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RESUMO

A Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) foi a primeira categoria de E. coli reconhecida como diarreiogénica e
ainda hoje estd associada a casos esporddicos e surtos de diarreia infantil. Em 1995, a EPEC foi classificada em
tipica e atfipica e, até o momento, muito se tem pesquisado sobre as diferencas patogénicas e epidemiolégicas
destas duas subcategorias e sua similaridade com outras categorias. Para consolidar estas informacées, a presente
pesquisa avaliou 98 fontes bibliograficas, sendo 81 artigos, oito teses, quatro dissertacdes e cinco livros. Essa
pesquisa destacou os seguintes resultados e conclusées: as EPEC tipicas (EPEC-t) t8m como principal reservatério
os seres humanos, no entanto j& foram registradas raras ocorréncias em alguns animais silvestres; as EPEC atipicas
(EPEC-a) sdo encontradas entre humanos e uma variedade de outros hospedeiros animais que podem servir de
reservatério e de fonte de contaminacéo para o homem e o ambiente, além disso, as EPEC-a apresentam indmeros
fatores de viruléncia comuns e especificos de outras categorias patogénicas, sugerindo que o aumento de sua
prevaléncia esteja relacionado ao fendmeno de interconversdo; a presenca da regido LEE (locus of enterocyte
effacement) completa (LEEA-D) e da ilha de patogenicidade OI-122 (efal/lifA, nleB, nleE, set/ent), juntamente com
os genes da hemolisina (ehxA) e da adesina (paa) podem auxiliar na identificacéo de potenciais estirpes patogénicas
de EPEC-qa; a identificacdo conclusiva de EPEC é realizada pelo diagnéstico molecular, onde se pesquisam os genes
eae, EAF e stx, sendo o perfil eae+EAF+stx— de EPEC-t e o eae+EAF—stx— de EPEC-a.

Palavras-chave: Escherichia coli enteropatogénica; Epidemiologia; Fatores de Viruléncia.

INTRODU(;AO intestinal em homens e animais, sendo denominadas
de E. coli diarreiogénicas® que séo diferenciadas
pela presenca de fatores de viruléncia como adesinas
fimbriais e afimbriais, toxinas e invasinas, e classificadas
em: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC),
E. coli enterohemorrdgica (EHEC) ou E. coli produtora
da toxina de Shiga (STEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC) e E. coli aderente difusa (DAEC)77.

A EPEC foi a primeira E. coli descoberta em 1940
e ainda hoje é considerada a mais versdtil entre
as categorias diarreiogénicas e uma das principais
causas de diarreia em criancas menores de 5 anos

A Escherichia coli é uma bactéria pertencente
4 familia Enterobacteriaceae, sendo amplamente
distribuida na natureza, tendo como principal habitat
o frato intestinal humano e animal'?345 A E. coli
comensal, que faz parte da microbiota intestinal, nédo é
patogénica e apresenta um importante papel fisiolégico
para o funcionamento do organismo. Existem seis
categorias patogénicas de E. coli que causam infeccdo
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o gene eae, porém sdo desprovidas do plasmidio EAF.
Tanto EPEC-t como EPEC-a devem ser desprovidas do
gene six (Shiga toxina) que caracteriza a STEC/EHEC™,
Por muito tempo, as EPEC-t estiveram associadas
& diarreia infantil, mas atualmente observa-se uma
reducdo desta subcategoria e o aumento de isolamento
de EPEC-a'®'¢'V. Cada subcategoria é representada
por diferentes sorotipos e as EPEC-t pertencem aos
sorotipos: O55:H[6], O86:H34, O111:H[2], O114:H2,

O119:H[6], O127:H6, O142:H6 e O142:H34,
enquanto que as EPEC-a perfencem aos sorotipos:
O26:H[11], Ob5:H[7], Ob55:H[34], O86:H[8],
Ol111ac:H[8], OT11:H[9], O111:H25, O119:H2,

O125:H6 e O128:H2, sendo identificados mais de
200 sorotipos de EPEC-a'®.

A EPEC-t representa a categoria original de EPEC
com comportamento epidemiolégico restrito  aos
seres humanos e patogenia bem definida. A EPEC-a
estd associada & diarreic humana tanto em paises
desenvolvidos quanto em desenvolvimento, pode ser
encontrada em diversos animais, alimentos e estar
distribuida em diferentes ambientes tanto aqudticos
como ferrestres>*>'?. Apesar de sua ampla distribuicéo
e da sua comprovada participaco como causa de
diarreia humana, sua patogénese e via de transmissdo
ndo est@o claramente estabelecidas?.

O mecanismo da patogénese de EPEC é a
lesdo A/E (attaching and effacing) que envolve
genes localizados na regido LEE (locus of enterocyte
effacement), considerada uma ilha de patogenicidade,
onde sd@o encontrados os genes ler (regulador
transcricional), esp (proteinas do sistema de secrecéo
do tipo Ill), tir (translocated intimin receptor — receptor
de intimina) e o gene eae/E. coli attachment-effacement
(adesina intimina)?'??.  Trés estdgios de interacdo
entre EPEC e a célula podem ser observados:
1) aderéncia localizada (AL) mediada pela fimbria BFP
(bundle-forming pilus) e codificada pelo gene plasmidial
EAF; 2) sinais de transducdo; e 3) aderéncia intima
promovida pela intimina (gene eae)’.

Para o diagnéstico da  EPEC, inicialmente
realiza-se a coprocultura para o isolamento da
bactéria que depois serd submetida a diferentes
testes complementares como: sorotipagem, ensaio de
aderéncia com células HEp-2, prova de FAS (fluorescent
actin-staining — coloracéo fluorescente & actina) e
técnicas de biologia molecular (reacdo em cadeia
mediada pela polimerase — PCR e suas variacdes) que
amplificam genes que codificam os fatores de viruléncia
que permitem a idenfificaco e subclassificacdo de
EPEC. Outros fatores de viruléncia que ndo estdo
envolvidos com a classificagdo desta categoria

podem estar presentes e distribuidos entre EPEC-t e
EPEC-q'92223,

Diante das constantes pesquisas e da diversidade
de questionamentos em relagio & EPEC, este
artigo apresenta  uma consolidacdo de material
bibliogréfico publicado nas ¢ltimas duas décadas,
com objetivo de proporcionar aos alunos, profissionais
microbiologistas, epidemiologistas, médicos e
outros da drea biomédica, esclarecimentos sobre

a epidemiologia, os principais fatores de viruléncia
e a identificacdo laboratorial desta importante e
versdtil categoria de E. coli diarreiogénica e suas
subcategorias.

METODOLOGIA
Esta revisdo consiste em uma pesquisa bibliogrdfica
exploratéria  realizada em duas bases de dados

cientfficas: Medical Literature Analysis and Retrieval
System  Online  (Medline/PubMed) e  Scientific
Electronic Library Online (SciELO). Além dos artigos,
teses, dissertacées e livros diddticos referentes a
drea microbiolégica foram utilizados como fontes
bibliograficas. A estratégia de busca nas bases de
dados foi realizada por meio da combinacdo dos
termos "EPEC", "EPEC ftipica", "EPEC atipica" com os
seguintes preditores em portugués, inglés e espanhol,
"fatores de viruléncia", 'patogenicidade", "humanos",
"animais", "ambiente", "diagndstico" e "epidemiologia".
O periodo considerado na busca bibliogréfica foi
de 1992 a 2013. O critério de busca permitiuv a
identificacGo de aproximadamente 400 publicagées,
que foram inicialmente avaliadas quanto ao ftitulo
e resumo, sendo selecionadas as que abordavam
a combinagdo dos termos "EPEC", "EPEC ftipica",
"EPEC afipica" com os preditores citados acima.
Posteriormente, uma leitura completa das publicacées
pré-selecionadas foi realizada e o fator relevante para
a selecdo final dos artigos foi quando o conjunto
composto por titulo, resumo, resultado e discussdo
forneciam informacées para o esclarecimento da
epidemiologia, dos principais fatores de viruléncia e da
identificacdo laboratorial de E. coli enteropatogénica
e suas subcategorias. Assim, 98 publicacées foram
utilizadas nesta revisdo, sendo 81 artigos, oito feses,
quatro dissertacdes e cinco livros ou capitulos de
livio. Para sintese desta revisdo, os resultados foram
apresentados de maneira condensada na forma
de quadros.

RESULTADOS

As EPEC podem ser isoladas de diferentes fontes
alimentos crus e processados; animais
domésticos e silvestres; ambientes naturais como dgua,
solo e areia de praia; fezes e solo de abatedouro
bovino e fazendas. Observa-se, com os resultados
deste levantamento, que a maioria dos artigos sobre
epidemiologia ndo difere as EPEC em subcategoria
tipica ou atfpica. Entre os trabalhos que fizeram
esta diferenciacdo, pode-se observar que as EPEC-a
sdo, constantemente, identificadas na dgua e com
frequéncia em animais domésticos e silvestres, enquanto
que as EPEC-t foram identificadas em raras ocorréncias
entre animais silvestres (como macaco de cativeiro,
coiote e cd@es) e, no ambiente aqudtico natural, como
rios, lagoas e enseadas. Com relacdo & frequéncia
em humanos, tanto a EPEC-a quanto a EPEC-t foram
identificadas em criancas e adultos com diarreia aguda
ou sem diarreia. Também foram identificadas poucas
ocorréncias de infeccdo concomitante com outros
micro-organismos (Quadro 1).

como em:



Fontes de Descricdo da fonte de isolamento de EPEC', EPEC-1?, Referanci
) 3 eferéncias
isolamento EPEC-a
Alimento Linguica foscana’, leite pasteurizado', carne moida',  FRANCO?; SILVA et al?®; BERBARDI et al?>; MARTINS et al?’; GOMEZ-
alface’, fomate!, dgua de consumo?, leite de ovelha®  ALDAPA et al?; CANIZALEZ-ROMAN et al??; OTERO et al®®
Animal Caes'?3, gatos!, bezerros!, bovinos'?, papagaios’,  SYDOW et al’'; MORATO et al?; CALIMANS®2; PEREIRA et al®3; VERDIER
macacos?® (cativeiro), coiotes??, insetos', porcos'?, et al*; TOTH et al®; KNOBL et al®**; CARVALHO et al*’; FORSTER et
ovinos3, galinhas sauddveis®, pdssaros silvestres3,  al*®; FRANCO?*; COOKSON et al*?; FROHLICHER et al*?; OH et al*!;
veados?, cavalos?, péneis?, alced, ursos pardos? OH et al*2; CHANDRAN e MAZUMDER*3; BEAUDRY et al*
Ambiente Areia de praia’, rios, lagoas e enseadas??®, dgua de  PEREIRA et al*3; CALIMAN®2; MONAGHAN et al*®; IBENYASSINE et
lastro e regides portudrias®, dgua de consumo’, fezes  al*¢; SIDHU et al*’; ALBERTINI*¢; MELO*
bovinas e solo (fazenda e abatedouro)?, solo!, dgua
de irrigacéo’
Humano Criancas e adultos com ou sem diarreia'?? ORLANDI et al*®; ALBERT et al'’®; BUERIS et al*'; OLIVA et al*?; AFSET

et al®®; ROBINS-BROWNE et al**; JAFARI et al®®; ARAUJO et al*;
BENDEZU e HUASASQUICHE®; AFSET et al*8; BLANCO et al®?;
COSTA et al®®; SOUSA¢!

Quadro 1 — Fontes de isolamento de EPEC

Entre  os  principais  fatos  epidemiolégicos
envolvendo as EPEC, observa-se: a) o aumento da
ocorréncia em EPEC-a e diminuicdo de EPEC-t entre
amostras de fezes humanas, sendo relatados surtos
de diarreia causada por EPEC-a em diversos paises;

b) a presenca de EPEC em animais domésticos
evidenciando esses animais como possiveis
reservatérios; e c) a classificacdo de EPEC-a em
dois subgrupos com base na classificacdo sorolégica

(Quadro 2).

Principais fatos epidemiolégicos

Referéncias

Aumento da frequéncia de EPEC-a e diminuicdo de EPEC-t entre
amostras humanas (fezes)

Surtos de EPEC-a em humanos

EPEC* em humanos

como reservatério de EPEC* para humanos

Cepas de EPEC-a podem ser classificadas em dois subgrupos:
pertencentes a sorotipos cléssicos, associados com diarreia; e as que
sdo ndo tipdveis ou pertencem aos sorotipos néo cldssicos

Gatos diarreicos ou sauddveis servem de reservatério para infeccées por

Caes aparentemente sadios, sem sintomas de colibacilose, podem servir

AFSET et al*®; BUERIS et al'; COSTA et al®®; AFSET et al®3; SHETTY et
al®?; HANNAOUI et al®3; SPANO et al®*; VILCHEZ et al®>; FRANZOLIN
et al®®; TRABULSI et al'*

SAKKEJHA et al®’; SHETTY et al®?; HANNAOUI et al®®; SPANO et al*;

VILCHEZ et al®*; FRANZOLIN et al®®

MORATO et al?

SYDOW et al®!

SCALETSKY et al®

* Sem diferenciacéo entre EPEC tipica e atipica.

Quadro 2 - Principais fatos epidemiolégicos envolvendo EPEC
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Gene ou Frequéncia de
regido de Especificacdo do fator de viruléncia EPEC atipica Referéncias
viruléncia NO/N* (%)**
hly Alfa-hemolisina 31/99 (31,3)
GOMES et al®?
31/99 (31,3)
irp2 Gene que codifica uma proteina biosintética chamada Yersinia spp.
12/57 (21,1) AFSET et al”®
1/38 (3,0) DULGUER et al”!
ehxA/E-hly Hemolisina de EHEC (EHEC hemolysin) 8/57 (14,0) AFSET et al”®
15/126 (11,9) SCALETSKY et al®
ureD Proteina UreD associada & urease 7/57 (12,3)
nleC Non-LEE effector protein C 50/57 (87,7) AFSET et al”®
nleF Non-LEE effector protein F 40/57 (70,2)
46/126 (36,5) SCALETSKY et al®
nleB Non-LEE effector protein B
23/57 (40,4) AFSET et al”®
46/126 (36,5) SCALETSKY et al¢®
nleE Non-LEE effector protein E
23/57 (40,4) AFSET et al”®
38/126 (30,1 SCALETSKY et al®
efal /litA Fator de aderéncia de EHEC (EHEC factor for adherence)/ / ( ) e
lymphocyte inhivitory factor A
ymphocyle mnvitory factor 17/57 (28,8) AFSET et al”®
afa Adesina afimbrial (afimbrial adhesins) 9/126 (7,1)
ipf Fimbria LPF (long polar fimbriae) 34/126 (27,0 SCALETSKY et alé®
24/126 (19,0
paa Proteina suina associada & lesdo A/E (porcine attaching and effacing / ( )
lesion-associated protein) 23/57 (40,4) AFSET of al?®
28/126 (22,2) SCALETSKY et al®
sen ou set Enterotoxina similar a ShET de Shigella flexneri (ShET enterotoxin)
23/57 (40,4) AFSET et al”®
42/126 (33,3) SCALETSKY et al®
29/99 (29,3) GOMES et al®?
astA ou east-1 Toxina termoestével (enteroaggregative heat-stable toxin — EAST-1)
8/57 (14,0) AFSET et al”®
29/65 (44,6)
per Regulador codificado por plasmideo (plasmid-encoded regulator) 33/65 (50,7)
DULGUER et al”
LEEA.D Sequéncias A-D que fazem parte de LEE (locus of enterocyte 65/65 (100,0) e
effacement)
tir Receptor de intimina 64/65 (98,4)
shf Fator de viruléncia similar a Shigella flexneri 2/57 (3,5)
AFSET et al®
pet Enterotoxina codificada por plasmideo (plasmid encoding toxin) 1/57 (1,8)
cdt Toxina citoletal distendida (cytolethal distending toxin) 2/126 (1,6) SCALETSKY et alé®

* Numero de amostras positivas / nimero de amostras pesquisadas; ** Percentual de amostras positivas.

Quadro 3 - Fatores de viruléncia observados em EPEC atipicas




De acordo com o quadro 3, observa-se que os
genes da regido LEEA-D que codificam o sistema
de secrecdo do tipo lll, as proteinas secretadas por
este sistema (Esp) e a intimina (eae-EPEC attaching
and effacing), e o gene tir que codifica o receptor de
intimina, ambos participantes da lesdo A/E, foram
os genes identificados em EPEC-a com as maiores
frequéncias, 100% e 98,4%, respectivamente. Os
demais fatores de viruléncia observados em EPEC-a sGo
as proteinas efetoras ndo codificadas pelo LEE- (non
LEE-nle), nle C (87,7%) e F (70,2%), seguido de nle-B
e E (ambas com variacdo de frequéncia entre 36,5% a
40,4%) e o gene per (regulador de LEE localizado em
um plasmideo) com 50%. As frequéncias aproximadas
de 40% a 20% foram observadas para os fatores hly,
irn2, efa/lifA, ipf, paa e sen. Frequéncias abaixo de
20% foram observadas para os demais fatores de
viruléncia (ehxA, ofa, shf, pet e cdt). Especificamente
para enterotoxina EAST-1, codificada pelo gene astA e
pesquisada por vdrios autores, os percentuais variaram
de 14% a 44,6%. Todos esses fatores ndo relacionados
& lesao A/E de EPEC (hly, irp2, efa/lifA, ipf, paq,
sen, ehxA, afa, shf, pet e cdf) sdo frequentemente
encontrados em outras categorias patogénicas como E.
coli uropatogénica (UPEC), EHEC, EAEC, DAEC, além
das EPEC.

De acordo com a revisGo bibliogréfica, podem-se
identificar quatro técnicas laboratoriais utilizadas para o

diagnéstico e caracterizacdo de EPEC: a sorotipagem,
o teste de adesdo em cultura de células, o FAS e as
técnicas de biologia molecular. Entre estas técnicas,
as Unicas utilizadas para diferenciacdo entre EPEC-t e
EPEC-a, sdo as técnicas de biologia molecular como
a PCR convencional, PCR multiplex e PCR em tempo
real (Quadro 4). Estas técnicas laboratoriais abrangem
metodologias voltadas para aspectos especificos da
EPEC como a identificacdo de antigenos (sorotipagem)
e genes codificantes de fatores de viruléncia (PCR
e suas variacdes), bem como, aspectos voltados &
investigacdo da interacdo da bactéria com as células,
como a formacéo da lesdo A/E e condensamento de
actina constatados no teste de FAS e a observacao
e classificacdo do tipo de adesdo que as EPEC
promovem em cultura de células.

A identificacdo e a diferenciacdo entre EPEC-t
e EPEC-a compreendem, principalmente, critérios
moleculares como a pesquisa dos genes eae, stx, bfp
e a sequéncia EAF, sendo o perfil eae+stx—EAF+bfp+
identificado para EPEC-t e o perfil eae+stx—EAF—
bfo—/+ para EPEC-a. Aspectos importantes que
contribuem para melhor caracterizacdo de EPEC-t
e EPEC-a séo: a observacdo da formacdo da lesdo
A/E que é encontrada nestas duas subcategorias; a
expressdo de BFP o tipo de aderéncia promovido
em cultura de células, sendo o padréo Unico de
AL encontrado nas EPEC-t; e padrées variados
encontrados entre as EPEC-a (Quadro 5).

Diferenciagéo

EPEC-a

Técnica laboratorial entre EPEC-t e Descricdo Referéncias

Sorotipagem Nao

FAS (fluorescent actin

Biologia molecular (PCR
convencional, PCR multiplex Sim
e PCR em tempo real)

Identificacdo de antigenos
somdticos, flagelares e capsulares

Deteccdo do condensamento
Néao de actina identificado durante a LLUQUE et al’?; VIDAL et al'?; MOREIRA et al’*; PAIVA7>

staining) formacéo da lesdo A/E

Aderénci horas d Ob co o dlassificacdo do fing  LLUQUE etal’%; VIDAL etal'?; HERNANDES et al?’; BUERIS™;
gerencia em culiuras e Néo Servacao € classmeasao doiPo  £INLAY et al”7; NATARO et al’8; PAIVA7S; PEDROSO et al’?;

células de aderéncia

Identificacdo de genes codificantes  KIMATA et al®; LOPEZ-SAUCEDO et al®*; TOMA et alés;
de fatores de viruléncia COSTA et al®®; ARANDA et al®; SOUSA¢'; BOUZARI et al®’;

LLUQUE et al’?; GILLESPIE’®; OPLUSTIL et al?; FRANCO?

SCALETSKY et al®; JAFARI et al®®

LLUQUE et al’?; ABE et al®'; GILLESPIE’®; ANDRADE®?;

NOVAIS e ALVES®; PAIVA’®; JAFARI et al®®

Quadro 4 - Técnicas para identificacdo e diferenciacéo de EPEC fipica e atipica

Caracteristica EPEC-t EPEC-a

Gene eae (E. coli attachment-effacement) + +

Genes stx (Shiga toxin) - -
Sequéncia EAF (EPEC adherence factor) + -

Gene bfpA (bundle-forming pilus) + —/+*
Formacao da lesdo A/E (attaching and effacing) + +
Expressdo de BFP (bundle-forming pilus) + -
Aderéncia padrao** AL LAL/DA/AA/AL***NA

Fonte: Hernandes et al?*® com modificagées.

+: Presenca; — Auséncia; * Sequéncia do bfp incompleta (Bortolini et al®?); ** Aderéncia padrdo em células Hela/HEp-2 — LA: aderéncia localizada; LAL: LA like;
DA: aderente difusa; AA: aderéncia agregativa; NA: ndo aderente; *** Aderéncia localizada na EPEC-a é independente do bfp.

Quadro 5 — Caracteristicas importantes de EPEC-t e EPEC-a que auxiliam na identificagéo laboratorial

83



84

DISCUSSAO

A EPEC ¢ uma das principais causadoras de
enteroinfeccdes em criancas e adultos e, nas Gltimas
décadas, estudos sobre esta categoria apontam
que esse patégeno estd cada vez mais presente
na vida de diversas populacées, interagindo e
se adaptando ao ambiente, ao ponto de serem

classificadas em duas subcategorias distintas: EPEC-t e
EPEC-q1348:53,68

As EPEC-t estiveram por longo tempo associadas &
diarreia infantil, no entanto, o atual cendrio etioldgico
demonstra reducéo na prevaléncia desta subcategoria
em detrimento do aumento dos isolamentos de
EPEC-a em casos de diarreia''®'7, inclusive
como Unica categoria de E. coli diarreiogénica
associada & diarreia”. Além deste fato, constatou-se
que recentes surtos ocorridos em humanos em

diferentes  localidades  foram  ocasionados  por
EPEC.-q51/53,58,62,63

Além dos seres humanos, as EPEC podem ser
identificadas em uma diversidade de animais e
ambientes  naturais, porém este comportamento
epidemiolégico pode ser diferenciado dependendo da
subcategoria de EPEC. Segundo Oh et al*'*?, Téth et
al®®, Ibenyassine et al*® e Chandran e Mazumder®,
as EPEC-a sd&o identificadas com frequéncia em
dguas de rios, enseadas, lagoas e regides portudrias,
além de estarem presentes em animais domésticos
e silvestres. Os mesmos estudos apontam a presenca
das EPEC-t nos mesmos ambientes relatados acima,
porém, sua ocorréncia entre os animais é rara, tendo
sido identificadas apenas em animais silvestres criados
em cativeiro, como o macaco®, coiotes e cdes de
uma drea de bacia hidrografica no Canadd®. Estes
dados apontam para uma diferenca comportamental
entre as duas subcategorias que, provavelmente,
influenciam o modo de transmissdo para o
ser humano.

Os artigos de revisdo de Hernandes et al®® e
Sousa’, ressaltam o alto indice de isolados de EPEC-a
em animais domésticos e silvestres, embora nao haja
evidéncia de transmissdo direta de animais para seres
humanos, algumas estirpes de EPEC-a isoladas de
animais perfencem aos sorogrupos implicados em
doencas humanas, por exemplo O26, O103, O119,
0128 e O142.

Ao longo de muitos anos, o homem tem mantido
um estreito contato com os animais, porém esta
convivéncia tem se intensificado, principalmente em
relacdo aos animais domésticos e, apesar de cdes e
gatos terem sido animais de companhia por milhares
de anos, nos dias atuais desempenham um importante
papel para a sociedade humana®. O problema
dessa convivéncia é que tanto os animais domésticos
quanto os seus donos tornam-se possiveis reservatérios
de doencas como gastroenterite  humana®. Um
importante achado epidemiolégico sobre as EPEC-a é
a presenca delas em animais domésticos sauddveis ou

diarreicos??®’, aumentando as chances de transmissdo
para humanos, mas mesmo com sua ampla
distribuicdo e sua comprovada participacdo como
causa de diarreia humana, sua via de transmissdo néo
estd claramente estabelecida?®.

Em contraste com a epidemiologia das EPEC-q,

Hernandes et al®® e Sousa?” descrevem o ser
humano como principal reservatério de EPEC-,
sendo raramente identificada entre os animais. Esta

observacdo estd de acordo com outros estudos que
consideram os seres humanos como Unico reservatério
de EPEC-t, com excecéo de alguns relatos de amostras
isoladas de cées* e macacos®.

Estudos epidemiolégicos que demonstram @
frequéncia destes patégenos em diferentes animais
e no ambiente sdo importantes para revelar
que as EPEC-a, assim como a EHEC (categoria
zoondtica de E. coli), podem ser observadas em
diferentes hospedeiros animais e indicam que eles
podem ser um reservatério destes patégenos com
potencial para contaminar as d&guas superficiais e
impactar na satde humana*®. No caso especifico
de EPEC-a, esse impacto vai depender do perfil de
viruléncia apresentado pela bactéria. Como também
demonstrado por Chandran e Mazumder*®, a maioria
das amostras de EPEC isoladas de animais foram de
EPEC-a (60/593: 10,11%), comparado ao ndmero
inferior de EPEC-t (8/593: 1,3%) isoladas apenas de
coiotes (sete isolados) e caes (um isolado).

Gomes et al®?, ao avaliarem 17 sequéncias génicas

relacionadas a fatores de viruléncia em EPEC-a
(eae+EAF-), identificaram 34 diferentes perfis de
viruléncia sendo os mais frequentes: eae (31,3% —
31/99), eae hly astA pet irp2 (8,1% — 8/99), eae hly
(6,1% — 6/99), eae shf (5,1% — 5/99), eae ip2 (5,1%
— 5/99), eae perA bfpA astA (4% — 4/99), eae perA
bfpA (4% — 4/99). Além destes fatores de viruléncia
citados por Gomes et al®’, Dulguer et al’!, incluindo
em sua pesquisa os fatores de viruléncia comuns em
EPEC (leséo A/E), como a regiGo LEE (A-D), o receptor
de intimina (Tir) e o gene regulador plasmidial (per),
identificaram os perfis de viruléncia: LEEA-D tir (43%
— 28/65), perA LEEA-D tir astA (33,8% — 22/65), perA
LEEA-D tir (13,8% — 9/65) como os mais frequentes,
observando que, com excecdo da toxina AST, os
demais fatores de viruléncia pesquisados estiveram
ausentes (hly, pet, afa, ehxA, agg-A). Estes dados
indicam, com excecéo dos fatores de viruléncia comuns
a lesdo A/E, que ocorre variacdo e flexibilidade
dos fatores de viruléncia acessérios  presentes
em EPEC-a.

Apesar do gene astA (enterotoxina EAST-1) ser
detectado com frequéncia em EPEC-a (Quadro 3)
quando comparada & EPEC-! e dos surtos de diarreia
relacionados & EPEC-a produtora de EAST-1 (gene
astA), Yatsuyanagi et al”? e Afset et al’® observaram
associacdo negativa deste gene (astA) e de outros
fatores de viruléncia (yjoA, ibeA e b1121) com EPEC-a
isoladas de casos diarreicos. De acordo com Scaletsky



et al®®, foram identificados dois marcadores de
viruléncia, os genes para toxina ehxA e a adesina paa,
que poderdo ser Uteis na deteccdo de EPEC-a e que
foram associados positivamente com EPEC-a isoladas
de criancas com diarreia’®.

Além de ehxA e paa, os genes localizados na
ilha de patogenicidade OI-122 (efal/lifA, nleB, nleE,
set/ent) quando tiveram suas frequéncias comparadas
entre EPEC-a proveniente de casos com e sem diarreia,
foram associados significativamente &s amostras de
EPEC-a isoladas de casos diarreicos’®. De acordo com
Vieira et al”®, a presenca de ilha de patogenicidade
(PAl) OI122 e a ocorréncia simultdnea dos genes
efal/lifA, sen, nleB e nleE foram estatisticamente
associadas & EPEC-a isoladas de casos diarreicos,
sugerindo que a deteccdo completa da PAI OI122
poderia auxiliar na identificagéo de potenciais estirpes
patogénicas de EPEC-a. Enquanto que a presenca de
PAI OI122 é complementar & patogénese de EPEC-q,
as EPEC-a que apresentam o locus LEE completo
(A-D) possuem potencial patogénico’’, o que foi
confirmado por Trabulsi et al'* ao observarem que
75% das EPEC-a LEEA-D+ apresentam potencial
para promover a lesGo A/E observado pelo teste de
FAS positivo.

Entre as EPEC com perfil de viruléncia (eae+EAF—
stx—)  classificadas como  EPEC-a, Trabulsi et
al'* identificaram que a maioria (80% 72/90)
apresentou AL ou suas variacbes como: a aderéncia
localizada like (LAL) e a aderéncia localizada apds
6 h de ensaio (LA). No entanto, outros tipos de
aderéncia como a aderéncia agregativa (AA) e
aderéncia difusa (AD) e a combinacdo de AL com
AA ou AD também foram observadas. Isto indica
que o feste de adesGo em cultura de células néo
tem poder discriminatério para diferenciacdo entre
EPEC-t e EPEC-a. O mesmo deve ser utilizado para
complementar os estudos de patogenicidade para esta
subcategoria.

De acordo com Elias et al®, ao avaliarem a
deteccdo de marcadores de viruléncia entre 34 E. coli
pertencentes aos sorogrupos de EPEC apresentando o
fendtipo AA, observaram que apenas duas amostras
foram positivas para o gene eae, nas quais os demais
marcadores pesquisados foram negativos (bfp, aggR,
aaf, shf astA e irp). Os marcadores mais frequentes
entre as amostras eae negativas foram: aggR (35,3%),
shf (55,9%), astA (64,7%) e irp (70,6%), caracteristicos
de EAEC, sugerindo que apesar dos amostras de
EPEC-a compartilharem diversos genes de viruléncia
entre as oufras categorias patogénicas, incluindo
estes fatores frequentes entre EAEC, quando as E. coli
apresentaram ades@o AA, existiu baixa propabilidade
das mesmas serem EPEC-a, contudo a adesdo AA néo
excluiu uma E. coli de ser EPEC-a.

Um estudo com EPEC-a (ece+EAF—six—)
isoladas de pacientes com diarreia  sanguinolenta,
utilizando o MLST (multilocus sequence typing), os
perfis de viruléncia e a sorotipagem, identificou estas

amostras como EHEC que perderam o gene six
durante a infeccdo”. Este evento é conhecido como
interconverséo de E. coli A/E, ocasionado pelo ganho
ou perda de genes por transferéncia horizontal ou
por meio de elementos genéticos méveis, tornando
mais complicada a caracterizagdo das diferentes
categorias de E. coli diarreiogénica, principalmente
entre as produtoras de lesdo A/E que apresentam
o gene eae+, como a EPEC e a STEC/EHEC®. Este
evento pode influenciar os aspectos epidemiolégicos de
EPEC-a e |justificar a capacidade de adquirir, manter
e expressar genes de viruléncia codificados por outras
categorias de E. coli diarreiogénicas?.

Nesta revisGo foram identificadas quatro técnicas
capazes de idenfificar E. coli enteropatogénica: a
sorotipagem, o teste de adesdo em cultura de células,
o FAS (fluorescent actin staining) e as técnicas de
biologia molecular®727374758  De acordo com Lluque
et al’?, s@o utilizados dois métodos principais: a
sorotipagem e a PCR, sendo apenas esta Gltima com
potencial para identificacdo de EPEC. Atualmente a
sorotfipagem é uma técnica utilizada especificamente
para detecco apenas de antigenos somdticos e
flagelares, sendo inapropriada para identificacdo de
EPEC e diferenciacdo das suas subcategorias, pois
um mesmo sorogrupo ou sorotipo pode ser EPEC-t ou
EPEC-a. Entretanto, essa técnica tem uma importdncia
epidemiolégica  para  descrico dos sorotipos  por
reservatérios ou regides geogrdéficas, além de permitir
a clossificacgo da EPEC-a em dois subgrupos:
sorotipos  cldssicos, associados com diarreia e as
que ndo sdo tipdveis pertencentes aos sorotipos ndo
cléssicos? 248,73,

O diagnéstico molecular é capaz de identificar
EPEC e diferenciar EPEC-t de EPEC-a e os genes
alvos utilizados neste diagnéstico sdo: eae, que estd
presente nas duas subcategorias de EPEC; o gene bfp,
presente apenas na EPEC-t; e os genes six, que sdo
ausentes entre as EPEC, pois sGo especificos de EHEC/
STEC (E. coli enterohemorrdgica)?®. Para identificacdo
de EPEC-a é mais comum o perfil EAF—e bfp—,
porém, algumas EPEC-a podem apresentar o gene
bfo (EAF— e bfp+), isso acontece devido & existéncia
de um plasmideo EAF defectivo ndo detectado pela
PCR, o que leva, na maioria das vezes, & auséncia de
expressdo da fimbria BFP detectada molecularmente®'.

De acordo com Trabulsi et al™, das 99 amostras
EPEC consideradas atipicas (eae+EAF—stx—) e testadas
para o gene bfp, 14,1% (14/99) foram positivas, no
entanto apenas duas destas expressaram a fimbria BFP
e carreavam o gene perA, significando que as EPEC-a
podem expressar gene bfp mesmo com auséncia do
plasmideo EAF, porém né@o apresentam AL em 3 h de
ensaio, como observado em EPEC tipicas. Baseando-se
nesta informagéo, as EPEC-a podem expressar fimbria
BFP porém sem apresentar AL, ou podem apresentar
AL que independe da presenca da fimbria BFR As
observacées de Trabulsi et al'*, de que alguns sorotipos
como O142:H6, O119:H2 e O128:H2 apresentam
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bfp com EAF defectivo (EAF—), sugerem que a melhor
caracteristica para distincdo de EPEC-t e EPEC-a seria
a producéo ou ndo da fimbria BFP respectivamente,
todavia a expressGo desta fimbria pode ndo
estar associada ao padrdo de adesdo localizada
caracteristico de EPEC-t.

Apbs extensas andlises genotipicas e fenotipicas,
Vieira et al”® conclufram que amostras de EPEC-a
(eae+EAF—stx—) de sorogrupos ndo  cldssicos
compreendem um grupo heterogéneo composto
por EPEC-a, EAEC, DAEC e UPEC que adquiriram o
locus LEE por transferéncia horizontal, ou representam
EPEC-t que perderam o plasmideo EAF (ou parte
dele), EHEC/STEC que perderam o st, ou E. coli
da microbiota normal que adquiriram o locus LEE.
Estes achados demonstram os questionamentos para
esta subcategoria e evidenciam a versatilidode deste
patotipo, que apesar das indmeras pesquisas ainda
necessita de esclarecimentos.

CONCLUSAO

A EPEC ¢é reconhecida como uma das principais
causas da diarreia desde 1940 e, até o momento,
continua associada a casos esporddicos e surtos de
diarreia infantil, porém apresentando distintos perfis
de viruléncia que permitem classificd-las em duas
subcategorias  (EPEC-+ e EPEC-a) que apresentam
comportamento epidemiolégico distinto.

As EPEC-t e EPEC-a podem ser encontradas entre
humanos, animais e no ambiente, entretanto com
algumas diferencas. As EPEC-a sdo frequentemente
encontradas entre humanos e em uma variedade de
hospedeiros animais, indicando que os mesmos podem

servir de reservatérios e de fontes de contaminacéo
para o homem e o ambiente. As EPEC-t t&m como
principal reservatério os seres humanos, no entanto jé
foram registradas raras ocorréncias em alguns animais,
como macaco, coiofe e cachorro.

Os fatores de viruléncia mais frequentes em EPEC-a
sGo os codificados por genes que participam da leséo
A/E localizados na regido LEE (A-D) que codificam o
sistema de secrecéo do tipo Ill, as proteinas secretadas
por este sistema (Esp) e a intimina (ece) e o repector
de intimina (tir), além das proteinas efetoras nao
codificadas por LEE (nle). A presenca da regido
LEE completa (LEEA-D) e da ilha de patogenicidade
OI-122 (efal/lifA, nleB, nleE, set/ent),
com os genes da hemolisina (ehxA) e adesina (paa),
podem auxiliar na identificacdo de potenciais estirpes
patogénicas de EPEC-a.

As EPEC-a apresentam inUmeros fatores de
viruléncia comuns e especificos de outras categorias
patogénicas como UPEC, EHEC, EAEC e DAEC.
Esse fenébmeno conhecido como inferconversdo
pode ser responsdvel pelo aumento da frequéncia
epidemiolégica de EPEC-a e justificar a habilidade das
EPEC-a em expressar diferentes perfis de viruléncia.

juntamente

A identificagdo conclusiva de EPEC ¢é realizada pelo
diagnéstico molecular, onde se pesquisam os genes
eae, EAF e stx, sendo o perfil ece+EAF+six— de
EPEC-t e o eae+EAF—stx— de EPEC-a. A investigacéo
da presenca do gene bfp e a expressdo desta fimbria
sGo importantes para esclarecer a patogénese de
EPEC-a e melhor definir estes critérios moleculares
utilizados para classificacdo das duas subcategorias de
EPEC.

Enteropathogenic Escherichia coli: a versatile diarrheagenic category

ABSTRACT

Escherichia coli (EPEC) was the first category of E. coli to be discovered and continues to be associated with
sporadic cases and outbreaks of diarrhea in children. In 1995 it was classified as typical and atypical EPEC
and, until the current moment, much has been studied about the differences of these two pathogenic and
epidemiological subcategories and their similarity to other pathotypes. To better know these studies and consolidate
this information, this literature evaluated 98 bibliographic sources, with 81 articles, eight theses, four dissertations
and five books. This research highlighted the following findings and conclusions: the atypical EPEC (a-EPEC) are
present in humans and a variety of animal hosts, suggesting that they may serve as a reservoir and source of
infection for humans and the environment; typical EPEC (-EPEC) has humans as the main reservoir, however, they
have been recorded in some rare occurrences wildlife; a-EPEC have several common virulence factors and specific
categories of other pathogens, suggesting that increased prevalence of EPEC is related to interconversion, the
presence of the LEE (locus of enteracyte effacement) complete region (LEEA-D) and pathogenicity island HI-122
(efal/lifA, nleB, nleE, set/ent) with the hemolysin gene (ehxA) and the toxin (paa) can help in identification of
potentially pathogenic a-EPEC, but the conclusive identification of EPEC is performed by molecular diagnosis, which
identifies genes eae, EAF and stx, and the profile eae+EAF+stx— of +-EPEC and eae+EAF—stx— in a-EPEC.

Keywords: Enteropathogenic Escherichia coli; Epidemiology; Virulence Factors.



Escherichia coli enteropatégena: una categoria diarreogénica versatil

RESUMEN

El Escherichia coli enteropatégeno (EPEC) fue la primera categoria de E. coli reconocida como diarreogénica,
siendo ademds asociada a casos esporddicos y brotes de diarrea infantil. En 1995, la EPEC fue clasificada en
tipica y atipica y, hasta este momento, mucho se ha investigado sobre las diferencias patégenas y epidemiolégicas
de estas dos subcategorias y su semejanza con ofras categorias. Para consolidar estas informaciones, la presente
investigacion evalué 98 fuentes bibliogrdficas, siendo 81 articulos, ochos tesis, cuatro disertaciones y cinco libros.
Esta investigacion destacéd los siguientes resultados y conclusiones: las EPEC tipicas (EPEC-1) tienen como principal
reservorio a los seres humanos, sin embargo se han registrado raras ocurrencias en algunos animales silvestres;
las EPEC atipicas (EPEC-a) se encuentran entre humanos y una variedad de ofros huéspedes animales que pueden
servir de reservorio y de fuente de contaminacién para el hombre y el ambiente, ademds, las EPEC-a presentan
innumerables factores de virulencia comunes y especificos de otfras categorias patégenas, lo que sugiere que el
aumento de su prevalencia esté relacionado al fenémeno de interconversién; la presencia de la regién LEE (locus
of enterocyte effacement) completa (LEEA-D) y de la isla de patogenicidad OI-122 (efal/lifA, nleB, nleE, set/ent),
junto a los genes de la hemolisina (ehxA) y la adhesina (paa) pueden auxiliar en la identificacién de potenciales
estirpes patégenas de EPEC-a; la identificaciéon conclusiva de EPEC se realiza por el diagnéstico molecular, en
el cual se investigan los genes eae, EAF y stx, siendo el perfil eae+EAF+stx— de EPEC-t y el eae+EAF—stx— de
EPEC-a.

Palabras clave: Escherichia coli enteropatégena; Epidemiologia; Factores de Virulencia.
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