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IMPACTO POTENCIAL DESSA PESQUISA

De acordo com a Lista de Prioridade de Patdgenos Bacterianos (Bacterial Priority Pathogens
List) de 2024 da Organizacdo Mundial da Saude (OMS; World Health Organization, WHO),
Escherichia coli resistentes as cefalosporinas de terceira geracdo subiu da quarta para a segunda
posicdo, em relagdo as respectivas classificacdes anteriores realizadas pela OMS em 2017,
ficando atras somente dos isolados de Klebsiella pneumoniae resistente aos carbapenémicos
(CR-kp). As restrigdes de recursos, o controle inadequado das infecgdes e a elevada utilizagado
de farmacos antimicrobianos tem provocado um aumento significativo nas taxas de morbidade
e mortalidade das infec¢des causadas por isolados de E. coli produtores de B-lactamases de
espectro estendido (ESBL), que levam a resisténcia as cefalosporinas de terceira e quarta
geragao € a monobactamicos, culminando assim na sua crescente relevancia no cenario mundial
(Antimicrobial Resistance Collaborators, 2022). Frente ao exposto, ¢ imprescindivel a
caracterizagcdo de isolados de E. coli produtores de ESBLs visando melhor compreender a
epidemiologia, suas caracteristicas moleculares e a frequéncia dos determinantes genéticos de

resisténcia nesse patdogeno, como o proposto por este trabalho.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

According to the 2024 Bacterial Priority Pathogens List of the World Health Organization
(WHO), Escherichia coli resistant to third generation cephalosporins has risen from fourth to
second place, compared to the respective previous classifications made by WHO in 2017,
falling behind only carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae (KPC) isolates. Resource
constraints, inadequate infection control, and the high use of antimicrobial drugs have led to a
significant increase in morbidity and mortality rates from infections caused by E. coli producing
extended-spectrum P-lactamases (ESBLs), which lead to monobactams, third and forth
generation cephalosporins resistance, culminating in its growing relevance on the world stage
(Antimicrobial Resistance Collaborators, 2022). In view of the above, characterizing ESBL-
producing E. coli isolates is essential for a better understanding of the epidemiology, molecular
characteristics, and frequency of genetic determinants of resistance in this pathogen, as

proposed in this study.
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RESUMO

Escherichia coli, um bacilo Gram-negativo, ¢ parte da microbiota humana e de outros animais
de sangue quente, podendo apresentar relacdo simbidtica ou parasitaria com o hospedeiro.
Isolados patogénicos de E. coli podem causar tanto infec¢des no trato intestinal como em outros
sitios do hospedeiro. E. coli uropatogénica (UPEC) ¢ a denominagao atribuida ao grupo de
isolados de E. coli provenientes de infecgdes do trato urinario (ITUs), sendo esse patogeno o
principal agente etiologico desse tipo de infec¢do. A patogenicidade de UPEC esta associada
com a presenca de fatores de viruléncia, tais como adesinas, evasinas, sistemas de captacdo de
ferro e toxinas. Coletivamente, esses fatores de viruléncia conferem aos isolados de UPEC a
capacidade de se estabelecer no hospedeiro e causar doengas. Além disso, enzimas -lactamases
de espectro estendido (ESBLs) sdo codificadas pelos genes bla, ¢ degradam farmacos
antimicrobianos pertencentes a classe dos B-lactamicos, incluindo as cefalosporinas de terceira
geracdo, esses genes ja foram observados em isolados de UPEC. Frente ao exposto, nosso
estudo visou sequenciar isolados de UPEC produtores de ESBL com o objetivo de
desvendarmos a epidemiologia, o resistoma e o viruloma desses isolados, além de investigar
algumas caracteristicas fenotipicas, tais como sua habilidade em formar biofilme e seu perfil
fenotipico de resisténcia. Um total de 63 isolados de UPEC-ESBL" foi sequenciado pelo
sistema NextSeq (Illumina), e os genomas gerados foram utilizados para a determinagdo de suas
caracteristicas moleculares, como a deteccao da presenca de genes codificadores de fatores de
viruléncia e resisténcia aos farmacos antimicrobianos. A caracterizagdo fenotipica consistiu em
ensaios de formagdo de biofilme e realizagdo do método de disco-difusdo para determinar o
perfil de resisténcia a diversos farmacos antimicrobianos. De acordo com nossa analise
gendmica, os isolados foram divididos entre varios grupos filogenéticos, sequence types (STs)
e sorotipos, sendo os dois grupos mais predominantes: B2/ST131/025:H4 (33,3%) e
C/ST90/08:H9 (7,93%). Os genes codificadores de ESBLs mais prevalentes foram blacrx-u-s
(19,1%), blacrx-m-15 (38,1%) e blacrx-m-ss (25,4%), o numero de genes codificadores de
viruléncia encontrados variou de 4 a 26, sendo os mais frequentes fimH (98,4%), sitA (74,6%),
ompT (65,1%) e iss (65,1%). A maioria dos isolados foram ndo produtores de biofilme
(90,47%), e as taxas mais altas de resisténcia foram observadas para ampicilina (100%),
cefotaxima (100%), ceftriaxona (96,8%), cefalexina (88,9%), ciprofloxacina (71,4%) e
norfloxacina (69,8%) com 39 (61,9%) isolados sendo classificados como multidroga-resistentes
(MDR). A alta prevaléncia de isolados do ST131 e/ou MDR ¢ um importante alerta as
autoridades de saude publica quanto a constante evolugdo dos mecanismos moleculares que
medeiam a resisténcia a antimicrobianos nesse patégeno tao prevalente.

Palavras-chave: Escherichia coli, UPEC, ESBL, infecgdes do trato urinario.
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ABSTRACT

Escherichia coli, a Gram-negative bacillus, is part of the microbiota of humans and other warm-
blooded animals which may have a symbiotic or parasitic relationship with their host.
Pathogenic E. coli can cause infections both in the intestinal tract or in other sites of the host.
Uropathogenic E. coli (UPEC) is the name given to a group of E. coli isolates that causes urinary
tract infections, with this bacterium being the main etiological agent of this infection. The
pathogenicity of UPEC is associated with the presence of several virulence factors, such as:
adhesins, evasins, iron uptake systems and toxins. Collectively, these virulence factors give the
UPEC isolates the ability to establish themselves in the host and cause disease. Furthermore,
extended-spectrum P-lactamases (ESBLs) are encoded by the bla genes and degrade
antimicrobial drugs belonging to the B-lactam class, including third-generation cephalosporins,
these genes have been observed in UPEC isolates. In view of the above, our study aimed to
sequence ESBL-producing UPEC isolates searching to unravel the epidemiology, resistome
and virulome of these isolates, in addition to investigating some phenotypic characteristics,
such as their ability to form biofilm. A total of 63 UPEC-ESBL" isolates were sequenced using
the NextSeq system (Illumina), and the draft genomes were used to determine their molecular
characteristics, as to detect the presence of virulence factor- and resistance-encoding genes.
Phenotypic characterization was carried out through 24h biofilm formation assays and the disc-
diffusion method to determine the resistance profile to several antimicrobial drugs. According
to our genomic analysis, the isolates were assigned into several phylogroups, sequence types
(STs) and serotypes with the two most predominant groups being: B2/ST131/025:H4 (33.3%)
and C/ST90/08:H9 (7.93%). The ESBL-encoding genes most prevalent were blacrx-is
(19.1%), blacrx-m-15 (38.1%) and blacrx-m-s5 (25.4%), the number of virulence factor-encoding
genes ranged from 4 to 26 and the most frequent were fimH (98.4%), sitA (74.6%), ompT
(65.1%) and iss (65.1%). Most isolates were non-biofilm producers (90.47%), and the highest
resistance rates were observed for ampicillin (100%), cefotaxime (100%), ceftriaxone (96.8%),
cefalexin (88.9%), ciprofloxacin (71.4%) and norfloxacin (69.8%), with 39 (61.9%) isolates
being classified as multidrug-resistant (MDR). The high prevalence of isolates from the ST131
and/or MDR is an important alert to public health authorities regarding the constant evolution
of the molecular mechanisms that mediate antimicrobial resistance among these pathogens.

Keywords: Escherichia coli, UPEC, ESBL, urinary tract infections.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Infeccao do trato urinario

As infec¢des de trato urinario sdo muito comuns, principalmente em mulheres,
afetando mais de 10% desse grupo por ano. Mais de 50% da populacao feminina tera ao
menos um episddio de infecgdo sintomatica ao longo da vida (Foxman et al., 2000b),
havendo maior probabilidade de um novo quadro de infec¢ao dentro de 6 meses apds um
primeiro episodio de infeccdo urinaria por E. coli do que quando o primeiro caso foi
causado por outro agente etioldgico (Foxman et al., 2000a) e dentre 2 a 5% de mulheres
saudaveis desenvolvem ITU recorrente (Nicolle, 2011). Além disso, ITUs durante a
gravidez também sao muito comuns e podem acarretar problemas de saude tanto para feto
e como para gestante (Patterson & Andriole, 1987), sendo a E. coli o principal agente

etiologico encontrado nessas infec¢des (Unlu et al., 2014).

1.2 Escherichia coli

A bactéria Escherichia coli ¢ um bacilo Gram-negativo pertencente a microbiota
intestinal de humanos e outros animais de sangue quente. Sua presenga no organismo
humano pode representar uma relagdo mutualistica, na qual a bactéria sintetiza nutrientes
e auxilia na quebra enzimatica de material ingerido pelo hospedeiro, podendo absorver
nutrientes provenientes desse material (Trabulsi, 2024). Outra possibilidade ¢ uma
relacdo de parasitismo, na qual a bactéria € responsavel pelo quadro de infecgdo, tal
capacidade esté relacionada as interacdes da bactéria com a microbiota residente (Martins

et al., 2022) e aos fatores de viruléncia produzidos (Croxen et al., 2013).
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