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RESUMO 

 

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) é um dos mais prevalentes agentes etiológicos 

associados à infecções em crianças menores de cinco anos de idade principalemte em países em 

desenvolvimento. No presente trabalho, investigou-se os determinates sócioeconômicos 

vinculados ao desenvovimento da diarreia ou infecção asssintomática na população infantil 

colonizada pela EAEC, bem como a influência do perfil de genes relacionados à virulência 

(GRVs) e coinfecções durante as manifestações clínicas. Estas análises podem contribuir para o 

entendimento da versatilidade dessa infecção e identificar possíveis biomarcadores de  

fragmentos de DNA que podem ser utilizados para avaliar a evolução da gravidade da doença ou 

como medida de intervenção da infecção. O estudo transversal de etiologia de diarreia infantil foi 

realizado em crianças de 2-36 meses de idade residentes no Semiárido brasileiro. Questionário 

sobre as condições socioeconômicas das famílias foi aplicado no momento da coleta das amostras 

fecais. O DNA e RNA extraídos foram utilizadoa para os diagnósticos dos painéis de 

enteropatógenos (bactérias, virus e protozoários) pela plataforma Luminex. Detectou-se EAEC 

em 54,6% (650/1191) das crianças. A heterogeneidade da infecção causada pela EAEC foi 

avaliada pela pesquisa de 27 GRVs investigados por reações de polimerase em cadeia. Para essas 

análises foram selecionadas 232 crianças identificadas com os dois alvos genéticos de 

diagnósticos da EAEC. Observam-se que as crianças na primeira infância, mães com idade entre 

14 a 25 anos e amamentação não exclusiva foram associados ao desenvolvimento da diarreia; 

enquanto a infeção assintomática foi correlacionada ao terceiro ano de vida infantil, à 

amamentação não-exclusiva, à fontes de água não tratadas e à redução dos índices de z-escores 

de peso-por-altura quando comparados ao grupo diarreico. Na avaliação de GRVs, o gene 

transmitido pelo plasmídeo que codifica um homólogo de hexosiltransferase (capU) foi o mais 

frequentemente detectado (89,7%). O gene que codifica a enterotoxina EspC (espC) foi 

correlacionado com a diarréia infantil e sua condição grave. Enquanto a presença do gene da 

hemolisina hipotética codificada pelo plasmídeo (aar) foi associado a redução do número de dias 

e episódios de diarreia por dia. Contudo, apenas a subunidade fimbrial AAF/IV (agg4A) foi 

correlacionada significativamente ao grupo controle. Quanto à análise das coinfecções, o co-

patógeno mais detectado foi Escherichia coli enteropatogênica atípica (aEPEC) (63,1%), seguido 

de Giardia lamblia (23,5%), Escherichia coli enterotoxigênica (20,7%). A combinação de EAEC 

e Giardia lamblia na ausência de aEPEC foi associada especificamente ao grupo controle. 

Nossos dados indicam que específicos GRVs e coinfecções podem influenciar na indução 

diarréia. O gene espC é proposto como um indicador do aumento da gravidade da doença, 

enquanto o aar indicaria o efeito oposto 

 

 

Palavras-chaves: EAEC. Diarreia infantil. Assintomáticos. Virulência. Coinfecções. 
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ABSTRACT 

 

 

Enteric infection caused by enteroaggregative Escherichia coli in children from Brazilian 

semiarid: characterization of diagnosis, virulence-related genes profile and coinfection 

 

Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) is one of the most prevalent enteric E. coli pathotype 

associated with diarrhea and asymptomatic infections in children less than five years of age living 

in developing countries. In the present study, we investigated the socioeconomic determinants 

related to the development of diarrhea or asymptomatic infection in the childhood population 

colonized by the EAEC, as well as the influence of virulence-related genes (GRVs) and 

coinfections during clinical manifestations. In order to better understand the versatility of this 

infection and to identified DNA markers for potential intervention or used to measure the 

infection severity. A cross-section study of diarrhea etiology in children aging 2-36 months old 

from Brazilian semiarid was conducted during 2009 to 2011. Data on health and socio-economic 

status and health-related behaviors and habits, collected via questionnaires, anthropometric 

measurements and stool sample have collected from all participants. The extracted DNA and 

RNA were used for the diagnosis of the enteropathogenic panels (bacteria, viruses and protozoa) 

by the Luminex platform. EAEC was detected in 54.6% (650/1191) of the children. Only 232 

samples identified with the two genetic targets of EAEC diagnoses were selected to the 

evaluation of 27 GRVs investigated by polymerase chain reactions. Our results showed that 

children aged 0-6 months, mothers aged 14-25 years and non-exclusive breastfeeding were 

associated with the development of diarrhea; while the asymptomatic infection was correlated 

with the third year of infant life, non-exclusive breastfeeding, untreated water sources, and 

reduction of weight-for-height z scores when compared to the diarrheic group. In the evaluation 

of GRVs, the plasmid-borne gene encoding a hexosyltransferase homolog (capU) was the most 

frequently detected (89.7%). The gene encoding enterotoxin EspC (espC) was correlated with 

diarrhea infantile and its severe condition. While the presence of the hypothetical plasmid-

encoded hemolysin (aar) was associated with a reduction of the number of diarrhea days and 

episodes by day.  In addition, only AAF/IV fimbrial subunit (agg4A) was associated significantly 

with the control group. Regarding coinfections analysis, the most detected co-pathogen was 

atypical enteropathogenic Escherichia coli (aEPEC) (43,5%), followed by Giardia lamblia 

(23.5%), enterotoxigenic Escherichia coli (20.7%). The combination of EAEC and Giardia 

lamblia in the absence of aEPEC was associated specifically with the control group. Our data 

indicate that different VRGs and coinfection profile could influence diarrhea outcomes. The espC 

gene is proposed as an indicator of disease severity increase, whereas the aar would indicate the 

opposite effect 

 

Keywords: Enteroaggregative Escherichia coli.. Diarrhea infantile. Asymptomatic. Virulence. 

Coinfection. 
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TLR5 Receptor Toll–like 5 (Toll-like receptor 5) 
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TNF Fator de necrose tumoral 

tsh Gene da hemaglutinina sensível à temperatura 

UFC Universidade Federal do Ceará 

UPCIBIMED Unidade de Pesquisas ClínicasInstituto de Biomedicina 

vat  Gene da toxina autotransportadora de vacuolizante 

WAZ Escores- z de peso-por-idade 

WHZ Escores- z de peso-por-altura 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Escherichia coli 

 

Em 1886, Theodor Escherich, médico pediatra austríaco, descreveu pela primeira vez, 

em detalhes, a Bacterium coli commune, conhecida atualmente como Escherichia coli (E.coli), 

isolada a partir de amostras fecais infantis, por meio das quais se verificou que o mecônio era 

estéril e que a colonização microbiana era atribuível ao ambiente da criança (incluindo a 

introdução do leite materno), durante o período de 2-24 horas após o nascimento (SHULMAN, 

FRIEDMANN, SIMS, 2007). 

A E. coli é uma bactéria pertencente à família Enterobacteriacea, do gênero 

Escherichia, que apresenta características: bacilo gram-negativo,  móvel e anaeróbio facultativo, 

sendo a bactéria mais abundante da microbiota intestinal. Normalmente, esse microrganismo é 

encontrado em fezes, em uma carga bacteriana aproximada de 10
7-8 

unidades formadoras de 

colônias por grama de fezes (BLOUNT, 2015; KAPER, NATARO, MOBLEY, 2004; 

GUERRANT et al., 2001). 

Em geral, ainda é um paradigma o modo como a E. coli se adaptou à microbiota 

humana, como um microorganismo “inofensivo” em um modelo simbiótico. Pesquisas relatam a 

relação mutualística na qual o hospedeiro mamífero secreta imunoglobulina A, que parece 

facilitar a formação de biofilme na parede intestinal, e em contrapartida, a E. coli beneficiaria o 

hospedeiro de várias maneiras, por exemplo, pela produção de vitamina K e B12, necessárias ao 

desenvolvimento do sistema neurológico e ao crescimento infantil (BLOUNT, 2015, PINTO et 

al., 2011). 

A E. coli pode também ser encontrada em diferentes nichos, em razão da sua 

expansão, pela necessidade de sobrevivência, como no microbioma de pássaros, répteis e peixes, 

bem como no solo, na água, nas plantas e nos alimentos. Ao longo dos anos, esse 

microorganismo foi se adaptando a pressões positivas e seletivas ambientais, o que, de forma 

atrelada à versatilidade de mecanismos de metabolização e de regulação, permite sua colonização 

até em períodos de não perpetuação de crescimento bacteriano (LEIMBACH, HACKER, 

DOBRINDT, 2013).  
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Os referidos fatores de plasticidade genética dessa bactéria, durante os eventos de 

replicação e de transferência horizontal, resultaram da aquisição ou da deleção de genes, assim 

como de seu rearranjo ou de mutações em pontos aleatórios, fato que contribuiu para variação do 

conteúdo e da estrutura do genoma, favorecendo o processo de colonização subclínica ou 

patogênese (DOBRINDT et al., 2010).  

Vale ressaltar ainda que tanto as E. coli patogênicas como as não patogênicas 

transportam elementos genéticos móveis e acessórios, como plasmídeos ou transposons, 

bacteriófagos, ilhas genômicas, que codificam as funções necessárias a uma adequada adaptação 

e que podem ser facilmente transferidas a outras bactérias  (DOBRINDT et al., 2010, 

HACKER; HENTSCHEL; DOBRINDT, 2003; JOHNSON; NOLAN, 2009).  

Assim, as cepas comensais de E.coli raramente causam doenças; mas, quando é 

rompida a barreira intestinal, observa-se a colonização do hospedeiros em outras partes do corpo, 

que não sejam o intestino, podendo contribuir para infecções extraintestinais ou sistêmicas 

(KAPER, NATARO, MOBLEY, 2004).  

No curso da dinâmica dos processos de alterações genômicas da E. coli, observa-se a 

introdução de fatores de virulência e de adaptação, que frequentemente estão associados a clones 

de E. coli patogênicas, os quais induzem a um amplo espectro de doenças, como colecistites, 

bacteremia e sepse, colangite, infecção do trato urinário (UTI), meningite neonatal, pneumonia e 

diarreia persistente (KAPER, NATARO, MOBLEY, 2004).  

As E. coli diarreiogênicas (ECDs) apresentam-se como um dos principais agentes 

infecciosos nos casos de diarreia e desnutrição infantil. Atualmente as ECDs são classificadas em 

seis subtipos: E. coli enteropatogênica (EPEC); E. coli enterohemorrágica (EHEC); E. coli 

enteroagregativa (EAEC); E. coli enteroinvasiva (EIEC); E. coli enterotoxigênica (ETEC) e E. 

coli difusamente aderente (DAEC) (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; NATARO; KAPPER, 

1998).  

Clements et al. (2012) sugeriram uma expansão da classificação com a apresentação 

de outros dois patotipos: E. coli aderente e invasiva (AIEC) e E. coli agregativa produtora de 

shiga-toxina (STEC), em vez da denominação de EHEC. Em um surto de diarreia na Europa em 

2011, causado por STEC, foi identificada uma EAEC produtora de shiga toxina, que causou a 

síndrome hemolítica urêmica afetando aproximadamente 4.000 pessoas (BIELASZEWSKA et 

al., 2011; FRANK et al., 2011; SCHEUTZ et al. 2011).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hentschel%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12907788
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dobrindt%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12907788
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EAEC é um patotipo emergente principalmente nos países em desenvolvimento e, por 

conta da sua alta heterogeneidade genética, é reconhecida como um dos microrganismos mais 

versáteis, detectado frequentemente nos dois primeiros anos de vida de crianças, durante os casos 

diarreicos e de desnutrição infantil, por ser o período crucial para o desenvolvimento pueril 

(LIMA et al., 2000, ROGAWSKI et al., 2017, LIMA et al., 2013). Este fenômeno, de associações 

da EAEC com diferentes desfechos de infecção clínica e até subclínica, poderia ser explicada por 

modificações em sua plasticidade fenotípica a partir de variações genéticas de aquisição ou perda 

dos genes de virulência que influenciariam nos mecanismos de patogenicidade. 

 

1.2 Escherichia coli enteroagregativa 

 

Em 1987, Nataro e colaboradores realizaram um estudo com cepas de E.coli isoladas 

de fezes de crianças chilenas com quadro clínico de doença diarreica aguda, cepas em que se 

observaram distintos padrões de aderência em células de carcinoma cervical humano (HEp-2): 

localizado, difuso aderente e agregativo. As cepas com a habilidade de produzir o fenótipo 

aderência agregativa (AA) indicavam uma nova classe das ECDs, posteriormente denominada 

como EAEC (NATARO et al., 1987). Além disso, diferente das outras cepas padrão de E. coli, a 

cepa EAEC não apresenta a capacidade de secretar enterotoxinas termolábeis (LT) e 

termoestáveis (ST) (NATARO; STEINER; GUERRANT, 1998). 

 

1.2.1 Epidemiologia 

 

Após a descoberta da EAEC, foram isoladas duas cepas: JM221 e 042, a partir de 

pesquisas em adultos com quadro clínico de diarreia dos viajantes (DDV), no México 

(MATHEWSON et al., 1985) e em crianças com diarreia aguda, respectivamente (NATARO et 

al., 1987). Essas cepas foram testadas em voluntários, nos quais a cepa 042 induziu diarreia em 

sua maioria, enquanto a cepa JM221 não apresentou evidências da doença, revelando a 

heterogeneidade dessa bactéria (NATARO et al., 1995). 

Ao longo dos anos, verificaram-se diversos surtos e estudos de prevalência da EAEC 

em países desenvolvidos. Em 1997, um surto massivo foi relatado no Japão, onde 2.697 crianças 
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apresentaram sintomas de diarreia aguda, após se alimentarem em várias escolas. Nesse surto, 

40% das amostras testadas foram diagnosticadas como EAEC (ITOH et al., 1997).  

 A cidade de Akita, Japão, apresentou um surto no qual 42,8% dos casos eram 

positivos para EAEC, identificadas por dois sorotipos EAECO126:NM e O111:NM 

(YATSUYANAG et al., 2002). Outro surto foi relatado na cidade de Shizuoka, 77,7% recém 

admitidos pelo distrito policial adquiriram a bactéria após a ingestão de comida contaminada 

(HARADA et al., 2007). Na Córeia do Sul, um surto de gastroenterite em colégio da cidade de 

Incheon apresentou uma taxa de prevalência de 6,1% e 57,1%, respectivamente, em crianças e 

manipuladores de alimentos com infecção assintomática (SHIN et al., 2015).  

No Estados Unidos da América, a EAEC foi relatada como o segundo agente 

infeccioso (67%) mais detectado em crianças de um estudo caso-controle de diarreia infantil 

atendidas na emergência de um hospital pediátrico (FOSTER et al., 2015). 

Na Europa, em um estudo prospectivo coorte, a EAEC foi identificada em dois surtos 

de infecção alimentar oriundos de queijos contaminados com EAEC, em três restaurantes na 

Itália, nos quais foram obtidas taxas de infecção de 43% e 58% (SCAVIA et al., 2008). Na Suíça, 

46% de crianças hospitalizadas com quadro clínico diarreico apresentavam infecção por EAEC 

(TOBIAS et al., 2015). Cinco surtos de EAEC foram identificados na Inglaterra, durante o 

consumo de alimentos em restaurantes e conferências. As análises desses casos mostraram cepas 

oriundas de diferentes clones de EAEC e sua coinfecções (CHATTAWAY et al., 2013; 

DALLMAN et al., 2014; SMITH et al., 1997, WILSON et al., 2001). Na República da Sérvia, 

descreveu-se um surto de diarreia, em que 63,3% de crianças e neonatos internados foram 

diagnosticados com o referido microorganismo (COBELJIC et al, 1996). 

O último grande surto ocorreu na Europa no ano de 2011, onde brotos de feijão  

contaminados pelo híbrido de EAEC e STEC induziram a síndrome hemolítico-urêmica, 

acarretando em 45 mortes e 3.500 internações, (FRANK et al., 2011). Logo, mostrou-se a 

importância da contínua vigilância, nos países em desenvolvimento, das infecções por EAEC. 

Na investigação da doença diarreica dos viajantes (DDV), observa-se que a 

prevalência de EAEC varia entre 30 a 70% do casos, dependendo do local de destino e da estação 

do ano. Ademais, 80 a 90% dos casos são de origem bacteriana (CONNOR, 2017). O primeiro 

estudo a identificar EAEC associada à DDV foi realizado por Mathewson et al. (1985), no qual 
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reconheceram a EAEC como enteropatógeno presente em 14,9% dos casos com diarreia e em 

7,6% de portadores assintomáticos, pacientes que tinham viajado para o México.  

Até recentemente, a ETEC era o principal agente infeccioso identificado em DDV na 

maioria das regiões. Contudo, em um recente estudo prospectivo desenvolvido por Lääveri et al. 

(2017), EAEC (42%) e EPEC (42%) foram detectadas como os patógenos mais prevalentes, 

seguidos por Campylobacter jejuni/coli (31,7%) e ETEC (19%). Os autores avaliaram 459 

participantes, por meio da análise de amostras fecais, antes e depois de viagens a vários destinos. 

Adicionalmente, em estudo recente realizado na região do sudeste da Ásia, verificou-se a EAEC 

como o segundo agente mais frequente (27%) nos casos de DDV (AHN et al., 2011). Por 

conseguinte, considerando as informações descritas, revela-se a importância da infecção de 

EAEC durante a DDV. 

Relatos descritos por Mayer e Wanke (1995), inicialmente, mostraram um paciente 

com diarreia persistente e infectado com o vírus da imunodeficiência (HIV), no qual, após a 

triagem de identificação de enteropatógenos, foi indicada a presença da EAEC, diagnosticada 

pelo método de padrão de aderência, mediante a utilização de células de adenocarcinoma cervical 

(HeLa). Na mesma pesquisa, posteriormente, a EAEC foi encontrada em mais sete pacientes 

portadores de HIV com baixa contagem de leucocitária T auxiliar, CD4
+
, e quadro clínico de 

diarreia crônica.  

Em estudo prospectivo descrito em 140 crianças infectadas com HIV, conduzido em 

três hospitais no Peru, a EAEC foi identificada como o enteropatógeno de maior prevalência, 

entre oas quais 6% apresentavam diarreia e 10% eram assintomáticas. Ressalta-se que crianças 

com HIV e diarreia apresentaram piora relativa da imunossupressão, com aumento da carga viral 

(MEDINA et al., 2010).  Na investigação de Samie et al. (2007), participaram 322 dos pacientes 

portadores do HIV, dos quais 29,5% foram diagnosticados com a EAEC, associada à inflamação 

e à diarreia.  Em outra pesquisa, a EAEC foi diagnosticada em 10,7% do total de 56 crianças com 

diarreia aguda portadoras de HIV, em dois hospitais do Quênia (PAVLINAC et al., 2014). 

Assim, nota-se que a EAEC continua uma bactéria oportunista, de relevância, em crianças e 

adultos  que apresentam imunossupressão. 

Ao longo dos anos, estudos do ciclo vicioso da diarreia e desnutrição infantil 

mostram que a desnutrição pode causar distúrbios na função imunológica e perda da integridade 

da barreira intestinal, o que favorece o aparecimento de infecções entéricas, perpentuado em 
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diarreia aguda ou crônica, principalmente, nos dois primeiros anos de vida, após a contínua 

exposição a EAEC e a outros enteroapatogenos, como consequências das precárias condições 

socioeconômicas e higiênico – sanitárias (LIMA et al., 1992; LIMA, GUERRANT, 1992; 2000; 

STEINER et al., 1998).  

Nesse sentido, o projeto caso-controle de etiologia de diarreia moderada a severa 

denominado Multicêntrico Entérico Global (GEMS), em crianças até cinco anos de idade, 

realizado em sete países da África e Ásia, mostrou que, em algumas das regiões, a detecção 

EAEC foi associada à diarreia, de acordo com a idade estratificada. 

Como parte do projeto Interações de Desnutrição e Infecções Entéricas: 

Consequências para a Saúde Infantil e Desenvolvimento (MAL-ED) realizado em oito países da 

Ásia, África e América do Sul, descrito por Rogawski et al. (2017), determinou-se que a EAEC 

foi encontrada em 94,8%, pelo menos uma vez, nas amostras das crianças, sendo considerada 

frequente nos primeiros anos de vida do infante, contribuindo para a redução do crescimento 

linear infantil e inflamação crônica. 

PLATTS-MILLS et al (2015), durante a pesquisa de etiologia de diarreia do coorte 

multicêntrico (MAL-ED), acompanharam 2.145 crianças do décimo terceiro dia de vida até os 

dois anos de idade, das quais 24.310 amostras fecais foram coletadas e testadas, identificando a 

EAEC como um dos enteropatógenos mais prevalentes no primeiro e no segundo ano de vida. 

Nos anos 90, iniciaram-se pesquisas no Brasil, indicando a EAEC como responsável 

pela diarreia persistente, interligada à redução do crescimento, à inflamação intestinal, ao déficit 

do desenvolvimento cognitivo e à morte em crianças residentes em comunidades carentes 

(WANKE et al., 1991; LIMA, GUERRANT, 1992; STEINER et a., 1998). 

Em investigação realizada por Amaral et al. (Manuscrito em submissão), relata-se 

uma alta variabilidade da prevalência de EAEC, de 0,7% a 71%, na população infantil com 

quadro clínico diarreico, nas diversas regiões do Brasil. Contudo, ainda há poucas pesquisas 

relativas à prevalência de EAEC no Nordeste brasileiro.  

Nesse contexto, os resultados dos estudos acerca da frequência de EAEC 

desenvolvidos no Nordeste brasileiro indicam o seguinte: o percentual de 41% do total de 325 

crianças com idade de 2 e 36 meses,  em estudo caso-controle de diarreia nas comunidades de 

Gonçalves Dias e do Parque Universitário, em Fortaleza/CE (LIMA et al., 2013); em estudo 

caso-controle de diarreia, 16,9% do percentual total de 580 crianças menores de 2 anos de idade 
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atendidas na emergência do Hospital Pediátrico Arlinda Marques em João Pessoa/PB (MORENO 

et al., 2010); prevalência total de 4,2% na diarreia infantil, após o monitoramento de 1.233 

crianças do pré-escolar, em várias regiões de Salvador/BA (FRANZOLIN et al., 2005); 10,68% 

do total de 1, 207 crianças atendidas em ambulatórios de várias regiões de Salvador/BA 

(BUERIS et al., 2007).   

Uma importante problemática é a influência das coinfecções com EAEC, no estudo 

coorte de desnutrição infantil em Fortaleza/CE, indicando que crianças diagnosticadas com 

EAEC, com pelo menos uma coinfecção, obtiveram a redução dos escores antropométricos 

(LIMA et al., 2018). Em pesquisa prospectiva desenvolvida em crianças com diarreia com idade 

abaixo de cinco anos, oriundas de 3 hospitais em Israel, mostrou-se a correlação sinérgica da 

EAEC e do rotavírus, quando do aumento do número de evacuações e da ocorrência de vômitos e 

febre, acima de 39
o
C (TOBIAS et al., 2015). Entretanto, as análises de coinfecções ainda são um 

desafio, por existir poucos relatos acerca da influência na gravidade das doenças diarreicas e da 

desnutrição.  

O fator de transmissão é a via fecal-oral o que facilita a disseminação da infecção 

causada pela EAEC por alimentos e água contaminados. O referido patógeno também foi 

detectado em amostras de mamadeiras e frascos utilizados na alimentação infantil, manipulados 

por mães com baixo nível socioeconômico (GOMES et al., 2016).  Além disso, Zhang et al. 

(2016) analisou em geral 1.142 amostras de diferentes fontes de origem, com os seguintes 

percentuais de detecção de EAEC: 6% em pessoas saudáveis; 25% em animais (porcos e animais 

de estimação domésticos); em água 8,3%; 52,4% em pacientes com manifestações diarreicas, 

sendo essa a maior taxa de detecção.  

 

1.2.2 Classificação e Diagnóstico  

 

Estudos mostram que as cepas da EAEC indicam o método de padrão de aderência 

em células de adenocarcinoma cervical humano (HeLa), como padrão ouro de diagnóstico, o qual 

apresenta um padrão do fenótipo AA, semelhante a “tijolos empilhados” (NATARO; STEINER; 

GUERRANT, 1998).  

Contudo, mudanças do fenótipo de aderência têm sido observadas em diferentes 

isolados de EAEC (LIEBCHEN et al., 2011; RAJAN et al., 2018). Pesquisa realizada em cepa 
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knockout da cepa EAEC 042 para o gene ativador transcricional (aggR) e cepas de EAEC 

isoladas de estudos clínicos identificadas por diagnóstico molecular mostraram um padrão difuso 

aderente em modelo in vitro de enteroides de jejuno oriundo de biópsias de endoscopia em 

adultos (RAJAN et al., 2018).  

Ademais, Liebchen et al. (2011) caracterizaram em nível molecular 59 cepas isoladas 

de EAEC, oriundas de pacientes com diarreia, e observaram diferentes padrões de aderência 

indicando pelo o fenótipo difuso–aderente (DA) que estava presente em cerca de 48,4% das 

cepas, enquanto 9,4% exibiram o fenótipo de aderência-localizada (LAL), 9,4% foram 

caracterizadas com o padrão AA e 7,2% não aderiram, como visto na Figura 1.   

 

Figura 1 – Fenótipos de aderência da Escherichia coli enteroagregativa em células HeLa em 

cepas isoladas de pacientes com quadro clínico diarreico  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Liebchen et al. (2011). Legenda: células de origem de câncer cervical humano – HeLa. Cepas apresentam 

fenótipo difuso–aderente – DA (A), fenótipo aderente agregador – AA (B), fenótipo como aderência-localizada – 

LAL (C) e fenótipo organizado em aderência difusa – ODA (D). 

 

Nesse contexto, encontram-se dificuldades a fim de realizar o diagnóstico da EAEC 

por essa metodologia, uma vez que são requeridos laboratórios de referência para cultura celular, 
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material de alto custo, de tempo e de mão de obra treinada, além de apresentar alta variabilidade e 

não possibilitar a diferenciação de cepas patogênicas e não-patogênicas (JENSEN et al., 2014).  

Em relação à sorotipagem, esse método não constitui uma ferramenta ideal para o 

diagnóstico de EAEC (cepas identificada pelos antígenos de superfície O, somático, e H, 

flagelar); pois apresentam como limitações: demanda de material de alto custo, mão de obra e 

tempo de procedimento; presença de reatividade cruzada dos soros com diferentes sorogrupos; 

limitada disponibilidade de antissoros restritos a laboratórios especializados; variações entre lotes 

e existência de cepas não tipáveis. As cepas tipáveis de EAEC pertencem a uma vasta variedade 

de sorogrupos incluindo O3, O7, O15, O44, O55, O77, O86, O126 e O127 (FRATAMICO et al., 

2016; VILLASECA et al., 2005). 

Atualmente, as técnicas moleculares são utilizadas para o diagnóstico da EAEC, por 

serem rápidas e precisas na investigação epidemiológica em animal, humano e ambiental. 

(FRATAMICO et al., 2016). No entanto, ainda é necessário o desenvolvimento de alvos de 

referência para o diagnóstico da EAEC. 

Inicialmente, como primeiro diagnóstico, foi utilizada a probe do gene transportador 

de proteína de anti-agregação (aatA), chamado anteriormente de sonda CVD432, localizada no 

plasmídeo (SCHMIDT et al., 1995; BAUDRY et al., 1990). Ao longo dos anos, novos alvos 

genéticos, como o gene codificador do regulador transcricional (aggR), transportador de proteína 

de anti-agregação (aatA) e o gene plasmidial codificador da dispersina (aap) (VIAL et al., 1988).  

No estudo multicêntrico MAL-ED, a identificação da EAEC foi realizada por meio 

dos genes: codificador da ilha de ativação do regulador transcricional (aaiC) e transportador de 

proteína de anti-agregação (aatA) (HOUPT et al., 2014). O gene aaiC está localizado no 

cromossomo e codifica a “ilha” genômica, relacionando-se ao sistema de secreção IV (DUDLEY 

et al., 2006a).  

Na pesquisa realizada por Andrade, Gomes e Elias (2014), 75 cepas de EAEC foram 

testadas previamente para a identificação dos genes aatA e aggR, em combinação com o teste de 

padrão de aderência. No mesmo estudo, as cepas foram reavaliadas por um novo multiplex, 

utilizando os seguintes genes: aatA, aggR e dois codificadores das proteínas do sistema de 

secreção IV (aaiA e aaiG) na detecção de EAEC típica e atípica. Os resultados desse novo 

multiplex mostraram uma sensibilidade de 94,8% e uma especificidade de 94,3%. No citado 

estudo, além dos genes já utilizados na identificação da EAEC (aatA e aagR), foi sugerida a 
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incorporação de mais dois genes alvos de diagnóstico: aaiA e aaiG, que são oriundos da “ilha” de 

patogenicidade pheU, identificada no protótipo da EAEC 042.  

Em relação ao regulador transcricional (aggR), vários estudos vêm utilizando a 

diferenciação classificatória de EAEC típicas e atípicas (ANDRADE, GOMES, ELIAS, 2014; 

ANDRADE et al., 2017; MORIN et al., 2013). O gene aggR é um importante ativador 

transcricional, que modula em torno de 44 genes, incluindo a biogênese da fímbria II, a 

dispersina e o seu sistema secretório, codificador de proteína homóloga a Shigella flexneri (Shf), 

sistema de secreção tipo VI e o próprio aggR (ELIAS, NAVARRO-GARCIA, 2016) 

Atualmente, de acordo com segmentos genômicos específicos, a EAEC pode também 

ser subdividida em seis grupos filogenéticos: A, B1, B2 e D, E, F (ANDRADE et al., 2017; 

CLERMONT et al., 2013;  REGUA-MANGIA et al., 2009; FRANÇA et al., 2013). Observam-

se fatores de risco específicos, como o uso de antibióticos, durante o processo diarreico, 

relacionados aos determinados grupos filogenéticos (REGUA-MANGIA et al., 2009). 

A identificação da EAEC permanece um desafio; pois, apesar do uso do padrão de 

aderência em HEp-2, sorotipagem e biologia molecular, o diagnóstico desse microrganismo ainda 

não foi definido, em razão da alta heterogeneidade genética e fenotípica, relacionada aos seus 

diferentes “comportamentos” na interação com o hospedeiro nos estudos clínicos, in vitro e in 

vivo. 

 

1.2.3 Patobiologia  

 

A patogênese da infecção causada por EAEC é complexa e muito heterogênea, o que 

dificulta estabelecer os mecanismos pelos quais esse microrganismo causa a doença (ELIAS et 

al., 2002).  Assim, diversos estudos mostram que tanto fatores do hospedeiro como da bactéria 

podem influenciar o desenvolvimento da EAEC. Determinantes relacionados ao hospedeiro, 

como imunossupressão, desnutrição infantil e polimorfismos, aumentam a susceptibilidade e a 

indução das doenças diarreicas causadas pelo patógeno. 

 Essa bactéria leva normalmente a uma diarreia aquosa, com muco, podendo 

apresentar sangue nas fezes e possíveis manifestações clínicas, como dores abdominais, vômitos, 

náuseas e febre baixa (CROXEN et al., 2010). Portanto, a variabilidade de fatores como adesinas, 

toxinas e proteínas, associados à virulência parecem apresentar relação com a carga bacteriana, a 
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gravidade da doença e a distinção geográfica dos padrões de distribuição dessa bactéria 

(CROXEN et al., 2013).  

Estudos sugerem que a progressão da patogênese de EAEC se inicia com a 

aglutinação plactônica da bactéria, o que acarreta a sua adesão ao epitélio, por meio de fímbrias 

de aderência agregativa (AAFs) e de outros fatores de adesão do microrganismo, seguida pela  

formação de biofilme, juntamente com a secreção e depósito de muco na superfície dos 

enterócitos, o que levaria, consequentemente, à colonização intestinal (JENSEN et al., 2014). 

 Logo, como último estágio, ocorre o estabelecimento da completude do biofilme 

adicional, com liberação de toxinas bacterianas, induzindo à suscitação da resposta inflamatória 

do hospedeiro, como reflexo ao dano causado no epitélio, o que inclui a destruição parcial ou 

total das vilosidades, a vacuolização do citoplasma basal dos enterócitos, o destacamento do 

epitélio e a desorganização da estrutura, com extrusão de células epiteliais, a secreção e a 

apoptose celular intestinal (JENSEN et al., 2014; ANDRADE, HAAPALAINEN, FAGUNDES-

NETO, 2011; PRATA et al., 2018). Resumidamente, na Figura 2, é possível verificar as etapas 

da patogênese da infecção por EAEC no hospedeiro. 

 

Figura 2 – Estágios da progressão da patogênese da Escherichia coli enteroagregativa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Fonte: Adaptado de Jensen et al. (2014). Legenda: Aglutinação em forma plactônicada bactéria (1); Aderência ao 

epitélio e colonização intestinal; (2) Formação de biofilme (3); Liberação de toxinas, indução de dano intestinal e 

aumento de secreção (4); Estabelecimento de biofilme adicional (5). 

 

As alterações descritas, durante a infecção da EAEC, em interação com o epitélio do 

hospedeiro, poderiam explicar as anormalidades digestivo-absortivas, em resposta ao 

prolongamento da diarreia ou à colonização subclínica (ANDRADE, HAAPALAINEN, 
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FAGUNDES-NETO, 2011; ANDRADE, FREYMÜLLER, FAGUNDES-NETO, 2011). Nesse 

esteio, estudos demostraram que a EAEC 042 adere à mucosa do jejuno, ao íleo e, mais 

fortemente, ao colón, em cultura de órgãos in vitro (NATARO et al. 1996). 

 Em fragmentos de biopsias infectados com a cepa protótipo EAEC 042, mudanças 

no colón, com o maior número de células caliciformes com área de lise e destruição celular nas 

regiões mais próximas das microvilosidades podem justificar a presença de muco e de sangue nas 

fezes (ANDRADE, HAAPALAINEN, FAGUNDES-NETO, 2011).  

O mesmo estudo realizado com a cepa de EAEC 171-1 indicou a capacidade dessa 

bactéria de invadir o tecido, o qual se mostrou totalmente desagregado e destruído após 6 horas 

de incubação bacteriana; enquanto a cepa EAEC 042 causou alterações significativas no epitélio, 

porém, de forma menos intensa, quando analisadas por microscopia de luz. 

A pesquisa de Vial et al. (1998) relatou que após a inoculação das cepas de EAEC 

(042 e 17-2) na região do íleo de coelhos, resultou no encurtamento das microvilosidades, 

hemorragia, necrose e infiltração por mononucleares na submucosa. Contudo, a análise por 

microscopia eletrônica não revelou invasão da bactéria na estrutura das microvilosidades. 

Em outro estudo realizado por Prata et al. (2018), durante a incubação bacteriana da 

cepa protótipo 042 (isolada de caso de diarreia) e de uma cepa isolada de desnutrição infantil 

(LDI001), por 3 horas, em células intestinais, determinou-se que a cepa protótipo 042 causou um 

maior nível de necrose que o verificado na cepa LDI001, demonstrando comportamentos 

diferentes na indução do dano celular, os quais poderiam ser explicados pela heterogeneidade dos 

genes codificadores de virulência identificados.  

Além disso, diferentes cepas de EAEC testadas em material de biopsias intestinais de 

crianças indicaram predileções de aderência pelas distintas regiões intestinais (jejuno, íleo e 

cólon), onde a cepa protótipo 042 aderiu em todas as áreas, enquanto que algumas das cepas 

testadas apresentaram diferentes padrões (HICKS, CANDY, PHILLIPS, 1996). 

Com relação à diversidade de padrões de comportamento da EAEC, estudos mostram 

que esse microorganismo configura uma bactéria multifacetada, com alta diversidade de genes de 

virulência, o que pode estar associado à habilidade de virulência e de patogenicidade. No entanto, 

os genes bacterianos desse microorganismo podem estar hipoteticamente relacionados com a 

progressão da doença ou com a sua não perpetuação (BOISEN et al., 2012; LIMA et al., 2013; 

HAVT et al., 2017; JESEN et. 2017).   
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1.2.3.1 Adesão celular bacteriana 

 

O processo de adesão celular é a primeira etapa da colonização bacteriana na mucosa 

intestinal,  sendo esse mecanismo mediado principalmente pelas fímbrias de aderência agregativa 

(AAF) (JENSEN et al., 2014; NAVARRO-GARCIA, ELIAS, 2011). Atualmente, cinco 

variações de subunidades fimbriais (AAFI a AAFV) foram confirmadas com o emprego de 

microscópio eletrônico, cristalografia de raios-X e ressonância magnética, apresentando 

estruturas distintas do pilin (BERRY et al., JØNSSON et al., 2015, 2017). 

Estudos demonstram que as fímbrias da EAEC são comparadas a “organelas 

multifuncionais”, que, além de atuarem na adesão de explantes intestinais humanos (SHEIKH et 

al., 2001), facilitam a formação de biofilme em superfícies abióticas  (DUDLEY et al., 2006b; 

BOLL et al., 2012), interagem com fibronectina associada à AAF/V (JØNSSON et al., 2017) e 

estimulam a liberação de interleucina-8 (IL-8) (STRAUMAN et al., 2010), e ainda, 

especificamente, AAF/II foi capaz de modular o ciclo celular e a indução de apoptoses  (PRIYA 

et al., 2017). 

Outro fator que corrobora para adesão bacteriana é o gene aap que codifica a proteína 

de dispersão, induzindo a uma mudança eletrostática na superfície da camada lipossacarídica 

bacteriana, o que facilita a movimentação do patógeno, promovida pelas projeções fímbrias, as 

quais se ligam aos componentes bacterianos como a matriz celular intestinal, citoqueratina-8 e a 

fibronectina (FARFAN et al.,2008; JØNSSON et al., 2017).  

Ademais, as fímbrias I, II e III contribuem para o fenótipo padrão AA, controlado 

pelo gene aggR, que é um importante ativador transcricional, responsável pela adesão da EAEC, 

que promove a expressão de fímbrias e dispersina, o que está relacionado às cepas de EAEC 

“típicas” (DUDLEY et al.,, 2006b; JENSEN et al., 2014).  

 

1.2.3.2 Formação de biofilme 

 

Após a excreção da camada de muco nos enterócitos, ocorre a formação de biofilme, 

que é um importante passo na patogênese da EAEC e um fator de virulência importante, que 

pode fornecer resistência ao microrganismo contra a atividade de agentes físicos e químicos 

(MARQUES, 2005; RICKARD et al., 2003), bem como contribuir para infecções subclínicas e 

manifestações persistentes da doença, ao permitir que as bactérias evadam o sistema imunológico 
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local, podendo inibir a quimiotaxia, a fagocitose e a proliferação de linfócitos, além de limitar a 

atuação dos macrófagos, prevenir o transporte de fatores antibacterianos e também a passagem de 

antibióticos (PEREIRA et al., 2007; TOKUDA et al., 2010; VASUDEVAN et al., 2003).  

Uma característica relevante da EAEC é sua capacidade de formar biofilme em 

superfícies bióticas e abióticas, fato resultante de sua genética multifatorial (DUDLEY et al., 

2006b; ESTRADA-GARCIA, NAVARRO-GARCIA, 2012). 

Sheikh et al. (2001) demonstraram que o produto de YafK, proteína relacionada à 

transpeptidase, é requerido na regulação e biossíntese de AAF/II e regulador da expressão AAF 

(Fis), os quais contribuem para formação de biofilme, sendo o último relacionado ao seu tempo-

dependente de crescimento bacteriano. Distintas das outras cepas de E. coli, o biofilme da EAEC 

indica não estar relacionado ao curli, ao flagelo nem ao antígeno 43.  

Fujiyama et al. (2008) mostraram que na cepa padrão 042 ocorre estimulação do 

codificador de proteína homóloga à Shigella flexneri (shf), aumentando os níveis transcricionais 

de aggR, o que é necessário para formação de biofilme. Outros estudos clínicos com amostras 

diarreicas demonstraram que o gene regulador transcricional (aggR), proteína antiagregativa 

(aap), transportador de proteína de anti-agregação(aatA), toxina termoestável A (astA) e 

enterotoxina ShET-1 (set1A), bem como a combinação proteína envolvida em colonização (pic), 

protease extracelular da Shigella (sepA) e subunidade da AAF/IV(agg4A) estão associados com a 

presença de biofilme (CENNIMO et al., 2009; NEZARIEH et al., 2015). 

 

1.2.3.3 Elaboração e liberação de toxinas 

 

Uma vez completa a formação do biofilme, pode ocorrer a liberação de citocinas e 

proteínas imunomoduladoras, o que pode alterar o epitélio intestinal, induzindo o processo 

inflamatório e até a morte celular (PRIYA et al., 2017; PRATA et al, 2018).  

Uma ampla variedade de substâncias liberadas pela EAEC nesta etapa encontra-se 

dentro da família das serinas proteases autotransportadoras (SPATEs), que apresentam, como 

sítio ativo, uma tríade catalítica (Ser/His/Asp), a qual induz a atividade proteolítica (RUIZ-

PEREZ, NATARO, 2014). As SPATEs incluem 25 proteases com substratos diferentes, 

distribuídos em diversos organismos, e são dividas em duas classes, com base na filogenética, 

podendo apresentar duas distintas sequências de aminoácidos no domínio passageiro ou no 
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domínio alfa, região que apresenta características funcionais da proteína (RUIZ-PEREZ, 

NATARO, 2014). Assim, a árvore filogenética das duas classes de SPATEs pode ser visualizada 

na Figura 3. 

 

Figura 3 – A árvore filogenética das duas classes de serina protease autotransportadora  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Ruiz-Perez e Nataro (2014). Legenda: E. coli uropatogênica – UPEC; E. coli enteroagregativa – 

EAEC; E. coli de adesão difusa – DAEC; E. coli enteropatogênica – EPEC; E. coli enterohemorragica – EHEC; E. 

coli patogênica aviária – APEC; E. coli enterotoxigênica – ETEC; E. coli produtora de shiga toxin – STEC; E. coli 

patogênica extra-intestinal – EXPEC; E. coli aderente-invasiva – AIEC; e E. coli enteropatogênica de coelho - 

REPEC. 
 

A classe I das SPATEs (TABELA 1) compreende os genes codificadores de 

proteínas que demostram citotoxicidade in vitro e atividade enterotoxigênica em tecidos animais 

com alvos intracelulares. Assim, incluem os seguintes genes: toxina autotransportadora 

secretada–Sat (GUYER et al., 2000), toxina codificada por plasmídeo – pet (ESLAVA et al., 
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1998), protease homóloga da Shigella IgA-like– sigA (AL-HASANI et al., 2000), codificador da 

enterotoxina EspC – espC (STEIN et al., 1996) e serina protease extracelular – espP 

(BRUNDER, SCHMIDT, KARCH, 1997). 

 

Tabela 1 – Caracterização das principais serina proteases autotransportadoras (SPATEs) 

da Classe I  

Fonte: Adaptado de Ruiz-Perez e Nataro (2014). Legenda: E. coli uropatogênica - UPEC; E. coli enteroagregativa - 

EAEC; E. coli de adesão difusa - DAEC; E. coli enteropatogênica – EPEC e E. coli enterohemorragica - EHEC  

 

Estudos mostram que a classe II das SPATEs (TABELA 2) é conhecida como 

imunomoduladora, apresentando a atividade proteolítica, como mucinase, e habilidade de aderir 

glicoproteínas, o que pode refletir na sua capacidade de aglutinar os glóbulos vermelhos, atuando 

também na clivagem de glicoproteínas leucocitárias, as quais são substituídas por carboidratos, 

apresentando estrutura similar às encontradas em mucinas de glicoproteínas humanas, de modo a 

induzir o comprometimento leucocitário. Por conseguinte, sugere-se o seu envolvimento na 

SPATEs da 

Classe I 

Manifestações 

Clínicas 
Função/Efeito 

Substrato 

Biológico 
Patógenos 

Sat – 

toxina 

autotransportadora 

secretada 

Cistite, 

Pielonefrite, 

Muco e sangue 

nas fezes e 

Diarreia aquosa 

 

Citotoxicidade, 

enterotoxina, danos nas 

proteínas de junções 

firmes da barreira 

intestinal, autofagia 

 

- Espectrina 

- Fator V 

- UPEC 

- Shigella 

- EAEC 

- DAEC 

Pet – toxina 

codificada por 

plasmídeo  

Diarreia aquosa 
Citotoxicidade, 

enterotoxina 

- Espectrina 

- FAK 

- Fator V 

 

EAEC 

 

SigA -– protease 

homóloga da 

Shigella IgA-like 

 

Muco e sangue 

nas fezes, 

Diarreia aquosa 

Citotoxicidade, 

enterotoxina 

- Espectrina 

 

- Shigella 

-EAEC 

 

EspC – 

  codificador da 

enterotoxina EspC 

 

Diarreia aquosa 
Citotoxicidade, 

enterotoxina 

- Espectrina 

- Fator V 

- Hemoglobina 

- EPEC 

EspP – serina 

protease 

extracelular  

 

Diarreia 

hemorrágica 

Citotóxica, aderência e 

biofilme 

        - Fator V 

     - C3/C3b/C5 

- EHEC 

- EPEC 
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evasão imunológica do hospedeiro, o que confere vantagens no seu processo de colonização 

(RUIZ-PEREZ, NATARO, 2014).  

 

 

Tabela 2 – Caracterização das principais serina proteases autotransportadoras (SPATEs) 

da Classe II  

Fonte: Adaptado de Ruiz-Perez e Nataro (2014). Legenda: Síndrome Hemolítico Urêmica – SHU; E. coli 

enteroagregativa – EAEC; E. coli patogênica aviária – APEC; E. coli enterotoxigênica – ETEC; e E. coli produtora 

de shiga toxina – STEC.  

 

 

SPATEs da 

Classe II 

Manifestações 

Clínicas 
Função/Efeito 

Substrato 

Biológico 
Patógenos 

Pic – proteína 

envolvida em 

colonização 

Cistite, 

Pielonefrite e 

Diarreia 

 

Mucinase, 

Imunomodulação, 

Colonização, 

Hemaglutinina lectina-

like, Atividade secretória 

de muco, resistente a 

soro 

 

- Mucina 

- Glicoproteínas ligado- 

O: CD43,CD44, 

CD45, CD93,CD162, 

CX3CL1 

- Shigella 

- EAEC 

Tsh –

hemaglutinina 

sensível à 

temperatura 

Injúria 

infecciosa, 

Septicemia 

Mucinase, 

Imunomodulação, 

Sequestro iônico, 

Hemaglutinina lectina-

like, Proteínas de ligação 

ECM 

 

- Mucina 

- Hemoglobina 

- Glicoproteínas ligado- 

O: CD43,CD45, 

CD93, CD93,CD162, 

CXCL1 

- E. coli 

causadora 

de Sepse 

- APEC 

Vat – toxina 

autotransportadora 

de vacuolizante 

Septicemia, 

Doença 

respiratória, 

celulites 

Agente de vacuolizante, 

Vat efeitos 

desconhecidos 

Desconhecido - APEC 

 

SepA – protease 

extracelular da 

Shigella 

 

Sangue e muco 

nas fezes, 

Diarreia aquosa 

Enterotoxina, SepA 

efeitos desconhecidos 
Desconhecido 

- Shigella 

- EAEC 

EatA – proteína 

autotransportadora 

de E. coli 

enterotoxigênica 

Diarreia aquosa 
Enterotoxina, EatA 

efeitos desconhecidos 
- Adesina EtpA - ETEC 

 

EspL – 

Escherichia coli 

secretora de 

protease 

Diarreia, SHU 
Mucinase, Bloqueio de 

Necroptose  
- Mucina - STEC 
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Na classe II, os principais alvos estão presentes no compartimento extracelular e 

incluem os genes: proteína envolvida na colonização – pic (HENDERSON et al., 1999); 

hemaglutinina sensível à temperatura – tsh (PROVENCE, CURTIS, 1994); toxina 

autotransportadora vacuolização – vat, (SALVADORI et al., 2001); protease extracelular da 

Shigella – sepA (SANDT, HILL, 2000); proteína autotransportadora de E. coli enterotoxigênica – 

eatA (PATEL et al., 2004); e Escherichia coli secretora de protease – espL (SCHMIDT et al., 

2001). 

Assim, estudos têm focado na elucidação dos mecanismos secretores das SPATEs, 

apesar da elevada variação da biogênese, que inclui mecanismos de clivagem e requerimento de 

chaperonas, além das diferentes funções desempenhadas, como proteases e adesinas, dos diversos 

mecanismos, por exemplo, citotóxicos e imunomoduladores.  

Nesse contexto, observam-se ainda discrepâncias experimentais in vitro e in vivo e 

diversidade de relações com estudos clínicos, como transferências genéticas plasmidiais, o que 

torna um desafio a determinação do papel das SPATEs na patogênese da EAEC.  

 

1.3.3.4 Outros fatores de virulência 

 

Um amplo número de genes de virulência pode estar presente em cepas isoladas de 

EAEC, promovendo mecanismos complexos de colonização do hospedeiro, que podem contribuir 

para a patogênese ou inibi-la. 

Toxina enteroagregativa termolábil (EAST-1) é codificada pelo astA, gene adjacente 

ao pet, que está presente também nas cepas de EPEC, ETEC e EHEC. Nesse esteio, apesar de ser 

uma toxina, EAST-1 não está inserida na classe das SPATEs. Yatsuyanagi et al. (1996) sugerem 

que a presença de EAST-1, confirmada por análises de southern blot, poderia estar vinculada ao 

surto de diarreia no Japão. Ademais, EAST-1 é frequentemente comparada à enterotoxina 

termoestável de E. coli (STa); pois ambas são consideradas indutoras de diarreia secretória. 

Contudo, em estudo realizado nas câmeras de ussing em isolados de íleo de coelho, EAST-1 não 

demostrou atividade enterotoxica (SAVARINO et al., 1993).  

Além disso, em pesquisa realizada com cepas de EAEC (17-2), detectadas com 

EAST-1, introduzidas em voluntários, não se observaram manifestações clínicas da diarreia 

(NATARO et al., 1995), uma vez que, provavelmente, a combinação de outros genes seja 

requerida para a indução da diarreia; logo o sequenciamento da cepa padrão EAEC 042 



39 
 

confirmou a presença do gene astA (CHAUDHURI et al. 2010), o que pode contribuir para sua 

capacidade de indução da diarreia em voluntários. 

Sheikh et al. (2006) identificaram que cepas mutantes de 042 para o gene regulador 

homólogo ao Salmonella HilA (eilA) causavam alterações direta e indiretas em diversos genes 

das ilhas de patogenicidade eip (ex., eipB, eipC, eipD, eicA and eaeX) e em dois genes não 

oriundos de eip (ETT2 -Escherichia coli sistema de secreção 2 tipo 3), bem como tornavam a 

bactéria menos aderente às células epiteliais in vitro, reduzindo a formação do biofilme, que se 

apresentou menos abundante e isogênico. O sistema ETT2 apresenta semelhança aos encontrado 

em E. coli enterohemorrágica e Salmonella. Neste sentido, é possível que similares efetores do 

sistema ETT2 estejam localizados no mesmo locus (selC tRNA) do gene air (proteína repetida da 

imunoglobulina enteroagregativa), o qual está envolvido na adesão e na agregação da EAEC 

(ELIAS, NAVARRO-GARCIA, 2016; SHEIKH et al. 2006). 

Estudos relacionados à Shigella flexneri mostram o aumento da expressão de ShiA, 

proteína imunomoduladora (codificada pelo gene shiA), pode reduzir o recrutamento de 

neutrófilos e a deleção do gene, o que causa a indução do processo inflamatório (INGERSOLL et 

al., 2003; INGERSOLL, ZYCHLINSKY, 2006). 

Além disso, após o recente sequenciamento da cepa EAEC 042 (, novos genes foram 

descobertos, dentre os quais, o aar, anteriormente conhecido como orf61, que se apresenta como 

um possível plasmídeo codificador da proteína hemolisina (CHAUDHURI et al., 2010). Contudo, 

em estudo tranversal de diarreia infantil realizado por Lima et al. (2013), observou-se que o gene 

aar foi associado às crianças assintomáticas. 

 

1.3.3.5 Inflamação 

 

Estudos clínicos mostram que a EAEC é capaz de causar resposta inflamatória, 

induzindo a liberação de interleucina (IL)-8, IL-1β, interferon (INF)-γ, leucócitos, sangue oculto 

e lactoferrina, identificados em amostras fecais (STEINER et al., 1998; GREENBERG et al., 

2002; JIANG et al., 2002; CENNIMO et al., 2009; JIANG et al., 2002). Ademais, Gupta et al. 

(2016) testaram cepas de EAEC isoladas de crianças indianas com manifestações de diarreia, in 

vitro, mostrando a heterogeneidade de marcadores de virulência, estimulando a resposta 
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inflamatória, com aumento da expressão de IL-8, IL-1β, IL-6, fator de necrose tumoral (TNF)-α e 

TLR-5. 

 Em relação ao mecanismo da EAEC, pesquisas sugerem que a flagelina (FliC) 

estimula a liberação de IL-8 em células epiteliais após se ligar ao receptor de Toll-like 5 (TLR5). 

Logo, TLR5 sinaliza para ativação de proteína quinase, ativada por mitógeno (MAPK) (ERK-1/2, 

JNK e p38MAPK), o que estimula a ligação de NF-kB e AP-1, resultando na liberação de 

citocinas pró-inflamatórias e IL-8, que é um potente indutor de migração de polimorfonucleares 

(PMN) (KHAN, KANG, STEINER, 2004; KHAN et al., 2010). 

Boll e McCormick (2012) sugerem que, para a indução de PMN na infecção por 

EAEC, é necessária uma segunda secreção (lipídica) na zona apical do epitélio. Desse modo, 

inicia-se pela polarização das células epiteliais, ativando a fosfolipase A2 (iPLA2) - independente 

de cálcio, que modula a liberação do ácido araquidônico a partir da membrana celular. Mediante 

a ação da 12-lipoxigenase e do ácido araquidônico, é gerado o metabólito da hepoxilina A3 

(HXA3), um potente quimioatraente.  

Ademais, a infecção por EAEC também causa aumento da expressão do transportador 

de cassete de ligação a ATP (ABC) associado à proteína2 de resistência (MRP2), a qual apresenta 

função de liberação de HXA3, na zona apical da membrana, cuja sua secreção forma um gradiente 

quimiotáxico entre as proteínas de junção firme. Logo, os PMN transitam por meio da via 

paracelular em direção ao lúmen. No mesmo grupo de pesquisa, Boll et al. (2017) demostraram 

que a interação de AAF com MUC-1 (mucina), além de facilitar a adesão, induziu a migração 

neutrofílica pela mucosa epitelial, após a infecção por EAEC. 

De forma interessante, observam-se, em crianças sem manifestações clínicas e com 

indução de leve a moderada, inflamação durante a colonização pela EAEC (ROGAWISKI et al., 

2017, STEINER et al., 1998, HAVT et al., 2017), o que pode estar associado a consequências da 

infecção a longo prazo, como redução da velocidade de crescimento infantil. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Ao longo dos últimos anos, a taxa de mortalidade infantil decorrente de doenças 

diarreicas sofreu um declínio de 57%, em termos globais. Entretanto, as doenças diarreicas 

continuam em segundo lugar, como causa de mortalidade em crianças abaixo de cinco anos de 

idade (UNICEF, 2016; OMS, 2017a).  

As informações do Ministério da Saúde brasileiro mostram a notificação de mais de 

1,5 milhão de casos de diarreia registrados pelas unidades sentinelas, entre os anos de 2011 e 

2015. A região do Nordeste brasileiro é a mais afetada, sendo responsável pela metade de óbitos 

das doenças diarreicas do país, o que reflete as precárias condições higiênico-sanitárias e o baixo 

perfil socioeconômico da população local (BRASIL, 2015a). 

Em geral, o maior percentual de casos de diarreia no Nordeste brasileiro foi reportado 

em crianças menores de cinco anos de idade, as quais, em casos persistentes de diarreia, podem 

apresentar severo desequilíbrio hidroeletrolítico e desidratação. Em conjunto com a desnutrição, 

esses distúrbios são associados ao aumento das taxas de óbito infantil (BRASIL, 2015b,c). 

Estudos multicêntricos internacionais relatam a alta prevalência de infecções por 

EAEC na população infantil em casos diarreicos ou assintomáticos. Nesse contexto, as 

colonizações subclínicas têm sido reconhecidas como um importante fenômeno que compõe a 

DEA (PLATTS-MILLS et al., 2015; KEUSCH et al., 2014).  

No Brasil, a EAEC foi reconhecida como um importante agente etiológico presente 

em crianças com quadro clínico diarreico e nos casos de colonização subclínica, o que pode 

resultar em redução de crescimento linear infantil, déficit cognitivo e inflamação crônica 

(BUERIS et al., 2007; FRANZOLI et al., 2005; LIMA, GUERRANT, 1992; LIMA et al., 2000; 

MORENO et al., 2010; STEINER et al.,1998). Entretanto, ainda existem poucos estudos que 

investigaram a epidemiologia molecular de patógenos específicos das infecções entéricas na 

região do Semiárido brasileiro. 

Diante do exposto, considerando o importante papel da colonização pela EAEC na 

população infantil brasileira, tornou-se fundamental investigar a patobiologia dessa bactéria, 

relacionado os fatores de virulência com as infecções com manifestações diarreicas e 

subclínicasq. Além disso, a busca de biomarcadores para os diferentes desfechos clínicos da 

infecção por EAEC mostra-se de extrema importância para o melhor manejo da doença. 



42 
 

3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Investigar a frequência da infecção pela Escherichia coli enteroagregativa, fatores 

determinantes do perfil de genes codificadores de virulência, inflamação e gravidade da doença 

em crianças, participantes do estudo transversal de diarreia, residentes no Semiárido brasileiro 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

1. Investigar a frequência da infecção pela EAEC em crianças com e sem diarreia residentes 

no Semiárido brasileiro; 

 

2. Caracterizar a distribuição dos determinantes populacionais, socioeconômicos, sanitários 

antropométricos e clínicos na infecção por EAEC em crianças com e sem diarreia 

residentes no Semiárido brasileiro; 

 

3. Desenvolver iniciadores para a identificação de novos genes relacionados à virulência da 

EAEC, mediante reações múltiplas em cadeia da polimerase; 

 

4. Analisar a distribuição dos genes codificadores de fatores de virulência relacionados à 

gravidade da infecção pela EAEC diagnosticada em amostras fecais de crianças com e 

sem diarreia no Semiárido brasileiro; 

 

5. Avaliar a distribuição das coinfecções relacionadas à infecção pela EAEC diagnosticada 

em amostras fecais de crianças com e sem diarreia no Semiárido brasileiro. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Considerações éticas 

 

O presente estudo é derivado do projeto intitulado “Intervenção com micronutrientes 

e impactos ao longo prazo no Brasil –Subprojeto 2A - Rede de Ovino Caprino Cultura e Diarreia 

Infantil no Semiárido Brasileiro - RECODISA - (CONEP, protocolo n°.238 05 –ANEXO A, 

protocolo n°.238 05) e recebeu parecer favorável do Comitê de Ética em Pesquisa da UFC 

(COMEPE/UFC, ofício n°.338 2009 – ANEXO B). O Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE) (ANEXO C) foi revisado e aprovado pelo COMEPE (ofício n°. 338 2009, 

protocolo n°. 238 05) em 06 de Abril de 2009.  

 

4.2 Delineamento do estudo 

 

RECODISA é um estudo epidemiológico, observacional, analítico, transversal, 

envolvendo a participação de 1.200 crianças, com faixa etária de 2 a 36 meses de idade, das quais 

596 foram consideradas casos (crianças com diarreia) e 604, controles (crianças assintomáticas), 

no período entre setembro de 2009 a março de 2011 (Lima et al. Manuscrito em submissão). Os 

seguintes critérios de inclusão e exclusão dos participantes foram utilizados no estudo: 

 

1. Critérios de inclusão:  

1.1.Casos: crianças que apresentaram 3 ou mais evacuações líquidas, ou semissólidas nas 

últimas 24 horas; consentimento escrito emitido por pelo menos um dos pais; 

1.2.Controles: crianças que não apresentaram diarreia nas últimas duas semanas imediatas ao 

recrutamento do estudo; consentimento escrito emitido por pelo menos um dos pais; 

 

2. Critérios de exclusão de casos e controles: crianças que previamente participaram 

de outros estudos, ou cujos pais não entregaram o termo de consentimento assinado, ou que 

fizeram uso de antibióticos nos últimos 30 dias ou apresentaram doenças moderadas a graves (por 

exemplo, pneumonia, doença de Crohn etc), ou que estiveram internadas em unidades básicas de 

saúde por mais de 12 horas. 
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Após a etapa de inclusão das crianças com a assinatura do TCLE (ANEXO C), o 

questionário epidemiológico foi aplicado. Os dados solicitados sobre as crianças foram: idade, 

sexo, altura, peso, circunferência da cabeça e aleitamento materno; da mãe, idade atual e anos de 

escolaridade; levantamento de sinais e sintomas da doenças diarreicas; além das variáveis 

socioeconômicas e demográficas, como renda familiar, origem da água de beber, presença de 

sanitário nas residências, e outros dados conforme descrito no questionário anexo (ANEXO D). 

Para a execução dos procedimentos delineados nos protocolos do estudo, equipes de 

campos multidisciplinares de cada cidade foram treinadas por nossa equipe laboratorial na 

Faculdade de Medicina, da Universidade Federal do Ceará (LDI/IBISAB-UFC), as quais 

realizaram a aplicação do questionário, instrução de coleta das amostras aos responsáveis pelas 

crianças, o recebimento e acondicionamento do material coletado. 

 

4.3 Local do estudo e população do Semiárido brasileiro 

 

 Os participantes foram atendidos em unidades básicas de saúde ou durante a atuação 

de vigilância dos agentes de saúde em comunidades carentes de seis cidades da região do 

Semiárido: Crato, localizada no estado do Ceará; Picos, no Piauí; Ouricuri, em Pernambuco; e 

Cajazeiras, Sousa e Patos, na Paraíba, os quais são municípios representantes do Semiárido 

brasileiro, com populações com mais de 50.000 habitantes (FIGURA 4). 

Recentemente, a Superintendência do Desenvolvimento do Nordeste (2017) relatou 

que o Semiárido brasileiro passou a ter 1.189 cidades, localizadas nos estados de Alagoas, Bahia, 

Ceará, Minas Gerais, Paraíba, Pernambuco, Piauí, Rio Grande do Norte e Sergipe. Essa região 

concentra uma população superior a 25 milhões de habitantes (11,4% da população brasileira) 

que residem em 54 municípios, dos quais 31 deles estão entre os 20% do país com pior Índice de 

Desenvolvimento Humano Municipal (IDHM). Diante do exposto, os mais afetados pela pobreza 

são crianças e adolescentes que compõem, aproximadamente, 67,4% da população do Semiárido 

brasileiro (UNICEF, 2011), onde as famílias são influenciadas drasticamente pelas alterações 

ambientais. 

O Semiárido brasileiro apresenta uma vasta área de 1,03 milhão km², que equivale a 

12% do espaço brasileiro e constitui aproximadamente 89,5% da região no Nordeste. Essa região 

apresenta como características, em grande parte dos seus municípios, altos índices de aridez de 
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Thorntwaite (até 0,5), índices pluviométricos anuais abaixo de 800mm durante o ano, risco de 

seca superior a 60% e a Caatinga como bioma predominante (ALVARES et al., 2014). 

 

Figura 4 – A delimitação da região do Semiárido brasileiro e as cidades envolvidas no 

estudo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado da Agência Nacional de Águas (ANA) / Ministério da Integração (MI). Legenda: A rede do estudo 

foi formada por seis cidades no Semiárido selecionadas aleatoriamente, com base em municípios com frequência de 

mais de 50.000 habitantes, pertencentes aos estados que são constituídos por área acima de 50% pertencente ao 

Semiárido, estando as cidades representadas por pontos amarelos. 

 

 

4.4 Coleta de amostras e processamento das amostras fecais 

 

Após as instruções dos agentes de saúde, as amostras foram coletadas em tubos 

estéreis pelos pais ou responsáveis, seguido pelo acondicionamento em freezer a -20
o
C, para 

posterior transporte e envio ao Laboratório de Doenças Infecciosas localizado na unidade de 

Pesquisas Clínicas & Instituto de Biomedicina/Centro de Saúde Global, na Faculdade de 

Medicina, da Universidade Federal do Ceará (LDI/IBISAB-UFC). No momento da entrada das 

amostras no laboratório, foram alíquotadas, etiquetadas com códigos de barras (com identificação 

numeral), inseridas no sistema de gerenciamentos de dados e acondicionadas em freezer com a 

temperatura em -80
o
C até a extração do material genômico.   

N 

L 

S 

O 
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As amostras fecais eram alíquotadas em aproximadamente 200mg (com a pesagem 

em balança analítica), com a adição de 300mg de microesferas de vidro em um tubo de 2mL, o 

que facilitou a lise celular, após a diluição em tampão de lise celular ASL do QIAamp DNA Stool 

Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA), utilizado para extração do DNA, conforme as instruções do 

fabricante, seguido de armazenado em freezer a -20
o
C.  

Em relação à extração do RNA viral, a amostra fecal era transferida para um tubo de 

2mL, homogeneizada, centrifugada a 10.000 rpm por 1 min a 4°C. Após o descarte do 

sobrenadante com a finalidade da retirada de RNAlater Stabilization Reagent, agente 

estabilizador do RNA (Qiagen, Valencia, CA), prosseguiu-se com a diluição do pellet com 1ml 

de solução salina estéril, logo a amostra foi centrifugada novamente e um alíquota de 140μl foi 

retirada para a extração do RNA viral com a utilização do Qiamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, 

Valencia, CA), de acordo com o manual de instruções da fabricante, o material genético extraído 

foi em seguida armazenamento em freezer a -80
o
C. 

No intuito da analisar a quantificação e qualidade do DNA e RNA, obtidos pela 

extração das amostras fecais, o material genômico foi submetido ao espectrofotômetro Nano 

Drop 2000c (Thermo Scientific, Waltham, MA). 

O rendimento de ácido nucléico foi avaliado pelo comprimento de onda 260nm. Para 

as análises de pureza desse material genômico extraído foi utilizado a estimativa de razão de 

260/280nm, na qual os valores para a extração do DNA e RNA foram respectivamente, 1,8 e 2,0, 

que indicam a pureza do material genômico com ausência de contaminantes (THERMO-

SCIENTIFIC, 2012).  

 

4.5 Diagnóstico molecular pela tecnologia Luminex XMAP 

 

Com a colaboração do professor Eric Houpt do Centro de Saúde Global, Divisão de 

Doenças Infecciosas e Medicina Internacional, da Faculdade de Medicina na Universidade da 

Virgínia, foi possível realizar o diagnóstico molecular, pela técnica do Luminex XMAP 

(FIGURA 5).  

Essa tecnologia proporciona a detecção de múltiplos fragmentos de DNA, pela sua 

amplificação, empregando o ensaio de reações múltiplas em cadeia de polimerase (PCR-

multiplex), o qual é hibridizado com microesferas eletromagnéticas, acopladas a sondas 
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específicas, para identificação de uma variedade de microrganismos. A vantagem dessa 

tecnologia é a alta sensibilidade e especificidade, além da rapidez de aplicação no diagnóstico. 

Nesse projeto foi utilizado o equipamento Bio-Plex
®

200 (Bio-rad Laboratories, Inc., Hercules, 

CA) no diagnóstico da EAEC e dos outros enteropatógenos. 

 

Figura 5 – Modelo de diagnóstico na plataforma LuminexBio-Plex
®
 200. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Camara (2014). Legenda: Esta tecnologia é baseada em três sistemas: microesferas que 

fornecem uma marcação espectral associada à hibridização com reação múltiplas em cadeia da polimerase acopladas 

a sondas específicas para cada alvo (A), citometria de fluxo, a qual, por meio de dois lasers, detecta a intensidades de 

fluorescência: um laservermelho, que identificacada microesfera (ou o agente patogênico) pelo seu código de cores e 

um laser verde detecta o sinal de hibridação associada a cada grânulo, o que indica a intensidade da média de 

fluorescência de um agente patogênico particular (B) e um processador digital associado a software para análise de 

dados (C). 

 

4.5.1 Diagnóstico molecular da Escherichia coli enteroagregativa e de outros 

enteropatógenos 

 

As análises moleculares diagnosticaram quatro painéis de enteropatógenos: 

1. Escherichia coli patogênicas: a Escherichia coli enteroagregativa (EAEC), Escherichia 

coli enteroapatogênica (EPEC), Escherichia coli enterotoxigênica (ETEC) e Escherichia 

coli produtora de shiga-toxina (STEC) (TABELA 3); 

2. Outras bactérias: Shigella spp./EIEC, Salmonella spp, Campylobacter spp, Aeromonas 

spp e Vibrio spp. (TABELA 4); 

3. Protozoários: Giardia spp, Cryptosporidium spp e Entamoeba histolystica (TABELA 4); 

Estreptavidina-PE 

Biotina 

DNA 

Sonda 

Microesfera 

A 

B 

C 
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4. Vírus: rotavírus, norovírus, astrovírus e sapovírus (TABELA 5). 

 

Tabela 3 – Patógenos, genes alvos, iniciadores, sondas e condições de PCR para 

identificação das Escherichia coli diarreiogênicas 

 

Patógenos 

 

Gene alvo 

(No. de acesso) 
Sequência (5’ – 3’) 

Temperatura 

de anelamento 

EAEC
1
 

aaiC-codificador da 

ilha de ativação do 

regulador  

transcricional 

(FN5547661) 

 

F
5
 ATTGTCCTCAGGCATTTCAC 30s a 94

o 
C 

R
6
 ACGACACCCCTGATAAACAA 30s a 60

o 
C 

P
7
 GTAGTGCATACTCATCATTTAAG 60s a 72

o 
C 

EAEC 

aatA- transportador de 

proteína anti-

agregação 

(AY351860) 

F CTGGCGAAAGACTGTATCAT 30 s a 94
o 
C 

R TTTTGCTTCATAAGCCGATAGA 30 s a 60
o 
C 

P TGGTTCACAGCTCATCTATTACAG 60s a 72
o 
C 

EHEC
2
 

stx1- Shiga toxina 1 

(AE0051742) 

F ACTTCTCGACTGCAAAGACGTATG 30 s a 94
o 
C 

R ACAAATTATCCCCTGAGCCACTATC 30 s a 60
o 
C 

P CTCTGCAATAGGTACTCCA 60s a 72
o 
C 

EHEC 
stx2- Shiga toxina 2 

(AE0051742) 

F GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 30 s a 94
o 
C 

R TCGCCAGTTATCTGACATTCTG 30 s a 60
o 
C 

P GGGGAGAATATCCTTTAATA 60s a 72
o 
C 

EHEC 

/EPEC
3
 

eaeA- Intimina 

proteína aderência 

(NC0116011) 

 

F GTAAAGTCCGTTACCCCAACCTG 30 s a 94
o 
C 

R CAAAGCGCACAAGAYTACCA 30 s a 60
o 
C 

P GCACATAAGCAGGCAAAATAGC 60s a 72
o 
C 

EPEC 

bfpA- gene estrutural 

pilus (pilina tipo 4) 

(NC0116011) 

 

F GGAAGTCAAATTCATGGGGG 30 s a 94
o 
C 

R GGAATCAGACGCAGACTGGT 30 s a 60
o 
C 

P GCTGCAACCGTTACCGCAGG 60s a 72
o 
C 

ETEC
4
 

eltB – subunidade 

enterotoxin B 

 (NC0176331) 

 

F TTCCCACCGGATCACCAA 30 s a 94
o 
C 

R CAACCTTGTGGTGCATGATGA 30 s a 60
o 
C 

P CTTGGAGAGAAGAACCCT 60s a 72
o 
C 

ETEC 

estA – enterotoxina 

estável ao calor 

(NC0176331) 

F GCTAAACCAGTARGGTCTTCAAAA 30 s a 94
o 
C 

R CCCGGTACARGCAGGATTACAACA 30 s a 60
o 
C 

P TGGTCCTGAAAGCATGAA 60s a 72
o 
C 

Fonte: Taniuchi et al. (2013). Legenda: 1 - E. coli enteroagregativa (EAEC), 2 - E. coli enterohemorragica 

(EHEC), 3 - E. coli enteropatogênica (EPEC),4 - E. coli enterotoxigênica (ETEC), 5 – iniciador senso (F), 

6 – iniciador reverso (R) e 7 – sonda (P). 
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Tabela 4 – Patógenos, genes alvos, iniciadores, sondas e condições de PCR para 

identificação de outras bactérias.  

 

Patógenos 

 

Gene alvo 

(No. de acesso) 
Sequência (5’ – 3’) 

Temperatura 

de 

anelamento 

Outras bactérias    

Shigella spp./ 

EIEC 

ipaH- antígeno 

plasmidial de 

invasão(M32063) 

F
1
 CGGAATCCGGAGGTATTGC 30 s a 95

o 
C 

R
2
 CCTTTTCCGCGTTCCTTGA 30 s a 60

o 
C 

P
3
 CGCCTTTCCGATACCGTCTCTGCA 60s a 72

o 
C 

Aeromonas spp. 

aerA- aerolisina 

codificada por 

plasmídeo (M16495) 

F TYCGYTACCAGTGGGACAAG 30 s a 95
o 
C 

R CCRGCAAACTGGCTCTCG 30 s a 60
o 
C 

P CAGTTCCAGTCCCACCACTT 60s a 72
o 
C 

Campylobacter 

jejuni e coli 

cadF-Campylobacter 

adesão a 

fibronectina(AF104303) 

F 
CTGCTAAACCATAGAAATAAAATT

TCTCAC 
30 s a 95

o 
C 

R 
CTTTGAAGGTAATTTAGATATGGA

TAATCG 
30 s a 60

o 
C 

P CATTTTGACGATTTTTGGCTTGA 60s a 72
o 
C 

Salmonella spp. 

invA – Salmonella gene 

de invasão(M90846) 

 

F TCGGGCAATTCGTTATTGG 30 s a 95
o 
C 

R GATAAACTGGACCACGGTGACA 30 s a 60
o 
C 

P GAAGACAACAAAACCCACCGCC 60s a 72
o 
C 

Vibrio cholera 

toxR- ativador 

transcricional da 

Cólera(M21249) 

F GTTTGGCGWGAGCAAGGTTT 30 s a 95
o 
C 

R TCTCTTCTTCAACCGTTTCCA 30 s a 60
o 
C 

P CGCAGAGTMGAAATGGCTTGG 60s a 72
o 
C 

Protozoários    

Cryptosporidium 

spp. 

COWP-

Cryptosporidium 

proteína 1 (AF279916) 

 

F 

 

CAAATTGATACCGTTTGTCCTTCT

G 

 

30 s a 95
o 
C 

R GGCATGTCGATTCTAATTCAGCT 30 s a 55
o 
C 

P 
TGCCATACATTGTTGTCCTGACAA

ATTGAAT 
30s a 72

o 
C 

Entamoeba 

histolytica 

18S rRNA-18S 

ribossomo 

RNA(X641142) 

F 
AACAGTAATAGTTTCTTTGGTTAG

TAAAA 
30 s a 95

o 
C 

R CTTAGAATGTCATTTCTCAATTCAT 30 s a 55
o 
C 

P 
ATTAGTACAAAATGGCCAATTCAT

TCA 
30s a 72

o 
C 

Giardia lamblia 

18S rRNA-18S 

ribossomo 

RNA(M54878) 

F GACGGCTCAGGACAACGGTT 30 s a 95
o 
C 

R TTGCCAGCGGTGTCCG 30 s a 55
o 
C 

P CCCGCGGCGGTCCCTGCTAG 30s a 72
o 
C 

Fonte: Liu et al., (2012) e Taniuchi et al., (2011). Legenda: 1– iniciador senso (F), 2 – iniciador reverso 

(R) e 3 – sonda (P). 
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Tabela 5 – Patógenos, genes alvos, iniciadores, sondas e condições de PCR para 

identificação de vírus 

 

Patógenos 

 
Gene alvo 

(No. de acesso) 
Sequência (5’ – 3’) 

Temperatura 

de 

anelamento 

Adenovírus 

Hexon- proteína do 

capsídeo 

(L19443 e M21163) 

F
1
 GCCACRGTGGGRTTTCTCAACTT 30 s a 94

o 
C 

R
2
 GCCGCAATGGTCTTACATGCACATC 30 s a 60

o 
C 

P
3
 TGCACCAGGCCCGGGCTCAG 60s a 72

o 
C 

Astrovírus 
Capsídeo 

(AY720892) 

F CAGTTGCTTGCTGCGTTCA 30 s a 94
o 
C 

R CTTGCTAGCCATCACACTTCT 30 s a 60
o 
C 

P CACAGAAGAGCAACTCCATCGC 60s a 72
o 
C 

Norovírus 

GII 

ORF1–ORF2 – Open 

reading frame 1 e 2 

(AF145896) 

F CARGARBCNATGTTYAGR 30 s a 94
o 
C 

R TGGATGAGTCGACGCCATCTTCATTCACA 30 s a 60
o 
C 

P TGGGAGGGCGATCGCAATCT 60s a 72
o 
C 

Rotavírus 
NSP3- proteína 3 

(X81436) 

F ACCATCTWCACRTRACCCTCTATGAG 30 s a 94
o 
C 

R GGTCACATAACGCCCCTATAGC 30 s a 60
o 
C 

P AGTTAAAAGCTAACACTGTCAAA 60s a 72
o 
C 

Sapovírus 

 

 

RdRp-capsídeo 

(AY237420, U73124 

e 

AY646856) 

 

F1 GAYCAGGCTCTCGCYACCTAC  

F2 TTGGCCCTCGCCACCTAC 30 s a 94
o 
C 

R1 TTTGAACAAGCTGTGGCATGCTAC 30 s a 60
o 
C 

R2 CCCTCCATYTCAAACACTA 60s a 72
o 
C 

P1 CYTGGTTCATAGGTGGTRCAG  

P2 CAGCTGGTACATTGGTGGCAC  

Fonte: Liu et al. (2011). Legenda: 1 – iniciador senso (F), 2 – iniciador reverso (R) e 3 – sonda (P). 

 

4.5.2 Análise dos resultados para o diagnóstico da Escherichia coli 

enteroagregativa e de outros enteropatógenos pela plataforma Luminex 

 

Os dados da plataforma Luminex foram analisados com base na média de intensidade 

de fluorescência (cMFI) corrigida pelo background da fluorescência das microesferas, o qual é 

referente ao controle negativo (MFI controle negativo). A fórmula seguinte mostra como foi calculada 

a média de fluorescência: cMFI= ([MFI alvo-MFI controle negativo] /MFI controle negativo). Nos controles 

positivos, foram utilizados DNA ou RNA de organismos de referência ou amostras previamente 

diagnosticadas (TANIUCHI et al., 2013). Os controles negativos eram água livre de nuclease. Os 

dois controles, positivo e negativo, foram incluídos em todos os experimentos. Para que o ensaio 

fosse válido, os controles positivos e negativos tiveram que produzir, respectivamente, altos e 

baixos sinais, respectivamente, sendo o limite de cMFI para indicação de positividade 

estabelecido em ≥3 (TANIUCHI et al., 2013). No projeto RECODISA foram identificadas 650 
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crianças diagnosticadas com EAEC, contudo após análises de triagem para prosseguir com a 

pesquisa foram utilizadas as 232 crianças que apresentavam ambos os genes de diagnóstico 

(LIMA et al. Manuscrito em submissão). 

 

4.6 Avaliação dos dados clínicos da população infantil  

 

Informações sobre as manifestações clínicas da doença diarreica foram coletadas 

durante a aplicação do questionário, o que inclui os seguintes sintomas e sinais: 

 Febre confirmada pela medição de temperatura ≥37,8 °C; 

 Sintomas respiratórios que incluíam dor de garganta, secreção nasal, espirros ou tosse; 

 A desidratação foi caracterizada como irritabilidade, aumento da sede, olhos encovados, 

redução da elasticidade e turgor da pele, letargia, apatia, diminuição da diurese e 

dificuldade da interação da mãe com a criança; 

 Vômito e dor abdominal; 

 Tempo de duração da diarreia e número de evacuações. 

Ainda no contexto científico, as variáveis clínicas foram convertidas em escores que 

refletem a gravidade do desfecho da doença de acordo com Lee et al. (2016) (TABELA 6). 

 

Tabela 6 – Sistema de escores para avaliação da gravidade da doença 

Pontuação 

Manifestações clínicas da diarreia 

Número de 

dias de 

diarreia 

Número de 

evacuações em 

24 horas 

Grau de 

desidratação 
Febre 

1 2-4 < 5 - 
Reportado pela 

mãe 

2 5-7 5-7 Moderada - 

3 ≥8 >7 Severa 
Temperatura 

confirmada>37,8
o
C 

Fonte: Adaptado de Lee et al. (2016). 

 

4.7 Avaliação do estado nutricional infantil 

 

A avaliação da antropometria é um importante parâmetro de diagnóstico nutricional 

individual ou coletivo da população infantil (OMS, 2017b). A classificação do estado nutricional 
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foi indicada pelos índices peso-por-idade (weight for age – WAZ), peso-por-estatura (weight for 

height – WHZ), estatura-por-idade (height for age– HAZ), e índice de massa corporal (IMC)-por-

idade (Body mass index -for-age – BAZ) calculados pelo software Anthro (OMS, 2011), a partir 

da conversão dos valores de idade, peso e altura, expressos em escores-z para avaliar o padrão de 

crescimento infantil (TABELA 7). 

 

Tabela 7 – Classificação do estado nutricional de crianças menores de cinco anos de idade 

para os determinados índices antropométricos 

Valores críticos de 

escores-z 

Indíces antropométricos 

WAZ
1
 WHZ

2
 HAZ

3
 BAZ

4
 

 

< -3 

 

Muito baixo peso 

para a idade 

 

 

Desnutrição 

acentuada 

(Severely wasted
5
) 

 

Muito baixa 

estatura para a 

idade 

(Severely stunted
6
) 

 

Desnutrição 

acentuada 

(Severely wasted) 

 

≥ -3 e < -2 

 

Baixo peso para a 

idade 

 

 

Desnutrição 

(Wasted) 

 

Baixa estatura para 

a idade 

(Stunted) 

 

Desnutrição 

(Wasted) 

≥ -2 e < -1  

Peso adequado  

para a idade 

 

 

Eutrofia 

 

 

 

Estatura adequada 

para a idade 

 

Eutrofia  

≥ -1 e ≤ +1 

 

> +1 e ≤ +2 

 

 

Risco de sobrepeso 

 

Risco de sobrepeso 

> +2 e ≤ +3 Peso elevado para 

idade 

Sobrepeso Sobrepeso 

 

>+3 

 

Obesidade 

 

Obesidade 
Fonte: Adaptado de BRASIL (2011) e OMS (2017b). Legenda: os índices de escores-z estudados foram peso-por-

idade (weight for age – WAZ
1
), peso-por-altura (weight for height – WHZ

2
), estatura-por-idade (height for age – 

HAZ
3
), e índice de massa corporal (IMC)-por-idade (Body mass index -for-age – BAZ

4
) calculados pelo software 

Anthro 2007 a partir da conversão dos dados de idade, peso, altura e índice de massa corporal. De acordo com a 

OMS (2017) – Wasting
5
 é a deficiência no crescimento infantil como resultado da rápida recente perda de peso ou da 

falha em ganhar peso (desnutrição aguda), pode ser medido pelos índices de peso-por-altura e de massa corporal 

(IMC)-por-idade escores-z (WHZ e BAZ). Stunting
6
 é a falha no desenvolvimento do crescimento infantil que ocorre 

em um lento processo acumulativo, resultante de nutrição inadequada e / ou infecções repetidas (desnutrição crônica) 

o que pode ser irreversível, é mensurado pelo índice de altura por idade escore-z (HAZ). 

 

O software Anthro é disponível gratuitamente no site Organização Mundial de Saúde 

(2011), possibilitando o cálculo do escore-z que representa a diferença do valor aferido individual 

em relação ao valor de referência da população específica, normalizada pelo desvio-padrão da 

população de referência como visto na Figura 6. 
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Figura 6 – Fórmula do cálculo do escore-z para avaliar o estado nutricional da população 

infantil 
 

 

 

Fonte: BRASIL (2011) e OMS (2011). 

 

4.8 Dosagem de mieoloperoxidase fecal 

 

A mieloperoxidase é um importante biomarcador, o qual indica de forma indireta os 

níveis neutrofílicos fecais. Essa técnica está sendo utilizada em diversos estudos clínicos e em 

animais com a finalidade de avaliação do processo inflamatório (BARTELT et al., 2017, BOLL 

et al., 2017, HAVT et al., 2017; PRATA et al., 2016). Do total das 650 crianças identificadas 

com EAEC, foram testadas 231 amostras: 172 casos e 177 controles.  

Resumidamente, as amostras fecais foram descongeladas, em temperatura ambiental, 

e diluídas na proporção de 1:7, em tampão inibidor de protease (RIPA). Em seguida, foram 

homogeneizadas e centrifugadas, sendo o sobrenadante utilizado para dosar mieloperoxidase 

fecal. Para ensaio, foi utilizado o teste imunoenzimático do kit comercial R&D systems, Inc. 

(Minneapolis, MN), de acordo com o manual do fabricante. As leituras das medidas de absorção 

foi realizada pelo Epoch plate reader, Bio-tek Instruments, Inc. (Winooski, VT).  

 

4.9 Pesquisa de genes codificadores de fatores de virulência  

 

O presente estudo realizou a pesquisa de 27 genes relacionados à codificação de 

fatores de virulência (GRVs) na subpopulação de amostras identificadas com os dois alvos de 

diagnóstico da EAEC (codificador da ilha de ativação do regulador transcricional- aaiC e 

transportador de proteína anti-agregação -aatA), com o intuito de avaliar a influência do GRVs 

com o fenótipo da doença. 

A sequência dos iniciadores (primers), tamanho de produtos, temperatura de 

anelamento (°C) e concentração dos primers (pmol/μL) dos seguintes genes relacionados à 

codificação de fatores de virulência, tais como: adesão (aggA, aafA, aafC, agg3A, agg3/4C, 

agg4A, agg5A, aap e air), citotoxinas (sat, pet, sigA, espC e espP), enterotoxinas (astA), 
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imunomoduladores (pic, tsh, vat, sepA, eatA, espL eshiA) e reguladores (aggR, aar, eilA e orf3), 

transferase (capU) estão dispostos nas Tabelas 8, 9 e 10.  

Os painéis de PCR-multiplex, 1 a 5 foram descritos em prévio estudo de Boinsen et 

al. (2012).  Além disso, o painel de PCR-multiplex 6 e o uniplex (espP) foram desenvolvidos por 

nosso grupo, no qual os iniciadores de DNA aqui utilizados foram desenhados com base nas 

sequências de DNA dos genes investigados descritos, obtidas no sítio eletrônico do National 

Center for Biotechnology Information (NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), utilizando a 

ferramenta OligoPerfect
TM

 Designer (Thermo Fischer Scientific) e, então, sintetizados pela 

Invitrogen (São Paulo, Brasil). 

Todas as reações de amplificação de DNA citadas foram realizadas com a enzima 

Master Mix PCR Multiplex Platinum® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), com o 

seguinte protocolo: (1) 2 minutos de desnaturação inicial a 95
o
C, (2) com 40 ciclos de 30 

segundos de desnaturação a 95
o
C e90 segundos de anelamento com a temperatura adequada para 

cada painel de reação e 60 segundos de extensão 72°C e (3) extensão final de 10 minutos por 72 

°C, utilizando equipamento MyCyclerTM thermal cycler (BioRad Laboratories, Hercules, CA).  

A separação dos produtos foi realizada por meio de eletroforese em gel de agarose 

2% e marcada com corante de brometo de etídio (0,5μg/ mL) por aproximadamente 15 min. Após 

a corrida eletroforética os produtos de DNA foram visualizados e fotografados no 

transiluminador (ChemiDoc XRS, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). 

Em cada ensaio, cepas padrões de E. coli foram utilizadas como controle positivo 

para a detecção dos alvos genéticos: EAEC JM221 (identificação dos genes aggA e sat), EAEC 

042 (genes aggR, aap, ORF3, pic, pet, astA, aafA, aafC, air, capU e eilA), EAEC 55989 (genes 

agg3A e agg3/4C), EAEC H223-1 (gene sigA), EAEC C1010-00 (genes agg4A, agg3/4C, sat e 

sepA) (BOISEN et al., 2012), EPEC e234/69 (genes espC, espL e espP), APEC 212A  (genes vat 

e tsh) e  ETEC H10407 (gene eatA) e agg5A foi identificado entre as amostras. 

Para a obtenção do DNA dos controles positivos de cada reação, as cepas de E. coli 

foram semeadas em ágar MacConkey e incubadas a 37°C por 24 horas, em estufa bacteriológica, 

seguida da extração de DNA das cepas, pelo método de ebulição em solução de Triton-X a 0,5%, 

de acordo como descrito em Houpt et al. (2014). Enquanto a água livre de nuclease foi 

empregada como controle negativo em todas as reações. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tabela 8 – Descrição dos iniciadores de genes de virulência utilizados nos protocolos de 

reações múltiplas de polimerase em cadeia 1 e 2, indicando a sequência, o número de acesso 

do GenBank e tamanho dos produtos obtidos 

 

 

 

 

Descrição dos genes alvos 

(Número de acesso do 

GenBank) 
Sequência dos primers (5’3’) 

Produto 

(bp) 

Temperatura de 

anelamento/ 

concentração do 

primer (°C, 

pmol/μL)  

Multiplex 1    

 

astA – toxina termoestável A 

da EAEC, EAST1 (L11241) 

ATGCCATCAACACAGTATATGCGAGT

GACGGCTTTGTAGT 
110 57/10 

 

pet – toxina codificada por 

plasmídeo (AF056581) 

 

GGCACAGAATAAAGGGGTGT 

TTCCTCTTGTTTCCACGACATAC 

302 57/10 

 

sigA – protease homóloga da 

Shigella IgA-like 

(NC_004337) 

 

CCGACTTCTCACTTTCTCCCG 

CCATCCAGCTGCATAGTGTTTG 

430 57/10 

 

pic– proteína envolvida em 

colonização (AF097644) 

 

ACTGGATCTTAAGGCTCAGGA 

TGACTTAATGTCACTGTTCAGCG 

572 57/10 

 

sat– toxina 

autotransportadora secretada 

(AE014075) 

 

 

TCAGAAGCTCAGCGAATCAT 

TGCCATTATCACCAGTAAAACGCACC 

932 57/20 

Multiplex 2    

 

orf3 – codifica proteína 

críptica (FN554767.1) 

 

CAGCAACCATCGCATTTCTA 

CGCATCTTTCAATACCTCCA 

121 57/10. 

 

aap – proteína 

antiagregativa, Dispersina 

(Z32523) 

 

GGACCCGTCCCAATGTATAA 

CCATTCGGTTAGAGCACGAT 

250 57/10 

 

agg3A– subunidade da 

fímbria AAF/III* 

(AF411067) 

 

CCAGTTATTACAGGGTAACA 

AGGAATTGGTCTGGAATAACAACTT

GAACG 

370 57/20 

 

sepA – protease extracelular 

da Shigella (Z48219) 

 

 

GCAGTGGAAATATGATGCGGC 

TTGTTCAGATCGGAGAAGAACG 

794 57/20 

Fonte: Boisen et al. (2012). Legenda: * Os primers AAF/III foram desenhados para a amplificar a região 

codificadora da área usher da proteína da fímbria. 
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Tabela 9 – Descrição dos iniciadores de genes de virulência utilizados nos protocolos de 

reação de polimerase em cadeia múltipla 3 e 4, indicando a sequência, o número de acesso 

do GenBank e tamanho dos produtos obtidos 

 

 

Descrição dos genes 

alvos (Número de acesso 

do GenBank) 
Sequência dos primers (5’3’) 

Produto 

(bp) 

Temperatura de 

anelamento / 

concentração do 

primer (°C, 

pmol/μL)  

Multiplex 3    

eilA – homólogo HilA de 

Salmonella (FN554766.1) 

 

AGGTCTGGAGCGCGAGTGTT 

GTAAAACGGTATCCACGACC 

130 57/20 

 

aafA– subunidade da 

fímbria AAF/II 

(AF012835) 

 

CTACTTTATTATCAAGTGGAGCCGCTA 

GGAGAGGCCAGAGTGAATCCTG 

 

289 
57/10 

 

agg3/4C* – Usher, 

unidade estrutural da 

AAF/III-IV (AF411067, 

AB255435, EU637023) 

 

TTCTCAGTTAACTGGACACGCAATTTA

ATTGGTTACGCAATCGCAATTCTGACC

AAATGTTTACCTTCAYTATG 

 

409 
57/20 

 

aafC– Usher, unidade 

estrutural da AAF/II 

(AF114828) 

 

 

ACAGCCTGCGGTCAAAAGCG 

CTTACGGGTACGAGTTTTACGG 

 

 

491 
57/10 . 

Multiplex 4    

aar– (chamada antes de 

orf61) - regulador 

negativo do aggR 

(FN554767.1) 

AGCTCTGGAAACTGGCCTCT 

AACCGTCCTGATTTCTGCTT 
108 57/10 

 

aggA– subunidade da 

fímbria AAF/I (Y18149, 

AY344586) 

 

 

TCTATCTRGGGGGGCTAACGCTACCTG

TTCCCCATAACCAGACC 

 

220 
57/20 . 

 

capU – homóloga à 

hexosiltransferase 

(AF134403) 

 

CAGGCTGTTGCTCAAATGAA 

GTTCGACATCCTTCCTGCTC 

 

395 
57/10 

 

air – proteína repetida da 

imunoglobulina 

enteroagregativa 

(FN554766.1) 

 

TTATCCTGGTCTGTCTCAAT 

GGTTAAATCGCTGGTTTCTT 

 

600 
57/10 

Fonte: Boisen et al. (2012). Legenda: * Para amplificação do agg3/4C foram utilizados dois primer sensos e um 

antisenso. 
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Tabela 10 – Descrição dos iniciadores de genes de virulência utilizados nos protocolos de 

reação de polimerase em cadeia múltipla 5 e 6, indicando a sequência, o número de acesso 

do GenBank e tamanho dos produtos obtidos. 

 

Descrição dos genes alvos 

(Número de acesso do 

GenBank) 
Sequência dos primers (5’3’) 

Produto 

(bp) 

Temperatura de 

anelamento / 

concentração do 

primer (°C, pmol/μL)  

Referência 

Multiplex 5     

 

agg4A– subunidade da fímbria 

AAF/IV (EU637023) 

 

TGAGTTGTGGGGCTAYCTGGA 

CACCATAAGCCGCCAAATAAGC 

 

169 
57/10 

 

Boisen et al. 

(2012) 

 

 

shiA – supressor inflamatório 

shiA-like (ECB_03517) 

 

CAGAATGCCCCGCGTAAGGC 

CACTGAAGGCTCGCTCATGATCGCC

G 

 

292 
57/10 

 

Boisen et al. 

(2012) 

 

 

aggR– regulador transcricional 

(Z18751) 

 

 

GCAATCAGATTAARCAGCGATACA

CATTCTTGATTGCATAAGGATCTGG 

 

426 
57/10 . 

 

Boisen et al. 

(2012) 

 

Multiplex 6     

eatA– proteína 

autotransportadora de E. coli 

enterotoxigênica 

(AY163491.2) 

CTGAATCAACGCCCTGATGA 

CCGCCTCTATATCCCCATGA 
137 61/10 

 

Este estudo 

tsh–hemaglutinina sensível à 

temperatura (JX466850.1) 

 

GGGAGAATTTGTCGGTACGC 

CAGATATGCGCCAGCCACT 

 

286 61/10 
 

Este estudo 

agg5A– subunidade da fímbria 

AAF/V (KP202151.1) 

CATTGCGAGTCTGGTATTCAGC 

GTTTGTGCGGGAGTTCCTTT 
420 61/10 

 

Este estudo 

espC– codificador da 

enterotoxina EspC (U69128.1) 

 

CCGGATGACGAATGGAGATT 

TGAGACCACCAGAGCCAATG 

 

650 61/10 
 

Este estudo 

espL– Escherichia coli 

secretora de protease 

(FM180568.1) 

 

CCAGCTTCAGAGGAAAGACAGC 

ATGCCGCTTGATACCCTTTC 

 

854 61/10 
 

Este estudo 

vat– toxina autotransportadora 

de vacuolizante (AY151282.1) 

 

GGGAGAACAGGACGTTCAGC 

GTGCGCTGACCAGTGGAATA 

 

1100 61/10 

 

Este estudo 

 

Uniplex     

espP– serina protease 

extracelular (NC_002128.1) 

 

TGTTGTTGAGACCCGAGGTG 

GCCCCTGACATATCCACGTT 

 

471 61/2 
 

Este estudo 

Legenda: *Os primers IV foram desenhados para a amplificar a região codificadora da área usher da proteína da fímbria. 
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4.10 Fluxograma da população e amostras utilizadas no estudo 

 

A Figura 7 mostra o resumo do fluxograma da população das crianças e amostras 

utilizadas. Do estudo original, do qual participaram 1.191 crianças, 650 amostras foram 

identificadas como EAEC (LIMA et al. Manuscrito em submissão). Na busca de avaliação do 

screening de fatores vinculados à diarreia ou sua ausência, 232 foram analisadas para os GRVs, 

inflamação e coinfecção. 

 

Figura 7 –Fluxograma da população e das amostras utilizadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: próprio autor. Legenda: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido – TCLE, Escherichia coli 

enteroagregativa – EAEC e mieloperoxidase – MPO. 
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4.11 Análise estatística dos dados 

 

As análises dos dados foram realizadas pelo uso do programa estatístico Statistical 

Package for the Social Sciences (SPSS), versão 21 (Chicago, US).  Para avaliar as associações 

entre as variáveis do estudo transversal, foram realizadas análises do tipo caso-controle 

relacionando a identificação dos genes de virulência com a presença (casos) e a ausência 

(controles) de diarreia, juntamente com manifestações clínicas, em modelo de análises bivariadas 

calculados pelo o teste exato do Qui-quadrado (X
2
) ou Fisher, bem como medidas de força de 

associação razão de chances (odds ratio; OR) e intervalo de confiança (IC) de 95%. Em relação 

as análises das variáveis contínuas (por exemplo, número de dias de diarreia, número de 

evacuações por dia, níveis de mieloperoxidase etc), foram utilizados a média e o erro padrão, por 

meio dos testes T de Student (variação normal do dados) ou Mann-Whitney (não apresentam 

variação normal dos dados). 

Para análises de múltiplas variáveis que poderiam servir como preditores da 

virulência e  da copatogênese atrelados ao desenvolvimento da presença ou da ausência das 

manifestações clínicas (por exemplo, diarreia, febre, desidratação etc.), tais dados foram 

transformados em valores binários que foram aplicados à técnica de regressão logística 

multivariada utilizado o programa Classification and Regression Trees (CART software, 

versão7.0; Salford Systems, San Diego, CA).  

Para o fator combinatório entre os gene de virulência, avaliou-se as diferenças dos 

GRVs entre a presença ou ausência das manifestações clínicas (por exemplo, diarreia, febre, 

desidratação etc.), utilizando o programa Classification and Regression Trees (CART software, 

versão7.0; Salford Systems, San Diego, CA), que realiza a análise multivariada, baseada em 

árvores de decisão, podendo ser usado como uma ferramenta gráfica, para demostrar possíveis 

eventos (ANDERSON, 2007). P-valores de ≤0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos. 
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5 RESULTADOS  

 

5.1 Avaliação da frequência da Escherichia coli enteroagregativa em crianças com e sem 

diarreia residentes no Semiárido brasileiro 

 

Do total de crianças avaliadas originalmente no estudo RECODISA, 650 (54,5%) 

foram diagnosticadas com a EAEC, que por sua vez, apresentou correlação com o processo 

diarreico (TABELA 11). Assim, na avaliação da frequência de EAEC de cada cidade do 

Semiárido brasileiro observa-se que Patos, localizado no estado da Paraíba (PB), apresentou o 

maior percentual de detecção dessa bactéria (97%). Contudo, apenas as cidades de Crato, 

localizada no estado do Ceará – CE (49% vs. 34%; P=0,0442; OR= 1,865; 95%IC=1,055-3,298) 

e de Ouricuri – no estado de Pernambuco – PE (38% vs. 14,1%; P=0,0002; OR=3,721; 

95%IC=1,857-7,455) foram correlacionados aos casos, quando comparado com os controles 

(TABELA 11). 

 

Tabela 11 – Frequência da Escherichia coli enteroagregativa entre as crianças com a presença  

(casos)  e a ausência (controles) de diarreia nas seis cidades do Semiárido brasileiro 

Cidades 

Total 

N
o
 pos/N

o
 total 

(%)  

Presença de 

Diarreia 

N
o
 pos/N

o
 total 

(%) 

 

Ausência de 

Diarreia 

N
o
 pos/N

o
 total 

(%) 

 

P 

value* 
OR 95%IC 

Crato (CE) 83/200 (41,5)  49/100 (49)  34/100 (34)  0,0442* 1,865 1,055 - 3,298 

Ouricuri (PE) 52/199 (26,1)  38/100 (38)  14/99 (14,1)  0,0002* 3,721 1,857 - 7,455 

Cajazeiras (PB) 68/200 (34)  38/100 (38) 30/100 (30) 0,2961 1,430 0,7941 - 2,576 

Picos (PI) 92/200 (46)  43/94 (44,3)  49/103 (47,6)  0,6722 0,8776 0,5028 - 1,532 

Sousa (PB) 161/192 (83,9)  83/94 (88,3)  78/98 (79,6)  0,1185 1,935 0,8709 - 4,298 

Patos (PB) 194/200 (97)  99/100 (99) 95/100 (95)  0,211 5,211 0,5973 - 45,45 

Total 650/1191 (54,6)  350/591 (59,2)  300/600 (50)  0,0017* 1,452 1,155 - 1,826 
Fonte: Próprio autor. Legenda: 

1
CE – Ceará,

 2
 PE – Pernambuco, 

3 
PI – Piauí, 

4
PB – Paraíba. Associações significantes 

(P<0.05*) de EAEC entre os grupos casos e controles realizados em cada localidade do estudo, após os teste Chi-squared, 

Fisher’s exact e odds ratio (OR), estão marcados em negritos.  

 

Para selecionar as amostras identificadas com a EAEC que seriam utilizadas nas 

análises de perfil de genes de virulência (GRVs) e das coinfecções, foram realizadas avaliações 

combinatórias dos dois marcadores genéticos de diagnóstico: (1) apenas o gene cromossomal – 

aaiC, (2) apenas o gene plasmidial – aatA, (3) ambos os genes e (4) os genes aaiC e/ou aatA 
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(TABELA 12). Entre essas combinações não se observaram diferenças significativas associadas 

à gravidade da doença e à inflamação (TABELA 12). Portanto, uma amostragem representativa 

de 232 crianças diagnosticadas com EAEC na presença simultânea de ambos os genes foram 

escolhidas para a continuidade do estudo. 

 

Tabela 12 – Avaliação da combinação dos alvos genéticos de diagnóstico molecular da 

Escherichia coli enteroagregativa no impacto nos determinantes inflamatórios e na 

gravidade das doenças diarreicas 

 Alvos genéticos 

Aspectos da doença 

diarreica 
Positivo somente 

para o gene aaiC
1
 

N=376 

Positivo somente 

para o gene aatA
2
 

N=42 

Os dois genes 

simultaneamente 

presentes 

N=232 

Positivo para 

os genes 

N=650 

Presença nos casos 

(Nº, %) 
198 (52,6) 25 (59,5) 127 (54,7) 350 (53,8) 

Gravidade da 

doença3 (Média ± 

E.P.M4) 

 

4,515 ± 0,1720 

 

3,880 ± 0,3844 

 

4,857 ± 0,2230 

 

4,593 ± 0,1299 

Mieloperoxidase 

Fecal (Média ± 

E.P.M; ng/mL) 

12377±1945 10591± 4613 11117±2267 11869±1432
 

Fonte: Próprio autor. Legenda: 1 – codificador da ilha de ativação do regulador transcricional (aaiC); 2 –    

transportador de proteína de anti-agregação (aatA); 3 – A gravidade da doença foi avaliada de acordo com a 

adaptação dos escores do projeto MAL-ED; 4  –  Erro padrão da média (E.P.M).  

 

5.2 Detalhamento da população infantil, com foco nas crianças diagnosticadas com a 

Escherichia coli enteroagregativa, quanto aos dados: demográficos, socioeconômicos, 

ambientais, clínicos e nutricionais 

 

Características da população infantil e materna do estudo estão dispostas na Tabela 

13. A faixa etária infantil apresentava uma média de idade de 16,7 meses (variando de 2,2 a 35,7 

meses). Com os casos, foram associados as crianças com a idade igual ou abaixo a 6 meses 

(primeira infância) que estavam em amamentação (22% vs. 1%; P=0,0001; OR=21,79; 

IC95%=2,883 – 164,7) e, com mães incluídas na faixa de idade de 14 a 25 anos (59,1% vs. 

43,8%; P= 0,0249; 95%IC=1,096 – 3,122). Além disso, das 31 crianças que se encontravam na 

primeira infância, apenas 29% (9/31) estavam em aleitamento materno exclusivo e, entre os 

casos, 53,9% (14/26) relataram amamentação não-exclusiva, quer dizer, com introdução de 
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outros alimentos, inclusive industrializados, além de água, em adição ao aleitamento materno. 

Quanto aos controles, houve uma significante associação com as crianças que apresentavam 

idade acima de 24 meses, das quais 33,3% (12/36) já se encontravam em aleitamento não-

exclusivo (2,4% vs. 11,4%; P=0,0065; OR=0,1875; 95%IC=0,0514 – 0,683). 

 

 

As informações das condições socioeconômicas e higiênico-sanitárias da população 

infantil estudada estão sumarizadas na Tabela 14 que evidencia a correlação das crianças com 

Tabela 13 – Características da população infantil estudada, incluindo sexo, idade, estado de 

amamentação e informações maternais relacionadas com a presença (casos) e a ausência 

(controles) de diarreia em infecção pela Escherichia coli enteroagregativa 

 

Características 

da população 

 

Total 

N= 232 

(Nº, %) 

Presença de 

Diarreia 

N=127 

(Nº, %) 

Ausência de 

Diarreia 

N=105 

(Nº, %) 

P value* OR 95%IC 

Dados da população infantil    

Sexo       
Masculino 132 (56,9) 73 (57,5) 59 (56,2) 0,8943 1,054 0,6253 – 1,776 
Feminino 100 (43,1) 54 (42,5) 46 (43,8)    

Idade (meses)       
0 – 6  31 (13,4) 26 (20,5) 5 (4,8) 0,0004* 5,149 1,901 – 13,95 

6.1 – 12 60 (25,9) 28 (22) 32 (30,5) 0,1754 0,6452 0,3574 – 1,165 

12.1 – 24  78 (33,6) 46 (36,2) 32 (30,5) 0,4031 1,296 0,7466 – 2,248 

> 24 63 (27,2) 27 (21,3) 36 (34,6) 0,0374* 0,5175 0,2881 – 0,929 

Aleitamento materno
1
 (por idade - meses)    

0 – 6  23 (9,9) 22 (17,3) 1 (1) <0,0001* 21,79 2,883 – 164,7 

6.1 – 12 39 (16,8) 21 (16,5) 18 (17,1) 1,000 0,9575 0,48 – 1,91 

12.1 – 24  36 (15,5) 24 (18,9) 12 (11,4) 0,14561 1,806 0,855 – 3,814 

> 24 15 (6,5) 3 (2,4) 12 (11,4) 0,0065* 0,1875 0,0514 – 0,683 

Total 113 (48,7) 70 (55,1) 43 (41)    

Dados da mãe       

Anos de escolaridade materna     

0 8 (3,4) 5 (3,9) 3 (2,9) 0,7319 1,393 0,325 – 5,974 

1 – 5 105 (45,3) 55 (43,3) 50 (47,6) 0,5962 0,8403 0,499 – 1,413 

5.1 – 9 111 (47,8) 63 (49,6) 48 (45,7) 0,5984 1,169 0,696 –1,963 

> 9.1 8 (3,4) 4 (3,1) 4 (3,8) 1,000 0,8211 0,2-3,367 

Idade materna (anos)      

≥14 ≤ 25 121 (52,2) 75 (59,1) 46 (43,8) 
0,0249* 1,850 1,096 – 3,122 

> 25  111 (47,8) 52 (40,9) 59 (56,2) 

Fonte: Próprio autor. Legenda:1- Estratificação por idade (meses) em crianças que estão em aleitamento materno 

exclusivo e não-exclusivo; Associações significantes entre os casos e controles após o teste Qui-Quadrado, teste 

exato de Fisher e odds ratio (OR) *P<0.05 estão marcados em negrito. 
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infecção assintomática e a origem de outras fontes de água para beber (P=0,0121), referente ao 

uso de água de açude ou rio, carro pipa, cisterna, cacimba, entre outros. 

 

Considerando as análises de antropometria infantil (TABELA 15), os casos 

apresentaram menores médias significantes relativas à idade ([Média ± EPM]; 15,4 ± 0,842 vs. 

Tabela 14 – Características da condições socioeconômicas e higiênico-sanitárias da 

população infantil estudada entre crianças com a presença (casos) e a ausência (controles) 

de diarreia diagnosticadas com a Escherichia coli enteroagregativa do Semiárido 

brasileiro, Nordeste. 

Condições 

socioeconômicas e 

higiênico -

sanitárias 

 

Total 

N= 232 

 

 

Presença de 

Diarreia 

N=127 

 

Ausência de 

Diarreia 

N=105 

    P 

value* 
OR 95%IC 

Renda familiar (em salários mínimos -   R$
1
) (Nº, %)    

≤ 500 60 (25,9) 33 (26) 27 (25,7) 1,000 1,014 0,561 – 1,831 
>500 ≤ 1000 121 (52,2) 66 (52) 55 (52,4) 1,000  0,983 0,586–  1,651 
>1000 ≤1500 41 (17,7) 22 (17,3) 19 (18,1) 1,000 0,948 0,481 – 1,866 

≥1251 9 (3,9) 6 (4,7) 3 (2,9) 0,5174 1,686 0,411 – 6,913 
Não respondeu 1 (0,4) 0 1 (1)    

Número de cômodos (Média ±E.P.M
2
)     

 4,80 ± 0,113 4,68 ± 0,147 4,95 ± 0,175 0,5339 - - 

Número de residentes (Média ±E.P.M)    

 4,47 ± 0,102 4,41 ± 0,143 4,54 ± 0,146 0,2825 - - 

Variáveis de Higiene e Sanitário (Nº, %)    
Fossa 167 (72) 89 (70,1) 78 (74,3) 0,5573 0,8107 0,454 – 1,447 

Sem sistema de 

esgoto 
14 (6) 9 (7,1) 5 (4,8) 0,5835 1,525 0,495 – 4,701 

Esgoto público 51 (22) 29 (22,8) 22 (21) 0,7527 1,116 0,596 – 2,089 
Sanitário dentro de casa (Nº, %)     

Sim 213 (91,8) 116 (91,3) 97 (92,4) 
 

0,8146 
 

0,869 
 

0,336– 2,249 
Não 59 (25,4) 11 (8,7) 8 (7,6)    

Água Corrente no Banheiro (Nº, %)     

Sim 137 (59,1) 72 (56,7) 65 (61,9) 
 

0,5026 
 

0,805 
 

0,475– 1,366 
Não 95 (40,9) 55 (43,3) 40 (38,1)    

Origem da água (Nº, %)     
Água encanada 218 (94) 121 (95,3) 97 (92,4) 0,05178 0,0977 0,058 – 1,231 
Poço profundo 4 (1,7) 3 (2,4) 1 (1) 1,000 1,362 0,14 – 13,26 
Outra fontes

3 10 (4,3) 3 (2,4) 7 (6,7) 0,0121* 0,1834 0,0465 – 0,724 
Fonte: Próprio autor. Legenda: Associações significantes após  o teste Qui-Quadrado, teste exato de Fisher e odds 

ratio (OR) *P<0.05 estão marcados em negritos. 1 – No período do estudo o salário mínimo era referente a 500 

reais; 2 – EPM: Erro da média padrão. 3  –A origem de outras fontes de água para beber é referente ao uso de água 

de açude ou rio, carro pipa, cisterna, cacimba, entre outros.  
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18,24 ± 0,907; P=0,0187) e a altura (75,24 ± 0,957 vs. 78,6 ± 0,925; P=0,0271) em comparação 

aos controles.  Embora, na conversão de normalização dos valores antropométricos em índices de 

escores-z, um menor valor do índice de peso-por-altura (WHZ) foi correlacionado 

estatisticamente aos controles (0,8978 ± 0,128 vs. 0,5508 ± 0,147; P=0,0331). 

Alem disso, as médias gerais da população infantil referentes aos índices de escores-z 

não indicaram desnutrição ou obesidade, visto que apenas 3,5% das crianças apresentavam 

desnutrição (WHZ <-2 escores-z), e 16,4% exibiam evidências de sobrepeso ou obesidade, 

representado pelo aumento do índice de massa corpórea-por-idade (BAZ>2). 

 

Tabela 15 – Características dos dados antropométricos na população infantil estudada 

entre crianças com a presença (casos) e a ausência (controles) de diarreia na infecção pela 

Escherichia coli enteroagregativa na população infantil do Semiárido brasileiro, Nordeste. 

Dados 

Antropométricos 

Total 

N= 232 

(Média ± EPM) 

Presença de Diarreia 

N=127 

(Média ± EPM) 

Ausência de Diarreia 

N=105 

(Média ± EPM) 

 

P value* 

Idade (meses) 16,69 ± 0,623 15,4 ±0,842 18,24 ± 0,907 0,0187* 
Altura(cm) 76,76 ± 0,678 75,24 ± 0,957 78,6 ± 0,925 0,0271* 
Peso(kg) 10,43 ±0,166 10,2 ±0,231 10,71 ± 0,236 0,1053 

Circunferência da 

cabeça (cm) 
46,31 ± 0,212 45,92 ± 0,306 46,77 ± 0,284 0,1015 

WHZ
1 0,7393 ± 0,097  0,8978 ± 0,128 0,5508 ± 0,147 0,0331* 

HAZ
2 -0,6515 ± 0,106 -0,6998 ± 0,149 -0,593 ± 0,15 0,4558 

WAZ
3 0,1829 ± 0,084 0,2617 ± 0,106 -0,0882 ±0,133 0,3974 

BAZ
4 0,8101 ± 0,102 0,9645 ± 0,141 0,6249 ± 0,145 0,0778 

HCZ
5 0,3884 ± 0,092 0,41 ±0,127 0,3624 ±0,133 0,9063 

Fonte: Próprio autor. Legenda: EPM - Erro padrão da média. Os escores-z peso-por-altura (WHZ)
1
, altura-por-idade 

(HAZ)
2
, peso-por-idade (WAZ)

3
, IMC-por-idade (BAZ)

4
 e circunferência da cabeça (HCZ)

5
. Associações 

significantes de EAEC entre os grupos casos e controles após os testes T ou Mann-Whitney, *P<0.05 estão marcados 

em negritos. 
 

A respeito dos aspectos clínicos da diarreia aguda desenvolvidos na população 

infantil estudada estão dispostos na Tabela 16. Entre os principais sintomas que foram relatados 

estão a desidratação (47,2%), a febre (40,9%) e o vômito (36,2%). A média total dos escores de 

gravidade da doença foi de 4,5, variado de 1 a 10. Em relação ao processo inflamatório pode ser 

visualizado na Figura 8, onde se mostra o aumento significativo inflamatório nos casos 

(P<0,0001) em comparação aos controles, indicado pela quantificação de mieloperoxidase fecal 

(MPO). 
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Figura 8 – Avaliação do processo inflamatório por meio da quantificação mieloperoxidase 

fecal entre as crianças com a presença (casos) e a ausência (controles) de diarreia em 

infecção pela Escherichia coli enteroagregativa na população infantil do Semiárido 

brasileiro, Nordeste. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Próprio autor. Legenda: MPO-mieloperoxidase fecal. *P<0,0001(****) mostra diferenças significativas nas 

análises com Mann-Whitney após a identificação da não normalidade dos dados. 

 

 

 

Tabela 16 – Frequência dos parâmetros clínicos e aspectos comportamentais relatados da 

população de crianças com manifestação diarreica (casos) durante a infecção pela 

Escherichia coli enteroagregativa na região do Semiárido brasileiro, Nordeste. 

Dados clínicos 
Presença de Diarreia 

N=127 (%) Média ± E.P.M 
Variação (mín.-

máx.; mediana) 

Sinais    
Dias de duração de diarreia - 4,429 ± 0,123 4-8; 4 

Número de evacuações por dia - 4,587 ± 0,071 4-7; 4 

Evento de diarreia nos últimos 14 

dias 
125 (98,4) - - 

Muco nas fezes 4 (3,1) - - 

Sangue nas fezes 0 - - 

Sintomas  - - 

Desidratação 60 (47,2) - - 

Febre (≥37.3 °C) 52 (40,9) 37,7 ± 0,062 37,2-39,2; 37,6 

Vômitos 46 (36,2) - - 

Dor abdominal 12 (9,4) - - 

Sintomas respiratórios 20 (15,7) - - 

Aspectos Comportamentais  - - 

Agitação 51 (40,2) - - 

Fraqueza 30 (23,6) - - 
Fonte: Próprio autor. Legenda: E.P.M - Erro padrão da média; mín.: mínimo; máx.: máximo.  
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5.3 Desenvolvimento de iniciadores para a identificação de genes relacionados à virulência 

da Escherichia coli enteroagregativa, mediante reações múltiplas em cadeia da polimerase 

 

Além dos 20 iniciadores que compõem as cinco reações PCR múltiplas para a 

pesquisa de genes relacionados à virulência (GRVs) da EAEC já em estudo pelo nosso grupo de 

pesquisa. Foram desenvolvidos novos iniciadores para os testes de identificação de GRVs que 

foram testados previamente com seus respectivos controles positivos, mostrando especificidade, 

com fragmentos de DNA, formando bandas nítidas que contemplaram duas reações de PCR, uma 

múltipla e uma convencional, como podem ser visualizadas na Figura 9. As sequências dos 

iniciadores e protocolo das reações dos ensaios desenvolvidos estão descritos no item 4.10. 

 

Figura 9 – Fotodocumentação de gel de agarose com os produtos de PCR representativa do 

teste de validação dos iniciadores com seus respectivos controles positivos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Próprio autor. Legenda: MM - Marcador Molecular 100pb; CTR+ - Controle positivo; vat - toxina 

autotransportadora de vacuolizante; espL - Escherichia coli secretora de protease; espC - codificador da enterotoxina 

EspC; agg5A - subunidade da fimbria AAF/V; tsh - hemaglutinina sensível à temperatura; eatA- proteína 

autotransportadora de E. coli enterotoxigênica; espP -  serina protease extracelular. 
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5.4 Analise da distribuição dos genes relacionados à codificação de fatores de virulência 

(GRVs) relacionados à gravidade da infecção pela Escherichia coli enteroagregativa 

diagnosticada em amostras fecais de crianças com e sem diarreia no Semiárido brasileiro 

 

5.4.1 Frequência dos GRVs e suas combinações em relação as crianças com a presença e 

ausência de diarreia  

 

As análises individuais e multivariadas dos 27 GRVs entre casos e controles estão 

sumarizadas na Tabela 17. O perfil geral da detecção dos GRVs obtido mostrou o CapU, um 

homólogo da hexosiltransferase, como o gene de maior prevalência 89,7% (208/232) nas 

amostras. 

Em relação às categorias dos genes estudados, dentre os codificadores fímbrias, 

observa-se uma frequência de 62,1% (144/232), do gene agg3/4C, portador das variantes de 

unidades estruturais AAF/III-IV. O gene codificador de pilin fimbrial de maior frequência foi 

AAF/V, codificado por agg5A, com 32,3% (75/232), seguido por AAF/I, aggA, com 31% 

(72/232), AAF/IV, agg4A, com 26,3% (61/232), AAF/III, aafC com 24,6% (57/232), AAF/II, 

aafA, com 22,8% (53/232) e AAF/III, agg3A, com 8,2% (19/232). Ademais, apenas 23 amostras, 

isto é, 10% não apresentaram nenhum GRVs fimbrial. 

Na classe das SPATES I, que abriga os genes codificadores de proteínas citotóxicas, 

o mais detectado foi a sat (toxina autotransportadora secretada) com um percentual de 58,2% 

(135/232), seguido de espC (codificador da enterotoxina EspC), com 42,2% (98/232), pet (toxina 

codificada por plasmídeo), com 37,9% (88/232), espP (serina protease extracelular), com 28,9% 

(67/232) e sigA (protease homóloga da Shigella IgA-like), com 25% (58/232). 

Considerando a classe das SPATES II, que abriga os GRVs com função 

imunomoduladoras, a proteína envolvida em colonização (pic), com 70,3% (163/232), apresentou 

a maior taxa de frequência, e a menor foi apresentada pela sepA (protease extracelular da 

Shigella), com 36,6% (85/323). Dessa forma, 26 (11,2%) amostras não apresentaram algum tipo 

de SPATE I ou II.  

As análises bivariadas mostraram espC em significante correlação com os casos 

(48,8% vs. 34,3%; P=0,0257; OR=1,828; 95%IC=1,07-3,11); enquanto agg4A (26,3% vs. 19,7%; 

P= 0,0119; OR=0,4698; 95%IC=0,26 - 0,85), associou-se ao controles. 
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Quando as variáveis foram ajustadas pela análise de regressão logística, observam-se 

diferenças significativas no agg4A que se mantém relacionados aos controles (P=0,0085; 

OR=0,3841; IC95% =0,18 – 0,78), enquanto, o gene pic foi associado aos casos (P=0,0329; 

OR=2,3929; IC95% =1,07 – 5,33).  

Ademais, avaliações específicas das combinações genéticas analisadas pelo programa 

de CART analysis, revelaram como única associação significante: a ausência do codificador da 

fímbria IV, agg4A, em combinação com a presença de EspC que apresentou relação com os casos 

(P= 0,0282; OR= 2,054; 95%IC= 1.085 – 3.889), sendo representada na Figura 10. 

 

Figura 10 – Representação gráfica usando o método de classificação de árvore de decisão 

(CART analysis) que mostra a combinação da presença ou ausência dos genes de virulência  

da Escherichia coli enteroagregativa entre crianças com a presença (casos) e ausência 

(controles) da diarreia  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Próprio autor.  Legenda: A presença ou ausência de cada gene entre os grupos casos e controles é indicada de 

acordo com as áreas terminais (nodos) da árvore. Cada ramo da árvore termina em um nó terminal definido pela 

presença ou ausência dos genes de virulência em que a análise estatística foi realizada. Para análise estatística foi 

utilizado o o teste Qui-Quadrado, teste exato de Fisher e odds ratio (OR) (*P<0,05). Os ramos que terminaram em 

um nó terminal não estatístico não foram mostrados, mas representados por linhas tracejadas. No desfecho do 

algoritmo binário observou-se a associação significante da ausência do gene da subunidade da fímbria AAF/IV 

(agg4A), com a presença do codificador da enterotoxina EspC (espC) com o grupo dos casos (P= 0,0282; OR=2,054; 

95%IC= 1.085 –3.889). 
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Tabela 17 – Frequência dos genes de virulência da Escherichia coli enteroagregativa entre crianças com a presença (casos) e 

ausência (controles) da diarreia da região do Semiárido Brasileiro  

    

 

Análises Bivariadas
1 
 

 

Análises Multivariadas
2
 

Genes de virulência  

Total 

N= 232 

(%) 

Casos 

N=127 

 (%) 

Controles 

N=105 

(%) 
    P value OR (95%IC) P value OR (95%IC) 

Fimbrias         

aggA – subunidade da fímbria AAF/I 72 (31) 35 (27,6) 37 (35,2) 0,2541 0,699 (0,4 -1,22) 0,5700 0,8018 (0,37 – 1,72) 

aafA – subunidade da fímbria AAF/II 53 (22,8) 32 (25,2) 21 (20) 0,4324 1,347 (0,72 - 2,51) 0,1221 1,907 (0,84 – 4,32) 

aafC – Usher, unidade estrutural da 

AAF/II 
57 (24,6) 32 (25,2) 25 (23,8) 0,2443 1,078 (0,59 - 1,96) 0,5682 0.7948 (0,36 – 1,75) 

agg3A – subunidade da fímbria AAF/III 19 (8,2) 11 (8,7) 8 (7,6) 0,7732 1,150 (0,44 - 2,97) 0,4763 1,4962 (0,45 – 4,53) 

agg3/4C – Usher, unidade estrutural 

da AAF/III-IV 
144 (62,1) 59 (46,5) 55 (52,4) 0,3690 0,788 (0,46 - 1,32) 0,43524 0,7789 (0,41 – 1,4) 

agg4A – subunidade da fímbria AAF/IV 61 (26,3) 25 (19,7) 36 (34,3) 0,0119** 0,469 (0,26 - 0,85) 0,0085** 0,3841  (0,18 – 0,78) 

agg5A – subunidade da fímbria 

AAF/V 
75 (32,3) 39 (30,7) 36 (34,3) 0,5620 0,849 (0,49 - 1,47) 0,78327 0,9149 (0,48 – 1,72) 

Classe das SPATEs I     

sat – toxina autotransportadora secretada 135 (58,2) 77 (60,6) 58 (55,2) 0,4072 1,248 (0,74 - 2,10) 0,3143 1,4065 (0,72  –  2,73 ) 
pet – toxina codificada por plasmídeo 88 (37,9) 48 (37,8) 40 (38,1) 0,9626 0,987 (0,58 - 1,68) 0,4416 0,7665 (0,39 – 1,51) 
sigA– protease homóloga da Shigella 

IgA-like 
58 (25) 30 (23,6) 28 (26,7) 0,5940 0,850 (0,47 - 1,54) 0,7418 0,8850 (0,42 – 1,83) 

espC– codificador da enterotoxina EspC 98 (42,2) 62 (48,8) 36 (34,3) 0,0257* 1,828 (1,07 - 3,11) 0,1685 1,5815 (0,82 – 3,03) 

espP– serina protease extracelular 67 (28,9) 40 (31,5) 27 (25,7) 0,3334 1,328 (0,75 - 2,36) 0,8161 1,0896 (0,52 – 2,24 ) 

Classe das SPATEs II        

pic – proteína envolvida em colonização 163 (70,3) 92 (72,4) 71 (67,6) 0,6396 1,259 (0,71 -2,21) 0,0329* 2,3929 (1,07 – 5,33) 
tsh – hemaglutinina sensível à 

temperatura 
139 (59,9) 79 (62,2) 60 (57,1) 0,4336 1,234 (0,73 - 2,09) 0,2601 1,4257 (2,64 – 0,77) 

vat – toxina autotransportadora de 

vacuolizante 
96 (41,4) 51 (40,2) 45 (42,9) 0,6777 0,894 (0,53 - 1,51) 0,7793 0,9158 (0,49 – 1,69) 

sepA – protease extracelular da Shigella 85 (36,6) 47 (37) 38 (36,2) 0,8977 1,036 (0,60 - 1,77) 0,6891 0,8736 (0,45 – 1,69) 

espL – Escherichia coli secretora de 

protease 
98 (41,8) 60 (47,2) 38 (36,2) 0,0898 1,579 (0,93 - 2,68) 0,2922 0,7144 (0,38 –1,33) 
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Continuação Tabela 17 – Frequência dos genes de virulência da Escherichia coli enteroagregativa entre crianças com a 

presença (casos) e ausência (controles) da diarreia da região do Semiárido Brasileiro 

    

 

Análises Bivariadas 
1
 

 

Análises Multivariadas
2
 

Genes de virulência  

Total 

N= 232  

(%) 

Casos 

N=127 

(%) 

Controles 

N=105 

(%) 
    P value OR (95%IC) P value OR (95%IC) 

Outros GRVs
3
     

astA – toxina termoestável A da EAEC, 

EAST1  
159 (68,5) 90 (70,9) 69 (65,7) 0,4003 1,269 (0,73 - 2,21) 

0,6589 

1,1731 (2,38 –0,57) 

air – proteína repetida da 

imunoglobulina enteroagregativa 
183 (78,9) 101 (79,5) 82 (78,1) 0,7902 1,090 (0,58 - 2,05) 

0,1397 

1,9598 (0,80 – 4,78) 

capU – homóloga à hexosiltransferase 208 (89,7) 110 (86,6) 98 (93,3) 0,0944 0,462 (0,18 - 1,16) 0,0612 0,2988 (0,08 – 1,05) 

eilA – homólogo HilA de Salmonella 128 (55,2) 71 (55,9) 57 (54,3) 0,8050 1,068 (0,63 - 1,79) 0,9702 1,0121 (0,53 – 1,9) 

aar – regulador negativo do aggR 148 (63,8) 76 (59,8) 72 (68,6) 0,1685 0,683 (0,39 - 1,17) 0,2049 0,5937 (0,26 – 1,33) 

shiA – supressor inflamatório shiA-like 195 (84,1) 103 (81,1) 92 (87,6) 0,1772 0,606  (0,29 - 1,26) 
0,1339 

0,5189 (0,22 – 1,33) 

aap – proteína antiagregativa, 

Dispersina 
183 (78,9) 98 (77,2) 85 (81) 0,4818 0,795 (0,42 - 1,50) 

0,84021 

1,0946 (0,45 –2,63) 

orf3 – codifica proteína críptica 157 (67,7) 83 (65,4) 74 (70,5) 0,4064 0,790 (0,45 - 1,37) 0,4770 0,7543 (0,34 – 1,64) 

aggR– regulador transcricional 190 (15,95) 102 (17,25) 88 (14,66) 0,3032 1,192 (0,87 - 1,62) 0,6628 1,2259 (0,49 – 3,06) 

Fonte: Próprio autor. Legenda: 1 – Associações significantes dos genes codificadores de virulência de EAEC entre os grupos de casos e controles, após o 

teste o teste Qui-Quadrado, teste exato de Fisher e odds ratio (OR). 2 – Associações significantes dos genes codificadores de virulência de EAEC entre os 

grupos de casos e controles, após os teste de Regressão logística e odds ratio (OR). Todos os valores com significância estatística (P< 0,05) foram marcados 

em negritos, indicado a correlação entre (*) aos caso e (**) aos controles.  3 – Genes relacionados à virulência (GRVs). 
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5.4.2 Análise dos GRVs em relação aos dados das manifestações clínicas da diarreia das 

crianças do Semiárido brasileiro 

 

A Tabela 18 apresenta os resultados das análises bivariadas e multivariadas 

relacionados à influência dos GRVs no aparecimento ou na ausência das manifestações clínicas 

da doença diarreica.  

Um importante aspecto clínico da diarreia é a desidratação que apresentou como 

preditores os genes da protease homóloga a Shigella IgA-like – sigA ([presença vs. ausência do 

sintoma] 23% vs. 2,9%; P= 0,0021; OR=4,327; IC95%=1,71 – 10,95) e do codificador da 

enterotoxina EspC – espC (60% vs. 38,8%; P=0,0211; OR= 2,365; IC95%=1,159 – 4,826), sendo 

esse último gene associado também à desidratação durante a análise multifatorial (P=0,04375; 

OR= 2,6441; IC95%=1,02 – 6,8).  

Em relação à febre, verificou-se um significante aumento do percentual de casos 

associados aos genes da subunidade da fímbria AAF/IV – aag4A (34,6% vs. 9,3%; P= 0,0004; 

OR=5,143; IC95%=1,958 – 13,5), da protease extracelular da Shigella – sepA (51,9% vs. 26,7%; 

P= 0,0037; OR=2,970; IC95%=1,407 – 6,26) e da proteína repetida da imunoglobulina 

enteroagregativa - air (88,5% vs. 73,3%; P=0,0451; OR=2,788; IC95%= 1,03 – 7,52).  

Na análise multivariada, entre os genes estudados, os resultados apontaram 

novamente para o gene da subunidade da fímbria AAF/IV – aag4A correlacionado com a febre, 

além da proteína envolvida em colonização – pic (P=0,0223; OR=5,5219; IC95%=1,27 – 23,9). 

Em oposição, os genes do homólogo de HilA da Salmonella – eilA (P=0,01795; OR= 0,2582; 

IC95%=0,08 – 0,79) e do regulador transcricional – aggR (P=0,02485; OR=0,1963; IC95%= 0,04 

– 0,81) foram associados a ausência desse sintoma. 

Quanto aos dados clínicos de vômito, não houve diferenças significativas nas análises 

bivariadas em relação às proporções de percentual GRVs entre a presença e a ausência desse 

sintoma. Embora as análises multivariadas relativas à febre indicaram os seguintes preditores da 

indução desse sintoma, a unidade estrutural da AAF/II – aafC (P=0,025; OR=4,386; IC95%=1,19 

– 16,05) e a toxina termoestável A da EAEC, EAST1 – astA (P=0,0215; OR=1,1416; 

IC95%=1,23 – 13,29); ao contrário do gene hemaglutinina sensível à temperatura – tsh (P= 

0,0434; OR=0,3347; IC95%= 0,11 – 0,96) que apresentou efeito oposto. 
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Observa-se nas avaliações bivariadas dos dados de dor abdominal, como única 

correlação a presença do gene da proteína autotransportadora de E. coli enterotoxigênica – eatA 

(25% vs. 67%; P=0,0088; OR=0,1645; IC95%=0,04 – 0,64) com a ausência desse sintoma. Em 

contrapartida, nas análises multivariadas com todos os genes, não houve diferença estatística. 

O aumento da média do número de dias de diarreia associou-se com os seguintes 

preditores da doença: subunidade da fímbria AAF/III - agg3A [(Média ± E.P.M) 3,455 ± 0,56 vs. 

4,522 ± 0,12; P=0,0138], subunidade da fímbria AAF/IV - agg4A (5,360 ± 0,28vs.4,198 ± 0,12; 

P=0,0001). Ainda na mesma análise, os genes da subunidade da fímbria AAF/I - aggA e o 

regulador negativo do controlador transcricional - aar foram correlacionados com a redução da 

média do número de dias de diarreia e do número de evacuações por dia (P<0,05). Contudo 

apenas o último gene referido também foi correlacionado à redução dos dias de diarreia nas 

análises multivariadas (P<0,05). 

O gene do codificador da enterotoxina EspC – espC, em concordância com as duas 

formas de análise, mostrou-se correlacionado ao aumento do número de dias de diarreia, do 

número de evacuações por dia e da pontuação de escores da gravidade da doença diarreica aguda 

(P<0,05). 

Para a análise de clusters genéticos neste estudo relacionados à presença ou ausência 

das manifestações clínicas utilizou-se o software CART analysis. Nesse contexto, verificou-se 

que a desidratação foi associada com o seguinte aglomerado de genes presentes: o codificador da 

enterotoxina EspC – espC, a toxina codificada por plasmídeo – pet e a toxina termoestável A da 

EAEC – astA (P= 0,0114; OR=28,0; 95%IC= 1,987 to 394,7) (FIGURA 11). 

Constatou-se também a relação da febre com cluster genético composto pela presença 

da subunidade da fímbria AAF/IV – agg4A, hemaglutinina sensível à temperatura – tsh e 

protease extracelular da Shigella – sepA (P=0,0491; OR=11,25; 95%IC=1,192-106,2) (FIGURA 

12). 

Pode-se observar ainda a correlação do vômito com o seguinte aglomerado de genes 

presentes: a proteína repetida da imunoglobulina enteroagregativa – air, a toxina termoestável A 

da EAEC – astA, codificador da enterotoxina EspC – espC e a toxina codificada por plasmídeo – 

pet (P= 0,0156; OR=8; 95%IC= 1,42 to 45,8) (FIGURA 13).  
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Tabela 18 – Análises bivariadas e multivariadas dos genes de virulência da Escherichia coli enteroagregativa relacionados  à  presença ou 

ausência das manifestações clínicas em crianças com diarreia (casos) da região do Semiárido Brasileiro 

Genes de virulência  
Desidratação 

N= 60 (%) 
Febre 

N= 52 (%) 
Vômitos 

N=46 (%) 

Dor 

Abdominal 

N=12 (%) 

Número de dias 

de diarreia
1
 

Média ± E.P.M 

Número de 

evacuações 

por dia
1
 

 

Média ± 

E.P.M 

Escore de 

gravidade da 

doença
1
 

 

Média ±E.P.M 

Fimbrias         

aggA –   subunidade da fímbria AAF/I 17 (28,3) 12 (23,1)
 b

* 10 (21,7) 5 (41,7) 3,971 ± 0,20
a
** 4,32 ±0,10

a
** 4,441 ± 0,39 

aafA – subunidade da fímbria AAF/II 19 (31,7) 14 (26,9) 12 (26,1) 4 (33,3) 4,625 ± 0,22 4,5±0,11 5,094±0,4 

aafC – Usher, unidade estrutural da 

AAF/II  
17 (28,3) 12 (23,1) 14 (30,4)

 b
* 5 (41,7) 4,406 ± 0,23 4,344±0,10 4,750± 0,43 

agg3A – subunidade da fímbria 

AAF/III 
5 (8,3) 2 (3,8) 5 (10,9) 1 (8,3) 3,455 ± 0,56

a
* 4,273±0,19 3,909±0,81 

agg3/4C – Usher, unidade estrutural 

da AAF/III-IV 
26 (43,3) 24 (46,2) 23 (50) 3 (25) 4,397 ± 0,17 4,483±0,09 4,776±0,31 

agg4A – subunidade da fímbria 

AAF/IV   
15 (25) 18 (34,6)

 a
* 12 (26,1) 2 (16,7) 5,360 ± 0,28

a
* 4,84±0,17 6,2 ± 0,49 

agg5A – subunidade da fímbria 

AAF/V 
20 (33,3) 18 (34,6) 15 (32,6) 3 (25) 4,462 ± 0,22 4,692±0,13 5,103± 0,41 

Classe das SPATEs I     

sat – toxina autotransportadora 

secretada 
38 (63,3) 36 (69,2) 28 (60,9) 8 (66,7) 4,513 ± 0,15 4,539± 0,08 5,039± 0,29 

pet – toxina codificada por plasmídeo 27 (45) 19 (36,5) 18 (39,1) 6 (50) 4,271± 0,23 4,458± 0,11 4,875± 0,38 

sigA – protease homóloga da Shigella 

IgA-like 
14 (23,3)

 a
* 13 (25) 13 (28,3) 1 (8,3) 4,333 ± 0,24 4,467±0,133 4,9 ± 0,44 

espC – codificador da enterotoxina 
EspC 

36 (60)
 c
* 30 (57,7) 27 (58,7) 6 (50) 4,852 ± 0,17

c
* 4,803 ±0,10

c
* 5,65 ± 0,33

c
* 

espP– serina protease extracelular 19 (31,7) 17 (32,7) 25 (54,3) 4 (33,3) 4,675 ± 0,12 4,675±0,12 4,9 ± 0,38 
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Continuação Tabela 18 – Análises bivariadas e multivariadas dos genes de virulência da Escherichia coli enteroagregativa relacionados  à 

presença ou ausência das manifestações clínicas em crianças com diarreia (casos) da região do Semiárido Brasileiro 

Genes de virulência  
Desidratação 

N= 60 (%) 
Febre 

N= 52 (%) 
Vômitos 

N=46 (%) 

Dor 

Abdominal 

N=12 (%) 

Número de dias 

de diarreia
1
 

 

Média ± E.P.M 

Número de 

evacuações por 

dia
1
 

 Média ± E.P.M 

Escore de 

gravidade da 

doença
1
 

Média ±E.P.M 

Classe das SPATEs II      

pic – proteína envolvida em colonização 44 (73,3) 41 (78,8)
 b

* 33 (71,7) 11 (91,7) 4,396 ± 0,15 4,505± 0,08 4,868± 0,26 

tsh – hemaglutinina sensível à 

temperatura 
35 (58,3) 32 (61,5) 27 (58,7)

 b
** 4 (33,3) 4,474 ± 0,14 4,577± 0,08 4,833± 0,28 

vat – toxina autotransportadora de 

vacuolizante 
24 (40) 21 (40,4) 19 (41,3) 4 (33,3) 4,686 ± 0,18 4,569± 0,10 4,961± 0,34 

sepA – protease extracelular da Shigella 23 (38,3) 27 (51,9)
 a
* 20 (43,5) 4 (33,3) 4,723 ± 0,18 4,532±0,10 5,298± 0,40 

espL – Escherichia coli secretora de 

protease 
37 (61,7) 24 (46,2) 30 (65,2) 6 (50) 4,525 ± 0,179 4,600± 0,08 5,102± 0,30 

eatA – proteína autotransportadora de E. 

coli enterotoxigênica 
31 (51,7) 35 (67,3) 24 (52,2) 3 (25)

 a
** 4,575 ± 0,14 4,661± 0,10 4,988± 0,27 

Outros GRVs
1
     

astA – toxina termoestável A da EAEC, 

EAST1  
44 (73,3) 38 (73,1) 37 (80,4)

 b
* 6 (50) 4,551 ± 0,14 4,573± 0,08 4,989± 0,27 

air – proteína repetida da 

imunoglobulina enteroagregativa 
52 (86,7) 46 (88,5)

 a
* 41 (89,1) 10 (83,3) 4,510 ± 0,13 4,630± 0,082 5,1 ± 0,25 

capU – homóloga à hexosiltransferase 55 (91,7) 47 (90,4) 41 (89,1) 11 (91,7) 4,514 ± 0,127 4,615± 0,07 4,982± 0,24 

eilA –   homólogo HilA de Salmonella 33 (55) 25 (48,1)
 b

** 26 (56,5) 4 (33,3) 4,343 ± 0,13 4,571±0,09 4,671± 0,26 

aar –   regulador negativo do aggR 34 (56,7) 29 (55,8) 24 (52,2) 10 (83,3) 4,173 ± 0,16
c
**  4,453±0,08

a
** 4,493± 0,28 

shiA – supressor inflamatório shiA-like 49 (81,7) 42 (80,8) 35 (76,1) 10 (83,3) 4,422 ± 0,13 4,637±0,08 4,843± 0,24 

aap – proteína antiagregativa, 

Dispersina 
48 (80) 39 (75) 38 (82,6) 11 (91,7) 4,495 ± 0,14 4,557±0,07  4,907 ±0,25 

orf3 – codifica proteína críptica 41 (68,3) 32 (61,5) 31(67,4) 8 (66,7) 4,390 ± 0,15 4,512±0,08 4,390± 0,15 

aggR – regulador transcricional 49 (81,7) 40 (76,9)
 b

** 39 (84,8) 10 (83,3) 4,515 ± 0,13 4,614±0,08 4,911± 0,25 

Fonte: Próprio autor. Legenda: 1 
Dados foram convertido em valor binário, em pontuações de leve/ moderada-grave quando foi utilizado na logística de regressão.  

2
 Genes 

relacionados à virulência (VGRs).  a – Associações significantes dos genes codificadores de virulência de EAEC entre a presença ou ausência de sintomas, após o 

teste Qui-Quadrado, teste exato de Fisher, teste T ou Mann-Whitney (P<0,05), estão marcadas em negrito. b – Associações significantes dos genes codificadores de 

virulência de EAEC entre a presença ou ausência de sintomas, após os teste de regressão logísticas em conjunto todos os GRVs (P<0,05), estão marcadas em 

negrito. c – Associação significante pela análise bivariada e regressão logística com o GRV (P<0,05), estão marcadas em negrito.  * indica a associação significante 

com aumento da média da manifestação clínica; ** indica a associação significante com a redução da média da manifestação clínica.  
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Figura 11 – Representação gráfica usando o método de classificação de árvore de decisão 

(CART analysis) que mostra a relação dos casos de desidratação com a presença ou ausência 

de genes de virulência da Escherichia coli enteroagregativa  

 

 

Fonte: Próprio autor. Legenda: A presença ou ausência de cada gene relacionado ao sintoma que pode surgir ou não é 

indicada de acordo com as áreas terminais (nodos) da árvore. Cada ramo da árvore termina em um nó terminal 

definido pela presença ou ausência dos genes de virulência em que a análise estatística foi realizada. Para análise 

estatística foi utilizado o teste Qui-Quadrado, teste exato de Fisher e odds ratio (OR) (*P<0,05). Os ramos que 

terminaram em um nó terminal não estatístico não foram mostrados, mas representados por linhas tracejadas. No 

desfecho do algoritmo binário observou-se a associação significante com o aglomerado dos seguintes genes do 

codificador da enterotoxina EspC – espC, toxina codificada por plasmídeo – pet e toxina termoestável A da EAEC – 

astA com a desidratação (P= 0,0114; OR=28,0; 95%IC= 1,987 – 394,7). 
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Figura 12 – Representação gráfica usando o método de classificação de árvore de decisão 

(CART analysis) que mostra a relação dos casos de febre com a presença ou ausência de 

genes de virulência da Escherichia coli enteroagregativa  

 

 

 

Fonte: Próprio autor. Legenda: A presença ou ausência de cada gene relacionado ao sintoma que pode surgir ou não é 

indicada de acordo com as áreas terminais (nodos) da árvore. Cada ramo da árvore termina em um nó terminal 

definido pela presença ou ausência dos genes de virulência em que a análise estatística foi realizada. Para análise 

estatística foi utilizado o teste Qui-Quadrado, teste exato de Fisher e odds ratio (OR) (*P<0,05). Os ramos que 

terminaram em um nó terminal não estatístico não foram mostrados, mas representados por linhas tracejadas. No 

desfecho do algoritmo binário observou-se a associação significante com o aglomerado dos seguintes genes: 

subunidade da fímbria AAF/IV -  agg4A, hemaglutinina sensível à temperatura – tsh e protease extracelular da 

Shigella – sepA com a febre (P=0,0491; OR=11,25; 95%IC=1,192 –106). 
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Figura 13 – Representação gráfica usando o método de classificação de árvore de decisão 

(CART analysis) que mostra a relação dos casos de vômito com a presença ou ausência de 

genes de virulência da Escherichia coli enteroagregativa  

 

 

Fonte: Próprio autor. Legenda: A presença ou ausência de cada gene relacionado ao sintoma que pode surgir ou não 

é indicada de acordo com as áreas terminais (nodos) da árvore. Cada ramo da árvore termina em um nó terminal 

definido pela presença ou ausência dos genes de virulência em que a análise estatística foi realizada. Para análise 

estatística foi utilizado o teste Qui-Quadrado, teste exato de Fisher e odds ratio (OR) (*P<0,05). Os ramos que 

terminaram em um nó terminal não estatístico não foram mostrados, mas representados por linhas tracejadas. No 

desfecho do algoritmo binário observou-se a associação significante com o aglomerado dos seguintes genes: a 

proteína repetida da imunoglobulina enteroagregativa – air, a toxina termoestável A da EAEC – astA, codificador da 

enterotoxina EspC – espC e a toxina codificada por plasmídeo – pet (P= 0,0156; OR=8; 95%IC= 1,42 – 45,8). 
 

 

A investigação dos casos de dor abdominal mostrou associação significativa ao 

clusters constituído pela ausência do proteína autotransportadora de E. coli enterotoxigênica – 

eatA e a presença de proteína envolvida em colonização – pic (P=0,0413; OR=12,53; 

95%IC=0,6786-23,14) (FIGURA 14). 
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Figura 14 -  Representação gráfica usando o método de classificação de árvore de decisão 

(CART analysis) que mostra a relação dos casos de dor abdominal com a presença ou 

ausência de genes de virulência da Escherichia coli enteroagregativa  

 

 

 

Fonte: Próprio autor. Legenda: A presença ou ausência de cada gene relacionado ao sintoma que pode surgir ou não 

é indicada de acordo com as áreas terminais (nodos) da árvore. Cada ramo da árvore termina em um nó terminal 

definido pela presença ou ausência dos genes de virulência em que a análise estatística foi realizada. Para análise 

estatística foi utilizado o teste Qui-Quadrado, teste exato de Fisher e odds ratio (OR) (*P<0,05). Os ramos que 

terminaram em um nó terminal não estatístico não foram mostrados, mas representados por linhas tracejadas. No 

desfecho do algoritmo binário observou-se a associação significante com o aglomerado e ausência dos seguintes 

genes: ausência do proteína autotransportadora de E. coli enterotoxigênica – eatA e a presença de proteína envolvida 

em colonização – pic (P=0,0413; OR=12,53; 95%IC=0,6786 – 23,14). 

 

 

 

No desfecho do algoritmo binário observou-se a associação significante do aumento 

da gravidade da doença com o aglomerado da presença e ausência dos seguintes genes: presença 

da proteína repetida da imunoglobulina enteroagregativa – air, ausência da subunidade da fímbria 
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AAF/IV -  agg4A e a presença do gene da Escherichia coli secretora de proteína EspC – espC 

(P= 0,0282; OR=2,054; 95%IC= 1,085 – 3,889 (FIGURA 15). 

 

 

Figura 15 -  Representação gráfica usando o método de classificação de árvore de decisão 

(CART analysis) que mostra a relação da gravidade da doença nos casos com a presença ou 

ausência de genes de virulência da Escherichia coli enteroagregativa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Próprio autor. Legenda: A presença ou ausência de cada gene relacionado ao sintoma que pode surgir ou não 

é indicada de acordo com as áreas terminais (nodos) da árvore. Cada ramo da árvore termina em um nó terminal 

definido pela presença ou ausência dos genes de virulência em que a análise estatística foi realizada. Para análise 

estatística foi utilizado o teste Qui-Quadrado, teste exato de Fisher e odds ratio (OR) (*P<0,05). Os ramos que 

terminaram em um nó terminal não estatístico não foram mostrados, mas representados por linhas tracejadas. No 

desfecho do algoritmo binário observou-se a associação significante com o aglomerado dos seguintes genes: 
presença da proteína repetida da imunoglobulina enteroagregativa – air, ausência da subunidade da fímbria AAF/IV 

-  agg4A, presença do codificador da enterotoxina EspC – espC (P= 0,0282; OR=2,054; 95%IC= 1,085 – 3,889) 
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5.5 Avaliação da distribuição das coinfecções relacionados à infecção pela Escherichia coli 

enteroagregativa diagnosticada em amostras fecais de crianças com e sem diarreia no 

Semiárido brasileiro 

 

Neste tópico, abordaremos as informações das manifestações clínicas das crianças 

que apresentaram coinfecções e a variabilidade dos enteropatógenos presentes nas amostras 

fecais diagnosticadas com a EAEC que possuíam simultaneamente os dois alvos genéticos de 

diagnóstico: cromossomial – aaiC e do gene plasmidial – aatA. Dentre as 232 crianças estudadas, 

179 (77,2%) apresentaram coinfecção com pelo menos um enteropatógeno, das quais 101 

(43,5%) eram casos e 78 controles (33,6%).  

Em geral, 77,2% das crianças apresentaram pelo menos uma coinfecção bacteriana, 

sendo 52% das coinfecções parasitárias e 33%, virais. 

Em relação aos enteropatógenos analisados, observa-se na Figura 16 que a 

Escherichia coli enteropatogênica atípica (aEPEC) (43,5%; 101/232) apresentou a maior 

frequência das coinfecções, seguida pela Giardia lamblia (18,1%; 42/232), Escherichia coli 

enterotoxigênica (ETEC) (15,9%; 37/232).  

A avaliação pelo método árvore de decisão (CART analysis) mostrou a correlação da 

presença da Giardia Lamblia simultânea ausência de aEPEC (P= 0,0495; OR=0,2588; 95%IC= 

1,035 – 0,064) com as crianças assintomáticas (controles), como visto na Figura 17. 

Quanto aos dados clínicos (TABELA 19), a coinfecção por norovírus foi associado à 

febre (P=0,041; OR=7,872; 95%IC=0,14 – 0,68) nas análises bivariadas. Além disso, na 

avaliação multivariada, norovirus (P=0,04372; OR= 11,109; 95%IC= 1,07 – 115,32) foi 

novamente relacionado à febre, bem como a Escherichia coli enteroinvasiva/Shigella spp. 

(P=0,04501; OR= 3,934; 95%IC=1,03– 15,01) e o Campylobacter spp. (P=0,0451; OR= 4,495; 

95%IC= 1,03– 19,57); ao contrário da coinfecção pela Giardia lamblia (P=0,0322; OR= 0,278; 

95%IC=0,08 – 0,89) que foi associada à ausência do referido sintoma. 

Outro importante fator avaliado foi o aumento da média do número de dias de 

diarreia associado a coinfecção com aEPEC ([(Média ± E.P.M) 4,769 ± 0,19 vs. 4,189 ± 0,15; 

P=0,0198) em avaliação bivariada. Ademais, o aumento dos escores do número de evacuações 

por dia foi correlacionado à copatogênese com o Campylobacter spp. (P=0,033; OR=4,289; 

95%IC= 1,11 – 16,45) nas análises multivariada (TABELA 19).  
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Figura 16 – Frequência de cada enteropatógeno em crianças diagnosticadas com Escherichia coli enteroagregativa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Próprio autor. Legenda: EPEC
1
= Escherichia coli enteropatogênica; EIEC

6
= Escherichia coli enteroinvaisva; EIEC

2
= Escherichia coli enteroinvasiva; 

STEC
3
= Escherichia coli produtora de Shiga toxina; ETEC

4
= Escherichia coli enterotoxigênica; 
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Figura 17 -  Representação gráfica usando o método de classificação de árvore de decisão (CART analysis) que mostra a 

relação entre crianças com a presença (casos) e a ausência (controles) de diarreia na copatogênse da Escherichia coli 

enteroagregativa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Próprio autor. Legenda: A presença ou ausência de cada gene relacionado ao sintoma que pode surgir ou não é indicada de acordo com as áreas terminais 

(nodos) da árvore. Cada ramo da árvore termina em um nó terminal definido pela presença ou ausência dos genes de virulência em que a análise estatística foi 

realizada. Para análise estatística foi utilizado o teste Qui-Quadrado, teste exato de Fisher e odds ratio (OR) (*P<0,05). Os ramos que terminaram em um nó 

terminal não estatístico não foram mostrados, mas representados por linhas tracejadas. No desfecho do algoritmo binário observou-se a associação significante 

com o aglomerado dos seguintes enteropatógenos: presença da Giardia lamblia e ausência de Escherichia coli enteropatogênica atípica (aEPEC) (P= 0,0495; 

OR=0,2588; 95%IC= 1,035 – 0,064) com os controles. 
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Tabela 19 – Análise multivariada da presença ou ausência das manifestações clínicas da diarreia nas crianças na presença ou 

na ausência das coinfecções específicas com a Escherichia coli enteroagregativa 

 

Coinfecções 
Desidratação 

N= 60 (%) 
Febre 

N= 52 (%) 
Vômitos 

N=46 (%) 

Dor 

Abdominal 

N=12 (%) 

Escore de dias 

de diarreia1 

     N=54 (%) 

Escore de 

evacuações por 

dia1 

       N=51 (%) 

Escore de 

gravidade da 

doença1 

N=91 (%) 

Pelo menos um vírus entérico 9 (15) 11 (21,2) 10 (21,7) 1 (8,3) 9 (16,7) 8 (15,7) 18 (19,8) 

Adenovírus 1 (1,7) 0 2 (4,3) 0 1 (1,9) 1 (2) 3 (3,3) 

Astrovírus 1 (1,7) 2 (3,8) 1 (2,2) 0 1 (1,9) 1 (2) 2 (2,2) 

Norovírus 4 (6,7) 5 (9,6)* 4 (8,7) 1 (8,3) 3 (5,6) 3 (5,9) 6 (6,6) 

Rotavírus 3 (5) 4 (7,7) 3 (6,5) 0 5 (9,3) 4 (7,8) 8 (8,8) 

Sapovírus 0 0 0 0 1 (1,9) 1 (2) 1 (1,1) 

Pelo menos uma bactéria entérica 36 (60) 32 (61,5) 24 (46,2) 8 (66,7) 34 (63) 36 (70,6) 56 (61,5) 

STEC
2
 8 (13,3) 9 (17,3) 6 (13) 2  (16,7) 7 (13) 8 (15,7) 12 (13,2) 

EPEC
3 
atípica 26 (43,3) 19 (36,5) 23 (44,2) 2  (16,7) 26 (48,1) 25 (49) 39 (42,9) 

EPEC
 
típica 4 (6,7) 3 (5,8) 2 (3,8) 3 (25) 3 (5,6) 3 (5,9) 4 (4,4) 

ETEC
4
 6 (10) 4 (7,7) 3 (6,5) 2  (16,7) 7 (13) 11 (21,6) 13 (14,3) 

EIEC
4
/Shigella spp 7 (11,7) 9 (17,3)* 5 (10,9) 1 (8,3) 5 (9,3) 4 (7,8) 11 (12,1) 

Salmonella spp 9 (15) 6 (11,4) 6 (13) 2  (16,7) 6 (11,1) 4 (7,8) 11 (12,1) 

Campylobacter spp 7 (11,7) 8 (15,4)* 7 (15,2) 1 (8,3) 8 (14,8) 9 (17,6)* 13 (14,3) 

Aeromonas spp 2 (3,3) 2 (3,8) 2 (4,3) 0 1 (1,9) 1 (2) 2 (2,2) 

Pelo menos um parasita entérico 14 (23,3) 10 (19,2) 11 (23,9) 3 (25) 12 (22,2) 13 (25,5) 24 (26,4) 

Entamoeba Histolytica 0 0 0  0 0 0 0 

Cryptosporidium 6 (10) 4 (7,7) 4 (8,7) 2  (16,7) 4 (7,4) 5 (9,8) 7 (7,7) 

Giardia 11 (18,3) 8 (15,4)** 9 (19,6) 2  (16,7) 11 (20,4) 11 (21,6) 21 (23,1) 

Pelo menos uma copatogênese 43 (71,7) 38 (73,1) 29 (55,8) 10 (83,3) 39 (72,2) 42 (82,4) 68 (74,7) 

Fonte: Próprio autor. Legenda:1 
Dados foram convertido em valor binário, indicando na tabela acima moderada-grave na pontuação de escore. STEC

2
= E. 

coli produtora de Shiga toxina; EPEC
3
= E. coli enteropatogênica; EIEC

4
= E. coli enteroinvaisva; ETEC

3
= E. coli enterotoxigênica; EIEC

4
= E. coli 

enteroinvasiva. Associações significantes dos genes codificadores de virulência de EAEC entre a presença ou ausência de sintomas, após os teste 

de regressão logísticas em conjunto todos os enteropatógenos (*P<0.05), estão marcadas em negrito. * indica a associação significante com 

aumento do percentual da manifestação clínica; ** indica a associação significante com a redução do percentual da manifestação clínica. 
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6 DISCUSSÃO 

 

As doenças diarreicas constituem um importante problema de saúde pública, 

afetando, principalmente, as crianças nos primeiros anos de vida que são críticos para o 

desenvolvimento físico e cognitivo (NIEHAUS et al., 2002; LIMA et al., 2000; MOORE et al., 

2010). Segundo a UNICEF (2016), a implementação de medidas preventivas e sanitárias 

adotadas pelos governos dos países em desenvolvimento resultaram em drástica redução das 

taxas de mortalidade e morbidade infantil ao longo dos anos. Não obstante, tais enfermidades 

continuam como a segunda causa de óbito em crianças abaixo de cinco anos de idade. 

A EAEC é um importante enteropatógeno capaz de induzir a diarreia persistente e 

aguda (BOISEN et al., 2012; JENSEN et al., 2016; LIMA et al., 2000; LIMA et al., 2013; LIMA 

et al. Manuscrito em submissão) e até mesmo a colonização subclínica (FRANÇA et al., 2013; 

HAVT et al., 2017; LIMA et al., 2000; 2017), podendo acarretar, a longo prazo, o déficit de 

crescimento infantil e a inflamação intestinal crônica (STEINER et al., 1998; ROGAWSKI et al., 

2017). Apesar disso, poucos estudos dedicam a atenção para explicar as diferenças na 

heterogeneidade dos padrões genéticos dessa bactéria que culmina em diferentes desfechos da 

doença.  

O propósito dessa pesquisa foi investigar a prevalência, os determinantes 

socioeconômicos, genéticos e as co-patogêneses que favorecem a infecção pela EAEC, em 

crianças com e sem diarreia, na idade de 2 a 36 meses, residentes nas diferentes localidades da 

região do Semiárido brasileiro entre os anos de 2009 e 2011.   

 O presente estudo, como parte do projeto RECODISA, apontou uma prevalência 

geral de 54,6% (650/1191) de EAEC nas amostras estudadas que se correlacionou com a casos de 

diarreia aguda infantil (LIMA et al. Manuscrito em submissão). Assim, corroborando com os 

nossos achados, vários estudos nacionais e internacionais também mostraram essa bactéria como 

um importante agente etiológico da diarreia (ARAÚJO et al., 2007; BUERIS et al., 2007; DIAS 

et al., 2016; GARCIA, SILVA, DINIZ, 2011; HUANG et al., 2006; MORENO et al., 2010; 

PEREIRA et al., 2007; PLATTS-MILLS et al., 2015; 2017; REGUA-MANGIA et al., 2004; 

RODRIGUES et al., 2002). Estudo realizado por nosso grupo, na região do Nordeste brasileiro, 

demonstrou elevadas taxas de detecção de EAEC (41%) em ambas as amostras, diarreicas e não-
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diarreicas, provenientes de crianças da comunidade carente Gonçalves Dias, na cidade de 

Fortaleza, no Estado do Ceará (LIMA et al., 2013). 

 Além disso, em recente pesquisa, de caso-controle prospectivo de desnutrição 

infantil, desenvolvido na mesma cidade citada, detectou-se EAEC como um dos enteropatógenos 

mais prevalentes (21,2%) em crianças assintomáticas eutróficas e desnutridas (LIMA et al., 

2017). Neste contexto, similar taxa de infecção subclínica foi observada em nosso trabalho 

(25,18%). 

Os municípios com as maiores prevalências, em nosso trabalho, eram pertencentes ao 

Estado da Paraíba, o que inclui Patos (99%) e Sousa (83,9%).  Contudo, apenas as cidades de 

Crato (Ceará) e de Ouricuri (Pernambuco) apresentaram correlação entre EAEC e a diarreia 

infantil. No Brasil, a avaliação geral dos Índices de Desenvolvimento Humano por Município 

(IDHM), mostra uma baixa evolução das regiões brasileiras, apontando uma taxa de crescimento 

inferior a 0,8% nos últimos anos (BRASIL, 2015a), o que indica a estagnação no 

desenvolvimento do país. Ademais, não foram encontrados estudos que estratifiquem as 

populações das cidades do Semiárido brasileiro referentes ao impacto das doenças diarreicas 

infantis correlacionando-as ao específico enteropatógeno. 

Quanto ao diagnóstico, atualmente, pesquisas mostram que as cepas de EAEC têm 

apresentado uma grande versatilidade de aderência em células HEp-2 (considerado “padrão ouro” 

de identificação desta bactéria), o que dificulta sua caracterização (LIEBCHEN et al., 2011; 

RAJAN et al., 2018). Portanto, os ensaios moleculares com ampla detecção de fatores de 

virulência são técnicas rápidas que facilitam a detecção desse patotipo (ANDRADE, GOMES, 

ELIAS et al., 2002; SCHMIDT et al., 1995; TANIUCHI et al., 2013; ESTRADA-GARCIA, 

NAVARRO-GARCIA, 2012).  

Em nosso estudo, os genes empregados para o diagnóstico foram o codificador da 

ilha de ativação de controle transcricional (aaiC) e a proteína transportadora anti-agregativa 

(aatA), os quais tem sido utilizados para a identificação da EAEC em estudos multicêntricos a 

nível mundial (MAL-ED e GEMS) (KOTLOFF et al., 2013; PLATTS-MILLS et al., 2015). 

Contudo, no atual estudo, a avaliação da combinação entre os alvos genéticos de diagnóstico não 

indicaram diferenças significantes nas análises de escores de gravidade e do processo 

inflamatório da doença diarreica. Assim, amostras identificadas com a EAEC na presença de 

ambos os genes foram escolhidas para a continuidade no presente trabalho. Rogawski et al. 
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(2017) descreve que ter obtido uma maior consistência nas análises dos dados quando utilizado 

ambos os genes para o diagnóstico da EAEC. 

A caracterização dos distintos determinantes da diarreia é essencial para o 

entendimento do desfecho da doença, o que pode variar de acordo com a população estudada e a 

região geográfica (GEORGE et al., 2014). No detalhamento populacional do presente estudo, as 

crianças na primeira infância que estavam em aleitamento materno não-exclusivo e possuíam 

mães na faixa de etária de 14 a 25 anos indicaram uma maior vulnerabilidade para a ocorrência 

de diarreia. 

Nesse contexto, um levantamento global sobre o aleitamento, após avaliar 194 

nações, descobriu-se que apenas 40% das crianças são amamentadas exclusivamente durante os 

seis primeiros meses de vida, enquanto que a referida taxa no Brasil foi de 39% (UNICEF, 2018; 

OMS, 2017a). No Semiárido brasileiro, no presente estudo, verificou que apenas 29% das 

crianças na primeira infância estava em aleitamento materno exclusivo. 

 O primeiro ano de vida é o período crucial para o desenvolvimento físico, motor e 

cognitivo, indicando que crianças com o desenvolvimento integral saudável, demonstram um 

melhor desempenho escolar (BRASIL, 2009). Um importante agravante são crianças submetidas 

ao aleitamento materno não exclusivo ou não amamentadas que os tornam mais suscetíveis ao 

desenvolvimento de eventos diarreicos, provavelmente, devido à imaturidade do 

desenvolvimento do sistema imunológico (BRASIL, 2009).  

Estudos epidemiológicos têm demonstrado que crianças amamentadas apresentam 

uma microbiota intestinal mais saudável, quando comparadas às crianças alimentadas com 

fórmulas industrializadas (WHARTON et al., 1994; TURIN, OCHOA, 2014).  Logo, observa-se 

que a microbiota normal é estabelecida pela amamentação, consistindo numa proteção contra 

doenças diarreicas e contra outras doenças, bem como contribuindo para o desenvolvimento e a 

maturação do trato gastrointestinal infantil (SCHIFFRIN, BLUM, 2002; SOLIS et al., 2002). 

 A Organização Mundial de Saúde (2017a) preconiza que o aleitamento materno deve 

ser exclusivo, no mínimo, nos primeiros seis meses de idade, o que é indicado como uma das 

formas mais eficazes de proteger a criança contra infecções. Somente com o decurso desse 

período, poderia ocorrer a inclusão de alimentação complementar. Assim, sugere-se que a baixa 

taxa de amamentação em nossa pesquisa, pode estar vinculada ao fato das “jovens” mães 

apresentarem o trabalho como o motivo que as impossibilitaria de amamentar a criança, 
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tornando-se necessária a introdução de fórmulas industrializadas. Além disso, entre as crianças 

no terceiro ano de vida, o aleitamento não-exclusivo e a utilização de fontes de água não 

confiáveis (água para beber oriunda de açude, rio, carro-pipa, cisterna, cacimba, entre outros) 

apresentaram-se como determinates relacionados ao desenvolvimento da infecção subclínica por 

EAEC.  

Provavelmente, existe uma relação entre a escassez de água, devido à ausência de 

chuvas da região do Semiárido brasileiro, que geram a interrupção ou a intermitência no 

provimento de água à população. A utilização de água sem o tratamento adequado a torna o 

principal veículo para a infecção (BRASIL, 2015b). Neste contexto, as crianças assintomáticas 

podem estar expostas a infecções recorrentes, resultantes das precárias condições de saneamento 

ambiental, deficiência ou ausência do aleitamento materno, características da Disfunção Entérica 

Ambiental – DAE (CRANE, JONES, BERKLEY, 2015; HARPER et al, 2018).  

A DAE consiste na persistência da frequência da exposição a patógenos entéricos, 

durante a contaminação fecal-oral ambiental o que produz inúmeras consequências como o 

aumento da permeabilidade intestinal, a redução da capacidade absortiva intestinal, a disbiose, 

translocação bacteriana e a progressiva estimulação do sistema imune, provocando inflamação 

crônica e, mais recentemente, foram descritas alterações metabolômicas e epigenéticas (CRANE, 

JONES, BERKLEY, 2015; HAPER et al, 2018; MAYNERIS-PERXACHS et al., 2016). Tais 

fatos favorecem a colonização a longo prazo da bactéria no hospedeiro, o que pode ocasionar em 

déficit de crescimento infantil sem causar as manifestações da diarreia (ROGAWSKI, 

GUERRANT, 2017). 

Além disso, a partir da análise de 9.581 amostras fecais oriundas de crianças 

desnutridas e nutridas, como parte do projeto MAL-ED, obteve-se uma incidência de 27,5% de 

EAEC e quando investigado pelo menos uma infecção nos dois primeiros anos de vida da criança 

indicou um aumento da frequência para 94,8%, além da correlação da EAEC com a redução do 

crescimento linear relacionado infantil (ROGAWSKI et al. 2017).  

As crianças assintomáticas do semiárido brasileiro, no atual estudo, apresentaram 

redução do índice de peso-por-altura (WHZ) escore-z em comparação com as crianças com 

quadro clínico diarreico. Contudo, as crianças assintomáticas não atingiram os valores de <-2 

escores-z (WHZ), um parâmetro que ajuda a revelar atraso no crescimento linear infantil (OMS, 
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2017b). Nessa avaliação, apenas 3,5% da população estudada apresentou desnutrição, enquanto 

16,4% exibiu evidências de sobrepeso ou obesidade. 

Corroborando com os nossos dados, pesquisa realizada com a participação de 860 

crianças da cidade de Maribondo, município da região do semiárido nordestino, mais 

especificamente no estado de Alagoas, mostrou a consolidação do antagonismo de uma maior 

prevalência de sobrepeso (24%) em contraste com o déficit estatural (9%) (RAMIRES et al. 

2014). 

Outro fator importante que contribui para patogênese da EAEC é a sua capacidade de 

estimular a resposta inflamatória do hospedeiro. Steiner et al. (1998) demostraram que as 

crianças portadoras de EAEC como único patotipo identificado na presença diarreia tiveram 

elevações das concentrações de IL-1β e lactoferrina fecal em relação aos controles. Segundo 

Prata et al, 2016, esse último biomarcador apresenta relação direta com os níveis de MPO fecal. 

Assim, em nossos resultados, também foram obtidas elevadas concentrações de MPO fecal em 

crianças com diarreia, quando comparado com os assintomáticos.  

Ademais, as crianças com infecção subclínica do semiárido brasileiro apresentaram 

moderados níveis de MPO fecal similares as crianças eutróficas, participantes do estudo caso-

controle de desnutrição infantil na cidade de Fortaleza, CE (HAVT et al. 2017). Como medida de 

prevenção da infecção, a fim de inibir o impacto inicial ou crônico da exposição à EAEC, 

indutora do processo inflamatório, sugere-se o aumento da duração do aleitamento o qual poderia 

proteger o infante contra o primeiro contato com a referida bactéria (ROGAWSKI et al., 2017). 

Após o breve detalhamento do fenótipo da infecção causada pela EAEC na população 

infantil do semiárido brasileiro, apresenta-se como principal abordagem do presente estudo 

transversal, o comportamento do desfecho da presença ou ausência da diarreia que podem ser 

influenciados pela interindividualidade moldada pelos fatores genéticos atrelados à patobiologia 

do microrganismo, ou em adição, a uma exposição contínua subjacente a múltiplos patógenos.  

Diversos estudos em progresso têm sido desenvolvidos para determinar a patogênese 

da EAEC, o que inclui pesquisas in vivo na avaliação da ativação de fímbrias, regulando a 

resposta inflamatória do hospedeiro (BOLICK et al., 2014; BOLL et al., 2012, 2017); modelos in 

vitro também estão sendo utilizados para a identificação GRVs ativos, bem como investigar seus 

mecanismos a nível molecular (MEDEIROS et al., 2013; CARVALHO et al., 2012; PRIYA et 

al., 2017; JØNSSON et al., 2015; 2017a; 2017b), além de pesquisas que avaliam a capacidade de 
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substâncias com efeito protetor contra a indução de dano intestinal causado pela referida bactéria 

(CARVALHO et al., 2012; PRATA et al. 2018). Contudo, ainda há escassez de estudos clínicos 

que relatem a versatilidade de fatores genéticos da EAEC associada às várias manifestações da 

infecção no hospedeiro. No entanto, pode-se afirmar que esse é o primeiro estudo a investigar os 

GRVs envolvidos à patobiologia da EAEC na população infantil do semiárido brasileiro.  

Nos dados gerados na presente pesquisa, o gene homólogo à hexosiltransferase - 

capU (89,7%) foi o mais prevalente. CapU apresenta a capacidade de codificar 50% de proteína 

idêntica ao produto da biossíntese de lipossacarídeo (LPS) gerado pelo gene rfbU da E. coli 

O157:H7, que exibe um padrão homólogo da hexosiltransferase. Outras atividades de CapU é a 

resistência a ácidos do organismo (CZECZULIN et al., 1999; BARUA et al., 2002). 

Diversas pesquisas vêm corroborando com os dados do presente trabalho. Boisen et 

al. (2012), em estudo caso-controle de diarreia moderada a severa, mostraram uma prevalência 

similar de capU (81,8%) em crianças residentes na cidade de Bamako, Mali. Em pesquisa 

realizada por Lima et al. (2013) detectaram capU em 90,9% das amostras fecais identificadas 

com EAEC, apresentando-se como o gene mais detectado em estudo de caso-controle de diarreia 

infantil no município de Fortaleza, Ceará.  

Entre os 27 genes detectados, o codificador de AFF/III (agg3A) apresentou a menor 

prevalência (8,2%) nesta pesquisa. Diversas pesquisas também mostram uma baixa prevalência 

do gene agg3A como 7% (JENSEN et al., 2017), 5% (BOISEN et al., 2012), 1,5% (LIMA et al. 

2013). As fímbrias de aderência agregativa (AAFs) promovem o primeiro processo de adesão na 

mucosa intestinal do hospedeiro, o que facilita a formação de biofilme e invasão (BERRY et al., 

2014; GARCIA et al., 2000; LEE, MATTHEWS, GARNETT, 2016).  

Em acordo com nossos resultados, a alta frequência do codificador da unidade 

estrutural da AAF/III-IV –agg3/4C (62,1%) encontrada foi similar à detecção em outras 

pesquisas com foco na população infantil, indicando uma variação entre 76,8% e 36,1% 

(BOISEN et al., 2012; LIMA et al., 2013; JENSEN et al., 2017; HAVT et al., 2017). 

O codificador fimbrial de maior prevalência foi o codificador de AAF/V (agg5A), 

porém devido a sua recente descoberta, há poucos estudos epidemiológicos que relatem a 

frequência da AAF/5 (JØNSSON et al., 2015).  Jønsson et al. (2015) relataram uma frequência de 

12% em pacientes com a doença da diarreia dos viajantes na Dinamarca. Ademais, em estudo 

comparativo de diarreia aguda e persistente indicou, respectivamente, frequências de 22% e 20% 
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do gene agg5A em cepas isoladas de crianças dinamarquesas coletadas entre os anos de 2011 a 

2012 (JENSEN et al., 2017).  

Nosso estudo encontrou diferentes padrões de GRVs, dentre os quais o gene 

codificado da fímbria AAF/IV (agg4A) foi associado às crianças assintomáticas, enquanto os 

genes da proteína envolvida na colonização (pic) e do codificador da enterotoxina EspC (espC) 

foram correlacionados às crianças com diarreia. Corroborando com o nossos achados, Lima et al. 

(2013) também identificou o referido gene com a ausência de diarreia infantil.  

Entre as SPATEs estudadas, Pic foi a segunda SPATE a ser identificada e apresenta 

diversas funções como a atividade de protease mucolítica, resistência ao soro e hemaglutinação, o 

que facilita o processo de colonização do hospedeiro (GUTIERREZ-JIMENEZ, ARCINIEGA, 

NAVARRO-GARCIA, 2008; HENDERSON et al, 1999).  Ademais, pic foi a SPATE mais 

detectada em nossa pesquisa, dados similares foram encontrados em estudo caso-controle de 

diarreia infantil na Mirzapur, Bangladesh (CHATTAWAY et al., 2017). Pesquisa realizada por 

Jensen et al. (2017) mostrou que a combinação de pic e toxina autotransportadora secretada (sat), 

na ausência de codificador da AAF/I (aggA) pode favorecer a manifestação da diarreia 

persistente, em comparação à forma aguda dessa doença em crianças da Dinamarca. 

Outro gene capaz de promover a diarreia foi o espC associado às cepas de EPEC e 

EHEC (GUINGNOT, SEGURA, VAN NHIEU, 2015). Todavia, ainda não existem relatos 

epidemiológicos que determinem a presença desse gene em cepas isoladas de EAEC. Além disso, 

na avaliação dos clusters genéticos, observa-se a relação entre a ausência de agg4A, com a 

presença de espC associada à indução da doença diarreica aguda nas crianças do Semiárido 

brasileiro.  

Diversas pesquisas mostram diferentes sinergismos de cluster genéticos associados à 

presença ou ausência de doenças como a diarreia e desnutrição infantil. Lima et al. (2013) 

constatou o sinergismo no agrupamento da presença do codificador de fímbria agg3/4C e da ilha 

de ativação de controle transcricional (aaiC), diante da ausência dos genes agg4A e o regulador 

negativo de aggR (aar) correlacionado à diarreia infantil. Havt et al. (2017) mostrou o 

aglomerado dos genes aar, pic, aag4A e capU relacionados às crianças nutridas em estudo caso-

controle de desnutrição infantil. 

Tendo em vista estudos anteriores que visaram apenas a avaliação dos marcadores 

genéticos, em análises binárias, apenas entre a presença de diarreia e assintomáticos (BOISEN et 
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al., 2012; LIMA et al., 2013; HAVT et al., 2017; IKUMAPAY et al., 2017). Poucos estudos 

sugeriram a específica marcação dos GRVs na análise das manifestações clínicas e da avaliação 

da gravidade da diarreia (JENSEN et al., 2017). Considerando, assim, a escassez desses estudos 

clínicos, buscamos abordar tal objetivo neste trabalho mostrando a avaliação da dimensão do 

envolvimento individual e dos agrupamentos dos GRVs com a sintomalologia da infecção pela 

EAEC. 

Descrevendo nossos achados de acordo com o grau de importância dos genes 

relacionados ao desenvolvimento da indução dos sintomas da diarreia, o gene espC apresentou-se 

como o principal preditor para a desidratação, aumento dos dias de diarreia, de evacuações por 

dia e da gravidade da doença, além da participação no cluster genético correlacionado ao vômito 

(air+astA+espC+pet). A atividade da EspC, proteína serina protease citotóxica, é reconhecido por 

favorecer o aparecimento de diarreia infantil (CLEMENTS et al., 2012).  

EspC cliva a alfa-fodrina, proteína associada à actina no citoesqueleto e as proteínas 

de adesão, o que induz morte celular por necrose e através da via apoptótica mitocondrial, 

causando a redução dos níveis de expressão da proteína antiapoptótica Bcl-2 e aumento da 

proteína pró-apoptótica Bax no citosol para a mitocôndria, o que conduz a liberação do citocromo 

c para o citoplasma e perda de potencial de membrana mitocondrial com a ativação de caspase-9 

e -3 e por fim, a fragmentação e aumento da subpopulação G1 celular (SERAPIO-PALACIOS, 

NAVARRO-GARCIA, 2016; STEIN et al., 1996). Sugere-se que a morte celular pelo espC 

poderia favorecer um maior número de episódios de diarreia, consequentemente maior perda de 

eletrólitos e água ocasionado a desidratação e assim agravando a doença, como visto em nossos 

resultados.  

O gene pic correlacionou-se aos sintomas de febre e dor abdominal (-eatA+pic) no 

presente estudo. Pic é uma protease que pode ser secretada por Shigella flexineri, EAEC e UPEC 

(DAUTIN et al., 2010). Além disso, Pic está envolvido no processo de hipersecreção e atividade 

mucolítica que é responsável pela diarreia mucoide (NAVARRO-GARCIA, 2014). 

Normalmente, esse gene não é associado a diarreia em estudos clínicos (BOISEN et al., 2012; 

LIMA et al., 2013; HAVT et al., 2017; IKUMAPAY et al., 2017). Contudo, em estudo coorte, 

em cepas de EAEC isoladas de crianças com e sem diarreia em comunidades carentes peruanas, 

mostrou, nas análises após a exclusão das coinfecções, pic como o único gene associado com a 

diarreia (DURAND et al., 2016). Recente pesquisa de perfil etiológico, caracterizaram 200 cepas 
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de EAEC isoladas de amostras fecais de crianças com e sem diarreia na Tailândia, onde 

identificou o gene pic como um preditor da doença (SERICHANTALERGS et al., 2017).  

O papel do gene astA, conhecido como o codificador toxina termoestável A da EAEC 

- EAST-1 (SAVARINO et al., 1991), foi descrito anteriormente por sua capacidade de ativar 

adenilato ciclase, aumentando os níveis intracelular de monofosfato cíclico de guanosina (GMPc) 

nos enterócitos gerando uma resposta secretora (SAVARINO et al., 1991; 1993). Em nosso 

estudo, astA associou-se à aglomerados genéticos determinantes do desenvolvimento da 

desidratação (+espC+pet+astA) e vômito (astA sozinho ou +air+astA+espC+pet).  Pesquisa 

realizada por  Ikumapay et al. (2017) em caso-controle de diarreia infantil moderada a severa na 

zona rural de Gambia – África, demonstrou o mesmo gene associado a doença, principalmente, 

em crianças com a idade de 12 a 23 meses. 

Certos fatores são indenpedentes do controle do regulador transcricional (aggR), o 

que incluem toxina termoestável A da EAEC - EAST-1 (codificada por astA), as proteínas serina 

proteases (SPATES) e adesina air (BOISEN et al., 2012). Sugere-se que tal fato pode contribuir 

para a ativação dos genes na promoção dos sintomas. No presente estudo, identificou-se o gene 

air como um preditor da dor abdominal (+air+astA+espC+pet) e do aumento da gravidade da 

doença (+air-agg4A+espC) em combinação genética. Em acordo com nossos resultados, Nüesch-

Inderbinen et al. (2013) apresentaram air associado a diarreia em adultos em estudo caso-controle 

na Suíça. 

Uma importante SPATE encontrada foi pet que envolveu-se em clusters genéticos 

relacionados à indução de desidratação (+espC+pet+astA) e de vômito (+air+astA+espC+pet). 

Vários estudos caso-controle de diarreia em crianças e adultos revelaram o gene pet relacionados 

ao desenvolvimento da doença (BAFANDEH, HAGHI, ZEIGHAMI, 2015; LIMA et al., 2013; 

IKUMAPAY et al., 2017). De forma interessante, Pet apresenta mecanismos similares a EspC, 

atuando na alteração do citoesqueleto celular pela proteólise da alfa-fodrina o que produz efeitos 

citostáticos e enterotóxicos. Contudo, essas SPATEs apresentam padrões distintos na célula do 

hospedeiro. Pet entra na célula por endocitose mediada por um receptor e cliva a alfa-fodrina em 

uma única região. Já EspC é capturado no meio e injetado na célula pelo sistema de secreção tipo 

III, causando a ativação de mecanismos pró-apoptóticos e a clivagem da alfa-fodrina em duas 

diferentes regiões do alvo de Pet (NAVARRO-GARCIA; SONNESTED; TETER, 2010). Sugere-

se, em nosso estudo, que essas duas toxinas combinadas apresentem efeito cumulativo na célula, 
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acarretando em morte celular que, por sua vez, resulta no processo diarreico e suas manifestações 

clínicas. 

O gene sepA codifica uma protease imunomoduladora que apresenta, como função, a 

invasão celular e a indução de inflamação (DAUTIN, 2010; FAHERTY et al., 2012). Em vista 

dos dados do atual estudo, observa-se em diversas pesquisas que o referido gene foi 

correlacionado à diarreia infantil em infecções pela EAEC e a dor abdominal em casos de 

shigelose (BOISEN et al., 2012; IKUMAPAY et al., 2017; MEDEIROS et al., 2018; 

SERICHANTALERGS et al., 2017). 

SigA é uma proteína que apresenta efeito citotóxico in vitro, causando alterações 

como o arredondamento e o desprendimento celular, além de clivagem de alfa-fodrina in situ. 

(DAUTIN, 2010). Nossos resultados mostrara a relação do gene sigA associado com a febre. Em 

busca na literatura, não foi encontrado relatos vinculados a diarreia infantil que associem esse 

gene na EAEC. Contudo, sigA foi identificado como um dos componentes da patobiologia da E. 

coli O104:H4 que causou um surto alimentar na Europa em 2011 (NAVARRO-GARCIA, 2014).  

Entre as fímbrias relacionadas à diarreia, encontramos os genes codificadores de 

AAF/I (aggA) e AAF/II (aafC). Neste estudo, o gene aggA associou-se com a febre e, de modo 

paradoxal, com a redução dos dias de diarreia e de evacuações por dia, enquanto aafC foi 

relacionado aos casos de vômito. Ambas as AAF/I e AAF/II são altamente carregados 

positivamente, em pH fisiológico, onde ocorre a ligação destas duas variantes de AAF com a 

fibronectina, com base em interações eletrostáticas (BERRY et al., 2014)  

Além disso, essas fímbrias podem contribuir para o processo inflamatório (BOLL et 

al., 2017). Especificamente AAF/II pode causar hemaglutinação dependente de temperatura em 

eritrócitos humanos tipo A (CZECZULIN et al., 1997). Estudos, caso-controle infantil, indicaram 

associação de aggA com diarreia (IKUMAPAY et al., 2017; SERICHANTALERGS et al., 2017) 

e de aafC com desnutrição (HAVT et al., 2017). 

Os efeitos contraditórios da AAF/I podem estar vinculados aos relatos de Hinthong et 

al. (2015) que mostraram que o gene aggA apresenta maiores densidades de formações de 

biofilme quando a temperatura encontrava-se acima de 38
o
C. Abaixo de 37

o 
C, esse gene não 

desenvolvia o biofilme, apresentando uma baixa densidade em cultura celular. Sugere-se que o 

gene aggA possa apresentar um efeito protetor; contudo, durante a manifestação da febre, o gene 

poderia ser ativado levando à produção de biofilme, o que favoreceria a colonização da bactéria.  
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As subunidade AAF/III (agg3A) correlacionou-se com o aumento de dias de diarreia. 

Ao contrário do estudo epidemiológico de diarreia em adultos, após a caracterização dos GRVs 

da EAEC, Nüesch-Inderbinen et al. (2013) relataram a região do usher da AAF/3 (agg3C) 

associado aos assintomáticos. Tais relatos poderiam contribuir para os mecanismo de virulência 

pertencente a EAEC, porém ainda são necessárias mais pesquisas para o entendimento de efeitos 

do maquinário genético no estimulo das manifestações clínicas. 

A mudança do conteúdo plasmidial, como a deleção e alterações nos mecanismos 

bacterianos, como as modulações negativas podem atuar como estratégias para reduzir a 

virulência e permanecer ao longo prazo, colonizando o hospedeiro sem indução “aparente” de 

sintomas (NÜESCH-INDERBINEN et al., 2013).  

Em nossos achados observamos uma diversidade de genes que desempenharam efeito 

protetor no portador.  Entre esses, encontra-se o gene codificador da fímbria IV (agg4A), como 

citado previamente, sendo associado à ausência de diarreia infantil (LIMA et al., 2013); contudo 

os seus mecanismos de proteção ainda são desconhecidos. De forma similar ao dados 

encontrados no presente trabalho, estudos mostram o gene regulador negativo do controlado 

transcricional (aar) está relacionado à crianças assintomáticas, em avaliação de caso-controle de 

diarreia (BOISEN et al., 2012; LIMA et al., 2013). 

EatA é uma SPATE que indicou efeitos citotóxicos similares identificados em 

EAST1, indicado pela capacidade de estimular adenilato ciclase adenosina (AMPc) causando 

aumento de secreção líquida nas alças intestinais de coelhos durante a infecção com o protótipo 

de ETEC H10407 (PATEL et al., 2004). Ademais, EatA apresenta uma homologia estrutural 

superior a 80% com SepA. Contudo, em nossos achados, observou-se associação do codificador 

dessa proteína com a não perpetuação de dor abdominal. Provavelmente, essa modulação pode 

estar relacionada com mecanismos desconhecidos de regulação negativa. 

O tsh foi inicialmente identificado como um gene da cepa patogênica de E. coli 

aviária (APEC). Em geral, tal gene apresenta propriedades de hemaglutinação e também se liga 

ao colágeno IV e à fibronectina, sugerindo que pode atuar como uma adesina (DAUTIN, 2010). 

Recente estudo de diarreia aguda em crianças entre 12 a 59 meses atendidas na emergência de um 

hospital público de São Paulo, caracterizaram 193 isolados de EAEC das quais 0,5% das cepas 

apresentavam o referido gene (ANDRADE et al., 2017). No entanto, ainda é necessário mais 

pesquisas para definir os mecanismos competentes ao Tsh.  
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Além disso, EilA participa da formação de biofilme, o que contribui para colonização 

(SHEIKH et al., 2006). No presente trabalho, esse gene foi relacionado à ausência de febre. Tal 

fato, pode estar relacionado com a pesquisa desenvolvida por Hüttener et al. (2014) que mostrou 

reguladores negativos que ditam os níveis de EilA, causando a redução da formação do biofilme, 

por conseguinte, favorece a ausência de sintomas. 

Atualmente, o conceito da presença e ausência do regulador transcricional (aggR) 

vem sendo amplamente utilizado para designar, respectivamente, a EAEC típica e atípica 

(HARRINGTON, DUDLEY, NATARO, 2006; ANDRADE, GOMES, ELIAS, 2014; 

ANDRADE et al., 2017). Diversos estudos mostram uma maior prevalência de EAEC típica, 

quando comparada com a atípica em estudos de diarreia infantil (TOKUDA et al, 2010; 

ANDRADE et al., 2017).  

Os resultados aqui presentes também identificaram uma maior detecção de EAEC 

típica (81,9%) em comparação com a atípica (18,1%). Similar aos nossos dados, estimam-se 

ainda elevadas prevalências do gene aggR, variando de 88% a 59,2%, em pesquisas com 

diferentes desfechos clínicos como a diarreia e a desnutrição infantil (BOISEN et al., 2012; 

JENSEN et al., 2017; HAVT el., 2017; LIMA et al., 2013). Ainda, no presente trabalho, mostrou-

se a presença de aggR como um fator de proteção contra a febre. Em oposição aos resultados do 

nosso estudo, Sarantuya et. (2004), em estudo transversal de diarreia infantil na Mongolia, 

identificaram EAEC típica associada com a doença. 

 Como principais mecanismos encontrados em nossa pesquisa, destaca-se o 

codificador da fimbria aggA4 e aar atuando como gerenciadores da modulação negativa de 

virulência, inibindo, provavelmente, o processo inflamatório durante o processo diarreico (LIMA 

et al., 2013; SANTIAGO et al., 2014; LIMA, MEDEIROS, HAVT, 2018). Além dos genes espC 

e pic causando, respectivamente, a destruição do citoesqueleto celular e a proteólise da camada 

mucolítica do epitélio intestinal, facilitando o processo de morte celular e colonização 

(SERAPIO-PALACIOS, NAVARRO-GARCIA, 2016; STEIN et al., 1996), como visto na 

Figura 18.
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Figura 18 – Modelo de patobiologia da infecção pela Escherichia coli enteroagregativa destacando os fatores associados a 

desfecho clínico observado no presente estudo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fonte: Próprio autor. Legenda: Estudos sugerem que o controlador negativo do regulador transcricional (aar) e o codificador da subunidade AAF/IV (agg4A) 

modulam negativo o receptor de Toll-like 5 (TRL5), assim evitando a ativação do NF-κB, e por conseguinte, bloqueando o processo de expressão de citocinas 

com a interleucianas (IL-8; IL-1β) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α) o qual ativa o processo de migração neutrofílica (LIMA et al., 2013; LIMA, 

MEDEIROS, HAVT, 2018 ;SANTIAGO et al., 2014). Os genes do secretor da enterotoxina EspC (espC) e da proteína envolvida em colonização (pic) atuaram 

como principais moduladores positivos de virulência. Pic apresenta atividade mucolítica o que facilita a invasão e colonização. EspC apresenta atividade 

citotóxica cliva a alfa-fodrina, proteína associada à actina no citoesqueleto e as proteínas de adesão, o que induz morte celular por necrose e através da via 

apoptótica mitocondrial, causando a redução dos níveis de expressão da proteína antiapoptótica Bcl-2 e aumento da proteína pró-apoptótica Bax no citosol para a 

mitocôndria, o que conduz a liberação do citocromo c para o citoplasma e perda de potencial de membrana mitocondrial com a ativação de caspase-9 e -3 e por 

fim, a fragmentação e aumento da subpopulação G1 celular (SERAPIO-PALACIOS, NAVARRO-GARCIA, 2016; STEIN et al., 1996). 
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Inúmeros estudos mostram EAEC, especificamente, envolvida com as doenças 

diarreicas e desnutrição (BOISEN et al., 2012; LIMA et al., 2013; NÜESCH-INDERBINEN et 

al., 2013), contudo poucas pesquisas apresentam a importância do perfil das conjunções de 

múltiplos microrganismos durante o processo infeccioso, o que pode causar a persistência ou não 

da infecção, que dificulta o tratamento dessas doenças e acarreta em prejuízos no 

desenvolvimento infantil a longo prazo (KOSEK et al., 2014; LIMA et al., 2018).  

Em geral, 77,2% das crianças estudadas apresentava pelo menos um enteropatógeno 

em interação com a EAEC, sendo as coinfecções mais prevalentes com a E. coli enteropatogênica 

atípica – aEPEC (43,5%), seguido de Giardia lamblia (18,1%) e E. coli enterotoxigênica – ETEC 

(15,9%). Corroborando com os nossos dados, na pesquisa internacional (MAL-ED) realizada na 

população infantil no Nordeste brasileiro, durante os anos de 2009 e 2012, apresentou 

Campylobacter spp., ETEC, Cryptosporidium spp. e EPEC atípica, como as mais frequentes co-

patogêneses, em crianças com infecções subclínicas da EAEC (LIMA et al., 2018).  

Nessa avaliação citada, em sinergismo com a bactéria em estudo, quando avaliado a 

sua detecção em adição a dois ou mais enteropatógenos, resultou, principalmente, em déficit do 

crescimento linear no período da primeira infância (LIMA et al., 2018). Ainda no âmbito do 

estudo das coinfecções da EAEC na diarreia e desnutrição, os agentes mais detectados foram 

Norovirus GII (MOYO et al, 2017), Rotavirus (4,8%) (TOBIAS et al., 2015), Dientamoeba 

fragilis (60%) (JENSEN et al., 2016) e Campylobacter spp. (ROGAWSKI et al., 2017). 

Considerando as crianças assintomáticas do nosso estudo, associou-se a EAEC com a 

detecção de Giardia Lamblia e a ausência da EPEC atípica. Em consonância como os achados do 

presente estudo, a pesquisa realizada por Bartelt et al. (2017) mostrou que a colonização 

simultânea de Giardia Lamblia e EAEC, em animais com dieta em deficiência proteica, contribui 

para redução do crescimento do hospedeiro. Além disso, essa interação causa uma modulação 

negativa do processo inflamatório, alterando o microbioma e os metabólicos do hospedeiro, o que 

poderia conduzir a uma infecção subclínica (BARTELT et al., 2017; ROGAWSKI; 

GUERRANT, 2017). Em análise multivariada dos sintomas da diarreia na coinfecção do nosso 

estudo, observa-se a redução da febre associada à Giardia Lamblia.  

Norovírus, E. coli enteroinvaisva/Shigella spp., Campylobacter spp. foram 

correlacionados ao aumento do percentual de crianças com febre. Considerado o último agente 

que também apresentou relação direta com a elevação de evacuações por dia.  
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Em estudo de vigilância epidemiológica realizado na Inglaterra com amostras dos 

anos de 1993-1996 e 2008-2009, Chattaway et al. (2013) mostraram Norovírus e Campylobacter 

spp. como as coinfecções mais prevalentes com a EAEC e foram associados aos casos diarreicos. 

Pesquisa  prospectiva de desnutrição infantil realizada na cidade de Fortaleza, Ceará, Brasil, 

Lima et al. (2018) mostrou Campylobacter spp. como a coinfecção mais detectada com EAEC 

em adição a outros patógenos. Ademais, Tobias et. al. (2015) mostram 0,5%  de prevalência da 

copatogenêse de Shigella spp. com a EAEC, após a avaliação 307 crianças com diarreia em três 

hospitais em Israel. Contudo, poucos estudos relataram a ocorrência das coinfecções e seus 

específicos sintomas na diarreia o que dificulta as análises, portanto enfatiza-se a necessidade de 

se desenvolver novas pesquisas nessa área. 

As possíveis razões para os resultados obtidos das elevadas infecções e coinfecções 

subclínicas da EAEC são: (1) a excreção prolongada de alguns patógenos nas fezes durante a 

recuperação clínica (PLATTS-MILLS et al., 2015); (2)  relação dos fatores de suscetibilidade do 

hospedeiro à infecção como a baixa responsividade do sistema imune o que pode ocorrer durante 

a desnutrição (3) transporte assintomático pode resultar em imunidade obtida após a continua ou 

prévia exposição aos mesmos patógenos devido as más condições de saneamento básico (MOYO 

et al., 2017). 

Nosso estudo apresentou algumas limitações, quanto ao diferente tempo de coleta das 

amostras nos munícipios, o que impede avaliar a sazonalidade. A análise da completude das 

amostras para os genes de virulência e as coinfecções poderia favorecer uma melhor 

compreensão do maquinário genético da infecção causada pela EAEC e suas copatogêneses 

ativas no desenvolvimento e na ausência da doença. Ademais, um estudo coorte de diarreia 

infantil no semiárido brasileiro poderia favorecer um melhor entendimento sobre fatores 

relacionados ao hospedeiro como os detalhes do crescimento infantil linear, além de uma 

investigação profunda sobre os fatores de evolução genética da bactéria ao longo dos anos. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 Este estudo demonstrou a EAEC como um importante enteropatógeno, correlacionado 

com a diarreia infantil no Semiárido brasileiro, com a detecção 53,8% das crianças com a 

diarreia  e 46,1%, em assintomáticos. 

 O entendimento sobre os determinantes epidemiológicos das infecções clínicas e 

subclínicas pode contribuir para o desenvolvimento de medidas preventivas da doença. 

Em nossa pesquisa, sugere-se que a exposição da EAEC nos seis primeiros meses de vida, 

o aleitamento materno não exclusivo e mães adolescentes e adultas jovens (idade de 14 a 

25 anos) favorecem o aparecimento da diarreia inicial. Com a gradativa exposição poderia 

gerar infecções subclínicas que se associou a crianças no terceiro ano de vida, aleitamento 

materno não exclusivo e mães adultas, ainda a água não tratada mostrou-se como um 

potencial veículo da doença.  

 A diversidade genética dos fatores de virulência microbianos tende a modular a 

progressão ou término da doença. O amplo painel de genes de virulência estudado indicou 

o gene codificador da enterotoxina EspC (espC) como um possível biomarcador de 

gravidade da doença diarreica na infecção causada pela EAEC. Em contrapartida, o gene 

regulador negativo do aggR (aar) poderia reduzir o efeito da perpetuação da diarreia. 

Fatos que podem contribuir para futuros estudos específicos como alvos terapêuticos de 

interesse da doença. 

 Os dados sugerem que a influência das combinações genéticas pode alterar o 

comportamento individual, induzindo o sinergismo que propicia o desenvolvimento das 

manifestações clínicas como o gene codificador da fímbria IV (agg4A) correlacionado 

individualmente ao grupo controle, mas em associação com a hemaglutinina sensível à 

temperatura (tsh) e protease extracelular da Shigella (sepA) poderia induzir a febre. 

 EAEC e Giardia lamblia apontam com um possível fator que influencia declínio do 

crescimento infantil (diminuição do z-escores WHZ) nas coinfecções subclínicas (ou 

assintomáticas). Mais estudos sobre o mecanismo dessa co-patogênese ainda são 

necessários. 
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ANEXO A – COMITÊ NACIONAL DE ÉTICA EM PESQUISA 
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ANEXO B – COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA DA UFC 
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ANEXO C – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
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ANEXO D – FICHA EPIDEMIOLÓGICA 
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ANEXO F – ARTIGOS CIENTÍFICOS EM PREPARAÇÃO 

 

- Genetic Virulence Profile of enteroaggregative Escherichia coli correlated with clinical 

manifestations of diarrhea and asymptomatic children  

- Prevalence, characterization and clinical manifestations of multiple enteroaggregative 

Escherichia coli coinfections in children from Northeast, Brazil 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


