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RESUMO 

MOURA, R. A. Estudo das relações clonais entre amostras de Escherichia 
coli enteropatogênica atípica de origem humana e animal. 2009. 152 f. 
Tese (Doutorado em Microbiologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2009. 
 

EPEC atípica é um patógeno emergente em nosso país. Assim como as EPEC 

típicas possuem o gene eae e são capazes de produzir lesão attaching and 

effacing. A principal diferença entre estes patótipos reside no fato de cepas 

EPEC atípica não possuírem e/ou não expressarem os genes que codificam a 

fímbria bundle forming pilus (Bfp). No campo epidemiológico, a principal 

diferença se deve ao fato de amostras EPEC típica terem os seres humanos 

como principal reservatório, e as EPEC atípica serem isoladas de humanos 

e animais em freqüências equivalentes, não permitindo a definição de um 

reservatório. Até o momento, nenhuma pesquisa comparou de modo amplo as 

relações clonais entre amostras de EPEC atípica isoladas de animais e 

humanos. O objetivo deste estudo foi verificar se animais podem atuar como 

reservatórios e fonte de infecção de EPEC atípica para humanos. Para isto, 49 

amostras de EPEC atípica e EPEC típica, de diferentes sorotipos, isoladas de 

humanos e animais (cães, gatos, bovinos, ovinos, coelhos e sagüis) foram 

estudadas quanto ao seu perfil genotípico pela PCR, e similaridade clonal por 

Multilocus Sequence Typing (MLST) e Pulsed-Field Gel Electrophoresis 

(PFGE). Os marcadores de virulência analisados (eae, tir, bfpA, stx1, stx2, 

stx2f, astA, E-hlyA, espA, espB, espD, espF, sepL) revelaram que cepas de 

EPEC atípica isoladas de animais possuem potencial para causar diarréia em 

humanos. Além disso, a análise dos subtipos de eae, tir e genes esp revelaram 

que a ilha de patogênicidade Locus of Enterocyte Effacement pode ser 

adquirida a partir de uma única e/ou de diferentes origens. As técnicas MLST e 

PFGE revelaram que as amostras isoladas de animais e humanos 

compartilham relações clonais muito próximas, com algumas cepas 

apresentando perfis MLST e/ou PFGE idênticos. Foi observado, também que 

cepas de EPEC atípica, bem como outros patógenos de E. coli diarreiogênica 

(ECD) podem ter se originado da perda e/ou ganho de genes bfp e stx. 



 
 

Devido à proximidade clonal encontrada entre as amostras isoladas de animais 

e humanos podemos inferir que os animais estudados podem atuar como 

reservatório e fonte de infecção de EPEC atípica para humanos. Pelo fato de 

humanos possivelmente também atuarem como reservatório de EPEC atípica, 

ciclos de infecção cruzada entre animais, principalmente de estimação e 

humanos não podem ser descartados, uma vez que a dinâmica de transmissão 

entre reservatórios deste patógeno não é muito bem compreendida. 

Palavras-Chave: EPEC atípica. EPEC típica. Diarréia. MLST. PFGE. Relação 

Clonal. Amostras Humanas. Amostras Animais. Reservatório Animal. 



 
 

ABSTRACT 

MOURA, R. A. Clonal relationship among atypical enteropathogenic 
Escherichia coli strains isolated from different animal species and 
humans. 2009. 152 p. Thesis (PhD in Microbiology) – Instituto de Ciências 
Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2009. 
 

Atypical EPEC is an emergent pathogen in Brazil. Like typical EPEC, these 

bacterias posses eae gene and are capable to produce attaching and effacing 

lesions (A/E lesion). The main difference between these pathotypes is the 

absence of pEAF and/or no evidence of expression of bundle forming pilus 

(Bfp). Epidemiologically these pathotypes diverge from their reservoirs, while 

typical EPEC strains have humans as their major reservoir, atypical EPEC 

strains are isolated from both humans and different animal species. Because of 

its wide spread, it is difficult to determine reservoirs for atypical EPEC strains. 

Currently there is no research that compared the clonal relationship among 

atypical EPEC strains isolated from humans and different animal species. The 

aim of this study was to compare atypical EPEC strains isolated from humans 

and different animals, including pets, farm animals and wild animals by 

molecular phylogenetic techniques to verify the role of animals as reservoir and 

infection source of atypical EPEC for humans. Forty-nine typical and atypical 

EPEC strains belonging to different serotypes, isolated from humans, pets (cats 

and dogs), farm (bovines, sheep and rabbits) and wild animals (monkeys) were 

investigated for virulence markers and clonal similarity by pulsed-field gel 

electrophoresis (PFGE) and Multilocus Sequence Typing (MLST). The virulence 

markers analyzed (eae, tir, bfpA, stx1, stx2, stx2f, astA, E-hlyA, espA, espB, 

espD, espF, and sepL) revealed that atypical EPEC strains isolated from 

animals have the potential to cause diarrhea in humans. Beside these data, the 

analysis of eae, tir and esp genes indicated that atypical EPEC strains can 

acquire the entire LEE region or just single genes of this region from different 

origins. Close clonal relationship between human and animal isolates was found 

with MLST and PFGE. These results indicate that these animals act as atypical 

EPEC reservoirs and may represent sources of infection for humans. Some 

atypical EPEC strains showed close relationship to typical EPEC strains or 



 
 

STEC strains, based on these data some diarrheogenic E. coli may have 

evolved either by acquisition or loss of stx or bfp genes. Since humans also act 

as a reservoir of atypical EPEC strains, the cycle of mutual infection between 

animals and humans, mainly pets and their owners, cannot be ruled out, since 

the transmission dynamics between the reservoirs are not yet clearly 

understood. 

Key Words: Atypical EPEC. Typical EPEC. Diarrhea. MLST. PFGE. Clonal 

Relationship.  Human Strains. Animals Strains. Animal Reservoir. 
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Cepas Escherichia coli colonizam o trato gastrointestinal de seres humanos 

e animais poucas horas após o nascimento, e constituem o principal membro 

anaeróbio facultativo da microbiota intestinal destes organismos (NATARO e 

KAPER, 1998; KAPER et al., 2004). Esta espécie, pertencente à família 

Enterobacteriaceae, raramente causa doença em seus hospedeiros, exceto em 

imunocomprometidos ou quando as barreiras gastrointestinais são rompidas, como 

nos casos de peritonite (DRASSAR e HILL, 1974; NATARO e KAPER, 1998). 

Apesar de seu papel como comensal, algumas cepas E. coli são capazes de 

causar uma grande variedade de doenças, devido à aquisição de fatores de 

virulência por transferência horizontal (KAPER et al., 2004). Dentre estas doenças, a 

diarréia é uma das principais, sendo as E. coli diarreiogênicas (ECD) responsáveis 

por inúmeros surtos de diarréia registrados no mundo (VILJANEN et al., 1990; 

SMITH et al., 1996; TRABULSI et al., 1996; HEDBERG et al., 1997; MICHINO et al., 

1999; JENKINS et al., 2003; YATSUYANAGI et al., 2003; HUSSEIN e BOLLINGER, 

2005). 

Atualmente são conhecidos seis patótipos de ECD: E. coli enteroinvasora 

(EIEC); E. coli enterotoxigênica (ETEC); E. coli enteropatogênica (EPEC), 

subdividida em EPEC típica e EPEC atípica; E. coli produtora da toxina de Shiga 

(STEC), e seu subgrupo E. coli enterohemorrágica (EHEC); E. coli enteroagregativa 

(EAEC) e E. coli que adere difusamente (DAEC) (NATARO e KAPER, 1998; KAPER 

et al., 2004). Dentre estes patótipos, cepas EPEC destacam-se como um importante 

agente diarreiogênico presente em países em desenvolvimento (OCHOA et al., 

2008). 
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1.1 Escherichia coli enteropatogênica (EPEC) 

Os primeiros surtos de diarréia causados por EPEC foram descritos por Bray 

(1945) no Reino Unido. Este pesquisador identificou grupos de E. coli, 

sorologicamente distintos, que eram isolados de crianças com diarréia, mas não de 

crianças sadias. Após este estudo, diversos surtos de diarréia, com altas taxas de 

mortalidade, foram descritos em países desenvolvidos até o final dos anos 50 

(ROWE, 1979; LEVINE e EDELMAN, 1984). Devido aos freqüentes surtos de E. coli 

registrados naquela época, Neter et al. (1955) criaram o termo EPEC para definir as 

amostras E. coli que causavam estes surtos. 

No final dos anos 50, por razões desconhecidas, grandes surtos de diarréia 

causados por EPEC deixaram de ocorrer em países desenvolvidos. Infecções 

causadas por este patógeno ficaram restritas a casos esporádicos em alas 

hospitalares, até o final da década de 80 (PAULOZZI et al., 1986). Atualmente, 

surtos causados por EPEC são raros em países desenvolvidos, no entanto, estas 

bactérias ainda representam um importante agente diarreiogênico em países em 

desenvolvimento (KAPER et al., 2004; OCHOA et al., 2008). 

Estudos baseados em métodos moleculares e fenotípicos estimam que 

cepas EPEC sejam responsáveis por 10 - 20% de todos os casos de diarréia em 

crianças que vivem em países como Brasil, Chile, México, Tailândia e Tunísia 

(SCALETSKY et al., 2002; RATCHTRACHENCHAI et al., 2004; FRANZOLIN et al., 

2005; VIDAL et al., 2005; AL-GALLAS et al., 2007; ARAUJO et al., 2007; OCHOA et 

al., 2008; ESTRADA-GARCIA et al., 2009). 

As EPEC podem ser classificadas como típicas ou atípicas (TRABULSI et 

al., 2002). Em 1995, Kaper criou o termo EPEC atípica para definir amostras E. coli 

que diferiam das EPEC típicas por não transportarem o plasmídeo E. coli Adherence 

Factor (pEAF) e das EHEC, por não possuírem os genes que codificam a toxina de 

Shiga (Stx). Atualmente, considera-se que a distinção entre cepas EPEC típica e 

atípica deve ser baseada na expressão ou não da fimbria bundle forming pilus (Bfp), 

codificada pelo operon bfp, localizado no pEAF; e na ausência da produção da 

toxina Stx (KAPER, 1996; BORTOLINI et al., 1999; TRABULSI et al., 2002; OCHOA 

et al., 2008; ABE et al., 2009; HERNANDES et al., 2009). 
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Cepas EPEC atípica pertencem a um grupo diarreiogênico que aumentou 

muito sua freqüência no Brasil nos últimos anos (FRANZOLIN et al., 2005; BUERIS 

et al., 2007; MORENO et al., 2008). Em algumas regiões do país, estas bactérias 

parecem ter substituído as EPEC típicas como principal agente diarreiogênico. Isso 

indica que no Brasil, assim como ocorreu em países desenvolvidos, está havendo 

mudança no perfil epidemiológico das EPEC, de típicas para atípicas (TRABULSI et 

al., 2002; AFSET et al., 2003; FRANZOLIN et al., 2005; BUERIS et al., 2007; 

MORENO et al., 2008; OCHOA et al., 2008; HERNANDES et al., 2009). 

É importante ressaltar que cepas EPEC atípica, há alguns anos, só estavam 

presentes em países desenvolvidos associadas a surtos esporádicos de diarréia em 

crianças e adultos (JENKINS et al., 2003; YATSUYANAGI et al., 2003; ROBINS-

BROWNE et al., 2004). No Brasil estas bactérias estão associadas, principalmente 

com a diarréia endêmica na criança (SCALETSKY et al., 1999; VIEIRA et al., 2001; 

FRANZOLIN et al., 2005; BUERIS et al., 2007). 

As EPEC típicas e atípicas, assim como outros patótipos de ECD, tendem a 

formar grupos clonais que compartilham antígenos de superfície que definem seus 

sorogrupos e sorotipos. São três os antígenos de superfície que caracterizam as E. 

coli, o antígeno O (lipopolissacarídeo somático da membrana externa), H (antígeno 

protéico flagelar, responsável pela motilidade bacteriana) e K (polissacarídeo 

capsular) (NATARO e KAPER, 1998). Os sorogrupos são determinados com base 

no antígeno O, e os sorotipos com base na combinação dos antígenos O e H (O:H). 

Até o momento, já foram identificados pelo menos de 180 antígenos O e 60 

antígenos H, os quais são determinados por meio de técnicas de soroagluitinação 

(ØRSKOV, 1984; ROBINS-BROWNE e HARTLAND, 2002). 

Em algumas amostras o antígeno flagelar H não é expresso, sendo estas 

amostras classificadas como não-móveis (NM ou H-). Para determinar o antígeno H 

destas amostras, técnicas de tipagem molecular, baseadas na reação em cadeia da 

polimerase (PCR) e na utilização de enzimas de restrição foram desenvolvidas 

(FIELDS et al., 1997; MACHADO et al., 2000). Este tipo de caracterização permite a 

análise mais precisa de amostras NM em estudos epidemiológicos, e também em 

estudos de relação clonal, já que diferenças no antígeno H podem explicar 
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diferentes origens clonais (FIELDS et al., 1997; NATARO e KAPER, 1998; 

MACHADO et al., 2000; RAMOS MORENO et al., 2006). 

Segundo a organização mundial de saúde (OMS) os principais sorogrupos 

de EPEC, também conhecidos como sorogrupos clássicos de EPEC, compreendem: 

O26, O55, O86, O111, O114, O119, O125, O126, O127, O128, O142 e O158 (WHO, 

1987). Em revisão, Trabulsi et al. (2002) verificaram diferentes aspectos genotípicos 

e fenotípicos das EPEC, concluindo que cepas típicas e atípicas constituem dois 

grupos distintos, representados por diferentes sorotipos. As EPEC típicas 

pertenceriam aos sorotipos: O55:H[6], O86:H34, O111:H[2], O114:H2, O119:H[6], 

O127:H6, O142:H6 e O142:H34, enquanto as EPEC atípicas aos sorotipos: 

O26:H[11], O55:H[7], O55:H[34], O86:H[8], O111ac:H[8], O111:H[9], O111:H25, 

O119:H2, O125:H6 e O128:H2. 

Atualmente, além de cepas EPEC pertencentes aos sorogrupos clássicos, 

estudos têm demonstrado o isolamento de amostras EPEC atípica pertencentes a 

sorogrupos diferentes, conhecidos como não-clássicos (KRAUSE et al., 2005; 

BLANCO et al., 2006; YUSTE et al., 2006; ARAUJO et al., 2007; MOREIRA et al., 

2008; MORENO et al., 2008; HERNANDES et al., 2009). 

Independentemente dos sorogrupos ou sorotipos a que pertençam às 

amostras estudadas, existem muitas dificuldades em tentar relacionar sorotipos com 

patótipos de ECD. Esta dificuldade reside principalmente no fato de algumas 

amostras, representantes de diferentes patótipos, possuírem sorotipos idênticos. 

Amostras do sorotipo O26:H[11], por exemplo, podem ser EPEC ou STEC, 

dependendo da presença ou ausência de fatores de virulência que caracterizam 

cada um destes patótipos (LEOMIL et al., 2005). Desta forma, a classificação de 

uma amostra como EPEC, ou como outro patótipo de ECD, deve ser baseada na 

detecção molecular e fenotípica de seus marcadores de virulência, sendo estas 

cepas pertencentes ou não a sorogrupos clássicos. 
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1.2 Fatores de virulência das EPEC e lesão attaching and effacing 

A virulência das EPEC típica e atípica está relacionada, principalmente, a 

sua capacidade em aderir à superfície de enterócitos, e induzir vias de sinalização 

que resultam no surgimento de lesões intestinais. Estas lesões, inicialmente 

descritas por Cravioto et al. (1979), reduzem a capacidade de absorção dos 

intestinos, resultando em quadro de diarréia (NATARO e KAPER, 1998). 

As lesões induzidas por estes patógenos são conhecidas como “Attaching 

and Effacing” (lesão A/E), e caracterizam-se pela aderência intima da bactéria à 

membrana plasmática apical dos enterócitos, com destruição localizada dos 

microvilos absortivos. O contato bactéria-enterócito resulta no rearranjo do 

citoesqueleto da célula eucariota, com a formação de um pedestal rico em actina e 

outras proteínas do citoesqueleto, logo abaixo do local onde a bactéria se aderiu 

(MOON et al., 1983; DONNENBERG e KAPER, 1992; NATARO e KAPER, 1998; 

CLARKE, 2001). 

Os fatores necessários para o desenvolvimento da lesão A/E são codificados 

por uma ilha de patogênicidade cromossômica, de aproximadamente 35 Kb, 

conhecida como Locus of Enterocyte Effacement (LEE) (JERSE et al., 1990; 

MCDANIEL et al., 1995; ELLIOTT et al., 1998). A região LEE das EPEC possui 41 

Open Reading Frames (ORFS) organizadas em cinco grandes operons, LEE1 – 

LEE5 (ELLIOTT et al., 1998; CLARKE, 2001).  

Nos operons LEE1 até LEE3 estão presentes os genes esc (E. coli 

secretion), responsáveis pela expressão do sistema de secreção do tipo III (T3SS) 

das EPEC e EHEC.  A função deste sistema é translocar proteínas do citoplasma 

bacteriano diretamente para o citoplasma da célula hospedeira (JARVIS et al., 1995; 

KENNY e FINLAY, 1995). 

No operon LEE4 estão presentes os genes esp (E. coli secreted protein), 

sepL, entre outros. Os produtos destes genes exercem diferentes funções que 

auxiliam no desenvolvimento das lesões A/E. No operon LEE5 estão presentes os 

genes eae (E. coli attaching and effacing) e tir (translocated intimin receptor), 

codificadores da proteína de membrana externa (OMP), intimina e seu receptor Tir, 

respectivamente. (JERSE e KAPER, 1991; KENNY e FINLAY, 1995; KENNY et al., 
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1996; ABE et al., 1997; KENNY et al., 1997; KENNY e WARAWA, 2001; CLEARY et 

al., 2004; KAPER et al., 2004; O'CONNELL et al., 2004). 

Com relação às características estruturais dos genes presentes na região 

LEE, observa-se que os genes esc apresentam sequências de nucleotídeos 

altamente conservadas, enquanto que os genes presentes em LEE4 e LEE5 

apresentam sequências variáveis, permitindo a identificação de diferentes subtipos 

(CHINA et al., 1999; BIELASZEWSKA et al., 2007a; HERNANDES et al., 2009). 

EspA, codificada pelo gene espA, é uma proteína filamentosa responsável 

pela adesão inicial das EPEC, e pela formação de um tubo de translocação na 

superfície bacteriana. Esta estrutura quando em contato com os enterócitos possui a 

função de translocar outras proteínas codificadas pela região LEE, bem como 

algumas proteínas não codificadas nesta região (FRANKEL et al., 1998; KNUTTON 

et al., 1998; CLEARY et al., 2004; HERNANDES et al., 2009). 

Dentre as proteínas translocadas podemos citar EspB (codificada pelo gene 

espB) e EspD (codificada pelo gene espD) que agem sobre a membrana plasmática 

da célula eucariota, formando um poro. Este poro permite a passagem dos efetores 

Tir, Esps, entre outras proteínas diretamente para o citoplasma da célula eucariota 

(IDE et al., 2001; CREASEY et al., 2003; CLEARY et al., 2004). 

As proteínas translocadas possuem diferentes funções, como a 

desestruturação do citoesqueleto (EspB), perda da resistência transepitelial (EspF), 

desregulação da função mitocondrial (Map), entre outras (NATARO e KAPER, 

1998).  As funções de Tir compreendem a autoinserção na membrana da célula 

eucariota, servindo de receptor para a intimina, e a indução da polimerização de 

componentes do citoesqueleto eucarioto, induzindo o desenvolvimento do pedestal 

na superfície do enterócito (KENNY, 1999; KENNY e WARAWA, 2001; WARAWA e 

KENNY, 2001). 

A intimina, descrita por Jerse e Kaper (1991), é uma proteína de 94KDa, cuja 

função é se ligar ao receptor Tir e induzir a formação do pedestal característico das 

lesões A/E (KAPER et al., 2004). A porção N-terminal desta proteína é altamente 

conservada, enquanto sua porção C-terminal é variável, permitindo a identificação 

de diferentes subtipos (AGIN e WOLF, 1997; ADU-BOBIE et al., 1998a; ADU-BOBIE 
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et al., 1998b; OSWALD et al., 2000; JENKINS et al., 2003). A presença de diferentes 

subtipos de intimina se deve provavelmente, ao fato deste gene sofrer intensa 

pressão seletiva do sistema imune do hospedeiro (KAPER et al., 2004). 

Alguns trabalhos sugerem que os diferentes subtipos de intimina permitem 

que as EPEC e EHEC tenham tropismo por diferentes tecidos (PHILLIPS e 

FRANKEL, 2000; FITZHENRY et al., 2002a; FITZHENRY et al., 2002b; MUNDY et 

al., 2007), no entanto o fato das E. coli inserirem seu próprio receptor na célula 

hospedeira dificulta esta hipótese. Apesar disto, estudos relatam a possibilidade da 

intimina se ligar em mais de um receptor (FRANKEL et al., 1994; FRANKEL et al., 

1995; PHILLIPS e FRANKEL, 2000). Isto pode ser comprovado em estudos, onde a 

intimina foi capaz de se ligar a nucleolina, uma proteína eucariota (SINCLAIR e 

O'BRIEN, 2004). Desta forma, a especificidade tecidual seria mediada por outros 

receptores além da intimina. 

O tropismo tecidual mediado por EPEC e outras E. coli que expressam 

intimina parece ser dependente de múltiplos fatores, no qual o subtipo de intimina 

pode influenciar na aderência a diferentes tecidos, no entanto mais estudos são 

necessários (TORRES et al., 2005). 

No que se diz respeito a outros fatores de virulência, segundo Trabulsi et al. 

(2002), as EPEC típicas são mais homogêneas em seu perfil de virulência, quando 

comparadas com as EPEC atípicas. Com poucas exceções, cepas típicas 

expressam apenas os fatores de virulência contidos na região LEE e no pEAF. Em 

contraste, as EPEC atípicas freqüentemente expressam fatores de virulência não 

contidos na região LEE, como Enteroaggregative E. coli Heat-Stable Enterotoxin 

(EAST-1), Enterohemolisina (E-hlyA), adesina Afa, entre outros (DULGUER et al., 

2003; YATSUYANAGI et al., 2003; LEOMIL et al., 2005; BIELASZEWSKA et al., 

2007c; HERNANDES et al., 2009). Desta forma, existem dois tipos de EPEC atípica, 

aquelas que expressam apenas fatores de virulência codificados pela região LEE, e 

aquelas que expressam fatores de virulência codificados pela região LEE e em 

outras regiões do genoma. 
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1.3 Reservatórios de EPEC 

Cepas EPEC típica raramente são isoladas de animais, sendo o homem seu 

principal reservatório natural (TRABULSI et al., 2002; CARVALHO et al., 2003; 

NAKAZATO et al., 2004). Em contraste, cepas EPEC atípica são isoladas de 

humanos e animais, com ou sem diarréia, em freqüências equivalentes, não 

permitindo a definição de um reservatório para estas bactérias (GOFFAUX et al., 

2000; CID et al., 2001; PENTEADO et al., 2002; BEUTIN et al., 2003; CARVALHO et 

al., 2003; LEOMIL et al., 2003; VETTORATO et al., 2003; AKTAN et al., 2004; 

NAKAZATO et al., 2004; FRANZOLIN et al., 2005; KRAUSE et al., 2005; LEOMIL et 

al., 2005; AIDAR-UGRINOVICH et al., 2007). 

Diversos estudos associam animais de estimação, de criação e alguns 

silvestres como possíveis reservatórios e fonte de infecção de EPEC atípica para 

humanos (CARVALHO et al., 2003; NAKAZATO et al., 2004; KRAUSE et al., 2005; 

ISHII et al., 2007). Apesar disto, nenhum comparou, de forma ampla, amostras 

isoladas de humanos e animais por técnicas como Multilocus Sequence Typing 

(MLST) e Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) para comprovar tais hipóteses. 

Origens clonais comuns entre cepas bacterianas isoladas de animais e 

humanos podem identificar fontes de infecção e reservatórios animais de diferentes 

patógenos. Estudos neste sentido, envolvendo E. coli foram realizados, 

principalmente com E. coli uropatogênica (UPEC) (JOHNSON et al., 2008a; 

JOHNSON et al., 2008b).  

Johnson et al. (2008a) compararam cepas UPEC isolada de cães com cepas 

E. coli extra-intestinal (ExPEC) isoladas de humanos. As cepas isoladas de 

humanos possuíam as mesmas características genotípicas, filogenéticas e sorotipos 

que as amostras isoladas de cães. Estes autores concluíram que cepas UPEC 

isoladas de cães são potencialmente patogênicas para humanos, e que estes 

animais representam um reservatório destas bactérias.  

Em estudo posterior Johnson et al. (2008b) compararam, por Random-

amplified Polymorphic DNA (RAPD) e Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE), 

cepas UPEC isoladas animais de companhia e de seres humanos. Nestas análises, 

os autores concluíram que animais e humanos são colonizados pelos menos clones 
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de UPEC e que a transmissão-cruzada destas bactérias entre humanos e animais 

ocorre.  

Estudos com EPEC atípica têm focado, principalmente a comparação entre 

cepas isoladas de casos de diarréia com cepas isoladas de pacientes saudáveis 

(AFSET et al., 2008). Faltando desta forma um estudo que esclareça, de forma 

ampla, as relações clonais existentes entre amostras EPEC atípica isoladas de 

humanos e animais. 

O estudo comparativo entre amostras EPEC atípica isoladas de animais e 

humanos com e sem diarréia por MLST e PFGE, como foi proposto neste estudo, 

contribui para identificação de reservatórios e fontes de infecção de EPEC atípica no 

Brasil e em outros países. 

1.4 Métodos de tipagem molecular para caracterização de cepas bacterianas 

A análise epidemiológica molecular de cepas bacterianas, provenientes de 

diferentes origens é uma avaliação das relações de parentesco existente entre elas. 

A principal questão destas análises é saber se diferentes isolados de um 

determinado patógeno representam a disseminação de um organismo comum ou 

clone. Neste sentido a epidemiologia sempre tem buscado desenvolver técnicas que 

proporcionem uma melhor avaliação das relações existentes entre diferentes 

isolados bacterianos. 

Com o advento da Biologia Molecular, nos anos 70, ficou claro que o 

cromossomo representa a molécula fundamental de identidade das bactérias, 

tornando possível a criação de novas técnicas epidemiológicas (PERSING e 

TENOVER, 2004). Nos últimos anos uma grande variedade de técnicas moleculares 

baseadas no estudo da similaridade dos cromossomos foi desenvolvida, dentre elas 

se destacam o Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) e o Multilocus Sequence 

Typing (MLST) (SCHWARTZ et al., 1983; MAIDEN et al., 1998).  

O conceito básico das técnicas de tipagem molecular propõe que amostras 

bacterianas epidemiologicamente relacionadas possuem um precursor comum, 

desta forma, estudos utilizando estas técnicas permitem uma melhor compreensão 
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sobre os mecanismos evolutivos, surgimento de cepas virulentas e reservatórios de 

cepas bacterianas (PERSING e TENOVER, 2004)  

1.5 Multilocus Sequence Typing (MLST) 

O MLST é uma técnica de caracterização molecular e investigação 

epidemiológica proposta por Maiden et al. (1998), a qual também tem sido 

amplamente utilizada para inferência filogenética de espécies bacterianas (MAIDEN 

et al., 1998; COOPER e FEIL, 2004; NEMOY et al., 2005; HARBOTTLE et al., 2006).  

Esta técnica pode ser considerada uma variação do Multilocus Enzyme 

Electrophoresis (MLEE), pois também se baseia no estudo de diferentes alelos de 

housekeeping genes. A principal diferença entre estas duas metodologias, é que o 

MLEE analisa a mobilidade eletroforética de isoenzimas codificadas pelos 

housekeeping genes e o MLST analisa diretamente as seqüências destes genes, 

identificando pontos de mutação que caracterizam alelos distintos (HANNAGE et al., 

2004). 

Diferenças de um único nucleotídeo entre seqüências de um mesmo locus 

são considerados diferentes alelos (MAIDEN et al., 1998). O conjunto de alelos dos 

diferentes loci estudados no MLST determina o perfil alélico ou sequence type (ST) 

de uma cepa bacteriana. Os ST encontrados dentro de uma população bacteriana 

permitem o estudo comparativo de suas cepas, bem como a inferência filogenética 

de seus membros (MAIDEN et al., 1998). 

Uma das grandes vantagens do MLST é ser uma técnica baseada na 

seqüência de DNA e não em métodos eletroforéticos, esta característica permite 

uma análise de dados mais precisa, e também a troca de dados entre diferentes 

laboratórios com maior precisão, diferentemente das técnicas baseadas em 

eletroforese (MAIDEN et al., 1998) (HANNAGE et al., 2004). 

Com respeito às análises filogenéticas, o MLST tem mostrado eficácia 

superior em relação ao PFGE. Em alguns estudos envolvendo cepas E. coli 

produtoras de β-lactmase de espetro estendido, e em outros envolvendo cepas 

Salmonella enterica, esta técnica conseguiu uma melhor diferenciação entre as 
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cepas estudadas em relação ao PFGE (NEMOY et al., 2005; HARBOTTLE et al., 

2006). No entanto, comparações deste tipo ainda são controversas, visto que 

existem estudos que enfatizam a superioridade ou a mesma capacidade de 

resolução do PFGE nestas relações (LEOMIL et al., 2005; JI et al., 2006). 

1.6 Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) 

A técnica PFGE, desenvolvida por Schwartz et al. (1983) é considerada a 

ferramenta “padrão ouro” para diferenciação clonal de diversos patógenos 

bacterianos (PERSING e TENOVER, 2004). Este método tem se mostrado muito 

eficiente para identificar clones de E. coli que causam os surtos de diarréia 

(BENDER et al., 1997; LEOMIL et al., 2005; JI et al., 2006). O principio desta técnica 

consiste na separação de fragmentos de DNA de alto peso molecular, obtidos pela 

digestão do DNA genômico da bactéria com enzimas de restrição (GOERING, 2004). 

Para separação destes fragmentos é utilizada corrente eletroforética, na qual 

a direção e intensidade dos pulsos elétricos aplicados são alteradas em diferentes 

intervalos de tempo. Este tipo de eletroforese permite que fragmentos de DNA de 

alto peso molecular se separem de melhor maneira em um gel de agarose, quando 

comparado com resultados obtidos em eletroforese convencional. O perfil de 

restrição gerado é utilizado para comparação clonal das amostras (SCHWARTZ et 

al., 1983). 

Diferentes metodologias para execução do PFGE já foram descritas, o que 

impedia a reprodutibilidade e comparação de resultados entre laboratórios. Para 

uma melhor reprodutibilidade e uniformidade entre laboratórios, foi criado o 

Prevention PulseNet, por meio da colaboração de diferentes laboratórios do U.S. 

Centers for Disease Control (CDC) (GOERING, 2004; RIBOT et al., 2006).  

O PulseNet definiu alguns aspectos que devem ser seguidos para realização 

desta técnica. Dentre eles incluem-se: (1) o cromossomo da bactéria deve ser 

isolado de forma intacta; (2) a qualidade da preparação das amostras deve permitir a 

ação de enzimas de restrição; e (3) a concentração do DNA deve ser o suficiente 

para a produção de bandas (GOERING, 2004).  
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Outros fatores que podem influenciar em resultados divergentes no PFGE, 

também foram estabelecidos: tipo de agarose e sua concentração (0,8 a 1,0%); 

espessura do gel (não deve ser muito fino); escolha do tampão (0,5x TBE); 

temperatura da câmara (14 °C); ângulo de reorientação (120°) e campo de força 

(6V/cm). 

A enzima de restrição a ser utilizada deve ser uma endonuclease de corte 

raro, permitindo que o genoma bacteriano seja cortado em 10 à 30 fragmentos, com 

tamanhos diferentes e bem distribuídos. 
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 O perfil de virulência encontrado em cepas EPEC (típica e atípica) isoladas de 

animais é muito semelhante ao encontrado em EPEC (típicas e atípicas) 

isoladas de humanos, portanto cepas provenientes de animais são potenciais 

patógenos para seres humanos. 

 A presença de fatores de virulência, como a enterohemolisina, em cepas 

EPEC atípica aumenta a capacidade destas bactérias de causar diarréia em 

crianças e também adultos. 

 A necessidade de utilizar diferentes conjuntos de iniciadores para detecção de 

genes da região LEE, aliado ao fato de algumas cepas apresentarem subtipos 

de intimina e tir distintos, indica que as EPEC atípicas adquiriram suas 

regiões LEE de diferentes origens. 

 As análises por MLST e PFGE mostraram que cepas EPEC atípicas isoladas 

de animais e humanos compartilham origens clonais comuns, sendo possível 

afirmar que animais atuam como reservatório e fonte de infecção de EPEC 

atípica para humanos. 

 Pelo fato de humanos atuarem como reservatório de EPEC típica, e 

possivelmente de EPEC atípica, não pode ser descartada a hipótese de que 

humanos transmitam cepas EPEC para animais. 

 Alguns sorotipos de EPEC atípica apresentam relações clonais muito 

próximas com a STEC EDL933 e outros com a cepa EPEC típica E2348/69, 

indicando que cepas EPEC atípica se originaram da perda de fatores de 

virulência característicos destes patótipos e/ou deram origem aos mesmos 

devido aquisição de fatores de virulência. 

 Durante o estudo e investigação de surtos diarréicos causados por EPEC 

atípica, o papel de animais como possíveis fontes de contaminação devem 

ser considerados. 
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