IDENTIFICAÇÃO DE ESCHERICHIA COLI ENTEROPATOGÊNICA CLÁSSICA ATRAVÉS DE PADRÃO DE ADESÃO CÉLULAS HEP-2 E PCR
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 1. INTRODUÇÃO

Escherichia coli enteropatogênica clássica (EPEC), é o agente etiológico mais associado a casos de diarréia infantil em países em desenvolvimento, sendo responsável por 30 a 40% dos casos de doença diarréica. Entretanto, em países desenvolvidos a diarréia causada por esse sorogrupo é esporádica [4,6]. A infecção é adquirida geralmente pelo consumo de alimentos e água contaminados por conteúdo fecal.
 As técnicas mais utilizadas para a detecção e identificação de E. coli baseiam-se em características morfológicas e em reações bioquímicas. Estas são extremamente dependentes das condições e dos meios de cultivo, além de necessitarem de tempo e mão de obra considerável. Atualmente, métodos não sorológicos que evidenciam a presença de fatores de virulência tais como, a capacidade de aderir e (ou) invadir as células do epitélio intestinal e a de produzir toxinas, têm sido empregados com sucesso como alternativa aos métodos tradicionais de caracterização e identificação E. coli em alimentos. Um dos testes mais úteis para a diferenciação entre sorogrupos enteropatogênicos deste microrganismo é o de adesão a células HeLa ou HEp-2,  o qual tem sido muito utilizado e é considerado como gold-standard [6]. 

Entre os métodos de identificação de patógenos bacterianos, diferentes técnicas moleculares, têm sido desenvolvidas. Estas técnicas têm a vantagem de que, muitas vezes, a bactéria pode conter o gene para determinada característica mas não o expressa in vitro, porém, quando se pesquisa diretamente a presença do gene, esse poderá ser detectado, diagnosticando-se uma amostra que poderia revelar-se falso-negativa pela metodologia tradicional. Além disso, a identificação correta da espécie é muito importante em investigações epidemiológicas e em trabalhos de pesquisa [5]. Dentre essas técnicas, destaca-se a amplificação de seqüências do DNA pela reação em cadeia da polimerase (PCR, Polymerase Chain Reaction) [5]. 

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de identificar cepas de E. coli enteropatogênica clássica através de padrão de adesão em células Hep-2 e PCR.

2. MATERIAIS E MÉTODOS

Foram utilizadas 21 cepas de EPEC, caracterizadas através de testes, bioquímicos e sorológicos, uma cepa ATCC como controle positivo (EPEC CDC 0111ab), uma cepa ATCC como controle negativo (E. coli K-12). Para verificação dos padrões de adesão de EPEC foi utilizada a linhagem celular HEp-2 (ATCC CCL3), cedida pelo Laboratório de Virologia do Instituto de Pesquisa Veterinária Desidério Finamor. O teste de adesão das amostras bacterianas às células HEp-2 foi realizado na presença de D-manose, segundo a técnica descrita por Scaletsky et al. [8]. Para interpretação dos resultados foram considerados os seguintes padrões de adesão, segundo descrito por Scaletsky et al. [9]. A partir das cepas de EPEC, foi realizada a extração de DNA genômico, seguindo-se o protocolo descrito por Cocolin et al. [1]. Os primers utilizados para a identificação molecular de EPEC, foram previamente descritos por Saucedo et al. [7] e sintetizados pela Invitrogem/GIBCO BRL(. O par de primers desenhado amplifica o gene eae, que codifica para a produção da proteína intimina e o tamanho do fragmento amplificado é de 384 pb. Os primers possuem a seguinte seqüência: EAE1 - 5’GACCCGGCACAAGCATA AGC3’ e EAE2 - 5’CCA CCT GCA GCA ACA AGA GG3’. A identificação molecular foi realizada através da amplificação, por PCR de seqüências do gene eae para EPEC. Para realização da reação PCR, adaptou-se a metodologia proposta por Saucedo et al. [7]. Para separação dos produtos amplificados foi realizada eletroforese em gel de agarose ultrapura 1% (Gibco BRL) corado com 0,5 (g.mL-1 de brometo de etídio [7]. Juntamente com os produtos de PCR aplicou-se no gel um padrão de peso molecular (100 pb DNA Ladder, Gibco BRL). A visualização das bandas no gel e a fotodigitalização foram realizadas em transiluminador com luz ultravioleta (UV), sendo o tamanho dos fragmentos amplificados, determinado pelo software KDS 1D, através de comparação com os padrões de peso molecular. Os dados obtidos foram analisados estatisticamente através de percentuais, seguido do teste “t”, para comparações múltiplas de médias entre as técnicas utilizadas.

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

Neste estudo, houve predominância do padrão adesão localizado (AL). A ocorrência do padrão de adesão AL, após três horas de incubação, foi de 71,45% (15/21), enquanto 28,55% (6/21) das cepas de EPEC exibiram um padrão de adesão pouco localizado (ALA) quando incubadas por 6 horas. Os padrões de adesão têm sido amplamente utilizados para identificação de sorogrupos enteropatogênicos de E. coli isolados de amostras clínicas [9].  Esses resultados evidenciam o potencial patogênico dessas cepas, já que vários estudos epidemiológicos têm sido realizados em diversos países, nos quais tem sido pesquisado o papel de E. coli na etiologia da diarréia infantil, havendo concordância de que cepas de E. coli que apresentam o padrão de adesão AL estão associadas com diarréia [4]. Por outro lado, Trabulsi et al. [10] relata que cepas de E. coli que apresentam o ALA podem ou não estar associadas à diarréia.

  Trabulsi et al. [10] apesar de ressaltar que a utilização de padrões de adesão em células HEp-2 é considerado gold standard e recomendado para identificação  de sorogrupos enteropatogênicos de E. coli, salientam que diversos trabalhos, como o de Gioppo et al. [3],  demonstram que algumas cepas sofrem variações  de  padrão, ou seja, a mesma cepa  pode exibir mais de um padrão de adesão. Esse fato controverso pode ocorrer devido a deleção do plasmídio EAF, o qual confere a cepa a característica de aderir-se intimamente a células HEp-2 ou também pelo fato que há cepas antigênicamente semelhantes, mas com expressões fenotípicas distintas [6]. 

Verificou-se que a utilização do par de primers, EAE1 e 2 na técnica de PCR foi específica para identificar as cepas de EPEC. Foi possível obter, como produto de PCR, fragmentos de DNA com tamanhos de 384 pb (gene eae). Esse resultado está de acordo com o que foi descrito por Saucedo et al. [7], que usaram primers com a mesma seqüência do utilizado neste trabalho para amplificar o gene pesquisado neste estudo, e também verificar a especificidade desses oligonucleotídeos para identificar EPEC.

A comparação entre as técnicas que utilizam cultivo celular e PCR é necessária para podermos avaliar o poder discriminatório e a aplicabilidade prática da técnica proposta na rotina laboratorial. A análise dos resultados permite inferir que existiu diferença significativa (p<0,05) quanto à capacidade discriminatória, entre as técnicas baseadas em cultivo celular e a técnica molecular baseada em PCR para diferenciação entre sorogrupo EPEC. 
Todas as cepas de EPEC aderiram às células HEp-2, bem como, amplificaram um fragmento de 384 pb, correspondente a seqüência estimada para a amplificação do gene eae com os primers utilizados. Por outro lado, Giammanco et al. [2], caracterizando sorotipos de EPEC isolados em fezes de crianças na Itália, através de cultivo celular e PCR para o mesmo gene, encontraram que das vinte cepas que não apresentaram um padrão de adesão claramente definido em células HEp-2,  onze amplificaram para a seqüência do gene eae estudado. 

    4. CONCLUSÕES

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a técnica de PCR, com a utilização de seqüência do gene eae, apresentou maior poder discriminatório que a técnica de cultivo celular em células HEp-2 para a identificação do sorogrupo Escherichia coli enteropatogênica clássica. O PCR com o par de primers proposto identificou com alto grau de precisão os sorogrupo EPEC.
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