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RESUMO 
 
SCHUROFF, P. A. Estudo sobre a adesão de Escherichia coli uropatogênica com 
marcadores fenotípicos e genotípicos de E. coli enteroagregativa a células 
epiteliais. 2021. 244 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) - Instituto de Ciências 
Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2021. 
 

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) é um importante patotipo diarreiogênico, 

enquanto E. coli uropatogênica (UPEC) é o agente mais importante de infecção do 

trato urinário (ITU). Nos últimos anos, fatores de virulência de EAEC têm sido 

detectados em cepas de E. coli causadoras de ITU, mostrando a importância dessas 

cepas híbridas. Nesse sentido, um estudo prévio identificou a presença de 

marcadores genéticos de EAEC (aatA, aap e pet) e o padrão de adesão agregativa 

(AA) na cepa UPEC-46, isolada de ITU. No presente estudo, a cepa UPEC-46 foi 

analisada genotípica e fenotipicamente com o objetivo de identificar a(s) adesina(s) 

responsável(eis) pelo estabelecimento do padrão AA e seu papel na patogênese 

bacteriana. O fenótipo AA foi observado para a UPEC-46 nos ensaios de adesão com 

as linhagens de células HeLa, HT-29 e 5637, após 3 ou 6 h de interação bactéria-

células; entretanto, a formação de biofilme não foi detectada sob diferentes condições 

de cultivo ou superfícies abióticas. Adicionalmente, foram detectadas as produções 

de curli, celulose, bacteriocinas, toxina Pet e de resistência à atividade bactericida do 

soro humano. O genoma completo dessa cepa foi sequenciado e as análises de 

bioinformática mostraram que essa cepa está filogeneticamente relacionada a cepas 

de EAEC atípicas, isoladas de fezes humanas e com perfis de virulência semelhantes. 

As sequências de três plasmídios foram identificadas e montadas. No plasmídio p46-

1, de maior peso molecular (~135 kb), foram localizados os genes de EAEC (aatA, pet 

e aap) e os genes responsáveis pela biogênese do pilus denominado aggregate-

forming pili (AFP). No plasmídio p46-2 (~109 kb) foram identificados os genes de 

resistência a antimicrobianos e no plasmídio p46-3 (~9 kb) os genes responsáveis 

pela síntese da colicina E1. A mutação no gene afpA, que codifica a pilina de AFP, na 

UPEC-46 levou à perda de produção e montagem dessa fímbria e redução 

significativa na adesão às células epiteliais. Para identificar outras possíveis adesinas 

envolvidas no padrão AA produzido pela UPEC-46, uma biblioteca de mutantes 

usando o transposoma EZ-Tn5 <R6Kγori/KAN-2> foi obtida e os mutantes analisados. 

As inserções do transposon foram sequenciadas nos mutantes não aderentes, 

identificando genes relacionados à síntese de lipopolissacarídeos, 



 
 

metabolismo/transportadores celulares e às adesinas AFP e fímbria tipo 1. 

Construções genéticas a partir da cepa selvagem UPEC-46 mutagenizando os genes 

afpA (pilina da AFP) e fimH (pilina da fímbria tipo 1) foram analisadas em modelos in 

vitro (adesão e invasão) e in vivo (colonização intestinal em camundongos BALB/c e 

infecção ascendente do trato urinário em camundongos C57/BL6). Foi evidenciado o 

efeito sinérgico das adesinas AFP e fímbria tipo 1 no estabelecimento da aderência e 

na capacidade de invasão utilizando as linhagens celulares HeLa, HT-29 e 5637. Além 

disso, ambas as adesinas atuaram de forma conjunta na colonização intestinal e do 

trato urinário nos modelos murinos. Em conclusão, os dados obtidos no presente 

estudo permitem classificar a UPEC-46 como uma cepa híbrida patogênica que 

expressa a fímbria AFP, a qual apresenta papel essencial nos processos de adesão 

in vitro e de colonização intestinal e do trato urinário in vivo. 

 

Palavras-chave: Escherichia coli. Patogenicidade. Adesinas. Diarreia. Infecção do 

trato urinário.  



 
 

ABSTRACT 
 

SCHUROFF, P. A. Study about the adherence to epithelial cells by uropathogenic 
Escherichia coli with phenotypic and genotypic markers of enteroaggregative E. 
coli. 2021. 244 p. Ph. D. thesis (Microbiology) - Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2021. 
 

Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) is an important diarrheagenic pathotype, 

while uropathogenic E. coli (UPEC) is the most important agent of urinary tract infection 

(UTI). Recently, EAEC virulence factors have been detected in E. coli strains causing 

UTI, showing the importance of these hybrid strains. In this sense, a previous study 

identified the presence of EAEC genetic markers (aatA, aap and pet) and the 

aggregative adhesion (AA) pattern in the UPEC-46 strain, isolated from UTI. In this 

study, the UPEC-46 strain was analyzed genotypically and phenotypically in order to 

identify the adhesin(s) responsible for establishing the AA pattern and its(their) role in 

pathogenesis. The AA pattern was observed for UPEC-46 in the adhesion assays 

using HeLa, HT-29 and 5637 cell lineages, after 3 or 6 h of bacterial-cell interaction. 

However, biofilm formation was not detected using different growth conditions or 

abiotic surfaces. Additionally, production of curli, cellulose, bacteriocins and Pet toxin 

were detected and the UPEC-46 was capable to resist to the bactericidal activity of 

normal human serum. The complete genome of UPEC-46 was sequenced, and 

bioinformatics analyzes showed that this strain is phylogenetically related to atypical 

EAEC strains, isolated from human feces with similar virulence profiles. The 

sequences of three plasmids were identified and assembled. The plasmid p46-1, 

presenting the higher molecular weight (~135 kb), harbors the EAEC genes (aatA, pet 

and aap) and the genes responsible for the pilus biogenesis called aggregate-forming 

pili (AFP). In the plasmid p46-2 (~109 kb), genes encoding for antimicrobial resistance 

were identified; while the plasmid p46-3 (~9 kb) harbors the genes responsible for the 

synthesis of colicin E1. The mutation of afpA, the gene encoding the AFP pilin, led to 

loss of production and assembly of this fimbria and a significant reduction in the 

adherence to epithelial cells in the UPEC-46. To identify other possible adhesins 

involved in the AA pattern produced by UPEC-46, a library of mutants using the 

transposome EZ-Tn5 <R6Kγori/KAN-2> was obtained and the mutants analyzed. 

Transposon insertions were sequenced in non-adherent mutants, identifying genes 

related to the synthesis of lipopolysaccharides, metabolism/cellular transporters and 

the adhesins AFP and type 1 fimbriae. Genetic constructions from the wild-type strain 



 
 

(UPEC-46) mutating the afpA (AFP pilin) and fimH (type 1 fimbriae pilin) genes were 

analyzed in vitro (adhesion and invasion) and in vivo (intestinal colonization in BALB/c 

mice and ascending urinary tract infection in C57/BL6 mice). It was evidenced the 

synergistic effect of AFP and type 1 fimbriae adhesins in the adherence and invasion 

phenotypes using HeLa, HT-29 and 5637 cell lineages. In addition, both adhesins 

acted together in intestinal and urinary tract colonization using murine models. In 

conclusion, the data obtained in the present study allow us to classify the UPEC-46 as 

a hybrid-pathogenic strain that expresses the AFP fimbriae, which plays an essential 

role in the processes of adhesion in vitro and intestinal and urinary tract colonization 

in vivo. 

 

Keywords: Escherichia coli. Pathogenesis. Adhesins. Diarrhea. Urinary tract infection.  



 
 

1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Escherichia coli  

 

A E. coli é uma bactéria Gram negativa altamente versátil descrita 

primeiramente em 1885 pelo bacteriologista alemão Theodore Escherich, sendo 

inicialmente denominada como “Bacterium coli comune”. E. coli é um microrganismo 

bacilar, anaeróbio facultativo, não esporulante, pertencente à família 

Enterobacteriaceae, que coloniza o trato intestinal do homem e de outros animais de 

sangue quente, sendo a espécie comensal predominante nesses (BOOP et al., 2003; 

EWING, 1986). 

Embora grande parte das cepas de E. coli façam parte da microbiota intestinal 

e proporcionem benefícios a seus hospedeiros, alguns clones, ao longo da evolução, 

foram capazes de adquirir fatores de virulência por meio de elementos genéticos 

móveis como ilhas de patogenicidade, sequências de inserção ou plasmídios, e com 

isso se adaptarem a novos nichos e causarem um amplo espectro de doenças 

(CROXEN; FINLAY, 2010; DOBRINDT et al., 2004; VILA et al, 2016). Assim, cepas 

patogênicas de E. coli podem provocar tanto doenças intestinais quanto 

extraintestinais em humanos, onde as condições clínicas mais comuns incluem: 

diarreia/disenteria, infecção do trato urinário (ITU), sepse e meningite (KAPER; 

NATARO; MOBLEY, 2004; RUSSO; JOHNSON, 2000). 

As populações de E. coli apresentam diversas estruturas clonais, observadas 

por meio da presença de diferentes genótipos e fenótipos (SELANDER; LEVIN, 1980). 

As diferentes cepas de E. coli compartilham de uma origem ancestral comum, 

divergindo entre si por meio de processos evolutivos (CHAUDHURI; HENDERSON, 

2012). Durante os últimos anos, vários métodos de tipagem molecular foram 

desenvolvidos, revelando que isolados de E. coli que apresentam diferentes estruturas 

clonais, podem ser classificadas em diferentes grupos filogenéticos (OCHMAN; 

SELANDER, 1984; RASKO et al., 2008).  

A distribuição em filogrupos tem sido utilizada como uma maneira rápida e 

simples de classificar cepas de E. coli patogênicas, além de demonstrar que cepas de 

diferentes filogrupos diferem quanto as suas características fenotípicas e genotípicas, 

nichos ecológicos e habilidade em causar doenças (CLERMONT et al., 2013; 

CLERMONT et al., 2019). Análises filogenéticas por meio da técnica desenvolvida por 



 
 

Clermont et al. (2000), e aprimorada em estudos posteriores do mesmo grupo, têm 

demostrado que as cepas de E. coli atualmente são classificadas em oito grupos 

filogenéticos denominados A, B1, B2, C, D, E, F e G. 

Além disso, embora o método desenvolvido por Clermont seja amplamente 

utilizado, técnicas de análises filogenéticas mais precisas como o multilocus sequence 

typing (MLST), baseada na análise do sequenciamento de genes que codificam 

proteínas relacionadas ao metabolismo bacteriano, também têm sido utilizadas para 

uma análise mais exata das cepas de E. coli quanto a sua filotipagem (GORDON et 

al., 2008). 

O grupo das E. coli associadas à infecção intestinal é conhecido como E. coli 

diarreiogênica (DEC). As cepas de DEC são consideradas um dos mais importantes 

agentes etiológicos de diarreia/disenteria e os episódios diarreicos devido a estas 

cepas são tidos como um importante problema de saúde pública entre crianças e 

adultos nos países em desenvolvimento, principalmente devido à associação com 

morbidade e mortalidade de crianças com menos de cinco anos de idade (GOMES et 

al., 2016). 

As cepas classificadas como DEC estão agrupadas em cinco patotipos 

distintos denominados: E. coli enteropatogênica (EPEC), E. coli produtora de toxina 

Shiga (STEC) e seu subgrupo E. coli enterohemorrágica (EHEC), E. coli 

enteroagregativa (EAEC), E. coli enterotoxigênica (ETEC) e E. coli enteroinvasora 

(EIEC) (GOMES et al., 2016; NATARO; KAPER, 1998). Embora essa classificação 

seja a mais amplamente empregada, outros patotipos menos definidos também têm 

sido reportados, como a E. coli que adere difusamente a células epiteliais (DAEC) e a 

E. coli aderente invasora (AIEC), associada à doença de Crohn (CLEMENTS et al., 

2012; CROXEN et al., 2013). 

Doenças extraintestinais causadas por E. coli são comuns em várias faixas 

etárias e podem envolver qualquer órgão ou sítio anatômico (MANGES et al., 2019). 

Cepas associadas a estas infecções são conhecidas como E. coli extraintestinais 

(ExPEC) e, embora façam parte da microbiota intestinal, colonizando o intestino 

humano de forma assintomática, ao alcançarem nichos fora do intestino são capazes 

de causar diversas doenças, como por exemplo, ITU, sepse, meningite e doenças 

sistêmicas (KÖHLER; DOBRINDT, 2011).  

Os patotipos de ExPEC mais comumente estudados incluem: E. coli 

uropatogênica (UPEC), E. coli associada a meningite neonatal (MNEC) e E. coli 



 
 

causadora de sepse (SEPEC) (JOHNSON; RUSSO, 2002; RUSSO; JOHNSON, 2000; 

SMITH; FRATAMICO; GUNTHER, 2007). Além disso, outros patotipos de ExPEC 

também têm sido descritos na literatura, incluindo E. coli patogênica aviária (APEC) 

(ANTÃO et al., 2008), E. coli patogênica mamária (MPEC) (SHPIGEL; ELAZAR; 

ROSENSHINE, 2008) e E. coli patogênica endometrial (EnPEC) (SHELDON et al., 

2010). 

 

1.2 E. coli enteroagregativa (EAEC) 

 

EAEC é identificada como um patotipo de DEC que apresenta a capacidade 

de produzir o padrão de adesão agregativa (AA) em células epiteliais cultivadas. Este 

padrão foi inicialmente descrito por Nataro et al. (1987), ao caracterizar cepas de E. 

coli isoladas em um estudo epidemiológico sobre a etiologia da diarreia aguda na 

infância conduzido no Chile.  

O padrão AA tem como característica a formação de agregados bacterianos 

que se assemelham a “tijolos empilhados” e pode ser observado in vitro e ex vivo 

(ANDRADE; FREYMÜLLER; FAGUNDES-NETO, 2010, 2011; BRAGA et al., 2017; 

HICKS; CANDY; PHILLIPS, 1996). Em células epiteliais em cultura, o padrão AA pode 

apresentar variantes com as bactérias aderidas predominantemente nas células 

epiteliais e/ou à superfície da lamínula, em arranjos análogos a favos de colmeia 

(Figura 1) (GOMES et al., 2016; HEBBELSTRUP JENSEN et al., 2014; NATARO; 

KAPER, 1998; NATARO; STEINER; GUERRANT, 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Figura 1 – Padrão de adesão agregativa 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reproduzido de Schuroff (2016). 
Padrão AA apresentado por uma cepa de EAEC em cultura semi-confluente de células HEp-
2 (ATCC CCL-23) após 6 h de incubação na presença de 1% de D-manose. Pode-se observar 
a presença de bactérias formando agregados, aderidos na superfície da lamínula e das 
células. A lamínula foi corada com May-Grünwald/Giemsa e observada em microscópio ótico 
comum. Aumento: 1.000 X. 

 

Dentre os patotipos de DEC, EAEC destaca-se por ser amplamente detectada 

em estudos epidemiológicos ao redor do mundo, apresentando-se como um dos 

principais enteropatógenos isolados (HEBBELSTRUP JENSEN et al., 2014). Estudos 

epidemiológicos conduzidos no Brasil (ARAUJO et al., 2007; BUERIS et al., 2007; 

DIAS et al., 2016; LOPES, 2015; LOZER et al., 2013) e em outros países (BEN 

SALEM-BEN NEJMA et al., 2014; HUANG et al., 2006; OPINTAN et al., 2010;  

SARANTUYA et al., 2004) classificam EAEC como o patotipo mais comumente 

isolado de crianças com diarreia aguda. Além disso, EAEC também é um importante 

patógeno associados a casos de diarreia persistente, ou seja, com duração superior 

a 14 dias (LIMA et al., 1992; OKHUYSEN; DUPONT, 2010).  

Alta prevalência de cepas EAEC também foi verificada em fezes de pacientes 

com Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS) (BURGOS, 2017; MEDINA et al., 

2010), em casos de diarreia do viajante em adultos que retornaram de viagens a 

países em desenvolvimento (HUANG et al., 2007; PASCHKE et al., 2011). Além disso, 

foi associada a surtos de diarreia ocasionados pela ingestão de alimentos 

contaminados (ESTRADA-GARCIA; NAVARRO-GARCIA, 2012; HARADA et al., 



 
 

2007; ITOH et al., 1997; SCAVIA et al., 2008). Cepas de EAEC também foram 

detectadas em amostras de água destinas ao consumo humano (DA SILVA et al., 

2019; SCHUROFF, 2016) e em água utilizada para a produção de alimentos (AIJUKA 

et al., 2018), o que pode facilitar surtos de origem alimentar. 

Nos últimos anos o patotipo EAEC tem sido associado a casos de ITU e sepse 

(ABE et al., 2008; GUIRAL et al., 2018; LARA et al., 2017; MANDOMANDO et al., 

2020; NASCIMENTO et al., 2021; NAZEMI et al., 2011; PARK et al., 2009; TOVAL et 

al., 2014). Em um estudo dinamarquês conduzido por Olesen et al. (1994) foi relatado 

um surto comunitário de ITU na cidade de Copenhague, Dinamarca, em 18 infectados 

por cepas de E. coli positivas para marcadores de virulência associados à EAEC e 

ExPEC (OLESEN et al., 2012). Adicionalmente, um isolado representativo do surto 

(C555-91) apresentou formação de biofilme intensa, além da presença do padrão AA 

em células epiteliais de bexiga humana (BOLL et al., 2013). Além desse relato, Herzog 

et al. (2014) descreveram um caso de ITU causado por EAEC em uma mulher 

imunocomprometida adulta, o qual evoluiu a um quadro de bacteremia e sepse. 

Assim, tais estudos indicam que fatores de virulência associados à EAEC podem 

aumentam a uropatogenicidade das cepas de E. coli, colocando o patotipo EAEC 

como um patógeno emergente de ITU e sepse. 

A sintomatologia das infecções intestinais por EAEC inclui diarreia aquosa e 

ocasionalmente diarreia mucoide, náuseas, anorexia, febre baixa, ruídos intestinais e 

tenesmo (OKHUYSEN et al., 2004). Casos crônicos da infecção por EAEC podem 

levar à desnutrição, além do crescimento debilitado e comprometimento cognitivo em 

crianças que vivem em países em desenvolvimento (GUERRANT et al., 2008; LIMA 

et al., 2018; STEINER et al., 1998). 

Na tentativa de identificar isolados patogênicos de EAEC, foram realizados 

estudos clínicos com voluntários adultos que receberam inóculos por via oral de cepas 

de EAEC isoladas de casos de diarreia (GOMEZ et al., 1995; MATHEWSON et a., 

1986; NATARO et al, 1995). Em um desses estudos, quatro cepas de EAEC (17-2, 

042, JM221 e 34b) foram administradas aos grupos de voluntários, mas apenas os 

que receberam a cepa 042 apresentaram diarreia (NATARO et al., 1995). Portanto, a 

diversidade de sintomas clínicos na infecção por esse patotipo pode ser devido a 

diversos fatores, tais como à heterogeneidade dos isolados, à dose infecciosa e a 

fatores imunes e genéticos de susceptibilidade do hospedeiro (HARRINGTON; 

DUDLEY; NATARO, 2006). Devido os resultados observados nesse estudo em 



 
 

voluntários (NATARO et al., 1995), a cepa 042 (sorotipo O44:H18), isolada de um 

quadro de diarreia aguda de uma criança Peruana, passou a ser considerada protótipo 

nos estudos sobre patogenicidade de EAEC (NAVARRO-GARCÍA; ELIAS, 2011). 

Nesse sentido, essa cepa foi amplamente caracterizada fenotípica e genotipicamente, 

o que permitiu a identificação de diversos fatores de virulência desse patotipo 

(CHAUDHURI et al., 2010). 

A patogênese da infecção por EAEC pode ser resumida em três principais 

estágios, considerando os dados compilados de estudos conduzidos em voluntários, 

modelos animais e células epiteliais (in vitro e ex vivo): (I) aderência à mucosa 

intestinal; (II) formação de biofilme abundante; e (III) indução de resposta inflamatória 

(HEBBELSTRUP JENSEN et al., 2014; NAVARRO-GARCÍA; ELIAS, 2011). 

A adesão à mucosa intestinal é um passo essencial da colonização e 

patogênese de isolados EAEC (HICKS; CANDY; PHILLIPS, 1996). Diversos estudos 

demonstraram que o padrão AA é associado principalmente à presença de adesinas 

de origem fimbrial (HEBBELSTRUP JENSEN et al., 2014). Dentre essas, as mais 

estudadas são as fímbrias denominadas AAF, ou aggregative adherence fimbriae 

(BOISEN et al., 2020; HARRINGTON; DUDLEY; NATARO, 2006; WEINTRAUB, 

2007). As AAFs são classificadas em cinco variantes: AAF/I (NATARO et al., 1992), 

AAF/II (CZECZULIN et al., 1997), AAF/III (BERNIER; GOUNON; LE BOUGUENEC, 

2002), AAF/IV (BOISEN et al., 2008) e AAF/V (JØNSSON et al., 2015). Recentemente, 

um pilus tipo IV, denominado aggregate-forming pili (AFP), foi identificado como 

responsável pelo estabelecimento do padrão AA em uma cepa heteropatogênica 

EAEC/STEC do sorotipo O23:H8 (LANG et al., 2018). 

Além da adesão, a formação do biofilme é um importante fator que contribui 

para a patogênese de cepas EAEC, permitindo a persistência da infecção bacteriana, 

a evasão do sistema imune local, além de tornar as cepas mais resistentes a agentes 

antimicrobianos (HEBBELSTRUP JENSEN et al., 2014). Adicionalmente, ensaios 

para quantificar e detectar a formação de biofilme têm sido amplamente utilizados para 

a triagem de cepas EAEC patogênicas (BANGAR; MAMATHA, 2008; SHEIKH et al., 

2001: WAKIMOTO et al., 2004). Em vários estudos, a expressão das diferentes AAFs 

tem se mostrado essencial para a formação de biofilme em cepas EAEC (BOISEN et 

al., 2008; BOLL et al., 2013; FARFAN; INMAN; NATARO, 2008; SHAMIR et al., 2010; 

SHEIKH et al., 2001). Outros fatores envolvidos na formação de biofilme incluem a 

proteína codificada pelo gene shf, que se mostrou importante para a produção de 



 
 

biofilme na cepa protótipo EAEC 042 (FUJIYAMA et al., 2008). Os genes yafK e fis 

também são importantes para a formação de biofilme, provavelmente devido ao seu 

envolvimento na regulação da expressão das AAFs (SHEIKH et al., 2001). Além disso, 

algumas estruturas bacterianas também foram identificadas em EAEC mediando a 

formação de biofilme, tais como, curli, antígeno 43, E. coli common pilus (ECP) e 

fímbria tipo 1 (AVELINO et al., 2010; DE LUNA et al., 2008; MOREIRA et al., 2003; 

RICHTER et al., 2014; SCHIEBEL et al., 2017; SHEIKH et al., 2001).  

Uma vez aderidas ao epitélio intestinal, cepas de EAEC secretam diversas 

proteínas com atividades entero ou citotóxicas, que ocasionam danos na mucosa, 

desequilíbrio hidroeletrolítico e resposta inflamatória. Dentre essas diversas proteínas, 

as mais estudadas são EAST-1, Pic e Pet (HEBBELSTRUP JENSEN et al., 2014; 

NAVARRO-GARCÍA; ELIAS, 2011). 

A toxina EAST-1 (EAEC heat-stable enterotoxin 1) foi primeiramente descrita 

por Savarino et al. (1991) na cepa EAEC 17-2. Essa toxina é codificada pelo gene 

astA e está associada ao aumento da secreção de cloro, por meio do aumento 

intracelular de GMP cíclico, o qual leva a quadros de diarreia aquosa (MÉNARD; 

DUBREUIL, 2002). Entretanto, o papel de EAST-1 na patogênese da diarreia por 

EAEC tem sido questionado devido a presença do gene astA em cepas de E. coli 

comensais (PAIXÃO et al., 2016; RÜTTLER et al., 2006; SAVARINO et al., 1996; VILA 

et al., 2000), além da ausência de diarreia em voluntários desafiados com cepas de 

EAEC produtoras de EAST-1 (NATARO et al., 1995). 

A mucinase protein involved in colonization (Pic), é uma serinoprotease 

inicialmente descrita nas cepas bacterianas Shigella flexneri 2a e EAEC 042 

(HENDERSON et al., 1999a). Essa serinoprotease apresenta atividade mucinolítica, 

e como secretagogo, induzindo a secreção de muco pelas células caliciformes 

intestinais (HARRINGTON et al., 2009; HENDERSON et al., 1999a; NAVARRO-

GARCÍA et al., 2010). Outros papéis biológicos associados a Pic incluem a 

degradação do fator de coagulação V, clivagem de proteínas do sistema complemento 

e de glicoproteínas de superfície de leucócitos, além de induzir a hemaglutinação 

(ABREU et al., 2015; DUTTA et al., 2002; HENDERSON et al., 1999a; RUIZ-PEREZ 

et al., 2011). Ademais, Pic também está envolvida na colonização intestinal em 

modelos animais de camundongos e coelhos, onde devido a sua atividade 

mucinolítica, leva a clivagem do muco presente na luz intestinal, facilitando os 



 
 

processos bacterianos de adesão e formação de biofilme nos enterócitos 

(HARRINGTON et al., 2009; MUNERA et al., 2014). 

Outra serinoprotease de EAEC bastante estudada é a toxina plasmid encoded 

toxin (Pet), inicialmente descrita na cepa protótipo de EAEC 042 (ESLAVA et al., 

1998). Foi demonstrado que quando injetado nas alças ileais de ratos, Pet provocou 

acúmulo de líquido e teve efeitos citotóxicos na mucosa (HENDERSON et al., 1999b). 

Em um modelo ex vivo, Pet causou aumentos na corrente de curto-circuito e 

diminuição da resistência elétrica nas células de jejuno de rato, um efeito enterotóxico 

que é acompanhado por dano à mucosa, aumento da liberação de muco, esfoliação 

de células e desenvolvimento de abscessos em cripta (NAVARRO-GARCÍA et al., 

1998). Ao usar células epiteliais cultivadas para compreender o modo de ação dessa 

toxina, demonstrou-se que Pet é internalizada pelas células eucarióticas por meio de 

vesículas revestidas com clatrina, onde atinge o complexo de Golgi e, em seguida, o 

retículo endoplasmático rugoso (NAVARRO-GARCÍA et al., 2001). Por meio do 

processo de clivagem, Pet interrompe a atividade das proteínas intracelulares fodrina 

e espectrina, levando a uma perda das fibras de actina, contração do citoesqueleto e, 

finalmente, arredondamento e descolamento celular (NAVARRO-GARCÍA et al., 1999; 

NAVARRO-GARCÍA et al., 2007a, 2007b; NAVARRO-GARCÍA; ELIAS, 2011). 

Outros fatores também contribuem para a patogênese das cepas EAEC, 

dentre eles a proteína anti-agregativa denominada dispersina, codificada pelo gene 

aap (anti-aggregation protein). A dispersina tem por função diminuir a autoagregação, 

o que permite a dispersão bacteriana ao longo do epitélio intestinal (SHEIKH et al., 

2002). A secreção da dispersina para fora da célula bacteriana ocorre via sistema 

ATP-binding cassette (ABC), codificada por um cluster de cinco genes aatPABCD 

(anti-aggregation protein transporter) (NISHI et al., 2003). O gene aatA ainda é um 

dos alvos mais utilizados na identificação de EAEC e corresponde à primeira sonda 

genética para EAEC denominada sonda CVD432 ou sonda AA, (BAUDRY et al., 1990; 

LOZER et al., 2013). 

A última etapa da patogênese da diarreia causada por EAEC corresponde à 

indução de resposta inflamatória em decorrência da adesão, formação de biofilme e 

secreção de diversas proteínas/toxinas. A resposta inflamatória frente à infecção por 

EAEC foi evidenciada pela detecção de níveis aumentados de lactoferrina fecal, IL-1β 

e IL-8 (SANCHEZ-VILLAMIL; NAVARRO-GARCIA, 2015). Com relação à IL-8, a 

indução de secreção foi associada à presença da flagelina H18 e da fímbria AAF/II da 



 
 

cepa 042 (HARRINGTON et al., 2005; STEINER et al., 1998, 2000). Esses não são 

os únicos fatores indutores de resposta inflamatória na infecção intestinal por EAEC, 

o que inclui proteínas secretadas, como a serinoprotease SepA (ANDRADE, 2019; 

SANCHEZ-VILLAMIL; NAVARRO-GARCIA, 2015). 

Resumidamente, a Figura 2 apresenta de forma esquemática o papel dos 

principais fatores de virulência associados a patogênese do patotipo EAEC. 

 

Figura 2 - Principais fatores de virulência envolvidos na patogênese de EAEC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Adaptado de: Clements et al. (2012). 
As cepas EAEC se ligam às células hospedeiras e umas às outras produzindo o padrão AA, 
o qual é mediado pelas fímbrias AAFs, mantidas de forma não colabada na superfície da 
célula bacteriana pela ação da dispersina. Dentre as proteínas liberadas ao interior celular 
tem-se Pic, que induz a produção/degradação da mucina e Pet, que cliva a fodrina e 
espectrina, interferindo com o citoesqueleto celular. A toxina EAST-1 se liga e ativa a 
guanilato ciclase (GC-C), resultando em aumento de GMP cíclico (cGMP). 

 

A proteína AggR, codificada pelo gene aggR (aggregative adherence 

regulator), é uma proteína da família AraC que atua como reguladora global de 

virulência de EAEC, ativando a expressão de vários genes que codificam fatores de 

virulência plasmidiais, incluindo as AAFs, Pet, EAST-1, dispersina e seu sistema de 

transporte; além de genes cromossômicos, incluindo a ilha de patogenicidade 

cromossomal inserida em pheU, denominada de AAI (aggR-activated island), a qual 



 
 

codifica um sistema de secreção do tipo VI (SST6) (DUDLEY et al., 2006; MORIN et 

al., 2013).  

Considerando a importância do regulador transcricional AggR na patogênese 

de cepas EAEC, Kaper; Nataro e Mobley (2004) sugeriram o termo EAEC típica para 

cepas que apresentam o gene aggR e EAEC atípica para as cepas que não albergam 

este gene. As EAEC típicas compreendem um grupo de cepas potencialmente 

patogênicas, que têm sido associadas a casos de diarreia em todo o mundo (HARADA 

et al., 2007; SCAVIA et al., 2008). Inicialmente, acreditava-se que surtos de diarreia 

estariam mais relacionados a cepas EAEC típicas, mas alguns trabalhos relataram 

surtos ocasionados por cepas de EAEC atípicas, sendo que em um deles houve o 

acometimento de mais de mais de 2.000 pessoas (COBELJIĆ et al., 1996; ITOH et 

al., 1997; SCAVIA et al., 2008), demonstrando assim, o potencial patogênico dessas 

cepas. 

Com relação ao diagnóstico, a observação do padrão AA no teste de adesão 

em culturas de células epiteliais tem sido considerado o método ouro para a 

identificação de cepas desse patotipo (HEBBELSTRUP JENSEN et al., 2014; 

NATARO et al., 1987; NAVARRO-GARCÍA; ELIAS, 2011). Porém, nos últimos anos, 

diagnósticos moleculares têm sido desenvolvidos como alternativa ao ensaio de 

adesão, pois são considerados menos laboriosos e mais objetivos na detecção de 

cepas EAEC (ANDRADE; GOMES; ELIAS, 2014; JENKINS et al., 2007; MOON; 

PARK; KIM, 2005). 

Devido à grande heterogeneidade das cepas EAEC, considerando a 

frequência e combinações de marcadores de virulência, sabe-se que a virulência 

desse patotipo resulta da combinação de vários marcadores moleculares, por 

consequência, múltiplos genes vêm sendo utilizados para a detecção e caracterização 

de cepas EAEC (ELIAS et al., 2002; HUANG; JIANG; DUPONT, 2003; TOKUDA et 

al., 2010). Os genes aggR e aatA, presentes no plasmídio pAA da cepa protótipo 

EAEC 042 (CHAUDHURI et al., 2010), são bastante utilizados no diagnóstico 

molecular de EAEC (ANDRADE; GOMES; ELIAS, 2014; BUERIS et al., 2007). Além 

disso, alguns estudos vêm empregando os genes aaiA, aaiC ou aaiG (componentes 

do operon aaiA-aaiP) como marcadores cromossômicos adicionais para melhorar a 

eficiência do diagnóstico de EAEC (ANDRADE; GOMES; ELIAS, 2014; LIMA et al., 

2013). Embora múltiplos marcadores de virulência estejam associados à 

patogenicidade de EAEC, genes como aap, astA, pet e pic foram abolidos no 



 
 

diagnóstico de cepas EAEC considerando que a frequência dos mesmos é bastante 

variável (ABREU et al., 2013; FREIRE et al., 2020; MÉNARD; DUBREUIL, 2002; 

MONTEIRO et al., 2009; RUIZ et al., 2014). 

Recentemente, Boisen et al. (2020) realizaram um estudo com o intuído de 

melhorar a definição desse patotipo, analisando o genoma de 97 cepas de EAEC 

isoladas de um grande estudo multicêntrico caso-controle de diarreia (KOTLOFF et 

al., 2013). Nesse estudo, os autores sugeriram que uma definição molecular mais 

especifica de EAEC deveria compreender apenas as cepas de E. coli que albergam o 

gene aggR e os genes relacionados à biogênese de uma das adesinas AAF (I-V) ou 

o cluster gênico que codifica o fator de colonização CS22. Embora essa proposta de 

classificação pareça ser bastante específica e não seja baseada apenas na 

observação do padrão AA em culturas de células, o que já foi observado em cepas de 

STEC e EPEC atípicas (LASCOWSKI et al., 2013; MARTINS et al., 2015; MARTINS 

et al., 2016; SCHUROFF et al., 2014; VIEIRA et al., 2019), muitas questões sobre a 

melhor definição para cepas EAEC ainda permanecem em aberto, como por exemplo 

a exclusão por esta nova proposta das cepas descritas como EAEC atípicas (aggR-), 

associadas à casos de diarreia em diversos estudos epidemiológicos (HUANG et al., 

2007; HUANG; JIANG; DUPONT, 2003; OPINTAN et al., 2010; SPANO et al., 2017) 

e como agentes de surtos de diarreia (COBELJIĆ et al., 1996; ITOH et al., 1997). 

 

1.3 E. coli uropatogênica (UPEC) 

 

A ITU é a forma mais comum de infecção extraintestinal causada por E. coli, 

sendo essa bactéria também seu principal agente (TERLIZZI; GRIBAUDO; MAFFEI, 

2017). As cepas de E. coli recuperadas de pacientes com ITU são denominadas 

UPEC, e tais cepas têm sido amplamente isoladas em pacientes de todo o mundo 

(ABE et al., 2008; MOUCHLI; SHAKHATREH; YEATON, 2019; SHAH et al., 2019). A 

grande maioria das ITUs (80 a 90%) são ocasionadas por UPEC, que podem ser 

residentes do trato intestinal e sob condições específicas ascender à bexiga pela 

uretra (FOXMAN, 2010; FLORES-MIRELES et al., 2015). 

As ITUs são altamente prevalentes em mulheres, crianças, idosos e pacientes 

imunocomprometidos (FOXMAN, 2002), e podem ser classificadas de acordo com a 

gravidade dos sinais e dos sintomas clínicos, na qual podem variar desde indivíduos 

assintomáticos até casos de cistites (dor supra-púbica e disúria, resultantes da 



 
 

infecção restrita à bexiga) e pielonefrites (dor e febre resultantes de infecção renal) 

(FOXMAN; BROWN, 2003). 

Para causar doença, as UPEC devem alcançar o trato urinário e apresentar 

uma combinação de genes que codificam adesinas fimbriais e/ou afimbriais, sistemas 

de aquisição de ferro, toxinas e mecanismos de escape do sistema imune (Figura 3). 

Tais marcadores de virulência, em conjunto, facilitam a colonização e invasão do 

hospedeiro, escape dos seus mecanismos de defesa, ocorrência de danos teciduais 

e estímulo a uma resposta inflamatória (BIEN; SOKOLOVA; BOZKO, 2012; HANNAN 

et al., 2012; TERLIZZI; GRIBAUDO; MAFFEI, 2017). 

 

Figura 3 – Principais fatores de virulência associados a UPEC 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Adaptado de Barber et al. (2016); Dale e Woodford (2015); Silva (2019). 

 

A aderência a células uroepiteliais é especialmente importante para a 

patogênese das UPEC, uma vez que a consequente colonização tecidual contribui 

para que essas bactérias resistam ao fluxo urinário e ao muco, processos que tendem 

a removê-las do trato (FORSYTH et al., 2018). Adicionalmente, a multiplicidade de 



 
 

adesinas necessárias para o reconhecimento de vários receptores ao longo do trato 

urinário é um importante fator no desenvolvimento das infecções causadas por UPEC, 

podendo auxiliar no aumento de sua virulência (LÜTHJE; BRAUNER, 2014; ZAMANI; 

SALEHZADEH, 2018). 

A fímbria P (Pap, pyelonephritis-associated pilus) é uma das adesinas 

presentes em cepas de UPEC e sua denominação deriva da sua capacidade em aderir 

ao antígeno do grupo sanguíneo P (KÄLLENIUS et al., 1980). Essa fímbria consiste 

em uma família de organelas adesivas que reconhecem diferentes regiões do 

antígeno P sanguíneo, sendo PapG a proteína que de fato se liga ao receptor 

específico desse antígeno (HULTGREN et al., 1989). Cepas UPEC podem possuir um 

ou mais operons de fímbria P, sendo que esses operons podem codificar variantes 

sorológicas distintas da subunidade estrutural (PapA) e/ou pequenas diferenças na 

especificidade de ligação de PapG (JOHNSON, 1991). 

Uma segunda família de adesinas altamente homólogas descritas em cepas 

de UPEC compreende a família da fímbria S (Sfa, S fimbrial adhesin), codificada pelo 

operon sfa, e a fímbria F1C, codificada pelo operon foc (OTT et al., 1988). Embora 

tais adesinas sejam geneticamente relacionadas, e suas sequências nucleotídicas 

apresentem alta homologia (SCHMOLL et al., 1990), elas diferem em relação à 

especificidade a receptores celulares. A fímbria F1C se liga a receptores contendo 

galactosilceramida, expressos por células epiteliais ao longo do trato urinário 

(BÄCKHED et al., 2002; KHAN et al., 2000); enquanto a fímbria S se liga a receptores 

contendo α-sialil-2-3-β-galactose, presentes nos eritrócitos e em células epiteliais 

tubulares renais (KORHONEN et al., 1986; KREFT et al., 1995; PARKKINEN et al., 

1986). 

A fímbria curli pertence à classe das proteínas amiloides, sendo composta 

pela subunidade principal CsgA, que após o transporte para a superfície bacteriana 

precipita com a ajuda da subunidade CsgB, formando a fímbria funcional 

(BARNHART; CHAPMAN, 2006). Juntamente com a celulose, a fímbria curli 

representa um dos principais componentes do biofilme em E. coli e outras bactérias 

da família Enterobacteriaceae (RÖMLING, 2005) e são frequentemente expressas por 

isolados patogênicos e comensais (KAI-LARSEN et al., 2010; NORINDER et al., 

2012).  

A expressão do curli é ativada pela limitação de nutrientes e sais, tensão 

reduzida de oxigênio e temperatura abaixo de 30 ºC (GERSTEL; RÖMLING, 2001; 



 
 

OLSÉN et al., 1993; RÖMLING et al., 1998). No entanto, muitas cepas patogênicas 

também podem expressar curli a 37 °C in vitro (KUDINHA et al., 2013; LIM; PINKNER; 

CEGELSKI, 2014; RAMOS et al., 2011) e durante a infecção em humanos (BIAN et 

al., 2000; KAI-LARSEN et al., 2010). Portanto, essas observações indicam que, além 

de apoiar a sobrevivência bacteriana fora do hospedeiro, curli é um importante fator 

de virulência. Adicionalmente, a fímbria curli interage especificamente com proteínas 

do hospedeiro para iniciar a adesão, colonização e invasão nas células, além de 

induzir fortes respostas imunológicas (BARNHART; CHAPMAN, 2006; CORDEIRO et 

al., 2016; LÜTHJE; BRAUNER, 2014). Curli também interage com proteínas séricas 

do hospedeiro, o que pode promover a disseminação bacteriana e a entrada na 

corrente sanguínea (BARNHART; CHAPMAN, 2006). Nesse sentido, as cepas UPEC 

positivas ao curli são mais propensas a causar urosepse, ou seja, o quadro de sepse 

resultante de complicações da ITU (HUNG et al., 2014). 

A fímbria ECP apresenta alta frequência em isolados de DEC e ExPEC, e os 

genes responsáveis por sua produção estão presentes em um operon composto pelos 

genes ecpABCDER (GARNETT et al., 2012). Saldaña et al. (2014) relataram que 

cepas UPEC são capazes de produzir ECP sob diversas condições biológicas, além 

de destacar o seu papel como um fator de adesão acessório que em conjunto com 

outras adesinas pode contribuir para a interação de cepas UPEC com células 

uroepiteliais do hospedeiro. 

A fímbria tipo 1, além de participar do estabelecimento do padrão AA em 

cepas EAEC (MOREIRA et al., 2003), também apresenta alta frequência em cepas 

comensais, DEC e ExPEC, bem como em diversas espécies da família 

Enterobacteriaceae (ABE et al., 2008; NORINDER et al., 2012; SARABI ASIABAR et 

al., 2018; SAROWSKA et al., 2019; STAHLHUT et al., 2009). Esta fímbria é capaz de 

aderir a uma variedade de células eucarióticas, sendo esta ligação inibida por manose, 

oligossacarídeos manosídicos α-ligados e certos análogos a manose (LE 

BOUGUÉNEC, 2005; OLD, 1972; SCHILLING; MULVEY; HULTGREN, 2001). Os 

genes envolvidos com a biogênese da fímbria tipo 1 estão organizados em um operon 

cromossômico, onde o produto do gene fimH (FimH) determina a ligação aos 

receptores celulares e a capacidade de se ligar a fibronectina (KROGFELT; 

BERGMANS; KLEMM, 1990; ORNDORFF; BLOCH, 1990).  

A ligação de FimH aos seus receptores medeia a adesão, a invasão e 

promove a formação de comunidades bacterianas intracelulares, ou IBCs (intracellular 



 
 

bacterial communities), refletindo a função crucial dessa fímbria na colonização 

bacteriana do trato urinário (ETO et al., 2007; WRIGHT; SEED; HULTGREN, 2007; 

ZHOU et al., 2001). As IBCs são colônias bacterianas que se multiplicam rapidamente 

dentro da célula hospedeira apresentando um aspecto semelhante a "vagens" 

salientes em direção ao lúmen da bexiga urinária (ANDERSON et al., 2003). As IBCs 

representam o estágio agudo da infecção e, eventualmente, as bactérias podem 

emergir dessas estruturas para colonizar novamente o urotélio e invadir novas células 

(JUSTICE et al., 2004). 

Além das adesinas fimbriais, cepas UPEC também podem expressar uma 

variedade de adesinas afimbriais homólogas, compreendidas na família Dr de 

adesinas, a qual inclui a adesina Afa (afimbrial adhesin) (LE BOUGUÉNEC, 2005; 

NOWICKI et al., 1990). Estas adesinas apresentam considerável homologia na 

sequência de aminoácidos ou reagem cruzadamente com sequências de DNA de 

outros membros da família (SWANSON et al., 1991). Além do mais, compartilham o 

antígeno de grupo sanguíneo Dr como receptor, o qual consiste em uma glicoproteína 

de membrana que protege os tecidos do hospedeiro contra os danos resultantes da 

ativação do sistema complemento (NOWICKI et al., 1993).  

As bactérias precisam ser equipadas com sistemas para sobreviver no trato 

urinário, uma vez que a disponibilidade de ferro nesse ambiente é extremamente 

limitada (ROBINSON; HEFFERNAN; HENDERSON, 2018). A necessidade vital de 

aquisição de ferro para E. coli no trato urinário é ilustrada por uma forte regulação 

positiva de genes que codificam sistemas de aquisição de ferro durante a ITU (HAGAN 

et al., 2010; SNYDER et al., 2004). Devido ao fato da alta toxicidade e insolubilidade 

dos íons de ferro, as bactérias captam ferro usando proteínas do hospedeiro ligadas 

a estes íons ou ao grupamento heme (ROBINSON; HEFFERNAN; HENDERSON, 

2018). Os dois receptores de heme ChuA e Hma, encontrados em E. coli, fornecem 

significantes vantagens em modelos de coinfecção, especialmente na colonização dos 

rins (GARCIA; BRUMBAUGH; MOBLEY, 2011; HAGAN; MOBLEY, 2009). 

As bactérias também produzem suas próprias proteínas complexadoras de 

ferro, conhecidas como sideróforos. Os sideróforos são moléculas quelantes de ferro 

secretadas, carregadas com ferro e absorvidas pela célula bacteriana por meio de 

receptores específicos na membrana externa (GARÉNAUX; CAZA; DOZOIS, 2011). 

Foram identificados em isolados de UPEC quatro sistemas de sideróforos comuns no 



 
 

contexto de infecção: enterobactina, salmoquelina, aerobactina e yersiniabactina 

(LÜTHJE; BRAUNER, 2014). 

A capacidade de cepas de E. coli em resistir ao efeito bactericida do sistema 

complemento pode aumentar seu potencial de virulência, conferindo a capacidade de 

colonizar diferentes locais anatômicos pela corrente sanguínea (DALE; WOODFORD, 

2015; LÜTHJE; BRAUNER, 2014). Em cepas UPEC, as ITUs podem levar à infecção 

da corrente sanguínea e mecanismos que permitem que essas cepas resistam à 

atividade bactericida do soro humano são importantes mecanismos de virulência para 

o desenvolvimento da urosepse (COGGON et al., 2018). Vários fatores de virulência 

estão associados à resistência à ação bactericida do soro humano, tais como cápsulas 

e protectinas, codificados por diferentes genes, tais como kpsMTII (group II capsule 

antigens), traT (transfer Protein) e iss (increased serum survival) (DALE; 

WOODFORD, 2015). 

Adicionalmente, cepas UPEC também podem produzir vários tipos de 

hemolisinas, como por exemplo a alfa-hemolisina, além de diversas bacteriocinas 

(DALE; WOODFORD, 2015). Nas infecções extraintestinais como as que ocorrem no 

trato urinário, as hemolisinas têm múltiplos efeitos e funções, incluindo resistência à 

defesa do hospedeiro, dano tecidual e letalidade por ação direta ou por estimulação 

de mediadores inflamatórios e vias de transdução de sinal, além de estarem 

diretamente relacionadas com à sepse fulminante em modelo animal (BHAKDI, 

MARTIN, 1991; ELLIOT et al., 1998; ERMERT et al., 1992; JOHNSEN et al., 2019).  

As bacteriocinas são toxinas que têm ação letal sobre espécies bacterianas 

sensíveis. As bacteriocinas produzidas pela E. coli são denominadas de colicinas e 

classificadas em 25 tipos, conforme o receptor celular no qual se liga (CASCALES et 

al., 2007). Embora colicinas estejam presentes em diversos patotipos de E. coli, além 

de cepas comensais (SMARDA; OBDRZÁLEK, 2001; RILEY; GORDON, 1992), 

alguns estudos indicaram que certas colicinas, como a colicina V e colicina E1, são 

comumente presentes em cepas ExPEC, mostrando que a sua produção pode estar 

associada à patogenicidade dessas cepas de E. coli (JOHNSON et al., 2005; SMAJS 

et al., 2010). 

Assim, cepas UPEC representam um patotipo heterogêneo com uma ampla 

gama de fatores de virulência, onde diferentes genótipos têm sido utilizados para a 

identificação e classificação dessas cepas (JOHNSON; STELL, 2000; KHAIRY et al., 

2019). De modo geral, para cepas ExPEC a classificação estabelecida por Johnson 



 
 

et al. (2003) estabelece que a presença de dois ou mais genes entre papA e papC 

(fímbria P), sfa/foc (fímbria S/F1C), afa/dra (adesinas da família Dr), iutA (receptor de 

aerobactina) e kpsMT II (cápsula do grupo 2), indica que a cepa é capaz de causar 

doença em um indivíduo sadio. Mais recentemente, Spurbeck et al. (2012) 

propuseram que a presença obrigatória do gene fyuA (receptor sideróforo de 

yersiniabactina) juntamente com dois ou mais dos genes yfcV (fímbria Yfc), chuA 

(receptor heme) e vat (autotransportadora), torna muito mais provável que a cepa 

represente uma UPEC. Embora esses critérios sejam importantes na classificação de 

cepas extraintestinais, e mais especificamente de cepas UPEC, a presença de 

isolados de ITU negativos a esses critérios (FLAMENT-SIMON et al., 2020; 

SPURBECK et al., 2012) dificulta o estabelecimento de conjunto específico de genes 

virulência que possam utilizados para a classificação destas cepas.  

 

1.4 Cepas de E. coli híbridas e heteropatogênicas 

 

Nos últimos anos, a classificação de cepas de E. coli em patotipos ou grupos 

específicos têm sido amplamente utilizada. Comumente, cepas ExPEC são 

designadas pelo seu local de isolamento e agrupadas com base no hospedeiro 

susceptível e tipo de doença que causam, enquanto cepas de DEC são subdivididas 

em vários patotipos baseado na presença de marcadores de virulência específicos 

diretamente relacionados ao desenvolvimento da doença (GOMES et al., 2016; 

KÖHLER; DOBRINDT, 2011). Entretanto, esse cenário bem caracterizado e 

específico começou a ser contestado após um grande surto de diarreia e síndrome 

hemolítica urêmica ocorrido em vários países da Europa em 2011, na qual foi relatada 

a presença de uma cepa de E. coli com características típicas de EAEC e com a 

capacidade de produzir a toxina Stx de STEC (BIELASZEWSKA et al., 2011; BOISEN 

et al., 2014; NAVARRO-GARCÍA, 2014; SCHEUTZ et al., 2011). 

Desde a ocorrência desse surto em 2011 e com o aumento do acesso ao 

sequenciamento do genoma completo, alguns estudos descrevem que a combinação 

de fatores de virulência específicos a diferentes patotipos em uma mesma cepa de E. 

coli é um fenômeno muito mais frequente do que se imaginava anteriormente 

(SANTOS et al., 2020). Esses dados destacam a plasticidade genômica das cepas de 

E. coli e mostram que fatores de virulência específicos podem estar distribuídos entre 

cepas de DEC e ExPEC. Concomitantemente, os termos “híbrida” e 



 
 

“heteropatogênica” emergiram para designar um potencial mais virulento em cepas 

que apresentam uma combinação de fatores de virulência, anteriormente 

considerados específicos para cada grupo de E. coli (ANG et al., 2016; 

BIELASZEWSKA et al., 2014; LARA et al., 2017; TOVAL et al., 2014).  

Para facilitar o entendimento e aplicação desses termos, Santos et al. (2020) 

propuseram definições mais específicas. Uma cepa heteropatogênica corresponde 

àquela que alberga genes de virulência que são característicos de dois ou mais 

patotipos de DEC. Portanto, os heteropatógenos são estritamente enteropatógenos, 

e sua definição é direta porque genes que delineiam cepas de DEC são bem definidos. 

Em contraste, uma cepa híbrida exibe fatores de virulência de DEC e ExPEC ou, 

alternativamente, são isoladas de uma infecção extraintestinal e codificam fatores de 

virulência específicos de DEC.  

A primeira evidência de que algumas cepas de EAEC poderiam causar 

infecção extraintestinal ocorreu a partir de um surto comunitário de ITU na cidade de 

Copenhague, Dinamarca (OLESEN et al., 1994). Na caracterização genotípica e 

fenotípica das cepas relacionadas ao surto foi demostrado que elas pertenciam ao 

sorotipo O78:H10, comumente associada à diarreia. Essas cepas abrigavam 

características de cepas EAEC, tais como a produção do padrão AA em células 

epiteliais cultivadas, genes de virulência associados a EAEC e pertenciam ao ST10 

(OLESEN et al., 2012). Além disso, foram letais em modelo de sepse subcutânea de 

camundongo e, portanto, consideradas como ExPEC, claramente diferente de outras 

cepas de EAEC isoladas de diarreia (OLESEN et al., 2012).  

Posteriormente, muitos estudos foram publicados registrando o isolamento de 

cepas de infecções extraintestinais com um perfil genotípico definidor de EAEC, além 

de expressarem o padrão AA in vitro (ABE et al., 2008; FLAMENT-SIMON et al., 2020; 

FREIRE et al., 2020; LARA et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2021; NAZEMI et al., 

2011; PARK et al., 2009; TOVAL et al., 2014). No entanto, a presença de marcadores 

de ExPEC são raros entre cepas EAEC isoladas de infecções extraintestinais (ABE et 

al., 2008; NASCIMENTO et al., 2021; NUNES et al., 2017; TOVAL et al., 2014). Além 

disso, ainda não está claro se essas mesmas cepas podem causar infecções em 

determinados nichos intestinais e extraintestinais. 

Por fim, o desafio atual em relação à classificação de cepas de E. coli em 

híbridas ou heteropatogênicas é entender se esses fatores de virulência estão de fato 

envolvidos no desenvolvimento da doença e se eles apresentam relevância clínica.  



 
 

 

1.5 E. coli UPEC-46 

 

Considerando os aspectos analisados no tópico anterior, o grupo da Profa. 

Dra. Tânia A. T. Gomes (Disciplina de Microbiologia, Escola Paulista de Medicina, 

UNIFESP), iniciou na década de 1990 um estudo sobre a caracterização de cepas de 

UPEC isoladas de pacientes com ITU sintomática, de diferentes faixas etárias e de 

ambos os sexos, buscando características fenotípicas e genotípicas de EAEC 

(FALSETTI, 1998). Esse estudo foi posteriormente ampliado para a pesquisa de 

marcadores de virulência de outros patotipos de DEC, tais como EPEC, DAEC e 

EHEC (ABE et al., 2008).  

Dentro dessa linha de pesquisa, Falsetti (1998) analisou marcadores de EAEC 

em 226 cepas de UPEC, identificando 14 cepas produtoras do padrão AA em células 

HeLa. Cinco dessas cepas hibridizaram com a sequência correspondente ao 

fragmento sonda CVD432, ou sonda EAEC, e ao operon que codifica AAF/I. Além 

disso, quatro dessas cepas foram positivas para a fímbria P, adesina bem 

caracterizada em UPEC (FALSETTI, 1998). Posteriormente, foi selecionada uma cepa 

dentre essas 14, com o objetivo de estudar com maiores detalhes as estruturas 

envolvidas na aderência dessa cepa (SALVADOR, 2006). 

Dentre as 14 cepas, quatro foram descartadas pelo fato de produzirem 

destacamento celular no período de 3 h do ensaio de adesão, devido à produção de 

alfa-hemolisina (ABE et al., 2008; FALSETTI, 1998; SALVADOR, 2006). Das outras 

10 cepas, apenas três foram negativas para a presença de genes associados a 

adesinas de DEC ou ExPEC e, dentre essas, apenas uma foi positiva para a presença 

de marcadores de virulência associados a EAEC (SALVADOR, 2006). Logo, 

analisando-se o conjunto de dados obtidos, elegeu-se a cepa UPEC-46 (sorogrupo 

O166), devido a diversidade de marcadores do patotipo EAEC (aatA, aap, astA, pet e 

irp2) e a ausência de sequências genéticas de adesinas relacionadas ao padrão AA 

(SALVADOR, 2006). 

Inicialmente, o estudo mostrou que a cepa UPEC-46 apresentava resistência 

à tetraciclina e ao sulfazotrim, expressava a fímbria tipo 1 e produzia o padrão AA em 

células HeLa no ensaio de 6 h (Figura 4A). A análise do perfil plasmidial indicou a 

presença de pelo menos três plasmídios, sendo dois de alto peso molecular (~130 kb 

e ~112 kb) e um de baixo peso molecular (~15 kb) (Figura 4B) (SALVADOR, 2006). 



 
 

 

Figura 4 – Padrão de adesão e perfil plasmidial da cepa UPEC-46 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reproduzido de Salvador (2006). 
(A) Padrão de aderência agregativa apresentado pela cepa UPEC-46 em células HeLa após 
6 h de interação a 37 ºC, na presença de 2% de D-manose. Pode-se observar a presença de 
bactérias formando agregados aderidos na superfície da lamínula. A lamínula foi corada com 
May-Grünwald/Giemsa e observada em microscópio ótico comum. Aumento: 1.000 X. (B) 
Análise eletroforética do perfil plasmidial das cepas UPEC-46 e E. coli R861 (padrão de 
tamanho molecular plasmidial) em gel de agarose (0,7%). Estimativas de tamanhos 
moleculares em kb. 

 

Posteriormente, os plasmídios da cepa UPEC-46 foram analisados quanto ao 

seu papel na resistência a antibióticos e no estabelecimento do padrão AA por meio 

de ensaios de conjugação. Os transconjugantes obtidos receberam apenas a banda 

de ~112 kb, ou essa banda em conjunto à banda de ~15 kb, sugerindo que os genes 

de resistência à tetraciclina e ao sulfazotrim estavam contidos no plasmídio de ~112 

kb, o qual, no entanto, não estava relacionado ao estabelecimento do padrão AA 

(SALVADOR, 2006). Adicionalmente, uma biblioteca genômica foi construída na 

tentativa de identificar a adesina responsável pelo padrão AA na cepa UPEC-46. 

Embora, essa adesina não tenha sido totalmente caracterizada, Salvador (2006) 

demostrou que seus determinantes genéticos devem estar localizados no plasmídio 

não conjugativo (~130 kb) ou no cromossomo. Além disso, os genes que codificam a 

dispersina (aap) e a seu transportador ABC (aat) não seriam essenciais para o 

estabelecimento desse fenótipo. 



 
 

Recentemente, nosso grupo realizou um estudo pesquisando a presença de 

marcadores de ExPEC em cepas de EAEC isoladas de fezes de casos de diarreia e 

controles assintomáticos (NUNES et al., 2017). O objetivo desse estudo foi analisar 

as relações filogenéticas entre cepas de EAEC que apresentavam marcadores 

genéticos de ExPEC e cepas de UPEC com e sem marcadores genéticos de EAEC 

através da geração de um filograma com os dados das sequências dos genes 

housekeeping do MLST, conforme apresentado na Figura 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Figura 5 – Filograma e características genéticas de cepas EAEC e UPEC 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Adaptado de Nunes et al. (2017). 
Filograma construído por meio do método maximum likelihood utilizando bootstrap com 1.000 
réplicas. Em preto e destacado em amarelo estão representadas as cepas protótipos; em 
verde as cepas EAEC classificadas como ExPEC pelo critério de Johnson et al. (2003); em 
azul as cepas UPEC sem a presença de marcadores de EAEC e em vermelho as cepas UPEC 
com marcadores de EAEC. A seta preta evidencia o cluster relacionado às cepas protótipos 
EAEC C555-91 e 17-2. A cepa UPEC-46 está destacada pela barra preta. 

 

Conforme evidenciado pela seta no filograma, é interessante notar que este 

último grupamento onde a cepa UPEC-46 está presente foi constituído por cepas do 

filogrupo A e, em sua maioria, por cepas fecais isoladas de casos de diarreia e 

controles saudáveis, na qual a maioria pertenciam ao ST10. Juntamente com a cepa 

UPEC-46 estavam presentes as cepas EAEC 17-2 e C555-91. A cepa 17-2 (sorotipo 

O3:H2) é cepa protótipo da fímbria AAF/I, isolada de um caso de diarreia infantil 



 
 

(NATARO et al., 1992), enquanto a cepa C555-91 (sorotipo O78:H10) é a cepa 

protótipo que causou um surto de ITU na Dinamarca (OLENSEN et al., 2012). Por fim, 

de acordo com Nunes et al (2017), a cepa UPEC-46 foi negativa para os genes de 

virulência usados para avaliar o potencial extraintestinal em cepas de E. coli: papA e 

papC, sfa/foc, afa/dra, iutA e kpsMT II (JOHNSON et al., 2003). 

Tendo por base as características descritas anteriormente acerca da cepa 

UPEC-46, aliado ao desconhecimento da adesina que medeia a aderência agregativa 

dessa cepa, o presente estudo teve como foco uma análise mais detalhada das 

características genotípicas e fenotípicas dessa cepa, e consequentemente, a 

caracterização das adesinas envolvidas no fenótipo AA, com o intuído de uma melhor 

compreensão do seu potencial patogênico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

6 CONCLUSÕES 

 

I. A UPEC-46 apresentou importantes características fenotípicas e genotípicas 

associadas ao patotipo EAEC, mesmo tendo sido isolada de um quadro de 

ITU e carreando alguns genes de ExPEC; 

 

II. Análises filogenéticas detalhadas mostraram a estreita relação da UPEC-46 

com cepas pertencentes ao patotipo EAEC atípica; 

 

III. O padrão AA produzido pela UPEC-46 é mediado pela adesina aggregate 

forming pilus (AFP), a qual desempenha importante papel na adesão a células 

humanas epiteliais intestinais e de bexiga, bem como na colonização intestinal 

e do trato urinário em modelos murinos; 

 

IV. A fímbria tipo 1 tem papel sinérgico com AFP nesses fenótipos da UPEC-46. 

 

Dessa forma, conclui-se que a cepa UPEC-46 é uma E. coli híbrida patogênica 

(EAEC atípica/UPEC) que expressa a fímbria AFP e que essa adesina tem papel 

fundamental nos processos de adesão in vitro e de colonização intestinal e do trato 

urinário in vivo. 
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