
 

 

 

 

 

 

Ylanna Kelner Burgos 
 

 

Plasmídio pEO5 de Escherichia coli do sorogrupo O26:  

Análise comparativa com outros plasmídios que codificam a  

hemolisina em E. coli patogênicas 

 

 

 

 
 

Tese apresentada ao Instituto de 
Ciências Biomédicas da Universidade 

de São Paulo, para obtenção do Título 
de Doutor em Ciências Biológicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 
São Paulo 

2009 



 

Ylanna Kelner Burgos 

 

 

 

 

 
Plasmídio pEO5 de Escherichia coli do sorogrupo O26:  

Análise comparativa com outros plasmídios que codificam a  

hemolisina em E. coli patogênicas 

 

 

 

 
 

Tese apresentada ao Instituto de 
Ciências Biomédicas da Universidade 

de São Paulo, para obtenção do Título 
de Doutor em Ciências Biológicas. 

 

Área de atuação: Microbiologia 

 
Orientador: Prof. Dr. Antonio Fernando 

Pestana de Castro 
 

 

 

 

São Paulo 

2009  



DADOS DE CATALOGAÇÃO NA PUBLICAÇÃO (CIP) 
Serviço de Biblioteca e Informação Biomédica do 

Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo 

© reprodução total 

 
Burgos, Ylanna Kelner. 

    Plasmídio pE05 de Escherichia coli do sorogrupo 026: análise 
comparativa com outros plasmídios que codificam a hemolisina em E. 
coli patogênicas /  Ylanna Kelner Burgos. -- São Paulo, 2009. 

 
    Orientador: Antonio Fernando Pestana de Castro. 
 
    Tese (Doutorado) – Universidade de São Paulo. Instituto de Ciências 
Biomédicas. Departamento de Microbiologia. Área de concentração: 
Microbiologia. Linha de pesquisa: Bacteriologia animal e humana. 
 
    Versão do título para o inglês: pE05 plasmid of Escherichia coli of 
026 serougroup: comparative analysis with other plasmid that encode 
alpha hemolysin in pathogenic E. coli. 
 
    Descritores: 1. Escherichia coli   2. Escherichia coli enteropatogenica   
3. Escherichia coli enterohemorrágica   4. Plasmídeos   5. Hemolisina   
6. Proteína de membrana   I. Castro, Antonio Fernando Pestana de   II. 
Universidade  de São Paulo. Instituto de Ciências Biomédicas.  
Programa de Pós- Graduação em Microbiologia   III. Título. 
 
 
 

    ICB/SBIB090/2009 
 



 UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 
 INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOMÉDICAS 

______________________________________________________________________________________________________________ 

Candidato(a): Ylanna Kelner Burgos. 

Título da Tese: Plasmídio pE05 de Echerichia coli do sorogrupo 026:  
 análise comparativa com outros plasmídios que codificam a  
 hemolisina em E. coli patogênicas  

Orientador(a): Antonio Fernando Pestana de Castro. 

 A Comissão Julgadora dos trabalhos de Defesa da Tese de Doutorado, em sessão 
 pública realizada a ................./................./................., considerou 

 (  ) Aprovado(a)                (  ) Reprovado(a) 

Examinador(a): Assinatura: ............................................................................................... 
 Nome: ....................................................................................................... 
 Instituição: ................................................................................................ 

Examinador(a): Assinatura: ................................................................................................ 
 Nome: ....................................................................................................... 
 Instituição: ................................................................................................ 
Examinador(a): Assinatura: ................................................................................................ 
 Nome: ....................................................................................................... 
 Instituição: ................................................................................................ 

Examinador(a): Assinatura: ................................................................................................ 
 Nome: ....................................................................................................... 
 Instituição: ................................................................................................ 

Presidente: Assinatura: ................................................................................................ 
 Nome: ....................................................................................................... 
 Instituição: ................................................................................................ 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Dedico essa Tese ao meu pai, Antonio Luiz da Costa Burgos, 

Obrigada por ter acreditado em mim. 

Sou eternamente grata a Deus por ter nascido sua filha. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Agradecimentos 

 

 

Agradeço ao Professor Pestana por ter me aceito no programa de Pós Graduação e por 

ter permitido que eu pudesse expandir meus horizontes, voando em terras estrangeiras. 

Muito obrigada; 

Ao Lothar Beutin, pelo apoio no trabalho prático e científico, conselhos e amizade; 

A equipe do BfR, em especial Karin Pries, Angelika Miko, Sabine Habby, Katja Stegel 

pelos ensinamentos, amizade e companherismo ao longo de um ano.  

A Professora Kinue Irino pelas correções realizadas na qualificação e tese. 

Principalmente pelas críticas construtivas, paciência e portas abertas; 

Aos Professores Roxane Piazza, Marcelo Brocchi, Tania A. Tardelli Gomes do Amaral, 

Rosa Maria Silva pelas sugestões e correções da minha qualificação;  

A Cláudia de Oliveira Ayala, pela amizade e pelo apoio incondicional. Você é parte 

integral dessa tese e da minha vida; 

Ao meu irmão Maurício Kelner Burgos, por tudo, e a minhas Famílias: Burgos, Kelner 

Harrison e Neumann que são parte de mim e estímulo da minha vida; 

A CAPES pelo suporte financeiro na Alemanha e a FAPESP pelo apoio financeiro no 

Brasil; Fazer ciência sem o apoio desses Órgãos de Fomento seria impossível. 

A Alice por ter me ajudado ao longo desses 5 anos com conselhos técnicos e pessoais, 

serei sempre grata; 

A equipe da secretaria do ICBII, Ana e Naíde por ter ajudado sempre em tudo que eu 

precisei; 

A equipe da Biblioteca,em especial Maria José J. Carvalho e a Senhora Eva pelo auxílio 

e agilidade; 

A todos que de uma forma direta ou indireta me ajudaram a chegar aqui. Escrever essa 

Tese foi mais fácil do que tentar listar nomes sem ser injusta. Meu eterno obrigada. 

 

 

 



 

RESUMO 

 

BURGOS, Y.K., Plasmídio pEO5 de Escherichia coli do sorogrupo O26: Análise 
comparativa com outros plasmídios que codificam a hemolisina em E. coli 
patogênicas. 2009. 65 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) - Instituto de Ciências 
Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2009. 
 
 

O plasmídio pEO5, que codifica a α hemolisina, foi isolado de uma amostra 

humana de Escherichia coli Enteropatogênica (EPEC) do sorotipo O26 e comparado 

com o plasmídio pO157 de E. coli Enterohemorrágica (EHEC) do sorotipo O157 que 

codifica a enterohemolisina. Este plasmídio mostrou ser conjugativo, compatível com o 

plasmídio pO157, e através de testes de hibridização observou-se que estes plasmídios 

não são geneticamente relacionados. Para o estudo comparativo de similaridade foi 

sequenciada uma região de 9227 pb de DNA do pEO5 que compreende todo o operon 

composto por quatro genes hlyCABD e suas regiões a montante e a jusante. A região 

determinante do operon (7225 pb) e a região promotora do operon, hlyR, foram 

similares às mesmas regiões do plasmídio pHly152 que codifica uma α hemolisina 

oriundo de uma amostra de E. coli isolada de roedor (99,2% e 98,8% respectivamente). 

No entanto, verificou-se a presença de elementos de inserção (IS2) na região a 

montante do gene hlyC no plasmídio pHly152. O plasmídio pEO5 mostrou ser 

semelhante a outros plasmídios que também codificam a α hemolisina em cepas de 

EPEC O26 de origem humana e de bovinos. A presença de estruturas semelhantes a 

transposons em ambas as extremidades do operon α hlyCABD do pEO5 indica que 

esse fator de virulência provavelmente foi adquirido por transferência horizontal de 

genes.  

 

 

Palavras-Chave: α hemolisina. Enterohemolisina. Escherichia coli. EPEC atípica. 

EHEC. Sorogrupo O26. 

 

 



 

ABSTRACT 

 

BURGOS, Y.K., pEO5 Plasmid of Escherichia coli of O26 serogroup: comparative 
analysis with other plasmids that encode alpha hemolysin in pathogenic E. coli. 
2009. 65 P. Thesis (PhD Thesis in Microbiology) - Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2009. 

 

 

The conjugative plasmid pEO5 encoding alpha-haemolysin in strains of human 

enteropathogenic of Escherichia coli (EPEC) O26 was investigated for its relationship 

with enterohaemorragic E. coli (EHEC) haemolysin-encoding plasmids of EHEC O26 

and O157 strains. Plasmid pEO5 was found to be compatible with EHECvirulence 

plasmids and did not hybridize in Southern blots with plasmid pO157 from the EHEC 

O157:H7 strain EDL933, indicating that both plasmids were unrelated. A 9227 bp stretch 

pEO5 DNA encompassing the entire operon tat encodes four genes hlyCABD was 

sequenced and compared for similarity to plasmid and chromosomally inherited alpha-

hly determinants. The alpha hly determinant of pEO5 (7252 bp) and its upstream region 

was most similar to corresponding sequences of the murine E. coli α hly plasmid 

pHly152, in particular, the structural α-hlyCABD genes (99.2% identity) and the 

regulatory hlyR regions (98.8% identity). pEO5 and α hly plasmids of EPEC O26 strains 

from humans and cattle were very similar for the regions encompassing the structural α-

hlyCABD genes. The major difference found between the hly regions of pHly152 and 

pEO5 is caused by the insertion of an IS2 element upstream of the hlyC gene in 

pHly152. The presence of transposonlike structures at both ends of the α hly sequence 

indicates that pEO5 virulence factor was probably acquired by horizontal gene transfer. 

 

 

Keywords: α hemolysin. Enterohemolysin. Escherichia coli. atypical EPEC. EHEC. O26 

serogroup. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A espécie Escherichia coli é um bacilo pertencente à Família Enterobacteriaceae. 

São Gram-negativos, anaeróbios facultativos, fermentam a glicose (TRABULSI et al., 

2004). E. coli e outras bactérias comensais da microbiota bacteriana frequentemente 

formam uma relação benéfica de simbiose com o hospedeiro, provendo nutrientes 

chaves para o desenvolvimento, (YAN e POLK, 2004), sintetizando co-fatores e 

contribuindo na colonização contra organismos patogênicos (DONNENBERG, 2002). 

Por ser encontrada em fezes de humanos e animais é considerada um indicador de 

contaminação fecal (LEVINE, 1987; LOW et al., 1988).  

A diferença entre a habilidade de algumas amostras de E. coli causarem 

doenças e diversas síndromes causadas por diferentes sorotipos pode ser atribuída a 

existência de genes específicos que codificam fatores de virulência e a capacidade de 

transferência genética da E. coli (DONNENBERG, 2002). Atualmente, são reconhecidos 

os seguintes patótipos de E. coli: E. coli Enteropatogênica (EPEC) típicas e atípicas 

(EPECa), E. coli Enterotoxigênicas (ETEC), E. coli Enteroinvasoras (EIEC), E. coli 

produtora da Toxina de Shiga (STEC), sendo a Escherichia coli Enterohemorrágica 

(EHEC) considerada um subtipo de STEC, E. coli Enteroagregativa (EAEC), E. coli 

Necrotoxigênica (NTEC) e E. coli Uropatogênicas (UPEC). As cepas desses grupos 

apresentam mecanismos de patogenicidade específicos, sorotipos distintos e podem 

causar infecções e síndromes diferentes (MAINIL, 1999). Alguns autores separam as E. 

coli de acordo com o local da infecção em intestinais e extra-intestinais, responsáveis 

por infecções diversas fora do intestino como cistite e meningites (LLOYD et al., 2007). 

Amostras de E. coli do sorogrupo O26 são descritas como agentes causadores 

de diarréias em crianças desde 1951 (ORSKOV, 1951). Este sorogrupo também já foi 

isolado de amostras de STEC bovinas (LEOMIL et al., 2005), e é comumente 

encontrado em infecções humanas (SZALO et al., 2004). Este sorogrupo é encontrado 

em amostras dos patótipos de EPEC e EHEC (SCOTLAND et al., 1990) 

Jenkins et al. (2007), observaram, analizando dados clínicos de pacientes com 

SHU, que existem diferenças, baseadas em modelos matemáticos, na incidência de 

VTEC O26 dependendo da localização geográfica. No Japão, entre as amostras não-
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O157 isoladas, este é o sorogrupo mais encontrado, correspondendo a 18% do total 

das amostras de E. coli estudadas no período entre 1997 a 1999 (HIRAMATSU et al., 

2002). A presença de amostras do sorogrupo O26 em casos de Colite Hemorrágica 

(CH) e Síndrome Hemolítica Urêmica (SHU) tem aumentado na Áustria, Alemanha 

(GERBER et al., 2002) e Itália (TOZZI et al., 2003). Caprioli et al. (1997) descreveram o 

aumento deste sorotipo também na Inglaterra. Essas amostras têm sido descritas na 

Irlanda, como causadoras de doenças severas em humanos (NEELY et al., 2004). Na 

Escócia, esse foi o sorogrupo mais encontrado em bezerros e o segundo mais isolado 

em águas de represa (PEARCE et al., 2004). Na Espanha (BLANCO et al., 2004), 

Finlândia (KESKIMAKI et al., 1998), Polônia (PACIOREK, 2002), Brasil (GUTH et al., 

2002) e Bélgica (SCHRIJVER et al., 2008), amostras do sorogrupo O26 foram isoladas 

de crianças.  

A presença do gene stx é característica do patótipo de amostras STEC, mas não 

é o único responsável pela patogenicidade neste grupo (BIELASZESWSKA et al., 

2007). Um aumento na quantidade de fatores de virulência foi confirmado neste 

patótipo por Caprioli et al. (2005). Zhang et al. (2000) observaram no perfil plasmidial de 

E. coli uma notável heterogeneidade a respeito do tamanho e combinações de genes, 

encontrando 20 diferentes padrões plasmidiais entre 55 amostras de STEC O26 

isoladas. Análises das características cromossomais e plasmidiais elucidaram que esse 

sorogrupo é amplo e que novos subgrupos clonais patogênicos podem emergir em 

curtos intervalos. Ainda neste estudo, foi observado que a extensiva variedade de 

plasmídios em amostras do mesmo sorotipo é provavelmente devido à transferência 

horizontal desses elementos móveis, resultando na mudança do DNA bacteriano.  

Segundo pesquisa realizada por Bielaszewska et al. (2007), os padrões obtidos 

através de PFGE com amostras do sorogrupo O26 de EHEC e EPEC atípica 

apresentam-se similares. Ainda segundo este estudo uma perda do gene stx2 nas 

amostras de EHEC O26 foi detectada em 10 a 14% das colônias testadas, passando 

para o patotipo de EPEC atípica, os autores sugerem que esse processo pode ocorrer 

no intestino de humanos, com implicações clínicas, epidemiológicas e evolucionárias. 

Essa conversão de patotipo pode ocorrer de forma bidirecional, por ser um 

bacteriófago, e explicaria o fato de EHEC e EPEC atípica do sorogrupo O26 de 
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diferentes amostras terem um genoma semelhante uma alta conservação dos genes 

house keeping. 

Análises filogenéticas sugerem que o ganho e a perda de elementos móveis de 

virulência têm ocorrido frequentemente em diferentes linhagens de E. coli patogênicas 

(MORABITO et al., 2003) e pode ser explicado devido à mobilidade de elementos 

genéticos como os bacteriófagos, Ilhas de Patogenicidade (PAI) e plasmídios. Segundo 

Wagner (2006) essa transposição de informações genéticas acontecem através de 

sequencias de inserção (ISs), que são pequenas sequencias de DNA. Entre os ISs 

encontram-se o (s) gene (s) de interesse, chamado de gene (s) selecionado (s). 

Segundo Siguier et al. (2006), mais de 1500 diferentes ISs já foram identificados, 

proporcionando um efeito amplo na construção e remodelamento do genoma 

bacteriano. 

A Família de toxinas bacterianas Repeat in Toxin (RTX) partilham o sistema de 

secreção de exoproteína do tipo I presente em uma variedade de bactérias Gram 

negativas como Escherichia coli, Pasteurella hemolytica, Morganella morganii, 

Actinobacillus pneumoniae, Bordetella pertussis, Vibrio cholera (WELCH, 2001) e 

Proteus vulgaris (CZUPRYNSKI e WELCH, 1995). A atividade citotóxica dessa Família 

difere entre espécies bacterianas. Cada uma tem uma especificidade por hospedeiro e 

mecanismos de ação diferentes (WELCH, 2001).  

RTX são divididas em duas categorias: as Hemolisinas, que possuem 

capacidade de lesar uma variedade de tipos celulares e as Leucotoxinas que são 

célula- e espécie-específicas. Apesar de divergirem em vários aspectos essas toxinas 

dividem o mesmo padrão de organização: um operon constituído de quatro genes com 

uma ordem de transcripção similar rtxCABD. A produção dessa toxina requer uma 

modificação da proteína RTXA pós-tradução para tornar-se uma toxina biologicamente 

ativa (LALLY et al., 1999).  

Nas hemolisinas, HlyA é sintetizado como um polipeptídeo inativo e convertido 

na forma ativa pela adição de um grupo de ácido graxo catalisado pela proteína HlyC. A 

secreção de α-hemolisina é mediada por um sistema de translocação de membrana 

mediado pelas proteínas HlyB e HlyD (SCHMIDT et al., 1995). HlyB é um membro de 

uma superfamília ATP-Binding Proteins e é responsável pela primeira energia requerida 
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para o processo de transporte. A HlyD é uma proteína acessória ou adaptadora da 

membrana interna e da proteína de membrana externa. Aliada a essas proteínas 

secretoras, participa uma proteína de membrana externa homóloga a TolC 

(ANDERSEN et al., 2000). 

A atividade de virulência dos genes que codificam a hemolisina provavelmente é 

multifatorial e inclui a liberação de íons de ferro contidos em eritrócito e toxicidade direta 

para tecidos hospedeiros humanos que tenham uma E. coli com esse operon hlyCABD 

(WELINDER-OLSSON e KAIJSER, 2005). Essa citolisina é ativa em diferentes células 

como: linfócitos, granulócitos, eritrócitos e células tubulares renais. Sendo as 

hemolisinas responsáveis por efeitos citotóxicos em eritrócitos, leucócitos, fibroblastos, 

nefrotoxigenicidade e ainda indução na produção de histamina (GRÜNIG et al., 1987). 

Em testes de hibridização DNA-DNA, Felmlee et al. (1985), sugerem que em 

senso evolucionário, os genes que codificam hemolisina integraram o DNA das E. coli 

recentemente, mas sua distribuição é ampla nesta espécie. As hemolisinas já descritas 

em E. coli apresentam dois perfis fenotípicos em agar sangue: alfa-hemolitico (αHly) e 

Enterohemolítico (Ehly) (WELCH, 2001). A produção de enterohemolisina é codificada 

por plasmídio (SCHMIDT et al., 1994) e a produção de α hemolisina pode ser codificada 

por plasmídios ou pelo cromossomo bacteriano (CAVALIERE et al., 1984; HACKER e 

HUGHES, 1985; BAILEY et al., 1992).  

O perfil fenotipico da α-hemolisina expressa em placas de agar sangue produz 

um halo de hemólise grande e translúcido ao redor da colônia bacteriana e a formação 

deste halo pode ser observada após poucas horas de incubação (KERÉNYL et al., 

2005). Já a Enterohemolisina apresenta um halo de hemólise menor e túrbido ao redor 

da colônia e necessita mais tempo de incubação para ser observada (SCHIMDT et al., 

1995).  

Alfa hemolisina pode ser codificada por diferentes plasmídios em E. coli. 

(BEUTIN et al., 1991) e apesar de apresentarem um perfil heterogêneo em tamanho, 

grupos de incompatibilidade e formas de conjugação todos partilham uma ampla 

homologia genética. A α-hemolisina codificada no cromossomo normalmente 

encontrada em E. coli isolada de pacientes com infecção urinária e é a melhor 

caracterizada na literatura (SCHMIDT et al., 1995).   
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Prada et al. (1991) avaliaram 24 amostras de E. coli produtoras de hemolisina 

isoladas de cães com gastroenterite. Destas, oito carreavam o operon que codifica α 

hemolisina em plasmídios e 16 carreavam o operon que codifica α hemolisina no 

cromossomo. Essas diferenças não foram visíveis pelo seu perfil fenotípico e sim 

através da técnica de hibridização de membrana por Southern blot, utilizando sondas 

específicas.  

Em amostras cujo operon que codifica α hemolisina encontra-se localizado em 

plasmídios, os genes hlyCABD são transcritos por uma região promotora a montante 

(upstream) do gene hlyC. Os genes são altamente conservados mas a região a 

montante tem divergências significantes. Este operon está comumente cercado por 

sequências de inserção (BAILEY et al., 1992). Hemolisinas cujo operon localiza-se no 

cromossomo ou extra cromossomal mostram alta homologia entre os genes estruturais 

quando visualizados na hibridização. Porém análises de restrição com endonucleases 

indicam diferenças na seqüência entre os dois tipos de genes hlyCABD (HESS et al., 

1986).  

Em um estudo realizado com 42 amostras de E. coli do sorogrupo O26 isoladas 

de humanos, 16 produziram o fenótipo enterohemolítico (Ehly) (BEUTIN et al., 1988). 

Estudos posteriores mostraram que a enterohemolisina é codificada por um plasmídio 

de virulência (pO157) de 90 kb, (SCHMIDT et al., 1994). O gene ehxa é considerado o 

melhor marcador presente no plasmídio pO157 e também pode ser detectado em 

outras amostras de STEC não-O157 (BRASHEARS et al., 2003). O operon da 

enterohemolisina possui 60% de homologia com o operon hlyCABD de α-hemolisina 

(WELINDER-OLSSON e KAIJSER, 2005). Essa hemolisina é comumente encontrada 

em STEC e sua alta freqüência tem sido amplamente investigada (CAPRIOLI et al., 

2005). Além do gene ehxa o pO157 possui outros genes como katP (catalase-

peroxidade), espP (serine-protease) e toxB (toxina B- nome recebido por possuir 20% 

de similaridade com a toxina B de Clostridium difficile), que estaria envolvido na 

colonização bacteriana no intestino (TOZOLLI et al., 2005).  

Ehly e α-hly diferem entre sí genética, fenotípica e imunologicamente 

(DONNENBERG, 2002). Leomil et al. (2005), empregando técnicas de PFGE e MLST, 

observaram que dentro do sorogrupo O26 existiam dois grupos clonais distintos: o 
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primeiro formado apenas por amostras de EPEC O26, α hemolíticas, fermentadoras de 

Ramnose e Dulcitol (RDF), e o outro grupo formado por amostras EPEC e EHEC, 

enterohemolíticas, não fermentadoras de Ramnose e Dulcitol. Esse trabalho enfatiza a 

existência de diferenças genéticas e fenotípicas dentro do mesmo sorogrupo, porém 

não explica o porquê desta divisão de linhagem clonal. 

Segundo Bailey et al. (1992), amostras de E. coli que possuem o operon que 

codifica alfa hemolisina, isoladas de infecções intestinais de animais, carreiam os genes 

para síntese e secreção da toxina ativa em um plasmídio grande e transmissível, 

enquanto que amostras de E. coli que possuem o operon alfa hemolítico isoladas do 

trato urinário de humanos carreiam os mesmos genes no cromossomo. No entanto, 

dados anteriores a esse descrevem a presença de amostras de E. coli com o fenótipo 

alfa-hemolitico isoladas de fezes de humanos codificadas por plasmídios (DE LA CRUZ 

et al., 1980; GRÜNIG e LEBEK, 1988). Beutin et al. (1986), realizaram um estudo com 

147 amostras isoladas de fezes de humanos pertencentes a 11 sorogrupos diferentes 

de EPEC e observaram uma alta freqüência do gene αhlyA no sorogrupo O26, 

localizado em um plasmídio conjugativo de 100 ±5 MDa, chamado pEO5. Essa foi a 

primeira descrição sobre esse plasmídio, onde foi analisada a diferença de tamanho, 

compatibilidade e expressão da hemolisina em relação a outras hemolisinas codificadas 

por genes localizados em plasmídios.  

A evolução de cada plasmídio tem seu próprio histórico. Estes parecem resistir a 

uma remodelagem interna, assim como a transferência horizontal. Em alguns casos 

estes plasmídios podem trocar fatores de virulência ou integrar-se ao genoma, 

transformando-se em uma Ilha de Patogenicidade (PAI) (DONNENBERG, 2002). Ilhas 

de Patogenicidade são distintos tipos de elementos genéticos maiores que 10 kb, com a 

presença de genes associados à virulência. Há também frequente associação com 

tRNA codificadores de genes para bacteriófagos temperados e um conteúdo de 

Citosina e Guanina diferente do resto do cromossomo. Esses elementos são 

frequentemente cercados por estruturas repetidas e carreiam muitos fragmentos e 

outros elementos móveis (DOBRINDT et al., 2002). 

Amostras de E. coli que possuem o operon que codifica α hemolisina localizado 

em Ilhas de Patogenicidade são freqüentemente isoladas de infecções urinárias. 
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Apesar deste operon encontrado em amostras de UPEC, como as amostras isoladas de 

pacientes com pielonefrite, J96 (Número de acesso no GenBank M10133), 536 

(Número de acesso no GenBank CP000247) e CFT073, oriunda de um paciente com 

urosepticemia (Número de acesso no GenBank AE014175.1) já terem sido 

seqüenciado, autores como Dobrindt et al. (2002) embora acreditem na possível 

aquisição de grandes regiões de DNA, como PAIs, por transferência horizontal, acham 

que ainda existem lacunas sobre a evolução.  

Em recente estudo Lloyd et al. (2007), utilizando pesquisas de Hibridização 

Genomica Comparativa (CGH), identificaram 2,820 genes comuns a todas as UPEC, 

amostras fecais e comensais já sequenciadas. Eles estimaram que 131 genes 

encontravam-se associados apenas em amostras UPEC disponíveis no banco de 

dados e em nenhuma das amostras comensais e fecais examinadas. A metade desses 

genes são descritos como hipotéticos ou com poucos relatos na literatura de sua 

caracterização funcional.  

Análises dos sequenciamentos realizados das Ilhas de Patogenicidade da 

amostra 536 (PAI I536-PAI V536) revelaram que a PAI I536 (Número de acesso no 

GenBank AJ488511) e PAI II536 (Número de acesso no GenBank AJ494981) albergam, 

entre outros genes, operons completos que codificam alfa hemolisina (DOBRINDT et 

al., 2002). A amostra isolada de uma bacteriúria assintomática ABU83972 possui os 

dois operons sendo um deles não funcional (WILES et al., 2008), enquanto que amostra 

CFT073 (PAI IICFT073) (BRZUSZKIEWICZ et al., 2006) possui apenas um operon que 

codifica a alfa hemolisina. Ainda Segundo Brzuszkiewicz et al. (2006), a maioria dessas 

PAIs podem ser associadas a uma possível ascendência da infecção pelo trato urinário 

(UTI) e que a aquisição de dois fatores hly determinantes pode ser responsável pela 

alta virulência in vivo da amostra 536 (pielonefrite) em comparação a amostra CFT073 

(urosepticemia). Marrs et al. (2005), relataram que aproximadamente 50% das amostras 

UPEC isoladas possuem αhly e que a expressão desse gene está associada ao 

aumento de casos clínicos de pacientes com UTI. Lloyd et al. (2007), revelaram que 

existe uma correlação de 75% entre o gene αhly com outros fatores de virulencia como 

cnf1 e fimbrias do tipo 1 e P. 
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Enquanto estudos sobre esse operon que codifica alfa hemolisina localizado no 

cromossomo em amostras UPEC são mais frequentemente realizados, poucos grupos 

destinam suas pesquisas para o operon que codifica alfa hemolisina localizado em 

plasmidios. Apenas uma amostra cujo operon alfa hemolítico encontra-se no plasmídio 

pHly152, isolada das fezes de um roedor (HESS et al., 1986), havia sido sequenciada 

(Número de acesso no GenBank M14107) (VOGEL et al., 1988) sendo a única 

seqüência disponível para estudos de similaridade. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

 

Análise comparativa do plasmídio que codifica a alfa hemolisina (pEO5) de 

Escherichia coli do sorogrupo O26 com outros plasmídios que codificam a alfa 

hemolisina e a enterohemolisina em E. coli enteropatogênicas. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 

- Caracterizar as amostras de E. coli do sorogrupo O26 de origem humana e 

animal quanto à presença dos genes associados à produção de alfa hemolisina 

(αHly ) e Enterohemolisina (Ehly);  

- Determinar o perfil plasmidial das amostras de E. coli do sorogrupo O26 que 

possuem o operon que codifica a alfa hemolisina; 

- Verificar se os plasmídios que codificam alfa hemolisina possuem a capacidade 

de promover conjugação;  

- Observar o perfil de compatibilidade e similaridade do plasmidio pEO5 e pO157; 

- Comparar o pEO5 com outros plasmídios que codificam a alfa hemolisina em 

outros patótipos de E. coli; 

- Determinar a similaridade genética do plasmídio pEO5 em relação a outros 

plasmidios que contem o operon que codifica a hemolisina. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Material 

 

3.1.1 Amostras 

 

Amostras de E. coli do sorogrupo O26. Foram estudas amostras de E. coli do 

sorogrupo O26  para análise comparativa do plasmídio que codifica alfa hemolisina e o 

plasmídio que codifica a enterohemolisina. As amostras utilizadas no presente trabalho 

pertencem à coleção do Dr. Lothar Beutin (National Reference E. coli , Berlim, 

Alemanha) e do Professor Dr. Antonio Fernando Pestana de Castro (Laboratório de 

Bacteriologia médica e Veterinária, ICB II, USP) e estão relacionadas na Tabela 1. 

 

Amostras de outros patótipos. Com o intuito de comparar o perfil plasmidial e melhor 

caracterização do operon que codifica a alfa hemolisina foram acrescentadas nesta 

pesquisa: amostras de ETEC caninas anteriormente estudadas (PRADA et al., 1991) 

com o operon αhlyCABD inserido em plasmídios de diferentes tamanhos; amostras 

suínas classificadas como ETEC e STEC, com operon que codifica α hemolisina 

localizado em plasmídio e amostras de sorotipos diferentes com o operon que codifica 

alfa hemolisina localizado no cromossomo (PRADA et al., 1991; PRADA et al., 1992). 

Estas amostras também encontram-se na Tabela 1.  
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TABELA 1- Amostras utilizadas neste estudo. 

Amostras Sorotipo Origem Patótipoc  País a,b 

C 4115 O26:H- Humano EPEC (αhly) A, 1983 (BEUTIN et al., 1986) 
CB 1027 O26:NM Humano EPEC (αhly) BR, 1981  
CB 1030 O26:NM Humano EPEC (αhly) BR, 1981  
CB 9866 O26:NM Bovino EPEC (αhly) BR, 2003 (LEOMIL et al.,2005) 
IP 187 O26:NM Humano EPEC (αhly) F (BEUTIN et al., 1988) 

1108/83 O26:H- Humano EPEC (αhly) A, 1983 (BEUTIN et al., 1986) 
C 4066 O26:H- Humano EPEC (-hly) A, 1983 (BEUTIN et al., 1986) 

CB 5805 O26:H Humano STEC (αhly) S, 1996 
CB 7389 O26:H- Humano EPEC (αhly) F, 1997 
CB 7391 O26:H- Humano EPEC (αhly) F, 1997 
CB 6953 O26:H- Humano EPEC (αhly) USA, 1997 
C 4040 O26 Humano EPEC (-hly) A, 1983 (BEUTIN et al., 1986) 
C 4060 O26 Humano EPEC (-hly) A, 1983 (BEUTIN et al., 1986) 
698/83 O26:H32 Humano EPEC (-hly) A, 1983 
1040/83 O26:H11 Humano EPEC (ehxa) A, 1983 (BEUTIN et al., 1988) 
CB 7117 O26:H+ Humano STEC (ehxa) F, 1997 
C 4170 O78:H- Humano EPEC (αhly) A, 1985 (BEUTIN et al., 1988) 
U4-41 O4:k3:H5 Humano UPEC (αhly) DK, 1941  

Goe 644 (536) O6:K15:H31 Humano UPEC (αhly - PAI II) A, 1983 (DOBRINDT et al.,2002) 
Goe 575 (536) O6:K15:H31 Humano UPEC (αhly - PAI I e PAI II) A, 1983 (DOBRINDT et al.,2002) 

84/2S O75:H2  Canino ETEC (αhly) A, (PRADA et al., 1991) 
84/3208 O42:H37 Canino ETEC (αhly) A, (PRADA et al., 1991) 
84/2195 ONT:H10 Canino EPEC (αhly) A, (PRADA et al., 1991) 

84/R O121: H46 Canino EPEC (αhly) A, (PRADA et al., 1991) 
84/2573 O70:H- Canino ETEC (αhly) A, (PRADA et al., 1991) 
CB853 O138:NM  Suíno STEC (αhly) A, 1989 
CB855 Or:NM  Suíno STEC (αhly) A, 1989 
CB857 O157:NM Suíno EPEC (αhly) A, 1989 
CB860 O149  Suíno EPEC (αhly) A, 1989 
573/83 O25:K7:H1 Humano EPEC (αhly) A, 1983 (BEUTIN et al., 1986) 
540/83 O114:H9 Humano EPEC (αhly) A, 1980 (BEUTIN et al., 1986) 
695/83 O126:H27 Humano EPEC (αhly) A, 1983 (BEUTIN et al., 1986) 

a) Origem (A: Alemanha; Br: Brasil; DK: Dinamarca; F: França; USA: Estados Unidos da América; S: Suíça; Ano de 
isolamento; b) Referência Bibliográfica ou ano de isolamento. c) amostras caracterizadas e/ou testes fenotípicos 
testados na época da publicação ou isolamento e confirmados pela presença de genes por PCR não confirmado se são 
amostras de EPEC atípica. 
 

 

Amostras controles e recombinantes. Amostras utilizadas como controle positivo e 

negativo para a técnica de PCR e comparação de suas sequências disponíveis no 

Genbank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) foram cedidas por Felmlee et al. (1985), 

Hess et al. (1986). A amostra K12 (JC3272) e o vetor pACYC184 foram utilizados para 

a construção dos clones de pEO5. As amostras recombinantes construídas por 

conjugação ou transformação encontram-se dispostas na Tabela 2. 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Para verificação da coexistência dos operons que codificam alfa e enterohemolisina 

inseridos em plasmídios encontrados nas amostras O26 estudadas, transferimos o pEO5 

(157 kb) para a amostra 1040/83, portadora do plasmídio de virulência pO157 de 97 kb, 

carreando os genes ehxa, katP e espP. Esta amostra transconjugante chamada de TPE497, 

estabilizou os dois plasmídios e foi positiva para os genes αhly e ehxa após conjugação 

através da PCR. O fenótipo dominante expresso em agar sangue foi alfa hemolítico 

(TABELA 2). A amostra TPE2611 foi construída através da conjugação das amostras já 

recombinadas TPE422 e TPE1313 também com o intuito de observar a coexistência e 

estabilidade desses dois operons na mesma amostra. 

 

 

TABELA 2- Amostras recombinantes. 

Amostras 
Número de 
acesso no 
Genebanka 

Informações relevantesb Origemc 

TPE422 FM180012 pEO5 - C4115 em E. coli JC3272 (αHly, lac-, strepR) (BEUTIN et al., 1986) 
 

TPE1313 AF074613 pO157 - C600 pO157::tn801(Ehly, lac-, strepR, ampR) ((SCHMIDT et al.,1994) 
 

TPE497 
 

- αHly pEO5 + EHly pO157 Este estudo 

TPE477 - pEO5::Tn5 em JC3272 (pEO5::Tn5, kanaR, strepR) (BEUTIN et al., 1986) 
 

374 X07565 e  M1410 pHly152 (αHly) (HESS et al., 1986) 
 

WAF100 M10133  pSF4000 (αHly) (WELCH et al., 1983) 
    

TPE2318 
 

- pSF400 (pACYC184) em C600 (αHly, cloranR) Este estudo 

TPE2319 
 

FM180012 pEO5(pACYC184) em C600 (αHly, strepR, cloranR) Este estudo 

TPE2320 
 

FM180012 pEO5(pACYC184) em C600 (αHly, strepR, cloranR) Este estudo 

TPE2321 
 

- pACYC184 (-Hly, cloranR) Este estudo 

TPE2611 - TPE422 + TPE1313 em JC3272 Este estudo 
a)Número de acesso no (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi); b)Padrão exibido pelas amostras semeadas em placas ágar sangue 
em até 24h/37 °C: (αHly) alfa hemolisina; (Ehly) enterohemolisina; (-Hly) ausência de hemólise; Padrão lac-: observado em placa de 
endo ágar em até 24h/37 °C; LEGENDA: strepR= estrepctomicina resistente, ampR= ampicilina resistente, cloranR= cloranfenicol 
resistente, kanaR=  kanamicina resistente c) Referências 

 

 

 

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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3.2 Métodos 

 

 

3.2.1 Caracterização fenotípica das amostras 

 

Para a verificação da expressão das hemolisinas as amostras foram semeadas 

em placas de agar Triptose (Difco), suplementado com 10 mM CaCl2 e 5% de sangue 

desfibrinado de carneiro, de acordo com a metodologia descrita por Beutin et al. (1986). 

As placas foram incubadas a 37 °C e suas áreas de hemólise foram examinadas após 

3h (αHly) e após incubação por 18h (Ehly). 

 

3.2.2 Caracterização genotípica 

 

Para a caracterização e confirmação do genótipo das amostras, utilizamos a 

técnica da Reação em Cadeia da Polimerase ( Polymerase Chain Reaction-PCR). Os 

iniciadores utilizados para o gene αhlyA: [hlyAF16 - 5′- CAG TCC TCA TTA CCC AGC 

AAC - 3′; hlyAB14 - 5′ - ACA GAC CCC TTG TCC TGA AC - 3′], com um amplicon de 

355 pb (BEUTIN et al., 2004). Para o gene ehxA foram utilizados os iniciadores: [ehlyA1 

- 5´- GGT GCA GCA GAA AAA GTT GTAG - 3´; ehlyA4 - 5´- TCT CGC CTG ATA GTG 

TTT GGT A - 3´], produzindo um amplicon de 1551 pb (SCHMDIT et al., 1995). Estes 

iniciadores foram testados em todas as amostras independente do perfil fenotípico 

apresentado em agar sangue.  

As concentrações dos reagentes utilizados na PCR foram: 35,5 µl de água pura 

estéril; 5 µl de tampão 10 x NH4; 1,5 µl de tampão MgCl2; 0,4 µl de Taq DNA 

polimerase (Bioline), acrescidos de 5 µl de DNA; 1 µl da mistura de dNTP (0,2 mM de 

cada base); 1 µl dos iniciadores em um volume final de 50 µl e submetidas ao 

termociclador (94 °C - 30 segundos, Temperatura de anelamento - 30 segundos, 72 °C 

- 1 minuto  x  30 ciclos e extensão final 72 °C - 5 minutos).  

Ao final de cada ciclo uma alíquota de 5 µl do produto amplificado e 3 µl de 

tampão de corrida eletroforética Azul de Bromotimol foram aplicados em um gel de 

agarose a 1% e submetidos a separação eletroforética a 50 Volts em tampão de corrida 
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TBE (0, 009 M ácido bórico - 0, 09 M Tris - 0, 025 M EDTA, pH 8.2), juntamente com os 

marcadores de peso molecular de 10000 pb HyperLadder I (Bioline). O gel foi corado 

com brometo de etídio (10 µg/ml) e a sua leitura foi procedida em um transiluminador 

para observação do tamanho fragmento amplificado.  

Iniciadores desenhados neste estudo através do plasmídio pEO5 foram testados 

em todas as amostras e encontram-se na Tabela 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

27 

TABELA 3. Lista de iniciadores desenhados a partir do pEO5 para este estudo. 

Designação Região sequência de nucleotídeos (5’ – 3’) 
Temperatura de 

anelamento 
Fragmento 

EO5-1f A montante e parcial hlyC GTA GTT CAA AAG ACA ACTCGTG 50,6 °C 676 pb 

EO5-1r  ATC CCC GAA AGG AGC AAT C    

EO5-3f hlyC / hlyA GGG CAT GTA TCC TGG CTA TG 52.6 °C 640 pb 

EO5-3r  AGT CTG TTT CCC GCA TTG C    

EO5-4f hlyC / hlyA AGA GAT TCT TGGGCA TGTATCC 52,6 °C 599 pb 

EO5-4r  TTC GTG CTT TGT CCT GCT G    

EO5-6f hlyC interno GTA TCA TGC CCA AAC CAG AC 52,6 °C 549 pb 

EO5-8f hlyC interno GGA ATA ACA GAG AGC TTC GTG 52,6 °C 599 pb 

EO5 6-8r hlyC interno GCA AGT TTT TAT TGC GCT GAC    

EO5-9f hlyC/hlyA GCA CAA ATT AAA AGCACA CTGC 53,1 °C 667 pb 

EO5-9r  ACT TAT TAC CAA CA CGT TCAG    

EO5-10f hlyC/hlyA GCT GCA AAT AAA TTG CACTC G 53,1 °C 666 pb 

EO5-10r  CCC TGC ACC GAT ATT ATC AAG    

EO5-15f hlyC/hlyA GTTTAGTAATCGCCGTGCC 57 °C 550 pb 

EO515r  GGACTTCAGGTGATCGTAAATG´    

EO5-16f hlyA CCAGTCTTCTGCAACTAATGAG 57°C 452 pb 

EO516r  TGTCGTACAAAGAACAGGAATG    

EO5-17f hlyA interno GCGGGCATCATATCCATTTTC 57 °C 695 pb 

EO5-17r  CCAATACAAAGCACCTGAACG    

EO5-20f  hlyA interno TTCTGAGATGGCAGAAGCG 56,5 °C 400 pb 

EO5-20r  CAATTAAACCGGCAGCAGC   

EO5-21f hlyA GGCTTCAAAGCAGGCAATG 56,5 °C 604 pb 

EO5-21r  AATACGAATTTCCCGATACTGG    

EO5-25f hlyA TCAAGGGTGTTGATAAATGGAC 56,5 °C 635 pb 

EO5-25r  CTTATCGTTACCATCACCGC    

EO5-26f hlyA CACACTGAGTGGTGGAAAC 56,5 °C 687 pb 

EO5-26r  TCTTTAACATCGAAGCTACCTG    

EO5-30f hlyA  GAACTTATTGGGACCACGC 56,5 °C 601 pb 

EO530r  TCACCTGACTCTTTTTCAAACC    

EO5-31f hlyA para hlyB AATTACCTGAACGGCGGAG 56,5 °C 608 pb 

EO5-31r  TCTTTAACATCGAAGCTACCTG    

EO5-32f hlyR para hlyC GTCTTGCCGTACAATAATTTCC 56,5 °C 671 pb 

EO5-32r  TCCGTTTAATGTCATAACTCGC    

EO5-33f transposase próxima hlyR TGTCGAAGGTCATGTAAATCG 56,3°C 689 pb 

EO5-33r  CCGGAAACTACCCGTAAAC    

EO5-35f interno Hly R  GCTATCGCGTTTAGGTTATCC 57°C 400 pb 

EO5-35r  ATCACACTTCGTCAAATTCCAG    

EO5-36f HlyC para HlyB TGGTTTGAAAAAGAGTCAGGTG 56,6°C 744 pb 

EO5-36r  CAGACTGTTCGAGAACACG    

EO5-41f HlyB  CATTAGTCTGGAGAGAGGATGG 52,6 °C 603 pb 

EO5-41r  CCAAAACAGATGTTAATGCCTG    

continua 
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Tabela 3 (Continuação) 

Designação Região sequência de nucleotídeos (5’ – 3’) 
Temperatura de 

anelamento 
Fragmentoa 

EO5-44f Interno ao HlyR  ATTCCAAGCGAAGTCCATCCCC 53,7 °C 680 pb 

EO5-44r  CATAAAGCATGATGCCACCACG    

EO5-48r hlyB GGAAGTCAGGGTGATCTTAATC 52,2 °C 601 pb 

EO5-48f  TGATATAACGCCTCAAACTCAG    

EO5-49r hlyB GCATTAGTCTGGAGAGAGGATG 52,5 °C 683 pb 

EO5-49f  AGCGAAAATAAGATCACCAGAG    

EO5-50r hlyB GTTGCGAGGGTAAGAGAATTAG 53,4 °C 604 pb 

EO5-50f  CAGTTGGAGAGTTAAGCACATC    

EO5-51r hlyB ACAAATCTGGCAGGATTTCC 53,5 °C 623 pb 

EO5-51f  GAGCACTGGTTGCTTCATC    

EO5-54f hlyB TTGATGGACATGATCTTGCG 53,6 °C 637 pb 

EO5-54r  CGGATTTTCCATGTTTCACTCC    

EO5-55f hlyB AGTTCCTGTTGCGCTATAAAC 52,6°C 635 pb 

EO5-55r  GGCAAGTACTGTTAATCGCTC    

EO5-56f HlyB / hlyD AAGAGGAAGTACTGCGTTTAAC 52,3 °C 629 pb 

EO5-56r  CACTTTAATGATGGCATTCTGC    

EO5-57f hlyD AAGAGCGTCAACAGGCTTC´ 54 °C 642 pb 

EO5-57r  TCGGTAGCTTTTCCTAGCAC    

EO5-58f A jusante hlyD 5200-5800 pb CATTAGTCTGGAGAGAGGATGG 52,5 °C 601 pb 

EO5-58r  TCTCTTACCCTCGCAACAG    

EO5-59f A jusante hlyD 5600-6100 pb TTTTGCACATAGTACAAGTCGG 53,4 °C 683 pb 

EO5-59r  GCTCCCAACCATAGGTTGATG    

(a) fragmento obtido após a corrida eletroforética em um gel de agarose 1%, pb = pares de base                       (conclusão) 

 

 

3.2.3 Determinação da localização do operon que codifica alfa e enterohemolisina 

Isolamento de DNA cromossômico e plasmidial 

 

O DNA total das amostras foi extraído utilizando o kit Isolation of DNA from 

Bacteria Pellets (Invitek) a partir de 5 ml de uma cultura em Caldo Triptona de Soja 

(Tryptic Soy Broth-TSB, Difco) incubada por 18h a 37 °C. A confirmação da localização 

do operon que codifica alfa hemolisina localizado no cromossomo foi realizada pela 

PCR utilizando os iniciadores específicos indicados na Tabela 4. 

Para a obtenção do DNA plasmidial dois procedimentos diferentes foram 

adotados: plasmídios de tamanhos superior a 70 Kb foram purificados utilizando o 

Large-construct kit (Qiagen); para plasmídios com até 70 Kb a purificação foi realizada 
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com o spin Miniprep kit (Qiagen). Esse DNA isolado foi utilizado para testes de PCR-

RFLP, construção de amostras recombinantes e sequenciamento. 

Todas as amostras cujo operon que codifica alfa hemolisina estivesse localizado 

em plasmídio foram submetidas também à extração pelo método de Kado e Liu (1981), 

para visualização dos plasmídios transferência para as membranas e posterior 

hibridização com as sondas.  

Todos os plasmídios foram obtidos a partir de uma cultura inicial de mesmo 

volume relatado na etapa de isolamento do DNA. Após a purificação uma alíquota de 5 

µl de DNA e 3 µl de tampão de corrida eletroforética Azul de Bromotimol foram 

aplicados em um gel de agarose a 0, 7% e submetidos a separação eletroforética a 50 

Volts em tampão de corrida TBE (0, 009 M de ácido bórico - 0, 09 M de Tris - 0, 025 M 

de EDTA, com pH 8.2), por aproximadamente 4h, juntamente com os marcadores de 

peso molecular de 10000 pb HyperLadder I (Bioline) e 23130 pb DIG II (Roche). O gel 

foi corado com brometo de etídio (10 µg/ml) e a sua leitura foi procedida em um 

transiluminador.  

 

Transferência e hibridização de membrana. Para identificação dos plasmídios que 

contêm o operon que codifica a α-hemolisina através da técnica de Kado e Liu (1981), 

procedeu-se a transferencia por Southern Blotting e a membrana foi hibridizada com 

uma sonda específica construída através do produto amplificado utilizando os 

iniciadores EO5 1f/1r que amplifica a região do gene hlyC e parte da região a montante 

ao operon.  

As sondas para diferenciação de plasmídio contendo operon que codifica alfa e 

enterohemolisina foram desenvolvidas utilizando produtos de PCR com os iniciadores 

αHly e Ehly descritos no item 3.2.2.  

A Hibridização do DNA plasmidial coma sonda genética marcada com 

Digoxigenin-11- dUTP foi realizada conforme descrito por SCHMIDT et al. (1994). 

Marcadores moleculares de sonda (DIG Roche) foram utilizados para determinação dos 

fragmentos de DNA hibridizados. 
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Desenvolvimento de iniciadores específicos. Iniciadores para amplificação da região 

localizada diretamente a montante ao operon que codifica α hemolisina localizado no 

cromossomo foram desenvolvidos utilizando sequências depositadas no GenBank já 

caracterizadas. Os iniciadores localizados na PAI I (81f + 81r) e na PAI II (72f + 72r) da 

amostra uropatogênica 536 (DOBRINDT et al., 2002) foram desenvolvidos utilizando o 

programa Accelrys Gene. Iniciadores para amplificação do gene hlyA (EO10f + EO10r) 

serviram como controle positivo para detecção de amostras αHlyA cujo operon localiza-

se tanto em plasmidio como no cromossomo. O iniciador 1f/1r amplifica apenas nas 

amostras que possuem o operon que codifica alfa hemolisina localizado em plasmidio. 

Os iniciadores utilizados, temperatura de anelamento e tamanho do fragmento 

amplificado obtido encontram-se na Tabela 4. 

 

TABELA 4- Iniciadores específicos para amplificação de genes hlyCABD cujo operon 
encontra-se em plasmídios ou cromossomo 

 
Região Número 

de acesso 
Iniciadore
s 

sequência de nucleotídeos (5’-3’) Ta (°C)a Fragmento 
(pb)b 

hlyA (1915-1936) (2560-2580) FM180012 EO-10f 
EO-10r 

GCTGCAAATAAATTGCACTCAG 
CCCTGCACCGATATTATCAAG 

53.1 

 

666 

pEO5 a montante HlyC (953-
974) (1612-1630) 

 

FM180012 EO-1f 
EO-1r 

GTAGTTCAAAAGACAACTCGTG 
ATCCCCGAAAGGAGCAATC 

50.6 

 

678 

pEO5 entre HlyR+ região “pHly” 
(597-618) (1246-1267) 
 

FM180012 EO-32f 
EO-32r 

GTCTTGCCGTACAATAATTTCC 
TCCGTTTAATGTCATAACTCGC 

56.5 671 

pEO5 interno ao hlyR (167-188) 
(830-851)  

FM180012 EO-44f 
EO-44r 

ATTCCAAGCGAAGTCCATCCCC 
CATAAAGCATGATGCCACCACG 

66.5 685 

E. coli PAI I (536) a montante 
de HlyC (44506-45278) e 47 b 
em HlyC 

 

AJ488511 81f 
81r 

CCTGTGACACTTCTCTTGC 
CCCAAGAACCTCTAATGGATTG 

52.3 773 

E. coli PAI II (536) a montante 
de hlyC (31974-32668) e 177 
pb em HlyC 

AJ494981 72f 
72r 

CCCAACTACAATATGCAACAGG 
CGCCAATAGAGTTGCCTTC 

51.9 695 

 
 a)Ta-Temperatura de Anelamento; b) fragmento obtido após a corrida eletroforética em um gel de agarose 1%, pb = pares de base 
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3.2.4 Caracterização dos plasmídios 

 

3.2.4.1 Determinação do tamanho dos plasmídios 

 

O tamanho exato dos plasmídios foi determinado pela técnica de Nuclease S1- 

Pulsed Field Gel Electrophoresis (S1-PFGE) seguindo a metodologia descrita por 

Barton et al. (1995). A enzima nuclease S1 foi utilizada seguindo recomendações do 

fabricante (Amersham). Para a corrida no campo pulsado foi utilizado o sistema de 

campo eletrônico homogêneo (CHEF-DR II system) com tempos de pulsos variando 

entre 2 e 30 segundos por 18,5h a 210 Volts, utilizando o tampão de corrida (0,5 x 

TBE/10 °C).  

Depois da corrida o gel foi corado com brometo de etídio para visualização dos 

plasmídios. Os marcadores moleculares: lambda ladder PFGE marker (Biolabs) e low 

range PFGE marker (Biolabs), auxiliaram na observação do tamanho do plasmídio 

línear confirmado com auxílio do programa Photo-captMw 10.01. 

A sonda para detecção da sequência de DNA contendo o operon que codifica a 

α-hemolisina utilizada para hibridização das membranas obtidas através de S1-PFGE 

foi construída utilizando o iniciador EO5-4f /4r capaz de amplificar a região dos genes 

hlyC e hlyA. 

Para a confirmação da presença do plasmídio que codifica alfa e 

enterohemolisina, foi realizada a transferência por Southern Blotting e as membranas 

foram hibridizadas com as sondas αhly e EhlyA marcada com Digoxigenin-11- dUTP, 

conforme descrito por Schmidt et al. (1994).  

 

3.2.4.2 Classificação dos plasmídios 

 

As amostras foram testadas quanto à capacidade de conjugação. A amostra 

receptora utilizada foi o padrão K12-JC3272, que é estreptomicina resistente (BEUTIN 

et al., 1986). As amostras que possuíam o fenótipo alfa hemolitico quando semeada em 

agar sangue por 24h a 37 °C, foram chamadas de potenciais doadoras. Uma colônia 
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isolada de cada amostra (doadora e receptora) foi transferida para 5 ml de TSB e 

mantida sob agitação por 12h a 37 °C.  

Após crescimento alíquotas de 1 ml da amostra doadora e 1 ml da amostra 

receptora foram transferidas para um tubo contendo 3 ml de TSB e incubado a 37 

°C/18h. As possíveis colônias conjugantes foram selecionadas em placas contendo 

agar sangue acrescido de antibióticos nas seguintes concentrações finais: Ampicilina 10 

µg/ml, Kanamicina 30 µg/ml, estreptomicina (200 µg/ml) e Tetraciclina 10 µg/ml, 

dependendo da da resistência das amostras chamadas doadoras. Dados referentes a 

resistência a antibióticos das amostras chamadas doadoras encontram-se na Tabela 5. 

A transferência dos genes foi confirmada através da observação do crescimento 

das colônias em placas de agar sangue, Endo agar e LB agar com e sem antibióticos. A 

confirmação genética foi realizada pela PCR com os iniciadores utilizados para 

detecção da alfa e enterohemolisina descritos no item 3.2.2. 

 

3.2.5 Determinação da similaridade genética do plasmídio pEO5 em relação a 

outros plasmídios que codificam alfa e enterohemolisina 

 

3.2.5.1 Determinação da similaridade genética entre o pEO5 e pO157 

 

O DNA plasmidial das amostras TPE1313 e TPE422 foi extraído segundo o item 

3.2.3 e digerido com enzimas de restrição EcoRI (Invitrogen), ApalI (Biolabs) e HindIII 

(Invitrogen). Após a digestão, eletroforese e transferência, conforme descrito no item 

3.2.3, as membranas foram hibridizadas com a sonda mista de fragmentos de restrição 

ApaII, EcoRI e HindIII (DIG-marcado) construídos individualmente para os respectivos 

plasmídios.  
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3.2.5.2 Determinação da similaridade genética entre pEO5 e outros plasmídios alfa 

hemolíticos 

 

Todas as amostras com os genes do operon αhly localizado nos plasmídios 

foram submetidas a técnica de PCR com os iniciadores relacionados na Tabela 3. 

Pares de iniciadores específicos para amostras cujo operon alfa hemolítico foram 

estrategicamente desenhados com auxilio do programa Accelrys Gene, utilizando a 

sequência do GenBank FM 180012. Os produtos da PCR foram tratados com a enzima 

de restrição HinfI (Invitrogen) e submetidos à eletroforese em gel de agarose 2%. 

 

3.2.5.3 Determinação da similaridade genética entre o pEO5 e pHly152 

 

Clonagem. O DNA plasmidial da amostra TPE422, que carreia o plasmídio pEO5, 

(BEUTIN et al., 1986) foi isolado (conforme item 3.2.3) e digerido com a enzima de 

restrição SalI (Biolabs) que mantém a integridade do operon alfa hlyCABD (FELMLEE 

et al., 1985; HESS et al., 1986). Após a digestão, o DNA contido no pEO5 foi ligado, 

utilizando a ligase T4 (Roche) com o vetor plasmidial pACYC184, também previamente 

digerido com SalI (Biolabs), e transformado em uma amostra não hemolítica K-12 

JC3272 (SCHMIDT et al., 1994). O transformantes que expressavam a α hemolisina 

foram selecionados em placas de agar sangue suplementado com 20 µg/ml de 

cloranfenicol.  

O DNA plasmidial contendo o operon que codifica a α hemolisina das amostras 

recombinantes TPE2319 e TPE2320 foi isolado (conforme item 3.2.3) digerido com as 

enzimas de restrição HincII (Biolabs), EcoRI (Invitrogen) e SalI (Biolabs), submetido à 

eletroforese por 4h, transferido para as membranas e hibridizadas com sonda 

construída com o fragmento AvaI-A oriundo do plasmídio pSF4000. O fragmento AvaI-A 

de pSF4000 cobre uma área superior a 90% da área determinante do operon que 

codifica a α hemolisina do clone pSF4000 (WELCH et al., 1983; PRADA et al., 1991). O 

tamanho do DNA inserido foi determinado através da soma dos fragmentos do vetor 

pACYC184 (4245 pb) e dos fragmentos obtidos pela digestão, e confirmado com auxílio 

do programa Photo-captMw 10.01. 
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Sequenciamento. A análise da sequência de nucleotídeos dos clones construídos que 

possuem operon que codifica alfa hemolisina, pEO2319 e pEO2320, foi realizada 

através de PCR. Iniciadores localizados no sítio de restrição SalI do vetor pACYC184 

foram desenhados com auxílio do programa Accelrys Gene versão 2.5, a partir da 

sequência disponível no GenBank (Número de acesso no GenBank X06403). Produtos 

de PCR foram amplificados, purificados e utilizados para sequenciamento utilizando o 

dye terminator chemistry (PE Applied Biosystems, Darmstadt, Alemanha) e separados 

com o seqüenciador automático de DNA (ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer, Applied 

Biosystems, Foster City, CA). A análise do DNA do plasmídio pEO5 inserido nos 

plasmídios recombinantes pEO2319 e pEO2320 foi realizada por sequência de fita 

simples (single strand) e primer walking e foi submetido a um seqüenciamento da dupla 

fita (double strand) com cobertura de ≥ 6 voltas. As sequências foram analisadas 

utilizando os programas Lasergene (DNASTAR, Madison,WI) e Accelrys Gene 2.5. Um 

fragmento de 9227 pb foi obtido através do sequenciamento dos plasmídios pEO5, 

pEO2319 e pEO2320 que abrange a região do operon αHlyCABD e regiões adjacentes 

(Número de acesso no GenBank FM 180012). 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Caracterização das amostras de E. coli do sorogrupo O26 de origem humana e 

animal quanto à presença dos genes associados à produção de alfa hemolisina e 

enterohemolisina  

 

Entre as 16 amostras de E. coli do sorogrupo O26 estudadas (TABELA 1), onze 

possuíam os genes associados a produção de alfa hemolisina localizados em 

plasmídio, observado através de teste de PCR com iniciadores específicos, bem como 

suas características fenotípicas, expressas em agar sangue. Este padrão de expressão 

de α hemolisina das amostras estudadas foi selecionado para comparação do operon 

αhlyCABD codificado pelo pEO5 com outras amostras O26. 

A amostra CB5805 possui o operon αhlyCABD e é positiva também para o gene 

stx2. As amostras 1040/83 e CB7117 possuíam os genes associados à produção de 

enterohemolisina.  

A caracterização das amostras foi realizada pela técnica de PCR, utilizando 

iniciadores indicados no item 3.2.2 e os principais resultados encontram-se na Tabela 5. 

Todas as amostras foram testadas independente do padrão de expressão da 

hemolisina em placas contendo agar sangue.  

 

4.2 Determinação do perfil do operon que codifica alfa hemolisina nas amostras 

de E. coli do sorogrupo O26 analisadas 

 

Selecionamos cinco amostras isoladas de humanos (C4115, CB1027, CB1030, 

IP187) e bovino (CB9866) para investigação do operon que codifica hemolisina em 

amostras de EPEC O26 localizado em plasmídio. Todas as amostras carreavam o 

operon que codifica α hemolisina em plasmídios de tamanho similar ao pEO5 estimado 

com auxilio do programa Photo-captMw 10.01 em 157 kb (FIGURA 1).  
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FIGURA 1- Determinação do perfil plasmidial de amostras do sorogrupo O26 através de S1-PFGE. gel de 
agarose a 1% LEGENDA: (L) marcador de peso molecular para PFGE (Biolabs), (1) TPE422, 
(2) C4115,(3) CB9866, (4) CB1027, (5) CB1030, (6) IP187. 

 

4.3 Verificação da capacidade dos plasmídios, que codificam alfa hemolisina, em 

promover conjugação 

 

Todas as 24 amostras que continham o operon αhlyCABD localizados em 

plasmídios foram testados para averiguação da capacidade de tranferência de 

informações por conjugação.  

Verificou-se que os plasmídios pEO13 (84/R) e pEO14 (84/2S) isolados de 

amostras caninas e o pEO860 (CB860) da amostra suína foram os únicos que não 

transferiram o operon para a amostra receptora.  

As amostras que possuíam os genes que codificam a enterohemolisina não 

transferiram o operon para a amostra receptora. 

 

4.4 Observação do perfil de compatibilidade e similaridade do plasmidio pEO5 e 

pO157 

 

As amostras recombinantes foram construídas, aonde o plasmídio pEO5 foi 

introduzido em amostras que já continham o plasmídio pO157, para observação de uma 

 L    1     2     3    4     5     6    L 

145 kb 
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coexistência entre essses plasmídios (TABELA 2). Estes dados foram confirmados 

através do S1-PFGE, trasferido para membranas e hibridizadas com sondas EHEC-hly 

e α-hly específicas (oriunda de produtos de PCR item 3.2.2). 

Os plasmídios pO157 e pEO5 coexistem estavelmente em amostras E. coli K12 

transconjugantes - TPE2611, TPE477 e TPE497. O achado de que ambos os 

plasmídios pO157 e pEO5 são compatíveis entre eles, mas possuem diferentes genes 

de virulência indica que eles não estão intimamente relacionados (FIGURA 2).  

 

 

 

FIGURA 2-  Determinação do tamanho do plasmídio linear que codifica alfa hemolisina e enterohemolisina por 
hibridização do PFGE com sondas marcadas com digoxigenina especificas α-hly e E-hly (a) DNA 
bacteriano tratado com nuclease S1 e separado por PFGE. LEGENDA: M, marcador de peso 
molecular para PFGE (Biolabs); 1, TPE422 (pEO5); 2, TPE1313 (pO157::Tn801); 3, TPE2611 
(pO157::Tn801+ pEO5::Tn5); 4, TPE9866 (similar ao pEO5); e 5, TPE497 (pEO5::Tn5 + pO157) (b) 
hibridização por southern blot da membrana obtida da figura 2a com sonda construída por produto 
amplificado de PCR do gene α-hlyA (c) hibridização por southern blot mostra a membrana obtida da 
figura 2a com uma sonda construída por produto amplificado de PCR do gene ehxaA. 

 

Utilizamos a sequencia genética do plasmídio pO157 da amostra EDL933 

(Número de acesso no GenBank AF74613) para observar sua relação com o pEO5. 

Para uma investigação completa da relação entre pEO5 e pO157, o DNA plasmidial de 

pEO5 (C4115) e pO157(EDL933) foi isolado, digerido com diferentes enzimas de 

restrição e usado para hibridização por Southern blot com sondas específicas. 

Nenhuma significância entre o DNA hibridizado dos plasmídios pEO5 e pO157 foi 

detectada, indicando que estes plasmídios não são similares entre eles (FIGURA 2 e 3).  
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FIGURA 3- Perfil de restrição por endonucleases dos plasmídios pEO5 e pO157 e hibridizações por southern blot 
(a) Gel de agarose a 0,7% com DNA dos plasmídios pEO5 e pO157 de E. coli obtido em uma corrida 
eletroforética e digerido por diferentes enzimas de restrição (b e c) hibridização com sonda αhly e 
Ehly respectivamente. LEGENDA: (D) 23130pb DIG II (Roche) e (L) 10 000pb DNA ladder (Bioline), 
(1) pEO5, (2) pEO5 (EcoRI), (3) pEO5 (HindIII), (4) pEO5 (ApaII), (5) pO157, (6) pO157 (EcoRI), 
(7)pO157 (HindIII), (8) pO157 (ApaII) (b) Padrão de hibridização por Southern blot da linha 1 a 8 com 
sonda mista construída com pEO5 (EcoRI/HindIII/apalI) (c) padrão de hibridização por Southern blot 
da linha 1 a 8 com sonda mista construida pO157(EcoRI/HindIII/apalI).  

 

4.5 comparação do perfil do pEO5 com o perfil de outros plasmídios que 

codificam a alfa hemolisina localizados em outros patótipos de E. coli 

 

As análises das sequências de nucleotídeos do plasmídio pEO5 e suas 

sequências adjacentes mostraram uma alta similaridade com a região correspondente 

do plasmídio pHly152. Como os plasmídios pEO5 e pHly152 são de origens e 

tamanhos diferentes, resolvemos analisar outras amostras que possuem o operon α 

hemolítico em plasmídios para explorar a relação da herança do operon que codifica α 

hemolisina localizado em plasmídios. Para isso, investigamos cinco amostras de ETEC 

isoladas de caninos (PRADA et al., 1991) e quatro amostras de ETEC e STEC suínas 

(TABELA 1) que possuem o operon que codifica α hemolisina localizados em 

plasmídios de diferentes tamanhos. As amostras possuíam diversos plasmídios e a 

hibridização da membrana com sonda específica pode destacar os plasmídios que 

codificam alfa hemolisina (FIGURA 4). O tamanho do plasmídio linear que codifica alfa 

hemolisina obtido pela S1-PFGE e o resultado após a hibridização com sonda 

específica αHly marcada com digoxigenina pode ser observado na Figura 5. 
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IGURA 4- Diferentes tamanhos de plasmídios que codificam 
representativas. (A) Extração plasmidial pelo métod
eletroforese horizontal e (B) após hibridização. LEGE
e (L) 10 000 pb DNA Ladder (Bioline). Linhas 1 a 12 a
CB1030, (5) 3208/84, (6) 2573/84, (7) 2195/84, (8) 
CB857 (B) A sonda utilizada para hibridização foi con
de PCR para a região interna do gene hlyC (EO4f/4r).

 

 

 

 

 

IGURA 5- Determinação pela S1-PFGE do tamanho do plasm
hibridização do PFGE com sonda específica α-hly 
bacteriano digerido com nuclease S1 e separado 
molecular para PFGE (Biolabs); (1) pSF4000 (12.5 kb
pEO5); (4) 84/2S(97 kb);(5) 84/2195 (145 kb); (6) 84
(48,5 kb), (9) CB855 (140 kb); (10) CB853 (145 kb)
direita após transferência para membrana e hibridizaç
PCR obtido com a amostra pSF4000 utilizando o inici
 

α hemolisina isolados de diferentes amostras 
o de Kado e Liu (1978), em gel a 0,7% em 
NDA: Marcadores (D) 23130 pb DIG II (Roche) 
mostras: (1) 374 (2) TPE 1313, (3) TPE422, (4) 

2S/84, (9) R/84, (10) CB853, (11) CB855, (12) 
struída a partir da amostra pSF4000 do produto 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ídio linear que codifica alfa hemolisina, e após 
marcada com digoxigenina. A esquerda: DNA 
por PFGE. LEGENDA: M, marcador de peso 
); (2) 374 (48 kb-pHly152); (3) TPE422 (157 kb-
/3208 (48,5 kb), (7) 84/R (97 kb); (8) 84/2573 

; (11) CB857 (97 kb); (12) CB860 (48,5 kb). A 
ão com sonda construída através do produto de 
ador EO4f/4r. 
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4.6 Determinação da similaridade genética do plasmídio pEO5 em relação a outras 

amostras que possuam o operon que codifica alfa hemolisina 

 

A construção do clone do pEO5 associado aos genes αhlyCABD no vetor 

pACYC184 foi realizado conforme descrito no item 3.2.5.3 do Material e Métodos. Entre 

48000 transformantes cloranfenicol resistentes selecionados, apenas duas colônias 

com fenótipo αHly foram isoladas. Essas amostras pEO5 recombinantes foram 

chamadas de TPE2319 e TPE2320. O DNA foi hibridizado com fragmento SalI-A. Esta 

sonda foi construída com plasmídio recombinante pSF4000 que abriga o operon inteiro 

clonado da amostra J96 αHlyCABD (WELCH et al., 1983). TPE2319 e TPE2320 

possuem aproximadamente 23 kb de inserção no pACYC184 hibridizado com a sonda 

SalI-A. O vetor pACYC184 (TPE2321) e o plasmidio pSF4000 (TPE2318) foram usados 

como controles negativo e positivo respectivamente (FIGURA 6). 

 

             
 
 
 
 
 

FIGURA 6- Corrida eletroforética com DNA plasmidial tratado com diferentes enzimas de restrição (A) Gel de agarose a 0,7% 
com DNA plasmidial recombinante de E. coli (B) hibridização por Southern blot com sonda αHlyCABD. 
LEGENDA: Marcadores (D) 23130 bp DIG II (Roche) e  (L) 10 000 bp  DNA ladder (Bioline). Linhas: (1) TPE2319 
íntegro, (2) TPE2319 (HincII), (3) TPE 2319 (EcoRI), (4) TPE2319 (Sal I), (5) TPE2318 íntegro, (6) TPE2318 
(HincII), (7) TPE 2318 (EcoRI), (8) TPE2318 (Sal I), (9) TPE2320 íntegro, (10) TPE2320 (HincII), (11) TPE 2320 
(EcoRI), (12) TPE2320 (Sal I), (13) TPE2321 íntegro, (14) TPE2321 (HincII), (15) TPE 2321 (EcoRI), (16) 
TPE2321 (Sal I) (B) padrão de hibridização por Southern blot do DNA das linhas 1 a 16 com sonda construída 
através do fragmento salI-A de pSF4000. 

 
 

O operon que codifica a alfa hemolisina localizado no plasmídio pHly152 

(Número de acesso GenBank M14107) foi depositado no banco de acesso GeneBank 

separado do seu promotor hlyR (Número de acesso GenBank X07565) e, quando 

unidos com auxílio do programa accelyrs gene, uma região ausente teve que ser 

A B 
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sequenciada. Essa região corresponde ao iniciador 32f/32r e foi sequenciada apenas 

com o intuito de comparação. O sequenciamento do pEO5 e suas regiões adjacentes 

foi depósitado no GeneBank (Número de acesso GenBank FM180012) e o mapa 

detalhando as principais semelhanças entre o pEO5 e o pHly152 pode ser observado 

na Figura 7. 

 

 

 

 
FIGURA 7- Mapa genético da região determinante e regiões adjacentes do pHly152 (GenBank M14107 e 

X07565) e do pEO5 (GenBank F180012). A região superior da figura mostra o mapa físico da região 
pHly152 que contém duas sequencias nucleotídicas depositadas no genebank, a sequencia a 
montante (GenBank X07565) representa a região promotora hlyR; a sequencia M14107 corresponde 
ao operon αhlyCABD, que começa com uma região parcial de uma Sequencia de Inserção (IS2) 
interrompida que termina após a região a jusante o gene hlyD. A região inferior da figura mostra todo 
o mapa físico do plasmídio pEO5 sequenciado e suas regiões adjacentes (GenBank FM180012). 
Posições dos iniciadores 1f/1r, 10f/10r e 32f/r , que foram utilizados para a caracterização da região 
a montante hlyC presente em ambos plasmídios estão destacadas. A região denominada IS2 no 
pHly152 foi indentificada pela sequência do produto de PCR amplficado com os iniciadores 32f/r. A 
região designada “phly152” encontrada em ambos os mapas plasmidiais acima indica uma região 
não codificada, mas com alta homologia entre os plasmídios pEO5 e pHly152 (ver no texto). As 
seqüências regulatorias A, B e ops dentro da região do hlyR estão indicadas com círculos pretos. 

 
 

A sequência derivada do plasmídio pEO5 possui sequências associadas à 

transposons em ambas as extremidades. Na extremidade a montante (upstream), foi 

encontrada uma extensão de 113 pb com 100% de similaridade com o gene 

transposase (Número de acesso GenBank AF453441). Uma região promotora de 702 

pb com 98% de similaridade com o hlyR, região promotora do plasmídio pHly152 
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(Número de acesso GenBank X07565) (VOGEL et al., 1988), foi localizada entre a 

posição 165-867 (FM180012). A região promotora hlyR possui sequências regulatórias 

(A, B, B2 e operon polarity supressor sequence ou ops) que foram encontradas tanto 

em pEO5 quanto em pHly152.  

A região de 465 pb a montante ao gene hlyC no pEO5 (868-1333) mostrou 99% 

de homologia com a região correspondente do pHly152 (Número de acesso GenBank 

M14107). Essa região chamada de “phly152” (FIGURA 7) não codifica uma ORF (HESS 

et al., 1986). Os genes hlyC (1334-1846) e hlyD (7149-8585) do plasmídio pEO5 

apresentaram 99% de similaridade com a sequência homóloga de genes 

correspondentes no plasmídio pHly152. Na extremidade a jusante (downstream), 

imediatamente após o gene hlyD foi localizada uma sequência de 155 pb (8586-8748) 

que possui 97% de similaridade com a sequência pHly152, seguida por um segmento 

de DNA de 255 pb (8749-9003) que mostrou 91% de similaridade com a sequência de 

inserção IS911(Número de acesso GenBank X17613) da Shigella dysenteriae. Os 

últimos 223 pb (9004-9227) da sequência do plasmídio pEO5 mostraram 97% de 

similaridade com a IS transposase do plasmídio E. coli pCOO (Número de acesso 

GenBank CR942285). 

O operon αhlyCABD do pEO5 mostrou uma homologia superior a 95% com os 

operons αhlyCABD localizados no cromossomo da amostra 536 inseridos na PAI I e 

PAI II. 

Para investigação de possíveis similaridades da região a montante ao gene hlyC 

com outros plasmídios semelhantes ao pEO5, foram desenvolvidos iniciadores 

específicos (1f+1r, TABELA 4 ) que amplificam o gene hlyC e região a montante ao 

gene hlyC. Todas as amostras alfa hemolíticas O26 investigadas amplificaram um 

produto de mesmo tamanho e o seu perfil de restrição com a enzima HinfI foi similar 

(TABELA 5). 

As sequências genômicas das amostras cujo operon que codifica alfa hemolisina 

estivesse localizado no cromossomo, tal como as amostras: CFT073 (Número de 

acesso GenBank AE014075), UTI89 (Número de acesso GenBank CP000243) e 536 

(Número de acesso GenBank CP000247) foram testadas para esses iniciadores e 

nenhum produto foi amplificado, por isso, iniciadores específicos para a região a 
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montante hlyC de amostras cujo operon que codifica α hemolisina localizado em 

cromossomo foram desenhados com base na sequência da amostra 536 depositada no 

GenBank (Número de acesso GenBank CP000247) e encontram-se expostas na 

Tabela 4. Utilizando esses iniciadores todas as amostras que possuiam o operon que 

codifica alfa hemolisina localizado em plasmídios e cromossomo foram testadas 

(TABELA 1). A Amostra 536, que possui dois operons completos que codificam alfa-

hemolisinas localizados no cromossomo em diferentes Ilhas de Patogeniciade, PAI I e 

PAI II (DOBRINT et al., 2002), serviu como controle positivo. Os resultados encontram-

se na Tabela 5. 

Os iniciadores específicos para a região localizada a montante hlyC do pEO5 

(EO-1f/r) amplificaram um produto com 678 pb. Produtos de mesmo tamanho foram 

obtidos em todas as amostras cujo operon encontra-se em plasmídios e mostraram 

similaridade no perfil enzimático com a enzima de restrição HinfI, com exceção da 

amostra 84/2S (pEO14) que não amplificou essa região. Estes iniciadores também não 

amplificaram nenhuma amostra cujo operon alfa hemolítico estivesse localizado no 

cromossomo. 

Os iniciadores desenhados para a região entre o promotor hlyR e a região a 

montante ao gene hlyC do pEO5 (EO32f + 32r) amplificaram um produto com 671 pb. 

Amplicons de mesmo tamanho foram obtidos por todas as amostras O26 que 

carreavam o plasmídio de tamanho semelhante ao pEO5, as amostras caninas 84/2195 

e 84/R e a amostra suína CB860. Estes mesmos iniciadores produziram um amplicon 

com cerca de 2000 pb na amostra pHly152 e nas amostras caninas 84/3208 e 84/2573. 

Amplicons ainda maiores (2500 pb) foram obtidos com as amostras suínas CB853, 

CB855 e CB857 (FIGURA 8). Todos os amplicons de tamanho semelhantes (671 pb, 

2000 pb e 2500 pb) geraram o mesmo perfil de restrição com a enzima de restrição 

HinfI (FIGURA 9). Todas as amostras cujo operon que codifica alfa hemolisina 

encontra-se no cromossomo foram negativas, assim como a amostra canina 84/2S para 

essa região. 
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FIGURA 8 - Gel de eletroforese a 1% mostrando os três diferentes tamanhos de amplicons obtidos com 

iniciadores 32 f+r (que amplificam a região entre o promotor hlyR e o gene hlyC). LEGENDA:(L) 
marcador molecular 10 000 pb DNA Ladder (Biolabs), (1) padrão negativo K12, (2) 374 (amplicon 
de 2000 pb), (3) TPE422 (amplicon de 671 pb), (4) CB857 (amplicon de 2500 pb), (5) C4115 (671 
pb), (6) TPE2319(671 pb), (7) TPE2320 (671 pb), (8) IP187 (671 pb), (9) CB1027 (671 pb), (10) 
CB1030 (671 pb), (11) CB9866 (671 pb), (12) TPE497 (671 pb), (13) 2195/84 (671 pb), (14) 84/R 
(671 pb), (15) CB860 (671 pb), (16) TPE2611 (671 pb), (17) tampão. 

 
 
 

 

FIGURA 9 – Perfil de restrição obtido com a enzima apaLI com os três tamanhos de amplicons encontrados com 
os iniciadores 32 f+r em gel de agarose a 2%. LEGENDA (L) marcador molecular 10 000 pb DNA 
Ladder (Biolabs), (1) produto de PCR da amostra 374 (2000 pb), (2) 374 (apaLI), (3) produto de 
PCR da amostra TPE422 (671 pb), (4) TPE422 (apaLI), 5) produto de PCR amostra CB857 (2500 
pb), (6) CB857 (apaLI).  

 
 

Sequências relacionadas com HlyR foram detectadas com os iniciadores 44f + 

44r em todas as amostras cujo operon que codifica α hemolisina estava localizado em 

plasmídios, exceto a amostra 84/2S. Já as amostras cujo operon localiza-se no 

cromossomo foram negativas para as sequências hlyR. O tamanho do amplicon 

produzido por esses iniciadores foi similar (685 pb) entre as amostras cujo operon 
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estava localizado em plasmídios, exceto as quatro amostras suínas CB853, CB855, 

CB857 e CB860, que apresentaram amplicons com 1400 pb. Os padrões obtidos com a 

digestão destes amplicons de 685 pb e 1400 pb pela enzima HinfI foram similares entre 

eles.  

Todas as amostras de E. coli cujo operon que codifica alfa hemolisina encontra-

se no cromossomo geraram produtos com os iniciadores 81f + 81r ou 72f + 72r ou 

ambos (TABELA 5), não detectado em nenhuma outra amostra que continha o operon 

que codifica alfa hemolisina localizado em plasmídio. 
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TABELA 5- Principais resultados encontrados nas amostras. 

Amostra Sorotipo Fenótipo em 
Agar sangue 

Plasmídio (Kb) Informações extras 5-1f+r 
(678 pb) 

32f+r 
(671 pb) 

44f+r 
(685 pb) 

ehlyA 
(1551 pb) 

PAI I 81f+r 
(773 pb1) 

PAI II 72 
(695 pb2) 

C4115 O26:NM a-Hly pEO5 (157) origem do pEO5 a (kanaR) + + + - - - 

TPE422 Or:H48 a-Hly pEO5 (157) pEO5 em JC3272 a (StepR) + + + - - - 

JC3272 Or:H48 - - K12, recipiente a (StrepR) - - - - - - 

TPE2321 Or:H48 Hly- pACYC184 (4.2) vetor f (CloranfR) - - - - - - 

TPE2319 Or:H48 a-Hly pEO2319 (23) (CloranfR, StrepR) c + + + - - - 

TPE2320 Or:H48 a-Hly pEO2320 (23) (CloranfR, StrepR) c + + + - - - 

CB9866 O26:NM a-Hly (157) (TetraR) b + + + - - - 

CB1027 O26:NM a-Hly (157) b + + + - - - 

CB1030 O26:NM a-Hly (157) b + + + - - - 

IP187 O26:NM a-Hly (157) c + + + - - - 

CB5805 O26:NM a-Hly (157) (VT2, eae) + + + - - - 

1040/83 O26:H11 E-hly E-hly pO26 (97) (KanaR) c - - - + - - 

TPE497 Or:H48 a-Hly pEO5 (157) + Ehly pO26 
(97) 

pEO5 em 1040/83 
transconjugante (KanaR) c 

+ + + + - - 
 

           

TPE1313 Or:H48 E-hly pO157::tn801 (97) (StepR, AmpR)g - - - + - - 

TPE2611 Or:H48 a-Hly pO157::Tn801 + 
pEO5::Tn5 

TPE477xTPE1313 + + + + - - 

698/83 O26:H32 Hly- - c - - - - - - 

84/2195 ONT:H10 a-Hly pEO9 (157) pEO9 h + + + - - - 

374 Or:H48 a-Hly pHly152 (48) E. coli K12-pHly152d + 2000pb + - - - 

84/3208 O42:H37 a-Hly pEO11 (48) (ILA,STA)  h + 2000pb + - - - 

84/2573 O70:NM a-Hly pEO12 (48) (ILA,STA)h + 2000pb + - - - 

84/R O121:H46 a-Hly pEO13 (97) (CNF1) pEO13 não transf. h + + + - - - 

84/2S O75:H2 a-Hly pEO14 (97) (ILA, CNF1) não transf. h - - - - - - 

CB853 O138:NM a-Hly pEO853 (157)  (VT2, F107) c + 2500pb 1400 pb - - - 

CB855 Or:NM a-Hly pEO855 (140)  (VT2, F107) c + 2500pb 1400 pb - - - 

CB857 O157:NM a-Hly pEO857 (97)  (strepR, F107,ST) c + 2500 pb 1400 pb - - - 

CB860 O149: a-Hly pEO860 (48)  (strepR K88, LT) c + + 1400 pb  - - 

Goe 575 
(536) 

O6:K15:H31 a-Hly - 536 i - - - - 773 pb 695 pb 

(Continua) 
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Tabela 5 (continuação) 

 
Amostra Sorotipo Fenótipo em 

Agar sangue 
Tamanho do 
plasmídio (Kb) 

Informações extras 5-1f+r 
(678 pb) 

32f+r 
(671 pb) 

ehlyA 
(1551 pb) 

44f+r 
(685 pb) 

PAI I 81f+r 
(773 pb1) 

PAI II 72 
(695 pb2) 

Goe 644 (536) O6:K15:H31 a-Hly - 536i - - - - - 695 pb 

573/83  O25:K7:H1 a-Hly - - - - - - - 695 pb 

695/83 O126:H27 a-Hly - I - - - - 931 pb  - 

U4-41 O4:K3:H5 a-Hly - I - - - - + + 

J96 (CB9818) O4: a-Hly - J96 - - - - >863 pb 695 pb 

WAF100 Or:H48 a-Hly pSF4000 (12.5) αHly J96 e - - - - <828 pb - 

(a) BEUTIN et al. (1986), (b) LEOMIL et al.(2005), (c) Esse estudo, (d) HESS et al. (1986), (e) WELCH et al., (1983) GenBankM10133, (f) ROSE et al. (1988) GenBank X06403, (g) SCHMIDT et al. 
(1994), (h) PRADA et al. (1991) e (i) PRADA et al.(1992). (1) calculado a partir do GeneBank número de acesso AJ488511 PAI I 536; (2) calculado a partir do GeneBank número de acesso AJ494981.1 
PAI II 536 (DOBRINDT et al., 2002).  Dados incluídos nas informações extras foram obtidos por PCR apenas para a confirmação dos patótipos exibidos na Tabela 1 (K88, LT, ST, CNF1, F107, VT1, VT2, 
eae), dados refrentes a ILA (teste com alça ligada), foram realizados por PRADA et al., (1991), dados referentes a resistência a antibióticos foram testados neste estudo em placas com as quantidades 
descritas no Material e Método no item 3.2.4.2. LEGENDA: kanaR= kanamicina resistente, ampR= ampicilina resistente, StrepR= estreptomicina resistente, TetraR= tetramicina resistente, cloranfR= 
cloranfenicol resistente.  

(Conclusão) 
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5 DISCUSSÃO  

As onze amostras de E. coli do sorogrupo O26 que possuíam os genes associados 

à produção de alfa hemolisina, utilizadas em nosso estudo, apresentaramse positivas 

para os iniciadores desenhados para o pEO5 (TABELA 3), obtendo o mesmo tamanho 

nos fragmentos amplificados. Essas amostras também expressavam em agar sangue o 

perfil alfa hemolítico. De acordo com Bielaszewska et al. (2005), esse padrão de α 

hemolisina foi o único expresso em 33 amostras de EPEC atípicas O26 estudadas. 

Leomil et al. (2005), observaram, através da PCR, que as amostras de EPEC atípicas do 

sorogrupo O26 que apresentavam o perfil fenotípico αHly também eram positivas para o 

iniciador que amplifica o gene hlyA.  

Ainda segundo Leomil et al. (2005) amostras do sorogrupo O26 encontram-se em 

dois grupos clonais diferentes, diferenciadas pelo seu fenótipo, fatores de virulência e 

perfil genético. Amostras EPECa e EHEC, quando hemolíticas, apresentam o fenótipo 

enterohemolítico em placas de agar sangue. Essas amostras também se caracterizam 

por serem não fermentadoras da Ramnose e Dulcitol. Por outro lado, o outro grupo clona 

é composto apenas por EPEC atípicas, agrupadas em um único “cluster”. Todas eram 

fermentadoras de Ramnose e Dulcitol, positivas para intimina e quando hemolíticas em 

agar sangue apresentavam o fenótipo alfa hemolítico.  

No nosso estudo, entre as 11 amostras de O26 que apresentavam o operon que 

codifica a alfa hemolisina localizada em plasmídio, destacamos a amostra CB5805, de 

origem humana, alfa hemolítica e positiva para o gene stx2. O padrão alfa hemolítico em 

amostras STEC positiva para o gene stx2 havia sido descrito por Lehmacher et al. (1998) 

em sorotipos isolados de suínos O138:K81, O139:K82 e O141:K85, e era considerado 

um padrão descrito exclusivamente em amostras animais. Raras descrições mostram a 

ocorrência da α-hemolisina em amostras de STEC isoladas de humanos, mas 

corroborando com nosso achado, Beutin et al. (2004) descreveram que entre 576 

amostras isoladas de crianças da Alemanha que expressavam hemolisina em agar 

sangue, apenas duas amostras positivas para o gene stx2 (ONT:H10 e ONT:H45) 

apresentavam o perfil fenotípico alfa, enquanto as demais tinham o perfil fenotípico 

enterohemolítico. A amostra CB5805 pode ser um exemplo do fenômeno observado por  



 

 

49 

Bielaszewska et al. (2007), que descreveram um movimento genético observado in vitro 

bidirecional entre EPEC atípica O26 e EHEC O26, ainda não esclarecido, onde o gene 

stx2 pode ser incorporado ao material genético ou a perdido, convertendo-se novamente 

em EPEC atípica.  

Todos os plasmídios que codificam alfa hemolisina encontrados nas 11 amostras 

do sorogrupo O26 que apresentaram o perfil fenotípico alfa em agar sangue, quando 

submetidas a S1-PFGE, mostraram semelhança com o plasmídio pEO5 com relação ao 

tamanho, sendo de aproximadamente de 157 kb. Todas as outras características 

estudadas como a capacidade de conjugação, o tamanho dos amplicons obtidos pelos 

iniciadores testados e o perfil de restrição apresentados também foram similares com 

os apresentados pelo pEO5. Essa similaridade com relação ao tamanho do pEO5 foi 

observada por Beutin et al. (1988), através de hibridização de membrana, em oito 

amostras que possuíam o fenótipo alfa hemolítico em agar sangue. Este achado indica 

que os plasmídios que codificam alfa hemolisina em cepas pertencentes ao sorogrupo 

O26 são similares entre si, apesar de não serem epidemiologicamente relacionados. 

No nosso estudo, verificamos que entre as 24 amostras que continham o operon 

αhlyCABD localizado em plasmídio testadas para averiguação da capacidade de 

tranferência de informações por conjugação, os plasmídios pEO13 (84/R) e pEO14 

(84/2S) isolados de amostras caninas e o pEO860 (CB860), isolado da amostra suína 

foram os únicos que não transferiram o operon para a amostra identificada como 

receptora (TABELA 5). As amostras cujo operon codificava enterohemolisina 

mostraram-se não conjugativas. Estes dados são semelhantes aos encontrados por 

Beutin et al. (1986), que observaram que o pEO5 era capaz de conjugar-se com 

amostras não hemolíticas e manter-se estável por diversas gerações. Posteriormente, 

Grünig e Lebek (1988) e Prada et al. (1991), também descreveram que os plasmídios 

que contêm o operon que codifica α hemolisina isolado de amostras de E. coli 

diferentes origens eram conjugativos em sua grande maioria. Por outro lado, o 

plasmídio que codifica enterohemolisina, isolado de amostras de EHEC dos sorogrupos 

como O26, O103, O111, O145 e O157, foi descrito como não conjugativo (SCHMIDT et 

al., 1995; BRUNDER et al., 1999) e defectivo no seu sistema de transferência de genes, 

razão de sua limitada difusão entre as espécies de E. coli (BURLAND et al., 1998). 
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As amostras recombinantes construídas anteriomente (TPE477, Beutin et al., 

1986) e neste estudo (TPE2611 e TPE497) mostraram que apesar do plasmídio que 

codifica enterohemolisina não ser conjugativo, aceitou a coexistência com o plasmídio 

pEO5. Esse achado não havia sido descrito até o momento e demonstra que o 

plasmídio pEO5 de EPEC atípica do sorotipo O26 não é genéticamente relacionado 

com o plasmídio de EHEC O26, indicando que a enterohemolisina e a α hemolisina são 

codificadas por plasmídios diferentes em amostras de EPEC e EHEC deste sorogrupo.  

A presença de genes como katp, espP, toxB e exhA em amostras do sorogrupo 

O26 de EHEC (LEOMIL et al., 2005) foi constatada também por autores como Cookson 

et al. (2007) e Jenkins et al. (2007). Esses genes são similares aos codificados pelo 

pO157 e já foram descritos em plasmídio de tamanho similar ao pO157 em amostras do 

sorogrupo O26 de STEC (Jenkins et al., 2000), sorotipo O103:H2 de EHEC (KARAMA 

et al., 2008) e também em outros sorogrupos como O111 e O145 (ALDICK et al., 2009). 

Apesar de aparentemente se tratar do mesmo plasmídio albergado em outras amostras 

de STEC patogênicas, Burgos et al. (2009) o descreveram como pO26, por ter sido 

isolado de uma amostra EHEC O26 com fenótipo Ehly. 

O tamanho dos plasmídios contendo o operon que codifica alfa hemolisina em 

cepas de E. coli de caninos, suínos, roedores, bovinos e humanos avaliados neste 

trabalho variou entre 12,5 kb e 157 kb. Segundo autores como De La Cruz et al. (1980) 

e Prada et al. (1991) os plasmídios que possuem o operon que codifica alfa hemolisina 

são descritos como heterogêneos em relação ao tamanho e comportamento de 

conjugação mas dividem uma alta homologia genética entre as alfa hemolisinas. 

Estudos epidemiológicos mostraram que α hemolisinas codificadas por plasmídios 

são freqüentemente associadas com ETEC e STEC causando doenças entéricas em 

animais (PRADA et al., 1991; BERTSCHINGER e GYLES, 1994; BEUTIN, 1991) e 

alguns autores acreditam que a produção de α hemolisinas contribui para a virulência 

da bactéria e favorece a proliferação desta no intestino (WU et al., 2007). A presença 

de diferentes tamanhos de plasmídos que codificam a α hemolisina encontradas em 

nosso estudo também foi observada por Grünig e Lebek (1988). 

Grünig e Lebek (1988) avaliaram a atividade hemolítica dos plasmídios e 

plasmídios recombinantes contendo o operon α hemolítico e relataram uma baixa 
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atividade hemolítica do pEO5 quando comparada ao pHly152. Plasmídios que 

codificam hemolisina isolados de amostras fecais humanas possuem uma atividade 

hemolítica baixa enquanto que amostras cujo operon α hemolítico está localizado ao 

cromossomo possuem uma atividade hemolítica maior. Essas diferenças na atividade 

hemolítica não são notadas na expressão fenotípica em agar sangue e mais estudos 

devem ser realizados a posteriori para avaliar essa atividade hemolítica através de 

transcriptase reversa PCR com RNA.  

Os dados referentes à diferença entre os produtos de amplicon obtidos para os 

iniciadores utilizados (TABELA 5) também requerem maiores estudos. Anterior ao 

nosso trabalho apenas a seqüência pHly152 era utilizada como base de comparação 

para os demais operons que codificam hemolisina. A partir do nosso sequenciamento 

observamos que as sequências encontradas, apesar da alta similaridade com pHly152, 

apresentou pequenas diferenças, especialmente com o iniciador 32 f+r. O iniciador 44 

f+r, também apresentou diferenças de tamanho de amplicon. Esses dados corroboram 

com os achados anteriores por Knapp et al. (1985), que observaram que a região a 

montante do operon hlyCABD é geneticamente diferente entre as amostras de E. coli 

quando o operon é carreado em plasmídio ou no cromossomo.  

Como a enterohemolisina, a α hemolisina pode participar do processo de 

infecção intestinal em humanos, ocasionado por E. coli. A enterohemolisina e a α 

hemolisina são capazes de causar danos celulares e iniciar o processo de inflamação 

de mamíferos hospedeiros (ALDICK et al., 2007; TROEGER et al., 2007). Estas 

possuem apenas 60% de homologia genética (SCHIMDT et al., 1995). Em 

compensação a comparação entre plasmídios e cromossomos codificadores de fatores 

determinantes α hemolítico revelam até 98% homologia entre as seqüências que 

contém os genes hlyCABD, sugerindo uma origem em comum. Entretanto, pouca 

similaridade foi encontrada na região a montante ao gene hlyC (GRÜNIG e LEBEK, 

1988). Segundo Hess et al. (1986) amostras cujo operon α hemolítico encontra-se em 

plasmídios apresentam-se interrompidas por uma seqüência de inserção IS2 a 

montante e outra IS a jusante dos genes hlyCABD. Estas seqüências estão ausentes 

nas amostras cujo operon está em cromossomo. 
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 A análise da sequência nucleotídica do operon hlyCABD do pEO5 revelou uma 

alta similaridade com os genes αhlyCABD presentes no pHly152, contrastando com a 

origem, tamanho do plasmídio e sorotipo das amostras analisadas. As sequências 

regulatórias (A, B e B2) localizadas no regulador hlyR e a região a montante, 

identificada como “pHly152” na Figura 7, descritas por Vogel et al. (1988) como 

potencializadoras da síntese e secreção de α hemolisina no pHly152, foram também 

detectadas no pEO5. Em adição, o ops é necessário para a transcrição do operon que 

codifica α hemolisina (NIETO et al., 1996; LEEDS e WELCH, 1997). Ele está localizado 

no hlyR a 648 pb da região a montante do start códon do gene hlyC. Este elemento ops 

foi encontrado na sequência de pHly152 (Número de acesso GenBank X07565) e 

também a 334 pb e 667 pb a montante do gene hlyC, em amostras cujo operon α 

hemolítico encontra-se localizado em cromossomo (NAGY et al., 2006). Entretanto 

amostras cujo operon αhlyCABD esteja localizado no cromossomo não apresentam a 

região regulatória específica do plasmídio (hlyR), a região chamada de “phly152”, além 

de não ter similaridade genética com a região a montante hlyC das amostras que 

possuem os plasmídios pHly152 e pEO5 (KNAPP et al., 1985; NAGY et al., 2006). 

 A aquisição de plasmídios que codificam α hemolisina ocorre supostamente por 

transferência horizontal de gene através de sequência de inserção (IS). No presente 

estudo, esses elementos de transporte foram encontrados em ambas as terminações 

da sequência pEO5, indicando que este operon e suas sequências adjacentes podem 

ter sido introduzidas através de IS para E. coli. Esses achados estão de acordo com os 

descritos por Wagner (2006) que refere-se aos elementos de inserção (IS) como a 

chave para a mobilidade genética. 

O interesse em seqüenciar o gene da α hemolisina presente no plasmídio pEO5 

associado a EPEC O26 surgiu devido a ausência de dados sobre operons que 

codificam α hemolisina localizados em plasmídios isolados de amostras humanas. Até o 

presente momento apenas uma sequência de α hemolisina localizada em plasmídio 

havia sido sequenciada. Esta amostra (Número de acesso GenBank M1410) foi isolada 

de roedor por Hess et al. (1986) e sempre comparada, em pesquisas de homologia, 

com amostras humanas cujo operon que codifica α hemolisina encontram-se no 

cromossomo. Uma pesquisa realizada no BLAST (www.pubmed.com) com as 

http://www.pubmed.com/
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sequências do pEO5 na região entre hlyR e hlyC e a região a jusante ao gene hlyD 

revelaram apenas homologia com pHly152.  

Nossas pesquisas de similaridade revelaram que, o pEO5 (que codifica uma alfa 

hemolisina) e o pO157 (que codifica uma enterohemolisina), apesar de estarem 

presentes em amostras O26 de EPEC atípica e O26 de EHEC, respectivamente, estão 

mais distantes na evolução, por possuírem uma similaridade de apenas 61,4%, do que 

o plasmídio pEO5 e relação ao pHly152 (que codifica uma alfa hemolisina), que 

apresentou uma homologia de 99,2%. Essa alta homologia genética também foi 

encontrada entre pEO5 e a amostra 536, que possui dois operons que codificam duas 

alfa hemolisinas localizados no cromossomo (PAI I apresenta uma homologia de 95,7% 

e PAI II de 96,3% com pEO5) sugerindo que as alfa hemolisinas apresentam-se mais 

relacionadas entre si. 
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6 CONCLUSÕES  

 

- As amostras de E. coli do sorogrupo O26 de origem humana e animal 

apresentaram-se similar ao pEO5 quanto à presença dos genes associados à 

produção de alfa hemolisina (αHly ) e bem distante das amostras do mesmo 

sorogrupo que possuiam o pO157; 

- A maioria dos plasmídios que codificam alfa hemolisina estudados foram 

capazes de promover conjugação mas não existe uma uniformidade ou padrão 

observado entre todos os plasmídios; 

- Os plasmídios pEO5 e pO157 foram compatíveis em amostras recombinantes e 

apresentaram baixa similaridade, corroborando com a não relação entre estes 

dois plasmídios; 

- O perfil do plasmídio que contem o operon que codifica a alfa hemolisina nas 

amostras de E. coli do sorogrupo O26 analisadas apresentaram similaridades 

com relação a tamanho e mesmas características do plasmídio pEO5; 

- O perfil do pEO5 difere do perfil de outros plasmídios que codificam alfa 

hemolisina localizados em outros patótipos de E. coli; 

- O plasmídio pEO5 apresenta similaridade genética maior (99,2%) com o 

plasmídio pHly152 e com amostras cujo operon que codifica alfa hemolisina 

localizado no cromossomo (95,7% com PAI I e 96,3% com PAI II) do que com o 

pO157 (61,4%). 
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