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Resumo

Doencas do trato gastrintestinal tém uma distribuicdo global, afetando
principalmente criangas. Nos paises em desenvolvimento, figuram como importante
causa de morbi/mortalidade, considerando-se a etiologia bacteriana.
Enterobactérias, como as Escherichia coli patogénicas, sao reconhecidas como
importantes agentes etiol6gicos. O objetivo deste trabalho foi isolar e caracterizar
patotipos de E. coli de amostras fecais de criangas apresentando diarréia.
Coprocultura foi feita a partir de 52 amostras e E. coli foi presuntivamente
identificada por técnicas bioquimicas. A identidade bacteriana foi confirmada por
amplificacéo especifica de DNA codificador para o rRNA16S, por PCR. Linhagens
patogénicas foram caracterizadas por PCR-multiplex, dirigido a genes de viruléncia.
Das 52 amostras, 109 E. coli foram presuntivamente identificadas, e 108 foram
confirmadas por PCR especifico. Patotipos foram detectados em 36,1% das
amostras, assim distribuidos: E. coli enteroagregativa (EAEC): 17.30%, E. coli
enteropatogénica (EPEC): 11.53%, E.coli enterohemorragica (EHEC): 5.76%, E. coli
enterotoxigéncia (ETEC): 1.92%. E. coli enteroinvasora (EIEC) nao foi detectada. De
acordo com os resultados, E. coli patogénica pode ser considerada prevalente na
populacdo amostrada, reforcando sua importancia como etiologia de doenca
gastrintestinal em criancas, na nossa regidao. A PCR-multiplex mostrou-se uma
técnica rapida e sensivel que permitiu a deteccao de E. coli patogénica, uma vez
que os métodos soroldgicos convencionais nao estdo sendo considerados tao

eficientes.
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Abstract

The gastrointestinal diseases have a global distribution, affecting
mainly young children. Especially in developing countries are associated with high
rates of morbi/mortality, when bacterial etiology is considered. Enterobacteria such
as pathogenic Escherichia coli are recognized as important etiology. This study was
focused on isolation and characterization of E. coli pathotypes from fecal samples of
infants suffering from diarrhea. Coproculture was performed from 52 feces samples
and E. coli was presumptively identified by biochemical technique. Bacterial identity
was confirmed by specific amplification of DNA encoding the bacterial 16S RNA by
PCR. Pathogenic strains were characterized by multiplex-PCR targeting several
virulence genes. Of the 52 samples, 109 E. coli were biochemically identified and
108 were confirmed by specific PCR. E. coli pathotypes were detected in 36.51% of
the samples and were distributed as follows: Enteroaggregative E. coli (EAEC):
17.30%, Enteropathogenic E. coli (EPEC): 11.53%, Enterohemorrhagic E. coli
(EHEC): 5.76%, Enterotoxigenic E. coli (ETEC): 1.92%. Enteroinvasive E. coli (EIEC)
was not detected. According to the results, pathogenic E. coli may be considered
prevalent among the evaluated population, which enforces their importance in the
etiology of children gastrointestinal illness in our region. The multiplex-PCR showed
to be a rapid and sensitive technique that allowed the detection of enteropathogenic

E. coli as the conventional serologic methods are being considered not so efficient.

Keywords: pathogenic Escherichia coli, gastrointestinal diseases, PCR
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1. INTRODUCAO

Manifestagcdes clinicas no trato gastrintestinal de etiologia bacteriana,
como doencas diarréicas e doencas inflamatérias agudas, permanecem um
problema para milhées de seres humanos no mundo inteiro. Em paises em
desenvolvimento, essas doencas sdo uma das duas principais causas de morte
infantil e contribuem para a severidade de deficiéncias relacionadas a desnutricao
(PATHELA et al., 2005). Apesar dos avangos da microbiologia clinica, o diagnostico
e a epidemiologia dessas doencas ainda é um grande problema e permanece como
uma importante meta para o desenvolvimento de politicas de saude publica
(PATHELA et al., 2005; SHELTON et al., 2006).

As enterobactérias sdo microrganismos ubiquos, encontrados na agua,
no solo e na vegetacao, e compéem a microbiota anfibidntica do trato gastrintestinal
de seres humanos e outros animais e, por esta razdo, estdo associados a diversas
doencas humanas neste sitio (Rosebury, 1962; Shelton et al., 2006).

O género Escherichia compreende cinco espécies, das quais a E. coli é
a mais comum e clinicamente a mais importante. Este microrganismo esta associado
a diversas doencgas e, entre elas, manifestacdes clinicas no trato gastrintestinal
(PRERE & FAYET, 2005). A habilidade destes microrganismos na producdo de
doencas estd associada a sua diversidade antigénica. Muitos antigenos foram
descritos e sdo usados para classificar as linhagens para fins epidemiol6gicos
(Shelton et al., 2006).

Entre os fatores de viruléncia das E. coli destacam-se, principalmente,

elementos estruturais (LPS, capsula), aqueles associados a adesao (adesinas) e
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aqueles relacionados a invasao (exotoxinas). Entre as exotoxinas produzidas por
estes microrganismos, incluem-se a toxina Shiga (STX-l e STX-Il), toxinas
termoestaveis (STA e STB) e toxinas termolabeis (LT-1 e LT-Il). Além destas, citam-
se as hemolisinas (HIyA), importantes para captacdo de ferro necessario ao
crescimento in vivo destes microrganismos (Vidal et al., 2005).

Um grande numero de E. coli esta presente no trato gastrintestinal
humano. Estas bactérias sdo comumente causadoras de sepse, meningites
neonatais, infeccées de trato urinario e gastrenterites. A maioria das infeccbes é
enddgena, exceto meningite neonatal e gastrenterite (PRERE & FAYET, 2005). As
linhagens associadas as gastrenterites estdo subdivididas em cinco grupos
patogénicos principais: E.coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E.coli enterohemorragica (EHEC), E.coli enteroinvasiva (EIEC) e E. coli
enteroagregativa (EAEC) (Song et al., 2005; Vidal et al., 2005; Shelton et al., 20086).

Apesar das diversas técnicas microbiolégicas disponiveis,
aproximadamente metade dos casos de diarréia permanecem sem definicdo da
etiologia, o que dificulta a implantacao de politicas e estratégias de mapeamento e
controle das areas endémicas de ocorréncia destes patégenos. Assim, o objetivo
deste trabalho foi isolar e caracterizar linhagens patogénicas de Escherichia coli de

amostras fecais de criancas apresentando diarréia, em Juiz de Fora, MG.

2. PACIENTES E METODOS
2.1. Amostras fecais: Foram consideradas para o estudo amostras fecais

provenientes de criancas apresentando manifestacdes clinicas no trato
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gastrintestinal, de 0 a 5 anos de idade, atendidas em Juiz de Fora, MG, recebidas no
periodo de marco de 2007 a junho de 2008. As fezes, in natura, foram coletadas em
potes descartaveis fornecidos pelos pesquisadores, no Laboratério de Fisiologia e
Genética Molecular Bacteriana do ICB/UFJF, juntamente com Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) assinado pelos responsaveis, ao envio
das amostras. O estudo foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da UFJF, sob

0 parecer n°281/20086.

2.2. Isolamento e identificacdo das linhagens bacterianas: Coprocultura
seletiva foi realizada ap6s diluicdo seriada do material fecal em solugéo salina (NaCl
0,85%), usando-se o meio de cultura EMB - Eosina Azul de Metileno (Biobras
Bioquimica do Brasil, MG, Brasil). Até trés colbnias sugestivas de morfotipos
diferentes foram submetidas a identificacdo por métodos bioquimico-fisiol6gicos, que
incluiram fermentacdo de glicose, lactose, sacarose, producao de indol, urease,
teste de utilizacdo do citrato, habilidade de descarboxilagdo de lisina e teste de
motilidade (OPLUSTIL et al, 2004). A identificagdo bacteriana foi confirmada pela
amplificacdo especifica de fragmento de DNA codificador para o RNA 16S
bacteriano. A extracdo de DNA foi realizada para todos os isolados como descrito
previamente por Wani e colaboradores (2004). Os extratos de DNA foram usados
como molde para reagdes em cadeia da polimerase (PCR), com os seguintes
oligonucleotideos iniciadores: E.coli1- 5 GCTTGACACTGAACATTGAG 3’ e E.coli2 -
5 GCACTTATCTCTTCCGCATT 3, de acordo com o protocolo de Chotar e

colaboradores (2006). Duas linhagens de referéncia foram utilizadas como controle
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de qualidade nas reacoes de PCR (E. coli ATCC 35218 e E. coli ATCC 11229). Os
produtos das reacdes de PCR (amplicons) foram separados em gel de agarose
(1,5%) apés eletroforese em tampao Tris-Borato-EDTA 0,5%. A documentagéao e
analise dos resultados foi feita ap6s tratamento dos géis com brometo de etidio e

visualizagdo em transluminador de luz ultravioleta.

2.3. Caracterizacdo genética das linhagens patogénicas de E. coli: A
caracterizacdao das linhagens patogénicas de E. coli foi realizada pela técnica de
PCR Multiplex (ARANDA et al., 2004). As reagdes foram realizadas em duplicata, em
termociclador automatizado (Techne® TC-412 Thermal Cycler). A identidade e a
concentracdo dos iniciadores, a regidao alvo e o fragmento esperado dos amplicons
estdo sumarizados na Tabela 1. Em todos os experimentos, linhagens de E. coli
patogénicas (EPEC, ETEC, EIEC, EHEC e EAEC) foram usadas como controle
positivo, E. coli ATCC 11229 foi usada como controle negativo e agua destilada foi
utilizada como controle interno negativo, em cada bateria de reag¢des. Os produtos
das reac6es de PCR foram separados em gel de agarose (1,5%) apés eletroforese
em tampao Tris-Borato-EDTA 0,5%. A documentacdo e analise dos resultados foi
feita apbés tratamento dos géis com brometo de etidio e visualizaggdo em

transluminador de luz ultra-violeta.
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Tabela 1. Iniciadores utilizados neste estudo

Iniciador Sequéncia (5’ - 3) Alvo Fragmento  Concentragao
esperado (pmol)

eaef CTGAACGGCGATTACGCGAA eae 917 5
eae2 CCAGACGATACGATCCAG

BFP1 AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC bipA 326 5
BFP2 GCCGCTTTATCCAACCTGGTA

EAECH1 CTGGCGAAAGACTGTATCAT CvD432 630 5
EAEC2 CAATGTATAGAAATCCGCTGTT

LTf GGCGACAGATTATACCGTGC LT gene 450 5
LTr CGGTCTCTATATATTCCCTGTT
STf ATTTTTMTTTCTGTATTRTCTT ST gene 190 6.47
STr CACCCGGTACARGCAGGATT

IpaH1 GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC ipaH 600 10
lpaH2 GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC
Stx1f ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC stxq 180 3.88
Stx1r AGAACGCCCACTGAGATCATC
Stx2f GGCACTGTCTGAAACTGCTCC Stxo 225 25
Stx2r TCGCCAGTTATCTGACATTCTG

3. RESULTADOS

Das 52 amostras fecais analisadas, 109 linhagens de Escherichia coli
foram identificadas presuntivamente a partir de testes bioquimico-fisiolégicos
convencionais. A identificacdo genética foi confirmada para 108 linhagens, pela
amplificacdo especifica de fragmento de DNA codificador para o RNAr 16S
bacteriano, indicando uma correlagdo de 99,08% entre as duas metodologias. Foi
observada a presenca de um amplicon de 660 pares de base para as amostras de

E. coli (Figura 1).
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A técnica de PCR Multiplex, utilizando diferentes iniciadores dirigidos a
genes de viruléncia especificos, permitiu detectar linhagens de E. coli patogénicas

em 36,1% das amostras fecais.

MM 01 02 03 04 05 06 07 08 03 10

1000
900
800
00
600
500
400
300

200
100

<«— [60 pb

Figura 1. Eletroforegrama representativo da identificagdo genética de linhagens de
Escherichia coli pela amplificacdo de regido especifica do DNA codificador para o RNAr
16S. MM — 100bp DNA Ladder; Canaletas 01 a 10 - amostras identificadas como E. coli.
Fragmento esperado: 660 pares de base (pb).

Considerando-se os diferentes patotipos de E. coli, verificou-se a
ocorréncia de E. coli enteroagregativa (EAEC) em 17.30% das amostras positivas
para linhagens patogénicas, E. coli enteropatogénica (EPEC) em 11.53%, E.coli
enterohemorragica (EHEC) em 5.76% e E. coli enterotoxigéncia (ETEC) em 1.92%.
Linhagens patogénicas designadas como E. coli enteroinvasora (EIEC) ndo foram

detectadas neste estudo, considerando-se os espécimes avaliados (Figura 2).
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Figura 2. Distribuicdo de linhagens bacterianas patogénicas de Escherichia coli nas
amostras fecais positivas, isoladas de criangas de 0 a 5 anos em Juiz de Fora, MG. EAEC —
E. coli enteroagregativa, EPEC - E. coli entreopatogénica, EHEC - E. coli
enterohemorragica, ETEC — E. coli enterotoxigénica, EIEC — E. coli enteroinvasiva.

4. DISCUSSAO

Considerando-se a espécie E. coli, que compbe a microbiota
anfibibéntica de seres humanos e outros animais, sua importancia clinica destaca-se
ndao apenas pelas doengas oportunistas, mas pela existéncia de linhagens
associadas a doencgas entéricas, que sdo divididas em cinco grupos: E.coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.coli enterohemorragica
(EHEC), E.coli enteroinvasiva (EIEC) e E. coli enteroagregativa (EAEC) (Prére &
Fayet, 2005; SONG et al., 2005, VIDAL et al., 2005; SHELTON et al., 2006). De

acordo com o0s nossos resultados, E. coli patogénica pode ser considerada
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prevalente na populacdo avaliada (36,1%), 0 que representa uma grande
importadncia na etiologia das infeccées gastrointestinais na infancia, em nossa
regiao.

Linhagens EAEC, as mais prevalentes na populacdo amostrada, tém
sido identificadas como causadoras de diarréia aquosa com desidratacao de recém-
nascidos em paises em desenvolvimento. A persisténcia destas bactérias esta
associada a diarréia cronica e atraso no desenvolvimento infantil (VIDAL et al.,
2005). O segundo tipo mais prevalente na populagcéao avaliada (EPEC) é considerado
importante na doencga diarréica em recém-nascidos, sobretudo em paises em
desenvolvimento. A doenca ndo é comum em criangas mais velhas e em adultos,
provavelmente devido a sua imunidade protetora, caracterizando-se pela adeséo
bacteriana as células epiteliais do intestino delgado com subsequente destruicdo das
microvilosidades (VIDAL et al., 2005).

Alguns autores consideram linhagens EHEC como patégenos
emergentes, com distribuicdo global, associados a surtos de disseminacao
alimentar. Estao relacionadas ao sub-grupo das E.coli produtoras de toxina Shiga
(NGUYEN et al., 2005). Nosso estudo revelou a ocorréncia destes microrganismos
em 5,76% das amostras positivas. A doenga associada a estes microrganismos varia
de uma diarréia leve a uma colite hemorragica com dor abdominal severa e diarréia
sanguinolenta, com pouca ou nenhuma febre, além de doenca disseminada, que
inclui a sindrome hemolitica urémica e complicacdes em outros tecidos (NGUYEN et

al., 2005; SHELTON et al., 2006).
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Linhagens ETEC sdo consideradas comuns em paises em
desenvolvimento e associadas a infeccées em criangcas pequenas ou em pessoas
que viajam para estas areas (VIDAL et al., 2005). Entretanto, no nosso trabalho
estes foram os tipos patogénicos menos freqlentes na populagdo amostrada,
juntamente com EHEC, o que pode estar relacionado com os bons indicadores de
infra-estrutura sanitaria relacionados a populacdo estudada (dados nao
apresentados). Estes microrganismos sao resistentes ao pH acido do estdmago, o
que explica sua facilidade de disseminacdo através do consumo de alimentos e
agua contaminados (NGUYEN et al., 2005; CHOTAR et al., 2006). Segundo dados
da literatura, EIEC é menos comum. Neste trabalho, este patotipo néo foi detectado.
Estas linhagens apresentam similaridades a Shigella devido a propriedades
fenotipicas e patogénicas (VIDAL et al., 2005).

Dada a importancia de estudos cientificos de investigacado
epidemioldgica de prevaléncia e ocorréncia de surtos, epidemias e mesmo de
mapeamento de reservatérios microbianos que possam atuar como fonte potencial
para disseminacdo de novos casos em populagdes susceptiveis, 0 uso de métodos
moleculares esta, muitas vezes, associado a métodos convencionais de isolamento
e identificacdo bacteriano baseados em cultura para confirmacéao e validacao dos
resultados (CHIU, SU & CHU, 2004; SHELTON et al., 2006). Assim, observa-se a
necessidade de estudos prospectivos que possam contribuir melhor com a
epidemiologia destes microrganismos, considerando-se, além das dificuldades de
diagnéstico, o tratamento empirico comumente sugerido no nosso meio. Um aspecto

importante da biologia dos microrganismos, principalmente das bactérias que
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habitam e coexistem no trato gastrintestinal, como os anaerdbios facultativos da
familia Enterobacteriaceae; e ndo diretamente ligados a produgcédo de doencas de
natureza infecciosa, mas ligado a sua persisténcia, é a crescente resisténcia a

drogas, que é um fenémeno crescente em nosso meio.
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