (33.3) 4 (3.7 31 (16.4)
aap 25 (30,9) 6 (5.6) 31 (16,4)
astA 29 (35,8) 15 (13.9) 44 (233)
pet 40 (49.4) 38 (352) 78 (41,3)
setlA 23 (28.4) 5 (4.6) 28 (14.8)
shf 24 (29,6) 19 (17,6) 43 (22.8)
hlyA 2 (2,5 6 (5,6) 8 (4,2
irp? 48 (59,3) 42 (38.9) 90 (47,6)
yafK 70 (86,4) 95 (88) 165 (87.3)
iucA 38 (46,9) 35 (32.4) 73 (38,6)
chuA 8 (9.9) 23 (21,3) 31 (16.4)
sen 0 (0) 1 (0,9 L (0,5
agnd3 40 (49.4) 34 (31,5) 74 (39.2)
papC 1 (1.2) 4 37) 5 (2,6)
sfa 0 (0) 0 (0 0 (0
sat 13 (16) 12 (11,1) 25 (132)

fis 81 (100) 107 (99,1) 188 (99,5)




Tabela 3 — Perfil genético das amostras de EAEC pAA+ e pAA- de criancas com ou sem diarreia
residentes em comunidades quilombolas e da periferia do norte do Espirito Santo..

N° de PAA+ PAA- Total
Combinacdes de genes genes/ _ N=81 N=108 N=189
amostra n (%) n (%) n (%)

pet 1 0 0 1 (0,9 1 (0,5)

fis astA 2 1 (1,2) 1 (0,9 2 (1,1)

fis yafK 2 5 (6,2) 28 (25,9) 33 (17,5)

fis yafK agn43 3 1 (1,2) 3 (2,8 4 (2,1)

fis yafK chuA+ 3 0 (0) 2 (1,9 2 (1,1)

fis yafK iucA 3 2 (2,9 0 (0) 2 (1,1)

shf fis astA 3 0 0 1 (0,9 1 (0,5)

fis pet agn43 irp2 4 2 (2,5) 1 (0,9 3 (1,6)

fis pet iucA chuA 4 0 (0) 1 (0,9 1 (0,5

fis yafK agn43 irp2 4 6 (7,4) 6 (5,6) 12 (6,3)

fis yafK astA irp2 4 2 (2,5) 2 (1,9 4 (2,1

fis yafK irp2 iucA 4 3 (3,7 0 (0 3 (1,6)

shf fis yafK agn43 4 2 (2,5 0 (0 2 (1,1)

shf fis yafK irp2 4 1 (1,2) 0 (0 1 (0,5)

fis pet agn43 sat iucA 5 0 (0) 1 (0,9 1 (0,5

fis yafK aap astA chuA 5 1 (1,7 0 (0 1 (0,5

fis yafK agn43 irp2 chuA 5 0 (0) 2 (1,9 2 (1,1)

fis yafK astA agn43 irp2 5 3 (3,7 1 (0,9 4 (2,1

fis yafK pet agn43 irp2 5 2 (2,5) 1 (0,9 3 (1,6)

fis yafK pet irp2 iucA 5 0 (0) 1 9 1 (0,5




N° de PAA+ pPAA- Total

Combinagdes de genes genes/ _ N=81 N=108 N=189

amostra n (%) n (%) n (%)

shf fis yafK agn43 irp2 5 0 (0) 1 (0,9 1 (0,5

shf fis yafK pet iucA 5 0 (0) 1 (0,9 1 (0,5)

fis pet agn43 irp2 sat iucA 6 1 (1,2) 0 (0) 1 (0,9

fis yafK aap astA pet chuA 6 1 (1,2) 0 0 1 (0,5)

fis yafK pet irp2 iucA chuA 6 0 (0) 1 (0,9 1 (0,9

shf fis yafK pet irp2 iucA 6 2 (2,5 1 (0,9 3 (1,6)

aggR fis yafK aap astA pet iucA 7 1 (1,2) 0 (0 1 (0,5)

fis yafK pet irp2 sat iucA chuA 7 0 (0) 1 (0,9 1 (0,5)

fis yafK setlA pet agn43 irp2 sat 7 1 (1,2) 0 (0 1 (0,9

shf fis yafK agn43 irp2 iucA chuA 7 0 (0) 2 (1,9) 2 (1,1)

aggR fis setlA pet agn43 irp2 sat iucA 8 1 (1,2) 0 (0) 1 (0,9

aggR shf fis yafK aap astA pet iucA 8 1 (1,2) 0 (0 1 (0,5)

aggR shf fis yafK aap setlA pet chuA 8 3 (3,7 0 (0) 3 (1,6)

shf fis yafK pet irp2 sat iucA chuA 8 1 (1,2) 1 (0,9 2 (1,1)

aggR shf fis aap setlA pet agn43 irp2 iucA 9 1 (1,2) 0 (0) 1 (0,9

aggR shf fis yafK aap setlA pet irp2 iucA 9 1 (1,2) 0 (0) 1 (0,9

fis yafK pet agn43 irp2 sat iucA chuA papC 9 0 (0) 2 (1,9) 2 (1,1)

shf fis yafK setlA pet agn43 irp2 iucA sen 9 0 (0) 1 (0,9 1 (0,5

aggR fis yafK aap setlA pet agn43 irp2 sat iucA 10 1 (2,5 0 (0) 1 (0,5)

aggR fis yafK setlA astA pet agn43 irp2 sat iucA 10 0 (0) 1 (0,9 1 (0,5)

aggR shf fis yafK aap setlA astA pet irp2 iucA 10 1 (1,2) 0 (0) 1 (0,5)

aggR shf fis yafK setlA pet agn43 irp2 sat iucA 10 1 (1,2) 0 (0) 1 (0,9



N° de PAA+ pPAA- Total
Combinagdes de genes genes/ _ N=81 N=108 N=189
amostra n (%) n (%) n (%)

aggR fis yafK aap setlA astA pet agn43 irp2 sat iucA 11 2 (2,5 0 (0) 2 (1,1)

aggR shf fis yafK pet agn43 irp2 sat iucA chuA papC 11 0 (0) 1 (0,9) 1 (0,5)
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4.1.2. Distribuicao dos genes de viruléncia entre amostras de EAEC pAA+ e pAA-
isoladas de criancas sintomaticas e assintomaticas

No grupo das EAEC pAA+, os genes aap, aggR, pet, astA, setlA, irp2, iucA e agn43 foram
encontrados mais frequentemente do que nas amostras de EAEC pAA- (p<0,05) (Tabela 2). A
distribuicdo dos genes de viruléncia entre amostras de EAEC pAA+ e pAA- isoladas de
criancas sintomdticas e assintomadtica estd apresentada na Tabela 4. Entretanto ndo houve
diferenca estatistica de nenhum dos genes nas amostras de EAEC pAA+ isoladas de criangas
sintomadticas e assintomaticas. No grupo das EAEC pAA-, chuA apresentou uma frequéncia

significantemente maior nos sintomaticos do que nos assintométicos (P= 0,0076) (Tabela 4).

Tabela 4 — Distribuicdo dos genes de viruléncia entre as amostras de EAEC pAA+ e pAA- isoladas de
criancas sintomdtica e assintomética residentes em comunidades quilombolas e da periferia do norte
do Espirito Santo.

pAA+ pAA-

Genes de Sintomatica Assintomatica Sintomatica Assintomatica
viruléncia N=22 N=59 N=32 N=76

n (%) n (%) n (%) n (%)
aggA 0 (0) 1 (1,7) 0 (0) 0 (0)
aafA 0 (0 1 (1,7) 0 (0) 0 (0)
agg-3A 1 4,5 1 (1,7) 0 1 (1,3)
aggR 7 (31,8) 20 (33,9) 1 (3,1 3 (3,9
aap 7 (31,8) 18 (30,5) 4 (12,5) 2 (2,6)
astA 8 (36,4) 21 (35,6) 7 (21,9) 8 (10,5)
pet 11 (50) 29 (49,2) 11 (34,4) 27 (35,5)
setlA 7 (31,8) 16 (27,1) 2 (6,3) 3 (3,9
shf 6 (27,3) 18 (30,5) 6 (18,8) 13 (17,1)
hlyA 0 (0) 2 (3.4) 2 (6,3) 4 (5,3)
irp2 13 (59,1) 35 (59,3) 13 (40,6) 29 (38,2)
yafK 18 (81,8) 52 (88,1) 31 (96,9) 64 (84,2)
iucA 8 (36,4) 30 (50,8) 10 (31,3) 25 (32,9)
chuA 1 4,5 7 (11,9 12 37,5% 11 (14,5
sen 0 (0 0 0 1 (3,1 0 (0
agn43 14 (63,6) 26 (44,1) 14 (43,8) 20 (26,3)
papC 0 (0 1 (1,7) 3 (9.4 1 (1,3)
sfa 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
sat 3 (13,6) 10 (16,9) 6 (18,8) 6 (7,9
fis 22 (100) 59 (100) 32 (100) 75 (98,7)

#p<0,05
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5.1.2. Distribuicao dos genes de viruléncia entre amostras de EAEC tipicas e atipicas
isoladas de criancas sintomaticas e assintomaticas

As amostras de EAEC tipicas, apresentando o regulador transcripcional AggR foram
encontradas associadas estatisticamente aos genes shf, aap, setlA, astA, pet, agn43, irp2, sat e
iucA quando comparas as EAEC atipicas (p<0,05) (dados ndo mostrados).

A Tabela 5 apresenta a distribuicdo dos genes pesquisados entre amostras de EAEC tipica e
atipica isoladas de criancas sintomadticas e assintomdticas. No grupo das EAEC tipicas,
nenhum gene foi associado a diarreia (p>0,05), enquanto no grupo das EAEC atipicas, os
genes aap e agn43 ocorreram em frequéncia significativamente maior nas amostras de

criangas sintomadticas do que nas assintomaticas (p<0,05) (Tabela 5).

Tabela S — Distribuicdo dos genes de viruléncia entre as amostras de EAEC tipicas e EAEC atipicas
isoladas de criancas sintomdticas e assintomdtica residentes em comunidades quilombolas e da
periferia do norte do Espirito Santo.

EAEC tipicas EAEC atipicas
Genes de Sintomatica Assintomatica Sintomatica Assintomatica
viruléncia N=8 N=23 P N=46 N=112 P
n (%) n (%) n (%) n (%)

aggA 0 (0) 1 4,3) >0,05 0 (0) 0 (0 ND
aafA 0 0 0 (0 ND 0 (0 0 (0 ND
agg-3A 1 (12,5 1 4,3) >0,05 0 (0) 1 (0,9 >0,05
aap 6 (75) 18 (78,3) >0,05 5 (10,9) 2 (1,8) 0,0226
aatA* 7 (87,5) 17 (73,90 >0,05 10 21,7) 32 (28,6) >0,05
astA 3 (37,5) 14 (60,9) >0,05 12 (26,1) 15 (13,4) >0,05
pet 8 (100) 20 (87) >0,05 14 (30,4) 36 (32,1) >0,05
setlA 7 (87)5) 17 (73,9) >0,05 2 (4,3) 2 (1,8) >0,05
shf 5 (62,5) 14 (60,9) >0,05 7 (15,2) 18 (16,1) >0,05
hlyA 1 (12,5) 2 (8,7) >0,05 1 (2,2 4 (3,6) >0,05
irp2 6 (75) 14 (60,9) >0,05 20 (43.,5) 50 (44,6) >0,05
vafK 6 (75) 19 (82,6) >0,05 43 (93,5) 97 (86,6) >0,05
iucA 7 (87,5) 15 (65,2) >0,05 11 (23,9) 40 (35,7) >0,05
chuA 1 (12,5) 3 (13) >0,05 12 (26,1) 15 (13,4) >0,05
sen 0 (0) 0 (0 ND 1 (2,2 0 (0 >0,05
agn43 6 (75) 14 (60,9) >0,05 22 (47,8) 32 (28,6) 10,0204
papC 1 (12,5 1 4,3) >0,05 2 4,3) 1 (0,9 >0,05
sfa 0 0 0 (0 ND 0 (0 0 (0 ND
sat 4 (50) 7 (30,4) >0,05 5 (10,9) 9 (8) >0,05
fis 8 (100) 23 (100) ND 46 (100) 111 (99,1) >0,05

*Realizado em estudo prévio (Diego M. Lozer, dados ndo publicados)

ND: Nédo Determinado
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5.2. Caracterizacao fenotipica de viruléncia das amostras de EAEC pAA+ e pAA-

5.2.1 Analise qualitativa e quantitativa da formacao de biofilme
O ensaio de biofilme em superficie abidtica foi realizado em microplacas de poliestireno

utilizando os corantes safranina e cristal violeta (Figura 6).

As médias das DO e DP dos controles negativos (HB101 e DH5a) e positivo (EAEC 042)
encontrados nos ensaios com a safranina foram 0,131(x0,009) e 0,588(+0,034),
respectivamente; € nos ensaios com o cristal violeta foram 0,171(20,010) e 0,632(£+0,044),

respectivamente.

Figura 6 — Ensaio de capacidade de formacao de biofilme de EAEC em placas de poliestireno ap6s a
solubilizacdo do corante safranina (A) e cristal violeta (B), das mesmas amostras. A intensidade da
coloracdo estd relacionada a capacidade de formagdo de biofilme.

Utilizando o critério de XDOcn+3DPcy, respectivamente, 24,9% (47/189) e 30,7% (58/189)
das amostras foram consideradas formadoras de biofilme utilizando os corantes cristal violeta
e safranina. As médias das DO e DP das amostras formadoras e nao formadoras de biofilme

foram respectivamente 0,263 (+0,131) e 0,129 (+0,017) quando usado o corante safranina e

0,328 (£0,139) e 0,164 (+0,019) quando usado o cristal violeta (Grafico 1).
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Grifico 1 — Box-plot das densidades Opticas das amostras de EAEC formadoras e ndo formadoras de
biofilme utilizando o corante safranina (A) e cristal violeta (B).
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Os Griéficos 2 e 3 apresentam a distribuicao das DO obtidas nas amostras EAEC pAA+ e
pAA- respectivamente quando utilizado os corantes safranina e cristal violeta. As EAEC
formadoras de biofilme classificadas tanto pela safranina como pelo cristal violeta estdo
distribuidas de forma semelhante entre os isolados de criangas com e sem diarreia (p>0,05)
(dado n@o mostrado). Para as proximas anélises de capacidade de formacao de biofilme foram

considerados os resultados obtidos com o corante safranina.

Entre as amostras de EAEC pAA+, 37,0% (30/81) delas foram classificadas como formadoras
de biofilme e nas amostras de EAEC pAA-, foram consideradas formadoras de biofilme

25,9% (28/108).



52

Das 58 amostras formadoras de biofilme por safranina, 25,9% (15/58) foram classificadas
como fortes e 74,1% (43/58) como fracas formadoras. Nos grupos pAA+ e pAA- foram forte
formadoras de biofilme 36,7% e 14,3% respectivamente (Tabela 6).

Tabela 6 — Classificacdo das EAEC (pAA+ e pAA-) formadoras de biofilme em fracas e fortes
formadoras.

Classificacao PAA+ pPAA- Total
de N=30 N=28 N=58
formadora n (%) n (%) n (%)
Fraca
formadora 19 (63,3) 24 (85,7) 43 (74,1)
Forte
formadora 11 (36,7) 4 (14,3) 15 (25,9)
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Grafico 2 — Representagdo das médias das densidades Opticas em comprimento de onda de 490nm e 570 nm dos corantes safranina e cristal violeta,
respectivamente, correspondente aos ensaios de formacdo de biofilme do controle positivo (EAEC 042), controles negativos (HB101 e DH5a) e das amostras

de EAEC pAA +.
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Grafico 3 — Representagdo das médias das densidades Opticas em comprimento de onda de 490nm e 570 nm dos corantes safranina e cristal violeta,
respectivamente, correspondente aos ensaios de formacao de biofilme do controle positivo (EAEC 042), controles negativos (HB101 e DH5a) e das amostras

de EAEC pAA -.
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Os genes aggR, aap, shf, agg-3A, astA, setlA e sat foram associados as amostras de EAEC
formadoras de biofilme. Entre as amostras de EAEC pAA+ formadoras de biofilme os genes
aggR, shf, aap, setlA e astA foram associados a esse fenétipo enquanto nas pAA- foram

associados os genes set/A e astA (p<0,05) (Tabela 7).

Tanto nas amostras fortes quanto nas fracas formadoras de biofilme o nimero maximo de
genes encontrados foi de 12 e dentre estas, 86,6% (13/15) e 11,6% (5/43) possuem pelo
menos nove dos 12 genes encontrados, respectivamente. Considerando-se apenas os genes
que estdo relacionados com a formagao de biofilme (aggR, aggA, aafA, agg-3A, shf, aap e
agn43), 80% (12/15) das amostras forte formadoras e 14% (6/43) das fracas formadoras

possuiam pelo menos trés desses genes.

Tabela 7 — Distribui¢cdo dos genes de viruléncia entre amostras de EAEC pAA+ e pAA-, formadoras e
nao formadoras de biofilme, classificados conforme corante safranina.

pPAA+ pAA-
Genes de Forn.lac.lora Nao fo.rmadora de Forn.lac.lora Nao fo.rmadora
Viruléncia de biofilme biofilme p de biofilme de biofilme p
n= 30 n=51 n=28 n=80
n (%) n (%) n (%) n (%)

aggA 0 1 (2) >0,05 0 (0) 0 () ND
aafA 1 (3,3) 0 (0 >0,05 0 0 0 0 ND
agg-3A 2 (6,7) 0 (0) >0,05 1 (3,6) 0 () >0,05
aggR 19 (63,3) 8 (15,7) 0,0000 3 (10,7) 1 (1,3) >0,05
aap 18 (60) 7 (13,7) 0,0000 2 (7,1) 4 (5) >0,05
astA 15 (50) 14 (27,5) 0,0409 7 (25) 8 (10) 0,0482
pet 19 (63,3) 21 (41,2) >0,05 8 (28,6) 30 (37.5) >0,05
setlA 19 (63,3) 4 (7,8) 0,0000 4 (14,3) 1 (1,3) 0,0155
shf 13 (43,3) 11 (21,6) 0,0383 5 (17,9) 14 (17,5) >0,05
hlyA 2 (6,7) 0 (0 >0,05 2 (7,1) 4 (5 >0,05
irp2 17 (56,7) 31 (60,8) >0,05 12 (42,9) 30 (37.5) >0,05
yafK 25 (83,3) 45 (88,2) >0,05 21 (75) 74 (92,5) 0,0367
iucA 15 (50) 23 (45,1) >0,05 9 (32,1) 26 (32,5) >0,05
chuA 5 (16,7) 3 (5,9 >0,05 5 (17,9) 18 (22,5) >0,05
sen 0 O 0 (0 ND 1 (3,6) 0 0 >0,05
agn43 18 (60) 22 (43,1) >0,05 10 (35,7) 24 (30) >0,05
papC 1 (3,3) 0 (0) >0,05 1 (3,6) 3 (3,8 >0,05
sfa 0 0 0 (0 ND 0 (0 0 (0 ND
sat 7 (23,3) 6 (11,8) >0,05 5 (17,9) 7 (8,8) >0,05
fis 30 (100) 51 (100) ND 28 (100) 79 (98.,8) >0,05
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5.2.2. Anadlise da formacao de pelicula na interface ar-liquido

A interpretacdo da formacdo de pelicula foi realizada considerando a espessura do halo
formado na superficie da cultura, e foi categorizada em um score: 0, 1+, 2+ e 3+ (Figura 7).
Foi observada formacdo de pelicula por 72% (136/189) das EAEC, distribuidas no score de:
1+ em 34,4%, 2+ em 27,5% e 3+ em 10,1% (Tabela 8).

Nas EAEC pAA+ 75,3% (61/81) das amostras foram formadoras de pelicula, e nas EAEC
pAA-, 69,4% (75/108) (Tabela 8).

Figura 7 — Resultado do ensaio de formacao de pelicula: (A) negativo(0), (B) uma cruz (1+), (C) duas
cruzes (2+) e (D) trés cruzes (3+)

Tabela 8 — Resultados do ensaio de formacdo de pelicula (score) nas amostras de EAEC pAA+ e
PAA- isoladas de criangas sintomadticas e assintomaticas.

PAA+ PAA- Total
Scorede  \_gq N=108 N=189
pelicula n (%) n (%) n (%)
Negativo 20 (24,7) 33 (30,6) 53 (28,0)
1+ 27 (33,3) 38 (35.2) 65 (34.4)
2+ 23 (28.4) 29 (26,9) 52 (27,5)
3+ 11 (13.,6) 8 (7.4) 19 (10,1)

Os genes aggR, aap, e iucA foram significantemente associados as amostras pAA+
formadoras de pelicula (p<0,05) enquanto no grupo pAA- somente o gene aggR foi associado

a formacao de pelicula (p<0,05) (Tabela 9).
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Tabela 9 — Distribuicdo dos genes de viruléncia entre amostras de EAEC pAA+ e pAA- formadoras e
nao formadoras de pelicula na interface ar-liquido.

pAA+ pAA-

Genes de Pelicula Pelicula Pelicula Pelicula
Viruléncia Positiva Negativa p Positiva Negativa p

N=61 N=20 N=75 N=33

n (%) n (%) n (%) n (%)
aggA 1 (1,6 0 (0) >0,05 0 (0) 0 (0) ND
aafA 1 (1,6) 0 (0) >0,05 0 (0) 0 (0) ND
agg-3A 2 (3,3) 0 (0) >0,05 1 (1,3) 0 (0) >0,05
aggR 27 (44,3) 0 (0 0,0001 4 (5,3) 0 (0) 0,0001
aap 25 (41) 0 (0) 0,0002 5 (6,7) 1 (3) >0,05
shf 21 (34,4) 3 (15) >0,05 12 (16) 7 (21,2) >0,05
irp2 35 (57.4) 13 (65) >0,05 25 (33.,3) 17 (51,5) >0,05
yafK 53 (86,9) 17 (85) >0,05 63 (84) 32 (97) >0,05
iucA 33 (54,1) 5 (25) 0,0376 27 (36) 8 (24,2) >0,05
chuA 7 (11,5) L (5 >0,05 17 (22,7) 6 (18,2) >0,05
agn43 28 (45,9) 12 (60) >0,05 23 (30,70 11 (33,3) >0,05
papC 1 (1,6) 0 (0) >0,05 3 (4) 1 (3) >0,05
sfa 0 (0) 0 (0) ND 0 (0) 0 (0) ND
fis 61 (100) 20 (100) ND 74 (98,7) 33 (100)  >0,05

ND: Nio determinado

5.2.3. Analise entre amostras de EAEC formadoras e nao formadoras de biofilme e de

pelicula

Nas amostras formadoras de biofilme 34,6% (47/136) foram formadoras de pelicula e 25,6%

(11/43) ndo formaram pelicula (p<0,05). Entre as amostras de EAEC forte formadoras de

biofilme 40% apresentou o score de 3+ no ensaio de formacgdo de pelicula, enquanto somente

7% e 7,6% das fracas formadoras e ndo formadoras respectivamente apresentou esse score

(3+) (Tabela 10). Foram negativas para a formacao de pelicula 32,1% das nao formadoras de

biofilme e 25,6% das facas formadoras de biofilme, entretanto nenhuma amostra forte

formadora de biofilme foi negativa para formacao de pelicula.
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Tabela 10 — Resultados do ensaio de formagdo de pelicula (score) nas amostras de EAEC ndo
formadoras, fraca formadoras e forte formadoras de biofilme.

Score Nao formadora  Fraca formadora Forte formadora
pelicula n=131 n=43 n=15

n (%) n (%) n (%)
Negativo 42 (32,1) 11 (25,6) 0 (0)
1+ 47 (35,9) 16 (37,2) 2 (13,3)
2+ 32 (24,9) 13 (30,2) 7 (46,7)
3+ 10 (7,6) 3 (7,0) 6 (40,0)

5.3. Caracterizacao genotipica e fenotipica de viruléncia das amostras de E. coli

apresentando o padrao CLA

5.3.1. Presenca de sequéncias genéticas associadas a viruléncia de EAEC

Os resultados da pesquisa dos genes de viruléncia nas amostras de E. coli apresentando o

padrao CLA estdo apresentados na Tabela 11. Dentre os 20 genes pesquisados, fis (100%), pet

(92,3%), iucA e yafK (76,9%) foram os mais frequentes. Nenhum destes genes foi detectado

em frequéncia significativamente maior em amostras de E. coli com padrao CLA de criangas

sintomadticas do que nas assintomaticas.

De modo geral, a presenca de pelo menos um gene foi observada em todas as amostras € nas

trés isoladas de criancas sintomadticas, somente a combinacao fis, yafK, pet, agn43 e iucA foi

observada (Tabela 12).
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Tabela 11 — Presenga dos genes pesquisados nas amostras de E. coli com padrio CLA isoladas de
criangas sintomdticas e assintomaticas residentes em comunidades quilombolas e da periferia do norte
do Espirito Santo.

Sintomatica Assintomatica Total

n (%) n (%) n (%)
aggA 0 (0) 0 (0) 0 (0)
aafA 0 (0) 0 (0 0 (0
agg-3A 0 (0) 0 (0) 0 (0)
aggR 0 (0) 0 (0) 0 (0)
aap 0 (0 0 (0) 0 (0)
astA 0 (0 0 (0 0 (0
pet 3 (100) 9 (90) 12 (92,3)
setlA 0 (0 0 (0 0 (0
shf 0 (0) 1 (10) 1 (71.7)
hiyA 0 (0) 2 (20) 2 (154)
irp2 0 (0 3 (30) 3 (23,1
yafK 3 (100) 7 (70) 10 (76,9)
iucA 3 (100) 7 (70) 10 (76,9)
chuA 0 (0) 1 (10) 1 (7,7
sen 0 (0) 0 (0) 0 (0)
agn43 3 (100) 6 (60) 9 (69,2)
papC 0 (0) 0 (0) 0 (0)
sfa 0 (0) 0 (0) 0 (0)
sat 0 (0 0 (0 0 (0
Jfis 3 (100) 10 (100) 13 (100)

Tabela 12 — Perfil genético das amostras de E. coli apresentando o padrdo CLA isoladas de criangas
sintomdticas e assintomadtica residentes em comunidades quilombolas e da periferia do norte do
Espirito Santo.

Sintomatica Assintomatica Total
Combinacoes de genes N=3 N=10 N=13
n (%) n (%) n (%)

fis pet iucA 0 (0 1 (10) 1 (7,7

fis pet agn43 iucA 0 (0 1 (10) 1 (7,7

fis yafK pet irp2 iucA 0 0 1 (10) 1 (7,7)

fis yafK pet agn43 iucA chuA

0 O 1 (10) 1 (7,7)

shf fis yafK pet agn43 iucA 0 0 1 (10) 1 (7.7
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5.3.2. Analise da formacao de biofilme e pelicula

Nenhuma das 13 amostras de E. coli com o padrdo CLA foi capaz de formar biofilme. A
distribuicdo das DO das amostras CLA estdo apresentados no Gréfico 4. Todas estas amostras
(CLA+) formaram a pelicula, sendo que 69,3% das amostras tiveram um score de 2+ e 3+

(Tabela 13).
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Grafico 4 — Representacdo das médias das densidades Gpticas em comprimento de onda de 490nm e
570 nm dos corantes safranina e cristal violeta, respectivamente, correspondente aos ensaios de
formacdo de biofilme do controle positivo (EAEC 042), controles negativos (HB101 e DH50) e das
amostras de E. coli com o padrao CLA.

Tabela 13 —Resultados do ensaio de formacao de pelicula (score) nas amostras de E. coli com padrao
CLA isoladas de criangas sintomaticas e assintomaticas.

E. coli padrao CLA

pioata N13
n (%)

I+ 4 (30,8)

2+ 6 (46.2)

3+ 3 (23,1)
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6. DISCUSSAO

A EAEC ¢é um patégeno emergente em diarreia em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, tanto em criangas quanto em adultos (Fang et al., 1995; Wanke et al., 1998;
Adachi et al, 2001; Harada et al., 2007; Araujo et al., 2007). Enquanto diversos estudos
epidemioldgicos demonstram a associacdo da EAEC com a diarreia, outros relatam esse
patotipo ndo correlacionado a diarreia, apesar de ser um dos enteropatégenos mais isolados,
(Adachi et al, 2001; Scaletsky et al. 2002; Gassama-Sow et al., 2004; Nataro et al, 2006;
Vernacchio et al., 2006; Spano et al. 2008; Moreno et al, 2010).

Os aspectos genotipicos e fenotipicos de viruléncia mostram que a EAEC € um patotipo
caracteristicamente heterogéneo, sem um marcador comum a todas elas e que dificulta a
compreensdo da sua patogénese (Czeczulin et al., 1999; Okeke et al., 2000; Vila et al., 2000;
Huang et al., 2007; Mendez-Arancibia et al., 2008; Moreno et al., 2010; Boisen et al., 2012).

O presente estudo caracterizou amostras de EAEC e de E. coli com padrao CLA, isoladas de
criancas com e sem diarreia, de um estudo caso-controle realizado previamente em uma
populacdo que vive em precdrias condi¢des higi€nico-sanitdrias. Nesse estudo, a EAEC foi o
patégeno mais prevalente, embora nio associada a diarreia (p>0,05) (Diego M. Lozer, dados
nao publicados). Foram entdo pesquisadas nessas amostras a distribuicdo de 20 genes
relacionados a fatores de viruléncia, tanto cromossdmicos quanto plasmidiais, e a capacidade

de formacao de biofilme em superficie abidtica e de pelicula na interface ar-liquido.

6.1. Genes de viruléncia em amostras de EAEC

Os 20 genes pesquisados neste estudo serdo discutidos individualmente e entre as EAEC

positivas e negativas para pAA, tipica e atipica e em amostras de E. coli com padrao CLA.

O processo de aderéncia inicial a mucosa intestinal e/ou camada de muco requer estruturas
fimbriais de aderéncia agregativa (AAF) ou outras adesinas (Huang et al., 2006). No presente
estudo foi pesquisado os genes aggA, aafA e agg-3A que codificam as subunidades fimbriais
AAF/I, AAF/II, e AAF/IIL. A frequéncia de qualquer um desses genes nas amostras foi
baixissima (2,7%) (aggA 0,5%, aafA 0,5%, agg-3A 1,6%) e nenhum deles foi significante em
amostras de criangas sintomaticas (p>0,05). Em conformidade com este estudo, taxas também
baixissimas foram descritas para o gene aggA, no Brasil e em outros paises (0%-9,1%)

(Gioppo et al., 2000; Kahali et al., 2004; Sarantuya et al., 2004; Mendez-Arancibia et al.,
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2008; Tokuda et al., 2010). Entretanto, Elias et al. (2002) descreveram este gene em 11,7%
em isolados de 128 criangas com até quatro anos de idade, com e sem diarreia. Semelhante ao
encontrado para o gene aafA, baixissima frequéncia foi descrita por outros pesquisadores do
Brasil (2,3% a 9%) bem como de outros paises (1,7%-11%) (Gioppo et al., 2000; Vila et al.,
2000; Elias et al., 2002; Jiang et al., 2002; Kahali et al., 2004;Sarantuya et al., 2004; Zamboni
et al., 2004; Araujo et al., 2007; Huang et al., 2007; Mendez-Arancibia et al., 2008; Regua-
Mangia et al., 2009; Boisen et al., 2012). Poucos estudos pesquisaram o gene agg-3A, e estes
o descreveram também em frequéncia baixissima (1%-9,6%) em amostras de diferentes
localidades do mundo (Sarantuya et al., 2004; Huang et al., 2007; Tokuda et al., 2010; Boisen

et al., 2012), em conformidade com o achado do presente estudo.

Estes mesmos genes foram encontrados em frequéncia maior em diversos outros estudos. Para
o gene aggA (AAF/]) as taxas variaram de 26 a 63% em outros paises € em amostras de
criancas do Rio de Janeiro (42%) (Czeczulin et al., 1999; Okeke et al., 2000; Jiang et al.,
2002; Huang et al., 2007; Regua-Mangia et al., 2009; Boisen et al., 2012). Para o gene aafA
(AAF/I), as taxas foram de 15 a 54% (Czeczulin et al., 1999; Okeke et al., 2000; Bouzari et
al., 2001; Tokuda et al., 2010). No Brasil, nenhum estudo descreveu taxas superiores a 9%
para aafA (AAF/II) (Gioppo et al., 2000; Elias et al., 2002; Zamboni et al., 2004; Araujo et
al., 2007; Regua-Mangia et al., 2009). Para o gene agg-3A (AAF/III), somente dois estudos
descreveram taxas maiores, que foram de 14% em amostras de pacientes hospitalizados na

India e de 28% em criangas brasileiras (Kahali et al., 2004; Zamboni et al., 2004).

Alguns estudos, além de pesquisarem os genes das mesmas subunidades fimbriais
pesquisadas em nosso estudo, pesquisaram também os genes responsaveis pela sintese dos
respectivos ushers (aggC, aafC e agg3C) e observaram uma positividade maior dos ushers,
sugerindo que esses genes acessorios sdo mais conservados e que hd variagdes notdveis na
sequéncia dos genes estruturais (Rich et al., 1999; Gioppo et al., 2000; Kahali et al., 2004;
Bhardwaj et al., 2006; Boisen et al., 2012). Esses dados sugerem que as taxas encontradas no
presente estudo referentes aos genes que codificam as subunidades fimbriais poderiam ser
maiores do que as efetivamente encontradas se os respectivos ushers tivessem sido

pesquisados.

No presente estudo, os genes que codificam as subunidades fimbriais das AAFs foram
detectadas tanto em EAEC de criangas sintomdticas como assintomdticas, ndao sendo
associadas a doenga diarreica na populacdo estudada. Okeke et al. (2000) e Jenkins et al.

(2007) evidenciaram amostras de EAEC com gene da AAF/II associados ao grupo com
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diarreia e AAF/I a controle sauddvel, corroborando estudo com voluntdrios, no qual o
protétipo EAEC17-2 (AAF/1+) ndo causou diarreia e a EAEC 042 (AAF/I1+) causou (Nataro
et al., 1995a).

Outros genes de adesinas foram investigados nas amostras de EAEC deste estudo, como papC
e sfa que sdo descritas em UPEC. O gene papC, responsdvel pela polimerizacdo das
subunidades fimbriais da adesina tipo P, foi detectado em baixissima frequéncia (2,6%)
semelhante a obtida com isolados de criangas de Brasilia (4,8%) (Piva et al., 2003), mas bem
inferiores aos obtidos com criancas menores de quatro anos de Sao Paulo (18,2%) (Suzart et
al., 2001). Okeke et al. (2000b) mostraram que amostras de E. coli que hibridizaram com o
gene pap possuiam um padrdo de aderéncia difuso ou agregativo muito fraco, mas nado
mostrou a frequéncia em EAEC. No presente estudo, as amostras positivas para papC

apresentaram padrao de aderéncia mais fraco também.

O gene sfa, que codifica a fimbria S, ndo foi evidenciado em nossas amostras, sugerindo que a
fimbria codificada por esse gene ndo € comum em EAEC e ndo seria importante, portanto, na
adesdo dessas amostras. O estudo de Piva et al. (2003), realizado em Brasilia, ndo detectou

esse gene em amostras de EAEC de criangas, mas somente de adultos com diarreia (p<0,05).

Portanto, estes resultados sugerem que outras adesinas ndo pesquisadas como hda (AAF/1V),
ou até mesmo desconhecidas, podem estar envolvidas na etapa inicial da patogénese da

EAEC.

O gene agn43 que codifica a proteina Ag43 foi encontrado em uma frequéncia total de 39,2%
e foi o unico, independente da presenca de outros fatores, estatisticamente associado as
amostras de criangas com diarreia (p<0,05). Taxas semelhantes (33,7%) foram descritas por
Mendez-Arancibia et al. (2008) em amostras de EAEC de criancas menores de cinco anos
com diarreia da Tanzania. De nosso conhecimento, nenhum estudo realizado no Brasil

pesquisou este gene em amostras de EAEC.

Ainda ndo estd elucidado como a proteina do gene agn43 participaria na patogénese da
EAEC. Porém, foi sugerida a participacdo da proteina Ag43 de E. coli em estagios tardios de
infeccdo e em desenvolvimento de biofilme intracelular por UPEC em células epiteliais da
bexiga (Restieri et al., 2007; Ulett et al., 2007; Luna et al., 2008; Goller & Seed, 2010). A
participacdo na formagdo de biofilme, assim como na agregacdo célula-célula, também foi
demonstrada para os alelos descritos do gene agn43 do protétipo EAEC 042 (Chaudhuri et al.,

2010). Conforme Hasman et al. (1999), a atividade de autoagregacdo talvez possa conferir
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sobrevivéncia aumentada em diversos ambientes, o que poderia favorecer a diarreia
persistente. Portanto, os achados do presente estudo e os demais relatos, sugerem que o gene

agn43 poderia desempenhar um papel na patogénese da infeccao por EAEC.

O gene aap, que codifica a dispersina, foi detectado em uma frequéncia classificada como
baixa no presente estudo, totalizando 16,4% das amostras de EAEC, taxa semelhante a
descrita em estudo caso-controle no Brasil com criangas menores de dois anos (12%)
(Zamboni et al., 2004). Esta frequéncia se encontra dentro de taxas (8,4% a 32,6%) descritas
em estudos com viajantes para paises em desenvolvimento (México, Jamaica e India), em
individuos com e sem diarreia da Nigéria e Mongolia (até 16 anos de idade) ou em criangas (<
Sanos) com diarreia da Tanzania (Okeke et al., 2000; Jiang et al., 2002; Huang et al., 2003;
Sarantuya et al., 2004; Huang et al., 2007; Mendez-Arancibia et al.,2008). Porém, outros
estudos realizados no Brasil detectaram frequéncias bem superiores as encontradas no
presente estudo, variando de 58% a 93%, assim como de outras partes do mundo, que
variaram de 60% a 100% (Czeczulin et al., 1999; Suzart et al., 2001; Elias et al., 2002; Kahali
et al., 2004; Jenkins et al., 2007; Boisen et al., 2008, 2012; Regua-Mangia et al., 2009;
Moreno et al. 2010; Tokuda et al., 2010; Aslani et al., 2011). Apesar de ser um gene
relacionado a viruléncia da EAEC por conferir um fenétipo antiagregacao que possibilita a
sua dispersao na mucosa (Czeczulin et al., 1999; Sheikh et al., 2002), os resultados obtidos no
presente estudo e a maior parte daqueles publicados (previamente citados) ndo encontraram
diferenca significante entre os isolados de individuos com e sem diarreia (p>0,05), sugerindo
que ndo participaria, pelo menos sozinho, na viruléncia. Porém, os estudos realizados no
Brasil por Zamboni et al. (2004), com criancas de SC, RN, GO e MA, e por Huang et al.
(2007) com viajantes para México, Guatemala e India mostraram associa¢io do gene aap com

amostras de quadro diarreico.

Considerando os genes envolvidos com a producdo de toxinas (pet, astA, setlA, sen, sat e
hlyA), o mais frequente dentre estes nas amostras de EAEC foi o pet (41,3%), que esta
presente no plasmidio pAA. Este gene codifica uma proteina que cliva e degrada a fodrina o
(espectrina ndo eritréide), levando a destrui¢do do citoesqueleto e consequente exfoliacdo
celular (Canizalez-Roman & Navarro-Garcia, 2003). Apesar desse mecanismo descrito e de
ter sido encontrado em alta frequéncia nas amostras estudadas, nido foi estatisticamente
significante entre os isolados de criancas com diarreia (p>0,05). Frequéncia similar (38%) foi
descrita em criangas do sul (Santa Catarina), nordeste (Rio Grande do Norte e Maranhao) e

centro-oeste (Goids) do Brasil e também em viajantes para paises em desenvolvimento, de
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pacientes hospitalizados e de criancas (31%-46%) (Okeke et al., 2000; Kahali et al., 2004;
Zamboni et al., 2004; Moon et al., 2005; Mohamed et al., 2007; Huang et al., 2007). Estas
taxas foram significativamente maiores do que as encontradas em amostras de EAEC isoladas
tanto de diversas regides do Brasil (5,1%-14,1%) quanto de outras partes do mundo (<16%)
(Gioppo et al., 2000; Vila et al., 2000; Elias et al., 2002; Sarantuya et al., 2004; Piva et al.,
2003; Araujo et al., 2007; Jenkins et al., 2007; Boisen et al., 2008, 2009, 2012; Mendez-
Arancibia et al., 2008; Regua-Mangia et al., 2009; Moreno et al., 2010; Tokuda et al., 2010).

Como o presente estudo, outros pesquisadores nao encontraram correlacdo de pet com
amostras de criancas com diarreia do Brasil e também de paises da Africa, Asia, América
Central e Europa (Okeke et al., 2000; Elias et al., 2002; Sarantuya et al., 2004; Zamboni et al.,
2004; Jenkins et al., 2007;Mohamed et al., 2007; Huang et al., 2007; Regua-Mangia et
al.,2009; Boisen et al., 2012), o que sugere que a proteina codificada por esse gene nao possui
papel na enteropatogenicidade, pelo menos isoladamente, nas amostras de EAEC, conforme

também previamente sugerido por Regua-Mangia et al. (2009).

A presenga do gene pet € descrito em associacdo com a presenca do gene de AAF/II por
alguns pesquisadores (Czeczulin et al., 1999; Jenkins et al., 2007; Boisen et al., 2009). No
presente estudo, esta andlise ndo pode ser realizada pois somente uma amostra foi aafA+
(AAF/), mas neste caso, ela foi pet+ (dado ndo mostrado), possivelmente por serem

carreados no mesmo plasmidio.

O gene da toxina EAST1 (astA) foi o segundo em frequéncia dos genes produtores de toxina
pesquisados, detectado em 23,3% das amostras de EAEC. Diversos estudos tem descrito astA
em amostras de EAEC com frequéncias diversas, variando de 22% a 74% entre diferentes
populacdes no mundo (Rich et al., 1999; Gioppo et al., 2000; Okeke et al., 2000; Vila et al.,
2000; Bouzari et al., 2001; Suzart et al., 2001; Elias et al., 2002; Piva et al., 2003; Kahali et
al., 2004; Sarantuya et al., 2004; Zamboni et al., 2004; Araujo et al., 2007; Huang et al., 2007;
Jenkins et al., 2007; Boisen et al., 2008, 2012; Mendez-Arancibia et al.,2008; Regua-Mangia
et al., 2009; Moreno et al. 2010; Tokuda et al., 2010; Aslani et al., 2011). No Brasil, estudos
relatam frequéncia compativel com a encontrada na populacao deste estudo, variando de 27%
a 35% (Zamboni et al., 2004; Araujo et al., 2007; Regua-Mangia et al., 2009), enquanto
outros, descrevem frequéncia maiores, de 44% a 73% (Gioppo et al., 2000; Suzart et al., 2001;

Elias et al., 2002; Piva et al., 2003; Moreno et al. 2010).

A presenca do gene astA foi mais frequente nas amostras das criangas sintomaticas, embora

ndo estatisticamente associado a esse grupo, como também demonstrado por outros
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pesquisadores (Okeke et al., 2000; Sarantuya et al., 2004). Estes resultados sugerem que a
toxina EASTI ndo teria participagdo na patogénese dessas amostras, pelo menos
isoladamente. Savarino et al. (1991) e Vila et al. (2000) sugeriram que a producdo da toxina
por EAEC seria insuficiente para causar diarreia a menos que estivesse presente outro fator de
viruléncia. Outros estudos, inclusive realizados no Brasil, mostraram frequéncia até maior
desse gene no grupo de assintomdticos (Vila et al., 2000; Elias et al.,2002; Regua-Mangia et
al., 2009). Porém, Huang et al. (2007), em estudo sobre etiologia da diarreia de viajantes
adultos de paises desenvolvidos para India, Guatemala e México, associaram estatisticamente

a diarreia as amostras de EAEC com o gene astA.

Cabe ressaltar que o gene astA ndo € restrito a EAEC, sendo descrito em outros patotipos de
DEC e também em E. coli comensais (Savarino et al., 1996; Vila et al., 2000; Sarantuya et al.,
2004). Sarantuya et al. (2004) mostraram astA em amostras de ETEC e DAEC além de EAEC
na Mongdlia, associado a diarreia, o que sugere que essa toxina possa desempenhar papel na

patogénese destes patotipos naquela regido.

O gene setlA, que codifica a toxina ShET1 (Shigella flexneri 1), foi encontrado neste estudo
em uma frequéncia baixa, de 14,8%, similar entre amostras de criancas com (16,7%) e sem
(14,1%) diarreia. Outros estudos realizados no Brasil também ndo encontraram associacdo de
setlA com isolados de individuos com diarreia e revelaram frequéncia também baixa desse
gene, de 17% (Zamboni et al., 2004), ou até mesmo, de moderada a alta (32%-78%) (Suzart et
al., 2001; Elias et al.,2002; Araujo et al., 2007; Moreno et al., 2010). Frequéncias variadas
desse gene foram também descritas em estudos de outras partes do mundo (Czeczulin et al.,
1999; Okeke et al., 2000; Kahali et al., 2004; Sarantuya et al., 2004; Moon et al., 2005;
Jenkins et al., 2007; Huang et al., 2007; Boisen et al., 2008, 2009, 2012; Mendez-Arancibia et
al., 2008). Embora a maioria desses estudos, assim como 0O nosso, nio evidenciassem
amostras com gene set/A associadas a diarreia, Huang et al. (2007) detectaram set/A

individualmente mais frequente entre amostras de EAEC do grupo com diarreia (p<0,05).

De acordo com Vila et al. (2000), a presenca do gene para a toxina ShET1/Pic ndo indica
necessariamente a sua expressdo, pois esse gene pode desenvolver mutacdes que abolem a
expressdo de um fator ou outro, por isso, a detec¢do da producdo da toxina poderia ser

importante para mostrar associagdo com o grupo de diarreia.

O gene sen, que codifica a enterotoxina (ShET2), foi encontrado em somente uma amostra de
crianca com diarreia, evidenciando em raras amostras de EAEC, a presenga deste gene

descrito em Shigella. Esse gene também foi previamente descrito em frequéncia baixissima
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(3,7%) em amostras de EAEC de espanhois com diarreia, que haviam viajado para paises em
desenvolvimento (Vila et al., 2000). Alguns pesquisadores tem sugerido que sen possui
multiplos papeis na viruléncia, e entre eles, o aumento de liberacdo de ions, levando a diarreia
aquosa (Nataroet al. 1995b; Vila et al., 2000). De nosso conhecimento, somente estes estudos
investigaram a presenca desse gene de Shigella em amostras de EAEC e os dados obtidos no
presente estudo, mostram que sdo raras as amostras sen+, pelo menos do norte do Espirito

Santo.

Responsdvel pela sintese de uma toxina que € autotransportada, o gene sat foi detectado em
13,2% (25/189) das amostras. Taxa bem maior desse gene (55%) foi encontrada em EAEC de
criancas do nordeste do Brasil (Moreno et al., 2010), assim como em amostras de outras
regides do mundo, nas quais detectaram frequéncias variando de aproximadamente 20% a até
75% (Guyer et at., 2000; Mendez-Arancibia et al., 2008; Boisen et al., 2009, 2012). Apesar de
ser um fator de viruléncia em potencial, visto que codifica uma toxina citopdtica que leva a
uma forte resposta com anticorpos em infec¢do do trato urindrio em camundongo, ndo foi
observada associacdo com os isolados de diarreia em nosso estudo e nem por outros

pesquisadores (Guyer et al., 2000; Moreno et al., 2010; Boisen et al., 2012).

A hemolisina o, codificada pelo gene hlyA, foi descrita como a provével responsédvel pelo
efeito de destacamento de célula HEp-2 (cytodetaching) por isolados de E. coli de fezes e
inclusive pelo patotipo EAEC e seu protétipo EAEC17-2 (Gomes et al., 1995; Marques et al.,
1995; Nataro et al., 1995a). No presente estudo, o gene hlyA foi encontrado em baixissima
frequéncia (4,2%) e nao significante entre os isolados de diarreia. A nao associagdo com
isolados de diarreia também foi observada por Regua-Mangia et al. (2009) que detectaram o
gene hlyA em aproximadamente 20% dos isolados de criangas com e sem diarreia do Rio de
Janeiro. Por outro lado, Okeke et al. (2000) e Piva et al. (2003) detectaram o gene da
hemolisina o somente em amostras de EAEC de criangas com diarreia da Nigéria e do Brasil,

respectivamente.

Taxas baixissimas ou baixas para o gene hlyA foram também descritas por outros
pesquisadores em estudos realizados no Brasil, de 6,3% a 18% (Gomes et al., 1995; Suzart et
al., 2001; Piva et al., 2003; Zamboni et al., 2004) e na Nigéria, com frequéncia de 1,5%
(Okeke et al., 2000).

Considerando nossos resultados e os de outros estudos (Gomes et al., 1995; Zamboni et al.,
2004; Regua-Mangia et al., 2009), a toxina codificada pelo gene hlyA ndo deve, pelo menos

considerada isoladamente, desempenhar papel téxico na entoropatogenicidade da EAEC.
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A capacidade de sequestrar ferro pode ser essencial para crescimento de patdgenos, inclusive
daqueles que aderem a mucosa intestinal. A EAEC possui sistemas especializados de
aquisicdo de ferro, como os codificados pelos genes irp2, iucA e chuA, sendo capazes de
utilizar heme ou hemoglobina como tnica fonte de ferro e produzir sider6foros comparavel a

Shigella spp., EHEC e UPEC (Okeke et al., 2004).

Dos genes relacionados a captacdo de ferro e pesquisados no presente estudo, o irp2 foi o
detectado em maior frequéncia (47,6%) nas amostras de EAEC, frequéncia esta um pouco
inferior a de outros estudos no Brasil, descritos em 54% e 60,2% de amostras de diversas
regides (Elias et al., 2002; Zamboni et al., 2004). Trata-se de um gene comumente detectado
em alta frequéncia, variando de 47,1% a até 94%, em isolados de individuos de diversas
partes do mundo (Czeczulin et al., 1999; Kahali et al., 2004; Huang et al., 2007; Jenkins et al.,
2007; Mohamed et al., 2007; Tokuda et al.,2010). Assim como o presente estudo que nao
encontrou associacdo do gene irp2 com amostras de criancas com diarreia, outros estudos que
fizeram esta andlise também nao encontraram (Elias et al., 2002; Zamboni et al., 2004; Huang
et al., 2007; Mohamed et al., 2007). Portanto, embora o gene irp2 possa contribuir para a
viruléncia do isolado por sintetizar um sider6foro (Schubert et al., 1998; Czeczulin et al.,

1999), em nosso estudo irp2 parece ndo ser responsavel pela patogenicidade da EAEC.

A frequéncia do gene iucA, que codifica a aerobactina, e de chuA, que codifica um receptor
heme para aquisicdo de ferro, foi de 38,6% e 16,4%, respectivamente. Ambos os genes
estavam presentes em taxas inferiores a de outros estudos realizados com amostras também do
Brasil, que mostraram frequéncias de 67% a 75% para iucA e de 33,6% para chuA (Piva et al.,

2003; Okeke et al., 2004; Regua-Mangia, et al.,2009).

Multiplos sistemas de utilizagdo de ferro coletivamente conferem um avango competitivo
sobre as amostras de E. coli que s@o negativas para esses fatores (Okeke et al., 2004). Assim
como em outros estudos, os nossos indicam que muitas EAEC carreiam genes para varios
sistemas de utilizacdo de ferro e isso pode ter papel importante na viruléncia. Dessa forma,
segundo Okeke et al. (2004), seria necessario adequar o atual modelo de patogénese da
EAEC. Porém, no presente estudo nenhum gene de sistema de aquisicdo de ferro (irp2, iucA
ou chuA), sozinho ou em combinagao entre eles (dados nao mostrados), foram associados aos
isolados de criangas com diarreia. Resultados semelhantes foram descritos em outros isolados
de criancas do Brasil (Okeke et al., 2004; Regua-Mangia et al., 2009). Entretanto, a
combinacdo iucA e chuA ja foi mostrada ser mais comum em criancas nigerianas com diarreia

(p<0,03) (Okeke et al. 2004). Piva et al. (2003), também do Brasil, detectaram frequéncias
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superiores a 79% do gene da aerobactina em isolados de criancas e adultos com diarreia e nao

detectou em isolados de crianca sem diarreia.

Os genes fis e yafK foram os genes encontrados em altissima frequéncia nas amostras de
EAEC analisadas e apresentaram uma distribui¢do homogénea nos grupos propostos. Ambos
os genes foram descritos como importantes na formacgdo de biofilme do protétipo EAEC 042
por mediarem a expressdo da AAF/II (Sheikh et al., 2001). Como no presente estudo a
frequéncia da subunidade fimbrial da AAF/II foi extremamente baixa (0,5%) e do gene fis foi
alta, ndo é possivel fazer qualquer correlagdo desse gene com a formacgdo de biofilme nas

amostras.

A frequéncia do gene shf detectada nas EAEC foi classificada como moderada (22,8%) e ndo
foi associada com diarreia. Esses dados estdo em conformidade com os descritos
anteriormente em criancas no Brasil e em adultos viajantes para paises em desenvolvimento
(25%-31,3%) e sem associacao com quadro diarreico (Elias et al.,2002; Huang et al., 2007;
Regua-Mangia et al., 2009). Outros estudos detectaram o gene shf em mais de 35% de suas
amostras, mas também nao associados a diarreia, incluindo trabalhos com criangas no Brasil
(Suzart et al., 2001; Czeczulin et al., 1999; Kahali et al., 2004 ; Zamboni et al., 2004; Jenkins
et al., 2007; Vasconcellos, 2009). O gene shf codifica uma proteina de fun¢@o ndo conhecida
que apresenta homologia com a proteina IcaB do S. epidermidis, implicada na adesdo
intercelular (Heilmann et al., 1996) e parece estar associado a formagdo de biofilme também

em EAEC (Nataro et al., 1998; Fujiyama et al., 2008; Vasconcellos, 2009).

O gene aggR, por ter sido utilizado para a classificacdo dos grupos EAEC tipica e atipica sera

abordado separadamente.

6.2. Caracterizacio genotipica das EAEC tipica e atipica

O gene aggR foi sugerido ser um marcador de EAEC verdadeiramente virulenta, propondo-se
a classificacdo da EAEC como tipica e atipica de acordo com a presenca ou auséncia do
ativador transcripcional (ou regulon) AggR, respectivamente (Jiang et al., 2002; Kaper et al.,

2004; Sarantuya et al., 2004).

No presente estudo, baseando-se na presenca do regulador transcripcional AggR, somente
16,4% (31/189) das amostras de EAEC foram classificados como “tipica”. As frequéncias
mais baixas de EAEC tipicas j4 descritas variaram de 27 a 32% em EAEC de pacientes com

HIV e de viajantes para paises em desenvolvimento (Bernier et al., 2002; Huang et al., 2003,
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2007). Em amostras de outras regides do Brasil, as taxas descritas para EAEC tipica foram
sempre superiores, variando de 41%-84%, o que mostra a peculiaridade das amostras do norte
do Espirito Santo (Suzart et al., 2001; Elias et al.,2002; Zamboni et al., 2004; Vasconcellos,
2009; Moreno et al. 2010). Da mesma forma para as amostras de outros paises, como Nigéria,
India, Mongélia, Mali, Reino Unido, Tanzania e Japdo, que descreveram frequéncia variando
de 41% a 100% (Czeczulin et al., 1999; Okeke et al., 2000; Jiang et al., 2002; Kahali et al.,
2004; Sarantuya et al., 2004; Bhardwai et al., 2006 Jenkins et al., 2007; Mendez-Arancibia et
al.,2008; Tokuda et al., 2010; Aslani et al., 2011; Boisen et al.,2012). Outros estudos que
encontraram 100% de positividade para o gene aggR, analisaram amostras de EAEC que
foram identificadas por hibridizacdo ou por PCR para a regiado CVD432 e ndo por aderéncia
em cultura de células, o que pode justificar a taxa encontrada (Moon et al., 2005; Araujo et

al., 2007; Boisen et al., 2008).

As EAEC tipicas estdo igualmente distribuidas entre criancas com e sem diarreia. Estes
achados corroboram os estudos realizados com amostras de criancas do Brasil e de Mali
(Zamboni et al., 2004; Regua-Mangia et al., 2009; Moreno et al. 2010; Boisen et al., 2012),
mas contrastam com os resultados obtidos com amostras de criangas da Mongdlia e de

viajantes para paises em desenvolvimento (Sarantuya et al., 2004; Huang et al., 2007).

Dentre os genes que foram encontrados significantemente associados a EAEC tipica estdo os
genes plasmidiais aap, astA, pet e shf e os genes cromossOmicos agn43, iucA, irp2, sat e
setlA. A relacdo entre a presenca do gene aggR, usada na classificagdo de EAEC tipica, com
outros genes plasmidiais € esperada e ja foi demonstrada anteriormente (Boisen et al., 2008;
Tokuda et al., 2010). A deteccdao de genes que estdo localizados separadamente no mapa de
restricdo do plasmidio pAA?2 evidencia que existem varias EAEC com plasmidio conservado
conforme relatado por Czeczulin et al. (1999). A presenca de genes cromossOmicos mais
frequentes em EAEC tipica (p<0,05) sugere que esses genes com aggR formam combinagdes
estdveis ou que talvez sejam regulados por este, ja que se sabe que ele também regula genes

cromossomicos (Dudley et al., 2006a; Harrington et al., 2006).

Tokuda et al. (2010), assim como nosso estudo, encontraram o gene irp2 em uma prevaléncia
significativamente maior em EAEC tipica do que na atipica. O gene shf, por sua vez, também
significante nas amostras de EAEC tipica do presente estudo, foi detectado em frequéncia

similar em EAEC tipica e atipica por Vasconcellos (2009).

Além dos genes estatisticamente associados as amostras de EAEC tipica, a frequéncia de

todos os demais genes pesquisados (exceto yafK) foi maior entre as EAEC tipica do que nas
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EAEC atipicas, sugerindo que as tipicas sejam dotadas de caracteristicas mais virulentas.
Embora os genes previamente descritos fossem mais frequentes nas EAEC tipicas, nenhum

deles foi relacionado aos isolados de criancas com diarreia.

Apesar de diversos estudos ndo associarem a EAEC atipica com diarreia, ela ja foi relatada
como patdégeno entérico em surtos alimentares (Cobeljic et al., 1996; Itoh et al., 1997).
Destaca-se que, apesar da EAEC atipica ndo ter sido associada a diarreia no presente estudo,
quando foram analisados os diversos genes, verificou-se que a presenga de qualquer um dos
genes aap e agn43, isoladamente ou em combinagdo, conferia um papel patogénico a EAEC
atipica, constituindo assim subpopulacdes que foram associadas a diarreia no presente estudo
(p=0,0047, %*=8,01). Considerando que estes mesmos genes, quando presentes na EAEC
tipica ndo foram associados a criancas com diarreia € que com isso trata-se entdo de um fator
de viruléncia improvével, pelo menos isoladamente, demonstra que, at¢ o momento, nao
dispomos de informagdes suficientes para que a patogénese da EAEC atipica se justifique pela
presenca individual de cada um desses gene e que esta seja inferida. Certamente, mais estudos

sd0 necessarios para evidenciar outros possiveis fatores de viruléncia entre as EAEC atipicas.

6.3. Caracterizacio genotipica das EAEC positivas e negativas para o plasmidio pAA

Estudos t€ém mostrado que as EAEC positivas para o plamidio pAA compreendem uma
subpopulacgdo distinta, com variedade maior de genes de viruléncia quando comparadas com
amostras negativas para essa sonda (Suzart et al., 2001; Elias et al.,2002; Zamboni et al.,

2004).

Neste estudo, dentre os genes plasmidiais pesquisados, os genes aggR, aap, astA e pet foram
significantemente associados as amostras pAA+ (p<0,05), conforme esperado e previamente
demonstrado (Czeczulin et al., 1999; Okeke et al., 2000; Bouzari et al., 2001; Suzart et al.,
2001; Elias et al.,2002; Zamboni et al., 2004; Wakimoto et al., 2004; Regua-Mangia et al.,
2009). Os demais genes plasmidiais pesquisados como aggA, aafA, agg3A nao foram
associados as amostras pAA+, provavelmente devido a baixissima frequéncia com que foram
encontrados e o gene shf, apesar ndo estar significantemente associado, foi encontrado em
maior frequéncia neste grupo. Estes resultados sugerem que o plasmidio pAA €, pelo menos

parcialmente, conservado nas amostras de EAEC analisadas.

A presenca de genes plasmidiais foi observado também em amostras pAA-, o que mostra que,

como CVD432/aat corresponde a uma regido do plasmidio pAA, o fato dela ter sido negativa
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nao exclui a presenca do plasmidio, que € parcialmente conservado, conforme previamente
descrito (Czeczulin et al., 1999; Okeke et al., 2000; Bouzari et al., 2001; Elias et al., 2002;
Zamboni et al., 2004).

Destaca-se o fato de que os genes de localizagdo cromossOmica setlA, agn43, irp2 e iucA
foram também significantes (p<0,05) entre as amostras pAA+. A frequéncia maior do gene
irp2 nas amostras pAA+ também foi descrita anteriormente no Brasil (Elias et al., 2002;
Zamboni et al., 2004). Schubert et al. (1998) descrevem irp2 em outros patotipos de DEC em
frequéncias menores do que na EAEC e conclui que pode ser transferido horizontalmente e
mantido somente em certos patotipos. Isso suporta nossos dados que mostram irp2
conservado nas amostras que carreiam o plasmidio pAA (59,3% nas pAA+ versus 38,9% nas
pAA-, Tabela 2), o que pode levar a hipétese de uma possivel transferéncia conjunta de

ambos.

Em contraposicao aos resultados do presente estudo, a associa¢do do gene cromossdmico iucA
as amostras pAA+ ndo foi detectada em colecdes de cepas de referéncia e de estudo

caso/controle do Brasil e da Nigéria (Okeke et al., 2004).

Nenhum dos genes pesquisados foi significante dentre as amostras pAA- (p>0,05), embora
nestes, papC e hlyA ocorressem em maior nimero. Zamboni et al. (2004) detectaram hly em
proporcoes similares entre amostras pAA+ e pAA-. Suzart et al. (2001), ao detectar o gene
hlyA somente em amostras pAA- de EAEC destacadora de células, sugeriram que estas
fossem potenciais UPEC na microbiota das fezes e que poderiam contribuir em parte pela

auséncia de correlacdo da EAEC a diarreia.

Enquanto nas EAEC pAA+ nenhum gene foi estatisticamente associado a criangas com
diarreia, nas amostras pAA-, o gene chuA foi estatisticamente associado a criangas com
diarreia (p<0,05). Zamboni et al. (2004), em estudo com criangas no Brasil, mostraram os

genes astA, shf e setlA mais frequentes nos isolado pAA- de pacientes com diarreia.

Nao se sabe se as EAEC pAA- sdo genética ou patogenicamente relacionados as pAA+
(Okeke et al., 2000). Dessa forma, e considerando todos os resultados analisados, torna-se
necessario investigar os potenciais fatores de viruléncia de EAEC pAA- a fim de analisar se,
por exemplo, subpopulacdes dessas amostras positivas para o gene chuA seriam mais

virulentas.
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6.4. EAEC e formacao de biofilme

A formacdo de biofilme em superficie abidtica pelas amostras de EAEC isoladas de criancas
sintomaticas e assintomadticas foi estudada no presente estudo pela sua relacdo com a génese

da diarreia e com colonizagdo persistente (Weintraub, 2007; Mohamed et al., 2007).

O procedimento utilizado foi realizado conforme estabelecido por Sheikh et al. (2001) que
utiliza o corante cristal violeta, e com modificacdo, usando o corante safranina, conforme
descrito por Stepanovic et al. (2007) para Staphylococcus spp. Comparagao na capacidade de
deteccao de biofilme com o uso dos corantes foi realizado. Foram consideradas formadoras de
biofilme 24,9% e 30,7% das amostras, quando utilizado os corantes cristal violeta e safranina,
respectivamente. Apesar de o corante safranina classificar um nimero maior de amostras
como formadoras de biofilme do que o cristal violeta, foi observado que, ao comparar as DO
de ambos os corantes, quando a absorbancia de um corante aumentava ou diminuia, a

absorbancia do outro corante variava da mesma forma.

Houve concordancia entre ambos os corantes quanto a deteccdo de biofilme por amostras
positivas para os genes aggR, shf e aap (dados ndo mostrado), descritos estarem relacionados
com a formacdo de biofilme (Heilmann et al., 1996; Velarde et al., 2007; Mohamed et al.,
2007; Mendez-Arancibia et al., 2008; Fujiyama et al., 2008; Vasconcellos, 2009). O gene
agg-3A, sugerido também estar relacionado a formagdo de biofilme (Sheikh et al., 2001), s6
foi estatisticamente associado com as amostras formadoras de biofilme quando esta
classificacdo foi feita com o corante safranina e ndo com o cristal violeta (dados nao
mostrados). Portanto, a partir dos resultados analisados, consideramos que a utilizacdo do
corante safranina pode ser utilizado em ensaios de formagdo de biofilme por EAEC e foi

considerada na avaliacdo de todas as varidveis analisadas neste estudo.

Estudos realizados com isolados de criancas (India, TanzAnia e Dinamarca) e viajantes de
paises desenvolvidos para México, India e Guatemala descreveram taxas de formacdo de
biofilme por EAEC superiores as encontradas no presente estudo, que variaram de 53% a
84,6% (Bhardwai et al., 2006; Mohamed et al., 2007; Mendez-Arancibia et al.,2008; Boisen et
al., 2008). Essas diferengas podem ser explicadas pela origem da populagao estudada, pela

técnica utilizada para deteccao e pela forma de classificagdo de formadores de biofilme.

Embora a formacao de biofilme seja uma das etapas importantes atribuidas a patogénese da
diarreia por EAEC, ela ndo foi estatisticamente associada aos isolados de criancas

sintomaticas (p>0,05), resultado este compativel com os obtidos por Mohamed et al. (2007).
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Por outro lado, a formacdo de biofilme pode também explicar a habilidade da EAEC de
causar colonizagdo cronica assintomadtica, por comprometer sua eliminacao pelo hospedeiro e
agravar o estado nutricional do individuo (Nataro et al., 1996; Steiner et al., 1998; Mohamed

et al., 2007).

Os genes aggR, aap, shf, agg-3A, astA, setlA e sat foram estatisticamente associados as
amostras de EAEC formadoras de biofilme. Destes, a presenca significante de aggR foi
previamente demonstrada e pode ser devida ao fato deste gene sintetizar o regulon AggR, que
controla inclusive os genes que modulam a formagdo de biofilme (Wakimoto et al., 2004;
Mohamed et al., 2007; Mendez-Arancibia et al., 2008). Por outro lado, Tokuda et al. (2010) e
Sarantuya et al. (2004) ndo encontraram diferengas na formacdo de biofilme entre as amostras

aggR+ (EAEC tipica) e aggR- (EAEC atipica).

Destaca-se, no presente estudo, a deteccao de muitas amostras aggR- e biofilme+ (36/58), que
sugere que a regulacdo do biofilme pode se dar por outros fatores que nao por aggR. Logo,

torna-se necessdrio investigar mecanismos de viruléncia em amostras de EAEC atipica.

Dos genes que foram significantemente associados com as amostras formadoras de biofilme
neste estudo, os genes aap, shf e agg-3A também eram previstos: (i) a dispersina (aap)
contribuiria por deixar livre as fimbrias e proporcionar a interagdo destas com a superficie da
mucosa (Velarde et al., 2007); (ii) o gene shf, que codifica uma proteina semelhante ao IcaB
do S. epidermidis implicada na adesdo intercelular e com papel demonstrado na capacidade de
formacao de biofilme (Heilmann et al., 1996; Fujiyama et al., 2008; Vasconcellos, 2009); (iii)
e agg-3A, que codifica a subunidade fimbrial de AAF/III, pertencente a uma familia de

adesinas relacionadas a mediac@o de formagdo de biofilme em EAEC (Sheikh et al., 2001).

Apesar dos genes associados a formagdo de biofilme no presente estudo serem codificados
pelo plasmidio, frequéncias similares de formadoras de biofilme foram encontradas entre as
amostras de EAEC pAA+ (37,0%) e pAA- (25,9%). Nota-se ainda que, dentre os genes que
foram estatisticamente significantes nos grupo de EAEC pAA+ e/ou pAA- formadoras de
biofilme, aqueles que codificam proteinas de importancia na formac¢ado de biofilme (aap, aggR
e shf) s6 foram associados a esse fen6tipo nas EAEC pAA+, enquanto nas pAA- formadoras
de biofilme, estiverem presentes genes relacionados a producao de toxina (astA, setlA). Isto
mostra que ha fatores de outros plasmidios ou nio plasmidiais envolvidos na formagdao de

biofilme nas amostras pAA- que precisa ser elucidado.
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O gene yafk, descrito como necessdrio para transcricdo dos genes da AAF/II associados a
formacdo de biofilme (Sheikh et al., 2001), foi encontrado em altissima frequéncia (88,3%)
nas amostras, porém mais frequente ainda no grupo das nido formadoras de biofilme. Apenas
uma amostra (biofilme+) foi aafA+ (subunidade fimbrial de AAF/II), o que também pode
contribuir para a baixa taxa de formadoras de biofilme em relagdo a outros estudos, que
tiveram 75,7% e 84,6 % de amostras biofilme+ com taxa de aafA+ de 3,5% e 13% (Bhardwai
et al., 2006; Mendez-Arancibia et al., 2008). Entretanto, Boisen et al. (2008) ndo encontraram
aafA em suas amostras que foram 79% biofilme+. Estes resultados mostram que sao

necessdrios estudos que caracterizem as etapas iniciais de formacgdo de biofilme.

Genes ndo relacionados com a formacdo de biofilme também foram detectados
significantemente associados as amostras formadoras de biofilme, como os genes que
codificam toxinas, astA, setlA e sat (p<0,05). Da mesma forma, Mohamed et al. (2007)
descrevem a associacdo para o gene set/A (ShET1) em amostras biofilme+. Estes genes
seriam carreados ou estariam presentes no mesmo plasmidio que aggR, agg-3A, aap e shf,
associados a formagdo de biofilme, ou em uma ilha de patogenicidade junto com outros genes

envolvidos na formacao do biofilme.

6.5. EAEC e formacao de pelicula

O teste formacao de pelicula, proposto previamente na identificacdo preliminar de amostras
de EAEC por apresentar correlacio com o padrdo de aderéncia (Yamamoto et al., 1991;
Albert et al., 1993; Iwanaga et al., 2002), foi realizado neste estudo a fim de observar se as
amostras formadoras de pelicula apresentariam correlacdo com formacgdo de biofilme. Apesar
de ser mediado por plasmidio (Yamamoto et al., 1991; Albert et al., 1993), até o momento,

nao foram descritos os genes que estariam associados a este fen6tipo em EAEC.

Das amostras de EAEC, 72% foram positivas para a formacao de pelicula. Esta taxa ¢é
semelhante com a obtida por outros estudos que detectaram de 77,7% e 84,6% (Kahali et al,.
2004; Bhardwai et al., 2006). Ao considerar o score na formagdo de pelicula, nossos
resultados mostraram frequéncias para 1+ de 34,4%, 2+ de 27,5% e 3+ de 10,1% enquanto
Bhardwai et al. (2006) detectaram frequéncias de 28,2%, 41% e 17,9%, respectivamente.
Essas diferencas podem ser devido a: (i) origem geografica das amostras, (ii)) meio de

crescimento utilizado e (iii) variagdes de leitura por diferentes observadores.
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Nao foi observado neste estudo correlagdo entre amostras formadoras de pelicula e as
biofilme+ (p>0,05), entretanto 40% (6/15) das amostras classificadas como fortes formadoras
de biofilme apresentaram o score de 3+ na formacao de pelicula, sugerindo que pode haver

relacdo entre estas caracteristicas fenotipicas.

Um ndmero semelhante de amostras de EAEC pAA+ e pAA- (753% e 69,4%,
respectivamente) foram formadoras de pelicula, sugerindo que genes ndo plasmidiais podem

conferir esta caracteristica as amostras.

Dos genes pesquisados, foram estatisticamente associados as amostras formadoras de
pelicula, os seguintes genes: (i) aap (dispersina), aggR (regulador transcripcional) e iucA
(aerobactina) nas amostras pAA+ e (ii) aggR nas pAA-. Os genes aap e aggR foram também
significantes em amostras biofilme+, sugerindo mecanismos semelhantes entre eles, apesar de
ndo ter havido associagdo estatistica entre o biofilme e formacdo de pelicula. Embora nédo se
conheca o papel do gene iucA (sideréforo) na formagdo de pelicula, sabe-se que o ferro

interfere na aderéncia e formacao de biofilme em EAEC (Alves et al., 2010).

6.6. E. coli com padrao CLA: fatores genotipicos e fenotipicos

Foi previamente sugerido por Gioppo et al. (2000) que o padrao CLA de aderéncia observado
em cultura de células HEp-2 representaria uma variagcdo do padrio AA, uma vez que,
analisando genes de viruléncia encontrou pelo menos um gene do protétipo EAEC 042 e em
algumas amostras, os genes da adesina AAF/I e do regulon AggR. A partir de entdo outros
pesquisadores também tem considerado CLA como um tipo de aderéncia AA (Kahali et al.,
2004; Bhardwai et al., 2006). As andlises das amostras de E. coli que apresentaram este

padrdo foram entdo analisadas neste estudo separadamente daquelas com padrao AA.

Nas amostras de E. coli com padrao CLA foram evidenciados nove dos 20 genes pesquisados
(agn43, chuA, fis, hlyA, irp2, iucA, pet, shf, yafK), em contraposi¢do aos 19 genes
evidenciados nas amostras de EAEC. De nosso conhecimento, somente Gioppo et al. (2000)
analisaram separadamente amostras CLA, testando dez genes, sendo oito destes coincidentes
com os pesquisados aqui (aggA, aafA, pet, shf,aggR, aap, astA, setlA). Analisando ambos os
resultados, destaca-se dentre as amostras CLA do presente estudo que: (i) a frequéncia de pet
(citotoxina) foi significativamente superior nas nossas amostras (92,3% versus 11,1%), (i1) shf
foi detectado em frequéncia inferior (7,7% versus 33,3%) e (iii) a auséncia em nossas

amostras dos genes aggR, aap, astA e setlA. Diferentemente de Gioppo et al. (2000), o gene
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aggR nao foi detectado nas amostras CLA no presente estudo, nem os genes relacionados as
AAF, sugerindo que o padrio CLA ndo represente uma variacdo do padrio AA. A alta
frequéncia de pet dentre as amostras CLA e a auséncia da maioria dos outros genes presentes
no plasmidio pAA, sugere que esse gene, nestes casos, estaria presente no cromossoma ou em

outro plasmidio ndo pesquisado neste estudo.

Alguns aspectos se destacaram ao comparar os resultados obtidos entre as amostras CLA e
AA, como: (i) enquanto muitos dos genes ndo foram detectados nas CLA, outros,
apresentaram taxas bem superiores do que nas amostras AA, como genes agn43 (69,2%
versus 39,2%), hlyA (15,4% versus 4,2%), iucA (76,9% versus 38,6%) e pet (92,3% versus
41,3%); (i1) 100% das amostras CLA foram positivas para o teste de formacao de pelicula e
(iii)) nenhuma amostra CLA formou biofilme. A auséncia de capacidade de formagdo de
biofilme e habilidade de formar pelicula sugere que mecanismos diferentes estejam
relacionados a formagdo de cada um deles. Embora o nimero de amostra CLA tenha sido
limitado, aparentemente, apresentaram caracteristicas menos heterogéneas entre si do que as

do padrao AA, quando se considera os fatores genotipicos e fenotipicos investigados.

6.7. Combinacoes de genes nas amostras de EAEC

A anélise das combinagdes de genes de cada amostra evidenciou uma quantidade maior de
genes associados as EAEC pAA+ e as EAEC biofilme+, sugerindo que essas amostras seriam
mais virulentas, conforme anteriormente sugerido por outros pesquisadores (Okeke et al.,

2000; Jiang et al., 2002; Sarantuya et al., 2004; Huang et al., 2007).

Todas as 189 amostras de EAEC foram positivas para pelo menos um dos genes pesquisados,
formando 89 combinagdes possiveis com até 12 genes por amostra, evidenciando a
heterogeneidade das amostras de EAEC da éarea geografica pesquisada, caracteristica
marcante descrita para este patotipo em diversos paises, inclusive no Brasil (Czeczulin et al.,
1999; Okeke et al., 2000; Vila et al., 2000; Bouzari et al., 2001; Elias et al.,2002; Huang et al.,
2003, 2007; Kahali et al., 2004; Sarantuya et al., 2004; Zamboni et al., 2004; Moon et al.,
2005; Araujo et al., 2007; Boisen et al., 2008; Mendez-Arancibia et al., 2008; Regua-Mangia
et al., 2009; Aslani et al., 2011).
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6.8. Consideracoes finais

A identificacdo de EAEC ndo é simples e € agravada pela auséncia de um fator de viruléncia
que seja marcador para todas as amostras, o que dificulta a utiliza¢do de técnicas de biologia
molecular na pesquisa desse patotipo. E, além disso, em diversos outros estudos, algumas das
amostras ndo apresentam nenhum dos marcadores de viruléncia pesquisados (Gioppo et al.,
2000; Vila et al., 2000; Jiang et al., 2002; Elias et al., 2002; Kahali et al., 2004; Sarantuya et
al., 2004; Huang et al., 2007; Mendez-Arancibia et al., 2008; Aslani et al., 2011).

Este estudo destaca a heterogeneidade da EAEC tanto pelos marcadores de viruléncia
plasmidiais e cromossdmicos, como por fatores fenotipicos como formagdo de biofilme e
pelicula. A heterogeneidade de genes entre as amostras pode ser justificada pelo fato de
muitos dos marcadores normalmente pesquisados serem de origem plasmidial, o qual pode ser
perdido ou adquirido lateralmente, favorecendo uma variedade de perfis genotipicos,

conforme descrito por Czeczulin et al. (1999) e Regua-Mangia et al. (2009).

Apesar da heterogeneidade de genes plasmidiais e cromossOmicos descritos em amostras de
EAEC, alguns autores mostram um grupo de patégenos com perfil particular de marcadores
genéticos e fenotipicos capazes de tornar o isolado mais virulento (Okeke et al., 2000; Jiang et
al., 2002; Elias et al., 2002; Sarantuya et al., 2004; Huang et al., 2007; Regua-Mangia et al.,
2009). No presente estudo, destacam-se algumas subpopulacdes associadas estatisticamente a
amostras de criancas com diarreia e consideradas mais virulentas: (i) EAEC agn43+, (ii)
EAEC atipica aap+ e/ou agn43+ e (iii) EAEC pAA- chuA+. Embora a deteccao do gene nao
condiga necessariamente com a expressdo da proteina, a sua presenca pelo menos,

aparentemente, sugere amostras mais virulentas.

Considerando os resultados obtidos no presente estudo e dados da literatura mundial, pode ser
inferido que os fatores associados com a viruléncia nas EAEC sdo ainda poucos entendidos,
provavelmente por ser multifatorial e/ou depender da regulagdao de moléculas sinalizadoras

(quorum sensing) ou até mesmo de caracteristicas do proprio hospedeiro.
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7. CONCLUSAO

10.

11.
12.

13.

. Foi observada uma grande heterogeneidade genotipica das amostras de EAEC;

Os genes relacionados a sintese de adesinas AAF/I, AAF/Il e AAF/II foram
encontrados em baixissima frequéncia;

A EAEC tipica, caracterizada pela presenca do gene aggR, foi encontrada em baixa
frequéncia na populacio estudada;

O gene pet, dentre os que codificam toxinas, foi o mais prevalente nas amostras e esta
entre as maiores taxas descritas para EAEC;

Presenca dos genes plasmidiais aggR, aap, pet e shf em amostras de EAEC pAA-;
EAEC agn43+, EAEC pAA-/chuA+ e EAEC atipica aap+ e/ou agn43+ constituem
subpopulagdes que foram estatisticamente relacionadas a criangas com diarreia;

A formacdo de biofilme ndo foi uma caracteristica comum as amostras de EAEC
analisadas enquanto a formacdo de pelicula foi uma caracteristica comum;

Os genes relacionados com o fenétipo formador de biofilme aap, agg-3A, aggR e shf
foram estatisticamente associados as amostras de EAEC formadoras de biofilme;

Os genes aap, aggR e iucA foram estatisticamente associados as amostras de EAEC
formadoras de pelicula;

As amostras de EAEC formadoras de biofilme estiveram igualmente distribuidas entre
as criancas com e sem diarreia;

A formacao de biofilme nao foi associada com a formagao de pelicula;

O gene plasmidial per foi encontrado em altissima frequéncia nas amostras de E. coli
com padrdao CLA;

Amostras de E. coli com padrao CLA sdo muito distintas das amostras de EAEC na
populacdo estudada, considerando os genes presentes, a formacdo de biofilme e de

pelicula.
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ANEXO 1 — Aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa

N

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO *
COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

Do:

Para:

Vitéria-ES, 21 de dezembro de 2006

Prof. Dr. Fausto Edmundo Lima Pereira
Coordenador
Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Satde

Prof®. Sénia Maria de Souza Kitagawa

Pesquisadora  Responsavel pelo Projeto de Pesquisa intitulado:
“Enteropatégenos bacterianos em diarréia aguda de criangas quilombolas e
da periferia urbana de Sdo Mateus, ES.”

Senhora Pesquisadora,

Informamos & Vossa Senhoria, que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de

Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo, apds analisar o Projeto de
Pesquisa, N° Registro no CEP-129/06, intitulado: “Enteropatégenos bacterianos em
diarréia aguda de criangas quilombolas e da periferia urbana de Sao Mateus, ES”, e
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, cumprinde os procedimentos internos
desta Instituicdo, bem como as exigéncias das Resolu¢des 196 de 10.10.96, 251 de
07.08.97 e 292 de 08.07.99, APROVOU o referido projeto, em Reunido Ordinaria
realizada em 20 de dezembro de 20086,

Gostariamos de lembrar que cabe ac pesquisador elaborar e apresentar 0s

relatérios parciais e finais de acordo com a resolug&o do Conselho Nacional de Satide n°
196 de 10/10/96, incisc 1X.2. letra “c”.

Atenciosamente,

Prof Dr.Fausio Edmundo Lima Farelra
Coordanador

Comilé de Ztica sm Pesquisa
Cantrc Biomédico /UFES

Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude
Av. Marechal Campos, 1468 — Maruipe — Vitéria — ES — CEP 29.040-091.
Telefax: (27) 3335 7504



ANEXO 2 — Meios de cultura e solugdes utilizados

PBS (Tampao-fosfato-salino) 0,2M
Solugdo A:

NaH,PO,.H,0 (Reagen)........ccocceeveenienieeneenieneeneenn 2,76 g
HyO destilada..........ooooovviviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee, 100 mL
Solugdo B:

Na,HPO4.H,0O (Carlo Erba)......ccccccvvvvvveeieeiiieeeeeennns 5,365 ¢g
H,0 destilada..........coooeuvveieiiiiiiiiiieeeeeeeecieeeeeeeee 100 mL
SOIUGAO At 14 mL.
SOIUCAO B ..o 36 mL

NACT (VELEC)..uutieieuiiieeeiiieeeiieeeeeiieeeeeieeeevaee e 85¢g

H,0 destilda........cccooeriiriiniiniiniiiicececeeen gsp. 1000 mL
pH 7,2

Safranina 0,1%
Safranina (Reagen)........cccccooeevvieriieinieenenniennieenenn 0,1g
H,O destilada.............ooooviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee 100 mL

Alcool 97% em éter
Etanol PA (Biotec).....cooovuvvviiiiiiieiieeeeeeeeeeene 97 mL

Eter etilico PA (ISOFAr).....eveveeeeeeeeeeeeeeeeeereeenn 3mL

Luria Bertani (LB) (Naves et al., 2008)

Triptona (Difico).....cccueeviernienienienienicrceieene 10g
Extrato de levedura (Vetec)......ccccceevveeeennennnn. 5¢
NaCI (VELEC)..uuviieeerieeeeirieeiieeeereeeeevee e 5¢g
Glicose (MercK).......cccveeeeiieeeciieeeeciieeecvieeeens 5¢g
H,O destilaga........cccceeveeveeneeneenncene 1000 mL

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) Hepes 10% SFB (pH 7,4)
DMEM em p6 para 1 litro (Cultilab)

Hepes (Sigma).......cooceeveenerneeneeneencennen. 35¢g
NaHCO3; (MEercK).....uuuveeeeeeeuveeeeeeeieeennneen. 0,2%
SFB (Cultilab).......ccccccoveievinineicicinnn 10%

Agua deionizada............ccccooovvrrerrrrnnnn, gsp 1000
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Salina
NaCI (VELEC)..uuueeecuriieeeciieeeiieeeeeieeeeeeiee e 85¢g
H,O destilada.........cooveeviieniiiniiiiieeeieeee, gsp. 1000 mL

Tampao Tris Borato-EDTA (TBE) 10X
Tris hidiximetil amino metano (Vetec)......121,14 g (1M)

Acido bérico (Proquimios).......cccceeveenueennen. 61,83 g (1M)
EDTA(PM 372,42) (Proquimios)................ 7,45 g (0,02M)
HyO MilliQ...oeveieeeeeeceeeeeeeeeeee gsp- 1000 mL

Dissolver em Banho-Maria 37°C
Autoclavar
Guardar em geladeira

Para preparar TBE 5X, medir 50 mL do TBE 10X, completar o volume para 1000 mL e hoogeneizar.

Loading

Azul de bromofenol (Vetec)........ccoeeeeuvveennne. 0,05%
Sacarose (INVItrOen).......cceevveeerveeniieenieennieeneeenne 40%
Lauril sulfato de s6dio (Sigma).........ccceerueennee 0,5%

EDTA (Reagen)......cccceevvierueeriiieenieeenieeeieeanns 0,1 M pHS,0

Brometo de etidio (0,05 %)
Brometo etidio(10mg/mL) (Ameresco)................. 15 uLL
H,0O destilada..........cooovvvvieeeieiiiiiieeeeeeceiieeeeee, 300 mL

Cristal Violeta 1%

Cristal Violeta (Proquimios).........ccccceeuevuerneeneennene 20g
A1c001 95% (BIOEC)....ucvvvmereermeriereerernsenererenenan. 200 mL
Fenol fundido (Synth)........cccceociniininniniiiiiiene 40 g
H,O destilada.............oooovviiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeae 2000 mL

Dissolver em gral o corante no dlcool.

Juntar aos poucos o fenol, misturando sempre, de modo a obter uma mistura homogénea.

Juntar a 4gua pouco a pouco, lavando o gral.

Deixar em repouso 24 horas.

Filtrar com papel filtro e algoddo hidréfilo.

Para preparar a solucao de corante 0,5%, medir 100 mL do corante a 1% e misturar bem com 100 mL

de 4gua destilada. Homogeneizar bem e filtrar com papel filtro e algoddo hidréfilo.



