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RESUMO

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) € um patotipo emergente responsavel por
diarreia aguda e persistente, caracterizado por marcante heterogeneidade quanto
aos potenciais fatores de viruléncia entre os isolados. EAEC pode ser classificada
em tipica (tEAEC) e atipica (aEAEC) com base na presenca do regulon AggR,
sugerindo-se uma maior viruléncia para tEAEC, embora aEAEC esteja relacionada a
surtos de diarreia. Tivemos como objetivo determinar a relacdo genética e o
potencial de viruléncia in vivo de isolados de tEAEC e aEAEC de criangas de
comunidades quilombolas. Para andlise da heterogeneidade clonal, empregamos a
técnica de eletroforese em campo pulsado (PFGE) ap6s digestdo com enzima de
restricdo Xbal em 73 amostras previamente caracterizadas quanto ao repertério de
genes de viruléncia. A viruléncia de 20 amostras de EAEC (10 tEAEC e 10 aEAEC)
além de cepas referéncia de tEAEC (EAEC 042), aeAEC (C1096) e E. coli nédo
patogénica HB101 foi investigada em modelo de Galleria mellonella. Foi analisada a
sobrevivéncia das larvas apés inoculacédo de 10* a 10’ UFC/larva e determinada a
carga bacteriana da hemolinfa apés inoculagdo de 10° UFC/larva das cepas
referéncia, em diferentes periodos apds infeccdo. Além disso, avaliamos
caracteristicas fenotipicas de viruléncia de 10 amostras de EAEC, (producdo de
enzimas, sideroforos e de biofilme). Para andlise epidemioldgica a nivel global, 10
isolados foram submetidos a tipagem molecular pela técnica de Multilocus Sequence
Typing (MLST). Evidenciamos 58 pulsotipos distintos e sem relagdo com o perfil de
genes de viruléncia e a comunidade de origem, para a maior parte das amostras. No
modelo de G. mellonella, observamos que: (i) mortalidade das larvas foi dependente
da concentracdo inoculada de tEAEC e aEAEC; (ii) cepas e amostras de aEAEC
foram tao virulentas quanto de tEAEC, porém, a viruléncia média foi maior para as
tEAEC; (iii) Nao houve relagéo entre numero de genes de viruléncia e a viruléncia no
modelo; (iv) em contraposicdo as cepas EAEC 042 e EAEC C1096, a cepa E. coli
HB101 ndo provoca melanizacdo e € eliminada da hemolinfa com 2 horas apos
infeccdo. Em relacdo as caracteristicas fenotipicas de viruléncia: (i) nenhuma
amostra produziu fosfolipase, protease ou esterase; (i) apenas uma amostra
produziu hemolisina; (iii) todas as amostras analisadas produziram sideréforos; (iv)
somente uma amostra ndo produziu biofilme. As 10 amostras analisadas pelo MLST

pertencem a STs distintos e, portanto, representam diferentes linhagens evolutivas.



Os STs: 443, 730, 1178, 1286 e 2481, detectados nas nossas amostras, ndo haviam
sido descritos para EAEC até o momento. Em concluséo, os resultados obtidos
demonstram uma alta heterogeneidade de EAEC nas comunidades quilombolas
mesmo estas sendo semi-isoladas, visto que a maior parte das amostras nao
apresentou relacao genotipica entre si. Além disso, novos STs foram observados em
amostras de EAEC e ao contrario do que se sugere na literatura, pelo modelo de

estudo, as aEAEC podem ser tdo virulentas quanto as tEAEC.

Palavras-chave: EAEC, heterogeneidade, Galleria mellonella, viruléncia.



ABSTRACT

Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) is an emerging pathotype responsible for
acute and persistent diarrhea. It is characterized by high heterogeneity of the
potential virulence factors among the isolates. EAEC can be classified as typical
(tEAEC) and atypical (aEAEC) based on the presence of the AggR regulon,
suggesting a higher virulence for tEAEC, although the aEAEC is related to outbreaks
of diarrhea. We aimed to determine the genetic relationship and in vivo virulence
potential of tEAEC and aEAEC isolates from children of quilombola communities. To
analyze the clonal diversity, we used the electrophoresis pulsed field gel
electrophoresis (PFGE) after digestion with Xbal restriction enzyme in 73 strains
previously characterized according to the repertoire of virulence genes. The virulence
of 20 EAEC strains (10 tEAEC and 10 aEAEC) in addition to reference strains of
tEAEC (EAEC 042), aEAEC (C1096) and non-pathogenic E. coli HB101 was
investigated with Galleria mellonella model. The survival of the larvae was analyzed
after inoculation of 10* to 10’ CFU/larvae and the bacterial load in the hemolymph
was determined after inoculation of 10° CFU/larvae of the reference strains, at
different periods after infection. In addition, we evaluated phenotypic characteristics
of virulence of 10 EAEC isolates (enzyme, siderophores and biofilm production). For
epidemiological analysis at the global level, 10 isolates were submitted to molecular
typing using the Multilocus Sequence Typing (MLST). We observed 58 distinct
pulsotypes, with no relationship between the virulence gene profile and the
community of origin, for most of the strains. Concerning G. mellonella model, we
observe: (i) mortality of the larvae was dependent on the inoculated concentration of
tEAEC and aEAEC,; (ii) strains of aEAEC were as virulent as those of tEAEC, but the
mean virulence was higher for tEAEC; (iii) There was no relationship between the
number of virulence genes and the in vivo virulence; (iv) in contrast to EAEC 042 and
EAEC C1096, E. coli HB101 does not cause melanization and is eliminated from the
haemolymph at 2 hours post infection. Regarding the phenotypic characteristics of
virulence: (i) no strain produced phospholipase, protease or esterase; (i) only one
strain produced haemolysin; (iii) all analyzed strains produced siderophores; (iv) only
one strain did not produce biofilm. The 10 isolates analyzed by MLST belong to
distinct STs and, therefore, represent different evolutionary lineages. The STs: 443,
730, 1178, 1286 and 2481, detected in our strains, had not been described for EAEC



to date. In conclusion, the results obtained demonstrate a high heterogeneity of
EAEC from quilombola communities, even though they are semi-isolated, since most
of the strains had no genotypic relationship between them. In addition, new STs were
observed in EAEC strains and, in contrast to what is suggested in the literature, in

the model of the study, aEAEC may be as virulent as tEAEC.

Keywords: EAEC, heterogeneity, Galleria mellonella, virulence
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1 INTRODUCAO

A diarreia é considerada a segunda causa de mortalidade em criangas menores de
cinco anos no mundo e pode ser classificada em aguda ou persistente conforme
duracdo inferior ou superior a 14 dias, respectivamente (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2012). Embora sejam varios os agentes etiolégicos da diarreia de
natureza infecciosa, os bacterianos se sobressaem em especial nos paises em
desenvolvimento e, dentre eles, os patotipos diarreiogénicos de Escherichia coli
(DEC) sé@o um dos principais contribuintes (CROXEN et al., 2013).

E. coli enteroagregativa (EAEC), um dos seis patotipos diarreiogénicos de E. coli,
tem sido o mais frequentemente encontrado como causa de diarreia aguda e
persistente, em pessoas de todas as idades em diversas regides do mundo e
também no Brasil, incluindo estudos com criangas com diarreia atendidas no
Hospital Estadual Infantil de Vitéria e em criancas quilombolas do Norte do Espirito
Santo (BANGAR, MAMATHA, 2008; SPANO et al., 2008; MORENO et al., 2010;
OKHUYSEN, DUPONT, 2010; AMAYA et al., 2011; LOZER et al., 2013; SPANO et
al., 2017).

Sua patogénese é dividida em trés etapas principais: (i) adesao inicial a superficie
da mucosa, (ii) formacdo de biofilme, e (iii) inducdo de resposta inflamatéria e
liberacdo de toxinas (HARRINGTON, DUDLEY, NATARO, 2005; NAVARRO-
GARCIA et al., 2010; JENSEN et al., 2014). Porém, os fatores de patogenicidade
como adesinas, capacidade de producdo de biofiime e toxinas, néo estao
uniformemente presentes entre as amostras de EAEC isoladas de diferentes areas
geograficas e nem em uma mesma area geografica, o que faz esse patotipo ser
caracterizado por uma grande heterogeneidade (OKEKE et al., 2000; SUZART et al.,
2001; SARANTUYA et al.,, 2004; UBER et al, 2006; OKEKE et al., 2010).
Metodologias moleculares para inferir diversidade bacteriana, como pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) e multilocus sequence typing (MLST) tem sido utilizadas
para analisar essa heterogeneidade de EAEC tanto a nivel local quanto a nivel
global, respectivamente (KAHALI et al., 2004; REGUA-MANGIA et al., 2009; OKEKE
et al., 2010).

EAEC pode ser classificada em tipica (tEAEC) e atipica (aEAEC) com base na
presenca do regulon AggR. Estudos sugerem que as amostras de tEAEC sejam
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mais virulentas e, portanto, mais propensas a causar diarreia do que as aEAEC
(SARANTUYA et al., 2004; MORIN et al., 2013). No entanto, aEAEC também tem
sido relatada como um patégeno entérico de surtos (COBELJIC et al., 1996; ITOH et
al., 1997). Porém, nenhum estudo até o momento avaliou diferenca de viruléncia em
modelos in vivo entre tEAEC e aEAEC, sendo ainda necessario elucidar se existe
diferenca na patogenicidade entre esses dois grupos e entre aquelas com maior
repertério de genes de viruléncia. Diversos estudos utilizam modelos animais,
principalmente roedores, como forma de elucidar aspectos da patogénese de EAEC
(MORIN et al., 2010; ROCHE et al., 2010). Nos ultimos anos, por questdes éticas e
de menores custos, tém-se implementado o uso de modelos invertebrados para
estudos de diversos microrganismos, até mesmo para EAEC (FRANCA et al., 2013;
JONSSON et al., 2016; KHALIL et al., 2016). Nesse contexto, as larvas de Galleria
mellonella tém sido utilizadas por apresentar diversas vantagens, tanto morfolégicas
quanto fisiolégicas e imunoldgicas, frente a outros modelos animais (RAMARAO;
NIELSEN-LEROUX; LERECLUS, 2012; TSAI, LOH, PROFT, 2016).

As enzimas podem desempenhar um papel importante na patogénese de EAEC,
como as proteases, visto que seu efeito citotéxico envolve a secrecdo de serine
protease autotransporters of the Enterobacteriaceae (SPATES), e a hemolisina, que
provoca citotoxicidade pela formacéo de poros na membrana da célula hospedeira
(GUIGNOT et al.,, 2000; RUIZ-PEREZ; NATARO, 2014). Enzimas como a
fosfolipase, descrita como importantes para a patogénese de outros microrganismos
por degradarem constituintes das membranas celulares - os fosfolipidios (RAMOS;
BRANQUINHA; SANTOS, 2016), ainda n&o foram analisadas em EAEC.

Diante do exposto, deve-se ainda elucidar aspectos relacionados tanto a diversidade
de EAEC quanto a sua patogenicidade, incluindo o impacto de comunidades semi-
isoladas em sua heterogeneidade, a ocorréncia de Sequence Types (STs) de EAEC
no Brasil, diferencas de viruléncia entre tEAEC e aEAEC e relacdo entre fatores

genotipicos e fenotipicos e viruléncia in vivo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Escherichia coli

E. coli é um bacilo Gram-negativo, anaerobio facultativo, pertencente a familia
Enterobacteriaceae (NATARO, KAPER, 1998). Faz parte da microbiota comensal do
trato gastrointestinal de mamifero, coloniza a camada mucosa do célon e
normalmente ndo causa infeccdo, exceto em individuos imunocomprometidos ou
com violacdo das barreiras intestinais. Entretanto, evolutivamente, algumas cepas
adquiriram atributos de viruléncia codificados em elementos genéticos moveis,
gerando os patotipos de E. coli, que Ihes permitiram se adaptar a novos nichos e
causar doencas em individuos saudaveis (KAPER, NATARO, MOBLEY, 2004). As
sindromes clinicas resultantes podem incluir: (i) gastroenterite, disenteria e sindrome
hemolitico-urémica, causadas pelos patotipos DEC; (ii) infeccdo do trato urinério,
causada por E. coli uropatogénica (UPEC); (iii) sepse e meningite, causadas por E.
coli associada a meningite neonatal (NMEC) (KAPER, 2005).

Conforme as caracteristicas fenotipicas, de viruléncia e manifestagdes clinicas, os
seguintes patotipos DEC foram descritos: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroinvasora
(EIEC), E. coli de aderéncia difusa (DAEC) e E. coli enteroagregativa (EAEC)
(HARRINGTON, DUDLEY, NATARO, 2005) (Figura 1). Por ser o objeto do nosso
estudo, a EAEC seré abordada a seguir.



20

Qulanllato GM1
a Microcolbnias b c ciclase GD1b
Six ST T

Absorgéo
sistémica
EHEC

|

d e f
Formacao de biofilme

il

Citotoxinas e Enterotoxinas

EPEC ETEC

Movimentagédo

Lise do
vacuolo,

- 4

\

25

o :: , < citoplasmatica
\Multiplicagéo
/

EAEC

EIEC

DAEC

Figura 1 - Esquema da patogénese dos seis patotipos DEC. a) EPEC - aderéncia aos enterdcitos no
intestino delgado, com destruicdo das microvilosidades e formacdo da lesdo attaching and effacing
(A/E). b) EHEC - formacéo da lesdo A/E e producdo da toxina de Shiga (Stx), associada a Sindrome
hemolitico-urémica. ¢) ETEC - aderéncia aos enterdcitos no intestino delgado e producéo das toxinas
termolabil (LT) e termoestavel (ST). d) EAEC - aderéncia ao epitélio intestinal, formacéo de biofilme e
producdo de enterotoxinas. e) EIEC — invasdo de células epiteliais, lise do fagolisossomo,
movimentacdo pela célula através da polimerizagdo de filamentos de actina e invasdo de células
adjacentes. f) DAEC - inducdo de projecBes celulares longas que envolvem a bactéria aderida.
(Adaptado de KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

2.2 Escherichia coli Enteroagregativa (EAEC)
2.2.1 Caracterizagcao

EAEC foi descrita pela primeira vez em 1987 por Nataro e colaboradores em um
estudo para avaliar diferentes padrbes de aderéncia em cultura de células HEp-2 de
amostras de E. coli coletadas de criangas chilenas com e sem diarreia. Neste estudo
foi observado o padrdao de aderéncia na forma de “tijolo empilhado” tanto na

superficie das células quanto na laminula livre de células, que foi denominado
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“aderéncia agregativa” (AA) (NATARO et al, 1987) (Figura 2). Os genes
responsaveis pelo fenétipo AA estdo codificados em plasmidios de 55-65 MDa,
chamados coletivamente de pAA (plasmid Aggregative Adherence) (VIAL et al.,
1988).

Figura 2 - Padrao de aderéncia agregativa em células HEp-2, na forma de “tijolo empilhado”
(NATARO, 2004).

EAEC pode ser classificada como tipica (tEAEC) e atipica (aEAEC) com base na
presenca ou auséncia do regulon AggR, respectivamente, que regula uma série de
genes de viruléncia, como fimbrias de aderéncia agregativa (AAF) e a proteina de
superficie dispersina. Estudos sugerem que as amostras de tEAEC sejam mais
virulentas e, portanto, mais propensas a causar diarreia do que as aEAEC
(SARANTUYA et al.,, 2004; MORIN et al., 2013). No entanto, aEAEC também foi
relatada como patégeno entérico de surtos de origem alimentar (COBELJIC et al.,
1996; ITOH et al., 1997).

2.2.2 Fatores de viruléncia, patogénese e manifestagcdes clinicas

Apesar de ainda ndo se ter conhecimento sobre quais fatores sao realmente
essenciais para a patogénese de EAEC, varios fatores de viruléncia codificados em
plasmidios ou cromossomos como adesinas, toxinas e siderérofos tém sido descritos
(Figura 3) (Tabela 1), porém a prevaléncia desses fatores & muito variavel e nenhum
destes foi detectado apenas em amostras isoladas de pacientes sintomaticos
(CZECZULIN et al., 1999; OKEKE et al., 2000; MENDEZ-ARANCIBIA et al., 2008.).
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Figura 3 - Fatores de viruléncia de EAEC (Adaptado de ESTRADA-GARCIA, NAVARRO-GARCIA,
2012). AAF: Fimbria de aderéncia agregativa; Pet: Toxina codificada por plasmidio; HIyE: Hemolisina
E; EAST1: Enterotoxina termoestavel de EAEC; ShET 1: Enterotoxina de Shigella 1; Pic: Proteina

envolvida na colonizacao intestinal.

Tabela 1 - Principais fatores de viruléncia de EAEC

Proteina (gene) Classificacao/Funcéo Localizacao Referéncias
AggR (aggR) Regulador transcricional Plasmidio Nataro et al.,
1994
Fimbria de Adesina / Aderéncia Plasmidio Nataro et al.,
aderéncia agregativa 1992
agregativa | (aggA)
Fimbria de Adesina / Aderéncia Plasmidio Czeczulin et
aderéncia agregativa al., 1997
agregativa Il (aafA)
Fimbria de Adesina / Aderéncia Plasmidio Bernier et al.,
aderéncia agregativa 2002
agregativa lll
(agg3A)
Fimbria de Adesina / Aderéncia Plasmidio Boisen et al.,
aderéncia agregativa 2008
agregativa IV
(hdaA)
Dispersina (aap) Proteina de membrana Plasmidio Sheikh et al.,
externa / Dispersao da 2002
EAEC na mucosa intestinal
Shf (shf) Relacionada a formacédo de  Plasmidio / Czeczulin et
biofilme Cromossomo al., 1999
Enterotoxina Toxina / Alteragéo no Plasmidio Savarino et
termoestavel de transporte de ions al., 1991
EAEC (EAST1)
(astA)
Toxina codificada Toxina / Degradacéo de Plasmidio Navarro-
por plasmidio (Pet) espectrina Garcia et al.,
(pet) 1999
Enterotoxina de Toxina / Acumulo de liquido  Cromossomo Fasano et
Shigella 1 (ShET1) al., 1995

(setlA)
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Hemolisina a (hlyA)

Enterotoxina de
Shigella 2 (ShET2)

(sen)
Toxina

autotransportada

(Sat) (sat)

Irp2 (biossintese de
yersiniabactina)

(irp2)

lucA (sintetase
envolvida na
sintese de

aerobactina) (iucA)

Chu (chuA)

Antigeno 43
(agn43)

Toxina / Formacao de poros
na membrana celular
Toxina / Diarreia aquosa

Toxina / Atividade citopatica
e proteolitica

Sideroforo / Quelante de
ions férricos

Sideréforo / Quelante de
ions férricos

Receptor de heme na
membrana externa
Proteina de membrana
externa / Agregacao
bacteriana e formacéo de
biofilme

llha de
patogenicidade
Plasmidio

llha de
patogenicidade
Cromossomo
Plasmidio /
Cromossomo
Cromossomo

Cromossomo

Guignot et
al., 2000
Nataro et al.,
1995

Guyer et al.,
2000

Czeczulin et
al., 1999

Lorenzo;
Neilands,
1986

Torres;
Payne, 1997
Kjaergaard et
al., 2000

A patogénese da infeccdo por EAEC ainda nao é totalmente compreendida, visto a

grande heterogeneidade do patotipo, apesar disso, tém sido proposto um modelo de

patogénese representado em trés etapas principais: (i) adeséo inicial a superficie da

mucosa, (ii) formacédo de biofilme, e (iii) liberacdo de toxinas e inducdo de resposta
inflamatéria (HARRINGTON, DUDLEY, NATARO, 2005; JENSEN et al., 2014)

(Figura 4).
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(2) Hipersecrecao de muco (3a) Secre¢éo de toxinas (3b) Inducéo de resposta inflamatéria (Adaptado
de http://pt.slideshare.net/Wishofnightl3/master-thesis-presentation-11402753).

A transmissao de EAEC ocorre pela via fecal-oral, através de ingestdo de agua e
alimentos contaminados, atingindo assim o intestino, onde poderd iniciar o processo
infeccioso (OKEKE, NATARO, 2001; HUANG et al., 2006).

O primeiro passo para a colonizagdo do intestino por EAEC é a adesédo ao epitélio
intestinal. Essa adesdo é mediada, principalmente, por adesinas fimbriais ou
afimbriais e sdo responsaveis pelo padrdo AA em células HEp-2. As adesinas
fimbriais primeiro caracterizadas foram as fimbrias de aderéncia agregativa - AAF |,
Il e lll (NATARO et al., 1992; CZECZULIN et al., 1997; BERNIER et al., 2002). Estas
fimbrias sao codificadas em plasmidios pAA e sdo responsaveis pelo padrédo AA nas
cepas referéncia EAEC 042 e 17-2 (NATARO et al.,1992; ELIAS et al.,, 1999).
Posteriormente foram descritas outras duas variantes da familia AAF: AFF IV (Hda),
também codificada por plasmidio pAA e presente em amostras que nao produzem
as AAF I, Il e lll (BOISEN et al., 2008), e AAF V, que foi mais prevalente que as AAF
Il e lll em estudo realizado na Dinamarca (JANSSON et al., 2015). Apesar de serem
bem caracterizadas, essas adesinas estao presentes em uma baixa porcentagem

das amostras de EAEC estudadas, indicando que outras estruturas ainda
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desconhecidas sdo responsaveis pelo padrdo AA nestes isolados (ESTRADA-
GARCIA, NAVARRO-GARCIA, 2012).

A proteina dispersina, codificada pelo gene aap que estd presente no plasmidio
pAA2 (SHEIKH et al., 2002), favorece a dispersdo de EAEC pela superficie
intestinal. Essa proteina é secretada pela bactéria e se liga de maneira ndo
covalente ao LPS, neutralizando sua carga negativa, permitindo que as fimbrias que
possuem carga positiva, se tornem livres para se ligar a componentes da matriz
extracelular das células epiteliais intestinais (HUANG et al., 2006) como laminina,
colageno tipo IV e fibronectina (IZQUIERDO et al., 2014).

O regulador transcricional AggR foi descrito pela primeira vez em 1994 por Nataro e
colaboradores, onde se demonstrou a importancia deste regulador na expresséo de
varios fatores de viruléncia codificados por plasmidios e envolvidos na sua
patogénese, como AFF, dispersina e o sistema de secrec¢éao tipo VI (NATARO et al.,
1994; DUDLEY et al., 2006). Além de seu papel na regulacédo de genes plasmidiais,
AggR também é responséavel pela regulacdo de ilhas de patogenicidade presentes
no cromossomo de EAEC (DUDLEY et al., 2006).

Apoés a colonizacdo do intestino pela EAEC, ocorre uma secrecao excessiva de
muco por estimulo de células caliciformes, e formacdo de biofilme bacteriano
(NAVARRO-GARCIA et al., 2010; JENSEN et al., 2014). Esta etapa da patogénese
justifica o fato de que EAEC pode provocar diarreia persistente com fezes mucoides
em criancas (HUANG et al., 2006), visto que a formacao de biofilme permite que as
bactérias escapem do sistema imunologico local e se tornem menos acessiveis a
acao de antimicrobianos (VAN HOUDT et al., 2004).

A terceira etapa da patogénese de EAEC consiste na liberacdo de varias toxinas e
desencadeamento de uma resposta inflamatoéria. Exemplos de toxinas envolvidas na
patogénese sao: (i) plasmid encoded toxin (Pet), que cliva espectrina do
citoesqueleto, resultado em deformacdo e exfoliacdo das células intestinais
(NAVARRO-GARCIA et al., 1999); (ii) protein involved in intestinal colonization (Pic)
gue possui atividade de mucinase, degradando a camada mucosa que protege as
células, permitindo assim o contato da bactéria com a célula intestinal
(HENDERSON et al., 1999); (iii) EAEC heat-stable enterotoxin (EAST1), semelhante
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a toxina ST de ETEC, causa aumento da secrecédo de ions cloreto levando a diarreia
secretéria (MENARD; DUBREUIL, 2002).

As enzimas podem também desempenhar papel importante na patogénese de
EAEC, principalmente as proteases, visto que seu efeito citotoxico envolve a
secrecdo das proteinas autotransportadoras SPATEs (RUIZ-PEREZ; NATARO,
2014), incluindo Pet e Pic. Além das proteases, outra enzima presente em alguns
isolados de EAEC é a hemolisina que provoca citotoxicidade pela formacéo de poros
na membrana da célula hospedeira (GUIGNOT et al., 2000).

As manifestacdes clinicas e sinais da infeccdo por EAEC incluem diarreia aguda e
persistente, fezes mucoides, dor abdominal, nduseas, vomitos, e, ocasionalmente,
febre (CROXEN et al., 2013). Porém, muitos estudos nédo foram capazes de
estabelecer a importancia de EAEC como causa de doencga, visto que esse patotipo
é isolado de individuos com diarreia, assim como de individuos saudaveis em
proporcdes semelhantes (SCALETSKY et al., 2002; REGUA-MANGIA et al., 2004;
BUERIS et al.,, 2007; SPANO et al., 2008), evidenciando a necessidade de se

compreender ainda mais sobre a patogénese deste microrganismo.
2.2.3 Modelos utilizados para estudos de patogénese de EAEC

A fim de compreender as interacbes que ocorrem entre EAEC e o hospedeiro,
diversos estudos tém empregado modelos animais como alternativas para elucidar a
sua patogénese. Dentre os modelos mamiferos ja foi utilizado o modelo suino, com
0 qual se pode observar os efeitos prejudiciais de EAEC na mucosa do co6lon, com
desenvolvimento de doenca muito semelhante a observada em humanos (TZIPORI
et al.,1992). Apesar de ser um modelo ideal para o estudo de doencas do trato
gastrointestinal humano, este modelo ndo permite o trabalho em larga escala, além
de ser mais laborioso que o uso de roedores (PHILIPSON; BASSAGANYA-RIERA,;
HONTECILLAS, 2013). O modelo de roedores € o mais utilizado atualmente para
EAEC como para varios outros microrganismos (MORIN et al., 2010; ROCHE et al.,
2010), porém, por questdes éticas e de menores custos de criacdo, tém-se
empregado, nos Udltimos anos, modelos invertebrados como o nematéide

Caenorhabditis elegans (FRANCA et al., 2013) e as larvas de Galleria mellonella
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(JONSSON et al., 2016; KHALIL et al., 2016). Como larvas de G. mellonella foram

utilizadas em nosso estudo, este modelo sera descrito a seguir.

2.3 Galleria mellonella

Galleria mellonella é um inseto, também conhecido como traca da cera, pertencente
a ordem Lepidoptera e a familia Pyralidae. Suas larvas tém sido utilizadas como
modelo de infec¢cdo para diversos microrganismos, incluindo fungos e bactérias,
como: Candida albicans (BRENNAN et al., 2002; MOWLDS, KAVANAGH, 2008),
Aspergillus fumigatus (REEVES et al., 2004), Cryptococcus neoformans
(MYLONAKIS et al., 2005), Enterococcus spp (GASPAR et al., 2009; MARTINI et al.,
2015), Staphylococcus aureus (DESBOIS; COOTE, 2011) Listeria monocytogenes
(JOYCE; GAHAN, 2010), Pseudomonas aeruginosa (JANDER, RAHME, AUSUBEL,
2000; ANDREJKO, MIZERSKA-DUDKA, 2011), Klebsiella pneumoniae (INSUA et al.,
2013), Acinetobacter baumannii (PELEG et al., 2009), E. coli (LEUKO, RAIVIO,
2012; MORGAN, ORTIZ, RIORDAN, 2014; CIESIELCZUK et al., 2015; JONSSON et
al., 2016), dentre outros. Além de ser utilizado como modelo para avaliar viruléncia,
as larvas de G. mellonella também tém sido empregadas para analise de eficacia de
antimicrobianos in vivo, servindo como um modelo alternativo para o screening de
novos farmacos ou para combinacdes de drogas ja existentes (DESBOIS, COOTE,
2011; THOMAS et al., 2013; BETTS et al., 2014).

O modelo de G. mellonella apresenta vantagens em relacao aos modelos mamiferos
e outros modelos invertebrados como Caenorhabditis elegans e Drosophila
melanogaster. As principais vantagens sédo: (i) baixos custos de criacdo, pois hao
necessitam de equipamentos laboratoriais especiais (TSAI, LOH, PROFT, 2016); (ii)
possuem um tamanho relativamente grande (aproximadamente 2 cm e 250 mg), o
que facilita a manipulacdo e permite a injecdo de doses precisas de bactéria
(RAMARAO; NIELSEN-LEROUX; LERECLUS, 2012); (iii) ndo ha restricdes éticas
como os modelos de mamiferos (TSAI, LOH, PROFT, 2016); (iv) seu sistema
imunoldgico apresenta uma elevada similaridade, tanto estrutural como funcional,
com o0 sistema imunoldgico inato de vertebrados, sendo hemdcitos as células
analogas aos neutrofilos humanos, responsaveis pela fagocitose dos
microrganismos (BROWNE; HEELAN; KAVANAGH, 2013); (v) sobrevivéncia a 37°C,
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0 que permite a investigacao de fatores de viruléncia dependentes da temperatura,
diferentemente dos outros modelos invertebrados (TSAI, LOH, PROFT, 2016).

Além da resposta imunoldgica celular, mediada pelos hemdcitos, G. mellonella
também apresenta uma resposta imunolégica humoral constituida por moléculas
efetoras, incluindo opsoninas (PARK et al., 2005; SHAIK, SEHNAL 2009), peptideos
antimicrobianos (LEE et al., 2004; BROWN et al., 2009) e melanina (SODERHALL,
CERENIUS, 1998). O processo de melanizacdo, que tem por objetivo encapsular o
patégeno, ocorre pelo desencadeamento de uma cascata de serino proteases que
culmina com a conversdo da pro-fenoloxidase, produzida pelos hemdcitos, em
fenoloxidase. Essa enzima oxida substancias fendlicas a quinonas, que se
polimerizam e formam a melanina que, por sua vez, se deposita em volta do
microrganismo; além disso, produz espécies reativas de oxigénio que sdo toxicas
para o patogeno (TSAI, LOH, PROFT, 2016).

Alguns estudos vém utilizando este modelo para avaliacao de viruléncia de patotipos
de E. coli, tanto extra-intestinais (EXPEC) quanto patotipos de DEC, incluindo dois
estudos recentes com EAEC (LEUKO; RAIVIO, 2012; WILLIAMSON et al., 2014,
JONSSON et al., 2016; KHALIL et al., 2016).

O primeiro estudo foi publicado em 2012 por Leuko e Raivio que avaliaram o uso de
G. mellonella para estudo de viruléncia de EPEC. Observaram que EPEC é capaz
de matar as larvas, mas cepas mutantes para fatores de viruléncia como o sistema
de secrecao tipo trés e bundle forming pilus (BFP) ndo apresentaram o mesmo
resultado que as cepas selvagens, indicando a importancia destes fatores para a
patogénese de EPEC. Por sua vez, Morgan e colaboradores (2014) analisaram a
viruléncia de cepas selvagens e mutantes de EHEC, demonstrando o importante
papel da proteina TolA na sua patogénese. Estudo com EXPEC demonstrou
correlacdo entre nimero de genes de viruléncia e sobrevivéncia das larvas, ou seja,
isolados de EXPEC com mais genes de viruléncia matavam as larvas mais
rapidamente que os isolados com menor quantidade de genes, validando o modelo

para estudos posteriores com este patotipo (WILLIAMSON et al., 2014).

Em relacdo aos dois Unicos estudos publicados com EAEC, tanto Khalil et al. (2016)
guanto Jgnsson et al. (2016) investigaram apenas tEAEC, analisando ou a viruléncia

de isolados clinicos ou padronizando o modelo de G. mellonella para estudos da
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patogenicidade, respectivamente. Nenhum dos estudos investigou aEAEC, restando
ainda a ser elucidado, por exemplo, se existiria diferenca de patogenicidade entre as
tEAEC e aEAEC e entre isolados com diferentes repertorios de viruléncia em modelo
de G. mellonella.

2.4 Andlise de diversidade bacteriana

Metodologias de tipagem molecular, como padrdo de fragmentacdo do DNA
cromossOémico e separacdo em gel por eletroforese de campo pulsado (PFGE) e
multilocus sequence typing (MLST), tém sido amplamente empregadas para anélise

de diversidade bacteriana.

A metodologia de PFGE, que se baseia no corte do DNA gendmico total por enzimas
de restricdo em 15-35 fragmentos e separacdo destes em eletroforese com campos
elétricos alternados, é a técnica considerada padrdo-ouro e, portanto, a mais
utilizada para tipagem de diversas bactérias, inclusive em casos de investigacao de
surtos de origem alimentar (NEMOY et al., 2005; VIMONT et al., 2008; HYYTIA-
TREES et al., 2007; DURMAZ et al., 2009). Essa metodologia possui um alto poder
discriminatério entre as cepas, porém depende de um procedimento laborioso e
requer uma padronizacdao rigorosa de protocolos para que seja possivel uma
comparacao inter-laboratorial, sendo pouco aplicavel para comparacbes a nivel
global e por longos periodos de tempo (HYYTIA-TREES et al., 2007). Portanto, a
técnica de PFGE é mais apropriada para estudos de epidemiologia local em um
curto periodo de tempo. Estudos analisando isolados de EAEC pela técnica de
PFGE demonstraram alta diversidade clonal entre os isolados de diferentes regides
geograficas, incluindo um estudo realizado no Rio de Janeiro (ADACHI et al., 2001;
KAHALI et al., 2004; REGUA-MANGIA et al., 2009).

Por outro lado, a técnica de MLST, que se baseia no sequenciamento de cinco a dez
genes constitutivos, sobrepde as dificuldades descritas para o PFGE, visto que
sequencias de nucleotideos podem ser prontamente comparadas com outros
laboratoérios via MLST website (MAIDEN et al., 1998). Além disso, como 0S genes
constitutivos sofrem pouca pressao seletiva, as mudancas ocorrem de maneira mais

lenta, tornando essa ferramenta aplicavel para estudos de evolugcdo de
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microrganismos (HYYTIA-TREES et al., 2007). Desta forma, o MLST pode ser
aplicado para investigacdes epidemiolégicas em longo prazo e de amostras néo
relacionadas geograficamente, além de fornecer aspectos evolutivos das linhagens
bacterianas, podendo ser utilizada complementarmente a técnica de PFGE. Neste
sentido, ja foram descritos 197 STs de EAEC no banco de dados, mas a maioria dos
dados disponiveis refere-se a isolados da Europa, Asia e Africa e somente um
registro de ST de EAEC no Brasil (ST164)
(http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli/search_strains). Estudos
epidemioldgicos analisaram a diversidade de EAEC pela técnica de MLST em
amostras provenientes da Nigéria (OKEKE et al., 2010) e de Bangladesh
(CHATTAWAY et al., 2017), demonstrando a sua grande heterogeneidade. Até o
momento, de nosso conhecimento, somente um estudo utilizou essa técnica em
isolados de EAEC do Brasil o qual analisou amostras de EAEC com potencial extra-
intestinal e observou o ST10 como o mais prevalente (NUNES et al., 2017).

Além dessas metodologias, procedimentos relativamente mais simples como a
deteccdo do repertorio de genes de viruléncia e do perfil de plasmidios também séo
utilizadas para a andlise de diversidade bacteriana. A PCR, empregada para
deteccdo de genes de Vviruléncia, € uma metodologia reconhecida para
caracterizacdo de populacdes bacterianas, e, quando utilizados protocolos bem
estabelecidos, proporciona resultados reprodutiveis, sensiveis e especificos
(REGUA-MANGIA et al., 2009). A comparacado de perfis de plasmidios também é
capaz avaliar a possivel relacdo de isolados clinicos de uma espécie bacteriana em
estudos epidemiolégicos e investigacdo de surtos (DUTTA et al., 2002; FARSHAD et
al., 2006). Em se tratando de EAEC, essas metodologias s&o usualmente aplicadas,
considerando a grande heterogeneidade de repertérios de genes de viruléncia dos
isolados e que grande parte dos genes de viruléncia é codificada por plasmidios
(VIAL et al., 1988; HUANG et al.,2007; TOKUDA et al., 2010; FRANCA et al., 2013).
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3 JUSTIFICATIVA

EAEC tem se destacado como patégeno entérico emergente, causando diarreia
tanto em adultos como em criangas em diversas regides do mundo, principalmente
em paises em desenvolvimento, incluindo o Brasil (SPANO et al., 2008; MORENO et
al.,, 2010; LOZER et al., 2013; SPANO et al.,, 2017). Esse patotipo tem como
caracteristica marcante sua heterogeneidade quanto aos potenciais fatores de
viruléncia, com nenhum deles estando uniformemente presente em todos o0s
isolados (OKEKE et al., 2000; SUZART et al., 2001; OKEKE et al., 2010). Entretanto,
de nosso conhecimento, ndo ha ainda descricdo na literatura se isolados de
individuos que vivem em areas geograficas semi-isoladas refletiriam no mesmo grau

de heterogeneidade.

As comunidades quilombolas no norte do Espirito Santo s@o caracteristicamente
rurais e semi-isoladas, o que restringe a transmissdo de amostras bacterianas entre
individuos de diferentes comunidades. Entretanto, estudo anterior de nosso
laboratorio que analisou a presenca e distribuicdo plasmidial nas mesmas amostras
de aEAEC e tEAEC revelou grande diversidade de plasmidios de baixo peso
molecular, especialmente entre aEAEC, sem restricdo geografica entre as
comunidades quilombolas (SILVA, 2016). A fim de analisarmos se as areas
geograficas semi-isoladas, cuja populacéo tem restrito o contato com a area urbana,
impactam na heterogeneidade ou disseminacédo de diferentes cepas de EAEC,
utilizamos metodologias moleculares como PFGE e MLST para realizar uma analise
epidemioldgica mais acurada sobre a heterogeneidade e distribuicdo geogréafica
destas cepas nestas comunidades. Além disso, pouco se sabe sobre os STs de
EAEC que sdo encontrados na América do Sul, inclusive no Brasil, considerando
que a maior parte das cepas registradas até o momento no banco de dados de
MLST de E. coli referem-se a isolados da FEuropa, Asia e Africa

(http://fenterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli/search_strains).

Sugere-se na literatura que as tEAEC sejam mais virulentas, por carrearem o
regulon AggR que regula uma série de genes de viruléncia (SARANTUYA et al.,
2004; MORIN et al., 2013), porém, nenhum estudo avaliou in vivo diferenca de
viruléncia entre tEAEC e aEAEC. Considerando que os estudos contemplando as

aEAEC s&o escassos na literatura, que as aEAEC foram mais prevalentes que as
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tEAEC nas comunidades quilombolas (MONFARDINI, 2012) e que o modelo de G.
mellonella apresenta diversas vantagens em relacdo a outros modelos animais com
importante correlacdo com modelos mamiferos (PELEG et al, 2009), propusemos
entdo analisar com esse modelo se existe diferenca na viruléncia entre isolados de
tEAEC e aEAEC, além da possivel relacdo entre o potencial de viruléncia in vivo e

0s aspectos genotipicos e fenotipicos de viruléncia das amostras de EAEC.

A patogénese de EAEC ainda ndo é totalmente compreendida devido a sua grande
heterogeneidade. Sabe-se que as enzimas podem desempenhar um importante
papel na patogénese de diversos microrganismos (GUIGNOT et al., 2000; RUIZ-
PEREZ; NATARO, 2014; RAMOS; BRANQUINHA; SANTOS, 2016), porém, até o
momento ndo se investigou fenotipicamente a producdo de enzimas como
fosfolipase e esterase em isolados de EAEC. Sendo assim, investigamos a producéo
destas e outras enzimas por tEAEC e aEAEC como potencial caracteristica de

viruléncia.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Determinar a relacdo genética e o potencial de viruléncia de isolados de Escherichia

coli enteroagregativa de criancas de comunidades quilombolas.

4.2 Objetivos Especificos

vi.

Verificar relagao clonal entre isolados de EAEC de comunidades quilombolas;
Verificar a distribuicdo geogréfica de pulsotipos de EAEC isolados de
diferentes comunidades quilombolas;

Investigar a sobrevivéncia de larvas de Galleria mellonella inoculadas com
cepas referéncia e isolados de tEAEC e aEAEC, além de cepa de E. coli ndo
patogénica;

Avaliar o crescimento bacteriano na larva durante a infecgcdo por cepas
referéncia de tEAEC, aEAEC e E. coli ndo patogénica.

Relacionar potencial de viruléncia in vivo com genes e aspectos fenotipicos
de viruléncia;

Evidenciar o sequence type de isolados de tEAEC e aEAEC e relacionar com

STs mundialmente descritos.
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5 METODOLOGIA
5.1 Caracterizagdo das amostras bacterianas

Foram analisadas 73 amostras de EAEC (22 tEAEC e 51 aEAEC ) isoladas de fezes
de criancas, com e sem diarreia, de até 11 anos de idade que vivem em 22
comunidades quilombolas no norte do Espirito Santo, sendo de 1 a 12 amostras por
comunidade (Figura 5). Estas amostras foram previamente caracterizadas quanto a
presenca de genes de viruléncia relacionados com aderéncia bacteriana, producao
de toxinas, captacao de ferro e producao de biofilme (MONFARDINI, 2012) (Anexo
1). As tEAEC apresentam repertério de genes variando de cinco a dez por amostra,
e as aEAEC, de zero a cinco por amostra (Anexo 1). Todas as amostras se
encontram armazenadas na bacterioteca do LabViG (Laboratério de Gastroenterite
Infecciosa e Virologia — UFES) em solucéo de sacarose 24% (p/v) em freezer -20°C.
Nos ensaios de viruléncia, também foram analisadas as cepas referéncia EAEC 042
(tEAEC) e C1096 (aEAEC), além da cepa de E. coli ndo patogénica HB101, que foi
utilizada como controle negativo. Os ensaios realizados no presente estudo estédo

representados na Figura 6.
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Figura 5 - Mapa do Espirito Santo, com destaque para 0os municipios do norte do estado Conceigcéo
da Barra (norte) e Sdo Mateus (sul) com localizagédo estimada (circulos vermelhos) das comunidades
Quilombolas do Norte do Espirito Santo de onde foram obtidas as amostras de EAEC; mapa de
satélite da comunidade Angelim Il (Fonte: Google e Image @2013 Digital Globe), evidenciando a
distribuicdo das moradias (Adaptado de LOZER, 2011).
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Figura 6 — Fluxograma dos ensaios realizados no presente estudo (em vermelho) e em estudos
anteriores de nosso laboratério (em azul).

5.2 Eletroforese em campo pulsado (PFGE) ap6s digestdo com enzima de

restricao

As 73 amostras de EAEC foram semeadas em agar nutriente (Kasvi — Italia) e
incubadas a 37°C por 24 horas. Apés esse periodo, as colbnias foram suspensas
em 1 mL de tampao CSB (100 mM Tris-HCI [pH 8,0], 10 mM EDTA) e ajustadas até
escala 4 de McFarland (12x10® UFC/mL). Em seguida, 200 pL desta suspensao
bacteriana foram transferidos para microtubo e adicionados 200 yL de agarose low
melting a 2% (p/v) em CSB (Promega, EUA) e 1% (p/v) de SDS (Sigma-Aldrich). A
mistura foi homogeneizada e distribuida em moldes para blocos de agarose (plugs).
Apos a solidificacéo, os plugs foram transferidos para tubos contendo 500 uL do
tampéo de lise CLS-1 (50 mM Tris-HCI [pH 8,0], 50 mM EDTA), 25 uL Lisozima (50
mg/uL) (Sigma-Aldrich) e 15 pL de Proteinase K (50 mg/uL) (Sigma-Aldrich), e
incubados 37°C por 1 hora. Apés a incubacdo, a solucdo foi removida, foram
adicionados 500 yL do tampé&o de lise CLS-2 (EDTA 0,5 M e Sarcozil 1%), 4 uL de
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Proteinase K (50 mg/uL) e os tubos, incubados a 55°C por 2 horas. Em seguida, a
solucéo de lise foi removida e os plugs foram lavados trés vezes com 2 mL de agua
ultra pura estéril pré-aquecida (50°C) e trés vezes com 2 mL de tampé&o TE (10 mM
Tris-HCI, 0,1 mM EDTA pH 7,6), com incubacdes de 15 min a 50°C entre as
lavagens. A solucdo de lavagem foi removida e os plugs foram armazenados em 3
mL de tamp&o TE pH 7,6.

Para a digestdo com a enzima de restricdo, um terco do plug foi cortado e
transferido para um microtubo contendo 90 pL de agua ultrapura estéril e 10 uL do
tampao da enzima (10X) e incubado a 37°C por 30 min. Em seguida, o tampao foi
removido e foram adicionados 90 uL de agua ultra pura estéril, 10 yL do tampéo da
enzima de restricdo 10X, 4 yL da enzima Xbal (Sigma-Aldrich) (40 U) e o microtubo

foi incubado a 37°C por 3 horas.

Apos a digestédo, os fragmentos foram submetidos a eletroforese em campo pulsado
(CHEF-DR IllI® — Bio-Rad, EUA) em gel de agarose 1% (p/v) (Bio-Rad, EUA)
preparado em TBE 0,5X. Foram utlizadas as seguintes condicdes para a
eletroforese: tempo de pulso crescente de 5 a 30 segundos, por 20 horas a 6 V/cm,
temperatura de 14°C e angulo de 120°. Foi utilizado como marcador de tamanho
molecular Lambda Ladder PFGE Marker (50 - 1.000 kb) (New England Biolabs). Em
seguida, o gel foi corado em solugdo de brometo de etidio 0,5 pg/mL e visualizados
em sistema de documentacdo de géis MiniBIS® Pro (BioAmérica). A andlise dos
perfis de fragmentacéo foi realizada através do dendograma gerado pelo software
"GelJ" (HERAS et al., 2015) (Figura 7). A porcentagem de similaridade foi estimada
utilizando o coeficiente de Dice e foram consideradas amostras pertencentes ao
mesmo pulsotipo aquelas que apresentaram similaridade 280%.
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Figura 7 — Fluxograma simplificado da técnica de PFGE. CSB: Cell suspension buffer; CLS: Cell lysis
solution.

5.3 Ensaio de viruléncia em larvas de Galleria mellonella

Foram aleatoriamente selecionadas vinte amostras de EAEC, sendo dez tEAEC e
dez aEAEC, contendo de seis a dez genes e de nenhum a cinco genes de viruléncia,
respectivamente, cujos repertérios podem ser observados no Quadro 1. Também
foram analisadas as cepas referéncia de tEAEC (EAEC 042), aEAEC (C1096) e de
E. coli ndo patogénica (HB101l). Todos os testes foram realizados em triplicata
biologica.
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Quadro 1 - Perfil de genes de viruléncia das amostras aleatoriamente selecionadas para o ensaio de
viruléncia (MONFARDINI, 2012).

Grupo | Isolado | Gene |
(n) %

aggA
aafA
agg3A
hdaA
aap
shf
astA
pet
setlA
hlyA
sen
sat
irp2
IUCA
chuA
agn43

Q028B 6
Q154A 8
Q226A 8
9
7
7

Q255D
Q266B
Q269D
Q287A | 10
Q320A
Q323A | 8
Q434A
628
89A
104A
110C
133A
155E
Q015B
Q110A
Q185E
Q437A

tEAEC

[EEN
o

aEAEC

OO O(FR|OIN|IEFL|DN

5.3.1 Analise de sobrevivéncia de larvas de Galleria mellonella infectadas com
isolados de EAEC

As amostras selecionadas foram semeadas em agar nutriente e incubadas por 18-24
horas a 37°C. ApOs o crescimento da bactéria, colénias foram suspensas em caldo
Luria Bertani (LB) (Kasvi — Itélia) até densidade 6ptica (DO) de 0,1 em comprimento
de onda de 620 nm, equivalente a 1,5x10® UFC/mL. Em seguida as amostras foram
incubadas a 37°C por 4 h para que atingissem a fase exponencial de crescimento,
tempo previamente determinado por curva de crescimento das amostras. Apos a
incubacéo, 1 mL da suspensédo bacteriana foi centrifugado, o pellet foi ressuspenso
em tampdao fosfato-salino (PBS) e foram feitas diluicbes seriadas. Foram testadas
concentracdes que variaram de 10* a 10” UFC/larva. Cada concentracao foi testada

em 20 larvas e cada larva foi inoculada com 10 pL de suspensao bacteriana na
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hemocele utilizando seringas de insulina (Becton Dickinson). As larvas infectadas
foram alocadas em placas de Petri, incubadas a 37°C e a mortalidade foi monitorada
a cada 24 h por até 96 h apos a infeccdo. Foram consideradas mortas as larvas que
nao respondiam ao toque. O controle foi constituido por larvas inoculadas com PBS
estéril e com cepa de E. coli ndo patogénica HB101 (Figura 8). Foram consideradas
amostras de alta viruléncia as que provocaram menos de 40% de sobrevivéncia ao
final do experimento na concentracdo 10° UFC/larva, moderada viruléncia as que
provocaram de 40 a 60% de sobrevivéncia e baixa viruléncia mais de 60% de

sobrevivéncia.
5.3.2 Determinacdo da carga bacteriana na hemolinfa apos a infeccéo

As cepas referéncia de EAEC (EAEC 042 e C1096) e a cepa ndo patogénica HB101
foram inoculadas na hemocele na concentracdo de 10° UFC/larva. A concentracéo
de bactéria na hemolinfa foi monitorada em 0 h, 2 h, 4 h, 6 h e 24 h apds a infeccao.
Foram utilizadas como controle negativo larvas inoculadas com PBS estéril. Em
cada tempo foi feita a antissepsia da superficie das larvas com etanol 70% (v/v),
seguido de um corte no ultimo pseudo-pé com remocdo de dez microlitros de
hemolinfa, que foram transferidos para microtubos estéreis, diluidos seriadamente,
semeados em agar MacConkey (Oxoid — Reino Unido) e incubadas a 37°C por 24 h.
Esse procedimento foi realizado para trés larvas individualmente em cada tempo.
Para o célculo da concentracdo bacteriana em UFC, foi considerada a média das
larvas testadas (Figura 8).
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Figura 8 — Fluxograma dos ensaios de viruléncia em larvas de Galleria mellonella. A esquerda
representa a analise de sobrevivéncia e a direita, a determinag¢éo da carga bacteriana na hemolinfa.
LB: Luria Bertani, UFC: Unidade Formadora de Coldnia.

5.4 Caracterizacao fenotipica de fatores de viruléncia

A caracterizacao fenotipica de fatores de viruléncia foi realizada para dez amostras
que foram utilizadas no teste de viruléncia em G. mellonella, por meio do ensaio de
producdo de enzimas hidroliticas (fosfolipase, protease, esterase e hemolisina) e de
sideroforo, conforme descrito por Searle et al. (2015), com modificacdes, e da
producdo de biofilme, conforme descrito por Sheikh et al (2001), brevemente

apresentados a seguir.
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5.4.1 Ensaio de producédo de enzimas hidroliticas e de sider6foro

Para ambos os ensaios foram utilizados 200 pL de suspensdo bacteriana na
concentracdo de 1,5x10® UFC/mL, conforme previamente descrito, adicionados a 2
mL de caldo LB e incubados a 37°C por 24 h. Em seguida, 5 pyL da suspensao foram
inoculados no centro de placas de Petri com (i) os meios de cultura contendo o
substrato da enzima hidrolitica a ser testada (Anexo 2) e (ii) agar chrome azurol S
(CAS) para ensaio de producédo de sideroforo (LOUDEN, HAARMANN, LYNNE,
2011), seguido por incubacgéo a 37°C por 48 h.

A atividade enzimética, observada pela formacdo de um halo de degradacdo ao
redor da colbnia bacteriana, e a producao de sideréforos, observada pela formacao
de um halo alaranjado ao redor da colbnia, foram quantificados pelo indice Pz,
determinado pela razdo entre o diametro da col6nia e o didametro do halo (PRICE,
WILKINSON, GENTRY, 1982).

O indice Pz foi classificado em quatro categorias conforme Price, Wilkinson, Gentry
(1982) (Quadro 2).

Quadro 2 - Classifica¢é@o do indice Pz (PRICE, WILKINSON, GENTRY, 1982).

indice Pz Interpretacéo
1,000 Negativo

0,999 - 0,700 | Fraco produtor
0,699 — 0,400 | Bom produtor
0,399 - 0,100 | Excelente produtor

5.4.2 Ensaio de formagéo de biofilme em superficie abiotica

Além das dez amostras utilizadas no teste de viruléncia em G. mellonella, o ensaio
de formacéo de biofilme foi realizado também para a cepa referéncia EAEC 042 e
para a E. coli HB101, utilizada como controle negativo, conforme descrito por Sheikh

et al. (2001), com modificacdes. Todas as amostras foram testadas em triplicata.

Uma col6nia de cada amostra ou cepa referéncia obtida em &agar nutriente foi

suspensa em 2 mL de caldo LB e incubada a 37°C por 18 h com agitacdo a 110 rpm.
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Em seguida, a suspensdo foi ajustada para concentracdo de 1,5x10°® UFC/mL,
conforme previamente descrito, e 2 yL da suspenséo foram adicionados a 200 pL de
meio essencial minimo de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Cultilab — Brasil)
suplementado com 0,4% (p/v) de glicose em pocos de microplaca de poliestireno de
96 pocos. As microplacas foram incubadas a 37°C por 24 h para a formacao do
biofilme e as células ndo aderidas foram removidas por meio de trés lavagens com
PBS.

O biofilme foi fixado com 100 yL de metanol por 15 min e a microplaca foi seca a
temperatura ambiente. Para a coloragédo, foram adicionados 100 pyL de solucdo de
cristal violeta 0,3% por 20 min e a microplaca lavada com agua destilada. Em
seguida, foram adicionados 150 pL de &cido acético 33% por 5 min e 100 yL foram

transferidos para uma nova microplaca para medida da DO.

A classificacdo da amostra bacteriana em “formadora” e “ndo formadora” de biofilme
foi realizada considerando-se a média (x¥) e o desvio padrdo (DP) do controle
negativo testado. Amostras bacterianas apresentando DO superior a média mais
trés vezes o DP do controle negativo foram consideradas “formadoras” de biofilme
(STEPANOVIC et al., 2007).

5.5 Multilocus Sequence Typing (MLST)

Os dez isolados de EAEC analisados nos testes fenotipicos de viruléncia foram
submetidos a técnica de MLST. Esta técnica se baseia na analise das sequéncias de
sete genes conservados para determinagdo de seu “sequence typing” (ST) e
posterior comparacdo com banco de dados internacional. O procedimento foi
realizado conforme estabelecido por Wirth et al.(2006) com modificacbes e descrito

a sequir.
5.5.1 Amplificagdo dos genes por PCR

Duas colbnias de cada amostra analisada foram suspensas em 100 pL de agua
deionizada (Milli-Q® / Millipore), submetidas a lise térmica a 100°C por 5 min,
seguido por centrifugacdo a 10.000 x g por 1 min. O sobrenadante contendo DNA
bacteriano foi mantido congelado a -20°C em aliquotas de 20 pL e descongeladas

no momento do uso.
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A reacdo de amplificacdo foi realizada com 5 pL do DNA extraido adicionados a 20

ML da mistura de reacdo para PCR, conforme concentragdes descritas no Quadro 3.

Quadro 3 - Mistura de reagentes para PCR para deteccdo dos genes analisados na técnica de
MLST.

Reagentes Concentracéo
H20 gsp 25 L
Tampéao de reacao (10X) 1X
dNTP (2,5 mM) 200 UM
MgCl, (50mM) 1,5mM
Iniciador (F) 0,4 uM
Iniciador (R) 0,4 uM
Tag polimerase (5U/uL) 0,02 U/uL
DNA 10 ng/pL

F: Forward; R: Reverse.

Os iniciadores e as condi¢cdes de amplificacdo para os sete genes utilizados na
técnica de MLST estédo descritos no site
http://mlist.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli/documents/primersColi_html e apresentados
no Quadro 4. Todas as reacdes de amplificacdo foram realizadas no termociclador
Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems®). Ap6s a amplificacdo, os produtos
foram analisados por meio de eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v) em TBE
0,5X, corados com brometo de etidio (EtBr) 0,5 pg/mL e visualizados sob luz

ultravioleta em sistema de documentacao de géis MiniBIS® Pro (BioAmérica).



Quadro 4 - Iniciadores e condi¢cdes de amplificacdo dos genes analisados na técnica de MLST.
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. . . Fragmento ) .
Gene Descricao Direcao Sequéncia (5' - 3") (o) Condicdes de amplificacéo
p
_ _ F ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG 95°C/2min, 30x (95°C/1min; 54°C/1min;
adk | Adenilato cinase 583 . ,
R CCGTCAACTTTCGCGTATTT 72°C/2min), 72°C/5min
fume Fumarato F TCACAGGTCGCCAGCGCTTC 806 95°C/2min, 30x(95°C/1min; 54°C/1min;
um
hidratase R GTACGCAGCGAAAAAGATTC 72°C/2min), 72°C/5min
. F TCGGCGACACGGATGACGGC 95°C/2min, 30x(95°C/1min; 60°C/1min;
gyrB DNA girase 911 . .
R ATCAGGCCTTCACGCGCATC 72°C/2min), 72°C/5min
Isocitrato/ ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTC _ _ _
_ ' F 95°C/2min, 30x(95°C/1min; 54°C/1min;
icd Isopropilmalato CGGCACA 878 . .
. 72°C/2min), 72°C/5min
desidrogenase R GGACGCAGCAGGATCTGTT
dh Malato F AGCGCGTTCTGTTCAAATGC 932 95°C/2min, 30x(95°C/1min; 60°C/1min;
m
desidrogenase R CAGGTTCAGAACTCTCTCTGT 72°C/2min), 72°C/5min
A Adenilsuccinato F CGCGCTGATGAAAGAGATGA 816 95°C/2min, 30x(95°C/1min; 54°C/1min;
ur
P desidrogenase R CATACGGTAAGCCACGCAGA 72°C/2min), 72°C/5min
A Sitio de ligacéo F CGCATTCGCTTTACCCTGACC 280 95°C/2min, 30x(95°C/1min; 58°C/1min;
rec
de ATP/GTP R TCGTCGAAATCTACGGACCGGA 72°C/2min), 72°C/5min

F: Forward; R: Reverse; pb: pares de base.
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5.5.2 Purificagéo do produto de PCR

Os iniciadores e nucleotideos ndo incorporados foram eliminados purificando-se 5
pL do produto da PCR com 1 pL da preparagdo enzimatica ExoProStar™ (GE
Healthcare), com incubacéo a 37°C por 15 min e a 80°C por 15 min. O produto

purificado foi mantido a -20°C até sua utilizacéo na reacao de sequenciamento.

5.5.3 Reacgéo de sequenciamento

A reacdo de sequenciamento foi realizada com o kit Big Dye Terminator v3.1
(Applied Biosystems®), conforme instrucbes do fabricante e descrito no Quadro 5,

seguindo condi¢des de amplificacdo apresentadas no Quadro 6.

Quadro 5 - Mistura de reagentes utilizados na reac¢é@o de sequenciamento.

Reagentes Volume
Produto purificado 1,0 uL
BigDye Terminator 1,0 yL
Tampéo 5x 1,5uL
Primer F (3,2 pmol) 1,0 uL
H>0 Milli-Q (gsp 10 pL) 55 L

Quadro 6 - Condicbes de amplificacdo da reagdo de sequenciamento.

Etapa Temperatura/ Tempo
Desnaturacéo inicial 96°C /1 min
35 ciclos

Desnaturacéao 95°C/10s
Elongacao 50°C/5s
Extenséo 60°C /4 min
Extensao final 72°C /10 min
Manutencé&o 4°C |
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5.5.4 Purificacéo da reagéo de sequenciamento

O produto da reagao de sequenciamento foi purificado por meio da precipitagdo com
etanol / EDTA para eliminacdo de iniciadores e dideoxinucleotideos né&o

incorporados, conforme descrito a seguir.

Em cada tubo, foram adicionados 5 pyL de EDTA (125 mM, pH 8,0) e 60 pL de etanol
PA seguido por incubacdo a temperatura ambiente por 15 min, e centrifugacdo a
3000 x g por 30 min. Ao sedimento foram adicionados 60 pL de etanol 70% (v/v) e
submetidos a centrifugacdo a 1.650 x g por 15 min. O sedimento foi seco a 60°C por
10 min, eluido em formamida e submetido a eletroforese capilar no equipamento ABI
310 (Applied Biosystems®).

5.5.5 Determinacéo do ST

As sequéncias obtidas foram alinhadas utilizando o programa SeaView v4.5.4,
editadas utilizando o software Bioedit v.7.2.5 e comparadas com sequéncias
disponiveis no banco de dados de MLST de E. coli

(http://mist.warwick.ac.uk/mist/dbs/Ecoli) para a determinacéo de cada ST.

5.6 Andlise estatistica

Para analise da viruléncia em modelo de G. mellonella foram feitas curvas de
sobrevivéncia utilizando o método Kaplan—Meier. A andlise estatistica para observar
se existe diferenca significativa na sobrevivéncia das larvas frente as amostras de
tEAEC e aEAEC foi realizada pelo teste Log-Rank. Para analisar a diferenca na
producdo de enzimas hidroliticas, de sider6foros e de biofilme entre os grupos de
tEAEC e aEAEC, foi realizado o Teste T de Student. Todas as andlises foram
realizadas utilizando o programa Graphpad Prism 6 e o grau de significancia

estatistica considerado foi de 95% (p<0,05).



47

6 RESULTADOS

6.1 Eletroforese em campo pulsado (PFGE) ap6s digestdo com enzima de
restricao

A caracterizacdo genotipica pela técnica de PFGE, realizada para os 73 isolados de
EAEC, revelou a presenca de 58 pulsotipos distintos. Alguns dos pulsotipos
encontrados podem ser observados na Figura 9. A maioria dos pulsotipos (75,9% -
44/58) era composta por apenas uma amostra, 22,4% (13/58) eram compostos por
duas amostras e apenas 1,7% (1/58), por trés amostras (Figura 10). A andlise de
PFGE demonstrou uma alta heterogeneidade clonal com indice de similaridade de

Dice variando de 6 a 100%.

I 2 3,4 5 6. 880951023132 13 14 15

Figura 9 - Foto ilustrativa da eletroforese de campo pulsado (PFGE) evidenciando alguns dos
padrdes de fragmentacdo do DNA cromossdmico das amostras de EAEC. Linhas: 1, 15: Marcador de
tamanho molecular, variando de 48.5 a 727.5 kb; 2: amostra Q399A; 3. amostra Q416A; 4. amostra
Q419B; 5. amostra Q421A; 6. amostra Q426A; 7. amostra Q428A; 8. amostra Q433F; 9: amostra
Q434A; 10: amostra Q436B; 11. amostra Q437A; 12: amostra Q440A; 13: amostra Q445C; 14:
amostra Q455A.



70
0
0

100

LI BB
FRIE oy
I imeps

fime
(E1 UNE
' -
I mam
1
. iR
0
I 1hie

[ 1]}

L )
AL IR
L)
TIRUE T

{

N ian
(RILRT

UL LS L R

E BERA R
" 1n

Amostras

QO24A

Q1104

98

Comunidades

Angein 3
Corrego do Sapato
Meero da Arara
Paimtirto 2

Cérrego do Chado

Ow. Espirto Santo

S80 Domingos de Rauniehas
Maero da Anara
Angelm 1

S8o JeegeiBrago do Rio
$30 Domingos

Roda daga

Rods digaa

530 Dominges

WS Barbosa
Paimtrto 2

Céerego do Chiado

S50 JorgarBrage o R
Ow. Espirto Santo

O, Espieto Santo

Sdo Jorge/Brago do Rio
S30 Jeega/Brago do Rio
Carrego do Chado
Angeim |

$30 Cristovio

Serraria

S30 Cristovdio

Sarta Maria

048 Barbesa

S30 JorgelBrago do Rio
Céerego do Chado
Jambewo

Nova Vista

Marro da Arara

580 Dominges

D4 Barbosa

Sarea Liza

S30 Jarge/teaco do Rio
Céerego do Chado
Céerego do Chiado
Crmego 6 Chado

$30 Domingos de Itauninhas
Cox

530 Domingos de taunnhas
S40 JorgarBrago do R
Porto

Angelm 3

S8o Cristoddo
Jambero

530 Joege/Brage do Rio
$30 JorgarBrao do Rio
Céerego do Chado
Paimtinto 2

530 Domnges

$30 Domingos

Ow. Espirto Santo
Serraria

580 Jeege

Unharisho

Sarta Lz

Ow. Espirto Santo

S80 JorgalBrags do R
Ow. Espirto Santo

$30 JergarBrage o Rio
S40 Cristovdo

530 Cristovdo
Paimtono 2

Sarta Maria

Sarea Maria

Roda daga

S80 Dominges

$30 Jarge/Brago do Rio

S40 Jorge

48

Figura 10 - Dendograma gerado pelo software "GelJ" das 73 amostras de EAEC com as respectivas
comunidades quilombolas de origem. tEAEC destacadas com retangulo cinza.
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Foi observado que, dos 14 grupos de amostras de mesmo pulsotipo (13 compostos
por duas amostras cada e um composto por trés amostras), sete foram de amostras
da mesma comunidade e sete, de comunidades distantes. Somente dois grupos

foram constituidos por amostras com o0 mesmo repertorio de genes de viruléncia.

N&o foi observada relacdo entre o perfil de genes de viruléncia (Anexo 1), o
pulsotipo e a comunidade de origem para a maior parte das amostras com excecao
de dois grupos provenientes da comunidade S&o Cristovdo e de sua comunidade
vizinha Serraria. O primeiro grupo, constituido por duas amostras de aEAEC,
apresentou o mesmo pulsotipo e o mesmo perfil de genes de viruléncia. O segundo
grupo, composto de trés amostras de tEAEC, em que duas apresentavam perfil de
genes de viruléncia e de PFGE idénticos e foram provenientes de comunidades
vizinhas, enquanto o outro isolado de mesmo pulsotipo diferia em apenas um gene e
era da mesma comunidade de um dos outros dois isolados (Sao Cristovao) (Figura
11).

0 0 g Amostra ¢ ¢ o & < < g ¥
FESTRTI I gg%gg&:s% %ig.{i SE%
@ @ @ @ £ @ & @ o & 4 9 23 @

Q3568 Séo Cristovao

Sao Cristovao

Q355A

Amostra

aggrR
aggA
aafA
agg3A
hdaA
aap
shf
astA
pet
set1A
hiyA
sen
sat
ip2
fucA
chuA
agn43

Q268A Sao Cristovdo

Q269D Serraria

Q2668 Sao Cristovao

Figura 11 - Perfil de PFGE, genes de viruléncia e comunidade de origem de amostras pertencentes
ao mesmo pulsotipo.

O perfil de fragmentacdo e a relacdo clonal entre as vinte amostras selecionadas
para o ensaio de viruléncia em G. mellonella podem ser observados na Figura 12. A
maior parte das amostras selecionadas nao apresentou relacédo genotipica entre si,
com excecao dos isolados de tEAEC Q266B e Q269D que apresentavam 0 mesmo
perfil de genes de viruléncia e 0 mesmo pulsotipo. Os isolados 155E, Q110A e
110C, que apresentavam o mesmo perfil de genes de viruléncia, ndo apresentaram
um padrao de fragmentacédo semelhante, assim como as amostras Q320A e Q323A.
Os isolados Q226A e Q320A, que possuiam o mesmo perfil de genes de viruléncia,
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nao foram classificados como pertencentes ao mesmo pulsotipo, pois apresentaram

menos de 80% de similaridade.
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Q154A
(I L Q185E
1 I #4804 94 = Q028B

NIVOTVTOZZIrX«e—TOTMMMOO®

Figura 12 - Dendograma e perfil genético das amostras de tEAEC (em negrito) e aEAEC analisadas no ensaio de viruléncia em G. mellonella.
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6.2 Ensaio de viruléncia em larvas de Galleria mellonella

Dez isolados de tEAEC, dez de aEAEC, as cepas referéncia EAEC 042, (tEAEC) e
C1096 (aEAEC) e a cepa de E. coli ndo patogénica HB101, foram analisadas quanto
ao potencial de viruléncia in vivo nas larvas de G. mellonella em concentracdes que

variaram de 10*a 10’ UFC/larva.

Foi observado que somente os isolados de EAEC foram capazes de provocar
melanizacao das larvas, enquanto que a cepa de E. coli ndo patogénica nao induziu

este processo (Figura 13).

RS LT}

Figura 13 - Larva de G. mellonella: A) ndo inoculada; B) ap6s 96 h de infeccdo com a cepa E. coli
ndo patogénica HB101; C) apos 96 h de infeccdo com isolado de EAEC.

Os isolados de tEAEC e aEAEC provocaram a mortalidade das larvas de maneira
dependente da concentracdo inoculada, uma vez que as larvas apresentaram alta
sobrevivéncia com inéculo de 10* UFC/larva (entre 40 e 100%) e 100% de
mortalidade com inéculos de 10° e 10’ UFC/larva. Portanto, a concentracdo 10°
UFCllarva foi a que apresentou maior diferenciacéo entre os isolados, sendo esta a
concentracdo escolhida para as andlises de viruléncia (Figura 14A). Além disso,
observamos que o modelo de G. mellonella é capaz de realizar diferenciacdo de
niveis de patogenicidade, como podemos observar pela variedade de curvas de

sobrevivéncia na Figura 14A.

Realizando-se a andlise comparativa entre os grupos tEAEC e aEAEC, observamos
gue as larvas inoculadas com as tipicas apresentaram menor sobrevivéncia média

ao final das 96h do que as larvas inoculadas com as atipicas (p = 0,04) (Figura 14B).
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Figura 14 - Gréficos das curvas de sobrevivéncia de G. mellonella inoculadas com os vinte isolados
de EAEC na concentracdo de 10° UFC/larva. A) Curvas de sobrevivéncia individualizadas por
amostra inoculada, com as linhas continuas representando as tEAEC e linhas tracejadas, as aEAEC.

B) Curva de sobrevivéncia por grupos de amostras tEAEC e aEAEC (p

0,04).
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Dentre todos os isolados, as aEAEC apresentaram a maior e a menor viruléncia no
modelo, com 0% de sobrevivéncia apos 96h de infec¢do (isolados Q110A e 133A)
ou com sobrevivéncia proxima a 100% ao final do experimento (Q437A e 89A). Isso
demonstra também uma heterogeneidade na viruléncia entre o0s isolados
pertencentes ao mesmo grupo. Dentre as tEAEC, apenas um isolado (Q255D)
demonstrou uma menor viruléncia, com sobrevivéncia superior a 50% ao final de 96
h (Figura 15).

100

75

50

Sobrevivéncia (%)

Figura 15 - Percentual de sobrevivéncia de G. mellonella apés 96h de infeccdo com os isolados de
EAEC na concentracdo 10° UFC/larva. Dados obtidos de trés experimentos independentes e
expressos como a média = DP. EAEC tipicas representadas em preto e EAEC atipicas em cinza.

N&do foi observada relagdo entre nimero de genes de viruléncia e a viruléncia no
modelo de G. mellonella, ou seja, amostras com maior conjunto de genes nao
provocaram maior mortalidade nas larvas. Os isolados Q110A e 133A, que levaram
a 100% de mortalidade, apresentavam zero e um gene, respectivamente, enquanto
que o isolado Q255D, que apresentou mais de 50% de sobrevivéncia, possuia nove

dos genes pesquisados.

As cepas referéncia de tEAEC (EAEC 042) e aEAEC (C1096) apresentaram alta
mortalidade no modelo, porém, sem diferenca significativa entre elas (p > 0,05). J4 a
cepa de E. coli ndo patogénica HB101l ndo foi capaz de matar as larvas em

nenhuma das concentracgdes testadas (Figura 16A).



55

A fim de observar se existia diferenca na proliferacdo bacteriana durante a infecgéo
pelas cepas referéncia de EAEC tipica e atipica e de E. coli ndo patogénica, foi feita
a remocao da hemolinfa das larvas nos tempos 0, 2, 4, 6 e 24 h ap0s a infeccdo com
os isolados na concentracédo 10° UFC/larva para a contagem de UFC (Figura 16B).
Foi observado que a cepa de EAEC 042 (tipica) se replica dentro da larva,
aumentando sua concentracdo em uma ordem de grandeza nas primeiras 6 h de
infeccdo, e continua se proliferando mesmo apos 24 h de infec¢do. Por outro lado, a
cepa de EAEC C1096 (atipica) leva a um aumento de mais de duas ordens de
grandeza nas primeiras 6 h de infeccdo, porém sua concentragdo diminui apos 24h
de infeccdo. Em contraste, a cepa nao patogénica (HB101l) €& completamente
eliminada da hemolinfa com apenas 2 h de infeccéao.
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Figura 16 - A) Curvas de sobrevivéncia de G. mellonella inoculadas com as cepas referéncia na
concentracdo de 10° UFCllarva (p > 0,05 entre 042 e C1096). B) Quantificacdo da carga bacteriana
na hemolinfa em 0, 2, 4, 6 e 24 h apds a infeccdo com as cepas referéncia na concentracdo 10°

UFCllarva. Cepas referéncia: EAEC 042 (tipica), EAEC C1096 (atipica) e E. coli ndo patogénica
HB101.
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6.3 Caracterizacdo fenotipica de fatores de viruléncia
6.3.1 Ensaio de producao de enzimas hidroliticas

Foram pesquisadas as enzimas fosfolipase, protease, esterase e hemolisina em dez

dos isolados de EAEC analisados no ensaio de viruléncia em G. mellonella.

N&o foi observada producéo de fosfolipase, protease, esterase por nenhuma das
amostras. Apenas a amostra Q287A (tEAEC) produziu hemolisina, porém em
guantidade muito reduzida, o que ndo permitiu a realizacdo da medida do halo para

quantificacao.
6.3.2 Ensaio de producédo de sideréforos

Todas as amostras analisadas foram capazes de produzir sideréforos (Figura 17).
Seis isolados foram classificados como “fracos produtores” e quatro foram
classificados como “bons produtores”, sendo dois deles tEAEC e dois aEAEC. Nao

foi observada diferenga significativa entre as tEAEC e aEAEC (p > 0,05) (Figura 18).

Halo ¥

Figura 17 - Deteccdo da producdo de sideréforos por amostras de EAEC evidenciando o halo e a
col6nia.
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Figura 18 - Producdo de sideréforos pelas amostras de EAEC analisadas e comparagédo entre 0s
grupos tEAEC e aEAEC.

6.3.3 Ensaio de formacéo de biofilme em superficie abidtica

No ensaio de formacao de biofilme e considerando-se o critério de Stepanovic et al.
(2007), apenas a amostra Q287A nao foi considerada formadora de biofilme. Além
disso, nao foi observada diferenca significativa na formacao de biofilme entre tEAEC
e aEAEC (p > 0,05) (Figura 19).
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Figura 19 - Resultado do ensaio de formac¢éo de biofilme corado com cristal violeta e comparacao
entre 0s grupos tEAEC e aEAEC. Cepas utilizadas como controle: EAEC 042 (tEAEC), EAEC 17-2
(tEAEC), HB101 (E. coli ndo patogénica)
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6.4 Multilocus Sequence Typing (MLST)

Dez amostras dentre as analisadas no teste de viruléncia em G. mellonella, sendo
quatro tEAEC e seis aEAEC, que apresentavam diferentes pulsotipos, foram
submetidas a tipagem molecular por meio da técnica MLST. Foi observado que

esses isolados pertenceram a STs distintos, como apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 - Resultados do Multilocus Sequence Typing (MLST) de 10 amostras de EAEC.

_ Perfil alélico

Amostra Pulsotipo ST~ CC adk fumC gyrB icd mdh purA recA
Q110A C 2481 nd 6 11 4 8 42 8 2
Q015B D 1178 nd 10 27 5 8 12 1 2
155E F 1286 nd 10 174 4 8 8 8 2
Q226A H 730 nd 8 7 1 1 8 18 6
Q437A I 452 nd 76 43 19 37 30 1 25
Q434A J 40 40 6 4 5 26 20 8 14
62B M 453 86 99 6 33 33 24 8 7
Q287A N 443 205 6 19 15 16 9 8 7
Q255D P 200 40 6 4 5 26 7 8 14
Q185E R 144 nd 13 43 9 36 30 44 25

ST: sequence type; CC: complexo clonal; nd: ndo descrito.

Foram encontrados trés complexos clonais (CC86, CC40 e CC205) dentre os dez
STs, sendo que as amostras Q255D (ST200) e Q434A (ST40), ambas tEAEC,
pertencem ao mesmo complexo clonal (CC40). Os demais STs nao foram

associados a nenhum complexo clonal descrito até o momento.

Os genes que apresentaram maior variacdo foram fumC e mdh com 8 alelos

diferentes cada.
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7 DISCUSSAO

Considerando que a EAEC € um patotipo caracterizado pela sua heterogeneidade
gquanto aos potenciais fatores de viruléncia, com nenhum deles estando
uniformemente presente em todos os isolados (OKEKE et al., 2000; SUZART et al.,
2001; OKEKE et al., 2010), e o fato de que as amostras de EAEC analisadas no
presente estudo foram isoladas de criancas que vivem areas geograficas semi-
isoladas, investigamos se este fato impactaria nessa conhecida diversidade por meio
de metodologias fenotipicas e moleculares discriminatorias da relacdo clonal entre

elas.

Desta forma, ao utilizar a metodologia de eletroforese em campo pulsado apoés
digestdo com enzima de restricdo das amostras de tEAEC e aEAEC foi observada
uma grande diversidade de padrdoes de fragmentacdo. Este resultado corrobora
outros estudos que utilizaram a mesma metodologia para analisar a epidemiologia
molecular de amostras de EAEC, incluindo estudo com amostras de EAEC
provenientes do Rio de Janeiro, que encontraram alta diversidade genética entre
elas (ADACHI et al.,, 2001; KAHALI et al., 2004; REGUA-MANGIA et al., 2009).
Porém, os estudos realizados anteriormente observaram grande heterogeneidade
clonal em isolados clinicos de centros urbanos e apenas um estudo, até o momento,
observou a heterogeneidade de EAEC em uma pequena cidade rural da Nigéria
(OKEKE et al., 2010). Portanto, at¢ o momento, ndo se havia avaliado se esta
heterogeneidade seria mantida em amostras provenientes de comunidades semi-

isoladas.

A diversidade encontrada de pulsotipos € um reflexo dos diferentes perfis de genes
de viruléncia dos isolados analisados que apresentaram ainda variedade de
plasmidios entre eles, especialmente os de baixo peso molecular, como previamente
observado em nosso laboratério para as mesmas amostras (MONFARDINI, 2012;
SILVA, 2016; Anexo 3).

Portanto, utilizando a metodologia de PFGE, que é considerada padrdo ouro para
tipagem molecular de diversas bactérias incluindo E. coli (DURMAZ et al., 2009),
observamos uma grande diversidade clonal sem restricdo geografica entre os
isolados das diversas comunidades, visto que amostras de mesmo pulsotipo foram

encontradas em comunidades distantes, mesmo estas sendo semi-isoladas. Como
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consequéncia dessa grande diversidade genética, ndo foi observada relacdo entre o
perfil de genes de viruléncia, o pulsotipo e a comunidade de origem para a maioria
dos isolados. Sendo assim, por ndo haver relacdo genotipica entre elas, essas

amostras constituem cepas epidemiologicamente independentes.

Apesar da técnica de PFGE ser a mais utilizada e recomendada para tipagem
bacteriana, esta metodologia ndo permite a comparacédo a nivel global em diferentes
periodos de tempo, sendo utilizada apenas para estudos de epidemiologia local em
curto prazo (MAIDEN et al., 1998). A fim de se realizar um comparativo global, a
técnica de MLST tem sido aplicada, inclusive para analise evolutiva de cepas
patogénicas de E. coli (OKEKE et al., 2010; DALLMAN et al., 2012). Por esse
motivo, dez isolados foram submetidos a andlise de MLST e foi observado que estes
pertenciam a dez STs distintos com apenas duas amostras pertencendo ao mesmo
complexo clonal (ST40cplx que compreende ST40 e ST200). Até 0 momento, pouco
se sabe sobre a distribuicdo de STs de EAEC no Brasil, visto que somente um
estudo, de nosso conhecimento, analisou isolados do Brasil por essa técnica
(NUNES et al., 2017) e a maioria dos dados disponiveis no banco de dados refere-
se a isolados da Europa, Asia e Africa

(http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli/search_strains).

Os STs 40, 144, 200 e 453 de nossas amostras ja foram descritos para EAEC em
paises como Itdlia (ST40), Reino Unido (ST40/ST200 - ST40cplx), Tailandia
(ST40/ST200 — ST40cplx), Bangladesh (ST200), Nigéria (ST144 e ST453) e Brasil
(ST144), bem como para outros patotipos em outros paises (NUNES et al., 2017,
http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli/search_strains). Os demais STs
encontrados (ST443, ST730, ST1178, ST1286 e ST2481) foram descritos somente
para outros patotipos de E. coli, portanto nosso estudo compreende o primeiro relato
desses STs em EAEC (Figura 20).
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ST 144
ST 200
ST 443
ST 452
ST 453 .
ST 730

ST 1178
ST 1286 A Animais

ST 2481 O Ambiente

O Humanos

Figura 20 - Paises onde ja foram descritos os STs de E. coli encontrados em nosso estudo. Setas
vermelhas indicam os paises onde os STs foram descritos para EAEC (ltalia — ST40, Reino Unido —
ST 40 e ST200, Tailandia - ST40 e ST200, Bangladesh — ST 200, Nigéria — ST144 e 453 e Brasil —
ST144).

Dois dos STs encontrados em isolados de crian¢as quilombolas (ST144 e ST453) j&
foram descritos em cepas de EAEC da Nigéria. Como as comunidades quilombolas
sdo formadas por descendentes de escravos e a Nigéria era um dos paises de
origem dos escravos brasileiros, podemos sugerir que essas linhagens de EAEC
foram introduzidas nessas comunidades naquele contexto. Por outro lado, n&o
podemos excluir outras fontes de aquisicdo dessas amostras bacterianas visto que,
embora os individuos quilombolas vivam em areas semi-isoladas, muitos deles ja

sofreram alguma miscigenacéao.

A diversidade de STs observada em um conjunto de amostras do mesmo contexto
epidemiologico confirma a grande heterogeneidade de EAEC, mesmo sendo de
comunidades rurais semi-isoladas, com contato restrito entre elas e com centros
urbanos. Além disso, os isolados pertencentes a diferentes STs sugerem linhagens
evolutivas distintas, corroborando com Okeke et al (2010), que demonstraram que 0
padrdo de aderéncia agregativa teria sido adquirido por diferentes linhagens de E.

coli por diferentes vias.
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Apesar das tEAEC terem sido mais caracterizadas, os estudos contemplando as
aEAEC ainda sé@o escassos. Sugere-se na literatura que as tEAEC sejam mais
virulentas, por carrearem o0 regulon AggR que regula uma série de genes de
viruléncia (SARANTUYA et al., 2004; MORIN et al., 2013), porém, as aEAEC ja
foram associadas a dois importantes surtos, um deles em um bercgario na Sérvia
(COBELJIC et al., 1996) e outro em 2697 criancas no Japdo (ITOH et al., 1997).
Além disso, temos observado que embora as tEAEC sejam mais frequentes do que
as aEAEC, alguns estudos epidemiologicos tém revelado uma frequéncia maior de
aEAEC, inclusive entre as nossas amostras (HUANG et al., 2003; HUANG et al.,
2007; OPINTAN et al., 2010; MONFARDINI, 2012), o que pode indicar sua
emergéncia como patdégeno. Comparamos, portanto, a viruléncia de isolados de
tEAEC e aEAEC em modelo in vivo de G. mellonella devido a suas vantagens frente

a outros modelos invertebrados e modelos mamiferos.

Avaliando a diferenca entre os grupos tEAEC e aEAEC, observamos que as tEAEC
apresentaram viruléncia média maior do que as aEAEC (p= 0,04), porém a diferenca
entre as curvas foi muito pequena e, analisando individualmente os isolados,
observamos que a maior parte das amostras de aEAEC apresentou alta viruléncia
no modelo. Portanto, embora Sarantuya et al. (2004) proponham aggR (presente
nas tEAEC) como marcador de cepas verdadeiramente virulentas de EAEC,
sugerimos diante de nossos resultados que as amostras de aEAEC podem ser tao
virulentas quanto as de tEAEC, pelo menos no modelo in vivo estudado, e que este
aspecto se deveria a fatores nao relacionados a aggR ou aos genes por ele

regulados.

Apesar da maior parte das amostras de aEAEC terem apresentado alta viruléncia,
dois isolados apresentaram-se praticamente avirulentos (89A e Q437A) com quase
100% de sobrevivéncia ao final do teste (96 h). Esse resultado sugere que 0s genes
de viruléncia apresentados por esses isolados (astA, hdaA, pet, iucA e chuA),
responsaveis pela sintese da toxina EAST, adesina, proteina que cliva espectrina ou
sideroforos, ndo sejam responsaveis pela viruléncia de EAEC nesse modelo, ou que
se algum deles efetivamente contribuisse para a viruléncia, poderia ndo ter sido

expresso.
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Em relacdo aos estudos ja realizados com EAEC em G. mellonella, Khalil e
colaboradores analisaram apenas isolados clinicos de tEAEC, visto que foram
classificadas como EAEC as cepas que possuiam o0 gene aggR, ndo abrangendo as
aEAEC (KHALIL et al., 2016). Jgnsson et al., 2016 padronizaram a utilizagdo do
modelo de G. mellonella para estudos de patogenicidade de EAEC, porém, este
estudo também analisou somente seis isolados de tEAEC que albergavam quatro
fatores de viruléncia classicos (Regulador AggR, sistema de secrecao tipo IV,
dispersina e seu transportador) e comparou-os com cepas de E. coli néo
patogénicas, ndo contemplando a heterogeneidade existente também entre as
tEAEC e aEAEC, como o realizado em nosso estudo. Foi observado nesses dois
estudos que a morte das larvas depende da concentracdo de EAEC inoculada,

assim como observado em nosso estudo tanto para tEAEC quanto aEAEC.

A cepa de E. coli ndo patogénica HB101 n&o foi capaz de induzir melanizagéo e
morte em nenhuma das concentracdes testadas, assim como ja foi demonstrado
para outras cepas nao patogénicas de E. coli em G. mellonella (LEUKO, RAIVIO,
2012; PEREIRA et al., 2015; JONSSON et al., 2016). Este achado foi justificado por
meio da analise da carga bacteriana na hemolinfa que demonstrou que apés 2 h de
infeccdo, a cepa de E. coli HB101 é totalmente eliminada pelo sistema imunolégico
em contraposicdo as cepas referéncia de tEAEC ou aEAEC, que levam a
melanizacdo e morte das larvas. Neste caso, estas cepas se multiplicam na larva,
sendo a mortalidade, possivelmente, causada pelo aumento da quantidade de
bactéria dentro da larva, como foi previamente demonstrado em estudos com
Streptococcus pneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae e com a cepa EAEC
042 (EVANS; ROZEN, 2012; PEREIRA et al., 2015; JONSSON et al., 2016). Cabe
destacar que a cepa referéncia de aEAEC C1096 teve a sua concentracdo reduzida
apos 24 h de infec¢do, o que sugere que as tEAEC sejam mais virulentas nesse
modelo por continuarem se multiplicando mesmo nos tempos mais tardios da

infeccéo.

Também observamos que o modelo de G. mellonella é capaz de diferenciar isolados
em diferentes niveis de patogenicidade. Entretanto, apesar de termos analise de
grande repertério de genes de viruléncia e aspectos fenotipicos, ndo podemos inferir
quais os fatores de viruléncia que efetivamente contribuiriam para este aspecto. Isto

se deve ao fato de néo termos observado relacdo entre os genes de viruléncia dos
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isolados analisados e a viruléncia em G. mellonella, pois as amostras que levaram a
maior mortalidade das larvas tinham entre zero e um gene de viruléncia e amostras
gue nao apresentaram alta viruléncia possuiam entre quatro e nove genes. Desta
forma, fatores ainda néo relacionados a viruléncia de tanto tEAEC quanto aEAEC

podem estar envolvidos na viruléncia in vivo.

Jansson et al. (2016) sugeriram, por comparagdo com a adesina Afa/Dr (Dr binding
adhesins) que apresentaram relacdo com a patogenicidade de EXPEC
(CIESIELCZUK et al., 2015), que as AAF estariam relacionadas a alta viruléncia de
EAEC no modelo, porém, nédo foi feita a analise de viruléncia de isolados com e sem
AAF para comprovar essa suposi¢cdo. Como a presenca dessas adesinas fimbriais é
extremamente baixa, apenas cinco dos isolados testados em nosso estudo
possuiam alguma das AAF e quatro deles apresentaram alta viruléncia (abaixo de
40% de sobrevivéncia). Portanto, a maioria dos isolados com alta viruléncia (13/17)
nao apresentava os genes de AAF, sugerindo que fatores adicionais também

poderiam estar relacionados a viruléncia.

A falta de relacé&o entre os genes de viruléncia de EAEC e a viruléncia no modelo,
nos leva a sugerir que 0s genes importantes para a patogénese em humanos podem
nao desempenhar a mesma fungéo nas larvas de G. mellonella ou ainda, que possa
haver a participagdo de fatores de viruléncia ndo pesquisados por nés, como afa/dra
(Dr binding adhesins), kpsMTIl (group 2 capsule synthesis) e aggbA (AAF/V).
Devemos considerar ainda que a via de infeccédo das larvas pela hemolinfa difere da
via de patogénese natural da EAEC, a via oral. Em contrapartida, estudo que
analisou a viruléncia de ExPEC em G. mellonella encontrou correlacdo entre o
namero de genes de viruléncia e a mortalidade das larvas, jA que esse patotipo
causa infeccéo extra intestinal incluindo bacteremia e, portanto, os isolados foram
analisados em seu sitio natural de infeccdo (WILLIAMSON et al., 2014). Desta
forma, podemos inferir que os fatores de viruléncia de EAEC apresentariam alguma
especificidade com as células epiteliais intestinais. O ensaio de viruléncia com EAEC
nao foi realizado pela via oral devido a dificuldade de padronizacdo do indculo

bacteriano que seria ingerido pelas larvas.

Raros sdo os estudos que relacionam viruléncia com os STs de amostras de EAEC
(CHATTAWAY et al., 2014). Estes pesquisadores analisaram 564 amostras
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provenientes da Nigéria, Bangladesh e Reino Unido e observaram associagéo
significante entre o complexo clonal ST40cplx e doenca. Porém, avaliando as
amostras pertencentes a este mesmo complexo (Q434A e Q255D) no modelo de G.
mellonella, observamos que apenas uma delas apresentou alta viruléncia, enquanto
a outra, a menor viruléncia in vivo dentre as tEAEC. Isto sugere que nao
necessariamente as amostras pertencentes ao ST40cplx apresentariam o mesmo

grau de viruléncia.

Em relacdo aos ensaios de caracterizacdo fenotipica de fatores de viruléncia, ndo
observamos diferenca significativa entre os grupos tEAEC e aEAEC quanto a
producdo de sideroforos e biofilme. Apesar da importancia das enzimas ha
patogénese de diversos microrganismos (GUIGNOT et al., 2000; RUIZ-PEREZ,;
NATARO, 2014; RAMOS; BRANQUINHA; SANTOS, 2016), nao foi observada
producado significativa desses fatores de viruléncia nas nossas amostras. Nao foi
possivel estabelecer relacdo entre a viruléncia no modelo de G. mellonella e as
caracteristicas fenotipicas de viruléncia, tendo em vista que: (i) todos os isolados
produziram siderdforos; (ii) com excecdo de uma amostra, todas as demais
produziram biofilme; (iii) somente um isolado produziu alguma enzima hidrolitica e

em quantidade muito reduzida.

Os resultados obtidos em nosso estudo demonstram aspectos importantes tanto da
diversidade de EAEC quanto da sua viruléncia, visto que nenhum estudo avaliou
anteriormente a heterogeneidade de amostras de EAEC provenientes de
comunidades semi-isoladas nem tampouco comparou a viruléncia de tEAEC e
aEAEC in vivo. Foi observado que a alta heterogeneidade de EAEC se mantém nas
comunidades quilombolas mesmo estas sendo semi-isoladas, pois a maior parte das
amostras nao apresentou relacdo genotipica entre si. Além disso, foi realizada uma
analise epidemiolégica de STs de EAEC presentes no Brasil, dado que até o
momento é escasso na literatura, com a descricdo de novos STs em amostras de
EAEC. Em relacdo as analises de viruléncia, ao contrario do que se sugere na
literatura, pelo modelo de estudo, as aEAEC demonstraram que podem ser tao

virulentas quanto as tEAEC.
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8 CONCLUSOES

Vi.

Vii.

Foi observada uma alta heterogeneidade clonal entre as amostras de EAEC
das comunidades quilombolas;

Apesar de isolados de mesmo pulsotipo terem sido encontrados em uma
mesma ou em comunidade quilombola vizinha, nem sempre essa restricdo
geografica foi observada;

Amostras de aEAEC podem ser tao virulentas quanto de tEAEC em modelo
de G. mellonella, porém, as tEAEC apresentaram maior viruléncia média do
que as aEAEC,;

EAEC 042 e C1096 se multiplicam nas larvas de G. mellonella, enquanto a E.
coli ndo patogénica HB101 é rapidamente eliminada da hemolinfa e por isso
nao leva a melanizacéo e morte das larvas;

N&o foi observada relacéo entre a viruléncia in vivo, 0os genes de viruléncia e
a producédo de enzimas hidroliticas, sideréforos e biofilme pesquisados;

As amostras de EAEC apresentaram diferentes STs, representando linhagens
evolucionarias distintas.

Novos STs, ainda ndo descritos em EAEC, foram encontrados nesse estudo.
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ANEXO 1 - Perfil de genes de viruléncia das 73 amostras de EAEC analisadas
(MONFARDINI, 2012).
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ANEXO 2 — Composicao dos meios utilizados para deteccdo de enzimas hidroliticas.

e Fosfolipase: glicose 20g/L, extrato de levedura 5 g/L, peptona 10 g/L, NaCl 40 g/L
CaCl, 0,74 g/L, agar bacterioldgico 15 g/L, 2% (p/v) de gema de ovo);

e Protease - meio agar leite desnatado: triptona 10 g/L, NaCl 10 g/L, extrato de
levedura 5 g/L, &gar bacterioldgico 12 g/L + 5% (p/v) de &gar leite;

e Esterase: peptona 10 g/L, NaCl 5 g/L, CaCl,.2H,0 0,1 g/L, agar bacteriolégico 15
g/L Tween 80 10 mL/L;

¢ Hemolisina: agar sangue 5% de heméacia de carneiro — Merckoplate®.
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ANEXO 3 — Artigo a ser submetido a revista Journal of Microbiology, Immunology

and Infection

Wide heterogeneity of Enteroaggregative Escherichia coli isolates from several
rural communities

GUERRIERI, C.G.: MONFARDINI, M.V.% SILVA, E.A.l SCHUENCK, R.P.%:
SPANO, L.C.

'Departamento de Patologia, Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do
Espirito Santo, Vitoria, Espirito Santo, Brasil.

“Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, Universidade Federal
de Sao Paulo, S&o Paulo, Brasil.

ABSTRACT

Background/Purpose(s): Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) strains, widely
known as heterogeneous pathogens, have been highlighted as an emerging cause of
acute and persistent diarrhea. They are classified as typical and atypical based on
the presence or absence of the AggR regulon, respectively. The frequency of the
several putative virulence factors is very variable in EAEC isolates, characterizing the
great heterogeneity of the pathotype. We aimed to investigate whether the semi-
isolated geographical areas whose population has restricted contact with urban area,
impacts in the heterogeneity or dissemination of the different strains EAEC.

Methods: We analyzed 73 EAEC strains obtained from stool samples of children,
with (n = 15) and without diarrhea (n = 58), living in 22 rural “quilombola”
communities. All the 73 isolates were analyzed for the presence of 20 putative
virulence factors by PCR, plasmid profile, biofilm formation, pulsed field gel
electrophoresis (PFGE), and ten isolates were analyzed by multilocus sequence
typing (MLST).

Results: Twenty two and 51 strains were classified as typical and atypical,
respectively. The genes agg3A, hdaA, aap, shf, setlA, astA, pet, and agn43 were
statistically associated with typical EAEC. Plasmids were detected in 48% of the
isolates and no strains showed the same plasmid profile. Thirty-two isolates were
biofilm producers, being 81.8% typical (18/22) and 27.5% atypical (14/51). The 73
isolates showed a total of 58 different pulsotypes and some strains belonging to the
same pulsotypes were found in distant communities. The strains analyzed by the
MLST showed different PFGE pattern, virulence gene profile, and ST, belonging to
ST144, ST200, ST453, ST443, ST730, ST1178, ST2481, ST1286, ST452, ST40.
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Conclusion: The fact that the communities are semi-isolated did not impact on the
peculiar heterogeneity of the EAEC, being characterized as epidemiologically
independent strains.

Keywords: EAEC, heterogeneity, MLST, PFGE, semi-isolate communities.

INTRODUCTION

Diarrhoeagenic Escherichia coli (DEC) are one of the most important causes of
infectious diarrhea especially in developing countries.® According to clinical
manifestations and virulence characteristics acquired by mobile genetic elements
due to the genetic plasticity of E. coli, six DEC pathotypes were described:
enteropathogenic E. coli (EPEC), enterohaemorrhagic E. coli (EHEC),
enterotoxigenic E. coli (ETEC), enteroinvasive E. coli (EIEC), diffusely adherent E.
coli (DAEC) and enteroaggregative E. coli (EAEC).?

EAEC strains, widely known as heterogeneous pathogens, have been highlighted as
an emerging cause of acute and persistent diarrhea in people of all ages in different
regions of the world.>*° This pathotype is identified by ability to produce in culture
epithelial cells "stacked brick" arrangement on both epithelial cell surface and cell-
free coverslip, which was termed “aggregative adherence" (AA) and does not carry

genetic markers of other DEC pathotypes.®

High molecular weight plasmids AA (pAA), described in the first EAEC isolates,
harbor the genes responsible for a number of virulence factors including: (i)

aggregative adherence fimbriae (AAF | - V)389101112

(i) the dispersin protein,
encoded by the aap gene, which favors the dispersion of EAEC by the intestinal
surface;*® (iii) the transcriptional regulator AggR;***® (iv) toxins, such as plasmid
encoded toxin (Pet)'® and EAEC heat-stable enterotoxin (EAST1).'” Others virulence
genes are present on the EAEC chromosome, including the protein involved in
intestinal colonization (Pic)'®, Shigella enterotoxin 1 (ShET1)'® and the iron
acquisition genes irp2 e chuA.? It is noteworthy that the frequency of these virulence
factors is very variable in EAEC isolates from different geographic areas and none of
these were restricted to symptomatic patients, which account for the great

heterogeneity of the pathotype.??*? Besides that but also not always observed
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among all isolates, is the capacity of biofilm formation, one of the main features of
EAEC pathogenesis.?*

Based on the presence or absence of the AggR regulon, EAEC strains are classified
as typical (tEAEC) and atypical (aEAEC), respectively, which regulates a number of

virulence genes, including genes present in pAA and chromosomal genes.’

As several other pathogens, local or global epidemiological studies of the diversity of
E. coli strains have been conducted with molecular typing tools as pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) and multilocus sequence typing (MLST).?>2%2728 |n the E.
coli MLST database (http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli/search_strains)
information about 71,787 strains were registered, among these 556 are classified as
EAEC, but most of the available data refers to isolates from Europe, Asia and Africa.
Actually, little is known about which sequence types (ST) are found in South
America, including in Brazil

(http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli/search_strains).

We are not yet aware if the wide heterogeneity of EAEC will be maintained among
isolates of individuals living in a semi-isolated geographical area. Therefore, we
investigated isolates from children living in rural communities in the north of Espirito
Santo, Southeastern Brazil, with restricted contact with urban area, in order to
explore whether there will be an impact in the heterogeneity or dissemination of the
different strains EAEC, by analyzing the diversity of virulence genes, plasmid profile,
PFGE and MLST.

METHODS
Characteristics of the geographical area and study population

Stool samples were obtained from children living in 22 semi-isolated “quilombolas”
communities, located in rural areas surrounded by cane fields and eucalyptus trees in
the north of the Espirito Santo, southeastern Brazil. These communities were
constituted before the twentieth century and are composed of descendants of
enslaved Africans, who maintain cultural, subsistence and religious traditions
throughout the centuries in Brazilian territory. They are relatively distant from the

urban centers of their municipalities, being the nearest community located 20 km
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from the center and from each other by a distance ranging from 10 to 30 km on
unpaved roads. These low socioeconomic status communities are predominately
agricultural, and the population lives in slum conditions, with restricted access to

potable water or sewage facilities.

Bacterial Strains

We analyzed 73 EAEC strains obtained from stool samples of “quilombola” children
up to 11 years of age, with (n = 15) and without diarrhea (n = 58), during a previous
epidemiological study of our lab.?® All strains were previously characterized as EAEC
by the antiaggregation protein transporter gene probe (aatA, previously referred to as
CVD432 or the AA probe) in colony hybridization assay and expression of the AA
pattern in HEp-2 cell culture; typical and atypical EAEC were classified according to
the presence or absence of aggR, respectively.?® Bacterial cultures were kept at -
20°C in sucrose solution 24%. The study was approved by the Ethical Committee of
the Universidade Federal do Espirito Santo, Brazil. Stool samples were obtained with

the written informed consent from the parents or guardians of the children.

Detection of virulence genes by Polymerase Chain Reaction (PCR)

All the 73 EAEC isolates were screened for the presence of 20 putative virulence
factors by PCR, for which the target genes, sequences of primers, sizes of the
amplicons, control strains and PCR conditions are described at Table 1. A DNA

template was prepared by boiling a suspension of 1 colony in 50 pL distilled water.

All the reactions were carried out in a final volume of 25 pL with 5 pL of extracted
DNA (10 ng/uL), reaction buffer, 1.5 mM of MgCl,, 200 uM of each dNTP, 0.02 U/uL
of DNA Taq polymerase™ (Invitrogen, Brazil) and 0.4 uM of each primer. The only
exception was for setlA, astA and pet primers which were used in a concentration of
0.16 pM in a multiplex reaction. Amplifications were performed in Veriti® Thermal

Cycler (Applied Biosystems®).
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Encoded _ _ . Control Amplicon
Gene , Primer pair (5'-3" PCR conditions _ , Reference
protein Strain size (pb)
AAF/I fimbrial TTAGTCTTCTATCTAGGG/ 95°C/5min, 30x (94°C/1min; 21
aggA : . . . |EAEC 17-2 |450 .
subunit AAATTAATTCCGGCATGG 46°C/1min; 72°C/1lmin), 72°C/7min This study
Fimbrial subunit |ATGTATTTTTAGAGGTTGAC/ 95°C/5min, 30x (94°C/1min; 21
aafA . . . |EAEC 042 518 .
of AAF/II TATTATATTGTCACAAGCTC 50°C/1min; 72°C/1min), 72°C/7min This study
20a-3A Fimbrial subunit | GTATCATTGCGAGTCTGGTATTCAG/ 95°C/5min, 30x (94°C/1min; E. coli 462 8
99 of AAF/III GGGCTGTTATAGAGTAACTTCCAG 65°C/1min; 72°C/1min), 72°C/7min | RN785-1 This study
AAF/l and AAF/II . .
. CTAATTGTACAATCGATGTA/ 95°C/5min, 30x (94°C/1min;
aggR transcriptional ) ) . |EAEC 042 308 21
_ ATGAAGTAATTCTTGAAT 42°C/1min; 72°C/1min), 72°C/7min
activator
Antiaggregation . .
) CTTTTCTGGCATCTTGGGT/ 95°C/5min, 30x(94°C/1min;
aap protein i . . |EAEC 042 232 21
_ _ GTAACAACCCCTTTGGAAGT 52°C/1min; 72°C/1min), 72°C/7min
(dispersin)
_ ACTTTCTCCCGAGACATTC/ 95°C/5min, 30x(94°C/1min;
shf Cryptic ORF _ i . |EAEC 042 613 21
CTTTAGCGGGAGCATTCAT 50°C/1min; 72°C/1min), 72°C/7min
95°C/5min, 35x(94°C/30sec;
. CTCATTGGCCTCACCGAACGG/ . Personal
hlyA a-haemolysin 57°C/30sec; 72°C/1min), _ 299 30
GCTGGCAGCTGTGTCCACGAG _ collection
72°C/7min
Yersiniabactin _ , _
_ _ _ AAGGATTCGCTGTTACCGGAC/ 95°C/5min, 30x(94°C/1min; E. coli
irp2 biosynthetic ) i i 264 21
gene TCGTCGGGCAGCGTTTCTTCT 55°C/1min; 72°C/1min), 72°C/7min | RN785-1
Required for the 95°C/5min, 35x(94°C/1min;
. ATTCTAGAAACCGTTTTATCAAG/ , 31
yafK transcription of 52°C/45sec; 72°C/1min), EAEC 042 800 i
ATAAGCTTTGGCGCTTATTTTGC i This study
AAF/1l genes 72°C/7min
sen Shigella ATGTGCCTGCTATTATTTAT/ 95°C/5min, 30x(94°C/1min; Personal 299 39
enterotoxin 2 CATAATAATAAGCGGTCAGC 55°C/1min; 72°C/1min), 72°C/7min | collection
. ACGCACAACCATCAATAAAA/ 95°C/5min, 30x(94°C/1min;
agn43 Antigen 43 i . . |EAEC 042 600 22
CCGCCTCCGATACTGAATGC 52°C/1min; 72°C/1min), 72°C/7min
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95°C/5min, 30x(94°C/25sec; Shigella
sat Autotransporter | ACTGGCGGACTCATGCTGT/ _ : S
. 64°C/1min; 72°C/2,5min), flexineri 387 33
toxin AACCCTGTAAGAAGACTGAGC .
72°C/7min MA245-5
o 94°C/10min, 25x(94°C/30sec;
) Transcriptional |ATGCCGTATTTTTTCAATTTTTTAC/
fis 58°C/40sec; 72°C/55sec), EAEC 042 297 31
regulator ATGTTCGAACAACGCGTAAATTCT o .
72°C/10min
EAEC heat-
CCATCAACACAGTATATCCGA/
astA stable EAEC 042 111
. GGTCGCGAGTGACGGCTTTGT ) )
enterotoxin 1 95°C/5min, 30x(94°C/1min;
Plasmid encoded | GACCATGACCTATACCGACAGC/ 55°C/1min; 72°C/1min), 34
pet ) . ) EAEC 042 600
toxin CCGATTTCTCAAACTCAAGACC 72°C/7min*
Shigella TCACGCTACCATCAAAGA/
setlA i EAEC 042 309
enterotoxin 1 TATCCCCCTTTGGTGGTA
huA E. coli haem ATCTGCTGCGTCATGTTCCT/ E. coli 1700
chu
utilization gene | GTAGTGGTCATACCTTTGAGC 95°C/5min, 30x(94°C/30sec; EDL933
i 52°C/30sec; 72°C/1,5min), Shigella 35
) Aerobactin AGTCTGCATCTTAACCTTCA/ o . o
iucA ) 72°C/7min* flexineri 1100
siderophore CTCGTTATGATCGTTCAGAT
MA245-5
. . GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG/ i i
papC P fimbriae 95°C/5min, 30x(94°C/2min; 328
ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA i . i
65°C/1min; 72°C/2min), E. coli J96 36
. . CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC/ . .
sfa S fimbriae 72°C/7min* 410

CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA

Table 1: Primers, sizes of the amplicons, control strains and PCR conditions to virulence genes detection.

* Multiplex PCR
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Plasmid profiles

Extraction of the plasmid DNA was performed using the kit HIPurA™ Plasmid DNA
Miniprep Purification Kit (Qiagen™), according to the manufacturer's instructions.
The extracted plasmids were analyzed after agarose gel electrophoresis, stained with

ethidium bromide. E. coli (36R861) was used as plasmid standard.
Biofilm formation assay

The assay for biofilm detection and quantification was performed on 96-well
polystyrene microplates according to the protocol described by Sheikh et al. (2001),
except for the crystal violet biofilm staining, which was then detected by optical
density (OD) with Thermoplate TP-READER® at a wavelength of 570 nm. The
classification of the bacterial into a biofilm "producer" or "non-producer" and “strong

producer” or “weak producer” was performed according to Stepanovic et al. (2007).
Pulsed field gel electrophoresis (PFGE)

All the 73 isolates were analyzed according to Durmaz et al. (2009) to investigate
their clonal relationships. PFGE was performed after macrorestriction with Xbal in a
CHEF-DRIII system (Bio-Rad, USA), and analyzed with the software GelJ * using
the unweighted pair-group method with the arithmetic mean (UPGMA) applying the
Dice correlation coefficient. Isolates were considered as the same pulsotype if they
shared at least an 80% similarity in the band patterns.

Multilocus Sequence Typing (MLST)

Ten isolates were randomly selected for the MLST analysis. The MLST were
performed as the recommendations described in the E. coli MLST database

(http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli/search_strains).?’
Statistical Analysis

The association between virulence genes, biofilm production and typical or atypical
EAEC strains was analysed by x? and Fisher's exact tests using the SPSS v. 17.0
software. A P- value < 0.05 was considered significant.
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RESULTS
Detection of virulence genes by Polymerase Chain Reaction (PCR)

The aggR classified 22 and 51 strains as typical and atypical EAEC, respectively.
Among strains obtained from symptomatic children, 10 (66.7%) were atypical EAEC
and 5 (33.3%), typical EAEC. Among strains obtained from asymptomatic children,
41 (70.7%) were atypical EAEC and 17 (29.3%), typical EAEC. The genes agg3A,
hdaA, aap, shf, setlA, astA, pet, and agn43 were statistically associated with typical
EAEC when compared to atypical EAEC strains (p<0.05) (Table 2).

Virulence Typical I\IIEQEZ% Avpical I\llEéESCi N-I;O;Eg p value
genes n (%) n (%) n (%)

aggR 22 (100.0) 0 (0.0) 22 (30.1) <0.05
aggA 1 (4.5) 0 (0.0) 1(1.4) ND
aafA 1 (4.5) 0 (0.0) 1(1.4) ND
agg3A 3(13.6) 0 (0.0) 3(4.1) <0.05
hdaA 9 (40.9) 1 (2.0) 10 (13.7) <0.05
aap 19 (86.4) 0 (0.0) 19 (26.0) <0.05
shf 11 (50.0) 8 (15.7) 19 (26.0) <0.05
astA 12 (54.5) 13 (25.5) 25 (34.2) <0.05
pet 20 (90.9) 15 (29.4) 35 (48.0) <0.05
setlA 20 (90.9) 1 (2.0) 21 (28.8) <0.05
hlyA 2(9.1) 1 (2.0) 3(4.1) ND
sen 0 (0.0) 0 (0.0) 0(0.0) ND
sat 0 (0.0) 0 (0.0) 0(0.0) ND
irp2 13 (59.1) 20 (39.2) 33 (45.2) > 0.05
iuUCA 14 (63.6) 25 (49.0) 39 (53.4) > 0.05
chuA 6 (27.3) 6 (11.8) 12 (16.4) > 0.05
agn43 13 (59.1) 15(29.4) 28 (38.4) <0.05
papC 1 (4.5) 1 (2.0 2(2.7) ND
sfa 0 (0.0) 0 (0.0) 0(0.0) ND
yafK 20 (90.9) 47 (92.2) 67 (91.8) > 0.05
fis 22 (100.0) 51 (100.0) 73 (100.0) ND

Table 2: Distribution of virulence genes between typical and atypical EAEC strains. ND: not

determined.
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The genes sen, sat and sfa were not found in any EAEC isolates analyzed. None of
the others genes had a significant association with isolates from symptomatic
children (p>0.05) (data not shown).

The gene set ranged from 6 to 11 among typical EAEC strain (mean= 8.5
genes/strain) and from 0 to 7 among atypical EAEC strains (mean=3 genes/strain),
excluding the fis gene that was observed in all isolates. From among typical EAEC
strains, 59.1% (13/22) had 8 to 9 genes, while 78.4% of the atypical EAEC (40/51)
had 1 to 4 genes.

Plasmid profiles

Plasmids were detected in 48% of the EAEC isolates. The atypical EAEC showed up
to seven plasmids per isolate, while the typical EAEC up to five, and only these
showed plasmids with higher molecular weights (>60 MDa). A higher diversity of low
molecular weight plasmids was observed in atypical EAEC (Data not shown). No
strains showed the same plasmid profile (Figure 1).

1 2 3 4 506788 00N 112813

42 MDa
24 MDa

Chromosomal DNA

42 MDa
24 MDa

Chromosomal DNA [l

4.6 MDa 4.6 MDa

Figure 1: Plasmids extracted from EAEC samples. Lanes: 1, 13: DNA Ladder strain 39R861; 2: strain
20A; 3: strain 139 D; 4: strain 010A; 5: strain 016B; 6: strain 165A; 7: strain 181A; 8: strain 185E; 9:
strain 187B; 10: strain 300A; 11: strain 311A; 12: strain 322Ab.

Biofilm formation assay
Of the 73 EAEC isolates, 32 were biofilm producers, being 81.8% typical (18/22) and

27.5% atypical (14/51) (p<0.05). Only the isolates of typical EAEC were able to
produce strong biofilm (data not shown).
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PFGE

PFGE dendogram showed a total of 58 different pulsotypes with the correspondent
set of genes, most of these (75.9% - 44/58) consisted of only one sample, 22.4%
(13/58) were composed of two samples and only 1.7% (1/58) consisted of three
samples (Figure 2). The PFGE analysis revealed a high clonal heterogeneity with a
Dice similarity index ranging from 6 to 100%.

It was observed that, of the 14 groups of samples of the same pulsotype (13
composed of two samples each and one composed of three samples), seven were
composed of samples from the same community and seven from distant

communities.

Only two groups consisted of samples with the same repertoire of virulence genes.
Therefore, no relationship was observed between the virulence gene profile, the

pulsotype and the community of origin for most samples except for two groups.
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Fig.2. (a) PFGE profiles of EAEC strains after macrorestriction with Xbal Lanes:
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ladder ranging from 48.5 to 727.5 kb; 2: strain Q399A,; 3: strain Q416A; 4: strain Q419B; 5: strain
Q421A; 6: strain Q426A; 7: strain Q428A; 8: strain Q433F; 9: strain Q434A; 10: strain Q436B; 11:
strain Q437A; 12: strain Q440A; 13: strain Q445C; 14: strain Q455A. (b) Dendrogram of PFGE profiles
generated by the software GelJ using the Dice coefficient and clustering by UPGMA with
correspondent genes profile. eStrains randomly selected for MLST analysis.
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MLST

The strains selected for the MLST analysis showed different PFGE pattern, with less
than 75% of similarity, and different virulence gene profile (Fig 1). Furthermore, the
isolates belonged to different ST, except for two strains which were from a same
clonal complex — CC40 (Table 3).

Allelic profile

Strain  Pulsotype ST CC adk fumC gyrB icd mdh purA recA

Q185E A 144 nd 13 43 9 36 30 44 25
Q255D B 200 40 6 4 5 26 7 8 14
62B C 453 86 99 6 33 33 24 8 7
Q287A D 443 205 6 19 15 16 9 8 7
Q226A E 730 nd 8 7 1 1 8 18 6
QO015B F 1178 nd 10 27 5 8 12 1 2
Q110A G 2481 nd 6 11 4 8 42 8 2
155E H 1286 nd 10 174 4 8 8 8 2
Q437A I 452 nd 76 43 19 37 30 1 25
Q434A J 40 40 6 4 5 26 20 8 14

Table 3: MLST analysis of 10 EAEC strains. ST: sequence type; CC: clonal complex; nd: not
described.

DISCUSSION

The genotypic and phenotypic aspects of virulence of EAEC that we investigate in
this study showed the high diversity present among the isolates revealing that the
characteristically heterogeneous nature of the pathotype remains even when isolated
from children living in rural semi-isolated communities. In general, the distribution of
genes analyzed between isolates of typical and atypical strains and between
symptomatic and asymptomatic cases followed previously described results, as

discussed below.

Altogether, the genes aggA, aafA, agg-3A, pap and sfa that encodes the fimbrial
subunits AAF/I, AAF/Il, AAF/IIl and P and S-fimbria, respectively, were observed in a
very low frequency or was absent (sfa), similar to the rates described for these genes
in Brazil and other countries. 2°3*4%4142 Therefore, these results suggest that other
untested or even unknown adhesins may be involved in the early stage of EAEC

pathogenesis.
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The aap gene, encoding the dispersin protein, was detected at a total frequency of
26% of EAEC isolates. Rates of 8.4% to 32.6% were found in other studies with
travelers to developing countries (Mexico, Jamaica and India), in individuals with and
without diarrhea in Nigeria and Mongolia or in children (<5 years) with diarrhea in
Tanzania. ##%33442434 Although it is a gene related to the virulence of EAEC
because it gives an antiaggregation phenotype that allows its dispersion in the
mucosa, the results obtained in the present study did not show a significant

difference between the isolates of individuals with and without diarrhea (p> 0.05).

The pet gene was the most frequent (48%) enconding toxin gene among those
investigated (astA, setlA, sen, sat e hlyA). Although gene encodes a protein that
cleaves and degrades the a-fodrine, leading to the destruction of the cytoskeleton
and consequent cellular exfoliation®, it was not statistically significant among isolates
of children with diarrhea (p> 0.05), as well as the other investigated. A similar
frequency for pet gene (38%) was described in children from the south, northeast

and central-west of Brazil .

The more common gene involved in iron uptake in the present study, irp2, is

commonly detected at high frequency (47.1% to 94%), in isolates of individuals from

3441474849 gimilarly, no association of the irp2 gene with

34,40,46,48

different parts of the world.*

isolates from children with diarrhea were observed by our and other studies.

The agn43 gene, related to biofilm formation, was found at a similar rate to those
described by Mendez-Arancibia et al. (2008) in EAEC samples from children under
five with diarrhea in Tanzania (38.4% versus 33.7%). No studies conducted in Brazil
have investigated this gene in EAEC samples.

The fis and yafK genes were found at very high frequencies in the analyzed EAEC
strains and showed a homogeneous distribution between typical EAEC and atypical
EAEC. Both genes were described as important in the biofilm formation of EAEC 042
by mediating the expression of AAF/II.** However, in the present study the frequency
of the fimbrial subunit of AAF/Il was extremely low (1.37%) and the fis and yafK gene
was high, so it is not possible to correlate this gene with biofilm formation in this

isolates.
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Studies carried out with isolates of children (India, Tanzania and Denmark) and
travelers from developed countries to Mexico, India and Guatemala described biofilm
formation rates higher than those found in the present study, ranging from 53% to
84.6%.72248%0 These differences can be explained by the origin of the studied
population, by the technique used for detection and by the way of classification of
biofilm producers. Although biofilm formation is one of the important steps attributed
to the pathogenesis of diarrhea by EAEC, it was not statistically associated with the
isolates of symptomatic children (p>0.05). Biofilm formation was statistically
associated with the presence of the aggR gene, because, among the genes

controlled by the AggR regulon, there are the genes that modulate biofilm formation.
22,48,51

As a reflection of the diversity of gene sets observed among the isolates and similar
to studies that used PFGE to analyze the molecular epidemiology of EAEC isolates
264152 the present study demonstrated a wide diversity of fragmentation patterns. In
addition, a wide variety of plasmid profiles was revealed among typical and atypical
EAEC. Taking into account that many of the virulence genes investigated are
plasmid-borne, these genes can be transferred horizontally between EAEC strains,
generating the great genetic heterogeneity observed.* In addition, due to the high
genetic plasticity of E. coli, EAEC isolates may also acquire other mobile genetic
elements, encoding virulence factors, such as that occurred in the Germany outbreak
of EAEC producing Stx toxin in 2011, which contributes even more to its
heterogeneity and emergence of possible new pathotypes.>® Therefore, except for
two groups that came from the same or neighboring communities, no relationship
was observed among pulsotypes, the virulence gene profile and the community of

origin for the most groups.

Although the MLST has recently been used for molecular typing of pathogenic strains

of E. coli >

, there is a lack of information concerning the distribution of EAEC STs
in Brazil, preventing analysis of global relationship of this pathotype. In the present
study, we detected the presence of ten distinct STs, and only two strains belonging to
the same clonal complex (ST40cplx which comprises the ST40 and the ST200). The
STs 40, 144, 200 and 453 have been described for EAEC in other countries,
including Italy (ST40), United Kingdom (ST40/ST200 - ST40cplx), Thailand

(ST40/ST200 — ST40cplx), Bangladesh (ST200) and Nigeria (ST144 and ST453)
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(http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli/search_strains). The remaining STs
(ST443, ST730, ST1178, ST1286 and ST2481) were described only for other E. coli
pathotypes, therefore this study comprises the first report of these STs in EAEC.

The diversity of STs observed in a unique and single epidemiological strain set
confirms the great heterogeneity of EAEC even in strains from semi-isolated rural
communities, with restricted contact with urban centers. Moreover, the isolates
belonging to different STs, suggests that these strains represent distinct evolutionary
lineages, corroborating with Okeke et al (2010) which demonstrated that the
aggregative adherence pattern was acquired by different E. coli lineages by multiple

pathways.

Two of the ST (144, 453) found in isolates from quilombola children have already
been described in EAEC strains from Nigeria. As the “quilombolas” communities are
formed by descendants of slaves and Nigeria was one of the countries of origin of the
Brazilian slaves, we can suggest that these EAEC lineages were introduced in these
communities in that context. On the other hand, we cannot exclude other sources of
acquisition of the bacterial strains because nowadays although the “quilombolas”
individuals live in semi-isolated areas, they have already undergone some

miscegenation.

In conclusion, the molecular methods used to analyze the clonal relationship among
EAEC strains from semi-isolated areas demonstrate that most of them do not present
genotypic relationship. The isolates were characterized as epidemiologically
independent strains, given the great difference in fragmentation patterns, in the
plasmid profiles and in virulence genes sets. Furthermore, the isolates analyzed by
the MLST belong to different STs, suggesting that these strains represent distinct

evolutionary lineages.
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