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RESUMO

VASCONCELLOS, F. M. Estudo do padréo de adesédo agregativa de Escherichia coli do
sorotipo O142:H34. 2014. 112 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Séo Paulo, 2014.

Escherichia coli enteropatogénica é um dos patétipos de E. coli diarreiogénica (EcD),
importante agente de diarreia aguda na inféncia, principalmente em paises em
desenvolvimento. Cepas desse patotipo induzem uma alteragdo histopatoldgica no epitélio
intestinal denominada lesdo attaching and effacing (A/E). A classificacdo de EPEC nos
subgrupos tipica e atipica é baseada na presencga ou auséncia do plasmideo E. coli adherence
fator (pEAF), respectivamente. A tipagem do antigeno somatico (O) das cepas de EPEC
associadas a diarreia levou a definicdo de 12 sorogrupos classicos de EPEC, dentre os quais
estd o sorogrupo O142. Um estudo prévio de caracterizacdo de EPEC do sorogrupo 0142
descreveu uma cepa do sorotipo 0142:H34 (Ec48/66) que apresentava como caracteristicas a
presenca do gene eae (o qual codifica a adesina intimina de EPEC), a auséncia do plasmideo
pEAF (determinante de EPEC tipica), a reatividade com o fragmento sonda CVD432
(indicativo do plasmideo de viruléncia de E. coli enteroagregativa, ou EAEC) e a expressdo
do padrdo de adesdo agregativa (caracteristica de EAEC). Essa cepa apresenta uma inusitada
combinacdo de genes de viruléncia de EPEC e EAEC, tornando a sua classificacdo
dificultosa. Além disso, a adesina que medeia a adesdo agregativa dessa cepa ndo foi
caracterizada. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar o papel de estruturas
fimbriais no estabelecimento do padrdo de adesdo agregativa da cepa Ec46/88 de E. coli do
sorotipo O142:H34, bem como avaliar a sua classificacdo. A cepa Ec46/88 mostrou-se capaz
de aderir no padrdo agregativo nas linhagens HelLa, HEp-2, HT-29 e T84, além de causar a
lesdo A/E em células HelLa e HT-29. A pesquisa de diversos fatores de viruléncia de EAEC e
de outros pat6tipos de E. coli detectou a presenca de aggDBCA, 0s quais compdem 0 operon
que codifica a adesina AAF/I de EAEC, e de ecpRABCDE, que codificam a fimbria E. coli
common pilus (ECP). O operon agg foi sequenciado mostrando alta identidade (96%) de
aggDBC com 0s mesmos genes presentes na EAEC 17-2 e de aggA (99%) com um gene que
codifica a variante AggA4s7. Os genes do operon ecp apresentaram alta identidade (99%) com
0 mesmo operon da EPEC E2348/69. Mutantes nos genes que codificam os ushers de AAF/I e
ECP (aggC e ecpC, respectivamente) foram obtidos. A analise da interacdo dos mesmos com
células HeLa mostrou a manutencao da adesdo agregativa e da capacidade de causar a lesao
A/E em ambos. Entretanto, o mutante em aggC apresentou diminuicdo significativa do
namero de bactérias aderidas. Andlises filogenéticas dessa cepa, em relacdo a outros patotipos
de EcD, a posicionaram em um grupo constituido predominantemente por EPEC. Os dados
obtidos permitem concluir que a cepa Ec48/66 € uma EPEC atipica, com capacidade de causar
a lesdo A/E in vitro e que expressa 0 padrdo de adesdo agregativo, o qual é parcialmente
dependente de uma variante da fimbria AAF/I, mas ndo da fimbria ECP.
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ABSTRACT

VASCONCELLOS, F. M. Study of the aggreggative adherence pattern of Escherichia coli
from serotype O142:H34. 2014. 112 p. Ph. D. thesis (Biotechnology) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2014.

Enteropathogenic Escherichia coli is one of the diarrheagenic E. coli (DEC) pathotypes, an
important agent of acute diarrhea in children, especially in developing countries. Strains of
this pathotype induce histopathological changes in the intestinal epithelium known as
attaching and effacing (A/E) lesion. The classification of EPEC in the subgroups typical and
atypical is based on the presence or absence of the plasmid E. coli adherence factor (pEAF),
respectively. Somatic antigen (O) typing of EPEC strains associated with diarrhea led to the
definition of 12 classical EPEC serogroups, among which is the serogroup 0142. A previous
study characterizing EPEC 0142 described a strain of serotype 0O142:H34 (Ec48/66)
presenting some important characteristics: the presence of the eae gene (which encodes the
adhesin intimin of EPEC), the absence of the pEAF (determinant of typical EPEC), reactivity
with the probe fragment CVVD432 (indicative of the virulence plasmid of enteroaggregative E.
coli, or EAEC) and the expression of the aggregative adherence pattern (characteristic of
EAEC). This strain has an unusual combination of EPEC and EAEC virulence genes, making
difficult its classification. Furthermore, the adhesin mediating the aggregative adherence othis
strain was not characterized. Thus, the present study aimed to evaluate the role of fimbrial
structures in the establishment of the aggregative adherence pattern of E. coli strain serotype
0142:H34 and evaluate its classification. The strain Ec46/88 was able to adhere to Hela,
HEp-2, HT-29 and T84 cell in the aggregative adherence pattern, as well as to cause the A/E
lesion in HeLa and HT-29 cells. A survey of several virulence factors of EAEC and other E.
coli pathotypes detected the presence of aggDBCA, which comprise the operon encoding the
EAEC AAF/I fimbriae, and ecpRABCDE, which encode the E. coli common pilus (ECP). The
agg operon was sequenced exhibiting high identity (96%) of aggDBC with the same genes
present in EAEC 17-2, and aggA (99%) with a gene encoding the variant AggA4s7. The genes
of the ecp operon showed high identity (99%) with the same operon of EPEC E2348/609.
Mutants in the genes encoding AAF/I and ECP ushers (aggC and ecpC, respectively) were
obtained. The analysis of the interaction of both mutants with HeLa cells showed the
maintenance of the aggregative adherence and the ability to cause the A/E lesion. However,
the aggC mutant presented significant decrease in the number of adherent bacteria.
Phylogenetic analysis in relation to other DEC pathotypes situated this strain in the group
consisting predominantly of EPEC. The data obtained indicated that the Ec48/66 strain is an
atypical EPEC able to cause the A/E lesion in vitro and to express the aggregative adherence
pattern, which is partially dependent on a variant of AAF/I fimbriae, but not on ECP fimbriae.

Key words: Adhesion. Enterophatogenic Escherichia coli. AAF/I fimbriae. ECP fimbriae.



1 INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1 Escherichia coli diarreiogénica

A doenca diarreica é considerada um dos principais problemas de saide mundial. De
acordo com dados da Organizacdo Mundial da Saide (OMS), a diarreia esta entre as
principais causas de mortalidade infantil, afetando cerca de 2 milhdes de criangas a cada ano
em todo o mundo, especialmente nos paises em desenvolvimento (WHO, 2009). No Brasil a
doenca também é uma das maiores causas de morte de criangas abaixo de 5 anos de idade
(BRYCE et al., 2005). Segundo dados da OMS, rotavirus e E. coli sdo os dois agentes
etioldgicos mais comuns da diarreia nos paises em desenvolvimento, responsaveis por metade
dos 6bitos associados a essa patologia (LANATA et al., 2013).

As E. coli sdo encontradas na microbiota intestinal do homem e de outras espécies
animais de sangue quente (DRASAR; HILL, 1974). Devido a sua capacidade de adaptacéo a
diferentes ambientes, estdo presentes em variados habitats, tanto terrestres quanto aquaticos
(MARTINEZ; TRABULSI, 2008). Geralmente as E. coli estdo confinadas no limen intestinal
como organismos simbiontes. Entretanto, em situacdes adversas onde o hospedeiro encontra-
se debilitado e as barreiras intestinais sdo violadas, cepas ndo patogénicas podem causar
infeccdes. No homem as infeccbes causadas por E. coli podem ser intestinais e
extraintestinais, dentre as quais destacam-se epidemiologicamente as infec¢Bes urinarias, as
sepses e as meningites de recém-nascidos (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

A espécie E. coli pertence a familia Enterobacteriaceae, compreendendo bacilos
Gram-negativos que compbe predominantemente a microbiota intestinal humana,
desempenhando um importante papel na manutencdo da fisiologia intestinal (NATARO;
KAPER, 1998). De acordo com o esquema proposto por Kauffmann, os membros desta
especie podem ser diferenciados com base no antigeno somatico (O), que corresponde a
porc¢éo lipopolissacaridica da membrana externa (LPS), e no antigeno flagelar (H), podendo
assim ser classificados em sorogrupos (O) e sorotipos (O:H) (KAUFFMANN, 1947).

Atualmente sdo identificados mais de 180 sorogrupos O em E. coli, que podem ser
subclassificados em mais de 60 sorotipos O:H, possibilitando mais de 10.000 combinagdes.
Porém, o numero de sorotipos associados a diarreia € muito restrito (CAMPOS;
FRANZOLIN; TRABULSI, 2004).



As cepas de E. coli causadoras de infecgOes intestinais sdo conhecidas como
diarreiogénicas e estdo agrupadas em seis categorias ou patétipos, considerando seus
diferentes mecanismos de viruléncia, sindromes clinicas que causam, sorotipos e 0s tipos de
interacdo com linhagens celulares (NATARO; KAPER, 1998). Esses patétipos sao
denominados: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroinvasora (EIEC), E. coli produtora da toxina Shiga (STEC); E. coli enteroagregativa
(EAEC) e E. coli que adere difusamente a células epiteliais (DAEC) (NATARO; KAPER,
1998). As bactérias pertencentes a cada uma dessas categorias causam diarreia por
mecanismos distintos, afetam diferentes grupos populacionais e expressam diferentes fatores
de viruléncia (CLEMENTS et al., 2012; NATARO; KAPER, 1998).

A figura 1 apresenta um esquema da geracdo de cada um dos seis patotipos de E. coli
diarreiogénicas, a partir de uma E. coli ndo patogénica que adquire os principais fatores de
viruléncia caracteristicos de cada patotipo. Dentro dos patétipos EPEC e EAEC, a perda de
alguns desses fatores originam as cepas atipicas.



Figura 1 - Classificacéo das E. coli diarreiogénicas em patétipos determinados pela presenca
de fatores de viruléncia especificos.
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As setas pretas indicam aquisicdo de fatores de viruléncia; as setas vermelhas indicam perda de fatores. CF,
fatores de colonizagdo; LT, toxina termol&bil; ST, toxina termoestavel; Afa/Dr, adesinas da familia DR;
Stx1/Stx2, toxinas Shiga tipo 1 e 2; pAA, plasmideo de viruléncia de EAEC; aggR, codifica o ativador de genes
de viruléncia de EAEC; pINV, plasmideo de invasdo de EIEC/Shigella; Shigella PAL, ilha de patogenicidade de
Shigella spp.; bfp, operon que codifica a fimbria BFP; LEE, locus of enterocyte effacement; pEAF, plasmideo E.
coli adhrence factor. Fonte: Adaptado de Croxen et al. (2013).

ETEC é o patdtipo capaz de produzir uma ou ambas enterotoxinas, denominadas
termolabil (LT) e termoestavel (ST). Esse patétipo pode aderir a mucosa intestinal através dos
seus varios fatores de colonizacdo (NATARO; KAPER, 1998). A colonizagdo e a presenca
das enterotoxinas levam a uma diarreia aquosa tipicamente associada a infec¢do causada por
ETEC, atingindo criangas e adultos. Além disso, é fortemente associada como agente de
diarreia do viajante (ARENAS-HERNANDEZ; MARTINEZ-LAGUNA; TORRES, 2012).

As cepas de EIEC causam diarreia aquosa, colite inflamatdria ou disenteria. SAo muito
relacionadas a Shigella spp. em termos de caracteristicas genéticas, bioquimicas e de
patogenicidade (CROXEN et al., 2013). O mecanismo de patogénese das EIEC consiste da

invasdo da mucosa intestinal, seguida de fagocitose e lise do vacuolo endocitico,



multiplicacdo intracelular, movimentacéo no citoplasma e passagem para as células adjacentes
(PARSOT, 2005).

STEC foi primeiramente identificada como agente de um surto de diarreia
sanguinolenta e da sindrome hemolitica urémica (SHU) nos EUA (RILEY et al., 1983). E
classificada como um patdgeno zoondtico que pode causar gastroenterite e colite
hemorréagica, podendo ainda provocar a SHU, uma severa complicacdo renal e sistémica
devido a acdo da toxina Shiga (Stx) em diversos 6rgaos (FRANKEL et al., 1998). As STEC
possuem ainda uma subcategoria, denominada E. coli enterohemorréagica (EHEC), sendo que
a diferenca entre elas da-se pela capacidade das EHEC de causar a lesdo attaching and
effacing na mucosa intestinal, semelhante as EPEC (NATARO; KAPER, 1998).

DAEC foi assim denominada devido ao padrdo de adesdo difusa (AD) que as cepas
deste patdtipo apresentam em ensaios de interacdo em células epiteliais cultivadas, onde as
bactérias aderem-se de forma difusa sobre toda a superficie celular (NATARO et al., 1987). A
associacao de DAEC com diarreia é controversa, uma vez que varios estudos epidemiol6gicos
ndo associam esse patotipo a doenca diarreica (GIRON et al., 1991; GOMES et al., 1998;
RODRIGUES et al., 2002; SCALETSKY et al., 2002a).

1.2 E. coli enteroagregativa

O termo E. coli enteroaderente agregativa foi estabelecido por Nataro et al. (1987) ao
classificar algumas cepas de E. coli isoladas em um estudo epidemioldgico sobre a etiologia
da diarreia aguda em criangas no Chile. Essas cepas apresentavam um tipo de interacéo
distinto com células HEp-2, designado como adesdo agregativa (AA). No padrdo AA as
bactérias aderem-se umas as outras, a superficie das células HEp-2 e também a superficie da
laminula na auséncia de células, numa configuracdo que lembra tijolos empilhados,
formando agregados heterogéneos (NATARO et al., 1987). Posteriormente o patotipo passou
a ser chamado E. coli enteroagregativa ou EAEC (BAUDRY et al., 1990).

De modo semelhante ao que ocorreu com as EPEC, Sarantuya et al. (2004)
propuseram a classificacdo de cepas de EAEC nos grupos tipica e atipica. Enquanto as EPEC
sdo classificadas nesses dois grupos levando-se em conta a presenca ou auséncia do
plasmideo pEAF (KAPER, 1996), no patotipo EAEC essa classificacdo se baseia na presenca

ou ndo do gene aggR, o qual codifica uma proteina reguladora global dos genes de viruléncia



de EAEC e esta localizado no seu plasmideo de viruléncia (HARRINGTON et al., 2006;
NATARO et al., 1994).

Desde a sua primeira descricdo, EAEC esta associada com casos de diarreia nos mais
variados cendrios ao redor do mundo. Estes estudos incluem a diarreia endémica em criancas,
tanto em paises industrializados quanto em desenvolvidos (HUANG; DuPONT, 2004,
HUANG et al., 2004; OKEKE; NATARO, 2001), a diarreia persistente (>14 dias) entre
individuos com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida e criancas desnutridas,
especialmente em paises em desenvolvimento (GASSAMA-SOW et al., 2004; HUANG et
al., 2006; MATHEWSON et al., 1998), e como causa da diarreia do viajante (ADACHI et
al., 2001; GASCON et al., 1998; OKHUYSEN; DUPONT, 2010).

EAEC tem sido reconhecida cada vez mais como agente de diarreia aguda e
persistente em paises desenvolvidos e em desenvolvimento e € considerado um
enteropatogeno emergente (BHAN et al., 1989; CRAVIOTO et al., 1991; FANG et al., 1995;
HARRINGTON et al., 2006; KAPER et al., 2004). Além disso, surtos de diarreia causados
por EAEC associados ao consumo de alimentos contaminados foram relatados em paises
desenvolvidos, como Reino Unido (SMITH et al., 1994; SMITH et al., 1997), Japdo
(HARADA et al., 2007; ITOH et al., 1997; YATSUYANAGI et al., 2002) e Italia (SCAVIA
et al., 2008). Em um dos surtos no Japdo foram acometidas 2.697 criancas em idade escolar
(ITOH et al., 1997).

Mais recentemente, um surto de diarreia de grandes proporc6es atingiu varios paises
da Europa, principalmente a Alemanha. Foram afetados 4.321 individuos, sendo que 900
destes desenvolveram a SHU, ocasionando mais de 50 mortes. A cepa responsavel por este
grave surto foi um hibrido de EAEC e EHEC, uma E. coli 0104:H4 que carregava fatores de
viruléncia encontrados em EAEC tipica, além do gene que codifica a toxina Stx de STEC
(BIELASZEWSKA et al., 2011; GRAD et al., 2012). Outros relatos de casos de EAEC que
adquiriram o gene stx, ja haviam sido reportados no Japdo (I'YODA et al., 2000), Franga
(MORABITO et al., 1998), Irlanda do Norte (DALLMAN et al., 2012) e Republica Centro-
Africana (MOSSORO et al., 2002). Recentemente Clements et al. (2012) propuseram a
classificacdo dessas cepas em um novo patotipo denominado STEAEC.

A patogenicidade de EAEC tem sido atribuida a fatores particulares que ndo estdo
uniformemente distribuidos entre as cepas de EAEC isoladas ao redor do mundo (GIOPPO et
al., 2000; JENKINS et al., 2006; NATARO; KAPER, 1998; OKEKE et al., 2000; SPENCER



et al., 1999; SARANTUYA et al., 2004; UBER et al., 2006). Ndo foi encontrado até o
presente momento um marcador de viruléncia comum a todos isolados de EAEC
(ESTRADA-GARCIA; NAVARRO-GARCIA, et al., 2012).

A patogénese de EAEC ainda ndo é bem definida, porém diversos estudos sobre o
assunto sugerem um modelo de trés estagios para a sua patogénese: (1) adesédo inicial a
mucosa intestinal e 8 monocamada de muco (HICKS et al., 1996; TZIPORI et al., 1992); (2)
inducdo de producdo de muco, seguido de formacéo de biofilme sobre a superficie da mucosa
(HICKS et al., 1996) e (3) desencadeamento de um processo inflamatorio com liberagdo de
citocinas, o qual resulta em danos a mucosa e secrecao intestinal (BOUCKENOOGHE et al.,
2000; GREWAL et al., 1997; HARRINGTON et al., 2005; JIANG et al., 2002; STEINER et
al., 1998). O hospedeiro que sofre de subnutricdo pode ser incapaz de reparar os danos e
tende a desenvolver a sindrome da diarreia persistente.

O ensaio de adesdo as células epiteliais HEp-2 ou Hela constitui-se no teste de
referéncia para deteccdo da categoria EAEC, evidenciando o padrdo AA caracteristico
(NATARO; KAPER, 1998). Como alternativa ao teste de adesdo, Baudry et al. (1990)
desenvolveram uma sonda genética que consiste de um fragmento criptico de 1 kb do
plasmideo presente em uma cepa de EAEC pertencente ao sorotipo O3:H2 (cepa 17-2). Esse
fragmento, descrito inicialmente como sonda CVD432 e, posteriormente, como sonda AA ou
sonda EAEC, tem sido amplamente usado na deteccdo de EAEC, embora sua especificidade e
sensibilidade variem de acordo com o grupo de cepas em estudo, confirmando a
heterogeneidade dentro do patétipo (BAUDRY et al., 1990; DEBROY et al., 1994; FANG et
al., 1995; GOMES et al., 1998). Posteriormente, Nishi et al. (2003) evidenciaram que 0
fragmento sonda CVD432 na verdade corresponde ao gene aatA, o qual faz parte de um
cluster de cinco genes (aatPABCD) que codificam as proteinas do sistema do tipo ABC de
secregédo. Desta forma, a sonda CVVD432 passou a ser corretamente denominada de aatA.

Além da expressdo de adesinas e toxinas, varios outros fatores de viruléncia tém sido
caracterizados em EAEC, codificados por genes localizados tanto em plasmideos quanto no
cromossomo de cepas consideradas prototipo (ESTRADA-GARCIA; NAVARRO-GARCIA,
2012).

Grande parte dos potenciais fatores de viruléncia conhecidos em EAEC foi
caracterizada na cepa prototipo 042. Essa cepa pertencente ao sorotipo O44:H18, foi isolada

de um caso de diarreia no Peru e foi capaz de causar diarreia em voluntarios humanos



(NATARO et al.,, 1985; NATARO et al., 1995). Nessa cepa, a maioria dos genes que
codificam esses fatores estdo localizados no plasmideo de viruléncia associado a adesdo
agregativa denominado pAA2 (CZECZULIN et al., 1999).

Um grupo de proteinas denominadas autotransportadores pertencentes a familia
serino proteases, mais conhecidas como SPATES (serine protease autotransporters of
Enterobacteriaceae) participam da patogénese de EAEC. Essas proteinas possuem um
dominio C-terminal conservado que forma um poro na membrana externa da bactéria, por
onde a proteina madura € transportada (HENDERSON et al., 1998). A cepa prototipo 042
apresenta em seu genoma, 0s genes pet e pic, que codificam dois membros das SPATE.

Pet (plasmid encoded toxin) foi inicialmente descrita como uma toxina capaz de
causar acumulo de fluido e lesdes necrdticas e hemorragicas em al¢a ligada de rato
(ESLAVA et al., 1998). Além dessas atividades enterotoxicas, Pet tem atividade de
citotoxica clivando a o fodrina, leva a disrupgao do citoesqueleto e causando o destacamento
e morte de celulas epiteliais.

Pic (protein involved in intestinal colonization) apresenta atividade mucinolitica, de
hemaglutinacdo e confere a bactéria a capacidade de resistir a atividade bactericida do soro
(HENDERSON et al., 1999). Diferentemente de pet, localizado no pAA2 da cepa EAEC
042, o gene pic esta localizado em seu cromossomo e a sua presenca também foi detectada
em Shigella flexneri 2a (HENDERSON et al., 1999). Localizado na fita antissenso ao gene
pic, estdo os genes setBA, os quais codificam a enterotoxina ShET-1 (Shigella enterotoxin 1),
que promove acumulo de fluido em alca ligada de coelho (FASANO et al., 1995).

Além dos genes pic e setBA no cromossomo da cepa 042, foi localizado o gene irp-2
que codifica a proteina iron-repressible high-molecular weight protein 2, envolvida na
biossintese de um sider6foro em Yersinia enterocolitica (SCHUBERT et al., 1998).

O sequenciamento do genoma da cepa protétipo 042 revelou que o locus pic/setBA
estd inserido em uma ilha de patogenicidade (PAI) de 117 kb inserida no locus do RNA
transportador pheU. Essa PAI contém um grupo de genes regulados por AggR, 0s quais
foram denominados aai (AggR-activated island) (DUDLEY et al., 2006b). Esse operon
codifica genes envolvidos na secrecdo de pelo menos uma proteina e parece fazer parte de
um aparato de secrecdo do tipo VI. A contribuicdo dos produtos dos genes aaiA para a
patogénese de EAEC ¢ desconhecida, porém aparentemente ndo tém funcéo na aderéncia a

superficies ou a células do epitélio intestinal (DUDLEY et al., 2006b).



Czeczulin et al. (1999) identificaram diversos genes na cepa protétipo 042 associados
a viruléncia de EAEC. Entre eles os genes plasmideais astA, aap, shf, rfbU e virK.

Adjacente ao gene pet localiza-se 0 gene astA, que codifica a enterotoxina
termoestavel EAST-1 (E. coli heat-stable enterotoxin 1). Essa enterotoxina é capaz de
induzir um aumento da concentragdo de cGMP intracelular de forma semelhante a toxina ST
de ETEC (SAVARINO et al., 1993). O papel de EAST-1 na patogénese de EAEC é
controverso, uma vez que a sua presenca também foi detectada em cepas de E. coli ndo
patogénicas (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; SAVARINO et al., 1996).

O gene aap (anti-aggregation protein) codifica a proteina dispersina, relacionada a
dispersdo bacteriana na mucosa intestinal (SHEIKH et al., 2002; VELARDE et al., 2007). A
translocacdo da dispersina através da membrana externa esta relacionada ao sistema de
transporte do tipo ABC do qual o gene aatA faz parte (NISHI et al., 2003).

O sequenciamento do plasmideo pAA2 da cepa 042 revelou ainda os genes shf, rfbU
e virK (CZECZULIN et al.,1999), o qual apresentou alta similaridade com 0 mesmo grupo
localizado no plasmideo de viruléncia de Shigella flexneri (FUJIYAMA et al., 2008). Esse
grupo de genes foi denominado cap cluster, devido a antiga nomenclatura capU para o gene
rfoU (CZECZULIN et al.,1999; RAJAKUMAR et al., 1996). O gene plasmideal shf, assim
denominado por apresentar homologia com dois genes descritos em Shigella flexneri 2a (shfl
e shf2), codifica uma proteina homdloga a IcaB de Staphylococcus epidermidis, relacionada a
formacdo de biofilme nessa espécie (CZECZULIN et al., 1999). O gene rfbU codifica uma
proteina que apresenta 50% de identidade com uma proteina relacionada a biossintese de
lipopolissacarideo de E. coli 0157:H7 (CZECZULIN et al., 1999). O gene virK foi sugerido
como sendo um regulador pos-transcricional de virG, ambos localizados no plasmideo de
viruléncia de Shigella flexneri (NAKATA et al., 1992).

Adesinas ndo fimbriais ou proteinas de membrana externa associadas ao padrdo AA,
tém sido evidenciadas em diversas cepas de EAEC pertencentes a distintos sorotipos
(CHART et al., 1995; DEBROY et al., 1995; MONTEIRO-NETO et al., 1998, 2003; WAI et
al., 1996). Debroy et al. (1995) e Wai et al. (1996) relataram a presenga de proteinas de
membrana externa de 30 e 38 kDa, respectivamente, relacionadas ao fendtipo AA em cepas
de EAEC. A proteina de membrana externa de 58 kDa (Aggregative protein 58) ou Ap58,
com propriedades hemaglutinantes descrita em cepas de EAEC do sorogrupo O111:H12,
possui participacéo na adesdo agregativa (MONTEIRO-NETO et al., 2003).



Técnicas de microscopia eletrénica de transmissao e de hemaglutinacdo evidenciaram
estruturas fimbriais em cepas de EAEC (KNUTTON et al., 1992; SUZART et al., 2001;
VIAL et al., 1988). Entretanto, apenas as estruturas denominadas aggregative adherence
fimbria (AAF) foram caracterizadas geneticamente (BERNIER et al., 2002; BOISEN et al.,
2008; CZECZULIN et al., 1997; ELIAS et al., 1999; NATARO et al., 1992).

As AAFs sdo codificadas em plasmideos de alta massa molecular, denominados pAA.
Até o momento, sdo conhecidos cinco tipos de AAF, nomeados de |1 a V (BERNIER et al.,
2002; BOISEN et al., 2008; CZECZULIN et al., 1997; DALLMAN et al., 2012; NATARO et
al., 1992).

Vial et al. (1988) demonstraram que na cepa protétipo 17-2 a capacidade de aderir de
forma agregativa estava associada a presenca do plasmideo pAAl de aproximadamente 60
MDa. Em seguida, Nataro et al. (1992) relataram a existéncia de uma fimbria disposta em
feixes, com didmetro de 2-3 nm presente nesta cepa, a qual foi denominada de AAF/I. Os
genes necessarios para a expressdo de AAF/I estdo contidos no pAAl, formando duas
regides distintas separadas por um segmento de 9 kb (NATARO et al., 1993). A regido 1
contém o cluster de quatro genes aggDCBA, os quais codificam a pilina (aggA), o usher
(aggC), a chaperona (aggD) e uma proteina criptica (aggB). AggA é a subunidade estrutural
da fimbria AAF/I e correspondente a uma proteina de 14 kDa (SAVARINO et al., 1994). A
regido 2 apresenta um regulador homologo a classe de proteinas reguladoras da transcricao
da familia AraC, denominado AggR, ativador transcricional necessario para a expressao
dessa fimbria (NATARO et al., 1994).

A fimbria AAF/II foi descrita na cepa protdtipo 042 e é genética e morfologicamente
distinta de AAF/I. Apresenta estrutura em forma de feixes semirrigidos e medeia o padrdo
AA em células epiteliais. Em semelhanca ao operon de AAF/I, os genes que codificam
AAF/I1 estdo localizados em um plasmideo (pAA2) de 65 MDa e estdo organizados em duas
regides ndo contiguas, separadas por um fragmento de 12 kb (CZECZULIN et al.,1997). Na
regido 1 estdo os genes que codificam a chaperona AafD, a pilina AafA, e o ativador
transcricional AggR e na regido 2 estdo os genes que codificam o usher AafC e a proteina
criptica AafB (ELIAS et al., 1999).

A terceira fimbria AAF foi identificada na cepa de EAEC 55989 por Bernier et al.
(2002). AAF/IIl também esta envolvida com a agregacdo das bactérias e sua adesdo

agregativa a células epiteliais. A sua biogénese € codificada pelo operon agg-3, o qual é



bastante semelhante ao operon das adesinas Afa de E. coli uropatogénica (UPEC) (SERVIN,
2005). Diferentemente de AAF/I e 11, as quais formam feixes frouxos, AAF/I1l aparece em
filamentos individuais longos e flexiveis. A organizacdo do cluster AAF/I1I é muito similar a
organizacdo da AAF/I, constituido pelos genes agg-3A, agg-3B, agg-3C, agg-3D. Em uma
regido localizada 5 kb & jusante do gene agg-3A, se localiza um gene que possui homologia
com aggR (BERNIER et al., 2002).

As sequéncias de aminoacidos deduzidas a partir das sequéncias de nucleotideos dos
genes envolvidos com a biogénese de AAF/I e AAF/II, apresentam similaridade com as
proteinas relacionadas a biogénese das adesinas Afa/Dr por possuirem regides conservadas
nos genes que codificam a proteina de membrana externa (usher) e a proteina periplasmatica
(chaperona) (NATARO et al., 1998). A familia Dr de adesinas é composta por adesinas
seguindo a arquitetura: chaperona, proteina usher, subunidade acessoria e subunidade
principal. Sdo expressas por E. coli e relacionadas com infecgdes do trato intestinal e trato
urinério que apresentam como receptor comum o antigeno eritrocitario do grupo sanguineo
Dr, presente na molécula decay-accelerating factor (NOWICKI et al., 1990; SERVIN,
2005).

Recentemente a adesina Hda foi associada ao fen6tipo AA produzido pela cepa de
EAEC C1010-00, isolada de um caso de diarreia na Dinamarca (BOISEN et al., 2008). A
biogénese dessa adesina também é codificada por quatro genes que formam o operon
hdaDCBA. Sua sequéncia revelou homologia com a adesina afimbrial M-aglutinina,
produzida por cepas de UPEC, e também com a adesina Afa-8 de DAEC. Embora na cepa
C1010-00 a adesina seja codificada por um operon de configuracdo genética semelhante a
Afa-Dr, analises de sequéncia mostraram que HdaA pertence a um grupo filogenético
diferente do grupo formado pelas adesinas AAF. Considerando o fen6tipo AA o qual a cepa
confere, juntamente com a presenca de fatores de viruléncia de EAEC, como aatA, aap e
aggR, que esta associado a regulacdo dos genes que codificam as adesinas AAF em EAEC,
foi proposta a designacdo AAF/IV para o novo tipo de adesina relacionado ao padréo AA.

Uma cepa de E. coli do sorotipo 0111:21 foi isolada de uma crianga internada com
SHU na Inglaterra, essa cepa foi caracterizada como um hibrido de EAEC/STEC e, assim
como no surto da Alemanha em 2011 (BIELASZEWSKA et al., 2011), a cepa apresentava o
plasmideo pAA de EAEC além do gene stx, que codifica a toxina Stx. Apds analise de

sequenciamento do genoma dessa cepa, Dallman et al. (2012) identificaram 0s genes que



codificam uma nova fimbria agregativa diferente das descritas até 0 momento, classificando-a
como AAF/V (DALLMAN et al., 2012; PRAGER et al., 2014).

1.3 E. coli enteropatogénica

EPEC tem sido identificada como um dos principais agentes da diarreia aguda na
infancia em paises em desenvolvimento (NATARO; KAPER, 1998). Esse pat6tipo tem a
capacidade de causar uma leséo histopatologica no epitélio intestinal, bem como em cultura
celular, denominada lesdo attaching and effacing (A/E), além de ndo secretar a toxina Stx,
atributo de STEC (TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002). A lesdo A/E, apresentada na
figura 2, é caracterizada pela desestruturacdo das microvilosidades intestinais, aderéncia
intima da bactéria a membrana apical da célula epitelial, rearranjo do citoesqueleto e
formacdo de estruturas celulares semelhantes a pedestais, formadas pelo acimulo de actina
polimerizada, onde a bactéria permanece aderida (MOON et al., 1983).

Figura 2 — Lesao attaching and effacing em uma cepa de EPEC.

Fotomicrografia de uma lesdo attaching and effacing em bidpsia duodenal humana demonstrando a
desestruturacdo das microvilosidades (mv), polimerizacdo da actina com formacdo do pedestal (indicada por
uma estrela) e adesdo de uma EPEC (indicada por uma seta). Fonte: Pedroso et al. (1993).

Os genes responsaveis por esse processo encontram-se em uma ilha de

patogenicidade cromossdmica denominada locus of enterocyte effacement (LEE) (CLARKE



et al., 2003; DONNENBERG et al., 1997; ELLIOT et al., 1998; McDANIEL et al., 1995).
Dentre eles estdo o gene eae, que codifica a adesina intimina; os genes esc, codificadores do
sistema de secrecdo do tipo Ill; os genes esp, que codificam as proteinas secretadas Esp (E.
coli secreted proteins); e o gene tir, o qual codifica o receptor da intimina denominado
translocated intimin receptor (Tir) (FRANKEL et al., 1998; KAPER et al., 2004; TAYLOR
et al., 1999). Os genes que fazem parte de LEE estdo organizados em cinco operons
principais: LEE1, LEE2, LEE3, LEE4 e LEE5 (MELLIES et al., 1999).

Além das proteinas codificadas por LEE, outros fatores complementares, mas nao
essenciais, participam da patogénese de EPEC. Esses fatores estdo albergados em um
plasmideo denominado pEAF (E. coli adherence factor). Nesse plasmideo encontra-se o
operon bfp, que codifica a fimbria bundle forming pilus (BFP), uma fimbria do tipo IV,
organizada em forma de feixes (GIRON et al., 1993); o operon per (plasmid encoded
regulator), o qual codifica um complexo regulador dos genes de viruléncia de EPEC (TOBE
et al, 1999); além de uma sequéncia criptica chamada fragmento sonda EAF, muito utilizada
como marcador para o diagnéstico molecular de EPEC.

A lesdo A/E pode ser visualizada através de microscopia eletrénica de transmisséo, ou
pelo ensaio conhecido como teste de FAS (fluorescent-actin staining), onde a actina
polimerizada acumulada no pedestal é evidenciada através da ligacdo a faloidina marcada a
um fluorocromo e visualizada em microscopia de fluorescéncia (KNUTTON et al., 1989).

Todo processo que leva a formacdo da lesdo A/E pode ser divido em quatro fases
(CLARKE et al., 2003). Primeiramente as interacdes com a célula hospedeira sdo mediadas
pela fimbria BFP, filamentos EspA e flagelo. No segundo estagio, ocorre a desestruturacéo
das microvilosidades e moléculas efetoras, cujos genes estdo presentes em LEE e também
fora da ilha de patogenicidade, sdo secretadas para o interior da célula hospedeira através do
sistema de secrecdo do tipo Ill. No terceiro estagio ocorre uma adesdo intima da bactéria ao
enterdcito, mediada pela interacdo intimina-Tir, provocando acumulo de actina polimerizada e
outros componentes do citoesqueleto neste local da adesdo. Finalmente, estas alteragcdes no
citoesqueleto véo levar a formagdo de uma estrutura semelhante a um pedestal, no qual a
EPEC permanece aderida. Estas alteragbes na mucosa intestinal levam ao desequilibrio
eletrolitico que culmina na diarreia (CROXEN; FINLAY, 2010).

Com o avango em termos de caracterizagdo genética de cepas de EPEC, a literatura

especifica passou a apontar uma diversidade nessas cepas. Por esse motivo, durante o 2°



Simpdsio Internacional sobre EPEC foi definida uma nova classificacdo que dividia as EPEC
em tipicas (tEPEC) e atipicas (aEPEC). Essa subclassificacdo permitiu diferenciar cepas de
tEPEC pela presenca do plasmideo pEAF, mencionado anteriormente, enquanto as aEPEC
ndo apresentam esse plasmideo (KAPER, 1996).

Como aEPEC ndo carrega o pEAF e, portanto, ndo expressa a fimbria BFP, a interago
com as células hospedeiras e a formagdo da lesdo A/E é tardia em comparagdo com tEPEC
(BUERIS, 2008), sendo inicialmente mediada por ESpA, seguida pela interacdo intimina-Tir
guando a adesdo se torna intima (HERNANDES et al., 2009). A participacdo de outras
adesinas encontradas em aEPEC, bem como do flagelo, ndo podem ser descartadas nessa
etapa da patogénese (GIRON et al., 2002; SAMPAIO et al., 2009).

Durante décadas, os diversos estudos epidemioldgicos sobre a diarreia infecciosa
apontaram as tEPEC como o enteropatégeno mais prevalente em nosso meio, embora fosse
rara nos paises desenvolvidos (GOMES et al., 1989; GOMES et al., 1991; NATARO,
KAPER, 1998). Nos ultimos anos, com a introducdo da subdivisdo de EPEC em tipicas e
atipicas, houve uma frequente observacédo do predominio da incidéncia de aEPEC no Brasil, e
um declinio na incidéncia de tEPEC (HERNANDES et al., 2009; TRABULSI; KELLER;
GOMES, 2002). Diversos estudos epidemioldgicos recentes confirmam esse dado,
demonstrando que as aEPEC configuram um grupo de patdégenos emergentes (ARAUJO et
al., 2007; BUERIS et al., 2007; FRANZOLIN et al., 2005; HERNANDES et al., 2009;
SCALETSKY et al., 2009; TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002). As aEPEC estdo
atualmente entre os principais agentes de diarreia em nosso meio e em outros paises
(FRANZOLIN et al., 2005; HERNANDES et al., 2009; TRABULSI; KELLER; GOMES,
2002). Por exemplo, 92% de isolados de EPEC coletados de criangas no Brasil entre os anos
de 2001 a 2002 foram classificados como aEPEC, comparados com 38% entre 0s anos de
1998-1999 em outro estudo (FRANZOLIN et al., 2005; SCALETSKY et al., 2010). Cepas
isoladas de criancas com diarreia no Iran apresentaram prevaléncia de 39,3% de tEPEC,
contra 61,7% de aEPEC (BAKHSHI et al., 2013). Entretanto, ainda existem relatos de paises
onde a prevaléncia de tEPEC é superior a das aEPEC (ALIKHANI; MIRSALEHIAN;
ASLANI, 2006; KOTLOFF et al., 2013).

As tEPEC aderem a superficie de células epiteliais formando grupos compactos de
bactérias na superficie celular, o que caracteriza o padrdo denominado adesdo localizada, ou
AL (SCALETSKY et al., 1984). A fimbria BFP é responsavel pela formacéo da microcol6nia



bacteriana compacta, promovendo e estabilizando a interconex&o entre as bactérias (GIRON et
al., 1993). Por outro lado, as aEPEC podem aderir ou ndo a células epiteliais em cultura. As
aderentes expressam frequentemente o padrdo de adesdo localizada-like (AL-L), formando
grupos menos compactos que no padrdo AL apos periodos prolongados de interacéo,
geralmente 6 horas (ABE et al.,, 2009; RODRIGUES et al., 1996; VIEIRA et al., 2001).
Algumas cepas de aEPEC podem expressar os padroes AA ou AD (HERNANDES et al.,
2009). O padrdo AA é caracterizado por bactérias aderentes de forma semelhante a tijolos
empilhados, formando agregados na laminula e na superficie da célula epitelial (NATARO et
al., 1987), enquanto no padrdo AD, as bactérias aderem difusamente por toda a superficie
celular (SCALETSKY et al., 1984).

Figura 3 — Diferentes padrGes de adesdo em celulas
(a) b '

HeLa apresentados por cepas de aEPEC.

! i e RS . i
(a) adesdo localizada (AL), (b) adesdo localizada-like (AL-L), (c) adesdo difusa (AD) e (d) adeséo
agregativa(AA). Fonte: Hernandes et al. (2009).

A principio os padroes AA e AD definem os patétipos EAEC e DAEC,
respectivamente (NATARO; KAPER, 1998). Entretanto, cepas de E. coli diarreiogénicas
pertencentes a outros patétipos podem expressar esses padroes, tais como ETEC, EHEC e
aEPEC (DOS SANTOS et al., 2007; HERNANDES et al., 2009; SILVA et al., 1996; VIEIRA
et al., 2001). Desta forma, o padrdo de adesdo de uma E. coli diarreiogénica deve ser avaliado



em conjunto com determinantes de viruléncia para a definicdo do pat6tipo a que essa cepa
pertence.

Uma vez que as aEPEC sao desprovidas da fimbria BFP a adesdo aos enterdcitos €
resultante da interacdo dos filamentos EspA e do complexo intimina-Tir (CROXEN et al.,
2013), além do flagelo nas amostras moveis (SAMPAIO et al., 2009). A presenca de outras
adesinas ndo codificadas em LEE auxilia essa interacdo e, consequente, a colonizagdo da
mucosa intestinal.

Lda é a Unica adesina descrita originalmente a partir de uma cepa de aEPEC até
presente momento (SCALETSKY et al., 2005). A adesina Lda foi identificada em uma
aEPEC do sorotipo 026:H11, ¢é codificada pelo cluster de genes que compdem o locus for
diffuse adherence (Ida), apresenta estrutura ndo fimbrial e esta envolvida na adesdo de cepa
onde foi detectada (SCALETSKY et al., 2005). O gene IdaH, que codifica uma das
subunidade estruturais da adesina, foi detectado em outros sorotipos de aEPEC além do
026:H11 (SCALETSKY et al., 2005; SCALETSKY et al., 2009).

Estudos de caracterizacdo de aEPEC detectaram genes que codificam varias adesinas
originalmente descritas em outros patétipos de E. coli (AFSET et al., 2006; FREITAS, 2012;
GOMES et al., 2004; HERNANDES et al., 2011; SCALETSKY et al., 2010; TENNANT et
al., 2009).

Essas adesinas assessorias detectadas em aEPEC incluem algumas originalmente
descritas em STEC/EHEC: Lpf — long polar fimbriae (TORRES et al., 2002), Paa — porcine
AJ/E-lesion associated protein (BATISSON et al., 2003), Iha — IrgA-homologue adhesin (Tarr
et al., 2000), ToxB - codificado por toxB localizado no plasmideo pO157 de EHEC
(TATSUNO et al., 2001), Efal — EHEC factor for adhesion 1 (NICHOLLS et al., 2000); em
UPEC/DAEC: Afa — afimbrial adhesin (SERVIN, 2005), fimbria P (LANE; MOBLEY, 2007)
e fimbria tipo I (CONNELL et al., 1996); e em EAEC: pili do tipo IV ou Pil (DUDLEY et al.,
2006a). Alem daquelas presentes de forma ubiquitaria em E. coli: fimbria tipo I, ECP - E. coli
common pilus (RENDON et al., 2007), fimbria tipo curli (COLLINSON et al., 1993), HCP -
hemorrhagic coli pili (XICOHTENCATL-CORTES et al., 2007); e ELF - E. coli laminin-
binding fimbriae (SAMADDER et al., 2009).

Com excecgdo de Lda, o papel de todas essas adesinas na adesdo de aEPEC néo foi

estabelecido, uma vez que a maioria desses estudos so determinou a presenca dos seus genes.



1.4 E. coli sorotipo O142:H34

A sorotipagem de cepas de E. coli é extremamente util em estudos epidemiologicos.
Devido a associagédo epidemioldgica de certos sorogrupos de E. coli com diarreia, em 1987 a
OMS definiu EPEC como pertencente a um dos seguintes sorogrupos: 026, 055, 086, 0111,
0114, 0119, 0125, 0126, 0127, 0128, 0142 e 0158 (WHO, 1987). Esses sorogrupos
também sdo conhecidos como sorogrupos classicos de EPEC (TRABULSI; KELLER;
GOMES, 2002). Porém, estudos posteriores evidenciaram que 0s sorogrupos classicos de
EPEC incluem sorotipos constituidos por cepas pertencentes a outros patétipos, como EAEC,
ETEC e STEC/EHEC, e que alguns desses sorotipos correspondem a clones especificos
(CAMPOS; FRANZOLIN; TRABULSI, 2004).

Os sorotipos de aEPEC podem ou nédo pertencer aos sorogrupos O de EPEC, além
disso, muitas cepas ndo apresentam antigenos O e H tipaveis. Mais ainda, sorotipos desta
categoria tém se mostrado bastante heterogéneos quanto aos fatores de viruléncia, podendo
apresentar adesinas e varias proteinas secretadas de outros patétipos (CAMPOS et al., 1994;
RODRIGUES et al., 1996; VALLE et al., 1997).

Tabela 1- Sorotipos frequentemente detectados em cepas de EPEC tipicas e atipicas.

EPEC Sorotipos

Tipicas O55:H6, 086:H34, O111:H2, O114:H2, O119:H6, O127:H6. O142:H6,
0142:H34

Atipicas 026:H11, O55:H7, 055:H34, O86:H8, Olllac:H8, O111:H9, O111:H25,
0119:H2, O125ac:H6, 0128:H2

FONTE: Trabulsi; Keller; Gomes (2002).

Vaérios estudos relataram o achado do sorogrupo 0142 como agente de diarreia aguda
(BLANCO et al., 2006; BUGAREL et al., 2011; CRAVIOTO et al.,1996; DULGUER et al.,
2003; FRANZOLIN et al., 2005; GHILARDI et al., 2003; GIRAO et al., 2006; GOMES et
al., 1989; IRINO et al., 1984; SCALETSKY et al., 2009; SCOTLAND et al., 1996)



Estudos relataram o aparecimento do sorogrupo O142 em nosso meio, como causa de
diarreia, a partir de 1984 (IRINO et al., 1984). Os principais sorotipos isolados desde ent&o
sdo 0 O142:H34 (BUGAREL et al., 2011; FRANZOLIN et al., 2005; GHILARDI et al., 2003;
IRINO et al.,, 1984) e 0o 0142:H6 (BUGAREL et al.,, 2011; CRAVIOTO et al.,1996;
GHILARDI et al., 2003; GIRAO et al., 2006; GOMES et al., 1989; IRINO et al., 1984;
ROSA et al., 1998; SCOTLAND et al., 1996). Geralmente as cepas desses sorotipos Sao
classificadas como tEPEC (TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002).

Ghilardi et al. (2003) avaliaram os diversos sorotipos que compunham o sorogrupo
0142 de cepas de E. coli de origem fecal isoladas entre 1977 e 1991 no Estado de S&o Paulo,
detectando os sorotipos 0142:H34 (57,5%), 0142:H6 (27%) e O142:H2 (11,5%).

Através da pesquisa da presenca de marcadores de viruléncia dos patotipos de E. coli
diarreiogénica, bem como a determinacdo dos padrdes de adesdo em células HeLa, foi
possivel mostrar que a maioria das cepas 0142 eram tEPEC (eae, bfp, EAF), mas algumas
foram classificadas como aEPEC (eae) (GHILARDI et al., 2003). Esse perfil foi mantido
dentro do sorotipo O142:H34, o mais frequente na amostragem.

De forma inusitada uma cepa do sorotipo 0142:H34 (Ec46/88) apresentou
caracteristicas genotipicas e fenotipicas hibridas de EPEC e EAEC, ou seja, a presenc¢a do
gene eae, 0 qual codifica a adesina intimina de EPEC; a auséncia do plasmideo pEAF, que
caracteriza EPEC tipica; a reatividade com o fragmento sonda CVVD432 (aatA), indicativo da
presenca do plasmideo de viruléncia de EAEC; e a expressdo do padrdo AA que caracteriza o
patétipo EAEC. Além disso, essa cepa ndo albergava os genes estruturais das fimbrias de
EAEC descritas até aquele momento (GHILARDI et al., 2003).

Conforme mencionado anteriormente, o padrdo AA ja foi evidenciado em varios
sorotipos de aEPEC, mas em nenhum caso houve a reatividade dessas cepas com a sonda
aatA usada no diagnostico de EAEC (ABE et al., 2009; DULGUER et al., 2003; ROBINS-
BROWNE et al., 2004; VIEIRA et al., 2001).

E complexa a classificagio como EPEC ou EAEC de uma cepa apresentando essa
combinacdo genotipica e fenotipica. A producdo do padrdo AA e a reatividade com a sonda
aatA sugerem que essa amostra seja uma aEPEC que adquiriu um plasmideo de viruléncia de
EAEC. Entretanto, a possibilidade de que ela seja uma EAEC que recebeu a regido LEE de
EPEC néo pode ser descartada. Os genes de viruléncia que codificam essas caracteristicas



estdo localizados em elementos mdveis, sendo susceptiveis a transferéncia horizontal
(McDANIEL et al., 1995; NATARO et al., 1993).

As fimbrias apresentam importante papel na interacdo bacteriana as superficies
bioticas e abidticas, além de outras funcbes (TORRES; ZHOU; KAPER, 2005). Uma vez que
isolados de aEPEC n&o expressam a fimbria BFP, a qual tem um importante papel na adeséo
de tEPEC, a caracterizagéo de outras adesinas fimbriais sdo importantes para o conhecimento
dos mecanismos de patogenicidade de aEPEC, especificamente a colonizacéo.

Poucos estudos na literatura caracterizaram adesinas de aEPEC néo codificadas em
LEE avaliando o papel na adesdo in vitro (HERNANDES et al., 2011; SCALETSKY et al.,
2005). As aEPEC apresentam um padrdo de adeséo totalmente heterogéneo, e o padrdo AA
pode ser mediado por essa enorme variedade de adesinas. Tendo em vista a importancia
epidemioldgica do sorotipo O142:H34 e a inusitada combinacdo de genes de viruléncia da
cepa Ec46/88, a caracterizagdo de marcadores de viruléncia adicionais nessa amostra pode
contribuir para o entendimento de seus mecanismos de viruléncia e sua correta classificagéo
como aEPEC ou EAEC.



6 CONCLUSOES

A cepa de E. coli diarreiogénica do sorotipo 0142:H34 (Ec46/88):

- E uma EPEC atipica capaz de causar lesdo A/E in vitro, filogeneticamente relacionada a
cepa prototipo de EPEC tipica E2348/69;

- Alberga um plasmideo de ~60 MDa que contém o fragmento sonda AA (aatA) e os genes do
operon que codifica as proteinas da biogénese da fimbria AAF/I, ambos encontrados na cepa
protétipo de EAEC 17-2;

- Apresenta 0 padrdo de adesdo agregativo em células epiteliais cultivadas de carater
multifatorial, mediado em parte por uma variante da fimbria AAF/I (AggAss7) e
minoritariamente pela fimbria de ECP. Adesinas acessorias ainda ndo caracterizadas

participam desse fenotipo.
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