KAMILA OLIVEIRA NUNES

RELACOES FILOGENETICAS ENTRE Escherichia coli ENTEROAGREGATIVA E
UROPATOGENICA

Dissertacdo apresentada ao Programa de
P6s-Graduacdo em Microbiologia do Instituto
de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Sédo Paulo, para obtencdo do Titulo de Mestre
em Ciéncias.

Sao Paulo
2016



KAMILA OLIVEIRA NUNES

RELACOES FILOGENETICAS ENTRE Escherichia coli ENTEROAGREGATIVA E
UROPATOGENICA

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduacdo em Microbiologia do Instituto
de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Sao Paulo, para obtencdo do Titulo de Mestre
em Ciéncias.

Area de concentracdo: Microbiologia

Orientador: Prof. Dr. Waldir Pereira Elias Junior
Versao corrigida. A versao original eletrbnica
encontra-se disponivel tanto na biblioteca do

ICB quanto na Biblioteca Digital de Teses e
Dissertacdes da USP (BDTD).

Sao Paulo
2016



DADOS DE CATALOGAGAO NA PUBLICAGAO (CIP)
Sernvigo de Biblioteca e Informacdo Biomédica do
Instituto de Ciéncias Biomedicas da Universidade de Sdo Paulo

reproducdo ndo autorizada pelo autor

MNunes, Kamila Oliveira.
Relagdes filogenéticas entre Escherichia coli enteroagregaviva e
uropatogénica / Kamila Oliveira Nunes. - Sao Paulo, 2015.

Onentador: Prof. Dr. Waldir Pereira Elias Junior.

Dissertagdao (Mestrado) — Universidade de S&o Paulo. Instituto de
Ciéncias Biomédicas. Departamento de Microbioclogia. Area de
concentracao: Microbiologia. Linha de pesquisa: Patogenicidade
bacteriana.

Versdo do titulo para o inglés: Phylogenetic relationship among
enteroaggregative and uropathogenic Escherichia coli strains.

1. Escherichia coli 2. Filogenia 3. Infeccdo bacteriana 1. Elias Junior,
Prof. Dr. Waldir Pereira 1l. Universidade de S3o Paulo. Instituto de
Ciéncias Biomedicas. Programa de Pos-Graduacdo em Microbiologia
. Titulo.

ICB/SBIB0201/2015




UNIVERSIDADE DE SAD PAULO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

Candidato(a): Kamila Oliveira Nunes.

Titulo da Dissertagao: Relacgdes filogenéticas entre Escherichia coli
enteroagregaviva e uropatogénica.

Orientador(a): Prof. Dr. Waldir Pereira Elias Janior.

A Comissao Julgadora dos trabalhos de Defesa da Dissertagao de Mestrado,
em sessdo publica realizadaa ... .. ! IS S considerou

( ) Aprovado(a) ( ) Reprovado(a)

Examinador(a): B = L U
O e
ISt I 0.

Examinador(a): B = L
O e
NS U B0,

Presidente: ASSINAIUNE.
I ettt e e e e n a2 e e e e s n s
[T 0 o= o S



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

Cidade Universitaria “Armando de Salles Oliveira”

Av. Prof. Lineu Prestes, 2415 - CEP. 05508-000 S&ao Paulo, SP - Brasil
Telefone :(55) (11) 3091-7733 - telefax : (55) (11) 3091-8405
e-mail: cep@icb.usp.br

Comissao de Etica em Pesquisa

CERTIFICADO DE ISENCAO

Certificamos que o Protocolo CEP-ICB N° 619/13 referente
ao projeto intitulado: “Relagdes filogenéticas entre Escherichia coli Enteroagregativa e
Uropatogénica” sob a responsabilidade de Kamila Oliveira Nunes, foi
analisado na presente data pela CEUA - COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS e pela CEPSH- COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA COM SERES
HUMANOS, tendo sido deliberado que o referido projeto nao utilizara animais
que estejam sob a égide da lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, nem envolvera

procedimentos regulados pela Resolu¢ao CONEP n°196 de 1996.

Sao Paulo, 24 de setembro de 2013.

PROF. DR. WOTHAN TAVARES DE LIMA
Coordenador da CEUA - ICB/USP Cootdenador da CEPsh - I[CB/USP



Dedico este trabalho a meus pm’y foor todo

meentivo que me deram nes‘f&y’omm/a.



AGRAVECIMENTOS

?(jma/ego ﬁrz'mez’mmenfe a Teus e a meus pmfel‘omj’ espim’fumk' for teram me
@'Mﬁ/mfo e me jw'mfo for todo este fempo,

Ao Dr. Waldie P. Elias Jr. Por todo ensinamento, comfreensiio, paciencia,
orientagio e amizade a mim preyfm/oy durante estes 5 anos de trabalho coy’unfo, Muito
oé@a/ﬂ,

As Doutoras Rosa Silva ¢ Tania Amaral /)E/ﬂ colaboragio ¢ g’u&/ﬂ p:ﬂeﬁ‘ﬂ/ﬂ no
frojeto. e a Doutora Silva Bando ﬁe/ﬂ g’m/a na elaboragio da drvore ﬁ/oyenéﬁm do
trabalho. Muito Oélﬂijﬂﬂ/ﬂl,

Ao Laboratsrio do Centro de Biofecnofoya do Instituto Butantan pe/a g’w/ﬂ nos
J'equenciamenfoy p/o;'jenex estudndos,

A todos os funciondrios ¢ amiqos do laboratsrio de éacfem/oym do Instituto
Butantan, os quais. permitiram que o trabalho fosse mais ficil e leve. (%riﬂm/ﬂ ﬁe/o
camﬂﬂnﬁeim}ma e risadas ao /onﬂo do z‘em/ao,

A minha mmymirmﬁ Indiara, que me ﬁ'mfou, aconselhou, escutou, riu, chorou e
bailou comigo nestes anos,

Aos meus foais, Luigi ¢ So/mye, ¢ a todos os meus familiares, ﬁe/a apoio, carinho,
amor ¢, claro, /73/05' puxﬁey de orelha semppre que necessario. Amo voces,

Ao meu campanﬁe;’m de vidn, Claudio, for estar ao meu lndo sempre, me ﬁ’w/ﬂmﬁ)

no que for necessdrio, for me cuidar e amar. Uéiﬂfgm/ﬂ for tudo anjo, amo voce,



Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Bacteriologia do Instituto
Butantan com auxilio financeiro da Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES).



RESUMO

NUNES, K. O. Relacdes filogenéticas entre Escherichia coli enteroagregativa e
uropatogénica. 2015. 97 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2015.

Escherichia coli isoladas de infec¢des do trato urinario (ITU) sdo conhecidas como
E. coli uropatogénicas (UPEC). Dentre as E. coli diarreiogénicas, o patotipo
denominado E. coli enteroagregativa (EAEC) é definido pela produgéo do padrédo de
adesdo agregativa em células epiteliais cultivadas. Estudos recentes mostraram que
algumas cepas de UPEC albergam propriedades de viruléncia de EAEC, indicando
que cepas de EAEC podem causar ITU. Assim sendo, o objetivo deste estudo foi
analisar as relac@es filogenéticas entre cepas de EAEC que apresentam marcadores
genéticos de E. coli extraintestinais (EXPEC) e cepas de UPEC com e sem
marcadores genéticos de EAEC. Para tal, foram selecionadas 92 EAEC, 8 UPEC
com e 10 sem marcadores de EAEC. As 92 EAEC foram analisadas quanto a
presenca dos genes considerados como marcadores de cepas de EXPEC
(papA/papC, sfa/foc, afa/dra, iutA, kpsMT II), detectando 30 (32,6%) cepas com esse
perfil. Estas 30 cepas foram selecionadas para andlises de filogrupos e multilocus
sequence type (MLST) junto as cepas de UPEC. Foi observado que 17 (54,4%)
cepas de EAEC e 3 (16,6%) de UPEC pertenceram ao filogrupo A, 2 (6,45%) EAEC
e 1 (5,5%) UPEC ao filogrupo B1, 3 (9,68%) EAEC e 8 (44,4%) UPEC ao filogrupo
B2, 6 (19,35%) EAEC e 2 (11,1%) UPEC ao filogrupo D, 1 (3,2%) EAEC e 4 (22,2%)
UPEC ao filogrupo E, 1 (3,2%) EAEC ao filogrupo F e 1 EAEC (3,2%) n&o p6de ser
classificada de acordo com esta metodologia. Comparando os dois grupos de UPEC
notou-se que dentre as cepas com marcadores de EAEC 3 (37,5%) pertenceram ao
filogrupo E, 2 (25%) aos filogrupos A e D e 1 (12,5%) ao filogrupo B1. Dentre as
cepas sem marcadores de EAEC 1 (10%) pertenceu ao filogrupo A, 1 (10%) ao
filogrupo E e 8 (80%) ao filogrupo B2. As andlises de MLST através do
sequenciamento dos genes recA, fumC, icd, mdh, purA, adk e gyrB permitiram
determinar 42 sequence types (ST) distintos, dos quais 22 foram descritos neste
estudo. Os mais comuns foram o ST 10 (5 cepas) e ST 95 e ST 746 (ambos com 2
cepas cada). A arvore filogenética gerada confirmou esses dados, mostrando o
grupamento das cepas de EAEC com marcadores de EXPEC com as cepas de
UPEC com marcadores de EAEC. Em resumo, 0 presente estudo mostrou que um
subgrupo de cepas de EAEC esta inserido nos mesmos grupos filogenéticos de
cepas de UPEC com marcadores de EAEC apresentando, portanto, correlagao
filogenética. Houve diferencas de distribuicéo filogenética entre cepas de UPEC com
e sem marcador de EAEC. Concui-se que cepas de EAEC podem apresentar
potencial uropatogénico, tanto no curso de uma infeccdo diarreica, quanto em
carreadores assintomaticos.

Palavras-chave: Escherichia coli. Filogenia. Infecgéo bacteriana.



ABSTRACT

NUNES, K. O. Phylogenetic relationship among enteroaggregative and
uropathogenic Escherichia coli strains. 2015. 97 p. Masters thesis (Microbiology)
- Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2015.

Escherichia coli isolated from wurinary tract infections (UTI) are known as
uropathogenic E. coli (UPEC). Among the diarrheagenic E. coli, the
enteroaggregative E. coli (EAEC) pathotype is defined by the production of the
aggregative adherence on cultured epithelial cells. Recent studies have shown that
some UPEC strains harbor virulence properties of EAEC, indicating that EAEC
strains can cause UTI. Therefore, the aim of this study was to analyze the
phylogenetic relationships among EAEC strains that have genetic markers of
extraintestinal E. coli (EXPEC) and UPEC strains, with and without genetic markers of
EAEC. For that reason, we selected 92 EAEC, 8 UPEC with and 10 without EAEC
markers. The 92 EAEC were analyzed for the presence of genes considered as
markers for EXPEC strains (papA/papC, sfa/foc, afa/dra, iutA, kpsMT II), detecting 30
(32.6%) strains with that profile. These 30 strains were selected for phylogroup and
multilocus sequence type (MLST) analysis with the UPEC strains. It was observed
that 17 (54.4%) EAEC and 3 (16.6%) UPEC belonged to the phylogroup A, 2 (6.45%)
EAEC and 1 (5.5%) UPEC to the phylogroup B1, 3 (9.68%) EAEC and 8 (44.4%)
UPEC to the phylogroup B2, 6 (19.35%) EAEC and 2 (11.1%) UPEC to the
phylogroup D, 1 (3.2%) EAEC and 4 (22.2%) UPEC to the phylogroup E, 1 (3.2%)
EAEC to the phylogroup F and 1 (3.2%) EAEC could not be classified according to
this methodology. Comparing the two groups of UPEC it was observed that among
the UPEC strains with EAEC markers, 3 (37.5%) belonged to the phylogroup E, 2
(25%) to the phylogroups A and D and 1 (12.5%) to the phylogroup B1. Among the
UPEC strains without EAEC markers, 1 (10%) belonged to the phylogroup A, 1
(10%) to the phylogroup E and 8 (80%) to the phylogroup B2. The MLST analysis by
sequencing of recA, fumC, icd, mdh, purA, adk and gyrB genes allowed to determine
42 distinct sequence types (ST), of whom, 22 were described in this study. The most
common were ST 10 (5 strains), and ST 95 and ST 746 (both with two strains each).
The phylogenetic tree generated confirmed that data, showing the clustering of
EAEC strains (harboring EXPEC markers) with the UPEC strains (harboring EAEC
markers). In summary, the current study showed that a subgroup of EAEC strains are
clustered in the same phylogenetic groups of UPEC strains with EAEC markers and,
thus, present phylogenetic correlation. Also, there were differences in phylogenetic
distribution among UPEC strains with and without EAEC markers. In conclusion,
EAEC strains may have uropathogenic potential, either in the course of a diarrheal
infection or in asymptomatic carriers.

Keywords: Escherichia coli. Phylogeny. Bacterial infection.
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1 INTRODUCAO

1.1 Escherichia coli

Escherichia coli € uma bactéria pertencente a familia Enterobacteriacea,
sendo assim um micro-organismo bacilar e Gram negativo, ndo esporulante,
anaerobio facultativo, que coloniza o trato intestinal de animais de sangue quente e
de humanos, permanecendo como comensal durante toda a vida do individuo
(JOHNSON; RUSSO, 2005; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; MADIGAN;
MARTINKO; PARKER, 2004; SCHEUTZ; STROCKBINE, 2005; TENAILLON et al.,
2010).

Esta espécie foi isolada e nomeada primeiramente como Bacillus coli
commune, sendo posteriormente renomeada Escherichia coli. O género Escherichia
€ uma homenagem ao pediatra alemdo Theodor Escherich, que descreveu esta
bactéria em 1885. A espécie coli faz referéncia ao habitat natural deste organismo,
ou seja, proveniente do colon (INGERSON-MAHAD; REID, 2011).

E. coli pertence ao filo Proteobacteria localizando-se no grupo das
Gammaproteobacteria, um dos cinco grupos filogenéticos (alfa, beta, gama, delta e
épsilon) que compdem este filo (MADIGAN et al., 2010).

Por ser uma bactéria intestinal, esta espécie é utilizada por 6rgaos
regulatérios como marcador de contaminacao fecal no ambiente, principalmente em
controles de agua potavel (MINISTERIO DA SAUDE, 2006; USA ENVIRONMENTAL
PROTECTION AGENCY, 1986).

Embora a maioria das cepas de E. coli circulantes sejam comensais e nao
causem nenhum dano ao hospedeiro, com excecdo de pacientes
imunocomprometidos e/ou quando a barreira gastrointestinal € rompida, alguns
clones de E. coli altamente adaptados possuem fatores de viruléncia variados que
Ihes conferem a habilidade de colonizar novos sitios e causar um amplo espectro de
doencas intestinais e extraintestinais. Estes fatores geralmente sao codificados em
elementos genéticos moveis, como ilhas de patogenicidade, sequéncias de insercao
ou plasmideos, e séo passiveis de criarem novas combinacdes de fatores de
viruléncia que podem vir a ser parte integrante do genoma bacteriano, sendo que as

combinacdes de fatores de viruléncia de carater mais vantajosos persistem e se
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tornam patétipos especificos de E. coli (CROXEN; FINLAY, 2010; KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004).

As cepas de E. coli patogénicas sao subdivididas primeiramente em dois
grandes grupos, as E. coli diarreiogénicas (DEC) e as E. coli extraintestinais
(EXPEC) (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; RUSSO; JOHNSON, 2000).

Ao estudar estrutura de populagdes bacterianas empregando E. coli como
modelo, Whittam et al. (1983) descreveram uma subestrutura genética em quatro
filogrupos denominados A, B1, B2 e D (CHAUDHURI; HENDERSON, 2012).

Com base nesses dados Clermont et al. (2000) desenvolveram uma reacéo
em cadeia da polimerase (PCR) para classificar filogeneticamente cepas de E. coli,
sendo que por este método as cepas virulentas, principalmente cepas de ExXPEC,
geralmente classificavam-se no filogrupo B2, podendo algumas serem classificadas
no filogrupo D. Por outro lado, as cepas comensais e cepas de DEC eram até entéo
mais comumente encontradas nos filogrupos A e Bl (HERZER et al.,, 1990;
LECOINTRE et al., 1998; SABATE et al., 2006). Esta abordagem deixou claro que
cepas de diversos filogrupos diferem em caracteristicas fenotipicas e genotipicas,
nicho ecoldgico e habilidade em causar doencas (ALM et al., 2011; TENAILLON et
al., 2010).

Porém, posteriores estudos de multilocus sequence typing (MLST), outra
técnica de filotipagem que se baseia no sequenciamento de genes que codificam
proteinas relacionadas ao metabolismo bacteriano, demonstraram que pelo método
descrito por Clermont et al. (2000), cerca de 20% das cepas nao eram corretamente
caracterizadas (GORDON et al., 2008).

Tendo isto em vista Clermont et al. (2013) desenvolveram recentemente uma
nova técnica de PCR para caracterizacao filogenética de E. coli. Nesta abordagem
as cepas podem ser classificadas nos sete filogrupos conhecidos atualmente
(filogrupos A, B1, B2, C, D, E e F). Com o0 uso desta técnica foi possivel observar
gue cepas de EXPEC sao mais comumente encontradas nos filogrupos B2, D e F e
cepas de DEC e comensais sdo comumente encontradas nos filogrupos A, B1, C e
E. Além dos filogrupos classicos de E. coli, esta técnica permite a identificacdo de
clados de Escherichia. Estas cepas pertencem as chamadas linhagens cripticas, e
sao geneticamente diferentes mas fenotipicamente idénticas a E. coli (CLERMONT
et al., 2013).
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1.2 E. coli como agente de infec¢gdes extraintestinais

As principais infecgbes extraintestinais causadas por E. coli sdo as infec¢des
do trato urinario (ITU), as sepses (frequentemente associadas a infeccéo urinaria) e
as meningites de recém-nascidos. As cepas causadoras destas doencas sao
coletivamente denominadas E. coli extraintestinais, ou EXPEC (JOHNSON; RUSSO,
2005; PITOUT, 2012; RILEY, 2014).

Apesar de muito estudadas, o mecanismo de disseminacdo clonal de cepas
EXPEC ndo esta totalmente esclarecido (RILEY, 2014). Os fatores de viruléncia
conhecidos em EXPEC sdo associados principalmente a colonizagdo e capacidade
de sobreviver no ambiente. Os genes que codificam esses fatores de viruléncia sao
localizados no cromossomo bacteriano, onde usualmente encontram-se em ilhas de
patogenicidade, ou em plasmideos e sdo separados em cinco grupos principais:
adesinas, toxinas, sistemas de aquisicdo de ferro, producao de capsula e invasinas
(DALE; WOODFORD, 2015). Os principais fatores de viruléncia encontrados neste

grupo bacteriano estédo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1- Principais fatores de viruléncia de EXPEC. Adaptado de Dale e Woodford,

2015.
Fator de viruléncia Gene(s) codificante(s)
Sidero6foro de adesao iha
Adesina da familia Dr afaA/draBC
Pilus comum de E. coli ecpA
Fimbria F1C foc
@ Hemaglutinina resistente ao calor hra
'% Fimbria M bmaE
'ff Fimbria especifica N-acetil D-glucosamina gaf
Fimbria P papACEFG
Fimbria S sfa/sfaS
Hemaglutinina sensivel ao calor tsh
Fimbria tipo 1 fimH
2 Receptor de aerobactina iutA
S o Proteina periplasmatica de ligacéo ao ferro SitA
:g LEE Receptor salmoquelina iroN
= Receptor sideréforo ireA
< Receptor yersiniabactina fyuA
© Cépsula do grupo 2 KpsMT I
7 Cépsula do grupo 3 kspMT IlI
o
8 Variantes K1/K2/K5 do grupo de capsula 2 genes K1/K2/K5
o Proteina de conjugacao traT
z§ ’% Resisténcia ao soro iss
C_Es i Invaséo do endotélio cerebral ibaA
a-hemolisina hylD
Toxina citoletal distensora cdtB
w Fator citotoxico necrosante cnfl
s Toxina de E. coli enteroagregativa astA
E; Hemolisina A hylA
Toxina autotransportadora sat
Serino protease pic
Toxina vacuolizante vat

As ITU apresentam alta morbidade, tanto na comunidade como no ambiente

hospitalar, resultando em altos custos econémicos e diminui¢éo da produtividade de
trabalho (BRUMBAUGH; MOBLEY, 2012). A grande maioria das ITU (70 a 90%) é
causada por E. coli uropatogénica (UPEC), a qual reside no trato intestinal em
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conjunto com as cepas de E. coli comensais e patogénicas e ascende a bexiga
através da uretra, sendo que por esta via estas cepas também sdo capazes de
causar sepse. O segundo patdégeno mais comumente relacionado a ITU é o
Staphylococcus saprophyticus, seguido de outras espécies como Klebsiella
pneumoniae e Proteus mirabillis (AGARWAL; SRIVASTAVA; SINGH, 2012, WANG
et al., 2013).

UPEC age como um patégeno intracelular oportunista, sendo capaz de formar
comunidades intracelulares, que possuem propriedades parecidas com as de
biofilmes, protegendo a bactéria da resposta imune do hospedeiro e propiciando
infeccdes cronicas e recidivas. E capaz de causar diversos tipos de manifestacdes
clinicas, como bacteriuria, cistite e pielonefrite, e estdo presentes no intestino de
cerca de 20% das pessoas saudaveis (AGARWAL; SRIVASTAVA,; SINGH, 2012;
DALE; WOODFORD, 2015). Este patotipo é capaz de se evadir do sistema imune
pela producéo da proteina TraT, uma proteina de membrana externa associada com
a resisténcia a atividade bactericida do soro (HANNAN et al., 2012; ULETT et al.,
2013).

As ITU podem ser classificadas em alta ou baixa. A UTI baixa, ou cistite
aguda, refere-se a infeccdo da bexiga; enquanto a infeccdo alta, ou pielonefrite,
refere-se a infeccdo dos rins. Esta patologia € mais comum em mulheres do que em
homens por caracteristicas anatdmicas do trato geniturinario feminino e da presenca
de substéancias antibacterianas no fluido prostatico masculino (FIHN, 2003).

Estas infec¢des se instalam por via ascendente. As bactérias provenientes do
ambiente intestinal ascendem a uretra em dire¢cdo a bexiga e aos rins (KAPER,;
NATARO; MOBLEY, 2004), conforme ilustrado na Figura 1. Primeiramente acontece
a adesao as células uroepiteliais por conta das fimbrias P e do tipo 1. Com a adeséao
estabelecida ocorre a apoptose e exfoliacdo das células epiteliais, seguido do influxo
de leucdcitos polimorfonucleares. ApGs o estabelecimento da infec¢do na bexiga, se
ndo tratada, as bactérias podem ascender pelos ureteres e estabelecer a infecgéo
nos rins. Neste estagio ocorre a vacuolizacdo das células do epitélio renal e os
danos aos glomérulos por conta da acao da toxina Sat. Neste estagio o tratamento
da doenca é imprescindivel, pois a partir da infeccdo renal as bactérias podem
alcancar o sistema venoso e causar a sepse (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).
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Figura 1- Esquema dos estégios da infec¢ao do trato urinario por UPEC.
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Adaptado de Kaper, Nataro e Mobley (2004).

Algumas situagbes como o uso de cateteres, relagbes sexuais frequentes, uso
constante de espermicida, histérico prévio de ITU, doencas renais, imunodeficiéncia
ou imunossupressao, entre outros, aumentam o risco de desenvolver a ITU. O maior
indice de ITU ocorre em mulheres por conta da maior proximidade do canal uretral
com o anus e pelo canal da uretra ser menor em relagdo ao canal uretral masculino
(WANG et al., 2013).

A partir do momento em que as E. coli entram em contato com o ambiente
venoso sao passiveis de causar sepse. Estas cepas, também conhecidas como
SEPEC, sao as bactérias Gram negativas mais associadas a infec¢des sanguineas,
tanto em paises desenvolvidos quanto em paises em desenvolvimento (Riley, 2014).

As bacteremias que apresentam mais de 10° unidades formadoras de
colonias (UFC)/ml de sangue sao significantemente mais passiveis de desenvolver
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meningite. A translocacdo da bactéria que esta no sangue para o sistema nervoso
central ocorre sem danos aparentes na barreira hemato-encefalica (STINS;
BADGER; KIM, 2001).

As cepas causadoras de sepse estdo também relacionadas as meningites
neonatais. Estas cepas sdo também conhecidas como MNEC e séo fatais entre 15-
40% dos casos ou causam danos neurolégicos severos na maioria dos
sobreviventes (DAWSON; EMERSON; BURNS, 1999; UNHANAND et al., 1993).

1.3 Infecg¢des intestinais

E. coli diarreiogénicas, ou DEC, causam infec¢Oes intestinais por
desregularem as funcdes normais do intestino, provocando assim a diarreia. Podem
causar estes danos de diversas maneiras, de acordo com o0 seu arcabouc¢o genético
de fatores de viruléncia. Na diarreia induzida por bactérias ocorre a rapida perda de
fluidos e eletrédlitos, resultado da inibicdo da absorcdo normal do intestino, assim
como a ativacdo de processos de secrecdo (BLASER; DEANE; FRUHWALD, 2015;
INGERSON-MAHAD; REID, 2011; VISWANATHAN; HODGES; HECHT, 2008).

A diarreia é um dos maiores problemas mundiais de saude publica, e causa
anualmente a morte de cerca de 1,3 milhdes de criancas até cinco anos,
principalmente em paises em desenvolvimento. Esta patologia também €& uma das
maiores causas de morte de criangas abaixo de 5 anos de idade no Brasil (BRYCE
et al., 2005). Este resultado se da principalmente pelo fato destes paises,
concentrados principalmente nos continentes Latinoamericano, Africano e Asiatico,
possuirem uma ampla populacédo de criancas abaixo de cinco anos e por conta das
condicdes epidemioldgicas e socioecondmicas dessas areas (BLACK et al., 2010).

Repetidas crises diarreicas em criancas contribuem significantemente para
deficiéncias de crescimento e comprometem parte do condicionamento fisico,
cognicdo e escolaridade (GUERRANT et al, 2013). Estima-se que diarreias
recorrentes nos primeiros dois anos de idade podem contribuir com a perda de 10
pontos no quociente de inteligéncia (Q.l.) e um ano de escolaridade até os nove
anos de idade (KEUSCH et al., 2013; PETRI et al., 2008; WHO, 2015).

E. coli & o agente etiologico bacteriano mais comum da diarreia endémica nos
paises em desenvolvimento, responsaveis por metade dos 0bitos associados a essa
patologia (LANATA et al., 2013).
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Em contraste com outros patégenos entéricos, como Campylobacter spp.,
Shigella spp. e Salmonella spp., o diagnéstico das cepas de DEC no curso da
infeccdo é bastante complexo, isto porque grande parte das cepas causadoras de
diarreia sdo bioquimicamente idénticas as E. coli comensais e a diferenciagdo
necessita de infraestrutura laboratorial muito especializada (ESTRADA-GARCIA et
al., 2014).

A diversidade patogénica de DEC compreende pelo menos seis categorias ou
patotipos, 0s quais causam infeccdo intestinal por diferentes mecanismos. Estes
patétipos séo identificados e classificados de acordo com suas caracteristicas de
viruléncia, interacbes com células epiteliais in vitro e manifestacBes clinicas
(CROXEN et al., 2013). Esses pat6tipos sao conhecidos como: E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC) e E. coli que adere difusamente a células epiteliais (DAEC) (KAPER;
NATARO; MOBLEY, 2004). O avanco dos conhecimentos de epidemiologia e
genética desses patotipos levou a subclassificacdo de EPEC e EAEC como tipicas
ou atipicas (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; SARANTUYA et al., 2004) e as
EHEC passaram a constituir um subgrupo de STEC, ou E. coli produtoras da toxina
Shiga (Stx) (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

A Figura 2 apresenta uma ilustracdo das principais caracteristicas de

viruléncia de cada um dos patétipos de DEC, descritos a seguir.
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Figura 2- Esquema da patogénese dos seis patoétipos de DEC reconhecidos.
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E. coli enteropatogénica (EPEC) € um importante agente etiolégico de diarreia
infantil em muitos paises por conta de sua alta prevaléncia na comunidade e em
ambientes hospitalares (OCHOA; CONTRERAS, 2011).

Por conta de heterogeneidade genética este patoétipo foi subdividido em EPEC
tipica (tEPEC) e EPEC atipica (aEPEC). Ambos os grupos séo capazes de induzir a
lesdo attaching-effacing (lesdo A/E) na mucosa intestinal. Essa leséo é caracterizada
pela desestruturacdo das microvilosidades intestinais, forte adeséo entre bactéria e
enterocito, culminando na formacgéo de uma estrutura semelhante a um pedestal por
conta do acumulo de actina e outros componentes do citoesqueleto da célula
eucaridtica sob a bactéria aderida (MOON et al., 1983). A principal diferenca entre
0s dois grupos esta na presenca do plasmidio pEAF (EPEC adherence factor)

somente nas amostras de EPEC tipicas (KAPER, 1996).
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As cepas de tEPEC caracterizam-se pelo padrao de adesé&o localizada (AL)
na superficie de células HelLa ou HEp-2, apresentando-se como microcolonias
compactas aderidas as células apos trés horas de contato. Ja as cepas de aEPEC
podem apresentar um padrdo de aderéncia semelhante a tEPEC, porém com
microcolbnias mais frouxas, denominado adeséo localizada like (AL-L), o qual pode
ser observado apos seis horas de contato com as células epiteliais (SCALETSKY et
al. 1984; SCALETSKY et al., 1999). A Figura 3 apresenta os padrbes AL e AL-L de

EPEC em ensaios de adesdo com células Hela .

Figura 3- Padrdes de adesdo apresentados por cepas de EPEC tipica (AL) e atipica
(LA-L).

s J

.

(A) Padrdo de adeséo localizada (AL); (B) padrédo de adesdo localizada-like (AL-L). Adaptado de
Hernandes et al. (2009).

EHEC é classificada como um sub-grupo de STEC e foi identificada nos
Estados Unidos em 1982 como agente de um surto de diarreia sanguinolenta e de
sindrome hemolitica urémica (SHU) (RILEY et al., 1983). As cepas deste patétipo
caracterizam-se pela producdo da toxina Stx e a capacidade de causar a lesdo A/E
da mesma forma que cepas de EPEC. As doencas causadas por este patotipo
continuam sendo um grande problema de saldde publica em todo o planeta,
geralmente associadas a surtos de origem alimentar. As manifestacdes clinicas da
infeccdo por EHEC incluem a diarreia sanguinolenta, a colite hemorragica e a SHU,
na qual a toxina Stx representa o principal fator de viruléncia (AMORIM et al., 2014;
CROXEN et al., 2013).
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Stx pode ser classificada em dois tipos: Stx1 e Stx2, incluindo subtipos e
variantes dos subtipos (SHEUTZ, 2014). O principal reservatorio destas cepas € o
trato intestinal de bovinos, e os surtos causados por elas foram inicialmente
associados ao consumo de hamburgueres mal cozidos. As cepas do sorogrupo
0157:H7 sdo as mais conhecidas, e foram responsaveis por um surto que teve
origem em uma rede de lanchonete (CROXEN et al., 2013; INGERSON-MAHAD;
REID, 2011; RILEY et al., 1983).

STEC é o patétipo de E. coli que produz a toxina Stx, mas que diferente de
EPEC n&o produz lesdo A/E. Estas cepas constituem um importante grupo de
enteropatdégenos e podem causar diarreia aguda, diarreia sanguinolenta, colite
hemorragica e SHU (CLEMENTS et al., 2012; HUNT, 2010).

Na maior parte do mundo STEC 0O157:H7 é o sorotipo mais comum a causar
doencas, entretanto tornou-se evidente que cepas nao O157 também sdo causas
importante de doenca em humanos. Os sorogrupos mais relacionados a doencas
sdo conhecidos como “big six” e compreendem os sorogrupos 026, 045, 0103,
0111, 0121 e 0145 (BROOKS et al., 2005).

ETEC é o patétipo caracterizado pela producdo das toxinas termolabil (LT)
e/ou termoestavel (ST). Este patétipo é capaz de produzir uma ou ambas as toxinas
no curso de uma infeccdo, a qual causa diarreia aquosa (Kaper; Nataro; Mobley,
2004; LEVINE, 1987). Este € o mais comum agente causador da diarreia do viajante
e de diarreia aguda em zonas endémicas (ISIDEAN et al., 2011).

A toxina LT compreende uma classe de enterotoxinas encontradas
predominantemente em isolados humanos e que sao intimamente relacionadas tanto
em estrutura quanto em funcdo a toxina colérica, secretada por Vibrio cholerae
(SPANGLER, 1992). A toxina ST compreende duas classes de toxinas nao
relacionadas: STa e STb, que diferem em estrutura e mecanismo de acéo, sendo
que somente STa estd associada a doenca humana (KAPER; NATARO; MOBLEY,
2004).

A toxina LT atua ativando a adenilato ciclase, provocando o aumento da
producdo de AMP ciclico (CAMP), gerando o aumento da sintese de prostaglandinas
e 0 acumulo de sal e agua no lumen intestinal, causando assim morte celular e os
sintomas da diarreia aquosa (SPANGLER, 1992). Ja a toxina ST atua elevando o0s

niveis de GMP ciclico (cGMP), o que leva ao desequilibrio hidrossalino causado pela
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ativacdo de guanilato ciclase, gerando assim a diarreia aquosa (TURNER et al.,
2006).

Cepas de EIEC s&o bioquimica, genetica e patogenicamente relacionadas a
Shigella spp. Estas bactérias sdo taxonomicamente indistinguiveis no nivel de
espécie, mas, levando em conta a significancia clinica de Shigella, a nomenclatura
distinta foi mantida. Este patotipo € um patdgeno intracelular facultativo e € o agente
etiologico da disenteria bacilar (PUPO; LAN; REEVES, 2000; WEI et al., 2003).

EIEC apresenta viruléncia reduzida quando comparada a Shigella, incluindo
expressao reduzida dos fatores de viruléncia, baixa eficiéncia ao matar macrofagos,
baixo indice de espalhamento célula-célula e baixa inducdo de resposta pro-
inflamatoria, o que leva a uma doenca menos severa (BANDO et al.,, 2010;
MORENO et al., 2009; MORENO et al., 2012). A adaptacdo de EIEC para se tornar
uma patdégeno intracelular deriva basicamente da aquisicdo de um plasmideo de
invasado, pINV (CROXEN et al., 2013). As infec¢bes por EIEC séo pouco frequentes,
mesmo em paises subdesenvolvidos (KOTLOFF et al., 2013).

O padrao de adesao a células epiteliais cultivadas, determinado no ensaio de
adesdo descrito por Cravioto et al. (1979), define os patétipos DAEC e EAEC
guando uma cepa de E. coli ndo apresenta os marcadores de viruléncia dos
patétipos EPEC, ETEC, EHEC e EIEC (NATARO; KAPER, 1998).

DAEC é o patétipo que adere a células epiteliais in vitro no padrdo
denominado difuso (AD), onde a bactéria encontra-se aderida de maneira difusa
sobre toda a superficie celular (NATARO et al, 1987), conforme evidenciado na
Figura 4.
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Figura 4- Padrao de adesao difuso (AD)

Padrao de adeséo difuso em células HEp-2 infectadas com a cepa C1845 prot6tipo de DAEC. Fonte:
Abreu, 2015.

Por conta da dificuldade de identificacdo e classificacdo deste patotipo, a
designacdo de DAEC como patégeno entérico requer mais estudos epidemiolégicos
(CROXEN et al., 2013; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Esta categoria de
enteropatdogeno € bastante heterogénea e alguns estudos mostram associacdo de
DAEC com diarreia, principalmente quando os grupos estudados séo divididos por
faixas etarias, sendo mais comum em criangas acima de 1 ano de idade (GIRON et
al., 1991; SCALETSKY et al., 2002; SNELLING et al., 2009; SPANO et al., 2008).
Porém, outros estudos ndo associam este patétipo a diarreia (GOMES et al., 1998;
NATARO et al., 1987; RODRIGUES et al., 2002).

Alguns fatores de viruléncia ja foram identificados em cepas de DAEC, tais
como as fimbrias F1845 e AIDA-I, entretanto o mecanismo como DAEC causa a
diarreia n&o foi estabelecido (BENZ; SCHMIDT, 1992; BILGE et al., 1989). O contato
entre a cepa prototipo de DAEC C1845 com células HEp-2 induz a formacédo de
projecbes eucaridticas onde as bactérias permanecem aderidas (COOKSON;
NATARO, 1996). Esse fenétipo pode ter um papel importante na sobrevivéncia e
patogénese de DAEC, entretanto ndo foi investigado em outras cepas desse

patotipo. E desconhecida a maneira de como DAEC é transmitida e qual o seu
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principal reservatorio (CROXEN et al., 2013; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004;
SERVIN, 2014).

EAEC é definida como o patétipo de E. coli que adere a células epiteliais
cultivadas apresentando o padréo agregativo (AA), conforme ilustrado na Figura 5. A
descricdo deste padrdo ocorreu durante a analise da capacidade de aderéncia a
células HEp-2 de cepas de E. coli isoladas de um estudo epidemiolégico sobre a
etiologia da diarreia aguda no Chile (NATARO et al., 1987). Neste padrao de adesao
as bactérias encontram-se aderidas umas as outras, a superficie celular e também a
laminula na auséncia de células, numa organizagdo semelhante a tijolos
empilhados, formando agregados ou corddes. A partir de entédo foi definido um novo
patotipo de DEC, inicialmente denominado EAQQEC e posteriormente EAEC
(NATARO et al., 1987).

Figura 5- Padrao de adesao agregativo (AA)
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Padrdo de adesdo agregativo em células HEp-2 infectadas com a cepa 042 protétipo de EAEC.
Fonte: Elias, 1999.

Desde a sua descricdo EAEC vem sendo identificada ao redor do mundo e é
associada a infecgéo intestinal aguda e persistente em criangas onde € endémica,
ou seja, em paises subdesenvolvidos (NAVARRO-GARCIA; ELIAS, 2011). Além

disso tem sido também identificada como agente de diarreia aguda em paises
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desenvolvidos afetando tanto criangcas como adultos (CHATTAWAY et al.,, 2014,
DALLMAN et al., 2014; NATARO et al., 2006). Este patotipo também é relacionado a
diarreia persistente em paciente imunocomprometidos, como portadores do virus
HIV e é associado a diarreia do viajante (CROXEN et al., 2013; HARRINGTON et al.,
2006; HUANG et al., 2006).

Criancas e adultos que vivem em paises em desenvolvimento, assim como
turistas que visitam estes paises, sdo susceptiveis a infec¢cdes por EAEC, as quais
podem resultar em quadros de diarreia persistente (OKHUYSEN; DUPONT, 2010).
Além de casos isolados, ja foram descritos diversos surtos de diarreia causados por
EAEC veiculados por alimentos (ESTRADA-GARCIA; NAVARRO-GARCIA, 2012,
HARADA et al., 2007; HARRINGTON et al., 2006; HUANG et al., 2006; ITOH et al.,
1997; SMITH; CHEASTY; ROWE, 1997).

Em 2011 uma cepa de EAEC produtora da toxina Stx (hibrido EAEC/STEC)
causou um grande surto de origem alimentar na Alemanha, o qual afetou cerca de
4000 individuos e levou a morte 50 pacientes adultos (RASKO et al., 2011).

Uma caracteristica importante deste patétipo reside no fato de que um
namero consideravel de pacientes pode ser colonizado de forma assintomética,
permanecendo em um estado de inflamacgé&o intestinal persistente, o que nos leva a
acreditar que a manifestacdo da doenca gastrointestinal depende da cepa e de
fatores do hospedeiro (STEINER et al., 2000). Esse estado de colonizagéo, além de
manter essas cepas diarreiogénicas circulando na comunidade, tem consequéncias
no desenvolvimento fisico e cognitivo da crianga (OKHUYSEN; DUPONT, 2010).

Apesar de EAEC ser encontrada e identificada em todas as regides do mundo
e ser considerada um patdogeno emergente, a patogénese de EAEC é menos
conhecida em comparacdo aos outros patétipos de DEC (HARRINGTON et al.,
2006; HUANG et al., 2006).

A adesdo a mucosa é um passo essencial na colonizacdo e na producéo da
doenca causada por EAEC. O padrdo AA também é observado na mucosa intestinal
infectada, onde a aderéncia é caracterizada como um biofiime composto por
agregados de bactéria em associagcdo com a camada mucosa. O teste de adesao
em células HeLa ou HEp-2 é utilizado como diagnostico padrdo ouro para
classificagdo de EAEC (HICKS et al., 1996; NATARO; KAPER, 1998; NAVARRO-
GARCIA; ELIAS, 2011; TZIPORI et al., 1992).
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Baudry et al. (1990) desenvolveram uma sonda genética para o diagndstico
de EAEC, sendo esta denominada CDV432, a qual na época correspondia a um
fragmento criptico de 1 kb do plasmideo de viruléncia presente na cepa 17-2, uma
cepa padrao de EAEC. Nishi et al. (2003), demonstraram que a sonda CVD432 na
realidade correspondia ao gene aatA, o qual faz parte do sistema ABC de secrecéo,
sendo assim a sonda passou a ser denominada corretamente de sonda aatA.

As trés principais caracteristicas da patogénese de EAEC sédo: aderéncia
abundante na mucosa intestinal e formacao de biofilme na superficie do enterdcito;
producdo de enterotoxinas e citotoxinas; inducdo da inflamagdo da mucosa,
secrecao intestinal e danos as células epiteliais (ESTRADA-GARCIA et al., 2014;
NAVARRO-GARCIA; ELIAS, 2011). A Figura 6 apresenta essas trés etapas da
patogénese de EAEC indicando os principais fatores de viruléncia envolvidos em
cada etapa. Cabe salientar que esse modelo € baseado nos diversos fatores
identificados na cepa protétipo 042 (NAVARRO-GARCIA; ELIAS, 2011).
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Figura 6 - Esquema das etapas da patogénese de EAEC evidenciando os fatores de

viruléncia identificados principalmente em EAEC 042.
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A cepa de EAEC 042 (O44:H18) € usada como prot6tipo para o estudo deste
patétipo, porém as numerosas adesinas, toxinas e proteinas envolvidas na
patogénese desta bactéria sdo muito variaveis entre os isolados (CROXEN et al.,
2010). Até o presente momento nenhum fator de viruléncia especifico foi encontrado
em todas as cepas de EAEC (ESTRADA-GARCIA; NAVARRO-GARCIA, 2012).

Sarantuya et al. (2004) propuseram a classificagdo de EAEC em grupos de
tipica e atipica, de acordo com a presenca ou ndo do gene aggR, o qual codifica
uma proteina reguladora global dos genes de viruléncia de EAEC e esta localizado
no plasmideo de viruléncia comumente presente em cepas deste patotipo (BAUDRY
et al., 1990).

Vérios fatores de viruléncia tém sido descritos em cepas de EAEC, e um dos
fatores de maior impacto sdo as estruturas fimbriais conhecidas como fimbrias de
adesdo agregativa (AAFs). Estas fimbrias, junto & adesinas nao fimbriais, atuam no
primeiro estagio da patogénese, a aderéncia a mucosa intestinal. Os genes que
codificam estas adesina sdo sempre encontrados em baixa prevaléncia, o que indica
a alta diversidade de estruturas adesivas responsaveis pelo padrdo AA (NAVARRO-
GARCIA; ELIAS, 2011).

Cinco variantes da fimbria AAF foram até agora descritas: AAF/I, 11, III, IV e V;
sendo todas elas reguladas pelo ativador transcricional AggR, um regulador positivo
pertencente a familia AraC de reguladores. Estas fimbrias séo relacionadas as
adesinas da familia Dr, as quais requerem proteinas chaperonas para sua
biogénese. Além disto, as fimbrias da familia Dr est&o relacionadas também a cepas
de UPEC, que comumente expressam adesinas Afa (CROXEN et al., 2011,
JONSSON et al., 2015; NAVARRO-GARCIA; ELIAS, 2011).

Outra caracteristica de EAEC é a habilidade de formar biofilme em superficies
biéticas e abidticas, resultado da agregacao bacteriana (SHEIK et al., 2001).

Uma importante classe de toxinas produzidas por EAEC s&o as chamadas
proteinas autotransportadoras. As proteinas autotransportadoras sdo proteinas de
membrana externa que consistem de um amplo dominio N-terminal extracelular
(dominio passageiro) e um dominio C-terminal que consiste em um dominio B-barril
(dominio B). Este dominio foi originalmente proposto com a funcdo de um canal de
transporte para seu proprio dominio passageiro pela membrana externa
(BERNSTEIN, 2007; HENDERSON et al.,, 2004). Inicialmente duas proteinas
autotransportadoras foram identificadas em EAEC, Pet e Pic (ESLAVA et al., 1998;
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HENDERSON et al., 1999), as quais fazem parte do grupo das SPATE, ou serine
protease autotransporters of Enterobacteriaceae (DAUTIN, 2010). As SPATE
compreendem serino proteases com funcdes diversas, tais como proteases, toxinas
e adesinas (RUIZ-PEREZ; NATARO, 2014).

No segundo estagio de infec¢cdo por EAEC ocorre a secre¢do de toxinas. Os
efeitos dessas toxinas incluem vesiculacdo das microvilosidades, aumento das
aberturas das criptas e aumento da extrusdo celular. Estas toxinas incluem Pet, uma
toxina que altera o citoesqueleto; EAST-1, uma enterotoxina termoestavel; ShET1,
uma toxina que induz o AMP ciclico celular (CAMP); e Pic, uma proteina que possui
atividade mucinolitica e mucinogénica. Uma toxina ndo caracterizada identificada no
genoma de EAEC inclui uma potencial hemolisina codificada pelo gene hlyE, assim
como a dispersina, uma proteina com acgdo anti-agregante codificada pelo gene aap.
Apesar das diversas toxinas associadas a este patétipo, nenhum fator de viruléncia
é associado a EAEC de forma comum a todas as cepas (CROXEN et al., 2011,
KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

No Uultimo estagio de infeccdo de EAEC muitos fatores influenciam a
severidade da inflamacao, incluindo a viruléncia da cepa e a resposta imune do
hospedeiro. Durante a infeccdo por EAEC ocorre o recrutamento de neutrdfilos, o
que estimula a diarreia inflamatoéria (CROXEN et al., 2011).

1.4 Correlacéo filogenética entre EAEC e UPEC

Em um estudo realizado por Abe et al. (2008) cepas de UPEC foram
analisadas quanto a presenca de marcadores genéticos de DEC, mostrando que
algumas cepas de UPEC albergavam algumas propriedades de viruléncia dos
patétipos intestinais, principalmente associados a EAEC, como Pet, Pic, dispersina,
AAF/I, EAST-1 e AggR. Esses achados indicam claramente que algumas cepas
fecais de EAEC podem apresentar potencial uropatogénico, e que certas UPEC
podem ter adquirido propriedades de EAEC, tornando-se potenciais causadoras de
diarreia.

Posteriormente Olesen et al. (2012) relataram um surto de ITU causado por
uma EAEC do sorotipo O78:H10, corroborando os dados de Abe et al. (2008). Este
surto ocorreu em 1991, na cidade de Copenhague, Dinamarca. Um total de 18

pacientes adquiriu ITU, a qual foi causada por uma cepa pertencente ao sequence
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type (ST) 10, grupo filogenético A (CLERMONT et al., 2013), multirresistente,
pertencente ao sorotipo O78:H10. A origem desta cepa causadora do surto néo foi
identificada. Esta foi a primeira vez que EAEC esteva relacionada com um surto
relacionado a doenca extraintestinal.

Em 2013 o mesmo grupo de investigadores (BOLL et al., 2013) determinou as
propriedades uropatogénicas desta cepa O78:H10 e mostraram que estas
propriedades séo conferidas por fatores de viruléncia especificos de EAEC. Neste
estudo foi demonstrado que os fatores de viruléncia, até entdo especificos de EAEC,
como a expressdo da fimbria AAF/l, aumentam a uropatogenicidade e podem ter
tido um importante papel na habilidade da cepa causar o surto de ITU, j& que
nenhuma das cepas isoladas deste surto apresentavam fatores de adeséo tipicos de
EXPEC, como fimbria P, fimbria S/F1C e adesinas da familia Dr. Além da expressao
de AggR e AAF/I, outros fatores de viruléncia comumente encontrados em EAEC,
como a Sat e Pic, podem ter contribuido para a uropatogenicidade.

Poucos estudos tém investigado a prevaléncia de fatores de viruléncia tipicos
de EAEC em cepas causadoras de infeccBes extraintestinais, entretando, cepas de
EAEC com marcadores de UPEC sdo encontradas com uma prevaléncia
relativamente alta em cole¢Oes de isolados de ITU (ABE et al., 2008; NAZEMI et al.,
2011; OLESEN et al., 2012; PARK et al., 2009; WALLACE-GADSDEN et al., 2007).
Todos esses relatos indicam que algumas cepas de EAEC que colonizam o trato
intestinal tém potencial de colonizacéo e infec¢do do trato urinario.

Sendo assim, torna-se relevante caracterizar colecbes de EAEC isoladas
tanto de pacientes com diarreia como de controles assintomaticos, quanto a
presenca de marcadores de viruléncia de EXPEC, com o objetivo de detectar a
presenca de cepas com caracteristicas de UPEC e provavel potencial
uropatogénico. De que forma este grupo de EAEC com caracteristicas especificas
se relaciona geneticamente com cepas isoladas de ITU, ou seja UPEC com ou sem

marcadores de viruléncia de EAEC, ainda € uma questado a ser esclarecida.
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2 OBJETIVO

Analisar as relagfes filogenéticas entre cepas de EAEC que apresentam
marcadores genéticos de EXPEC e cepas de UPEC com e sem marcadores
genéticos de EAEC.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Cepas bacterianas

Para realizacéo deste estudo foi selecionada uma colecao de 92 cepas EAEC
isoladas a partir de um estudo epidemioldgico sobre a etiologia da doenca diarreica
na infancia realizado na cidade de S&o Paulo. Deste total, 46 foram isoladas de
casos de diarreia e 46 de controles assintomaticos (GOMES et al., 1998). Essas
cepas foram previamente classificadas como EAEC através da deteccdo do padrao
AA em células HelLa e caracterizadas quanto a prevaléncia de alguns genes de
viruléncia de EAEC (ELIAS et al., 2002; GOMES et al., 1998). Além das cepas de
EAEC, foram também utilizadas 18 cepas de UPEC como grupo comparativo, as
quais foram isoladas de pacientes apresentando infec¢do do trato urinario (ABE et
al., 2008). Dentre elas, oito apresentam marcadores de viruléncia de EAEC, ou seja,
apresentam padrdo AA de ades&o em células HelLa e/ou reatividade com a sonda de
diagnostico de EAEC (gene aatA) e dez cepas ndo apresentam nenhum dos
marcadores moleculares de EAEC (ABE et al., 2008).

3.2 Cultivo das cepas

O cultivo das cepas foi realizado em caldo ou agar Luria Bertani (LB) durante
18 horas a 37 °C em ambiente estatico. Apds inoculagdo em caldo as culturas foram
transferidas para placas de Petri contendo agar MacConkey (MC) para verificacdo
de pureza da cultura, sendo que estas placas foram entdo mantidas em estufa a 37
°C por 16 a 18 horas para obtencdo de coldnias isoladas. As col6nias isoladas
obtidas a partir desta cultura foram cultivadas novamente em agar ou caldo LB para
obtencéo de lisado bacteriano ou DNA gendmico quando necessario.

3.3 Reacgdo em cadeia da Polimerase (técnica de PCR)
Para cada reagdo de PCR foram utilizados: 20 pmol de cada um dos

iniciadores (foward e reverse), 1 U de Tag DNA Polymerase (Invitrogen, Waltham,
MA, EUA), 2 mM de MgCl,, 5 pl do tampéao de reagcédo de PCR 10X (Invitrogen), 0,2
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mM da mistura de dNTPs (Invitrogen), 5 pl do lisado bacteriano das cepas e agua
milliQ estéril para um volume final de 25 pl. As reacdes de PCR foram realizadas em
termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystem, Waltham, MA, EUA)
ou termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hamburgo, HH, Alemanha)

A cepa de E. coli DH5a foi usada como controle negativo em todas as
amplificagbes (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989). As cepas usadas como
controles positivos estdo descritas nas tabelas 2, 3 e 4.

Os lisados bacterianos usados como DNA molde para as reacdes foram
obtidos a partir de uma colbnia isolada em placa de &gar LB, a qual foi transferida
para um tubo de polipropileno contendo 500 pl de agua MilliQ estéril. Esta mistura foi
entdo ressuspendida e submetida a fervura por 10 min e imediatamente resfriada em
banho de gelo. Apds a obtencéo, os lisados bacterianos foram acondicionados em
freezer a -20 °C. Além dos lisados bacterianos foi utilizado também DNA genémico
como DNA molde das reacdes. Para obtencdo de DNA gendmico foi utilizado o kit
de extracdo Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, Fitchburg, WI, EUA)
conforme recomendac@es do fabricante. Os produtos obtidos a partir da amplificacéo

génica foram analisados através de eletroforese em gel de agarose.

3.4 Eletroforese em gel de agarose

Os géis de agarose foram preparados fundindo-se agarose (Invitrogen) em
tampéo TAE 1x (40 mM tris-acetato; EDTA 1mM) na concentragéo final de 0,8%, 1%
ou 2%, dependendo do tamanho esperado dos fragmentos de DNA, e entdo corados
com solucdo GelRed Nucleic Acid Stain (Biotium, Hayward, CA, EUA) na
concentracéo de 1:5000.

Os produtos amplificados das PCRs foram acrescidos de tampao de corrida
loading buffer 6x (azul de bromofenol 0,25%, xileno cianol 0,25%, glicerol 30%).
Como marcador de peso molecular foi utilizado o 1 kb DNA Ladder, 100 bp DNA
ladder (Fermentas, Waltham, MA, EUA) ou 50 pb DNA ladder (Invitrogen), conforme
indicado. ApoOs a corrida eletroforética, realizada sob corrente elétrica de 70 V/cm em
tampdo TAE 1x, os géis foram observados em transiluminador de luz ultravioleta
UVP (Upland, San Leandro, CA, EUA) e fotografados com o auxilio de sistema de

imagem Alphaimager (Alpha Innotech, San Leandro, CA, EUA).
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3.5 Sequenciamento e analise dos amplicons

Alguns dos amplicons obtidos por PCR foram sequenciados. Para isso, ap0s
a amplificacdo foram purificados com auxilio do GFXTM PCR DNA and Gel Band
Purification kit (GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, Inglaterra), de
acordo com instrucbes do fabricante. Apés a purificacdo, os fragmentos foram
quantificados a partir de eletroforese em gel de agarose a 2% utilizando como
padrdo de concentracdo de DNA o marcador de massa molecular Low DNA Mass
Ladder (Invitrogen). O sequenciamento foi realizado no Laboratério do Centro de
Biotecnologia do Instituto Butantan, utilizando o sequenciador automético Applied
Biosystems 3500 (Applied Biosystem). As reacdes foram realizadas de acordo com o
protocolo do fabricante em volume final de 10 pl, utilizando 150 pmol do amplicon
purificado, iniciadores especificos e 0o Bigdye® terminator v3.1 cycle sequencing Kit.
As sequéncias obtidas foram analisadas e alinhadas com auxilio do software BioEdit
e foram comparadas no banco de dados do Pubmed através do BLAST

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/).

3.6 Pesquisa de genes marcadores de viruléncia de ExXPEC

A pesquisa dos genes que classificam uma cepa como EXPEC (papA, papC,
sfa/foc, afa/dra, iutA e kpsMT II) foi realizada de acordo com Johnson et al. (2003),
tanto para as cepas de UPEC quanto para as cepas de EAEC utilizadas no estudo.
A técnica foi realizada conforme descrito nos itens 3.3 e 3.4, utilizando os iniciadores
e condicdes descritas na tabela 2. Por esta metodologia uma cepa € considerada
uma EXPEC se apresentar pelo menos dois dos 6 genes pesquisados, considerando
papA e papC em conjunto, ou seja, apenas quando os dois genes sdo detectados
(JOHNSON et al., 2003).
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Tabela 2- Sequéncia dos iniciadores e ciclos de amplificagéo utilizados neste estudo para detecgéo dos genes de EXPEC.

Gene Iniciadores Funcéo Anelamento Amplicon Referéncia Controle
(°C) (pb) positivo ?
papA (F) ATGGCAGTGGTGTCTTTTGGTG Adesina da fimbria P 62 720 JOHNSON et E. coli J96
(R) CGTCCCACCATACGTGCTCTTC al., 2003
papC (F) GTGGCAGTATGAGTAATGACCGTTA Usher da fimbria P 62 200 JOHNSON et E. coli J96
(R) ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA al., 2003
sfa/foc  (F) CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC Fimbria S e F1C 62 410 JOHNSON et E. coli RS218
(R) CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA al., 2003
afa/ldra  (F) GGCAGAGGGCCGGCAACAGGC Operons de adesinas da 62 559 JOHNSON et E. coli A30
(R) CCCGTAACGCGCCAGCATCTC familia Dr (AFA I-11I, Dr, al., 2003
F1845)
iutA (F) GGCTGGACATCATGGGAACTGG Sintese e receptor de 62 300 JOHNSON et Shigella
(R) CGTCGGGAACGGGTAGAATCG : ~ptor al., 2003 flexneri SA101
aerobactinas (sideréforo)
kpsMT Il (F) GCGCATTTGCTGATACTGTTG Sintese de polissacarideo 62 272 JOHNSON et E. coli Ec040
(R) CATCCAGACGATAAGCATGAGCA capsular Grupo Il (K1, K5, al., 2003

K12)

(F) iniciador forward; (R) iniciador reverse.

& Cepas empregadas como controles positivos: E. coli J96, E. coli RS218, Shigella flexneri SA101 e E. coli Ec040 (SANTOS et al., 2013).
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3.7 Pesquisa de genes de marcadores de viruléncia de EAEC e de proteinas
autotransportadoras

Além da deteccdo dos genes que classificam uma cepa como EXPEC, a
técnica de PCR foi utilizada para a deteccdo dos seguintes genes de viruléncia de
EAEC: pilS, pilV, agg3A, agg3C, virK, rfbU, agg4A, agg4C, aaiA, aaiC, aaiG e aaiU,
bem como para a deteccdo de genes que codificam as seguintes proteinas
autotransportadoras: sat, sigA, espC, espP, epeA, espl e sepA (ABREU et al., 2013;
BOISEN et al., 2009; BOISEN et al., 2012; CZECZULIN et al., 1999; RESTIERI et
al., 2007; SCHMIDT et al., 2001). Esta analise foi realizada tanto em cepas EAEC
quanto em cepas UPEC pela técnica de PCR conforme descrito nos itens 3.3 e 3.4,

utilizando os iniciadores e condi¢cdes descritas nas tabelas 3 e 4.



Tabela 3- Sequéncia dos iniciadores e ciclos de amplificacdo utilizados neste estudo para deteccao dos genes de EAEC.
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Gene Iniciadores Funcao Anelamento Amplicon Referéncia Controle
(°C) (pb) positivo ®
pilS (F) ATGAGCGTCATAACCTGTTC Estrutura da fimbria Pil 50 534 DUDLEY et al., EAEC
(R) CTGTTGGTTTCCAGTTTGAT 2006a C1096
pilV (F) GGATCCATGCAAAAAGACAACGATAA Adesina da fimbria Pil 50 1.194 DUDLEY et al., EAEC
(R) AAGCTTTTAATTGAGCGTTACACACG 2006a C1096
agg3A (F) GGTAACAAGGGAAATATTAGC Adesina da fimbria AAF/III 60 462 BERNIER et al., E. coli A30
(R) GCCCGAAAAATGTCCAGTAT 2002
agg3C (F) GTTTGGAACCGGGAATTAACATTG Usher da fimbria AAF/III 65 485 BERNIER et al., E. coli A30
(R) ATACTTTAGATACCCCTCACGCAG 2002
virk (F) ATGTTTTCTATAAGTAACTTATCATTTATCGG Chaperona da toxina Pet 55 951 CZECZULIN et EAEC 042
(R) TTAATTTGAATTCTGATGTTCTGAG al., 1999
rfbU (F) ATGAATATACTATTTACGGAATC Biossintese de 55 822 CZECZULIN et EAEC 042
(R) CTACAGGCACAGAAAATGCCGATG lipopolissacarideo al., 1999
agg4dC (F) ATATGTTTAATCGGTTCTTTA Usher da fimbria AAF/IV 55 1.000 BOISEN et al., EAEC
(R) ACCATCTGATTCTAATACCGT 2008 BA1116
agg4A (F) TGAGTTGTGGGGCTAYCTGGA Adesina da fimbria AAF/IV 57 169 BOISEN et al., EAEC
(R) CACCATAAGCCGCCAAATAAGC 2008 BA1116
aaiA (F) CCCACGACCAGATAACG Sistema de secrec¢éo do 56 476 DUDLEY et al., EAEC 042
(R) GTTTTCAGGATTGCCATTAG tipo VI 2006b
aaiG (F) GGGAGTGTTTCAGTCTGGAC Sistema de secrec¢éo do 56 782 DUDLEY et al., EAEC 042
(R) ATTTGTCACAAGCTCAGCAT tipo VI 2006b
aaiC (F) AAAAATCTAGATGTCAAATAGAGATATAGGT Sistema de secre¢éo do 53 278 DUDLEY et al., EAEC 042
(R) TATATATCTAGAAACAACCTTAAATGATGAG tipo VI 2006b
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aaiu (F) CAGACAGGAAGCATGGGTTCA Sistema de secrec¢édo do 54 806 DUDLEY et al,

(R) CAGGCATGTCAAACTCAAGA tipo VI 2006b EAEC 042

(F) iniciador forward; (R) iniciador reverse.
% Cepas empregadas como controles positivos: EAEC C1096 (Cobelji¢ et al., 1996), E. coli A30 (Santos et al., 2014), EAEC 042 (Nataro et al., 1985) e EAEC
BA1116 (Bueris et al., 2007).
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Tabela 4- Sequéncia dos iniciadores e ciclos de amplificacdo utilizados neste estudo para deteccdo de genes que codificam proteinas

autotransportadoras.
Gene Iniciadores Funcéo Anelamento Amplicon (pb) Referéncia Controle
(°C) positivo 2
sat (F) TCAGAAGCTCAGCGAATCATTG Toxina autotransportadora de 59 930 ABREU et al DAEC FBC114
(R) CCATTATCACCAGTAAAACGCACC UPEC/DAEC 2013 v
SigA  (F) CCGACTTCTCACTTTCTCCCG Toxina da familia SPATE " 58 430 BOISEN et al.,S flexneri 2a
(R) CCATCCAGCTGCATAGTGTTTG 2009 '
espC (F) TAGTGCAGTGCAGAAAGCAGTT Atividade enterotoxigénica e clivagem 55 301 ABREU et al.,EPEC E2348/69
(R) AGTTTTCCTGTTGCTGTATGCC de espectrina, pepsin e fator V 2013
espP  (F) GTCCATGCAGGGACATGCCA Clivagem de i;‘t)gfg'”a' pepsina e 55 547 ABREU et al., EHEC EDL933
(R) TCACATCAGCACCGTTCTCTAT 2013
epeA (F) GGGAGAGTTCAGGCATTTA Protease e atividade mucinolitica 57 783 ABREU et al.,EHEC EH41
(R) CAGCGTTACCTTACTTGAG 2013
espl (F) ATGGACAGAGTGGAGACAG Degradacéo de proteinas do plasma 52 560 ABREU et al., STEC O113:H21
(R) GCCACCTTTATTCTCACCA 2013 ’
sepA (F) GCAGTGGAAATATGATGCGGC Toxina da familia SPATE 58 794 BOISEN et al., S. flexneri 2a
(R) TTGTTCAGATCGGAGAAGAACG 2009 )

(F) iniciador forward; (R) iniciador reverse.
% Cepas empregadas como controles positivos: DAEC FBC114, Shigella flexneri 2a, EPEC E2348/69, EHEC EDL933, EHEC EH41 e STEC 0113:H21
(ABREU et al., 2013).

® SPATE, serine protease autotransporter of Enterobacteriaceae.
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3.8 Anélise dos grupos filogenéticos

As cepas de EAEC classificadas como EXPEC segundo o critério de Johnson
et al. (2003), bem como todas as UPEC selecionadas, foram analisadas quanto a
classificacao filogenética de acordo com a metodologia descrita por Clermont et al.
(2013). Esta metodologia € baseada inicialmente em uma PCR quadruplex, seguida
de PCRs complementares dependendo do resultado obtido nessa primeira anélise.
A tipagem permite classificar uma E. coli em um dos sete grupos filogenéticos
distintos: A, B1, B2, C, D, E ou F. O fluxograma de tipagem através desta
metodologia esta representado na tabela 5.



Tabela 5- Fluxograma de determinacéo dos filogrupos através da metodologia de Clermont et al. (2013).
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arpA chuA yjaA TspE4.C2 Filogrupo Proximo passo
+ - - - A -
+ - - + B1 -
- + - - = -
- + + - B2 -
- + + + B2 -
- + - + B2 Pode ser confirmado testando o gene ibeA ®
+ - + - AouC Confirmar utilizando iniciadores especificos para C
+ + - - DouE Confirmar utilizando iniciadores especificos para E
+ + - + DouE Confirmar utilizando iniciadores especificos para E
- + + - E ou clado | Confirmar utilizando iniciadores especificos para E e clados de E. coli b
- - + - Clado I ou ll Confirmar utilizando iniciadores especificos para os clados de E. coli b
- (+)° - - Clado I, IV ou V Confirmar utilizando iniciadores especificos para os clados de E. coli b
- - - + Desconhecido Realizar MLST
- - + + Desconhecido Realizar MLST
+ - + + Desconhecido Realizar MLST
+ + + + Desconhecido Realizar MLST

4 Segundo Gordon et al. (2008).

® Segundo Clermont et al. (2011).
° A reacéo ira resultar em um amplicon de 476 pb, correspondente a cepas pertencentes aos clados lIl, IV ou V. A confirmag&o deve ser
feita utilizando iniciadores especificos para os clados de E. coli (CLERMONT et al., 2011).
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Para cada reacdo de quadruplex PCR foram utilizados: 20 pmol de cada um
dos iniciadores (foward e reverse), com excec¢ao do iniciador reverse para 0 gene
arpA, o qual é utilizado a uma concentracdo de 40 pmol, 1 U de Taqg DNA
Polymerase (Invitrogen, Waltham, MA, EUA), 2 mM de MgCl,, 5 ul do tampéo de
reacdo de PCR 10X (Invitrogen), 0,2 mM da mistura de dNTPs (Invitrogen), 1 ul do
DNA gendmico bacteriano das cepas e agua milliQ estéril para um volume final de
25 pl. As reacbes de PCR foram realizadas em termociclador GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystem, Waltham, MA, EUA) ou termociclador Mastercycler
Gradient (Eppendorf, Hamburgo, HH, Alemanha) e os produtos amplificados foram
analisados conforme descrito no item 3.4., utilizando os iniciadores e condi¢des

descritas na tabela 6.

Tabela 6- Sequéncia dos iniciadores, temperatura de anelamento e tamanho dos
fragmentos amplificados nas reacdes de PCR quadruplex para classificacdo
filogenética.

. - Anelamento  Amplicon
Gene Funcao Iniciadores b

() (pb)
(F) ATGGTACCGGACGAACCAAC
chuA Sideroforo (R) TGCCGCCAGTACCAAAGACA 288
(F) CAAACGTGAAGTGTCAGGAG
yjaA Desconhecida  (R) AATGCGTTCCTCAACCTGTG 211
59°C
(F) CACTATTCGTAAGGTCATCC
TSpE4C2  Gene lipase-esterase (R) AGTTTATCGCTGCGGGTCGC 152
Proteina requladora (F) AACGCTATTCGCCAGCTTGC
arpA 9 (R) TCTCCCCATACCGTACGCTA 400

ankyrin-like

Em seguida, baseado no gendtipo obtido nessa primeira PCR, o isolado é
imediatamente inserido em um dos filogrupos ou a classificacdo segue para uma
segunda etapa, que consiste em PCRs complementares (Tabela 7). Em todas as
reacoes o gene trpA é utilizado como controle interno da reacédo. Estas PCRs
complementares foram realizadas da seguinte forma: 20 pmol de cada um dos
iniciadores (foward e reverse), com excecao dos iniciadores de controle interno trpA,
0s quais séo utilizados a uma concentragédo de 12 pmol por reagéo, 1 U de Tag DNA
Polymerase (Invitrogen, Waltham, MA, EUA), 2 mM de MgCl,, 5 pl do tampéo de
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reacdo de PCR 10X (Invitrogen), 0,2 mM da mistura de dNTPs (Invitrogen), 1 ul do
DNA gendmico bacteriano das cepas e agua milliQ estéril para um volume final de
25 pl. As reacbes de PCR foram realizadas em termociclador GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystem, Waltham, MA, EUA) ou termociclador Mastercycler
Gradient (Eppendorf, Hamburgo, HH, Alemanha) e os produtos amplificados foram
analisados conforme descrito no item 3.4. Os iniciadores e condi¢cdo de amplificacao

estao descritas na tabela 7.
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Tabela 7- Sequéncia dos iniciadores, temperatura de anelamento e tamanho dos fragmentos amplificados nas reacdes de PCR
complementares para classificagéo filogenética dos grupos C e E.

Anelamento (°C) Amplicon (pb)

Reacéo Gene Funcéo Iniciadores
Proteina requladora (F) GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC
Grupo E arpA egu (R) GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG 57 301
ankyrin-like
(F) AGTTTTATGCCCAGTGCGAG

Grupo C trpA Sintese de triptofano (R) TCTGCGCCGGTCACGCCC 59 219
Controle (F) CGGCGATAAAGACATCTTCAC

trpA Sintese de triptofano  (R) GCAACGCGGCCTGGCGGAAG 59 489

interno
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3.9 Multilocus sequencing typing (MLST)

As mesmas cepas de EAEC e UPEC selecionadas para a classificacao
filogenética por Clermont et al. (2013) foram analisadas por MLST, segundo a
metodologia descrita por Wirth et al. (2006). Esta metodologia consiste na
amplificacdo por PCR dos seguintes genes que codificam proteinas metabolicas
constitutivas: adk, fumcC, gyrB, icd, mdh, purA e recA.

Estas PCRs foram realizadas conforme descrito nos itens 3.3 e 3.4, utilizando
0s iniciadores e condi¢des descritos na tabela 8, conforme previamente descrito por
Wirth et al. (2006) e seguindo as recomendagbes apresentadas no sitio “MLST
databases at UoW” da Universidade de Warwick (Reino Unido), disponivel em:
http://mlist.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli.

Os produtos de amplificacdo foram purificados e sequenciados seguindo a
descricdo no item 3.5. Apds amplificacdo e andlise, as sequéncias de cada cepa
foram submetidas no mesmo sitio da Universidade de Warwick para obtencédo do
Sequencing Type (ST) de cada uma das cepas analisadas, seguindo as instrucoes
da péagina de acesso.

Em seguida, as sequéncias parciais dos genes foram concatenadas e
exportadas para o programa MEGA (versdo 6.0) para a inferéncia da arvore
filogenética. A distancia genética entre as cepas foi obtida pelo método Kimura-2
parametros e o filograma foi construido através do método maximum likelihood

utilizando bootstrap com 1.000 réplicas.
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Tabela 8- Sequéncia dos iniciadores, temperatura de anelamento e tamanho dos fragmentos amplificados nas reagdes de PCR para
determinacao dos sequence types (ST) das cepas estudadas.

Gene Funcao Iniciadores Anelamento (°C) Amplicon (pb)
(F) TCATCATCTGCACTTTCCGC
adk Adenilato quinase (R) CCAGATCAGCGCGAACTTCA 54 583

(F) TCACAGGTCGCCAGCGCTTC
fumC Fumarato hydratase (R) TCCCGGCAGATAAGCTGTGG 54 806

(F) TCGGCGACACGGATGACGGC
gyrB DNA gyrase (R) GTCCATGTAGGCGTTCAGGG 60 911

Isocitratofisopropilmalato (F) ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACA

icd . (R) GGACGCAGCAGGATCTGTT 54 878
deidrogenase
(F) AGCGCGTTCTGTTCAAATGC
mdh Malato deidrogenase (R) AGGTTCAGAACTCTCTCTGT 60 932
(F) TCGGTAACGGTGTTGTGCTG
purA Adelinosucinato deidrogenase (R) CATACGGTAAGCCACGCAGA 54 816

(F) CGCATTCGCTTTACCCTGACC
recA Motivo de ligagio ATP/GTP  (R) TCGTCGAAATCTACGGACCGGA 58 780
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4 RESULTADOS

4.1 Pesquisa de marcadores de viruléncia de EXPEC

Na primeira etapa deste trabalho as 92 cepas de EAEC foram submetidas a
classificacdo na categoria de EXPEC, de acordo com os critérios propostos por
Johnson et al. (2003). De acordo com esta metodologia a cepa pode ser
considerada uma EXPEC se apresentar pelo menos dois dos seguintes genes: papA
e papC (considerados em conjunto), sfa/foc, afa/dra, iutA e kpsMT II.

A PCR para cada um dos genes foi padronizada de acordo com os controles
positivos e negativos padrdes descritos no trabalho de Johnson et al. (2003). Na
figura 7 podemos observar o gel de agarose com os amplicons correspondentes a
cada gene pesquisado por este método. Originalmente a metodologia descrita por
Johnson refere-se a de uma multiplex-PCR, porém neste estudo foram realizadas
reacoes separadas para detecgcédo de cada gene.

Figura 7- Eletroforese em gel de agarose (1%) das PCR para 0s genes
classificatorios de EXPEC.

SJo el s Ca el

750 pb
500 pb,

250 pb

Canaletas: (1) 1 kb ladder (Invitrogen); (2) controle positivo para o gene papA - 717 pb (J96); (3)
controle negativo para o gene papA (DH5a); (4) controle positivo para o gene afa/dra - 594 pb (A30);

(5) controle negativo para o gene afa/dra (DH5a); (6) controle positivo para o gene sfa/foc - 410 pb
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(RS218); (7) controle negativo para o gene sfa/foc (DH5a); (8) controle positivo para o gene iutA - 302
pb (A30); (9) controle negativo para o gene iutA (DH5a); (10) controle positivo para o gene kpsMT 1 -
272 pb (Ec-040); (11) controle negativo para o gene kpsMT Il (DH5a); (12) controle positivo para o
gene papC - 205 pb (J96); e (13) controle negativo para o gene papC (DH5aq).

A partir dos resultados da PCR para os genes classificatorios de EXPEC foi
possivel verificar a prevaléncia destes genes na colecdo de EAEC (casos e
controles), conforme apresentado na figura 8. Considerando o total de cepas sem
distincdo quanto a origem, os genes iutA (36 cepas), papC (35 cepas) e kpsMT Il (31
cepas) foram os mais prevalentes. Em contrapartida, os genes papA (6 cepas) e
afa/dra (2 cepas) foram pouco frequentes e o gene sfa/foc nédo foi detectado em
nenhuma cepa analisada. Quando analisados separadamente com relacdo a origem,
0S genes iutA (25%) e kpsMT 11 (19,56%) foram mais frequentes em cepas isoladas

de casos e o gene papC (29,34%) nas cepas isoladas de controles sadios.

Figura 8- Prevaléncia dos genes classificatérios de EXPEC nas cepas de EAEC (casos
e controles).

45%

40%

35%

30%

25%

20%

15%

10%
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0% ' []

iutA kpsMTII papA papC afa/dra sfa/foc
B CASO 25% 19,56% 3,26% 7,60% 0% 0%
B CONTROLE 14,13% 14,13% 2,17% 29,34% 3,26% 0%
TOTAL 39,13% 33,69% 5,43% 36,95% 3,26% 0%
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Do total de 92 cepas de EAEC, 30 (32,6%) foram positivas para a0 menos
dois dos genes classificatorios, sendo entdo consideradas cepas EXPEC. Dentre
esse total, 18 foram isoladas de casos e 12 de controles. Foi possivel observar sete
combinacgdes genéticas possiveis a partir destes resultados (Tabela 9), sendo que a
combinacgao iutA e kpsMT Il foi a mais frequente em cepas isoladas a partir de casos
e iutA, kpsMT Il e papC a mais frequente em cepas isoladas a partir de controles.

Tabela 9- Combinac¢fes dos genes nas cepas de EAEC classificadas como ExPEC.

o 70 —
Combinacdes de genes detectados N° (%) de cepas positivas

Casos (n=18) Controles (n=12) Total (n=30)
papA papC afa/dra 1(8.33) 1(3,33)
iutA kpsMT Il papA papC 1 (5,55) 1(8,33) 2 (6,66)

iutA kpsMT Il papC 3(16,66) 8 (66,66) 11 (36,66)
iutA kpsMT Il 13 (72,22) 2 (16,66) 15 (50)
kpsMT Il papA papC 1 (5,55) - 1(5,55)
kpsMT Il afa/dra - 1(8,33) 1(8,33)
kpsMT Il afa/dra papC - 1(8,33) 1(8,33)

Tendo em vista estes resultados, selecionamos as 30 cepas de EAEC que
foram consideradas EXPEC por esta metodologia para as analises de determinacgéo
de perfil genético de marcadores de viruléncia e filogenéticas pela metodologia
descrita por Clermont et al. (2013) e MLST.

4.2 Pesquisa de marcadores de viruléncia de EAEC

Tendo selecionado as 30 cepas de EAEC que compuseram as proximas
etapas do projeto, foi verificado por PCR, tanto nas cepas de EAEC quanto nas
cepas de UPEC (com e sem marcadores de EAEC), a presenca dos seguintes
marcadores de viruléncia de EAEC para complementacdo dos dados destas cepas
previamente descritos em Elias et al. (2002) e Abe et al. (2008): pilS, pilV, agg3A,
agg3C, virK, rfbU, agg4A, agg4C, aaiA, aaiC, aaiG e aaiU. A tabela 10 mostra a
ocorréncia desses genes nas cepas de EAEC classificadas como EXPEC e UPEC

(com e sem marcador de viruléncia de EAEC).
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Tabela 10- Prevaléncia de genes de viruléncia caracteristicos de EAEC nas amostras
deste estudo.

N° (%) de cepas positivas

Genes

EAEC (n=30) UPEC (n=18)
pilS 14(46,66) 1 (5,55)
pilv 14 (46,66) 2 (11,11)
aag3A 9 (30)
agg3C 1(3,33)
virK 24 (80) 2 (11,11)
rfbU 10 (33,33) 2 (11,11)
agg4A 1(3,33)
agg4C 3 (10)
aaiA 12 (40) 1 (5,55)
aaiC 13 (43,33) 1 (5,55)
aaiG 9 (30) 1 (5,55)
aaiu 1(3,33) 1 (5,55)

Estes dados nos mostram de forma clara que os genes pilS, pilV, virK, rfbU,
aaiA, aaiC e aaiG foram mais frequentes nas cepas de EAEC. Os genes agg3A,

agg3C, agg4A e agg4C nao foram encontrados nas cepas de UPEC.

4.3 Pesquisa de marcadores genéticos de proteinas autotransportadoras

Como ultima analise do perfil genético das cepas de EAEC e UPEC
selecionadas para estudo, foi analisada a presenca de genes que codificam
proteinas autotransportadoras (tabela 11).

Tanto nas cepas de EAEC (caso e controle) quanto nas cepas de UPEC o
gene sat foi o de maior prevaléncia, totalizando 5 cepas positivas para este gene em
cada grupo estudado. Em contrapartida os genes de menor prevaléncia foram espl e
sepA, ambos presentes em somente uma cepa de EAEC isolada de caso. Em UPEC
todos os genes foram detectados em baixa frequéncia, considerando o pequeno
namero de cepas analizadas, sendo que 0s genes espl e sepA ndo foram
encontrados neste grupo. Os genes espC, espP e epeA nao foram encontrados em

nenhuma cepa, tanto de EAEC quanto de UPEC.
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Tabela 11- Prevaléncia de genes de proteinas autotransportadoras nas cepas de EAEC
e UPEC.

Genes N° (%) de cepas positivas
EAEC (n=30) UPEC [n=18]

sat 10 (33.33) 5(27.7)
SigA 1 (5,55) 3 (16,66)
espC

espP

epeA

espl 1 (5,55)

sepA 1 (5,55)

4.4  Perfil genético das cepas de EAEC e UPEC

Os genes que codificam marcadores de viruléncia de EAEC e proteinas
autotransportadoras detectados nas cepas de EAEC deste estudo (tabelas 10 e 11)
foram analisados em conjunto com o perfil genético (genes aatA, aafA, aafC, aggA,
aggC, aggR, aap, astA, shf, irp2, pet e pic) e padrdes de adesdo em células HelLa
determinados em estudos anteriores (ELIAS et al., 1999; ELIAS et al.,, 2002;
GOMES et al., 1998). Os perfis genéticos de dessas cepas encontram-se descritos
nas tabelas 12 e 13, separando as cepas quanto a origem em casos e controles,
respectivamente.

Nestas tabelas podemos observar que ndo houve muita diferenca entre as
cepas de EAEC caso e controle, sendo que a maioria das cepas de ambos o0s
grupos apresentou perfil genético complexo.

Ao analisar esses dois grupos de cepas em conjunto nota-se que a maioria
(24/80%) delas pbéde ser classificada como EAEC tipica, ou seja, albergavam os
genes aatA/aggR. Com relacdo as fimbrias de EAEC pesquisadas, 28 (93,33%)
possuiam pelo menos um gene associado, sendo que 19 (63,33%) do total
apresentaram genes relacionados a fimbria AAF/III, 5 (16,66%) a fimbria AAF/IV, 4
(13,33%) a AAF/I e 21 (70%) a fimbria Pil. Além disso, com relacdo aos genes que
codificam proteinas autotransportadoras presentes em UPEC, 10 (33,33%) cepas

apresentaram 0 gene sat e 7 (23,33%) o gene pic. Os demais marcadores
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detectados n&o sao exclusivos de EAEC, sendo estes detectados em outros
patétipos e outras espécies bacterianas.

Com relacao as cepas de UPEC, os mesmos genes analisados nas cepas de
EAEC foram detectados neste estudo (tabelas 10 e 11) e analisados em conjunto
com os dados de fatores de viruléncia e de padrbes de adesdo em células HelLa
determinados previamente (ABE et al., 2008). Os perfis genéticos referentes as
cepas de UPEC (com e sem marcadores de EAEC) encontram-se na tabela 14.

Ao analisar os dados apresentados na tabela 14 pode-se observar que as
cepas de UPEC possuem baixa complexidade quanto a diversidade genética
considerando os genes pesquisados neste trabalho.

Ao analisar separadamente os dois grupos de cepas nota-se que os perfis
foram bastante distintos, embora 0 numero de cepas analisadas tenha sido
pequeno. Nas cepas sem marcadores de EAEC (negativas para sonda aatA e/ou
adesdo AA), ndo foram detectados os genes codificantes para fimbrias de EAEC,
enquanto 5 (50%) cepas albergavam o gene sat e 2 (20%) pic. Em relacdo as cepas
com marcadores de EAEC (positivas para a sonda aatA e/ou adesédo AA), 3
(37,50%) possuiam pelo menos um gene associado as fimbrias de EAEC AAF/I,
AAF/IIl e Pil. Estas mesmas cepas apresentaram também o gene sat. Da mesma
forma dos dados encontrados nas cepas de EAEC, os demais genes pesquisados

nao séo especificos, ou seja, sdo encontrados em outros patotipos.
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Tabela 12- Perfil genético de alguns marcadores de viruléncia de EAEC e UPEC das cepas de EAEC com marcadores de EXPEC
iIsoladas de casos.

Cepa Adesdo ® Perfil genético de EAEC " Perfil genético de EXPEC °©
41-2 CD aatA, aggR, astA, aap, shf, aggA, aggC, agg4C, virK, rfbU, aaliACGU, pilS, iutA, kpsMT II, papA, papC
231-1 AA gg\ig,S:;iC, virK, rfbU,agg3C, sat iutA, kpsMT II, papC
301-1 AA aatA,aggR, aap, shf, virK, rfbU, agg4A, agg4C, aaiA, aaiG iutA, kpsMT I
421-4 CD aatA,aggR, aap, irp2, pic, virk, agg3A, agg3C, aaiA, aaiC iutA, kpsMT I
591-1 CD aatA, aggR, astA, aap, aggA, aggC, virK, rfbU, sat, sigA, aaiC, pilS iutA, kpsMT II, papC
601-1 AA aatA, aggR, astA, aap, irp2, shf, virK, rfbU, agg3A, agg3C, agg4cC, pilS, pilV, iutA, kpsMT II, papC
SigA, aaiC, pet, pic
631-1 AA aatA,aggR, aap, irp2, aggC, virK,pilV iutA, kpsMT I
641-1 AA aatA, aggR, aap, irp2, pilS, virK, agg3C iutA, kpsMT I
671-2 AA agg3C iutA, kpsMT I
851-10 AA aatA, aggR, aap, irp2, espl, virK, rfbU, agg3C iutA, kpsMT I
1031-4 AA aatA, aggR, aap, shf, pic, irp2, virK, sat, sepA, aaiACG, pilS, pet iutA, kpsMTI I
1261-1 AA astA, aap, virK, pilS, aaiC iutA, kpsMT I
2051-1 AA aatA, aggR, aap, shf, irp2, virK, agg3C iutA, kpsMT I
2341-1 AA irp2, virK, pilS iutA, kpsMT I
2451-3 AA aatA, aap, irp2, pils, pilv iutA, kpsMT I
2701-1 AA astA, aap, irp2, virK iutA, kpsMT I
2731-4 AA aatA, astA, aap, irp2, agg3C, pilV iutA, kpsMT I
3291-7 CD aatA, aaiC, virK, sat iutA, kpsMT I, papC

®Ensaios de adesdo em células HeLa. CD, cepas citodestacantes, ou seja, a camada celular se desprende da laminula por alguma acéo da bactéria; AA,
E)adréo de adeséo agregativo. Dados extraidos de Gomes et al. (1998).

Os resultados da presenca dos genes aatA, aggR, aafA, aafC, aggA, aggC, shf, astA, aap, irp2, pet e pic nessas cepas foram extraidos de Elias et al.
(1999a) e Elias et al. (2002).
‘Marcadores de ExPEC segundo metodologia descrita por Johnson et al. (2003).
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Tabela 13- Perfil genético de alguns marcadores de viruléncia de EAEC e UPEC das cepas de EAEC com marcadores de EXPEC
iIsoladas de controles.

Cepa Adeséo *® Perfil genético de EAEC " Perfil genético de EXPEC °©
672-4 AA aatA, aggR, aap, shf, aggA, aggC, irp2, virK, agg3C, sat, aalAC, pilS, pilV papA, papC, afa/dra
3122-1 CD aatA, aggR, aap, shf, pic, irp2, rfbU, agg3A, agg3C, sat, aalACGU, pilV iutA, kpsMT II, papA, papC
3202-4 AA aatA, astA, aap, irp2, virK, agg3A, agg3C, aaiCG iutA, kpsMT I, papC
3682-2 AA aatA, aggR, aap, irp2, agg3A, agg3C, aaiACG, pilV, pic iutA, kpsMT I, papC
3942-2 AA aatA, aggR, astA, aap, irp2, shf, virK, rfbu, agg3A, agg3C, agg4A, pilv iutA, kpsMT I, papC
aaiAG, pet, pic
4052-1 AA SigA, aaiA, aaiG, agg3A, agg3C, agg4A, virK, pilV, sat iutA, kpsMT I, papC
4212-6 AA aatA, astA, aap, irp2, virK, agg3cC, pilS, pilV, sat aaiA iutA, kpsMT I, papC
4332-1 AA astA, virK, rfbU, pilS, pilV aaiA iutA, kpsMT I, papC
4692-10 AA aaiC, aaiG, virK, rfbU, agg3C, pilS, pilV iutA, kpsMT I, papC
4792-1 AA aatA, aggR, aap, espl, irp2, virK, agg3C, pilV, sat iutA, kpsMT I
4862-1 AA aatA, aggR, pheU, astA, aspU, shf, irp2, pilS, pilV, pic, pet, virK, agg3A, iutA, kpsMT I
agg3C
4942-1 AA aatA, aap, pheU, astA, irp2, agg3C, pilS, pilV iutA, kpsMT I, papC

% Ensaios de adesdo em células HelLa. AA, padrdo de ades&o agregativa; CD, cepas citodestacantes, ou seja, a camada celular se desprende da laminula
Eor alguma acao da bactéria. Dados extraidos de Gomes et al. (1998).

Os resultados da presenca dos genes aatA, aggR aafA, aafC, aggA, aggC, shf, astA, aap, irp2, pet e pic nessas cepas foram extraidos de Elias et al.
(1999a) e Elias et al. (2002).
“Marcadores de EXPEC segundo metodologia descrita por Johnson et al. (2003).
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Tabela 14- Perfil genético de alguns marcadores de viruléncia de EAEC e UPEC das cepas de UPEC com e sem marcadores de
EAEC.

Cepa Adesdo? Perfil genético de EAEC " Perfil genético de EXPEC °©
1 NA irp2, sat papA, papC, kpsMT I
3 CD irp2 papA, papC, sfa/foc, kpsMT Il
o 5 CD sat sfa/foc, kpsMTII, iutA
?E o 11 NC shf, irp2, virK, sat papA, papC, kpsMT I, iutA
g IiEJ 12 CD rfbU sfa/foc, kpsMT Il
E '-(']JJ 15 NC irp2 papA, papC, kpsMT II
3 © 16 NC pic, irp2, sat papA, papC, sfa/foc, kpsMT I, iutA
;‘;' 21 NC irp2 papA, papC, kpsMT I, iutA
28 NC irp2 papA, papC, kpsMT II
38 CD pic, irp2, sat papA, papC, sfalfoc, kpsMT I, iutA
34 AA agg3C, shf, irp2, virK, rfbU, sat afa/dra, iutA, kpsMT I
@ 35 NA aatA, aggA, aggC, irp2, sat papA, papC, kpsMT I, iutA
??5 46 AA aatA, aap, astA, pet, irp2
§ é 216 NA aatA, aap, astA, shf, irp2, sigA
E '-(']J) 231 AA astA, irp2, sigA
°C 237  AA
g';' 240 AA astA, sigA
© 268 CD aatA, aggR, aggA, aggC, aap, pic, irp2, pilS, pilV, aaiACGU, sat papA, papC, kpsMT I, sfa/foc, iutA

% Ensaios de adesdo em células HeLa. NA, cepas ndo aderentes; CD, cepas citodestacantes, ou seja, a camada celular se desprende da laminula por alguma
acao da bactéria; NC, padréo de adesao nédo caracteristico ou indefinido; AA, padrao de adesé&o agregativa. Dados extraidos de Abe et al. (2008).

® Os resultados da presenca dos genes aatA, aggR, aggA, agg3C, shf, astA, aap, irp2, pilS, pet e pic nessas cepas foram extraidos de Abe et al. (2008).

“Marcadores de ExPEC segundo metodologia descrita por Johnson et al. (2003).
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Com os dados presentes na tabela 14 podemos observer que dentre as cepas
de UPEC com e sem marcadores de EAEC ha diferencgas principalmente em relacao
a quantidade de genes caracteristicos de EAEC, 0s quais sdo0 mais presentes nas
cepas com marcador de EAEC. Estas cepas também possuem poucos genes
marcadores de EXPEC e possuem, em sua maioria, padrdo de adesao agergativo, o
qual ndo é presente nas cepas de UPEC sem marcadores de EAEC

4.5 Andlise filogenética

As cepas de EAEC e UPEC selecionadas para continuidade dos
experimentos foram submetidas a classificacdo filogenética por quadruplex PCR de
acordo com o descrito por Clermont et al. (2013).

A partir dos resultados obtidos, as cepas puderam ser classificadas nos
filogrupos A, B1, B2, C, D, E ou F. O filogrupo A foi composto por 16 cepas de EAEC
e 3 de UPEC, sendo 2 delas com marcador e 1 sem marcador de EAEC; o filogrupo
B1 foi composto de 2 cepas de EAEC e 1 de UPEC com marcador de EAEC; o
filogrupo B2 foi composto de 3 cepas de EAEC e 8 de UPEC sem marcador de
EAEC; o filogrupo D foi composto de 6 cepas EAEC e 2 UPEC, sendo 1 com
marcador e 1 sem marcador de EAEC; o filogrupo E foi compsto de 1 EAEC e 4
UPEC, sendo 1 sem e 4 com marcador de EAEC e o filogrupo F apresentou 1 cepa
de EAEC. Uma cepa do grupo das EAEC nao podde ser classificada em nenhum
filogrupo por esta metodologia considerando o seu perfil de amplificacdo na
quadruplex PCR.

A composicao de cada um dos filogrupos, apresentando as cepas com seus

perfis genéticos de viruléncia, esta apresentada na tabela 15.



Tabela 15- Classificacao filogenética das cepas de EAEC e UPEC deste estudo
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Filogrupo

Patétipo

Cepas (perfil genético)

A

EAEC

41-2 (aatA, aggR, aaiA, aaiC, aaiG, aaiU, pilS, pilV , astA, aap, shf, aggA, aggC, agg3A, agg3C, agg4cC, virK, rfbU)

231-1 (aaiA, aaiC, virK, rfbU,agg3C,)

591-1 (aatA, aggR, aaiC, pilS, astA, aap, aggA, aggC, virK, rfbU, sigA)

601-1 (aatA, aggR, aaiC, pet, astA, aap, pic, irp2, shf, virK, rfbU, agg3A, agg3C, agg4C, pilS, pilV, sigA)
631-1 (aatA,aggR, aap, irp2,virK,pilV, aggA, aggC, agg3C, agg4C)

2451-3 (aatA, aap, irp2, pilS, pilV)

2701-1 (astA, aap, irp2, virK)

3202-4 (aatA, aaiC, aaiG, pheU, astA, aap,irp2, virK, agg3A, agg3C,)

3682-2 (aatA, aggR, aaiA, aaiC, aaiG, pilV, aap, pic, irp2, agg3A, agg3C)

3942-2 (aatA, aggR, aaiA, aaiG, pet, astA, pic, aap, irp2, virK, shf, rfbU, agg3A, agg3C, agg4A, pilV)
4052-2 (aaiA, aaiG, agg3A, virK, agg3C, agg4A, pilV, sigA)

4212-6 (aatA, aaiA, pilS, astA, aap, irp2, virK, agg3C, pilV)

4332-1 (aaiA, astA, virK, rfbU, pilS, pilV)

4692-10 (aaiC, aaiG, virK, rfbU, agg3C, pilS, pilV)

4862-1 (aatA, aggR, pheU, pilS, pilV, pet, astA, aspU, shf, pic, irp2, virK, agg3A, agg3C)

4942-1 (aatA, aap, pheU, pilS, pilV, astA, irp2, agg3C)

UPEC

11 (shf, irp2, virK)
34 (daaC, agg3C, shf, irp2, virK, rfoU)
46 (aatA, aap, astA, pet, irp2)

Bl

EAEC

671-2 (agg3C)
2731-4 (aatA, astA, aap, irp2, agg3C, pilV)

UPEC

237 (sem marcadores)

B2

EAEC

2341-1 (irp2, virK, pilS)
3291-7 (aatA, aaiC, virK)
672-4 (aatA, aggR, aaiA, aaiC, pilS, pilV, aap, shf, aggA, aggC, agg3C, irp2, virK)

UPEC

3 (irp2)
5 (sem marcadores)
12 (rfbU)
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15 (irp2)
16 (irp2)
21 (irp2)
28 (irp2)
38 (irp2)
EAEC 301-1 (aatA,aggR, aaiA, aaiG, aap, shf, virK, rfbU, agg4A, agg4C)
D 641-1 (aatA, aggR, aap, irp2, virk, agg3C, pilS)
851-10 (aatA, aggR, aap, irp2, virK, rfbU, agg3C, espl)
1261-1 (aaiC, astA, aap, virK, pilS)
2051-1 (aatA, aggR, aap, shf, irp2, virK, agg3C)
4792-1 (aatA, aggR, aap, irp2, virK, agg3C, pilV, espl)
UPEC 268 (aatA, aggR, aggA, aggC, aap, pic, irp2, pilS, pilV, aaiACGU)
35 (aatA, aggA, aggC, irp2)
EAEC 3122-1 (aatA, aggR, aaiA, aaiC, aaiG, aaiU, pilV, aap, shf, pic, irp2,rfbU, agg3A)
E UPEC 1 (irp2)
231 (astA, irp2)
240 (astA)
216 (aatA, aap, astA, shf, irp2)
F EAEC 421-4 (aatA, aggR, aaiA, aaiC , aap, irp2, pic, virK, agg3A, agg3C, agg4C)
Desconhecido EAEC 1031-4 (aatA, aggR, aaiA, aaiC, aaiG, pilS, pet, aap, shf, pic, irp2, virK)
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Em analise comparativa observamos que as cepas de EAEC e UPEC se
inseriram em filogrupos diversos, e a distribuicdo dos grupos estudados foi
divergente, considerando os filogrupos classicos de cepas comensais e DEC (A, B1
e E) e os filogrupos classicos de EXPEC (B2, D e F). No primeiro grupo estao
presentes de maneira mais representativa as cepas de EAEC e UPEC com
marcadores de EAEC. No segundo grupo (filogrupos B2, D e F) localizam-se as
cepas de UPEC sem marcadores de EAEC. Estes dados podem ser visualizados
na tabela 15.

Nas cepas de EAEC a maior distribuicdo ocorreu no filogrupo A (53,33% das
cepas), seguida pelos filogrupos D (19,35%), B2 (9,68%), B1 (6,45%), E e F (3,23%
em cada filogrupo). Vale ressaltar que uma cepa de EAEC nao pdde ser
classificada em nenhum dos filogrupos por esta metodologia.

Ja nas cepas de UPEC com marcador de EAEC o filogrupo de maior
incidéncia foi o filogrupo E (37,5% das cepas), seguido dos filogrupos A e D
(ambos com 25% das cepas) e filogrupo B1 (12,5% das cepas), sendo que nas
cepas de UPEC sem marcador de EAEC a incidéncia dos filogrupos foi pouco
diversa. Neste grupo o filogrupo de maior destaque é o B2, com 80% das cepas,
seguidos pelos filogrupos A e E (10% das cepas).



63

Figura 9 - Filogrupos encontrados nas cepas de EAEC e UPEC com e sem

marcador de EAEC.
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Apb6s andlises filogenéticas pela metodologia descrita por Clermont et al.

(2013) as cepas estudadas foram submetidas a andlise por MLST. Nesta analise a

cepa € submetida a PCR para 7 genes de metabolismo e a partir da analise dessas

sequéncias as cepas sao classificadas em sequence types (ST) especificos.Em

alguns casos € possivel também classifica-las em complexos clonais (Cplx), os quais

albergam grupamentos de ST relacionados.

Esta classificagédo foi

realizada

utilizando as ferramentas disponiveis no site da University of Warwick (disponivel em

http://mlist.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli) utilizando o banco de dados de sequéncias

dos 7 genes analizados.



64

A tabela 16 nos mostra o perfil genético de cada uma destas cepas e a tabela
17 nos mostra o resumo do grupamento dos ST e Cplx quando presente nas cepas
estudadas em comparacédo aos seus filogrupos.

De forma diferente da determinada pela classificacdo proposta por Clermont
(2013), as cepas de EAEC e UPEC estudadas nao foram agrupadas de maneira
uniforme. O ST mais comum foi o ST 10 (Cplx10), o qual albergou 4 cepas de EAEC,
sendo 1 isolada a partir de caso e 3 isoladas a partir de controles assintomaticos, e 1
cepa de UPEC, a qual apresenta marcadores de EAEC. Os demais ST comuns para
mais de uma cepa foram o ST 746, albergando 2 cepas de EAEC, sendo 1 isolada a
partir de caso e 1 isolada a partir de controle assintomético e o ST 95 (Cplx ST95),
albergando 2 cepas de UPEC, as quais ndo apresentam marcadores de EAEC. Os
demais ST estao distribuidos de maneira uniforme, sendo cada um representado por
uma cepa diferente. Cabe salientar a determinagdo de 22 ST n&o descritos
anteriormente, baseando-se nas sequéncias de alelos ndo presentes no banco de
dados até o presente momento.

Na tabela 17 os dados de filogrupos e ST estdo apresentados em conjunto
dentro de cada grupo de cepas estudadas, ou seja, EAEC e UPEC com e sem

marcadores de EAEC



Tabela 16- Sequence types das EAEC e UPEC deste estudo com os respectivos perfis genéticos de cada cepa.

ST Patétipo  Filogrupo Cepas (perfil genético)
ST 10 Cplx EAEC A 41-2 (aatA, aggR, aaiA, aaiC, aaiG, aaiU, pilS, pilV , astA, aap, shf, aggA, aggC, agg3A, agg3C, agg4cC, virK, rfbU)
ST 10 3202-4 (aatA, aaiC, aaiG, pheU, astA, aap,irp2, virk, agg3A, agg3C,)

3682-2 (aatA, aggR, aaiA, aaiC, aaiG, pilV, aap, pic, irp2, agg3A, agg3C)
4052-2 (aaiA, aaiG, agg3A, virK, agg3C, aggdA, pilV, sigA)

UPEC A 46 (aatA, aap, astA, pet, irp2)
§$ gi Cplx UPEC D 268 (aatA, aggR, aggA, aggC, aap, pic, irp2, pilS, pilV, aaiACGU)
ST 48 Cplx UPEC A 34 (daaC, agg3C, shf, irp2, virK, rfbU)
ST 10
ST 59 Cplx UPEC A 11 (shf, irp2, virK)
ST 59
ST 95 Cplx UPEC B2 21 (irp2)
ST 95 28 (irp2)
ST 73 Cplx UPEC B2 38 (irp2)
ST 73
ST131  EAEC B2 2341-1 (irp2, virK, pilS)
Cplx ST 73
ST 144 EAEC B2 3291-7 (aatA, aaiC, virK)
ST 164  EAEC B1 671-2 (agg3C)

ST 226 EAEC 631-1 (aatA,aggR, aap, irp2,virk,pilV, aggA, aggC, agg3C, agg4C)

ST 543 UPEC 240 (astA)

A

ST 501 EAEC D 851-10 (aatA, aggR, aap, irp2, virK, rfbU, agg3C, espl)
E
A

ST 746 EAEC 601-1 (aatA, aggR, aaiC, pet, astA, aap, pic, irp2, shf, virK, rfbU, agg3A, agg3C, agg4C, pilS, pilV, sigA)
3942-2 (aatA, aggR, aaiA, aaiG, pet, astA, pic, aap, irp2, virK, shf, rfbU, agg3A, agg3C, agg4A, pilV)

ST 789 EAEC A 2701-1 (astA, aap, irp2, virK)
ST 998 UPEC B2 12 (rfbU)

ST 1057  UPEC B2 5 (sem marcadores)

ST 1423  UPEC Bl 237 (sem marcadores)

ST 2451 EAEC B2 672-4 (aatA, aggR, aaiA, aaiC, pilS, pilV, aap, shf, aggA, aggC, irp2, virK, agg3C)
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ST 4628 EAEC A 4942-1 (aatA, aap, pheU, pilS, pilV, astA, irp2, agg3C)

ST 5697 EAEC A 4212-6 (aatA, aaiA, pilS, astA, aap, irp2, virK, agg3C, pilV)

ST 5802 EAEC D 2051-1 (aatA, aggR, aap, shf, irp2, virK, agg3C)

ST 5803 EAEC Bl 2731-4 (aatA, astA, aap, irp2, agg3cC, pilV)

ST 5804 EAEC A 4692-10 (aaiC, aaiG, virK, rfbU, agg3C, pilS, pilV)

ST 5805 UPEC E 1 (irp2)

ST 5806 UPEC B2 3 (irp2)

ST 5807 UPEC B2 15 (irp2)

ST 5809 UPEC E 231 (astA, irp2)

ST 5810 EAEC A 231-1 (aaiA, aaiC, virK, rfbU,agg3C)

ST 5812 EAEC Desconhecido 1031-4 (aatA, aggR, aaiA, aaiC, aaiG, pilS, pet, aap, shf, pic, irp2, virK)
ST 5813 UPEC B2 16 (irp2)

ST 5815 EAEC D 641-1 (aatA, aggR, aap, irp2, virk, agg3C, pilS)

ST 5816 EAEC D 1261-1 (aaiC, astA, aap, virK, pilS)

ST 5817 EAEC E 3122-1 (aatA, aggR, aaiA, aaiC, aaiG, aaiU, pilV, aap, shf, pic, irp2,rfbU, agg3A)
ST 5818 EAEC A 4332-1 (aaiA, astA, virK, rfbU, pilS, pilV)

ST 5820 EAEC A 4862-1 (aatA, aggR, pheU, pilS, pilV, pet, astA, aspU, shf, pic, irp2, virK, agg3A, agg3C)
ST 5829 EAEC A 2451-3 (aatA, aap, irp2, pilS, pilV)

ST 5830 EAEC A 591-1 (aatA, aggR, aaiC, pilS, astA, aap, aggA, aggC, virK, rfbU, sigA)
ST 5831 EAEC F 421-4 (aatA, aggR, aaiA, aaiC , aap, irp2, pic, virK, agg3A, agg3C, agg4C)
ST 5832 UPEC E 216 (aatA, aap, astA, shf, irp2, iha)

ST 5833 EAEC D 301-1 (aatA,aggR, aaiA, aaiG, aap, shf, virK, rfbU, agg4A, agg4C)

ST 5843 UPEC D 35 (aatA, aggA, aggC, irp2)

ST 5844  EAEC D 4792-1 (aatA, aggR, aap, irp2, virk, agg3C, pilV, espl)
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Tabela 17- Grupamento dos ST de acordo com o pat6tipo estudado.

Filogrupo (n° de cepas) ST 2 (n° de cepas)

EAEC A (16); B1 (2); B2 (3); D ST 10 Cplx ST 10 (4); ST 131 Cplx ST 73
®6); E (1); F (1); (1); ST 144 (1); ST 164 (1); ST 226 Cplx ST
DESCONHECIDO (1). 226 (1); ST 501 (1); ST 746 (2); ST 789 (1);

ST 2451 Cplx ST 131 (1); ST 4628 (1); ST
5697 (1); ST 5802 (1); ST 5803 (1); ST 5804
(1); ST 5810 (1); ST 5812 (1); ST 5815 (1);
ST 58 16 (1); ST 5817 (1); ST 5818 (1); ST
5820 (1); ST 5829 (1); ST 5830 (1); ST 5831
(1); ST 5833 (1); ST 5844 (1).

UPEC com A(2);B1(1);D(2);E(3). ST 10 Cplx ST10 (1); ST31Cplx ST 31 (1);

marcador de ST 48 Cplx 10 (1); ST 543 (1); ST 1423 (1);

EAEC ST 5809 (1); ST 5832 (1); ST 5843 (1).

UPEC sem A(1); B2(8), E(1). ST 59 Cplx ST 59 (1); ST 95 Cplx ST 95 (2);

marcador de ST 73 Cplx ST 73 (1); ST 998 (1); ST 1057

EAEC (1); ST 5805 (1); ST 5806 (1); ST 5807 (1);
ST 5813 (1).

% Sequence types destacados por cores. Amarelo: ST 10 Cplx10, o qual alberga 4 EAEC e 1 UPEC;
Azul: ST 746, o qual alberga 2 EAEC; Verde: ST 95 Cplx ST95, o qual alberga 2 UPEC. Os demais
ST encontrados séo representados por somente 1 cepa cada.

4.7 Andlise filogenética

As sequéncias de nucleotideos de alguns genes housekeeping das cepas de
EAEC e UPEC foram obtidas com a finalidade de analisar as relacfes filogenéticas
dessas cepas entre si e entre as seguintes cepas prototipo: EAEC 042 (filogrupo D),
EAEC 078:H10 (filogrupo A) e UPEC CFTO073 (filogrupo B2).

As sequéncias dos genes utilizados para obtencédo dos ST das cepas foram
analisadas, permitindo a construcéo do filograma apresentado na figura 10.

Observa-se o0 grupamento das cepas em trés clusters principais que foram
aqui denominados Al, A2 e B.

No Al encontram-se 21 cepas, sendo 16 EAEC (incluindo a cepa prototipo
078:H10) e 5 UPEC com marcadores de EAEC. As cepas deste cluster pertenceram
aos filogrupos A (18 cepas, incluindo a prot6tipo) e E (3 cepas).

O cluster A2 foi composto por 12 cepas, sendo 9 EAEC (incluindo a protétipo

042) e 3 UPEC (2 com e 1 sem marcadores de EAEC). As cepas deste cluster
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pertenceram aos filogrupos D (9 cepas, incluindo a protétipo), E (2 cepas) e F (1
cepa).

Dezoito cepas pertenceram ao cluster B, sendo 7 EAEC, 1 UPEC com e 10
UPEC sem marcadores de EAEC (incluindo a protétipo CFT073). As cepas deste
cluster pertenceram aos filogrupos B2 (12 cepas, incluindo a protétipo), B1 (3

cepas), A (2 cepas) e 1 cepa de filogrupo desconhecido.



Figura 10- Arvore filogenética das cepas de EAEC e UPEC deste estudo.

EAECLD52-1 Fibgrupa &
= EAECITI-1 Fikgrupe &
EAECIGE2-2 Fibgrupa &
EAECI224 Filgrupo 2
EaFCA1-? Fikbgrupo &
Filbgrups &4
UPECLE Filgrupo &

EAFCEI1 Filbgrupo &
66 . EAEC4692-10 Filgrupe &
— EAEC2451.3 Filkgrupo 4
£l L EAECII Filbgrups A
— EAECAM21 Fikgupo &
WFECH Fikbgrupo 4

]
= L EAFCEI2E Fikgrupe &

EAECHF1-1 Filbgrupo &
EAECTM22 Filbgrupo 4
— = EAECHD1-1 Filbgrupo &
EAEC4ABE21 Filbgrupo &4
|L"’EC?:|-1 Fikegrupa E
o) I—LFEC.Z'lﬁ Filsgrups E
HUPECHMD Fikbgropo E
22 EAECHIS1-1 Filogrupo D
EAECATEZA Fikbgrupo [
EAECES-10 Filkgrupe [
LEEGEd1r1 Fibgrupa [
0  — LA S T
EAECHN-1 Filbmrupa [

g B e [

EAECAM4A Fibgrupa F

UPECT Fik E
= ikgrupo
i
UPEC258 Fikngrupa [

1]
.a—l.FEl::ﬁ Filkgrupa [

& UPECIIT Filgrups BL
S Bl
&7 EAEC10314 Fikgrups Dasconhecila

EAECET12 Fikgrups BL
7] EAECITYIA Filkgrupe B1

UFECH Fikgrups &
UWPECH Fikbmupo B2

Figrpo B2

UPECHE Fikbgrupo BZ
HIUPEE?H Filogrups B2

] IUPECE Filemiupe B2

EAECTZ Fikogrupo E

UPECS Filkgrupe BZ

i)
= _331:|jﬁaa:m1-3 Filogrupe B2

%5 ——— UPECS

—
[l ind

UPECY Figrups B2

Fibgrupo BZ

rm UWFECTZ Filogrupo B2
—lﬁ EAECET24 Filogrups B2
2]

EAECZMA Fikgrupo B2

69

= Al

— A2

= B

O filograma foi construido através do método maximum likelihood utilizando bootstrap com 1.000
réplicas. As cepas foram agrupadas em trés clusters principais (A1, A2 e B), 0os quais estédo
destacados. Além das cepas de EAEC e UPEC (com e sem marcadores de EAEC) deste estudo, o
filograma abrange também as cepas protétipo de EAEC (042 e O78:H10) e UPEC (CFT073), as quais

encontram-se destacadas.
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5 DISCUSSAO

E. coli é classificada em patotipos distintos de acordo com o seu sitio de
infeccdo e caracteristicas de viruléncia, como padrbes de adesao a células epiteliais,
producdo de toxinas, invasdo e adesdo a mucosa intestinal (KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004). Porém, esta classificacdo deve ser feita e analisada com muito
cuidado, por conta da plasticidade genética existente nesta espécie. Esta
plasticidade pode ser exemplificada pela E. coli O104:H4 causadora de um surto
alimentar na Europa em 2011. Esta cepa classificada como sendo um hibrido de
EAEC e STEC infectou 3167 pessoas que desenvolveram diarreia com 16 Obitos
decorrentes e 908 pessoas que desenvolveram diarreia e SHU, sendo que deste

grupo 34 pessoas vieram a 6bito (RASKO et al., 2011).

E de conhecimento geral que, por serem muito diversas, cepas de UPEC
podem albergar genes de EAEC em seu genoma e que cepas de EAEC também
podem apresentar genes caracteristicos de UPEC (ABE et al., 2008; BOLL et al.,
2013; NAZEMI et al., 2011; OLESEN et al., 2012; PARK et al., 2009, WALLACE-
GADSDEN et al., 2007).

Um estudo realizado por Herzog et al. (2013) relatou o caso de uma paciente
gue apresentou diarreia severa e vomitos causados por uma infec¢cdo mista de uma
cepa de EPEC e duas cepas distintas de EAEC. O quadro clinico evoluiu para uma
infeccdo do trato urinério seguida de sepse, ambos causados por uma das cepas de
EAEC. Neste caso as duas cepas de EAEC que causaram a infeccdo da paciente
eram positivas para diversos genes caracteristicos de EAEC, como aatA, aggR, aap,
agg3A, agg3C, agg4A, pic, dentre outros, e as cepas pertenciam aos ST 3067 e 484.
Apesar de causarem ITU e bacteremia estas cepas nao foram submetidas a analise
para genes de viruléncia caracteristicos de UPEC. Casos como estes nos dao

indicios de que cepas de EAEC e UPEC se correlacionam de alguma forma.

Dessa forma, a primeira etapa deste estudo concentrou-se na avaliacao de
uma grande colecdo de EAEC quanto a presenca de marcadores genéticos de E.
coli extraintestinais. Essas cepas foram isoladas tanto de casos com diarreia como

de controles sadios (GOMES et al., 1998). Segundo a metodologia proposta por
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Johnson et al. (2003), 32,6% das cepas de EAEC avaliadas foram classificadas
como EXPEC. Esta metodologia consiste na identificacdo de cinco genes (papA e
papC, iutA, sfaffoc, afa/dra e kpsMT IlI) caracteristicos de UPEC, sendo que a
presenca dois ou mais desses genes na cepa a classifica como sendo uma EXPEC.
Os dados na literatura quanto a presenca de genes relacionados a EXPEC em cepas
de EAEC sao escassos. Wallace-Gadsden et al. (2007) mostraram que 7,6% das
cepas de EAEC por eles estudadas pertenciam ao ST 69, o qual € relacionado a
cepas de UPEC. Este numero é inferior ao detectado no presente estudo e esta
diferenca pode se dar pela diferenca das populacbes estudadas, mas,
principalmente, pelos diferentes métodos utilizados para determinagéo e andlise das

cepas.

Um ponto a ser ressaltado é a presenca de cepas de EAEC classificadas
como EXPEC em controles assintométicos. Neste estudo 12 cepas isoladas de
controles apresentaram essa caracteristica. Isso indica a possivel colonizacédo
intestinal assintomatica por cepas de EAEC com potencial uropatogénico. A partir
dessa colonizacdo a cepa patogénica pode entrar em contato com o trato urinario,
ascender a uretra e causar infeccdbes (MANGES; JOHNSON, 2012; OKHUYSEN;
DUPONT, 2010; SMITH et al., 2007; STEINER et al., 2000).

E sabido também que EAEC causa inflamacao intestinal persistente e pode
se manter assintomatica durante longos periodos, causando déficit fisico e cognitivo
relacionados a inducdo de processos inflamatérios intestinais (OKHUYSEN;
DUPONT, 2010; STEINER et al., 2000). Vale lembrar que ndo somente a presenca
de certos genes confere viruléncia a bactéria. A viruléncia e a patogénese
dependem da regulacdo e coordenacdo da expressdo de genes e regulons
especificos para silenciar associacfes comensais no intestino e, assim, responder a
mudancas ambientais, promovendo a patogenicidade no trato urinario e/ou intestinal
(ALTERI; MOBLEY, 2012).

A selecdo das cepas de EAEC com marcadores de EXPEC permitiu a
continuidade do presente projeto no sentido de analisar suas relagdes com cepas de
UPEC. Ao pesquisar a presenca de marcadores de virulencia de DEC em cepas de
UPEC, Abe et al. (2008) evidenciou-se um grupo com caracteristicas genéticas e/ou
fenotipicas classicas do patétipo EAEC (sonda aatA e/ou padrdo de adesédo AA).
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Algumas dessas cepas foram entéo avaliadas no presente estudo, incluindo também
UPEC sem marcadores de EAEC do mesmo trabalho.

Nazemi et al. (2011) verificaram que em uma colecdo de UPEC 42,6% das
cepas possuiam pelo menos um dos trés genes caracteristicos de EAEC
investigados (aap, aggR e aatA). Outros autores também detectaram genes
caracteristicos de EAEC (aggR e aap) em 18% das cepas de E. coli isoladas de ITU
(PARK et al.,, 2009). Conforme mencionado anteriormente, Abe et al. (2008)

mostraram que 7,1% das UPEC estudadas apresentavam caracteristicas de EAEC.

Apbs a selecdo dos trés grupos de cepas (EAEC com marcadores de EXPEC,
UPEC com e sem marcadores de EAEC) para este estudo, as mesmas foram
analisadas quanto a presenca de marcadores de Vviruléncia de EAEC,
complementando os dados obtidos anteriormente (ABE et al., 2008; ELIAS et al.,
1999; ELIAS et al., 2002; GOMES et al., 1998). Essa analise incluiu, entre outros, a
pesquisa de genes relacionados a biogénese das fimbrias AAF de EAEC e de
proteinas autotransportadoras da familia das SPATE (RUIZ-PEREZ; NATARO,
2014).

A analise dos genes que codificam fimbrias caracteristicas de EAEC nas
cepas de UPEC mostrou que somente as cepas com marcadores de EAEC
albergavam estes genes, sendo que duas cepas (cepa 35 e 268) apresentaram 0sS
genes relacionados a fimbria AAF/I, a qual é responsavel pelo padrdo de adesdo AA
da cepa 17-2 (NATARO et al., 1992) e esta associada a uropatogénese da cepa de
UPEC O78:H10 causadora de um surto de ITU na Dinamarca (BOLL et al., 2013).

Apesar de esta fimbria ser responsavel pela adesdo agregativa da cepa 17-2,
as cepas 35 e 268 apresentaram o padrdo de adesdo citodestacante ou nao
aderente. A cepa 35 (ndo aderente) ndo possui o0 regulador global aggR, que é
responsavel por ativar a transcricdo deste gene (NATARO et al., 1994). Ja a cepa
268 possui este regulador, porém por possuir o gene hly, que é responsavel pela
produgédo da a-hemolisina, apresenta o padrédo citodestacante responsavel por este
fendtipo (GOMES et al., 1995).

A cepa 268 além dos genes aggA e aggC apresenta também os genes pilS e

pilV, os quais codificam a fimbria Pil presente em EAEC e associada ao padrao AA
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(DUDLEY et al.,, 2006a). As cepas de UPEC sem marcadores de EAEC néo
apresentaram gense codificante para fimbrias de EAEC.

Por outro lado, no grupo das EAEC a maioria das cepas apresentou pelo
menos um gene relacionado a biogénese de AAF/III e Pil, sendo que somente 13%
apresentaram genes relacionados a AAF/l. O papel das fimbrias AAF/IIl e Pil na
patogénese da ITU ndo é conhecido. Chama a atengcdo essa alta ocorréncia de
ambas as fimbrias em EAEC, discordando de dados da literatura (BOISEN et al,
2012; ELIAS et al., 1999; GIOPPO et al., 2000). Entretanto, nao foi analisado neste

estudo se essas fimbrias sdo produzidas.

Com relacdo as proteinas autotransportadoras nao houve grandes diferencas
entre os grupos de UPEC com e sem marcadores de EAEC. Em ambos os casos
Sat foi a proteina mais presente (37,5% nas cepas com marcador e 41,6% nas
cepas sem marcador de EAEC). Esta proteina também foi a mais presente nas
cepas de EAEC, com um total de 30% das cepas positivas para este gene. Esta
toxina é encontrada tanto em cepas de UPEC quanto em cepas de EAEC. Nas
cepas de UPEC esta toxina possui uma atividade citotoxica vacuolizante nas células
epiteliais da bexiga e rins (ANDERSON et al., 2004; GUYER et al., 2000; GUYER et
al., 2002). Ja foi descrito que em cepas de DAEC Sat promove a inducdo do
rearranjo de proteinas tight junction e aumento da permeabilidade celular, o que leva
a diarreia. Em EAEC Sat promove estas mesmas funcdes (CLEMENTS et al., 2012),

0 gque representa um importante fator de uropatogenicidade nessas cepas.

Pic é uma proteina autotransportadoras que apresenta atividade mucinolitica
e mucinogénica e de hemaglutinacdo. Esta proteina esta envolvida na patogénese
inicial de EAEC e esta envolvida na colonizacéo de cepas que a produzem (ABREU
et al., 2013; HENDERSON et al., 1999; NAVARRO-GARCIA; ELIAS, 2011). Além de
ser encontrada em cepas de EAEC, pic também ja foi encontrada em cepas de
EAEC causadoras de ITU (ABE et al., 2008; HERZOG et al., 2013) e cepas de
UPEC onde é denominada PicU (PARHAM et al., 2004). A presenca deste gene nas
UPEC utilizadas neste estudo ja havia sido reportada por Abe et al. (2008), sendo
este presente em 12,5% das cepas de UPEC com marcador de EAEC e 16,6% das
cepas de UPEC sem marcador de EAEC. Este mesmo gene foi encontrado em
16,6% das cepas de EAEC estudadas, o que ndo demonstra nenhuma diferenca de

distribuicdo entre as cepas utilizadas. PicU foi associada a UPEC que causam
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pielonefrite e & expressa no curso da infeccdo (HEIMER et al., 2004), o que indica
um importante papel dessa proteina na uropatogenicidade.

Os demais genes associados ao patétipo EAEC detectados nos trés grupos
de cepas aqui estudados ndo sdo exclusivos de EAEC, ou seja, podem ser
detectados em outros patétipos (ABREU et al., 2013; ANDRADE et al., 2014;
CZECZULIN et al., 1999; FALLARINO et al.,, 1997; HEILMANN et al., 1996;
MONTEIRO et al., 2009; SAVARINO et al., 1996; SCHUBERT et al., 1998). VirK é
uma proteina periplasmatica de Enterobacteriaceae requerida para a secrecao
eficiente de Pet (TAPIA-PASTRANA et al., 2012). Este gene foi encontrado em 24
(80%) das cepas de EAEC e em menor propor¢cao nas cepas de UPEC, em somente
2 cepas (11,11%). O gene rfbU est4 relacionado a sintese de lipopolissacarideo e é
encontrado também em Vibrio cholerae (FALLARINO et al., 1997). Este gene foi
encontrado em maior proporgcéo nas cepas de EAEC, sendo presente em 10 cepas
(33,33%) e em menor proporcdo nas cepas de UPEC, presente em 2 cepas
(11,11%), assim como ocorreu com 0 gene VvirK. Os genes do operon aai codificam
um sistema de secrecdo do tipo VI (DUDLEY et al., 2006b). Estes genes foram
encontrados em somente uma cepa de UPEC (5,55%). Com relagcédo as cepas de
EAEC, 12 (40%) eram positivas para o gene aaiA, 13 (43,33%) para o gene aaiC, 9
(30%) para o gene aaiG e somente 1 (3,33%) para o gene aaiU. Apesar de serem
encontrados em diferentes proporcdes, estes genes foram encontrados tanto em

cepas de EAEC guanto em cepas de UPEC.

Os Unicos genes relacionados as fimbrias de UPEC encontrados nas cepas
de EAEC foram os das fimbrias P e Afa, sendo a fimbria P a mais frequente. Esta
mesma abordagem foi realizada por Olesen et al. (2012), sendo que o0s genes papA
e papC nédo foram encontrados nas cepas de EAEC. Por outro lado, as cepas de
UPEC apresentaram perfis dististintos quando analisadas separadamente nos
grupos com e sem marcadores de EAEC, onde notadamente o grupo sem
marcadores apresentou maior frequéncia dos genes das fimbrias P e S. Nao ha
relatos na literatura com esse tipo de analise comparativa. Em resumo, esses
achados apontam que cepas de EAEC podem apresentar um conjunto complexo de

adesinas que medeiam adesé&o tanto no intestino quanto no trato urinario.

A classificacao filogenética das cepas de EAEC (com marcadores de EXPEC)

e de UPEC (com e sem marcadores de EAEC) foi realizada pelo método de PCR
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quadruplex descrito por Clermont et al. (2013). Neste método as cepas de E. coli
podem ser classificadas em sete filogrupos distintos: A, B1, B2, C, D, E e F. J4 foi
demonstrado que as cepas responsaveis por infeccfes extraintestinais sdo mais
relacionadas aos filogrupos B2 ou D, e os filogrupos A e B1 sdo mais relacionados a
cepas comensais. As DEC sdo encontradas principalmente nos grupos filogenético
A, Bl e E, sendo que os filogrupos C e F sé&o encontrados em menor propor¢cao em
relacdo aos demais grupos (JOHNSON; STELL, 2000; JOHNSON; RUSSO, 2001;
PICARD et al., 1999; SMITH; FRATAMICO; GUNTHER, 2007).

As cepas de EAEC que foram objeto de estudo neste trabalho pertenceram
aos mesmos grupos filogenéticos de cepas de UPEC com marcadores de EAEC
(filogrupos A, B1, D e E), 0 que indica que estas cepas apresentam correlacédo entre

si e potencial uropatogénico, embora isto ndo tenha sido avaliado in vitro ou in vivo.

As mesmas cepas de EAEC, que se relacionam com cepas de UPEC com
marcador de EAEC nao estéo distribuidas de maneira uniforme nos mesmos grupos
filogenéticos de cepas de UPEC sem marcadores genéticos de EAEC, sendo estas
majoritariamente encontradas no filogrupo B2, mostrando desta forma uma diferenca

importante entre estes grupos.

Toval et al. (2013) caracterizaram cepas de UPEC isoladas a partir de ITU
com relacdo aos seus grupos filogenéticos e encontraram forte relacdo das UPEC
com os filogrupos B2 e D (55,8% das cepas analisadas). Outros trabalhos sobre
filogenia também correlacionam estes filogrupos as cepas de UPEC (JOHNSON;
RUSSO, 2001; SMITH; FRATAMICO; GUNTHER, 2007; TRAMUTA et al., 2014). No
estudo de Toval et al. (2013) foi observada baixa correlacdo entre as cepas de
UPEC e o filogrupo E, sendo este encontrado em somente 1,1% das cepas

analisadas.

A andlise das cepas de UPEC com marcador de EAEC deste trabalho nos
mostrou que o filogrupo de maior incidéncia foi o E (37,5% das cepas), seguido de
A, D (ambos com 25% das cepas) e Bl (12,5% das cepas), sendo estes filogrupos
mais associados a cepas de E. coli comensais e DEC. Estes dados divergem dos
dados de UPEC encontrados em literatura, porém, em contrapartida, as cepas de
UPEC sem marcador de EAEC apresentaram um padrao filogenético que melhor se
assemelha aos encontrados por outros autores (JOHNSON; RUSSO, 2001; SMITH,
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FRATAMICO; GUNTHER, 2007; TRAMUTA et al.,, 2014). Nestas cepas a maior

incidéncia foi do filogrupo B2, com 80% das cepas.

Uma possivel explicacdo para tal fato esta justamente relacionada com a
presenca ou auséncia dos marcadores moleculares de EAEC, ja que estas cepas de
UPEC com marcador de EAEC poderiam ser originalmente classificadas como
EAEC presente em portadores assintomaticos, as quais na linha evolutiva
incorporaram genes de viruléncia caracteristicos de UPEC, tornando-se entdo
capazes de causar ITU. As cepas de UPEC que incorporaram estes genes de outros
patétipos de DEC em seu genoma podem ser denominadas de UPEC atipicas, ou
aUPEC, conforme proposto por Toval et al. (2013).

Em um estudo conduzido por Frommel et al. (2013) foi mostrado que cepas
de E. coli da microbiota intestinal sdo mais relacionadas com os filogrupos A
(36,8%), B2 (42,1), B1 (10,5%) e D (10,5%), sendo que as cepas que apresentam
genes de EXPEC sao mais relacionadas ao filogrupo B2. Nas cepas de EAEC deste
estudo o filogrupo A (53,33% das cepas) foi o mais frequente. Os filogrupos D
(19,35%), B2 (9,68%), B1 (6,45%), E e F (3,23% em cada filogrupo) foram

encontrados em menor proporgao.

Uma cepa de EAEC (1031-4) ndo pdde ser classificada em nenhum filogrupo
conhecido, ao menos pelo perfil de amplificacdo na quadruplex PCR. Esta cepa
apresentou amplificacdo somente do fragmento TspE4C2. No trabalho de Iranpour
et al. (2015) foi demonstrado que uma fracdo de 27,1% das cepas nao puderam ser
classificadas por este método. Em contrapartida Clermont et al. (2013) relatam que
cepas com este tipo de amplificacdo sdo raras e nenhuma das cepa na colegéao
ECOR apresentou este tipo de amplificacdo. Esses autores ainda recomendam a
classificacdo de cepas com este gendtipo por MLST. A tipagem por este método
permitiu classificar a cepa 1031-4 deste estudo no ST 5812, o qual € um ST novo

descrito no presente trabalho.

Esta diferengca nas proporc¢des dos filogrupos encontrados pode se dar pelo
fato de que poucos trabalhos (IRANPOUR et al.,, 2015; TOVAL et al.,, 2013)
utilizaram o novo método de classificacao filogenética por quadruplex PCR descrito
por Clermont et al. (2013). Os demais trabalhos encontrados na literatura utilizam o

método anteriormente descrito pelos mesmos autores (CLERMONT et al., 2000), o



77

qual utiliza uma PCR triplex, que pode erroneamente classificar as cepas
(CLERMONT et al., 2013).

Além deste fato, as prevaléncias divergentes dos grupos filogenéticos
encontrados em diversos estudos podem ser explicadas pelos diferentes estados de
saude do paciente infectado, dieta e condigbes ambientais, sociais e geogréficas
(DERAKHSHANDEH et al., 2013).

Atualmente existem trés esquemas de MLST que podem ser utilizados para
E. coli, os quais sdo hospedados em sites da Universidade Estadual de Michigan
(EUA), na Escola Médica da Universidade de Warwick (Reino Unido) e no Instituto
Pasteur (Franca), sendo que os trés esquemas sao baseados na identificagdo e na
analise de sete genes metabdlicos. Esta andlise nos da meios de identificar novos
alelos, sendo que combinacdes alélicas diferentes produzem ST diferentes
(CLERMONT; GORDON; DENAMOUR, 2015).

Apesar das diferencas existentes entre as trés abordagens, a congruéncia
observada entre as filogenias derivadas de sequéncias concatenadas e a filogenia
baseada no sequenciamento completo do genoma de E. coli nos mostra que o
melhor método é o esquema apresentado pelos genes de MLST da Universidade de
Warwick (SAHL et al., 2012), utilizado no presente trabalho.

Em novembro de 2015 havia 5852 ST definidos para E. coli pelo esquema
proposto por Wirth et al. (2006), o qual utiliza a amplificagcdo dos genes adf, fumC,
gyrB, icd, mdh, purA e recA para andlise. A andlise desses genes nas 48 cepas do
presente estudo permitiu identificar 42 destes ST, sendo 22 (45,83%) destes ST
gerados a partir de novos alelos ou novas combinagfes alélicas, resultantes de

novas combinacodes.

Os dois métodos de filogenia usados neste estudo mostraram-se discordantes
no sentido de que as cepas ndo foram agrupadas de maneira uniforme quando
analisadas por MLST, ao passo que pela metodologia de Clermont et al. (2013) as

cepas foram claramente agrupadas como esperado.

No presente estudo o ST mais comum foi o ST10 (Cplx ST10), sendo que
todas as cepas encontradas neste ST pertenceram ao grupo filogenético A. Este ST
foi encontrado em alta frequéncia em varias colecdes de E. coli (BANERJEE et al.,
2013; CHATTAWAY et al.,, 2014; DALLMAN et al., 2014; OKEKE et al., 2010;
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OLESEN et al., 2012). Um fato interessante é que neste grupo foram encontradas
quatro cepas EAEC e uma cepa de UPEC com marcador de EAEC, sendo que
nenhuma cepa de UPEC sem marcadores de viruléncia especificos de EAEC foi
encontrada neste grupo. Este dado vai de encontro com os dados publicados por
Olesen et al. (2012), o qual descreve uma cepa de EAEC O78:H10, pertencente ao
ST 10/grupo filogenético A, causadora de um surto de ITU, o que indica que cepas
pertencentes a este ST especifico se correlacionam e podem causar tanto infeccdes

intestinais quanto infec¢des do trato urinario.

Outros dois ST encontrados em mais de uma cepa analisada foram os ST 95
Cplx ST95 (2 UPEC — filogrupo B2) e ST 746 (2 EAEC — filogrupo A).

ST95 compreende um dos grupos clonais predominantes de EXPEC os quais
compreendem o0s grupos ST131, ST69, ST95 e ST73. Este grupo pertence ao
grupamento filogenético B2 e é tradicionalmente relacionado a meningite neonatal
(RILEY, 2014). Ja foi relatado que aves domésticas podem ser reservatorio para
este grupo de E. coli, sendo estas cepas de E. coli aviaria (APEC) relacionada a
cepas causadoras de infeccfes extraintestinais (MORA et al., 2013; NANDANWAR.,
2014)

Foi reportado um caso de uma cepa ST746 produtora de carbapenemase que
causou diarreia do viajante em um paciente dinamarqués, que havia viajado para o
Egito e Turquia (GEDEBJERG et al., 2015).

Os demais ST encontrados neste trabalho foram bastante diversos, sendo
cada ST representado por uma cepa diferente. Isto pode se dar pelo fato de que as
cepas analisadas foram provenientes de estudos epidemioldgicos, e ndo de surtos
de diarreia ou infeccdo do trato urinario, 0os quais sao mais provaveis de

apresentarem cepas pertencentes ao mesmo ST.

No presente estudo ndo encontramos nenhuma cepa pertencente ao ST38, o
qual é altamente associado a E. coli extraintestinal e a cepas de EAEC
(CHATTAWAY et al.,, 2011). Esses mesmos autores ainda sugerem que cepas
hibridas de EAEC/UPEC sdo emergentes

Cepas de EAEC isoladas em um estudo epidemiolégico sobre a etiologia da
diarreia aguda na infancia conduzido na Nigéria também foram analisadas por MLST

utilizando o mesmo esquema do presente trabalho (OKEKE et al.,, 2010). Foram
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determinados 96 ST distintos, mas 40% das cepas pertenceram aos ST 10, 31 ou
394, com predominio do ST 10. Além disso, esses autores encontraram associacao
entre cepas pertencentes ao complexo ST 10 e o risco de doenca diarreica em
criancas maiores de um ano (OKEKE et al., 2010). Além de ser associado a cepas
de EAEC, o ST 10 é associado a multiplos patétipos de E. coli, tais como UPEC,
EHEC e EPEC (CHATTAWAY et al., 2014; MELLMANN et al., 2008; MOURA et al.,
2009).

Em um estudo empregando 564 cepas de EAEC isoladas na Nigéria,
Bangladesh e Reino Unido foram descritos 126 ST diferentes para cepas de EAEC
isoladas tanto de criancas quanto de adultos. A tipagem por MLST foi realizada pela
mesma metodologia utilizada neste trabalho e mostrou que a maioria das cepas
estudadas pertenciam aos ST 10, 31, 38, 40, 394 e 295, sendo que somente 6,2%
das cepas pertenceram a ST novos (CHATTAWAY et al., 2014). Estes dados
divergem dos encontrados neste trabalho, ja que 45,83% das cepas estudadas
pertencem a ST que ndo haviam sido descritos anteriormente. Ao analisar cepas de
EPEC por MLST com estes mesmos genes, Pitondo-Silva et al. (2008) encontraram
que 48% das cepas representaram novos ST. Apesar da diferenca entre os
patétipos, estes dados vao de encontro com os encontrados em EAEC neste
trabalho.

A partir das sequéncias dos genes empregados na determinacdo dos ST foi
possivel construir um filograma com o intuito de analisar as relacdes filogenéticas
das cepas do presente estudo, entre si e entre as algumas cepas protétipo. Para
este fim foram escolhidas as cepas EAEC 042 (CZECZULIN et al., 1999), EAEC
O78:H10 (OLESEN et al., 2012) e UPEC CFT073 (ALTERI; MOBLEY, 2012). Neste
filograma foi possivel observar o grupamento de trés clusters principais: Al, A2 e B.

Em termos gerais, as cepas de EAEC e UPEC com marcadores de EAEC
agruparam-se majoritariamente nos clusters Al e A2, juntamente com as protétipos
O78:H10 (A1) e EAEC 042 (A2), de forma indistinta. Em contrapartida, as cepas de
UPEC sem marcadores de EAEC pertenceram ao cluster B juntamente a cepa
protétipo de UPEC CFT073, que ndo apresenta marcadores de EAEC. A construcao
do filograma permitiu desta forma a separacdo distinta das cepas deste estudo
quanto a presenca ou auséncia de marcadores de EAEC. Isto mostra que cepas de

E. coli devem ser categorizadas com base em seus genotipos e ndo quanto ao sitio
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de isolamento (ALTERI; MOBLEY, 2012). Além disso, os grupamentos no filograma
estdo de acordo com o método de filotipagem de Clermont et al. (2013), também

aplicado nessas cepas, evidenciando a aplicabilidade desta ultima técnica.

Em resumo, os resultados aqui obtidos indicam que cepas de E. coli isoladas
de ITU que apresentam marcadores genéeticos de EAEC devem ser classificadas
como EAEC, as quais foram capazes de entrar em contato com o ambiente do trato
urinario causando infeccdo urinaria. Além disso, fica evidente que entre cepas de
EAEC isoladas do trato intestinal ha um subgrupo com perfil genético de E. coli
extraintestinais e potencial uropatogénico. Entretanto, o potencial uropatogénico
desse Ultimo grupo necessita de analises in vitro e in vivo complementares néo

abordadas neste trabalho.
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6 CONCLUSOES

v" Um subgrupo de cepas de EAEC esta inserido nos mesmos grupos filogenéticos
de cepas de UPEC com marcadores de EAEC, apresentando, portanto,

correlagéo filogenética.

v' Ha diferencas de distribuicdo filogenética entre cepas de UPEC com e sem
marcador de EAEC.

v' Cepas de EAEC podem apresentar potencial uropatogénico, tanto no curso de

uma infeccéo diarreica, quanto em carreadores assintomaticos.
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