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RESUMO 

Atualmente as E. coli enteropatogênica (EPEC) são subdivididas em típicas 

(tEPEC)  e atípicas (aEPEC). A principal diferença entre os dois grupos é a 

presença do plasmídio EPEC adherence factor (pEAF) que ocorre somente nas 

amostras de tEPEC. Além de conter o operon que codifica a fímbria bundle forming 

pillus (BFP), o plasmídio EAF possui o operon plasmid encoded regulator (per), 

constituído pelos genes perA, perB e perC. Esse operon codifica proteínas que 

regulam a expressão do operon BFP e da região LEE, ou locus of enterocyte 

effacement. Embora o plasmídio EAF não esteja presente em amostras de aEPEC, 

alguns relatos da literatura descrevem amostras que apresentam o gene perA, mas 

que não hibridizam com o fragmento sonda EAF (EAF-/perA+). Com base nesses 

relatos o objetivo deste estudo foi avaliar a presença do operon perABC em 72 

amostras de aEPEC. Os genes perA, perB e perC foram detectados pela técnica de  

PCR. Apenas 7 (9,7%) amostras foram positivas para os três genes do operon, 

sendo estas analisadas quanto a outras características do plasmídio EAF. O 

fragmento sonda EAF não foi encontrado em nenhuma das amostras e em três 

delas foi detectado o gene bfpA. Para verificar a integridade do operon foi realizado 

o teste de restriction fragment lengh profile – PCR com a enzima SspI, com o qual 

foi possível detectar a existência de três padrões de restrição diferentes, sendo um 

deles inédito na literatura. A amostra que apresentou este novo padrão de restrição 

para perA (BA4095) teve seu amplicon sequenciado e com isso foi possível 

confirmar a presença de códons de parada de transcrição, que inativam o operon. 

Esses dados indicam que algumas aEPEC podem albergar o operon perABC não 

funcional sem expressar a fímbria BFP e sem carrear o fragmento sonda EAF, 

sugerindo que o pEAF não está integro. Portanto, verificar a expressão de BFP é 

mais importante do que a detecção de marcadores genéticos do pEAF (perA, bfp ou 

EAF) na classificação de EPEC em típica ou atípica. 

 

 

Palavras-chave: Escherichia coli, aEPEC, plasmídio EAF,  operon perABC 
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1. Introdução 

 

A diarreia é um dos maiores problemas mundiais de saúde pública, e causa 

anualmente a morte de milhões de crianças até cinco anos, principalmente em 

países em desenvolvimento. Este resultado se dá principalmente pelo fato destes 

países (concentrados principalmente no continente Africano e sudeste da Ásia) 

possuírem uma ampla população de crianças abaixo de cinco anos e, também, por 

conta das condições epidemiológicas e socioeconômicas ali encontradas. (BLACK 

et al., 2010). 

Repetidas crises diarreicas em crianças contribuem significantemente para 

deficiências de crescimento e comprometem parte do condicionamento físico, 

cognição e escolaridade. Estima-se que diarreias recorrentes nos primeiros dois 

anos de idade podem contribuir com a perda de 10 pontos no quociente de 

inteligência (Q.I.) e um ano de escolaridade até os nove anos de idade (PETRI et 

al., 2008). 

A espécie Escherichia coli é o agente infeccioso bacteriano mais frequente 

nas formas endêmicas de diarreia infantil no mundo inteiro (WHO, 2002), e 

normalmente coloniza o trato gastrointestinal de crianças poucas horas após o 

nascimento, coexistindo em mútuo benefício e raramente causando doenças por 

décadas, exceto em imunocomprometidos ou quando a barreira gastrointestinal 

normal é rompida (revisado em KAPER, NATARO e MOBLEY, 2004). 

 Existe uma grande diversidade patogênica de E. coli, compreendendo pelo 

menos seis categorias de amostras que causam infecção intestinal por diferentes 

mecanismos e outras especificamente associadas a infecções urinárias, meningites 

e outras infecções extraintestinais. As combinações de fatores de virulência de 

maior sucesso persistem e se tornam “patótipos específicos”, sendo estes patótipos 

identificados e classificados de acordo com suas características de virulência, 

interações com células epiteliais in vitro e manifestações clínicas. Os patótipos 

descritos para infecções intestinais são: E. coli enteropatogênica (EPEC), E. coli 

produtora da toxina de Shiga (STEC), E. coli enterotoxigênica (ETEC), E. coli 

enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) e E. coli que adere 

difusamente a células epiteliais (DAEC) (revisado em KAPER, NATARO e MOBLEY 

2004). 



2 

 

 Escherichia coli enteropatogênica (EPEC) é um importante agente etiológico 

de diarreia infantil em muitos países por conta de sua alta prevalência na 

comunidade e em ambientes hospitalares (revisado em OCHOA e CONTRERAS, 

2011). 

 O termo EPEC foi criado para diferenciar os sorogrupos de E. coli associados 

a diarreia, os distinguindo dos sorogrupos comensais ou sorogrupos bacterianos 

encontrados em pacientes com infecções extra-intestinais (NETER et al., 1955). 

Por conta de sua grande heterogeneidade genética essa categoria de 

Escherichia coli foi subdividida em EPEC típica (tEPEC) e EPEC atípica (aEPEC). 

Ambas as categorias são desprovidas dos genes que codificam a toxina de Shiga 

(Stx) e são capazes de produzir a lesão attaching-effacing (lesão A/E). Tal lesão é 

codificada na ilha de patogenicidade LEE e causa o apagamento das 

microvilosidades intestinais, forte adesão entre célula e bactéria e a formação de um 

“pedestal” sob a bactéria por conta do acúmulo de actina da célula eucariótica.  

Lesões do tipo A/E podem ser examinadas in vitro pelo ensaio fluorescent 

actin staining (FAS) (HERNANDES et al., 2009). Como dito anteriormente, os genes 

necessários para o estabelecimento da lesão A/E estão localizados na ilha de 

patogenicidade denominada LEE. Esta ilha de 35 kb codifica componentes 

estruturais do sistema de secreção do tipo lll (SSTlll), reguladores, translocadores, 

chaperonas e moléculas efetoras que alteram o processo celular do enterócito. LEE 

codifica uma proteína trans-membrana de 94 kDa denominada intimina, que medeia 

a intima adesão da EPEC ao enterócito. Além disso, intimina também estimula 

resposta imune do hospedeiro e a hiperplasia intestinal (KAPER, NATARO e 

MOBLEY, 2004; HERNANDES et al., 2009).  

A principal diferença entre os dois grupos (típica e atípica) está na presença 

do plasmídio EAF (pEAF-EPEC Adherence Factor), presente somente nas amostras 

de EPEC típicas (KAPER, 1996), conforme esquematizado a seguir.  
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Figura 1- Representação esquemática das diferenças entre EPEC típica e atípica. 

As amostras de tEPEC possuem o plasmídio EAF enquanto as aEPEC não 

apresentam este plasmídio. 

 

 As amostras de tEPEC caracterizam-se pelo padrão de adesão localizada 

(AL) na superfície de células HeLa e HEp-2, apresentando-se como microcolônias 

compactas aderidas às células após três horas de contato. As amostras de aEPEC 

apresentam um padrão de aderência semelhante a tEPEC, porém com 

microcolônias mais frouxas, denominado adesão localizada like (AL-like ou LAL), o 

qual pode ser observado após seis horas de contato com a célula epitelial 
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(SCALETSKY et al. 1984; SCALETSKY et al., 1999; NATARO et al., 1987). 

Entretanto, algumas amostras de E. coli, caracterizadas como aEPEC, podem 

expressar padrões de adesão distintos do LAL, como o padrão difuso (DA) ou 

agregativo (AA) e até mesmo o padrão localizado (LA) com 6 horas de contato entre 

a célula e a bactéria (HERNANDES et al., 2009; ABE et al., 2009). 

Em 1987, a Organização Mundial da Saúde reconheceu 12 sorogrupos 

conhecidos como sorogrupos clássicos de EPEC, que são usados em diagnóstico: 

O26, O55, O86, O111, O114, O119, O125, O126, O127, O128, O142 e O158 (WHO, 

1987). Entretanto, estudos epidemiológicos mais recentes mostram que grande 

parte das amostras de aEPEC estão inseridas em sorogrupos não-clássicos ou são 

classificadas como O não tipáveis, o que define as aEPEC como um grupo 

altamente diverso. Ensaios genéticos que incluem PCR e multiplex PCR para 

detectar bfpA (que codifica a maior subunidade de pilina da fímbria BFP), eae 

(adesina intimina), fragmento sonda EAF e o gene perA  também são usados no 

diagnóstico, identificação e classificação dessas amostras  (HERNANDES et al., 

2009). 

O plasmídio EAF é encontrado somente em tEPEC e pode apresentar de 50 

a 80 MDa (GOMÉZ-DUARTE e KAPER, 1995). Conforme ilustrado na figura 2, este 

plasmídio apresenta uma região críptica nomeada sonda EAF, usada para 

diagnóstico de tEPEC (KAPER et al., 2004; NATARO e KAPER 1998), e dois 

importantes operons, o regulador codificado pelo plasmídio (plasmid encoded 

regulator-PER) e o bundle forming pilus (BFP), que codifica a fímbria BFP 

(BRINKLEY et al., 2006). Operon é um conjunto de genes estruturais em uma 

bactéria juntamente com um promotor comum e outras sequencias (tais como um 

operador) que controlam a transcrição de genes estruturais (PIERCE, 2004). O 

operon perABC possui o conteúdo G+C menor do que a maioria das outras partes 

do plasmídio EAF, e nas amostras controle E2348/69 e B171-8 é flanqueado por 

sequências de inserção, o que pode sugerir mobilidade nesses genes (GOMÉZ-

DUARTE e KAPER, 1995; TOBE et al., 1999). 
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Figura 2- Representação esquemática do plasmídio pMAR7 (pEAF); nela 

podemos observar o operon perABC, entre as sequências de inserção, indicado 

por uma flecha. Adaptado de BRINKLEY et al. (2006). 

 

 O operon per consiste de três genes: perA, perB e perC. O gene perA codifica 

uma proteína (PerA) que pertence a família AraC de ativadores transcricionais e é 

responsável por ativar BFP e o operon per (TOBE et al., 1996; MARTINEZ-LAGUNA 

et al., 1999). Os ativadores transcricionais da família Ara-C regulam diversos 

sistemas genéticos, incluindo catabolismo do açucar, resposta ao estresse e 

virulência (MARTIN e ROSNER, 2001). Já foi demonstrado que Per ativa genes 

dentro e fora de LEE por via de LEE-encoded regulator (ler), o operon bfp e um 

gene cromossomal envolvido na formação de microcolônias, denominado trcA. 

(MELLIES et al., 1999; TOBE et al., 1996; TOBE et al., 1999). O gene perB codifica 

uma  proteína que aumenta a atividade de PerA por um mecanismo ainda 

desconhecido (TOBE et al., 1996; GÓMEZ-DUARTE e KAPER, 1995).  O gene 

perC, além de aumentar a atividade de perA, pode induzir independentemente a 

expressão de ler e, consequentemente, dos genes de LEE em EPEC (PUENTE et 
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al., 2011). A figura 3 apresenta um esquema da ativação de LEE e bfp via Per.  

 

 

 

Figura 3- Representação esquemática da ativação dos genes de LEE e bfp 

via proteínas Per. Retirado de Mellies et al. (1999). 

 

Mellies et al. (1999) afirmaram que Per ativa a expressão de 4 operons 

policistrônicos de LEE em EPEC, confirmando que Per é um regulador global. Neste 

mesmo estudo foi mostrado que PerA interage diretamente com os promotores de 

bfp e eae. 

O peso molecular predito para os polipeptídios codificados na região per são 

de 24 kDa para PerA, 14,8 kDa para PerB e 10,5 kDa para PerC, sendo que perA 

possui 825 pb, perB 390 pb e perC 270 pb. Os produtos gerados a partir de perABC 

regulam positivamente a expressão de eae, e aumentam a aderência a células HEp-

2 em teste de adesão in vitro (GÓMES-DUARTE e KAPER, 1995). 

Okeke et al. (2001) demonstraram que genes de per em amostras de EPEC 

típicas possuem pouca variação em sua seqüência genética em comparação com a 

sequência genética da amostra controle E2348/69, encontrando de 94 a 99% de 

identidade entre as amostras. As amostras estudadas demonstraram mutações de 

mudança de fase de leitura somente na sequência do gene perA, as quais podem 

ser detectadas por PCR-RFLP utilizando a enzima Ssp-I. Estas variações geram um 

códon de parada de leitura, e por conta disso os demais genes do operon, perB e 

perC, também não são traduzidos. 

 Alguns estudos anteriores relataram a presença do gene perA em amostras 

de EPEC atípicas (VIEIRA et al., 2001; DULGUER et al., 2003; GOMES et al., 2004; 
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CONTRERAS et al., 2010), mas nenhum demonstrou a funcionalidade do operon 

perABC nestas amostras.  

 Vieira et al. (2001) conduziram um estudo no qual uma coleção de 59 

amostras de aEPEC foram caracterizadas fenotípica e genotipicamente. Estas 

amostras foram isoladas durante um estudo epidemiológico sobre a diarreia aguda 

em crianças. Destas amostras, três (5,1%) foram positivas para o gene perA em 

ensaios de hibridização por colony blot. 

 Em outro estudo conduzido por Dulger et al. (2003) foram analisadas 65 

amostras de aEPEC, também isoladas de crianças com diarreia, das quais 33 (51%) 

foram reativas com a sonda perA. 

Em outros relatos o gene perA foi detectado em frequências entre 7 e 18% 

(GOMES et al., 2004; CONTRERAS et al., 2010). Entretanto, conforme mencionado 

anteriormente, em nenhum desses trabalhos houve a pesquisa de todos os genes 

do operon per, nem de sua funcionalidade. 

Por conta desses resultados surgiu a necessidade de analisar a presença do 

operon perABC e a integridade de perA em amostras de aEPEC. 
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2. Objetivo 

Determinar a presença do operon perABC e a integridade do gene perA em 

72 amostras de Escherichia coli enteropatogênicas atípicas.  
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  33..  MMaatteerriiaaiiss  ee  mmééttooddooss  

  

33..11  AAmmoossttrraass  

  AAss  7722  aammoossttrraass  ddee  aaEEPPEECC  sseelleecciioonnaaddaass  ppaarraa  eessttee  eessttuuddoo  ffaazzeemm  ppaarrttee  ddaa  

ccoolleeççããoo  ddee  aammoossttrraass  ddoo  LLaabboorraattóórriioo  ddee  BBaacctteerriioollooggiiaa  ddoo  IInnssttiittuuttoo  BBuuttaannttaann  ee  ffoorraamm  

pprreevviiaammeennttee  iissoollaaddaass  ddee  uumm  eessttuuddoo  eeppiiddeemmiioollóóggiiccoo  ssoobbrree  aa  eettiioollooggiiaa  ddaa  ddiiaarrrreeiiaa  

aagguuddaa,,  rreeaalliizzaaddoo  nnaa  cciiddaaddee  ddee  SSaallvvaaddoorr--BBAA  ((BBUUEERRIISS  eett  aall..,,  22000077))..  EEssssaass  aammoossttrraass  

ffoorraamm  pprreevviiaammeennttee  ccllaassssiiffiiccaaddaass  ddee  aaccoorrddoo  ccoomm  aa  aaddeessããoo  aa  ccéélluullaass  eeppiitteelliiaaiiss  HHEEpp--22  

ee  eexxpprreessssããoo  ddee  ffíímmbbrriiaa  BBFFPP  ((AAbbee  eett  aall,,  22000099))..  

  AA  aammoossttrraa  pprroottóóttiippoo  ddee  ttEEPPEECC  EE22334488//6699  ((LLEEVVIINNEE  eett  aall..,,  11997788))  ffooii  uuttiilliizzaaddaa  

ccoommoo  ccoonnttrroollee  ppoossiittiivvoo  ppaarraa  ooss  eexxppeerriimmeennttooss  ddee  rreeaaççããoo  ddee  PPCCRR  ppaarraa  ooss  ggeenneess  

ppeerrAABBCC,,  eexxttrraaççããoo  ppllaassmmiiddiiaall  ee  RRFFLLPP--PPCCRR..    

  AA  aammoossttrraa  pprroottóóttiippoo  DDHH55α (SAMBROOK et al. 1989) foi utilizada como 

controle negativo para os experimentos de reação de PCR para os genes perABC.  

OOss  iissoollaaddooss  uuttiilliizzaaddooss  nneessttee  eessttuuddoo  eessttããoo  pprreesseerrvvaaddooss  aa  --  8800°°CC  eemm  ccaallddoo  

LLuurriiaa--BBeerrttaannii  ((LLBB))  aaccrreesscciiddoo  ddee  1155%%  ddee  gglliicceerrooll  ((vv//vv))..  

  

33..22  MMeeiiooss  ddee  ccuullttuurraa    

  OOss  mmeeiiooss  ddee  ccuullttuurraa  ee  ssoolluuççõõeess  uuttiilliizzaaddooss  ppaarraa  ccuullttiivvoo  ddaass  aammoossttrraass  ffoorraamm  

pprreeppaarraaddooss  ddee  aaccoorrddoo  ccoomm  SSaammbbrrooookk  eett  aall..  ((11998899))..  

  

33..33  RReeaaççããoo  eemm  ccaaddeeiiaa  ddaa  ppoolliimmeerraassee  ((PPCCRR))  

33..33..11  PPCCRR  

  PPaarraa  ccaaddaa  PPCCRR  ffoorraamm  uuttiilliizzaaddooss  4400  ppmmooll  ddee  ccaaddaa  uumm  ddooss  iinniicciiaaddoorreess  ((ffoowwaarrdd  

ee  rreevveerrssee)),,  ooss  qquuaaiiss  eessttããoo  ddeessccrriittooss  nnaa  ttaabbeellaa  11,,  11  UU  ddee  TTaaqq  DDNNAA--PPoolliimmeerraassee  

((IInnvviittrrooggeenn  CCoorrppoorraattiioonn,,  EEUUAA)),,  11,,55  μμMM  ddee  MMggCCll22,,  220000  μμMM ddee  mmiissttuurraa  ddee  ddNNTTPPss  ((220000  

μμMM  ddee  ddAATTPP,,  ddCCTTPP,,  ddGGTTPP  ee  ddTTTTPP))  ((IInnvviittrrooggeenn  CCoorrppoorraattiioonn,,  EEUUAA)),,  55  μμll  ddoo  ttaammppããoo  ddee  

rreeaaççããoo  ddee  PPCCRR  1100xx  ccoonncceennttrraaddoo  ((IInnvviittrrooggeenn  CCoorrppoorraattiioonn,,  EEUUAA))  ee  11μμll  ddoo  lliissaaddoo  

bbaacctteerriiaannoo..  

CCoommoo  DDNNAA  mmoollddee  ppaarraa  aass  rreeaaççõõeess  ddee  PPCCRR  ffooii  uuttiilliizzaaddoo  11  μμll  ddee  lliissaaddoo  

bbaacctteerriiaannoo  oouu  33  μμll  ddee  DDNNAA  ggeennôômmiiccoo..    

OO  lliissaaddoo  bbaacctteerriiaannoo  ffooii  oobbttiiddoo  aa  ppaarrttiirr  ddee  ccoollôônniiaass  iissoollaaddaass  ddee  ppllaaccaass  ddee  áággaarr  

LLBB,,  aass  qquuaaiiss  ffoorraamm  ttrraannssffeerriiddaass  ppaarraa  ttuubbooss  ddee  ppoolliipprrooppiilleennoo  eessttéérreeiiss  ccoonntteennddoo  550000 μμll  
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ddee  áágguuaa  MMiilllliiQQ  eessttéérriill,,  sseennddoo  eesstteess  rreessssuussppeennddiiddooss  ee  ssuubbmmeettiiddooss  àà  ffeerrvvuurraa  ppoorr  1100  

mmiinn  ee  cchhooqquuee  ttéérrmmiiccoo  eemm  ggeelloo  ppoorr  55  mmiinn..  AAppóóss  eessttee  pprroocceeddiimmeennttoo  ooss  lliissaaddooss  

bbaacctteerriiaannooss  ffoorraamm  pprreesseerrvvaaddooss  aa  --2200°°CC..  

OO  DDNNAA  ggeennôômmiiccoo  ffooii  oobbttiiddoo  ccoomm  aauuxxíílliioo  ddoo  kkiitt  ccoommeerrcciiaall  iilllluussttrraa
ttmm  

bbaacctteerriiaa  

ggeennoommiiccPPrreepp  MMiinnii  SSppiinn  KKiitt  ((GGEE  HHeeaalltthhccaarree®®,,  UUSSAA)),,  sseegguunnddoo  rreeccoommeennddaaççõõeess  ddoo  

ffaabbrriiccaannttee,,  ee  aappóóss  aa  eexxttrraaççããoo  oo  DDNNAA  ffooii  pprreesseerrvvaaddoo  aa  --2200°°CC..  

OOss  cciiccllooss  ddee  aammpplliiffiiccaaççããoo  ee  oo  ttaammaannhhoo  ddooss  ffrraaggmmeennttooss  aammpplliiffiiccaaddooss  

((aammpplliiccoonnss))  eessttããoo  ddeessccrriittooss  nnaa  ttaabbeellaa  11..  

  

TTaabbeellaa  11--  IInniicciiaaddoorreess  ddee  ppeerrAABBCC  

Iniciadores Sequência Ciclo de 

amplificação 

Amplicon 

(pb) 

Referência 

perA (F)AACAAGAGGAGAATTTAGCG 

(R)CTTGTGTAATAGAATAATCGC 

30x: 1’ 94°C; 1’ 

56°C; 1’ 72°C 

770 Rocha et al., 

2011 

perB (F)ATGGATGTATGAATGTATTG 

(R)CTATGGTGCTCTTTTTGATT 

30x: 1’ 94°C; 1’ 

55°C; 1’ 72°C 

350 Este estudo 

perC (F)ATGGAAATAAGAGATAAAAAG 

(R)TTAATTTTCCTTGTAGTTTCT 

30x: 1’ 94°C; 1’ 

55°C; 1’ 72°C 

270 Este estudo 

  

  

  PPaarraa  oo  sseeqquueenncciiaammeennttoo  ddoo  ggeennee  ppeerrAA  ddaa  aammoossttrraa  BBAA44009955  aa  PPCCRR  ffooii  

rreeaalliizzaaddaa  ccoomm  aa  eennzziimmaa  TTaaqq  ppoolliimmeerraassee  hhiigghh  ffiiddeelliittyy..    

PPaarraa  ccaaddaa  rreeaaççããoo  ddee  PPCCRR  HHiigghh  FFiiddeelliittyy  ffooii  uuttiilliizzaaddoo  4400  ppmmooll  ddee  ccaaddaa  uumm  ddooss  

iinniicciiaaddoorreess  ppeerrAA  ((FF))  ee  ((RR))  ((TTaabbeellaa  11)),,  11  UU  ddee  PPllaattiinnuumm®®  TTaaqq  DDNNAA--PPoollyymmeerraassee  

((IInnvviittrrooggeenn  CCoorrppoorraattiioonn,,  EEUUAA)),,  00,,7755  μμMM  ddee  MMggSSOO44,,  220000  μμMM ddee  mmiissttuurraa  ddee  ddNNTTPPss  

((220000  μμMM  ddee  ddAATTPP,,  ddCCTTPP,,  ddGGTTPP  ee  ddTTTTPP))  ((IInnvviittrrooggeenn  CCoorrppoorraattiioonn,,  EEUUAA)),,  55μμll  ttaammppããoo  

ddee  rreeaaççããoo  ddee  PPCCRR  HHiigghh  FFiiddeelliittyy  1100xx  ccoonncceennttrraaddoo  ((IInnvviittrrooggeenn  CCoorrppoorraattiioonn,,  EEUUAA))  ee  11μμll  

ddoo  lliissaaddoo  bbaacctteerriiaannoo  ccoommoo  DDNNAA  mmoollddee..  OO  cciicclloo  ddee  aammpplliiffiiccaaççããoo  ffooii  oo  sseegguuiinnttee::  35x: 1’ 
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94°C; 1’ 56°C; 1’ 72°C. 

  

33..33..22  AAnnáálliissee  ddaa  PPCCRR    

AAppóóss  ooss  cciiccllooss  ddee  aammpplliiffiiccaaççããoo,,  55  μμll  ddaass  rreeaaççõõeess  aaddiicciioonnaaddaass  ddee  22  μμll  ddee  

ttaammppããoo  ddee  aammoossttrraa  ppaarraa  DDNNAA  66XX  ((aazzuull  ddee  bbrroommooffeennooll  00,,2255%%,,  xxiilleennoo  cciiaannooll  00,,2255%%,,  

gglliicceerrooll  3300%%))  ffoorraamm  aannaalliissaaddaass  eemm  ggeell  ddee  aaggaarroossee  ddee  00,,88  aa  11%%  ccoorraaddooss  ccoomm  

GGeellrreedd®®..  

OOss  ggééiiss  ffoorraamm  pprreeppaarraaddooss  ppoorr  ffuussããoo  ddaa  aaggaarroossee  ((IInnvviittrrooggeenn,,  EEUUAA))  eemm  ttaammppããoo  

TTAAEE  11XX  ((ttrriiss--aacceettaattoo  4400  mmMM;;  áácciiddoo  eettiilleennooddiiaammiinnootteettrraaccééttiiccoo  22  mmMM))  nnaa  ccoonncceennttrraaççããoo  

ffiinnaall  ddee  11%%  aaccrreesscciiddoo  ddee  22,,55  μμll  ddoo  ccoorraannttee  GGeellrreedd®®  ((MMoolleeccuullaarr  PPrroobbeess  IInncc..,,  EEUUAA))..  

CCoommoo  mmaarrccaaddoorr  ddee  ppeessoo  mmoolleeccuullaarr  ffoorraamm  uuttiilliizzaaddooss  ooss  mmaarrccaaddoorreess  11KKbb  DDNNAA  llaaddddeerr  

oouu  110000  bbpp  DDNNAA  llaaddddeerr  ((IInnvviittrrooggeenn,,  EEUUAA))..  AAss  ccoorrrriiddaass  eelleettrrooffoorrééttiiccaass  ffoorraamm  rreeaalliizzaaddaass  

ssoobb  ccoorrrreennttee  ccoonnssttaannttee  ddee  8800  VV  eemm  ttaammppããoo  TTAAEE  11XX  ee  eemm  sseegguuiiddaa  ffoorraamm  oobbsseerrvvaaddaass  

eemm  ttrraannssiilluummiinnaaddoorr  ddee  lluuzz  uullttrraavviioolleettaa..  AAss  iimmaaggeennss  ffoorraamm  rreeggiissttrraaddaass  ee  ssaallvvaass  

aattrraavvééss  ddoo  ssiisstteemmaa  ddee  ccaappttaaççããoo  ddee  iimmaaggeemm  AAllpphhaaIImmaaggeerr  22220000  ((AAllpphhaa  IInnnnootteecchh,,  

EEUUAA))..  

  

33..44  PPuurriiffiiccaaççããoo  ddee  DDNNAA  

  AA  ppuurriiffiiccaaççããoo  ddee  DDNNAA  ppaarraa  sseeqquueenncciiaammeennttoo  ffooii  rreeaalliizzaaddaa  ccoomm  aauuxxíílliioo  ddoo  

iilllluussttrraa™™  GGFFXX™™  PPCCRR  DDNNAA  aanndd  GGeell  BBaanndd  PPuurriiffiiccaattiioonn  KKiitt  ((GGEE  HHeeaalltthhccaarree®®,,  EEUUAA)),,  ddee  

aaccoorrddoo  ccoomm  aass  rreeccoommeennddaaççõõeess  ddoo  ffaabbrriiccaannttee..  AAppóóss  ppuurriiffiiccaaççããoo  oo  DDNNAA  ffooii  mmaannttiiddoo  aa  

--2200°°CC..  

  

33..55  SSeeqquueenncciiaammeennttoo  

  OO  sseeqquueenncciiaammeennttoo  ddoo  ggeennee  ppeerrAA  ddaa  aammoossttrraa  BBAA44009955  ffooii  rreeaalliizzaaddoo  aa  ppaarrttiirr  ddoo  

DDNNAA  oobbttiiddoo  ddaa  rreeaaççããoo  ddee  PPCCRR  ppaarraa  eessttee  ggeennee..  AAppóóss  aannáálliissee  eemm  ggeell  ddee  aaggaarroossee  oo  

pprroodduuttoo  aammpplliiffiiccaaddoo  ffooii  ppuurriiffiiccaaddoo  uuttiilliizzaannddoo  oo  iilluussttrraa™™  GGFFXX™™PPCCRR  DDNNAA  aanndd  GGeell  

BBaanndd  PPuurriiffiiccaattiioonn  KKiitt  ((GGEE  HHeeaalltthhccaarree®®,,  EEUUAA))  ee  ssuuaa  ccoonncceennttrraaççããoo  ffooii  ddeetteerrmmiinnaaddaa  

ppoorr  mmeeiioo  ddee  ccoorrrriiddaa  eelleettrrooffoorrééttiiccaa  ccoommppaarraannddoo--ssee  aa  bbaannddaa  oobbttiiddaa  ccoomm  oo  ppaaddrrããoo  

ccoommeerrcciiaall  LLooww  DDNNAA  MMaassss  LLaaddddeerr  ((IInnvviittrrooggeenn,,  EEUUAA))..  AAppóóss  qquuaannttiiffiiccaaççããoo  oo  DDNNAA  ffooii  

ssuubbmmeettiiddoo  aaoo  sseeqquuêênncciiaammeennttoo  nnoo  CCeennttrroo  ddee  EEssttuuddooss  ddoo  GGeennoommaa  HHuummaannoo  ddoo  

IInnssttiittuuttoo  ddee  BBiioocciiêênncciiaass  ddaa  uunniivveerrssiiddaaddee  ddee  SSããoo  PPaauulloo  ––  UUSSPP..    

  AAss  sseeqquuêênncciiaass  ffoorraamm  oobbttiiddaass  uuttiilliizzaannddoo  oo  sseeqquueenncciiaaddoorr  aauuttoommááttiiccoo  
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MMeeggaaBBAACCEE  11000000  ((AAmmeerrsshhaamm  PPhhaarrmmaacciiaa  BBiiootteecchh,,  EEUUAA))  ee  aass  rreeaaççõõeess  ddee  

sseeqquueenncciiaammeennttoo  ffoorraamm  rreeaalliizzaaddaass  ddee  aaccoorrddoo  ccoomm  oo  pprroottooccoolloo  ddoo  ffaabbrriiccaannttee..  

  PPaarraa  aannáálliissee  ee  aalliinnhhaammeennttoo  ddoo  ggeennee  sseeqquueenncciiaaddoo  ffooii  uuttiilliizzaaddoo  oo  pprrooggrraammaa  

SSeeqqMMaann™™  44..0055  ((EExxppeerrtt  AAnnaallyyssiiss  SSooffttwwaarree  ––  DDNNAASSttaarr,,  IInncc  ppaarraa  PPCC,,  MMaaddiissoonn,,  WWII,,  

EEUUAA))..  AAss  sseeqquuêênncciiaass  oobbttiiddaass  ffoorraamm  ccoommppaarraaddaass  ccoomm  aa  sseeqquuêênncciiaa  ddaa  aammoossttrraa  

ccoonnttrroollee  EE22334488//6699  lliissttaaddaa  nnoo  EEMMBBLL//GGeennBBaannkk  ((http://www.ebi.ac.uk/embl/)  

  

33..66  EExxttrraaççããoo  ddee  ppllaassmmííddeeooss  ee  aannáálliissee  ddoo  ppeerrffiill  ppllaassmmiiddiiaall  

PPaarraa  eexxttrraaççããoo  ddee  ppllaassmmííddeeooss  ffooii  uuttiilliizzaaddaa  aa  mmeettooddoollooggiiaa  ddeessccrriittaa  ppoorr  SSaannttooss  

((22000099))..  NNeessttaa  mmeettooddoollooggiiaa  oo  DDNNAA  ppllaassmmiiddiiaall  ddaass  aammoossttrraass  éé  oobbttiiddoo  eemm  ppeeqquueennaa  

eessccaallaa  uuttiilliizzaannddoo  oo  kkiitt  PPrroommeeggaa  ––  WWiizzaarrdd®®  PPlluuss  SSVV  MMiinniipprreeppss  DDNNAA  PPuurriiffiiccaattiioonn  

SSyysstteemm  ((PPrroommeeggaa  CCoorrppoorraattiioonn  ––  EEUUAA)),,  ccoomm  aallgguummaass  mmooddiiffiiccaaççõõeess..  

NNeessttee  pprroottooccoolloo  55  mmLL  ddee  mmeeiioo  LLBB  ffoorraamm  iinnooccuullaaddooss  ccoomm  5500  μll  ddee  ccuullttuurraa  

bbaacctteerriiaannaa  rreecceennttee  ee  iinnccuubbaaddoo  aa  3377°°CC  ppoorr  1122  hh  sseemm  aaggiittaaççããoo..  AAppóóss  aa  iinnccuubbaaççããoo  ddaa  

aammoossttrraa  ttooddoo  oo  vvoolluummee  ddaa  ccuullttuurraa  ffooii  pprroocceessssaaddoo  eemm  ttrrêêss  eettaappaass  ssuucceessssiivvaass..  NNaa  

pprriimmeeiirraa,,  oo  vvoolluummee  ddaa  ccuullttuurraa  ffooii  ttrraannssffeerriiddoo  ppaarraa  uumm  ttuubboo  ddee  22  mmLL  ee  ssuubbmmeettiiddoo  aa  

cceennttrriiffuuggaaççããoo  dduurraannttee  55  mmiinn  aa  1144..000000  rrppmm..  OOss  ssoobbrreennaaddaanntteess  ffoorraamm  ddeessccaarrttaaddooss  ee  oo  

sseeddiimmeennttoo  bbaacctteerriiaannoo  ffooii  uuttiilliizzaaddoo  ppaarraa  aa  eexxttrraaççããoo  ppllaassmmiiddiiaall..  

AAppóóss  aa  aaddiiççããoo  ddaa  ssoolluuççããoo  nneeuuttrraalliizzaannttee  ccoonnttiiddaa  nnoo  kkiitt,,  oo  ttuubboo  ccoonntteennddoo  aa  

ssuussppeennççããoo  ccoollooiiddaall  ddee  DDNNAA  ccrroommoossssoommiiccoo,,  ddeebbrriiss  cceelluullaarreess  ee  DDNNAA  ppllaassmmiiddiiaall  ffooii  

iinnccuubbaaddoo  eemm  ggeelloo  dduurraannttee  1188  hh  ee  eemm  sseegguuiiddaa  cceennttrriiffuuggaaddoo  aa  1144..000000  rrppmm  ppoorr  3300  mmiinn..  

OO  ssoobbrreennaaddaannttee  ((~~880000  μl) foi transferido para um tubo de 1,5 mL, ao qual foi 

adicionado 0,7 volumes de álcool isopropílico e a mistura foi homogeneizada por 

inversão durante 30 seg. Nesta etapa os tubos foram mantidos a -20°C durante 30 

min e centrifugados a 14.000 rpm por 20 min à 4°C. O sobrenadante foi descartado, 

adicionou-se 1ml de álcool etílico a 70% e efetuou-se uma nova centrifugação a 

14.000 rpm, a 4°C, por 15 min. O sobrenadante foi descartado e os tubos contendo 

o DNA plasmidial foram mantidos em capela de fluxo laminar durante cerca de 20 

min para a evaporação de resíduo de álcool. Após a evaporação o DNA plasmidial 

foi homogeneizado, sem agitação, em 50 μl de água MilliQ e foi mantido a -20°C até 

o momento do uso. 

Para análise do perfil plasmidial, as amostras obtidas foram acrescidas de 5 

μl de tampão de corrida e então foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 
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conforme descrição no item 3.3.2. 

 

3.7 Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)-PCR 

 O ensaio de RFLP-PCR com a enzima SspI foi realizado de acordo com a 

metodologia descrita por Okeke et al. (2001). A região compreendendo o gene perA 

foi amplificada por PRC com iniciadores descritos na Tabela 1. O produto resultante 

da reação foi digerido a 37°C por 90 min pela enzima SspI (Promega). Os 

fragmentos foram distinguidos através de eletroforese em gel de agarose a 2% 

conforme descrito no item 3.3.2, utilizando como marcadores 1Kb DNA ladder e 100 

bp DNA ladder (Invitrogen, EUA). 
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 4. Resultados  

4.1. Detecção dos genes do operon perABC 

 As 72 amostras deste estudo foram pesquisadas por PCR quanto à presença 

dos genes perABC. Inicialmente os iniciadores foram testados e sua funcionalidade 

foi confirmada à partir da reação com a amostra controle de tEPEC E2348/69. 

Conforme mostrado na figura 4 houve a amplificação dos produtos esperados nas 

PCRs para perA (770pb), perB (350pb) e perC (270pb). 

 

 

 

 

Figura 4- Eletroforese em gel de agarose a 0,8% corado com Gelred® confirmando 

a funcionalidade dos iniciadores para os genes de perABC utilizando as amostras 

controle E2348/69 (positivo) e DH5α (negativo). 

Canaletas: (1) Amplicon perA; (2) Amplicon perB; (3) Amplicon perC; (4) Controle 

negativo perA; (5) Controle negativo perB; (6) Controle negativo perC; (7) 100 pb 

ladder. 

 

   1       2      3       4       5        6      7 
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Em seguida as 72 amostras de aEPEC foram avaliadas quanto à presença 

desses genes. Sete amostras (9.7%) apresentaram os genes perA, perB e perC, 5 

amostras (6.9%) apresentaram os genes perB e perC e 2 amostras apresentaram 

somente o gene perB (2,8%), totalizando 14 amostras (19.4%) positivas para 

quaisquer genes do operon. Esses resultados estão apresentados na tabela 2. 

 

Tabela 2- Prevalência dos genes perA, perB e perC em 72 amostras de 

aEPEC. 

 

Genes 
Amostras Positivas 

(%) 

perABC 7 (9,7%) 

perBC 5 (6,9%) 

perB 2 (2,8%) 

TOTAL 14 (19,4%) 

 

4.2. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) PCR 

Para as amostras que apresentaram o gene perA foi realizado o teste 

proposto por Okeke et al. (2001), onde o gene perA é digerido pela enzima SspI em 

regiões específicas. Nenhuma das 7 amostras apresentou o padrão de restrição da 

amostra controle E2348/69, como apresentado na figura 5. No trabalho apresentado 

por Okeke et al. (2001) foram descritos três perfis de restrição. O primeiro perfil 

descrito apresenta dois fragmentos, um de 340 e outro de 282 pb, o qual sugere o 

gene perA íntegro e funcional, como apresentado pela amostra E2348/69. Os perfis 

de restrição que sugerem mutação em perA geraram dois perfis distintos, um com 
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um único fragmento de 774 pb e outro com dois fragmentos, sendo um de 371 pb e 

outro com 335pb.  

Como mostrado na figura 5, as amostras pesquisadas no presente estudo 

apresentaram perfis polimórficos indicando sequências de perA não funcionais. Das 

sete amostras utilizadas neste teste, seis apresentaram os perfis de restrição de 

genes não funcionais descritos por Okeke et al. (2001) em amostras de tEPEC. 

Interessantemente uma amostra (BA4095) apresentou um novo e desconhecido 

padrão de restrição contendo dois fragmentos, um de 448 pb e outro de 326 pb. 

 

 

Figura 5. Gel de agarose da PCR-RFLP utilizando a enzima SspI corado com 

Gelred®. (A) Canaletas: (1) 100 pb ladder (Invitrogen, USA). (2) E2348/69, (3) 

BA558, (4) BA1444, (5) BA2034, (6) BA2482, (7) BA4095, (8) BA4192. (B) 

Canaletas: (1) 1 kb ladder (Invitrogen, USA), (2) E2348/69, (3) BA3157.  

 

4.3 Sequenciamento do gene perA da amostra BA4095 

 A amostra BA4095 foi submetida a PCR High Fidelity para o gene perA e o 

produto da reação foi purificado para posterior sequenciamento do gene. A figura 6 

mostra a purificação da PCR High Fidelity em gel de agarose. 



17 

 

 

 

 

Figura 6. Gel de agarose a 1% corado com GelRed® da reação de PCR High 

Fidelity para o gene perA da amostra BA4095 purificado para sequenciamento. 

Canaleta 1: 1kb ladder; Canaleta 2: BA4095. 

 

 Com o alinhamento da sequência de perA da amostra BA4095 e da amostra 

controle E2369/48 foi possível comprovar a existência deste gene na amostra 

BA4095, contudo, não de forma íntegra. Foi possível a detecção de duas 

substituições de nucleotídeo no segundo e terceiro sítio de restrição de SspI 

respectivamente (T→Cnt413 e  A→Gnt420), o que resultou na perda do perfil 

eletroferético esperado para esta amostra. Outra importante mutação encontrada foi 

uma deleção no nucleotídeo Timina 185, o que altera a leitura do gene. A mudança 

causada pela deleção de TTA para TAG (posição 184 para 186) gerou um códon de 

parada de transcrição. A figura 7 apresenta um esquema dessas alterações 

detectadas na sequência de perA da amostra 4095. 
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 Figura 7- Figura esquemática de comparação do gene perA entre as 

amostras E2348/69 e BA4095. (A) Esquema de corte do gene perA integro da 

amostra E2348/69 pela enzima SspI. (B) Esquema de corte do amplicon do gene 

perA da amostra 4095 pela enzima SspI. 

 

A figura 8 apresenta o alinhamento entre as sequências dos nucleotídeos de 

perA das amostras BA4095 e amostra controle E2348/69. 

 

 

                                         10        20        30        40        50          

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

BA4095                          --------------------------------------------------  

gb|DQ388534.1|:17176-18000 Esc  ATGCTTACATCTAAAAAAGAAATGCAGAGTTCTGAAAATAAACAAGAGGA  

 

                                         60        70        80        90       100         

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

BA4095                          -------------------------------------------ATAGTTA  

gb|DQ388534.1|:17176-18000 Esc  GAATTTAGCGTTATTGTTAACTAATTACATTTCATATCAGAATATAGTTA  

 

                                        110       120       130       140       150     

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
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BA4095                          TATTTACGGGAGGAAATCAGTTTAAGATAAGAAACAAGAAAGAATTCACC  

gb|DQ388534.1|:17176-18000 Esc  TATTTACGGGGGGGAATCAGTTTAAGATAAGAAACAAGAAAGAATTCACC  

 

                                        160       170       180       190       200     

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

BA4095                          GAATATACAATAGAACCCAACTCCTTGTTTTTTT-AGCAAAAAACACTCA  

gb|DQ388534.1|:17176-18000 Esc  GAATACACAATAGAATCCAACTCCTTGTTTTTTTTAGCAAAAAACACTCA  

 

                                        210       220       230       240       250     

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

BA4095                          TTGGGACATAGAAATTGTCGGGATCGATAATAGTAATCCGTACAGGAAAA  

gb|DQ388534.1|:17176-18000 Esc  TTGGGACATGGAAATTGTCGGAATCGATAATAGTAATCCGTACAGAAAAA  

 

                                        260       270       280       290       300     

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

BA4095                          TTATAATTGATGATGCATTAATTAAGTTGCTGCATTCAATATCATCTGAT  

gb|DQ388534.1|:17176-18000 Esc  TTATAATTGATGATGCATTAATTAAGTTGCTGCATTCAATATCATCTGAT  

 

                                        310       320       330       340       350     

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

BA4095                          GACTCTTGTTATGTTAAAAAAAAAATATTTACTGCGAACCTCAATGAAAT  

gb|DQ388534.1|:17176-18000 Esc  GACTCTTGTTATGTAAAAAAAAAAATATTTACTGCGAACCTCAATGAAAT  

 

                                        360       370       380       390       400     

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

BA4095                          GCAATTGAATATAGTTTTCAATATAATTGAAGACATAAAACGCTCGGGTA  

gb|DQ388534.1|:17176-18000 Esc  GCAATTGAATATAGTTTCCAATATAATTACAGACATAAAATACTCAGGCA  

 

                                        410       420       430       440       450     

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

BA4095                          ACAACAAAAAAACATTTAAGATATTGTATTTATTATCTTTTTTTAACAAT  

gb|DQ388534.1|:17176-18000 Esc  ACAACAAAAAAATATTTAAAATATTGTATTTATTATCTTTTTTTAATGAT  

 

                                        460       470       480       490       500     

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

BA4095                          CATAATGATATAATTAATGTCATCCTTAGTGCTTCATCTAAGAGCATCGT  

gb|DQ388534.1|:17176-18000 Esc  TATAATGATATAGTTAATGTCATCCTTAGTGCTTCATCTAAGAGCATCGT  

 

                                        510       520       530       540       550     

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

BA4095                          AGACAGGGTTATAAAAGTAATTGAGTTGGATATATCCAAAAACTGGAAAC  

gb|DQ388534.1|:17176-18000 Esc  AGACAGGGTTATAAAAGTAATTGAGTTGGATATATCCAAAAACTGGAAAC  

 

                                        560       570       580       590       600     

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

BA4095                          TAGGCGATGTCAGTAGTTCAATGTTTATGAGTGATTCTTGTCTGAGAAAA  

gb|DQ388534.1|:17176-18000 Esc  TAGGCGATGTCAGTAGTTCAATGTTTATGAGTGATTCTTGTCTGAGAAAA  

 

                                        610       620       630       640       650     

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

BA4095                          CAATTAAACAAAGAGAACTTAACCTTTAAAAAAATCATGTTAGATATAAA  

gb|DQ388534.1|:17176-18000 Esc  CAATTAAACAAAGAGAACTTAACCTTTAAAAAAATCATGTTAGATATAAA  

 

                                        660       670       680       690       700     

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

BA4095                          AATGAAACATGCTTCTTTATTTTTAAGAACCACTGATAAAAACATAGATG  

gb|DQ388534.1|:17176-18000 Esc  AATGAAACATGCTTCTTTATTTTTAAGAACTACTGATAAAAACATAGATG  

 

                                        710       720       730       740       750     

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

BA4095                          AAATATCTTGTTTGGTTGGGTTTAATTCCACATCATATTTTATTAAGGTA  

gb|DQ388534.1|:17176-18000 Esc  AAATATCTTGTTTGGTTGGGTTTAATTCCACATCATATTTTATTAAGGTA  

 

                                        760       770       780       790       800     

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

BA4095                          T-------------------------------------------------  

gb|DQ388534.1|:17176-18000 Esc  TTTAAGGAATATTACAACACAACACCAAAAAAATATAATGGCGTTTATTC  



20 

 

 

                                        810       820        

                                ....|....|....|....|....| 

BA4095                          -------------------------  

gb|DQ388534.1|:17176-18000 Esc  TATTACACAAGGAACATTGCCATAA  

 

Figura 8. Alinhamento das sequências de nucleotídeos para o gene perA obtida da 
amostra BA4095 com a amostra controle E2348/69 
 
 

A sequência de aminoácidos deduzida a partir da análise dos nucleotídeos do 

gene perA sequenciado da amostra BA 4095 foi alinhada com a correspondente 

sequencia da amostra de tEPEC E2348/69 (Figura 9). 

 

                                         10        20        30        40        50          

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

BA4095                          -------------------------------IVIFTGGNQFKIRNKKEFT  

gb|DQ388534.1|:17176-18000 Esc  MLTSKKEMQSSENKQEENLALLLTNYISYQNIVIFTGGNQFKIRNKKEFT  

 

                                         60        70        80        90       100         

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

BA4095                          EYTIEPNSLFFXAKNTHWDIEIVGIDNSNPYRKIIIDDALIKLLHSISSD  

gb|DQ388534.1|:17176-18000 Esc  EYTIESNSLFFLAKNTHWDMEIVGIDNSNPYRKIIIDDALIKLLHSISSD  

 

                                        110       120       130       140       150     

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

BA4095                          DSCYVKKKIFTANLNEMQLNIVFNIIEDIKRSGNNKKTFKILYLLSFFNN  

gb|DQ388534.1|:17176-18000 Esc  DSCYVKKKIFTANLNEMQLNIVSNIITDIKYSGNNKKIFKILYLLSFFND  

 

                                        160       170       180       190       200     

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

BA4095                          HNDIINVILSASSKSIVDRVIKVIELDISKNWKLGDVSSSMFMSDSCLRK  

gb|DQ388534.1|:17176-18000 Esc  YNDIVNVILSASSKSIVDRVIKVIELDISKNWKLGDVSSSMFMSDSCLRK  

 

                                        210       220       230       240       250     

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

BA4095                          QLNKENLTFKKIMLDIKMKHASLFLRTTDKNIDEISCLVGFNSTSYFIKV  

gb|DQ388534.1|:17176-18000 Esc  QLNKENLTFKKIMLDIKMKHASLFLRTTDKNIDEISCLVGFNSTSYFIKV  

 

                                        260       270        

                                ....|....|....|....|....| 

BA4095                          X------------------------  

gb|DQ388534.1|:17176-18000 Esc  FKEYYNTTPKKYNGVYSITQGTLP*  

 

Figura 9. Alinhamento das sequências de aminoácidos deduzidas a partir da 

sequencia de nucleotídeos de perA da amostra BA4095 e da amostra controle 

E2348/69.  

 

4.4 Extração Plasmidial 

 

A extração plasmidial das 14 amostras de aEPEC positivas para os genes 

perABC foi realizada e o perfil plasmidial está apresentado na figura 10. 
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Figura 10-. Perfil plasmidial das amostras de aEPEC positivas para os genes 
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perABC. A) Canaleta 01 (36R861); 02 (E2348/69); 03 (BA558); 04 (BA1444); 05 

(BA2853); 06 (BA3157); 07 (BA3851); 08 (BA4095); 9 (BA4192). B) Canaleta 01 

(36R861); 02 (E2348/69); 03 (BA2034); 04 (BA2482) 

 

As amostras BA530 e BA5733 não apresentaram plasmídeos detectáveis por 

esta técnica. As demais amostras pesquisadas apresentaram plasmídeos tanto de 

alto (~148 Kb) como de baixo (~ 0,5 Kb) peso molecular representando perfis 

plasmidiais distintos. 
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 5. Discussão 

De acordo com a necessidade de analisar a presença e a viabilidade dos 

genes perABC em amostras de aEPEC, iniciamos a pesquisa pela análise da 

presença deste operon. 

Nessa análise, dentre as 72 amostras estudadas, 14 apresentaram ao menos 

um dos genes do operon perABC, sendo 7 delas positivas para perABC, 5 positivas 

para perBC e 2 positivas para perB. Estudos conduzidos por outros grupos de 

pesquisa (CONTRERAS et al., 2009; GOMES et al., 2004; DULGUER et al., 2003) 

já haviam identificado o gene perA em amostras de aEPEC, porém nunca havia sido 

realizado o teste de viabilidade deste gene nestas amostras, se o mesmo estava 

integro e sendo transcrito. 

Após a confirmação da presença dos genes do operon perABC por PCR foi 

realizado o teste de RFLP-PCR nas amostras positivas para o gene perA por meio 

da digestão com a enzima SspI, conforme proposto por Okeke et al (2001) para 

análise de viabilidade do gene. 

 As sete amostras de aEPEC positivas para perA foram submetidas a este 

teste e nenhuma apresentou o padrão de restrição da amostra controle E2364/48. 

Okeke et al. (2001) verificaram por meio deste teste a existência de três variações 

de perfil de restrição gerados a partir de alterações no sítio de restrição da enzima 

SspI (5’-AAT/ATT-3’), os quais podem ser visualizados em corrida eletroforética em 

gel de agarose. O perfil gerado pela amostra controle E2369/48, onde o gene 

encontra-se íntegro e funcional, mostra uma banda de cerca de 90 pb, uma banda 

de 300 pb e outra de cerca de 380 pb. O gene integro é cortado pela enzima SspI 

em 4 sítios específicos (nucleotídeos 326, 413, 422 e 760), porém, um dos 

fragmentos, de 7 pb, não pode ser visualizado no gel. Os demais perfis descritos por 

Okeke et al. (2001), nos quais perA não está integro e, portanto, perABC não é 

transcrito, incluem os seguintes fragmentos de restrição: um perfil contendo 

fragmentos de 370 e 400 pb e outro perfil com um único fragmento de 770 pb. Todos 

esses perfis são resultantes de mutações não funcionais que alteram os sítios de 

restrição de SspI. 

Das amostras utilizadas neste estudo e submetidas ao RFLP-PCR duas 

demonstraram um dos padrões descrito por Okeke et al. (2001), no qual observam-

se dois fragmentos de 370 pb e 400 pb, sugerindo um gene não funcional. Quatro 
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amostras apresentaram o segundo padrão, também indicando perA não funcional, 

no qual o gene não é cortado pela enzima, resultando em um fragmento de 770pb. 

Surpreendentemente, uma amostra apresentou um terceiro padrão de 

restrição, não conhecido na literatura, composto por dois fragmentos de 276 pb e 

464 pb. 

Com o sequenciamento do gene perA da amostra BA4095 foi possível 

determinar que por conta de uma deleção, que gera um códon de parada de 

transcrição, o gene não encontra-se integro e funcional. Além desta deleção a 

amostra possui algumas outras mutações, o que leva a um perfil de restrição 

diferente dos outros quando observado em gel de agarose.  

Abe et al. (2009) já haviam demonstrado o perfil das amostras caracterizadas 

neste estudo quanto à reatividade com a sonda EAF e o gene bfpA, e adesão a 

células epiteliais. Os resultados do estudo conduzido por Abe et al. (2009) 

acrescidos dos resultados referentes à presença do operon perABC conduzidos 

neste estudo estão descritos no anexo 1. Em resumo não houve associação entre 

sorotipo ou padrão de adesão e a presença dos genes do operon perABC. 

 O operon perABC e os genes que codificam a fímbria BFP encontram-se, em 

amostras de tEPEC, inseridos no plasmídio EAF. Conforme descrito no anexo 1, 

todas as amostras foram negativas para o fragmento sonda EAF, contudo três delas 

foram positivas para o gene bfpA (que codifica a maior subunidade da fímbria BFP) 

em pesquisa por PCR. Nessas amostras foi realizado teste de marcação por 

imunofluorescência para fímbria BFP, utilizado para confirmar a existência da fímbria 

BFP expressa na bactéria; o teste teve resultado negativo nas três amostras de 

aEPEC positivas para bfpA (ABE et al., 2009). Esses dados confirmam a 

classificação das amostras estudadas como aEPEC. 

 As 14 amostras positivas para os genes do operon perABC tiveram os 

plasmídeos extraídos para verificação de perfil plasmidial. Em comparação com a 

amostra E2348/69, que apresenta o plasmídio EAF de 50 a 70 MDa (STONE et al., 

1996). Com exceção de duas amostras (BA558 e BA3733), todas apresentaram 

plasmídeos tanto de alto quanto de baixo peso molecular, com os tamanhos 

variando de cerca de 147 kb a plasmídeos com menos de 6,9 kb. Nestas amostras 

os genes do operon perABC podem estar inseridos tanto no cromossomo quanto em 

outros plasmídeos que não o pEAF, exceto pelas amostras BA558 e BA3733, que 
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por conta de não possuírem plasmídeos devem albergar esses genes em seu 

cromossomo. Essa mobilidade provavelmente se dá ao fato do operon estar inserido 

entre duas sequências de inserção, que são elementos genéticos móveis, 

encontrados em várias pares do genoma bacteriano. 

 Em resumo, aEPEC pode apresentar genes do operon perABC mesmo na 

ausência da sequência EAF e na ausência da expressão da fímbria BFP. Entretanto, 

em algumas amostras este operon é incompleto, e em outras, onde os três genes 

são encontrados, perA é truncado interrompendo a total transcrição do operon. A 

expressão de algumas características de virulência, tais como a adesão e formação 

da lesão A/E, é atrasada em aEPEC em comparação com tEPEC (HERNANDES et 

al., 2009; ABE et al., 2009). Os nossos resultados indicam que a falta de ativação de 

LEE por Per em aEPEC pode ser a causa desse atraso. 

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, podemos afirmar 

que o uso do gene perA como marcador molecular para classificação e 

diferenciação entre EPEC típica e EPEC atípica não é o suficiente. A diferenciação 

entre EPEC típica e atípica pode continuar a ser realizada de acordo com os 

marcadores moleculares (perABC, fragmento EAF ou bfpA), mas deve ser feita 

principalmente a partir de resultados de expressão da fímbria BFP, a qual é presente 

somente em amostras de tEPEC (HERNANDES et al., 2009). 
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6. Conclusões 

 Amostras de aEPEC negativas para o fragmento sonda EAF podem carrear 

os genes do operon perABC não funcionais. 

 Nas amostras estudadas o operon pode estar inserido, de forma integra ou 

não, em plasmídeos ou até mesmo no cromossomo bacteriano.
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ANEXOS 

Anexo 1. Características genotípicas e fenotípicas das amostras de aEPEC 

positivas para os genes do operon perABC a 

Amostra 

(Sorotipo) 

Genes do 
operon 
perABC 

EAF bfpA 
Imunofluorescência 

para BFP 

 Padrão de 
adesão em 

células hep-2 

BA1244 
(O55:H7) 

perB - - NT b Localizada-
like 

BA3733 
(O119:H19) 

perB - - NT Localizada-
like 

BA580 
(O119:H2) 

perBC - - NT Não aderente  

BA714 

 (0111:H-) 
perBC - - NT Localizada-

like  

BA2853 
(ONT:H10) 

perBC - - NT Localizada-
like  

BA3443 
(O88:H25) 

perBC - - NT Não aderente 

BA3851 
(ONT:H38) 

perBC - - NT Localizada-
like 

BA558 
(O111:H40) 

perABC - + - Localizada  

BA1444 
(O115:H8) 

perABC - - NT Indefinido  

BA2034 
(ONT:H10) 

perABC - - NT Localizada-
like 

BA2482 
(O119:H11) 

perABC - + - Agregativa 

BA3157 
(O119:H2) 

perABC - - NT Localizada-
like 

BA4095 
(O4:H45) 

perABC - + - Localizada-
like 

BA4192 
(O111:H25) 

perABC - - NT Indefinido 

 

a Os resultados de sorotipagem, imunofluorescência para BFP, padrões de adesão 

em células HEp-2 e detecção do gene bfpA e do fragmento sonda EAF foram 

extraídos de Abe et al. (2009). 

b NT, não testado. 


