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RESUMO 
 
 
Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) é um patógeno emergente que pode 
causar diarreia aguda e persistente, em crianças e adultos. Surtos de diarreia em 
vários países foram associados à EAEC pela ingestão de alimentos contaminados. 
Nos últimos anos, diagnóstico molecular para caracterizar EAEC típica (EAECt) 
utilizando os genes aatA e aggR e para EAEC atípica (EAECa) os genes aaiC e 
aaiA, vem sendo utilizado como alternativa ao teste de adesão. Assim, o presente 
estudo teve como objetivo pesquisar a prevalência de EAECt e EAECa em 100 
amostras de carne moída bovina na cidade de Londrina, através do teste de adesão 
em células HEp-2 e da pesquisa dos genes aatA, aggR, aaiC e aaiA e comparar os 
resultados utilizando marcadores moleculares e o padrão de adesão. Formação de 
biofilme, pesquisa de outros genes associado à virulência de EAEC, resistência a 
antimicrobianos, filogenia e sorotipagem, também foi realizada. No teste de adesão, 
89 (89%) amostras apresentaram o padrão agregativo (AA) característico de EAEC. 
Utilizando somente os marcadores moleculares, 5% das amostras foram 
classificadas como EAECt (aggR) e 9% como EAECa (aaiC e/ou aaiA). Das 89 
EAEC analisadas, 79 (86,7%) apresentaram formação de biofilme. As 14 (15,7%) 
amostras que apresentaram um dos genes utilizados como marcador molecular 
foram testadas para resistência a antimicrobianos, outros genes de virulência 
associados à EAEC, filogenia e sorotipagem. Foi verificada resistência a ampicilina 
em seis amostras (42,8%) e duas (14,2%) ao trimetoprim-sulfametoxazol. O gene 
astA foi encontrado em nove amostras (64,3%), aggA em cinco (35,7%) e o gene shf 
em três amostras (21,4%). Na análise filogenética as amostras foram classificadas 
em três grupos: quatro (28,6%) no A, sete (50%) no B1 e três (21,4%) no E. Foram 
identificados 10 sorotipos diferentes: O93:H9; O3:H2; O140:H20; O152:H8; 
O175:H7; O93:H19; O113:H21; O70:H8; ONT:H21 e ONT:H8. De acordo com 
nossos resultados o padrão de adesão continua sendo o melhor teste para detectar 
EAEC, uma vez que pelo diagnóstico molecular 84,3% das amostras deixaram de 
ser caracterizadas como EAEC. Os resultados mostram que a carne moída bovina 
pode ser considerada um importante reservatório de EAEC, o que traz preocupação 
para a saúde pública pela possibilidade de transmissão deste patotipo ao homem 
através de alimentos contaminados. 
 
Palavras-Chave: Carne moída. EAEC. Sorotipos. Genes de virulência. 
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ABSTRACT 
 
 
Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) is an emerging pathogen that can to 
cause acute and persistent diarrhea in children and adults. Outbreaks of diarrhea in 
several countries were associated with EAEC by ingestion of contaminated food. In 
recent years, molecular diagnosis to characterize typical EAEC (EAECt) using the 
aatA and aggR genes and for atypical EAEC (EAECa) the aaiC and aaiA genes, has 
been used as an alternative to the adhesion test. Thus, the present study aimed to 
investigate the prevalence of tEAEC and aEAEC in 100 bovine ground beef samples 
in the city of Londrina, through the adhesion test in HEp-2 cells and the search of the 
aatA, aggR, aaiC and aaiA genes. Biofilm formation, investigation of other genes 
associated to the virulence of EAEC, resistance to antimicrobials, phylogeny and 
serotyping, were also performed. In the adhesion test, 89 (89%) samples presented 
the aggregative adhesion (AA), characteristic of EAEC. Using only the molecular 
markers, 5% of the samples were classified as tEAEC (aggR) and 9% as aEAEC 
(aaiC and / or aaiA). Of the 89 EAEC analyzed, 79 (86.7%) presented biofilm 
formation. The 14 (15.7%) samples that presented one of the genes used as 
molecular marker were tested for resistance to antimicrobials, other virulence genes 
associated with EAEC, phylogeny and serotyping. Resistance to ampicillin was 
verified in six samples (42.8%) and two (14.2%) to trimethoprim-sulfamethoxazole. 
The astA gene was found in nine samples (64.3%), aggA in five (35.7%) and shf 
gene in three samples (21.4%). In the phylogenetic analysis, the samples were 
classified into three groups: four (28.6%) in A, seven (50%) in B1 and three (21.4%) 
in E. Ten different serotypes were identified: O93:H9; O3:H2; O140:H2O; O152:H8; 
O175:H7; O93:H19; O113:H21; O70:H8; ONT:H21 and ONT:H8. According to our 
results, the adhesion pattern remains the best test to detect EAEC, since by the 
molecular diagnosis 84.3% of the samples were no longer characterized as EAEC. 
The results show that bovine ground meat can be considered an important reservoir 
of EAEC, which causes concern for public health by the possibility of transmission of 
this pathogen to man through contaminated food. 
 
Keywords: Ground beef. EAEC. Serotypes. Virulence genes. 
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1 INTRODUÇÃO  

No Brasil, a bovinocultura de corte tem extrema importância e cerca 

de 80% da produção é destinada ao mercado interno, mostrando que o Brasil 

apresenta um alto consumo de carne bovina.  

Dentre os produtos cárneos, a carne moída é amplamente 

consumida pela população. Entretanto, é um excelente meio para a multiplicação de 

microrganismos pela sua constituição e manipulação, podendo ser responsável pela 

transmissão de doenças para o homem através de bactérias patogênicas como: 

Staphylococcus aureus; Salmonella sp; Campylobacter sp e principalmente 

Escherichia coli.  

Apesar de E. coli fazer parte da microbiota intestinal humana e 

proporcionar benefícios para seus hospedeiros, algumas cepas dessa espécie 

podem causar danos à saúde como: infecções no sistema urinário, no sistema 

nervoso central, sepse e gastroenterites.  

E. coli associadas à infecção intestinal, tanto em crianças como em 

adultos, são conhecidas como E. coli diarreiogênicas (DEC) e estão agrupadas em 

oito categorias. Dentre elas, tem-se E. coli enteroagregativa (EAEC), caracterizada 

pela habilidade em produzir o padrão de adesão agregativo (AA) em cultura de 

células epiteliais. EAEC podem ser classificadas como EAEC típica para as cepas 

que apresentam o padrão AA e o gene regulador aggR e EAEC atípica para as que 

apresentam o padrão AA mas não apresentam o gene aggR. 

EAEC tem-se apresentado como um patógeno emergente em vários 

países e estudos buscam uma compreensão mais detalhada deste patotipo, na qual 

ainda é bastante heterogêneo em relação aos seus fatores de virulência e pouco 

compreendido perante as outras DEC. Poucos estudos trazem uma caracterização 

mais detalhada destas cepas, a maioria se limita a pesquisar apenas o gene 

plasmidial aggR e, por consequência, só caracterizam as cepas EAEC típicas. 

Com o alto consumo de carne bovina no Brasil, também aumentam 

os riscos de contaminação em humanos com cepas patogênicas de E. coli, como 

EAEC. Devido aos possíveis perigos acarretados à saúde pública por este patotipo, 



9 

são necessários estudos que evidenciem a distribuição e frequência destas cepas, 

além das características de virulência, no sentido de melhor conhecer a 

epidemiologia dessas infecções.  

Assim, vimos à necessidade de realizar uma pesquisa mais 

detalhada sobre EAEC em cepas isoladas de carne moída comercializadas na 

cidade de Londrina, PR.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



10 

2 REVISÃO DA LITERATURA  

A bovinocultura de corte representa um dos principais destaques do 

agronegócio brasileiro no cenário mundial. O Brasil tem o segundo maior rebanho 

comercial do mundo, alcançando cerca de 200 milhões de cabeças. A extensão 

territorial e o clima tropical do Brasil contribuem para esse resultado, já que 

permitem a criação da maioria do gado em pastagens (MAPA, 2015).  

Um produto oriundo da carne bovina largamente consumido é a 

carne moída que é obtida a partir da moagem de massa muscular de carcaças de 

bovinos e deve ser imediatamente resfriada ou congelada (MAPA, 2003). 

A carne moída destaca-se entre os produtos cárneos, pela sua 

aceitabilidade e por se caracterizar como produto popular, sendo acessível a toda 

população incluindo a de menor poder aquisitivo, além de poder ser usada em 

refeições de maneiras práticas e variadas (MOTTA; BELMONTE; PANETTA, 2000). 

Os alimentos cárneos, particularmente aqueles que passam por intenso manuseio 

como o caso da carne moída, se constituem de excelente meio de cultura devido a 

elevada porcentagem de umidade, pH próximo à neutralidade e composição rica em 

nutrientes, favorecendo assim a instalação e multiplicação de uma diversidade de 

microrganismos capazes de provocar toxinfecções no homem (FRAZIER; 

WESTHOFF, 1993). 

A carne está exposta às contaminações microbianas em todas as 

fases do seu processamento, principalmente, nas operações em que é mais 

manipulada e não são tomados os devidos cuidados em relação às Boas Práticas de 

Higiene (HOBBS; ROBERTS, 1999; PARDI; 2001; SILVEIRA et al., 2008). 

O trato gastrointestinal dos animais é uma das fontes mais 

importantes de microrganismos, logo, a evisceração deve ser conduzida 

cuidadosamente, evitando que os microrganismos do intestino atinjam a carcaça. 

Para isso, medidas preventivas são imprescindíveis durante o abate, como a oclusão 

do reto e esôfago (PARDI, 2001). 

2.1 Escherichia coli 

E. coli faz parte da microbiota intestinal humana proporcionando 
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benefícios para seus hospedeiros. No entanto, determinadas cepas de E. coli são 

reconhecidamente patogênicas devido à presença de um ou mais genes de 

virulência encontrados em elementos genéticos móveis, como plasmídeos, 

bacteriófagos, ilhas de patogenicidade e transposons. E. coli patogênicas podem 

provocar doenças intestinais e extraintestinais em humanos (KAPER; NATARO; 

MOBLEY, 2004). 

Uma característica importante que vem sendo descrita é a 

resistência a múltiplos antibióticos em isolados bacterianos de origens diversas 

(KAHALI et al., 2004; ERB et al., 2007; REBELLO; REGUA-MANGIA, 2014).  

E. coli associadas à infecção intestinal, tanto em crianças como em 

adultos, são conhecidas como E. coli diarreiogênicas (DEC) e estão agrupadas em 

oito categorias. Estes grupos são classificados como: E. coli enteropatogênica 

(EPEC), E. coli enterotoxigênica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli 

produtora de toxina Shiga (STEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli que 

adere difusamente a células epiteliais (DAEC), E. coli aderente invasora (AIEC) e E. 

coli enteroagregativa produtora de toxina Shiga (STEAEC) (CLEMENTS et al., 

2012). 

A carne e os produtos cárneos têm sido implicados em surtos de 

doenças causadas por DEC em vários países (RHOADES et al., 2009; KARMALI et 

al., 2010). 

2.2 Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) 

As cepas de EAEC são identificadas por sua habilidade em produzir 

o seu padrão de adesão agregativo (AA) em cultura de células epiteliais, como em 

células HEp-2 e HeLa. O padrão AA foi descrito por Nataro et al. (1987) em um 

estudo examinando diferentes padrões de adesão de cepas de E. coli obtidas de 

crianças chilenas com diarreia. O padrão AA é definido como uma ligação íntima das 

bactérias as células epiteliais em uma forma de “tijolo empilhado”, na qual podem 

incluir bactérias mostrando adesão na superfície da lamínula e/ou nas células 

epiteliais formando arranjos que remetem aos favos de uma colméia e ainda 

formando cordões entre uma célula epitelial a outra (NATARO et al., 1987; GIOPPO, 

et al., 2000).  
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EAEC está presente em surtos de diarreia associados pela ingestão 

de alimentos e água contaminadas (NATARO, et al., 2006; ESTRADA-GARCIA; 

NAVARRO-GARCIA, 2012), à diarreia do viajante em adultos que retornaram de 

viagens oriundas de países subdesenvolvidos (HUANG, et al., 2007; PASCHKE, et 

al., 2011) e também com diarreia crônica de pacientes com Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida (AIDS) (GASSAMA-SOW, et al., 2004; MEDINA, et al., 

2010; NAVARRO-GARCIA; ELIAS, 2011). 

Quatro surtos de doenças transmitidas por alimentos (DTAs) foram 

relatados no Japão. O primeiro, causado por uma cepa EAEC não tipável, que 

envolveu 2697 alunos na cidade de Tajimi que comeram uma merenda escolar que 

foi identificada como a causa do surto. A merenda continha alimentos como pão, 

macarrão, pudim de leite, legumes fritos e leite; e os principais sintomas foram dor 

de estômago, náusea e diarreia (ITOH et al., 1997). O segundo envolveram alunos 

de ensino médio e o terceiro adultos em uma festa, e foram associados com EAEC 

pertencentes aos sorogrupos O126 e O111, respectivamente (YATSUYANAGI et al., 

2002). Em 2005, ocorreu um surto de origem alimentar no instituto de polícia da 

província de Shizuoka, no Japão. Sete membros apresentaram sintomas como 

diarreia e febre e a EAEC O126:H27 foi isolada (HARADA et al., 2007). 

Outros quatro surtos de DTAs foram descritos no Reino Unido, 

envolvendo restaurantes, jantares organizados para o Natal e uma conferência 

(SMITH et al., 1997). Na Itália, dois surtos de EAEC afetaram 24 pessoas que 

ingeriram queijo não pasteurizado contaminado (SCAVIA et al., 2008).  No Brasil, 

EAEC foi detectada em leite de mamadeiras de lactantes de baixo nível sócio 

econômico que haviam sido atendidos em ambulatórios de hospitais públicos, o que 

favorece a possibilidade de infecção por EAEC a partir de alimentos contaminados 

(MORAIS; GOMES; SIGULEM, 1997).  

Em 2011, uma amostra de E. coli (sorotipo O104:H4) produtora de 

toxina shiga do tipo 2 (Stx2) causou um surto de diarreia de grandes proporções 

atingindo o norte da Alemanha. Foram afetados 4.321 indivíduos, sendo que 900 

destes desenvolveram a Síndrome Hemolítica Urêmica (SHU), ocasionando mais de 

50 mortes. A cepa responsável por este grave surto foi um híbrido de EAEC e 

EHEC, uma E. coli do sorotipo O104:H4 que carregava fatores de virulência 



13 

encontrados em EAEC como o aggR (aggregative adherence regulator)  aatA (anti-

aggregation protein transporter), além do gene que codifica a toxina Stx2 de STEC 

(BIELASZEWSKA et al., 2011; GRAD et al., 2012).  

Nas últimas décadas, um crescente número de estudos tem 

associado EAEC com casos de diarreia aguda (duração menor que 14 dias) em 

crianças e adultos que vivem tanto em países desenvolvidos quanto nos países em 

desenvolvimento. Enquanto isso, casos de diarreia persistente por EAEC (duração 

igual ou superior a 14 dias) têm sido relatados em crianças que residem nos países 

subdesenvolvidos (HUANG, et al., 2006; WEINTRAUB, 2007; OKHUYSEN; 

DUPONT, 2010).  

Os sintomas mais comuns associados à infecção por EAEC incluem 

diarreia aquosa e ocasionalmente diarreia mucóide, náuseas, anorexia, febre de 

baixo grau, ruídos intestinais e tenesmo (OKHUYSEN, et al., 2004; NATARO, et al., 

2006). Casos crônicos da infecção por EAEC podem levar a subnutrição, 

crescimento debilitado e subdesenvolvimento mental em crianças (STREINER, et al., 

1998). A diversidade dos sintomas clínicos pode ser devido à heterogeneidade entre 

os isolados de EAEC, à dose infecciosa e a fatores de susceptibilidade genética do 

hospedeiro, assim como, à reposta imune (HARRINGTON, DUDLEY; NATARO, 

2006).  

A patogenicidade da infecção por EAEC ainda não foi totalmente 

esclarecida. O maior obstáculo seria a identificação dos mecanismos de patogênese 

destas bactérias devido à heterogeneidade das cepas. Em suma, os dados de 

diversos estudos têm sugerido os três seguintes estágios para a patogênese de 

EAEC: (1) aderência à mucosa intestinal através de adesinas fimbriais e/ou 

afimbriais; (2) formação de biofilme, e (3) indução da resposta inflamatória e 

secreção de toxinas (NAVARRO-GARCIA; ELIAS, 2011; JENSEN, et al., 2014). 

No estágio inicial da patogênese, a ligação à mucosa intestinal é um 

passo essencial à colonização e produção da doença por EAEC (HICKS; CANDY; 

PHILLIPS, 1996). Diversos estudos demonstram que o padrão AA é associado 

principalmente com a presença de adesinas de origem fimbriais, como as 

Aggregative Adherence Fimbriae (AAFs) que incluem cinco principais variantes, 
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AAF/I (NATARO et al., 1992), AAF/II (CZECZULIN et al., 1997), AAF/III (BERNIER; 

GOUNON; LE BOUGUÉNEC, 2002), AAF/IV (BOISEN et al., 2008) e AAF/V 

(JØNSSON et al., 2015).  

No processo de aderência a mucosa intestinal, ocorre a participação 

de outros genes que também contribuem com essa formação. Um deles é o gene 

aap (anti-aggregation protein dispersin), responsável por codificar a proteína 

dispersina. Esta proteína é secretada para o meio externo onde se liga ao 

lipopolissacarídeo da bactéria, neutralizando a carga negativa da superfície da célula 

bacteriana, diminuindo a autoaglutinação e favorecendo a dispersão da bactéria pela 

mucosa intestinal (VELARDE et al., 2007; SHEIKH et al., 2002). A dispersina requer 

um sistema de transporte do tipo ABC que é realizado por uma proteína 

transportadora codificada pelo gene aatA, que age diretamente como um poro para 

a translocação da proteína dispersina (NISHI et al., 2003). 

O aggR é um importante gene da patogênese e das propriedades 

agregativas de EAEC. Estudos sobre a patogênese de EAEC são focados no 

regulador transcricional AggR e a expressão de vários fatores de virulência, tanto 

plasmidiais quanto cromossomais, dependem deste regulador (HARRINGTON; 

DUDLEY;NATARO, 2006). Nataro e Kaper (1998) sugeriram o termo EAEC típica 

(EAECt) para as cepas que apresentavam o padrão AA e o gene regulador aggR e 

EAEC atípica (EAECa) para as que apresentavam o padrão AA mas, não 

apresentam o gene aggR.  

O segundo estágio da patogênese da EAEC é a formação de 

biofilme, o que contribui para a persistência da infecção bacteriana e permite com 

que a bactéria escape do sistema imune, além de dificultar a ação dos agentes 

antimicrobianos (TOKUDA, et al., 2010). Ensaios para quantificar a formação de 

biofilme têm surgido como um possível método de triagem de cepas EAEC 

patogênicas (WAKIMOTO, et al., 2004; BANGAR; MAMATHA, 2008).  O gene shf 

(Shigella flexneri homologue) não tem relação com a agregação na fase inicial de 

aderência, mas é importante na formação de múltiplas camadas no biofilme na fase 

de maturação, exercendo papel importante na capacidade de formação de biofilme 

(FUJIYAMA et al., 2008; VASCONCELLOS, 2009) 
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Após a formação do biofilme, inicia-se o processo de secreção de 

toxinas e indução de resposta inflamatória. A secreção de toxinas tem um papel 

importante nos casos de diarreia secretora, que é uma manifestação clínica típica da 

infecção por EAEC (JENSEN, et al., 2014).  

Várias toxinas têm sido associadas a estes efeitos citotóxicos. 

Dentre elas Pet e EAST-1, codificadas por genes plasmidiais (ESLAVA et al., 1998; 

SAVARINO et al., 1993), e Pic, codificada por gene cromossômico (HENDERSON et 

al., 1999). A toxina Pet (plasmid-enconded toxin), pertence à classe de proteínas 

autotransportadoras (CZECZULIN et al., 1999; NAVARRO-GARCIA et al., 1998) e 

exerce a função de alterar o citoesqueleto dos enterócitos levando ao 

arredondamento e descolamento celular (NAVARROGARCIA et al., 1998). EAST- é 

uma enterotoxina termoestável codificada pelo gene astA (CZECZULIN et al., 1999). 

A toxina é responsável por alterar o transporte de íons gerando uma resposta 

secretória (SAVARINO et al., 1991; SAVARINO et al., 1993). Pic (protein involved in 

colonization) é uma proteína autotransportadora que apresenta atividade 

mucinolítica e de hemaglutinação (HENDERSON, et al., 1999; NAVARRO-GARCIA; 

ELIAS, 2011). 

Entretanto, o método ouro para a identificação de cepas de EAEC 

ainda continua sendo o teste de adesão em culturas de células epiteliais (NATARO, 

et al., 1987), uma vez que ainda não foi encontrado um determinante genético 

comum para todas as amostras deste patotipo (ESTRADA-GARCIA; NAVARRO-

GARCIA, 2012; NATARO, 2005). Entretanto, nos últimos anos, diagnósticos 

moleculares têm sido desenvolvidos para a detecção de genes de virulência de 

EAEC como alternativa ao ensaio de adesão, no qual é dispendioso, consome 

tempo e requer cultura de células e infra-estrutura adequada (BOISEN, et al., 2012; 

ANDRADE; GOMES; ELIAS, 2014).  

Vários genes vêm sendo utilizados para o diagnostico molecular na 

tentativa de obter uma técnica mais rápida, eficaz e que leve em conta a 

heterogeneidade das cepas de EAEC (HUANG; JIANG; DUPONT, 2003; TOKUDA, 

et al., 2010). Os genes aggR e aatA, presentes no plasmídeo pAA, são bastante 

utilizados na detecção de cepas enteroagregativas (MOON; PARK; KIM, 2005; 

CENNIMO, et al., 2007). 



16 

A maioria dos protocolos de PCR, ainda hoje, propõe apenas a 

detecção de genes plasmídiais, deixando de abordar a detecção genotípica de 

cepas atípicas (CERNA; NATARO; GARCIA-ESTRADA, 2003; RÜTTLER, et al., 

2006). Algumas regiões cromossomais vêm sendo utilizadas para a detecção de 

cepas EAECa, como descritas por Jenkins, et al. (2006) e Andrade, Gomes e Elias 

(2014). 

Dentre os genes cromossomais específicos para EAEC temos os 

genes aaiC e aaiA (DUDLEY, et al., 2006; LIMA, et al., 2013; ANDRADE; GOMES; 

ELIAS, 2014). Esses genes estão presentes na ilha de patogenicidade cromossomal 

inserida na região pheU, identificada na cepa EAEC 042 (O44:H18), e estudos 

demonstram que esta ilha é responsável pela codificação de componentes do 

sistema de secreção do tipo VI (DUDLEY, et al., 2006; MORIN, et al., 2013).  

Em seu trabalho, Lima, et al. (2013) pesquisaram a prevalência de 

EAEC em um estudo de caso-controle em 166 crianças da região nordeste do Brasil. 

Para diagnosticar cepas EAEC foram utilizados os genes cromossomais aaiC e o 

gene plasmidial aatA, entretanto, o teste de adesão em cultura de células epiteliais 

não foi utilizado. Os resultados mostraram que EAEC foi detectada em 68 amostras, 

sendo o gene aaiC o mais prevalente. 

Andrade, Gomes e Elias (2014) desenvolveram uma PCR multiplex 

para identificação de EAECt e atípica, utilizando como genes de diagnóstico o aaiA, 

aaiG (genes cromossomais) e aggR, aatA (genes plasmidiais). Os autores 

trabalharam com uma coleção que incluía 58 EAEC (38 típicas e 20 atípicas). 

Entretanto, o ensaio detectou 55 EAEC, sendo que 38 eram típicas e 17 atípicas. 

Isso ocorreu devido três amostras terem apresentado o padrão de adesão, mas não 

terem apresentado nenhum gene de diagnóstico. Como resultado, o método de 

diagnostico molecular apresentou-se com 94,8% de sensibilidade, 94,3% de 

especificidade e foi capaz de detectar os dois grupos de EAEC nas amostras 

pesquisadas e de acordo com os autores a PCR multiplex descrita é uma excelente 

ferramenta para diagnostico molecular de ambas EAEC. 

E. coli apresenta antígenos de superfície que possibilitam a 

classificação em sorogrupos (tipagem do antígeno somático “O”) e sorotipos 
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(tipagem dos antígenos somático “O” e flagelar “H”) (EWING, 1986). Estudos 

epidemiológicos por meio da sorotipagem de EAEC evidenciam uma grande 

diversidade de sorotipos (CZECZULIN et al., 1999; JENKINS et al., 2006; KNUTTON 

et al., 1992; PIVA et al., 2003; UBER et al., 2006; ZAMBONI et al., 2004). 

As cepas de E. coli são classificadas em sete principais grupos 

filogenéticos:  A, B1, B2, C, D, E e F.  A classificação filogenética proposta por 

Clermont et al. (2013) tem sido utilizada como uma maneira rápida e simples de 

classificar cepas de E. coli. 

Desse modo, o presente estudo teve como objetivo pesquisar a 

prevalência de EAECt e atípica em carne moída na cidade de Londrina através do 

teste de adesão em células HEp-2 e da pesquisa dos genes plasmidiais (aatA e 

aggR) e cromossômicos (aaiC e aaiA) e comparar os resultados utilizando 

marcadores moleculares e o padrão de adesão. Nós também caracterizamos os 

isolados com base na formação de biofilme, genes adicionais de virulência de EAEC, 

resistência antimicrobiana, filogenia e sorotipagem. 
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de carne moída na cidade de Londrina, PR. 
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Universitário, Caixa postal 10011, 86 057 – 970 Londrina, PR, Brasil 

 

Resumo 

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) é um patógeno emergente que pode 
causar diarreia aguda e persistente, em crianças e adultos. Surtos de diarreia em 
vários países foram associados à EAEC pela ingestão de alimentos contaminados. 
Nos últimos anos, diagnóstico molecular para caracterizar EAEC típica (EAECt) 
utilizando os genes aatA e aggR e para EAEC atípica (EAECa) os genes aaiC e 
aaiA, vem sendo utilizado como alternativa ao teste de adesão. Assim, o presente 
estudo teve como objetivo pesquisar a prevalência de EAECt e EAECa em 100 
amostras de carne moída bovina na cidade de Londrina, através do teste de adesão 
em células HEp-2 e da pesquisa dos genes aatA, aggR, aaiC e aaiA e comparar os 
resultados utilizando marcadores moleculares e o padrão de adesão. Formação de 
biofilme, pesquisa de outros genes associado à virulência de EAEC, resistência a 
antimicrobianos, filogenia e sorotipagem, também foi realizada. No teste de adesão, 
89 (89%) amostras apresentaram o padrão agregativo (AA) característico de EAEC. 
Utilizando somente os marcadores moleculares, 5% das amostras foram 
classificadas como EAECt (aggR) e 9% como EAECa (aaiC e/ou aaiA). Das 89 
EAEC analisadas, 79 (86,7%) apresentaram formação de biofilme. As 14 (15,7%) 
amostras que apresentaram um dos genes utilizados como marcador molecular 
foram testadas para resistência a antimicrobianos, outros genes de virulência 
associados à EAEC, filogenia e sorotipagem. Foi verificada resistência a ampicilina 
em seis amostras (42,8%) e duas (14,2%) ao trimetoprim-sulfametoxazol. O gene 
astA foi encontrado em nove amostras (64,3%), aggA em cinco (35,7%) e o gene shf 
em três amostras (21,4%). Na análise filogenética as amostras foram classificadas 
em três grupos: quatro (28,6%) no A, sete (50%) no B1 e três (21,4%) no E. Foram 
identificados 10 sorotipos diferentes: O93:H9; O3:H2; O140:H20; O152:H8; 
O175:H7; O93:H19; O113:H21; O70:H8; ONT:H21 e ONT:H8. De acordo com 
nossos resultados o padrão de adesão continua sendo o melhor teste para detectar 
EAEC, uma vez que pelo diagnóstico molecular 84,3% das amostras deixaram de 



26 

ser caracterizadas como EAEC. Os resultados mostram que a carne moída bovina 
pode ser considerada um importante reservatório de EAEC, o que traz preocupação 
para a saúde pública pela possibilidade de transmissão deste patotipo ao homem 
através de alimentos contaminados. 
 
Palavras-Chave: carne moída, EAEC, sorotipos, genes de virulência 

 

1. Introdução 

 Escherichia coli associadas à infecção intestinal, são conhecidas como E. coli 

diarreiogênica (DEC) e estão agrupadas em oito patotipos, dentre eles, E. coli 

enteroagregativa (EAEC) (Clements et al., 2012). 

EAEC é um patotipo emergente, encontrado tanto em países desenvolvidos 

como subdesenvolvidos que podem causar diarreia aguda e persistente em 

crianças, diarreia do viajante em pessoas que retornaram de viagens oriundas de 

países subdesenvolvidos e também diarreia crônica em pacientes com Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida (Adachi et al., 2002; Okeke, Nataro, 2001; Scaletsky et 

al., 2002).  

Vários surtos de diarreia em países desenvolvidos foram causados por EAEC 

e associados à ingestão de alimentos contaminados (Harada et al., 2007; Itoh et al., 

1997; Scavia et al., 2008 ; Yatsuyanagi et al., 2002). A carne e os produtos cárneos 

têm sido implicados em surtos de doenças transmitidas por alimentos causados por 

DEC em todo o mundo (Karmali et al, 2010; Rhoades et al., 2009). 

A patogênese desencadeada por EAEC inclui um processo inicial de 

aderência à mucosa intestinal, onde se tem a participação de adesinas de origem 

fimbriais como as Aggregative Adherence Fimbriae (AAFs) com suas cinco variantes 

(AAF I-V) (Nataro et al., 1992; Czeczulin et al., 1997; Bernier et al., 2002; Boisen et 

al., 2008) e a proteína anti-agregativa (dispersina) (Sheikh et al., 2002). O gene shf 

está relacionado com a formação de biofilme (Czeczulin et al., 1999). Por fim, temos 

a toxina enteroagregativa termo-estável (EAST-1) (Menard; Dubreuil, 2002), a toxina 

autotransportadora (Pet) (Eslava et al., 1998) e a proteína envolvida na colonização 

(Pic) (Henderson et al., 1999) que exercem papel importante na indução da resposta 

inflamatória. 

O método ouro para a identificação de cepas EAEC continua sendo o teste de 

adesão em culturas de células epiteliais (Nataro, et al., 1987). Entretanto, nos 
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últimos anos, diagnósticos moleculares têm sido desenvolvidos para a detecção de 

genes de virulência de EAEC como alternativa ao teste de adesão, no qual é caro, 

consome tempo e requer cultura de células e infra-estrutura adequada (Estrada-

Garcia; Navarro-Garcia, 2012, Andrade et al., 2014).  

Devido à heterogeneidade das cepas de EAEC, múltiplos genes vêm sendo 

utilizados para o diagnostico (Huang et al., 2003; Tokuda, et al., 2010). Os genes 

plasmidiais aatA e o aggR são bastante utilizados na detecção de cepas 

enteroagregativas (Baudry, et al., 1990; Moon et al., 2005; Cennimo, et al., 2007). 

Em 1998, Nataro e Kaper sugeriram o termo EAEC típica (EAECt) para cepas 

que apresentavam o gene regulador aggR e EAEC atípica (EAECa) para as que não 

apresentavam o gene aggR mas apresentavam o padrão de adesão agregativa. 

A maioria dos protocolos de reações em cadeia da polimerase (PCR) propõe 

apenas a detecção de genes plasmídiais, no qual desfavorece a detecção de cepas 

atípicas (Cerna et al., 2003; Rüttler, et al., 2006). Algumas regiões cromossomais 

vêm sendo utilizadas para a detecção de cepas EAECa, como descritas por Jenkins, 

et al. 2006ª e Andrade et al. 2014.  

Dentre os genes cromossomais específicos para EAEC temos os genes aaiC 

e aaiA que estão presentes na ilha de patogenicidade cromossomal inserida na 

região pheU (Dudley, et al., 2006; Lima, et al., 2013; Andrade et al., 2014). No 

trabalho realizado por Andrade et al. (2014), os genes cromossomais apresentaram 

uma alta sensibilidade e especificidade em detectar cepas de EAECa e os genes 

plasmidiais aggR e aatA para detectar EAECt, sugerindo a utilização desses genes 

para diagnóstico molecular de EAECt e EAECa. 

Assim, o presente estudo teve como objetivo pesquisar a prevalência de 

EAECt e atípica em carne moída na cidade de Londrina, através do teste de adesão 

em células HEp-2 e pesquisa dos genes utilizados como marcadores molecular 

aatA, aggR, aaiC e aaiA e comparar os resultados utilizando marcadores 

moleculares e o padrão de adesão. Outros genes de virulência de EAEC, formação 

de biofilme, resistência a antimicrobianos, filogenia e sorotipagem, também foram 

estudados. 
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2. Materiais e métodos 

2.1. Amostragem 

O estudo foi realizado com 100 amostras de carne moída coletadas em 25 

açougues e supermercados na cidade de Londrina, PR, no período de janeiro a 

novembro de 2014. Após as coletas, as amostras foram transportadas em condições 

isotérmicas até o Laboratório de Bacteriologia - Universidade Estadual de Londrina, 

onde foram realizadas as análises bacteriológicas. 

2.2. Isolamento e identificação de Escherichia coli 

De cada amostra foram pesados, assepticamente, 25 gramas de carne e 

colocadas em 225 mL de água peptonada a 0,1 % e levadas ao aparelho Shaking 

(Grant Bio ES20) para homogeneização por 20 minutos, seguido de filtração, 

obtendo-se a diluição inicial de 10-1.  

A técnica utilizada para detecção de E. coli foi a do substrato cromogênico 

Colilert (SOVEREIGN – USA). Em um frasco estéril, contendo 100 mL da amostra na 

diluição 10-1 foi acrescentada assepticamente uma ampola do substrato Colilert. 

Após leve homogeneização, o conteúdo foi transferido para a cartela Quanti-Tray 

(WP2000) com 49 poços grandes e 48 pequenos. A cartela foi selada utilizando a 

seladora Quanti Tray Sealer (IDEXX/SOVEREIGN - USA). Incubou-se a cartela a 

37°C (+/- 2°C) por 24 horas e foi feita a leitura dos poços que ficaram amarelos 

(indicador de coliformes totais). Para verificar a presença de E. coli, colocou-se a 

cartela frente (aproximadamente 13 cm) a lâmpada de luz ultravioleta (365 nm), e os 

poços amarelos que ficaram azul-fluorescente indicaram a presença de E. coli. 

As amostras que apresentaram fluorescência foram inoculadas em caldo EC 

e incubadas a 44°C por 24 horas. Posteriormente as amostras foram semeadas em 

ágar MacConkey (MC) (HIMEDIA, ÍNDIA) e incubadas a 37°C por 18 horas. De cada 

placa de MC foram selecionadas quatro colônias presuntivas de E. coli , e então, 

identificadas bioquimicamente através do KIT, EPM, MILi e Citrato de Simon’s 

(PROBAC - BRASIL). Os 400 isolados identificados bioquimicamente como E. coli 

foram armazenados em caldo infuso de coração e cérebro (BHI) (Difco - USA) com 

20% de glicerol a -80°C. 
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2.3. Teste de adesão em células HEp-2 

Todos os 400 isolados de E. coli foram testados para aderência em células 

HEp-2, de acordo com a técnica descrita por Cravioto et al. (1979), após 6 horas de 

interação bactéria-célula. As preparações foram observadas em microscópio óptico, 

em aumento de 1000 vezes e os padrões de adesão definidos conforme descrito 

previamente (Scaletsky et al., 1984; Nataro et al., 1987; Rodrigues et al., 1996). 

2.4. Detecção de Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) pela PCR  

A metodologia utilizada para a extração do DNA bacteriano foi realizada 

conforme descrito por Lascowski et al. (2012). O sobrenadante foi utilizado nas PCR 

e todos os 400 isolados de E. coli foram submetidos para detecção dos genes 

plasmídiais (aatA e aggR) e dos genes cromossomais (aaiA e aaiC). As sequências 

dos oligonucleotídeos utilizados estão listadas na Tabela 1. 

As reações de amplificação foram realizadas no termociclador Applied 

Biosystems® 2720 Thermal Cycler, em um volume final de 25 μL, contendo 2 μL do 

lisado bacteriano, 200 μM de dNTPs (InvitrogenTM), 2 mM de MgCl
2

 (InvitrogenTM), 25 

pmol de cada iniciador (InvitrogenTM) e 1 U de Taq DNA polimerase (InvitrogenTM). 

Os produtos de amplificação foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 2% 

(DifcoTM), corado com SYBR Safe™ DNA Gel Stain (InvitrogenTM) e visualizado com 

o auxílio de transiluminador Ultra-Violeta (UV) ECX-20.M (Vilbert Loumart). 

2.5. Teste de formação de Biofilme 

Os 400 isolados de E. coli foram submetidos ao teste para quantificação de 

formação do biofilme conforme o método descrito por Bangar; Mamatha (2008). A 

formação de biofilme foi considerada quando o valor da densidade óptica a 570 nm 

(OD 570) foi acima de 0,2. A cepa EAEC 042 (O44:H18) foi utilizada como controle 

positivo e a E. coli HB101 (E. coli K-12) como controle negativo. 

Os testes descritos a seguir foram realizados com as amostras que 

apresentaram positividade para algum gene de EAEC. 

2.6. Pesquisa de outros genes de virulência de EAEC 

A pesquisa de outros genes de virulência foi realizada pela PCR com os 

seguintes genes: EAST-1 (astA) (Mohamed et al., 2007), Pet (pet) (Restieri et al., 

2007), Pic (pic) (Piva et al., 2003), dispersina (aap) (Boisen et al., 2012), shf 

(Czeczulin et al.,1999) e as quatro fímbrias (AAF I-IV) representadas 



30 

respectivamente pelos genes aggA, aafA, agg3A e agg4A (Boisen et al., 2012). As 

condições para a realização das reações e controles utilizados estão descritas nos 

respectivos estudos. As sequências dos oligonucleotídeos utilizados nesse estudo 

estão presentes na Tabela 1. 

2.7. Determinação dos grupos filogenéticos 

Os grupos filogenéticos (A, B1, B2, C, D, E e F) foram determinados pela 

técnica da PCR de acordo com Clermont et al. (2013), utilizando o quadraplex com 

os marcadores arpA, chuA, yjaA e TspE4.C2 (Tabela 1). 

2.8. Teste de susceptibilidade a antimicrobianos 

As amostras foram submetidas ao teste de susceptibilidade a antimicrobianos 

pela técnica de disco difusão conforme descrito pelo Clinical Laboratory Standards 

Institute (CLSI, 2010). Os antimicrobianos (OxoidTM) utilizados foram: ácido nalidíxico 

(30 µg), amicacina (30 µg), ampicilina (10 µg), cefalotina (30 µg), cefoxitina (30 µg), 

ciprofloxacina (5 µg), gentamicina (10 µg), piperacilina-tazobactam (110 µg), 

ampicilina-sulbactam (20 µg) e sulfametoxazol-trimetoprim (25 µg). 

2.9. Sorotipagem 

A determinação dos antígenos O e H foi realizada como descrito por Guinée 

et al. (1981) empregando todos os anti-soros disponíveis O e H: (O1-O186) e (H1-

H56). A sorotipagem foi realizada pelo Dr. Armando Navarro na Universidad 

Nacional Autónoma de México, Cidade do México - México. Os isolados que não 

reagiram com os anti-soros O foram considerados como não tipável (ONT).  

2.10. Análise estatística 

A análise estatística foi calculada através do teste Qui-Quadrado utilizando o 

software R. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos. 

3.0 Resultados e discussão 

3.1.   Prevalência de EAEC  

No teste de adesão em células HEp-2 foram verificados diferentes fenótipos 

de adesão. Das 100 amostras analisadas, 89 apresentaram adesão AA, oito 

amostras apresentaram padrão não definido, duas aderiram difusamente e uma 
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apresentou-se não aderente. As 89 amostras que apresentaram o padrão de adesão 

AA foram classificadas como patotipo EAEC.  

Nos últimos anos, alguns pesquisadores têm utilizado genes para 

diagnósticos moleculares para a detecção de EAECt e atípica como alternativa ao 

teste de adesão, que demanda tempo e infraestrutura adequada (Estrada-Garcia; 

Navarro-Garcia, 2012; Andrade et al., 2014). Em nosso trabalho, também utilizamos 

os genes para diagnóstico molecular aggR e aatA para caracterizar EAECt e aaiC e 

aaiA para caracterizar EAECa. 

3.2.     Prevalência dos genes de diagnóstico  

Dentre as 89 amostras que apresentaram o padrão de adesão AA, 14 

(15,73%) apresentaram algum marcador molecular associado à EAEC. Três 

amostras (3,37%) apresentaram os genes aggR, aatA, aaiC e aaiA; duas (2,24%) 

apresentaram os genes aggR e aatA, três (3,37%) apenas o gene aaiC e seis 

(6,74%) apenas o gene aaiA. O gene mais prevalente em nosso estudo foi o aaiA, 

que esteve presente em 9 amostras. Em contrapartida, Lima, et al. (2013) 

pesquisaram a prevalência de EAEC em um estudo de caso-controle em 166 

crianças da região nordeste do Brasil utilizando os genes cromossomais aaiC e o 

gene plasmidial aatA, e verificou que o gene aaiC foi o mais prevalente.  

Das 89 amostras de EAEC, cinco (5,6%) foram consideradas EAECt por 

apresentarem adesão agregativa e serem positivas para o gene aggR; e 84 (94,4%) 

foram consideradas EAECa por apresentarem padrão de adesão agregativo e não 

apresentarem o gene aggR. A ausência do gene aggR na maioria das amostras 

EAEC positivas mostra que este gene pode não ser um bom marcador molecular 

para diagnosticar amostras EAEC ( Lima et al., 2013). 

Comparando os resultados obtidos na detecção de EAEC pelos marcadores 

moleculares com os resultados encontrados no teste de adesão, notamos que a 

prevalência de EAEC no teste de adesão (89%) foi significantemente maior do que a 

encontrada pelos marcadores moleculares (14%) (p < 0,001). Assim a técnica de 

PCR deixou de detectar 84,3% das amostras de EAEC que foram diagnosticadas 

pelo teste de adesão.  Esses resultados sugerem que novos estudos são 

necessários a fim de encontrar um melhor marcador molecular para detectar EAEC e 

que apesar das limitações do teste de adesão, ele continua sendo o método mais 

eficaz em detecção do patotipo EAEC. 
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Andrade et al. (2014) desenvolveram uma PCR multiplex para identificação de 

EAECt e atípica, utilizando como genes de diagnóstico o aaiA, aaiG e aggR, aatA. 

Os autores trabalharam com uma coleção que incluía 58 EAEC (38 típicas e 20 

atípicas). Entretanto, o ensaio detectou 55 EAEC, sendo que 38 eram típicas e 17 

atípicas. Isso ocorreu devido três amostras terem apresentado o padrão de adesão, 

mas não terem apresentado nenhum gene de diagnóstico. Como resultado, o 

método de diagnostico molecular foi capaz de detectar 94,82% das EAEC 

identificadas inicialmente pelo teste de adesão. Entretanto, nossos resultados 

mostram que o diagnóstico molecular foi capaz de detectar apenas 15,7% das EAEC 

que já haviam sido identificadas pelo teste de adesão, reforçando a ideia de que 

novos marcadores moleculares devem ser desenvolvidos. 

3.3. Teste de formação de Biofilme 

Das 89 EAEC analisadas, 79 (88,7%) apresentaram OD 570 > 0,2 e foram 

consideradas como formadoras de biofilme, enquanto 10 (11,3%) apresentaram OD 

570 ≤ 0,2 e foram consideradas não formadoras de biofilme. Das 79 amostras 

formadoras de biofilme, 74 (86%) amostras foram identificadas como EAECa e 5 

(5,8%) EAECt. Nossos resultados corroboram com os encontrados por Mendez-

Arancibia et al. (2008), que pesquisaram a formação de biofilme em 86 isolados de 

EAEC e encontraram 66 (76%) de amostras formadoras de biofilme. 

A habilidade de EAEC na formação de biofilme contribui para a persistência 

da infecção bacteriana e permite com que a bactéria escape do sistema imune, além 

de tornar os microrganismos mais resistentes a agentes antimicrobianos (Tokuda, et 

al., 2010).  

3.4. Suscetibilidade a antimicrobianos 

Das 14 amostras submetidas ao teste de suscetibilidade a antimicrobianos, 

oito (57,1%) foram resistentes a um antibiótico, enquanto seis (42,9%) não 

apresentaram resistência a nenhum dos antibióticos testados. A resistência para 

ampicilina foi de 42,9% (6/14) e 14,2% (2/14) para sulfametoxazol-trimetoprim. 

Martinéz e Villalobos (2008) encontraram resultados semelhantes aos nossos. 

Nas amostras de E. coli isoladas de alimentos encontraram (66,6%) das cepas 

resistência a ampicilina. Esse resultado mostra que o homem está exposto a 

bactérias resistentes aos antimicrobianos, podendo ser colonizado através da cadeia 

alimentar. 
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3.5. Outros genes de virulência de EAEC 

A pesquisa de outros genes de virulência de EAEC foi realizada nas 14 

amostras que apresentaram genes de diagnóstico de EAEC. Dos nove genes 

pesquisados, três estavam presentes nas amostras analisadas. O gene astA foi 

encontrado em nove (64,3%) amostras, aggA foi encontrado em cinco (35,7%) e o 

gene shf foi encontrado em três (21,4%) (Tabela 2). Kahali et al. (2004) pesquisaram 

genes de virulência em EAEC isoladas de pacientes hospitalizados com diarreia na 

Índia e encontraram o gene astA em 29,8% das amostras, aggA em 9,1% e shf em 

65,3% das amostras. A variedade de genótipos que apresentam as bactérias com 

adesão agregativa dificulta o desenvolvimento de um teste de diagnóstico molecular 

para detecção de EAEC (Jenkins et al., 2006a).  

3.6. Filogenia 

A análise filogenética demonstrou que das 14 amostras analisadas, sete 

(50%) pertenciam ao grupo B1, quatro (28,6%) pertenciam ao grupo A, e três 

(21,4%) ao grupo E (Tabela 2). Resultados semelhantes foram encontrados no 

trabalho de Rúgeles et al., (2010) onde as cepas de EAEC pertenciam aos grupos A 

e B1.  Cepas de E. coli que pertencem aos grupos A e B1 estão associadas com 

patógenos intestinais (Gordon et al., 2008).  

3.7. Sorotipagem 

Das 14 amostras que foram encaminhadas para a sorotipagem, três amostras 

foram consideradas não tipáveis para o antígeno O (ONT). Todas as amostras foram 

tipáveis para o antígeno flagelar (H). Foram identificados 10 sorotipos diferentes: 

O93:H9; O3:H2; O140:H20; O152:H8; O175:H7; O93:H19; O113:H21; O70:H8; 

ONT:H21 e ONT:H8 (Tabela 2). Surtos alimentares no Japão foram associados com 

EAEC pertencentes aos sorogrupos O126 e O111 (YATSUYANAGI et al., 2002).  

Em um estudo realizado na Alemanha de 14 cepas de EAEC isoladas de crianças, 

todas pertenciam a sorotipos diferentes (Huppertz et al., 1997). Em outro estudo no 

Reino Unido, 93 de 143 cepas de EAEC foram sorotipadas e pertenciam a 47 

sorotipos diferentes (Jenkins et al., 2006b). Assim, nota-se que o grupo das EAEC 

apresenta uma variedade de sorotipos O e H.  

Muitos trabalhos se limitam a pesquisar apenas EPEC e STEC em amostras 

de carne bovina (Bergamini et al. , 2007, Bosilevac; Koohmaraie, 2011, Timm et al. 
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2009) entretanto EAEC tem emergido como um importante patógeno associado a 

surtos alimentares (Bielaszewska et al., 2011, Harada et al., 2007, Itoh et al., 1997, 

Smith et al., 1997, Yatsuyanagi et al., 2002).  Estudos pesquisando EAEC e outros 

patotipos de E. coli, não encontraram EAEC em produtos cárneos (Koo et al., 2012, 

Rúgeles et al., 2010, Xia et al., 2010). Este trabalho é o primeiro a realizar uma 

pesquisa mais detalhada dos genes de diagnóstico para EAEC em amostras de 

carne moída bovina e traz resultados importantes para a epidemiologia. 

Concluímos que a carne moída bovina pode ser considerada um importante 

reservatório de EAEC, uma vez que perfis de virulência associados com doenças em 

humanos foram identificados. Assim, a ocorrência de EAEC é de grande 

preocupação em termos de saúde pública, principalmente devido à possibilidade de 

transmissão deste patotipo ao homem através de alimentos contaminados. Ainda, o 

padrão de adesão continua sendo o melhor teste para detectar EAEC, mostrando 

que mais estudos são necessários para definir um melhor marcador molecular para 

EAEC. 
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5 CONCLUSÃO 

 

A carne moída bovina pode ser considerada um importante reservatório de 

EAEC, uma vez que perfis de virulência associados com doenças em humanos 

foram identificados. Assim, a ocorrência de EAEC é de grande preocupação em 

termos de saúde pública, principalmente devido à possibilidade de transmissão 

deste patotipo ao homem através de alimentos contaminados. Ainda, o padrão de 

adesão continua sendo o melhor teste para detectar EAEC, mostrando que novos 

estudos são necessários a fim de encontrar um marcador molecular mais eficiente. 
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Tabela .1 - Sequência dos oligonucleotídeos pesquisados e tamanho dos 
fragmentos de DNA amplificados. 

Gene Sequência (5´3´) Tamanho 
(pb) 

Referência 

 
aatA 

 
(F) CTGGCGAAAGACTGTATCATC 
(R) AATGTATAGAAATCCGCTGTT 
 

 
630 

 
Schmidt et al. 

(1995) 

aggR (F) GCAATCAGATTAARCAGCGATACAC 
(R) ATTCTTGATTGCATAAGGATCTGG 

426 Boisen et al. 
(2012) 

aaiA (F) CCCACGACCAGATAACG       
(R) GTTTTCAGGATTGCCATTAG 

476 Dudley et al. 
(2006) 

aaiC (F) ATTGTCCTCAGGCATTTCACACG   
(R) ACACCCCTGATAAACAA 
 

215 Lima et al. 
(2013) 

shf (F) ATGAATTCCACTTTCTCCCGAGACATTC 
(R)ATGTCGACCCTTTAGCGGGAGCATTCAT 

613 Czeczulin et al. 
(1999) 

astA (F) ATGCCATCAACACAGTATATGC 
(R) GAGTGACGGCTTTGTAGT 

110 Mohamed et al. 
(2007) 

pet (F) GGCACAGAATAAAGGGGTGTTT 
(R) CCTCTTGTTTCCACGACATAC 

302 Restieri et al. 
(2007) 

pic (F) TTCAGCGGAAAGACGAA 
(R) TCTGCGCATTCATACCA 

500 Piva et al. (2003)

aap (F) GGACCCGTCCCAATGTATAACCATTC 
(R) GGTTAGAGCACGAT 

250 Boisen et al. 
(2012) 

aggA 
 

(F) TCTATCTRGGGGGGCTAACGCTA 
(R) CCTGTTCCCCATAACCAGACC 

220 Boisen et al. 
(2012) 

aafA 
 

(F) CTACTTTATTATCAAGTGGAGCCGC 
(R) TAGGAGAGGCCAGAGTGAATCCTG 

289 Boisen et al. 
(2012) 

agg3A 
 

(F) CCAGTTATTACAGGGTAACAAGGGA 
(R) ATTGGTCTGGAATAACAACTTGAACG 

370 Boisen et al. 
(2012) 

agg4A 
 

(F) TGAGTTGTGGGGCTAYCTGGACACC 
(R) ATAAGCCGCCAAATAAGC 

169 Boisen et al. 
(2012) 

arpA (F) AACGCTATTCGCCAGCTTGC 
(R) TCTCCCCATACCGTACGCTA 
 

400 Clermont et al. 
(2013) 

chuA (F) ATGGTACCGGACGAACCAAC 
(R) TGCCGCCAGTACCAAAGACA 
 

288 Clermont et al. 
(2013) 

yjaA (F) CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 
(R) AATGCGTTCCTCAACCTGTG 
 

211 Clermont et al. 
(2013) 

TspE4.
C2 

(F) CACTATTCGTAAGGTCATCC 
(R) AGTTTATCGCTGCGGGTCGC 

152 Clermont et al. 
(2013) 
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Tabela .2 - Características genotípicas e fenotípicas de EAEC isoladas de carne 
moída na cidade de Londrina. 

 a Genes pesquisados: aatA, aggR, aaiA, aaiC, shf, astA, pet, pic, aap, aggA, aafA, agg3A, 
agg4A, arpA, chuA, yjaA, TspE4.C2;  b Antibióticos pesquisados: ácido nalidíxico (30 µg),  
amicacina (30 µg),   ampicilina (10 µg), cefalotina (30 µg), cefoxitina (30 µg), ciprofloxacina (5 
µg), gentamicina (10 µg), piperacilina-tazobactam (110 µg), Ampicilina-sulbactam (20 µg) e 
sulfametoxazol-trimetoprim (25 µg); AMP, ampicilina; SXT, sulfametoxazol-trimetoprim; AA, 
adesão agregativa; ONT, antígeno O não tipável, 

Local de 

coleta 

Isola

do 
Perfil genotípicoa  Perfil de 

Resistência aos 

Ade

são 

Biofi

lme 

Filog

enia 

Sorot

ipo 

A  1  aggR, aatA, astA, aggA  AMP  AA  +  E  O93:

B  2  aggR, aatA, astA, aggA  ‐  AA  +  E  O93:
H9

K  3  aggR, aatA, aaiC, aaiA, 

astA shf aggA

‐  AA  +  A  O3:H

L  4  aggR, aatA, aaiC, aaiA, 

astA shf aggA

‐  AA  +  A  O3:H

M  5  aggR, aatA, aaiC, aaiA, 

astA shf aggA

SXT  AA  +  A  O3:H

E  6  aaiC  ‐  AA  +  E  O140

P  7  aaiA, astA  SXT  AA  +  B1  O152

N  8  aaiA, astA  AMP  AA  +  B1  O175

L  9  aaiA  AMP  AA  +  B1  ONT:

R  10  aaiA, astA  AMP  AA  +  B1  ONT:

S  11  aaiA  ‐  AA  +  A  O93:

P  12  aaiA  AMP  AA  +  B1  ONT:

A  13  aaiC  AMP  AA  +  B1  O113

P  14  aaiC, astA  ‐  AA  +  B1  O70:


