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Resumo

Os efeitos dos sobrenadantes de 2 a 5 amostras de cada um dos

seguintes sorotipos EPEC: 026:H-, 086:H34, 0111:H-, 0119:H6,

0126:H21, 0128ab:H35 e 0142:H-, isoladas em cultura de fezes

de crianças com diarréia foram estudadas. Foram também estuda-

das 3 amostras do sorotipo 0157:HNT, produtora da citotoxina

denominada Shiga like. Foram selecionadas 3 soluções controles,

a saber: 1-SC1 (solução glicosalina); 2-SC2 (solução do meio de

cultura TSB); 3-SCE (sobrenadante de cultura de amostra de E.

coli K12 711, bactéria reconhecidamente não enterotoxigênica).

Essas soluções foram perfundidas no intestino delgado de ratos

machos “in vivo” e o transporte transepitelial de sódio foi deter-

minado. A análise comparativa entre as soluções controles reve-

lou que sempre ocorreu absorção de sódio, porém houve diferen-

ças significativas quanto à intensidade dos transportes entre elas

(SCI>SC2 e SC3). Os sorotipos 0111:H, 026:H21 e 0142:H2,

assim como o sorotipo 0157:HNT provocaram secreção de sódio,

cujos valores mostraram-se significativamente diferentes das 3

soluções controles. Os sorotipos 0128ab:H35 e 0119:H6 induzi-

ram processo secretor significativo em relação às soluções SC1 e

SC2, e SC1, respectivamente. Os sobrenadantes da cultura dos

sorotipos de investigados, assim como o sorotipo 0157:HNT

provocaram importante alteração no transporte transepitelial de

sódio devido à ação de um princípio ativo produzido de forma

homogênea, porém de grandeza variável, por estas bactérias.
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Abstract

We studied the effect of the supernatants of 2 to 5 samples of

one of the following serotypes of EPC: 026:H, 086:H34, 0111:H-

, 0119:H6, 0126:H21, 0128ab:H35 and 0142:H-, isolated from

the stools of infants with gastroenterities. We also studied 3

samples of the serotype 0157:HNT, that produces the Shiga-like

toxin. The following control solutions were selected 1-SC1

(glucose-saline solution); 2-SC2 (TSB broth culture solution); 3-

SC3 (E.coli K12 711 culture supernatant, a non enterotoxigenic

serotype). These solutions were perfused in the small intestine of

rats “in vivo” and sodium transport was determined. The compar-

ison among the 3 control solutions revealed that there was always

sodium absorption, but there was a difference in the intensity of

the transport (SC1 >SC2 and SC3). The serotypes 0111:H-,

026:H-, 0126:H21, and 0142:H2, as well as the serotype

0157:HNT, induced sodium secretion and these values were

significantly different in camparison with the 3 control solutions.

On the other hand, the serotypes 0128ab:H35 and 0119:H6

induced sodium secretion but the differences were only signifi-

cant in comparison with the SC1 and SC2, and SC1, respectively.

The supernatants of the serotypes invetigated provoked an impor-

tant deragement in sodium transport probably due to the presence

of an enterotoxin.

J. Pediatr. (Rio). 1994; 70(2):95-99:  intestinal transport,

enteropathogenic E. coli, sodium, intestinal infection, toxin.
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Introdução

As cepas de EPEC são atualmente definidas como aque-

las E. coli provocadoras de diarréia e pertencentes a sorogru-

pos epidemiologicamente incriminados com enteropatoge-

nicidade, mas cujos mecanismos não estão relacionados à

produção de  toxinas termo-lábil (LT) ou termo-estável (ST)

ou à invasão da célula epitelial colônica1. A maioria das

cepas de EPEC possui a propriedade de adesão às células
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HeLa de forma localizada (LA), a qual, ao que tudo indica,

é específica para enteropatogenicidade, sendo denominada

EAF+ (Escherichia coli Adherence Factor)2 e 3.  A capaci-

dade de produzir EAF+ está relacionada a um plasmídeo, o

qual pode ser detectado  por sondas genéticas DNA altamen-

te sensíveis e específicas4. Entretanto, nem todas as EPEC

são capazes de provocar adesão localizada em células HeLa

ou possuir plasmídeos EAF+5 e 6.

As EPEC EAF+ produzem uma lesão característica que

consiste de intensa adesão de micro-colônias bacterianas às

microvilosidades do enterócito e destruição localizada das

mesmas. Ocorre, concomitantemente, a formação de um

pedestal na porção apical da membrana plasmática do ente-

rócito imediatamente abaixo onde as bactérias estão aderi-

das6,7. Este fenômeno foi reproduzido experimentalmente

em animais de laboratório tendo sido denominado “Adesão-

Desvanecência” (Attaching-Effacing) (AE)8. Além disso,

há evidências de que alguns sorogrupos EPEC apresentam

certas caraterísticas comuns com as recentemente descritas

E. coli enterohemorrágicas, quanto à produção de uma

exotoxina, a qual possui propriedade secretora intestinal9.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de verificar se

sobrenadantes de cultura de EPEC, isoladas das fezes de

crianças com diarréia, são capazes de induzir efeito secretor

de sódio no intestino de ratos submetidos à perfusão “in

vivo”.

Material e métodos

1 - Sobrenadantes de Cultura e Sorotipos de EPEC

Foram estudadas de 2 a 5 amostras de cada um dos

seguintes sorotipos geralmente considerados EPEC:026:H;

086:H34; 0111:H-; 0119:H6; 0126:H21; 0128ab:H35 e

0142:H-10.

As amostras foram isoladas em cultura de fezes de

crianças com diarréia, com idades que variaram de 2 dias a

5 anos. A identificação bioquímica e sorológica das E. coli

foi realizada na Disciplina de Microbiologia da Escola

Paulista de Medicina. Os sobrenadantes da cultura foram

obtidos após cultivo de amostras de E. coli em 400 ml de

Triptic Soy Broth - TSB (Difco Labs., Detroit, Mich) a 37 oC

por 20 horas em condições aeróbicas. As culturas foram

centrifugadas sob refrigeração a 7000 rpm  por 15 minutos,

em centrífuga Sorvall, modelo RC2-B, e os sobrenadantes

filtrados em membranas com porosidade igual a 0,45 µ de

diâmetro (Millipore Corporation, Bedford, Mass) e manti-

das a 5 oC por tempo não superior a 24 horas.11,12,13,14,15,16

Foram também estudadas 3 amostras do sorotipo 0157:HNT,

cedido pelo Center of Diseases Control, Atlanta, Georgia,

que é produtora de uma citotoxina denominada Shiga-like

toxina.17

2 - Soluções controles

Os experimentos foram completados com a perfusão de

3 soluções controles, a saber:

A- Solução controle 1 (SC1) - solução glico-salina

contendo (por litro de água) 7,0 g de NaCl, 0,382 g de KCl,

0,82 g de NaHCO3, 0,5 g de CaCl2, 0,2 de MgSO4 e 1,440g

de glicose.

B- Solução controle 2 (SC2) - TSB. Esta solução foi

adotada como controle considerando-se a possibilidade de

que várias substâncias presentes no caldo de cultura (TSB)

pudessem interferir no transporte transepitelial de glicose,

sódio e água.

C- Solução controle 3 (SC3) - Sobrenadante de cultura

de amostra de E. coli K12 711, bactéria reconhecidamente

não enteropatogênica, obtida de maneira idêntica à descrita

para as amostras EPEC estudadas. Esta solução foi adotada

como controle negativo, para testar a possibilidade de que

substâncias liberadas durante o crescimento bacteriano pu-

dessem interferir no transporte transepitelial de glicose,

sódio e água.

Nas SC e nos sobrenadantes de cultura de sorotipos de

EPEC, os valores de Sódio e Glicose foram ajustados a uma

concentração final de 120 mEq/l e 180 mg%, respectiva-

mente.

Polietilenoglicol (PEG) foi adicionado a todas as solu-

ções à concentração de 0,6 g/l, e utilizado como marcador

não absorvível para determinar o transporte transepitelial de

água. Fixou-se o pH das soluções em 7,0, obtendo-se osmo-

laridade final de 320 mOsm/kg de água para a solução glico-

salina e entre 325 e 350 mOsm/kg de água para as demais

soluções.

3 - Animais de experimentação

Foram utilizados ratos machos cepas EPEM-1 Wistar,

com 6 a 8 semanas de vida e peso corporal entre 160 e 255

gramas. Durante as 4 primeiras semanas de vida receberam

aleitamento natural e após o desmame foram alimentados

com ração padronizada “CATIV 1” (Agrovita, São Paulo,

SP), ad libitum. Os animais foram mantidos em jejum nas

últimas 18 horas prévias ao experimento, sendo permitida a

ingestão hídrica.

4 - Técnica de perfusão intestinal

O transporte jejunal de sódio foi estudado “in vivo” de

acordo com a técnica de Wapnir e Lifshitz18.

As soluções a serem perfundidas foram imersas em

banho-maria a 40o para evitar a ocorrência de hipotermia no

animal de experimentação. A extremidade distal de uma

sonda de polietileno número 8 foi mergulhada na solução a

ser testada, e seu corpo foi acoplado a uma bomba de infusão

peristáltica Harvard (modelo 1210). Para que a solução

atingisse a temperatura de 36o quando perfundida na alça

jejunal, acoplou-se a extremidade proximal da sonda de

polietileno a uma outra sonda espiralada, de polietileno

número 6, a qual permaneceu imersa em banho-maria du-

rante todo o experimento.

O período de perfusão estendeu-se por 110 minutos,

sendo os primeiros 30 minutos destinados para que os

solutos alcançassem um estado de equilíbrio com a mucosa

jejunal. Durante este período de tempo as amostras do

perfusado foram desprezadas, e, a partir de então, foram

colhidas amostras a cada 10 minutos durante os 80 minutos

restantes. Foram perfundidos pelo menos 2 ratos para cada

amostra isolada, perfazendo um total, de no mínimo 4 e no

Efeito dos sobrenadantes de culturas... - Fernandes F, et alli.
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máximo 9 ratos, para cada biotipo de EPEC e as respectivas

soluções controles.

5 - Determinações bioquímicas

Foram realizadas as seguintes dosagens em duplicata,

nas amostras do perfusado e das soluções de perfusão: sódio,

em fotômetro de chama - Instrumentation Laboratories

modelo 143; PEG, de acordo com método descrito por

Skoog19.

6 - Mensuração do transporte intestinal de sódio

Os fluxos de água foram calculados a partir das concen-

trações de PEG, determinados pela retração PEGi/

PEGf=PEGr, onde “i” representa a concentração de PEG na

solução de perfusão e “f” a concentração do mesmo nos

perfusados. Os transportes de sódio foram determinados

através da seguinte fórmula:

Soluções tempos (minutos)

Controles 10 20 30 40 50 60 70 80

SC1

(56) +393,3 +393,0 +482,3 +416,1 +424,7 +502,9 +443,0 +472,2N.S.

SC2

(48) +224,6 +247,4 +255,4 +318,2 +346,9 +288,1 +344,,9 +267,6N.S.

SC3

(48) +235,6 +261,9 +258,2 +234,0 +206,9 +238,6 +222,8 +246,1N.S.

N.S. Não significante

Efeito dos sobrenadantes de culturas... - Fernandes F, et alli.

Tabela 1 - Transportes transepiteliais de sódio (µEq/min/cm) produzidos pelas soluções controles em segmentos

jejunais de ratos submetidos à perfusão intestinal “in vivo” em cada período de perfusão (minutos), mediana, número

amostral ( ) e resultado da análise estatística.

A análise de variância de postos de Kruskal-Wallis, para

comparação entre os sorotipos e as soluções controles.

Quando esta análise mostrou-se significante foi comple-

mentada com o teste de Dunn20.

Resultados

Os valores das medianas dos transportes transepiteliais

de sódio, considerando-se cada uma das soluções controles

(SC1, SC2, SC3) em separado, nos distintos períodos de

tempo da perfusão, não mostram diferenças significativas

quando comparados entre si (tabela 1). Diante desta evidên-

cia estatística pode-se agrupar todos os valores obtidos nos

vários períodos de tempo da perfusão de cada solução

controle, e utilizar o valor médio obtido, para efetuar as

comparações pertinentes. A análise comparativa entre as

diferentes soluções controles revelou, em primeiro lugar,

que sempre ocorreu absorção de sódio e, por outro lado, que

houve diferenças significativas quanto à intensidade do

transporte de sódio (tabela 2). Os valores das medianas dos

transportes transepiteliais de sódio, considerando-se cada

uma das soluções dos sorotipos de EPEC em separado, nos

distintos períodos de tempo da perfusão, não mostraram

diferenças significativas quando comparadas entre si (tabela

3). Os valores do transporte de sódio com os sorotipos

0111:H-, 026:H-, 0126:H21 e 0142:H2 foram significativa-

mente inferiores em relação ao ocorrido com as 3 soluções

(SC1, SC2, SC3). Por outro lado, o valor do transporte de

sódio com o sorotipo 0128ab:H35 mostrou-se significativa-

mente inferior aos observados com as soluções controles

SC1 e SC2, ao passo que para o sorotipo 0119:H6 houve

diferença significativa apenas com a solução controle SC1.

O transporte de sódio induzido pelo sorotipo 086:H34 não se

mostrou diferente das soluções controles (tabela 4).

Discussão

As soluções controles escolhidas, SC1, SC2 e SC3,

apresentaram valores significativamente diferentes entre si

quanto ao transporte de sódio, embora nos 3 casos a resultan-

te final tenha sido absorção. A SC1 revelou transporte de

Ci - (Cf x PEGr) x RP x 1000
T = _________________________

CI

T = transporte transepitelial

PEGr = valor numérico da relação PEGi/PEGf

RP = ritmo de perfusão em ml/min

CI = comprimento do segmento intestinal perfundido em cm

Ci = concentração de sódio na solução de perfusão mEq/l

Cf = concentração de sódio no perfusado mEq/l

Os valores de T quando precedidos de sinal positivo,

indicam absorção e, quando precedidos de sinal negativo,

secreção, sendo expressos para o sódio em µEq/min/cm.

7 - Análise estatística

A análise de variância para postos de Friedman foi

utilizada para a comparação, em cada  período dos valores

calculados e agrupados nos oito períodos de perfusão, para

cada  biosorotipo. Quando esta análise mostrou diferenças

significativas foi complementada pelo Teste de Compara-

ções Múltiplas.
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Tabela 2 - Estudo comparativo entre os valores do transporte

transepitelial de sódio considerando-se as soluções controles em-

pregadas (SC1-SC2-SC3).

Soluções N Mediana D.P. Variância

SC1 56 +441,4 96,1 9246,0

SC2 48 +227,3 156,1 24368,6

SC3 48 +210,3 103,0 10605,9

Análise de Variância - Teste de Kruskal-Wallis

SC1 SC2 SC3 p<0,0001

SC1>SC2 p<0,0001

SC1>SC3 p<0,001

SC2 vs. SC3 P<0,25 n.s.

Tabela 3 - Estudo comparativo entre os valores do transporte

transepitelial de sódio considerando-se as soluções controles e as

soluções dos sobrenadantes dos diversos sorotipos de EPEC

Soluções

EPEC N Mediana D.P. Variância

026:H-* 56 +83,6 579,1 335336,3

0111:H-* 72 -36,6 234,7 55109,5

0126:H* 32 -65,4 150,8 22734,9

0142:H2* -22,3 145,9 21311,3

0128ab:H35** 64 +200,0 259,9 676539,3

0119:H6*** 56 +288,3 309,1 95553,5

086:H34**** 48 +176,8 357,5 127831,5

0157:HNT* 48 -49,7 80,6 6490,7

Efeito dos sobrenadantes de culturas... - Fernandes F, et alli.

sódio mais elevado em relação às outras duas, e esta diferen-

ça estatística confirma as observações de Crane21, de que a

presença de várias substâncias no caldo de cultura TSB pode

afetar negativamente o transporte transepitelial de sódio e

água. Por esta razão, enfatizamos a importância de se

escolher mais de um tipo de solução controle, neste modelo

de investigação experimental, para que se possa eliminar a

interferência de substâncias presentes no sobrenadante do

caldo de cultura, evitando, assim, a possibilidade do surgi-

mento de resultados falso-positivos. Por outro lado, a SC3

confirmou, como era esperado, que um sorogrupo reconhe-

cidamente não enterotoxigênico não reverte o sentido do

fluxo transepitelial de sódio, servindo como controle nega-

tivo. Estes dados reforçam a fidelidade deste modelo de

perfusão intestinal “in vivo”, conforme já observado em

estudos de outra natureza22,23. Os sorogrupos EPEC se

constituem na principal causa de diarréia aguda em crianças

menores de 1 ano em vários países do mundo sub-desenvol-

vido24,25.  Embora sua capacidade de provocar diarréia

tenha sido reconhecida há muitos anos por meio de estudos

epidemiológicos bem conduzidos26, os mecanismos pato-

gênicos de ação destes microorganismos permaneceram

obscuros até bem recentemente. A rigor durante muito

tempo os sorogrupos EPEC eram definidos por exclusão,

pela inexistência das características que são observadas em

outros grupos de E. coli que apresentam patogenicidade, a

saber: produção de enterotoxinas (termo-lábil e/ou termo-

estável) e invasividade da mucosa colônica. Entretanto,

atualmente alguns mecanismos de virulência que têm se

mostrado comuns aos sorogrupos EPEC tornaram-se conhe-

cidos, como: 1 - extensa adesão bacteriana ao enterócito,

reduzindo a área total de superfície absortiva; 2 - caracterís-

tica lesão em pedestal das microvilosidades  intestinais; 3 -

redução da área de superfície das microvilosidades e dimi-

nuição da atividade das enzimas digestivas, provocando má

absorção dos nutrientes; 4 - capacidade de induzir efeito

secretor Shiga-like27,28.

Gupta e cols29 descreveram alguns sorogrupos EPEC

que eram capazes de produzir uma substância citotóxica,

denominada verotoxina. O’Brien e cols30 designaram esta

substância de toxina Shiga-like pela sua semelhança com a

exotoxina produzida pela Shigella dysenteriae tipo 1. Atual-

mente, sabe-se que os sorogrupos de E. coli enterohemorrá-

gica, em particular o sorotipo 0157:HNT, são capazes de

produzir grandes quantidades desta toxina, compartilhando

com os sorogrupos EPEC esta propriedade31. Nossos resul-

tados mostraram que os sorogrupos 0111, 026, 0126 e 142

provocaram secreção intestinal em valores significativos

em relação às 3 soluções controles, da mesma forma que o

sorotipo enterohemorrágico 0157:HNT. Por outro lado, os

sorogrupos 0128 e 0119 induziram processo secretor signi-

ficativo em relação a soluções SC1 e SC2 e SC1, respectiva-

mente. Tudo indica que algum princípio ativo elaborado

pelas bactérias e comum aos sorogrupos estudados, presente

no sobrenadante da cultura deste microorganismos, seja o

responsável pelo processo secretor verificado. Entretanto,

vale a pena assinalar que a intensidade do efeito secretor não

se manifestou de maneira homogênea, mas sim apresentou

comportamento variável dentre os sorogrupos investigados.

Klipstein e cols.32 utilizando modelo similar de perfusão

intestinal em ratos, com concentrações diversas de ultrafil-

trados de sobrenadantes de culturas com os sorotipos

0142:H6, 0114:H2, 0128:H2 e 0127:H6,  também verifica-

ram a existência do mesmo efeito secretor. Ressalta-se que

o sorogrupo 0128 não provocou reação patogênica em

voluntários, embora tenha induzido secreção de fluidos no

modelo experimental. Na presente investigação, o sorogru-

po 0128 não apresentou resultados significativos de secre-

ção de fluidos quando comparado com a SC3, demonstrando

comportamento mais próximo daquele observado em vo-

luntários humanos na experiência clínica.

Em conclusão, podemos afirmar que os sobrenadantes

da cultura dos sorotipos de EPEC investigados, assim como

o sorotipo 0157:HNT, reconhecidamente enterohemorrági-

co, foram capazes de provocar importante alteração no

transporte transepitelial de sódio, devido à ação de um

princípio ativo produzido de forma homogênea, embora de

Análise de Variância - Teste de Kruskal-Wallis

* transporte de sódio<SC1,SC2,SC3 p<0,001

** transporte de sódio<SC1, SC2 p<0,001

*** transporte de sódio SC1 p<0,001

**** transporte de sódio vs SC1, SC2, SC3 n.s.
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grandeza variável, por estas bactérias. Ulteriores investiga-

ções devem ser realizadas com o objetivo de isolar este

princípio ativo para uma definitiva elucidação de sua natu-

reza.


