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RESUMO

NUNES, K. O. Rela¢fes filogenéticas entre Escherichia coli enteroagregativa e
uropatogénica. 2015. 97 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2015.

Escherichia coli isoladas de infec¢des do trato urinario (ITU) sédo conhecidas como
E. coli uropatogénicas (UPEC). Dentre as E. coli diarreiogénicas, o patotipo
denominado E. coli enteroagregativa (EAEC) é definido pela produgédo 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, 0 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 analises 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%) néo pbde 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 analises 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, o 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, S&o 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.



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 6rgdos
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 combinacbes 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



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 populacdes 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 reagao
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 0 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).



1.2 E. coli como agente de infec¢cOes extraintestinais

As principais infecgdes extraintestinais causadas por E. coli s&o 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 colonizacdo 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 cpsula e invasinas
(DALE; WOODFORD, 2015). Os principais fatores de viruléncia encontrados neste

grupo bacteriano estédo descritos na Tabela 1.



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 econdmicos e diminuicdo 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



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 manifestaces
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 diregcdo 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 acdo da toxina Sat. Neste estagio o tratamento
da doenca € imprescindivel, pois a partir da infecgcdo renal as bactérias podem
alcancar o sistema venoso e causar a sepse (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).



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 situagcdes como 0 uso de cateteres, relacdes 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 relacdo 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, sdo as bactérias Gram negativas mais associadas a infec¢fes 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
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 sao também conhecidas como MNEC e séo fatais entre 15-
40% dos casos ou causam danos neurologicos severos na maioria dos
sobreviventes (DAWSON; EMERSON; BURNS, 1999; UNHANAND et al., 1993).

1.3 Infec¢bes intestinais

E. coli diarreiogénicas, ou DEC, causam infeccbes intestinais por
desregularem as func¢des normais do intestino, provocando assim a diarreia. Podem
causar estes danos de diversas maneiras, de acordo com o seu arcabouco genético
de fatores de viruléncia. Na diarreia induzida por bactérias ocorre a rapida perda de
fluidos e eletrdlitos, resultado da inibicdo da absor¢cdo normal do intestino, assim
como a ativacao 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 criancas 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 populacdo de criancas abaixo de cinco anos e por conta das
condicBes epidemioldgicas e socioeconbmicas dessas areas (BLACK et al., 2010).

Repetidas crises diarreicas em criangas 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 é 0 agente etiologico bacteriano mais comum da diarreia endémica nos
paises em desenvolvimento, responsaveis por metade dos Obitos associados a essa
patologia (LANATA et al., 2013).

Em contraste com outros patdogenos entéricos, como Campylobacter spp.,
Shigella spp. e Salmonella spp., o diagnéstico das cepas de DEC no curso da
infeccdo € 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
patotipos sao identificados e classificados de acordo com suas caracteristicas de
viruléncia, interacbes com células epiteliais in vitro e manifestacbes clinicas
(CROXEN et al., 2013). Esses patétipos s&do 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 pat6tipos 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.



Figura 2- Esquema da patogénese dos seis patotipos 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 patotipo foi subdividido em EPEC
tipica (tEPEC) e EPEC atipica (aEPEC). Ambos os grupos sdo capazes de induzir a
lesdo attaching-effacing (lesédo A/E) na mucosa intestinal. Essa lesé@o € caracterizada
pela desestruturacdo das microvilosidades intestinais, forte adesdo 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 HeLa 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 adeséo com células Hela .
Figura 3- Padrbes de adesdo apresentados por cepas de EPEC tipica (AL) e atipica
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(A) Padrdo de adeséao localizada (AL); (B) padrdo 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 manifestagdes clinicas da
infecgdo 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).



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 O157:H7 € 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 acdo, sendo
que somente STa esta 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



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 patétipo € 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
gquando 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.



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 patétipo, 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 associacao 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 néo 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 eucarioticas 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



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 andlise 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 padréo de adeséo
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)

Padréo 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 infec¢ao intestinal aguda e persistente em criancas onde € endémica,
ou seja, em paises subdesenvolvidos (NAVARRO-GARCIA; ELIAS, 2011). Além
disso tem sido também identificada como agente de diarreia aguda em paises



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 € caracterizada como um biofilme composto por
agregados de bactéria em associacdo 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).



Baudry et al. (1990) desenvolveram uma sonda genética para o diagnostico
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 padrdo 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 sdo: aderéncia
abundante na mucosa intestinal e formacao de biofilme na superficie do enterdcito;
produgdo 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).



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 protétipo 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 patétipo (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, 111, 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 estéo 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
bidticas 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 préprio 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;



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 ultimo 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



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 expressao 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 expresséo
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 infec¢gfes extraintestinais, entretando, cepas de
EAEC com marcadores de UPEC sdo encontradas com uma prevaléncia
relativamente alta em cole¢des 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 ExXPEC, 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.



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,

correlacao filogenética.

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

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

uma infecgao diarreica, quanto em carreadores assintomaticos.
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