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RESUMO 

Escherichia coli enteropatogênica (EPEC) e enteroagregativa (EAEC) são dois dos principais 

patotipos de E. coli diarreiogênica (ECD) causadores de doenças ao redor do mundo. A EPEC 

atípica (aEPEC) produz a lesão attaching and effacing nas células hospedeiras infectadas, 

levando ao acúmulo de F-actina e à formação de estruturas semelhantes a um pedestal sob as 

bactérias aderentes. A EAEC adere às células epiteliais formando um arranjo semelhante a 

tijolos empilhados, conhecido como padrão de aderência agregativa (AA), devido à produção 

de várias fímbrias de aderência agregativa (AAF/I-AAF/V). O objetivo do presente estudo foi 

investigar as características genotípicas e fenotípicas de isolados de E. coli híbridos de 

aEPEC/EAEC, pertencentes ao sorotipo O3:H2, bem como de isolados de aEPEC e EAEC do 

mesmo sorotipo, todos obtidos durante a investigação de um surto de diarreia, com o intuito de 

avaliar a influência da combinação de fatores de virulência na patogenicidade e melhor 

compreender a evolução desses híbridos. A partir de um surto de diarreira, foram obtidos um 

isolado de aEPEC (eae+/bfpB-), quatro EAEC (aggR+) e três híbridos de aEPEC/EAEC 

(eae+/bfpB-/aggR+), sendo todos os oito isolados do sorotipo O3:H2. Esses isolados foram 

caracterizados quanto à classificação dos filogrupos de E. coli, presença de genes codificadores 

de fatores de virulência associados à patogênese de EPEC e EAEC, análise do perfil plasmidial, 

padrão de aderência em células HeLa, formação de biofilme e teste de FAS (fluorescent actin 

staining). Todos os oito isolados estudados foram atribuídos ao filogrupo A. Observou-se que 

as EAEC e os híbridos de aEPEC/EAEC albergam vários genes do plasmídio de aderência 

agregativa (pAA), como aatA, aap, orf3, aar, aggA e aggC (codificando a pilina e o usher de 

AAF/I, respectivamente), além de apresentarem um plasmídio de alto peso molecular. Por outro 

lado, os isolados de aEPEC e os híbridos aEPEC/EAEC albergam dois genes cromossômicos, 

nleC e nleF, que codificam efetores secretados pelo sistema de secreção tipo 3. Juntos, esses 

dados sugerem que o background de aEPEC deve ter servido como um receptor para o pAA, 

originando assim os isolados híbridos de aEPEC/EAEC. As EAEC e os híbridos aEPEC/EAEC 

produziram o padrão AA, enquanto a aEPEC aderiu esporadicamente às células epiteliais. 

Conforme observado no ensaio de FAS, a aEPEC foi incapaz de promover o acúmulo de F-

actina sob as bactérias aderentes, enquanto os híbridos aEPEC/EAEC foram FAS-positivos. 

Diferentemente do isolado de aEPEC, os quatro isolados de EAEC e os três híbridos de 

aEPEC/EAEC produziram biofilme na superfície abiótica, apontando a influência do pAA para 

o estabelecimento deste fenótipo. Esse estudo revelou a alta plasticidade da E. coli patogênica 

do sorotipo O3:H2 na aquisição e manutenção de genes que codificam a virulência. No entanto, 

a busca por novos híbridos é continuamente necessária para melhor entender quais eventos 

estão envolvidos no surgimento desses híbridos e como diferentes combinações genéticas 

podem influenciar sua patogenicidade. 

 

Palavras-chave: híbrido aEPEC/EAEC, diarreia, virulência. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

ABSTRACT 

Enteropathogenic (EPEC) and enteroaggregative (EAEC) Escherichia coli are two of the major 

pathotypes of diarrheagenic E. coli (DEC) causing disease worldwide. Atypical EPEC (aEPEC) 

produces the attaching and effacing lesion in infected host cells, leading to the accumulation of 

F-actin and the formation of pedestal-like structures underneath adherent bacteria. EAEC 

adheres on epithelial cells forming an arrangement that resembles stacked bricks, known as 

aggregative adherence (AA) pattern, due to the production of several aggregative adherence 

fimbriae (AAF/I – AAF/V). The main goal of the present study was to investigate the genotypic 

and phenotypic features hybrid aEPEC/EAEC, belonging to the O3:H2 serotype, as well as of 

aEPEC and EAEC isolates of the same serotype, all of them obtained during an diarrheal 

outbreak investigation, in order to evaluate the influence of the virulence factors combinations  

on their pathogenicity, and better understand the emergence of these hybrids. Recently, we 

reported a diarrheal outbreak investigation, in which we obtained one aEPEC (eae+/bfpB-), four 

EAEC (aggR+), and three hybrid aEPEC/EAEC (eae+/bfpB-/aggR+), with all eight isolates 

assigned in the serotype O3:H2. Here we attempted to characterize these isolates in terms of E. 

coli phylogroup classification, presence of virulence factor-encoding genes, associated with the 

pathogenesis of EPEC and EAEC, plasmidial profile, adherence pattern on HeLa cells, FAS 

(fluorescent actin staining) test and biofilm formation. All eight isolates studied were assigned 

in the phylogroup A. We observed that the EAEC and the hybrid aEPEC/EAEC harbored 

several genes from the aggregative adherence plasmid (pAA), such as aatA, aap, orf3, aar, 

aggA and aggC (encoding the the pilin and usher of AAF/I, respectively) and share a common 

high molecular weight plasmid. On the other hand, the aEPEC and the hybrid aEPEC/EAEC 

isolates harbored two chromosomal genes, nleC and nleF, encoding for type 3 secreted 

effectors. Together, these data may suggest that the aEPEC background must have served as a 

receptor for the pAA, thus originating the hybrid aEPEC/EAEC isolates. The EAEC and the 

hybrid aEPEC/EAEC produced the AA pattern, while the aEPEC adhered only sporadically to 

the epithelial cells. As observed in the FAS assay, the aEPEC was unable to promote F-actin 

accumulation underneath adherent bacteria, while the hybrids aEPEC/EAEC were FAS-

positive. Distinct from the aEPEC isolate, the four EAEC and the three hybrid aEPEC/EAEC 

produced biofilm on abiotic surface, thus pointing out the influence of the pAA for the 

establishment of this phenotype. Our study reveals the high plasticity of pathogenic E. coli of 

serotype O3:H2 in acquiring and maintaining virulence-encoding genes. However, the search 

for new hybrids is continually needed to better understand which events are involved in the 

emergence of these hybrids and how different genetic combinations can influence their 

pathogenicity. 

 

Keywords: hybrid aEPEC/EAEC, diarrhea, virulence. 
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Revisão Bibliográfica 

A diarreia é um grave problema de saúde pública em todo o mundo, principalmente 

em países em desenvolvimento, sendo a segunda causa mais importante de mortalidade entre 

crianças menores de cinco anos de idade (KOTLOFF et al., 2013; WHO, 2017). Entre os 

principais agentes etiológicos da doença diarreica estão os vírus (rotavírus, adenovírus, 

norovírus, sapovírus e astrovírus), parasitas (Giardia lamblia, Entamoeba histolytica e 

Cryptosporidium spp) e bactérias (Shigella spp, Salmonella ssp, Campylobacter spp, 

Aeromonas spp, Vibrio spp e Escherichia coli), sendo os isolados de E. coli causadores de 

diarreia denominados Escherichia coli diarreiogênica (ECD) (CROXEN et al., 2013; KAPER; 

NATARO; MOBLEY, 2004; KOTLOFF et al., 2013; LANATA et al., 2013; NATARO; 

KAPER, 1998).  

Os isolados de ECD são tradicionalmente categorizadas em seis patotipos de acordo 

com suas características de virulência, doenças que causam e pelo fenótipo de interação 

apresentado em células eucarióticas (HeLa ou Hep-2) cultivadas in vitro (NATARO; KAPER, 

1998). Os seis patotipos de ECD são: E. coli enteropatogênica (EPEC), E. coli enteroagregativa 

(EAEC), E. coli enterotoxigênica (ETEC), E. coli produtora de toxina Shiga (STEC), E. coli 

enteroinvasiva (EIEC) e E. coli que aderem difusamente (DAEC) (KAPER; NATARO; 

MOBLEY, 2004). 

Segundo o Global Enteric Multicenter Study (GEMS), EPEC foi o principal agente 

etiológico da diarreia em crianças menores de um ano de idade em países em desenvolvimento, 

principalmente países africanos e asiáticos (KOTLOFF et al., 2013). A EPEC é caracterizada 

por induzir uma lesão histopatológica nos enterócitos, denominada lesão attaching-and-

effacing (AE), não produzir a toxina de Shiga (Stx) e as enterotoxinas termo-lábeis (ST) e 

termo-estáveis (LT), sintetizada por isolados de STEC e ETEC, respectivamente (NATARO; 

KAPER, 1998). A lesão AE provoca a destruição das microvilosidades, a adesão íntima da 

bactéria a célula eucariótica e induz a formação de uma estrutura, rica em F-actina e outros 

elementos do citoesqueleto, que se assemelha a um pedestal (MOON et al., 1983), sendo 

mediada é mediada por várias proteínas que são codificadas por genes agrupados em uma ilha 

de patogenicidade (PAI), denominada locus of enterocyte effacement ou região LEE 

(MCDANIEL et al., 1995), onde encontram-se os genes que codificam o Sistema de Secreção 

do Tipo 3 (SST3), proteínas secretadas que formam o translocon do SST3 (EPEC-secreted 

proteins), tais como EspA, EspB e EspD, proteínas efetoras (Map, EspF, EspG, EspH e EspZ), 

a adesina intimina, codificada pelo gene eae, e o receptor Tir, que é translocado para a célula 

hospedeira pelo SST3 e atua como receptor para a adesina intimina, além de genes responsáveis 
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por codificar proteínas reguladoras (Ler, GrlA, GrlR) e chaperonas (CesT, CesD, CesAB) 

(CHEN; FRANKEL, 2005; JARVIS et al., 1995; JERSE et al., 1990; KENNY et al., 1997; 

WONG et al., 2011). Variações na sequência de nucleotídeos da região do gene eae, 

responsável por codificar a porção C-terminal da adesina intimina, permitiram a subtipagem 

desse gene em pelo menos 35 subtipos distintos. Essa subtipagem é uma importante ferramenta 

para estudos epidemiológicos e filogenéticos dos isolados de EPEC (HAZEN et al., 2013; 

INGLE et al., 2016; MORA et al., 2009).  

Há duas vias de indução da lesão AE. Na primeira via, a interação Tir-Intimina provoca 

a fosforilação do resíduo de tirosina 474 do domínio C-terminal de Tir, que apresenta sítio de 

ligação para as proteínas adaptadoras Nck presentes nas células do hospedeiro. 

Subsequentemente a essa interação, ocorre o recrutamento e ativação da proteína N-WASP 

(Wiskott-Aldrich sybdrom neural), iniciando a polimerização da actina através da ativação do 

complexo proteico Arp2/3 (Actin related protein 2/3), o que promove a formação do pedestal 

(DEVINNEY et al., 2001; KENNY, 1999). Diferentemente, na segunda via também realizada 

por alguns isolados STEC LEE+, é utilizada a proteína TccP (Tir-cytoskeleton coupling protein) 

(GARMENDIA et al., 2004), também denominada EspFU (CAMPELLONE; ROBBINS; 

LEONG, 2004) ao invés de Nck. Após ser translocada, TccP/EspFU liga-se diretamente e ativa 

N-WASP, acarretando na polimerização de actina e consequente formação de pedestal 

(GARMENDIA et al., 2004).  

Além da região LEE, outras PAIs têm sido encontradas no cromossomo de bactérias 

capazes de induzir a lesão AE (IGUCHI et al., 2009; PERNA et al., 2001; PETTY et al., 2010). 

Essas proteínas são atualmente conhecidas como efetores não-LEE e, estudos de virulência têm 

identificado a capacidade desses efetores de subverter vários processos relacionados às células 

hospedeiras, como a inibição do transporte de proteínas pelo retículo endoplasmático (EspI), da 

resposta pro-inflamatória (NleB, NleC, NleD e NleE) e a fagocitose (NleF), além de bloquear 

o ciclo celular (Cif) e ativar Cdc42 e Rac1 para induzir a formação de ruffle de membrana e 

lamelipódio (EspT) (VOSSENKÄMPER; MACDONALD; MARCHÈS, 2011; WONG et al., 

2011). Outro efetor não-LEE denominado Ibe (IQGAP1-binding effector) foi identificado em 

uma amostra de EPEC pertencente ao sorotipo O8:H-, e mostrou participar da formação da lesão 

AE, embora a sua exata contribuição ainda não se encontre perfeitamente esclarecida (BUSS et 

al., 2009). Os genes que codificam as proteínas efetoras NleB e NleD, bem como o gene sen 

(que codifica uma enterotoxina inicialmente descrita em Shigella flexneri) estão localizados no 

módulo 2 da PAI-OI122 (KARMALI et al., 2003). Essa PAI ainda apresenta outros dois 

módulos, que assim como o módulo 2, também albergam genes de virulência, como: katP 
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(módulo 1) e efa1/lifA (módulo 3). Estudos têm demonstrado a associação da PAI-OI122 

completa, i.e., carregando genes de virulência dos três módulos, bem como de genes individuais 

dessa ilha com a doença diarreia (AFSET et al., 2006; MERCADO et al., 2016; VIEIRA et al., 

2010); reforçando assim, a importância dessa PAI na patogênese de EPEC. 

A EPEC é dividida em típica (tEPEP) e atípica (aEPEC) com base na presença ou 

ausência do plasmídeo EAF (EPEC adherence fator - pEAF) (KAPER, 1996; TRABULSI; 

KELLER; GOMES, 2002). As tEPEC possuem o pEAF que alberga os genes que codificam a 

fímbria do tipo IV denominada bundle- forming pilus (BFP), produzindo o fenótipo de adesão 

localizada (AL) nas células epiteliais (DONNENBERG et al., 1992; SCALETSKY; SILVA; 

TRABULSI, 1984). O padrão AL é caracterizado pela formação de microcolônias compactas 

na superfície das células epiteliais, após 3 horas de interação entre bactéria-célula. Por outro 

lado, as aEPEC podem ou não aderir as células eucarióticas, sendo o padrão de aderência 

localizada-like (ALL), caracterizado pela formação de microcolônias frouxas nas superfícies 

das células epiteliais após períodos mais prolongados de infecção (RODRIGUES et al., 1996), 

o mais comumente observado (ABE et al., 2009; SCALETSKY et al., 2010; VIEIRA et al., 

2019). Esporadicamente, alguns isolados de aEPEC podem aderir às células epiteliais em 

padrões característicos de outros patotipos de ECD, tais como os padrões difuso (AD) e 

agregativo (AA), que são marcadores fenotípicos dos patotipos DAEC e EAEC, 

respectivamente (ABE et al., 2009; DULGUER et al., 2003; VIEIRA, et al., 2001). 

Uma vez que aEPEC não são capazes de produzir BFP, outras estruturas bacterianas 

têm sido implicadas na capacidade desses isolados em interagir com as células hospedeiras. 

Entre essas estruturas de aderência, algumas se destacam pela sua alta prevalência entre os 

isolados de aEPEC, ou pela sua associação com a doença diarreica (AFSET et al., 2006; 

HERNANDES et al., 2011; SCALETSKY et al., 2009). São exemplos dessas adesinas: Paa 

(Porcine AE-associated adhesin), Iha (IrgA homologue adhesion), Efa1/LifA (EHEC factor 

for adherence), ECP (E. coli common pilus), HCP (Hemorrhagic coli pilus), e LPF (Long Polar 

Fimbriae) (GOMES et al., 2011; MUNHOZ et al., 2018; SCALETSKY et al., 2009; VIEIRA 

et al., 2016). Além de genes responsáveis por codificar adesinas e proteínas efetoras, que são 

translocadas para a célula hospedeira pelo SST3, os isolados de aEPEC também albergam genes 

responsáveis por codificar toxinas que foram originalmente caracterizados em outros patotipos 

de ECD, tais como os genes: astA, cdt, ehxA, espP, espC, espI, pic e pet (ABREU et al., 2013; 

SCALETSKY et al., 2009; VIEIRA et al., 2016). 

EAEC é um agente etiológico responsável por surtos de diarreia em diversos países 

como Coréia do Sul, Inglaterra e Japão (DALLMAN et al., 2014; ITOH et al., 1997; SHIN et 
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al., 2015) além de ser um dos patotipos de ECD mais prevalentes em casos esporádicos de 

diarreia, principalmente entre crianças de até cinco anos de idade (ARAUJO et al., 2007; 

BUERIS et al., 2007; HUANG et al., 2006; IIJIMA et al., 2017; ORI et al., 2019). Esse patótipo 

também tem sido associada a casos de diarreia persistente, com duração igual ou superior a 14 

dias (BHATNAGAR et al., 1993; OKEKE et al., 2000), e infecções assintomáticas têm sido 

associadas a casos de desnutrição, especialmente entre crianças vivendo em países emergentes 

(HAVT et al., 2017). 

O patotipo EAEC é caracterizado por produzir o padrão AA, aonde as bactérias se 

organizam em um arranjo que se assemelha a tijolos empilhados, ocorrendo tanto na superfície 

das células epiteliais (HEp-2 ou HeLa), como em superfícies abióticas (NATARO et al., 1987). 

A EAEC causa diarreia nos pacientes infectados devido a sua capacidade de adesão, formação 

de biofilme, liberação de toxinas e inflamação da mucosa intestinal (ESTRADA-GARCIA; 

NAVARRO-GARCIA, 2012), culminando em um quadro clínico de diarreia secretória 

(NATARO; KAPER, 1998).  

Até o momento, cinco adesinas fimbriais, denominadas aggregative adherence 

fimbriae (AAF/I-AAF/V), já foram descritas como sendo responsáveis pelo estabelecimento do 

padrão AA (BERNIER; GOUNON; LE BOUGUENEC, 2002; BOISEN et al., 2008; 

CZECZULIN et al., 1999; JØNSSON et al., 2015; NATARO et al., 1992), além de adesinas 

afimbriais, tais como a proteína de membrana externa Ap58 e a hemoaglutinina Hra1 

(BHARGAVA et al., 2009; MONTEIRO-NETO et al., 2003). Os genes responsáveis por 

codificar as proteínas associadas à biogênese das AAFs encontram-se localizados em um 

plasmídeo de alto peso molecular conhecido como pAA (CZECZULIN et al., 1999). Enquanto 

os genes que codificam as fímbrias AAF/I, AAF/III, AAF/IV e AAF/V encontram-se 

organizados em um único operon, como por exemplo, o operon aggDCBA que codifica a AAF/I 

(SAVARINO et al., 1994), os genes responsáveis por codificar a AAF/II estão divididos em 

duas regiões distintas: região 1, contendo os genes aafD e aafA, e região 2, contendo os genes 

aafB e aafC (ELIAS et al., 1999). Recentemente, uma fímbria do tipo IV, denominada 

aggregate-forming pili (AFP), foi identificada no isolado híbrido STEC/EAEC do sorotipo 

O23:H8. O operon afp, que alberga os genes responsáveis por codificar as proteínas envolvidas 

na biogênese de AFP, está localizado em um plasmídeo, assim como o gene afpR que codifica 

uma proteína reguladora (LANG et al., 2018). Os genes do operon afp e o gene afpR foram 

detectados em isolados de EAEC atípica (aggR-) (DIAS et al., 2020), bem como foi identificado 

em um isolado que causou infecção do trato urinário, do sorotipo O166:H12, híbrido de E.  coli 

uropatogênica e EAEC atípica (SCHÜROFF et al., 2021).  
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Após a identificação da primeira fímbria associada ao fenótipo AA (NATARO et al., 

1992), estudos posteriores caracterizando o conjunto de genes necessários para a biogênese de 

AAF/I, revelaram que a produção dessa fímbria é dependente de duas regiões distintas do pAA, 

que foram designadas regiões 1 e 2, separadas por aproximadamente 9 kilobases (NATARO et 

al., 1993). A análise da sequência de nucleotídeos da região-1 do pAA revelou a existência de 

4 ORFs (Open reading frames) que foram denominadas aggDCBA (SAVARINO et al., 1994), 

enquanto a região-2 apresentou uma ORF, de 794 pares de bases, responsável por codificar uma 

proteína de aproximadamente 29,4 KDa, designada AggR, que apresenta alta identidade na 

sequência de aminoácidos com reguladores transcricionais da família AraC (NATARO et al., 

1994). Um estudo posterior, realizado com o isolado de EAEC 042, demonstrou que além de 

ativar a expressão de genes plasmídiais, o regulador AggR também é capaz de ativar a 

transcrição de genes cromossomais, como por exemplo, dos genes localizados no operon aaiA–

Y, responsável por codificar um sistema de secreção do tipo 6 (SST6) (DUDLEY et al., 2006; 

HÜTTENER et al., 2018; MORIN et al., 2010; PRIETO et al., 2021). Muito embora a 

participação do SST6 na patogênese de EAEC ainda não seja completamente conhecida, um 

estudo identificou uma toxina secretada por esse sistema, denominada Tle1, com atividade 

fosfolipásica atuando na eliminação de bactérias concorrentes (FLAUGNATTI et al., 2016). 

Kaper e colaboradores sugeriram que os isolados de EAEC fossem divididos em dois grupos: 

EAEC típica e EAEC atípica, com base na presença do gene aggR em EAEC típica, e ausência 

desse gene na EAEC atípica (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). 

Posteriormente à colonização, EAEC sintetiza e secreta várias enterotoxinas 

responsáveis por induzir efeitos citotóxicos nos enterócitos e a inflamação da mucosa intestinal 

(NAVARRO-GARCIA; ELIAS, 2011). Entre essas toxinas pode-se destacar a EAST-1 

(enteroaggregative heat-stable toxin-1), ShET1 (enterotoxina-1 de Shigella), Pet (plasmid-

enconded toxin) e SigA (Shigella IgA-like protease homologue gene), codificadas por genes 

plasmidiais, além de Pic (protein involved in colonization) e SepA (Shigella extracellular 

protease) codificadas por genes localizados no cromossomo bacteriano (FASANO et al., 1997; 

HENDERSON et al., 1999; SAVARINO et al., 1991, 1993). 

A enterotoxina EAST-1, codificada pelo gene astA que está localizado no pAA, foi 

originalmente identificada no isolado de EAEC 17-2. O gene astA já foi encontrado em outros 

patotipos de ECD, como EPEC e em isolados de E. coli não patogênica (CZECZULIN et al., 

1999; DULGUER et al., 2003; SAVARINO et al., 1996), dificultando assim, a compreensão 

do papel dessa toxina no estabelecimento da doença diarreica (SCALETSKY et al., 2009). 

Experimentos in vitro utilizando íleo de coelho submetido a filtrados bacterianos de um isolado 
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de EAEC 17-2 (astA+) mostrou o aumento dos níveis de GMP cíclico, acarretando uma 

modificação do fluxo de íons que resulta em uma resposta secretória (SAVARINO et al., 1993). 

No entanto, um estudo posterior demonstrou que a enterotoxina EAST-1 não causou diarreia 

em porcos gnotobióticos de cinco dias de idade (RUAN et al., 2012), apesar da existência de 

relatos de surtos de diarreia causados por E. coli desprovida de marcadores de ECD, mas 

portadoras do gene astA (OCHI et al., 2017; ZHOU et al., 2002). A enterotoxina ShET1 é 

codificada por um gene cromossomal, e classificada como toxina do tipo A:B, a qual gera 

acúmulo de fluido em alça ileal de coelho (FASANO et al., 1997).  

Pet, Pic, SigA e SepA são citotoxinas pertencentes à classe das SPATEs (serine 

protease autotransporters Enterobacteriaceae), que compreendem serino proteases cujo sítio 

ativo contém a tríade catalítica Ser/His/Asp, no qual o resíduo serina realiza um ataque 

nucleofílico das ligações peptídicas (PAGE; DI CERA, 2008). As SPATEs são secretadas pelo 

sistema de secreção tipo V, também conhecido como sistema autotransportador, subtipo Va, 

(NAVARRO-GARCIA; ELIAS, 2011) e que podem desempenhar várias funções na patogênese 

das enterobactérias, tais como aderência, invasão, citotoxicidade, resistência à atividade 

bactericida do soro e formação de biofilme (DUTTA et al., 2002; NAVARRO-GARCIA; 

ELIAS, 2011); Pet tem a capacidade de modificar o citoesqueleto dos enterócitos de forma a 

promover o arredondamento e descolamento celular, além de provocar a degradação da α-

fodrina, uma proteína presente na membrana das células eucarióticas (NAVARRO-GARCIA 

et al., 1998). Pic induz hipersecreção de muco, apresenta atividade mucolítica e contribui para 

a colonização da mucosa por EAEC (NAVARRO-GARCIA et al., 2010). 

O plasmídeo pAA, além de albergar os fatores de colonização já citados, também 

alberga o gene aap, regulado pelo AggR, que codifica uma proteína secretada de baixa massa 

molecular, denominada dispersina. A dispersina promove a dispersão de EAEC na mucosa 

intestinal a fim de estabelecer novos focos de infecção, a partir da neutralização parcial da 

agregação mediada pelas AAFs (CHAUDHURI et al., 2010; SHEIKH et al., 2002). A secreção 

da dispersina é translocada através de um sistema chamado transportador EAEC ABC (aat), 

codificado por aatPABCD (NISHI et al., 2003). Estudos recentes mostraram forte associação 

de aap e aatA, que codificam a dispersina e seu translocador Aat, com EAEC na patogênese de 

diarreia (ESTRADA-GARCIA et al., 2005; PATZI-VARGAS et al., 2015). 

Após o surto de diarreia ocorrido na Alemanha, durante o ano de 2011, devido a 

infecções por um isolado híbrido de STEC/EAEC (aatA+/aggR+/stx2+) do sorotipo O104:H4, 

aonde foram registrados 3.816 casos de diarreia, 845 casos de síndrome hemolítico-urêmica 

(SHU) e 54 óbitos (KAPER; O’BRIEN, 2014; KARCH et al., 2012; WERBER et al., 2012), a 
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ocorrência de isolados híbridos albergando concomitantemente fatores de virulência 

característicos de mais de um patotipo de ECD e/ou de E. coli extra-intestinal (ExPEC) tem 

despertado grande interesse. Até o momento, pode-se evidenciar na literatura relatos de isolados 

híbridos entéricos de STEC/EAEC, de sorotipos distintos do sorotipo O104:H4, tais como 

O59:H[19] e OR:H[8] (PRAGER et al., 2014), EPEC/ETEC (HAZEN et al., 2017) e 

STEC/ETEC (BAI et al., 2019; CAVALCANTI et al., 2020; NYHOLM et al., 2015). 

Considerando-se a literatura consultada, existem apenas dois relatos na literatura 

descrevendo isolados híbridos de aEPEC/EAEC pertencentes aos sorotipos O142: H34 e 

O158:H-, ambos provenientes de pacientes com diarreia (GHILARDI et al., 2003; LIEBCHEN 

et al., 2011). No entanto, estudos adicionais caracterizando essas amostras não foram 

realizadas. 

Durante o ano de 2010, no serviço de vigilância epidemiológica realizado pelo Instituto 

Aldolfo Lutz, São Paulo, foram identificados isolados do sorotipo O3:H2 albergando 

concomitantemente marcadores de aEPEC (escN+/bfpB-) e EAEC (aatA+/aggR+). Esses 

isolados híbridos (aEPEC/EAEC) foram obtidos durante a investigação de um surto de diarreia 

ocorrido na cidade de Sorocaba/SP. Além disso, isolados de EAEC e aEPEC do sorotipo O3:H2 

obtidos durante a investigação do referido surto também foram analisados. Uma vez que a 

combinação de fatores de virulência poderia culminar no surgimento de amostras 

potencialmente mais patogênicas, a caracterização do híbrido aEPEC/EAEC, associado a um 

possível surto de diarreia, poderia ajudar na compreensão das estratégias envolvidas no 

surgimento de novos híbridos, bem como, no potencial dessas amostras em causar doenças no 

hospedeiro humano.  
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Resumo 

E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli enteropatogênica (EPEC) são importantes agentes 

etiológicos de diarreia ao redor do mundo. EAEC adere às células epiteliais (HEp-2 e HeLa) no 

padrão de adesão agregativo, onde as bactérias empilham-se umas sobre as outras formando um 

arranjo que lembram tijolos empilhados. As adesinas envolvidas nesse padrão são denominadas 

fímbrias de aderência agregativas (AAF/I-AAF/V), e, além de promover o padrão AA, também 

são responsáveis pela formação de biofilme. EPEC é responsável por causar uma lesão 

histopatológica nos enterócitos, chamada de lesão attaching and effacement (AE). O arsenal 

proteico envolvido nessa patogenese é codificado por genes localizados na ilha de 

patogenicidade cromossomal locus of enterocyte effacement (região LEE). Mediante a presença 

ou ausência do plasmidio EAF, onde estão inseridos os genes que coficam a fímbria BFP 

(bundle-forming pilus), as EPEC são classificadas como típicas (tEPEC) ou atípicas (aEPEC), 

respectivamente. Recentemente o nosso laboratório relatou um surto de diarreia devido a um 

isolado híbrido de aEPEC/EAEC do sorotipo O3:H2,  no Brasil, onde, durante a investigação 

do surto também foram obtidas isolados de aEPEC e EAEC do mesmo sorotipo. O objetivo do 

presente estudo foi compreender melhor a evolução de híbridos através de técnicas moleculares 

e avaliar a influência de diferentes combinações gênicas na patogenicidade dessas bactérias. Os 

oito isolados aqui estudados (um aEPEC, quatro EAEC e três híbridos de aEPEC/EAEC) do 

sorotipo O3:H2 pertencem ao filogrupo A. Os híbridos de aEPEC/EAEC compartilham genes 

cromossomais com o isolado de aEPEC (eae, nleC e nleF) e plasmidiais com EAEC (aggA, 

aggC, aap, orf3 e aar). Ao avaliar o perfil plasmidial notou-se que todos os híbridos de 

aEPEC/EAEC e EAEC compartilhavam um plasmídio de alto peso molecular e que estes foram 

produtores de biofilme na presença de D-manose. Os isolados híbridos de aEPEC/EAEC foram 

capazes de polimerizar F-actina, indicando indiretamente sua capacidade de induzir a lesão nas 

células infectadas, diferentemente da aEPEC. Os resultados sugerem que um isolado de aEPEC 

tenha servido como receptor do pAA, originando assim, híbridos de aEPEC/EAEC do sorotipo 

O3:H2, conferindo a esses híbridos um maior arsenal de virulência para colonizar e causar 

danos ao seu hospedeiro. 

 

Palavras-chave: diarreia, virulência, híbridos e patogenicidade. 
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Abstract 

Enteroaggregative E. coli (EAEC) and enteropathogenic E. coli (EPEC) are important etiologic 

agents of diarrhea around the world. EAEC adheres to epithelial cells (Hep-2 and HeLa) in the 

aggregative adhesion pattern, where bacteria stack on top of each other in an arrangement 

resembling stacked bricks. The adhesins involved in this pattern are called aggregative adhesion 

fimbriae (AAF/I-AAF/V), and, in addition to promoting the AA pattern, they are also 

responsible for biofilm formation. EPEC is responsible for causing a histopathological lesion 

in enterocytes, called attaching and effacement (AE) lesion. The protein arsenal involved in this 

pathogenesis is encoded by genes located in the chromosomal pathogenicity island locus of 

enterocyte effacement (LEE region). By the presence or absence of the EAF plasmid, where the 

genes that encode the BFP fimbriae (bundle-forming pilus) are inserted, EPEC are classified as 

typical (tEPEC) or atypical (aEPEC), respectively. Recently, our laboratory reported an 

outbreak of diarrhea due to a hybrid isolate of aEPEC/EAEC of serotype O3:H2, in Brazil, 

where, during the investigation of the outbreak, isolates of aEPEC and EAEC of the same 

serotype were also obtained. The objectve of the present study was to better understand the 

evolution of hybrids through molecular techniques and to evaluate the influence of different 

gene combinations on the pathogenicity of these bacteria. The eight isolates studied here (one 

aEPEC, four EAEC and three aEPEC/EAEC hybrids) of serotype O3:H2 belong to phylogroup 

A. The aEPEC/EAEC hybrids share chromosomal genes with the aEPEC isolate (eae, nleC and 

nleF) and EAEC plasmids (aggA, aggC, aap, orf3 and aar). When evaluating the plasmid 

profile, it was noted that all aEPEC/EAEC and EAEC hybrids share a high molecular weight 

plasmid, and that they are biofilm producers in the presence of D-mannose. The aEPEC/EAEC 

hybrid isolates were able to polymerize F-actin, indirectly indicating their ability to induce 

injury in infected cells, unlike aEPEC. Our data suggest that an aEPEC isolate served as a pAA 

receptor, thus giving rise to aEPEC/EAEC hybrids of serotype O3:H2, giving these hybrids a 

greater arsenal of virulence to colonize and cause damage to their host. 
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1. Introdução 

O patotitpo Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) é definido pela capacidade de 

aderir às células epiteliais (Hep-2 ou HeLa) de forma semelhante a tijolos empilhados, 

denominado padrão de aderência agregativa (AA) (NATARO et al., 1987). Além de aderir aos 

enterócitos, EAEC é capaz de produzir biofilme, toxinas e inflamar a mucosa intestinal, 

levando, assim, a um quadro clínico de diarreia (ESTRADA-GARCIA; NAVARRO-GARCIA, 

2012; NATARO; KAPER, 1998). Além de casos esporádicos de diarreia (ARAUJO et al., 

2007; BUERIS et al., 2007; HUANG et al., 2006; IIJIMA et al., 2017; ORI et al., 2019), surtos 

por EAEC já foram registrados na Coréia do Sul, Inglaterra e Japão (DALLMAN et al., 2014; 

ITOH et al., 1997; SHIN et al., 2015). EAEC também tem sido associada a quadros de diarreia 

persistente (duração igual ou superior a 14 dias) (BHATNAGAR et al., 1993; OKEKE et al., 

2000), bem como, infecções assintomáticas por esse patógeno têm sido relacionadas a casos de 

desnutrição, especialmente entre crianças que vivem em países em desenvolvimento (HAVT et 

al., 2017). 

Um importante fator de virulência de EAEC é a presença de um plasmídeo de alto peso 

molecular denominado pAA (CZECZULIN et al., 1999), onde encontram-se genes que 

codificam as fímbrias de aderência agregativa (aggregative adherence fimbriae - AAF), que 

são responsáveis pelo estabelecimento do padrão AA, sendo que, até o momento, cinco 

variantes de AAFs foram descritas (AAF/I-AAF/V) (BERNIER; GOUNON; LE 

BOUGUENEC, 2002; BOISEN et al., 2008; CZECZULIN et al., 1999; JØNSSON et al., 2015; 

NATARO et al., 1992). 

Além do operon responsável por codificar as AAFs, o plasmídeo pAA alberga o gene 

responsável por codificar um regulador transcricional (AggR) (NATARO et al., 1994), capaz 

de ativar a expressão de genes plasmidiais, os genes relacionados na codificação das AAFs 

(NATARO et al., 1994), dispersina (aap) e no transportador do complexo Aat (aat) 

(HARRINGTON, DUDLEY, NATARO, 2006), bem como, de ativar a transcrição de genes 

cromossomais, como por exemplo, dos genes localizados no operon aaiA–Y, responsável por 

codificar um Sistema de Secreção do Tipo 6 (DUDLEY et al., 2006; HÜTTENER et al., 2018; 

MORIN et al., 2010; PRIETO et al., 2021). Diante da importância desse regulador genético, 

EAEC foi dividida em dois grupos: EAEC típica e EAEC atípica, com base na presença do gene 

aggR em EAEC típica, e ausência desse gene na EAEC atípica (KAPER; NATARO; 

MOBLEY, 2004). 

E. coli enteropatogênica (EPEC) é caracterizada pela sua capacidade de causar uma 

lesão histopatológica nos enterócitos, denominada attaching and effacement (AE), onde as 
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bactérias aderem intimamente à célula hospedeira, lesam as microvilosidades e recrutam F-

actina e outros elementos do citoesqueleto, culminando na formação de uma estrutura 

semelhante a um pesdestal (KNUTTON et al., 1989; MOON et al., 1983). Todo o aparato 

proteico envolvido nessa lesão são codificados por genes localizados numa ilha de 

patogenicidade cromossomal chamada locus of enterocyte effacement ou região LEE 

(MCDANIEL et al., 1995). Dentre os fatores de virulência codificados pelos genes da região 

LEE, vale destacar a adesina intimina (codificada pelo gene eae), associada a adesão íntima da 

bacteria com às células hospedeiras (JERSE et al., 1990). 

As EPEC são dividas em dois grupos mediante a presença do plasmídio EAF (EPEC 

adherence factor) nas EPEC típicas (tEPEC) e ausência nas EPEC atípicas (aEPEC) 

(HERNANDES et al., 2009; KAPER, 1996; TRABULSI, KELLER, GOMES, 2002). O pEAF 

alberga um conjunto de 14 genes responsáveis por codificar proteínas envolvidas na biogênese 

do bundle-forming pilus (BFP), que medeia a formação de microcolônias compactas na 

superficie das células epiteliais (HeLa ou Hep-2), sendo esse fenótipo denominado padrão de 

aderência localizada (AL) (SCALETSKY et al., 1984; DONNENBERG et al., 1992). Devido 

a ausência de BFP, as aEPEC aderem às células eucarióticas formando microcolônias frouxas, 

que caracterizam o padrão de aderência localizado-like (ROGRIGUES et al., 1996). No 

entando, há aEPEC que aderem apenas esporadicamente as células epiteliais, ou simplesmente, 

não são aderentes (ABE et al., 2009; VIEIRA et al., 2019). 

Em 2011, ocorreu um importante surto de diarreia na Alemanha no qual foram 

registrados 3.816 casos de diarreia, 845 casos de síndrome hemolítico-urêmica (SHU) e 54 

óbitos (KAPER; O’BRIEN, 2014; KARCH et al., 2012; WERBER et al., 2012). O patógeno 

envolvido nesse surto foi uma E. coli do sorotipo O104:H4 que albergava fatores de virulência 

de dois patotipos de ECD distintos, i.e. EAEC (pAA carreando o operon aggABCD que codifica 

a AAF/I) e E. coli produtora de toxina Shiga (que codifica a toxina Shiga, stx2) (STEC), sendo 

esse isolado classificado como um híbrido de STEC/EAEC (BIELASZEWSKA et al., 2011, 

MELLMANN et al., 2011; RASKO, et al., 2011). Até o presente, pode-se enfatizar na literatura 

relatos de isolados híbridos entéricos de STEC/EAEC, de outros sorotipos além do O104:H4, 

tais como O59:H[19] e OR:H[8] (PRAGER et al., 2014), EPEC/ETEC (HAZEN et al., 2017) 

e STEC/ETEC (BAI et al., 2019; CAVALCANTI et al., 2020; NYHOLM et al., 2015). 

Recentemente, nosso laboratório descreveu um surto de diarreia por um isolado de E. 

coli albergando concomitantemente fatores de virulência de aEPEC (eae) e EAEC (aggR), 

híbrido de aEPEC/EAEC, do sorotipo O3:H2 (DE LIRA et al., 2021). Durante a investigação 

desse surto também foram obtidos isolados de aEPEC e EAEC do mesmo sorotipo. Sendo 
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assim, nosso objetivo foi avaliar características moleculares, para melhor compreender a 

evolução desses híbridos, e fenotípicas com o objetivo de avaliar a influência de diferentes 

combinações gênicas na patogenicidade dessas bactérias.   

 

2. Material e métodos 

2.1. Isolados de aEPEC, EAEC e híbridos de aEPEC/EAEC do sorotipo O3:H2 estudados 

Foram incluídos nesse estudo isolados de aEPEC, EAEC e híbridos de aEPEC/EAEC, 

do sorotipo O3:H2 (Tabela 1), obtidos durante a investigação de um surto de diarreia ocorrido 

na cidade de Sorocaba, interior do estado de São Paulo, Brasil (DE LIRA et al., 2021). 

 

Tabela 1. Isolados de DEC do sorotipo O3:H2 a serem utilizados no presente estudo. 

Identificação dos 

isolados 
Origem 

Ano de 

isolamento 

Marcadores 

genéticos 
Patotipo 

IAL 7250 Sorocaba/SP 2010 aggR+ EAEC 

IAL 7251 Sorocaba/SP 2010 aggR+ EAEC 

IAL 7252 Sorocaba/SP 2010 eae+/aggR+ aEPEC/EAEC 

IAL 7253 Sorocaba/SP 2010 eae+/aggR+ aEPEC/EAEC 

IAL 7256 Sorocaba/SP 2010 eae+/aggR+ aEPEC/EAEC 

IAL 7255 Sorocaba/SP 2010 aggR+ EAEC 

IAL 7254 Sorocaba/SP 2010 eae+ aEPEC 

IAL 7257 Sorocaba/SP 2010 aggR+ EAEC 

 

 

2.2 Identificação de marcadores de virulência associados aos patotipos de EPEC e EAEC 

nos isolados de E. coli do sorotipo O3:H2 estudados 

A identificação dos genes de virulência foi realizada pela técnica de reação em cadeia 

da polimerase (PCR). O DNA-molde para as reações de amplificação foi obtido por meio de 

lisados bacterianos, no qual uma colônia isolada de uma placa de ágar MacConkey foi 

transferida para um microtubo de centrífugação de 1,5 mL contendo 200 µL de água ultra pura 

estéril e submetida à fervura por 10 minutos, sendo após a fervura imediatamente centrifugadas 

durante um minuto à 9391 x g e, posteriormente, armazenada em freezer. Para cada reação foi 

utilizado 1 μL do DNA molde, 7,5 μL de GoTaq Green Master Mix (Promega, USA), 5,0 μL 

de H2O livre de nucleases (incluso no GoTaq Green Master Mix) e 0,34 μM de cada iniciador. 
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As sequências dos iniciadores utilizados para a identificação dos marcadores de virulência estão 

listadas nas Tabela 2 e 3. 
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Tabela 2.  Iniciadores utilizados para a pesquisa de genes associados a patogênese de EPEC e STEC entre os isolados E. coli do sorotipo O3:H2 

analisados nesse estudo. 

 

Genes 
 

Sequência (5’          3’) 

Temperatura 

de 

anelamento 

(°C) 

Tamanho 

do 

fragmento 

(pb) 

Localização Referência 

Adesinas      

paa GGATCCATGAGGAACATAA 

CTCGAGAGTGCCTTTCCTGG 
52 605 Cromossomo 

Batisson et al., 

(2003) 

iha CAGGTCGGGGTTACCAAGT 

CAAATGGCTCTCTTCCGTCAATGC 
48 925 

Cromossomo 

(OI-48a) 

Szalo et al., 

(2002) 

saa CGTGATGAACAGGCTATTGC 

ATGGACATGCCTGTGGCAAC 
60 119 

Plasmídeo 

(pO113) 

Paton e Paton, 

(2002) 

efa1/lifA AAGGTGTTACAGAGATTA 

TGAGGCGGCAGGATAGTT 50 268 
Cromossomo 

(OI-122a/IE6b) 

Nicholls, Grant e 

Robins-Browne 

(2000) 

Toxinas      

cdt GAAARTAAATGGAAYAYAMATGTCCG 

AATCWCCWRSAATCATCCAGTTA 
43 466 Cromossomo 

Tennant et al., 

(2009) 
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Tabela 2. Continuação. 
 

Genes 
 

Sequência (5’          3’) 

Temperatura 

de 

anelamento 

(°C) 

Tamanho 

do 

fragmento 

(pb) 

Localização Referência 

espP GTCCATGCAGGGACATGCCA 

TCACATCAGCACCGTTCTCTAT 
50 547 

Plasmídeo 

(pO157) 

Boisen et al., 

(2009) 

ehxA GCATCATCAAGCGTACGTTCC 

AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT 
50 534 

Plasmídeo 

(pO157) 

Paton & Paton, 

(1998) 

subAB GTACGGACTAACAGGGAACTG 

GCAAAAGCCTTCGTGTAGTC 
49 1844 

Plasmídeo 

(pO113) 

Paton et al., 

(2004) 

cnf TTATATAGTCGTCAAGATGGA 

CACTAAGCTTTACAATATTGA 
45 633 Cromossomo 

Toth et al., 

(2003) 

Proteínas efetoras     

nleF TTTGTAAGTGGGCTGATGGA 

CTGAAGAGTGATGCGGACAT 
48 192 

Cromossomo 

(PP6b) 

Afset et al., 

(2006) 

nleB GGTGTGCTGGTAGATGGA 

CAGGGTATGATTCTTGTTTATG 
50 175 

Cromossomo 

(OI-122a/IE6b) 

Afset et al., 

(2006) 
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Continua 

Tabela 2. Continuação. 
 

Genes 
 

Sequência (5’          3’) 

Temperatura 

de 

anelamento 

(°C) 

Tamanho 

do 

fragmento 

(pb) 

Localização Referência 

nleE CTAATACTCAGGGCGTGTCC 

ACCGTCTGGCTTTCTCGTTA 
50 192 

Cromossomo 

(OI-122a/IE6b) 

Afset et al., 

(2006) 

nleC TATGCGGATTACGTTTTGGA 

TACGGCATCACGAAATGTCT 
48 192 

Cromossomo 

(PP4b) 

Afset et al., 

(2006) 

ibe TTCTTAAGTGCGGAGATGA 

TTAGTCAATATCTGTGGGTT 45 425 

Cromossomo 

(5’da região 

LEE) 

Buss et al., 

(2009) 

cif AACAGATGGCAACAGACTGG 

AGTCAATGCTTTATGCGTCAT 
50 383 

Cromossomo  

(GEI 0.81c) 

Afset et al., 

(2006) 

nleD TGCTCCATGTTTTCCACAAT 

CTGTTGGAATCCCAGACTCA 
48 245 

Cromossomo 

(PP4b) 

Afset et al., 

(2006) 

nleA/espI ATGAACATTCAACCGACCATACAATCTG 

TTAGACTCTTGTTTCTTGGATTATATCA 
40 1326 

Cromossomo 

(PP6b) 

Afset et al., 

(2006) 

espT AATCTCATTCTCTTATC 

TCATGTGATGAGTGGATG 
42 263 

Plasmíde 

(pE110019_65) 

Arbeloa et al., 

(2009) 

a,b,cLocalização no cromossomo das amostras protótipos de EPEC e EHEC: EDL933 (a), E2348/69 (b) e B171 (c). IE: elemento integrativo, PP: profago, GEI: ilha genômica. pb: pares de base. 
 



36 

 

 

Tabela 3.  Iniciadores utilizados para a pesquisa de genes associados a patogênese de EAEC entre os isolados E. coli do sorotipo O3:H2 analisados 

nesse estudo. 

 

Genes Sequência (5’          3’) 

Temperatura 

de 

anelamento 

(°C) 

Tamanho 

do 

fragmento 

(pb) 

Localização Referência 

Adesinas      

aagA TCTATCTRGGGGGGCTAACG 
52 218 

Plasmídeo 

(pAA) 

Jønsson et al., 

(2017) ACCTGTTCCCCATAACCAGAC 

aafA ACATGCATGCAAAAAATCAGAATGTTTGTT 
65 550 

Plasmídeo 

(pAA) 

Czeczulin et al., 

(1997)  CGGGATCCATTTGTCACAAGCTCAGC 

agg3A GTATCATTGCGAGTCTGGTATTCAG 

55 462 
Plasmídeo 

(pAA) 

Bernier, Gounon 

e Le Bouguenec 

(2002) 

GGGCTGTTATAGAGTAACTTCCAG 

agg4A TCCATTATGTCAGGCTGCAA 
55 411 

Plasmídeo 

(pAA) 

Boisen et al., 

(2008) GGCGTTAACGTCTGATTTCC 

agg5A CATGTTCATTATCTATTAGTTCGCC 
57 215 

Plasmídeo 

(pAA) 

Jønsson et al., 

(2015)  TCCACCGTACGTCGTCATTA 

aggC GTGATCCCCCAAGCTACAGA 
55 850 

Plasmídeo 

(pAA) 

Boisen et al., 

(2008) ATCCCAATGCATTACCCTGA 
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Tabela 3. Continuação. 
 

Genes Sequência (5’          3’) 

Temperatura 

de 

anelamento 

(°C) 

Tamanho 

do 

fragmento 

(pb) 

Localização Referência 

aafC AACGGATACGCCAAGTGTTC 
55 496 

Plasmídeo 

(pAA) 

Boisen et al., 

(2008)  GCACCTGTGGTGAGAGGAAT 

agg3/4/5C CATARTGAAGGTATAACATTTGGTCAGA 

55 477 
Plasmídeo 

(pAA) 

Jønsson et al., 

(2017) GTCAGCATAACACTTACTGTTCATTC 

GTAGTTTGCATAGCAATGGCTATTCATT 

afpA2 ATCGTCTCCGCTGTTAACGG 
55 381 

Plasmídeo 

(pAFP) 

 Lang et al., 

(2018) TTTACAAGCATTGGCAGCACCAGC 

afpB TACAACGATGTCAGGGGTGC 
55 420 

Plasmídeo 

(pAFP) 

 Lang et al., 

(2018) TTACCCTGTCGCTTTCCACC 

afpR GTGAAGAACATTATTGAAGGGGGC 
55 307 

Plasmídeo 

(pAFP) 

 Lang et al., 

(2018) CATCACTTAATCGCCAGCGTT 

Toxinas      

pic GGGTATTGTCCGTTCCGAT 
50 1175 Cromossomo 

Czeczulin et al., 

(1999) ACAACGATACCGTCTCCCG 

pet GTGTTTCAACCAGGTTCAACA  
50 1037 

Plasmídeo 

(pAA) 

Gioppo et al., 

(2000) CCTTCACCAATTTTATGCAGT 
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Continua 

Tabela 3. Continuação. 
 

Genes Sequência (5’          3’) 

Temperatura 

de 

anelamento 

(°C) 

Tamanho 

do 

fragmento 

(pb) 

Localização Referência 

sigA CCGACTTCTCACTTTCTCCCG  
55 430 Cromossomo 

Boisen et al., 

(2009) CCATCCAGCTGCATAGTGTTTG 

sepA GCAGTGGAAATATGATGCGGC  
55 794 

Plasmídeo 

 

Restieri et al., 

(2007)  TTGTTCAGATCGGAGAAGAACG 

astA CCATCAACACAGTATATCCGA 
55 111 

Plasmídeo 

(pAA) 

Savarino et al., 

(1993) GGTCGCGAGTGACGGCTTTGT 

Outros      

aap CTTTTCTGGCATCTTGGGT 
52 232 

Plasmídeo 

(pAA) 

Czeczulin et al., 

(1999) GTAACAACCCCTTTGGAAGT 

aaiA CCCACGACCAGATAACG  
50 476 

Cromossomo 

(aai operon) 

Andrade, Gomes 

e Elias (2014) GTTTTCAGGATTGCCATTAG 

aaiC ATTGTCCTCAGGCATTTCACACG 
50 215 

Cromossomo 

(aai operon) 

Lima et al., 

(2013) ACACCCCTGATAAACAA 

aaiG GGGAGTGTTTCAGTCTGGAC 
50 782 

Cromossomo 

(aai operon) 

Andrade, Gomes 

e Elias (2014) ATTTGTCACAAGCTCAGCAT 

pb: pares de base. 
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Após a amplificação da região de interesse do DNA, 5 l de cada reação foram 

analisados através de eletroforese em gel de agarose. O gel de agarose 1% foi preparado 

fundindo a agarose (Agargen, Espanha) em tampão TBE 1X (Tris – ácido bórico 90 Mm, EDTA 

2 Mm, pH 8,0). A eletroforese foi realizada utilizando como tampão de corrida o TBE 0,5X, 

em uma tensão constante de 100V durante 30 minutos. O marcador de peso molecular 100bp 

DNA Ladder (Promega, USA) foi utilizado para verificar o tamanho dos produtos amplificados. 

A coloração do gel com SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen, USA), numa concentração de 

1:10.000, foi utilizada para a detecção das bandas, bem como visualizadas através de um 

transiluminador de luz ultravioleta, e as imagens foram registradas por um sistema de captação 

de imagens AlphaImager 2200 (Alpha Innotech, EUA). 

 

2.3 Identificação do grupo filogenético 

A identificação dos grupos filogenéticos foi realizada de acordo com o método descrito 

por Clermont et al., 2013, através de PCR multiplex. Os genes investigados estão listados na 

Tabela 4. Os produtos das reações foram submetidos à eletroforese em gel à 1,5% de agarose, 

em TBE 1X (tampão de ácido bórico-Tris-EDTA), e marcados com Sybr Green® (Invitrogen, 

Califórnia, USA). Na análise dos fragmentos de DNA foi utilizado o ladder de 100 pb. Para o 

controle negativo da reação, foi usada água nuclease-free e um controle positivo para cada gene. 

Caso os isolados ficassem entre os filogrupos B2 e F, foi realizado o PCR para o grupo G 

(CLERMONT et al., 2019). 

 

Tabela 4. Descrição dos primers utilizados para identificação do grupo filogenético. 

Genes Sequência (5’         3’) 

Temperatura 

de anelamento 

(°C) 

Tamanho do 

fragmento 

(pb) 

Quadriplex    

chuA.1b ATGGTACCGGACGAACCAAC 
59 288 

chuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA 

yjaA.1b CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 
59 211 

yjaA.2b AATGCGTTCCTCAACCTGTG 

TspE4C2.1b CACTATTCGTAAGGTCATCC 
59 152 

TspE4C2.2b AGTTTATCGCTGCGGGTCGC 

AceK.f AACGCTATTCGCCAGCTTGC 59 400 
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ArpA1.r TCTCCCCATACCGTACGCTA 

Grupo E    

ArpAgpE.f GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC 
57 301 

ArpAgpE.r GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG 

Grupo C    

trpAgpC.1 AGTTTTATGCCCAGTGCGAG 
59 219 

trpAgpC.2 TCTGCGCCGGTCACGCCC 

Controle interno 

trpBA.f CGGCGATAAAGACATCTTCAC 
57a/59b 489 

trpBA.r GCAACGCGGCCTGGCGGAAG 

aT. anelamento utilizada para a realização da reação de PCR Multiplex quando utilizado o iniciador para o gene 

ArpAgpE. bT. anelamento utilizada para a realização da reação de PCR Multiplex quando utilizado o iniciador para 

o gene trpAgpC. pb: pares de base. 

 

2.4 Avaliação do perfil plasmidial  

A extração de DNA plasmidial foi realizada utilizando a técnica de lise alcalina descrita 

por Birnboim e Doly (1979), com algumas modificações conforme descrito a seguir. 

Inicialmente 1 mL da suspensão bacteriana crescida em caldo TSB (Tryptic Soy Broth, Difco), 

por 18-24 horas, foi aliquotada em um microtubo de polipropileno e centrifugado a 9391 x g 

por 3 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 100 μL da solução 

I (lisozima 4 mg/mL, glicose 2%, TE 25/10 mM, RNAse 10 mg/mL e H2O q.s.p.), seguido de 

incubação em gelo por 30 minutos. Após esse período, foi adicionado 200 μL da solução II 

(NaOH 0,2 M, SDS 1% e H2O q.s.p.) à preparação, que foi homogeneizada por inversão do 

tubo até que se tornasse translúcida, depois, incubada em banho de gelo por 7 minutos. Em 

seguida foram acrescidos 150 μL da solução III (acetato de sódio 3 M pH 4,8), homogeneizou-

se por inversão do microtubo, incubado em gelo, durante 1 hora. A preparação foi centrifugada 

a 13523 x g por 10 minutos e o sobrenadante, contendo o DNA plasmidial, foi transferido para 

outro microtubo estéril. O DNA plasmidial foi precipidado após a adição de 1 mL 

(aproximadamente 2 volumes) de etanol absoluto gelado e levados ao freezer a -20 ºC por, no 

mínimo, 2 horas. Após esse período, a preparação foi centrifugada durante 10 minutos a 13523 

x g, retirou-se o sobrenadante a vácuo, e, em seguida, o pellet foi ressuspenso em 100 μL da 

solução IV (acetato 100 mM/mL. TRIS 25 mM/mL e H2O q.s.p.) e 200 μL de etanol absoluto 

(2 volumes), a preparação foi incubada no freezer -20 ºC por no mínimo 1 hora 30 minutos. 

Posteriormente, para sedimentar o DNA plasmidial centrifugou-se o microtubo durante 10 
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minutos à 13523 x g, o sobrenadante foi desprezado e o tubo foi mantido aberto no fluxo laminar 

até o etanol evaporar totalmente. Em seguida, o DNA plasmidial foi ressuspenso em 15 μL de 

TE pH 7,4, acrescido de 5 μL de solução tampão corante para eletroforese e submetido a 

eletroforese em gel de agarose a 0,8% em tampão TBE 0,5 X. Como controle do experimento, 

no gel, foi acrescentado o conteúdo plasmidial da amostra 36R861 National Collection of Type 

Cultures, Central Public Health Laboratory - NCTCC-PHL- Colindale, Londres, UK) que 

contém quatro plasmídios de tamanho molecular conhecido (147 kb, 63 kb, 58, 35,8 kb e 6,9 

kb). O gel foi corado com brometo de etídio e visualizado utilizando o transiluminador de luz 

UV. 

 

2.5 Ensaio de formação de biofilme em superfície abiótica 

O teste de formação de biofilme foi realizado de acordo com Oliveira-Garcia e 

colaboradores (2003), com algumas modificações. Em cada poço da microplaca de 96 poços, 

foram adicionados 200 μL de Dulbecco´s Modified Eagle Medium (DMEM, high glucose) 

(Sigma-Aldrich # D6429) e 10 μL de suspensão bacteriana crescida no caldo Luria Bertani (LB) 

overnight à 37ºC. Após 24 horas incubação à 37 ºC, cada poço foi lavado uma vez com a solução 

salina tamponada com fosfato (PBS) e adicionado 200 μL de formaldeído à 3%. Após uma hora 

de repouso, o formaldeído foi retirado e adicionou-se 200 μL de cristal violeta à 1% em cada 

poço. Depois de 20 minutos, foi lavado duas vezes com água destilada e seco em temperatura 

ambiente, para então se adicionar 200 μL de metanol por 10 minutos. A leitura foi realizada em 

leitor ELISA, numa densidade óptica (DO) de 570 nm. O teste de formação de biofilme foi 

realizado novamente seguindo o mesmo princípio, entretanto, com a adição de 2% D-manose 

ao meio do teste (DMEM high glusose). A análise estatística foi empregada utilizando o 

software GraphPad Prism v.5 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA), a normalidade foi 

testada pelo método de Shapiro-Wilk para verificar se o resultado do biofilme foi paramétrico 

ou não paramétrico. Quando classificado nesse primeiro realizou-se o teste T, por outro lado, 

quando foi classificado como não paramétrico realizou-se o teste de Wilcoxon, dessa forma 

pode-se comparar os dois tratamentos, considerando o valor de α > 0,05. Os isolados foram 

classificados quanto sua à capacidade de formar biofilme de acordo com a metodologia aplicada 

por Yang et al. (2018), no qual o ponto de corte da densidade óptica (DOpc) foi definido como 

3 vezes o desvio padrão somado da média da DO do controle negativo HB101. Quando a média 

de uma amostra foi ≤ DOpc, > DOpc ≤ 2 * DOpc, > 2 * DOpc ≤4 DOpc, > 4 * DOpc ≤ 8 * 

DOpc, > 8 * DOpc ≤ 16 * DOpc e > 16 * DOpc, foram classificados como não produtora, fraca 
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produtora, moderada produtora, forte produtora, muito forte produtora e extremamente forte 

produtora de biofilme, respectivamente. 

 

2.6 Teste de identificação da polimerização de actina   

As células HeLa, originárias de câncer cervical, foram mantidas à 37ºC em atmosfera 

de 5% de CO2, através de cultivos sucessivos, em meio Dulbecco´s Modified Eagle Medium 

(DMEM, high glucose) (Sigma-Aldrich # D6429) contendo 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) 

(Sigma-Aldrich # F2561) e de 1% de Penicilina/Estreptomicina (PenStrep, Gibco # 15140-148). 

Após o desenvolvimento da monocamada celular na superfície do frasco, a cultura foi lavada 

com PBS e descolada com a adição de tripsina (0,25% de EDTA), seguida de agitação manual 

dos frascos. Posteriormente ao descolamento das células, foi adicionado DMEM com 10% SFB 

a fim de inativar a tripsina. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado e as células foram 

novamente ressuspensas em meio de cultura para contagem em câmara de Neubauer. Após 

determinação do número de células, estas foram diluídas em meio DMEM na concentração final 

de 1x105 células/mL e distribuídas em microplacas de 24 poços contendo lamínulas de vidro, 

em volume de 1 mL por orifício. Após o repique em placas de 24 poços, as células HeLa (1x105 

células/mL) permaneceram em cultura à 37C, em atmosfera à 5% de gás carbônico por 

aproximadamente 48 horas, até atingirem 70% de confluência. O teste de polimerização da 

actina (FAS-Fluorescence Actin Staining) foi realizado segundo o descrito por Knutton et al. 

(1989). Os isolados bacterianos foram inoculados a partir de cultura em caldo LB por 18 horas 

à 37 ºC, na diluição 1:50, em microplacas de 24 poços, contendo células HeLa em meio DMEM 

suplementado com 2% de SFB e 2% de D-manose (Sigma # M6020) e incubadas por um 

período de 3 horas. Em seguida, foram lavadas seis vezes com PBS estéril, fixadas em 

formaldeído a 3% em PBS, permeabilizadas com Triton X-100 a 1% (Sigma, Saint Louis, 

Missouri, USA) e incubadas, no escuro, com faloidina marcada com fluoresceína (Life 

Technologies, Carlsbad, California, USA) na diluição de 1:125 e DAPI (Life Technologies, 

Carlsbad, California, USA) na diluição de 1:500 por 20 min. As lamínulas foram lavadas em 

PBS, montadas em glicerol (diluído 1:9 em PBS) e observadas ao microscópio de fluorescência 

(Olympus BX60) em aumento de 1000X. Por outro lado, os isolados que não apresentaram o 

FAS positivo foram submetidos a ensaios de 6 horas. Nesse ensaio mais prolongado, após 3 

horas de incubação, a microplaca foi lavada com PBS estéril e incubada por mais 3 horas com 

meio DMEM fresco (período de multiplicação). Após o período total de 6 horas, as preparações 

foram lavadas seis vezes com PBS estéril, em seguida, fixadas, coradas e analisadas conforme 

dito anteriormente. O protótipo de EPEC E2348/69 foi utilizado como controle positivo para 
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polimerização de actina (FAS positivo), enquanto o isolado de EAEC 042, produtor do padrão 

AA, foi utilizado como controle negativo (FAS negativo). 

 

2.7 Determinação da via de indução da lesão AE: Tir-Nck e Tir-TccP/EspFU   

Os genes que codificam a proteína adaptadora TccP (tccP e tccP2) e a região da 

molécula de Tir que contém o resíduo de tirosina fosforilada foram pesquisados por PCR, 

empregando-se os iniciadores descritos na Tabela 5. 
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Tabela 5. Iniciadores utilizados para pesquisa dos genes que codificam os subtipos da proteína adaptadora TccP e para a subtipagem do gene tir.  

 

 

 

 

 

Genes Primers (5’         3’) 
Temperatura de 

anelamento (°C) 

Tamanho do fragmento 

(pb) 

Referência 

tccP CACCTTTTTCACCAAGCAGTA 

GCCGAATGGGCGTTGG 

50ºC Variável Madic et al., (2011) 

tccP2 CACCTYTTTCTCCCAGCAACA 

GAAGTCCTGATTCYGTATAAGAATTTTTTACC 

40ºC Variável Madic et al., (2011) 

tirY474 CATATTTATGATGAGGTCGCTGC 

TAAAAGTTCAGATCTTGATGACAT 

50ºC 401 pb Ogura et al., (2007) 

tirS478 TCTGTTCAGAATATGGGGAATA 

TAAAAGTTCAGATCTTGATGACAT 

50ºC 407 pb Ogura et al., (2007) 
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3. Resultados  

Através da técnica de multiplex PCR, descrita por Clermont e colaboradores (2013, 

2019) para a classificação dos isolados de E. coli nos distintos filogrupos identificados até o 

momento (A, B1, B2, C, D, E, F e G) (DENAMUR et al., 2021), foi observado que todos os 8 

isolados do sorotipo O3:H2 estudados (uma aEPEC, quatro EAEC e três híbridas de 

aEPEC/EAEC) foram classificados no filogrupo A.  

Com relação ao perfil de virulência dos isolados do sorotipo O3:H2 estudados, além 

do gene eae, presente na região LEE e utilizado como marcador de diagnóstico de isolados de 

EPEC, os isolados de aEPEC e híbridos aEPEC/EAEC apresentaram os genes nleC e nleF 

(Tabela 6). Ademais, a respeito dos marcadores de EAEC identificados, os isolados de EAEC 

e híbridos aEPEC/EAEC apresentaram os genes aap, orf3 e aar, além dos genes que codificam 

a pilina e o usher da AAF/I, aggA e aggC, respectivamente (Tabela 6). O gene aatA foi 

detectado em todos os quatro isolados de EAEC e em dois dos três isolados híbridos de 

aEPEC/EAEC (Tabela 6). 
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Tabela 6. Perfil de virulência dos isolados de Escherichia coli do sorotipo O3:H2. 

 

aGenes de virulência de EPEC/STEC não detectados: tccP, tccP2, paa, saa, efa1/lifA, cdt, espP, subAB, cnf, nleA/espL, nleB, nleD, nleE, espT, ibe e cif. 

bGenes de virulência de EAEC não detectados: aggA, aafA, agg3A, agg4A, agg5A aafC, agg3/4C, pic, pet, sepA, sigA, astA, aaiA, aaiC, aaiG, air, shf, capU, eibG e afpB. 

cLocalização no cromossomo da amostra protótipos de EPEC típica E2348/69. PP: profago (IGUCHI et al., 2009). 

dpAA: Plasmídeo de aderência agregativa (BOLL et al., 2020). 

 

 

Genes de  

Virulência 

Localização do gene em 

genomas de referênciac,d 

Categoria de ECD: 

aEPEC EAEC aEPEC/EAEC 

IAL 7254 IAL 7250 IAL 7251 IAL 7255 IAL 7257 IAL 7252 IAL 7253 IAL 7256 

Genes de  

virulência  

de EPECa 

eae Cromossomo (Região LEE)c + - - - - + + + 

nleC Cromossomo (PP4)c + - - - - + + + 

nleF Cromossomo (PP6)c + - - - - + + + 

Genes de  

virulência  

de EAECb 

aggR pAAd - + + + + + + + 

aatA pAA - + + + + + - + 

aggA pAA - + + + + + + + 

aggC pAA - + + + + + + + 

aap pAA - + + + + + + + 

orf3 pAA - + + + + + + + 

aar pAA - + + + + + + + 
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Com base na extração plamidial, realizada utilizando a técnica de lise alcalina, 

observou-se que os isolados de EAEC e híbridos de aEPEC/EAEC apresentam vários 

plasmídios de diferentes tamanhos, sendo o de maior peso molecular comum aos isolados de 

EAEC e híbridos de aEPEC/EAEC (Figura 1). Um plasmídio de peso molecular semelhante 

também pode ser observado no isolado protótipo de EAEC 042 que conhecidamente alberga o 

pAA2. Coletivamente, esses dados sugerem que o plasmídio de maior peso molecular, 

observado nos isolados de EAEC e híbridos aEPEC/EAEC seja o pAA.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Perfil plasmidial dos isolados de Escherichia coli do sorotipo O3:H2. Note que os 

isolados de EAEC e híbridos de aEPEC/EAEC apresentam plasmídio de um mesmo tamanho, 

diferentemente da EPEC. 
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A capacidade dos isolados do sorotipo O3:H2 formar biofilme em superfícies de 

poliestireno foi avaliada na ausência e na presença de D-manose em 24 h. Esse experimento 

revelou que todos os isolados testados, exceto um (IAL 7257), apresentaram uma redução 

estatisticamente significativa (P<0,05) na formação de biofilme quando os ensaios foram 

realizados na presença de D-manose (Figura 2). 

No ensaio realizado sem D-manose, notou-se que todos os isolados das categorias 

aEPEC, EAEC e híbridos de aEPEC/EAEC foram capazes de formar biofilme em superfície 

abiótica. Examinando estes isolados do sorotipo O3:H2 quanto a capacidade de formar biofilme 

na presença de D-manose com a finalidade de excluir o papel da fímbria tipo I e, dessa maneira, 

melhor analisar o papel de outras adesinas no processo de formação do biofilme, observou-se 

que todos os isolados de EAEC e os híbridos de aEPEC/EAEC foram capazes de apresentar o 

fenótipo de biofilme nos mais diferentes graus, desde fraca produtora até muito forte produtora, 

assim como a protótipo de EAEC 042 (Figura 3). Em contrapartida, na cepa aEPEC IAL 7254, 

o fenótipo de biofilme foi inibido pela D-manose, semelhante ao controle negativo HB101, 

sendo estas, portanto, classificadas como não produtoras de biofilme (Figura 3). 
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Figura 2. Produção de biofilme por isolados de E. coli do sorotipo O3:H2 em superfície de 

poliestireno na presença e ausência de D-manose. Os isolados que apresentam * no gráfico 

foram estatisticamente diferentes entre os tratamentos, considerando o P < 0,05. 

 

Figura 3. Classificação dos distintos graus de eficiência na formação de biofilme por isolados 

de E. coli do sorotipo O3:H2 na presença de D-manose. Note que somente o isolado de aEPEC 

IAL 7254, assim como o controle negativo HB101, não foram capazes de formar biofilme nas 

condições testadas.
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Com o objetivo de avaliar se a região LEE dos isolados de aEPEC e híbridos de 

aEPEC/EAEC era funcional, esses isolados foram submetidos ao teste de FAS. Nenhum dos 

isolados mostraram positividade nos ensaios de 3 h de interação (Figura 4). No entanto, nos 

ensaios de 6 h, o isolado de aEPEC IAL 7254 não foi capaz de recrutar F-actina para a formação 

da lesão AE, por outro lado, os isolados híbridos de aEPEC/EAEC apresentaram o sinal de 

FAS, revelando a sua capacidade de polimerizar F-actina (Figura 4). É importante mencionar 

que dois destes isolados, IAL 7252 e IAL 7256, apresentaram positividade no teste de FAS de 

forma esporádica, i.e., somente uma minoria das bactérias aderidas foram capazes de recrutar 

F-actina e esse fenótipo não foi consistente em todos os testes realizados, ao passo que no 

isolado híbrido IAL 7253 o acúmulo de F-actina foi evidente em vários campos do teste de FAS 

observados, e os resultados consistentes em todas as repetições realizadas. Outrossim, foi 

empregada a técnica de PCR para a tipagem do gene tir em tirY474, característico de EPEC, e 

tirS478, característico de STEC, além da pesquisa da presença dos genes tccP (tccP1 e tccP2) 

para a determinação da via de indução da lesão AE. Observou-se que os isolados aEPEC e os 

híbridos aEPEC/EAEC apresentam o gene tir do subtipo tirY474 e são desprovidos de tccP, 

sugerindo assim, que esses isolados recrutem F-actina pela via Tir-Nck. 
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Figura 4. Imagens representativas da microscopia de fluorescência do teste realizado para a 

detecção da polimerização de F-actina (teste FAS) com os isolados de aEPEC IAL 7254 (A, B, 

C e D) e o híbrido IAL 7253 (E, F, G e H) em ensaios com 3 (A, B, E e F) e 6 (C, D, G e H) 

horas de incubação. As preparações foram coradas com DAPI (A, C, E e G) e faloidina (B, D, 

F e H) para a detecção das células epiteliais e bacterianas, bem como dos filamentos de F-actina, 

respectivamente. As setas indicam os locais onde há acúmulo de F-actina, característica 

principal da lesão AE. Barra = 10μm. 
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4. Discussão 

Estudos epidemiológicos conduzidos no Brasil, bem como em outros países, têm 

identificado diversos patotipos de ECD em indivíduos com diarreia e em indivíduos saudáveis 

(DIAS et al., 2016; GIOPPO et al., 2000; KOTLOFF et al., 2013; LIMA et al., 2019; LIMA et 

al., 2013). Sendo assim, o estudo de surtos compreende uma ferramenta chave para a 

identificação de isolados de ECD verdadeiramente patogênicos dos principais fatores de 

virulência associados à sua capacidade de causar danos ao hospedeiro humano. Durante o ano 

de 2010, o serviço de vigilância epidemiológica do Instituto Adolfo Lutz realizou a investigação 

de um surto de diarreia envolvendo um total de oito pacientes. Um isolado de E. coli foi 

selecionado de cada um dos pacientes envolvidos na presente investigação e a pesquisa dos 

marcadores clássicos de diagnóstico de ECD mostrou que um paciente estava infectado com 

aEPEC (eae+/bfpB-), quatro com EAEC (aggR+) e três com um híbrido de aEPEC/EAEC 

(eae+/bfpB-/aggR+), sendo todos os isolados pertencentes ao sorotipo O3:H2 (DE LIRA et al., 

2021).  

A partir da identificação de isolados híbridos de aEPEC/EAEC, do sorotipo O3:H2, 

associados a um surto de diarreia no Brasil (DE LIRA et al., 2021), surgiram perguntas 

importantes como qual seria a origem desses híbridos e como essa combinação de fatores de 

virulência entre EPEC e EAEC poderia influenciar a patogenicidade desses híbridos. 

Embora inicialmente isolados de E. coli do filogrupo A eram descritos como 

pertencentes à microbiota humana (CLERMONT; BONACORSI; BINGEN, 2000), hoje é 

notório que a maioria dos isolados de E. coli diarreiogênica dos patotipos aEPEC e EAEC são 

classificados nesse filogrupo (BANDO et al., 2009; DIAS et al., 2020; HERNANDES et al., 

2020; TOUCHON et al., 2020; VIEIRA et al., 2016), indicando a alta plasticidade de isolados 

do filogrupo A na aquisição e retenção de genes de virulência, promovendo a emergência de 

novas combinações gênicas. 

Para melhor compreendermos o arsenal de virulência presente em cada um dos 

isolados e quais fatores adicionais de virulência são compartilhados pelos isolados híbridos, 

foram pesquisados genes cromossomais e plasmidiais que codificam importantes fatores 

associados a virulência de isolados de EPEC e EAEC. Além do gene eae, presente na região 

LEE e utilizado como marcador de diagnóstico de isolados de EPEC, os isolados de aEPEC e 

os híbridos de aEPEC/EAEC apresentaram os genes que codificam os efetores Não-LEE, NleC 

e NleF, sendo que este primeiro atua como uma protease efetora para inibir a resposta pro-

inflamatória e o segundo tem o papel na inibição da fagocitose (SANTOS; FINLAY, 2015; 

WONG et al., 2011). Tendo como base para nossa análise o protótipo de tEPEC E2348/69, os 
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genes nleC e nleF encontram-se localizados nos profagos 4 (PP4) e 6 (PP6), respectivamente, 

inseridos nos sítios torS_torT (PP4) e ompW do cromossomo da E2348/69 (IGUCHI et al., 

2009).  

Com relação aos marcadores moleculares de patogenicidade de EAEC foi observado 

que todos os quatro isolados de EAEC, bem como os três híbridos de aEPEC/EAEC apresentam 

os genes aap, orf3 e aar, sendo que este primeiro (aap) codifica uma proteína de antiagregação 

chamada dispersina. O gene aatA foi detectado em todos os quatro isolados de EAEC e em dois 

dos três isolados híbridos de aEPEC/EAEC. Ademais, foi identificado a presença do gene 

responsável por codificar a pilina (aggA) e o usher (aggC) de AAF-I. Muito embora a maioria 

dos isolados de EAEC do sorotipo O3:H2 alberguem genes relacionados com a biogênese de 

AAF/I (FRANÇA et al., 2013), isolados de EAEC desse sorotipo albergando genes 

relacionados a biogênese das AAF/III (DIAS et al., 2020; ZAMBONI et al., 2004) e AAF/V 

(PETRO et al., 2020) já foram reportados na literatura. É importante mencionar que nenhum 

dos isolados de O3:H2 analisadas no presente estudo albergam os genes pesquisados do operon 

cromossomal aai (aaiA, aaiC e aaiG), inicialmente caracterizado no isolado protótipo de EAEC 

042. 

Analisando coletivamente os genes de virulência pesquisados observou-se que os 

isolados de aEPEC e os híbridos aEPEC/EAEC compartilharam marcadores cromossomais 

(região LEE, nelC e nleF), enquanto os isolados de EAEC e os híbridos aEPEC/EAEC 

compartilharam apenas marcadores plasmidiais (aggR, aatA, aggA, aggC, aap, orf3 e aar); o 

que fortemente sugere que o isolado de aEPEC tenha servido como receptor do pAA 

(albergando o operon que codifica a AAF/I), originando os isolados híbridos aEPEC/EAEC. 

Essa hipótese é reforçada quando se observa um plasmídio de alto peso molecular 

compartilhado entre os isolados de EAEC e os híbridos de aEPEC/EAEC. 

Os biofilmes são comunidades bacterianas revestidas por uma matriz extracelular, 

possuindo uma fisiologia caracterizada por maior tolerância ao estresse, antimicrobianos e 

defesas imunológicas do hospedeiro, além de contribuir em infecções persistentes, sendo 

também mais resiliente na maioria dos ambientes médicos e industriais (BELOIN; ROUX; 

GHIGO, 2008). Notou-se que os isolados do sorotipo O3:H2 das categorias de EAEC e híbridos 

de aEPEC/EAEC foram capazes de formar biofilme nos mais diferentes graus na presença de 

D-manose, em contrapartida, o isolado de aEPEC IAL 7254, não foi capaz de produzir biofilme. 

Estes resultados sugerem que há participação de outras adesinas além da fímbria tipo I que 

contribuem para formação de biofilme, evidenciado nos isolados que albergam o pAA e são 

produtoras das AAFs. Como já foi demonstrado em estudos anteriores, as AAF são dispostas 
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como feixes de fibras que promovem interações entre as bactérias nos biofilmes formados por 

isolados de EAEC (CZECZULIN et al., 1997; NATARO et al., 1993). Os isolados de EAEC 

apresentam o fenótipo de biofilme robusto atribuído à presença de AAFs, apesar de distintas 

adesinas fimbriais e afimbriais que desempenham papéis menos significativos estarem 

presentes nesse grupo de isolados (AVELINO et al., 2010; BOISEN et al., 2020; 

CHAUDHURI et al., 2010; MONTEIRO-NETO et al., 2003). Recentemente foi descrita uma 

nova adesina fimbrial, YehD, que se mostrou importante no papel de formação de biofilme na 

cepa 17-2, pois, aparenta agir sinergicamente com AAF/I e outras adesinas, para a produção de 

um biofilme mais robusto (SORIA‐BUSTOS et al., 2021). 

O teste de FAS é utilizado para indicar de forma indireta, através da detecção do 

acúmulo de F-actina logo abaixo do sítio de aderência bacteriana, o potencial de isolados de E. 

coli portadores da região LEE em induzir a formação da lesão AE nas células infectadas 

(KNUTTON et al., 1989). Neste ensaio, a faloidina combinada com isotiocianato de 

fluoresceína se liga a F-actina filamentosa das células epiteliais cultivadas, embaixo de cada 

bactéria aderida, revelando, assim, o acúmulo de F-actina que é uma das características 

marcantes da lesão AE (KNUTTON et al., 1989). O fato dos híbridos de aEPEC/EAEC serem 

positivos no teste de FAS somente nos ensaios realizados com 6 h de incubação pode ser 

explicado pela ausência do operon per, localizado no pEAF característico das tEPEC, nos 

isolados de aEPEC. A ausência de Per na rede de regulação de genes de virulência é um dos 

principais fatores que retardam o estabelecimento da lesão AE por cepas que não albergam o 

plasmídio EAF, como as aEPEC, assim como foi demonstrado que ao inserir um plasmídio com 

per, as cepas de aEPEC passaram a causar a lesão AE em 3 horas de incubação, semelhante as 

tEPEC, devido ao aumento da transcrição de genes localizados na região LEE (BUERIS et al., 

2015). Por outro lado, a diferença no potencial em induzir a lesão AE nas células epiteliais pelos 

isolados híbridos poderia ser explicada por diferenças na expressão de genes da região LEE; 

enquanto a ausência desse fenótipo no isolado de aEPEC poderia ser justificada pela sua baixa 

aderência as células epiteliais, bem como sua incapacidade de produzir biofilme e 

consequentemente a não indução da expressão dos genes da região LEE por quorum sensing, 

resultando na ausência do acumulo de F-actina nas células eucarióticas nos ensaios realizados 

em 3 e 6 horas de interação (SPERANDIO; LI; KAPER, 2002). As amostras aEPEC e os 

híbridos de aEPEC/EAEC apresentam o gene tir que alberga a sequência necessária para 

codificar a proteína Tir carreando o resíduo de Tirosina 474 (Tir-Y474), que após ser fosforilado 

(Tir-YP) induz o recrutamento de F-actina pela via Tir-Nck, semelhantemente a do protótipo 

de tEPEC E2348/69 (DEVINNEY et al., 2001; KENNY, 1999). 
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A partir dos resultados obtidos, os dados sugerem que um isolado de aEPEC tenha 

servido como receptor do pAA, originando, os híbridos de aEPEC/EAEC do sorotipo O3:H2. 

Ademais, esses híbridos compartilham propriedades fenotípicas características de ambos os 

patotipos, isto é, EPEC (lesão AE) e EAEC (biofilme), conferindo a esses híbridos um maior 

arsenal de virulência para colonizar e causar danos ao seu hospedeiro.  
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CONCLUSÃO 

 Nossos dados sugerem que um isolado de aEPEC do sorotipo O3:H2 serviu como 

receptor de um plasmídio de alto peso molecular carreando o operon aggDCBA (pAA), 

culminando com o surgimento de isolados híbridos de aEPEC/EAEC, que foram responsáveis 

por um surto de diarreia em nosso país. Ademais, os isolados híbridos foram capazes de 

combinar características fenotípicas de virulência de ambos os patotipos de ECD, tais como: 

induzir a lesão AE em células epiteliais infectadas (fenótipo característico dos isolados de 

EPEC) e formar biofilme em superfícies abióticas (fenótipo característico de EAEC). No 

entanto, se esses isolados híbridos seriam mais patogênicos, e consequentemente capazes de 

causar infecções mais severas no hospedeiro humano, é uma questão que ainda não foi 

esclarecida. 

 

 

 


