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RESUMO 

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) é um patotipo emergente responsável por 

diarreia aguda e persistente, caracterizado por marcante heterogeneidade quanto 

aos potenciais fatores de virulência entre os isolados. EAEC pode ser classificada 

em típica (tEAEC) e atípica (aEAEC) com base na presença do regulon AggR, 

sugerindo-se uma maior virulência para tEAEC, embora aEAEC esteja relacionada a 

surtos de diarreia. Tivemos como objetivo determinar a relação genética e o 

potencial de virulência in vivo de isolados de tEAEC e aEAEC de crianças de 

comunidades quilombolas. Para análise da heterogeneidade clonal, empregamos a 

técnica de eletroforese em campo pulsado (PFGE) após digestão com enzima de 

restrição XbaI em 73 amostras previamente caracterizadas quanto ao repertório de 

genes de virulência. A virulência de 20 amostras de EAEC (10 tEAEC e 10 aEAEC) 

além de cepas referência de tEAEC (EAEC 042), aEAEC (C1096) e E. coli não 

patogênica HB101 foi investigada em modelo de Galleria mellonella. Foi analisada a 

sobrevivência das larvas após inoculação de 104 a 107 UFC/larva e determinada a 

carga bacteriana da hemolinfa após inoculação de 105 UFC/larva das cepas 

referência, em diferentes períodos após infecção. Além disso, avaliamos 

características fenotípicas de virulência de 10 amostras de EAEC, (produção de 

enzimas, sideróforos e de biofilme). Para análise epidemiológica a nível global, 10 

isolados foram submetidos à tipagem molecular pela técnica de Multilocus Sequence 

Typing (MLST). Evidenciamos 58 pulsotipos distintos e sem relação com o perfil de 

genes de virulência e a comunidade de origem, para a maior parte das amostras. No 

modelo de G. mellonella, observamos que: (i) mortalidade das larvas foi dependente 

da concentração inoculada de tEAEC e aEAEC; (ii) cepas e amostras de aEAEC 

foram tão virulentas quanto de tEAEC, porém,  a virulência média foi maior para as 

tEAEC; (iii) Não houve relação entre número de genes de virulência e a virulência no 

modelo; (iv) em contraposição às cepas EAEC 042 e EAEC C1096, a cepa E. coli 

HB101 não provoca melanização e é eliminada da hemolinfa com 2 horas após 

infecção. Em relação às características fenotípicas de virulência: (i) nenhuma 

amostra produziu fosfolipase, protease ou esterase; (ii) apenas uma amostra 

produziu hemolisina; (iii) todas as amostras analisadas produziram sideróforos; (iv) 

somente uma amostra não produziu biofilme. As 10 amostras analisadas pelo MLST 

pertencem a STs distintos e, portanto, representam diferentes linhagens evolutivas. 



Os STs: 443, 730, 1178, 1286 e 2481, detectados nas nossas amostras, não haviam 

sido descritos para EAEC até o momento. Em conclusão, os resultados obtidos 

demonstram uma alta heterogeneidade de EAEC nas comunidades quilombolas 

mesmo estas sendo semi-isoladas, visto que a maior parte das amostras não 

apresentou relação genotípica entre si. Além disso, novos STs foram observados em 

amostras de EAEC e ao contrário do que se sugere na literatura, pelo modelo de 

estudo, as aEAEC podem ser tão virulentas quanto as tEAEC. 

Palavras-chave: EAEC, heterogeneidade, Galleria mellonella, virulência. 

  



ABSTRACT 

Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) is an emerging pathotype responsible for 

acute and persistent diarrhea. It is characterized by high heterogeneity of the 

potential virulence factors among the isolates. EAEC can be classified as typical 

(tEAEC) and atypical (aEAEC) based on the presence of the AggR regulon, 

suggesting a higher virulence for tEAEC, although the aEAEC is related to outbreaks 

of diarrhea. We aimed to determine the genetic relationship and in vivo virulence 

potential of tEAEC and aEAEC isolates from children of quilombola communities. To 

analyze the clonal diversity, we used the electrophoresis pulsed field gel 

electrophoresis (PFGE) after digestion with XbaI restriction enzyme in 73 strains 

previously characterized according to the repertoire of virulence genes. The virulence 

of 20 EAEC strains (10 tEAEC and 10 aEAEC) in addition to reference strains of 

tEAEC (EAEC 042), aEAEC (C1096) and non-pathogenic E. coli HB101 was 

investigated with Galleria mellonella model. The survival of the larvae was analyzed 

after inoculation of 104 to 107 CFU/larvae and the bacterial load in the hemolymph 

was determined after inoculation of 105 CFU/larvae of the reference strains, at 

different periods after infection. In addition, we evaluated phenotypic characteristics 

of virulence of 10 EAEC isolates (enzyme, siderophores and biofilm production). For 

epidemiological analysis at the global level, 10 isolates were submitted to molecular 

typing using the Multilocus Sequence Typing (MLST).  We observed 58 distinct 

pulsotypes, with no relationship between the virulence gene profile and the 

community of origin, for most of the strains. Concerning G. mellonella model, we 

observe: (i) mortality of the larvae was dependent on the inoculated concentration of 

tEAEC and aEAEC; (ii) strains of aEAEC were as virulent as those of tEAEC, but the 

mean virulence was higher for tEAEC; (iii) There was no relationship between the 

number of virulence genes and the in vivo virulence; (iv) in contrast to EAEC 042 and 

EAEC C1096, E. coli HB101 does not cause melanization and is eliminated from the 

haemolymph at 2 hours post infection. Regarding the phenotypic characteristics of 

virulence: (i) no strain produced phospholipase, protease or esterase; (ii) only one 

strain produced haemolysin; (iii) all analyzed strains produced siderophores; (iv) only 

one strain did not produce biofilm. The 10 isolates analyzed by MLST belong to 

distinct STs and, therefore, represent different evolutionary lineages. The STs: 443, 

730, 1178, 1286 and 2481, detected in our strains, had not been described for EAEC 



to date. In conclusion, the results obtained demonstrate a high heterogeneity of 

EAEC from quilombola communities, even though they are semi-isolated, since most 

of the strains had no genotypic relationship between them. In addition, new STs were 

observed in EAEC strains and, in contrast to what is suggested in the literature, in 

the model of the study, aEAEC may be as virulent as tEAEC. 

Keywords: EAEC, heterogeneity, Galleria mellonella, virulence  
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1 INTRODUÇÃO  

A diarreia é considerada a segunda causa de mortalidade em crianças menores de 

cinco anos no mundo e pode ser classificada em aguda ou persistente conforme 

duração inferior ou superior a 14 dias, respectivamente (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2012). Embora sejam vários os agentes etiológicos da diarreia de 

natureza infecciosa, os bacterianos se sobressaem em especial nos países em 

desenvolvimento e, dentre eles, os patotipos diarreiogênicos de Escherichia coli 

(DEC) são um dos principais contribuintes (CROXEN et al., 2013). 

E. coli enteroagregativa (EAEC), um dos seis patotipos diarreiogênicos de E. coli, 

tem sido o mais frequentemente encontrado como causa de diarreia aguda e 

persistente, em pessoas de todas as idades em diversas regiões do mundo e 

também no Brasil, incluindo estudos com crianças com diarreia atendidas no 

Hospital Estadual Infantil de Vitória e em crianças quilombolas do Norte do Espírito 

Santo (BANGAR, MAMATHA, 2008; SPANO et al., 2008; MORENO et al., 2010; 

OKHUYSEN, DUPONT, 2010; AMAYA et al., 2011; LOZER et al., 2013; SPANO et 

al., 2017). 

Sua patogênese é dividida em três etapas principais: (i) adesão inicial à superfície 

da mucosa, (ii) formação de biofilme, e (iii) indução de resposta inflamatória e 

liberação de toxinas (HARRINGTON, DUDLEY, NATARO, 2005; NAVARRO-

GARCIA et al., 2010; JENSEN et al., 2014). Porém, os fatores de patogenicidade 

como adesinas, capacidade de produção de biofilme e toxinas, não estão 

uniformemente presentes entre as amostras de EAEC isoladas de diferentes áreas 

geográficas e nem em uma mesma área geográfica, o que faz esse patotipo ser 

caracterizado por uma grande heterogeneidade (OKEKE et al., 2000; SUZART et al., 

2001; SARANTUYA et al., 2004; UBER et al, 2006; OKEKE et al., 2010). 

Metodologias moleculares para inferir diversidade bacteriana, como pulsed-field gel 

electrophoresis (PFGE) e multilocus sequence typing (MLST) tem sido utilizadas 

para analisar essa heterogeneidade de EAEC tanto a nível local quanto a nível 

global, respectivamente (KAHALI et al., 2004; REGUA-MANGIA et al., 2009; OKEKE 

et al., 2010). 

EAEC pode ser classificada em típica (tEAEC) e atípica (aEAEC) com base na 

presença do regulon AggR. Estudos sugerem que as amostras de tEAEC sejam 
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mais virulentas e, portanto, mais propensas a causar diarreia do que as aEAEC 

(SARANTUYA et al., 2004; MORIN et al., 2013). No entanto, aEAEC também tem 

sido relatada como um patógeno entérico de surtos (COBELJIĹ et al., 1996; ITOH et 

al., 1997). Porém, nenhum estudo até o momento avaliou diferença de virulência em 

modelos in vivo entre tEAEC e aEAEC, sendo ainda necessário elucidar se existe 

diferença na patogenicidade entre esses dois grupos e entre aquelas com maior 

repertório de genes de virulência. Diversos estudos utilizam modelos animais, 

principalmente roedores, como forma de elucidar aspectos da patogênese de EAEC 

(MORIN et al., 2010; ROCHE et al., 2010). Nos últimos anos, por questões éticas e 

de menores custos, têm-se implementado o uso de modelos invertebrados para 

estudos de diversos microrganismos, até mesmo para EAEC (FRANÇA et al., 2013; 

JØNSSON et al., 2016; KHALIL et al., 2016). Nesse contexto, as larvas de Galleria 

mellonella têm sido utilizadas por apresentar diversas vantagens, tanto morfológicas 

quanto fisiológicas e imunológicas, frente a outros modelos animais (RAMARAO; 

NIELSEN-LEROUX; LERECLUS, 2012; TSAI, LOH, PROFT, 2016). 

As enzimas podem desempenhar um papel importante na patogênese de EAEC, 

como as proteases, visto que seu efeito citotóxico envolve a secreção de serine 

protease autotransporters of the Enterobacteriaceae (SPATEs), e a hemolisina, que 

provoca citotoxicidade pela formação de poros na membrana da célula hospedeira 

(GUIGNOT et al., 2000; RUIZ-PEREZ; NATARO, 2014). Enzimas como a 

fosfolipase, descrita como importantes para a patogênese de outros microrganismos 

por degradarem constituintes das membranas celulares - os fosfolipídios (RAMOS; 

BRANQUINHA; SANTOS, 2016), ainda não foram analisadas em EAEC.  

Diante do exposto, deve-se ainda elucidar aspectos relacionados tanto à diversidade 

de EAEC quanto à sua patogenicidade, incluindo o impacto de comunidades semi-

isoladas em sua heterogeneidade, a ocorrência de Sequence Types (STs) de EAEC 

no Brasil, diferenças de virulência entre tEAEC e aEAEC e relação entre fatores 

genotípicos e fenotípicos e virulência in vivo. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Escherichia coli  

E. coli é um bacilo Gram-negativo, anaeróbio facultativo, pertencente à família 

Enterobacteriaceae (NATARO, KAPER, 1998). Faz parte da microbiota comensal do 

trato gastrointestinal de mamífero, coloniza a camada mucosa do cólon e 

normalmente não causa infecção, exceto em indivíduos imunocomprometidos ou 

com violação das barreiras intestinais. Entretanto, evolutivamente, algumas cepas 

adquiriram atributos de virulência codificados em elementos genéticos móveis, 

gerando os patotipos de E. coli, que lhes permitiram se adaptar a novos nichos e 

causar doenças em indivíduos saudáveis (KAPER, NATARO, MOBLEY, 2004). As 

síndromes clínicas resultantes podem incluir: (i) gastroenterite, disenteria e síndrome 

hemolítico-urêmica, causadas pelos patotipos DEC; (ii) infecção do trato urinário, 

causada por E. coli uropatogênica (UPEC); (iii) sepse e meningite, causadas por E. 

coli associada à meningite neonatal (NMEC) (KAPER, 2005).  

Conforme as características fenotípicas, de virulência e manifestações clínicas, os 

seguintes patotipos DEC foram descritos: E. coli enterotoxigênica (ETEC), E. coli 

enteropatogênica (EPEC), E. coli enterohemorrágica (EHEC), E. coli enteroinvasora 

(EIEC), E. coli de aderência difusa (DAEC) e E. coli enteroagregativa (EAEC) 

(HARRINGTON, DUDLEY, NATARO, 2005) (Figura 1). Por ser o objeto do nosso 

estudo, a EAEC será abordada a seguir. 
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Figura 1 - Esquema da patogênese dos seis patotipos DEC. a) EPEC - aderência aos enterócitos no 

intestino delgado, com destruição das microvilosidades e formação da lesão attaching and effacing 

(A/E). b) EHEC - formação da lesão A/E e produção da toxina de Shiga (Stx), associada à Síndrome 

hemolítico-urêmica. c) ETEC - aderência aos enterócitos no intestino delgado e produção das toxinas 

termolábil (LT) e termoestável (ST). d) EAEC - aderência ao epitélio intestinal, formação de biofilme e 

produção de enterotoxinas. e) EIEC ï invasão de células epiteliais, lise do fagolisossomo, 

movimentação pela célula através da polimerização de filamentos de actina e invasão de células 

adjacentes. f) DAEC - indução de projeções celulares longas que envolvem a bactéria aderida. 

(Adaptado de KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). 

2.2 Escherichia coli Enteroagregativa (EAEC) 

2.2.1 Caracterização 

EAEC foi descrita pela primeira vez em 1987 por Nataro e colaboradores em um 

estudo para avaliar diferentes padrões de aderência em cultura de células HEp-2 de 

amostras de E. coli coletadas de crianças chilenas com e sem diarreia. Neste estudo 

foi observado o padrão de aderência na forma de ñtijolo empilhadoò tanto na 

superfície das células quanto na lamínula livre de células, que foi denominado 
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ñader°ncia agregativaò (AA) (NATARO et al., 1987) (Figura 2). Os genes 

responsáveis pelo fenótipo AA estão codificados em plasmídios de 55-65 MDa, 

chamados coletivamente de pAA (plasmid Aggregative Adherence) (VIAL et al., 

1988). 

 

 

Figura 2 - Padrão de aderência agregativa em células HEp-2, na forma de ñtijolo empilhadoò 

(NATARO, 2004). 

EAEC pode ser classificada como típica (tEAEC) e atípica (aEAEC) com base na 

presença ou ausência do regulon AggR, respectivamente, que regula uma série de 

genes de virulência, como fímbrias de aderência agregativa (AAF) e a proteína de 

superfície dispersina. Estudos sugerem que as amostras de tEAEC sejam mais 

virulentas e, portanto, mais propensas a causar diarreia do que as aEAEC 

(SARANTUYA et al., 2004; MORIN et al., 2013). No entanto, aEAEC também foi 

relatada como patógeno entérico de surtos de origem alimentar (COBELJIĹ et al., 

1996; ITOH et al., 1997). 

2.2.2 Fatores de virulência, patogênese e manifestações clínicas 

Apesar de ainda não se ter conhecimento sobre quais fatores são realmente 

essenciais para a patogênese de EAEC, vários fatores de virulência codificados em 

plasmídios ou cromossomos como adesinas, toxinas e siderórofos têm sido descritos 

(Figura 3) (Tabela 1), porém a prevalência desses fatores é muito variável e nenhum 

destes foi detectado apenas em amostras isoladas de pacientes sintomáticos 

(CZECZULIN et al., 1999; OKEKE et al., 2000; MENDEZ-ARANCIBIA et al., 2008.). 
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Figura 3 - Fatores de virulência de EAEC (Adaptado de ESTRADA-GARCIA, NAVARRO-GARCIA, 

2012). AAF: Fímbria de aderência agregativa; Pet: Toxina codificada por plasmídio; HlyE: Hemolisina 

E; EAST1: Enterotoxina termoestável de EAEC; ShET 1: Enterotoxina de Shigella 1; Pic: Proteína 

envolvida na colonização intestinal. 

Tabela 1 - Principais fatores de virulência de EAEC 

Proteína (gene) Classificação/Função Localização Referências 

AggR (aggR) Regulador transcricional Plasmídio Nataro et al., 
1994 

Fímbria de 
aderência 
agregativa I (aggA) 

Adesina / Aderência 
agregativa 

Plasmídio Nataro et al., 
1992 

Fímbria de 
aderência 
agregativa II (aafA) 

Adesina / Aderência 
agregativa 

Plasmídio Czeczulin et 
al., 1997 

Fímbria de 
aderência 
agregativa III 
(agg3A) 

Adesina / Aderência 
agregativa 

Plasmídio Bernier et al., 
2002 

Fímbria de 
aderência 
agregativa IV 
(hdaA) 

Adesina / Aderência 
agregativa 

Plasmídio Boisen et al., 
2008 

Dispersina (aap) Proteína de membrana 
externa / Dispersão da 
EAEC na mucosa intestinal 

Plasmídio Sheikh et al., 
2002 

Shf (shf) Relacionada à formação de 
biofilme 

Plasmídio / 
Cromossomo 

Czeczulin et 
al., 1999 

Enterotoxina 
termoestável de 
EAEC (EAST1) 
(astA) 

Toxina / Alteração no 
transporte de íons 

Plasmídio Savarino et 
al., 1991 

Toxina codificada 
por plasmídio (Pet) 
(pet) 

Toxina / Degradação de 
espectrina 

Plasmídio Navarro-
Garcia et al., 
1999 

Enterotoxina de 
Shigella 1 (ShET1) 
(set1A) 

Toxina / Acúmulo de líquido Cromossomo Fasano et 
al., 1995 
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Hemolisina Ŭ (hlyA) Toxina / Formação de poros 
na membrana celular 

Ilha de 
patogenicidade 

Guignot et 
al., 2000 

Enterotoxina de 
Shigella 2 (ShET2) 
(sen) 

Toxina / Diarreia aquosa Plasmídio Nataro et al., 
1995 

Toxina 
autotransportada 
(Sat) (sat) 

Toxina / Atividade citopática 
e proteolítica 

Ilha de 
patogenicidade 

Guyer et al., 
2000 

Irp2 (biossíntese de 
yersiniabactina) 
(irp2) 

Sideróforo / Quelante de 
íons férricos 

Cromossomo Czeczulin et 
al., 1999 

IucA (sintetase 
envolvida na 
síntese de 
aerobactina) (iucA) 

Sideróforo / Quelante de 
íons férricos 

Plasmídio / 
Cromossomo 

Lorenzo; 
Neilands, 
1986 

Chu (chuA) Receptor de heme na 
membrana externa 

Cromossomo Torres; 
Payne, 1997 

Antígeno 43 
(agn43) 

Proteína de membrana 
externa / Agregação 
bacteriana e formação de 
biofilme 

Cromossomo Kjaergaard et 
al., 2000 

 

A patogênese da infecção por EAEC ainda não é totalmente compreendida, visto a 

grande heterogeneidade do patotipo, apesar disso, têm sido proposto um modelo de 

patogênese representado em três etapas principais: (i) adesão inicial à superfície da 

mucosa, (ii) formação de biofilme, e (iii) liberação de toxinas e indução de resposta 

inflamatória (HARRINGTON, DUDLEY, NATARO, 2005; JENSEN et al., 2014) 

(Figura 4). 
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Figura 4 - Estágios da patogênese de EAEC. (1) Aderência ao epitélio intestinal facilitada por fímbrias 
(2) Hipersecreção de muco (3a) Secreção de toxinas (3b) Indução de resposta inflamatória (Adaptado 
de http://pt.slideshare.net/Wishofnight13/master-thesis-presentation-11402753). 

A transmissão de EAEC ocorre pela via fecal-oral, através de ingestão de água e 

alimentos contaminados, atingindo assim o intestino, onde poderá iniciar o processo 

infeccioso (OKEKE, NATARO, 2001; HUANG et al., 2006).  

O primeiro passo para a colonização do intestino por EAEC é a adesão ao epitélio 

intestinal. Essa adesão é mediada, principalmente, por adesinas fimbriais ou 

afimbriais e são responsáveis pelo padrão AA em células HEp-2. As adesinas 

fimbriais primeiro caracterizadas foram as fímbrias de aderência agregativa - AAF I, 

II e III (NATARO et al., 1992; CZECZULIN et al., 1997; BERNIER et al., 2002). Estas 

fímbrias são codificadas em plasmídios pAA e são responsáveis pelo padrão AA nas 

cepas referência EAEC 042 e 17-2 (NATARO et al.,1992; ELIAS et al., 1999). 

Posteriormente foram descritas outras duas variantes da família AAF: AFF IV (Hda), 

também codificada por plasmídio pAA e presente em amostras que não produzem 

as AAF I, II e III (BOISEN et al., 2008), e AAF V, que foi mais prevalente que as AAF 

II e III em estudo realizado na Dinamarca (JØNSSON et al., 2015). Apesar de serem 

bem caracterizadas, essas adesinas estão presentes em uma baixa porcentagem 

das amostras de EAEC estudadas, indicando que outras estruturas ainda 
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desconhecidas são responsáveis pelo padrão AA nestes isolados (ESTRADA-

GARCIA, NAVARRO-GARCIA, 2012). 

A proteína dispersina, codificada pelo gene aap que está presente no plasmídio 

pAA2 (SHEIKH et al., 2002), favorece a dispersão de EAEC pela superfície 

intestinal. Essa proteína é secretada pela bactéria e se liga de maneira não 

covalente ao LPS, neutralizando sua carga negativa, permitindo que as fímbrias que 

possuem carga positiva, se tornem livres para se ligar a componentes da matriz 

extracelular das células epiteliais intestinais (HUANG et al., 2006) como laminina, 

colágeno tipo IV e fibronectina (IZQUIERDO et al., 2014). 

O regulador transcricional AggR foi descrito pela primeira vez em 1994 por Nataro e 

colaboradores, onde se demonstrou a importância deste regulador na expressão de 

vários fatores de virulência codificados por plasmídios e envolvidos na sua 

patogênese, como AFF, dispersina e o sistema de secreção tipo VI (NATARO et al., 

1994; DUDLEY et al., 2006). Além de seu papel na regulação de genes plasmidiais, 

AggR também é responsável pela regulação de ilhas de patogenicidade presentes 

no cromossomo de EAEC (DUDLEY et al., 2006). 

Após a colonização do intestino pela EAEC, ocorre uma secreção excessiva de 

muco por estímulo de células caliciformes, e formação de biofilme bacteriano 

(NAVARRO-GARCIA et al., 2010; JENSEN et al., 2014). Esta etapa da patogênese 

justifica o fato de que EAEC pode provocar diarreia persistente com fezes mucoides 

em crianças (HUANG et al., 2006), visto que a formação de biofilme permite que as 

bactérias escapem do sistema imunológico local e se tornem menos acessíveis à 

ação de antimicrobianos (VAN HOUDT et al., 2004). 

A terceira etapa da patogênese de EAEC consiste na liberação de várias toxinas e 

desencadeamento de uma resposta inflamatória. Exemplos de toxinas envolvidas na 

patogênese são: (i) plasmid encoded toxin (Pet), que cliva espectrina do 

citoesqueleto, resultado em deformação e exfoliação das células intestinais 

(NAVARRO-GARCIA et al., 1999); (ii) protein involved in intestinal colonization (Pic) 

que possui atividade de mucinase, degradando a camada mucosa que protege as 

células, permitindo assim o contato da bactéria com a célula intestinal 

(HENDERSON et al., 1999); (iii) EAEC heat-stable enterotoxin (EAST1), semelhante 
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à toxina ST de ETEC, causa aumento da secreção de íons cloreto levando à diarreia 

secretória (MÉNARD; DUBREUIL, 2002). 

As enzimas podem também desempenhar papel importante na patogênese de 

EAEC, principalmente as proteases, visto que seu efeito citotóxico envolve a 

secreção das proteínas autotransportadoras SPATEs (RUIZ-PEREZ; NATARO, 

2014), incluindo Pet e Pic. Além das proteases, outra enzima presente em alguns 

isolados de EAEC é a hemolisina que provoca citotoxicidade pela formação de poros 

na membrana da célula hospedeira (GUIGNOT et al., 2000).  

As manifestações clínicas e sinais da infecção por EAEC incluem diarreia aguda e 

persistente, fezes mucoides, dor abdominal, náuseas, vômitos, e, ocasionalmente, 

febre (CROXEN et al., 2013). Porém, muitos estudos não foram capazes de 

estabelecer a importância de EAEC como causa de doença, visto que esse patotipo 

é isolado de indivíduos com diarreia, assim como de indivíduos saudáveis em 

proporções semelhantes (SCALETSKY et al., 2002; REGUA-MANGIA et al., 2004; 

BUERIS et al., 2007; SPANO et al., 2008), evidenciando a necessidade de se 

compreender ainda mais sobre a patogênese deste microrganismo. 

2.2.3 Modelos utilizados para estudos de patogênese de EAEC 

A fim de compreender as interações que ocorrem entre EAEC e o hospedeiro, 

diversos estudos têm empregado modelos animais como alternativas para elucidar a 

sua patogênese. Dentre os modelos mamíferos já foi utilizado o modelo suíno, com 

o qual se pôde observar os efeitos prejudiciais de EAEC na mucosa do cólon, com 

desenvolvimento de doença muito semelhante à observada em humanos (TZIPORI 

et al.,1992). Apesar de ser um modelo ideal para o estudo de doenças do trato 

gastrointestinal humano, este modelo não permite o trabalho em larga escala, além 

de ser mais laborioso que o uso de roedores (PHILIPSON; BASSAGANYA-RIERA; 

HONTECILLAS, 2013). O modelo de roedores é o mais utilizado atualmente para 

EAEC como para vários outros microrganismos (MORIN et al., 2010; ROCHE et al., 

2010), porém, por questões éticas e de menores custos de criação, têm-se 

empregado, nos últimos anos, modelos invertebrados como o nematóide 

Caenorhabditis elegans (FRANÇA et al., 2013) e as larvas de Galleria mellonella 
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(JØNSSON et al., 2016; KHALIL et al., 2016). Como larvas de G. mellonella foram 

utilizadas em nosso estudo, este modelo será descrito a seguir. 

 

2.3 Galleria mellonella  

Galleria mellonella é um inseto, também conhecido como traça da cera, pertencente 

à ordem Lepidoptera e à família Pyralidae. Suas larvas têm sido utilizadas como 

modelo de infecção para diversos microrganismos, incluindo fungos e bactérias, 

como: Candida albicans (BRENNAN et al., 2002; MOWLDS, KAVANAGH, 2008), 

Aspergillus fumigatus (REEVES et al., 2004), Cryptococcus neoformans 

(MYLONAKIS et al., 2005), Enterococcus spp (GASPAR et al., 2009; MARTINI et al., 

2015), Staphylococcus aureus (DESBOIS; COOTE, 2011) Listeria monocytogenes 

(JOYCE; GAHAN, 2010), Pseudomonas aeruginosa (JANDER, RAHME, AUSUBEL, 

2000; ANDREJKO, MIZERSKA-DUDKA, 2011), Klebsiella pneumoniae (INSUA et al., 

2013), Acinetobacter baumannii (PELEG et al., 2009), E. coli (LEUKO, RAIVIO, 

2012; MORGAN, ORTIZ, RIORDAN, 2014; CIESIELCZUK et al., 2015; JØNSSON et 

al., 2016), dentre outros. Além de ser utilizado como modelo para avaliar virulência, 

as larvas de G. mellonella também têm sido empregadas para análise de eficácia de 

antimicrobianos in vivo, servindo como um modelo alternativo para o screening de 

novos fármacos ou para combinações de drogas já existentes (DESBOIS, COOTE, 

2011; THOMAS et al., 2013; BETTS et al., 2014). 

O modelo de G. mellonella apresenta vantagens em relação aos modelos mamíferos 

e outros modelos invertebrados como Caenorhabditis elegans e Drosophila 

melanogaster. As principais vantagens são: (i) baixos custos de criação, pois não 

necessitam de equipamentos laboratoriais especiais (TSAI, LOH, PROFT, 2016); (ii) 

possuem um tamanho relativamente grande (aproximadamente 2 cm e 250 mg), o 

que facilita a manipulação e permite a injeção de doses precisas de bactéria 

(RAMARAO; NIELSEN-LEROUX; LERECLUS, 2012); (iii) não há restrições éticas 

como os modelos de mamíferos (TSAI, LOH, PROFT, 2016); (iv) seu sistema 

imunológico apresenta uma elevada similaridade, tanto estrutural como funcional, 

com o sistema imunológico inato de vertebrados, sendo hemócitos as células 

análogas aos neutrófilos humanos, responsáveis pela fagocitose dos 

microrganismos (BROWNE; HEELAN; KAVANAGH, 2013); (v) sobrevivência a 37ºC, 
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o que permite a investigação de fatores de virulência dependentes da temperatura, 

diferentemente dos outros modelos invertebrados (TSAI, LOH, PROFT, 2016). 

Além da resposta imunológica celular, mediada pelos hemócitos, G. mellonella 

também apresenta uma resposta imunológica humoral constituída por moléculas 

efetoras, incluindo opsoninas (PARK et al., 2005; SHAIK, SEHNAL 2009), peptídeos 

antimicrobianos (LEE et al., 2004; BROWN et al., 2009) e melanina (SODERHALL; 

CERENIUS, 1998). O processo de melanização, que tem por objetivo encapsular o 

patógeno, ocorre pelo desencadeamento de uma cascata de serino proteases que 

culmina com a conversão da pro-fenoloxidase, produzida pelos hemócitos, em 

fenoloxidase. Essa enzima oxida substâncias fenólicas a quinonas, que se 

polimerizam e formam a melanina que, por sua vez, se deposita em volta do 

microrganismo; além disso, produz espécies reativas de oxigênio que são tóxicas 

para o patógeno (TSAI, LOH, PROFT, 2016). 

Alguns estudos vêm utilizando este modelo para avaliação de virulência de patotipos 

de E. coli, tanto extra-intestinais (ExPEC) quanto patotipos de DEC, incluindo dois 

estudos recentes com EAEC (LEUKO; RAIVIO, 2012; WILLIAMSON et al., 2014; 

JØNSSON et al., 2016; KHALIL et al., 2016). 

O primeiro estudo foi publicado em 2012 por Leuko e Raivio que avaliaram o uso de 

G. mellonella para estudo de virulência de EPEC. Observaram que EPEC é capaz 

de matar as larvas, mas cepas mutantes para fatores de virulência como o sistema 

de secreção tipo três e bundle forming pilus (BFP) não apresentaram o mesmo 

resultado que as cepas selvagens, indicando a importância destes fatores para a 

patogênese de EPEC. Por sua vez, Morgan e colaboradores (2014) analisaram a 

virulência de cepas selvagens e mutantes de EHEC, demonstrando o importante 

papel da proteína TolA na sua patogênese. Estudo com ExPEC demonstrou 

correlação entre número de genes de virulência e sobrevivência das larvas, ou seja, 

isolados de ExPEC com mais genes de virulência matavam as larvas mais 

rapidamente que os isolados com menor quantidade de genes, validando o modelo 

para estudos posteriores com este patotipo (WILLIAMSON et al., 2014). 

Em relação aos dois únicos estudos publicados com EAEC, tanto Khalil et al. (2016) 

quanto Jønsson et al. (2016) investigaram apenas tEAEC, analisando ou a virulência 

de isolados clínicos ou padronizando o modelo de G. mellonella  para estudos da 
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patogenicidade, respectivamente. Nenhum dos estudos investigou aEAEC, restando 

ainda a ser elucidado, por exemplo, se existiria diferença de patogenicidade entre as 

tEAEC e aEAEC e entre isolados com diferentes repertórios de virulência em modelo 

de G. mellonella. 

 

2.4 Análise de diversidade bacteriana 

Metodologias de tipagem molecular, como padrão de fragmentação do DNA 

cromossômico e separação em gel por eletroforese de campo pulsado (PFGE) e 

multilocus sequence typing (MLST), têm sido amplamente empregadas para análise 

de diversidade bacteriana.  

A metodologia de PFGE, que se baseia no corte do DNA genômico total por enzimas 

de restrição em 15-35 fragmentos e separação destes em eletroforese com campos 

elétricos alternados, é a técnica considerada padrão-ouro e, portanto, a mais 

utilizada para tipagem de diversas bactérias, inclusive em casos de investigação de 

surtos de origem alimentar (NEMOY et al., 2005; VIMONT et al., 2008; HYYTIA-

TREES et al., 2007; DURMAZ et al., 2009). Essa metodologia possui um alto poder 

discriminatório entre as cepas, porém depende de um procedimento laborioso e 

requer uma padronização rigorosa de protocolos para que seja possível uma 

comparação inter-laboratorial, sendo pouco aplicável para comparações a nível 

global e por longos períodos de tempo (HYYTIA-TREES et al., 2007). Portanto, a 

técnica de PFGE é mais apropriada para estudos de epidemiologia local em um 

curto período de tempo. Estudos analisando isolados de EAEC pela técnica de 

PFGE demonstraram alta diversidade clonal entre os isolados de diferentes regiões 

geográficas, incluindo um estudo realizado no Rio de Janeiro (ADACHI et al., 2001; 

KAHALI et al., 2004; REGUA-MANGIA et al., 2009). 

Por outro lado, a técnica de MLST, que se baseia no sequenciamento de cinco a dez 

genes constitutivos, sobrepõe as dificuldades descritas para o PFGE, visto que 

sequencias de nucleotídeos podem ser prontamente comparadas com outros 

laboratórios via MLST website (MAIDEN et al., 1998). Além disso, como os genes 

constitutivos sofrem pouca pressão seletiva, as mudanças ocorrem de maneira mais 

lenta, tornando essa ferramenta aplicável para estudos de evolução de 
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microrganismos (HYYTIA-TREES et al., 2007). Desta forma, o MLST pode ser 

aplicado para investigações epidemiológicas em longo prazo e de amostras não 

relacionadas geograficamente, além de fornecer aspectos evolutivos das linhagens 

bacterianas, podendo ser utilizada complementarmente à técnica de PFGE. Neste 

sentido, já foram descritos 197 STs de EAEC no banco de dados, mas a maioria dos 

dados disponíveis refere-se a isolados da Europa, Ásia e África e somente um 

registro de ST de EAEC no Brasil (ST164) 

(http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli/search_strains). Estudos 

epidemiológicos analisaram a diversidade de EAEC pela técnica de MLST em 

amostras provenientes da Nigéria (OKEKE et al., 2010) e de Bangladesh 

(CHATTAWAY et al., 2017), demonstrando a sua grande heterogeneidade. Até o 

momento, de nosso conhecimento, somente um estudo utilizou essa técnica em 

isolados de EAEC do Brasil o qual analisou amostras de EAEC com potencial extra-

intestinal e observou o ST10 como o mais prevalente (NUNES et al., 2017). 

Além dessas metodologias, procedimentos relativamente mais simples como a 

detecção do repertório de genes de virulência e do perfil de plasmídios também são 

utilizadas para a análise de diversidade bacteriana. A PCR, empregada para 

detecção de genes de virulência, é uma metodologia reconhecida para 

caracterização de populações bacterianas, e, quando utilizados protocolos bem 

estabelecidos, proporciona resultados reprodutíveis, sensíveis e específicos 

(REGUA-MANGIA et al., 2009). A comparação de perfis de plasmídios também é 

capaz avaliar a possível relação de isolados clínicos de uma espécie bacteriana em 

estudos epidemiológicos e investigação de surtos (DUTTA et al., 2002; FARSHAD et 

al., 2006). Em se tratando de EAEC, essas metodologias são usualmente aplicadas, 

considerando a grande heterogeneidade de repertórios de genes de virulência dos 

isolados e que grande parte dos genes de virulência é codificada por plasmídios 

(VIAL et al., 1988; HUANG et al.,2007; TOKUDA et al., 2010; FRANÇA et al., 2013).  
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3 JUSTIFICATIVA 

EAEC tem se destacado como patógeno entérico emergente, causando diarreia 

tanto em adultos como em crianças em diversas regiões do mundo, principalmente 

em países em desenvolvimento, incluindo o Brasil (SPANO et al., 2008; MORENO et 

al., 2010; LOZER et al., 2013; SPANO et al., 2017). Esse patotipo tem como 

característica marcante sua heterogeneidade quanto aos potenciais fatores de 

virulência, com nenhum deles estando uniformemente presente em todos os 

isolados (OKEKE et al., 2000; SUZART et al., 2001; OKEKE et al., 2010). Entretanto, 

de nosso conhecimento, não há ainda descrição na literatura se isolados de 

indivíduos que vivem em áreas geográficas semi-isoladas refletiriam no mesmo grau 

de heterogeneidade. 

As comunidades quilombolas no norte do Espírito Santo são caracteristicamente 

rurais e semi-isoladas, o que restringe a transmissão de amostras bacterianas entre 

indivíduos de diferentes comunidades. Entretanto, estudo anterior de nosso 

laboratório que analisou a presença e distribuição plasmidial nas mesmas amostras 

de aEAEC e tEAEC revelou grande diversidade de plasmídios de baixo peso 

molecular, especialmente entre aEAEC, sem restrição geográfica entre as 

comunidades quilombolas (SILVA, 2016). A fim de analisarmos se as áreas 

geográficas semi-isoladas, cuja população tem restrito o contato com a área urbana, 

impactam na heterogeneidade ou disseminação de diferentes cepas de EAEC, 

utilizamos metodologias moleculares como PFGE e MLST para realizar uma análise 

epidemiológica mais acurada sobre a heterogeneidade e distribuição geográfica 

destas cepas nestas comunidades. Além disso, pouco se sabe sobre os STs de 

EAEC que são encontrados na América do Sul, inclusive no Brasil, considerando 

que a maior parte das cepas registradas até o momento no banco de dados de 

MLST de E. coli referem-se a isolados da Europa, Ásia e África 

(http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli/search_strains).  

Sugere-se na literatura que as tEAEC sejam mais virulentas, por carrearem o 

regulon AggR que regula uma série de genes de virulência (SARANTUYA et al., 

2004; MORIN et al., 2013), porém, nenhum estudo avaliou in vivo diferença de 

virulência entre tEAEC e aEAEC. Considerando que os estudos contemplando as 

aEAEC são escassos na literatura, que as aEAEC foram mais prevalentes que as 
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tEAEC nas comunidades quilombolas (MONFARDINI, 2012) e que o modelo de G. 

mellonella apresenta diversas vantagens em relação a outros modelos animais com 

importante correlação com modelos mamíferos (PELEG et al, 2009), propusemos 

então analisar com esse modelo se existe diferença na virulência entre isolados de 

tEAEC e aEAEC, além da possível relação entre o potencial de virulência in vivo e 

os aspectos genotípicos e fenotípicos de virulência das amostras de EAEC.  

A patogênese de EAEC ainda não é totalmente compreendida devido à sua grande 

heterogeneidade. Sabe-se que as enzimas podem desempenhar um importante 

papel na patogênese de diversos microrganismos (GUIGNOT et al., 2000; RUIZ-

PEREZ; NATARO, 2014; RAMOS; BRANQUINHA; SANTOS, 2016), porém, até o 

momento não se investigou fenotipicamente a produção de enzimas como 

fosfolipase e esterase em isolados de EAEC. Sendo assim, investigamos a produção 

destas e outras enzimas por tEAEC e aEAEC como potencial característica de 

virulência. 
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4 OBJETIVOS 

4.1 Objetivo Geral 

Determinar a relação genética e o potencial de virulência de isolados de Escherichia 

coli enteroagregativa de crianças de comunidades quilombolas. 

4.2 Objetivos Específicos 

i. Verificar relação clonal entre isolados de EAEC de comunidades quilombolas; 

ii. Verificar a distribuição geográfica de pulsotipos de EAEC isolados de 

diferentes comunidades quilombolas; 

iii. Investigar a sobrevivência de larvas de Galleria mellonella inoculadas com 

cepas referência e isolados de tEAEC e aEAEC, além de cepa de E. coli não 

patogênica; 

iv. Avaliar o crescimento bacteriano na larva durante a infecção por cepas 

referência de tEAEC, aEAEC e E. coli não patogênica. 

v. Relacionar potencial de virulência in vivo com genes e aspectos fenotípicos 

de virulência; 

vi. Evidenciar o sequence type de isolados de tEAEC e aEAEC e relacionar com 

STs mundialmente descritos. 
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5 METODOLOGIA 

5.1 Caracterização das amostras bacterianas 

Foram analisadas 73 amostras de EAEC (22 tEAEC e 51 aEAEC ) isoladas de fezes 

de crianças, com e sem diarreia, de até 11 anos de idade que vivem em 22 

comunidades quilombolas no norte do Espírito Santo, sendo de 1 a 12 amostras por 

comunidade (Figura 5). Estas amostras foram previamente caracterizadas quanto à 

presença de genes de virulência relacionados com aderência bacteriana, produção 

de toxinas, captação de ferro e produção de biofilme (MONFARDINI, 2012) (Anexo 

1). As tEAEC apresentam repertório de genes variando de cinco a dez por amostra, 

e as aEAEC, de zero a cinco por amostra  (Anexo 1). Todas as amostras se 

encontram armazenadas na bacterioteca do LabViG (Laboratório de Gastroenterite 

Infecciosa e Virologia ï UFES) em solução de sacarose 24% (p/v) em freezer -20ºC. 

Nos ensaios de virulência, também foram analisadas as cepas referência EAEC 042 

(tEAEC) e C1096 (aEAEC), além da cepa de E. coli não patogênica HB101, que foi 

utilizada como controle negativo. Os ensaios realizados no presente estudo estão 

representados na Figura 6. 

 

Figura 5 - Mapa do Espírito Santo, com destaque para os municípios do norte do estado Conceição 
da Barra (norte) e São Mateus (sul) com localização estimada (círculos vermelhos) das comunidades 
Quilombolas do Norte do Espírito Santo de onde foram obtidas as amostras de EAEC; mapa de 

satélite da comunidade Angelim II (Fonte: Google e Image @2013 Digital Globe), evidenciando a 

distribuição das moradias (Adaptado de LOZER, 2011). 
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Figura 6 ï Fluxograma dos ensaios realizados no presente estudo (em vermelho) e em estudos 

anteriores de nosso laboratório (em azul). 

 

5.2 Eletroforese em campo pulsado (PFGE) após digestão com enzima de 

restrição 

As 73 amostras de EAEC foram semeadas em ágar nutriente (Kasvi ï Itália) e 

incubadas a 37°C por 24 horas. Após esse período, as colônias foram suspensas 

em 1 mL de tampão CSB (100 mM Tris-HCl [pH 8,0], 10 mM EDTA) e ajustadas até 

escala 4 de McFarland (12x108 UFC/mL). Em seguida, 200 ɛL desta suspensão 

bacteriana foram transferidos para microtubo e adicionados 200 ɛL de agarose low 

melting a 2% (p/v) em CSB (Promega, EUA) e 1% (p/v) de SDS (Sigma-Aldrich). A 

mistura foi homogeneizada e distribuída em moldes para blocos de agarose (plugs). 

Após a solidificação, os plugs foram transferidos para tubos contendo 500 ɛL do 

tampão de lise CLS-1 (50 mM Tris-HCl [pH 8,0], 50 mM EDTA), 25 ɛL Lisozima (50 

mg/ɛL) (Sigma-Aldrich) e 15 ɛL de Proteinase K (50 mg/ɛL) (Sigma-Aldrich), e 

incubados 37ºC por 1 hora. Após a incubação, a solução foi removida, foram 

adicionados 500 ɛL do tampão de lise CLS-2 (EDTA 0,5 M e Sarcozil 1%), 4 ɛL de 
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Proteinase K (50 mg/ɛL) e os tubos, incubados a 55ºC por 2 horas. Em seguida, a 

solução de lise foi removida e os plugs foram lavados três vezes com 2 mL de água 

ultra pura estéril pré-aquecida (50°C) e três vezes com 2 mL de tampão TE (10 mM 

Tris-HCl, 0,1 mM EDTA pH 7,6), com incubações de 15 min a 50ºC entre as 

lavagens. A solução de lavagem foi removida e os plugs foram armazenados em 3 

mL de tampão TE pH 7,6. 

Para a digestão com a enzima de restrição, um terço do plug foi cortado e 

transferido para um microtubo contendo 90 ɛL de água ultrapura estéril e 10 ɛL do 

tampão da enzima (10X) e incubado a 37ºC por 30 min. Em seguida, o tampão foi 

removido e foram adicionados 90 ɛL de §gua ultra pura est®ril, 10 ɛL do tampão da 

enzima de restrição 10X, 4 ɛL da enzima XbaI (Sigma-Aldrich) (40 U) e o microtubo 

foi incubado a 37°C por 3 horas.  

Após a digestão, os fragmentos foram submetidos à eletroforese em campo pulsado 

(CHEF-DR III® ï Bio-Rad, EUA) em gel de agarose 1% (p/v) (Bio-Rad, EUA) 

preparado em TBE 0,5X. Foram utilizadas as seguintes condições para a 

eletroforese: tempo de pulso crescente de 5 a 30 segundos, por 20 horas a 6 V/cm, 

temperatura de 14°C e ângulo de 120º. Foi utilizado como marcador de tamanho 

molecular Lambda Ladder PFGE Marker (50 - 1.000 kb) (New England Biolabs). Em 

seguida, o gel foi corado em solu­«o de brometo de et²dio 0,5 ɛg/mL e visualizados 

em sistema de documentação de géis MiniBIS® Pro (BioAmérica). A análise dos 

perfis de fragmentação foi realizada através do dendograma gerado pelo software 

"GelJ" (HERAS et al., 2015) (Figura 7). A porcentagem de similaridade foi estimada 

utilizando o coeficiente de Dice e foram consideradas amostras pertencentes ao 

mesmo pulsotipo aquelas que apresentaram similaridade Ó80%.  
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Figura 7 ï Fluxograma simplificado da técnica de PFGE. CSB: Cell suspension buffer; CLS: Cell lysis 
solution. 

 

5.3 Ensaio de virulência em larvas de Galleria mellonella 

Foram aleatoriamente selecionadas vinte amostras de EAEC, sendo dez tEAEC e 

dez aEAEC, contendo de seis a dez genes e de nenhum a cinco genes de virulência, 

respectivamente, cujos repertórios podem ser observados no Quadro 1. Também 

foram analisadas as cepas referência de tEAEC (EAEC 042), aEAEC (C1096) e de 

E. coli não patogênica (HB101). Todos os testes foram realizados em triplicata 

biológica. 
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Quadro 1 - Perfil de genes de virulência das amostras aleatoriamente selecionadas para o ensaio de 
virulência (MONFARDINI, 2012). 

Grupo Isolado Gene  

(n) 
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A
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tEAEC 

Q028B 6                  

Q154A 8                  

Q226A 8                  

Q255D 9                               

Q266B 7                  

Q269D 7                  

Q287A 10                               

Q320A 8                  

Q323A 8                  

Q434A 10                               

aEAEC 

62B 2                  

89A 1                  

104A 2                  

110C 0                  

133A 1                  

155E 0                  

Q015B 5                  

Q110A 0                  

Q185E 5                  

Q437A 4                  

 

5.3.1 Análise de sobrevivência de larvas de Galleria mellonella infectadas com 

isolados de EAEC 

As amostras selecionadas foram semeadas em ágar nutriente e incubadas por 18-24 

horas a 37ºC. Após o crescimento da bactéria, colônias foram suspensas em caldo 

Luria Bertani (LB) (Kasvi ï Itália) até densidade óptica (DO) de 0,1 em comprimento 

de onda de 620 nm, equivalente a 1,5x108 UFC/mL. Em seguida as amostras foram 

incubadas a 37ºC por 4 h para que atingissem a fase exponencial de crescimento, 

tempo previamente determinado por curva de crescimento das amostras. Após a 

incubação, 1 mL da suspensão bacteriana foi centrifugado, o pellet foi ressuspenso 

em tampão fosfato-salino (PBS) e foram feitas diluições seriadas. Foram testadas 

concentrações que variaram de 104 a 107 UFC/larva. Cada concentração foi testada 

em 20 larvas e cada larva foi inoculada com 10 µL de suspensão bacteriana na 
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hemocele utilizando seringas de insulina (Becton Dickinson). As larvas infectadas 

foram alocadas em placas de Petri, incubadas a 37ºC e a mortalidade foi monitorada 

a cada 24 h por até 96 h após a infecção. Foram consideradas mortas as larvas que 

não respondiam ao toque. O controle foi constituído por larvas inoculadas com PBS 

estéril e com cepa de E. coli não patogênica HB101 (Figura 8). Foram consideradas 

amostras de alta virulência as que provocaram menos de 40% de sobrevivência ao 

final do experimento na concentração 105 UFC/larva, moderada virulência as que 

provocaram de 40 a 60% de sobrevivência e baixa virulência mais de 60% de 

sobrevivência. 

5.3.2 Determinação da carga bacteriana na hemolinfa após a infecção 

As cepas referência de EAEC (EAEC 042 e C1096) e a cepa não patogênica HB101 

foram inoculadas na hemocele na concentração de 105 UFC/larva. A concentração 

de bactéria na hemolinfa foi monitorada em 0 h, 2 h, 4 h, 6 h e 24 h após a infecção. 

Foram utilizadas como controle negativo larvas inoculadas com PBS estéril. Em 

cada tempo foi feita a antissepsia da superfície das larvas com etanol 70% (v/v), 

seguido de um corte no último pseudo-pé com remoção de dez microlitros de 

hemolinfa, que foram transferidos para microtubos estéreis, diluídos seriadamente, 

semeados em ágar MacConkey (Oxoid ï Reino Unido) e incubadas a 37ºC por 24 h. 

Esse procedimento foi realizado para três larvas individualmente em cada tempo. 

Para o cálculo da concentração bacteriana em UFC, foi considerada a média das 

larvas testadas (Figura 8). 
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Figura 8 ï Fluxograma dos ensaios de virulência em larvas de Galleria mellonella. À esquerda 
representa a análise de sobrevivência e à direita, a determinação da carga bacteriana na hemolinfa. 
LB: Luria Bertani, UFC: Unidade Formadora de Colônia. 

 

5.4 Caracterização fenotípica de fatores de virulência 

A caracterização fenotípica de fatores de virulência foi realizada para dez amostras 

que foram utilizadas no teste de virulência em G. mellonella, por meio do ensaio de 

produção de enzimas hidrolíticas (fosfolipase, protease, esterase e hemolisina) e de 

sideróforo, conforme descrito por Searle et al. (2015), com modificações, e da 

produção de biofilme, conforme descrito por Sheikh et al (2001), brevemente 

apresentados a seguir. 
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5.4.1 Ensaio de produção de enzimas hidrolíticas e de sideróforo 

Para ambos os ensaios foram utilizados 200 ɛL de suspensão bacteriana na 

concentração de 1,5x108 UFC/mL, conforme previamente descrito, adicionados a 2 

mL de caldo LB e incubados a 37ºC por 24 h. Em seguida, 5 ɛL da suspensão foram 

inoculados no centro de placas de Petri com (i) os meios de cultura contendo o 

substrato da enzima hidrolítica a ser testada (Anexo 2) e (ii) ágar chrome azurol S 

(CAS) para ensaio de produção de sideróforo (LOUDEN, HAARMANN, LYNNE, 

2011), seguido por incubação a 37ºC por 48 h. 

A atividade enzimática, observada pela formação de um halo de degradação ao 

redor da colônia bacteriana, e a produção de sideróforos, observada pela formação 

de um halo alaranjado ao redor da colônia, foram quantificados pelo índice Pz, 

determinado pela razão entre o diâmetro da colônia e o diâmetro do halo (PRICE, 

WILKINSON, GENTRY, 1982).  

O índice Pz foi classificado em quatro categorias conforme Price, Wilkinson, Gentry 

(1982) (Quadro 2).  

Quadro 2 - Classificação do índice Pz (PRICE, WILKINSON, GENTRY, 1982). 

Índice Pz Interpretação 

1,000 Negativo 

0,999 ï 0,700 Fraco produtor 

0,699 ï 0,400 Bom produtor 

0,399 ï 0,100 Excelente produtor 

 

5.4.2 Ensaio de formação de biofilme em superfície abiótica 

Além das dez amostras utilizadas no teste de virulência em G. mellonella, o ensaio 

de formação de biofilme foi realizado também para a cepa referência EAEC 042 e 

para a E. coli HB101, utilizada como controle negativo, conforme descrito por Sheikh 

et al. (2001), com modificações. Todas as amostras foram testadas em triplicata. 

Uma colônia de cada amostra ou cepa referência obtida em ágar nutriente foi 

suspensa em 2 mL de caldo LB e incubada a 37ºC por 18 h com agitação a 110 rpm. 
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Em seguida, a suspensão foi ajustada para concentração de 1,5x108 UFC/mL, 

conforme previamente descrito, e 2 ɛL da suspensão foram adicionados a 200 ɛL de 

meio essencial mínimo de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Cultilab ï Brasil) 

suplementado com 0,4% (p/v) de glicose em poços de microplaca de poliestireno de 

96 poços. As microplacas foram incubadas a 37ºC por 24 h para a formação do 

biofilme e as células não aderidas foram removidas por meio de três lavagens com 

PBS.  

O biofilme foi fixado com 100 ɛL de metanol por 15 min e a microplaca foi seca à 

temperatura ambiente. Para a coloração, foram adicionados 100 ɛL de solução de 

cristal violeta 0,3% por 20 min e a microplaca lavada com água destilada. Em 

seguida, foram adicionados 150 ɛL de ácido acético 33% por 5 min e 100 ɛL foram 

transferidos para uma nova microplaca para medida da DO. 

A classificação da amostra bacteriana em ñformadoraò e ñn«o formadoraò de biofilme 

foi realizada considerando-se a média (ὼӶ) e o desvio padrão (DP) do controle 

negativo testado. Amostras bacterianas apresentando DO superior à média mais 

três vezes o DP do controle negativo foram consideradas ñformadorasò de biofilme 

(STEPANOVIC et al., 2007). 

 

5.5 Multilocus Sequence Typing (MLST) 

Os dez isolados de EAEC analisados nos testes fenotípicos de virulência foram 

submetidos à técnica de MLST. Esta técnica se baseia na análise das sequências de 

sete genes conservados para determina­«o de seu ñsequence typingò (ST) e 

posterior comparação com banco de dados internacional. O procedimento foi 

realizado conforme estabelecido por Wirth et al.(2006) com modificações e descrito 

a seguir. 

5.5.1 Amplificação dos genes por PCR 

Duas colônias de cada amostra analisada foram suspensas em 100 µL de água 

deionizada (Milli-Q® / Millipore), submetidas à lise térmica a 100°C por 5 min, 

seguido por centrifugação a 10.000 x g por 1 min. O sobrenadante contendo DNA 

bacteriano foi mantido congelado à -20°C em alíquotas de 20 µL e descongeladas 

no momento do uso. 
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A reação de amplificação foi realizada com 5 µL do DNA extraído adicionados a 20 

ɛL da mistura de rea­«o para PCR, conforme concentra­»es descritas no Quadro 3. 

Quadro 3 - Mistura de reagentes para PCR para detecção dos genes analisados na técnica de 

MLST. 

Reagentes Concentração 

H2O qsp 25 µL 

Tampão de reação (10X) 1 X 

dNTP (2,5 mM) 200 µM 

MgCl2 (50mM) 1,5 mM 

Iniciador (F) 0,4 µM 

Iniciador (R) 0,4 µM 

Taq polimerase (5U/µL) 0,02 U/µL 

DNA 10 ng/µL 

 
F: Forward; R: Reverse. 

 

Os iniciadores e as condições de amplificação para os sete genes utilizados na 

técnica de MLST estão descritos no site 

http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli/documents/primersColi_html e apresentados 

no Quadro 4. Todas as reações de amplificação foram realizadas no termociclador 

Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems®). Após a amplificação, os produtos 

foram analisados por meio de eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v) em TBE 

0,5X, corados com brometo de et²dio (EtBr) 0,5 ɛg/mL e visualizados sob luz 

ultravioleta em sistema de documentação de géis MiniBIS® Pro (BioAmérica). 
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Quadro 4 - Iniciadores e condições de amplificação dos genes analisados na técnica de MLST.  

F: Forward; R: Reverse; pb: pares de base. 

 

Gene Descrição Direção Sequência (5' - 3') 
Fragmento 

(pb) 
Condições de amplificação 

adk Adenilato cinase 
F ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG 

583 
95°C/2min, 30x (95°C/1min; 54°C/1min; 

72°C/2min), 72°C/5min R CCGTCAACTTTCGCGTATTT 

fumC 
Fumarato 

hidratase 

F TCACAGGTCGCCAGCGCTTC 
806 

95°C/2min, 30x(95°C/1min; 54°C/1min; 

72°C/2min), 72°C/5min R GTACGCAGCGAAAAAGATTC 

gyrB DNA girase 
F TCGGCGACACGGATGACGGC 

911 
95°C/2min, 30x(95°C/1min; 60°C/1min; 

72°C/2min), 72°C/5min R ATCAGGCCTTCACGCGCATC 

icd 

Isocitrato/ 

Isopropilmalato 

desidrogenase 

F 
ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTC

CGGCACA 878 
95°C/2min, 30x(95°C/1min; 54°C/1min; 

72°C/2min), 72°C/5min 
R GGACGCAGCAGGATCTGTT 

mdh 
Malato 

desidrogenase 

F AGCGCGTTCTGTTCAAATGC 
932 

95°C/2min, 30x(95°C/1min; 60°C/1min; 

72°C/2min), 72°C/5min R CAGGTTCAGAACTCTCTCTGT 

purA 
Adenilsuccinato 

desidrogenase 

F CGCGCTGATGAAAGAGATGA 
816 

95°C/2min, 30x(95°C/1min; 54°C/1min; 

72°C/2min), 72°C/5min R CATACGGTAAGCCACGCAGA 

recA 
Sítio de ligação 

de ATP/GTP 

F CGCATTCGCTTTACCCTGACC 
780 

95°C/2min, 30x(95°C/1min; 58°C/1min; 

72°C/2min), 72°C/5min R TCGTCGAAATCTACGGACCGGA 
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5.5.2 Purificação do produto de PCR 

 

Os iniciadores e nucleotídeos não incorporados foram eliminados purificando-se 5 

µL do produto da PCR com 1 µL da prepara­«o enzim§tica ExoProStarÊ (GE 

Healthcare), com incubação a 37ºC por 15 min e a 80ºC por 15 min. O produto 

purificado foi mantido a -20ºC até sua utilização na reação de sequenciamento. 

 

5.5.3 Reação de sequenciamento 

 

A reação de sequenciamento foi realizada com o kit Big Dye Terminator v3.1 

(Applied Biosystems®), conforme instruções do fabricante e descrito no Quadro 5, 

seguindo condições de amplificação apresentadas no Quadro 6. 

 

Quadro 5 - Mistura de reagentes utilizados na reação de sequenciamento. 

Reagentes Volume 

Produto purificado 1,0 ɛL  

BigDye Terminator 1,0 ɛL 

Tampão 5x 1,5 ɛL 

Primer F (3,2 pmol) 1,0 ɛL 

H2O Milli-Q (qsp 10 ɛL) 5,5 ɛL 

 

 

Quadro 6 - Condições de amplificação da reação de sequenciamento. 

Etapa Temperatura / Tempo 

Desnaturação inicial 96º C / 1 min 

35 ciclos  

Desnaturação 95º C / 10 s 

Elongação 50º C / 5 s 

Extensão 60º C / 4 min 

Extensão final 72º C / 10 min 

Manutenção 4Ü C / Ð 
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5.5.4 Purificação da reação de sequenciamento  

 

O produto da reação de sequenciamento foi purificado por meio da precipitação com 

etanol / EDTA para eliminação de iniciadores e dideoxinucleotídeos não 

incorporados, conforme descrito a seguir. 

Em cada tubo, foram adicionados 5 µL de EDTA (125 mM, pH 8,0) e 60 µL de etanol 

PA seguido por incubação à temperatura ambiente por 15 min, e centrifugação a 

3000 x g por 30 min. Ao sedimento foram adicionados 60 µL de etanol 70% (v/v) e 

submetidos à centrifugação a 1.650 x g por 15 min. O sedimento foi seco a 60ºC por 

10 min, eluído em formamida e submetido à eletroforese capilar no equipamento ABI 

310 (Applied Biosystems®). 

5.5.5 Determinação do ST 

As sequências obtidas foram alinhadas utilizando o programa SeaView v4.5.4, 

editadas utilizando o software Bioedit v.7.2.5 e comparadas com sequências 

disponíveis no banco de dados de MLST de E. coli 

(http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli) para a determinação de cada ST. 

 

5.6 Análise estatística 

Para análise da virulência em modelo de G. mellonella foram feitas curvas de 

sobrevivência utilizando o método KaplanïMeier. A análise estatística para observar 

se existe diferença significativa na sobrevivência das larvas frente às amostras de 

tEAEC e aEAEC foi realizada pelo teste Log-Rank. Para analisar a diferença na 

produção de enzimas hidrolíticas, de sideróforos e de biofilme entre os grupos de 

tEAEC e aEAEC, foi realizado o Teste T de Student. Todas as análises foram 

realizadas utilizando o programa Graphpad Prism 6 e o grau de significância 

estatística considerado foi de 95% (p<0,05). 
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6 RESULTADOS 

 

6.1 Eletroforese em campo pulsado (PFGE) após digestão com enzima de 

restrição 

A caracterização genotípica pela técnica de PFGE, realizada para os 73 isolados de 

EAEC, revelou a presença de 58 pulsotipos distintos. Alguns dos pulsotipos 

encontrados podem ser observados na Figura 9. A maioria dos pulsotipos (75,9% - 

44/58) era composta por apenas uma amostra, 22,4% (13/58) eram compostos por 

duas amostras e apenas 1,7% (1/58), por três amostras (Figura 10). A análise de 

PFGE demonstrou uma alta heterogeneidade clonal com índice de similaridade de 

Dice variando de 6 a 100%. 

 

 

Figura 9 - Foto ilustrativa da eletroforese de campo pulsado (PFGE) evidenciando alguns dos 

padrões de fragmentação do DNA cromossômico das amostras de EAEC. Linhas: 1, 15: Marcador de 

tamanho molecular, variando de 48.5 a 727.5 kb; 2: amostra Q399A; 3: amostra Q416A; 4: amostra 

Q419B; 5: amostra Q421A; 6: amostra Q426A; 7: amostra Q428A; 8: amostra Q433F; 9: amostra 

Q434A; 10: amostra Q436B; 11: amostra Q437A; 12: amostra Q440A; 13: amostra Q445C; 14: 

amostra Q455A.  
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: 
Figura 10 - Dendograma gerado pelo software "GelJ" das 73 amostras de EAEC com as respectivas 

comunidades quilombolas de origem. tEAEC destacadas com retângulo cinza. 
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Foi observado que, dos 14 grupos de amostras de mesmo pulsotipo (13 compostos 

por duas amostras cada e um composto por três amostras), sete foram de amostras 

da mesma comunidade e sete, de comunidades distantes. Somente dois grupos 

foram constituídos por amostras com o mesmo repertório de genes de virulência. 

Não foi observada relação entre o perfil de genes de virulência (Anexo 1), o 

pulsotipo e a comunidade de origem para a maior parte das amostras com exceção 

de dois grupos provenientes da comunidade São Cristóvão e de sua comunidade 

vizinha Serraria. O primeiro grupo, constituído por duas amostras de aEAEC, 

apresentou o mesmo pulsotipo e o mesmo perfil de genes de virulência. O segundo 

grupo, composto de três amostras de tEAEC, em que duas apresentavam perfil de 

genes de virulência e de PFGE idênticos e foram provenientes de comunidades 

vizinhas, enquanto o outro isolado de mesmo pulsotipo diferia em apenas um gene e 

era da mesma comunidade de um dos outros dois isolados (São Cristóvão) (Figura 

11).  

 

 
Figura 11 - Perfil de PFGE, genes de virulência e comunidade de origem de amostras pertencentes 

ao mesmo pulsotipo. 

O perfil de fragmentação e a relação clonal entre as vinte amostras selecionadas 

para o ensaio de virulência em G. mellonella podem ser observados na Figura 12. A 

maior parte das amostras selecionadas não apresentou relação genotípica entre si, 

com exceção dos isolados de tEAEC Q266B e Q269D que apresentavam o mesmo 

perfil de genes de virulência e o mesmo pulsotipo. Os isolados 155E, Q110A e 

110C, que apresentavam o mesmo perfil de genes de virulência, não apresentaram 

um padrão de fragmentação semelhante, assim como as amostras Q320A e Q323A. 

Os isolados Q226A e Q320A, que possuíam o mesmo perfil de genes de virulência, 
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não foram classificados como pertencentes ao mesmo pulsotipo, pois apresentaram 

menos de 80% de similaridade. 
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Figura 12 - Dendograma e perfil genético das amostras de tEAEC (em negrito) e aEAEC analisadas no ensaio de virulência em G. mellonella.
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6.2 Ensaio de virulência em larvas de Galleria mellonella  

Dez isolados de tEAEC, dez de aEAEC, as cepas referência EAEC 042, (tEAEC) e 

C1096 (aEAEC) e a cepa de E. coli não patogênica HB101, foram analisadas quanto 

ao potencial de virulência in vivo nas larvas de G. mellonella em concentrações que 

variaram de 104 a 107 UFC/larva. 

Foi observado que somente os isolados de EAEC foram capazes de provocar 

melanização das larvas, enquanto que a cepa de E. coli não patogênica não induziu 

este processo (Figura 13).  

 

 

 

 

 

Figura 13 - Larva de G. mellonella: A) não inoculada; B) após 96 h de infecção com a cepa E. coli 

não patogênica HB101; C) após 96 h de infecção com isolado de EAEC. 

 

Os isolados de tEAEC e aEAEC provocaram a mortalidade das larvas de maneira 

dependente da concentração inoculada, uma vez que as larvas apresentaram alta 

sobrevivência com inóculo de 104 UFC/larva (entre 40 e 100%) e 100% de 

mortalidade com inóculos de 106 e 107 UFC/larva. Portanto, a concentração 105 

UFC/larva foi a que apresentou maior diferenciação entre os isolados, sendo esta a 

concentração escolhida para as análises de virulência (Figura 14A). Além disso, 

observamos que o modelo de G. mellonella é capaz de realizar diferenciação de 

níveis de patogenicidade, como podemos observar pela variedade de curvas de 

sobrevivência na Figura 14A. 

Realizando-se a análise comparativa entre os grupos tEAEC e aEAEC, observamos 

que as larvas inoculadas com as típicas apresentaram menor sobrevivência média 

ao final das 96h do que as larvas inoculadas com as atípicas (p = 0,04) (Figura 14B).  

A B C 
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. 

 

 
Figura 14 - Gráficos das curvas de sobrevivência de G. mellonella inoculadas com os vinte isolados 

de EAEC na concentração de 10
5
 UFC/larva. A) Curvas de sobrevivência individualizadas por 

amostra inoculada, com as linhas contínuas representando as tEAEC e linhas tracejadas, as aEAEC. 

B) Curva de sobrevivência por grupos de amostras tEAEC e aEAEC (p = 0,04). 

A 

B 
(h) 

(h) 


