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Molecular characterization of atypical enteropathogenic Escherichia coli in wild animals
captured in the Amazon Region
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RESUMO

OBJETIVO: Identificar animais silvestres como reservatérios de Escherichia coli enteropatogénica atipica (aEPEC).
MATERIAIS E METODQOS: Foram pesquisados os fatores de viruléncia de aEPEC (eae e bfp) em 263 amostras de
E. coli isoladas de 260 animais silvestres capturados em trés municipios do estado do Pard (Marabd, Parauapebas
e Canad dos Carajés), de marco de 2008 a dezembro de 2009. Os métodos de pesquisa aplicados foram a
reaco em cadeia da polimerase, utilizando primers especificos, seguida do sequenciamento do gene eae.
RESULTADQOS: Dentre as 263 amostras de E. coli avaliadas, foram observadas 3,04% (8/263) como aEPEC,
com 2,66% (7/263) em roedores e 0,4% (1/263) em marsupiais. Dentre as amostras analisadas, observou-se a
presenca de quatro variantes de intimina: B1 (amostras 574, 812 e 813), B2 (amostra 630), { (amostras 445 e
447) e ¢ (amostras 611 e 856). Apds andlise filogenética pelo método de agrupamento de pares ndo ponderados
com base na média aritmética, foi obtida a drvore consenso que apresentou a formacdo de dois grupos: o
primeiro composto por KT591282.1, €1 intimina (611 e 856) com KT591233.1, B1 intimina (574, 812 e 813);
e o segundo por KT591325.1, { intimina (445 e 447) com KT591333.1, B2 intimina (630). CONCLUSAO: Os
dados demonstraram que as aEPEC isoladas dos animais silvestres possuiam caracteristicas genéticas semelhantes
&s observadas em humanos, podendo os animais analisados estarem servindo de reservatério para as aEPEC
circulantes.

Palavras-chave: Escherichia coli Enteropatogénica Atipica (aEPEC); Animais Silvestres; Reservatérios; Diversidade
Genética.

ABSTRACT

OBJECTIVE: Identifying wild animals as reservoirs of atypical enteropathogenic Escherichia coli (aEPEC). MATERIALS
AND METHODS: aEPEC virulence factors (eae and bfp) were investigated in 263 E. coli samples isolated from 260
wild animals captured in three municipalities of Pard State, Brazil (Marabd, Parauapebas and Canad dos Carajds),
from March 2008 to December 2009. The applied research methods were polymerase chain reaction, using
specific primers, followed by the eae gene sequencing. RESULTS: Among the 263 E. coli samples evaluated, 3.04%
(8/263) as aEPEC were observed, with 2.66% (7/263) in rodents and 0.4% (1/263) in marsupials. In the analyzed
samples were observed four intimin variants: B1 (samples 574, 812, and 813), B2 (sample 630), { (445 and 447
samples), and & (samples 611 and 856). After the phylogenetic analysis by the unweighted pair group method with
arithmetic mean, the consensus tree was obtained presenting the formation of two groups: the first one composed
by KT591282.1, intimin €1 (611 and 856) with KT591233.1, intimin B1 (574, 812, and 813); and the second one
by KT591325.1, intimin { (445 and 447) with KT591333.1, intimin B2 (630). CONCLUSION: Data showed that
aEPEC isolated from wild animals had genetic characteristics similar to those observed in humans, and the animals
analyzed may serve as reservoirs for circulating aEPEC.

Keywords: Atypical Enteropathogenic Escherichia coli (aEPEC); Wild Animals; Reservoirs; Genetical Diversity.
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INTRODUCAO

Cepas de Escherichia coli colonizam o trato
gastrointestinal de seres humanos e animais poucas
horas apds o nascimento e constituem o principal
membro anaerébio facultativo da microbiota intestinal
desses organismos'. Essa espécie, pertencente & familia
Enterobacteriaceae, raramente causa doenca em seus
hospedeiros. Apesar de seu papel como comensal,
algumas cepas de E. coli sGo capazes de causar uma
grande variedade de doencos, devido & aquisicdo
de fatores de viruléncia por transferéncia horizontal'.
Dentre essas doencas, a diarreia é uma das principais,
sendo as E. coli diarreiogénicas (ECD) responsdveis por
inomeros surtos de diarreia registrados no mundo?.

Atualmente sd@o conhecidos seis patotipos de ECD:
E. coli enteroinvasora (EIEC); E. coli enterotoxigénica
(ETEC); E. coli enteropatogénica (EPEC), subdividida
em EPEC ftipica (fEPEC) e EPEC atipica (aEPEC); E. coli
produtora de toxina de Shiga (STEC), e seu subgrupo E.
coli enterohemorrdgica (EHEC); E. coli enteroagregativa
(EAEC); e E. coli que adere difusamente (DAEC)'.
Dentre esses patotipos, cepas EPEC destacam-se como
importante agente diarreiogénico presente em
paises em desenvolvimento?.

um

Recentemente, uma nova classificacéo foi proposta
por Clements et al.?, na qual as E. coli sdo divididas
em oito pafotipos: os seis anteriormente descritos,
acrescidos de E. coli aderente invasiva (AIEC), associada
com a doenca de Crohn; e E. coli enteroagregativa
produtora da toxina Shiga (STEAEC), responsdvel por
um grande surto diarreico em 2011 na Europa.

As EPEC podem ser definidas pela presenca do
gene eae, o qual codifica uma proteina denominada
intimina, que é requerida para a adesGo & mucosa
intestinal, produzindo uma lesGo do ftipo attaching
and effacing (A/E). Essa lesdo é iniciada pela adesdo
da bactéria nos enterécitos, levando & perda das
microvilosidades intestinais. A intimina é altamente
varidvel entre os diferentes sorotipos de EPEC, e
algumas variantes antfigénicas  distintas  tém  sido
identificadas como a, B, v, 8, €, 1, x, m, {, entre outras®.
As EPEC podem ser classificadas em tipicas e atipicas.
Linhagens que possuem o plasmideo EAF (EPEC
adherence factor) sdo chamadas de tEPEC e as que
ndo possuem sGo chamadas de aEPEC. O gene bfp
contido no plasmideo EAF codifica um fator de adesdo
denominado bundle-forming pili (BFP), sendo que o
plasmideo EAF também possui genes necessdérios para
a expressdéo da intimina?.

Cepas aEPEC pertencem a um grupo diarreiogénico
que aumentfou muito sua frequéncia no Brasil nos
Oltimos anos. Em algumas regides do pais, essas
bactérias parecem ter substituido as tEPEC como
principal agente diarreiogénico. lIsso indica que, no
Brasil, assim como ocorreu em paises desenvolvidos,
estd havendo mudanca no perfil epidemiolégico das
EPEC de tipicas para atipicas®®.

Cepas tEPEC raramente sdo isoladas de animais,
sendo o homem seu principal reservatério natural.

Em contraste, cepas aEPEC séo isoladas de humanos
e animais, com ou sem diarreia, em frequéncias
equivalentes, ndo permitindo a definicio de um
reservatério para essas bactérias’®.

Diversos estudos associam animais de estimacéo, de
criacdo e alguns silvestres como possiveis reservatérios
e fonte de infeccGo de aEPEC para humanos?. Apesar
disso, nenhum comparou, de forma ampla, amostras
isoladas de humanos e animais por técnicas de
biologia molecular, como o sequenciamento, para
comprovar tais hipéteses.

Origens clonais comuns entre cepas bacterianas
isoladas de animais e humanos podem identificar
fontes de infeccdo e reservatérios animais de diferentes
patégenos. Amostras de ECD, para os animais e para
o homem, na maioria das vezes, possuem fatores
de viruléncia semelhantes, codificados por genes de
origem cromossédmica ou plasmidial, cujas similaridades
ou diferencas podem explicar aspectos filogenéticos
e patogenicidade de certos grupos de E. coli para
humanos.

A andlise epidemiolégica molecular de cepas
bacterianas provenientes de diferentes origens é uma
avaliacdo das relacdes de parentesco existentes entre
elas. A principal questdo dessas andlises é saber se
diferentes isolados de um determinado patégeno
representam a disseminacdo de um organismo comum
ou clone. Nesse senfido, a epidemiologia tem buscado
desenvolver técnicas que proporcionem uma melhor
avaliacdo das relacdes existentes entre diferentes
isolados bacterianos.

O conceito bdsico das técnicas de tipagem
molecular  propée  que amostras  bacterianas,
epidemiologicamente  relacionadas,  possuem  um
precursor comum; dessa forma, estudos utilizando essas
técnicas permitem uma melhor compreensdo sobre os
mecanismos evolutivos, sobre o surgimento de cepas
virulentas e reservatérios de cepas bacterianas'. Diante
do exposto, devido aos possiveis riscos acarretados &
satde puUblica por linhagens de EPEC, sdo necessérios
estudos que avaliem a distribuicdo e frequéncia dessas
cepas nos animais, possibilitando a comparacdo com
cepas de EPEC isoladas de humanos.

MATERIAIS E METODOS
OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Foram obtidas amostras fecais ou porcdes dos
intestinos delgado e grosso, linfaticos e mesentéricos
e fragmentos de figado e baco de 630 animais
silvestres (roedores, aves e marsupiais) de ambos os
sexos, capturados em trés municipios do estado do
Pard (Marabd, Parauapebas e Canad dos Carajds), de
marco de 2008 a dezembro de 2009 (Figura 1). Os
espécimes fecais coletados foram acondicionados em
meio de transporte Cary Blair e, juntamente com o pool
de 6rgdos mantidos sob refrigeracdo, encaminhados
diretamente ao  Laboratério de  Enteroinfeccées
Bacterianas do Instituto Evandro Chagas (IEC), onde
foram processadas.
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Figura 1 — Localizacéo dos municipios de Parauapebas, Marabd e Canad dos Carajds, estado do Pard, Brasil

Os experimentos com animais foram aprovados
pelo Instituto  Brasileiro do Meio Ambiente e
dos  Recursos  Naturais  Renovdveis,  processo

n® 02018001038/08-11.
ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO BIOQUIMICA

Para isolamento de E. coli, o material fecal em
suspensdo ou do pool de érgdos foi semeado em
meios Agar MacConkey — MC (Difco, EUA) e incubado
& temperatura de 35-37 °C, por 18-24 h. Apds
esse periodo, as colénias suspeitas de E. coli foram
submetidas aos meios de triagem Triple Sugar Iron Agar
— TSI (Difco, EUA). A caracterizagéo bioquimica dos
isolados bacterianos foi realizada utilizando o kit VITEK®
2 (bioMérieux, Brasil).

IDENTIFICACAO DAS CATEGORIAS DE E.
DIARREIOGENICAS

Trés a cinco isolados de E. coli selecionados de
cada animal foram mantidos em caldo Luria com
glicerol a -70 °C para pesquisa de EPEC, EIEC, STEC,
ETEC e EAEC, utilizando a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) Multiplex'"'2. Os controles positivos
(EPEC E2348/69, EHEC EDL 931, ETEC H10407, EIEC
EC 299/07, EAEC 042) e negativo (K12 DH5a) foram
cedidos gentilmente pela Dra. Tania Vaz, do Instituto
Adolfo Lutz, Sdo Paulo.

PESQUISA DE GENES DE VIRULENCIA DE E. coli

As cepas foram cultivadas em Agar Nutriente
(Difco, EUA) para serem utilizadas no procedimento
de extracdo de DNA. O material extraido foi
armazenado a -20 °C por um tempo mdéximo de 20
dias para ser utilizado nas reacées da PCR Multiplex.

coli

Para essa, foram utilizados iniciadores descritos por
Aranda et al.® e Toma et al.' (Tabela 1). As cepas
identificadas como aEPEC tiveram o seu gene eae
sequenciado, utilizando o plataforma  ABI 3130
(Applied Biosystems, EUA) com o kit ABI PRISM™ Dye
Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems,
EUA). As sequéncias produzidas foram editadas no
programa Sample Manager, acoplado ao ABI 3130
DNA Sequencer. Para andlise das sequéncias, foi
utilizado os programas BioEdit v7.1.3'%, Mega v5.05" e
DnaSP v5'7.

EXTRACAO DO DNA E PCR MULTIPLEX

O DNA dos isolados caracterizados fenotipicamente
como E. coli e das cepas de referéncia dos controles
positivos e negativo foi extraido pelo método de fervura
e congelamento, seguindo as recomendacdes de
Starnbach et al.'® e Baloda et al.'?.

A PCR foi realizada a partir de 2 ul de cada
DNA extraido e 23 ulL da solucdo mix, contendo
entre 0,5 e 1,5 pl, de acordo com cada iniciador
(Invitrogen, Brasil); 10 mM de dNTP mix dATR dCTPR
dGTP dTTP (Invitrogen, Brasil); 0,5 U de Platinum Taq
DNA Polymerase; tampdo Taq 1X; 50 mM de MgCl,
(Invitrogen, Brasil) e dgua estéril ultra pura para
um volume final de 25 pl. As preparacées da PCR
Multiplex foram colocadas no termociclador automdtico
de gradiente modelo Veriti’™ 96-Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems, EUA) e submetidas a ciclos
especificos de amplificacdo que consistiv de um passo
de 2 min a 50 °C (hot-start), um passo de 5 min a
95 °C (desnaturacdo inicial), seguido por 40 ciclos
de 1 sa 95°C, 50 °C e 72 °C, e um passo final de
extensdo de 7 min a 72 °C.

Rev Pan-4maz Saude 2017; 8(1):9-16
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Tabela 1 — Iniciadores utilizados na PCR Multiplex e seus respectivos produtos de amplificacéo

Iniciadores Sequéncia (5-3) Gene-alvo Produtos de amplificacéo (pb) Referéncia
eae-1 CTGAACGGCGATTACGCGAA 917 Aranda et ol 13
cae-2 CGAGACGATACGATCCAG eae randa eral
BFP-1 AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC 13
BFP-2 GCCGCTTTATCCAACCTGGTA bipA 326 Aranda ef .
aggRks-1 GTATACACAAAAGAAGGAAGC R 254 T f ol
aggRksa-2 ACAGAATCGTCAGCATCAGC 999 emaetat
LT-f GGCGACAGATTATACCGTGC i 450 Aranda et ol 13
LT-r CGGTCTCTATATTCCCTGTT N randa et al.
ST-f ATTTTTMTTTCTGATTTRTCTT " 190 Aranda ef al.13
STr CACCCGGTACARGCAGGATT e randa eral
lpaH-1 GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC inaH 600 Aranda et ol 13
lpaH-2 GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC 'pa randa et al.
VTcom-u GAGCGAAATAATTTATATGTG y
Vicom-d TGATGATGGCAATTCAGTAT sx1 /sbc2 >18 Toma et al.
Os amplicons foram analisados por eletroforese em  sequenciamento, foi preparado um mix contendo

gel de agarose a 2%, corado com brometo de etideo (10
mg/ml) em tampdo TBE (Tris base 0,89M, dcido bérico
0,45 M, EDTA 1 mM, pH 8,4) e visualizados sob luz
UV com auxilio de um transiluminador (Vilber Lourmat,
Franca). Como marcador de tamanho molecular,
foi usado o ladder de 1 Kb plus (Invitrogen, Brasil).
Posteriormente, o gel foi fotografado por um sistema de
fotodocumentacéo, Bioimaging Systems (UPV, EUA).

SEQUENCIAMENTO DO GENE eae DA oEPEC

Os fragmentos dos genes eae obtidos de oito
isolados foram purificados com o kit comercial Kit
BigDye® X Terminator (Applied Biosystems, EUA)
e sequenciados para a confirmacdo, usando o
primer forward especifico para o gene eae. Para o

200-300 ng do DNA suspeito e o primer especifico
na concentracdo de 1,5 pmol/ml, e, posteriormente,
alinhadas e comparadas com as sequéncias para o
gene eae aEPEC: isoladas de pacientes diarreicos,
(KT591325.1 ¢ e KT591333.1 B2), isolada de animal
(KT591282.1 €1) e isolada de humano e animal
(KT591233.1 B1).

RESULTADOS
Das 630 culturas analisadas, fezes e pool de
6rgdos, foram isoladas E. coli em 263 (41,7%)

amostras (Tabela 2). Apés a PCR, foi observada
amplificago para o gene eae em 3,04% (8/263),
distribuidos em roedores com 2,66% (7/263) e
marsupiais com 0,4% (1/263) (Tabela 3; Figura 2).

Tabela 2 — Ndmero de E. coli isoladas de animais silvestres capturados em trés municipios do estado do Pard (Marabd,

Parauapebas e Canad dos Carajdés), Brasil

E. coli
Classes ndo DEC*
N° de isolados aEPEC
Aves 34 - 34
Marsupiais 22 1 21
Quelbnios - _ _
Roedores 195 7 188
Lagomorfos - _ _
Répteis 12 - 12
Total 263 8 255

*E. coli néo diarreiogénica; Sinal convencional utilizado: — Dado numérico igual a zero néo resultante de arredondamento.



Tabela 3 — Cepas aEPEC isoladas de animais silvestres (roedores e marsupiais) capturados

em trés municipios do

estado do Paré (Marabd, Parauapebas e Canad dos Carajés), Brasil

Registro [EC Animal Nome cientffico Municipio
445 Roedor Proechimys guyannensis Parauapebas
447 Roedor Proechimys guyannensis Parauapebas
574 Marsupial Monodelphis emiliae Parauapebas
611 Roedor Oligoryzomys sp. Parauapebas
630 Roedor Oryzomys capito Canad dos Carajés
812 Roedor Oxymycterus sp. Parauapebas
813 Roedor Oxymycterus sp. Parauapebas
856 Roedor Oxymycterus sp. Parauapebas

TKb C+ 445 447 574 611 612 630 812 813 856 Ki12

Figura 2 — PCR Multiplex — 1: Ladder 1 Kb; 2: Controle positivo (cinco categorias de DEC); 3, 4, 5,
6,7,8,9,10, 11: aEPEC; e 12: Controle negativo (E. coli K12 DH5).

Apdés PCR e sequenciamento do gene eae, as
amostras  foram alinhadas pelo programa  BioEdit
v7.1.3'" com as mutacdes descritas na tabela 4. Foram
observadas taxas de transicdo/transversdo (R) igual
a 7.47, segundo modelo de Kimura?® 2-parémetros.
A andlise do teste de Tajima's Neutrality demonstrou
diversidade nucleotidica (m) de 0.014298 para um
nimero de segregacdes por sitio igual a 24 nos
917pb do gene eae das oito amostras analisadas.
Apds andlises das sequéncias do gene eae das aEPEC
dos oito isolados de origem animal, foi observada a
presenca de quatro variantes distintas para a intiming,

que foram B1 (amostras 574, 812 e 813), B2 (amostra
630), € (amostras 445 e 447) e € (amostras 611 e 856).

Apés andlise filogenética pelo método de
agrupamento de pares ndo ponderados com base
na média aritmética (unweighted pair group method
with arithmetic mean — UPGMA), a drvore consenso
apresentou a formacéo de dois grupos, compostos
de dois ramos distintos cada, agrupando, no primeiro
grupo, KT591282.1, €1 intimina (611 e 856) com
KT591233.1, B1 intimina (574, 812 e 813); e, no
segundo grupo, KT591325.1,  intimina (445 e 447)
com KT591333.1, B2 intimina (630) (Figura 3).
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Tabela 4 — Alinhamento das sequéncias obtidas com a utilizacdo do BioEdit v7.1.3 com seus respectivos pontos de

mutacoes

Pontos polimérficos S 2823388822888 ¢°%838388z231H%2%
KT591325.1 zeta_intimina AAA G T T T A CCT CGOCTGSGTG T C T T T A
EAE_445
EAE 447
KT591333.1 beta2 intimina ... . C C
EAE_630 .. . . cC C
KT591282.1 epsilon]_intimina C G T C c G 1T 71T CTATC CAACATCTCCOCG
EAE 611 cC G 1T C c 1T 1T CTATUCAACATCTCTCTCG
EAE 856 cC G T C c 61T T1TCTATUCAACACTTCTCZCG
KT591233.1_betal_intimina c 1t . ¢ccG&6GT1T 1T CTATCAACACTCTCZCOG
EAE 574 c Tt . CcCc G T T CTATI CAACATCT C C C
EAE 812 c T . ¢cc GGT1T T CTATICAACACTCCCG
EAE 813 c Tt . ¢cc G T T CTATI CAACATCTCTCZCG

Os nucleotideos idénticos sdo indicados por pontos; KT591325.1, KT591333.1, KT591282.1, KT591233.1: Sequéncias de referéncias para as

analisadas.
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Figura 3 — Arvore filogenética do gene eae pelo método UPGMA com 2.000 réplicas de bootstrap

DISCUSSAO

Os marcadores de viruléncia analisados revelaram
que as aEPEC isoladas possuem caracteristicas
genéticas  semelhantes  aquelas  encontradas  em
humanos com as sequéncias do gene eae conservadas
nas amostras 445, 447 e 630, provenientes de
isolados de roedores. Estudos anteriores demonstraram
a ocorréncia de animais como reservatério de cepas
consideradas como potenciais agentes de doencas

que podem ser transmitidas entre seres humanos e
animais?!22.23,

Estudos com aEPEC t&m focado principalmente na
comparacédo entre cepas isoladas de casos diarreicos
e de pacientes sauddveis??>?¢. Mais recentemente,
a identificagdo da presenca de tipos de EPEC
potencialmente patogénicos para humanos, isolados
de animais, pode indicar que a transmissdo desses
microrganismos entre animais e seres humanos ocorre e



tem um impacto sobre a saldde publica®; porém pouco
se tem avaliado acerca da ocorréncia desses patégenos
em animais silvestres. Dessa forma, o presente estudo
buscou a identificacdo das subclasses de intiminas
em animais silvestres e observou a ocorréncia das
subclasses ¢, B1, B2 e &, como aquelas que estdo neles
circulando. Como essas subclasses j& foram descritas
em seres humanos e animais de criacgo®??52%, os
dados podem apontar para uma possivel contaminacao
da fauna silvestre por cepas provenientes da
contaminacéo ambiental ou que esses espécimes estdo
servindo de reservatérios naturais para esse patégeno.

Dentre os animais estudados, os roedores
apresentaram maior frequéncia de aEPEC, com
amostras apresentando sequéncias altamente

conservadas para o gene eae, quando comparadas
a isolados humanos®. Apenas um marsupial foi
identificado como portador da aEPEC, porém a
sequéncia isolada apresentou 100% de similaridade
com aquelas observadas em roedores. A grande
diversidade genémica da E. coli lhe confere uma
notavel plasticidade ecolégica; gracas a ela, esses
microrganismos adaptam-se rapidamente a diferentes
ambientes, podendo, dessa forma, passar de organismo
de vida livre a comensal do trato intestinal dos animais
de sangue quente e, ainda, a patégenos que infectam
humanos e animais®?:2527:28.29.30,

Xu et alé ao analisarem as subclasses de
intiminas em  humanos, animais e alimentos,
identificaram as intiminas A, B2, w, 12, &, ¢, 02 e T em
pacientes diarreicos. A subclasse y1 foi identificada
concomitantemente em pacientes diarreicos e em
sufnos; a intimina x, identificada tanto em alimento
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