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SUMARIO

As estirpes de E. coli podem ser agrupadas em estirpes comensais, patogénios
extraintestinais e patogénios intestinais. E um relevante patogénio intestinal que causa
infecdes entéricas com grandes taxas de morbilidade e mortalidade em todo o mundo. O
desenvolvimento da infecdo depende da dose infeciosa ingerida pelo individuo, da sua
susceptibilidade a doenca, da interacdo entre o patogénio e os enterdcitos e viruléncia do
patogénio. E. coli induz diarreia através de diversos mecanismos, entre 0s quais a
producdo de adesinas, producdo de toxinas, inducao de alteracGes celulares nas células
do hospedeiro e invasdo da mucosa intestinal. As estirpes diarreiogénicas foram
agrupadas em seis principais categorias, baseadas nos seus factores de viruléncia e
mecanismos através dos quais provocam doenca: E. coli enteropatogénicas (EPEC),
enterohemorragicas (EHEC), E. coli enterotoxicogénicas (ETEC), E. coli
enteroagregativas (EAEC), E. coli enteroinvasivas (EIEC) e E. coli de adesdo difusa
(DAEC). As EPEC sdo caracterizadas pela formacdo de lesbes histopatoldgicas nos
enterdcitos com posterior secrecdo de proteinas que causam alteracdes celulares. As
EHEC tém um mecanismo semelhante, além disso, produzem toxinas Shiga,
responsaveis por casos severos como diarreia sanguinolenta, colite hemorragica (HC),
sindrome hemolitico-urémico (HUS) e puarpura trombocitopénica trombética (TTP).
Quanto a estirpes de ETEC, podem produzir e libertar duas toxinas diferentes: LT e ST,
que causam o desequilibrio da homeostase intestinal por aumento do AMPc e GMPc,
respetivamente. EAEC formam um biofilme e libertam toxinas como EAST1 e Pet que
estimulam a secrecdo de fluidos e eletrolitos. EIEC sdo capazes de invadir enterécitos e
replicarem-se. Em relacdo as DAEC, a infecdo é caracterizada pelo crescimento de
projecdes em forma de “dedo” da superficie dos enterdcitos. Para reduzir as taxas de
morbilidade e de mortalidade, ter acesso a informacdo sobre as infecdes entéricas

causadas por E. coli e aplicar a prevencao primaria sao essenciais.

Palavras-chave: Escherichia coli, Enterobacteriaceae, infecdo entérica, mecanismos

de patogenicidade, fatores de viruléncia, diarreia, desiquilibrio eletrolitico, prevencéo.

\%



ABSTRACT

Escherichia coli (E. coli) strains can be grouped as commensal strains, extraintestinal
pathogens and intestinal pathogens. It is a relevant intestinal pathogen which causes
enteric infections with high morbidity and mortality rates around the world. The
development of the infection depends on the infectious dose ingested by an individual,
his susceptibility to the disease, enterocytes and pathogens interaction and pathogen’s
virulence. E. coli induces diarrhea through several mechanisms, among them are
production of adhesins, production of toxins, induction of cellular alterations in host
cells and invasion of intestinal mucosa. Diarrheagenic strains were grouped into six
main categories, based on their virulence factors and mechanisms by which they
provoke disease: enteropathogenic E. coli (EPEC), enterohemorrhagic E. coli (EHEC),
enterotoxigenic E. coli (ETEC), enteroaggregative E. coli (EAEC), enteroinvasive
E. coli (EIEC) and diffusely adherent E. coli (DAEC). EPEC are characterized by the
formation of histopathological lesions in the enterocytes with posterior secretion of
proteins that cause cellular alterations. EHEC have a similar mechanism, besides, they
produce Shiga toxins, responsible for severe cases as bloody diarrhea, hemorrhagic
colitis (HC), hemolytic uremic syndrome (HUS) and thrombotic thrombocytopenic
purpura (TTP). As for ETEC strains, they can produce and release two different toxins:
LT and ST, which cause intestinal homeostatic disequilibrium by increasing AMPc and
GMPc levels, respectively. EAEC form a biofilm and release toxins as EAST1 and Pet
that stimulate fluid and electrolyte secretion. EIEC are capable of invading enterocytes
and replicate. Regarding to DAEC strains, the infection is characterized by the growth
of finger-like projections of the enterocytes’ surface that wrap around the bacteria. To
reduce morbidity and mortality rates, having access to information about enteric

infections caused by E. coli and applying primary prevention are essential.

Palavras-chave: Escherichia coli, Enterobacteriaceae, enteric infection, mechanisms

of pathogenesis, virulence factors, diarrhea, electrolyte imbalance, prevention.
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Introducéo

A familia Enterobacteriacae é constituida por bacilos Gram negativo, asporogénicos,
maioritariamente com flagelos peritricos, podem ser aerobios ou anaerébios, méveis ou
imoveis, sendo identificados pela fermentacdo de glucose, producdo de catalase e
auséncia de citocromo-oxidase. Encontram-se entre 0s principais causadores das
infecOes entéricas, doenca que revela uma grande taxa de mortalidade e morbilidade,

sendo de extrema importancia a sua identificacao rapida e eficaz.

Quanto a infecdes entéricas causadas por bactérias da familia Enterobacteriaceae,
encontram-se a Shigella, Salmonella, Yersinia e Escherichia coli, por exemplo (Sousa,
2000). Mas também existem outros agentes patogenicos, tais como: Vibrio cholerae e V.
parahaemolyticus, Staphylococcus aureus, Campylobacter spp., Clostridium perfingens

e C. difficile e Bacillus cereus (Paiva e Kotze, 2003).

Neste trabalho, ird ser focada Escherichia coli. Este tema foi escolhido devido a
constante importancia desta espécie, principalmente nos ultimos anos, em que as
resisténcias antimicrobianas tém crescido bastante na Europa. Em 2011, na Alemanha,
ocorreu um grande surto, aumentando as taxas confirmadas de E. coli produtora de
toxina Shiga (STEC) para mais do dobro, como se pode observar no relatério europeu
do “EARS-net” de 2011 e no relatdrio europeu anual epidemiologico de 2013 (Fraser et
al., 2013; Hogberg e Heuer, 2011).

Esta bactéria € o microrganismo comensal mais prevalente da microflora intestinal
saudavel de humanos e animais de sangue quente. Porém, também é conhecida por ser
altamente versatil e, por vezes, um agente patogénico mortal. As estirpes de E. coli
patogénicas atuam através de fatores de viruléncia e afetam processos celulares no

organismo hospedeiro (Kaper et al., 2004).

Este trabalho permite o alargamento do conhecimento em relacdo aos varios
mecanismos de acdo e fatores de viruléncia de E. coli, cujas estirpes sdo bastante
heterogéneas, havendo dificuldade em agrupar todos os tipos de E. coli diarreiogénicas

existentes. Adicionalmente, a partir desta dissertacdo, conhecem-se os modos de
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prevencdo para evitar surtos e casos esporadicos de infe¢Ges entéricas por E. coli, bem

como outras consequéncias da infegdo.

Metodologia: na elaboracdo desta dissertacao recorreu-se a uma pesquisa bibliografica
usando como motores de busca 0 ASM (American Society for Microbiology), BioMed
Central, Web of Science e NCBI (National Center for Biotechnology Information).
Como organizador de citagOes e bibliografia foi utilizado o programa EndNote. A
selecdo dos artigos iniciou-se primeiramente pelo titulo do artigo, pela leitura do resumo

e, por fim, pela leitura completa do artigo.
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l. Microbiota Intestinal Saudavel

A microflora ou flora intestinal, mais corretamente designada por microbiota, é a
comunidade de microrganismos entéricos, incluindo fungos, bactérias, virus e
protozoarios (Bedani e Rossi, 2009). Esta é importante para a manutencdo da
homeostasia intestinal no hospedeiro (Round, 2013).

Nos seres humanos e outros mamiferos, a microbiota intestinal é predominantemente
composta por bactérias (na sua maioria anaerobias estritas), sendo dez vezes mais
numerosas que as células do seu hospedeiro (Zoetendal et al., 2004). Podem ser
encontradas mais de 400 espécies diferentes de bactérias no intestino (Figura 1), sendo
97% anaerObias estritas, pertencentes aos Géneros Bacteroides, Bifidobacterium,
Eubacterium, Fusobacterium, Clostridium e Lactobacillus. Entre as bactérias
anaerdbias, que compdem cerca de 3% da populacdo bacteriana do intestino,
encontram-se as bactérias Gram positivo — Enterococcus, Staphylococcus e
Streptococcus — e as Gram negativo, destacando-se Klebsiella e E. coli (Bedani e Rossi,
2009; Guerreiro et al., 2010). Na flora intestinal estdo presentes cerca de 10°-10" UFC/g
de E. coli (Forsythe, 2002a).

Figura 1. Algumas bactérias do trato digestivo. Adaptado, com modificacBes (Sartor e Mazmanian,
2012).
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As estirpes comensais de E. coli colonizam o trato gastrointestinal das criangas nas
primeiras horas de vida (Nataro e Kaper, 1998) através da flora vaginal e fecal da mée e
através do meio ambiente. Este ultimo é essencial em bebés nascidos por cesariana
(Forssten et al., 2011).

Contudo, apesar de E. coli ser uma bactéria comensal do intestino e normalmente
inofensiva, as estirpes ndo patogénicas também podem causar infecGes, nomeadamente
quando as barreiras gastrointestinais se encontram comprometidas ou quando 0 sujeito

esta debilitado ou imunodeprimido.

Além das estirpes ndo patogénicas de E. coli, existem estirpes patogénicas para o
homem, capazes de causar sépsis, meningite neonatal, infecGes urinarias e infecGes

entéricas (Kaper et al., 2004).
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1. Interacdo bactérias-trato intestinal

O controlo dos patogénios no intestino é conseguido através de uma camada
impenetravel de muco, que aumenta a sua espessura atraves da reabsor¢do intensa de
agua através do epitélio, evitando a invasdo de alguns patogenios. Antes das bactérias
ou toxinas aderirem e penetrarem a mucosa, tém primeiro de atravessar esta barreira, ou
serdo excretadas, juntamente com o muco e outros liquidos que banham a superficie da

mucosa.

No caso das bactérias conseguirem atravessar 0 muco e aderir as células epiteliais, o
sistema de defesa do organismo tem como papel eliminar as bactérias do muco, atraves
de um processo inflamatério (Brooks e Carroll, 2011; Round, 2013). Apds alguns
dias/semanas, o sistema imunitario comeca a produzir imunoglobulinas secretoras, que
podem neutralizar toxinas, assim como bloquear a interacdo patogénio-enterécito,
especialmente a imunoglobulina A secretora (SIgA), a imunoglobulina mais importante
em casos de infecdes entéricas (Abbas et al., 2008; Berg, 1983; Brooks e Carroll, 2011;
Lu e Walker, 2001).

Assim que a aderéncia do patogénio € bem sucedida, formam-se microcolénias e

segue-se o restante desenvolvimento da infe¢do entérica (Brooks e Carroll, 2011).

As bactérias possuem adesinas que permitem uma aderéncia especifica com os recetores
dos enterocitos (Lu e Walker, 2001). As fimbrias podem regular a fixacdo das bactérias
as células, como por exemplo em estirpes diarreiogénicas de E. coli, que diferem nos

mecanismos de aderéncia e tipos de fimbrias (Brooks e Carroll, 2011).
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1. Escherichia coli

Escherichia coli, também denominada de colibacilo (Sousa, 2000), foi descrita pela
primeira vez pelo Dr. Theodor Escherich em 1885, sendo originalmente denominada
Bacterium coli commune. Esta é a bactéria anaerdbia facultativa mais comum na
microflora intestinal do homem e de outros animais de sangue quente (Doyle e Padhye,
1989). Quando a sua presenca é detetada na agua, revela, portanto, uma contaminagao
fecal recente (Doyle e Padhye, 1989; Sousa, 2000), ndo devendo ser consumida (Reilly,
1998). E. coli continua a ser o indicador de poluicdo fecal mais usado para

monitorizacao da qualidade da &gua (Forsythe, 2010; Gordon, 2013).

As estirpes patogenicas de Escherichia coli podem causar infecBes entéricas severas,
cujos sintomas primarios sdo o vomito e diarreia (gastroenterite) (Mendes, 2010). As

principais categorias de E. coli diarreiogénicas sdo:

e E. coli enterohemorragica (EHEC), um subgrupo das E. coli produtoras de
toxina Shiga (STEC);

e E. coli enteropatogénica (EPEC);

e E. coli enterotoxigénica (ETEC);

e E. coli enteroagregativa (EAEC);

e E. coli enteroinvasiva (EIEC);

e E. coli de adeséo difusa (DAEC) (Almeida et al., 2013; Kaper et al., 2004).

Recentemente, foi descoberta outra categoria designada de Cell-Detaching E. coli
(CDEC) devido a sua capacidade de descolar células de cultura que se encontram num
suporte solido. As CDEC produzem a-hemolisina, fator necrosante citotoxico CNF-1,
fimbrias associadas a pielonefrite e outros fatores de viruléncia existentes nas outras E.
coli diarreiogénicas. Além desta categoria, foram descobertas as E. coli
necrotoxicogénicas (NTEC), que produzem CNF-1, CNF-2 e toxina citoletal distensora
(Fratamico e Smith, 2006).
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Na Figura 2, encontram-se as seis principais categorias de E. coli diarreiogénicas e as
suas diversas formas de interagir com o enterdcito para causar a infecdo entérica. Esses

mecanismos irdo ser explicados posteriormente.
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Figura 2. Representacdo esquematica dos fendmenos de infe¢do pelas E. coli diarreiogénicas em estudos
in vitro. A) As EPEC formam microcoldnias gragas aos BFP e aderem aos enterdcitos (1), secretam
proteinas para o interior das células pelo sistema de secre¢do do tipo 111 (2), destroem as microvilosidades
e formam pedestais, havendo uma aderéncia intima com o enterécito (3). B) Além de também terem a
capacidade de construir pedestais, as EHEC segregam toxinas Shiga — a sua absorcdo sistémica pode
causar doencas severas. C) ETEC causa diarreia nomeadamente através de toxinas termolébeis e/ou
termoestaveis. D) As EAEC formam um biofilme e segregam citotoxinas e enterotoxinas para o interior
do enterocito. E) Nas infecBes por EIEC, os enterdcitos sdo invadidos pela bactéria, que lisa o fagossoma
e consegue mover-se pelo citoplasma, mover-se através da membrana plasmatica basolateral e também
invadir células adjacentes. F) A interacdo entre o epitélio intestinal e as DAEC causa a formacéo de
projegdes celulares com forma de “dedo”, que envolvem e protegem as bactérias. AAF, fimbrias de
aderéncia agregativa; BFP, bundle-forming pilus; CFA, antigénios dos fatores de colonizacdo; DAF,
decay-accelerating factor; LT, enterotoxina termolabil; ST, enterotoxina termoestavel. Adaptado, com

modifica¢des (Kaper et al., 2004).



Patogénese das Infegdes Entéricas por Escherichia coli

3.1. Transmissao

A infecdo entérica por E. coli € normalmente adquirida por ingestdo de &gua ou
alimentos contaminados, contacto direto (por transmissdo fecal-oral) com pessoas
infetadas, com animais infetados ou com o meio ambiente (George, 2011; National
Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) Surveillance Overview, 2012; Reilly,
1998), incluindo objetos (Figura 3) (Nataro e Kaper, 1998).

»

Transmissdo entre

anmmais de producio \

/ Transmissdo de animal para

Contaminagdo do meio pessoas {quinta, matadouro.
mercado, etc.)

y

ambiente, dgua e
agricultura

Transmissao pessoa a pessoa
Cu enire pessoa e
animais domesticos:

\ Transmiss3o de
comida/agua
para pessoa

Figura 3. Ciclo de transmissdo de E. coli. Adaptado, com modificaces (Pathogenic E. coli, 2004).

Relativamente as doses infeciosas ap6s ingestdo, para EIEC e EHEC sdo necessarias
bactérias na ordem das centenas UFC, enquanto que, para EPEC, ETEC e EAEC é
preciso uma quantidade bastante maior. Menor ainda é a dose infeciosa de um serotipo
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das EHEC, E. coli O157:H7, que é de cerca de 10 UFC (Almeida et al., 2013; Gordon,

2013)!

3.2. Infecdo entérica por E. coli em Portugal

Segundo uma analise realizada pelo Laboratorio Nacional de Referéncia de Infecdes

Gastrointestinais do Departamento de Doencas Infeciosas do INSA, nos anos 2002 e

2003, a classe de E. coli que provocava mais infecdes entéricas em Portugal era EAEC,

seguida de STEC e ETEC. A partir de 2004, as ETEC comecaram a ser 0 patotipo mais

comum, com exce¢do do ano 2007 em que a maioria das infecbes foram causadas por
EAEC e STEC (Quadro 1 e Gréfico 1).

A grande frequéncia das infecdes por STEC deve-se a baixa dose infeciosa destas

estirpes e a gravidade das doencas que provocam (Silveira et al., 2013).

Quadro 1. Numero de casos confirmados de infecdo entérica, entre 2002 e 2012, pelos principais

patétipos de E. coli em Portugal: casos de infecdes por ETEC, EPEC, STEC, EAEC e casos onde 0s

fatores de viruléncia de ETEC e STEC foram detetados simultaneamente. Adaptado (Silveira et al., 2013)

2002 : 2003 i 2004 : 2005 : 2006 : 2007 i 2008 : 2009 : 2010 i 2011 :; 2012
Pat6tipos NUmero de resultados positivos Total
ETEC 5 7 27 27 24 14 25 29 8 6 11 183
EPEC 3 5 2 5 3 5 1 5 1 6 6 42
STEC 6 10 25 14 15 18 20 15 3 6 4 136
EAEC 7 16 13 16 19 19 7 7 4 6 7 121
ETEC/STEC 0 2 0 2 1 3 1 5 0 0 1 15
Total depositivos | ) | 49 | 67 | 64 | 62 | 59 | 54 | 61 | 16 | 24 | 29 | 497
em cada ano
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EPEC ETEC/STEC
9% 3%

STEC
27%

Gréfico 1. Percentagem total do nimero de casos de infecdo por E. coli em Portugal entre os anos 2002 e
2012. O maior nimero de infe¢cBes durante estes anos foi provocado por E. coli enterotoxicogénica
(ETEC) (Silveira et al., 2013).
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IV. E. coli enteropatogénica (EPEC)

4.1. Etiologia e Sintomas

EPEC foi a primeira categoria de E. coli a ser associada a diarreia, num surto que
ocorreu numa enfermaria pediatrica em Londres, em 1945 (Dean, 2009; Rodrigues et
al., 2004). Atualmente, os surtos sdo raros em paises desenvolvidos, mas a diarreia
associada a EPEC continua a ser das maiores causas de mortalidade infantil em paises
em desenvolvimento (Yang et al., 2014).

Pensa-se que criancas sintomaticas e assintomaticas e adultos assintomaticos sdo o
reservatorio de EPEC. Apesar dos alimentos poderem ser contaminados, nenhum

alimento em particular foi indicado como possivel reservatorio (Nataro e Kaper, 1998).

EPEC é um patogénio do intestino delgado (Dean e Kenny, 2009), normalmente
relacionado com diarreia infantil severa, principalmente no primeiro ano de vida (Lin et
al., 2014; Yang et al., 2014). A infecdo por EPEC causa diarreia abundante com muco

(pode conter leucdcitos), febre baixa e vémito (Forsythe, 2002b; Nataro e Kaper, 1998).

Alguns estudos in vitro em células HEp-2 (linhagem de células tumorais derivadas de
carcinoma da laringe humano) demonstram que o colostro e leite materno tém um papel
de protecdo contra infecdes causadas por EPEC, inibindo a sua aderéncia as células

intestinais (Nataro e Kaper, 1998).

4.2. Mecanismo de patogenicidade

As EPEC séo tradicionalmente caracterizadas pela presenca da ilha de patogenicidade
Locus of Enterocyte Effacement (LEE) e auséncia de genes stx, que codificam as toxinas
Shiga (Sahl et al., 2013).

O seu mecanismo de patogenicidade induz a perda de microvilosidades, formacéo de
pedestais (Figura 4), inibicdo do transporte de eletrolitos e de 4gua nos enterdcitos,

disfuncdo mitocondrial, rutura das zonas de oclusdo celulares (acontece mais tarde,

11
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durante a infecéo) e diarreia rapida com alguma resposta inflamatoria (Figura 5) (Dean
e Kenny, 2009).

Figura 4. E. coli enteropatogénicas intimamente ligadas a células epiteliais humanas através de pedestais

ricos em filamentos de actina-F (microscopia eletrénica de varrimento) (Brinkmann, 2010).

————3p Diarreia

EPEC HO  HO

\ \ | . \ \
Alteracdo da , O Q ] ’ Diminui¢do

permeabilidade da resisténcia

"~ Rutura das

Perda das superficies 3
zonas de oclusdo

absortivas

Dano
tecidular

6y

A
2

\

N
Recrutamento de
neutréfilos

Figura 5. Esquema simples do mecanismo de E. coli enteropatogénica. Adaptado, com modificacGes
(Vallance e Finlay, 2000).
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Existe um modelo de trés etapas para a patogénese das EPEC (ndo necessariamente
sequenciais) e resume-se a: aderéncia localizada, transducéo de sinal e aderéncia intima.
A primeira etapa caracteriza-se por uma interacdo distante com o0s enterocitos e
formacéo de microcoldnias localizadas; a segunda, pela ativacdo de varios genes (como
0 gene que codifica a intimina — 0 eae) e ocorréncia de uma cascata de sinais que levam
a dissolugdo das microvilosidades; e a terceira, pela interacdo da intimina com o seu
recetor Tir (translocated intimin receptor) e acumulacdo de componentes do
citoesqueleto da célula, causando a aderéncia intima da bactéria com o enterdcito
(Nataro e Kaper, 1998; Silva e Silva, 2005).

4.2.1. Aderéncia localizada

O plasmideo EAF (EPEC adherence factor ou factor de aderéncia de EPEC), de cerca
de 50 a 70 MDa, codifica 0s genes necessarios para expressdo e formacdo das fimbrias
do tipo IV chamadas de bundle-forming pilus (BFP), importantes para a autoagregacao,

aderéncia localizada e dispersdo das EPEC (Figura 6).

Figura 6. BFP expressos por uma estirpe de EPEC, E2348/69 (microscopia eletronica). Medida: 0,35 um
(Nataro e Kaper, 1998).

13
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Os BFP permitem a formacdo de uma malha de filamentos entre as EPEC, gerando
microcoldnias; servem de recetores para bacteri6fagos e permitem um tipo de
translocacéo das bactérias designado de twitching motility (Figura 7). Este fen6tipo ndo
¢ essencial para conferir viruléncia as EPEC, mas a sua presenca aumenta a
patogenicidade. A expressdo de BFP € intensificada com o crescimento exponencial da
bactéria & temperatura de 37°C, com a presenca de Ca®* (Anantha et al., 2000; Nataro e
Kaper, 1998; Sahl et al., 2013; Silva e Silva, 2005).

—_—

<~ ' Retracdo dos BFP

Figura 7. Twitching motility: os BFP séo retraidos, permitindo a deslocacéo da bactéria ao longo de uma

superficie (Kearns, 2010).

Estas fimbrias distinguem as EPEC tipicas das EPEC atipicas: as tipicas possuem o
plasmideo EAF e expressam BFP, enquanto que as atipicas ndo possuem EAF, sendo
BFP-negativas. Por outras palavras, as EPEC tipicas possuem BFP, ao contréario das
EPEC atipicas.

Em paises industrializados, as EPEC atipicas sdo mais isoladas em casos de diarreia do
que as EPEC tipicas. No entanto, as EPEC tipicas sdo mais comuns em paises em

desenvolvimento (Kaper et al., 2004).

Estudos com EPEC tipicas mostraram que a eliminagdo da BfpA (bundlina), a principal
subunidade de BFP, leva a que os sinais que levam a apoptose cessem, sugerindo um

papel importante dos BFP em relacéo & apoptose celular (Silva e Silva, 2005).

A expressdao destas fimbrias requer um gene de regulacdo da patogenicidade,
denominado Per (ou BfpTWV) (Nataro e Kaper, 1998).

14



Patogénese das Infegdes Entéricas por Escherichia coli

4.2.2. “Attaching and effacing” (A/E)

As ilhas de patogenicidade, presentes em E. coli, sdo grandes segmentos de ADN que
codificam fatores de viruléncia, como também os conjuntos de moléculas que auxiliam

0 encontro deles com as células do hospedeiro (exemplo: sistemas de secrecao).

As E. coli do tipo Attaching and Effacing (AEEC) sd@o um grupo especifico de
Escherichia coli, constituido pelas E. coli enteropatogénicas (EPEC) e pelas E. coli
enterohemorragicas (EHEC). As AEEC séo caracterizadas pelo facto de possuirem uma
ilha de patogenicidade denominada de Locus of Enterocyte Effacement (LEE) (Lin et
al., 2014; Sahl et al., 2013; Vieira et al., 2001) de 35,5 kb (Nataro e Kaper, 1998).

A ilha de patogenicidade LEE permite 0 mecanismo de patogenicidade caracteristico
das AEEC: a habilidade de infringir lesbes A/E (Attaching and Effacing) nos
enterécitos. A denominacdo Attaching/Effacing significa adesdo/desaparecimento:
adesdo da bactéria ao enterdcito e desaparecimento das microvilosidades. Mais
concretamente, as lesdes A/E sdo lesdes histopatoldgicas caracterizadas pela aderéncia
intima da bactéria a membrana citoplasmatica do enterdcito, através da degeneracao
localizada das microvilosidades do enterdcito e do estabelecimento de um pedestal rico
em componentes do citoesqueleto da célula hospedeira no local de contacto da bactéria
(Figura 8) (Lin et al., 2014; Nataro e Kaper, 1998; Sousa, 2000; Topouzova-Hristova et
al., 2012).

o
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Além dos filamentos de actina polimerizada (actina-F), outros componentes do
citoesqueleto utilizados para formar as lesdes A/E sdo a-actinina, talina, ezrina e a

cadeia leve de miosina (Nataro e Kaper, 1998; Silva e Silva, 2005).

McDaniel e Kaper (1997) mostraram que, ao transferir o LEE para uma estirpe nao
virulenta de E. coli, fez com que esta adquirisse o fendtipo A/E, ganhando capacidade
de secretar proteinas efetoras e induzir eventos de sinalizacdo no hospedeiro. Também
observaram a auséncia de microvilosidades nos enterdcitos, as quais foram substituidas
por pedestais de filamentos de actina, que permitem um contacto intimo entre a bactéria
e a célula alvo. Assim, provaram que o LEE das EPEC era a ilha de patogenicidade
responsavel por codificar todos os genes envolvidos nas lesées A/E (Mcdaniel e Kaper,
1997).

A ilha de patogenicidade LEE divide-se em 5 operdes principais: LEE1 a LEE5 (Gyles,
2007). As principais substancias que codifica sdo: as proteinas translocadoras da familia
Esp (EPEC secreted proteins) EspA, EspB, EspD e EspF, que compdem o sistema de
secrecdo do tipo IlI; proteinas efetoras, tais como o recetor da intimina (Tir), EspG,
EspH, EspZ, e Map (Mitocondrial-associated protein); translocadores; chaperones
moleculares (proteinas Ces); intimina (Dean e Kenny, 2009; Kenny e Warawa, 2001;
Silva e Silva, 2005) e regulador codificado por LEE (Ler), que regula a expressdo dos
genes produzidos pelo LEE (Zhu et al., 2007) e dos genes produzidos por outras ilhas
de patogenicidade, como o gene espC (Zhu et al., 2006).

Além do sistema de secrecdo do tipo Ill, as EPEC também possuem um sistema de
secrecdo do tipo Il e do tipo V, que inclui a enterotoxina EspC (Dean e Kenny, 2009) (o
gene espC ndo se encontra no LEE, pelo que uma mutagdo neste gene ndo causa
alteracdes nos mecanismos de patogenicidade de EPEC) (Nataro e Kaper, 1998). Porém,
ird ser focado o sistema de secrecdo do tipo Il (SST3) por ser o sistema de secrecdo

mais importante na patogénese.

O sistema de secrecdo do tipo Il (SST3) é um organelo com forma de seringa/agulha,
utilizado pela bactéria para injetar fatores de viruléncia no enterdcito (Ruchaud-
Sparagano et al., 2007). As proteinas efetoras secretadas por EPEC podem ser
codificadas pelo LEE ou por outras ilhas de patogenicidade (Zhu et al., 2006). Uma vez

no interior da célula, as proteinas efetoras interagem com os dominios das proteinas do
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hospedeiro, por meio da fosforilacdo ou transferéncia de residuos, que resulta numa
cascata de reacgOes que promovem modificacdes no citoesqueleto, escape de sistema de
defesa no interior de fagossomas, morte e outras alteragdes celulares (Lin et al., 2014;
Vieira, 2009).

Para formar esta “agulha”, EPEC secreta ESpA, EspB e EspD para o exterior através de
um sistema de secrecdo do tipo Ill, codificado pelos genes esc e sep. Assim, é formado
um poro na membrana da bactéria que permite a saida das EPEC secreted proteins
(Esp). J& no exterior, EspA forma um tubo filamentoso e, em seguida, EspB e EspD sao
transportados para a membrana da célula alvo e formam um poro. O tubo de EspA e o
poro formado permitem a translocacdo de proteinas efetoras, como Tir (recetor da
intimina) (Figura 9). Uma ATPase designada de EscN também participa na formacédo
da agulha (Silva e Silva, 2005; Vallance e Finlay, 2000).

Magquinaria do sistema Tubo de
de secrecio do tipo 111 ¢ translocagao
pA
VU UV | LU b b L
EspD «—EspB

Abertura do Poro

Figura 9. Formagdo do sistema de secrecdo do tipo Il e secrecdo de proteinas efetoras. Adaptado, com

modifica¢des (Vallance e Finlay, 2000).

A formagdo do SST3 e a aderéncia da bactéria ao enterdcito sdo essenciais para a
transducéo de sinais e formacéo da lesdo A/E. Por isso, ndo podem ocorrer mutacdes
nos genes que codificam as proteinas EspA (25 kDa), EspB (38 kDa) ou EspD (40

17



Patogénese das Infegdes Entéricas por Escherichia coli

kDa), ou seja, nos genes espA, espB ou espD, ou nos genes que codificam o SST3 (sep e
esc) (Nataro e Kaper, 1998).

Este importante organelo comeca desde o citoplasma bacteriano, trespassa as
membranas interna e externa até passar a membrana do enterdcito ao qual a bactéria se

aderiu (Figura 10) (Ruchaud-Sparagano et al., 2007).
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Figura 10. Sistema de secrecdo do tipo 111 (SST3). A) formam-se dois anéis na membrana da bactéria, de
onde se projeta uma “agulha molecular” e as proteinas efetoras e translocadoras sdo armazenadas para
posteriormente serem deslocadas para a célula alvo. B) As proteinas translocadas EspB e EspD formam
um poro na membrana da célula do hospedeiro para permitir a passagem das proteinas efetoras da
bactéria para o citosol da célula. C) Bactéria com agulhas do SST3 a sua superficie (microscopia
eletronica) (Lin et al., 2014).
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Inicialmente, pensava-se que EPEC se ligava a um recetor presente nas células
hospedeiras. Na verdade, EPEC expressa o0 seu préprio recetor, de 90 kDa — Tir,
Translocated Intimin Receptor —, que é translocado através da “seringa” do SST3 e ¢é
colocado na membrana do enterdcito. Nessa altura, é fosforilado por cinases do
enterdcito, funcionando como recetor de uma adesina de 94 kDa codificada pelo gene
eae (contido no LEE), designada por intimina (Lin et al., 2014; Sahl et al., 2013; Silva
e Silva, 2005; Vallance e Finlay, 2000) ou Eae (Gyles, 2007). A ligacdo Tir-intimina é
necessaria para a aderéncia intima da bactéria ao enterécito. A fosforilacdo no residuo
474 da Tir, juntamente com a interacdo da Tir com a intimina, é essencial para a
condensacdo de actina-F para formacdo das lesbes A/E em linhas celulares
imortalizadas. Porém, em estudos ex vivo com bidpsias de tecido humano, a fosforilagdo

da tirosina demonstrou ser desnecessaria (Dean e Kenny, 2009; Kenny, 1999).

Além do proprio recetor Tir, a intimina pode-se ligar a outros recetores da célula
hospedeira, como a nucleolina ou integrinas B1 (Rendon et al., 2007; Torres et al.,
2005).

Tir e intimina também estdo envolvidos no desaparecimento das microvilosidades,
juntamente com as proteinas efetoras EspF e Map, e na disrupc¢do das zonas de oclusao
das células (Kenny, 1999). Como consequéncia, proteinas da membrana basolateral do
enterdcito sdo redistribuidas para a superficie apical, incluindo integrinas 1, havendo
assim mais recetores para a intimina, o que aumenta a probabilidade da ligacdo da

bactéria ao enterdcito (Torres et al., 2005).

4.2.2. Outros mecanismos

A interacdo das EPEC com os enterdcitos provoca a ativacdo de varias cascatas de
sinalizacdo. Causa o aumento intracelular de calcio e a ativacdo de vérias cinases: a
proteina cinase C (PKC), a cinase da cadeia leve de miosina, fosfolipase Cy ¢ cinase da
proteina ativada por mitogénio, que aumentam a permeabilidade das zonas de oclusao e
provocam grandes mudancas na secrecdo de eletrdlitos e &4gua (Kaper et al., 2004;
Nataro e Kaper, 1998).
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Na ligacdo das bactérias as células intestinais, a flagina FliC (principal componente dos
flagelos) é o estimulador dominante da inflamacéo intestinal. Através da ligacdo ao
recetor Toll-like 5, a FliC ativa o sistema NF-xB, que aumenta a expressao de IL-8 e
outras  substdncias quimiotaticas, provocando a migracdo de leucdcitos
polimorfonucleares para a monocamada epitelial (Nataro e Kaper, 1998; Schuller et al.,
2009; Silva e Silva, 2005). As bactérias podem ativar este sistema, mesmo que a

expressao de intimina e as lesdes A/E ndo ocorram (Silva e Silva, 2005).

Em algumas estirpes de EPEC produtoras de lesdes A/E foi encontrado o gene lifA,
responsavel pela expressao de linfostatina. Esta toxina inibe a ativagéo e proliferacéo de
linfocitos e inibe seletivamente a produgdo de IL-2, IL-4, IL-5 e IFN-y. Isto pode
facilitar o escape da bactéria ao sistema imunitario do hospedeiro, prolongando a

duracdo da infecdo (Fratamico e Smith, 2006).
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V. E. coli enterohemorragica (EHEC)

5.1. Etiologia e Sintomas

As STEC que contém a ilha de patogenicidade LEE (Locus of enterocyte effacement)
sdo geralmente chamadas de E. coli enterohemorragicas (EHEC) devido a colite
hemorragica que provocam no hospedeiro (Lin et al., 2014; Sahl et al., 2013; Vieira et
al., 2001). Apesar de nem todas as estirpes de STEC serem patogénicas, as estirpes de
EHEC sdo bastante patogénicas para 0 homem. Por esse motivo, este capitulo ird ser
mais focado nas EHEC (Nataro e Kaper, 1998).

As STEC sdo caracterizadas pela producéo de citotoxinas que provocam a inibi¢do da
sintese proteica em células eucarioticas. Devido a possuirem atividade citotoxica contra
células Vero (linhagem continua de células renais de macaco verde africano), estas
citotoxinas foram chamadas de verocitotoxinas. Podem igualmente ser chamadas de
toxinas Shiga (Stx), por causa da semelhanca com uma citoxina de Shigella dysenteriae
serétipo 1. Assim sendo, além de E. coli produtora de toxina Shiga (STEC), esta classe
também pode ser denominada de E. coli produtora de verocitotoxina (VTEC) (Caprioli
et al., 2005; Gyles, 2007; Nataro e Kaper, 1998).

As EHEC sdo usualmente associadas a surtos de origem alimentar (Yang et al., 2014),
uma vez que o gado bovino, normalmente saudavel, € o maior e 0 mais importante
reservatorio deste tipo de E. coli, mas também pode ser encontrada noutros animais
(Almeida et al., 2013; Bertdo e Saridakis, 2007; Caprioli et al., 2005; Nataro e Kaper,
1998).

As infecdes por EHEC em humanos sdo relativamente incomuns, porém podem ter
consequéncias graves, especialmente em idosos e criangas, como colite hemorragica
(HC), sindrome hemolitico-urémico (HUS) e puarpura trombocitopénica trombotica
(TTP)! e pode envolver complicacdes no SNC (Caprioli et al., 2005). Estas bactérias
colonizam principalmente o intestino grosso, ao contrario das EPEC (Torres et al.,
2005).

! Na TTP, as plaquetas sanguineas envolvem os 6rgéos internos, causando danos nos rins e no SNC
(Forsythe, 2010).
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E um importante agente etiolégico associado a surtos diarreicos em paises
desenvolvidos (Yang et al., 2014), como por exemplo a Alemanha onde, em 2011,
foram registadas 53 mortes, 833 casos de HUS e aproximadamente 3000 casos de
gastroenterite (Prager et al., 2014). Além disso, causa cerca de 73 mil infecbes e 60

mortes por ano nos Estados Unidos (Murray et al., 2009).

As doencas causadas por EHEC podem ir de assintomaéticas a letais (Almeida et al.,
2013). A apresentacdo clinica da doenca envolve gastroenterite aguda, por vezes
juntamente com febre, vomitos, dores abdominais e diarreia geralmente sanguinolenta.
Normalmente a doenca dura de cinco a sete dias, na maior parte das vezes é
autolimitada. Também pode evoluir em 25% dos casos e num intervalo de uma semana
para HUS, que pode durar até duas semanas. Este sindrome é caracterizado por
insuficiéncia renal aguda e por, pelo menos, um destes critérios: anemia hemolitica
microangiopatica ou trombocitopenia (George, 2011; Yang et al., 2014). A insuficiéncia

renal pode vir acompanhada de palidez, hematomas e petéquias (Vranjac, 2002).

O principal ser6tipo responsavel pela HC é o 0157:H7 (Sousa, 2000). E importante
salientar que o nome dos serotipos é baseado no antigénio O e no antigénio H (Almeida
et al., 2013). Nos casos mais sérios de HC, a diarreia € sanguinolenta (Forsythe, 2002b).
Além disso, pacientes com diarreia sanguinolenta devido a O157:H7 tém mais
probabilidade de desenvolver HUS (Nataro e Kaper, 1998). Também existe uma
probabilidade de 3% de Obito em casos de HUS e uma probabilidade de 30% de
ocorrerem sequelas graves, tais como hipertensdo, manifestacbes no SNC e

insuficiéncia renal (Murray et al., 2009).

5.2. Mecanismo de patogenicidade

Como ja foi mencionado, as EHEC sdo um subgrupo dentro das STEC e tém um
significado clinico distinto. Segundo Nataro e Kaper (1998), existem quatro parametros
que definem as EHEC:
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O termo “E. coli enterohemorragica” (EHEC) foi originalmente criado para representar estirpes que
causam HC e HUS, expressam Stx, causam les6es A/E em células epiteliais, e possuem um plasmideo de

aproximadamente 60 MDa (Nataro e Kaper, 1998).2

As EHEC séo definidas pela producao de toxinas Shiga. Estas sdo proteinas codificadas
por genes stx incluidos no genoma de bacteriofagos (National Shiga toxin-producing
Escherichia coli (STEC) Surveillance Overview, 2012; Parreira, 2002) e s&o o principal
factor de viruléncia das EHEC (Vieira, 2009).

5.2.1. Toxinas Shiga

Stx1 e Stx2 sdo as duas principais toxinas da familia das toxinas Shiga. Uma estirpe
pode produzir Stx1, Stx2, as duas ou variantes dessas toxinas. Diferentemente de Stx1,
as Stx2 possuem muitas variantes, como por exemplo Stx2c, Stx2v, Stx2vhb, Stx2e
(Nataro e Kaper, 1998).

O gene stx2 é um fator de risco para diarreia sanguinolenta e HUS (National Shiga
toxin-producing Escherichia coli (STEC) Surveillance Overview, 2012), pois a Stx2 é
capaz de destruir as células endoteliais dos glomérulos — os danos nas células induzem a
ativacdo de plaquetas e, devido a deposicdo de trombina, a filtracdo glomerular diminui
(Murray et al., 2009). As Stx2 foram associadas apenas a STEC eae-negativas (néo
contém o gene que codifica a intimina), ou seja, ndo séo encontradas em EHEC (Gyles,
2007).

As toxinas Shiga tém estrutura ABs, sendo compostas por uma subunidade A, que
contém os peptideos A; (28 kDa) e A, (4 kDa) ligados por uma ponte dissulfeto e cinco
subunidades idénticas B de 7,7 kDa cada uma. O peptideo A; € uma N-glicosidase que
possui a atividade enzimatica, ao passo que A, tem a funcdo de se ligar a uma das
subunidades B de forma ndo covalente (Figura 11) (Forsythe, 2002b; Nataro e Kaper,
1998).

2 [The term “enterohemorrhagic E. coli” (EHEC) was originally coined to denote strains that cause HC
and HUS, express Stx, cause A/E lesions on epithelial cells, and possess a ca. 60 MDa plasmid.]
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Subunidade B

Figura 11. Estrutura da toxina Shiga. Adaptado, com modifica¢cdes (Torgersen et al., 2010).

Stx liga-se a globotriosilceramida (Gbs) presente na membrana plasmatica de células
eucaridticas (Nataro e Kaper, 1998), com excecdo da variante Stx2e, que se liga a
globotetraosilceramida (Gh,), podendo ligar-se também a Gbs. Segue-se a endocitose de
Stx: em células sensiveis a Stx, a toxina passa pelo aparelho de Golgi, pelo reticulo
endoplasmatico e, por fim, citosol do enterdcito. Depois da subunidade A ser clivada
pela enzima furina, A; atua na subunidade 60S do ribossoma, inibindo a sintese proteica
devido a remoc¢do de um residuo de adenina da subunidade 28S do RNA ribossomal
(Figura 12) (Bertdo e Saridakis, 2007; Gyles, 2007). A toxina causa a morte a todas as
células que contém o seu recetor, tais como enterdcitos e células renais (Nataro e Kaper,
1998)

Toxina
Shiga

Aparelho
de Golgi
K\-(
R——s
S—

Morte

Nicleo )
d celular

Reticulo
endoplasmatico

Figura 12. Esquema simples do mecanismo de acdo das toxinas Shiga. Adaptado, com modificacdes
(Pacheco e Sperandio, 2012).
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As toxinas Shiga estimulam a producdo de citocinas inflamatdrias, tal como o fator
tumoral de necrose (TNF), que induzem a expressdo dos recetores Gbs a superficie
celular (Murray et al., 2009).

Para a ocorréncia de diarreia sem sangue sdo apenas necessarias as lesdes A/E. Porém, é
a presenca de Stx que causa diarreia sanguinolenta e colite hemorragica (Nataro e
Kaper, 1998).

5.2.2. “Attaching and effacing” (A/E)

Como ja foi referido, tal como as EPEC, as EHEC possuem a ilha de patogenicidade
Locus of Enterocyte Effacement (LEE), produzindo as lesdes histopatoldgicas
Attaching/Effacing e formando os chamados pedestais (Figura 13) (Lin et al., 2014;
Vieira, 2009). O LEE das EHEC também codifica os genes que expressam a intimina e
substancias homologas a EspA, EspB e EspD, que sdo igualmente secretadas por um
sistema de secrecdo do tipo Il (Puente e Finlay, 2001).

Figura 13. E. coli sob um pedestal de filamentos de actina-F (microscopia eletronica de varrimento)
(Buckley, 2012).
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Porém, ao contrario do que acontece com a classe EPEC, quando o LEE das EHEC é
transferido para bactérias E. coli ndo patogénicas, ndo sdo observadas lesdes A/E,
sugerindo a necessidade da codificagdo de outros genes fora do LEE para que se
formem as lesbes A/E (Vieira, 2009).

Diferentemente das EPEC, o Tir (recetor da intimina) das EHEC n&o possui o residuo
tirosina 474 (com excecdo da estirpe EHEC 026 e da estirpe diarreiogénica dos coelhos
RDEC-1), estando substituido por serina, por isso, ndo é fosforilado.

A diarreia por EHEC também ¢ inflamatdria: num estudo foram encontrados leucécitos
polimorfonucleares nas fezes de cerca de metade dos pacientes com colite hemorragica
(Kenny, 1999).

5.2.3. Plasmideo 60 MDa

O plasmideo 60 MDa, também chamado pO157, codifica a enterohemolisina e
antigénios fimbriais possivelmente envolvidos na colonizacdo da bactéria, por
fornecimento de ferro as EHEC através da lise de eritrocitos (Bertdo e Saridakis, 2007;
Nataro e Kaper, 1998). Também expressa uma catalase-peroxidase (KatP) e uma serina
protease (EspP) que pode clivar o fator V de coagulacdo no ser humano e agravar a

doencga hemorragica.

Comparando as EHEC com as EPEC, as EHEC possuem o fago codificador de Stx e o
plasmideo pO157, enquanto que as EPEC possuem o plasmideo EAF (codifica as
fimbrias BFP, bundle-forming pilus). Para além disso, pO157 também é uma
caracteristica especifica das estirpes do subgrupo EHEC em relacéo as do grupo STEC
(Bertdo e Saridakis, 2007; Nataro e Kaper, 1998).
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5.2.4. Urease

Algumas estirpes de STEC possuem o grupo de genes ure, que codifica a urease e
proteinas acessorias. A enzima urease hidrolisa o substrato ureia para formar duas
moléculas de NH4 e uma de CO,. Nao é essencial para a viruléncia, mas a sua expressao
aumenta a patogenicidade. Especificamente, ajuda na sobrevivéncia da bactéria, em
casos de baixo pH, como no estbmago e pensa-se que é por isso que a dose infeciosa
por via oral de STEC € muito baixa, comparativamente a outras classes de E. coli. Além
disso, melhora a colonizacdo intestinal, fornecendo azoto a bactéria, que ganha uma

vantagem metabdlica sobre os microrganismos comensais.

A urease é considerada um importante fator de viruléncia noutras bactérias, como por
exemplo Helicobacter pylori, Yersinia enterocolitica e Brucella abortus (Steyert et al.,
2011).

5.2.5. Outros mecanismos

Foram sugeridos outros fatores de viruléncia das STEC, cuja funcdo requer mais
estudos (Bertdo e Saridakis, 2007), tais como: adesinas fimbriais (Torres et al., 2005)
que auxiliam na formacdo de microcol6nias e na aderéncia ao epitélio, adesinas nao
fimbriais e proteinas da membrana externa A (OmpA), que ajudam na aderéncia; StcE,
uma metaloprotease que cliva o inibidor da C1 esterase e auxilia na aderéncia; e contém
proteases, tais como EspP/PssA, Espl/N1leA e KatP, que ajudam a degradar e a clivar
algumas substancias. Em particular, ESpP/PssA é citotdxica para as células Vero e cliva
a pepsina A e o fator de coagulacdo V; Espl/NleA degrada a pepsina A e a

apolipoproteina A; por fim, KatP € uma catalase/peroxidase de codificagdo plasmidial.

Além das toxinas Shiga, existem outras toxinas produzidas por algumas estirpes de
STEC, como por exemplo a toxina citoletal distensora (Gyles, 2007), que interfere com
a regulacéo do ciclo celular e causa a apoptose celular (Forsythe, 2010; Jinadasa et al.,

2011); EAST1 (toxina termoestavel 1 de E. coli enteroagregativa), que contribui para a

27



Patogénese das Infegdes Entéricas por Escherichia coli

diarreia aquosa; e uma citotoxina potente e letal com estrutura ABs chamada de

subtilase, homdloga a subtilase de Bacillus anthracis.

E importante frisar que a bactéria usa hemoglobina/heme para promover o seu
crescimento e proliferacdo durante a infecdo entérica, através de um transporte de ferro
especializado. A hemolisina produzida por E. coli O157:H7, além de fornecer
hemoglobina (contém ferro) proveniente de eritrdcitos as bactérias, é citotoxica e induz

a producdo de citotoxinas pro-inflamatérias (Gyles, 2007; Nataro e Kaper, 1998).
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VI.  E. coli enterotoxigénica (ETEC)

6.1. Etiologia e Sintomas

ETEC encontra-se entre as categorias de E. coli que causam mais infe¢Bes entéricas no
mundo. Anualmente, morrem entre 300.000 e 500.000 pessoas em paises em

desenvolvimento devido a infeces entéricas por ETEC (Sahl et al., 2013).

As ETEC colonizam as proximidades do intestino delgado (Forsythe, 2002b) e séo
responsaveis pela patogénese da diarreia aguda, nomeadamente em criangas e em
pessoas que Viajam para zonas endémicas, sendo a principal causa da “diarreia do
viajante” (Donnenberg, 2013; Oliveira et al., 2007; Sousa, 2000). Estes grupos séo 0s
mais suscetiveis a infecdo entérica por ndo possuirem imunidade adquirida contra as
ETEC. No caso dos viajantes, a probabilidade de adquirirem imunidade aumenta com o

namero de viagens as areas endémicas (Elsinghorst, 2002).

A doenca tem inicio repentino com um periodo de incubacdo de 14 a 50 horas. A
doenca pode ser moderada e autolimitada (1-3 dias), porém pode causar sintomas
severos semelhantes aos da colera. E uma doenca muito séria em recém-nascidos.
Produz febre baixa, vomitos sdo raros e a diarreia tem uma aparéncia semelhante a gua
de arroz, é aquosa, normalmente sem sangue, muco ou pus (Forsythe, 2002b; Forsythe,

2010; Nataro e Kaper, 1998) e nado € inflamatdria.

Foi descoberto que a amamentacdo no primeiro ano de vida proporciona um efeito

protetor contra infecdes entéricas severas por ETEC e por outros patogénios.

6.2. Mecanismo de patogenicidade

A infecdo é caracterizada pela colonizacdo do intestino delgado com a intervengédo de
fatores de colonizagéo, com a ulterior producéo de enterotoxinas (Oliveira et al., 2007).
As estirpes podem produzir apenas enterotoxinas termolabeis (LT), apenas

termoestaveis (ST) ou as duas (Sousa, 2000).
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6.2.1. Fatores de colonizacéo

Os fatores de colonizacdo humanos, geralmente chamados de adesinas, dividem-se em
antigénios dos fatores de colonizacdo (CFA), antigenios de superficie de coli (CS) e

possiveis fatores de colonizacao (PCF) (Torres et al., 2005).

E importante salientar que estas adesinas asseguram a aderéncia da bactéria as
microvilosidades do intestino, permitindo que posteriormente esta liberte toxinas para o

interior do enterdcito (Sousa, 2000).

As adesinas mais comuns sdo as CFA/I, fimbrias rigidas em forma de barra (Figura
14B); as CFA/III, que sdo BFP e sdo homologas a familia fimbrial do tipo IV (Figura
14A) (Nataro e Kaper, 1998); as CFA/Il e CFA/IV sdo compostos por distintas
estruturas multiplas de fimbrias — CFA/Il € um complexo de CS1, CS2 e CS3 e CFA/IV
é um complexo de CS4, CS5 e CS6. Outros fatores usuais incluem CS7, CS17, CS19,
CS20, CS22, fimbria longus (CS21), PCFQO9, PCFO20, PCFO148, PCFO159,
PCFO166, antigénio 2230 e antigénio 8786 (Torres et al., 2005).

Figura 14. Exemplos de fatores de colonizacdo em ETEC. A) Fimbrias CFA/III; B) Fimbrias CFA/I e
longos flagelos (Kaper et al., 2004).

6.2.3. Toxinas termolébeis (LT)

As toxinas termolabeis sdo toxinas grandes e oligoméricas e 0 seu mecanismo de acdo é

similar ao da toxina colérica, presente em V. cholerae, destacando-se algumas
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diferencas no que toca ao processamento e secrecdo da toxina e na resposta das células
T-helper (Nataro e Kaper, 1998; Sousa, 2000).

As duas mais importantes sdo as LT-1 e LT-Il, sendo a ultima raramente encontrada em
infecdes entéricas em humanos. Os genes que codificam as toxinas LT estdo presentes
em plasmideos que também contém outros genes codificadores de toxinas ST e/ou
fatores de colonizacdo (Nataro e Kaper, 1998). As toxinas LT-1 e LT-IlI possuem uma
subunidade A e cinco subunidades B, isto €, tém uma estrutura ABs (Forsythe, 2002a).

Quando as ETEC se aderem aos enterdcitos, as toxinas LT-1 sdo secretadas. As 5
subunidades B formam uma estrutura em anel e ligam-se preferencialmente ao
monossialogangliosideo GM1 (também podem ter ligagcdes fracas com o gangliosideo
GD1b), que se encontra a superficie dos enterdcitos, ativando a endocitose da
holotoxina. Seguidamente, no interior do enterdcito, a subunidade A é clivada,
formando os dominios A; e A, ligados por uma ponte dissulfeto que atravessam o
centro do anel criado pelas subunidades B. Entdo, o dominio A; viaja até alcancar o
aparelho de Golgi e o reticulo endoplasmético. Em seguida, A; transfere ADP-ribose de
NAD para a Gs, (subunidade a da proteina de ligacdo ao GTP). A ADP-ribosilacédo da
Gs, provoca a ativacdo permanente da adenilciclase, que rapidamente converte ATP em
AMPc. O aumento dos niveis intracelulares de AMPc leva a ativacdo da proteina cinase
dependente de AMPc (PKA), causando a fosforilagdo e abertura dos canais de cloreto,
como por exemplo o CFTR (regulador de condutancia transmembranar da fibrose

cistica), a superficie dos enterdcitos de uma forma superior ao normal.

Estes eventos alteram da permeabilidade celular da membrana citoplasmatica e
estimulam a secrecdo de cloro para o limen intestinal e a inibicdo da absorcdo de NaCl.
Com a saida de eletrélitos, ocorre também a libertacdo de dgua por gradiente osmotico,
causando, deste modo, a diarreia aquosa (Figura 15) (Deshpande, 2002; Flores e
Okhuysen, 2010; Forsythe, 2002a; Lima e Fonteles, 2014; Nataro e Kaper, 1998; Sousa,
2000).

Ao contrario da toxina colérica, a toxina LT-I ndo é excretada, mas sim encontra-se
maioritariamente no espago periplasmatico da bactéria e é expulsa quando exposta a
acidos biliares e baixas concentracfes de iGes, como acontece no intestino delgado
(Forsythe, 2002a; Ozaki et al., 2009).
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Figura 15. Mecanismos de acdo das toxinas LT e STa. Adaptado, com modificacdes (Deshpande, 2002).

Este € o mecanismo principal das toxinas LT, podendo haver outros mecanismos que

acontecem simultaneamente e que tém sido estudados a partir de testes com a toxina

6.2.4. Toxinas termoestaveis (ST)

As ST sdo toxinas pequenas e monomeéricas e contém seis residuos de cisteina ligados
por trés pontes dissulfeto. Estas ligacGes contribuem para a termoestabilidade da toxina,
isto é, para a sua resisténcia a desnaturacdo pelo calor (Nataro e Kaper, 1998). A

maioria dos genes que codificam as toxinas ST encontram-se em plasmideos e os

restantes em transposoes.
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Existem duas classes de toxinas ST em ETEC: STa (ou STI) e STb (ou STII). Enguanto
que a STh é um péptido maior (5,1 kDa), é insolivel em metanol e é apenas encontrada
em ETEC, a STa é menor (2 kDa), é soluvel em metanol e é produzida por outras
bactérias Gram negativo. (Forsythe, 2002a; Fratamico e Smith, 2006; Nataro e Kaper,
1998).

No interior da bactéria é sintetizada uma proteina percursora de STa, constituida por 72
aminodcidos. Esta é clivada e transformada na toxina madura, de 18 aminoacidos e é
libertada para o ambiente exterior (Fratamico e Smith, 2006). J& a superficie dos
enterdcitos, liga-se preferencialmente ao recetor guanilato ciclase C (GC-C). Esta
enzima também serve de recetor para uma molécula enddgena, a guanilina (Nataro e
Kaper, 1998), que regula a homeostase intestinal e renal (Forsythe, 2010). STa “imita” a

guanilina, isto €, compete com o seu recetor, e causa a diarreia.

A ligacdo de STa ao recetor GC-C estimula a producdo de monofosfato de guanosina
ciclico (GMPc) dentro do enterdcito. O aumento dos niveis intracelulares de GMPc
causa o0 aumento da secrec¢éo de ides cloreto e/ou inibicdo da absorcdo de NaCl, levando

a secrecdo de fluidos e eletrélitos para o lumen intestinal (Figura 15).

Este mecanismo também pode envolver a ativacdo da PKC, aumento dos niveis
intracelulares de célcio, rearranjo dos filamentos de actina polimerizada e libertacdo de
fosfatidilinositol e diacilglicerol (Nataro e Kaper, 1998).

As toxinas Sta causam um efeito temporario de acdo rapida (menos de 5 minutos)
mediado pela ligacdo a guanilato ciclase (apenas a que estd presente nos intestinos).
Opostamente, as toxinas LT, tal como a toxina colérica, causam um efeito prolongado e
de acdo demorada (cerca de uma hora) e sdo capazes de se ligar a adenilciclase de
diferentes tecidos (Fratamico e Smith, 2006). Tanto o GMPc (aumentado pelas STa)
como o0 AMPc (aumentado pelas LT) sdo moléculas sinalizadoras importantes e, quando
h& uma alteracdo ao nivel da producdo de uma delas, sdo alterados varios processos
celulares, como as bombas de ides, alterando a secre¢édo de fluidos e eletrolitos para o
limen intestinal (Figura 16) (Forsythe, 2002a).
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Figura 16. Aumento do AMPc e do GMPc pelas toxinas LT e STa, respetivamente. Adaptado, com

modifica¢Oes (Forsythe, 2010).

Em relacdo a toxina STh, normalmente € encontrada em isolados de células de porco e
em algumas estirpes humanas. Esta toxina tem uma acdo diferente da STa: induz a
destruicdo e atrofia parcial das microvilosidades dos enterdcitos. Também estimula o
aumento da secrecdo do bicarbonato intracelular para o Iimen, aumento dos niveis
intracelulares de célcio e libertacdo de PGE, e de serotonina, apontando para uma
intervencdo do SNC neste mecanismo. Este mecanismo conduz igualmente a secrecao
de eletrolitos (Kaper et al., 2004; Nataro e Kaper, 1998).

6.2.2. L6cus tia e tib

Nas ETEC, existem dois lécus diferentes: tia e tib, codificados cromossomicamente,
gue permitem a sintese das proteinas Tia e TibA, respetivamente (Lindenthal e
Elsinghorst, 2001; Torres et al., 2005).

TibA é uma adesina importante com muita afinidade para varios tipos de células
humanas, € uma invasina eficaz, auxilia na agregagdo das bactérias e estimula a
formacdo de biofilme a superficie dos enterécitos. Porém, para garantir a ligagcdo de

TibA aos enterdcitos, é necessaria a sua glicosilagdo, por intermédio de uma
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glicosiltransferase codificada pelo gene tibC (Sherlock et al., 2005). De facto, quando é
removido o lécus tib, a aderéncia e a invasdo das estirpes reduzem em cerca de 75%
(Lindenthal e Elsinghorst, 2001).

Em relacdo a proteina Tia, esta confere a capacidade de aderéncia e invasdo a estirpes
de laboratdrio, sugerindo que Tia € uma adesina e invasina, assim como TibA. Quando

é removido o l6cus tia, a aderéncia e invaséo de células epiteliais ficam reduzidas.

Ainda ndo foi provado cientificamente que as ETEC conseguem invadir enterdcitos
durante a infe¢do. Porém, sdo capazes de invadir linhas celulares provenientes do ileo,

ceco e colon humanos (Mammarappallil e Elsinghorst, 2000).
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VIl. E. coli enteroagregativa (EAEC)

7.1. Etiologia e Sintomas

As EAEC causam diarreia persistente (dura mais de duas semanas) e sdo definidas pelo
seu mecanismo de adesdo agregativa (Donnenberg, 2013; Forsythe, 2002b; Murray et
al., 2009). Sdo também associadas a méa nutricdo e crescimento retardado em criancas,

quando néo ocorre diarreia (Forsythe, 2010).

Os surtos ocorrem tanto em paises em desenvolvimento como em paises desenvolvidos
(Torres et al., 2005). Foram relatados surtos na Europa, Estados Unidos e Japao
(Murray et al., 2009).

As EAEC séo parecidas com as ETEC devido ao facto de se ligarem as células do
intestino delgado e ndo causarem lesBes histolégicas na membrana celular dos
enterdcitos, porém ndo se aderem uniformemente como as ETEC, mas sim formam
aglomerados em pequenos grupos. Além disso, também ndo sdo capazes de invadir 0s

enterocitos.

7.2. Mecanismo de patogenicidade

As EAEC podem produzir fimbrias de aderéncia; toxinas do tipo ST, denominadas
EAST (toxinas termoestaveis enteroagregativas); toxinas Pet (Plasmid-encoded toxin) e
uma toxina do tipo hemolisina, de 120 kDa. Algumas estirpes podem produzir toxinas
do tipo Shiga (Forsythe, 2002a; Fratamico e Smith, 2006), mas ndo produzem toxinas
LT ou ST (Nataro e Kaper, 1998).

Na realidade, foi demonstrado que as EAEC sdo um grupo muito heterogéneo no que
toca a fatores de viruléncia e capacidade para causar diarreia em adultos, tornando
dificil a sua identificagdo, bem como o seu diagnostico. E de salientar que nem todas as
estirpes produzem toxinas EAST1 ou Pet e nem todas produzem fimbrias de aderéncia,

por exemplo. De facto, existem mais de 50 serogrupos O diferentes de EAEC.
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7.2.1. Aderéncia agregativa

As EAEC diferenciam-se pelo seu modo de aderéncia: padrdo de aderéncia agregativa
ou padrdo AA, que pode estar presente em algumas estirpes ndo patogénicas (Fratamico
e Smith, 2006). Neste padrdo, as bactérias aglutinam-se, formando uma camada
comparada a um empilhamento de tijolos, em vez de formarem microcoldnias
(Forsythe, 2002a; Nataro e Kaper, 1998).

As fimbrias de aderéncia facilitam a colonizacdo inicial das E. coli na superficie
intestinal. Algumas estirpes de EAEC possuem fimbrias de aderéncia agregativa I,
AAF/I, as quais se tratam de estruturas fimbriais de bundle-forming, contudo ndo
mostram ser homdlogas as fimbrias do tipo IV (0os BFP de EPEC pertencem a este
grupo de fimbrias, por exemplo) (Nataro e Kaper, 1998). Também foram identificadas
as AAF/Il e 11l (Rendon et al.,, 2007). As AAF/Il podem ser determinantes na
colonizacdo, visto que uma mutacdo nas AAF/Il da estirpe 042 impossibilita a sua

aderéncia a mucosa intestinal.

Apbs a colonizacgdo inicial, as EAEC estimulam a secrecdo de muco intestinal e é
formado um biofilme contendo uma grande densidade destes microrganismos. O
biofilme, para além de proteger as EAEC da atividade de antibidticos e das células do
sistema imunitério (leucdcitos) (Murray et al., 2009; Nataro e Kaper, 1998), também
cobre a superficie intestinal, proporcionando uma colonizacdo persistente e uma

reducdo da absor¢do de nutrientes pelos enterdcitos.

7.2.2. Citotoxinas

Algumas estirpes de EAEC tém a capacidade de provocar efeitos citotoxicos nas células
da mucosa intestinal através de citotoxinas. Provocam a formagdo de vesiculas da
membrana das microvilosidades dos enterdcitos e separacdo do ndcleo do citoplasma
envolvente, resultando na morte celular e consequentes danos na mucosa intestinal
(Nataro e Kaper, 1998).

37



Patogénese das Infegdes Entéricas por Escherichia coli

7.2.3. EAST1e PET

A EAST1, toxina termoestavel 1 de E. coli enteroagregativa, ¢ codificada pelo gene
astA e pode ser produzida por outras E. coli diarreiogénicas e algumas estirpes
comensais (Ménard e Dubreuil, 2002). E mais produzida em estirpes de EHEC do que

em EAEC, curiosamente.

E uma toxina termoestavel de codificacdo plasmidial. Contém quatro residuos de
cisteina, tal como a guanilina, que também é homdloga a STa de ETEC (esta Ultima
possui seis residuos do aminoacido), como ja foi mencionado. Por esta razdo, EAST1
tem um mecanismo semelhante a STa, competindo com a guanilina pelo mesmo recetor,

quebrando a homeostase intestinal (Forsythe, 2010; Nataro e Kaper, 1998).

Adicionalmente, as EAEC produzem toxinas Pet (Plasmid-encoded toxin), que, como
demonstra o seu nome, sdo de codificacdo plasmidial. Tal como EASTL, a toxina Pet

estimula a secrecéo de fluidos no intestino (Murray et al., 2009).

7.2.4. Outros mecanismos

Recentemente, foi encontrada uma nova flagelina em EAEC que induz a libertacdo de
IL-8. Esta substancia quimiotética atrai os neutrofilos para o local de infecdo,
conduzindo ao rompimento dos tecidos e ao agravamento da secrecdo de fluidos (Kaper
et al., 2004).
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VIII. E. coli enteroinvasiva (EIEC)

8.1. Etiologia e Sintomas

As infecBes por EIEC sdo mais usuais em paises subdesenvolvidos, principalmente em
criancas, sendo também associadas a diarreia de viajante. O seu maior reservatorio € o

trato gastrointestinal humano (Fratamico e Smith, 2006).

Inicialmente a doenca é caracterizada pela ocorréncia de diarreia aquosa (Murray et al.,
2009), evoluindo para febre, arrepios, dores de cabeca, mialgia, dores abdominais e
disenteria ou diarreia abundante (Doyle e Padhye, 1989) que pode conter sangue e
leucdcitos (Sousa, 2000). Os sintomas sdo indistinguiveis de uma shigelose e o
mecanismo de patogenicidade é idéntico (Doyle e Padhye, 1989; Sousa, 2000), mas
como ndo produzem toxinas Shiga, ndo causam HUS (Forsythe, 2010). A sua dose
infeciosa € maior, comparando com a de Shigella spp., sendo incomum a transmissao

direta.

A infecdo por EIEC é definida pela penetracdo das bactérias na mucosa do célon via
endocitose e a sua multiplicagcdo no citoplasma dos enterécitos, destruindo a mucosa, e
migrando lateralmente para células adjacentes. N&o ocorre producdo de toxinas
(Donnenberg, 2013; Doyle e Padhye, 1989; Fratamico e Smith, 2006; Rodrigues et al.,
2004)

8.2. Mecanismo de patogenicidade

As EIEC sdo capazes de invadir os enterdcitos, multiplicando-se no ambiente
intracelular. O mecanismo de invasdo da mucosa é semelhante ao da bactéria Shigella.
Apesar de ser possivel a distincdo da EIEC e Shigella em testes bioquimicos, partilham
0s mesmos fatores de viruléncia (Kaper et al., 2004).
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8.2.1. Invasividade

As EIEC colonizam o c6lon e possuem um plasmideo de 140 MDa (pINV) que codifica

todos 0s genes necessarios para a invasividade (Fratamico e Smith, 2006).

Tal como em espécies de Shigella, a invasdo da mucosa envolve a penetracdo do
epitélio, lise do vacuolo endocitico, multiplicacdo intracelular, movimento das bactérias
no citoplasma da célula, migracdo para a célula adjacente e apoptose se a célula
invadida for um macréfago. A destruicdo da mucosa com infiltragdes inflamatorias pode
levar ao aparecimento de ulceras (Murray et al., 2009; Nataro e Kaper, 1998; Puente e
Finlay, 2001).

O movimento citoplasmatico é realizado através de uma “cauda” situada numa das
extremidades da bactéria, formada pela nucleacdo dos filamentos de actina (Kaper et al.,
2004; Nataro e Kaper, 1998). A cauda de actina permite a propulsdo da bactéria no
citoplasma, movimentacdo através da membrana plasmatica basolateral e propagacao
para células adjacentes (Fratamico e Smith, 2006).

Também sdo capazes de montar um sistema de secre¢do do tipo Il (SST3), homélogo
ao de EPEC e EHEC, codificado pelos I6cus mxi e spa. O SST3 transfere as proteinas
secretadas, como os Ipa (antigénios plasmidiais de invasdo): IpaA, IpaB, IpaC e IpaD,
responsaveis pela invasividade das EIEC (Nataro e Kaper, 1998; Torres et al., 2005).

Estas invasinas sdo codificadas pelo lécus ipa.

Primeiramente, IpaB e IpaC formam um complexo a superficie do enterdcito que
permite a entrada da bactéria e de proteinas efetoras, como IpaA. EIEC é endocitada e,
através de IpaB, a bactéria lisa 0 endossoma e ganha acesso ao citoplasma da célula
hospedeira. Entdo, ocorre a formacdo de uma “cauda” composta por filamentos de
actina. Além de EIEC e Shigella, outros patogénios utilizam componentes do
citoesqueleto das células hospedeiras para se movimentarem em ambiente intracelular,
como é o caso de Listeria e Rickettsia. A proteina de superficie IcsA (ou VirG) é

responsavel pela formacao da “cauda” de actina e pelo movimento intracelular de EIEC

(Figura 17) (Sansonetti et al., 2001).
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Figura 17. Mecanismo de invasdo das EIEC. Adaptado, com modificacdes (Puente e Finlay, 2001).
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IX. E. coli de adeséo difusa (DAEC)

9.1. Etiologia e Sintomas

As DAEC possuem um padrdo de adesdo, no qual as bactérias se aderem de forma

difusa a superficie da mucosa intestinal.

As infecdes por DAEC causam diarreia aquosa sem sangue/muco (Nataro e Kaper,
1998). O grupo mais suscetivel sdo as criangas entre 4-5 anos de idade em paises
subdesenvolvidos, sendo que as criangas amamentadas tém imunidade passiva, uma vez
que o leite materno humano contém proteinas que impedem a aderéncia das DAEC aos

enterdcitos (Fratamico e Smith, 2006).

Séo associadas de forma inconsistente com diarreia e 0s sintomas ndo séo tdo graves
como os das outras categorias de E. coli, sendo a sua patogenicidade pouco conhecida
(Servin, 2005; Torres et al., 2005).

9.2. Mecanismo de patogenicidade

O mecanismo de aderéncia difusa nas DAEC é mediado pela acdo da adesina AIDA-I
(adesina envolvida na aderéncia difusa I) e das adesinas afimbriais (Afa) ou fimbriais
(Dr). Todas as adesinas da familia Dr sdo capazes de induzir o crescimento das
proje¢des em forma de “dedo” (Figura 18) na membrana celular dos enterdcitos.
Dentro das adesinas Dr, destaca-se a adesina fimbrial F1845 (Kaper et al., 2004; Torres
et al., 2005).
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Figura 18. Proje¢des em forma de “dedo” e microvilosidades alongadas na infecdo por DAEC. Adaptado,

com modificacGes (Nataro e Kaper, 1998).

9.2.1. Adesina fimbrial F1845

Algumas DAEC possuem fimbrias F1845 que permitem a aderéncia difusa e cuja
expressao depende do grupo de genes daa (Servin, 2005). O gene daaC é utilizado para

detetar estirpes desta classe de E. coli (Fratamico e Smith, 2006).

A subunidade DaaE desta adesina liga-se ao recetor DAF (decay-accelerating factor —
factor de aceleracdo de decaimento) presente no enterdcito. Esta ligacdo causa
modificacdes celulares tais como a elongacdo e nucleacdo de microvilosidades,
projecdes da membrana plasmatica e rearranjo da actina-F. Estimulam a expressdo de
IL-8 e migracdo de células polimorfonucleares, causando inflamacdo, e aumentam a

expressao de DAF a superficie celular.

Apesar das DAEC ndo invadirem os enterdcitos, beads revestidas com F1845 tém
capacidade de invasdo, podendo ser chamadas de invasinas neste caso (Torres et al.,
2005).
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9.2.2. AIDA-I

A AIDA-I, adesina de 100 kDa (Fratamico e Smith, 2006), foi identificada na estirpe
clinica 2787 (Torres et al., 2005) e noutras estirpes. E responsavel pela aderéncia difusa

e pela viruléncia de DAEC.

Estas estirpes expressam proteinas semelhantes as codificadas pelos genes da ilha de
patogenicidade LEE das EPEC, como por exemplo proteinas homoélogas a EspA, EspB
e EspD, provocando a acumulacdo de actina-F e proteinas fosforiladas. Efetivamente,
no local de contacto da bactéria, sdo formados pedestais e/ou alongamentos da

membrana celular semelhantes a lesées A/E (Servin, 2005).

Algumas estirpes causam a formacao de projecées em forma de “dedo”, que envolvem

as bactérias, protegendo-as da acdo dos antibioticos (por exemplo, a gentamicina).
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X. Terapia de reidratacéo oral

A formulacédo de terapia de reidratacdo oral recomendada pela Organizagdo Mundial da
Saude consiste cloreto de sodio, glicose, cloreto de potassio e citrato trissodico. Isto
porque sodio e potassio sdo essenciais para a restauracdo do equilibrio eletrolitico, a
glicose auxilia a absor¢do de sodio pelos enterdcitos e o citrato corrige a acidose
resultante da desidratacdo e da diarreia (WHO/UNICEF Oral rehydration salts -
Production of the new ORS, 2006).

Em casos graves, deve-se proceder a hidrata¢do venosa (Dirita, 2001).
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XI.  Prevencao

Além da terapia de reidratacdo oral e outros tratamentos, a prevencao das infecdes
entéricas por Escherichia coli é essencial para diminuir as taxas de morbilidade e
mortalidade (Dirita, 2001; Fratamico e Smith, 2006; Nataro e Kaper, 1998;
WHO/UNICEF Oral rehydration salts - Production of the new ORS, 2006).

A prevencdo destas infe¢Bes consiste em:

= Distribuir informacéo pela populacao em geral;

= Aplicar programas de seguranca alimentar;

= Eliminar bactérias patogénicas no processo de producdo alimentar e de produtos
ou objetos utilizados em agricultura;

= Lama para animais e residuos fecais devem permanecer longe de campos de
cultivo;

= Evitar nadar/brincar em aguas contaminadas;

= Apenas beber dgua potavel e utiliza-la para lavar frutos e vegetais, lavando-os
cuidadosamente;

= Evitar a contaminacdo cruzada, ndo utilizando diferentes utensilios de cozinha
para preparar diferentes alimentos (por exemplo, a faca utilizada para cortar
carne crua deve ser lavada antes de ser utilizada para outros fins);

= Separar alimentos crus dos alimentos ja cozinhados;

= Lavar as méos antes e depois: da preparacdo de alimentos; entre a preparacéo de
alimentos; das refeicGes; das idas a casa de banho; das mudas de fralda;

= Lavar bem as mados, principalmente em quintas, onde pode haver gado e,
consequentemente, solo contaminado;

= Cuidar da higiene de pessoas com pouca autonomia (principalmente criangas)
(George, 2011; Reilly, 1998);

= |Implantar saneamentos publicos eficientes e apropriados (Nataro e Kaper,
1998);

= |Implantar procedimentos de APPCC (Analise de Perigos e Pontos Criticos de
Controle) na agricultura e realizar tratamento prévio do esterco de animais para

ndo haver contaminacéo de legumes, verduras e frutas (Vranjac, 2002);
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= Beber apenas leite pasteurizado e manté-lo a temperatura igual ou inferior a
5°C* (Massa et al., 1999);
= Vacinacao (lhssen et al., 2010).

Para além disto, nos Ultimos anos tem sido importante o desenvolvimento de vacinas
para o gado, com o objetivo de diminuir a transmissao de E. coli para os seres humanos
(Matthews et al., 2013).

Tal como foi referido no capitulo 2 deste trabalho — Microbiota Intestinal Saudavel —, a
flora intestinal normal pode funcionar como uma barreira contra 0s patogénios. Nos
ultimos anos, tem decorrido uma forte investigacdo e uma crescente utilizacdo de
probioticos neste ambito. Estes probidticos sdo microrganismos vivos que ajudam a
manter o equilibrio da flora intestinal do individuo, visando prevenir e diminuir os

sintomas das infe¢Ges gastroentéricas (Guerreiro et al., 2010).

® A esta temperatura as STEC (por exemplo) séo incapazes de se multiplicar ou produzir toxinas.
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Considerac0es Finais

Este trabalho alcangou o objetivo de avaliar a participacdo de E. coli como patogénio
intestinal, ndo sé diferenciando as classes mais importantes de E. coli diarreiogénicas,
como também identificando os principais mecanismos de viruléncia implicados na
patogénese de cada uma delas. Os seus fatores de viruléncia sdo fundamentais para a

sua aderéncia ao epitélio intestinal, persisténcia, secre¢do de proteinas e/ou invasao.

Nos ultimos anos, pesquisas avancadas na area dos diferentes mecanismos de viruléncia
de E. coli diarreiogénicas permitiram uma maior compreensdo dos detalhes da sua
patogénese e consequentemente um aumento no conhecimento dos mecanismos

moleculares em células humanas e de outros mamiferos.

Este microrganismo é muito versatil, tendo uma grande capacidade de adquirir novos
fatores de viruléncia e criar novos patogenios. Assim, a aquisicdo de novos fatores de
viruléncia por uma estirpe anuncia a sua capacidade de causar novas doencas, sendo
determinante o conhecimento dos mecanismos de acdo para a criagdo de novas

terapéuticas e vacinas.

E de extrema importancia a divulgacio de informac#o sobre a terapia de reidratagdo oral
e implantacdo de bons servicos de abastecimento de agua e saneamento basico em
paises subdesenvolvidos, onde as infecdes entéricas sdo bastante frequentes e a taxa de

mortalidade devido a diarreia é elevada.

Por outro lado, em paises industrializados, deve-se aperfeicoar as medidas de prevencao
para evitar surtos, nomeadamente aumentando o controlo na industria alimentar. Além
disso, os Profissionais de Saude devem informar os utentes para que tomem
conhecimento das medidas de prevengdo primaria para diminuir os casos de infecdo
entérica por E. coli. O Ministério da Saude tem um papel importante no esclarecimento
do publico em geral, podendo utilizar meios de comunicacdo de grande alcance,

nomeadamente televisdo e Internet.
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