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Impacto potencial desta pesquisa

Titulo da dissertacio: Caracterizagdo de isolados de Escherichia coli enteroagregativa do
sorotipo O3:H2 obtidos de diferentes fontes de infec¢@o no hospedeiro humano

Impacto cientifico: Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) do sorotipo O3:H2 tem sido
isolada tanto de pacientes com diarreia bem como de pacientes com infecgdes do trato
urindrio (ITU). Nosso estudo mostrou diferencas genotipicas relevantes entre esses isolados
no que diz respeito a presenca de genes codificando fatores de viruléncia, indicando a
participacdo de fatores de viruléncia especificos para o sucesso das ITU.

Impacto econdmico e social: As infec¢gdes por Escherichia coli sio comuns em humanos, o
que leva a grandes gastos economicos nos sistemas de saide em todo o mundo, tanto com
casos de infecgdes diarreiogénicas quanto infec¢des extra intestinais, como as infec¢des do
trato urindrio (ITU). A bactéria Escherichia coli do sorotipo O3:H2 ja foi reportada na
literatura como sendo isolada tanto de amostras de fezes de individuos com e sem diarreia,
como de amostras de urina de pacientes com ITU. Essas bactérias tém sido classificadas como
hibridos de EAEC/EXPEC. Nossos dados mostraram genes codificando fatores de viruléncia
exclusivos das bactérias causadoras de ITU. No futuro esses fatores de viruléncia poderao
constituir importantes alvos a serem atacados para o controle dessas infe¢des em individuos
susceptiveis.

Potential impact of this research

Thesis Title: Characterization of enteroaggregative Escherichia coli isolates from O3:H2
serotype obtained from different sources of infection in the human host

Scientific impact: Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) of serotype O3:H2 has been
isolated from both diarrheal and urinary tract infection (UTI) patients. Our study showed
relevant genotypic differences between these isolates regarding the presence of genes
encoding virulence factors, decreasing the participation of specific virulence factors in the
success of UTL

Economic and social impact: Escherichia coli infections are common in humans, leading to
significant economic costs in health systems worldwide, as many cases of diarrheagenic
infections as extraintestinal infections, such as urinary tract infections (UTIs). Escherichia
coli of serotype O3:H2 has been reported in the literature as being isolated from stool samples
of individuals with and without diarrhea, as well as from urine samples of patients with UTL.
These bacteria have been classified as EAEC/EXPEC hybrids. Our data showed genes
encoding virulence factors unique to the bacteria that cause UTL. In the future, these virulence
factors may constitute important targets to be attacked for the control of these infections in
susceptible individuals.
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RESUMO

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) ¢ um dos seis patotipos de E. coli
diarreiogénica, caracterizado pela formac¢do do padrio de aderéncia agregativa (AA) em
células epiteliais infectadas. Além de ser um importante agente etioldogico de doenca diarreica,
isolados de EAEC também tém sido associados a infecgdes extraintestinais, como infecgdes
do trato urindrio e bacteremia. Isolados de E. coli que apresentam genes pertencentes a
diferentes grupos patogénicos t€ém sido recentemente denominados, na literatura, como
isolados hibridos. Entre esses, destacam-se os isolados de EAEC do sorotipo O3:H2. Neste
contexto, nosso estudo teve como objetivo caracterizar, fenotipica ¢ molecularmente, 10
isolados de EAEC do sorotipo O3:H2, obtidos tanto de amostras clinicas de fezes (7 isolados)
quanto de urina (3 isolados). Os isolados analisados demonstraram heterogeneidade em
diversas caracteristicas fenotipicas, incluindo: formacdo de biofilme, aderéncia a células
uroteliais T24, produg¢do de fimbria tipo 1, autoagregagdo e resisténcia a multiplos
antimicrobianos. A andlise do pan e do core genoma, desses 10 isolados sequenciados na
plataforma Illumina, revelou um total de 6,033 clusters de genes, dos quais 4,032 pertencem
ao core genoma. Os isolados de EAEC O3:H2 provenientes de urina compartilharam 74
clusters de genes exclusivos desse grupo, incluindo os genes do operon afa. Este achado foi
confirmado por meio do sequenciamento completo do genoma de dois isolados do sorotipo
03:H2: um oriundo de fezes (041-2) e outro de urina (UPEC-34). Analises posteriores
indicaram que o operon afa estd localizado em uma ilha de patogenicidade (PAI)
cromossomal. Muta¢des nos operons aggDCBA ¢ afaABCDE-V, que codificam
respectivamente as adesinas AAF/I e AfaE-V, no isolado UPEC-34, demonstraram que a
mutacdo em aggDCBA reduziu a formagdo de biofilme. Além disso, o fendtipo de
autoagregacao nao foi observado em nenhum dos dois mutantes testados. Curiosamente, os
mutantes ndo apresentaram reducdo qualitativa na aderéncia as células uroteliais T24.
Coletivamente, nossos dados demonstram que os isolados de EAEC do sorotipo O3:H2 sao
genotipica e fenotipicamente heterogéneos, o que pode contribuir para sua capacidade de
adaptacao a diferentes nichos do hospedeiro e, consequentemente, para a manifestacdo de
distintos quadros clinicos.

Palavras-chave: Microbiologia, Bacteriologia, Patogenicidade bacteriana, UPEC, EAEC,
hibridos.



ABSTRACT

Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) is one of six pathotypes of diarrheagenic
E. coli, characterized by the formation of an aggregative adherence (AA) pattern in infected
epithelial cells. In addition to being an important etiological agent of diarrheal diseases,
EAEC isolates have also been associated with extraintestinal infections, such as urinary tract
infections and bacteremia. E. coli isolates harboring genes belonging to different pathogenic
groups have recently been referred to in the literature as hybrid isolates. Among these, EAEC
isolates of serotype O3:H2 stand out. In this context, our study aimed to characterize,
phenotypically and molecularly, 10 EAEC isolates of serotype O3:H2, obtained from both
clinical stool (7 isolates) and urine (3 isolates) samples. The analyzed isolates demonstrated
heterogeneity in several phenotypic characteristics, including biofilm formation, adherence to
T24 urothelial cells, type 1 fimbria production, autoaggregation, and resistance to multiple
antimicrobials. An pan and core genome analysis of these 10 isolates sequenced on the
[Mlumina platform revealed a total of 6,033 gene clusters, of which 4,032 belong to the core
genome. The EAEC O3:H2 isolates obtained from urine shared 74 gene clusters unique to this
group, including the afa operon genes. This finding was confirmed by the whole-genome
sequencing of two isolates of serotype O3:H2: one from stool samples (041-2) and the other
from urine (UPEC-34). Further analysis indicated that the afa operon is located on a
chromosomal pathogenicity island (PAI). Mutations in the aggDCBA and afaABCDE-V
operons, which encode AAF/I and AfaE-V adhesins, respectively, in the UPEC-34 isolate
revealed that the aggDCBA mutation reduce biofilm formation. Furthermore, the
autoaggregation phenotype was not observed in either of the two mutants tested. Interestingly,
the mutants did not show a qualitative reduction in adhesion to T24 urothelial cells.
Collectively, our data demonstrate that EAEC isolates of serotype O3:H2 are genotypically
and phenotypically heterogeneous, which may contribute to their ability to adapt to different
host niches and, consequently, to the manifestation of different clinical presentations.

Keywords: UPEC, EAEC, hybrids.
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1. INTRODUCAO

Escherichia coli ¢ um microrganismo Gram-negativo, pertencente a familia
Enterobacteriaceae, sendo um componente comensal da microbiota de humanos e animais,
representando o anaerobio facultativo de maior predominancia no trato gastrointestinal
(KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Embora classificada como comensal, a E. coli pode
apresentar isolados patogénicos devido a sua plasticidade gendmica. Essa caracteristica
refere-se a capacidade evolutiva de adquirir ou perder material genético por meio de
processos da transferéncia horizontal de genes (HGT), como conjugacdo, transdugdo e
transformagdo (AHMED et al., 2008). Os genes incorporados nestes processos geralmente
estdo inseridos em elementos moveis como plasmideos, transposons, bacteriéfagos e ilhas
gendmicas. Dessa forma, alguns isolados de E. coli adquirem genes de viruléncia (GVs), o
que lhes permite colonizar diferentes nichos no hospedeiro, sendo assim patdgenos
oportunistas. Como patogeno, E. coli ¢ um dos agentes etiolégicos mais comuns de diarreia,
doenga responsavel pela mortalidade de milhares de criangas com menos de 5 anos ao redor

do mundo, principalmente nas regides da Asia e Africa-Subsaariana (KOTLOFF et al., 2013).

Os isolados de E. coli patogénicos sdo divididos entre os responsaveis por causar
doengas intestinais, denominados E. coli diarreiogénicas (DEC) e os isolados de E. coli
capazes de causar infecgdes extra intestinais, que se inserem dentro do grupo das E. coli
patogénicas extra intestinais (EXPEC). Os isolados de DEC sd3o divididos em diferentes
patotipos com base em seu conjunto de fatores de viruléncia (FVs); desse modo, entre os
isolados de DEC estdo os patotipos de E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli produtora da
toxina Shiga (STEC) e seu subgrupo Escherichia coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasora (EIEC) e a
E. coli produtora de aderéncia difusa (DAEC) (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

J& a defini¢ao dos patotipos de EXPEC ¢ feita com base no sitio de infec¢dao dentro do
hospedeiro, tendo como alguns dos principais exemplos E. coli uropatogénica (UPEC), E. coli
causadora de meningite neonatal (MNEC) e E. coli causadora de sepse (SEPEC) (JOHNSON;
RUSSO, 2005).

Além dos diferentes patotipos, os isolados de E. coli estdo classificados em diferentes
grupos filogenéticos, sendo oito classificados até o momento (A, B1, B2, C, D, E, F e G),
sendo os mais predominantes A, B1, B2 ¢ D (CLERMONT et al, 2013; DENAMUR et al.,
2021).
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Através das associagdes entre os antigenos O-polissacarideo (sorogrupo), flagelar (H)
e capsular (K) presentes na célula bacteriana, os isolados de E. coli sdo tipados em diferentes
sorotipos, sendo mais usual a defini¢do apenas pelo sorogrupo e antigeno flagelar

(DENAMUR et al., 2021).

E. coli enteroagregativa (EAEC) é um dos principais patotipos de DEC, estando
associado a casos de diarreia aguda e persistente ao redor do mundo. Este nome se deve a sua
adesdo a células epiteliais HEp-2, encontrada a partir de isolados obtidos de casos de diarreia
em crian¢as no Chile, em um padrdo semelhante a “tijolos empilhados”, descrito como Padrao
de aderéncia agregativa (AA) (NATARO et al., 1987). Estudos posteriores demonstraram que
isolados do patotipo EAEC produtores do padrao AA albergavam em comum plasmideos de
tamanho 55-65 megadaltons (MDa), apresentando regides homologas entre si (VIAL ef al.,
1988). A identifica¢do deste chamado plasmideo de aderéncia agregativa (pAA) € associado a
identificacdo de isolados como pertencentes ao patotipo EAEC, além da sua capacidade de
albergar uma série de genes de viruléncia caracteristicos desse patotipo (BAUDRY et al.,
1990; HARRINGTON; DUDLEY; NATARO, 2006). A viruléncia em EAEC foi demonstrada
através do isolado 042, de sorotipo O44:H18, que sendo testado voluntariamente em humanos,
ocasionou diarreia na maioria dos individuos (NATARO et al., 1995). Nos outros isolados
desse estudo a diarreia ndo foi desencadeada entre os individuos testados, indicando que a
colonizacdo de EAEC no hospedeiro pode ser manifestada de maneira heterogénea entre o

hospedeiro humano, alguns de maneira assintomatica.

A patogénese de EAEC causando infeccdo em humanos geralmente passa pelos
processos de adesdo, formagao de biofilme, secre¢ao de toxinas e inflamacdo da mucosa
intestinal (ESTRADA-GARCIA; NAVARRO-GARCIA, 2012). O pAA alberga o regulador
transcricional AggR, pertencente a familia AraC, sendo responsavel por regular a expressao
génica de diversos genes de viruléncia em pAA (CZECZULIN et al., 1999). Também se
insere em pAA o regulador negativo Aar (AggR activated regulator) que uma vez se ligando a
AggR impede sua ligacdo a regido promotora de outros genes (SANTIAGO et al., 2016).
Considerando a importancia de AggR na patogénese de EAEC, os isolados deste patotipo
estdo classificados em tipicos e atipicos com base na presenca ou auséncia do seu gene
regulador aggR (KAPER et al., 2004). Entre os mecanismos regulados por AggR estdo as
chamadas Fimbrias de aderéncia agregativa (AAFs), associadas a regulacdo do padrio AA
tipico em EAEC. A primeira AAF descrita, AAF/I, foi isolada a partir do isolado 17-2, de

sorotipo O3:H2, estando atualmente descritas em cinco diferentes variantes (AAF/I-AAF/V)
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(BERNIER; GOUNON; LE BOUGUENEC, 2002; BOISEN et al., 2008; CZECZULIN et al.,
1997; JONSSON et al., 2015; SAVARINO et al., 1994). As AAFs sdo codificadas por operons
organizados de maneira similar através da via chaperona-usher, sendo constituidos pelos
genes aggA e aggB que codificam as proteinas prioritaria (pilina) e secundaria da fimbria
respectivamente, aggC que codifica o usher, e aggD que codifica a chaperona (JONSSON et
al., 2017). O operon de AAF/II possui diferengas na sua codificagdo, estando inseridos em
duas diferentes regides do pAA, operon-1, codificando os genes aafd e aafD e operon-2,
codificando os genes aafB e aafC (ELIAS et al., 1999). A projecdo das AAFs na colonizagao
ao hospedeiro ocorre gragas a acdo da proteina chamada dispersina codificada pelo gene aap,
que quando secretada na superficie de EAEC se liga ao LPS da membrana (SHEIKH ef al.,
2002). O transporte da dispersina ocorre com o auxilio do sistema translocador Aat codificado

pelos genes do operon aatPABCD, também codificados dentro de pAA (NISHI ef al., 2003).

Apesar da associagdo entre AAFs e o padrio AA estar bem caracterizada, outras
adesinas foram associadas a presenca deste padrdo. No estudo de Lang et al. (2018), um
conjunto de isolados de EHEC foi investigado, identificando um isolado de sorotipo O23:H8
contendo um plasmideo positivo para o operon aatPABCD e aap de EAEC, porém ausente

para os genes do operon codificador das variantes de AAFs.

Dentro deste plasmideo foi identificada uma nova adesina denominada AFP
(agreggate-forming pilus) e codificada pelo operon afp, que influénciou na autoagregagao,
citotoxicidade e adesdo AA neste isolado (LANG et al., 2018). AFP também foi identificada
mediando o padrio AA em um isolado hibrido de UPEC/EAEC ausente para o regulador
AggR (SCHUROFF et al., 2021). No trabalho de Petro et al. (2020) uma cole¢io de EAEC
foi caracterizada, revelando um conjunto de isolados que nao albergavam genes associados a
nenhuma das AAFs, que entretanto albergavam um gene homoélogo ao csed (PETRO et al.,
2020). Este gene ¢ responsavel na codificacdo do fator de colonizagdo CS22, uma estrutura
fimbrial caracterizada e associada a adesdo em isolados de ETEC (PICHEL; BINSZTEIN;
VIBOUD, 2000). Os isolados csedA+ ndo apresentaram atividade de adesdo a células HEp-2,
entretanto foram capazes de se aderir a um modelo organdide de colon, maneira equivalente
ao isolado EAEC 042 indicando uma capacidade de adesdo ao epitélio intestinal humano,

entretanto necessitando de maiores estudos (BOISEN et al., 2020; FREIRE et al., 2022).

Uma das caracteristicas de EAEC ¢é a sua citotoxicidade a mucosa intestinal,
destacando-se as toxinas plasmidiais Pet e EAST-1 e cromossomais (Pic e ShET1). A toxina

Pet (plasmid-encoded toxin) causa alteracdes no citoesqueleto celular pela clivagem da



17

foldrina epitelial (NAVARRO-GARCIA ef al., 1999). A toxina EAST-1, codificada por ast4,
se liga aos receptores provocando um aumento do GMP ciclico em coelhos, apresentando
atividade enterotoxigénica (SAVARINO et al, 1993). A toxina Pic (protein involved in
colonization) estd relacionada a atividades como producdo de muco, hemaglutinagcdo e
resisténcia ao soro (HENDERSON ef al., 1999). J4 a toxina ShET1 (Shiguella-enteroxin-1) &
responsavel por induzir a secre¢do intestinal através das vias cAMP e cGMP; essa toxina ¢
codificada pelos genes setd e setB, presentes na fita complementar de pic (FASANO et al.,
1997; HENDERSON et al., 1999).

As infecgdes do trato urinario (ITUs) sdo um problema de saude publica de frequente
ocorréncia, chegando a cerca de 150 milhdes de casos/ano (FLORES-MIRELES et al., 2015).
As ITUs sdo clinicamente divididas entre complicadas e ndo complicadas, sendo o primeiro
grupo formado por infecgdes em individuos sauddveis, podendo se alojar em regides do trato
urindrio inferior (cistites) e superior (pielonefrites) (FOXMAN, 2010; NIELUBOWICZ;
MOBLEY, 2010). J&4 ITUs complicadas sdo aquelas que podem comprometer o trato urinario
ou que estdo associadas aos principais grupos de risco da doenga, como mulheres gravidas,
criangas, idosos entre outros. As mulheres estdo em uma maior frequéncia de casos de ITUs,
isto pode ser explicado pelo menor comprimento da uretra onde as bactérias iniciam a
colonizagdo com a regido da bexiga, além da proximidade do canal vaginal com o reto

(FOXMAN, 2010).

E. coli uropatogénica (UPEC) ¢ o agente causador predominante de casos de infec¢des
do trato urinario complicadas e ndo complicadas, chegando a ser responsavel por mais de 80%
dos casos (FLORES MIRELES et al., 2015; FOXMAN, 2010). Sua colonizagdo e invasao no
trato urindrio ¢ possivel gragas a um conjunto de FVs como adesinas, toxinas e sistemas de

captagdo de ferro (FLORES-MIRELES ef al., 2015; KOHLER & DOBRINDT, 2011).

A infeccdo de UPEC se inicia na uretra indo em dire¢cdo a bexiga, onde os isolados
conseguem se aderir a células uroteliais sendo mediados por suas principais adesinas, sendo
estas a Fimbria do tipo 1 e Fimbria P, além das fimbrias F1C, S e Afa/Dr, sendo sintetizadas

pela via chaperona-usher.

A Fimbria do tipo 1 (FT1) ¢ uma das principais envolvidas na adesdo e infeccao de
UPEC as células uroteliais, sendo constituida por um cluster de 9 genes (fimA-fimH). Em seu
mecanismo de agdo o gene fimH codifica a adesina FimH, localizada na superficie da

estrutura fimbrial e ¢ responséavel pela ligagdo a proteinas manosiladas da superficie das
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células uroteliais estimulando a liberacdo de Rho GTPases, causando remodelacdo da actina
celular e facilitando a invasao bacteriana (KOGFELT et al., 1990). Diversos estudos relataram
existéncia de variabilidades alélicas no gene fimH associadas a mudangas na afinidade aos
receptores manosilados e fungdo proteica (PAUL er al, 2013; QIN et al., 2022). A
classificagcdo de E. coli com base nos subtipos alélicos de fimH possui relevincia em cepas de
importancia clinica como ST131, frequentemente associadas a presenca de fimH30 e fimH27
(JOHNSON et al., 2013; ROER et al, 2017). Uma vez realizada a invasdo nas células
uroteliais, alguns isolados de UPEC sdo capazes de formar Comunidades intracelulares
bacterianas (CIBs) semelhantes a biofilmes, que servem como forma de escape do sistema
imune, possibilitando a dispersdo das bactérias e nova invasdo celular (FLORES-MIRELES et

al.,2015; ROSEN et al., 2007).

A Fimbria P estd associada principalmente a casos de pielonefrite, pela sua ligacdo as
moléculas que compdem os glicolipidios presentes no rim (SVANBORG EDEN et al., 1987).
Seu operon ¢ composto por 11 genes denominados papA-papG (pyelonephritis associated
pili).

A Fimbria F1C ndo possui atividade de hemaglutinagdo e se adere aos receptores das

células epiteliais da bexiga e do rim, induzindo a producdo da citocina inflamatéria 1L-8

através de sua adesdo as células uroepiteliais (BACKHED et al., 2002; VAN DIE et al., 1991).

A fimbria S possui estrutura gendmica similar a fimbria F1C, possuindo diferengas em
relacdo a afinidade dos seus receptores. Esta adesina recebe essa abreviacdao por sua ligacao
especifica aos galactosideos de acido sialico (JOHNSON, 1991) e ja foi detectada como um

FV relevante na incidéncia de ITUs em modelos in vivo.

A familia de adesinas Afa/Dr ¢ constituida por operons de similar constituigdo
gendmica (afa, dra, daa) em uma organizacdo geral de genes de A a E, sendo este ultimo
responsavel pela codificagdo da adesina e o mais heterogéneo entre as variantes da familia
(SERVIN, 2005, 2014). As adesinas Afa/Dr sdo relacionadas em vérios estudos a incidéncia
de ITUs (ISHITOYA et al., 2003; LE BOUGUENEC; SERVIN, 2005, 2006).

Os isolados de UPEC induzem a inflamagdo do uroepitélio através da secre¢do de
toxinas e proteases, como exemplo a secrecao de alfa-hemolisina, codificada pela proteina
HlyA em alguns isolados de UPEC, com capacidade de formagdo de poros na membrana das
células e lise, facilitando a bactéria em sua captacdo de nutrientes e ferro (FLORES-

MIRELES et al., 2015; MOBLEY et al., 1990). A toxina CNF-1 (Cytotoxic necrotizing factor
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1) realiza rearranjos no citoesqueleto celular através da adesdo ao receptor da célula
hospedeira e introdugdo no citoplasma, induzindo a ativagdo de Rho GTPases e ¢ capaz de
escapar dos mecanismos de sistema imune ativando a via RAC-1 anti-apoptotica celular. A
aquisi¢do de ferro das células hospedeiras ¢ um importante fator para UPEC realizado por
sideroforos, nos quais podem se destacar a aerobactina e yersiniabactina (GARCIA;

BRUMBAUGH; MOBLEY, 2011).

A colonizagdo de UPEC e outros patotipos de EXPEC dentro do organismo estdo
relacionados a expressdo de diferentes FVs que em conjunto facilitam a sua atividade nas
células hospedeiras. Desta maneira, ndo ha um consenso sobre qual gene ou conjunto de GVs
poderia definir um isolado como extraintestinal. Em busca de avaliar um perfil intrinseco de
viruléncia extraintestinal em E. coli, Picard e colaboradores (1999) desenvolveram um
modelo de infeccdo em ratos, injetando de maneira subcutdnea uma variedade de isolados de
E. coli de diferentes origens comensais e patogénicas; deste modo a letalidade em ratos foi
associada a um conjunto de genes de viruléncia como pap, hlya e sfa/foc, associados
principalmente a isolados do filogrupo B2. Posteriormente, Johnson e colaboradores (2000)
expandiram o conceito de que na realidade, a viruléncia intrinseca em E. coli estaria associada
proporcionalmente a quantidade de fatores de viruléncia independentemente de seu grupo
filogenético. Com base nos genes de viruléncia detectados no banco de amostras investigadas
no modelo de infeccdo e em suas caracterizacdes posteriores (JOHNSON et al., 2001), este
estabeleceu o critério para determinar a capacidade intrinseca de um isolado de E.coli em
causar infeccdes extraintestinais , com base na presenca de ao menos dois genes do conjunto
papA/papC, afa/dra, sfa/foc, kpsMTIle iuc/iut4, sendo classificado como ExPEC+
(JOHNSON et al., 2003).

Isolados capazes de albergar genes de diferentes patotipos tanto dentro de DEC quanto
de ExPEC, foram denominados recentemente como isolados heteropatogénicos/hibridos
(SANTOS et al., 2020). No més de maio de 2011, foram notificados casos de pacientes em
Hamburgo, na Alemanha, diagnosticados com a sindrome hemolitica urémica (SHU), doenca
que normalmente gera quadros de diarreia sanguinolenta sendo associada a secre¢do da toxina
Shiga (Stx) em isolados de STEC (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Em algumas
semanas, 0s casos aumentaram exponencialmente em toda a Alemanha, afetando outras
regides da Europa e América do Norte sendo classificado como um surto. Através de analises
microbioldgicas, o isolado foi tipado como sendo pertencente ao sorotipo O104:H4, presente

até entdo apenas em casos esporadicos de infec¢do (BAE et al., 2006; MELLMANN et al.,
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2008), além de pertencer ao patotipo STEC, por sua capacidade de secretar a toxina Shiga.
Adicionado a estes resultados, foram detectadas em amostras deste surto genes caracteristicos
do patotipo EAEC, como aggR, aggA, setl, pic e aap , indicando uma combinagdo de
diferentes fatores neste isolado do surto, o que ajuda a explicar sua alta viruléncia
(BIELASZEWSKA et al., 2011; SCHEUTZ et al., 2011). Este foi considerado o maior surto
relacionado a viruléncia de E. coli hibridas tendo duragdo total entre os meses de maio/2011 a
julho/2011, gerando cerca de 4000 casos de 16 paises, incluindo 908 casos de SHU e 54
mortes (CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2013).

A recente descoberta dos hibridos acendeu um alerta global devido ao seu potencial de
causar maiores danos ao hospedeiro pela presenga de diferentes combinagdes de GVs, e por

sua circulagao pelo mundo, como o surto iniciado pela Alemanha em 2011.

A presenga do patotipo EAEC relacionada a hibridos ¢ uma importante questdo de
satde pelo potencial de circulacdo destes isolados albergando genes nao pertencentes apenas a

patotipos de DEC, como GVs relacionados a ExXPEC.

O primeiro relato da potencial existéncia de hibridos EAEC/EXPEC ocorreu no ano de
1991, em Copenhague, na Dinamarca, o qual ocorreu um surto de infec¢des causadas por
isolados de E. coli multirresistentes do sorotipo 078:H10, levando a 18 casos de ITUs e um
caso de diarreia (OLESEN et al., 1994). No periodo deste surto, o sorotipo O78:H10 havia
sido uma novidade dentro dos casos epidemiologicos de EAEC; entretanto, com o maior
acesso a outras técnicas gendmicas e moleculares, E. coli pdde ser amplamente investigada
quanto a sua presen¢a de GVs. Andlises moleculares realizadas posteriormente sobre estes
isolados os apontaram como pertencentes ao filogrupo A e ST10. Foi também observado que
os isolados do surto albergavam pelo menos um entre os genes aggR, aatA ¢ aaiC, o que
classifica estes como EAEC, além da presenga de outros genes desse patotipo (aggA, aap,
ORF3, ORF61, pic, sat, astd). Os isolados também albergavam genes associados a
patogénese de EXPEC, como fimH, fyuA, traT e iutA, mas nenhum deles cumpriu os critérios
moleculares para serem considerados como ExPEC+ segundo Johnson ef al., 2003 (OLESEN

etal.,2012).

No Brasil, o estudo realizado por Abe e colaboradores (2008) é considerado como um
dos primeiros a relatar a presenga de hibridos EXPEC/EAEC, no caso em uma cole¢do de 225
isolados obtidos de casos de ITUs da cidade de Sao Paulo no qual 16 apresentaram o padrao

AA/ ou a presenga do gene aatd, além da albergar tanto GVs associados a patogénese de
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UPEC com fim, aer, pap, hly, sfa e cnf, como genes relacionados a EAEC, como os

codificadores de AAF/I.

Estudos recentes vém relatando a presenca de isolados obtidos de infec¢des extra
intestinais, como casos de ITUs e bacteremias contendo marcadores de viruléncia
diagnésticos de EAEC, sendo estes denominados recentemente como hibridos EXPEC/EAEC
(LARA et al., 2017, MANDOMANDO et al., 2020; NASCIMENTO et al., 2021; TANABE
etal.,2022; TOVAL et al., 2014).

A presenga de hibridos em isolados de UPEC também foi destacada em um estudo
recente publicado em nosso grupo (TANABE et al, 2022), o qual um conjunto de 110
isolados de obtidos de casos de ITUs foram caracterizados, levando a um conjunto de 4
isolados (3 de cistite e 1 de pielonefrite), pertencentes aos sorotipos O3:H2, 015:HI6,
O126:H10 e 0O90:H12, que albergavam marcadores tipicos de EAEC, como aggR ¢ aatA,
sendo considerados como hibridos UPEC/EAEC.

A defini¢do de um isolado como hibrido é complexa pela dificuldade de definicao de
um conjunto especifico de genes que definam um isolado como extra intestinal. Desta
maneira, os critérios estabelecidos por Johnson et al. (2003) foram utilizados como referéncia
em alguns estudos. No trabalho de Nunes et al. (2017), um conjunto de isolados
diagnosticados como EAEC obtidos de casos de individuos com e sem diarreia, foram

classificados como hibridos EXPEC+ através desses critérios (NUNES et al., 2017).

Em um estudo recente do nosso laboratdrio, um conjunto de isolados de EAEC obtidos
da microbiota de criangas sem diarreia foi investigado em relacdo a seus genes de viruléncia,
demonstrando que cerca de 40,5% destes preencheram aos critérios propostos por Johnson e

colaboradores (2003), sendo considerados hibridos EXPEC/EAEC (LUIZ et al., 2024).
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