
RESSALVA 

Atendendo solicitação do(a) 
autor(a), o texto completo deste 

trabalho será disponibilizado 
somente a partir de 26/05/2019. 



 

 

 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA  

“JULIO DE MESQUITA FILHO” 

FACULDADE DE CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS  

Programa de Pós-graduação em Biociências e Biotecnologia 

Aplicadas à Farmácia 

 

 

 

 

 

TAMARA RENATA MACHADO RIBEIRO 

 

 

 

 

 

 

Sinalização química e virulência de Escherichia coli O104:H4 

(EAEC Stx+) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Araraquara - SP 

2017 



 

 

TAMARA RENATA MACHADO RIBEIRO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sinalização química e virulência de Escherichia coli O104:H4 

(EAEC Stx+) 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-Graduação 

em Biociências e Biotecnologia aplicadas à Farmácia da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade 

Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” como pré-

requisito para obtenção do título de Mestre em 

Microbiologia.   

 

                                                      

Orientador: Prof. Dr. Cristiano Gallina Moreira. 

 

 

 

 

Araraquara - SP 

2017 



  



  



DEDICATÓRIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

À minha mãe, meu filho, esposo e sogra, por estarem sempre ao meu lado e por 

todo apoio e incentivo dedicados a mim durante a minha formação. 

 

 



AGRADECIMENTOS 

 

Ao Prof. Dr. Cristiano Gallina Moreira pela orientação, incentivo e confiança para o 

desenvolvimento deste trabalho.  

Ao Dr. Waldir Pereira Elias Junior pela oportunidade de colaboração. 

A toda equipe do Laboratório PASIQUIBAC pela cooperação sempre que necessário.  

Aos meus familiares e amigos por todo suporte e encorajamento. 

À FCFar/UNESP, à FAPESP (processo nº 2014/06779-2) e à CAPES pelo apoio 

institucional e financeiro que viabilizaram a realização deste projeto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Os que desprezam os pequenos acontecimentos nunca farão grandes descobertas. 

Pequenos momentos mudam grandes rotas.”  

 Augusto Cury 

http://kdfrases.com/frase/93368
http://kdfrases.com/frase/93368
http://kdfrases.com/autor/augusto-cury


 

RESUMO 

 

A sinalização química é o mecanismo através do qual bactérias patogênicas interagem 

com o hospedeiro e sua microbiota, de modo a promover a regulação dos seus 

mecanismos de virulência. O estudo da sinalização química, em bactérias entéricas, do 

sistema de 2-componentes QseBC via autoindutor-3 (AI-3), epinefrina (Epi) e 

norepinefrina (NE), tem aberto perspectivas para desvendar novos mecanismos. 

Escherichia coli O104:H4 possui características fenotípicas clássicas de E. coli 

enteroagregativa (EAEC) e se apresenta positiva para toxina de Shiga, encontrada em 

cepas de E. coli enterohemorrágica (EHEC). A presença dessa toxina pode levar o 

hospedeiro ao desenvolvimento de complicações mais graves, como a síndrome 

hemolítica urêmica (SHU). Dessa forma, essa combinação se torna altamente perigosa e 

patogênica a humanos, conforme observado no surto epidêmico em 2011 na Europa. O 

presente estudo teve como objetivo investigar a sinalização química e os mecanismos de 

patogenicidade em EAEC O104:H4 C227-11, já descritos em EAEC e EHEC, bem como 

buscar mecanismos ainda não elucidados na literatura. Comparada com cepas protótipos 

de E. coli diarreiogênicas, os resultados demonstraram que a cepa C227-11 possui um 

fenótipo de adesão e formação de biofilme acentuados. Em meio ácido, apresentou mais 

robustez na sobrevivência e maior motilidade em relação à EAEC 042. Também foi 

possível observar que o nível de expressão gênica para qseC apresentou-se semelhante 

ao de EHEC e exerce um importante papel na ativação da expressão de fatores de 

virulência, evidenciando, desse modo, a sua possibilidade de participação em 

mecanismos relacionados. Em ensaio in vivo, foi observada uma considerável variação 

na microbiota frente à C227-11, bem como foram reveladas diferenças significativas entre 

as demais EAEC, que, em sua maioria, não apresentaram grandes alterações no decorrer 

dos dias analisados, com predominância do Filo Bacteroidetes em relação ao Filo 

Firmicutes. Concluiu-se que seu perfil acentuado de adesão e sua elevada tolerância ao 

meio ácido provavelmente contribuíram para o estabelecimento da patogênese durante o 

período de surto. Tendo em vista o resultado da expressão gênica de qseC, cabe salientar 

a importância da investigação dessa e de outras vias de sinalização em EAEC O104:H4 

Stx+, assim como de sua interação com a microbiota, de modo não apenas a 

compreender a relação patógeno-hospedeiro, como também contribuir para o 

desenvolvimento de terapias futuras.  

 

Palavras-chave: Escherichia coli enteroagregativa. Patogenicidade. Virulência.  

Sinalização química.



 

ABSTRACT 

 

Chemical signalling is the mechanism through which pathogenic bacteria interact with the 

host microbiota, in order to promote regulation of virulence mechanisms. The study of 

chemical signalling in two-component system QseBC in enteric bacteria, by autoinducer-

3 (AI-3), epinephrine (Epi) e norepinephrine (NE), has opened perspectives to discover 

new mechanisms. Escherichia coli O104:H4 has classic phenotypic characteristics of 

enteroaggregative E. coli (EAEC) and presents itself positive for Shiga toxin, which is 

found in enterohemorrhagic E. coli strains (EHEC). This toxin may lead the host to the 

development of more serious diseases, such as the Hemolytic Uremic Syndrome (HUS). 

Therefore, this combination is highly dangerous and pathogenic to humans, as observed 

during the epidemic outbreak in Europe in 2011. This study aimed to investigate chemical 

signalling and mechanisms of pathogenicity in EAEC O104:H4 C227-11, already 

described in EAEC and EHEC, as well as mechanisms still not elucidated in literature. 

Compared to prototype strains of diarrheagenic E. coli, the results have shown that C227-

11 has accentuated phenotype of adhesion and biofilm formation. In acid medium, it 

presented more strength of survival and more motility than EAEC 042. In addition, gene 

expression level in qseC was found similar to EHEC and it holds an important participation 

in activation of virulence factors expression, highlighting, thereby, the possibility of its 

participation in related mechanisms. Through in vivo tests, it was noticed considerable 

variation of microbiota, compared to C227-11, just as significant differences among other 

EAEC that mostly did not present great alterations during analysed days, with 

predominance of Bacteroidetes over Firmicutes Phylum. The conclusion was that its large 

profile of adhesion and its elevated tolerance to acid medium probably contributed to the 

establishment of pathogenesis during the outbreak period. Considering the result of gene 

expression of qseC, it must be stressed the importance of researching this subject and 

other signalling pathways in EAEC O104:H4 Stx+, just as its interaction with microbiota, in 

order not only to understand the host-pathogen relationship, but also to contribute to the 

development of future therapies.  

 

Key words: Enteroaggregative Escherichia coli. Pathogenicity. Virulence. Chemical 

signalling.  
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1. Introdução  

 

 

1.1. Escherichia coli 

 

 

 Escherichia coli é um bacilo Gram-negativo, anaeróbio facultativo, pertencente 

à família Enterobacteriaceae, um importante membro da microbiota intestinal de 

mamíferos e outros animais (Nataro e Kaper, 1998; Boop et al., 1999). Enquanto a 

maioria desses bacilos vive em perfeita harmonia com seu hospedeiro, como 

habitantes inofensivos do trato gastrointestinal, algumas linhagens se desviaram 

desse nicho ancestral ao ajustarem características de virulência específicas e se 

tornarem patogênicas a indivíduos saudáveis (Harrington et al., 2006).  

 São capazes de ocasionar um amplo espectro de doenças, que podem variar 

entre infecções intestinais e extraintestinais como infecções do trato urinário, 

septicemias e meningites (Kaper et al., 2004). 

 

 

1.2. Escherichia coli diarreiogênicas 

 

 

 Os agentes etiológicos da diarreia incluem um amplo número de parasitas, 

vírus e bactérias. Entre os patógenos bacterianos diarreiogênicos, Escherichia coli é 

um dos mais importantes agentes de diarreia endêmica e epidêmica em todo o mundo 

(Nataro e Kaper, 1998). 
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 Tanto em crianças como em adultos, as cepas associadas a infecções 

intestinais, conhecidas como E. coli diarreiogênicas, são de grande importância em 

saúde pública. Entre esses patógenos intestinais, existem seis categorias bem 

descritas: E. coli enteropatogênica (EPEC), E. coli enterotoxigênica (ETEC), E. coli 

enteroinvasora (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli produtora de toxina de 

Shiga (STEC) e E. coli difusamente aderente (DAEC). As cepas dentro de cada 

patotipo são caracterizadas por traços de virulência partilhados e, tipicamente, 

distinguem-se pelo antígeno O (lipopolissacárideo) e H (flagelar) (Nataro e Kaper, 

1998; Kaper et al., 2004).  Essa classificação é amplamente utilizada, no entanto, as 

diferenças entre organismos dentro de uma mesma categoria levou à criação de 

subcategorias. Sendo assim, EPEC e EAEC passaram a ser classificadas como típica 

e atípica, e EHEC passou a constituir uma subcategoria de STEC (Kaper et al., 2004). 

 

 

1.3. Escherichia coli produtora de toxina de Shiga (STEC) 

 

 

 A toxina de Shiga (Stx), inicialmente descrita como verotoxina, foi purificada 

primeiramente a partir de Shigella dysenteriae (Karmali et al., 1983). STEC foi 

identificada pela primeira vez, nos Estados Unidos, em 1982, como agente de um 

surto de colite hemorrágica e de síndrome hemolit́ica urêmica (SHU) (Riley et al., 

1983). Os genes que codificam para essa toxina estão localizados em um fago, sendo 

que a Stx possui duas variantes, Stx1 e Stx2 (Jackson et al., 1987). A segunda 

variante está mais relacionada a quadros graves da doença (Melton-Celsa, 2014; 

Boisen et al., 2015). 
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 O gado bovino, entre outros ruminantes, constitui o principal reservatório de 

STEC. As formas mais comuns de transmissão desse patógeno para o homem, além 

do consumo de água infectada, é a ingestão de alimentos, crus ou malcozidos, 

contaminados com as fezes desses animais (Paton e Paton, 1998; Caprioli et al., 

2005). 

 STEC possui uma subcategoria denominada EHEC e Stx é o fator chave para 

sua virulência (Kaper et al., 2004). Essa toxina é do tipo A:B, e seu mecanismo de 

ação consiste basicamente na inibição da síntese proteica das células alvo a partir da  

ligação da subunidade B ao receptor Gb3 (globotriacilceramida), encontrado 

principalmente no endotélio vascular renal e nas células que compõem o epitélio 

intestinal. Em seguida, ocorre a endocitose da toxina, quando a subunidade A é 

ativada, exerce sua atividade de N-glicosidase, interage com a subunidade 60S do 

rRNA eucariótico, leva à remoção de um resíduo de adenina da fração 28S, resulta 

em uma alteração no sítio aminoacil do ribossomo e, consequentemente, inibe de 

forma irreversível o processo de alongamento da proteína, interrompendo o processo 

de tradução (Paton e Paton, 1998; Melton-Celsa, 2014). A Stx é produzida no cólon, 

viaja pela corrente sanguínea e atinge os rins, onde danifica as células endoteliais 

renais e obstrui a microvasculatura por meio de uma combinação de toxicidade direta 

e indução local da inflamação, a partir da produção de citocinas e quimiocinas 

(Andreoli et al., 2002; Kaper et al., 2004). Estes danos podem causar SHU, que se 

caracteriza pela tríade anemia hemolítica, trombocitopenia e potencial insuficiência 

renal aguda (Kaper et al., 2004).  

Além dos danos provocados pela toxina, EHEC causa uma lesão 

histopatológica A/E (attaching and effacing) semelhante à induzida por EPEC. Os 

genes envolvidos na formação dessa lesão estão localizados em uma ilha de 
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patogenicidade denominada LEE (Locus of Enterocyte Effacement), que codifica um 

sistema de secreção do tipo III, composto por adesina e proteínas efetoras (Mcdaniel 

et al., 1995; Elliott et al., 1998). Essa característica a diferencia das demais STEC 

(Robins-Browne et al., 2016).    

 

 

1.4. Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) 

 

 

Escherichia coli enteroagregativa apresenta um padrão de adesão, 

característico em linhagens de células epiteliais, denominado adesão agregativa (AA). 

Esse padrão foi estabelecido por Nataro et al. (1987), durante um estudo 

epidemiológico sobre a etiologia da diarreia em crianças no Chile, ao observar que 

cepas isoladas apresentavam um padrão distinto de interação com as células HEp-2. 

Nesse tipo de adesão, as bactérias encontram-se ligadas umas às outras, à superfície 

de células epiteliais e à superfície da lamínula (na ausência de células), numa 

configuração semelhante a tijolos empilhados que formam agregados heterogêneos 

(Nataro et al., 1987). 
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Figura 1 - Padrão AA de EAEC 

 

Fig.1 – Padrão de adesão agregativa de EAEC em monocamada de células HEp-2 

(Navarro-Garcia et al., 2010). 

 

 EAEC é uma importante causa de doenças diarreicas em países tanto 

desenvolvidos quanto em desenvolvimento (Nataro e Kaper, 1998; Kaper et al., 2004; 

Nataro et al., 2006; Huang et al., 2006). Tem sido implicada como um agente etiológico 

de diarreia do viajante, crianças e pacientes infectados pelo HIV, bem como, 

provavelmente, de vários surtos de origem alimentar, sendo cada vez mais 

reconhecida como um enteropatógeno emergente  (Nataro e Kaper, 1998; Kaper et 

al., 2004; Harrington et al., 2006; Huang et al., 2006; Nataro et al., 2006; Izquierdo et 

al., 2014). 

 Surtos de gastroenterite de origem alimentar, envolvendo EAEC, foram 

notavelmente relatados no Reino Unido (Smith et al., 1997; Dallman et al., 2014), 

Japão (Itoh et al., 1997; Harada et al., 2007) e Itália (Scavia et al., 2008). Em um dos 

surtos ocorridos no Japão, foram acometidas 2.697 crianças em fase escolar (Itoh et 

al., 1997). 
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Um número considerável de potenciais fatores de virulência para EAEC já 

foram descritos até o momento; contudo, não estão uniformemente distribuídos entre 

todos os isolados dessa categoria para que sua patogênese seja bem definida (Nataro 

e Kaper, 1998; Huang et al., 2004; Rasko et al., 2011). Apesar disso, sugere-se que a 

patogênese de EAEC ocorre basicamente em três estágios: no primeiro, as bactérias 

aderem à mucosa intestinal e à camada de muco; no segundo, elas multiplicam-se na 

camada de muco, estimulam sua hipersecreção e formam um característico biofilme 

nessa camada; no terceiro, ocorre a lesão da mucosa intestinal a partir da liberação 

de toxinas ou processo inflamatório. A formação do biofilme, possivelmente, está 

associada à capacidade de colonização da bactéria, responsável por diarreia 

persistente (igual ou superior a 14 dias) e má absorção de nutrientes (Nataro e Kaper, 

1998; Nataro et al., 1998), enquanto fatores que podem levar a problemas de 

crescimento e desenvolvimento (Steiner et al., 1998). 

É provável que a diarreia se inicie com a adesão agregativa nos tecidos do iĺeo 

e cólon por um número variado de adesinas, seguida pela secreção de uma ou mais 

enterotoxinas (Harrington et al., 2006). 

O ensaio de adesão em células epiteliais HeLa ou HEp-2, para verificação do 

padrão  AA, é considerado o método diagnóstico de referência para detecção de 

EAEC (Nataro e Kaper, 1998). Como alternativa a esses ensaios, Braudry e 

colaboradores  desenvolveram uma sonda genética inicialmente denominada 

CVD432, que consiste em um fragmento críptico de 1kb do plasmídeo da cepa 

protótipo 17-2 pertencente ao sototipo O3:H2 (Braudry et al.,1990). Posteriormente, 

foi evidenciado que esse fragmento correspondia ao gene aatA, que faz parte do 

cluster de genes do sistema ABC de secreção. Desse modo, a sonda CVD432 passou 

a ser corretamente chamada de aatA (Nishi et al., 2003). Entretanto, observa-se que 
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sua especificidade e sensibilidade podem variar devido à heterogeneidade genética 

desse patotipo (Baudry et al., 1990; Debroy et al., 1994; Gomes et al., 1998; Boisen 

et al., 2008). 

Estudos indicam que o passo chave na patogênese de EAEC consiste na sua 

capacidade de aderir e colonizar o trato intestinal, facilitada pelas fímbrias de adesão 

agregativa (AAF) em cepas protótipos e seguida pela formação de biofilme (Hicks et 

al., 1996; Wakimoto et al., 2004; Jonsson et al., 2015). Atualmente, são conhecidas 

ao menos cinco variantes de AAFs (AAF/I-V), codificadas em plasmídeos de alto peso 

molecular designados pAA. (Nataro et al., 1992; Czeczulin et al., 1997; Elias et al., 

1999; Bernier et al., 2002; Jonsson et al., 2015). 

 A biogênese das AAFs apresenta uma organização similar aos genes da família 

AFA/DR, que são adesinas organizadas da seguinte maneira: chaperona,  proteína 

usher, subunidade acessória e principal. Essas adesinas são expressas por E. coli, 

estão  relacionadas a infecções intestinais e urinárias e podem se ligar a vários 

receptores, tais como o antígeno eritrocitário do grupo sanguíneo DR, presente na 

molécula decay-accelerating factor, ou a proteína de matriz extracelular, 

particularmente colágeno do tipo IV (Nowicki et al., 1990; Nataro et al., 1998; Servin, 

2005; Farfan et al., 2008). 

Além disso, há a presença de adesinas não fimbriais como a proteína de 

membrana externa de 58 kDa, denominada aggregative protein 58 (Ap58). Essa 

proteína é produzida por EAEC O111:H12, cujo gene tem localização plasmideal.  A 

Ap58 está associada com o padrão AA e com a capacidade de hemaglutinação 

(Monteiro-Neto et al., 2003). Outro exemplo é a presença da adesina Hra1 na EAEC 

042, que é um fator acessório envolvido na formação de biofilme e na adesão 

agregativa (Bhargava et al., 2009). Wai e colaboradores relataram a presença de uma 



22 
 

 

proteína de membrana externa de 38 Kda também envolvida no padrão AA de EAEC 

(Wai et al., 1996). 

Um ativador transcricional denominado AggR, uma proteína pertencente à 

família AraC, apresenta um importante papel na ativação de vários fatores de 

virulência, tanto no cromossomo quanto no plasmídeo bacteriano. Entre os genes 

controlados por AggR, estão aqueles que codificam as  AAFs (Nataro et al., 1994; 

Elias et al., 1999; Dudley, E. G. et al., 2006; Harrington et al., 2006; Boisen et al., 

2014). 

 No mecanismo de patogenicidade da EAEC, têm sido descritas toxinas e 

adesinas (Nataro et al., 1998). EAEC abriga um número variável de SPATE (Serino 

Protease Autotransporters of Enterobacteriaceae), que estão implicadas na evasão 

imune, lesão da mucosa, secreção e colonização (Dutta et al., 2002; Rasko et al., 

2011; Boisen et al., 2015). As SPATE compreendem um grande grupo de 

serinoproteases semelhantes à tripsina, as quais são secretadas por Shigella spp., E. 

coli uropatogênicas e todos os patotipos de E. coli diarreiogênicas. Essas proteínas 

exibem características típicas de autotransportadoras e possuem uma sequência 

sinal, um domínio passageiro (que possui as características funcionais da proteína) e 

um domínio β-barril na porção C-terminal, necessário para a translocação da toxina 

através da membrana externa. As toxinas maduras dispõem, em sua região N-

terminal, de um domínio catalítico típico de serinoprotease, seguido de um motivo 

beta-hélice, altamente conservado, presente em grande parte das proteínas 

autotransportadoras (Henderson et al., 1999; Henderson et al., 2004; Boisen et al., 

2009).  

 Os genes responsáveis por fatores de virulência estão presentes tanto no 

cromossomo quanto em plasmídeos, e em sua maioria, caracterizados na cepa 
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protótipo EAEC 042, pertencente ao sorotipo O44:H18. Essa cepa foi isolada de um 

caso de diarreia no Peru e causou a doença em voluntários humanos durante o 

desenvolvimento de um estudo (Nataro et al., 1985; Nataro et al., 1995; Czeczulin et 

al., 1999). 

 A toxina EAST1 é um peptídeo de 38 aminoácidos, codificado no gene 

plasmidial astA, que possui homologia com a enterotoxina termo-estável (ST) de 

ETEC, capaz de induzir o aumento da secreção de cGMP intracelular (Savarino et al., 

1993). Sua função na patogênese de EAEC ainda não está clara, mas já foi 

encontrada em cepas de EPEC, EHEC  e ETEC (Savarino et al., 1996; Kaper et al., 

2004). 

 O gene pet, também de localização plasmidial, codifica a serinoprotease Pet, 

uma enterotoxina de 108 kDa capaz de causar acúmulo de fluidos e lesões necróticas 

e hemorrágicas em alça ligada de rato (Eslava et al., 1998; Elias et al., 1999). A Pet 

possui ainda atividade citotóxica e pode causar a disrrupção do citoesqueleto das 

células epiteliais, por meio da clivagem da proteína dos enterócitos, a α-fodrina 

(Villaseca et al., 2000; Canizalez-Roman e Navarro-Garcia, 2003).  

 A proteína dispersina é codificada pelo gene aap (anti-aggregation protein) e 

está relacionada com a dispersão da bactéria pela mucosa intestinal e sua 

translocação através da membrana externa, dependente da presença do sistema de 

transporte do tipo ABC (complexo Aat), também codificado no pAA. Sugere-se que 

seu efeito esteja relacionado ao fato de que essa proteína se liga de forma não 

covalente ao LPS, o que neutraliza a carga negativa desse lipopolissacarídeo e 

permite, pois, que as AAFs, de forte carga positiva, fiquem livres para se espalharem 

pela superfície bacteriana e se dispersarem através da superfície das células 

intestinais. (Sheikh et al., 2002; Nishi et al., 2003; Velarde et al., 2007). 
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 O gene plasmidial shf foi descrito primeiramente em Shigella flexineri 2a, 

demonstrando homologia com dois genes, shf1 e shf2, sendo que shf codifica uma 

proteína homóloga à IcaB de Staphylococcus epidermidis, relacionada à formação de 

biofilme (Czeczulin et al., 1999). Posteriormente, foi evidenciado que shf está 

envolvido na formação de biofilme em EAEC 042 (Fujiyama et al., 2008). 

 Pic (Protein involved in colonization) é uma outra SPATE que, diferentemente 

de Pet, está localizada no cromossomo de EAEC 042 (Henderson et al., 1999). Foi 

descrita incialmente em S. frexineri 2a (Rajakumar et al., 1997) e está presente em 

UPEC (Parham et al., 2004). É uma proteína de 116 kDa que apresenta atividade 

mucinolítica e de hemaglutinação, assim como confere à bactéria a capacidade de 

resistir à atividade bactericida do soro (Henderson et al., 1999; Dutta et al., 2002). Em 

experimentos in vivo, foi demonstrado que Pic pode estar envolvida nas fases iniciais 

da patogênese ao promover a colonização intestinal através da clivagem do muco, o 

que consequentemente favorece a adesão das bactérias aos enterócitos (Harrington 

et al., 2009; Munera et al., 2014). 

 A enterotoxina ShET-1 (Shigella enterotoxin 1) é codificada pelos genes setAB, 

localizados na fita antisenso ao gene pic, cuja proteína promove acúmulo de fluidos 

em modelo in vivo de alça ligada intestinal de coelho (Fasano et al., 1995; Harrington 

et al., 2006). O locus pic/setAB está localizado em uma ilha de patogenicidade (PAI) 

de 117 kb, inserida no locus do tRNA pheU. Nessa PAI, está contido um grupo de 

genes regulados por AggR, denominados aai (AggR-actived island), que codificam 

genes envolvidos na secreção de ao menos uma proteína, o que aparentemente faz 

parte do sistema de secreção do tipo VI. No entanto, a contribuição desses genes para 

a patogênese de EAEC ainda não é conhecida (Dudley, Edward G. et al., 2006). 

 No cromossomo da cepa 042, foi encontrado, ademais, o gene irp-2, que 
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codifica a proteína Iron-repressible high-molecular weight2 (Irp-2), envolvida na 

produção de um sideróforo (yersiniabactina) em Yersinia enterocolitica (Schubert et 

al., 1998). 

 

 

1.5. Escherichia coli enteroagregativa O104:H4  

 

 

 A EAEC clássica não possui genes para Stx, mas codifica fímbrias de adesão 

agregativa (AAF) no plasmídeo de virulência pAA, responsável pela adesão do tipo 

“tijolos empilhados” das bactérias às células hospedeiras (VIAL et al., 1988; NATARO; 

KAPER et al., 1987; RASKO et al., 2011).  

 Um surto de colite hemorrágica, que se iniciou na Alemanha em 2011, 

espalhou-se pela Europa e aumentou a necessidade de compreender os mecanismos 

patogênicos utilizados pelo microrganismo para colonizar e infectar células intestinais. 

Mais de 3800 indivíduos foram afetados, incluindo os casos primários e secundários. 

A SHU ocorreu em aproximadamente 22% dos casos e 54 pessoas morreram 

(Bielaszewska et al., 2011; Frank et al., 2011). O consumo de saladas contendo brotos 

de feno-grego, germinados a partir de sementes importadas do Egito, foi considerado 

a provável fonte de infecção (Buchholz et al., 2011). 

 A cepa do surto em questão foi caracterizada como E. coli enteroagregativa do 

sorotipo O104:H4 lisogenizada por um fago que codifica para a toxina de Shiga tipo 

2a. Portanto, é capaz de causar SHU e formar biofilme. Foi assim classificada por 

carregar genes típicos de EAEC, como aggA (fímbria de adesão agregativa I), aggR 

(ativador transcricional), aap (dispersina), set1 (shigella enterotoxin 1), pic (protein 
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involved in colonization), astA (toxina EAST1), e o plasmídeo de virulência pAA 

identificado pelo gene aatA (Bielaszewska et al., 2011; Frank et al., 2011).     

Surtos anteriores envolvendo EAEC produtora de Stx ocorreram isoladamente 

na França (Boudailliez et al., 1997; Morabito et al., 1998) e República da Geórgia 

(Ahmed et al., 2012). Houve também casos esporádicos no Japão (Iyoda et al., 2000), 

Coreia (Bae et al., 2006), Alemanha (Mellmann et al., 2008), Itália (Scavia, 2011) e 

Suécia (Guy et al., 2013). Posteriormente, foram reportados casos na Irlanda (Dallman 

et al., 2012), Bélgica (De Rauw et al., 2014) e Holanda (Ferdous et al., 2015). 

A produção da toxina de Shiga é uma característica pertencente às E. coli 

diarreiogênicas (STEC), como é o caso da E. coli enterohemorrágica (EHEC) (Nataro 

e Kaper, 1998). Sendo Stx uma potente citotoxina capaz de inibir a produção de 

proteínas em células eucarióticas (O'Brien et al., 1982), a cepa foi considerada um 

híbrido EAEC/EHEC, pois possui características de virulência de ambas (Rasko et al., 

2011). Estão presentes, ainda, Lpf (fímbria polar longa de STEC) e Iha (adesina de 

STEC homóloga à IrgA de Vibrio cholera) (Bielaszewska et al., 2011), previamente 

identificadas tanto em EHEC como em outras cepas de E. coli (Tarr et al., 2000; Torres 

et al., 2002; Torres et al., 2009). 

 A cepa O104:H4 do surto codifica três SPATE: Pic, SigA e SepA (Rasko et al., 

2011). Com base no trabalho publicado por Boisen e colaboradores, pode-se afirmar 

que esta seria uma rara combinação entre serinoproteases em E. coli 

enteroagregativa, considerando que a maioria codificaria apenas duas SPATE, e que 

a presença de três seria incomum (Boisen et al., 2009). No entanto, uma recente 

pesquisa coordenada pelo Dr. Waldir Pereira Elias Junior evidenciou que, ao contrário 

do que fora demonstrado anteriormente, não é incomum EAEC abrigar número e 

combinações variadas de SPATE (Comunicação Pessoal). 
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SigA é uma proteína de 139.6 kDa originalmente encontrada na ilha de 

patogenicidade she (PAI) de Shigella flexneri 2a. Demonstrou causar significantes 

efeitos citopáticos em células HEp-2 e contribuir para acúmulo de fluidos no lúmem 

intestinal. Cliva a proteína α-fodrina do citoesqueleto dos enterócitos, causando 

esfoliação e arredondamento dessas células (Al-Hasani et al., 2000).  

SepA é uma proteína 110 kDa de localização plasmidial, originalmente 

encontrada em espécies de Shigella flexneri. Associa-se a inflamação da mucosa e 

acúmulo de fluidos durante o desenvolvimento do processo infeccioso (Benjelloun-

Touimi et al., 1995). Posteriormente, foi também encontrada amplamente distribuída 

em isolados clínicos de EAEC (Boisen et al., 2009). 

É importante salientar a presença de um grande plasmídeo de alto peso 

molecular, que codifica beta-lactamases de espectro estendido (pESBL), apresenta 

resistência a penicilinas e cefalosporinas e é parcialmente resistente a fluorquinolonas 

(ácido nalidíxico), cotrimoxazol (sulfametoxazol-trimetoprim) e estreptomicina 

(aminoglicosídeo) (Bielaszewska et al., 2011; Frank et al., 2011). 
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9. Conclusões  

 

 

Partindo desses resultados iniciais, foi possível concluir que a cepa C227-11 

de E. coli O104:H4 possui um fenótipo de adesão, em cultivo de células epiteliais 

HeLa, semelhante ao da cepa BA3826 de E. coli O104:H4 e mais acentuado em 

relação às demais E. coli diarreiogênicas testadas no presente estudo. O ensaio de 

formação de biofilme, com o emprego de α-metil D-manosídeo, evidenciou a 

participação de TIF nesse processo, bem como a análise de expressão gênica de 

fimH, porém isso ainda requer maiores investigações. Apresentou, ainda, em meio 

com pH ácido, um percentual de sobrevivência significativamente maior em relação à 

EAEC 042, bem como notavelmente maior motilidade. 

 O nível de expressão de qseC apresentou-se semelhante em relação à EHEC 

86-24, levando em consideração as perspectivas para a investigação dessa via de 

sinalização para a expressão de fatores de virulência nessa cepa de surto.  

Cabe salientar o significante nível de expressão acentuado de visP, sendo que 

sua função em E. coli ainda não foi completamente estabelecida na literatura 

científica, bem como a relação de VisP quanto à resistência ao estresse bacteriano, 

motilidade e virulência para a cepa de surto epidêmico C227-11. 

A análise da abundância da microbiota após infecção evidenciou significativas 

alterações frente à cepa C227-11 ao decorrer do período experimental. No entanto, 

há a necessidade de maiores análises e aperfeiçoamento deste tipo de investigação, 

viabilizando, portanto, resultados mais abrangentes para obter maiores conclusões 

sobre os detalhes das modificações observadas na microbiota. 
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