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RESUMO

BARBOSA, André Victor. Potencial patogénico de cepas de Escherichia coli
Enteropatogénicas atipicas (aEPEC) isoladas de cdes e humanos com sintomas de
diarreia. 2018. 98 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Nas Ultimas décadas cepas de Escherichia coli Enteropatogénica atipicas (aEPEC)
emergiram como um importante patégeno associado a diarreia infantil no mundo, cenario
compartilhado pelo Brasil. aEPEC sdo comumente encontradas em diferentes espécies
animais, incluindo animais de companhia como o0s cées, onde frequentemente compartilham
do mesmo sorotipo, genes de viruléncia e apresentam alta similaridade genética com cepas
humanas. Embora haja o risco, o papel de aEPEC como agente zoon6tico ainda ndo esta bem
definido. No presente trabalho, um grupo de cepas aEPEC (n=5) dos sorotipos O4:H16,
0O11:H16, 049:H10 e O51:H40 (2), isoladas de cées filhotes com diarreia foi comparado com
outro grupo de cepas dos mesmos sorotipos (n=5), isoladas de casos de diarreia infantil no
Brasil, quanto as caracteristicas genotipicas e fenotipicas de viruléncia, procurando descrever
similaridades que sustentem a capacidade patogénica destas cepas quando transmitidas ao
homem. Para tal, foram avaliadas: i) a presenca de fatores associados a viruléncia por PCR
(genes ecpA, hcpA, iha, paa, csgAB, saa, pilS, toxB, ehxA, espP e 16 genes nle) e testes
fenotipicos (expressao de fimbrias Curli e T1F), ii) a relacdo filogenética e a clonalidade entre
as cepas por MLST e PFGE, e iii) a capacidade de aderir, invadir e sobreviver em células
intestinais humanas por meio de ensaios “in vitro”. A ocorréncia de genes de viruléncia foi
similar entre as cepas caninas e humanas, onde o0s genes ecpA, csgAB e hcpA foram
encontrados na maioria das cepas, enquanto efa-1 e toxB foram apenas observados nos
sorotipos O4:H16 e O49:H10, respectivamente. As cepas de igual sorotipo apresentaram um
perfil similar de genes nle, com os genes nleB, nleE ocorrendo nas cepas dos sorotipos
O4:H16 e O51:H40. Os STs 10 (sorotipos O4:H16, O11:H16 e O51:H40) e 206 (049:H10)
foram identificados entre as cepas, onde, ap6s analise por PFGE, o dendograma demonstrou o
agrupamento entre as cepas de igual ST e sorotipo, embora sem a ocorréncia de clones entre
as cepas caninas e humanas. As cepas de ambas as origens apresentaram o fenotipo de
aderéncia LAL em células HEp-2, Caco-2 e T84. Além disso, todas demonstraram a
capacidade de invadir e sobreviver por a0 menos 48 horas em monocamadas polarizadas da
linhagem intestinal humana T84. Em suma, estes achados indicam que cées filhotes carreiam
cepas aEPEC potencialemente patogénicas ao homem, que em condi¢des higiénico-sanitarias
ndo adequadas, podem ser transmitidas a uma populacéo susceptivel, principalmente criancas
com menos de 2 anos, e estabelecer um quadro infeccioso de diarreia.

Palavras-chave: Escherichia coli Enteropatogénicas atipicas. Viruléncia. Caes. Zoonose.



ABSTRACT

BARBOSA, André Victor. Pathogenic potential of atypical Enteropathogenic Escherichia
coli strains (aEPEC) isolated from dogs and children with diarrhea signs. 2018. 98 f.
Tese (Doutorado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

In recent decades, atypical Enteropathogenic Escherichia coli (aEPEC) strains have
emerged as an important pathogen associated with childhood diarrhea around the world,
incluinding Brazil. aEPEC are commonly found in different animal species, including
companion animals such as dogs, where some strains share the same serotype, virulence
genes, and exhibit a genetic correlation with human strains. Although, the role of aEPEC as a
zoonotic agent is not yet fully elucidated. In the present study, the genotypic and phenotypic
characteristics of virulence was evaluated among two groups of aEPEC strains of the O4:H16,
0O11: H16, 049: H10 and O51: H40 (2) serotypes, isolated from puppies with diarrhea (n = 5)
and from cases of childhood diarrhea in Brazil (n = 5), in order to determine the pathogenic
capacity of these strains when transmitted to humans. We evaluated: (i) the presence of
virulence factors by PCR (ecpA, hcpA, iha, paa, csgAB, saa, pilS, toxB, ehxA, espP and 16 nle
genes) and phenotypic tests (expression of curli and T1F fimbrias); (ii) the phylogenetic
relationship and the clonality between the strains by MLST and PFGE; (iii) the ability to
adhere, invade and survive inside the intestinal cells by “in vitro” assays. The occurrence of
virulence genes was similar between canine and human strains and the ecpA, csgAB and hcpA
genes were found in most strains, whereas efa-1 and toxB occurred only in O4: H16 and O49:
H10 serotypes, respectively. Strains of the same serotype showed a similar nle genes profile,
with the presence of nleB and nleE genes in 04:H16 and O51:H40 serotypes. The STs 10
(serotypes O4: H16, O11: H16 and O51: H40) and 206 (O49: H10) were identified and the
PFGE dendogram showed clustering between strains of the same ST and serotype, although
the occurrence of clones among the canine and human isolates was not observed. Strains of
both origins showed the LAL adhesion phenotype in HEp-2, Caco-2 and T84 cells. In
addition, all strains demonstrated the ability to invade and survive for at least 48 hours in
polarized monolayers of the T84 human intestinal lineage. To date, these findings indicate
that puppies carry aEPEC strains potentially pathogenic to humans, which in a poor hygiene
environment, can be transmitted to a susceptible population, especially children under 2 years
of age, leading to diarrheal disease.

Keywords: Atypical Enteropathogenic Escherichia coli. Virulence. Dogs. Zoonosis.
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INTRODUCAO

O género Escherichia é composto por bastonetes retos, medindo entre 1,1-1,5 x 2,0-
6,0um, Gram-negativos, pertencentes a Familia Enterobacteriaceae (Divisdo Eubacteria; Filo
Proteobacteria; Classe Gammaproteobacteria; Ordem Enterobacteriales) (Imhoff, 2005).
Podem ser moveis por meio de flagelos peritriqueos ou imoveis, oxidase negativa, aerobicos
ou anaerobios facultativos, apresentando tanto a respiracdo como a fermentacdo como via
metabdlica. Produzem &cido e gas a partir da fermentacdo de muitos carboidratos. A lactose é
fermentada pela maioria das cepas da espécie Escherichia coli, porém a fermentacdo pode ser
lenta ou ausente em outras espécies. Normalmente ndo produzem H,S. O percentual de G-C
no genoma varia entre 48-59% (Scheutz & Strockbine, 2015).

E. coli foi primeiramente isolada das fezes de uma crianca em 1885, pelo pediatra
alemdo Theodor Escherich (Escherich, 1885). Até o momento, além de E. coli, outras sete
espécies ocorrem dentro do género: E. albertii, E. adecarboxylata, E. blattae, E. fergusonii, E.
hermannii, E. marmotae e E. vulneris (www.bacterio.net/escherichia.html; acessado em
31/08/2018). Entretanto, a classificacdo filogenética do género Escherichia tem sido alvo de
estudos (Walk et al., 2009, Gangiredla et al., 2018). Recentemente alguns autores propuseram
a reclassificacdo das espécies E. hermannii e E. wvulneris para 0s géneros
Atlantibacter (A. hermannii) e Pseudoescherichia (P. vulneris), respectivamente (Alnajar &
Gupta, 2017; Hata et al., 2016). Além disso, embora 0s géneros Escherichia e Shigella sejam
historicamente separados dentro da familia Enterobacteriaceae, analises de DNA genémico
revelaram um alto grau de similaridade, sugerindo que os membros do género Shigella
divergiram diretamente de uma linhagem de E. coli, compreendendo uma mesma espécie. No
entanto, ainda hoje os dois microrganimos continuam a ser tratados como géneros diferentes,
pautando-se na percepcdo historica de suas patologia e ecologia (Scheutz & Strockbine,
2015).

E. coli € comumente encontrada no trato gastrointestinal de humanos e animais, onde,
na maioria das vezes, mantém uma relacdo benéfica com seu hospedeiro. A maioria das cepas
sd0 comensais e raramente estdo envolvidas com alguma doenca, exceto em situagdes
extremas, como em individuos imunodeprimidos ou quando ha uma lesdo grave na barreira
gastrointestinal, como em casos de peritonite. O habitat natural destes microrganismos é a

mucosa coldnica, onde figuram como o anaerdbio facultativo mais abundante (Kaper et al.,
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2004).

Mais de meio século apds a descricdo da espécie, o carater comensal/oportunista
conferido a E. coli se manteve hegemonico. Essa visdo foi mudando progressivamente ao
longo dos anos com o acumulo de evidéncias indicativas da capacidade patogénica intrinseca
de algumas cepas, até que, os trabalhos pioneiros de Bray (1945) e Bray & Beavan (1948) no
Reino Unido, utilizando anticorpos para identificar e diferenciar cepas de E. coli patogénicas
nas fezes de individuos doentes, levaram ao reconhecimento desta bactéria como agente
etioldgico de diarreia em recém-nascidos (Bay, 1945 apud Chen & Frankel, 2005; Bray &
Beavan, 1948 apud Chen & Frankel, 2005). Nos anos que se seguiram, Vvarios surtos de
gastroenterite infantil foram associados a E. coli, consolidando estas cepas como patdgenos
intestinais (Chen & Frankel, 2005).

Hoje, sabe-se, existem linhagens de E. coli que, por meio da aquisicdo de elementos
genéticos especificos, apresentam um variado comportamento patogénico, além da capacidade
de ocupar novos nichos, rompendo a homeostase do hospedeiro e ocasionando um amplo
espectro de doencas (Kaper et al., 2004). Certas combinacdes de genes de viruléncia
caracterizam determinados grupos, conferindo-lhes a capacidade de causar doenca em
individuos saudaveis, ocasionando, principalmente em humanos, trés sindromes clinicas
distintas: doenca entérica/intestinal, infec¢des do trato urinério ou sepse/meningite (Kaper et
al., 2004).

As cepas patogénicas de E. coli foram primeiramente classificadas de acordo com a
sindrome clinica que desenvolvem: E. coli diarreiogénicas (DEC), E. coli uropatogénicas
(UPEC), E. coli septicémicas (SEPEC), E. coli associada a meningite neonatal (NMEC); ou
algumas vezes de acordo com o hospedeiro alvo, como E. coli patogénica para aves (APEC)
(Mainil, 2013). No entanto, a crescente descoberta das bases genéticas da viruléncia em E.
coli permitiu a classificacdo em diversos “patotipos”, ou seja, cepas que compartilham
marcadores genéticos de viruléncia relacionados a0 mesmo processo de agressao ao
hospedeiro (Kaper et al., 2004).

Em se tratando das cepas DEC, podemos citar: E. coli enterotoxigénica (ETEC),
produtora de enterotoxinas que levam a hipersecrecéo de eletrélitos e agua pelos enterocitos
de animais, incluindo humanos; E.coli Enteroinvasiva (EIEC/Shigella), capaz de invadir
enterocitos de humanos e outros primatas; E. coli Enteropatogénica (EPEC), Enteroagregativa
(EAEC) e Difusamente Aderida (DAEC), aderem aos enterdcitos apresentando padrdes
variados, interferindo na sua funcionalidade; E coli produtora de Toxina Shiga (STEC), onde
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se enquadram as cepas Enterohemorréagicas (EHEC), associadas a surtos e casos esporadicos
de diarreia, colite hemorragica ou até mesmo complicagdes graves como a sindrome urémico-
hemolitica (HUS). Embora nédo relacionado com diarreia, outro patotipo intestinal de E. coli
sdo as Aderente-Invasivas (AIEC), associadas a doenca inflamatdria intestinal (IBD), como a
colite ulcerativa e a doenca de Crohn (Kaper et al., 2004; Palmela et al., 2017).

Além destes, um provavel novo patotipo foi responsavel por um grande surto ocorrido
na Europa em 2011. O surto foi causado por um clone hipervirulento do sorotipo 0104:H4
muito similar ao patotipo EAEC, porém carreando o profago que codifica a toxina de Shiga,
ocasionando um total de 46 6bitos, com 3.128 casos de gastroenterite aguda e 782 casos de
HUS (Navarro-Garcia, 2014).

O termo “Escherichia coli Enteropatogénica” (EPEC) foi proposto em 1955 por Neter
et al. a fim de descrever cepas potencialmente patogénicas, raramente encontradas em fezes
de individuos saudaveis; sendo este o primeiro patotipo descrito. Cepas de EPEC comumente
pertencem a 7 sorogrupos baseados nos antigenos somaticos: 055, 086, 088, 0111, 0114,
0119, 0127 e 0142, também conhecidos como “sorogrupos classicos” (Gomes et al., 2016).
Embora o sorogrupo, a relacdo com doenca diarreica e a epidemiologia sejam importantes
caracteristicas na identificacdo de uma cepa de EPEC, a caracteristica mais marcante deste
patotipo é a capacidade de produzir uma lesdo histopatoldgica conhecida como “Attaching
and Effacing” (A/E), caracterizada pela desestruturacdo (achatamento) das microvilosidades
intestinais e pela aderéncia intima da bactéria a superficie do enterdcito (Hu & Torres, 2015).
Em sintese, as EPEC sdo definidas como E. coli diarreiogénicas (DEC) que possuem a
habilidade de produzir lesdo A/E (caracteristica também compartilhada com o patotipo EHEC
e com o patoégeno Citrobacter rodentium) mas ndo carreiam os genes que codificam a toxina
Shiga (stx) (Hu & Torres, 2015).

A lesdo A/E, primeiramente descrita por Moon et al. (1983), é resultado de uma
extensa desorganizacdo dos filamentos de actina do citoesqueleto da celula eucariotica,
seqguida da reorganizacdo destes filamentos no entorno da superficie basal da bactéria,
formando uma estrutura conhecida como pedestal. Os principais genes envolvidos neste
processo estdo localizados em uma grande regido no cromossomo de 35,6 Kb, uma ilha de
patogenicidade (PAI) chamada de “Locus of Enterocyte Effacement” (LEE), composta de 41
genes organizados em cinco operons, 0s quais compreendem genes reguladores, o gene da
proteina de superficie intimina, genes envolvidos na sintese de um sistema de secrecédo do tipo

Il (T3SS), genes codificantes de chaperonas e varias outras proteinas secretadas, incluindo



21

moléculas efetoras e o receptor translocado da intimina, Tir (Franzin & Sircili, 2015; Ingle et
al., 2016; Mainil, 2013).

A intimina, codificada pelo gene eae, € uma proteina de superficie (Omp) de 94KDa
que promove a adesdo entre a bactéria e enterocito na lesdo A/E, estimula uma resposta imune
do tipo Tyl e hiperplasia da cripta intestinal (Kaper et al., 2004). O T3SS, por meio das
proteinas secretadas EspA, EspB e EspD, forma um poro na membrana eucariética permitindo
a injecdo de proteinas e moléculas efetoras dentro do citoplasma hospedeiro. Uma destas
proteinas efetoras, conhecida como Tir (“Translocated Intimin Receptor”), é inserida na
membrana da célula hospedeira, onde desempenha o papel de receptor para intimina,
permitindo a adesdo intima da bactéria ao enterdcito (Kaper et al., 2004; Wong et al., 2011).

Em adicdo as moléculas efetoras codificadas na regido LEE, foram descritos varios
efetores “ndo-LEE” (Nle), localizados em pelo menos outras seis PAIs ou em profagos (ex.:
cif, espl/nleA, nleB, nleC, nleD, nleEe nleH). Ainda sendo alvo de estudos, as proteinas Nle
parecem possuir papel nos processos de desestruturacdo do citoesqueleto e das juncbes de
oclusdo da célula hospedeira, além da modulacdo da resposta inflamatéria, incluindo a
inibicdo de apoptose e da sinalizacdo via NF-kB (Gomes et al., 2016; Ingle et al., 2016). A
presenca destes genes é vista como um indicador de patogenicidade, uma vez que esta
associada as cepas diarreiogénicas (Coombes et al., 2008).

Resumidamente, apds entrar no trato gastrointestinal as EPEC: (i) aderem inicialmente
a mucosa dos intestinos delgado e grosso, com o auxilio de diversas estruturas de superficie,
como o flagelo (Sampaio et al., 2009) e fimbrias (Hernandes et al., 2011), que interagem com
0 enterdcito e/ou matriz extracelular; (ii) expressam o T3SS por onde injetam diversas
moléculas efetoras na célula hospedeira; (iii) aderem intimamente com o enterécito através da
ligagdo intimina-Tir, onde h& a formacdo das estruturas em pedestal e apagamento das
microvilosidades. Todo este processo resulta na diminuicdo da superficie de absorgdo e
alteracdo do fluxo de ions e agua, levando ao quadro de diarreia (Hodges & Gill, 2010).

Em 1995, foi proposta a divisdo de EPEC em dois grupos, denominados EPEC tipicas
(tEPEC) e EPEC atipicas (aEPEC) (Kaper, 1996). De uma forma prética, a diferenca entre
estes dois grupos se da pela presenca de um plasmideo chamado “EPEC Adherence Factor”
(PEAF) nas cepas de tEPEC, em contraste com a auséncia nas cepas atipicas. A presenca
deste plasmideo foi observada na cepa E2348/69 (0127:H6) e relacionada com um padréo
caracteristico de aderéncia em células da linhagem HEp-2, chamado de “aderéncia localizada”
(LA) (Baldini et al., 1983).
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Este padrdo de aderéncia é caracterizado pela formacao de aglomerados de bactérias
na superficie da célula hospedeira por meio da expressao de uma fimbria do tipo 1V, chamada
“Bundle-Forming Pili” (BFP), cujos genes estdo organizados em um operon dentro do pEAF.
O BFP se projeta da bactéria, unindo-a ao enterdcito e a outras células bacterianas, formando
uma estrutura tridimensional conhecida como microcolénia (Nougayrede et al., 2003). Em
contrapartida, cepas de aEPEC podem apresentar diferentes padrdes de aderéncia em cultura
de células epiteliais, conhecidos como: “Localized Adherence-like” (LAL), onde se observa
uma estrutura semelhante a microcolonia da LA, porém de forma mais frouxa; “aderéncia
difusa” (DA), onde h4 a adesdo das bactérias por toda a superficie da célula; e “aderéncia
agregativa” (AA), que se caracteriza pelo arranjo das bactérias em “tijolos empilhados” na
superficie da célula (Scaletsky et al., 2010).

tEPEC aparentam ser mais homogéneas quanto aos seus fatores de viruléncia,
basicamente relacionados, na maioria das cepas, ao locus LEE e ao plasmideo pEAF. Por
outro lado, as cepas atipicas compreendem um grupo altamente heterogéneo, onde sao
observados diferentes repertérios de viruléncia comumente associados a outros patotipos,
como STEC e EAEC (Gomes et al., 2011; Hernandes et al., 2009). Embora a fimbria BFP das
tEPEC auxilie na interacdo com a célula hospedeira, esta ndo parece ser essencial para
ocasionar doenga em humanos, uma vez que cepas aEPEC sdo comumente associadas a casos
esporadicos e surtos de diarreia. Sabe-se que vérias outras adesinas (Paa, LpfAO113, lha,
Ehx, ToxB, LdaG) podem ocorrer em cepas de aEPEC onde desempenhariam papel
semelhante a BFP no processo de colonizacdo e doenca (Bardiau et al., 2010).

Como dito, além dos fatores de viruléncia associados ao locus LEE e ao T3SS, outros
fatores, como adesinas e toxinas, também descritos em outros patotipos, ocorrem
frequentemente em cepas aEPEC, onde podem, em conjunto, auxiliar nos processos de
colonizacdo e infeccédo do hospedeiro (Gomes et al., 2011; Hernandes et al., 2011)

Os genes espP, ehxA e toxB sdo associados a um plasmideo de alto peso (92-104 kb)
descrito em cepas do sorotipo O157:H7, conhecido como pO157. O gene espP codifica uma
serina-protease conhecida por clivar a pepsina A e o fator V da coagulagdo; ehxA, encontrado
no operon ehxCABD, codifica a subunidade principal de uma hemolisina; e toxB, por sua vez,
codifica uma proteina que contribui para o aumento da secre¢cdo de moléculas via o T3SS
(Lim et al., 2010). Ja os genes saa e pilS estdo associados a um plasmideo descrito
inicialmente em cepas STEC LEE negativas do sorotipo O113:H21 associadas a HUS
(denominado pO113). O gene saa codifica uma adesina autoaglutinante, designada Saa (STEC
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autoagglutinating adhesin), enquanto que pilS, codifica a subunidade principal de um pilus do
tipo IV (Paton et al., 2001; Srimanote et al., 2002).

Outros genes comumente encontrados no cromossomo de cepas EHEC, como o gene
iha (adesina homologa a IrgA de Vibrio cholerae), paa (adesina “Porcine Attaching and
Effacing-associated” [Paa], um tipo de intimina associada a infeccdo em suinos), e hcpA
(subunidade principal do pili HCP [“Hemorrhagic Coli Pilus], um pili do tipo 1V associado a
aderéncia intestinal em humanos e bovinos), também ja foram observados em cepas aEPEC
(Gomes et al., 2011; Mcwilliams & Torres, 2014; Xicohtencatl-Cortes et al., 2007). Além
destes genes, o0 gene lifA/efa-1 (lymphocyte inhibitory factor A/EHEC factor for adherence-1),
presente na ilha de patogenicidade PAI O-122, codifica a linfostatina, uma grande proteina de
superficie que inibe a proliferacdo de linfocitos, a sintese de citocinas pré-inflamatoriase esta
relacionada com a adesdo de cepas aEPEC a célula hospedeira (Mercado et al., 2016).

Em adicdo aos fatores citados acima, algumas estruturas amplamente encontradas em
E. coli, inclusive em cepas comensais, como o pilus ECP (E. coli Common Pilus), a fimbria
curli e o pilus ou fimbria do tipo 1 (T1F), também desempenham um papel auxiliar no
processo de colonizacdo e infeccdo do hospedeiro, atuando em conjunto com outros fatores de
viruléncia. O ECP, conhecido inicialmente como MatB (“meningitis-associated and
temperature-regulated fimbriae) e identificado em uma cepa de E. coli extra-intestinal
O18:K1:H7, associada a meningite e septicemia neonatal, parece desempenhar papel
importante na adesdo as linhagens celulares humanas HEp-2 e HelLa. Este pilus é composto
por uma subunidade de 21 KDa notavelmente similar ao produto do gene yagZ (agora ecpA),
presente em diversas estirpes de E. coli, incluindo cepas comensais (Rendon et al., 2007).

As fimbrias curli sdo compostas estruturalmente por fibras amiloides, sendo o
principal componente proteico da matriz extracelular produzida por Enterobacteriaceae
durante a formacao de biofilme, desempenhando papel fundamental para a persisténcia de E.
coli no ambiente (Smith et al., 2017). Além disso, esta fimbria também foi associada a adesdo
e invasao a célula hospedeira, na ativacao de resposta imune pré-inflamatoria e, recentemente,
na protecédo contra a agdo do complemento (Bian et al., 2000; Biesecker et al., 2018; Gophna
et al., 2001; Wang et al., 2006).

A T1F, codificada pelo operon fimAICDFGH, é outro fator amplamente distribuido
em E. coli, onde a proteina FimH, normalmente encontrada na extremidade da estrutura
fimbrial, reconhece residuos de a-1,4 manose ligados na regido N-terminal de glicoproteinas

de superficie celular na célula hospedeira (Marshall et al., 2016).
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Uma grande variedade de sorotipos é descrita em cepas de aEPEC, além dos sorotipos
EPEC classicos. Hernandes e colaboradores (Hernandes et al., 2009) relataram a ocorréncia
de 113 sorogrupos diferentes, descritos num total de 746 cepas de aEPEC, com 81% das
cepas ndo relacionadas aos sorogrupos EPEC classicos e 26% nao tipaveis; sendo o0s
sorogrupos mais frequentes: 026, O51, 055, 0111, 0119 e O145. Desta forma, este grupo de
cepas ndo possui necessariamente uma relacdo filogenética mais proxima as cepas EPEC
tipicas. Muito pelo contrério, diversas cepas de aEPEC demonstram serem mais relacionados
as cepas STEC, quanto ao sorotipo e apresenca de marcadores de viruléncia (ex.. cepas
aEPEC do sorotipo O55:H7), suscitando a hipotese de que este grupo compreende cepas que
adquiriram/perderam elementos genéticos em diferentes momentos da evolugdo, como cepas
de EHEC que perderam o0s genes da toxina Shiga (stx-), ou cepas tEPEC destituidas do
plasmideo pEAF, dentre uma gama de outros genes (Hernandes et al., 2009, 2011; Trabulsi et
al., 2002).

O diagndstico e a identificacdo de cepas EPEC, como revisado recentemente por
Gomes et al. (2016), vdo além do isolamento da bactéria nos meios de cultura usuais (como
agar EMB e MacConkey), pois requerem a utilizacdo de ferramentas que possibilitem a
deteccdo antigénica e/ou de fatores de viruléncia caracteristicos a este patotipo, de forma a
diferenciar cepas EPEC das E. coli comensais. Sendo assim, EPEC pode ser detectada por
meio de sondas de DNA ou ensaios de PCR, utilizando iniciadores especificos para 0s genes
eae e stx (stx1 e stx2) (Gannon et al., 1993), onde todas as cepas positivas para 0 primeiro
gene, indicativo da presenca da regido LEE (comum a EPEC e EHEC), e negativas para o
segundo, o que descarta a hipdtese de cepas STEC, sao classificadas como EPEC. A seguir, a
diferenciacdo entre as cepas tEPEC e aEPEC é realizada pela detec¢do do gene bfpA e/ou o
plasmideo pEAF, também por PCR (Gunzburg et al., 1995). No entanto, a abordagem por
PCR pode ndo ser capaz de identificar todas as cepas bfpA-positivas, uma vez que sdo
observados diversos alelos para este gene, dificultando o desenho de iniciadores que
englobem todas as variantes (Blank et al., 2000).

No entanto, nos laboratorios de rotina, tradicionalmente todas as colénias de E. coli
obtidas das fezes, no isolamento primario, sdo testadas por meio de ensaios de soro-
aglutinacdo, utilizando antissoros especificos para os sorogrupos classicos de EPEC: 026,
055, 086, 0111, 0114, 0119, 0125, 0126, 0127, 0128, 0142 e 0158 (Gomes et al., 2016).
Este método é pratico e simples de realizar, além do fato de que os antissoros estdo

disponiveis comercialmente. Contudo, embora epidemiologicamente relevante, a grande
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heterogeneidade de sorogrupos dentro de EPEC (onde alguns sorogrupos sao comuns também
em outras cepas ndo-EPEC), a ocorréncia de outros sorogrupos em EPEC e a incapacidade de
diferenciar as cepas tEPEC das aEPEC, sdo desvantagens que comprometem a especificidade
deste metodo (Gomes et al., 2016).

Desde que as cepas EPEC foram definidas com base em suas caracteristicas de
viruléncia, algumas proteinas (incluindo a intimina, o BFP e algumas proteinas secretadas via
T3SS) foram consideradas potenciais alvos para o diagndstico (Gomes et al., 2016). A
expressao do BFP é considerada um marcador fenotipico das cepas tEPEC (Abe et al., 2009;
Nara et al., 2010). Ensaios de imunofluorescéncia e imunoblotting utilizando anticorpos
policlonais e monoclonais contra o BFP foram empregados para este fim (Giron et al., 1995;
Gismero-Ordofiez et al., 2002). No que diz respeito a detec¢do da expressdo de intimina,
alguns autores utilizaram anticorpos policlonais de coelho, desenhados a partir de uma regiao
conservada da intimina (Int388-667), a fim de detectar cepas tEPEC que expressem 0s
subtipos a, B, v, 6 ¢ € por meio de imunoblloting, relatando 100% de especificidade e 97% de
sensibilidade em cepas E. coli eae-positivas, 0 que também demonstra a relevancia de
antissoros policlonais contra a intimina como ferramenta diagnostica para EPEC (Adu-bobie
et al., 1998; Batchelor et al., 1999; Menezes et al., 2009; Caravelli et al., 2013). Em relacdo a
proteinas secretadas via T3SS, Lu et al. (2002) desenvolveram um método pratico para
identificar EPEC por meio da deteccdo da proteina EspB (E. coli secreted protein B) no
sobrenadante da cultura por RPLA (sigla em inglés para Reversed Passive Latex
Agglutination), apds cultivo em meio D-MEM. Adicionalmente, Nakasone et al. (2006) por
meio de um teste imunocromatografico (IC) rapido, e Rocha et al. (2014), utilizando
particulas de latex conjugadas com anti-EspB mAb, desenvolveram métodos com elevadas
sensibilidade e especificidade para detectar a presenga de EspB em cepas EPEC e EHEC,
representando opcles acessiveis aos paises em desenvolvimento, onde muitos laboratorios
nédo dispdem de infra-estrutura adequada para ensaios mais complexos.

O tratamento de infeccdes por cepas EPEC ira variar de acordo com o quadro clinico e
a idade do paciente. Na maioria dos casos infec¢fes por EPEC levam ao desenvolvimento de
diarreia aguda, com abundante perda de agua e eletrélitos nas fezes, podendo evoluir para
quadros mais graves e até fatais, com desidratacdo e desnutricdo severa em individuos mais
susceptiveis, como criangas abaixo de 12 meses de idade (Hu & Torres, 2016). Além dos
guadros agudos, algumas cepas aEPEC ja foram associadas a diarreia persistente (>14 dias)
em criancas (Afset et al., 2004; Nguyen et al., 2006), e também a diarreia sanguinolenta em



26

alguns casos (Hu & Torres, 2016). Segundo o Ministério da Saude (MS), respaldado no
Manual de Tratamento de Diarréia da OMS (2005), em casos de diarrea aguda (grande
maioria) o tratamento indicado é a hidratacdo, ou seja, 0 aumento do consumo de liquidos,
que pode ser realizada na unidade de satde (com a ingestdo de solucdes de reidratacédo oral
[SRQO]) ou no proprio domicilio (com a ingestdo de agua de arroz, soro caseiro, chas, sucos e
sopas). Neste processo é importante manter a alimentacdo habitual, como o aleitamento
materno, a fim de prevenir desnutricdo. A suplementacdo com zinco € indicada em criancas
abaixo de 5 anos (<6 meses:10mg/dia; >6 meses:20mg/dia) durante 10 a 14 dias. Em casos de
desidratacdo grave é indicada a hidratacdo venosa com soro fisiologico a 0,9% (10-20mL/Kg
em criangas menores de 5 anos) nos primeiros 30 minutos, seguida da infusédo de soro
fisioldgico associado com soro glicosado (5%) e KCI (10%) pelas préximas 24 horas,
concomitante a hidratacdo oral quando possivel.

A antibioticoterapia sé € indicada, a principio, em casos de disenteria, onde além da
diarréia, ha sangue ou muco nas fezes. Neste caso, em criancgas, o tratamento é realizado com
ciprofloxacino (15mg/Kg) a cada 12 horas por 3 dias; ou ceftriaxona (50-100mg/Kg)
intramuscular, uma vez ao dia, por 2-5 dias como alternativa. No caso de adultos, utiliza-se
ciprofloxacino (500mg) de 12 em 12 horas por 3 dias.

Em sintese, aEPEC compreende diversas linhagens distintas que emergiram
paralelamente por meio da aquisi¢do horizontal de determinantes de viruléncia especificos, os
quais, nas mais variadas combinacdes, foram compondo seu genoma acessorio, conferindo-
Ihe a capacidade de causar doenca (Ingle et al., 2016). Segundo Hernandes et al. (2009) o fato
de algumas cepas de aEPEC carrearem diferentes combinac6es de genes de viruléncia ndo
seria uma surpresa, uma vez que estes genes estao associados a plasmideos conjugativos, ilhas
de patogenicidade (PAIs), transposons e bacteriéfagos, elementos genéticos moveis que sdo
disseminados por transferéncia horizontal, seja no ambiente intestinal ou no meio ambiente.

Alguns estudos abordaram a relagédo entre cepas aEPEC e EHEC, quanto ao ganho e a
perda dos genes codificadores da toxina de Shiga. Bielaszewska et al. (2007) isolaram cepas
EHEC e aEPEC (stx negativo) do sorotipo 0O26:H11 geneticamente relacionadas em fezes de
criangas com HUS na Alemanha, observando a perda do fago ap6s passagem em cultura e a
lisogénese das cepas aEPEC com o fago presente nas cepas EHEC, sugerindo que este
fendmeno ocorra durante o curso da infeccdo em humanos. Em estudo recente, Eichhorn et al.
(2018) obtiveram sucesso na transdugdo lisogénica “in vitro” de cepas aEPEC isoladas de
diferentes hospedeiros mamiferos (roedor, bovino e humano) com o modelo de bacteriéfago
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®3538 Astx2::cat, evidenciando que algumas cepas aEPEC de origem animal séo de fato
potenciais progenitoras de cepas EHEC. Levando em consideracdo a alta prevaléncia e a
ampla gama de hospedeiros, somadas ao risco de aquisicdo dos genes stx, cepas aEPEC
podem representar um importante risco de infec¢es zoonoticas.

Apesar do sucesso global na redugdo da mortalidade infantil nas ultimas trés décadas,
casos de diarreia continuam a ser a segunda principal causa de morte devido a infec¢bes em
criancas abaixo dos cinco anos de idade no mundo (Lanata et al., 2013). Segundo dados da
Unicef (traduzido como: Fundo das Nacdes Unidas para a Infancia), a diarreia € uma das
principais causas de mortalidade infantil, respondendo por 8% de todas as mortes em criancas
com menos de 5 anos de idade no mundo em 2016. Isso representa mais de 1.300 mortes por
dia ou cerca de 480.000 criancas por ano, apesar da disponibilidade de tratamento
(http://data.unicef.org/topic/child-health/diarrhoeal-disease/ - acessado em 09/08/2018).
Lanata et al. (2013) relataram que cepas de EPEC e ETEC, além dos virus entéricos,
Rotavirus e Calicevirus, estdo implicadas em mais da metade de todas as mortes por diarreia
em criancas abaixo de cinco anos no mundo.

Nos ultimos anos houve uma mudanca de paradigma na epidemiologia das cepas
EPEC. Por um longo periodo infec¢gBes por aEPEC permaneceram praticamente restritas a
paises desenvolvidos, onde a ocorréncia de infeccdes por tEPEC vem diminuindo nas Gltimas
décadas. Nos paises em desenvolvimento as cepas tipicas ainda representam um problema de
salde publica; contudo, dados recentes apontam para a emergéncia de infeccdes por aEPEC,
chegando a exceder aquelas por tEPEC, em um cenario semelhante aos paises desenvolvidos
(Croxen et al., 2013; Nunes et al., 2012; Santona et al., 2013). Estudos descrevem a
ocorréncia de cepas aEPEC e sua relevancia e emergéncia como agente de diarreia infantil
também no Brasil (Pitondo-Silva et al., 2014; Spano et al., 2017; Vieira et al., 2016) e em
outros paises da América Latina (Silveyra et al., 2015; Varela et al., 2015; Vasco et al.,
2016).

InfeccOes causadas por EPEC podem variar de formas subclinicas a casos de diarreia
grave, muitas vezes fatais. Cepas tEPEC causam diarreia aquosa abundante, com muco e
significante perda de agua e eletrélitos nas fezes. Somado a isso, a diarreia persistente e a
decorrente ma absorcdo de nutrientes podem agravar quadros de desnutricdo (Hu & Torres,
2015). A transmissdo de tEPEC geralmente segue a rota fecal-oral, por meio da transmissao
direta por portadores humanos ou contaminacdo de superficies e alimentos (como

suplementos infantis). Os seres humanos sdo o Unico reservatorio conhecido para tEPEC,
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com criangas sintomaticas e assintométicas e adultos assintomaticos sendo a fonte de
contaminagdo mais provavel (Gomes et al., 2016).

Por outro lado, embora o papel das cepas aEPEC como um patégeno diarreiogénico
ainda ndo esteja claro, em funcdo de sua deteccdo em taxas semelhantes em pacientes
sintométicos e assintomaticos, diversos estudos apontam a responsabilidade deste patotipo em
surtos e casos de diarreia, persistente e sanguinolenta (Afset et al., 2004; Bielaszewska et al.,
2008; Cohen et al., 2005; Estrada-Garcia et al., 2009; Hedberg et al., 1997; Moreno et al.,
2010). Diferentemente das cepas tipicas, aEPEC séo encontradas em pacientes de todas as
idades, incluindo adultos com HIV-AIDS (Gomes et al., 2016). Além disso, sdo
habitualmente isoladas de diversas espécies animais, com e sem sintomas de diarreia,
incluindo animais de companhia (cdes e gatos), bovinos, ovinos, caprinos, bubalinos,
lagomorfos, primatas, e ungulados (Alvarez-Suérez et al., 2016; Beraldo et al., 2014; Almeida
et al., 2012; Jay-Russell et al., 2014; Martins et al., 2016; Moura et al., 2009; Sekse et al.,
2011; Monaghan et al., 2013; Shabana et al., 2013).

Frequentemente cepas aEPEC isoladas de humanos e de animais compartilham
propriedades de viruléncia e apresentam alta similaridade genética (Moura et al., 2009).
Sorogrupos associados a diarreia em humanos ja foram identificados em cepas isoladas de
animais (tais como: 026, 0103, 0119, 0128, 0142 e O157) e, somada a sorotipagem,
técnicas moleculares, como o “Pulsed Field Gel Electrophoresis” (PFGE) e o “Multilocus
Sequence Typing” (MLST) , contribuiram para demonstrar que animais domésticos e
selvagens podem representar fontes de contaminacdo para o homem (Gomes et al., 2016).

Para muitas bactérias a analise por PFGE ainda permanece como um método de
tipagem “padrdo ouro” em investiga¢des de surtos e/ou em abordagens de vigilancia sanitéaria.
Em geral, as células bacterianas sdo suspensas em agarose, lisando-as com enzimas e
detergentes “in situ”, para evitar a degradacdo mecénica do DNA gen6émico durante o
processo de extracdo. O DNA é entdo digerido com endonucleases de restricdo de baixa
frequéncia de corte e separado por eletroforese em gel de agarose. Existem varios modos de
separa¢ao PFGE, mas o “Contour-clamped Homogeneous Electric Field” (CHEF) ¢ o mais
comumente utilizado, que incorpora um gradiente de campo elétrico constante que corre
paralelamente ao sentido de migragdo do DNA, com pulsos alternados de eletrodos
secundarios. Os padrdes de restricdo resultantes sdo normalizados com o auxilio de softwares
de andlise de imagem e comparados usando célculos estatisticos de similaridade baseados no
padréo de bandas (Maccannell, 2013).
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A abordagem por MLST, por sua vez, permite a caracterizacdo de cepas bacterianas
utilizando o método de Sanger para sequenciar regides (~500pb) localizadas no interior de
sete genes constitutivos, conhecidos como “housekeeping” (isto €, genes necessarios para a
manutencdo de funcdes celulares basicas). Assim, cada cepa é caracterizada por meio dos
alelos em cada um dos sete loci, configurando o seu perfil alélico ou “Sequence Type” (ST). A
andlise por MLST permite a identificacdo de complexos clonais e traga relacdes filogenéticas
dentro de um clado, determinando a ancestralidade entre cepas da mesma espécie. Embora
tenhamos adentrado a era do sequenciamento de nova geracdo (NGS), o qual possibilitou a
rapida leitura do genoma completo de microrganismos, o PFGE e o MLST ainda figuram
como importantes ferramentas no diagnostico, rastreamento e controle de infecches
bacterianas, principalmente em paises onde os custos das novas tecnologias ainda representam
uma barreira (Pérez-Losada et al., 2013).

Embora ainda ndo tenha sido demonstrada a transmissdo direta entre animais e
humanos, € possivel sugerir que algumas cepas aEPEC sdo patégenos com potencial
zoonotico e possuem uma grande variedade de espécies animais como reservatorio (Gomes et
al., 2016). Os cdes figuram como uma das principais espécies animais domesticadas pelo
homem, coabitando e compartilhando o mesmo ambiente por milhares de anos. Ainda hoje
este convivio ocorre praticamente em todo o mundo, sejam em paises desenvolvidos ou em
desenvolvimento. Como consequéncia deste contato intimo, a possibilidade de transmissao de
microrganismos patogénicos entre as duas espécies é extremamente elevada (Beutin, 1999).
Algumas das zoonoses bacterianas transmitidas ao homem pelo céo incluem a
campilobacteriose, salmonelose “nao-typhoidal”, leptospirose, brucelose (B. canis),
ehrlichiose, anaplasmose e febre Q (Coxiella brumetii) (Jacob & Lorber, 2015). Além destas
infeccdes, a circulacdo e o compartilhamento de cepas de E. coli entre o cdo e o homem (os
préprios donos e outros humanos do convivio) sdo frequentes, fazendo do cdo um reservatorio
potencial para cepas patogénicas desta espécie (Jacob & Lorber, 2015). EPEC ja foi associada
a infeccdes intestinais em cdes adultos e filhotes, sendo também recuperada de animais sadios
(Beutin, 1999; Moura et al., 2009; Nakazato et al., 2004). Turk et al. (1998), observaram a
formagéo de lesdo A/E em cées infectados com cepas EPEC. Alguns trabalhos descreveram a
ocorréncia de aEPEC nestes hospedeiros, observando cepas que compartilham os mesmos
sorotipos, fatores de viruléncia e séo geneticamente relacionadas a cepas humanas, suscitando
a hipotese destas linhagens se deslocarem entre as populagdes humanas e caninas (Almeida et
al., 2012; Nakazato et al., 2004; Pufio-Sarmiento et al., 2013).
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Gomes et al., 2004, ao avaliarem a ocorréncia de cepas aEPEC em criangas abaixo de
10 anos com diarreia, nos Estados de S&o Paulo e Rio de Janeiro, observaram uma variedade
de sorotipos, com o sorotipo O51:H40 prevalecendo sob os demais. Trabalhos posteriores
reforcaram o potencial diarreiogénico de cepas humanas do sorotipo 0O51:H40, descrevendo
sua capacidade de aderir e invadir células intestinais “in vitro” e “in vivo”, além do papel de
diferentes estruturas nestes processos (Moreira et al., 2008; Sampaio et al., 2009, 2011, 2014,
2016). A capacidade de invadir e sobreviver dentro dos enterdcitos representa uma adaptacao
destes patdgenos as condicdes adversas do ambiente extracelular, como o estresse fisico
(baixo pH, secrecdo de muco e o fluxo intestinal) e os mecanismos de defesa do sistema
imune (SI), incluindo exfoliacdo do tecido, deposicdo do complemento, opsonizacdo por
anticorpos e subsequente reconhecimento por macrofagos e células T citotoxicas (Pizarro-
Cerda & Cossart, 2006). Segundo Sampaio et al.(2011), a capacidade de invadir, sobreviver e
persistir no ambiente intracelular pode contribuir também para o estabelecimento de um
quadro diarreico persistente em alguns pacientes infectados por aEPEC.

Nos ultimos vinte anos diversos estudos evidenciaram o potencial de cepas aEPEC em
aderir, formar lesdo A/E e invadir células epiteliais, incluindo as linhagens intestinais
humanas Caco-2 e T84 (Moreira et al., 2008; Pacheco et al., 2014; Pelayo et al., 1999; Rosa
et al., 2001; Sampaio et al., 2009, 2011, 2014, 2016; Yamamoto et al., 2009). As linhagens
Caco-2 e T84 sédo derivadas de um adenocarcinoma colorretal, sendo a primeira originaria de
um tumor primario e a segunda a partir de metastase de origem pulmonar. Ambas as
linhagens sofrem um processo de diferenciacdo espontanea quando em cultura, levando a
formacdo de monocamadas de células que expressam diversas caracteristicas morfoldgicas e
funcionais de um enterdcito, com as células Caco-2 assemelhando-se a enterdcitos maduros
de crista, enquanto que as células T84 mimetizam enterdcitos indiferenciados de cripta
(Sambuy et al., 2005; Devriese et al., 2017).

Em estudo anterior, conduzido por nosso grupo, Almeida et al. (2012), avaliaram a
ocorréncia de aEPEC em fezes de cées filhotes (até 3 meses) com diarreia entre 0s anos de
2003 e 2004, recuperando 21 cepas de varios sorotipos, destacando-se os sorotipos O11:H16,
04:H16, 049:H10 e O51:H40, ja descritos na literatura associados a casos de diarreia em
criancas (Gomes et al.,, 2004). Além disso, foi observado nas cepas caninas um
comportamento comumente apresentado por cepas patogénicas: padrdo de aderéncia LAL em
cé¢lulas HelLa e acumulagdo de actina pelo teste FAS (“Fluorescente Actin Staining”),

sugerindo a capacidade de produzir lesdo A/E. Em trabalho subsequente do nosso grupo,
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Araes (2009), comparando as cepas caninas dos sorotipos citados acima, com cepas isoladas
de humanos de sorotipo correspondente, observou uma marcante similaridade entre os dois
grupos, tanto na ocorréncia de genes de viruléncia, como nos perfis de polimorfismo genético
por RAPD (“Random Amplification of Polymorphic DNA”).

Em suma, aEPEC comp®e um grupo bastante diverso dentro das E. coli produtoras de
lesdo A/E, amplamente disseminado na natureza, sendo isolado de diferentes espécies
animais. Embora estudos apontem a circulacéo destas bactérias na interface animal/homem, a
associacdo de cepas aEPEC animais com doenca sintomatica em humanos ainda € um desafio,
sendo necessarios estudos de subtipagem e patogénese mais precisos a fim de elucidar o
potencial zoon6tico destas linhagens. Neste sentido, o presente estudo procurou comparar
cepas isoladas de cdes com cepas humanas de mesmo sorotipo, quanto as caracteristicas
genotipicas e fenotipicas de viruléncia, procurando descrever similaridades que sustentem a

capacidade patogénica destas cepas quando transmitidas para 0 homem.
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1 OBJETIVOS

1.1 Geral

Avaliar e comparar o potencial patogénico entre cepas de Escherichia coli

Enteropatogénicas atipicas (aEPEC) isoladas de cdes com diarreia e de casos de diarreia
infantil, pertencentes aos sorotipos O4:H16, O11:H16, O49:H10 e O51:H40.

1.2 Especificos

d)

Investigar, em cepas aEPEC caninas e humanas de igual sorotipo, a ocorréncia de genes
codificadores de adesinas, moléculas efetoras e outros fatores de viruléncia encontrados
em cepas de E. coli diarreiogénicas;

Detectar a expressdo das fimbrias Curli e T1F entre as cepas por meio de ensaios
fenotipicos;

Avaliar a similaridade genética entre as cepas aEPEC caninas e humanas de mesmo
sorotipo por meio de técnicas moleculares;

Avaliar a interacdo das cepas com células intestinais humanas “in vitro” quanto a

aderéncia, invasao e sobrevivéncia intracelular.
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2 METODOLOGIA

2.1 Cepas bacterianas

Neste estudo foi utilizado um total de dez cepas identificadas previamente como
aEPEC. Deste total, cinco foram isoladas de fezes de cdes filhotes (Canis familiaris) com
quadro clinico de diarreia no periodo entre 2003 e 2004 no Rio de Janeiro, dado publicado
anteriormente por Almeida et al. (2012). Em contrapartida, as outras cinco cepas foram
isoladas de casos de diarreia em criancas com menos de dois anos de idade entre 1989 e 1990
em Séo Paulo, em estudo de Vieira et al. (2001) (n=2) e entre 1998 e 2001 no Rio de Janeiro,
por Girdo et al. (dado ndo publicado) (n=3). As cepas caninas e humanas utilizadas neste
estudo ndo possuem nenhuma relacdo epidemioldgica. Tais cepas foram previamente
caracterizadas quanto ao sorotipo, caracteristicas fenotipicas e genotipicas de viruléncia,
sendo os sorotipos O4:H16, O11:H16, 049:H10 e O51:H40 identificados tanto nas cepas

humanas como nas caninas (Quadrol).

Quadro 1 — Relacéo das cepas de aEPEC utilizadas neste estudo

Cepas . Fonte de Idade S,In_als Sorotipo  Estado . Ano de Referéncia
isolamento clinicos isolamento

2.3 Caes <3m  Diarreia 051:H40 RJ  2003-2004 1
21 Cées <3m  Diarreia 051:H40 RJ  2003-2004 1
41.5 Cées <3m  Diarreia 04:H16 RJ  2003-2004 1
46 Cées <3m Diarreia O11:H16 RJ  2003-2004 1
75 Cées <3m  Diarreia 049:H10 RJ  2003-2004 1
4361-2 (H1) Humanos l1la/9m Diarreia 051:H40  SP 1989 2
1461-1 (H2) Humanos 1a/10m Diarreia O11:H16 SP 1989 2
98222 (H3)  Humanos 2a Diarreia  04:H16 RJ 1998 3
21535 (H4)  Humanos 2m Diarreia 049:H10 RJ 2001 3
21323 (H5) Humanos la/6m Diarreia 051:H40 RJ 2001 3

Legenda: a - ano; m - meses. RJ - Rio de Janeiro; SP - Sdo Paulo.
Fonte: 1 - Almeida et al., 2012; 2 - Vieira et al., 2001; 3 - Girdo, 2007.
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Todas as cepas bacterianas estavam acondicionadas em meio de estoque (caldo BHI
[Oxoid, Hampshire, Inglaterra] com 20% de glicerol) em freezer -20°C. Para a reativacdo das
cepas as mesmas foram inoculadas em caldo soja tripticaseina (TSB; Oxoid) e posteriormente

semeadas em agar soja tripticaseina (TSA; Oxoid), ambos com incubacéo de 18-24 h a 37°C.

2.1.1 Caracterizacdo prévia das cepas

Todas as 10 cepas analisadas neste estudo foram previamente caracterizadas para
alguns marcadores genotipicos e fenotipicos de viruléncia por Almeida et al. (2012) e Arais
(Dissertacdo de mestrado, 2010). Os primeiros autores citados acima caracterizaram as
variantes dos genes eae, tir, espA e espB das cepas isoladas de cdes e o padréo de aderéncia
quando interagindo “in vitro” com células HeLa. Em estudo do mesmo grupo (Arais, 2010),
comparou caracteristicas genotipicas das cepas caninas com cepas humanas quanto a presenca
de outros marcadores de viruléncia e a relacdo genética pela técnica de RAPD. Parte destes

dados encontra-se sintetizada na Figura 1.

2.2 Investigacdo de marcadores adicionais de viruléncia

Além dos marcadores de viruléncia previamente identificados, no presente estudo
foram pesquisados, por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), genes adicionais
relacionados a viruléncia e patogénese comumente encontrados em cepas do patotipo STEC:
hcpA, iha, paa, csgBA, saa, toxB, ehxA, espP, efa-1 e pilS, além dos genes ecpA e csgAB,
comuns em diversos patotipos. Somado a isso, também por meio da PCR, foi pesquisada a
presenca de genes que codificam moléculas efetoras secretadas pelo T3SS localizados fora da
regido LEE (“Non-LEE Effectors”): nleA, nleB, nleB2, nleC, nleD, nleE, nleF, nleG, nleG2-1,
nleG2-3, nleG5-2, nleG6-2, nleG9, nleH1-1, nleH1-2 e ent/espL2. A relagdo dos iniciadores
utilizados neste estudo encontra-se descrita no Quadro 2.

Todos os ensaios de PCR foram realizados nas seguintes condigdes: 1,5mM de MgCly,
0,2mM de cada dNTP, 0,2uM de cada primer e 0,5U de Tag DNA Polimerase (Ludwig, Rio
Grande do Sul, Brasil). As reagbes foram levadas ao termociclador modelo Applied
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Biosystems Veriti (Thermo Fisher, Massachusetts, EUA) sob o0 seguinte ciclo de
amplificacdo: etapa inicial



Figura 1 — Analise prévia das cepas aEPEC caninas e humanas: sorotipagem, ocorréncia e caracterizacdo de genes de viruléncia, similiaridade

genética e fenotipo de aderéncia em células Caco-2 apds 3 horas de interagdo

Genes de viruléncia

Analise por RAPD™ . _ _ Sitio de Aderéncia em
Cepas  Sorotipo eae tir espA espB tccP  tccP2  fimH ) e
. . . N . . . insercédo de Caco-2
LEE
— H4 O49:H10  pB/6 o NR o - - + selC LAL
L 75 049:H10  P/d o a o - - + selC LAL
. 21 051:H40 Y o (o} o - - + ND LAL
H3 04:H16 B B NR B - + + pheU LAL
41.5 0O4:H16 B B B B - + + pheU LAL
- — H2 O11:H16 B B NR B + - + pheU LAL
— 46 O11:H16 B B NR B + - + pheU LAL
— H5 O51:H40  0/y o NR o - - - ND LAL
(L H1 O51:H40  0/y o NR o - - + ND LAL
L 23 051:H40 Y o o o - - - ND LAL

Legendas: ND - ndo determinado; NR - ndo realizado; AA - aderéncia agregativa; LAL - aderéncia localizada “like. * - realizado por Almeida et al. (2012); ** - realizado por

Arais (2010).
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de 94°C por 2 m; 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, a temperatura de anelamento
correspondente dos iniciadores (Quadro 2) por 30s e 72°C por 30-60s; seguido de extensdo
final de 72°C por 8 m. A temperatura de anelamento referente a cada par de iniciadores se
encontra no Quadro 2. O DNA molde foi obtido por meio de lise térmica (100°C por 10 m) de
uma suspensao de 5-10 colbnias a partir de crescimento por 16-18 h a 37°C em TSA, seguido
de uma breve centrifugacdo para precipitar os restos celulares.

Apds a amplificacdo os produtos foram submetidos a corrida eletroforética em gel de
agarose 1%, com tensdo entre 80 e 100V e corrente entre 25 e 40mA, em tampao Tris-borato
EDTA 0,5X. O gel foi corado com solugdo de brometo de etidio (C,1H20BrN3) e revelado sob
luz UV em foto-documentador do modelo L-PIX (Loccus, Sdo Paulo, Brasil).

As seguintes cepas foram utilizadas como controle positivo nas reacdes de PCR: cepa
EDL933 (sorotipo O157:H7) para os genes: hcpA, iha, toxB, ehxA, espP, paa, efa-1 e todos 0s
16 genes nle pesquisados; cepa EC784 (0113:H21) para os genes saa e pilS; e cepa E2348/69
(0126:H7) para os genes efa-1, ecpA e csgBA. Como controle negativo foi utilizada a cepa E.

coli K12 DH5a em todas as reagdes.

2.3 Ensaios fenotipicos “in vitro” de observac¢io da expressdo de fimbria Curli, fimbria

do tipo I (T1F) e da fermentacéo do sorbitol

A expressdo de fimbria Curli foi avaliada por meio da capacidade das bactérias de
absorver o corante vermelho congo quando semeadas na superficie do Agar Vermelho Congo
(CRA), segundo formulacéo e protocolo adaptados de Bak et al. (2015) (Luria Bertani &gar
[LB; Oxoid], sem adi¢do de NaCl, contendo 40pg/mL de vermelho congo e 20pug/mL de azul
de Coomassie, pH 7,2). Inicialmente, as cepas foram crescidas em 3mL de caldo LB (Oxoid)
sem sal, por 48 h a 28°C. A seguir, aliquotas de 10uL foram semeadas na superficie de placa
com CRA, sendo incubadas novamente por 48 h a 28°C. Apds este periodo coldnias com
coloracdo rosa/alaranjada foram consideradas positivas para producdo de fimbria Curli. As
cepas EPEC E2348/69 e E. coli DH5a foram utilizadas como controle positivo e negativo,
respectivamente.

Para a verificacdo da expressdo da fimbria do tipo I, foram realizados ensaios de
aglutinacdo manose-sensivel de leveduras em lamina, segundo protocolo modificado de Bak

et



Quadro 2 — Descricdo dos iniciadores utilizados neste estudo nos ensaios de PCR

Genes o Sequéncia (5°-3) T.an.”  Produto .
Fator de viruléncia _ 5 Referéncia

alvos Sense Anti-sense (°C) (pb)

ecpA E. coli common pilus (ECP) GCAACAGCCAAAAAAGACACC CCAGGTCGCGTCGAACT 52 476 Hernandes et al., 2011
hepA  Hemorrhagic coli pilus (HCP) TCGCTAGTTGCTGACAGATTT AATGTCTGTTGTGTGCGACTG 50 867 X'COhtencazt(')'(%Ortes etal,

iha IrgA homologue adhesin CTGGCGGAGGCTCTGAGATCA TCCTTAAGCTCCCGCGGCTGA 56 837 Johnson et al., 2000

paa Porcine A/E-associated protein ATGAGGAAACATAATGGCAGG TCTGGTCAGGTCGTCAATAC 50 350 Batisson et al., 2003
csgBA curl AAATCTAGAAACGCGCGGGTGAGTT  AAAGAATTCTCGTCTGACTTTGCCCT 1337 Cookson et al., 2002

ATTA GAA

saa STEC autoagglutinating adhesin CGTGATGAACAGGCTATTGC ATGGACATGCCTGTGGCAAC 54 119 Srimanote et al., 2002

pils Fimbria do tipo IV (PilS) TGAACTTCAGAGCACGTCTGTC TCGCTACTGCAGACGGTAAC 55 502 Srimanote et al., 2002
toxB Pmte'”aggsfg'?a?%%;'asm'd'o ATACCTACCTGCTCTGGATTGA TTCTTACCTGATCTGATGCAGC 58 602 Tatarczak et al., 2005
ehxA Enterohemolisina (pO157) GCATCATCAAGCGTACGTTCC AATGACCCAAGCTGGTTAAGC 65 534 Paton & Paton, 1998
espP Ex”ace””'(grosleg;')‘e protease AAACAGCAGGCACTTGAACG GGAGTCGTCAGTCAGTAGAT 56 1830 Brunder et al., 1999
efa-1 E. coli factor for adherence TGCGCACAATTGACTACAGAGGAA ATACGACCATCAGGGGAATCAC 58 692 Morabito et al., 2003

(Similar ao gene lifA)

nleA ATGAACATTCAACCGACCATAC GACTCTTGTTTCTTGGATTATATCAAA 55 1296 Coombes et al., 2008
nleB Efetores ndo-LEE (NLE) GGAAGTTTGTTTACAGAGACG AAAATGCCGCTTGATACC 55 297 Coombes et al., 2008
nleB2 GTTAATACTAAGCAGCATCC CCATATCAAGATAGATACACC 52 475 Coombes et al., 2008
nleC ACAGTCCAACTTCAACTTTTCC ATCGTACCCAGCCTTTCG 55 777 Coombes et al., 2008

Legendas: T.an. — temperatura de anelamento.

38




Quadro 2 — Descricdo dos iniciadores utilizados neste estudo (continuagéo)

Genes alvos Fatores de viruléncia Sequéncia (5°-3) _ T'? nn. Produto Referéncia
Sense Anti-sense (°C) (pb)
nleD GGTATTACATCAGTCATCAAGG TTGTGGAAAACATGGAGC 55 426 Coombes et al., 2008
nleE GTATAACCAGAGGAGTAGC GATCTTACAACAAATGTCC 52 260 Coombes et al., 2008
nleF ATGTTACCAACAAGTGGTTCTTC ATCCACATTGTAAAGATCCTTTGTT 55 567 Coombes et al., 2008
nleG ATGTTATCGCCCTCTTCTATAAAT ACTTAATACTACACTAATAAGATCCA 55 902 Coombes et al., 2008
nleG2-1 ACCAGAAACCTGACTTCG CAGCATCTTCATATACTACAGC 55 406 Coombes et al., 2008
nleG2-3 GGATGGAACCATACCTGG CGCAATCAATTGCTAATGC 56 551 Coombes et al., 2008
Efetores ndo-LEE (NLE)

nleG5-2 TGGAGGCTTTACGTCATGTCG CCGGAACAAAGGGTTCACG 55 504 Coombes et al., 2008
nleG6-2 CGGGTCAGTGGATGATATGAGC AAGTAGCATCTAGCGGTCGAGG 55 424 Coombes et al., 2008
nleG9 GTTCGTGCCCGAATTGTAGC CACCAACCAAACGAGAAAATG 55 409 Coombes et al., 2008
nleH1-1 GTTACCACCTTAAGTATCC GTTTCTCATGAACACTCC 55 456 Coombes et al., 2008
nleH1-2 AACGCCTTATATTTTACC AGCACAATTATCTCTTCC 52 589 Coombes et al., 2008
ent/espL2 GAATAACAATCACTCCTCACC TTACAGTGCCCGATTACG 55 233 Coombes et al., 2008

adk Adenylate kinase ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG CCGTCAACTTTCGCGTATTT 54 583 Wirth et al. 2006

fumC Fumarate hydratase TCACAGGTCGCCAGCGCTTC GTACGCAGCGAAAAAGATTC 54 806 Wirth et al. 2006

gyrB DNA gyrase TCGGCGACACGGATGACGGC ATCAGGCCTTCACGCGCATC 60 911 Wirth et al. 2006

Legendas: T.an. — temperatura de anelamento.
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Quadro 2 — Descricdo dos iniciadores utilizados neste estudo (continuagéo)

Genes alvos Fatores de viruléncia Sequéncia (57-3') _ T'f nn. Produto Referéncia
Sense Anti-sense (°C) (pb)
icd Isocitrate/isopropylmalate ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCC GGACGCAGCAGGATCTGTT 54 878 Wirth et al. 2006
dehydrogenase GGCACA
ATGAAAGTCGCAGTCCTCGGCGC  TTAACGAACTCCTGCCCCAGAGCGA .
mdh Malate dehydrogenase TGCTGGCGG TATCTTTCTT 60 932 Wirth et al. 2006
puUrA Adenylosuccinate CGCGCTGATGAAAGAGATGA CATACGGTAAGCCACGCAGA 54 816 Wirth et al. 2006
dehydrogenase
recA ATP/GTP binding motif CGCATTCGCTTTACCCTGACC TCGTCGAAATCTACGGACCGGA 58 780 Wirth et al. 2006

Legendas: T.an. — temperatura de anelamento.
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al. (2015). Estas fimbrias se ligam os residuos de manose, presentes em abundancia na parede
de leveduras. As cepas foram crescidas em 3mL de caldo LB sem NaCl por 24 h a 37°C. A
sequir foram misturados volumes iguais do crescimento bacteriano e de uma suspensao em
PBS de células de Saccharomyces cerevisiae a 0,5% (p/v) na superficie de uma lamina de
microscopio limpa e desengordurada. Apds realizagdo de movimentos circulares, foi
averiguada a ocorréncia de aglutinacdo das leveduras, indicativo da expressdo de T1F pelas
bactérias. Ensaio idéntico foi realizado com as cepas positivas apés adicdo de 150uL de uma
solucdo de D-manose a 20% (concentracdo final de 1%) aos tubos com crescimento em LB,
homogeinizacéo e reincubacdo por mais 1 hora a 37°C em condicdes estaticas. A adigdo de D-
manose promove a saturacdo das fimbrias do tipo | com residuos de manose, inibindo a
aglutinacdo de leveduras. Desta forma, as cepas negativas nesta Ultima etapa foram
consideradas produtoras de T1F.

A capacidade de fermentar o sorbitol foi avaliada através de semeadura em meio agar
McConkey Sorbitol (Oxoid), caldo vermelho de fenol (Peptona 10g/L, Extrato de carne 1g/L,
NaCl 5g/L, vermelho de fenol 0,018 g/L e sorbitol 10g/L) e meio semissolido OF (sorbitol
1%) com incubacdo de 24-72 h a 37°C. A presenca de coldnias rosadas indicou a fermentacéo
do aclcar, enquanto que colbnias transparentes foram consideradas negativas no &gar
McConkey apds 48 h de incubacdo. No caldo vermelho de fenol os tubos que viraram para cor
amarela foram considerados positivos. Para 0 meio OF as cepas que viraram 0 meio para a cor
amarela, nos tubos com e sem éleo mineral, ap6s 72 h, foram consideradas positivas. As cepas
EPEC E2348/69 e E. coli EDL933 foram utilizadas como controle positivo e negativo,

respectivamente.

2.4 Avaliacao filogenética por meio da técnica de “multi-locus sequence type” (MLST)

As cepas foram semeadas em placas com TSA e incubadas a 37°C por 18-24 h. A
seguir, foram escolhidas entre 5-10 coldnias das quais 0 DNA total foi extraido com auxilio
do kit “PureLink™ Genomic DNA” (Invitrogen, California, EUA). Este DNA foi mantido em
freezer (-20°C) e utilizado para reagdo de PCR com iniciadores para os genes “housekeeping”:
adk (adenilato cinase), fumC (fumarato hidratase), gyrB (DNA girase), icd
(isocitrato/isopropilmalato  dehidrogenase), mdh  (malato  dehidrogenase),  purA
(adenilosuccinato dehidrogenase) e recA (ATP/GTP recombinase A), descritos por Wirth et
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al. (2006) (Quadro 2). Os produtos da PCR foram avaliados em gel de agarose e purificados
com o auxilio do kit “High Pure PCR Product Purification” (Roche, Risch-Rotkreuz, Suica).

A seguir, os amplicons purificados foram amplificados e marcados com o kit “BigDye
Terminator V3.1” (Thermo-Fisher), utilizando os mesmos iniciadores (sense e anti-sense)
usados na reacdo de PCR. As sequencias de DNA foram obtidas pelo método de Sanger,
através de sequenciamento capilar, utilizando o equipamento “ABI3130 Sequence Analyser”
(Thermo-Fisher) pertencente a plataforma de sequenciamento da Universidade Federal
Fluminense (UFF), por meio do Laboratério de Multiusuarios de Microbiologia e
Parasitologia (LMMP). As sequencias foram analisadas e editadas pelo software BioEdit
versdo 7.2.5 (disponivel em http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.ntmL) e confrontadas
com 0 banco de dados da Universidade de Warwick
(http://mLst.warwick.ac.uk/mLst/dbs/Ecoli) afim de obter os alelos e o “Sequence Type” (ST).

Para a analise filogenética, as sequéncias de nucleotideos dos sete alelos
“housekeeper” de cada ST foram concatenadas na seguinte ordem: adk, fumC, gyrB, icd, mdh,
purA, e recA, gerando um fragmento de 3.423 pb, como descrito por Xu et al. (2017). A
arvore  filogenética foi  construida por meio do programa MEGA 5
(http://www.megasoftware.net/), utilizando o método “neighbor-joining”, baseado no modelo
“maximum composite likelihood”, com 1.000 repeticdes de bootstrap. A fim de avaliar a
relacdo genética entre as cepas estudadas e outras cepas dos patotipos EHEC/STEC e tEPEC
foram adicionadas a anélise sequencias alélicas dos STs: ST11 (sorotipo O157:H7 - cepa
EDL933), ST15 (O127:H6 - E2348/69), ST16 (O111:H8 - CL-37), ST17 (O103:H2 -
5714/96), ST21 (026:H11 - 3593/00) e ST32 (O145:NM - 4672/99). Todas as sequencias
foram  retiradas do banco de dados da Universidade de  Warwick
(http://mLst.warwick.ac.uk/mLst/dbs/Ecoli).

2.5 Avaliacdo da similaridade geneética atraves da técnica de eletroforese em gel de

campo pulsado (PFGE)

As cepas foram semeadas em tubos com TSA inclinado e incubadas por 18-24 h a
37°C em estufa bacteriologica. O crescimento bacteriano foi suspenso em tampdo de
suspensdo celular (BSC) (EDTA 0,1M, Tris 0,1M, pH 8,0) até atingir uma D.O. de 0,8-1,0 a

610nm. Uma aliquota de 200uL da suspensdo foi transferida para um microtubo contendo


http://mlst.warwick.ac.uk/mLst/dbs/Ecoli
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10pL de solugdo de proteinase K (20mg/mL). A seguir foi adicionado 200pL de agarose
(agarose Megabase certified 1% [Bio-Rad], em tampdo TE), preparada anteriormente e
mantida a 50°C em banho-maria. Ap6s homogeneizar cuidadosamente, a suspensdo foi
distribuida em um molde especifico para confec¢do dos blocos de agarose. Os moldes foram
mantidos em geladeira (4-8°C) por 5 m, sendo posteriormente transferidos para um tubo tipo
Falcon (15mL) contendo 2 mL de solucéo de lise (Tris 50mM, EDTA 50mM, SDS 1%, pH
8,0) e 10uL de proteinase K (20mg/mL). Os blocos foram mantidos por uma noite (16-18 h)
em banho-maria a 50°C. A solucéo de lise foi retirada e procedeu-se com quatro lavagens com
10mL de tampéo TE (EDTA 1,0mM, Tris 10mM, pH 8,0), por 1 hora cada, em banho-maria a
50°C. Em seguida os blocos foram ressuspensos em 2mL de TE e mantidos em geladeira (4-
8°C) até a digestao.

Para a digestdo do DNA bacteriano, foi seccionada uma fracdo de metade do plugue
com o auxilio de um bisturi. Este foi inserido em um microtubo (1,5mL) previamente
identificado e contendo 5uL do tampédo da enzima e agua ultrapura g.s.p. 50uL por 15 m.
Apds este periodo, foi retirado o tampdo da enzima e adicionada a solucdo de restricdo: 1uL
de enzima Xbal (10U/uL, New England Biolabs, Massachusetts, EUA), 5uL do tampéo da
enzima, 10uL de abulmina de soro bovino 1% (BSA) e agua ultrapura g.s.p. 50uL. Os blocos
foram entdo incubados em banho-maria 37°C durante 3 h. Como controle do padrdo de peso
molecular foi utilizado a cepa Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo Braenderup
H9812 (cedida gentilmente pelo Laboratério de Enterobactérias, 10C, Fiocruz, Brasil),
também digerida nas mesmas condices.

Os blocos foram lavados com 2mL de TBE 0,5X e incorporados em gel de agarose
(Agarose Pulsed Field certified, Bio-Rad) (1%). Este gel foi levado ao aparelho de
eletroforese de campo pulsado CHEFDR-III (BioRad, Califérnia, EUA) para a corrida nas
condigdes: 6,8 segundos de “switch time” inicial, 35,4 segundos de “switch time” final,
voltagem de 6V, angulo de 120°, tempo de corrida de 18 h em tampédo TBE 0,5X mantido a
14°C. O gel foi corado com solugdo de brometo de etidio (C21H20BrNz) e revelado sob luz UV
em fotodocumentador do modelo L-PIX (Loccus).

A analise dos perfis de macrorestri¢do foi realizada com o auxilio do software “GelJ”
(Disponivel como freeware em https://sourceforge.net/projects/gelj/), desenvolvido e descrito
por Heras et al. (2015). Na construcdo do dendograma foi utilizado o0 método UPGMA, com
coeficiente de Dice e indice de tolerancia de 1,0. As cepas que apresentaram um percentual de
similaridade maior ou igual a 85% foram consideradas geneticamente relacionadas, segundo

critério utilizado por Daoud et al. (2015).
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2.6 Linhagens celulares empregadas e condi¢fes de cultivo das células

2.6.1 Linhagens celulares

Para a realizacdo dos ensaios de interacdo bactéria-célula foram utilizadas as linhagens
celulares humanas Caco-2 (ATCC HTB37; adenocarcinoma de cdlon, representativa de
enterdcitos do topo das vilosidades), T84 (ATCC CCL248; tumor de cblon representativo de
enterdcitos das criptas) e HEp-2 (ATCC CCL23; carcinoma de laringe). A linhagem Caco-2
nos foi cedida pelo Dr. A. Zweibaum (“Institut National de la Santé et de la Recherche
Médicale”, Unité 178, Villejuif, France) e a linhagem T84 foi uma gentil doagdo da Dra.
Téania Gomes (UNIFESP). A linhagem HEp-2 foi obtida no Banco de Células do Rio de
Janeiro (BCRJ, UFRJ).

2.6.2 Cultivo das linhagens celulares

A linhagem Caco-2 foi cultivada em meio D-MEM (Eagle’s Minimal Essential
Medium, modificacdo de Dulbecco; Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) tamponado com HEPES
e suplementado com 1% de solucéo de aminoécidos ndo-essenciais (Invitrogen), 0,5% de L-
glutamina (Merck, Darmstadt, Alemanha), antibioticos (gentamicina 50 pg/mL; fungizona 2,5
pug/mL) e 10% de soro fetal bovino inativado (SFB; Gibco, Califérnia, EUA) (Rosa et al.,
2001). Para a linhagem T84 utilizamos 0 meio D-MEM/F-12 Ham (Invitrogen) suplementado
com 1,5% de HEPES, 0,5% de L-glutamina, antibidticos (gentamicina 50 pg/mL; fungizona
2,5 ng/mL) e 10% de SFB inativado (Pereira et al., 2008). Para a linhagem HEp-2 utilizamos
o meio MEM (Eagle’s Minimal Essential Medium; Invitrogen) suplementado com os
antibidticos descritos anteriormente e 5% de SFB (Gonzales et al., 2016). O cultivo foi
realizado em garrafas pléasticas de 25cm? com faces planas (Greiner, Kremsmiinster, Austria)
contendo 5mL dos meios de cultivo especificos para cada célula e incubados a 37°C, em ar
enriquecido com 5% de CO,. Para a passagem das células, cobrimos os tapetes celulares com
10 mL de solucéo tripsina-EDTA (tripsina 2% [Difco, Nova Jersey, EUA]; EDTA 0,02%
[Merck] em PBS 0,01M [pH 7,2] sem Ca++ e Mg++) (Bird & Forrester, 1981). Apoés
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remocdo da solucéo tripsina-EDTA, adicionamos 5 mL de meio e as células foram deslocadas
do suporte e dispersas no meio pela pipetagem suave e repetida do meio de cultura. A
suspensdo foi entdo dividida para duas novas garrafas, sendo estas incubadas até os tapetes

celulares atingirem a confluéncia.

2.6.3 Preparo dos tapetes celulares para os testes de aderéncia e de invasio

Ap0s tratamento com a solucdo de tripsina-EDTA a suspensdo celular foi diluida a
1:20 em meio completo, correspondendo a aproximadamente 10° células/mL. Volumes de 1
mL foram entdo distribuidos nos pocos de placas (24 pocos) para cultura de células (Greiner).
Para os testes de aderéncia, depositamos laminulas de vidro circulares estéreis (13 mm de
didmetro) em cada poco. Para os testes quantitativos de invasdo, as células eram cultivadas
diretamente no fundo dos pogos. As placas foram incubadas a 37°C em ar com 5% de CO,
pelo tempo desejado, de forma a se obterem tapetes celulares ndo confluentes, trocando-se o
meio de cultivo a cada 48 h. Nas condi¢fes adotadas, apds 5 dias de cultivo as células Caco-2
e T-84 formam numerosas ilhotas separadas, caracterizando um tapete celular ndo confluente.
Nestas ilhotas, as células situadas nas margens mostram-se intensamente proliferativas, nao-
polarizadas e ndo-diferenciadas. Apds 10 a 12 dias de cultivo, as células Caco-2 atingem a
pos-confluéncia, tornando-se polarizadas e crescentemente diferenciadas. As células T84
necessitam 12-13 dias para atingirem a confluéncia. A linhagem celular HEp-2 nédo sofre
polarizagdo ou diferenciacdo e apo6s 48-72 h de cultivo formam tapetes com cerca de 70% de

células confluentes.

2.7 Fendtipo de aderéncia nas linhagens celulares HEp-2 e T84

Todas as cepas bacterianas foram crescidas em tubos de 16x100 contendo 5mL de
TSB por 18 a 20 h a 37°C sem agitacdo. Os ensaios de interacdo para avaliagdo do fendtipo de
aderéncia foram realizados tendo por base metodologia proposta em estudos anteriores (Rosa
et al., 2001; Gonzales et al., 2016). Uma aliquota de 1mL deste crescimento foi transferida

para um microtubo estéril de 1,5 mL e centrifugada a 14.000 RPM por 4 m. O sobrenadante
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foi descartado e o sedimento ressuspenso com 1 mL de solugdo salina tamponada com
fosfatos, 0,1M, pH 7,2-7,4 (PBS). A partir desta, preparou-se outra suspensdao em PBS com
D.O. de 0,1 & 680nm (equivalente a concentracdo de 10’ UFC/mL) a qual foi utilizada para
inocular tapetes ndo confluentes das linhagens HEp-2 e tapetes polarizados da linhagem
intestinal T84, crescidos sobre laminulas de vidro dispostas no fundo dos pogos (item 2.7.3).
Ap0s o tapete celular ser lavado duas vezes com PBS, foi recoberto com 1mL do meio
de cultura adequado (MEM para HEp-2 e D-MEM para Caco-2 e T84, suplementados com
1% de D-manose e 2% de SFB), e entdo inoculado (dois pogos por amostra) com 100uL da
suspensdo bacteriana padronizada (10° UFC / poco) foi inoculado. A placa foi entdo incubada
a 37°C em estufa com CO; por 3 h (Caco-2 e T84) e 6 h (HEp-2), com troca de meio ap6s 3 h
no ultimo caso.A seguir o tapete foi lavado 2 vezes com 1mL de PBS, fixado com metanol
por 10 m e corado com solucdo de Giemsa (Merck) diluida 1:30 em em solucdo tamponada
com fosfatos (pH6,5). A placa foi mantida em geladeira (4-8°C) por uma noite e apos
concluida a coloragdo procedemos a montagem permanente das laminulas sobre 1amina de

vidro, empregando a resina Entellan (Merck).

2.8 Ensaios quantitativos de invasdo em células das linhagens Caco-2 e T84

Os ensaios de interacdo para avaliacdo do percentual de invasdo das linhagens Caco-2
e T84 foram realizados tendo por base metodologia proposta em estudos anteriores (Rosa et
al., 2001; Pereira et al., 2011). Os tapetes celulares das linhagens intestinais Caco-2 e T84
foram crescidos no fundo dos pogos das microplacas pelo tempo necessario para obter
crescimento ndo confluente ou confluente e diferenciado/polarizado (ver item 2.7.3). No
momento do ensaio, os tapetes foram lavados com suavidade duas vezes com PBS e
recobertos com 1 mL de D-MEM (com 1% de D-manose e 2% de SFB), ambas solugdes
previamente equilibradas a temperatura de 37°C em banho-maria.

A seguir foi inoculada uma aliquota de 100pL (1-3,0 x 10° UFC) da suspensdo
bacteriana padronizada (igual ao descrito no item 2.8) em cada poco (seis po¢os por amostra)
e idéntico inoculo das cepas controle: Salmonella entérica sorotipo Typhimurium C20, como
controle positivo de invasdo celular, e E. coli DHS5a, como controle negativo da
aderéncia/invasdo (trés pocos cada). As placas foram incubadas & 37°C em estufa com

atmosfera com ar-5% de CO, por 3 h.
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Apos este periodo, foram realizadas duas lavagens com PBS de forma vigorosa, mas
evitando o impacto direto do liquido no tapete celular. Em seguida, foi adicionado 1mL de
meio D-MEM (1% de D-manose e 2% de SFB) a cada poc¢o, sendo que em quatro pocos o
meio foi suplementado com 250ug/mL de amicacina (Sigma-Aldrich) e nos dois outros pogos
ndo foi adicionado o antibiotico (pocos controle). Novamente a placa foi incubada por 1 hora
nas condi¢cBes ja descritas. Todas as cepas apresentaram susceptibilidade a amicacina,
determinada previamente por meio de ensaios de disco-difusdo em agar Mueller Hinton com
discos de 30ug (Oxoid), segundo orientaces do CLSI 2017.

A seguir, os pogos foram lavados duas vezes com PBS, recobertos com 1mL da
solucgéo de lise (Triton X-100 1% [Merck] em PBS 0,1M) e incubados por 30 m em estufa
convencional a 37°C. Em seguida, o lisado foi vigorosamente homogeneizado com o auxilio
de uma pipeta plastica de 1mL com bulbo (Sigma; Z135070). O volume de 200uL de cada
poco foi transferido para a primeira coluna de uma microplaca de 96 pogos, 0s 4 pogos
subsequentes de cada fileira preenchidos com 180uL de PBS e transferidos volumes de 20uL
do lisado, procedendo-se assim a uma diluicdo seriada (razdo 10) de 10™ até 10™. Aliquotas
de 10uL de cada diluicdo foram inoculadas em triplicata em &gar TSA. As placas foram
incubadas a 37°C por 12-18 h. Para o célculo do indice de invasao (%): o0 nimero de bactérias
intracelulares (média das UFC/mL dos pocos tratados com antibiético) foi dividido pelo
namero total de bactérias associadas (intra e extracelulares) (média das UFC/mL dos pocos

sem antibiotico) e multiplicado por 100.

2.9 Ensaios de determinacéo dos indices de persisténcia (sobrevivéncia) intracelular em

células da linhagem T84

Os ensaios de interacdo para avaliacdo da persisténcia intracelular em células da
linhagem T84 foram realizados tendo por base metodologia proposta em estudos anteriores
(Sampaio et al., 2011; Cordeiro et al., 2013). As cepas foram crescidas em tubos com 5mL de
TSB por 18-20 h & 37°C sem agitagdo. Uma aliquota de 1mL deste crescimento foi transferida
para um microtubo estéril de 1,5 mL e centrifugada a 14.000 RPM por 4 m. O sobrenadante
foi descartado e o sedimento ressuspenso em PBS, até obtermos uma concentracao celular de
aproximadamente 1-3,0 x 108 UFC/mL (D.0.%8"™ = 0,4).
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Os tapetes celulares da linhagem T84 foram crescidos no fundo dos pocos das
microplacas (24 pogos) até obtermos crescimento confluente e polarizado (ver item 2.7.3). O
numero total de microplacas utilizado foi calculado de forma a cobrir os tempos de incubacao
de 2, 24 e 48 h. No momento do ensaio, os tapetes foram lavados com suavidade duas vezes
com PBS e recobertos com 1 mL de D-MEM (com 1% de D-manose e 10% de SFB), ambas
solugdes previamente equilibradas a temperatura de 37°C em banho-maria.

A seguir foi inoculada uma aliquota de 10pL da suspensdo bacteriana (equivalendo a
10° UFC) em cada poco (seis pocos por amostra). S. Typhimurium C20 foi usada como
controle positivo de invasdo celular. Imediatamente as microplacas foram centrifugadas por
10 m a 730 x g (temperatura ambiente), para otimizar a interacdo bactéria-célula e sincronizar
0 processo de invasdo. As placas foram entdo incubadas a 37°C em estufa com ar-5% de CO,
por 1 hora. Apo0s este periodo, os tapetes foram lavados com suavidade duas vezes com PBS
0,1M, recobertos com 1 mL do meio de infecgdo suplementado com 250pg/mL de amicacina
e novamente incubados por 1 hora.

Concluida a incubacdo, os tapetes foram novamente lavados com PBS e nas
microplacas referentes ao tempo de 2 h de infec¢do foi adicionado 1mL da solucdo de lise
(Triton X-100 1% em PBS) em cada po¢o, sendo as placas incubadas a 37°C por 30 m. Apos
este periodo o contetdo de cada pogo foi homogeneizado vigorosamente com o auxilio de
uma pipeta pléstica estéril para lise total das células e liberagdo das bactérias sobreviventes de
seu interior. Diluicdes seriadas decimais de cada poco foram feitas em PBS 0,1M e o volume
de 10uL do lisado/dilui¢bes foi semeado em triplicata na superficie de uma placa de TSA.
Apos 16-18 h de incubagdo a 37°C, foi efetuada a contagem de colbnias e o calculo de
UFC/poco, determinando a populagdo bacteriana sobrevivente no compartimento intracelular
apos 2 h de infeccédo

Para as demais microplacas (tempos de 24 e 48 h de infeccdo) apos o periodo inicial
de 2 h, o meio de infeccdo com 250ug/mL de amicacina foi removido e os pogos foram
recobertos com 1mL do mesmo meio, porém suplementado com 10ug/mL de amicacina e re-
incubadas & 37°C (ar-5% CO,). Completados os tempos desejados (24 ou 48 h de infeccao) as
microplacas correspondentes foram lavadas e tratadas com solucdo de lise como descrito
acima, sendo o lisado e as diluicbes semeados em placas de TSA para contagem das bacterias

sobreviventes ap0s 0s periodos investigados.
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2.10 Microscopia de imunofluorescéncia com marcacdo diferencial entre as populac6es

intracelulares e extracelulares apés interacdo com tapetes da linhagem T84

Os ensaios foram realizados segundo orientagfes propostas por Cordeiro et al. (2013)
com adaptacOes. Apenas as cepas do sorotipo O51:H40, e ndo com 0s 0s demais sorogrupos
estudados (O4, O11 e 049), foram utilizadas nos ensaios, em virtude da disponibilidade de
anticorpo policlonal de coelho para o antigeno somatico O51 (Statens Serum Institut,
Copenhagen, Dinamarca). As amostras bacterianas foram cultivadas em 5mL de TSB por 18-
20 h a 37°C sem agitacdo. A partir do cultivo, foram preparados in6culos para infectar tapetes
celulares, como descrito no item 2.8. Foram empregados tapetes celulares polarizados da
linhagem T84 cultivados sobre laminulas de vidro em placas de 24 pocos. No momento do
ensaio, os tapetes foram lavados com suavidade duas vezes com PBS e recobertos com 1mL
de D-MEM (1% de D-manose e 2% de SFB), ambas as solucgdes previamente equilibradas a
temperatura de 37°C em banho-maria.

Uma aliquota de 100pL (1-3,0 x 10° UFC) da suspensdo bacteriana padronizada foi
inoculada por pocgo (total de trés pogos por amostra). Imediatamente a microplaca foi
centrifugada por 10 m a 730 x g (temperatura ambiente), para otimizar a interacdo bactéria-
célula e em seguida incubada a 37°C em estufa com ar-5% de CO, por 3 h. Apés este tempo,
os tapetes foram lavados 2 vezes com PBS e recobertos com 1mL de solucdo de
paraformaldeido (Sigma) a 4% (p/v) em PBS por 15 m, a temperatura ambiente. A seguir
removeu-se o volume de 500uL do paraformaldeido, completando com igual volume de PBS,
decaindo assim a concentracdo de paraformaldeido para 2%; as microplacas foram mantidas
em geladeira (4-8°C) por 12-18 h.

A seguir, removeu-se as laminulas da solucdo fixadora, transferindo-as para outra
placa de 24 pocos e lavando-as duas vezes com PBS (5 m/vez). Apos remover o tampao, foi
pipetado 500uL de solucédo de BSA (Sigma) a 5% em PBS (solucdo de bloqueio) nos pocos,
incubando-se as laminulas por 30 m a temperatura ambiente.

Para a marcacdo das bactérias extracelulares, o anticorpo primario (anticorpo
policlonal [coelho] para o antigeno somatico O51) foi diluido em PBS + BSA (1%) na razéo
1:20. Em uma camara umida foram pipetadas goticulas de 50uL do anticorpo diluido na
superficie de um filme (ParaFilm M), depositando as laminulas com a face contendo as
células em contato com o anticorpo primério. Apos incubagdo por 1 hora & temperatura

ambiente as laminulas foram lavadas duas vezes com PBS (5 m/vez). Em seguida, as
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laminulas foram novamente incubadas na solucdo de bloqueio e tratadas com anticorpo
secundario (anti 1gG de coelho [cabra] conjugado com Alexa 594; Invitrogen) diluido a 1: 150
em PBS+BSA (1%). Procedeu-se exatamente da mesma maneira que na incubacdo com o
anticorpo primario, exceto com o cuidado de manter as laminulas ao abrigo da luz. A seguir
as laminulas foram devolvidas para seus respectivos pocos e lavadas mais duas vezes com
PBS (5 m/vez).

A seguir, para a marcagdo das bactérias intracelulares inicialmente as células foram
permeabilizadas com 1mL de solucéo de Triton X-100 em PBS (0,1%) por 5 m a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. A permeabilizacdo pelo Triton permite que o anticorpo tenha
acesso as bactérias intracelulares. Apds lavagem e tratamento pela solucdo de bloqueio,
incubamos as laminulas com o anticorpo primario (coelho, anti-O51) como ja descrito. Apds
lavagem e novo bloqueio, as laminulas foram tratadas com o anticorpo secundario destinado a
marcar as bactérias intracelulares (anti-lgG de coelho [cabra] conjugado com Alexa 488;
Invitrogen), procedendo-se da maneira ja descrita. Apds lavagem em PBS, as laminulas foram
cobertas com 500uL da solucdo de DAPI (Invitrogen) (0,1uL/mL), incubadas por 1 m e
lavadas 3 vezes com 1 mL de agua deionizada.

Concluidas as marcacdes, as laminulas foram montadas sobre lamina de vidro com a
resina Prolong Gold (Invitrogen) e apds polimerizagdo (12-18 h, temperatura ambiente) as
laminas foram guardadas na geladeira, protegidas da luz. A observacdo foi realizada em
microscopio de epifluorescéncia Zeiss Axioplan 2 (Zeiss, Oberkochen, Alemanha) e as
imagens (filtros verde, vermelho e azul e microscopia de fase) foram capturadas com camera
AxioCam (Zeiss), digitalizadas (programa AxioVision 4; Zeiss) e posteriormente processadas
com o aplicativo Adobe Photoshop CS6 (Microsoft).

2.11 Analise grafica e estatistica sobre os ensaios de invasdo com as linhagens Caco-2 e

T84 e ensaios de persisténcia em celulas T84

A andlise gréfica e estatistica dos dados foi realizada com o uso do software
“GraphPad Prism” 6.0 (GraphPad Software). Para avaliar a significancia das diferengas nos
percentuais de invasdo observados entre os tapetes ndo confluentes e polarizados das
linhagens Caco-2 e T84 (com as cepas do sorotipo O51:H40) e entre as cepas caninas e

humanas nos ensaios com tapetes polarizados da linhagem T84, alem da variacdo na
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populacédo intracelular apos 2, 24 e 48 h de interagcdo com células T84, foi utilizado o teste t
ndo pareado bicaudal, utilizando o valor de P < 0,05 para caracterizar diferencas
significativas. O grau de confianga foi categorizado da seguinte forma: “*” (P <0,05), “**” (P

<0,01) e “***” (P <0,001).
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3 RESULTADOS

3.1 Avaliacéo da presenca dos genes de viruléncia por PCR e da expressao das fimbrias
Curlie T1F

Todas as 10 amostras foram positivaspara o gene ecpA, e negativas para 0s genes iha,
saa, paa, ehxA, espP e pilS. O gene hcpA foi identificado em cinco amostras, duas isoladas de
cdes (2.3 e 21) do sorotipo O51:H40 e trés cepas humanas (H5, H3 e H4) dos sorotipos
0O51:H40, O4:H16 e 049:H10 respectivamente. Além disso, 0 gene toxB ocorreu nas duas
cepas do sorotipo 049:H10 (H4 e 75), ambas foram negativas para fermentacdo do sorbitol
em &gar MacConkey/sorbitol e meio OF/sorbitol apds 48 h de incubacdo a 37 °C, embora
tenham fermentado lentamente o sorbitol apds incubacgdo de 48 h a 37°C em caldo vermelho
de fenol (Tabela 1).

Os genes nle (non-LEE effectors) pesquisados apresentaram uma combinacdo variada,
porém cepas de igual sorotipo demonstraram um padrdo similar (Tabela 3). No total foram
pesquisados quatro genes localizados na PAI-36 (nleB2, C, D e H1-1), trés genes na PAI-57
(nleG2-3, G5-2 e G6-2), seis na PAI-71 (nleA, F, G, G2-1, G9 e H1-2) e trés na PAI-122
(nleB, E e ent/espL2). As cepas do sorotipo O49:H10 (H4 e 75) foram positivas para 10 genes
nle dos 16 pesquisados. As cepas do sorotipo O4:H16 (H3 e 41.5) apresentaram 9 genes nle,
com a cepa canina positiva para os genes nleF e nleH1-2, negativos no isolado humano. Nas
amostras do sorotipo O51:H40 (H1, H5, 2.3 e 21) foi observada a presenga de 7 genes nle,
com o gene nleG9 presente apenas na amostra canina 2.3. Todas as cepas descritas acima
apresentaram ao menos um gene de cada ilha de patogenicidade pesquisada (PAI-36, PAI-57,
PAI-71 e PAI-122). Por fim, as cepas do sorotipo O11:H16 (H2 e 46) foram positivas apenas
para 4 genes nle, com a auséncia dos genes presentes na PAI-36 e na PAI-122 (Tabela 2).

Todas as cepas foram positivas para a regido contendo os genes csgBA por PCR,
indicando a presenca do operon responsavel pela produgdo da fimbia curli; além de
expressarem essa fimbria em meio CRA (Tabela 1). A expressdo da T1F foi observada nas
cepas que amplificaram o gene fimH por PCR (ensaios realizados anteriormente), com
excecdo da cepa humana H4, do sorotipo O49:H10, que nédo foi capaz de aglutinar células de
levedura em nossa abordagem experimental (Tabela 1).



Tabela 1 — Ocorréncia dos marcadores de viruléncia, expressao de adesinas e fermentacdo do sorbitol em cepas aEPEC de origem canina e

humana
Amostra Fonte  Sorotipo Genes de viruléncia - Testes fenotipicos _
efa-1 ecpA hcpA iha toxB ehxA espP pilS paa saa csgBA fimH  Curli T1F Sorbitol
H1  Humano O51:H40 - + - - - - - - - - + + + + +
2.3 Céo O51:H40 - + + - - - - - - - + - + - +
21 Cdo O51:H40 - + + - - - - - - - + + + + +
H5 Humano O51:H40 - + + - - - - - - - + - + - +
H2  Humano O11l:H16 - + - - - - - - - - + + + + +
46 Ciao O11:H16 - + - - - - - - - - + + + + +
H3  Humano O4:H16  + + + - - - - - - - + + + + +
41.5 Cao  O4:H16  + + - - - - - - - - + + + + +
H4  Humano O49:H10 - + + - + - - - - - + + + - + (48h)
75 Cdo 0O49:H10 - + - - + - - - - - + + + + + (48h)

Legenda: * - resultado obtido por Arais (2010); T1F - fimbria do tipo 1.
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Tabela 2 — Ocorréncia e distribuicdo de genes nle (non-LEE-encoded effectors) por ilha de patogenicidade (PAl) em cepas aEPEC de origem

canina e humana

Non-LEE-encoded effector(s)

Amostra Sorotipo PAI-36 PAI-57 PAI-71 PAI-122
nleB2 nleC nleD nleH1-1 nleG2-3 nleG5-2 nleG6-2 nleA nleF nleG nleG2-1 nleG9 nleH1-2 nleB nleE ent/esplL2

H1" O51:H40 + - 5 - + - - - + - + _ - + ¥ _
2.3° O51L:H40 + - - - + - - - + - + + - + + -
21° O51:H40 + - - - + - - - E - + - - + + -
H5"  O51:H40 + - - - + - - - + § + : i P i
H2" Ol1:H16 - - - : - + - + - - 5 + - - i i
46° O11:H16 - - - - - - - + - - - + - . . 3
H3"  O4Hle + + o+ - + - - - - - + _ R +  + _
415° 04:H16 + + + = + - - = + = + = 4t + + -
H4"  049:H10 + + - - - + + - - - o -+ - - - +
75° O49:H10 + + - + + + + i i i - - +

Legendas: h - origem humana; ¢ - origem canina.
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3.2 Andlise por “multi-locus sequence type” (MLST)

As cepas caninas e humanas dos sorotipos 051:H40, O4:H16 e O11:16 apresentaram
homologia total dos 7 alelos dos genes “housekeeping”: adk (alelo 10), fumC (alelo 11), gyrB
(alelo 4), icd (alelo 8), mdh (alelo 8), purA (alelo 8) e recA (alelo 2); classificando-as dentro
do “sequence type 10” (ST10), o qual € membro do complexo clonal 10 (CC10) segundo o
banco de dados da Universidade de Warwick. De modo similar, as duas cepas do sorotipo
049:H10 apresentaram os mesmos alelos: adk (alelo 6), fumC (alelo 7), gyrB (alelo 5), icd
(alelo 1), mdh (alelo 8), purA (alelo 18) e recA (alelo 2), referentes ao ST206 (CC206). A
figura 2 representa a analise filogenética dos STs 10 e 206, em associa¢do com os STs 11, 16,
17, 21 e 32, comuns as cepas EHEC/STEC dos sorotipos O157:H7, O111:H8, 0103:H2,
026:H11 e O145:NM respectivamente; além do ST15, ao qual pertence a cepa de EPEC
tipica E2348/69 (0127:H6).

Figura 2 — Relagdo filogenética entre os “sequence types” 10 e 206, identificados nas cepas
aEPEC humanas e caninas no presente estudo, e outros STs comuns aos patotipos
EHEC/STEC e tEPEC. A arvore filogenética foi construida pelo método
“Neighbor-joining”, baseado no modelo “maximum composite likelihood”, com
1.000 replicas de “Bootstrap”.

100~ @ ST16 (O111:H8)

89 L @ ST21 (026:H11)

’8 @ ST17 (O103:H2)

>1 @ ST206 (049:H10)

@ ST10 (051:H40/04:H16/011:H16)

@ ST11 (O157:H7)

89

@ ST32 (0145:NM)

A ST15 (0127:H6)

—
0.002

Legendas: ¢ — Cepas deste estudo; e — Cepas STEC/EHEC; A - Cepa tEPEC E2348/69.
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3.3 Caracterizacao do perfil de macrorestrigdo por PFGE

A andlise da similaridade genética por meio do perfil de macrorestricdo pela técnica de
PFGE possibilitou a divisdo entre as cepas dos STs 10 e 206: as cepas de igual sorotipo de
origem canina e humana foram agrupadas, com identidades variando de 84%, 80% e 77%
entre os sorotipos O4:H16, O11:H16 e O51:H40 respectivamente, do ST10; e de 77% entre as
duas cepas do sorotipo 049:H10, classificadas como ST206. O dendograma com a analise dos
perfis de bandas esté representado na Figura 3. Apenas as cepas caninas do sorotipo O51:H40
(2.3 e 21) apresentaram um percentual de similaridade acima de 85% (88%), onde, segundo o
critério utilizado (Daoud et al., 2015), foram consideradas geneticamente relacionadas entre si
(Figura 3).



Figura 3 — Andlise da similaridade genética por meio do perfil de macrorestricdo (PFGE) associada as caracteristicas antigénicas e filogenéticas
das cepas caninas e humanas de aEPEC. O dendograma foi construido utilizando o software GelJ, pelo método UPGMA com

coeficiente de Dice e indice de tolerancia de 1.5

, 85% de similaridade

/) Cepas Fonte  Sorotipo Seque,rjce
_ d 7 & : type
: 75 Canina O49:HI0 206
|
1 H4 Humana 049:H10 206
|
: 41.5 Canina  0O4:H16 10
| : H3 Humana 0O4:H16 10
, 46 Canina O11:H16 10
1 H2 Humana O11:H16 10
I -
: N { “‘3 ' ; 21 Canina  0O51:H40 10
I . vl 1 2.3 Canina  0O51:H40 10
|
| i . .
! 'R )} 1) H5 Humana 0O51:H40 10
; H1 Humana O51:H40 10

Legendas: " - cepas relacionadas geneticamente, segundo critério utilizado por Daoud et al. (2015).
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3.4 Fenotipo de aderéncia nas linhagens celulares HEp-2 e T84

Todas as amostras apresentaram um fenotipo de aderéncia “localizada-like” (localized
adherence-like; LAL) ap6s 6 h de interacdo em tapetes ndo confluentes da linhagem HEp-2 e
em tapetes polarizados da linhagem intestinal T84 (Figura 4). Nos ensaios com tapetes
confluentes da linhagem T84 as microcol6nias s6 foram observadas nas regides de borda ou
qguando h& exposicdo da regido basolateral das células, contrastando com a cepa tEPEC
2348/69 (0127:H6), que apresentou o fendtipo LA e formou microcoldnias mesmo na

superficie apical do tapete integro (Figura 4).

Figura 4 — Imagens representativas, apds coloracdo das células por solucdo de Giemsa, do
fendtipo de aderéncia em células das linhagens HEp-2 e T84 apds 6 horas de
incubacdo: LAL, cepas aEPEC 2.3 e H1 (O51:H40), e LA, cepa tEPEC 2348/69
(0127:H6)

Cepa canina 2.3 (O51:H40)

LAL

HEp-2 néo confluente

T84 polarizada

Legendas: LA- aderéncia localizada; LAL- aderéncia localizada “like”; estrela- microcolénias na superficie das

células.
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3.5 Avaliagéo comparativa da invaséo celular em tapetes ndo confluentes e polarizados

das linhagens Caco-2 e T84 com as cepas 2.3, 21 e H1 do sorotipo O51:H40

Ensaios quantitativos de invasdo as células intestinais das linhagens Caco-2 e T84
realizados inicialmente com as cepas H1, 2.3 e 21, pertencentes ao sorotipo O51:H40,
evidenciaram a capacidade destas cepas de invadir células em tapetes ndo confluentes e
tapetes polarizados de ambas as linhagens. Os indices de invasdo individuais de cada ensaio,
com a média e o desvio padrdo, encontram-se descritos na Tabela 3. Os ensaios com tapetes
polarizados da linhagem Caco-2 possibilitaram observar uma reducdo da média percentual de
invasdo quando comparado aos ensaios com cultivos ndo confluentes (Tabela 3). Nos ensaios
com a linhagem T84, tal comportamento sé foi observado na amostra 2.3, que apresentou uma
reducdo do indice de invasdo de 7,1% para 4,1% em tapetes ndo confluente e polarizado
respectivamente. Para a amostra H1 houve apenas uma pequena reducdo no percentual de
invasdo (8,6 para 8,0%) e na amostra 21 houve um aumento de 2,0 para 4,7% (Tabela 3).

A média do total de bactérias associadas (extracelulares + intracelulares) observadas
nas cepas H1, 2.3 e 21 apds 3 h de interacdo com os tapetes polarizados, foi similar para as
duas linhagens celulares: aproximadamente 2,9x10° UFC em Caco-2 frente a 3,1x10°> UFC em
T84. Em contrapartida, a média da populacdo intracelular apresentada pelas cepas nos ensaios
com tapetes polarizados da linhagem Caco-2 foi 67% inferior a média dos ensaios com T84
(5,6x10° UFC vs 1,7x10* UFC).

No Grafico 1 observa-se a populacgdo total e intracelular nas cepas H1, 2.3 e 21 ap6s 3
h de interacdo com tapetes polarizados das linhagens Caco-2 e T84. A andlise estatistica
demonstrou significativa reducdo no percentual de invasdo em tapetes polarizados da
linhagem Caco-2, quando comparamos com os Vvalores observados em tapetes nao
confluentes, onde foram observados os valores de p < 0,05 nas cepas 2.3 (p=0,0081), 21
(p=0,0088) e H1 (p=0,0025), em contraste com a cepa S. Typhimurium C20 (p=0,2133)
(Gréfico 1). Em contrapartida, a variacdo do percentual de invasdo entre tapetes nédo
confluentes e polarizados da linhagem T84 ndo apresentou significancia para as cepas 21
(p=0,3810) e H1(0,3211), embora a cepa 2.3 tenha sofrido significativa reducdo (p=0,0279)
(Grafico 1). Frente a estes resultados o ensaio em tapetes polarizados da linhagem T84 foi

tomado como modelo de invasdo para as demais cepas aEPEC utilizadas neste estudo.



Tabela 3 — Avaliacdo quantitativa da associacdo e invasdo celular pelas cepas H1, 2.3 e 21 (sorotipo O51:H40) em ensaios com tapetes ndo

confluentes e diferenciados das linhagens intestinais Caco-2 e T84 ap0s 3 horas de interacao

Amostras [n° associagdo/n® intracelular (% intracelular)]

Célula Ensaios _
(B) H1 53 21 Média Salmonella C20
Total
P E1l 3,0x10%/3,0x10°(10%) 1,3x10%/1,8x10% (13,3%)  2,1x10%1,6x10°%(7,7%) 1,6x10%/3,1x10%(19%)
[
[
2 E2 6,3x10%/4,2x10°(6,6%) 2,2x10°/2,2x10* (10%) 5,3x10%/2,3x10° (4,3%) ND
[
o
o E3 3,4x10%/3,5x10%(10,4%) 2,4x10%/3,7x10%(15,7%)  1,4x10%1,2x10°(8,4%) 9,0x10%/1,65x10%(18%)
(T
Dy < Média(o) 9,0% (1,70) 13%(2,33) 6,8% (1,79) 9,6% 18,5% (0,5)
(&)
S El 1,9x10°/1,3x10%(0,67%) 1,2x10°/6,2x10%(5%) 3,5x10%/1,4x10%(0,4%) 1,0x10°/8,5x10%(8,5%)
o
©
2 E2 2,3x10°/1,9x10° (0,8%) 2,9x10°/1,6x10* (5,5%) 5,7x10°/2,4x10° (0,4%) 1,2x10%/1,8x10%(15%)
c
E E3 2,5x10°/9,5x10? (0,37%) 2,9x10°/1,5x10* (5%) 5,8x10°/5,4x10° (0,9%) 1,9x10°/9,2x10%(4,8%)
£
Média(o) 0,61% (0,18) 5,16% (0,23) 0,56%(0,23) 2,1% 9,4% (4,21)
° El 5,0x10%4,0x10°(8%) 5,8x10/5,2x10%(8,9%) 6,5x10%2,1x10%(0,3%) 2,6x10%/5,0x10°(19%)
[
é’ E2 6,6x10%/4,7x10%(7,2%) 1,73x10%/1,21x10%(7%) 4,5x10%/1,8x10°(4%) 1,8x10%/2,7x10%(15%)
[
o
° E3 4,5x10°/4,8x10%(10,7%) 2,9x10%1,54x10°(5,4%)  2,5x10%4,8x10%(1,9%) 1,0x10%/2,4x10°(24%)
wT
Pz .
< Média(o) 8,6% (1,49) 7,1% (1,43) 2,0% (1,51) 5,9% 19% (3,68)
e o]
|_
. E1 2,3x10%/1,9x10* (8,2%%)  2,9x10°/1,2x10%(4,1%) 2,7x10°/1,1x104(4,0%) 2,2x10%/2,0x10%(9,0%)
T
§ E2 1,3x10°/9,7x10%(7,5%) 3,3x10°%/1,2x10%(3,6%) 3,4x10%/1,0x10%(2,9%) 2,1x10%3,3x10%(15,7%)
%’ E3 3,3x10°/2,8x10%(8,5%) 7,9x10°/3,7x10%(4,7%) 3,5x10°/2,5x10%(7,1%) 3,9x10°/2,7x10%(6,9%)
Média(o) 8,0% (0,41) 4,1% (0,44) 47% (1,77) 5,6% 10% (3,75)

Legenda: (o) - desvio padréo.



Gréfico 1 — Relacédo entre a populacdo total associada ao tapete e a populagdo intracelular nas cepas H1, 2.3 e 21 (0O51:H40) apds 3 horas de

interacdo com tapetes polarizados das linhagens Caco-2 e T84
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3.6 Determinagao do percentual de invaséo celular por cepas aEPEC caninas e humanas

em tapetes polarizados da linhagem T84 apos 3 horas de interacéo

Os ensaios de invasdo demonstraram, de uma forma ampla, um comportamento
similar entre as cepas caninas e humanas de igual sorotipo: capacidade de aderir e invadir
células T84 apds 3 h de interacdo (Graficos 2 e 3). Na avaliacdo quantitativa da populacao
total associada ao tapete celular (Ou seja, tando bactérias extracelulares, aderidas na
superficie, quanto intracelulares, localizadas no interior de vactolos endociticos), as cepas 46
e H2 (O4:H16), 41.5 e H3 (O11:H16), além da cepa humana H4 (049:H10), apresentaram um
nimero médio 8,4 vezes maior de bactérias associadas (2,7x10° UFC) quando comparado
com as demais cepas (3,9x10°> UFC) e a cepa Salmonella Typhimurium C20 (Gréfico 2).

O indice médio de invasdo observado (Populacdo intracelular/populacédo total x 100)
variou de 5,3 a 13,1% ap06s 3 h de interacdo. No entanto, a analise estatistica demonstrou que
a variacao nos indices de invasao nao foi significativa entre a maioria das cepas, exceto a cepa
canina 2.3, do sorotipo O51:H40, que apresentou indice de invasdo significativamente inferior
guando comparado com a cepa humana de mesmo sorotipo (H1), bem como com as demais
cepas humanas, além das cepas caninas 41.5 (O4:H16) e 75 (049:H10) (Tabela 4). Quando
comparadas com a cepa S. Typhimurium C20, apenas as cepas caninas do sorotipo O51:H40
(2.3 e 21) apresentaram um indice de invasdo significativamente inferior em ensaios com 3 h

de interacdo (Tabela 4).
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Gréfico 2 — Total de bactérias associadas (populacdo extra e intracelular) em ensaios com
tapetes polarizados da linhagem celular T84 apds 3 horas de interacdo
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Gréfico 3 — Média do indice de invasdo (%) apresentado pelas cepas aEPEC ap0s trés ensaios

independentes, com 3 horas de interacdo, em tapetes polarizados da linhagem
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Legendas: (---), indice de invasdo apresentado pela cepa Salmonella Typhimurium C20.
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Tabela 4 - Variacdo do percental de invaséo entre as cepas caninas de humanas dos sorotipos
04:H16, O11:H16, O49:H10 e O51:H40

Sorotipo/ . . Sorotipo/amo.stras .
cepas 04:H16 0O11:H16 049:H10 051:H40 C20
41.5 H3 46 H2 75 H4 2.3 21 H1

‘EO 41.5 0,5779 | 0,1530 0,4810 | 0,6810 0,6102 | 0,0032 0,0598 0,1149 0,8264
g H3 0,5779 0,3663 10,9090 | 0,8195 10,4307 | 0,0352 0,2231 0,6087 | 0,4737
LE'O 46 0,1530 10,3663 0,2268 | 0,2379 0,1865 | 0,4172 0,9900 0,2866 0,1116
g H2 0,4810 10,9090 | 0,2268 0,8447 0,4127 | 0,0028 0,1120 0,2900 0,4674
% 75 0,6810 0,8195 | 0,2379 0,8447 0,4805 | 0,0078 0,1150 0,2996 | 0,5804
% H4 0,6102 0,4307 | 0,1865 0,4127 | 0,4805 0,0234 0,0751 0,1489 0,6672
o 2.3 0,0032 10,0352 | 0,4172 0,0028 | 0,0078 0,0234 0,3111 10,0032 0,0056
% 21 0,0598 0,2231 | 0,9900 0,1120|0,1150 0,0751 | 0,3111 0,1712 0,0404
S H1 0,1149 10,6087 | 0,2866 0,2900 | 0,2996 0,1489 | 0,0032 0,1712 0,1338

C20 0,8264 10,4737 | 0,1116 0,4674 | 0,5804 0,6672 | 0,0056 0,0404 0,1338

Legenda: Os valores em negrito correspondem a comparacdo entre as cepas caninas e humanas de igual
sorotipo. Os valores em vermelho indicam indices de invasao significativamente diferentes (P<0,05).
C20, S. Typhimurium cepa C20.

3.7 Avaliagdo da sobrevivéncia e multiplicacdo intracelular em tapetes polarizados da

linhagem T84 apds 48 horas de interacéo.

Todas as cepas estudadas demonstraram a capacidade de sobreviver e persistir por até
48 h no interior de células da linhagem T84 ap0s ensaios com tapetes polarizados (Grafico 4).
Observou-se, nas primeiras 24 h apds a infeccdo, uma reducdo acentuada da populacdo
intracelular. Embora, apos aplicacdo do teste t ndo pareado bicaudal, esta reducéo tenha sido
significativa apenas para as cepas 46 (P=0,0006), H4 (0,0436) e 2.3 (0,0210) (Grafico 4). No
entanto, ap0s 48 h as bactérias permaneceram viaveis, ocorrendo pouca variagdo na
populagéo, onde apenas a cepa H4 apresentou uma reducdo significativa (P=0,0318). Em
alguns casos houve um ligeiro aumento no nimero bactérias viaveis entre os dois periodos de
tempo (24 e 48 h), sugerindo a ocorréncia de multiplicacdo dentro do compartimento

intracelular (Grafico 4).



Gréfico 4 — Variacao da populacdo intracelular apds os periodos de interacdo de 2h, 24h e 48h com tapetes polarizados da linhagem T84 nas
cepas humanas e caninas do sorotipo O4:H16
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Gréfico 5 — Variacao da populacdo intracelular apds os periodos de interacdo de 2h, 24h e 48h com tapetes polarizados da linhagem T84 nas
cepas humanas e caninas do sorotipo O11:H16
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Gréfico 6 — Variacdo da populacdo intracelular apds os periodos de interacdo de 2h, 24h e 48h com tapetes polarizados da linhagem T84 nas

cepas humanas e caninas do sorotipo O49:H10
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Gréfico 7 — Variacdo da populacédo intracelular apds os periodos de interacdo de 2h, 24h e 48h com tapetes polarizados da linhagem T84 nas

cepas humanas e caninas do sorotipo O51:H40
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3.8 Observacédo da invasao por microscopia de imunofluorescéncia

Os ensaios de dupla imunomarcacdo fluorescente para a observacdo da invasdo em
tapetes ndo confluentes de células da linhagem Caco-2 e T84 foi realizado com as cepas 2.3,
21 e H1, do sorotipo O51:H40, onde, por meio de microscopia de fluorescéncia e contraste de
fase, foi possivel visualizar a presenca de bactérias no compartimento intracelular (marcadas
em verde pelo anticorpo anti-lgG de coelho conjugado ao fluorocromo Alexa 488) em
distingdo as bactérias extracelulares (marcadas em vermelho/laranja com o conjugado Alexa
594). A localizacdo intracelular se deu, predominantemente, ao longo da regido marginal das
células (membrana baso-lateral) ap6s 3 h de interacdo (Figura 5). Tal achado ilustra a
atividade invasora das cepas do sorotipo O51:H40, observada nos ensaios anteriores,

inclusive reforgando que este comportamento € comum as cepas humanas e caninas.
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Figura 5 — Imagem superposta (merging) de microscopia de fase e dupla imunofluorescéncia

A)

com células Caco-2 ndo confluentes infectadas pelas cepas 2.3 (A), 21 (B) e H1
(C) do sorotipo O51:H40, ap6s 3 horas de interagdo. As bactérias foram tratadas
com anticorpo (coelho) contra o antigeno O51, antes e ap6s a permeabilizacdo das
células com Triton X-100. Usamos anticorpo secundario anti-lgG de coelho-
Alexa 594 (vermelho) para marcar as bactérias extracelulares e anti-lgG-Alexa
488 (verde) para as bactérias intracelulares. Estas aparecem marcadas em verde e
as extracelulares em laranja (verde+vermelho). 1000 x.

B)




71

Figura 6 — Imagem superposta (merging) de microscopia de fase e dupla imunofluorescéncia
com células T84 ndo confluentes infectadas pelas cepas 2.3 (A), 21 (B) e H1 (C)
do sorotipo O51:H40, apo6s 3 horas de interacdo. As bactérias foram tratadas com
anticorpo (coelho) contra o antigeno O51, antes e ap0s a permeabilizacdo das
células com Triton X-100. Usamos anticorpo secundario anti-lgG de coelho-
Alexa 594 (vermelho) para marcar as bactérias extracelulares e anti-lgG-Alexa
488 (verde) para as bactérias intracelulares. Estas aparecem marcadas em verde e
as extracelulares em laranja (verde+vermelho). 1000 x.

B)
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4. DISCUSSAO

Na ultima década observou-se um aumento do isolamento de cepas aEPEC nos paises
em desenvolvimento, cenario compartilhado com paises desenvolvidos, onde muitas vezes
observa-se uma associacdo destas bactérias com casos de diarreia infantil, caracterizando
aEPEC como um patogeno intestinal emergente também nestas regides (Contreras, 2011).
Contudo, este panorama é mais relevante em paises e regides onde as condicdes sanitarias sao
precarias e 0 acesso a servigos de salde € ainda deficiente. Assim, casos de diarreia aguda em
criangas, em especial nas que ja possuem uma complicacdo de base como a desnutrigdo,
podem representar um risco de vida.

Embora cepas aEPEC sejam categorizadas pela presenca do locus LEE e auséncia do
plasmideo pEAF (comum em tEPEC) e dos genes stx1 e stx2, os quais codificam os dois tipos
de toxina Shiga presentes no patotipo STEC/EHEC, este grupo mostra-se muito heterogéneo e
diverso em numero de sorotipos, origem filogenética, hospedeiros e genes de viruléncia. Seu
papel na doenca humana ainda é controverso, uma vez que também é isolado frequentemente
em individuos saudaveis, demonstrando uma adaptacdo ao hospedeiro, enfatizada na condicao
de portador assintomatico (Hu & Torres, 2015). Contudo, diversas cepas e sorotipos
apresentam uma série de genes de viruléncia frequentes em outros patotipos, como EHEC,
tEPEC e EXPEC, que podem contribuir e/ou serem determinantes para 0 processo patogénico
deste microrganismo, principalmente em individuos abaixo de 2 anos de idade, como ocorre
com as tEPEC.

Diversos trabalhos procuraram avaliar a presenca de fatores de viruléncia em cepas
aEPEC associadas ou ndo a doenca, tais como adesinas e fimbrias, toxinas e moléculas
efetoras secretadas pelo T3SS (Afset et al., 2006; Bugarel et al., 2011; Hernandes et al., 2011,
Monaghan et al., 2013; Salvador et al., 2014; Scaletsky et al., 2010; Vieira et al., 2010). Por
outro lado, outros estudos focaram na interagdo de aEPEC com a célula hospedeira “in vitro”
e “in vivo”, avaliando a capacidade de aderir, promover lesdo A/E e invadir células intestinais
(Sampaio et al., 2009, 2011, 2014; Yamamoto et al., 2009). Em um destes estudos Moreira et
al. (2008) confirmaram o potencial patogénico de cepas humanas do sorotipo O51:H40,
demonstrando sua capacidade em aderir a células intestinais e produzir lesdo A/E.

Uma vez que cepas aEPEC sdo comumente encontradas em diversas espécies animais,
como 0s cdes, a caracterizacdo de cepas animais que apresentem um perfil genético e um

comportamento patogénico similar as cepas associadas a doenca humana pode auxiliar na
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identificacdo de clones com potencial zoonotico. No presente estudo, cepas aEPEC isoladas
de filhotes de cdes com sintomas de diarreia pertencentes a sorotipos previamente isolados de
casos humanos no Brasil, foram avaliadas quanto a presenca de genes de viruléncia, a
similaridade genética com cepas humanas de mesmo sorotipo e a interacdo com células
intestinais “in vitro”, como forma de averiguar a capacidade patogénica destas cepas e definir
0 cdo como reservatorio potencial em uma transmissdo desta bactéria ao homem.

Dos genes espP, ehxA e toxB, associados a o plasmideo pO157, apenas o ultimo foi
detectado nas cepas do sorotipo O49:H10 (amostras H4 e 75). Além destes genes, ndo foi
detectada a ocorréncia dos genes iha, saa e paa. Scaletsky et al. (2010) identificaram a
ocorréncia do gene toxB em diversas cepas de aEPEC, principalmente do sorogrupo 026. Em
outro estudo, Gomes et al. (2011) também descreveram a presenca deste gene em cepas
aEPEC, inclusive do sorotipo O49:H10. No entanto, em ambos os estudos ndo foi possivel
associar a presenca do toxB em cepas aEPEC a casos de diarreia. A presenca do gene toxB em
cepas aEPEC suscita a hipétese de parentesco com cepas STEC/EHEC. Alguns estudos
descreveram a ocorréncia de cepas STEC pertencentes ao sorogrupo 049 em ovelhas (Blanco
et al., 2003), gado bovino (Blanco et al., 2004) e suinos (Tseng et al., 2014).

O gene ecpA, que codifica a subunidade principal do pilus ECP (E. coli common pilus)
foi detectado em todas as amostras pesquisadas. Renddn et al. (2007) levantaram a hipotese
de que o ECP é um atributo comum em E.coli, conservado entre as linhagens por representar
um mecanismo de colonizacdo de diferentes hospedeiros e tecidos. Em EPEC o pili ECP
parece atuar como um fator acessorio que contribui no complexo processo multifatorial de
interacdo com a célula hospedeira. Saldafia et al. (2009) destacaram a atuacdo conjunta do
ECP com o BFP na formacdo do fendétipo de aderéncia localizada por tEPEC. De maneira
similar, o pili ECP deve auxiliar no processo, ainda ndo totalmente elucidado, de aderéncia
das cepas aEPEC a célula hospedeira.

O gene hcpA foi detectado em cinco cepas: trés do sorotipo O51:H40, duas caninas
(amostras 2.3, 21) e uma humana (H5), além das amostras humanas H3 (O4:H16) e H4
(0O49:H10). Inicialmente, Xicohtencatl-Cortes et al. (2007) associaram este pili a capacidade
da cepa EHEC EDL933 (sorotipo O157:H7) em aderir ao epitélio intestinal de humanos e
bovinos. Em trabalhos subsequentes, além do papel na aderéncia, o HCP foi associado a
invasdo de celulas epiteliais, formacao de biofilme, adesdo a matriz extracelular, “twitching
motility” e estimulagdo da produgdo de IL-8 e TNF-a (Ledesma et al., 2010; Xicohtencatl-
Cortes et al., 2009).
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A regido dos genes csgBA foi amplificada em todas as cepas estudadas, demonstrando
a presenca do operon csgBAC, responsavel pela producédo das fibras amilodes. Além disso, a
expressao da fimbria curli foi observada em todas as cepas por meio de semeadura em CRA, 0
que indiretamente indica a presenca do operon csgDEFG, pois o gene csgD tem papel de
regulador da expressédo do operon csgBAC (Smith et al., 2017). Em contraponto aos nossos
achados, Hernandes et al. (2011) observaram a presenca do gene csgA em somente 19,7% das
cepas aEPEC estudadas, onde apenas 2,8% demonstrou a expressao de curli em meio CRA
apos crescimento por uma noite. Em outro estudo (Nascimento et al., 2014), a ocorréncia do
gene csgA em cepas aEPEC produtoras de biofilme foi de 46%, sendo 47% destas cepas
produtoras de fimbria curli a 26°C, em contraste com 82% a 37°C, em meio CRA apds 24 h de
incubacdo. Possivelmente, um tempo maior de incubacdo (48 h) poderia favorecer a
visualizacdoda producéo de curli em meios acrescidos de vermelho congo, como citam alguns
autores (Bak et al., 2015; Smith et al., 2017). A expressdo de fimbria do tipo 1 (T1F) em
ensaios de aglutinacdo de leveduras, observada em quase todas as cepas que amplificaram o
gene fimH em estudo anterior (dados ndo publicados), confirma a presenca do operon
funcional nestas cepas. Esta fimbria € reconhecidamente associada a formacao de biofilme e a
uropatogénese em cepas de E. coli (Steerk et al., 2016), embora também desempenhe papel
auxiliar na aderéncia e colonizagdo dos enterdcitos em cepas diarreiogénicas.

Hernandes et al. (2011) pesquisaram a ocorréncia de genes que codificam adesinas
fimbriais em 71 cepas aEPEC de criancas com diarreia (54) e individuos saudaveis (17),
detectando a presenca do gene ecpA em 61 cepas (86%) e do gene hcpA em 70 cepas (98,6%).
Embora os autores ndo tenham demonstrado a expressdo do pili HCP por imunofluorescéncia,
a expressdo da fimbria ECP foi evidenciada em 36,6% das cepas em ensaios com células
HelLa, sugerindo que esta fimbria pode desempenhar um papel acessorio na adesdo celular em
cepas aEPEC. Ledesma et al. (2010) observaram a expressao da pili HCP apenas em meio
minimo Minca (formulacdo segundo Guinee et al., 1976) e ndo em CFA 4&gar, TSB, LB,
Mueller Hinton ou DMEM, levando a crer que a expressao de HCP “in vitro” parece ser
regulada por fatores nutricionais.

Em trabalho recente, Munhoz et al. (2018) demonstraram a ocorréncia de diferentes
genes fimbriais em aEPEC e, embora ndo tenham observado correlagdo com o padrdo de
aderéncia em células HEp-2, destacaram a alta prevaléncia das fimbrias ECP, HCP e T1F,
sugerindo que estas desempenhem um importante papel na adesao a célula hospedeira.

A avaliagdo da presenca de 16 genes cromossomicos localizados fora do locus LEE

que codificam moléculas efetoras secretadas pelo T3SS, conhecidos como “non-LEE
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effectors” (NLEs), permitiu observar diferentes arranjos destes genes dentro do grupo de
amostras. Sabendo-se que o repertério de NLE é variavel em patogenos A/E (Afset et al.,
2006; Coombes et al., 2008; Salvador et al., 2014), nossos resultados ilustram a ampla
diversidade genética presente em aEPEC. Embora ndo se conheca ainda o papel de alguns
efetores na patogénese, outros, como o NleA e NleB, parecem ser essenciais para a viruléncia
deste grupo de patogenos (Garcia-Angulo et al., 2012).

O repertorio de genes nle é utilizado como marcador para a avaliacdo do risco
molecular (“molecular risk assessment” [MRA]), termo utilizado para identificar o potencial
patogénico de uma cepa e, com isso, a severidade da doenca. Neste sentido, Coombes et al.
(2008), buscando associar o conjunto de genes nle em cepas STEC ndo-O157 com a
severidade dos sintomas clinicos, observaram que 0s genes nle estdo presentes
significativamente em maior nidmero em cepas relacionadas a surtos e casos de HUS. De
maneira similar, a presenca de alguns destes genes, como o nleB e o nleE, foi mais frequente
em cepas aEPEC associadas a diarréia (Afset et al., 2006). Vieira et al. (2010) observaram
uma estreita associacao entre a presenca da PAI 0122 integra e diarreia em cepas aEPEC.
Esta ilha de patogenicidade contém os genes efal, que codifica uma adesina descrita em
EHEC (similar ao gene lifA em EPEC), além dos genes NLE: nleB, nleE e espL.

As cepas caninas apresentaram um perfil de genes nle similar ao observado nas cepas
humanas do mesmo sorotipo, incluindo a presenca dos genes nleB e nleE, associados a PAI
0122, nos sorotipos O51:H40 (amostras 2.3 e 21) e O4:H16 (41.5). Interessantemente,
destaca-se a amostra 41.5 (O4:H16) que apresentou os genes efa-1, nleF e nleH1-2, estes dois
ultimos ausentes na cepa do mesmo sorotipo isolada de crianga (H3). Muitos dos efetores
NLE estdo associados a modulacdo da resposta imune do hospedeiro, fator crucial para o
sucesso da infeccdo. A proteina NleB esta envolvida na inibicdo da sinalizacdo de morte
celular; enquanto que NIeE, parece interferir na sinalizagdo via NF-kB e no reparo de DNA.
NleF e NleH1-2 também foram associadas a inibicdo de morte celular e da resposta
inflamatdria. Uma visdo geral destas moléculas efetoras foi revisada recentemente por
Pearson et al. (2016). Também recentemente, Cepeda-Molero et al. (2017) demonstraram que
a interagdo intimina-Tir ndo é, por si sd, suficiente para o desenvolvimento da lesdo A/E em
ensaios “in vitro” com tecido da mucosa intestinal humana (IVOC). Estes autores trabalharam
com mutantes da cepa tEPEC E2348/69 defectivos em regifes cromossdmicas que abrigam
efetores NLE (integrons e profagos) e concluiram que estes genes desempenham um papel
chave na dindmica da interagdo bactéria-célula hopedeira para a formacéo da lesdo A/E.
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Embora haja uma ampla diversidade genética entre as cepas aEPEC, refletida na
miriade de combinacfes de genes de viruléncia, a presenca dos genes nle parece estar
associada ao evento de aquisicdo do locus LEE por transferéncia horizontal. Ingle et al.
(2016) analisaram 359 genomas completos de E. coli (258 aEPEC e 101 de outros patotipos
como tEPEC e EHEC) e identificaram 30 subtipos de locus LEE, cada qual associado a
presenca de um repertdrio de genes nle compativel, demonstrando que estas regides génicas
co-evoluiram e provavelmente sdo transferidas juntas como ilhas de patogenicidade, como a
PAI 0122 que flanqueia alguns subtipos de LEE. Desta forma, a presenca de um conjunto de
genes nle similar nas cepas caninas e humanas de mesmo sorotipo € um indicativo que estas
cepas compartilham do evento de aquisic¢do do locus LEE por um ancestral comum.

A relacdo filogenética entre estas cepas foi observada por meio da técnica de MLST,
que identificou a ocorréncia do ST10 (nas cepas caninas e humanas dos sorotipos 0O4:H16,
O11:H16 e O51:H40) e do ST206 (nas cepas do sorotipo O49:H10). Ambos STs foram
descritos em um estudo recente onde os autores analisaram 1.196 cepas de E. coli
diarreiogénicas (DEC) humanas, isoladas em 44 paises de quatro continentes, com o ST10, e
0 complexo clonal 10 (CC10) como um todo, predominando sobre os demais STs (Yu et al.,
2018). Neste mesmo trabalho, observou-se a associacdo de diferentes patotipos (ex. EPEC,
EAEC, ETEC e EXPEC) com o ST10, caracterizando este ST como um grupo
filogeneticamente diverso e com distribui¢cdo mundial (Yu et al., 2018).

Recentemente, tanto o ST10 quanto o ST206, foram associados a cepas
multirresistentes na China e no Sultanato de Om4, albergando o gene plasmidial mcr-1,
responsavel pela resisténcia a colistina (Mohsin et al., 2017; Zheng et al., 2017; Zhou et al.,
2017). Além disso, o ST10 ja foi descrito em cepas associadas a infec¢des do trato urinario
(UPEC) em humanos (Gibreel et al., 2012; Niesch-Inderbinen et al., 2017), em muitos casos
acompanhando o ST131, que atualmente desempenha um papel de destaque nestas infec¢oes
(Pitout & Devinney, 2017). Outro estudo na China identificou o ST131, seguido do ST10, em
quase 50% do total de cepas extraintestinais resistentes a cefalosporina (ESC-R) isoladas de
infeccbes em cées, evidenciando seu papel como patdgeno também nesta espécie (Liu et al.,
2016).

Em outros estudos, o ST10 foi o mais comum, sendo identificado em cepas isoladas de
humanos e alimentos de base animal no Canada e em suinos na Dinamarca (Ahmed et al.,
2017; Manges et al., 2015). No Brasil, Maluta et al. (2014) identificaram o ST10 e o ST206
em cepas isoladas de aves (APEC) e cepas extraintestinais (EXPEC) provenientes de casos de

bacteremia e infec¢des do trato urinario.
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Todos estes trabalhos evidenciam a grande diversidade dentro destes dois STs, em
especial o ST10, sendo associados a diferentes sorotipos, patotipos, doencas, hospedeiros e
fontes de transmissdo. No contexto do presente estudo, a ocorréncia destes STs em cepas
humanas e caninas de aEPEC aponta para a diversidade e a ubiquidade deste grupo e seu
potencial patogénico, uma vez que sdo frequentemente associados aos diferentes espectros de
doenca. Somado a isso, a andlise filogenética das sequencias dos genes “housekeeping”
concatenados demonstrou uma maior proximidade genética entre os STs 10 e 206 e outros
STs associados aos sorotipos de STEC/EHEC, que compdem o0 grupo comumente
denominado de “top five”, quando comparados com a cepa tipica EPEC E2348/69 do sorotipo
0127:H6. Neste sentido, destaca-se 0 ST206 (sorotipo O49:H10), agrupado junto aos STs 16
(O111:H8), 17 (0103:H2) e 21 (0O26:H11). As cepas canina e humana deste ST amplificaram
para 0s subtipos de intimina 3 (B1), comum a cepas STEC 026:H11, e sua variante 6 (2), ja
descrita anteriomente em cepas EPEC do mesmo sorotipo (Oswald et al., 2000).

A andlise dos perfis de macrorrestricdo com a enzima Xbal, apds eletroforese em
campo pulsado (PFGE), permitiu claramente observar uma divisao entre as cepas dos STs 10
e 206, com o pareamento das cepas do mesmo sorotipo. No entanto, ndo foi observada a
ocorréncia de clones entre as cepas caninas e humanas, fato este ja esperado em funcdo da
auséncia de associacao epidemioldgica entre as cepas. O compartilhamento de clones de
E.coli entre cdes de companhia e seus proprietarios foi observado em diversos estudos, por
meio do PFGE e de outras técnicas de “fingerprint” como o RAPD e o ERIC PCR
(“Enterobacterial repetitive intergenic consensus-PCR”) (Carvalho et al., 2016; Chung et al.,
2017; Harada et al., 2012; Naziri et al., 2016). Moura et al. (2009) demonstraram que cepas
aEPEC de igual sorotipo, associadas a diarreia e oriundas de fontes animal (incluindo cées) e
humana, podem apresentar o mesmo ST e um perfil de PFGE similar.

Neste sentido, nossos achados corroboram com a hipétese de que cepas de E. coli do
patotipo aEPEC circulam entre 0 homem e o0s cdes de companhia (e vice-versa), ndo
permitindo um distanciamento genético vultoso entre si. Como resultado disso, cepas aEPEC
caninas, principalmente de sorotipos e/ou linhagens j& associados a doenca humana, podem
albergar uma gama de genes de viruléncia localizados fora do locus LEE e que codificam
adesinas, toxinas e outros efetores, capacitando estas cepas como potenciais agentes
zoonoticos.

A ocorréncia de cepas aEPEC geneticamente similares associadas a diarreia entre caes
e humanos, tema dos paragrafos acima, é, por si s6, uma evidéncia do papel destes animais

como reservatério de cepas potencialmente patogénicas ao homem. Contudo, a expressdo
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desta capacidade patogénica nas cepas animais, que configura o risco real da aquisi¢do destes
patdgenos para a salide humana, é ainda um desafio. Neste trabalho também foi avaliada a
capacidade das cepas caninas e humanas de igual sorotipo, em aderir, invadir e sobreviver no
ambiente intracelular de enterdcitos humanos, por meio de ensaios “in vitro” em cultura de
celulas.

Segundo dados obtidos anteriormente por Almeida et al. (2012), as cepas caninas
utilizadas neste estudo apresentaram a capacidade de aderir as células HeLa, com acumulacao
de actina no sitio da adesdo (fendmeno evidenciado através do teste FAS), indicando a
expressdo do T3SS com concomitante formacdo de lesdo A/E. Além disso, nosso grupo
também observou nestas cepas a expressdo do fen6tipo de aderéncia LAL em células Caco-2
(dados ndo publicados). O fendtipo de aderéncia em células epiteliais € um indicativo da
expressao de determinados fatores de viruléncia, sendo ainda hoje uma importante ferramenta
na identificacdo dos patotipos associados as E. coli diarreiogénicas (Gomes et al., 2016). No
presente trabalho, a avaliagdo do fenotipo de aderéncia em tapetes ndao confluentes de células
HEp-2 e polarizados da linhagem T84, ap6s 6 h de interacdo, permitiu observar o padrédo o
LAL em todas as cepas, com a adesdo das bactérias preferencialmente nas regides de borda do
tapete em T84. Este padrdo de aderéncia é bastante comum em cepas aEPEC, sendo associado
a atuacdo de diferentes adesinas, como a intimina e o ECP, dentre outras (Scaletsky et al.,
2010).

Nos ultimos vinte anos diversos estudos evidenciaram o potencial de cepas aEPEC em
aderir, formar lesdo A/E e invadir células epiteliais, incluindo as linhagens intestinais Caco-2
e T84 (Moreira et al., 2008; Pacheco et al., 2014; Pelayo et al., 1999; Rosa et al., 2001;
Sampaio et al., 2009, 2011, 2014, 2016; Yamamoto et al., 2009), com destaque para o
sorotipo 0O51:H40, associado a diarreia infantil no Brasil (Gomes et al., 2004). Apds ensaios
para quantificacdo da invasdo em tapetes das linhagens Caco-2 e T84 (realizados com as
cepas do sorotipo O51:H40), foi observada uma reducdo estatisticamente significante da
invasdo em tapetes polarizados da linhagem Caco-2 quando comparado com tapetes nédo
confluentes. No entanto, para a linhgem T84, apenas a cepa 2.3 apresentou uma significativa
reducdo no indice de invasdo entre os dois tipos de tapete. Desta forma, embora as cepas do
sorotipo O51:H40 tenham sido capazes de invadir ambas as linhagens celulares, fenémeno
também observado por meio de microscopia de imunofluorescéncia, a invasao de tapetes
polarizados, ou seja, com menor exposi¢cdo da regido basolateral, foi mais eficiente na
linhagem T84, levando a adocéo deste modelo para as demais cepas. Sampaio et al. (2011),

contudo, observaram um indice de invasdo significativamente maior em uma cepa aEPEC do
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sorotipo 0O51:H40, comparado com uma cepa aEPEC ONT:HNT e a cepa tEPECO127:H6
(2348/69), em ensaios com tapetes polarizados das linhagens Caco-2 (14,8%, 1,4%e 3,2%,
respectivamente) e T84 (4,8%, 0,2% e 1,8%, respectivamente), onde, por meio de MET,
visualizaram a presenca de bactérias em vacutolos na regido basolateral. Comparativamente, o
indice de invasdo observado no presente estudo para as cepas do sorotipo O51:H40 variaram
de 0,5 a 5,1% em tapetes polarizados da linhagem Caco-2 e de 4,1 a 8,0% para T84,
demonstrando haver uma flutuacdo no potencial invasivo entre as cepas deste sorotipo.

Os ensaios realizados com as cepas caninas e humanas dos outros trés sorotipos
(O4:H16, O11:H16 e 0O49:H10), também utilizando 0 modelo de 3 h de interacdo com tapetes
polarizados da linhagem T84, evidenciaram uma capacidade invasora em todas, ndo sendo
observado, na maioria dos casos, diferencas significativas nos indices de invasao entre as
cepas caninas e humanas, entre os diferentes sorotipos e entre as cepas aEPEC e S.
Typhimurium C20. Apenas a cepa canina 2.3, do sorotipo O51:H40, apresentou indice de
invasdo significativamente inferior quando comparada com a maioria das outras cepas.
Yamamoto et al. (2009) haviam observado a capacidade de invadir células da linhagem T84
em cepas aEPEC de diferentes sorotipos com subtipos incomuns do gene eae, sugerindo que
cepas aEPEC podem invadir células intestinais “in vitro” independente do subtipo de
intimina. Em nosso estudo, utilizou-se cepas caninas e humanas dos sorotipos O4:H16,
0O11:H16 e O49:H10, do subtipo eae-B, e do sorotipo O51:H40, subtipo eae-y.

Estes achados vdo de encontro ao observado na literatura, reforcando a capacidade
apresentada por algumas cepas aEPEC de invadir enterdcitos in vitro. Inclusive, com este
comportamento ndo se restringindo a cepas humanas, sendo também observado em cepas
caninas de igual sorotipo.

A elucidagdo dos mecanismos envolvidos nos processos de aderéncia e invasdo a
mucosa intestinal por cepas aEPEC ainda resta por ser estabelecida. No entanto, alguns
autores identificaram que o flagelo (Sampaio et al., 2009, 2016) e o T3SS (Sampaio et al.,
2014) desempenham um papel fundamental na interagdo com o enterdcito “in vitro” em cepas
aEPEC do sorotipo O51:H40, uma vez que mutantes AfliC e AescN apresentam significativa
reducdo na capacidade de aderir e invadir, quando comparados com a cepa selvagem. Além
disso, Moraes et al. (2015) sugerem que a flagelina e uma chaperonina (GroEL) atuam em
conjunto na ligagdo a fibronectina da matriz extracelular em cepas aEPEC (026:H11),
iniciando o processo de adesdo e colonizagdo do epitélio intestinal.

A invasdo de células intestinais por algumas cepas aEPEC ocorre mais eficientemente

pela regido basolateral, uma vez que o tratamento de tapetes polarizados com EGTA (&cido
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etileno glicol tetracético), que atua rompendo as jungdes oclusivas e consequentemente
expondo a regido basolateral, promove um aumento da invasao por estas bactérias, fenémeno
também observado em cepas STEC e em S. flexineri (Cordeiro et al., 2013; Yamamoto et al.,
2009). Neste contexto, os tapetes pds-confluentes das linhagens Caco-2 e T84 atuam como
enterdcitos “in vitro”, onde sofrem um processo de diferenciacdo que leva a formagdo das
jungdes de oclusdo (do inglés “tight junctions”) e consequente polarizagdo em dois dominios:
membrana apical e basolateral. Estas mudancas mimetizam o processo de diferenciacdo das
células do epiteélio intestinal durante a migracao das células de cripta para as vilosidades. Em
contrapartida, tapetes ndo confluentes sdo principalmente formados por células néo
diferenciadas, permitindo o livre acesso das adesinas e invasinas bacterianas a receptores
tipicos da regido basolateral (Rosa et al., 2001; Yamamoto et al., 2009).

Recentemente, Pedersen et al. (2017) observaram que a cepa tEPEC E2348/69
(0127:H6) se adere nas regides de unido entre as células, preferéncialmente nas juncgdes
oclusivas entre trés células, onde se multiplicam e formam microcol6nias. Além disso, estes
autores constataram que a bactéria manipula a célula hospedeira, promovendo um rearranjo da
maquinaria do citoesqueleto, seguido do redirecionamento do fluxo de vesiculas e
consequente acimulo de proteinas de membrana basolateral na regido apical, no entorno da
microcolénia. Uma vez que cepas aEPEC também aderem e interagem com o citoesqueleto
através de efetores do T3SS (inclusive através da ligacdo intimina-Tir), formando estruturas
em pedestal, 0 mesmo fendmeno de transicdo das proteinas de membrana pode ocorrer, o0 que
favoreceria a invasdo dos enterdcitos nesta regido apical de borda. Naturalmente, novos
estudos precisam ser conduzidos a fim de evidenciar este comportamento nas cepas aEPEC.
Alguns efetores secretados via T3SS ja foram associados com a alteracdo da permeabilidade
seletiva da membrana e ruptura das jungdes oclusivas (como o EspF, Map, NleA e EspG), um
fendmeno associado ao desenvolvimento do quadro diarreico, que, secundariamente, pode
auxiliar no processo de invasdo pela exposicdo da regido basolateral (Glotfelty et al., 2014;
Mcnamara et al., 2001; Peralta-Ramirez et al., 2008; Tapia et al., 2017; Weflen et al., 2010).
Além disso, “in vivo” estes patdgenos também podem acessar a regido basolateral dos
enterdcitos por meio de transcitose via células M (Gritzkau et al., 1990) e/ou através de
perturbacdes na estrutura da mucosa intestinal, como a migracdo de neutrofilos para o tecido
inflamado (Mccormick et al., 1998).

Além da capacidade de invadir enterdcitos, a sobrevivéncia no interior destas células
foi observada ap6s exposicdo a tapetes polarizados da linhagem T84, onde todas as cepas,

caninas e humanas, foram capazes de sobreviver apds 48 h de interacdo. A invaséo,
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sobrevivéncia e multiplicagdo intracelular ja foi observada anteriormente em cepas aEPEC, na
linhagem T84 (Sampaio et al., 2011) e em células Caco-2 (Pacheco et al., 2014),
demonstrando a capacidade de algumas cepas, inclusive do sorotipo 051:H40, de
permanecerem Vviadveis no interior de enterdcitos “in vitro”. Em outro trabalho, Cordeiro et al.
(2013) observaram um comportamento similar em cepas STEC, as quais persistem e se
multiplicam no interior de células Caco-2 por mais de 96 h sem levar a morte do enterdcito,
diferentemente da Salmonella Typhimurium, que destréi o tapete completamente apds 48 h.

No presente estudo, observou-se um comportamento homogéneo entre as cepas
aEPEC estudadas, com uma nitida reducdo na populacéo intracelular apds as primeiras 24 h
de interacdo, seguida de uma variacdo mais sutil apds as 24 h seguintes, com manutencédo da
populacdo intracelular e provavel equilibrio entre morte e multiplicacdo bacteriana. Em
contraste, como esperado, a cepa S. Typhimurium C20 apresentou um aumento na populagéo
ap6s 48 h. Notadamente, este comportamento invasivo em aEPEC ndo configura um
mecanismo de agressdo propriamente dito, como ocorre em Salmonella, e sim uma estratégia
de evasdo do sistema imune e persisténcia no hospedeiro, 0 que poderia levar a um aumento
do periodo de eliminacéo fecal, favorecendo a transmissdo. No entanto, Sampaio et al. (2014),
sugerem que, em casos especificos, como imunossupressdo, antibiéticoterapia, obstrucdo das
vias biliares dentre outros processos que causam alteracdo da microbiota intestinal, cepas
aEPEC, teoricamente um patogeno restrito a mucosa intestinal, tém a capacidade de
atravessar a barreira intestinal e ganhar acesso a outros sitios de infec¢do extraintestinais.

No contexto do presente trabalho, a observacdo de um comportamento invasivo em
celulas intestinais humanas por cepas aEPEC caninas indica uma adaptacdo ao hospedeiro
humano e sugere que este comportamento também possa ocorrer no hospedeiro animal, fato
que favoreceria a colonizacdo persistente e a condigdo de reservatorio zoonotico.

Em suma, os resultados obtidos demonstraram que cepas aEPEC de igual sorotipo,
embora isoladas de diferentes especies, no caso cdes filhotes e criangas, ambos sem
associacdo epidemioldgica e com sinal clinico de diarreia, compartilham o mesmo ST e sdo
similares quanto a presenca de genes de viruléncia e quanto ao perfil de macrorestricdo por
PFGE. Além disso, ensaios de interacdo “in Vitro” com tapetes celulares de enterocitos
humanos da linhagem T84 evidenciaram, em todos os sorotipos, tando de origem canina
guanto humana, uma capacidade de aderir, invadir e sobreviver no interior destas células apds
48 h. Estes achados indicam que cées carreiam cepas aEPEC potencialmente patogénicas ao
homem, que em condigdes sanitaria e de higiene ndo adequadas, podem ser transmitidas a

uma populacédo susceptivel, principalmente criancas com menos de 2 anos, estabelecendo um
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quadro infeccioso. Somado a isso, o fato de cepas aEPEC também atuarem como agente
etioldgico de diarreia em ces filhotes potencializa o risco de eliminagéo e contaminagao dos

ambientes coabitados pelos dois hospedeiros.
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CONCLUSAO

Tendo por base os resultados obtidos no presente trabalho, concluimos que cepas do
patotipo aEPEC de igual sorotipo, porém isoladas de episodios de diarréia em diferentes
hospedeiros (homem e cdo), compartilham caracteristicas de viruléncia e filogenética, além de
apresentarem comportamento similar quanto a interacdo com células intestinais humanas em
cultura. Estes achados sugerem um papel de patdgeno potencialmente zoonotico as cepas
aEPEC caninas dos sorotipos estudados. Tal conclusdo alicergca-se em diferentes observacdes,
onde se destaca, entre as cepas caninas e humanas de igual sorotipo: i) o compartilhamento
dos genes de viruléncia, inclusive ja associados a doenca humana em cepas STEC/EPEC
(hcpA, efa-1, toxB e nleB), ii) a observacdo do mesmo ST (ST10 e 206) e perfis semelhantes
apo6s macrodigestdo por PFGE e iii) comportamento similar, fenétipo de aderéncia, invasao e
persisténcia intracelular (>48 horas), em ensaios com cultura de células intestinais da
linhagem T84. Assim, em acordo com 0s objetivos propostos, concluimos que caes filhotes,
atuam como reservatério de cepas aEPEC potencialmente patogénicas, que, em condicdes
higiénico-sanitarias inadequadas, podem ser transmitidas a uma populacdo susceptivel, em
especial criangas com menos de dois anos de idade, e desencadear um quadro infeccioso de

diarreia.
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