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RESUMO

A Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) ¢ um importante agente causador de diarreia
aguda e persistente em criangas e adultos em todo o mundo. EAEC ¢ definida como isolados
de E. coli que produzem o padrao de aderéncia agregativa (AA) em células epiteliais (HeLa
e/ou HEp-2) cultivadas in vitro. O patotipo EAEC pode ser dividido em tipico e atipico com
base na presencga do gene aggR, que codifica um ativador transcricional, presente apenas no
primeiro grupo. O objetivo deste estudo foi caracterizar uma cole¢ao de isolados de EAEC
obtidos de pacientes com diarreia durante um periodo de 7 anos de vigilancia epidemiologica
(2010-2016). Um total de 220 isolados de EAEC (194 tipicas e 26 atipicas) foi classificado
nos distintos grupos filogenéticos de E. coli, e caracterizados quanto aos sorotipos (O:H),
padrao de aderéncia produzidos em células HelLa, sensibilidade aos antimicrobianos, ¢ a
presenca de 25 genes responsaveis por codificarem fatores de viruléncia no patotipo EAEC. A
maioria dos isolados de EAEC foi classificada nos grupos filogenéticos A (44,1%; 97/220) e
B1 (21,4%; 47/220). Em relagcdo ao padrdo de aderéncia, observamos que 92,7% (204/220)
produziram o padrdo AA. Além disso, foram identificados nove isolados (4,1%; 9/220) que
produziram a aderéncia em cadeia (CLA), dos quais seis produziram concomitantemente o
padrao AA, além de isolados de EAEC que produzem um padrdo de aderéncia indefinido
(1,4%; 3/220) e isolados ndo aderentes (3,6%; 8/220). Foi identificado somente 0,9% (2/220)
de multirresisténcia entre os isolados de EAEC. Os genes responsaveis por codificar a
subunidade principal das cinco fimbrias de adesdo agregativa (AAF) foram detectados em
55,7% (108/194) dos isolados de EAEC tipica estudados, sendo os genes agg4A e aggS5A os
mais prevalentes, e igualmente detectados em 16,5% (32/194). Entre os 25 genes que
codificam fatores de viruléncia investigados, aap (95,5%; 210/220), aar (81,8%; 180/220),
orf3 (89,5%; 197/220) e pic (57,7%; 127/220) foram os mais frequentes, enquanto doze genes
(agg4A, agg5A, pic, aaiA, aaiC, aaiG, aap, orf3, aar, air, capU e shf) foram estatisticamente
associados ao subgrupo das EAEC tipicas (P<0,05). Os genes afpB, afpD, afpP e afpA2,
localizados no operon afp (aggregate-forming pili), bem como seu regulador afpR, foram
detectados em 57,7% (15/26) dos isolados de EAEC atipica, mostrando uma associa¢ao
significativa com esse subgrupo de EAEC (P<0,001). Em conclusdo, nosso estudo
demonstrou que apesar da heterogeneidade encontrada entre os isolados de EAEC estudados,
os genes localizados no operon afp foram estatisticamente associados aos isolados de EAEC
atipica, apontando esse conjunto de genes como possiveis novos marcadores de diagnostico

para aumentar a eficiéncia na identificagcdo desse subgrupo de EAEC.



Palavras-chaves: EAEC, Escherichia coli enteroagregativa, aderéncia agregativa, diarreia,

adesinas, fatores de viruléncia, resisténcia antimicrobiana.



ABSTRACT

Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) is an important agent that causes acute and
persistent diarrhea in children and adults worldwide. EAEC is defined as E. coli isolates that
produce the aggregative adherence pattern (AA) on epithelial cells (HeLa and/or HEp-2)
cultured in vitro. The EAEC pathotype can be divided in typical and atypical based on the
presence of the aggR gene, which encodes a transcriptional activator, in the former group. The
aim of this study was to characterize a collection of EAEC isolates obtained from diarrheal
patients over a 7-year period of surveillance (2010-2016). A total of 220 EAEC isolates (194
typical and 26 atypical) were evaluated regarding the phylogenetic classification, serotypes,
adherence pattern produced on HeLa cells, susceptibility to antimicrobial drugs and the
presence of 25 virulence factor-encoding genes. The majority of the EAEC isolates were
assigned to phylogroups A (44.1%; 97/220) and B1 (21.4%; 47/220). Regarding the
adherence pattern, was observed that 92.7% (204/220) produced AA. Moreover, we identified
nine isolates (4.1%; 9/220) that produced the chain-like adherence (CLA), with six of them
producing concomitantly the AA pattern, besides EAEC isolates producing an undefined
adherence (1.4%; 3/220) and isolates non-adherent (3.6%; 8/220). Only 0.9% (2/220) of the
EAEC isolates studied presented the multidrug resistance phenotype. The genes encoding for
the major pilin subunit of all five previously described aggregative adherence fimbriae (AAF)
were detected among the EAEC isolates studied (55.7%; 108/194), with agg4A and agg5A
being the most frequent, and equally detected in 16.5% (32/194) of the typical EAEC isolates.
Among the 25 virulence factor-encoding genes investigated here, aap (95.5%; 210/220), aar
(81.8%; 180/220), orf3 (89.5%; 197/220), and pic (57.7%; 127/220) were the most prevalent,
while twelve genes (agg4A, aggSA, pic, aap, aaiA, aaiC, aaiG, orf3, aar, air, capU and shf)
were statistically more frequent in typical than atypical EAEC (P<0.05). The afpB, afpD,
afpP and afpA2 genes, present in the afp operon, and its afpR regulator, were detected in
57.7% (15/26) of the atypical EAEC isolates, showing a statistically significant association
with this EAEC subgroup (P<0.001). In conclusion, our study demonstrated that despite the
heterogeneity found among the EAEC isolates studied, the genes from the afp operon were
statistically associated with the atypical EAEC isolates, pointing this set of genes as a putative
new diagnostic marker to be use, in order to increase the efficiency in the identification of this

EAEC subgroup.



Keywords: EAEC, enteroaggregative Escherichia coli, aggregative adherence, diarrhea,

adhesins, virulence factors, antimicrobial resistance.



INTRODUCAO

Escherichia coli que causam a doenca diarreica sdo definidas como E. coli
diarreiogénica (ECD) e se dividem em seis patotipos distintos: E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli produtora
da toxina Shiga (STEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) e E. coli que aderem difusamente
(DAEC). Esses patotipos diferem-se, principalmente, pela presenca de fatores de viruléncia,
pelas sindromes clinicas caracteristicas que promovem e pelo fendtipo que apresentam em
testes de aderéncia com células epiteliais (HeLa ou Hep-2) cultivadas in vitro (NATARO,
KAPER, 1998; KAPER, NATARO, MOBLEY, 2004).

A definicdo de EAEC mais difundida, até o momento, se baseia na determinacao do
padrdo de aderéncia agregativo (AA) em testes realizados com células HeLa ou HEp-2
cultivadas in vitro, onde as bactérias se unem umas as outras, assemelhando-se a uma parede
de tijolos empilhados e aderem tanto as células epiteliais quanto a superficies abidticas, tais
como as laminulas de vidro ou poliestireno (Figura 1). Este padrao de aderéncia foi descrito
pela primeira vez durante a avaliacdao da interacao de isolados de E. coli, obtidas de criancas
com diarreia no Chile, com células epiteliais in vitro (NATARO et al., 1987). Uma vez que a
identificacdo do padrdo de aderéncia do patotipo EAEC ¢ realizada principalmente por
laboratérios de pesquisa e laboratdrios de referéncia (JENSEN er al., 2014), estudos tem
identificado marcadores moleculares que possam ajudar na investigagdo de isolados desse
patotipo (BAUDRY et al., 1990; CERNA, NATARO, ESTRADA-GARCIA, 2003; KAPER,
NATARO, MOBLEY, 2004; DUDLEY et al., 2006a, ANDRADE, GOMES, ELIAS, 2014).

Figura 1. Padrdo de aderéncia agregativa (AA) de um isolado de EAEC em células HEp-2

cultivadas in vitro e na superficie da lamina de vidro. Extraido de Okeke & Nataro, 2001.



O patotipo EAEC tem sido identificado como um agente etioldogico da doenca
diarreica que acomete criangas e adultos em paises em desenvolvimento (NATARO et al.,
2006), incluindo individuos com o sistema imune debilitado e também como causa de diarreia
dos “viajantes”, em areas consideradas endémicas (HUANG et al., 2006). Nos paises em
desenvolvimento, EAEC tem sido associada a diarreia persistente, ou seja, quando a duragdo
do quadro diarreico € igual ou superior a 14 dias (CRAVIOTO et al., 1991; LIMA et al.,
1992; FANG et al., 1995). No Brasil, um estudo recente, identificou frequéncia similar de
EAEC em fezes de criangas saudaveis e com diarreia, refor¢ando a dificuldade na
identificacdo de organismos verdadeiramente patogénicos dentro desse patotipo (DIAS et al.,
2016), como previamente identificado em outros estudos (GIOPPO et al., 2000; LIMA et al.,
2013; LIMA et al., 2019).

A diarreia ¢ considerada uma doenca autolimitada e com a terapia de reidratacao oral
seu curso se resolve sem grandes complicacdes, entretanto, em casos de infeccdo persistente
ou diarreia do viajante se faz necessario o uso de antimicrobianos. A ampla caracterizacao de
isolados de EAEC quanto ao fenotipo de resisténcia aos antimicrobianos demonstra que existe
diferengas no perfil de resisténcia de acordo com a regido geografica de origem destes
isolados (CROXEN et al., 2013; JENSEN et al., 2014). Em estudos realizados no Reino
Unido (DALLMAN et al., 2014), Gambia (IKUMAPAYI et al., 2017), Bangladesh
(CHATTAWAY et al., 2017) e Dinamarca (JENSEN et al., 2018) foram observadas taxas
mais altas de resisténcia a ciprofloxacina quando comparado com estudos realizados no Brasil
(DIAS et al., 2016) e no Ird (ASLANI et al., 2011). Altas taxas de resisténcia a ampilicina e
trimetoprim-sulfametoxazol ja foram observados em estudos realizados no Ira (ASLANI et
al., 2011) e em Gambia (IKUMAPAYT et al., 2017), e se mostram similares aos observados
em estudos realizados no Brasil (DIAS et al., 2016; TABORDA et al., 2018). A frequéncia de
isolados de EAEC apresentando o fenotipo de multirresisténcia tem sido observada em muitos
estudos, entretanto, esse fendtipo tem sido observado mais frequentemente em estudos
realizados no Paquistdao (KHALIL et al., 2016), Bangladesh (CHATTAWAY et al., 2017) e
Dinamarca (JENSEN et al., 2018).

Um estudo realizado por Clermont et al. (2013) relacionou os grupos filogenéticos A,
B1 e E com isolados de E. coli diarreiogénica, enquanto os grupos filogenéticos B2, D e F
estariam relacionados aos isolados de EXPEC (CLERMONT et al., 2013). Recentemente foi
descrito um novo grupo filogenético, denominado grupo filogenético G, o qual foi
relacionado a isolados de E. coli extraintestinal com alto potencial de viruléncia e

multirresistentes (CLERMONT et al., 2019). Estudos realizados com isolados de EAEC



mostraram que esses isolados podem encontrar-se distribuidos principalmente nos filogrupos
A, B1,B2 e D (FRANCA et al., 2013; IMUTA et al., 2016).

O regulador transcricional AggR, codificado pelo gene aggR (NATARO et al., 1994)
¢ atualmente empregado para diferenciar o patotipo EAEC em tipicas, que albergam esse
gene, e atipicas, que sdo desprovidas do gene aggR (KAPER et al., 2004). O regulador
transcricional AggR ¢ responsavel pela expressdo de varios genes de viruléncia, tais como:
fimbrias de aderéncia agregativa (AAF/I — AAF/V), a dispersina (aap), o complexo de
transporte da dispersina (aatA-P) e o Sistema de Secre¢ao do tipo 6 (SST6; aaiA-aaiY)
(MORIN et al., 2013). Segundo Morin et al. (2013), os isolados de EAEC tipica teriam um
potencial maior de causar a doencga diarreica, justamente pelo fato da proteina AggR regular a
expressdao de genes plasmidiais e cromossomais que estdo associados a viruléncia de EAEC,
embora o potencial de EAEC atipica de causar diarreia ndo possa ser descartado devido seu
envolvimento em um surto na Sérvia e no Japio (COBELJIC et al., 1996; ITOH et al., 1997 )
e seu frequente isolamento entre individuos com diarreia (GIOPPO et al., 2000; HUANG,
JIANG, DUPONT, 2003; ORI et al., 2019).

Um importante fator de viruléncia de EAEC ¢ a proteina dispersina (Aap), uma
proteina antiagregativa que facilita o deslocamento da bactéria pelo epitélio intestinal sem que
haja a formagdo de aglomerados. Esta proteina, ao ser secretada, modifica a carga negativa da
superficie da célula bacteriana possibilitando que as fimbrias AAF se projetem e consigam
colonizar outro sitio (VELARDE et al., 2007). A dispersina é codificada pelo gene aap (anti-
aggregation protein), localizado no plasmideo pAA (SHEIKH et al., 2002). O transporte
desta proteina para o meio extracelular ocorre pelo sistema de secrecdo do tipo I chamado
complexo ABC (ATP-binding cassette), sendo que quatro proteinas, codificadas no operon
aatPABCD, sdo requeridas para a secrecdo da dispersina, assim como a proteina
transportadora chamada AatA (NISHI er al., 2003), codificada pelo gene aatA, que
corresponde ao fragmento sonda denominado de CVD432, presente na cepa prototipo de
EAEC 17-2, que foi inicialmente proposto por Baudry et al. (1990) como ferramenta de
diagnostico de EAEC.

A patogénese de EAEC tem sido caracterizada pela colonizagdo da mucosa intestinal
que ¢ seguida pela producao de enterotoxinas e citotoxinas, ocasionando uma inflamag¢ao no
epitélio intestinal (NAVARRO-GARCIA, ELIAS, 2011). Alguns potenciais fatores que
contribuem para a patogenicidade de EAEC ja foram descritos, como adesinas fimbriais e

afimbriais (AAF-1, AAF/II, AAF/III, AAF/IV, AFF/V, Ap58, Pil, e ECP), enterotoxinas



(EAST1), citotoxinas (Pet, Pic, SepA, e SigA), a proteina dispersina (Aap) e produgdo de
biofilme.

A primeira adesina (AAF/I) associada ao padrao AA (NATARO et al., 1992) foi
descrita em um isolado de EAEC (17-2), do sorotipo O3:H2, obtido de uma crianca com
diarreia no Chile (VIAL et al., 1988). Os genes responsaveis por codificar as proteinas
envolvidas na biogénese desta fimbria estdo organizados em um operon (aggDCBA),
localizado em um plasmideo conhecido como pAA.

A segunda fimbria (AAF/II) associada ao fenotipo AA foi descrita no isolado de
EAEC 042 (0O44:H18) (CZECZULIN et al., 1997), obtido a partir de fezes de uma crianga
com diarreia no Peru (NATARO et al., 1985). Os genes responsaveis por codificar as
proteinas que participam da biogénese desta fimbria também estdo localizados no pAA e
organizados em duas regides distintas: a regido 1 contendo os genes aafA e aafD e a regido 2
albergando os genes aafB ¢ aafC (ELIAS et al., 1999).

A fimbria AAF/III foi identificada em um isolado de EAEC tipica (55989) pertencente
ao sorotipo O104:H4, proveniente de um paciente imunocomprometido e com a doenca
diarreica (BERNIER, GOUNON, Le BOUGUENEC, 2002). Os genes responsaveis pela
biogénese da fimbria AAF/III estdo localizados no pAA e organizados no operon agg3DCBA.

A adesina HdA, posteriormente renomeada para AAF/IV, foi descrita por Boisen et al.
(2008) no isolado C1010-00 (OR:H1), em um estudo envolvendo individuos saudaveis e com
diarreia realizado na Dinamarca. Os genes responsaveis pela biogénese da fimbria AAF/III
estdo localizados no pAA, e organizados no operon agg4DCBA.

A fimbria AFF/V foi descrita em um isolado de EAEC (C338-14) proveniente de um
estudo clinico realizado na Dinamarca entre o periodo de 2011 a 2013. A subunidade
majoritaria (pilina) dessa fimbria ¢ codificada pelo gene agg5A (JONSSON et al. 2015). Em
estudo posterior realizado com isolados de EAEC obtidos na Dinamarca, observou-se que
3,7% dos isolados apresentavam concomitantemente os genes agg3A € aggSA, responsaveis
por codificar as pilinas das fimbrias AAF/IIl e AAF/V, respectivamente. Analises gendmicas
demonstraram que ambos os genes localizavam-se no mesmo plasmideo, que foi denominado
de pAAc700-00 JONSSON et al., 2017).

Recentemente uma nova fimbria designada aggregate-forming pili (AFP) foi
identificada em um isolado hibrido de EAEC/STEC; denominada 12-05829; do sorotipo
023:H8), que apresentava o gene stx2 e foi capaz de produzir o padrio de aderéncia
agregativo. A amostra 12-05829 nao albergava o gene responsavel por codificar o regulador

transcricional AggR, assim como nenhum dos genes responsaveis por codificar as AAF



conhecidas até o momento. Além de apresentar o gene stx2, que codifica a toxina Shiga
relacionada ao patotipo STEC, esse isolado apresentou o gene ehxA, e genes que sio
relacionados ao patotipo EAEC, tais como aatA, aap, aaiC e astA (LANG et al., 2018). No
isolado 12-05829, foram identificados trés plasmideos, sendo que em um deles estdo
localizados genes que seriam responsaveis por codificar proteinas com até 61% de identidade
com genes do operon BFP (bundle-forming pilus) de EPEC. O operon bfp (bundle-forming
pilus) ¢ um marcador molecular de isolados de EPEC tipica e esta localizado em um
plasmideo de alto peso molecular conhecido como plasmideo pEAF (EPEC adherence fator)
(NATARO, KAPER, 1998). O operon bfp alberga 14 genes que sdo responsaveis por
codificar a fimbria BFP que esta associada ao fenotipo de aderéncia localizada (GIRON, HO,
SCHOOLNIK, 1991; DONNENBERG et al., 1992). Devido sua identidade com BFP, a nova
adesina foi nomeada de aggregate-forming pili (AFP) e seu respectivo plasmideo como
pAFP. A organizagdo dos genes nos operons afp e bfp sdo similares, apesar do fato do operon
afp apresentar um gene homologo ao gene que codifica a subunidade majoritaria da fimbria
(afpA), que foi denominado afpA2 (LANG et al., 2018). Foi observado que a delecdo do
operon afp completo, do gene afpA, que codifica a subunidade majoritaria da fimbria, bem
como do gene responsavel por codificar o regulador AfpR (afpR) diminuiram drasticamente o
padrao de aderéncia agregativo no isolado de EAEC/STEC estudado, enquanto que a dele¢ao
do gene afpA2 ndo alterou o estabelecimento do fendtipo AA em células epiteliais (LANG et
al., 2018).

A fimbria Pil foi descrita, primeiramente, em um isolado de EAEC atipica,
proveniente de um surto que ocorreu em uma enfermaria neonatal na Sérvia, que ndo possuia
o gene responsavel por codificar o regulador transcricional AggR. Este estudo foi importante
para evidenciar que existem outros fatores que contribuem para o estabelecimento do fenétipo
de aderéncia agregativa e que isolados desprovidos do gene aggR (EAEC atipica) podem
causar surtos de diarreia de gravidade comparavel aos causados por EAEC tipica. A proteina
PilS ¢ a principal subunidade do pilus tipo IV denominado Pil, relacionado a producao do
padrdo AA e formacdo de biofilme (DUDLEY et al., 2006b). Ademais, Avelino et al. (2010)
também evidenciaram possivel participagdo de E. coli common pilus (ECP) na aderéncia
agregativa, quando outras fimbrias conhecidas ndo estavam presentes.

Monteiro-Neto et al. (2003) descreveram a participagdo de uma adesina afimbrial,
denominada Ap58, como a proteina responsavel pelo estabelecimento do padrio AA em
isolados de EAEC pertencentes ao sorotipo O111:H12 demonstrando que tanto adesinas

fimbriais como adesinas afimbriais podem participar do estabelecimento desse fenotipo.



Um estudo realizado na cidade de Londrina (PR, Brasil) demonstrou que isolados de
E. coli, provenientes de criangas com diarreia albergavam marcadores de viruléncia
associados ao patotipo EAEC, tais como aggR, astA e aap, e produziam aderéncia
caracterizada pelo arranjo das células bacterianas em cadeias, formando longos corddes,
denominado chain-like adherence (CLA) (GIOPPO et al., 2000). Embora poucos estudos
tenham tentado esclarecer as estruturas bacterianas associadas a formagdo do padrao de
aderéncia CLA, Lu er al. (2006) evidenciaram a participacdio do gene eibG no
estabelecimento do padrao de aderéncia CLA em um isolado de STEC LEE-negativo (eae’)
do sorogrupo O91. Ademais, foi demonstrado que a adesina autotransportadora antigeno 43
(Agnd3), codificada pelo gene agn43, ¢ responsavel pela ligacdo bactéria-bactéria, e
consequentemente, pela formacdo de cadeias bacterianas caracteristicas do padrio CLA
(KLEMM et al., 2004).

Apds a colonizagdo, isolados de EAEC tem a capacidade de produzir e secretar
enterotoxinas e citotoxinas. As principais enterotoxinas descritas até o momento sdo: EAST-1
(enteroaggregative heat-stable toxinl), Pet (plasmid-enconded toxin) (SAVARINO et al.,
1991; ESLAVA et al., 1998), SigA (Shigella IgA-like protease homologue gene), codificadas
por genes plasmideais (BENJELLOUN-TOUIMI, SANSONETTI, PARSOT, 1995), além de
Pic (protein involved in colonization) (HENDERSON et al., 1999) e SepA (Shigella
extracellular protease) codificada por genes localizados no cromossomo bacteriano de EAEC
(AL-HASANI et al., 2000).

A primeira toxina identificada em EAEC foi EAST-1, uma enterotoxina codificada
pelo gene astA que esta localizado no pAA (SAVARINO et al., 1991). Estudos posteriores
mostraram o gene astA nao ¢ detectado exclusivamente em isolados do patotipo EAEC, sendo
esse gene ja observado em outros patotipos de ECD, bem como em isolados de E. coli
desprovidos de marcadores de ECD (HARRINGTON et al., 2006). A toxina EAST-1,
caracterizada inicialmente no patotipo EAEC, ¢ relacionada com a toxina termoestavel de
ETEC (STa) (SAVARINO et al., 1991) e, assim como a toxina STa, age sobre a guanilato
ciclase provocando o aumento dos niveis de GMP ciclico, que confere um efeito secretdrio no
epitélio intestinal, como observado em ensaio realizados em Ussing chamber utilizando
fragmentos de tecido de ileo de coelho (SAVARINO et al., 1991). No entanto, a toxina
EAST-1 ndo estimulou o aumento dos niveis de AMP ou GMP ciclico em estudo realizados
in vitro com células T84 (células do c6lon humano) ou IPEC-J2 (células do intestino delgado

de suino) e experimentos in vivo utilizando leitdes gnotobioticos, com cinco dias de idade,



inoculados com um isolado de E. coli produtor da toxina EAST-1 ndo apresentaram diarreia
72 horas pos-infeccdo (RUAN et al., 2012).

As citotoxinas Pet e Pic (ESLAVA et al., 1998; HENDERSON et al., 1999)
pertencem a classe das Serinoproteases Autotransportadoras de Enterobacteriaceae (SPATE),
assim como as proteinas SepA e SigA. Pet ¢ uma citotoxina que altera o citoesqueleto dos
enterdcitos provocando o arredondamento e o descolamento celular. Sua atividade citotoxica
provoca a degrada¢ao da a-fodrina, uma proteina presente na membrana dos enterdcitos
(NAVARRO-GARCIA et al., 1998). A proteina Pic esta relacionada com a atividade
mucinolitica, colonizagdo intestinal e também pode participar da evasdo do sistema imune do
hospedeiro (NAVARRO-GARCIA, SONNESTED, TETER, 2010; HENDERSON et al.,
1999; ABREU et al., 2015). A proteina autotransportadora denominada SepA, uma SPATE
de classe 2, foi primeiramente descrita em Shigella spp. e estd envolvida nos fendtipos de
invasdao ¢ inflamagdo do epitélio intestinal (BENJELLOUN-TOUIMI, SANSONETTI,
PARSOT, 1995). Estudos posteriores mostraram que o gene responsavel por codificar essa
proteina também estd presente em isolados do patotipo EAEC, associados a casos de diarreia
(BOISEN et al., 2012). A proteina SigA, também identificada em originalmente em Shigella ¢
codificada pelo gene sigA, presente na ilha de patogenicidade she de S. flexneri 2a, atuando na
viruléncia desses organismos (AL-HASANI et al., 2000).

Estudos realizados nas ultimas décadas tém contribuido para a melhor compreensao
dos mecanismos de patogenicidade de isolados pertencentes ao patotipo EAEC, possibilitando
a identificagdo de novos potenciais fatores de viruléncia que poderiam contribuir para a
patogenicidade desses isolados. O gene aar (AggR-activated regulator), inicialmente
denominado como orf61, foi identificado na cepa EAEC 042 e caracterizado como regulador
negativo do gene aggR (SANTIAGO et al., 2017). A participacdo da proteina Shf, codificada
pelo gene shf, tem sido relacionada com a capacidade de isolados de EAEC em formarem
biofilmes bacterianos em superficies abioticas (FUJIIAMA et al., 2008; DURAND et al.,
2016), mas seria de grande importancia para o processo de maturacao do biofilme (FUIIAMA
et al., 2008). O gene air (Enteroaggregative immunoglobulin repeat protein), codifica uma
proteina de membrana externa bacteriana que se assemelha a invasina de Yersinia spp. e a
adesina intimina de EPEC, entretanto, esta proteina tem contribuicdo no fenétipo de aderéncia
ao epitélio intestinal e ndo confere capacidade invasora aos isolados de EAEC (SHEIKH et
al., 2006). O gene capU codifica uma hexosiltransferase (CZECZULIN et al., 1999) e tem
sido associado com a doenga diarreica em criangas sem deficiéncia nutricional (LIMA et al.,

2019).



Uma ilha de patogenicidade cromossomal foi identificada entre isolados de EAEC e
compreende o conjunto de 25 genes (aaiA-aaiY) que sao ativados pelo regulador
transcricional aggR (DUDLEY et al., 2006a). Estes genes compdem um aparato molecular
para a secrecdo de proteinas efetoras chamado de Sistema de Secrecdo do Tipo VI (SST6),
entre os quais aaiA, aaiC ¢ aaiG tem sido utilizados atualmente para o diagnostico de EAEC
(LIMA et al., 2013; ANDRADE, GOMES, ELIAS, 2014; HAVT et al., 2017; JENSEN et al.,
2018). Recentemente um estudo associou este sistema de secre¢do com a competicdo
bacteriana, pois proteinas com atividade antimicrobiana seriam secretadas diretamente na
bactéria alvo, conferindo assim uma caracteristica vantajosa para a sua permanéncia no
ambiente intestinal (NAVARRO-GARCIA et al., 2019).

O fato dos marcadores de viruléncia, descritos até 0 momento, ndo serem encontrados
em todos os isolados de EAEC (HARRINGTON et al., 2006), demonstra a heterogeneidade e
a plasticidade gendmica deste patotipo de E. coli diarreiogénica. Outro fato importante a ser
destacado no cendrio epidemiologico atual € a deteccdo do patotipo EAEC tanto em fezes de
individuos diarreicos como em fezes de individuos saudaveis (BUERIS e al., 2007; SPANO
et al., 2008; DIAS et al., 2016), indicando a dificuldade em evidenciar os isolados de EAEC
com o verdadeiro potencial patogénico. Neste contexto, o presente estudo, teve o objetivo
avaliar o perfil de viruléncia e resisténcia de isolados de EAEC obtidos de pacientes com
diarreia, assim como identificar possiveis marcadores moleculares que poderiam melhorar o

diagnostico destes isolados.
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CONCLUSAO

Esse ¢ um amplo estudo de caracterizagao de isolados de EAEC provenientes de casos
de diarreia, que reforcou a alta frequéncia de isolados de EAEC tipica como agente etioldgico
da doenga diarreica no Brasil. Ademais, foi possivel observar a diversidade de sorotipos e de
perfis de genes que codificam fatores de viruléncia presentes nesses isolados.

Até onde sabemos, esse ¢ o primeiro estudo a observar a frequéncia da fimbria de
aderéncia agregativa V (AAF/V) no Brasil e também o primeiro a associar a presenga de
genes do operon afp com o subgrupo de EAEC atipica, identificando uma nova possivel
ferramenta que poderd contribuir para melhorar o diagnostico de EAEC atipica nos

laboratorios clinicos e de pesquisa.
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