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RESUMO 

Desnutrição infantil é uma das causas de maior morbidade e mortalidade que acometem 

crianças em países em desenvolvimento. Infecções por Escherichia coli enteroagregativa 

(EAEC), independentes de sintomatologia, têm sido associadas a um retardo do crescimento 

dessas crianças. O objetivo desse estudo foiinvestigar os genes relacionados à virulência,a 

resistência aos antimicrobianos, filogrupos genéticos e resposta imunoinflamatória associadas 

com cepasde EAECisoladas de crianças nutridas e desnutridas em Fortaleza, Ceará, Brasil. 

Este estudo caso-controlefez parte de um estudo multicêntrico intitulado ―Etiologia, Fatores 

de Risco e Interações de Infecções Entéricas e Desnutrição e as Consequências para a Saúde 

Infantil‖, ou estudo MAL-ED, que ocorreu no período de agosto de 2010 a setembro de 2013, 

obtendo aprovação no Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal do Ceará 

(COMEPE nº. 246/09).Foram analisadas 402 crianças com idades entre 6 a 24 meses, sendo 

determinadas 201 crianças casos e 201 crianças controles, onde os casos foram definidos 

como crianças desnutridas através de WAZ <-2 e os controles foram definidos como crianças 

nutridas com WAZ ≥ -1. Foi realizada extração de DNA de colônias de Escherichia coli 

oriundas de amostras fecais das402 crianças. Através de PCR múltiplos foram detectados os 

cinco patotipos de E.coli, o diagnóstico do patotipo EAECfoi por meio da detecção dos genes 

alvo aaiC e aatA.A detecção dos genes relacionados à virulência de EAEC foi realizada 

utilizando cinco painéis de PCR múltiplos, totalizando 20 genes. Ainvestigação dos 

filogrupos A, B1, B2 e D foi realizada através da pesquisa dos genes chuA, yjaAe TspE4C2. A 

determinaçãoda formação de biofilme dessas cepas foi realizada através da coloração por 

cristal violeta. Para avaliar a sensibilidade antimicrobiana foi utilizado o CLSI (2017) como 

parâmetro. A análise de biomarcadores de inflamação foi empregada através de ensaio 

imunoenzimático. Foram diagnosticadas24.1% (97/402) amostras positivas para EAEC, 

onde56.7% (55/97) foram definidos como casos e 43.3% (42/97) foram controles. Os genes 

relacionados à virulência mais presente em todas as amostras foram o orf3 e o agg3/4C com 

81.9% (68/83), seguido de aggRcom 79.5% (66/83). Os de menor prevalência foram aafA 

28.9% (24/83), seguido de aafC 15.6% (13/83) e por fim o agg3A com 6% (5/83). Nenhum 

dos genes foi correlacionado com o grupo caso ou controle. Na distribuição dos filogrupos, o 

filogrupo B2 foi o mais prevalente com 54.2% (51/94), seguido do filogrupo D com 38.3% 

(36/94) e o filogrupo A com 7.4% (7/94). Na detecção da formação de biofilme o grupo caso 

obteve uma maior formação em relação ao grupo controle (45.7% vs 32.9%) e quando 

relacionados com os genes relacionados à virulência, o gene aar foi associado com a 

formação de biofilme (P= 0.0466). Na determinação da resistência antimicrobiana a 

ampicilina foi o que apresentou maior taxa de resistência com 58.5% (55/94), seguido 

trimetoprima/sulfametoxazol com 55.3% (52/94) e azitromicina com 23.5% (23/94). As 

maiores taxas de sensibilidade antimicrobiana foram apresentadas pela ceftazidime com 100% 

(94/94), seguida de cefoxitina, ertapenem e ciprofloxacina com 98.9% (91/94). Os 

biomarcadores de inflamação sistêmica FABP-I (P=0.0127), IgA anti-LPS (P=0.0353), 

IgGanti-LPS (P=0.0192) foram associados com os casos de desnutrição. E os biomarcadores 

de inflamação MPO (P=0.0169), calprotectina (P=0.0096), CD14s (P < 0.0001), SAA (P < 

0.0001) apresentaram associação com os controles. Conclui-se que a heterogeneidade da 

EAEC pode influenciar sua relação com o hospedeiro, causando sua persistência durante a 

colonização, além da alta prevalência da circulação de cepas resistentes a diversos 

antimicrobianos o que dificulta o tratamento da infecção.   
 

Palavras-chaves:Desnutrição; Escherichia colienteroagregativa; Perfil de virulência 
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ABSTRACT 

 

Child malnutrition is one of the causes of increased morbidity and mortality among children 

in developing countries. Infections with enteroaggregative Escherichia coli, independent of 

symptomatology, have been associated with a growth deficit of these children.The objective 

of this study was to investigate the genes related to virulence, antimicrobial resistance, genetic 

phylogroups and immunoinflammatory response associated with strains of EAEC isolated 

from nourished and malnourished children in Fortaleza, Ceará, Brazil. This case-control study 

was part of a multicenter study entitled "Etiology, Risk Factors and Interactions of Enteric 

Infections and Malnutrition and the Consequences for Children's Health," or MAL-ED study, 

which occurred from August 2010 to September of 2013, obtaining approval by the 

Committee of Ethics in Research of the Federal University of Ceará(COMEPE nº. 246/09).A 

total of 402 children between the ages of 6 and 24 months were analyzed, with 201 cases 

children and 201 controls, where the cases were defined as malnourished children through 

WAZ <-2 and controls were defined as nourished children with WAZ ≥ -1.DNA extractions 

were performed of Escherichia coli colonies derived from faecal samples from 402 children. 

Through multiplex PCR five pathotypes of E. coli were detected, diagnostic of the EAEC 

pathotype was by detection of target genes aatAand aaiC.Detection of genes related to the 

virulence of EAEC was performed using five multiplex PCR panels, totaling 20 genes. The 

investigation of the phylogroup A, B1, B2 and D was performed through the search of the 

genes chuA, yjaA and TspE4C2. The determination of the biofilm formation of these strains 

was performed through violet crystal staining. To evaluate the antimicrobial susceptibility, 

CLSI (2017) was used as a parameter. Biomarkers analysis of inflammation were performed 

using an enzyme-linked immunosorbent assay.Were diagnosed 24.1% (97/402) samples 

positive for EAEC, where 56.7% (55/97) were defined as cases and 43.3% (42/97) were 

controls. The most prevalent genes related to virulencein all samples were orf3 and agg3/4C 

with 81.9% (68/83), followed by aggR with 79.5% (66/83). Those with the lowest prevalence 

were aafA 28.9% (24/83), followed by aafC 15.6% (13/83) and finally the agg3A with 6% 

(5/83). None of the genes were correlated with the case or control group. In the distribution of 

the phylogroups, the philogroup B2 was the most prevalent with 54.2% (51/94), followed by 

the filogroup D with 38.3% (36/94) and the philogroup A with 7.4% (7/94). In the detection 

of biofilm formation, the case group obtained a higher formation compared to the control 

group (45.7% vs 32.9%) and when correlated with the genes related to virulence, the aar gene 

was associated with biofilm formation (P = 0.0466). In the determination of antimicrobial 

resistance, ampicillin presented the highest resistance rate with 58.5% (55/94), followed by 

trimethoprim/sulfamethoxazole with 55.3% (52/94) and azithromycin with 23.5% (23/94).The 

highest antimicrobial susceptibility rates were presented by ceftazidime with 100% (94/94), 

followed by cefoxitin, ertapenem and ciprofloxacin with 98.9% (91/94). The biomarkers of 

systemic inflammation FABP-I (P = 0.0127), IgA anti-LPS (P = 0.0353), IgG anti-LPS (P = 

0.0192) were associated with cases of malnutrition. And the biomarkers of inflammation 

MPO (P = 0.0169), calprotectin (P = 0.0096), CD14s (P <0.0001), SAA (P <0.0001) were 

associated with the controls.It is concluded that the heterogeneity of EAEC can influence its 

relation with the host, causing its persistence during colonization, besides the high prevalence 

of the circulation of strains resistant to several antimicrobials, which makes difficult the 

treatment of the infection. 

 

Keywords: Malnutrition; Enteroaggregative Escherichia coli; virulence profile 
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1. INTRODUÇÃO 

Desnutrição infantil continua sendo um problema que acomete principalmente 

países em desenvolvimento(BLACK et al., 2013). Um dos patotipos de Escherichia coli, a 

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC), tem sido considerada um importante patógeno 

associado a infecções entéricas em crianças e adultos(LIMA et al., 2000; MOORE et al., 

2010; MORENO et al., 2010;TANIUCHI  et al., 2013) e também a um déficit de crescimento 

infantil em crianças de paísesem desenvolvimento (HAVT et al., 2017;PLATTS-MILLS et 

al., 2017). Além disso, o referido microrganismo é associado a infecções entéricas em 

viajantes que retornaram de países em desenvolvimento (LAAVERI et al., 2017). 

A patobiologia de EAEC é complexa e ainda permanece incerta devido à alta 

heterogeneidade das cepas, no qual muitos indivíduosdesenvolvem quadros clínicos 

característicos enquanto outros apresentam infecção assintomática (LIMA et al., 2013). A 

presença desse patógeno nos primeiros anos de vida, independente da sua relação com a 

sintomatologia, está relacionado a um déficit de crescimento infantil (ROGAWSKI et al., 

2017). Muitos genes de virulência têm sido descritos em trabalhos realizados em vários 

países, para tentar compreender os mecanismos que estão envolvidos na virulência bacteriana 

(BOISEN et al., 2012;ALI et al., 2014; HAVT et al., 2017). 

A detecção de uma alta prevalência de infecções por enteropatógenos em pessoas 

assintomáticas levou a um crescente aumento nos estudos sobre disfunção entérica ambiental 

(DEA), no qualos dados mostram associação entre infecções assintomáticas e esse 

quadropatológico (GUERRANT et al., 2016; MAL-ED, 2017). Além das morbidades 

associadas a esse tipo de infecção, pesquisas têm demonstrado altas taxas de resistência 

antimicrobiana adquirida por EAEC, principalmente a beta-lactâmicos(ALI et al., 2014; 

BANFADEH; HAGHI; ZEIGHAMI, 2015). 

Tendo em vista a importância epidemiologia de infecções por EAEC, se faz 

necessario estudos que promovam uma melhor caracterização das cepas circurlantes em 

crianças para o entendimento da patobiologia dessas infecções. Nesse sentido, o presente 

trabalho se propoe investigar os genes relacionados à virulência, perfil de sensibilidade 

antimicrobiana, bem como a formação de biofilme e resposta imuno-inflamatória relacionada 

a cepas de EAEC isoladas de crianças nutridas e desnutridas. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Desnutrição infantil 

De acordo com o Fundo das Nações Unidas para a Infância 

(UNICEF),desnutrição é uma deficiência energético-proteica que está associada a diversos 

fatores como déficit de alimentação e infecções persistentes que, particularmente, acometem 

populações em ambientes menos desenvolvidos(UNICEF, 2013). 

A Organização Mundial de Saúde (OMS) indica três sistemas diferentes pelos 

quais uma criança ou um grupo de crianças podem ser comparados à população de referência 

para a classificação de desnutrição: escores Z (escores de desvio padrão), percentil e 

porcentagem de mediana. Entretanto, para uma avaliação de base populacional, incluindo 

pesquisas e vigilância nutricional, o escore Z é amplamente reconhecido como o melhor 

sistema para análise e apresentação de dados antropométricos(WHO, 1997).  

Os índices ou escores Z antropométricos utilizados para avaliar o estado 

nutricional são (WHO, 2006): 

 escore Z peso por altura (WHZ, do inglês weigth-for-heigth Z score); 

 escore Z altura por idade (HAZ, do inglês heigth-for-age Z score); 

 escore Z peso por idade (WAZ, do inglês weigth-for-age Z score). 

Os índices antropométricos também são usados para definir os diferentes tipos de 

desnutrição. A desnutrição aguda ou baixo peso(do inglês, wasting) é definido como índice de 

baixo peso para altura (WHZ) e é, na maioria dos casos, um indicativo de um processo 

recente de perda de peso. Entretanto, a desnutrição crônica ou nanismo(do inglês, stunting) é 

definida pelo índice de baixa altura para a idade (HAZ), resultante de uma condição subótima 

de saúde e/ou nutrição. Em contrapartida, a subnutrição é caracterizada pelo índice de baixo 

peso para idade (WAZ), ou seja, é influenciado tanto pelo índice WHZ, como pelo índice 

HAZ, culminando numa interpretação complexa (ACF, 2010; WHO, 2017). 

A OMS (2017) classifica a desnutrição de acordo com a gravidade, definida 

clinicamente por um valor de escore Z, conforme descrito na Tabela 1. 
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Tabela 1Classificação para avaliar a gravidade da desnutrição. 

Classificação Escore Z 

Normal escore Z ≥ -1,0 DP* 

Leve - 2,0 ≤ escore Z ˂ -1,0 DP 

Moderada - 3,0 ≤ escore Z ˂ -2,0 DP 

Grave escore Z ˂ -3,0 DP 

Fonte: Adaptado de WHO (2017).  

Nota: *DP - Desvio padrão de referência segundo a OMS (2006). 

A desnutrição infantil é um problema de dimensões alarmantes em grande parte 

do mundo, associada à pobreza e à desigualdade.A desnutrição é uma expressiva causa de 

mortalidade de crianças nos países em desenvolvimento, apesar dos índices terem diminuído 

nas últimas décadas (BLACK et al., 2013; WHO, 2017).Desse modo, a diminuição do estado 

nutricional causa uma consequencia patológica, bem como um fator de risco para doenças e 

desnutrição exacerbada, podendo aumentar o risco de morbidade e mortalidade. Embora 

raramente seja a causa direta da morte (exceto em situações extremas, como a fome), a 

desnutrição infantil foi associada a 54% das mortes infantis (10,8 milhões de crianças) nos 

países em desenvolvimento em 2001 (WHO, 2005). 

No Brasil não existe um retrato abrangente e atualizado da desnutrição na 

primeira infância.Os últimos dados de prevalência apontam que houve uma redução das taxas 

nacionais, na qual a prevalência de desnutrição aguda foi de apenas 1,5% e de desnutrição 

crônica foi de 7% em 2006/2007 (VICTORA et al., 2011). As taxas de mortalidade também 

indicaram queda, permitindo o país alcançar a meta do milênio, estipulada no quarto objetivo 

de desenvolvimento do milênio, reduzindo a mortalidade de 219 mil do ano 2000 a 52 mil em 

2015 (UNICEF; WHO; WB; UNPD, 2015).  

A desnutriçãocompõe um ciclo vicioso que inclui infecção entérica, com ou sem 

diarreia, e ambas as patologias permanecem interligadas de tal forma que uma contribui para a 

presença e permanência da outra.Este ciclo infecção entérica-desnutrição, com ou sem 

sintomatologia, pode prejudicar a capacidade absortiva intestinal, comprometendo os 
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mecanismos imunológicos e acarretando na progressão da doença(GUERRANT et al., 

2013).Portanto,a ausência de sintomatologia em uma infecção não deve ser negligenciada e 

nos últimos anos tem havido grande empenho da comunidade científica para demonstrar 

aimportância clínica, bem como a sua relação com a DEA (GUERRANT et al., 

2016;WATANABI, PETRI, 2016; HARPER et al., 2018). 

DEA é um termo utilizado para designar um conjunto de alterações no intestino 

delgado, funcionais e morfológicas, sem manifestações clínicas evidentes, que afetam 

crianças provenientes de famílias com baixo nível socioeconômico e que vivem em situação 

de risco, com elevada taxa de contaminação ambiental, ausência de saneamento básico, 

ingestãoalimentar deficiente e desmame precoce (HARPER et al., 2018). 

No contexto da DEA,é hipotetizado que os patógenos entéricos ou seus produtos 

passem do lúmen intestinal em direção à lâmina própria, promovendo a infiltração linfocitária 

na mucosa, podendo causar danos nas vilosidades, obtendo redução da superfície da área 

absortiva e ruptura da barreira intestinal, o que caracteriza o impacto do ciclo infecção-

desnutrição no hospedeiro (CRANE, JONES, BERKLEY, 2015; SYED, ALI, DUGGAR, 

2016).   

Estudos apontam que os patógenos mais comuns envolvidos na desnutrição 

infantile na DEAsejam as Escherichia coli diarreiogênicas (ECD)(GUERRANT et al., 2016; 

HAVT et al., 2017; MAL-ED, 2017). 

2.2. Escherichia coli 

Escherichia coli é uma espécie de bactéria comumente comensal do trato 

gastrointestinal de mamíferos/aves.São bacilos, Gram negativos,móveis, positivos para 

produção de indol, oxidase negativo, pertencentes à família Enterobacteriaceae, 

genêroEscherichia. Este agente é anaeróbio facultativo, portanto capaz de crescer em 

aerobiose e anaerobiose, preferencialmente a 37ºC. É geralmente isolado a partir de amostras 

fecais por plaqueamento em meios seletivos e diferenciais, como,por exemplo,o 

ágarMacConkey, onde a espécie cresce como colônias de coloração rosa, indicando 

fermentação da lactose (CROXEN et al., 2013). 

Devido à ocorrência de mutações genéticas com o ganho ou perda de genes, a 

E.colitornou-se um patógeno altamente diverso e adaptado, podendo causar uma ampla gama 

de doenças humanas que se estendem do trato gastrointestinal, ocasionados pelas ECDs, a 

locais extraintestinais, tais como o trato urinário, a corrente sanguínea e o sistema nervoso 

central (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). 
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As ECDs apresentam-se como um dos principais agentes infecciosos nos casos de 

diarreia e desnutrição infantil(TANIUCHE et al., 2013; ALI et al., 2014; ROGAWSKI et al., 

2017) e são classificadas em seis patotipos:E. colienteropatogênica (EPEC);  E. 

colienterohemorrágica (EHEC) ou E. coli produtora de toxina shiga (STEC); E. 

colienteroagregativa (EAEC); E. colienteroinvasiva (EIEC); E. colienterotoxigênica (ETEC) e 

E. coli difusamente aderente (DAEC) (NATARO; KAPPER, 1998; KAPER; NATARO; 

MOBLEY, 2004). 

O patotipo EAEC foi descrito pela primeira vez por pesquisadores ao analisar o 

padrão de aderência de cepas isoladas de crianças com diarreia, em 1987. Desde então, EAEC 

tem sido considerada um patógeno associado à diarreia aguda ou persistente em crianças ou 

adultos, pacientes com imunodeficiência adquirida e crianças com déficit de crescimento em 

países em desenvolvimento (NATARO et al., 1987; LIMA et al., 2000; SAMIE et al., 2007; 

ANDRADE; HAAPALAINENN; FAGUNDES-NETO, 2011; ALI et al., 2014; GUTIERREZ 

et al., 2014; HAVT et al., 2017). 

2.3. Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) 

2.3.1. Aspectos históricos e epidemiológicos 

EAEC foi descoberta, no ano de 1987, em um estudo que teve como objetivo 

analisar o padrão de aderência de 516 cepas de Escherichia coli isoladas a partir de fezes de 

154 crianças com diarreia e 66 crianças saudáveis, provenientes do Chile. Ao analisar as 

cepas de E. coli,foram observados dois padrões de aderência distintos dos descritos 

anteriormente em células de carcinoma laríngeo humano(HEp-2) (NATARO et al., 1987).  

O primeiro padrão de aderência observado foi uma aderência difusa (AD), 

identificada em toda a monocamada celular, com pouca agregação e pouca aderência à lâmina 

de vidro;no segundo padrão, observou-se uma aderência agregativa (AA) de células 

bacterianas semelhante a tijolos empilhados(stacked-brick), tanto na superfície da 

monocamada das células HEp-2 quanto na superfície de vidro utilizada como suporte para 

crescimento dessas células. Este último padrão característico foi base para a nomenclatura 

destas cepas, chamando-seEscherichia coli enteroagregativa. Este foi o primeiro estudo a 

propor que a EAEC seria um microrganismo patogênico, pois apresentou uma maior 

frequência no grupo dos casos em comparação ao grupo controle (NATARO et al., 1987). 

Em 1995, o mesmo grupo de pesquisadores realizou um estudo com voluntários 

que investigou a virulência de quatro cepas de EAEC por meio de desafio em humanos. 

Quatro protótipos de EAEC foram testadas: cepa de EAEC 042, isolada de uma criança com 
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diarreia em Lima, Peru; cepa de EAEC 17-2, isolada de uma criança com diarreia no Chile; 

cepa de EAEC 34b, isolada de uma criança com diarreia persistente na Índia e a cepa JM221, 

isolada de um adulto com diarreia no México. Os pesquisadores observaram nesse estudo que 

a cepa 042 foi causadora de doença diarreica em alguns voluntários e as demais cepas não 

ocasionaram qualquer sintoma, indicando assim a heterogeneidade deste grupo de bactérias 

(NATARO et al, 1995).Desde então, esse patógeno tem sido descrito em diversos estudos, 

tendo uma alta prevalência em vários países, pincipalmente aqueles em desenvolvimento 

(KOTLOFF et al., 2013; LIMA et al, 2013; PLATTS-MILLS et al., 2015). 

A EAEC é também considerada um patógeno oportunista associada com diarreia 

em pacientes com imunodeficiência adquirida e em crianças desnutridas em países em 

desenvolvimento (SAMIE et al., 2007; HAVT et al., 2017). Além disso, estudos anteriores 

demonstraram associação do patógeno com diarreia do viajante e surtos de diarreia que 

ocorreram na Europa e na Ásia (ITOH et al., 1997;PASCHKE et al, 2010; JENSEN et al, 

2014). Um surto em larga escala, que ocorreu em 2011, ocasionou diarreia e síndrome 

hemolítica urêmica em aproximadamente 4.000 pessoas, resultandoem 54 mortes. Esse surto 

foi causado por uma EAEC produtora de toxina shigasorotipo O104:H4 com um conjunto 

distinto de fatores de virulência (FRANK et al, 2011; BERRY et al, 2014; BOISENet al, 

2015).  

Um estudo caso-controle multicêntrico prospectivode diarreia infantil, intitulado 

de ―Estudo Multicêntrico Entérico Global‖ (GEMS - The Global EntericMulticenterStudy) 

avaliou crianças com idade entre 2 e 54 meses, com diarreia moderada a grave, em países da 

África e Ásia e encontrou uma alta prevalência de infecções por EAEC nessa população, 

embora sem associação com a doença (KOTLOFF et al., 2013). O mesmo achado foi 

encontrado em um estudo coorte multicêntrico intitulado ―Etiologia, Fatores de Risco e 

Interações de Infecções Entéricas e Desnutrição e as Consequências para a Saúde Infantil‖, ou 

estudo MAL-ED, que foi desenvolvido empaíses da América do Sul, Ásia e África, e avaliou 

crianças nos primeiros dois anos de vida, constatandoque infecção por EAEC foi a segunda e 

a terceira mais prevalente no primeiro e segundo ano de vida dessas crianças, 

respectivamente. No entanto, EAEC não foi associado a casos de diarreia (PLATTS-MILLS 

et al., 2015). Esses estudos mostraram o amplo espectro clínico de EAEC, sendo este 

associado tanto a condições clínicas como a condições subclínicas(FANG et al., 1995; LIMA 

et al., 2000; MORENO et al., 2010). 

No Brasil, altas taxas de infecções por EAEC já foram demonstradas em 

diferentes regiões, tanto em crianças como em adultos, sendo associada à casos de diarreia 
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aguda, diarreia persistente e condições assintomáticas(STEINER et al., 1998; LIMA et al., 

2000; ZAMBONI et al., 2004;BUERIS et al., 2007;MORENO et al., 2010;LIMA et al., 2013; 

LOZER et al., 2013;). As maiores taxas encontram-se nas regiões sudeste e nordeste, 

chegando a 71% em estudo realizado por Liebchen et al. (2011) em amostras diarreicas na 

cidade de São Paulo e 41 % em pesquisa realizada por Lima et al. (2013) na cidade de 

Fortaleza. Neste último estudo foi detectada uma alta prevalência desse patógeno a quadros 

assintomáticos. 

Devido arecentes associações de infecções por EAEC a condições subclínicas, 

estudos têm demonstrado o impacto dessas infecções no déficit de crescimento 

infantil.Pesquisas têm demonstrado associações da presença desse patógeno à desnutrição 

infantil (GUTIÉRREZ et al., 2014; HAVT et al., 2017; ROGAWSKI et al, 2017). Estudo 

realizado em crianças de baixo nível socioeconômico no Panamá relatou uma associação de 

infecções por EAEC a um déficit de crescimento nessa população(GUTIÉRREZ et al., 2014). 

O estudo MAL-ED, ao analisaros efeitos da infecção por enteropatógenos, da 

diarreia eda dieta no crescimento de crianças nos primeiros dois anos de vida, encontrou taxas 

mais altas de detecções de enteropatógenos em fezes não diarreicas,sendo associadas a um 

crescimento linear mais lento. Neste estudo,infecções por Campylobactere EAEC,de formas 

isoladas, foram relacionadas a um déficit de crescimento, no qual,crianças com detecções de 

EAEC apresentavam 0,85 ± 0,31 cm e 0,09 ± 0,14 kg a menos do que crianças sem a detecção 

do patógeno(MAL-ED, 2017). 

Segundo Jensen et al (2014), a patogênese da infecção da EAEC ainda não foi 

totalmente entendida. O principal obstáculo para identificar o mecanismo de patogênese desta 

bactéria é a heterogeneidade das cepas. Em alguns indivíduos há associação clara de EAEC 

com a diarreia e em outros indivíduos ela parece causar infecção subclínica, ou apenas 

colonização intestinal.  

2.4. Filogenética de EAEC 

Como população, as cepas de E. coli podem ser filogeneticamente distribuidas em 

cincofilogrupos principais, A, B1, B2, D e E demonstrados na Figura 1 (HAO et al., 2012). 

Os isolados comensais se agrupam principalmente no filogrupo A, já os filogrupos B2 e D 

estão fequentemente associados às cepas de E. coli extraintestinais. No entanto, nem todos os 

patotipos de E. coli se agrupam de forma homogênea em todos os filogrupos (TOUCHON et 

al., 2009). Por exemplo, ETEC agrupa-se nos grupos filogenéticos A e B1 (SAHL et al., 

2011), enquanto a EAEC agrupa-se nos grupos filogenéticos A, B1, B2 e D, demonstrando a 
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natureza heterogênea dos genótipos de E. coli patogênicas (CLERMONT et al., 2003). A 

genética populacional e a evolução de cepas de E. coli comensais e patogênicas estão em 

constante revisão (CHATTAWAY et al, 2016; ZHANG et al, 2016). 

 

Figura 1 - Árvore filogenética de E. coli intestinal patogênica.  

 

Fonte: Adaptado de HAO et al. (2012) 

As cepas de E. coli podem ser agrupadas em cinco grupos filogenéticos principais: A (azul), B1 (verde), B2 

(marrom), D (rosa) e E (vermelho). Shigella / EIEC também formam filogrupos adicionais (preto). As cepas 

híbridas EAEC e STEC denotam tanto um quadrado aberto quanto um círculo aberto. As cepas não marcadas são 

E.coli patogênica extraintestinal (ExPEC), ou E. coli patogênica aviária (APEC). As cepas de ETEC são isoladas 

de humanos e animais, enquanto DAEC não é representada na árvore filogenética. 
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Clermont et al. (2000) criou uma metodologia para identificar os grupos 

filogenéticos A, B1, B2 e D de EAEC, através de um PCR múltiplo, utilizando dois genes, o 

chuA e o yjaA, e um fragmento de DNA TSPE4.C2. Diversos estudos utilizam esta 

metodologia para a detecção desses filogrupos (REGUA-MANGIA et al., 2009; BOISEN et 

al., 2012; MOSQUITO et al., 2015). 

A precisa identificação de algumas bactérias patogênicas pode ser um desafio, 

pois aplasticidade genômica destas pode confundira sua classificação, criando distintos 

padrões de ausência/presença de genes de virulênciaentre cepas que estão intimamente 

relacionadas, e recombinação de homólogos que podem gerar uma―falsa identidade‖ entre 

cepas distantemente relacionadas.Para tanto, há necessidade de estudos que possam 

estabelecer identificações entre os patógenos de forma mais fidedigna (HAO et al., 2012).  

Existem outras metodologias para a ánalise filogénetica de microrganismos, tais 

como a eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE - Pulse Field Gel Electrophoresis) que é 

um método padronizado para comparação genética de patógenos.Embora a PFGE possa 

identificar diferenças genômicas entre os isolados, não fornece sequência específica de 

informação de DNA, e, portanto, não se mostra uma metodologia eficaz para entender a 

diversidade genética e a história evolutiva das cepas (DAVOODABADI et al., 2015). A outra 

metodologia é a tipagem de sequências de Multilocus (MLST - Multi Locus Sequence Typing) 

quese tornouum método para inferir relações evolutivas e permitir que cepas distintas de tipos 

de sequências semelhantes possam ser agrupadas em complexos clonais (LIEBCHEN et al., 

2011; SABARLY et al., 2011; NÜESCH-INDERBINEN et al., 2013). 

2.5. Patobiologia de EAEC 

A patogênese da infecção por EAEC continua incerta devido à heterogeneidade 

das cepas. Entretanto, alguns estágios principais deste processo são descritos, como a 

capacidade de EAEC aderir-se à mucosa intestinal através das fímbrias de aderência 

agregativa e outros fatores de aderência do microrganismo (BOISEN et al., 2008). 

Posteriormente, há o aumento da produção de muco pelas células do hospedeiro, seguida por 

um depósito de biofilme na superfície dos enterócitos (HARRINGTON, 2009). Por fim, a 

resposta inflamatória é desencadeada com a liberação de citocinas (HARRINGTON, 2005), 

que, consequentemente, pode levar a danos na mucosa intestinal (STRAUMAN et al., 2010). 

Muitas adesinas, toxinas e proteínas envolvidas na patogênese da infecção por 

EAEC têm sido descritas, mas a prevalência dos genes que codificam esses fatores de 

virulência é altamente variável e nenhum desses tem sido encontrado em todas as cepas de 
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EAEC (ESTRADA-GARCIA; NAVARRO-GARCIA, 2012;LIMA et al., 2013;HAVT et al. 

2017). 

 

2.6. Fatores de virulência 

2.6.1. Adesinas 

Os patógenos bacterianos possuem fatores de adesão específicos, chamados de 

fímbrias, que são responsáveis pelo reconhecimento de receptores nas células hospedeiras 

antes da colonização (ESTRADA-GARCIA; NAVARRO-GARCIA, 2012). EAEC possui 

fimbrias responsáveis por sua adesão ao tecido intestinal do hospedeiro. Cinco variantes da 

fimbria de aderência agregativa (AAF) de EAEC já foram descritas, sendo elas: AAF/I, 

codificada pelo gene aggA; AAF/II, codificada pelo gene aafA; AAF/III, codificada pelo gene 

agg3A; AAF/IV, codificada pelo gene agg4A (LIMA et al.,2013; BERRY et al.,2014). Em 

2015, um estudo realizado por Jonsson et al. descobriu uma nova fimbria chamada AAF/V 

codificada pelo gene agg5A.  

Essas variantes são codificadas no plasmídeo de aderência agregativa (pAA) e 

reguladas por um gene ativador chamado regulador de aderência agregativa AraC/XylS(aggR 

- aggregativeadherenceregulator) (LIMA et al., 2013). O gene aggR também possui o papel 

de regular a transcrição do gene aap que codifica a proteína dispersinae do seu transportador, 

codificado pelo gene aatA(SHEIKH et al., 2002). 

2.6.2. Dispersina 

Uma fase importante na fisiopatologia é a dispersão bacteriana, onde há um 

deslocamento de EAEC para outros sítios de infecção. Para que isso ocorra EAEC secreta 

uma proteína denominada dispersina, codificada pelo gene aap. Esta proteína possui o papel 

de ligar-se não covalentemente ao lipopolissacarídeo (LPS), neutralizando a sua carga e assim 

permitindo que as fímbrias se desprendam para que a bactéria possa infectar outros locais 

(SHEIKH et al., 2002).  

2.6.3. Formação de biofilme 

Após a adesão, a EAEC estimula a secreção de muco pelos enterócitos formando 

um biofilme de agregação espessa, no qualas bactérias se envolvem com substâncias 

exopoliméricas e recrutam mais células para formar microcolônias intercaladas com canais de 

passagem de líquido (COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999). Esse processo é um 



29 
 

fator de virulência importante, que pode fornecer resistência ao microrganismo contra a 

atividade de agentes físicos e químicos (RICKARD et al., 2003; VIJAY et al., 2015), bem 

como contribuir para infecções prolongadas, ao permitir que bactérias evadam o sistema 

imunológico local, podendo inibir a quimiotaxia, a fagocitose, a proliferação de linfócitos e 

limitando a atuação dos macrófagos, além de prevenir o transporte de agentes antimicrobianos 

(VASUDEVAN et al., 2003; TOKUDA et al., 2010). Existem diversos fatores e genes que 

contribuem para o estabelecimento do biofilme.Estudo realizado por Mohamed et al. (2007) 

associou os genes aggR, set1A, aatAe irp2de EAEC a esse processo.   

2.6.4. Produção de toxinas 

Após o estabelecimento da colonização e da formação de biofilme por EAEC, há 

liberação de diversas toxinas e proteases no tecido do hospedeiro, causando inflamação e 

lesão tecidual (HARRINGTON; DUDLEY; NATARO, 2006). 

Serino proteases autotransportadoras de Enterobacteriaceae(SPATEs - Serine 

protease autotransportersofEnterobacteriaceae) são serino proteases produzidas pela família 

Enterobacteriaceae e são secretadas por uma via de secreção do tipo III. Estas proteínas são 

classificadas filogeneticamente em duas classes: classe I que são citotóxicas e inclui várias 

toxinas como Pet(toxina codificada por plasmídeo - plasmid-encodedtoxin), SigA (protease 

homóloga de IgA de Shigella – Shigella IgA-like protease homolog)e Sat(toxina 

autotransportadora secretada - secretedautotransportertoxin); classe II que não são citotóxicas 

e possuem diversas proteases como o Pic (proteininvolved in colonization - proteína 

envolvida na colonização) responsável pela produção de uma mucinase e SepA (protease 

extracelular de Shigella - Shigellaextracellular protease)  responsável pela invasão celular 

(JENSEN et al., 2014; RUIZ-PEREZ; NATARO, 2014). 

A toxina Pettem a função de clivar a espectrina do citoesqueleto epitelial, 

resultando na deformação e esfoliação da célula intestinal (NAVARRO-GARCIA et al., 

1999). Abreu et al. (2015) demostraram o papel da serino protease Pic de EAEC na evasão do 

sistema imune, devido a sua atividade proteolítica sobre as proteínas secretadas pelo sistema 

complemento do hospedeiro. 

EAST-1 (toxina termoéstavel de EAEC -heat-stableenterotoxin) codificado pelo 

gene astA, não pertence ao grupo das SPATEs e partilha algumas propriedades funcionais 

com a enterotoxina secretada pela ETEC. Essa toxina causa um aumento da secreção de 

cloreto e tem sido associado à diarreia, demostrando ser uma importante toxina na 

fisiopatologia da infecção por EAEC (MÉNARD; DUBREUIL, 2002). 



30 
 

2.6.5. Genes regulatórios 

Em relação à presença do gene aggR, alguns estudos vêm classificando cepas de 

EAEC em típicas e atípicas. Cepas que possuem o gene aggR são consideradas EAEC típicas 

e as que não possuem são EAEC atípicas (BEATA et al., 2011; ANDRADE; GOMES; 

ELIAS, 2014; ANDRADE et al.,2017). Esse gene é um importante ativador transcricional, 

que modula diversos genes que codificam proteínas importantes para a patobiologia de 

EAEC, incluindo a biogênese da AAF/II, a dispersina e seu sistema secretório, Shf 

(codificador de proteína homologa àShigellaflexneri) e um cluster cromossômico denominado 

Aai, responsável pela codificação do sistema de secreção tipo VI (BOISEN et al., 2015; 

ELIAS, NAVARRO-GARCIA, 2016). 

Recentemente foi descoberta uma proteína regulatória, codificada pelo gene orf60 

ou orf61, agora denominada gene aar, que pertence a uma larga família de reguladores 

negativos de bactérias Gram-negativas patogênicas. Os pesquisadores supõem que essa 

família possui o papel de atenuar a virulência dessas bactérias (SANTIAGO et al., 2014), pois 

alguns estudos mostram a associação do aar àinfecções subclínicas corroborando com essa 

afirmação (BOISEN et al., 2012;LIMA et al., 2013; HAVT et al., 2017). 

Figura 2 Patobiologia da EAEC e os principais genes relacionados à virulência com 

relevância clínica.  
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Fonte: LIMA; MEDEIROS; HAVT, 2018. 

As bactérias EAEC promovem a formação de biofilme e liberação de marcadores inflamatórios através da 

interação com o epitélio intestinal. Alguns fatores de virulência específicos podem desempenhar papéis 

importantes na patobiologia. O principal regulador de virulência, AggR, controla a expressão de vários genes, 

incluindo genes que codificam as AAF. O AAF/II promove a ligação com receptores epiteliais (como a 

fibronectina) e contribui para o biofilme e a inflamação intestinal, que é caracterizada pela indução de NF-kB, 

liberação de interleucina-8 (IL-8) e migração de neutrófilos.  

2.7. Resposta imunoinflamatória em associação com EAEC 

Diversos biomarcadores de inflamação e dano intestinal são descritos na 

literatura, no qual a proteína intestinal de ligação aos ácidos graxos (I-FABP) é uma proteína 

epitelial intracelular localizada principalmente nas extremidades das vilosidades do intestino 

delgado que é rapidamente libertada para a circulação após lesão do epitélio. Tem sido 

utilizado para indicar a gravidade do dano intestinal em adultos e crianças e tem uma meia-

vida muito curta, refletindo lesão intestinal recente (VREUGDENHIL et al., 2011; 

ADRIAANSE et al., 2013).As proteínas regeneradoras (REG) estão envolvidas na 

regeneração de tecidos e proliferação celulare concentrações aumentadas de proteínas REG 

em fezes indicam lesão epitelial (FUKUI et al., 1998; FUKUHARA etal., 2010). 

O biomarcador utilizado para detecção de integridade e permeabilidade epitelial é 

o teste de dupla absorção de açúcar. Acredita-se que a inflamação intestinal crie pequenos 

poros entre as células epiteliais, permitindo a transportação via paracelular da lactulose, 

enquanto a atrofia do vilos reduz a área de superfície epitelial e a absorção de manitol. Uma 

maior razão lactulose-manitol (L: M) tem sido usada como uma indicação de DEA (DENNO 

et al. 2014). 

A alfa-1-antitripsina (AAT) é uma proteína liberada durante a inflamação para 

proteger as células contra enzimas proteolíticas liberadas pelos neutrófilos durante a infecção. 

No entanto, a AAT não é sintetizada no intestino e a presença de AAT nas fezes reflete a 

perda de proteínas e o aumento da permeabilidade da circulação periférica para o lúmen do 

intestino (SERRES; BLANCO, 2014).  

A translocação de LPS e outros produtos microbianos envolvem o sistema imune 

da mucosa, estimulando a ativação de células inflamatórias, como neutrófilos, macrófagos e 

células dendríticas. A mieloperoxidase (MPO), uma enzima armazenada dentro de neutrófilos, 

está envolvida no processo inflamátorio para debelar a infecção bacteriana (HAMPTON, 

KETTLE, WINTERBOURN, 1998). Neopterina (NEO) é produzida por macrófagos ou 

células dendríticas após estimulação por interferon-γ (SEKI et al., 1996). 

A infecção por EAEC induz uma resposta imune com a liberação de algumas 

citocinas pelas células do hospedeiro. Alguns estudos mostram o aumento dos níveis de IL-8, 
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interleucina -1β (IL-1β) e lactoferrina fecal em pessoas infectadas por EAEC (STEINER et 

al., 1998; GUTIERREZ et al., 2014). Estudos realizados por Steiner et al. (2000) e 

posteriormente por Harrington et al. (2005) em modelo in vitro,sugeriram que a flagelina, 

codificada pelo gene fliC, fosse um importante fator para a resposta inflamatória no 

hospedeiro. Para tal, ambos os autores utilizaram uma cepa de EAEC mutante, sem o gene 

fliC, que induziuumareduçãona resposta inflamatória em comparação com a EAEC, que 

possuía o gene, indicando a importância do mesmo na resposta inflamatória.  

Pesquisas foram realizadas para compreender o mecanismo de ação da flagelina, 

demonstrando que esta 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 uma proteína quinase, o 

que estimula a ligação de NF-kB, 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).  

Pesquisa realizada por Steiner et al. (1998) encontrou associação entre crianças 

infectadas por EAEC, que não apresentaram sintomatologia clínica (diarreia), com prejuízo no 

crescimento e estas crianças apresentaram elevadas concentrações de lactoferrina e IL-1β nas 

fezes.  

Gutiérrez et al. (2014) demonstraram que a presença de lactoferrina fecal, um 

marcador de inflamação intestinal, pode ser um fator que contribui para o déficit de 

crescimento infantil, crianças que estavam infectadas por EAEC possuíam uma média de 

HAZ de -1,67 e quando se levou em conta as taxas de lactoferrina fecal houve uma 

diminuição de 0,13 na razão altura por idade. 

2.8. Manifestações clínicas 

Infecções por EAEC podem apresentar diarreia aquosa, muitas vezes com muco, 

seguidas de náuseas, vômitos, febre, dor abdominal, e em alguns casos, fezes sanguinolentas 

(CROXEN et al., 2013; ALI et al., 2014). Embora os casos assintomáticos sejam os mais 

prevalentes, há evidencias de outras manifestações clínicas tais como déficit de crescimento 

infantil (GUTIERREZ et al., 2014; HAVT et al., 2017; ROGAWSKI et al., 2017).  

Estudocaso-controle de diarreia realizado na cidade de Fortaleza por Lima et al. 

(2013) permitiu a observação de algumas manifestações clínicas em crianças com diarreia 

causada por EAEC. A maioria dos casos de crianças com diarreia infectadas por EAEC 

apresentou uma taxa de 40% de diarreia de modo agudo, porém houve casos de diarreia 

persistente com uma taxa de 3.6%. 
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2.9. Diagnóstico de EAEC 

O padrão ouro para o diagnóstico e identificação da EAEC é a visualização do 

padrão de aderência agregativa (AA) utilizando células HEp-2 como mostra a Figura 3. Nesta 

metodologia,de modo simplificado, cultiva-se EAEC em caldo Luria Bertani (LB) a 37º C. 

Em seguida, infectam-se as células HEp-2 por três horas. Após esse período, visualiza-se o 

padrão de aderência bacteriana em microscópioóptico (BENEVIDES-MATOS et al.,2015; 

CROXEN et al., 2013; NUESCH-INDERBINEN et al., 2013). Entretanto,Liebchen et al. 

(2011), ao analisar 59 cepas de EAEC provenientes de pessoas com quadros diarreicos, 

observou diferentes fenótipos de agregação em células de adenocarcinoma cervical humano 

(HeLa), tais como o fenótipo padrão de aderência agregativa (AA), aderência difusa (DA), 

aderência localizada (LAL) e a minoria não apresentou nenhum padrão de aderência, 

demonstrando a dificuldade de diagnóstico por essa metodologia. 

Figura 3 - Fotomicrografias ilustrando os padrões de aderência agregativa em células HEp-2.  

 

Fonte: BEATA et al., 2011 

Padrões de aderência agregativa em diferentes cepas de EAEC: (a) cepa de referência de EAEC17-2 positiva 

para aggR e aatA; (b) cepa de EAEC negativa para aggR e positiva para aatA de paciente com síndrome do 

intestino irritado; (c) cepa de EAEC positiva para aggR e negativa para aatA de criança com doença de Crohn; 

(d) EAEC aggR e aatA negativa de criança com diarreia aguda. Coloração: Giemsa. Visualização em 100x. 
 

No ano de 1990, Baudryet al. desenvolveu uma sonda de DNA, chamada 

CVD432, especifica para o plasmídeo AA. Os autores encontraram 89% de sensibilidade e 

99% de especificidade da sonda em relação ao padrão ouro na identificação da EAEC. 

Atualmente o uso da biologia molecular é uma ferramenta comumente empregada para um 

diagnóstico simples e rápido de EAEC. Diversos genes cromossômicos e plasmidiais são 

utilizados para o diagnóstico molecular desse patógeno em muitos estudos, não havendo até o 
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momento consenso e padronização na utilização destes(LIEBCHEN et al., 2011; 

BENMESSAOUD et al., 2015; VIJAY et al., 2015; PLATTS-MILLS et al., 2017). Pode-se 

citar os genes aaiA eaaiG que estão presentes no cromossomo bacteriano e os genes aggR e 

aatA no plasmídeo (ANDRADE; GOMES; ELIAS, 2014). Outros marcadores moleculares 

foram descritos para diagnóstico de EAEC como o gene aaiC, presente no cromossomo 

bacteriano (LIMA et al., 2013; HAVT et al., 2017; HOUPT et al., 2014). 

2.10. Resistência antimicrobiana em Escherichia coli 

A variabilidade genética é essencial para a evolução microbiana. A sobrevivência 

de um microrganismo depende de sua capacidade de se adaptar às mudanças ambientais no 

qual este se encontra (OPAL, POP-VICAS, 2015). Agentes antimicrobianos exercem fortes 

pressões seletivas em populações bacterianas, favorecendo organismos capazes de resistir a 

eles (TOLEMAN, WALSH, 2011). 

Alguns mecanismos são responsáveis por essa variabilidade. Em um primeiro 

nível, pode haver uma mutação pontual, que é uma mudança microevolucionaria,ocorrendo 

em um par de bases de nucleotídeos. Essas mutações podem alterar a especificidade do 

substrato da enzima ou o local alvo de um agente antimicrobiano, interferindo em sua 

atividade. Como exemplo, mutações pontuais em locais cruciais de genes que codificam β-

lactamases (como os genes para Temoneira-1 [TEM-1] e sulfidril variável-1 [SHV-1]) que 

são os principais responsáveis pela notável variedade deβ-lactamases de espectro estendido 

(ESBL) reconhecidos (MEDEIROS, 1997; TAYH et al., 2016).  

Um segundo nível de variabilidade genética em bactérias é referido como uma 

mudança macroevolutiva e resulta em rearranjos de grandes segmentos de DNA em um único 

evento. Estes rearranjos podem incluir inversões, duplicações, inserções, deleções ou 

transposição dessas grandes sequências de DNA de um cromossomo ou plasmídeo bacteriano 

para outro microrganismo. Esses rearranjos são gerados de forma frequente por elementos 

genéticos especializados chamados integrons, transposons ou sequências de inserção, que têm 

a capacidade de inserir, rearranjar ou mover parte do genoma bacteriano(TOLEMAN, 

WALSH, 2011). 

Por fim, há outro mecanismo para obtenção de uma variabilidade genética, no 

qual as bactérias adquirem grandes segmentos de DNA ―estranhos‖ transportados por 

plasmídeos, bacteriófagos ou elementos genéticos transponíveis especializados, conhecidos 

como elementos integrativos e conjugativos (ICE) de outras bactérias (OPAL; POP-VICAS, 

2015). A herança desse DNA estranho contribui ainda mais para a variabilidade genética do 
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organismo e sua capacidade de responder às pressões de seleção impostas pelos agentes 

antimicrobianos. Esses mecanismos conferem às bactérias a capacidade aparentemente 

ilimitada de desenvolver resistência a qualquer agente antimicrobiano (MEDEIROS, 1997; 

TOLEMAN, WALSH, 2011). 

Embora alguns genes que conferem resistência a antibióticos aumentem a carga 

metabólica bacteriana, muitos microrganismos desenvolveram estratégias para limitar esse 

custo, silenciando a expressão gênica quando não é necessário. Isso permite que genes de 

resistência a antibióticos sejam mantidos em reserva na ausência da pressão de seleção de 

antibióticos, mas expressam seu potencial de resistência na reexposição a essadroga 

(MASSEY; BUCKLING; PEACOCK, 2001). 

Pelo menos quatro mecanismos distintos de resistência antimicrobiana têm sido 

descritos em bacterias, são elas: mecanismo enzimático, bomba de efluxo, mudança de 

conformação do receptor alvo e diminuição dos canais de porinas. Devido à constante 

evolução dos microrganismos, o patógeno EAEC tem adquirido resistência a diversos 

antimicrobianos nos últimos anos, principalmente a β-lactâmicos (ALI et al., 2014;  

BAFANDEH; HAGHI; ZEIGHAMI, 2015). Estudos têm demonstrado que o mecanismomais 

prevalente envolvido na resistência de E. coli aos antibióticos é o enzimático, através das β-

lactamases, no qual, essas enzimas desativam o antibiótico dividindo a ligação amida do anel 

β-lactâmico (BAJAJ, SINGH, VIRDI, 2016; AWOSILE et al., 2018; FLEECE et al, 2018). 

O antibiótico β-lactâmico inibe o crescimento bacteriano ao interferir na reação de 

transpeptidação da síntese da parede celular bacteriana, ou seja, a parede celular bacteriana é 

formada por peptideoglicanos que são compostos por ligações cruzadas de N-

acetilglicosamina e ácido N-acetilmurâmico, existe um peptídeo ligado a cadeia final do N-

acetilmurâmico chamado D-alanil-D-alanina. A proteína de ligação a penicilina (PBP) remove 

a alanina terminal no processo de formação de uma ligação cruzada com o peptídeo adjacente, 

os β-lactâmicos análogos do substrato D-Ala-D-Ala se ligam de forma covalente ao sítio ativo 

das PBPs inibindo essa reação de transpeptidação.Nesse contexto, as β-lactamases atuam no 

espaço periplasmático da bactériahidrolisando o antimicrobiano, fazendo com que este perca a 

sua eficácia (OPAL; POP-VICAS, 2015). 

As β-lactamases são codificadas por genes cromossômicos ou por genes que 

foram transferidos através de plasmídeos e/ou transposons. Além disso, os genes de 

betalactamases (bla) frequentemente residem em integrons, que carregam múltiplos 

determinantes de resistência, podendo facilitar uma maior disseminação da resistência a 

múltiplos fármacos entre diferentes espécies (WELDHAGEN, 2004). 
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Essas enzimas podem ser classificadas de acordo com a sua estrutura de 

aminoácidos em quatro classes moleculares, de A a D, conhecidas como classificação de 

Ambler. Alternativamente, o sistema de Bush-Jacoby-Medeiros classifica as enzimas de 

acordo com seu perfil de substrato e sensibilidade a inibidores de β-lactamases, como o ácido 

clavulânico, em vários grupos funcionais. Na classe A, C e D, da classificação de Ambler, as 

betalactamases hidrolisam o anel β-lactâmico através de um resíduo de serina no seu local 

ativo, enquanto enzimas de classe B são metalo-β-lactamases que usam zinco (Zn)
2+

 para 

quebrar a ligação amida (MOSQUITO et al., 2011). 

Uma das primeirasβ-lactamases foi descritaem 1940, por Abraham e Chain, como 

uma penicilinase capaz de hidrolizar a penicilina em E. coli, na mesma época em que o 

primeiro uso clínico de penicilina foi relatado na literatura (ABRAHAM, CHAIN, 1940).Com 

o passar do tempo e o advento de novos antimicrobianos, houve o surgimento de novas 

betalactamases, entre as mais de 890 betalactamases que já foram caracterizadas 

(MOSQUITO et al., 2011). Os genes que codificam as enzimas mais comuns dentro da 

famíliaEnterobacteriaceae são: blaTEM, blaSHV, blaCTX-M, blaOXA e blaKPC(DALLENE 

et al., 2010; HAZEN et al 2014; BAJAJ, SINGH, VIRDI, 2016; FLEECE et al, 2018). 

Após o desenvolvimento de cefalosporinas de terceira geração, que antes eram 

estáveis à ação das betalactamases do tipo TEM e SHV, houve o surgimento e a disseminação 

global de enzimas de betalactamase de espectro estentido(ESBL), capazes de hidrolizar 

monobactam e cefalosporinasde amplo espectro (BAJAJ, SINGH, VIRDI, 2016). Além disso, 

relatos crescentes de disseminação de carbapenemases aumentaram a preocupação com o 

arsenal antimicrobiano atualmente limitado contra infecções por bactérias Gram-negativas 

multirresistentes (DALLENE et al., 2010;BONONO et al., 2018). 

Alguns estudos detectaram cepas de EAEC produtora de ESBL (HAZEN et al., 

2014; KHOSHVAGHT et al. 2014). Khoshvaght et al.(2014) detectou uma maior prevalência 

do geneblaTEM (78,9%), seguido pelo gene blaCTX-M (63,1%) e as cepas contendo ambos 

com uma taxa de 42,1%.O referido estudo também analisou cepas de EAEC produtoras de 

ESBL e demonstrou que os principais genes associados a esse fenótipo foram CTX-M-14, 

CTX-M-55, CTX-M-15 e CTX-M-65. 

Pesquisas também tem revelado a resistência de EAEC a outras classes 

antimicrobianas, tais como sulfonomidas, quinolonas, tetraciclina, cloranfenicol e 

aminoglicosídeose essas resistencias variam de acordo com a região do estudo (NÜESCH-

INDERBINEN et al., 2013; DAVOODABADI et al., 2015). Estudo caso-controle de diarreia 

infantil realizadopor pesquisadores no Egito caracterizou isolados de EAEC resistentes 
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àampicilina, cefalotina, cefotaxime, ceftriaxona, amoxicilina/ácido clavulânico, ácido 

nalidíxico, clorafenicol, estreptomicina e tetraciclina,e mais de 91% das cepas isoladasforam 

multiresistentes, portanto resistente a três ou mais classes de antimicrobianos(ALI et al., 

2014). 

 Considerando a escassez de dadossobre o tema e a importância epidemiológica 

da EAEC como patógeno entérico de crianças em países em desenvolvimento como o Brasil, 

além de sua associação com déficit de crescimento infantil, DEA e do crescente aumento das 

taxas de resistência antimicrobiana neste patógeno nos últimos anos, fazem-se necessários 

mais estudos que promovam a caracterização destas cepas isoladas em crianças nutridas e 

desnutridas para um melhor entendimento da sua patobiologia. 
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3. OBJETIVOS 

3.1.Objetivo geral 

Analisarosgenes relacionados à virulência, filogrupos genéticos, formação de 

biofilme,resistência aos antimicrobianos e resposta imunoinflamatória associadas com cepas 

de Escherichia coli enteroagregativa isoladas de crianças nutridas e desnutridas em Fortaleza-

ce, Brasil. 

3.2.Objetivos específicos 

1) Correlacionar à identificaçãodo patógeno EAEC em crianças nutridas e desnutridas 

com os genes relacionados à virulência detectados; 

2) Detectar os grupos filogenéticos de cepas de EAEC por reaçõesem cadeia da 

polimerase (PCR), bem como definir a distribuição destes filogruposcirculantes em 

crianças nutridas e desnutridas e avaliar a correlação destes filogrupos com os genes 

relacionados à virulência detectados; 

3) Identificar a produção da biomassa de biofilme em cepas de EAEC em crianças 

nutridas e desnutridas, bem como verificar a correlação da formação de biofilme com 

os genes relacionados à virulência detectados;  

4) Investigar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos em cepas de EAEC por teste 

de sensibilidade antimicrobiana (TSA), incluindo a detecção fenótipica de cepas 

portando beta-lactamases de espectro estendido; 

5) Correlacionar os dados obtidos pelo estudo MAL-ED para a presença de 

biomarcadores de inflamação intestinal e sistêmica e o diagnóstico específico de 

EAEC,em crianças nutridas e desnutridas, tais como mieloperoxidase (MPO), 

neopterina (NEO), alpha-1-antitripsina (ALA), gene regenerador 1β (REG1B) e 

calprotectina (CALPRO), forma solúvel de CD14 (CD14s), proteína intestinal de 

ligação de ácidos graxos (FABP),  e amiloide sérica A (SAA),IgA anti-LPS e IgGanti-

LPS. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS  

4.1. Descrição do estudo e Considerações éticas 

Este estudo do tipo caso-controle utilizou dados e amostras de um estudo 

epidemiológico clínico multicêntrico, intitulado ―Etiologia, Fatores de Risco e Interações de 

Infecções Entéricas e Desnutrição e as Consequências para a Saúde Infantil‖, ou estudo MAL-

ED, liderado pelos Institutos Nacionais de Saúde dos Estados Unidos da América 

(NationalInstitutesof Health – NIH) e financiado pela Fundação Bill and Melinda Gates. No 

Brasil, esse estudo foi realizado na cidade Fortaleza - Ce, no Instituto de Prevenção da 

Desnutrição e da Excepcionalidade - IPREDE localizado na regional IV de Fortaleza. 

Apesquisa MAL-ED foi realizada noperíodo de 19 de agosto de 2010 a 30 de 

setembro de 2013.No início do estudo houve a participação de 483 crianças, dessas78crianças 

não se encaixaram nos critérios de inclusão e 3 crianças saíram do estudo, totalizando 402 

crianças participantes. Das 402 crianças incluídas no estudo, 201 foram considerados casos e 

201foram considerados controles, utilizando critério definido pelo escore Z de peso por idade 

(WAZ). As crianças controles deveriam apresentar WAZ ≥ - 1, enquanto as crianças casos 

teriam que apresentar WAZ < -2 (Figura 4) (LIMA et al., 2018). Foram utilizados como 

critério de inclusão crianças saudáveis sem histórico de doença específica e sem febre, com 

idades entre 6 e 24 meses. Além disso, a mãe ou cuidador principal da criança deveria estar 

presente e ter custódia legal sob a mesma. Os critérios de exclusão utilizados foram crianças 

que necessitaram de hospitalização prolongada ou tiveram graves problemas de saúde, tais 

como vírus da imunodeficiência humana (HIV), tuberculose, doença neonatal, doença renal, 

insuficiência cardíaca crônica, doença hepática, fibrose cística, condições congênitas ou 

enteropatia (por exemplo, doença de Crohn, doença celíaca, colite ulcerativa ou doença de má 

absorção) diagnosticada por um médico, e por fim,a criança ter um dos pais ou cuidador 

primário com deficiências cognitivas ou com menos de 16 anos de idade (LIMA et al., 2014). 

Preenchido os critérios de entrada no estudo, o termo de consentimento livre e 

esclarecido (TCLE) (Anexo A) foi assinado pelos pais ou responsáveis da criança e obtido 

pelo agente de saúde (LIMA et al., 2014). 
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O estudo MAL-ED obteve aprovação no Comitê Nacional de Ética em Pesquisa 

(CONEP nº232/10), descrito no anexo Anexo B e no Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Federal do Ceará (COMEPE nº 246/09), descrito em Anexo C.  

Este estudo utilizou um denominador de 97 crianças já analisadas quanto à 

positividade em infecções por EAEC, tendo como diagnóstico a presença de ambos os genes 

aaiC e aatA, sendo denominados 55 casos e 42 controles. Os dados referentes ao diagnóstico 

molecular, genes relacionados à virulência, infecções por co-patógenos e detecção de 

marcadores imunoinflamatórios estavam armazenados em banco de dados para posterior 

análise. Para as análises de genes relacionados à virulência, 83 amostras foram verificadas e 

para as análises de teste de sensibilidade antimicrobiana, formação de biofilme e filogrupo 

genético, foram analisadas 94 amostras, pois três das 97 amostras possuiam alíquota 

insuficiente (Figura 4). 

Figura 4 Fluxograma do estudo. 

 

Fonte: Adaptado de Lima et al., 2018. 

GRVs-Genes relacionados à virulência; TSA- Teste de sensibilidade antimicrobiana 

4.2. Obtenção de dados e Coleta das amostras  
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Após a assinatura do TCLE, as informações sobre manifestações clínicas (vômito, 

febre, diarreia), dados populacionais (sexo, idade, alimentação, nível educacional materno, 

saneamento básico) e medidas antropométricas (peso, altura, circunferência da cabeça) foram 

coletadas a partir do formulário padronizado (Anexo D) respondido pelos pais ou 

responsáveis pela criança. 

Depois do preenchimento da ficha de dados, o agente de saúde coletou sangue 

para análise de biomarcadores de inflamação sistêmica através do soro e um swab com fezes 

em um meio de transporte Cary-blairdas crianças do estudo em dois momentos distintos, a 

primeira coleta de fezes foi realizada no momento da entrada da criança no estudo e a segunda 

coleta foi realizada três meses depois. As amostras foram transportadas ao Laboratório de 

Doenças Infecciosas (LDI), da UPC/IBIMED, da Faculdade de Medicina, da UFC. 

4.3. Isolamento das cepasbacterianas de E. coli em fezes 

Após o recebimento das amostras de fezes no laboratório, foi realizado o semeio 

das amostras fecais em 3 meios de cultura: o ágar MacConkey, para o crescimento de 

patógenos gram negativos, principalmente E. coli, o ágar XLD utilizado principalmente para o 

crescimento de colônias de Shigella spp.e  Salmonellaspp. e o ágar TCBS para o crescimento 

de Vibriospp. e Aeromonas spp.,sendo as placas mantidas na estufa a 37ºC  2ºC por 

aproximadamente18-24horas. Após o crescimento das colônias bacterianas no ágar 

MacConkey, realizou-seanálise morfológica de cinco colônias características de E. coli. Estas 

colônias foram isoladas em ágar triptona de soja (TSA) e mantidas na estufa a 37ºC 2ºC por 

aproximadamente 18-24 horas. Após esse tempo, as colônias foram submetidasao teste 

doindol(BD DMACA Indole, Fisher Scientific), obedecendo ao manual do fabricante.Cinco 

colônias sugestivas de E. coli (teste de indol positivo) foram armazenadas isoladamente 

emmeio caldo de triptona de soja (TSB) acrescido de 15% de glicerol, sendo estes mantidos 

em freezer a - 80ºC para testes posteriores. Um pool das cinco colônias foi submetido à 

extração do DNA bacteriano, conforme descrito a seguir (HOUPT et al. 2014). 

4.4. Extração do DNA bacterianode E. coli 

A extraçãodo DNA bacterianofoi realizadoa partir do pool dascinco colônias pelo 

método de ebulição, de acordo com Boisen et al. (2012). Ascolônias foram dissolvidas em 

1mL de água deionizada do tipo MilliQ (Millipore – Billerica, MA, USA) autoclavada 

acrescida de5 µL de Triton X-100. Após agitação por 5 segundos, a solução foi submetida à 



42 
 

fervura durante 20 minutos. Em seguida, realizou-se centrifugação (10000 rpm por 10 

minutos) e o sobrenadante foi armazenado a -20°C até sua utilização na PCR como DNA 

molde para realização de diagnóstico molecular e detecção dos genes relacionados a 

virulência. 

4.5.Quantificação/Qualidade do DNA extraído 

A presença de DNA foi confirmada no produto da extração através do 

espectrofotômetro NanoDrop 2000c, da ThermoScientific. O teste indica a qualidade e a 

quantidade do material ao final do processo. O NanoDrop 2000c emprega um sistema de 

retenção de amostras, que utiliza microvolumes (1-2 µl) entre duas superfícies de medição 

usando as propriedades da tensão superficial de líquidos, sem a utilização de capilares, 

reduzindo o tempo de medição. Neste caso, não é necessário diluir a amostra (Thermo Fisher 

Scientific, 2009).  

O DNA extraído foi avaliado nos comprimentos de onda de 260 e 280nm. A razão 

260/280nm fornece uma estimativa da qualidade e pureza da amostra extraída, demonstrando 

se ela apresenta ou não contaminação de ácido ribonucleico (ribonucleicacid – RNA), 

proteína ou reagentes, como o ácido etilenodiamino-tetra-acético 

(ethylenediaminetetraaceticacid – EDTA).   

4.6. Diagnóstico molecular de E. coli 

Para o diagnóstico molecular deEAEC, foi realizado um PCR múltiploatravés do 

poolde DNApara a detecção simultânea dos seguintes patógenos:EAEC, EPEC, ETEC, EIEC 

e EHEC, através dos seguintesgenes alvo:aaiC(ilha de ativação de aggR)e aatA(transportador 

de proteína de anti-agreagação) para EAEC (Tabela 2);eae (intimina de aderência)ebfpA(gene 

estrutural de formação de pilus) para EPEC; LT (toxinatermolábil)e ST (toxina termoestável) 

para ETEC;ipaH(antígeno do plasmídeo de invasão)para EIEC eeae, sxt1 (toxina shiga 1) e 

stx2 (toxina shiga 2) para EHEC(HOUPT et al., 2014). 

4.7. Pesquisa de co-infecção 

Ensaio de imunoadsorção enzimática (ELISA) foi utilizado para a detecção de 

Campylobacterspp., Adenovírus, Astrovírus, Rotavírus (ProSpecT, Remel, Lenexa, KS, 

USA), Cryptosporidium spp., Giardia spp.eEntamoebahistolytica(TechLab, Blacksburg, VA, 

USA), seguindo as instruções do fabricante(HOUPT et al., 2014). 
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4.8. Detecção dos genes relacionados à virulência 

As amostras detectadas como EAEC positivas foram analisadas por reações de 

PCR multiplex para a detecção de 20 genesrelacionados à virulência, conforme a Tabela 2. 

As reações de PCR incluíram cinco painéis, utilizados em estudo anterior do nosso grupo de 

pesquisa (LIMA et al., 2013).Isolados deEAEC cepas 042, JM221, 239-1, H223-1, 55989 

foram utilizados como controles positivos (Tabela 3), enquanto que água MilliQautoclavada 

serviu como controle negativo. Cada reação foi padronizada com o uso de controles positivos 

para determinar as condições de PCR mais eficientes, de forma a reduzir a existência de 

bandas inespecíficas e facilitar a interpretação dos resultados. Tais condições incluíram a 

melhor temperatura de anelamento (Ta), o número de ciclos e a concentração dos iniciadores. 

As condições das reações dosPCR multiplexesincluíram um passo inicial de 15 min a 95°C; 

35 ciclos a 95°C por 45s de desnaturação,anelamento a 57°C por 45 s e extensão a 72 °C por 

1,25min; além de uma extensão final de 10 min a 72°C.Os fragmentos foram separados por 

eletroforese em gel de agarose a 2% e corados com brometo de etídiopara visualização 

emtransiluminadorChemiDoc XRS (Bio-RadLaboratories, Hercules, CA) (HAVT et al., 

2017). 
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Tabela 2Descrição dos genes de diagnóstico e dos genes relacionados à virulência utilizados no estudo. 

Genes de Diagnóstico Acesso ao 

GenBank 

Tipo de PCR Sequência dos primers (5’-3’) Tamanho dos pares de bases 

(pb) 

aaiC - ilha de ativação 

deaggR 

PN554766.1  

MALED Multiplex 

 

ATTGTCCTCAGGCATTTCAC 

ACGACACCCCTGATAAACAA 

215 

aatA-transportador de 

proteína anti-agreagação 

AY351860 CTGGCGAAAGACTGTATCAT 

CAATGTATAGAAATCCGCTGTT 

630 

Genes Relacionados à Virulência 

astA- toxina A 

termoestável 

L11241  

 

Multiplex 1 

ATGCCATCAACACAGTATAT 

GCGAGTGACGGCTTTGTAGT 

110 

pet-toxina codificada por 

plasmídeo 

AF056581 GGCACAGAATAAAGGGGTGTTT 

CCTCTTGTTTCCACGACATAC 

302 

sigA- homólogo de 

protease tipo IgA de 

Shigella 

NC_004337 CCGACTTCTCACTTTCTCCCG 

CCATCCAGCTGCATAGTGTTTG 

430 

pic- proteína envolvida 

na colonização 

AF097644 ACTGGATCTTAAGGCTCAGGAT 

GACTTAATGTCACTGTTCAGCG 

572 

sat- toxina 

autotransportadorasecreta

AE014075 TCAGAAGCTCAGCGAATCATTG 

CCATTATCACCAGTAAAACGCACC 

932 
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da 

orf3 -proteína com 

função desconhecida 

FN554767.1  

Multiplex 2 

CAGCAACCATCGCATTTCTA 

CGCATCTTTCAATACCTCCA 

121 

aap – proteína anti-

agregação 

Z32523 GGACCCGTCCCAATGTATAA 

CCATTCGGTTAGAGCACGAT 

250 

agg3A - subunidade da 

fímbria AAF/III 

AF411067 CCAGTTATTACAGGGTAACAAGGGAA 

TTGGTCTGGAATAACAACTTGAACG 

370 

sepA–protease 

extracelular de Shigella 

Z48219 GCAGTGGAAATATGATGCGGC 

TTGTTCAGATCGGAGAAGAACG 

794 

eilA- homólogo HilA de 

Salmonella 

FN554766.1  

Multiplex 3 

AGGTCTGGAGCGCGAGTGTT 

GTAAAACGGTATCCACGACC 

130 

aafA - subunidade da 

fímbria AAF/II 

AF012835 CTACTTTATTATCAAGTGGAGCCGCTA 

GGAGAGGCCAGAGTGAATCCT 

289 

agg3/4C* - Usher, 

unidade de montagem da 

AAF/III-IV  

AF411067, 

AB255435, 

EU637023 

TTCTCAGTTAACTGGACACGCAAT 

TTAATTGGTTACGCAATCGCAA 

409 

aafC - Usher, unidade de 

montagem da AAF/II 

AF114828 ACAGCCTGCGGTCAAAAGC 

GCTTACGGGTACGAGTTTTACGG 

491 

aar- regulador negativo 

de aggR 

FN554767.1  AGCTCTGGAAACTGGCCTCT 

AACCGTCCTGATTTCTGCTT 

108 
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aggA–subunidade da 

AAF/I 

Y18149, 

AY344586 

Multiplex 4 TCTATCTRGGGGGGCTAACGCT 

ACCTGTTCCCCATAACCAGACC 

220 

capU – homólogo da 

hexosiltransferase 

AF134403 CAGGCTGTTGCTCAAATGAA 

GTTCGACATCCTTCCTGCTC 

395 

air - Proteína de 

repetição de 

imunoglobulina 

enteroagregativa 

FN554766.1 TTATCCTGGTCTGTCTCAAT 

GGTTAAATCGCTGGTTTCTT 

600 

agg4A – subunidade da 

AAF/IV 

EU637023  

Multiplex 5 

TGAGTTGTGGGGCTAYCTGGA 

CACCATAAGCCGCCAAATAAGC 

169 

shiA– supressor de 

inflamação tipo shiA 

ECB_03517 CAGAATGCCCCGCGTAAGGC 

CACTGAAGGCTCGCTCATGATCGCCG 

292 

aggR – ativador 

transcricional 

Z18751 GCAATCAGATTAARCAGCGATACA 

CATTCTTGATTGCATAAGGATCTGG 

426 

*Para este gene foram utilizados dois primers sensos e um primer anti-senso 

Fonte:adaptado de Havt et al., 2017
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Tabela 3 Controles positivos e seus respectivos genes de virulência utilizados no 

estudo. 

Controles positivos Genes de virulência relacionados 

EAEC 042 astA, pet,pic, aap,orf3,eilA, aafC, aafA,aggR, 

shiA, aar, air, capU 

EAEC JM221 sigAaggA,  

EAEC 239-1 sat 

EAEC H223-1 sepA,agg4A 

EAEC 55989 agg3A, agg3/4C 

Fonte: adaptado Havt et al., 2017. 

4.9.  Triagem das cepas bacterianas de EAEC 

Através da positividade para EAEC do pool de DNA bacteriano, as cinco 

cepas isoladasde E. colide cada criança, mantidos em freezer a - 80ºC em um tubo 

contendo meio TSB com glicerol foram descongeladas através de cultivo em meio ágar 

sangue. As placas foram mantidas a 37ºC  2ºC por 18-24 h. Foi realizado extração do 

DNA das colônias isoladaspelo método de ebulição para diagnóstico por PCR 

convencional tendo como genes alvoaaiC e aatA para triagem de cepas positivas para 

EAEC (BOISEN et al., 2012). 

4.10. Detecção de filogrupos 

Para detecção dos filogrupos A, B1, B2 e D, reações em cadeia da 

polimerase foram aplicadas utilizando os primers descritos na Tabela 4, com a enzima 

GoTaq® DNA Polymerase (Promega Corporation, Madison, WI). As condições das 

reações do PCR incluíram um passo inicial de desnaturação por 5 min a 95ºC, seguido 

por 40 ciclos de 30 s a 95ºC de desnaturação, anelamento de 30 s a 59ºC e extensão de 

45 s a 72ºC, além de uma extensão final de 7 min a 72ºC. Os produtos de PCR foram 

visualizados e fotografados em transiluminadorChemiDoc XRS (Bio-RadLaboratories, 

Hercules, CA) após eletroforese em gel de agarose a 2% e marcação com o brometo de 
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etídio (CLERMONT et al., 2000). Para a identificação dos grupos filogenéticos foi 

utilizado o esquema descrito na Tabela 5. 

Cada reação foi padronizada com o uso de controles positivos para 

determinar as condições de PCR mais eficientes, de forma a reduzir a existência de 

bandas inespecíficas e facilitar a interpretação dos resultados. Tais condições incluíram 

a melhor temperatura de anelamento (Ta), o número de ciclos e a concentração dos 

iniciadores.  

Tabela 4 Descrição dos iniciadores utilizados no estudo para detecção dos filogrupos. 

Genes alvo Sequência dos iniciadores (5’ – 

3’) 

Acesso ao 

Genbank, 

NCBI 

Tamanho 

dos pares 

de bases 

(pb) 

Referência 

chuA(Receptor de 

hemoglobina em 

EHEC O157:H7 

S: 

GACGAACCAACGGTCAGGAT 

AS:  

TGCCGCCAGTACC AAAGACA 

U67920.1 279 Clermont et 

al. 2000 

yjaA 

(Funçãodesconhecida) 

S: 

TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 

AS: 

ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC 

KU749306.1  211 Clermont et 

al. 2000 

TspE4C2 (Fragmento 

de DNA) 

S: 

GAGTAATGTCGGGGCATTCA 

AS: 

CGCGCCAACAAAGTATTACG 

EU240725.1 152 Clermont et 

al. 2000 

 

Tabela 5Esquema para a identificação dos grupos filogenéticos. 

Grupos 

Filogenéticos 

chuA YjaA TspE4.2C 

A - + ou- - 

B1 - - + 

B2 + +ou- +ou- 

D + - +ou- 
Cepas pertencentes ao filogrupo A não possuem o gene chuA e nem o fragmento TspE4.2C e a presença 

do yjaA não interfere na identificação, já as cepas pertencentes ao filogrupo B1 possuem apenas o 

fragmento TspE4.2C, as cepas que pertencem ao filogrupo B2 possuem o gene chuA e a presença dos 

genes yjaA e TspE4.2Cnão interfere na identificação. Por fim, cepas pertencentes ao filogrupo D possuem 

o gene chuA e não possuem o gene yjaA, a presença do fragmento TspE4.2C não interfere na identificação 

(CLERMONT et al., 2000). 

4.11. Formação de biofilme 

Para analisar a formação de biofilme das cepas, a metodologia foi seguida 

de acordo com Bandeira et al. (2013). Primeiramente, asamostras foram semeadas em 
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ágar sangue e mantidas em estufa bacteriológica a 37ºC 2ºC por 18-24 horas.Após 

isso, para a preparação do inoculo bacteriano, transferiu-se uma colônia para um tubo 

contendo 1 mL de solução salina estéril até atingir a turbidez da escala deMcFarland de 

0,5 que corresponde a 1,5 x 10
8
UFC por mL. Em seguida, em uma placa de poliestireno 

de 96 poços de fundo chato, foram adicionados175 µL de caldo de infusão de cérebro-

coração (BHI) enriquecido com 1% de glicose em cada poço e, posteriormente,mais 25 

µL doinoculo bacteriano para completar 200 µL por poço. A placa foi incubada em 

estufa bacteriológica a 37ºC por 48 horas. 

Após o tempo de incubação, desprezou-se o sobrenadante e a placa foi 

lavada duas vezes com tampão fosfato salino(PBS 1x). Após a secagem em temperatura 

ambiente, acrescentou-se 200 µL de metanol PA nos poços e a placa foi mantida em 

temperatura ambiente por 15 min. Passado esse tempo, o metanol foi desprezado e a 

placa foi deixada para secar em temperatura ambiente. Em seguida, acrescentaram-se 

200 µL de cristal violeta 0,3% nos poços por 10 min. Passados os 10 min com o cristal 

violeta, a placa foi lavada 3 vezes com PBS 1x e, em seguida, acrescentou-se 200 µL de 

ácido acético 33% por 10min. A suspensão de ácido acético foi transferida para uma 

nova placa de poliestireno de 96 poços, para posterior leitura em espectrofotômetro com 

comprimento de onda de 490 nm.Após a leitura a biomassa do biofilme foi calculada 

através das fórmulas discriminadas naTabela 6, onde para o cálculo do fraco formador 

usou-se a média do branco (poços que continham apenas o meio de cultura) mais três 

vezes o desvio padrão dessa média. Contudo, o cálculo do moderado formador calculou-

se duas vezes o valor do fraco formador e para o cálculo do forte formador calculou-se 

quatro vezes o valor do fraco formador (STEPANOVIC et al., 2000). O experimento foi 

realizado em triplicata em dois momentos distintos. 

Tabela 6 Fórmula para calcular a biomassa de biofilme. 

Cálculo da biomassa de biofilme  

Fraco formador = média do branco + (3 x Desvio Padrão) 

Moderado formador = 2 x Fraco formador 

Forte formador = 4x Fraco formador 

Adaptado de Stepanovic et al., 2000. 
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4.12. Teste de sensibilidade antimicrobiana 

Testes de sensibilidade aos antimicrobianos foram realizados pela técnica de 

difusão em disco de Kirby& Bauer, de acordo com o manual do ClinicalandLaboratory 

Standards Institute (CLSI, 2017). A preparação do inoculo foi realizada transferindo 

colônias para um TSB e armazenadas em estufa a 37ºC por aproximadamente uma hora 

até obtenção da formação de uma suspensão bacteriana com turbidez de uma solução 

maior do que a escala de McFarland de 0,5. O inoculo bacteriano foi transferido para 

uma solução salina estéril até atingir a turbidez da escala deMcFarland de 0,5, sendo 

semeada em placa de ágar Mueller-Hinton com swab estéril. Após 10 min, os discos de 

antimicrobianos foram postos na superfície das placas inoculadas, sendo estas incubadas 

a 37
o
C por 16-18horas.  

A medição dos diâmetros dos halos de inibição foi realizada e comparada 

com os pontos de corte especificados na Tabela 7,tendo como referência as normas do 

CLSI (2017), classificando a cepa bacteriana como sensível, intermediário ou resistente 

a cada antimicrobiano específico. Foramempregados 11 discos antimicrobianos (Becton, 

Dickinson andCompany, Sparks, USA) e uma fita E-test disponíveis 

comercialmente(BioMérieux AS, MarcyI’Etoile, France). Os seguintes agentes foram 

testados: ceftriaxona,aztreonam,ceftazidima,ceftazidima/ácido clavulânico, 

cefoxitina,ertapenem, ciprofloxacoina, sulfametoxazol/trimetoprima, ampicilina, 

ampicilina/sulbactabem, gentamicina e azitromicina (Etest®). As cepas de E. coli 

ATCC 25922 e 35218, cedidas pela Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-RJ),foram 

utilizadas como controle de qualidade dos antimicrobianos ao longo do estudo.Os 

isolados multirresistentes foram definidos como aqueles resistentes a pelo menos um 

agente de três ou mais classes simultaneamente (ANVISA, 2015). Cepas com 

resistência intermediária foram classificadas como sendo resistente ao fármaco 

(MEDEIROS et al., 2018). 
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Tabela 7Determinação do perfil de sensibilidade da E. coli por meio de difusão em ágar 

baseados no CLSI(2017). 

 

Antimicrobiano (µg) 

Pontos de corte 

Sensível Intermediário Resistente 

Cefalosporinas 

Ceftriaxona (30µg) ≥ 23 20-22 ≤ 19 

Cefoxitina (30 µg) ≥ 18 15-17 ≤ 14 

Ceftazidima (30µg) ≥ 21 18-20 ≤ 17 

Ceftazidima/ácido clavulânico 

(30µg/10 µg) 

- - - 

Monobactâmico 

Aztreonam (30µg) ≥ 21 18-20 ≤ 17  

Carbapenêmicos 

Ertapenem (10µg)  ≥ 22 19-21 ≤ 18 

Quinolonas 

Ciprofloxacina (5µg) ≥ 21 16-20 ≤ 15 

Sulfonamidas 

Trimetoprima/ Sulfametoxazol 

(1,25 µg /23,75 µg) 

≥ 16 11-15 ≤ 10 

Penicilinas 

Ampicilina (10µg) ≥ 17 14-16 ≤ 13 

Ampicilina/sulbactam (10µg/10µg) ≥ 15 12-14 ≤ 11 

Aminoglicosídeos 

Gentamicina (10µg)  ≥ 15  13-14 ≤ 12 

Macrolídeos 

Azitromicina (Etest) 

(0.016-256 µg/mL) 

≤ 16 - ≥ 32 

Fonte: CLSI, 2017. 
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4.13. Screeninge teste confirmatório para detecção de betalactamases de espectro 

estendido (ESBL) 

Para a detecção de ESBL foi realizado o teste fenotípico utilizando a 

metodologia preconizada pelo CLSI, realizando-se o teste de triagem por disco-difusão 

utilizando os antimicrobianos: ceftazidima(30µg), aztreonam (30µg), ceftriaxona (30µg) 

e o resultado foi interpretado através da leitura do diâmetro dos halos descrito na 

Tabela 8.O uso de mais de um agente antimicrobiano melhora a sensibilidade de 

detecção de ESBL. 

Tabela 8 Pontos de corte do diâmetro do halo formado pelos antimicrobianos utilizados 

para triagem de ESBL no estudo baseados no CLSI (2017). 

Antimicrobiano Diâmetro do halo 

ceftazidima(30µg) ≤ 22 mm 

ceftriaxona (30µg) ≤ 25 mm 

aztreonam (30µg) ≤ 27 mm 

Fonte: CLSI, 2017. 

Para a confirmação do teste fenotípico usamos o disco de ceftazidima(30µg) 

e ceftazidima/ácido clavulânico (30µg/10 µg) Esse teste baseia-se na inibição da 

atividade da enzima na presença do ácido clavulânico. Se houver um aumento de ≥ 5 

mm no diâmetro da zona do disco de ceftazidima/ácido clavulânicoversus o diâmetro da 

zona do disco de ceftazidimatestado isoladamente, a cepa é produtora de ESBL. A cepa 

de E. coli ATCC 25922 foi utilizada como controle para o teste de triagem e 

confirmatório. 

4.14. Detecção de biomarcadores de inflamação 

Os dados de biomarcadores utilizados nesse estudo foram retirados de um 

banco de dados já existente referente ao projeto MAL-ED. Para a detecção dos 

biomarcadores foram selecionados para a análise de inflamaçãoos resultados de alfa-1-

antitripsina, mieloperoxidase, neopterina e gene de regeneração 1β (REG1B) queforam 

medidos em amostras fecaise para amilóide sérica A (SAA), proteína intestinal de 
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ligação de ácidos graxos - I-FABP, proteína de ligação lipopolissacarídica LBP, forma 

solúvel de CD14 - sCD14, calprotectina, IgA anti-LPS e IgG anti-LPSque foram 

medidos em amostras de soro por ELISA. Os kits para substâncias do soro foram 

adquiridos da Hycult Biotech (Uden, Holanda), enquanto os kits de lactoferrina, alfa-1-

antitripsina, mieloperoxidase, neopterina e REG1B foram adquiridos da TechLab 

(Blacksburg, Estados Unidos), Immuchrom (Heppenheim, Alemanha), 

Immundiagnostik (Bensheim, Alemanha), Genway Biotech (San Diego, Estados 

Unidos) e TechLab (Blacksburg, Estados Unidos), respectivamente. Todos os 

procedimentos foram realizados de acordo com as instruções do fabricante (LIMA et al., 

2018). 

 Resumidamente, as amostras diluídas foram adicionadas a poços de 

microtitulação revestidos com anticorpos específicos, seguido de incubação com um 

conjugado de peroxidase. A adição do substrato promoveu reações colorimétricas que 

foram terminadas por uma solução de parada ácida e lidas a 450 nm em 

espectofotômetro. As amostras de soro para SAA, I-FABP, LBP, sCD14 e calprotectina 

foram diluídas 50x, 100x, 1000x, 80x, 500x, respectivamente, seguindo as 

recomendações do fabricante. Amostras de fezes para alfa-1-antitripsina, 

mieloperoxidase, neopterina e reg1B foram diluídos 500x, 10x, 100x e 10000x, 

respectivamente. As curvas padrão fornecidas pelo kit foram utilizadas para 

quantificação dos analitos (LIMA et al., 2018). 

4.15. Análise estatística 

O Estudo de Caso-Controle MAL-ED foi parte de um estudo multicêntrico, 

longitudinal, caso-controle, utilizando um protocolo padronizado e ferramentas de 

coleta de dados (LIMA et al., 2014; MAL-ED, 2014). 

Os protocolos internos de treinamento, controle e garantia de qualidade 

permitiram que este estudo mantivesse um banco de dados de qualidade para análise. Os 

dados foram digitados duas vezes usando o software Microsoft Access (Microsoft 

Corporation, Redmond, Washington) e validados por correspondência cruzada dos dois 

bancos de dados. 

Os resultados numéricos obtidos após a aplicação dos diversos protocolos 

experimentais foram plotados em planilhas de Excel 2010 (Microsoft Corporation). 
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Posteriormente, estes dados foram transferidos para o software GraphPad Prism versão 

5.00 para Windows (San Diego, CA).  

Aanálise de normalidade foi através dos testes de Komogorov-Smirnov e 

Shapiro-Wilk, selecionados de acordo com o número de amostras. Considerando um 

valor de P> 0.1, as amostras são classificadas em normais para a curva de Gauss. Assim, 

utilizaram-se testes paramétricos entre variáveis normais e não paramétricos para 

variáveis onde P <0.1. Para duas variáveis que foram alocadas fora da curva gaussiana, 

foi aplicado teste não paramétrico Mann Whitney, com os dados expressos em mediana. 

Para comparar a proporção de ocorrência de uma variável entre os grupos, análise 

bivariada foi conduzida pelo teste qui-quadrado ou o teste exato de Fisher. 

Para os testes de regressão logística multivariada foi utilizado o programa 

CART (Árvore de classificação e regressão - ClassificationandRegressionTree) (Salford 

Systems).O nível de significância estatística foi fixado em um intervalo de confiança de 

95% (p<0,05).  
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5. RESULTADOS 

5.1. Caracterização da populaçãoe prevalência de EAECdo estudo 

Durante o período deste estudo, 402 crianças na faixa etária entre seis e 24 

meses foram analisadas, desses 50% (201/402) eram crianças nutridas e 50%(201/402) 

eram crianças desnutridas. 

Entre a população total do estudo, 24,1% (97/402) crianças foram positivas 

para infecção por EAEC. Destas, 56,7% (55/97) foram definidos como casos e 43,3% 

(42/97) foram definidos como controles (Tabela 9). Não houve associação estatística 

entre infecções por EAEC e as crianças casos (P= 0,1617; OR 1.426; IC 95% 0.90 - 

2.26). 

Do total de amostras positivas para EAEC, houve uma maior prevalência do 

patógeno em crianças do sexo feminino 53,6% (52/97). Em relação à idade dessas 

crianças, 50,5% (49/97) apresentavam idades entre seis e 12 meses. Já as crianças com 

idades entre 13 e 24 meses representaram 49,5% (48/97) (Tabela 9). Em relação aos 

dados coletados sobre amamentação no momento da entrada da criança no estudo, 

57,7% (56/97) das crianças analisadas ainda estavam no período de amamentação. 

Tabela 9 Descrição dos parâmetros analisados sobre a caracterização da população 

estudada. 

Parâmetros 

analisados 

Total 

N (%) 

Caso 

N (%) 

Controle 

N (%) 

Infecções por EAEC 97 (24.1%) 55 (56.7%) 42 (43.3%) 

Sexo    

Masculino 45 (46.4%) 28 (62.2%) 17 (37.8%) 

Feminino 52 (53.6%) 27 (51.9%) 25 (48.1%) 

Idade    

6-12 meses 49 (50.5%) 22 (44.9%) 27 (55.1%) 

13-24 meses 48 (49.5%) 33 (68.7%) 15 (31.3%) 

De acordo com as respostas dos pais ao questionário sobre o surgimento de 

alguma doença e os seus sintomas (febre,diarreia, vômito, tosse), 46,4% (45/97) das 

respostas apresentadas no formulário relataram a presença de doença e algum sintoma. 

Desses, 45,5% (25/55) pertenciam ao grupo dos casos e 47,6% (20/42) ao grupo dos 

controles. A respeito dos sintomas descritos, a tosse foi o mais relatado com 86,7% 

(39/45) casos, seguido por febre nas últimas duas semanas com 64,4% (29/45), diarreia 

com 37,8% (17/45), vômito com 33,3% (15/45)e 6,6%(3/45)crianças estavam tendo 

febre no dia da aplicação do questionário (Tabela 10). 
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Tabela 10 Descrição dos parâmetros avaliados sobre a presença de doença. 

Parâmetro Total Caso Controle 

Doença 45 (46,4%) 25 (45,5%) 20 (47,6%) 

Febre nas últimas 

duas semanas 

29 (64,4%) 16 (35,6%) 13 (28,9%) 

Febre atual 3 (6,6%) 3 (6,6%) 0 (0%) 

Diarreia 17 (37,8%) 9 (20%) 8 (17,8%) 

Vômito 15 (33,3%) 10 (22,2%) 5 (11,1%) 

Tosse 39 (86,7%) 21 (46,7%) 18 (40%) 

 

5.2.Análise de Coinfecções 

Foi analisada a pesquisa para detecção de EPEC típica e atípica, STEC, 

ETEC, EIEC/Shigella, Campylobacter spp., Giardia spp., Cryptosporidiumspp., 

Adenovírus, Astrovírus e Rotavírus.Na população estudada apenas o patógenoRotavírus 

não estava causando coinfecção com a EAEC. 

Do total da população estudada, uma taxa de 56,7% (55/97) de amostras 

apresentaram coinfecção por algum patógeno. Os patógenos mais prevalentes 

encontrados foram EPEC atípica (23,7%), seguida por Campylobacterspp. (19,6%) e 

por fim Giardiaspp. (15,7%). No grupo dos casos os patógenos mais prevalentes foram 

EPEC atípica (10%),seguida por Giardiaspp. (9%), ETEC (5%) e STEC (4%). Nos 

controles, a maior prevalência foi de coinfecções por EPEC atípica e 

Campylobacterspp. ambas com uma taxa de 12%, seguida de EIEC/Shigella(7%) 

(Figura 5).Não houve associação estatística em relação aos grupos estudados. 
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Figura 5Prevalência de coinfecção em crianças com EAEC nos grupos caso e controle. 

 

 

aEPEC: Escherichia colienteropatogênica atípica; tEPEC: Escherichia colienteropatogênica típica; 

STEC: Escherichia coli produtora de toxina shiga; ETEC: Escherichia colienterotoxigênica 

5.3. Detecção dos genes relacionados à virulência de EAEC 

Para a detecção dos genes de virulência apenas 85,6%(83/97)das cepas 

foram testadas, 14 amostras não possuíam alíquotas sufucientes para a detecção dos 

genes relacionados à virulência. Destas 90,9%(50/55)pertenciam ao grupo caso e 78,6% 

(33/97) pertenciam ao grupo controle.As prevalências dos 20 genes relacionados à 

virulência testados para EAEC, nos grupos casos e controles, apresentaram-se de forma 

heterogênea. A Tabela 11 mostra a distribuição do percentual dos genesastA, pet, sigA, 

pic, sat, orf3, aap, agg3A, sepA, eilA, aggA, aafA, agg3/4C, aafC, aar, agg4A, capU, 

air, shiA e aggR, entre as amostras positivas para EAEC dos grupos caso e controle. 

Dentre as amostras do grupo caso, os genes de maior prevalência foram: aap, agg3/4C, 

orf3 ecapUcom percentuais de 84% (42/50), 82% (41/50), 82% (41/50) e 78% (39/50), 

respectivamente. Não houve significância estatística entre os genes pesquisados e as 

crianças caso. 

Entre as amostras controle os genes de maior prevalência foram: aggR, 

agg3/4C, aare piccom prevalência de 84,8% (28/33), 81,8% (27/33), 78,7% (26/33) e 

75,5% (25/33), respectivamente. Não houve associação estatística entre quaisquer genes 

de virulência e o grupo controle. 
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Tabela 11 Percentual de positividade dos genes relacionados à virulência isolados entre 

amostras positivas para EAEC dos grupos caso e controle. 

Genes de 

virulência de 

EAEC 

Total 

N=83(%) 

Caso 

N=50(%) 

Controle 

N=33(%) 

 

P valor 

 

OR 

 

95% IC 

orf3 68 (81,9%) 41 (82%) 27 (51,5%) 1,0000 1,01 0,32 – 3,17 

agg3/4C 68 (81,9%) 41 (82%) 27 (81,8%) 1,0000 1,01 0,32 – 3,17 

aggR 66 (79,5%) 38 (76%) 28 (84,8%) 0,4109 0,56 0,17 – 1,79 

aap 65 (78,3%) 42 (84%) 23 (69,7%) 0,1736 2,28 0,79 – 6,58 

pic 62 (74,7%) 37 (74%) 25 (75,5%) 1,0000 0,91 0,32 – 2,51 

capU 62 (74,7%) 39 (78%) 23 (69,7%) 0,4452 1,54 0,56 – 4,18 

eilA 59 (71%) 36 (72%) 23 (69,7%) 1,0000 1,11 0,42 – 2,93 

aar 56 (67,4%) 30 (60%) 26 (78,7%) 0,0955 0,40 0,14 – 1,10 

astA 51 (61,5%) 32 (64%) 19 (57,6%) 0,6467 1,3  0,53 – 3,22 

shiA 51 (61,4%) 32 (64%) 19 (57,5%) 0,6467 1,31 0,53 – 3,22 

sat 45 (54,2%) 27 (54%) 18 (54,5%) 1,0000 0,97 0,40 – 2,36 

aggA 33 (39,7%) 18 (36%) 15 (45,5%) 0,4926 0,67 0,27 – 1,65 

sepA 33 (39,7%) 20 (40%) 13 (39,4%) 1,0000 1,02 0,41 –2,52 

air 31 (37,3%) 18 (36%) 13 (39,4%) 0,8186 0,86 0,34 – 2,14 

pet 26 (31,3%) 19 (38%) 7 (21,2%) 0,1475 2,2  0,82 – 6,26 

agg4A 25 (30,1%) 13 (26%) 12 (36,3%) 0,3379 0,61 0,23 – 1,59 

sigA 25 (30,1%) 15 (30%) 10 (30,3%) 1,0000 0,98 0,37 – 2,56 

aafA 24 (28,9%) 15 (30%) 9 (27,3%) 1,0000 1,14 0,43 – 3,03 

aafC 13 (15,6%) 11 (22%) 2 (6%) 0,0662 4,37 0,90 – 21,21 

agg3A 5 (6%) 3 (6%) 2 (6%) 1,0000 0,98 0,15 – 6,26 

EAEC= Escherichia coli enteroagregativa; OD= Oddsratio; IC= Intervalo de confiança. 

 

 

 



59 
 

5.4. Detecção dos Filogrupos de EAEC 

Dentre as 94 cepas utilizadas foram detectadasa presença de três filogrupos 

(A, B2 e D). O filogrupo B2 foi o de maior prevalência, seguido pelo filogrupo D e, por 

fim, o filogrupo A, com percentuais de 54,2% (51/94), 38,3% (36/94) e 7,4% (7/94), 

respectivamente. Não houve associação estatística entre os filogrupos pesquisados e os 

grupos estudados. 

Tabela 12 Distribuição dos grupos filogenéticos entre as cepas de EAEC isoladas de 

crianças casos e controle. 

Grupo 

filogenético 

Total 

N=94 (%) 

Caso 

N=54(%) 

Controle 

N=40(%) 

P 

valor 

OR  

 

95% IC 

A 7 (7,4%) 4 (7,4%)  3 (7,5%) 1,000 0,98 0,20 – 4,67 

B1 - - - - - - 

B2 51 (54,2%)  31 (57,4%)  20 (50%)  0,533 1,34 0,59 – 3,06 

D 36 (38,3%) 19 (35,1%) 17(42,5%)  0,523 0,73 0,31 – 1,70 

OR= Oddsratio; IC= Intervalo de confiança 

Para a correlação entre os genes de virulência pesquisados e os filogrupos 

detectados, 86,2% (81/94) das cepas foram analisadas, havendo associação estatística da 

presença do gene pet com o filogrupo A (P=0,0218; OR 7,23; IC 95% 1,29 – 40,46), e 

da ausência do gene pet e sepAao filogrupo B2 (P=0,0030; OR 0,20; IC 95% 0,07 – 

0,58), (P=0,0218; OR 0,32; IC 95% 0,12 – 0,82), respectivamente. 

5.5. Formação de Biofilme de EAEC 

Na detecção da biomassa de biofilme produzido pela EAEC, 78,7% (74/94) 

destas formaram biofilme.O grupo caso obteve maior formação de biofilme em relação 

ao grupo controle (45,7% vs 32,9%), embora não houve associação estatística ao grupo 

caso (P=0,8048; OR 1,13; IC 95% 0,41 – 3,06). Em relação à quantificação do biofilme, 

51 cepas foram classificadas como fracas formadoras de biofilme e 23 cepas foram 

classificadas como moderada e forte formadoras de biofilme, com percentuais de 68,9% 

(51/74) e 31,1% (23/74), respectivamente. 

Em relação à correlação da formação do biofilme com os genes de 

virulência detectados, 81 cepas foram analisadas.Como não foi observado associação de 

formação do biofilme em relação aos grupos caso e controle do estudo, as seguintes 

análises foram realizadas de acordo com a presença e ausência de formação de biofilme, 
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no qual, para as análises de regressão logística foi correlacionado com os genes 

relacionados à virulência agrupados por grupos de função.  

A presença dos genes aggR, orf3 e agg3/4C foram os mais prevalentes na 

formação do biofilme tendo como percentuais 82,8% (53/64), 81,2% (52/64) e 82% 

(51/64), respectivamente. Os genesaar(P=0,0466; OR 3,11; IC 95% 1,03 – 9,36) e 

pic(P=0,0390; OR 5,81) foram associadosà formação do biofilme. 

Em contrapartida, os genes mais prevalentes detectados em cepas que não 

foram capazes de formar biofilme foramcapU, agg3/4C, eilA, com percentuais de 100% 

(17/17), 94,1% (16/17) e 94,1% (16/17), respectivamente. Os genes pet,sepA, eilA e 

capU foram associados com a não formação do biofilme (P=0,0213; OR 0,40), 

(P=0,0040; OR 0,17; IC 95% 0,05 – 0,56), (P=0,00167; OR 0,11; IC 95% 0,01 – 0,89) e 

(P=0,0042; OR 0,05; IC 95% 0,003 -  1,00), respectivamente (Tabela 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



61 
 

Tabela 13 Descrição da correlação entre formação de biofilme e os genes relacionado à 

virulência por grupo de funções detectado. 

    
Análise 

bivariada
a 

Análise 

multivariada
b 

Genes de virulência  
Total 

N= 81(%) 

Formador 

de biofilme 

N=64(%) 

Não 

formador 

de biofilme 

N=17(%) 

P valor 
 

OR P valor 
 

OR 

Fímbrias         

aggA–  subunidade da fímbria 

AAF/I 
31 (38,3%) 26 (40,6%) 5 (29,4%) 0,5756 1,64 0,9261 1,06 

aafA–subunidade da fímbria 

AAF/II 
22 (27,2%) 18 (28,1%) 4 (23,5%) 1,0000 1,27 0,7353 1,26 

aafC–Usher,  unidade estrutural da 

AAF/II 
12 (14,8%) 9 (14,1%) 3 (17,6%) 0,7087 0,76 0,4461 0,52 

agg3A–subunidade da fímbria 

AAF/III 
5 (6,2%) 5 (7,8%) 0 (0%) 0,5784 0,98 0,9863 0,32 

agg3/4C–Usher,  unidade 

estrutural da AAF/III-IV 
67 (82,7%) 51 (82%) 16 (81,8%) 0,2800 0,24 0,2115 0,23 

agg4A–subunidade da fímbria 

AAF/IV   
24 (29,6%) 19 (29,7%) 5 (29,4%) 1,0000 1,03 0,9617 1,03 

Classe das SPATEs I     
sat–toxina autotransportadora 

secretada 
45 (55,5%) 34 (53,1%) 11 (64,7%) 0,4259 0,61 0,8870 0,90 

pet – toxina codificada por 

plasmídeo 
24 (29,6%) 16 (25%) 8 (47,1%) 0,1325 0,37 0,0213 0,40 

sigA– protease homóloga da 

Shigella  IgA-like 
24 (29,6%) 17 (26,6%) 7 (41,2%) 0,2488 0,51 0,1058 0,33 

Classe das SPATEs II  
pic– proteína envolvida em 

colonização 
60 (74,1%) 48 (75%) 12(70,6%) 0,7593 1,25 0,0390 5,81 

sepA – protease extracelular da 

Shigella 
31 (38,3%) 19 (29,7%) 12 (70,6%) 0,0040** 0,17 0,0024 0,08 

Outros GRVs  
astA – toxina termoestável A da 

EAEC, EAST1  
49 (60,4%) 36 (56,2%) 13 (76,4%) 0,1677 0,39 0,7960 0,81 

air– proteína repetida da 

imunoglobulina enteroagregativa 
31 (38,3%) 23 (35,9%) 8 (47,1%) 0,4150 0,63 0,7191 1,30 

capU– homóloga 

àhexosiltransferase 
60 (74,1%) 43 (67,2%) 17 (100%) 0,0042** 0,05 0,9687 0,00 

eilA–homólogoHilA de Salmonella 57 (70,4%) 41 (64,1%) 16 (94,1%) 0,0167* 0,11 0,0451 0,08 

aar–regulador negativo do aggR 55 (67,9%) 47 (73,4%) 8 (47,1%) 0,0466* 3,11 0,2139 2,52 
shiA– supressor inflamatório shiA-

like 
49 (60,5%) 37 (57,8%) 12 (70,6%) 0,4109 0,57 0,9522 1,04 

aap – proteína antiagregativa, 

Dispersina 
63 (77,8%) 50 (78,1%) 13 (76,4%) 1,0000 1,09 0,2387 3,45 

orf3– codifica proteína críptica 66 (81,5%) 52 (81,2%) 14 (82,4%) 1,0000 0,92 0,2862 0,19 

aggR– regulador transcricional 65 (80,2%) 53 (82,8%) 12 (70,6%) 0,3077 2,00 0,4171 2,87 
GRVs – Genes relacionados à virulência; OR – Oddsratio 

a – análise estatística por teste exato de fisher 

b – análise estatística por regressão logística por CART análise 
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5.6. Detecção de resistência antimicrobiana entre os isolados de EAEC 

O fenótipo de resistência a pelo menos um fármaco foi observado em 63,8% 

(60/94) dos isolados de EAEC. A maior taxa de resistência foi para a ampicilina com 

58,5% (55/94), seguida da combinaçãosulfametoxazol-trimetoprimacom 55,3% (52/94). 

Em contraste, taxa moderadafoi observada para azitromicina com 24,4% (23/94) e taxas 

baixas de resistência foram encontradas para ampicilina combinado com 

sulbactam10,6% (10/94), seguido de aztreonam 3,2% (3/94), ceftriaxona 2,2% 

(2/94).Cefoxitina, ertapenem, ciprofloxacina e gentamicina apresentaram o mesmo 

percentual de 1,1% (1/94). As cepas não apresentaram resistência ao 

antimicrobianoceftazidima (Tabela 14). 

Tabela 14Descrição das taxas de prevalência da resistência entre os isolados de EAEC. 

ANTIMICROBIANO SENSÍVEL INTERMEDIARIO RESISTENTE 

Ceftriaxona 92 

 (97.8%) 

2  

(2.2%) 

0 

Aztreonam 91 

 (96.8%) 

3  

(3.2%) 

0 

Ceftazidima 94 

 (100%) 

0 0 

Cefoxitina 93  

(98.9%) 

1  

(1.1%) 

0 

Ertapenem 93 

 (98.9%) 

1 

 (1.1%) 

0 

Ciprofloxacina 93  

(98.9%) 

1 

 (1.1%) 

0 

Trimetoprima+ 

Sulfametoxazol 

42  

(44.7%) 

0 52  

(55.3%) 

Ampicilina 39 

 (41.5%) 

0 55 

 (58.5%) 

Ampicilina+Sulbactam 84 

 (89.4%) 

3 

 (3.2%) 

7 

 (7.4%) 

Gentamicina 93  

(98.9%) 

0 1  

(1.1%)  

Azitromicina 71  

(75.5%) 

0 23  

(23.5%) 

 

As taxas de resistência entre os casos foram de 63% (34/54) para ampicilina, 

59,3% (32/54) para a combinação trimetoprima/sulfametoxazol, 25,9% (14/54) para 

azitromicina, 12,9% (7/54) para ampicilina/sulbactam, 3,7% (2/54) para aztreonam e 

taxas de 1,9% (1/54) para os antimicronianosceftriaxona, cefoxitina, ertapenem e 
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gentamicina. Foi encontrada uma taxa no grupo caso de 29,6% (16/54) de cepas 

sensíveis a todos os antimicrobianos testados (Figura 6). 

Em contrapartida, as taxas de resistência detectadas nos controles foram de 

52,5% (21/40) para ampicilina, 50% (20/20) para trimetoprima/sulfametoxazol, 21,6% 

(9/40) para azitromicina, 7,5% (3/40) para ampicilina/sulbactame 2,5% (1/40) para os 

antimicrobianos ceftriaxona, aztreonam e ciprofloxacina (Figura 6). Uma taxa de 40% 

(16/40) de cepas sensíveis a todos os antimicrobianos foi detectada nos grupos 

controles. Não houve associação estatística de resistência para ambos os grupos 

estudados. 

Figura 6 Representaçãodo percentual de resistência entre os isolados de EAEC entre os 

grupos caso e controle. 
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Dentre os 94 isolados de EAEC, 22,3% (21/94) apresentaram fenótipo de 

multirresistência (resistência a pelo menos um fármaco de três classes diferentes de 

antimicrobianos). O perfil de multirresistência mais detectado foi para ampicilina, 

trimetoprima/sulfametoxazole azitromicina com uma taxa de 90,4% (19/21). Apenas 

uma amostra foi positiva para a produção de ESBL (1,06%). 
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5.7. Análise de biomarcadores de inflamação intestinal 

Na análise realizada para a detecção dos biomarcadores de inflamação nas 

crianças do grupo caso e controle, a presença dos biomarcadores I-FABP (P=0.0127), 

IgA anti-LPS(P= 0.0353)e IgGanti-LPS(P= 0.0192) (Figura 7) foram associadas aos 

casos de desnutrição. 

Figura 7Concentrações dos marcadores inflamatórios FABP-I (A), LPS-IgA (B) e LPS-

IgG (C) em crianças dos grupos casoe controle. 

 

Teste estatístico Mann Whitney; *P<0.05 ;pg – Picograma; AMU – Unidade de Mediana de IgA; GMU – 

Unidade de Mediana de IgG; mL– mililitro 

Em contrapartida, a presença dos biomarcadores MPO (P=0.0169), 

calprotectina (P=0.0096), CD14s (P< 0.0001)eSAA (P < 0.0001)foram associadas aos 

controles nutridos (Figura 8). Não houve associação estatística entre a detecção dos 

biomarcadores neopterina, alpha-1-antitripsina, REG-1B, LBP e hsCRP com os grupos 

do estudo.  
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Foi realizado teste de correlação entre a presença dos biomarcadores de 

inflamação detectados com a capacidade das cepas de formar biofilme e não foram 

encontradas diferença significativa entre os parâmetros. 

Figura 8Concentrações dos marcadores inflamatórios MPO (A), calprotectina (B),  

CD14s (C) e SAA (D) em crianças dos grupos casoe controle. 

 

Teste estatístico Mann Whitney ;*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.0001; ng – nanograma; mL - mililitro 

 

 

 

 

 

 

 

 



66 
 

6. DISCUSSÃO 

A EAEC é um importante enteropatógeno capaz de induzir a diarreia 

persistente e aguda (LIMA et al., 2000;ANDRADE, HAAPALAINEN, FAGUNDES-

NETO, 2011; JENSEN et al., 2017) e até mesmo infecção subclínica (FRANÇA et al., 

2013; HAVT et al., 2107; LIMA et al., 2000; 2018), podendo acarretar, a longo prazo, 

em déficit de crescimento infantil e inflamação crônica intestinal (STEINER et al., 

1998; ROGAWSKI et al., 2017). Portanto, infecções por EAEC têm sido associadas a 

diferentes desfechos clínicos (LIMA et al., 2000; HAVT et al., 2017), sendo um desafio 

para o entendimento da patobiologia desse agente infeccioso. Nesse contexto, a alta 

heterogeneidade das cepas contribui para esse fenômeno e o pouco conhecimento de 

marcadores de virulência específicos é responsável por essaconsequência (LIMA et al., 

2013).  

O presente estudo analisou os copatógenos, os genes relacionados à 

virulência, a filogenia, a formação de biofilme, a resistência a antimicrobianos e a 

presença de marcadores imunoinflamatórios do patógeno EAEC isolados de amostras 

fecais, coletadas entre agosto de 2010 a setembro de 2013, de crianças nutridas e 

desnutridas que eram acompanhadas pelo IPREDE. Para o diagnóstico da EAEC foram 

utilizados ensaios moleculares que possibilitam a rápida detecção do referido patógeno, 

através dos seguintes genes: o codificador da ilha de ativação de controle transcricional 

–aaiC e a proteína transportadora anti-agregativa -aatA(PLATTS-MILLS et al., 2017; 

LIMA et al., 2018). Segundo Rogawski et al. (2017) o uso de ambos os genes de 

diagnóstico tornaa identificação de EAEC mais consistente. 

A prevalência de EAEC neste estudo foi de 24,1%, que corrobora com um 

estudo coorte do MAL-ED, onde foi analisado amostras de 2092 crianças, de países da 

América do Sul, África e Ásia,no qual foi encontrada uma prevalência de 27,5% de 

infecção por EAEC nas amostras analisadas (ROGASWSKI et al, 2017). Pesquisa caso-

controle que analisaram crianças com e sem diarreia, realizada em Fortaleza, detectou 

uma alta prevalência de infecções por EAEC, demonstrando uma taxa de 41% em 

ambos os grupos estudados (LIMA et al., 2013). Além disso,estudos mostraram que a 

infecção por EAEC está associada a casos de desnutrição infantil (HAVT et al., 2017; 

MAL-ED, 2017; ROGASWSKI et al, 2017), no qual,Lima et al. (2000) demonstraram 

que a presença de EAEC foi associada a diarreia persistente e a retardo do crescimento 
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das crianças participantes do estudo,embora nosso estudo não tenha associado a 

presença desse patógeno ao grupo desnutrido.  

A investigação da ocorrência de coinfecções é de extrema importância no 

estudo das infecções entéricas, principalmente em países em desenvolvimento, onde 

existe constante exposição a diversos patógenos do ambiente (GUERRANT et al., 

2013). Neste estudo, a investigação da etiologia bacteriana identificou 55 amostras com 

outros patógenos, sendo os patógenos mais prevalentes detectados EPEC atípica, 

seguida de Campylobactersp.Apesar de não ter sido observada associação estatística de 

coinfecções nesta população, estudos tem mostrado alta prevalência de detecções de 

EPEC (SANTOS et al., 2019) e Campylobacter como um co-patógeno em infecções por 

EAEC (MAL-ED, 2017; ROGAWSKI et al., 2017). 

A fim de elucidar alguns aspectos da patobiologia da infecção pela EAEC 

este estudo utilizou cinco painéis de PCR múltiplos, contendo 20 genes codificadores de 

virulência (LIMA et al., 2013).Esses painéis foram usados para a detecção de genes 

relacionados à virulência nas amostras de DNA de colônia bacteriana isoladas de 

crianças nutridas e desnutridas do presente estudo. Além disso, avaliaram-se 

associações destes genes com a formação ou não de biofilme. 

Foi observado que os genesorf3e agg3/4C foram os mais prevalentesentre 

todas as crianças diagnosticadas com o patógeno, com taxa de 81,9%, seguido pelos 

genes aggR e aap com prevalência de 79,5% e 78,3%, respectivamente. Muitos destes 

genes compõem a patogênese da EAEC, portanto são importantes para estabelecimento 

da infecção.O gene orf3 codifica uma proteína de função ainda desconhecida, embora 

estudo realizado por Lima et al. (2013) tenham também demonstrado a sua alta 

prevalência em cepas de EAEC. Já o gene agg3/4C codifica uma subunidade da fímbria 

III e IV do referido patógeno, tendoestas funções de aderência ao epitélio intestinal e 

consequentemente causar a colonização no intestino do hospedeiro (CHATTAWAY et 

al., 2013).A função do gene aggRé ativar a transcrição de diversos genes codificadores 

de virulência,inclusive os que codificam as fimbrias e a dispersina (BOISEN et al., 

2015; ELIAS, NAVARRO-GARCIA et al., 2016).A dispersina, codificada pelo gene 

aap, possui o papel de dispersão bacteriana, proporcionandoo deslocamento do 

patógeno para outros sítios de infecção (SHEIKH et. al., 2002). 

Como população, a EAEC é distribuída em quatro filogrupos principais, 

neste estudo encontramos uma maior prevalência do filogrupo B2, tendo uma taxa de 

detecção de 54,2%, seguida pelos filogrupos D com 38,3% e filogrupo A com 7,4%, 
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não havendo associação entres os grupos analisados. Contudo, França et al. (2013) 

analisando cepas de EAEC isoladas de crianças com e sem diarreia no Rio de Janeiro, 

detectaram uma maior prevalência dos filogrupos A e D. O mesmo achado foi 

encontrado em um estudo realizado em cepas de EAEC isoladas de crianças com 

diarreia no Mali, sendo detectado uma taxa de prevalência de 32,2% tanto para o 

filogrupo A quanto para o filogrupo D (BOISEN et al., 2012). Em contrapartida, estudo 

realizado no Paquistão em cepas de EAEC isoladas de 225 crianças com diarreia 

detectou o filogrupo B2 como o mais prevalente, seguido pelos filogrupos D, A e B1 

(KHALIL et al., 2016), corroborando com nossos dados. Portanto, esses estudos tem 

demonstrado diversidade da taxa de detecção dos filogrupos que variam de acordo com 

a região do estudo. 

A formação do biofilme é um passo importante para persistência do 

patógeno no sítio dainfecção, embora esse processo seja pouco elucidado no ambiente 

intestinal, poisno trato gastrointestinal, as condições ambientais, sinais do hospedeiro e 

de bactérias comensais contribuem para moldar a formação de biofilme de E. coli dentro 

das comunidades bacterianas de uma forma complexa e integrada (ROSSI et al., 2017).  

Nosso estudo detectou uma taxa de 78,7% de cepas de EAEC capazes de 

formar biofilme in vitro. As cepas isoladas de crianças desnutridas obtiveram uma 

maior taxa de formação de biofilme em relação ao grupo controle (45,7% vs 32,9%), 

porém não houve associação com desnutrição, sugerindo que a formação do biofilme 

nestas cepas não está ligadaa desnutrição das crianças do estudo. Contudo, Mohamed et 

al. (2007) demonstraram a importância da formação de biofilme por cepas de EAEC na 

presença de diarreia. 

Para compreendermos a patobiologia envolvida entre infecções por EAEC e 

aformação de biofilme, correlacionamos este com os genes codificadores de virulência 

detectados, encontrando associação do gene aare pic com a formação do biofilme. O 

gene aar é um gene responsável por regular negativamente o gene transcricional aggR e 

estudos têm associado a presença do gene aar a infecções subclínicas ou a uma 

colonização intestinal (BOISEN et al., 2012; LIMA et al., 2013; SANTIAGO et al., 

2014; HAVT et al., 2017). Paralelamente, pesquisas têm associadoà presença de 

biofilme a uma persistência da infecção bacteriana, pois geralmente o biofilme confere 

uma resistencia ao estresse ambientale evasão do sistema imune do hospedeiro (HALL-

STOODLEY, COSTERTON, STOODLEY, 2004; GONZÁLEZ, HAHN, GUNN, 

2018). Até o momento, não há dados na literatura que possamos explicar tal fenomeno, 
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portanto, hipotetizamos que cepas que possuem o gene aar formam biofilme para que 

este possa permancer no ambiente intestinal por mais tempo.  

A proteína codificada pelo gene pic possui função de mucinase e de 

promover a colonização intestinal, pois com a degradação do muco o patógeno pode 

adentrar a camada mucóide e aderir ao epitélio intestinal (HARRINGTON et al., 2009). 

Diante disso, sugerimos que cepas que possuem o gene pic promove a colonização 

intestinal favorecendo a formação do biofilme bacteriano. 

Em contrapartida, a presença dos genes capU, pet, sepAe eilA foram 

associados a cepas de EAEC não formadoras do biofilme. O gene capU codifica um 

homólogo da hexosiltransferase, que possui função no metabolismo de carboidratos. 

Estudo realizado por Fujiyama et al. (2008), analisaram cepa de EAEC 042 mutante,que 

não possuia o gene capU, e detectaram que essas cepas foram capazes de formar mais 

biofilme do que a cepa de EAEC 042 wild type, corroborando com nosso resultado de 

que a presença do gene capU pode interferir na formação do biofilme de EAEC. Em 

relação à associação da presença do genepet a não formação de biofilme estudos 

moleculares tem mostrado a não associação da presença do gene pet com a formação de 

biofilme, corroborando com o nosso achado (MOHAMED et al., 2007; WANI et al., 

2012). 

O gene sepA, codifica uma protease extracelular que também está presente 

em cepas de Shigella, tendo como função a degradação de muco e invasão celular 

(BOISEN et al., 2009; RUIZ-PEREZ, NATARO, 2014). Nosso achado não corrobora 

com a literatura encontrada, na qual, o referido gene está associado à promoção da 

colonização causando a diarreia e sintomas da doença no hospeiro (BOISEN et al., 

2012; IKUMAPAYI et al., 2017; MEDEIROS et al., 2017).  

O gene eilA codifica uma das proteínas efetoras do sistema de secreção do 

tipo III e estudos tem associado a sua presença a formação do biofilme não 

corroborando com nossos resultados (SHEIKH et al., 2006; HÜTTENER et al., 2014). 

No entento, Hüttener et al. (2014) sugere a existência de reguladores negativos desse 

gene, portanto, hipotetizamos que esses reguladores poderiam representar uma 

estratégia da bactéria de reduzir a expressão da formação de biofilme já vinculado a 

outros genes a fim de não prejudicar o hospedeiro.São necessários mais estudos 

posteriores para compreender o complexo mecanismo envolvido na patobiologia do 

biofilme em EAEC. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ikumapayi%20UN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28820687
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O presente estudo também avaliou o fenótipo de resistência dos isolados de 

EAEC a vários antimicrobianos através do teste de sensibilidade a antimicrobianos 

(TSA) pelo método de difusão em disco, de acordo com instruções do CLSI, sendo esta 

metodologia largamente utilizada por vários estudos da área (AMAYA et al., 

2011;ADEFISOYE, OKOH, 2016; GHANEM, HADDADIN, 2018).  

Em relação aos resultados do referido método, o presente estudo mostrou 

que os isolados de EAEC analisados tiveram maior taxa de resistência a ampicilina, 

seguido de sulfametoxazol-trimetoprima e azitromicina. Tais achados reforçam a 

importância da vigilância da resistência antimicrobiana para o melhor direcionamento 

da escolha terapêutica (LEI et al., 2018). 

As altas taxas de resistência a ampicilina e a combinação sulfametoxazol-

trimetoprim já foram observadas em isolados de EAEC em diversos estudos (RAJU, 

BALLAL, 2009; NÜESCH-INDERBINEN et al., 2013; ALI et al., 2014), o que 

corrobora com nossos dados e confirma a disseminação dessa resistência em várias 

localidades. 

A rápida emergência da resistência antimicrobiana deve-se principalmente à 

importância de elementos móveis bacterianos para estes mecanismos, sendo os 

plasmídeos, transposons e integrons citados como as principais fontes de resistência em 

bactérias, pois estes são transmitidos de um microrganismo bacteriano para outro de 

diferente espécie(WELDHAGEN, 2004). Em Fortaleza, Lima et al. (1995) já 

demonstraram a existência de diferentes plasmídeos codificadores de resistência a 

ampicilina, estreptomicina e sulfametoxazol-trimetoprima em cepas de Shigella. 

Até o momento, não foram encontrados dados na literatura sobre resistência 

a azitromicina em isolados de EAEC, embora,estudo tenha demonstrado resistência a 

eritromicina, pertencente àmesma classe antimicrobiana da azitromicina em isolados de 

E. coli,indicando uma taxa de 100% de resistência (IGWARAN, IWERIEBOR, OKOH, 

2018). Um estudo do nosso grupo realizado em cepas de Shigella isoladas de crianças 

com diarreia em Fortaleza encontrou taxa considerável de resistência a azitromicina 

nestes isolados, indicando circulação de mecanismos de resistência a essefármaco 

(MEDEIROS et al., 2018), o que pode explicar as taxas encontradas no nosso estudo em 

relação à resistência a azitromicina,sugerindo uma possível transmissão horizontal de 

plasmídeos contendo esse mecanismo para outras bactérias, incluindo EAEC.  

Foi também avaliada nas crianças do presente estudo a presença de 

biomarcadores de inflamação intestinal local e sistêmica, onde encontramos a presença 
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dos biomarcadores inflamatórios sistêmicos I-FABP, IgA e IgGanti-LPSassociadas as 

crianças infectadas desnutridas. O I-FABP é uma proteína de ligação aos ácidos graxos 

presentes no epitélio intestinal, portanto, a sua presença na circulação sanguínea sugere 

lesão da barreira intestinal (ADRIAANSE et al., 2013).Os anticorpos IgA e IgGanti-

LPS representam a circulação de anticorpos contra o LPS bacteriano e a sua presença na 

circulação periférica sugere uma translocação microbiana (GABE et al., 2001), 

indicando assim, lesão intestinal nessa população,favorecendo a baixa absorção de 

nutrientes e consequentemente piora do quadro nutricional. Nossos dados corroboram 

com os achados encontrados por Guerrant et al. (2016), onde a presença dos 

biomarcadores I-FABP, IgA e IgGanti-LPS também foram associados a desnutrição 

infantil. 

A presença dos biomarcadores MPO, calprotectina, CD14 solúvel e SAA 

foram associados às crianças infectadas nutridas, sendo o MPO um marcador de 

migração de polimorfonucleares, indicando processo inflamatório intestinal 

(HAMPTON, KETTLE, WINTERBOURN, 1998). A calprotectinaé uma proteína de 

ligação de cálcio e zinco liberada pelos neutrófilos como resultados do estresse celular 

excretada nas fezes, sendo um indicador de dano intestinal (VAOS et al., 2013). A 

proteína CD14 na forma solúvel é uma proteína de fase aguda envolvido na inibição do 

crescimento microbiano (WRIGHT et al., 1990). O biomarcador 

imunoinflamatórioSAA é sintetizado por hepatócitos em resposta a citocinas, 

especialmente interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), produzidas 

por monócitos e macrófagos, sendo um marcador de resposta de fase aguda 

(STEEL,WHITEHEAD, 1994). Portanto, a associação da presença desses 

biomarcadores em crianças nutridas sugere que há uma boa resposta imunológica nessa 

população, indicando o não comprometimento das defesas imunológicas do hospedeiro 

contra o patógeno. 

O presente estudo apresentou algumas limitações, tais como:o protocolo 

MAL-ED não foi projetado para avaliar a associação entre doença e desnutrição em 

crianças, portanto, dados de morbidade diária não foram coletados. Dados referentes à 

quantidade e qualidade do consumo alimentar complementar que poderiam influenciar a 

desnutrição também não foram coletados.As análises de alguns parâmetros não foram 

realizadas em todas as amostras positivas para EAEC, devido àinsuficiência do inoculo 

para a realização do experimentoe a detecção dos genes relacionados à virulência foi 

realizada em pool de DNA bacteriano. Embora tenha essas limitações, este estudo é um 
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dos primeiros que caracterizam quanto ao genótipo e fenótipo cepas de EAEC isoladas 

de crianças nutridas e desnutridas, facilitando o entendimento da patobiologia de EAEC 

envolvida na desnutrição. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. CONCLUSÃO 



73 
 

1) Diante disso, as cepas de EAEC isoladas de crianças nutridas e desnutridas 

mostraram-se bastante heterogêneas, contudo, não apresentando marcadores 

específicos de virulência que indiquem uma maior gravidade da infecção nessa 

população.  

2) Em relação aos filogrupos pesquisados, os filogrupos B2 e D foram os mais 

prevalentes entre as crianças do estudo, não havendo associação estatística entre 

os grupos. 

3) Considerando apatobiologia do biofilme de EAEC, não foram observados 

influência desse fenótipo em relação às crianças nutridas e 

desnutridas.Entretanto, nosso estudo mostrou a influência da presença de alguns 

genes relacionado à virulência na formação ou não do biofilme nestas cepas, 

concluindo que há uma complexa interação entre os genes relacionados à 

virulência para a formação ou não desse fenótipo. 

4) A resistência aos antimicrobianos foi verificada, com destaque para a grande 

circulação de cepas de EAEC resistentes a ampicilina, sulfametoxazol-

trimetoprima e azitromicina, reforçando a importância da vigilância da 

resistência antimicrobiana para o melhor direcionamento da escolha terapêutica 

nestas infecções.  

5) A presença de biomarcadores imunoinflamatórios em ambos os grupos de 

estudo, reforçam o entendimento do ciclo infecção entérica-desnutrição, no qual 

crianças desnutridas possuem comprometimento da resposta imunológica a 

infecção. 
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