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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 sdo ativados pelo regulador
transcricional aggR (DUDLEY et al., 2006a). Estes genes compdem um aparato molecular
para a secre¢do de proteinas efetoras chamado de Sistema de Secrecao do Tipo VI (SST6),
entre os quais aaiA, aaiC e 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 competicao
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 o momento, ndo serem encontrados
em todos os isolados de EAEC (HARRINGTON et al., 2006), demonstra a heterogeneidade e
a plasticidade genomica deste patotipo de E. coli diarreiogénica. Outro fato importante a ser
destacado no cenario epidemiologico atual € a deteccdo do patotipo EAEC tanto em fezes de
individuos diarreicos como em fezes de individuos saudaveis (BUERIS et 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.

OBJETIVOS

Caracterizar os isolados de EAEC provenientes de casos esporadicos de diarreia,

ocorridos no Brasil entre 2010 a 2016.

Objetivos especificos

e Diferenciar os isolados de EAEC em tipicas e atipicas com base na presenca do gene
aggr;
e Determinar os sorotipos (O:H) a que pertencem os isolados de EAEC;

e C(lassificar os isolados nos distintos grupos filogenéticos de E. coli;



e Avaliar o padrdo de aderéncia desses isolados em células HeLa cultivadas in vitro;

e Investigar a sensibilidade dos isolados aos antimicrobianos in vitro;

e Detectar genes responsaveis por codificar fatores de viruléncia (plasmideais e
cromossomais), tais como: adesinas, toxinas e outras proteinas envolvidas no processo

de patogénese de EAEC.

MATERIAIS E METODOS

Isolados de EAEC

Foram incluidos no presente estudo um total de 220 isolados de EAEC obtidos de
amostras de fezes de casos esporadicos de diarreia ocorridos no Brasil. Entre esses isolados,
200 foram obtidos durante um periodo de sete anos de vigilancia epidemioldgica (2010 a
2016) realizado pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL) (ORI et al., 2019). Além disso, 20 isolados
foram obtidos de criangas com diarreia, obtidos entre 2013 e 2014 no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu, durante um estudo epidemioldgico realizado em nosso
laboratério (DIAS et al., 2016). No presente estudo, EAEC foi definida como isolados de E.
coli que albergavam o gene aatA, que corresponde a sonda CVD432 (BAUDRY et al., 1990),
sendo esses isolados posteriormente classificados em tipicas ou atipicas pela presenga do gene
aggR no primeiro grupo (KAPER et al., 2004). O presente estudo foi analisado e aprovado
pelo Comité de FEtica em Pesquisa, UNESP— Faculdade de Medicina de Botucatu
(09994419.6.1001.5411).

Determinacao do antigeno somatico (O) e do antigeno flagelar (H)

A identificacao das variantes antigénicas dos antigenos somatico (O) e flagelar (H) dos
203 isolados de EAEC, obtidos entre o periodo de 2011 a 2016 foram determinadas em estudo
epidemioldgico recente (ORI et al., 2019). Os 17 isolados de EAEC restantes foram obtidos
no ano de 2010 e seus sorotipos foram determinados para este estudo. Todos os 220 isolados
tiveram seus antigenos (O:H) identificados por metodologia padrao, empregando antissoros
especificos Ol a O181 e HI a H56 (EWING, 1986), produzidos a partir de cepas de

referéncia no Instituto Adolfo Lutz.
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Identificacdo de marcadores de viruléncia

As suspensoes bacterianas contendo o DNA molde a ser empregado nas reagdes de
amplificacao foram obtidas por fervura. Trés a cinco coldnias bacterianas, obtidas a partir do
crescimento bacteriano dos isolados de EAEC em placas de Petri contendo agar MacConkey,
foram transferidas para um tubo de polipropileno (tipo eppendorf) contendo 200 pL de agua
Milli-Q estéril e submetida a fervura por 10 minutos. Apods fervura, os tubos foram
imediatamente centrifugados e armazenados em freezer (-20°C). Para cada reagdao foi
utilizado 1 pL. do DNA molde, 7,5 uL de GoTaq Green Master Mix (Promega, Madison, WI,
USA), 5,0 uL de H,O livre de nucleases (incluso no GoTaq Green Master Mix) e 0,34 uM de
cada iniciador. As sequéncias dos iniciadores utilizados para a identificagdo dos marcadores
de viruléncia estdo listadas na Tabela 1.

Apds a amplificacdo da regido de interesse do DNA, 5 ul de cada reacdo foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose. O gel de agarose foi preparado fundindo-se
agarose (Kasvi, Espanha), por aquecimento, em tampao TBE 1x (Tris — acido bdrico 90 Mm,
EDTA 2 Mm, pH 8,0) na concentracdo final de 1%. A eletroforese foi realizada utilizando
como tampao de corrida também o TBE 1x, em uma corrente constante de 100V durante
aproximadamente 30 minutos. O marcador de peso molecular 100bp DNA Ladder (Promega,
Madison, WI, USA) foi utilizado para verificar o tamanho dos produtos amplificados. A
coloragao do gel com SYBR (Invitrogen, California, USA), numa concentracao de 1:10.000,
foi utilizada para a detec¢do dos amplicons, visualizados em um transiluminador de luz
ultravioleta. As imagens foram registradas por sistema de captagdo de imagens Alphalmager

2200 (Alpha Innotech, EUA).

Identificacdo do grupo filogenético

A classificagdo dos 220 isolados de EAEC estudados nos distintos grupos
filogenéticos de E. coli (A, B1. B2. C, D, E e F) foi realiza da através de uma reacdo de PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase) multiplex, conforme descrito por Clermont et al. (2013).
Além disso, os isolados de EAEC classificados no grupo filogenético B2, apresentando o
gendtipo: arpA’, chuA”, yjaA" and TspE4" e todos os isolados pertencentes ao grupo
filogenético F foram testados em PCR triplex, usando primers e condi¢des descritas

recentemente (CLERMONT et al. 2019), para confirmagdo dos isolados de EAEC em B2 e F,
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ou a reclassificacdo dos isolados no grupo filogenético G. Os genes investigados encontram-

se descritos na Tabela 2.

Teste de sensibilidade antimicrobiana

O perfil de sensibilidade antimicrobiana in vitro dos 220 isolados de EAEC foi
realizado com base na técnica de disco difusao dos antimicrobianos em agar Mueller Hinton
(OXOID, UK) a partir de discos impregnados (BAUER et al., 1966). O preparo dos
antibiogramas e posterior interpretacdo dos halos de inibi¢do foram feitos segundo
recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018).

Os isolados de EAEC foram submetidos aos seguintes antimicrobianos: ampicilina
(AMP; 10 pg) amoxacilina/acido clavulanico (AMC; 20/10 pg), cefazolina (CFZ; 30 pg),
cefepime (CPM; 30 pg), cefotaxima (CTX; 30 pg), cefuroxima (CFX; 30ug), imipenem (IPM;
10 pg), gentamicina (GEN; 10pg), tobramicina (TOB; 10 pg), ciprofloxacina (CIP; 5Sug),
trimetropim — sulfametoxazol (SUT; 1,25/23,75pg). A ATCC 25922 foi utilizada como
controle ¢ os discos com os antimicrobianos impregnados foram cedidos pela Cefar
Diagnéstica Ltda., Brasil.

Os isolados de EAEC foram considerados multirresistentes quando apresentaram o
fenotipo de resisténcia a trés ou mais classes de antibidticos testados in vitro, conforme

metodologia descrita acima (MAGIORAKOS et al., 2012; CHATTAWAY et al., 2017).



Tabela 1. Marcadores de viruléncia utilizados para a pesquisa de isolados de EAEC tipica e atipica.
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Tamanho do

Genes Descricao Sequéncia (57°- 3") fragmento (pb) Referéncia
Diagnosticos
aatA Proteina transportadora antiagregativa CTGGCGAAAGACTGTATCAT
630 SCHMIDT et al. (1995)
CAATGTATAGAAATCCGCTGTT
aggR  Regulador transcricional GTATACACAAAAGAAGGAAGC
254 TOMA et al. (2003)
ACAGAATCGTCAGCATCAGC
Adesinas Agregativas
aggA  Subunidade majoritaria da pilina da AAF/I GCGTTAGAAAGACCTCCAATA
432 SAVARINO et al. (1994)
GCCGGATCCTTAAAAATTAATTCCGGC
aafA Subunidade majoritaria da pilina da AAF/Il  ACATGCATGCAAAAAATCAGAATGTTTGT
T 550 CZECZULIN et al. (1997)
CGGGATCCATTTGTCACAAGCTCAGC
agg3A  Subunidade majoritaria da pilina da GTATCATTGCGAGTCTGGTATTCAG 462 BERNIER, GOUNON, Le
AAF GGGCTGTTATAGAGTAACTTCCAG BOUGUENEC (2002)
agg4A  Subunidade majoritaria da pilina da TCCATTATGTCAGGCTGCAA
AAF/IV 411 BOISEN et al. (2008)
GGCGTTAACGTCTGATTTCC
agg5A  Subunidade majoritaria da pilina da AAF/V  CATGTTCATTATCTATTAGTTCGCC
215 JONSSON et al. (2015)
TCCACCGTACGTCGTCATTA
eibG E. coli immunoglobulin-binding ATCGGCTTTCATCGCATCAGGAC 508

CCACAAGGCGGGTATTCGTATC

LU et al. (2006)




Tabela 1. Continuagao
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Tamanho do

Genes Descri¢ao Sequéncia (5°- 3°) fragmento (pb) Referéncia
Operon afp
afpA2  Subunidade majoritéria estrutural do afp ATCGTCTCCGCTGTTAACGG
(aggregate-forming pili) 381 LANG et al. (2018)
TTTACAAGCATTGGCAGCACCAGC
afpB  Proteina de membrana TACAACGATGTCAGGGGTGC
420 LANG et al. (2018)
TTACCCTGTCGCTTTCCACC
afpD  Proteina de ligacdo ao DNA; proteina da AGGAAGAACGAGGGAGGGAA 513 LANG et al. (2018)
familia do Sistema de Secrecdo do tipo II/IV CCCAGTGGTCAACAGCTTCT etat
afpP  Peptidase prepilina ATATGGTCGCCACCTTCGAG
586 LANG et al. (2018)
TCAATGAGGGGCCCATAGGA
afpR  Regulador do operon afp GTGAAGAACATTATTGAAGGGGGC
307 LANG et al. (2018)
CATCACTTAATCGCCAGCGTT
Toxinas
astA  Toxina termoestavel enteroagregativa (EAST- CCATCAACACAGTATATCCGA i YAMAMOTO,
b GGTCGCGAGTGACGGCTTTGT ECHEVERRIA (1996)
pic Proteina envolvida na colonizagio GGGTATTGTCCGTTCCGAT
1175 CZECZULIN et al. (1999)
ACAACGATACCGTCTCCCG
pet Toxina codificada por plasmideo GTGTTTCAACCAGGTTCAACA
1037 GIOPPO et al. (2000)

CCTTCACCAATTTTATGCAGT




Tabela 1. Continuagao
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Tamanho do

Genes Descri¢ao Sequéncia (5°- 3°) fragmento (pb) Referéncia
SigA Protease homologa IgA-like de Shigella CCGACTTCTCACTTTCTCCCG
430 BOISEN et al. (2009)
CCATCCAGCTGCATAGTGTTTG
sepA  Protease extracellular de Shigella GCAGTGGAAATATGATGCGGC
794 RESTIERI et al. (2007)
TTGTTCAGATCGGAGAAGAACG
Sistema de Secrecdo do Tipo VI
aaiA  Sistema de Secre¢ao do Tipo VI CCCACGAGTACCAGATAACG
476 DUDLEY et al. (2006a)
GTTTTCAGGATTGCCATTAG
aaiC  Sistema de Secregdo do Tipo VI ATTGTCCTCAGGCATTTCACACG 215 Adaptado de LIMA et al.
GACACCCCTGATAAACAAC (2013)°
aaiG  Sistema de Secre¢do do Tipo VI GGGAGTGTTTCAGTCTGGAC 208 Adaptado de ANDRADE
TTATCGGTGATAAGACTACCACTT et al. (2014)°
Outros Genes
aap Proteina antiagregativa; dispersina CTTTTCTGGCATCTTGGGT
232 CZECZULIN et al. (1999)
GTAACAACCCCTTTGGAAGT
shf Proteina homologa a Shigella flexneri; ACTTTCTCCCGAGACATTC 613 CZECZULIN et al. (1999)
3 1 et al.
formagdo de biofilme CTTTAGCGGGAGCATTCAT
orf3 Proteina criptica CAGCAACCATCGCATTTCTA

CGCATCTTTCAATACCTCCA

121

BOISEN et al. (2012)




Tabela 1. Continuagao
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Tamanho do

Genes Descri¢ao Sequéncia (57- 3") fragmento (pb) Referéncia
aar Regulador negativo de aggR AGCTCTGGAAACTGGCCTCT
108 BOISEN et al. (2012)
AACCGTCCTGATTTCTGCTT
air Enteroaggregative immunoglobulin repeat TTATCCTGGTCTGTCTCAAT
protein 600 HAVT et al. (2017)
GGTTAAATCGCTGGTTTCTT
capU  Hexosiltransferase homoéloga CAGGCTGTTGCTCAAATGAA
395 BOISEN et al. (2012)
GTTCGACATCCTTCCTGCTC

?As bases de nucleotideos sublinhadas se referem a modifica¢des da referéncia citada.
°0 primer reverse de aaiG foi desenhado neste estudo.
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Tabela 2. Identificacdo dos primers utilizados para a identificagdo do grupo filogenético entre

os isolados de EAEC.

Tamanho do
Temperatura de
Genes Sequéncia (5°- 3") anclamento (°C) fragmento

(pb)
Quadriplex
A ATGGTACCGGACGAACCAAC 5 288
TGCCGCCAGTACCAAAGACA
yjaA CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 5 .
AATGCGTTCCTCAACCTGTG
TspE4.C2 CACTATTCGTAAGGTCATCC 5 152
AGTTTATCGCTGCGGGTCGC
AACGCTATTCGCCAGCTTGC
wpe TCTCCCCATACCGTACGCTA > 400
Grupo E
arpA (ArpAgpE) GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC
GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG > 0t
Grupo C
trpA (trpAgpC) AGTTTTATGCCCAGTGCGAG 5 19
TCTGCGCCGGTCACGCCC
Controle interno
trpA (trpBA) CGGCGATAAAGACATCTTCAC s79/50h 480
GCAACGCGGCCTGGCGGAAG
Identificacao do grupo filogenético G
cfaB CTAACGTTGATGCTGCTCTG
TGCTAACTACGCCACGGTAG > 38
ybgD TATGCGGCTGATGAAGGATC
GTTGACTAAGCGCAGGTCGA > 17

“Temperatura de anelamento utilizada para a determinagdo do grupo filogenético E, com o gene arpA
(ArpAgpE). "Temperatura de anelamento utilizada para a determinagdo do grupo filogenético C, com
o gene trpA (trpAgpC) (CLERMONT et al., 2013; CLERMONT et al., 2019).

Teste de adesao em células epiteliais HeLa

A determinagdo do padrao de aderéncia dos isolados de EAEC foi realizada em células
HelLa, originarias de cancer de colo de utero, como previamente descrito (CRAVIOTO et al.,

1979) com algumas modificagdes. As células HeLLa foram mantidas por cultivos sucessivos a
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37°C em atmosfera de 5% de CO,, em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium-
high glucose; Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA), contendo 10% de soro fetal bovino
(Gibco; Grand Island, New York, USA) e de 1% de antibidtico (Penicillin-Streptomycin,
Sigma; St. Louis, MO, USA). Apds a formagao da monocamada celular na superficie do
frasco, a cultura foi lavada com PBS e descolada com a adi¢ao de tripsina (0,25% de EDTA),
seguido de agitagdo manual dos frascos. Apds descolamento das células, a tripsina foi
inativada com a adicdo de DMEM com 10% SFB. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado
e as c¢lulas foram novamente ressuspensas em meio de cultura para contagem em camara de
Neubauer. Apos a determinacdo do numero de células, foi realizada a diluicdo em meio
DMEM na concentragdo final de 1x10° células/mL, e distribuidas em microplacas de 24
pocos contendo laminulas de vidro, em volume de ImL por pogo. Apos o repique em placas
de 24 pocos, as células HeLa (1x10° células/mL) permaneceram em cultura & 37°C, em
atmosfera a 5% de CO, por aproximadamente 48 horas, até atingirem o estidgio de
semiconfluéncia. As amostras bacterianas foram inoculadas a partir de cultura em caldo Luria
Bertani por aproximadamente 18 horas a 37°C, na diluicao 1:50, em microplacas de 24 pogos,
contendo células HelLa em meio DMEM suplementado com 2% de soro fetal bovino e 1% de
D-manose (Sigma; Saint Louis, MO, USA) e incubadas por um periodo de 3 horas. Logo
apos, foram lavadas seis vezes com PBS estéril e, entdo, fixadas com metanol, coradas com
May-Griinwald (Sigma; St. Louis, MO, USA) e Giemsa (Dinamica, Indaiatuba, SP, Brasil), e
analisadas em microscopio de luz. Quando os isolados foram classificados como ndo
aderentes, ou quando o padrio ndo pode ser determinado, os isolados de EAEC foram
submetidos a ensaios de 6 horas. Nesse ensaio mais prolongado, apds 3 horas de incubagdo, a
microplaca foi lavada com PBS estéril e reincubada por mais 3 horas com meio DMEM
fresco. Apds 6 horas, as preparagdes foram lavadas seis vezes com PBS estéril e em seguida,
fixadas com metanol, para posterior coloracio com May-Griinwald/Giemsa. A analise do

padrdo de aderéncia foi realizada em microscopio Optico de imersao.

Analise estatistica

As diferencas entre os subgrupos de EAEC, tipica e atipica, foram investigadas
utilizando o teste qui-quadrado (com corre¢do de Yates) ou teste de Fisher (two-tailed),
quando apropriado. Diferengas com valores de P<0,05 foram considerados estatisticamente

significativas.
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RESULTADOS

A maioria dos isolados obtidos neste estudo foi proveniente de criangas de 0 a 5 anos
de idade (62,7%; 138/220). Do total de pacientes, 55,0% (121/220) eram individuos do sexo
feminino e 45,0% (99/220) do sexo masculino. Os 220 isolados de EAEC deste estudo foram
obtidos, predominantemente, do estado de Sao Paulo (66,8%; 147/220), seguido por Minas
Gerais (18,6%; 41/220) e Santa Catarina (14,5%; 32/220) (Tabela 3).

Tabela 3. Dados demograficos relacionados a origem dos isolados de EAEC obtidos no

Brasil durante o periodo de 2010-2016.

Caracteristicas

dos pacientes e EAEC tipica EAEC atipica Total
dados (n =194) (n =26) (n =220)
demograficos

Idade (anos)

0-5 121 (62,4) 17 (65,4) 138 (62,7)
6-10 2 (1,0) 0 2(0,9)
11-59 60 (30,9) 8 (30,8) 68 (30,9)
>60 8 (4,1) 1(3,8) 9(4,1)
Sem informagao 3 (L,5) 0 3(1,4)
Sexo

Feminino 109 (56,2) 12 (46,2) 121 (55,0)
Masculino 85 (43,8) 14 (53,8) 99 (45,0)
Origem

Sao Paulo (SP) 128 (66,0) 19 (73,1) 147 (66,8)
Minas Gerais (MG) 38 (19,6) 3(1L,5) 41 (18,6)
Santa Catarina (SC) 28 (14,4) 4(154) 32 (14,5)
Ano de isolamento

2010 14 (7,2) 3(1L,5) 17 (7,7)
2011 7 (3,6) 1(3,8) 8 (3,0)
2012 23 (11,9) 0 23 (10,5)
2013 29 (14,9) 4 (15,4) 33 (15,0)
2014 38 (19,6) 2(7,7) 40 (18,2)
2015 30 (15,5) 5(19,2) 35(15,9)
2016 53 (27,3) 11 (42,3) 64 (29,1)

O gene aatA, que corresponde ao fragmento sonda CVD432 empregado para o
diagnostico de EAEC, foi utilizado para a identificagdo do patotipo EAEC, sendo assim,
100,0% dos isolados positivos para esse gene. Com base na presenga do gene aggR, que

codifica um regulador transcricional, 88,2% (194/220) dos isolados foram classificados como
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EAEC tipica (aatA /aggR"); enquanto 11,8% (26/220) do isolados, que ndo apresentavam o
gene aggR, foram classificados como EAEC atipica (aatA*/aggR’ (Figura 2). Logo, podemos
observar que o subgrupo de EAEC tipica foi prevalente entre os casos de diarreia ocorridos no

Brasil, nos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais e Santa Catarina (Tabela 3).

Bl EAEC tipica
] EAEC atipica

Figura 2. Frequéncia dos isolados de EAEC tipica (aatA'/aggR") e atipica (aatA'/aggR’)
obtidos de pacientes com diarreia no Brasil. Observa-se a alta frequéncia de EAEC tipica

entre os pacientes com diarreia incluidos neste estudo.

A determinagdo soroldgica dos antigenos somatico (O) e flagelar (H) dos isolados de
EAEC estudados demonstrou grande diversidade de sorogrupos. Foi identificado que 56,8%
dos isolados (125/220) foram distribuidos em 39 sorogrupos diferentes, embora ainda tenham
sido identificados isolados com o antigeno somatico O ndo-tipavel (19,5%; 43/220) e auto-
aglutinante (rugoso) (23,6%; 52/220). Os sorotipos O15:H2 (4,5%; 10/220), O175:H28
(4,5%; 10/220), O73:H1 (4,1%; 9/220) e O153:H2 (3,6%; 8/220) foram detectados com maior

frequéncia e foram exclusivamente identificados entre os isolados de EAEC tipica (Tabela 4).



Tabela 4. Identificagdo dos sorotipos dos isolados de EAEC tipica e atipica.

a . b EAEC tipica EAEC atipica Total
Sorogrupo Tipo H (n = 194) (n = 26) (n =220)

03 H2 3(1.5) 0 3(1.4)
05 H10 2(1,0) 0 2(0,9)
09 H10 2(1,0) 0 2(0,9)
ol11 HI8 1(0,5) 0 1(0,5)
015 H2 10 (5.2) 0 10 (4,5)
H18 42,1 0 4(1,8)

021 H2 7 (3,6) 0 7(3.2)
025 H4 1(0,5) 0 1(0,5)
038 H25 3(1,5) 0 3(1,4)
043 H2 0 1(3,8) 1(0,5)
044 H18 2(1,0) 0 2(0,9)
045 H45 1(0,5) 0 1(0,5)
055 H21 1(0,5) 0 1(0,5)
H25 0 2(7,7) 2(0,9)

056 H2 1(0,5) 0 1(0,5)
059 H19 2(1,0) 0 2(0,9)
HNM 3(1.5) 0 3(1.4)

065 H31 1(0,5) 0 1(0,5)
068 HI 1(0,5) 0 1(0,5)
073 HI 9 (4,6) 0 9 (4,1)
HI1S 4.0 0 4(1,8)

H33 1(0,5) 0 1(0,5)

077 HI8 1(0,5) 0 1(0,5)
078 H10 0 2(7,7) 2(0,9)
080 H10 0 3(11.5) 3(1.4)
081 H27 0 1(3,8) 1(0,5)
082 H10 1(0,5) 0 1(0,5)
084 HNM 1(0,5) 0 1(0,5)
086 H2 3(1.5) 0 3(1.4)
099 H6 3(1,5) 0 3(1.4)
0104 H4 2(1,0) 1(3,8) 3(1,4)
0106 HI8 2(1,0) 0 2(0,9)
HNM 1(0,5) 0 1(0,5)

0114 H10 1(0,5) 0 1(0,5)
0131 H25 1(0,5) 0 1(0,5)
0138 H48 1(0,5) 0 1(0,5)




Tabela 4. Continuagao
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Sorogrupo® Tipo H” EAEC tipica EAEC atipica Total

(n =194) (n = 26) (n = 220)

0139 H19 0 1(3,8) 1(0,5)
0153 H2 8 (4,1) 0 $(3.6)
HNM 2(1,0) 0 2(0.9)

0155 H19 2(1,0) 0 2(0,9)
0165 H4 1 (0.5) 0 L 05)
0168 HNM 4(2,1) 0 4(1,8)
o175 H18 1(0,5) 0 1(0.5)
H23 1(0,5) 0 1(0,5)

H23 10 (5,2) 0 10 (4,5)

HND 1(0,5) 0 1 (0.5)

0176 H33 4(2,1) 0 4(1.8)
H34 1(0,5) 0 1(0,5)

0179 HNM 1(0,5) 0 1(0.5)
0181 H28 2(1,0) 0 2(0.9)
ONT H1 1(0,5) 0 1 (0.5)
H2 2(1,0) 0 2(0.9)

H4 4(2,1) 0 4(18)

H10 14 (7,2) 0 14 (6,4)

HI18 3(1,5) 0 3(1.4)

H19 1(0,5) 0 1(0,5)

H21 3(1,5) 0 3(1,4)

H32 0 2(7,7) 2 (0,9)

H33 0 1(3.8) 1(0,5)

HND 2 (1,0) 0 2(0,9)

HNM 9 (4,6) 1(3.8) 10 (4,5)

OR H2 11(5,7) 0 11 (5,5)
H4 2(1,0) 0 2(0.9)

HI0 2(1,0) 2(7,7) 4(1,8)

HI18 6(3,1) 0 6 (2.7)

H2l 0 1(3.8) 1(0,5)

H25 2(1,0) 0 2(0,9)

H33 1(0,5) 3(11,5) 4(1,8)

H35 0 2(7,7) 2 (0,9)

H45 0 1(3,8) 1(0,5)

HND 1 (0,5) 0 1(0,5)

HNM 16 (8,2) 2(1,7) 18 (8,2)

*ONT: antigeno somatico O ndo-tipavel com os soros testados (O1 a O181), OR: rugoso;

PHNM: isolados ndo-méveis, HND: antigeno flagellar H ndo-tipavel com os soros testados (H1 a H56).
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A maioria dos isolados de EAEC foi classificada nos grupos filogenéticos A (44,1%;
97/220) e B1 (21,4%; 47/220), enquanto que apenas 4,1% (9/220) dos isolados ndo foram
atribuidos a nenhum dos grupos filogenéticos conhecidos (Tabela 5). Com relagdo ao grupo
filogenético A, observamos que o numero de isolados de EAEC atipica foi estatisticamente
maior do que o numero de isolados de EAEC tipica identificados nesse filogrupo (P<0,05)
(Tabela 5). Inicialmente, observamos que cinco isolados de EAEC tipica foram classificados
no grupo filogenético F (dados ndo mostrados), entretanto, de acordo com nova classificagao
filogenética descrita recentemente por Clermont e colaboradores (2019), esses isolados foram
submetidos a uma nova rea¢do de PCR, e reclassificados no grupo filogenético G (2,3%;

5/220).

Tabela 5. Detecgio do grupo filogenético entre os isolados de EAEC tipicas (aatA'/aggR") e
atipicas (aatA'/aggR’) deste estudo.

Grupo EAEC tipica EAEC atipica Total Valor de P
Filogenético (n =194) (n =26) (n =220)

A* 80 (41,2) 17 (65.,4) 97 (44,1) 0.034°
Bl 42 (21,6) 5(19,2) 47 (21,4) NSP

B2 7 (3,6) 0 7(3,2) NS*

C 4(2,1) 0 4 (1,8) NS*

D 28 (14,4) 1(3,8) 29 (13,2) NS*

E 22 (11,3) 0 22 (10,0) NS*

G 5(2,6) 0 5(2,3) NS*
Desconhecido 6 (3,1) 3(11,5) 9(4,1) NS*

“Diferenca estatisticamente significativa foi observada entre os dois grupos de EAEC estudados
(P<0,05).

P“Diferengas observadas entre isolados de EAEC tipicas e atipicas usando o teste qui-quadrado (com
correcao Yates) (b) ou o teste de Fisher (two-tailed) (c), quando apropriado. NS: A diferenca foi
considerada ndo significante.

Entre os genes que codificam as adesinas associadas ao padrao AA, agg4A (14,5%,
32/220) e agg5A (14,5%, 32/220) foram os mais frequentes entre os isolados de EAEC
estudados e, curiosamente, detectados na mesma frequéncia. Outros genes de viruléncia que
apresentaram alta frequéncia entre os isolados de EAEC estudados foram os genes que
codificam as toxinas, pic (57,7%; 127/220) e astA (40,5%; 89/220), além aap (95,5%;
210/220), orf3 (89,5%; 197/220) e aar (81,8%; 180/220) (Tabela 6).
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Doze dos genes de viruléncia investigados foram detectados mais frequentemente
entre os isolados de EAEC tipica do que entre os isolados de EAEC atipica (P<0,05), sendo
esses genes: agg4A (16,5% vs 0), agg5A (16,5% vs 0); pic (63,4% vs 15,4%), aap (99,0% vs
69,2%), orf3 (99,0% vs 19,2%), aar (88,7% vs 30,8%), air (30,4% vs 3,8%), capU (47,9% vs
19,2%) e shf (45,4% vs 15,4%), além dos genes aaiA (72,7% vs 46,2%), aaiC (62,4% vs
11,5%) e aaiG (68,6% vs 19,2%), que codificam o SST6 (Tabela 6).

Os genes do operon aaiA-Y pesquisados nesse estudo (aaiA, aaiC e aaiG) foram
identificados em 69,5% (153/220) dos isolados de EAEC, sendo que a presenca destes trés
genes concomitantemente foi a combinagdo mais frequente (55,5%; 122/220). Entretanto,
observamos outras combinagdes, como: aaiA e aaiG (7,3%; 16/220) e aaiA e aaiC (0,9%;
2/220), ou ainda somente a ocorréncia do gene aaiA (5,9%; 13/220) (Tabela 7). Ademais, o
perfil genético aaiA+aaiC+aaiG foi estatisticamente mais frequente entre os isolados de
EAEC tipica (P<0,0001), enquanto a ocorréncia somente de aaiA ou a auséncia dos trés genes
investigados foram caracteristicas genotipicas mais comuns entre os isolados de EAEC atipica
(Tabela 7).

O padrao AA foi identificado em 92,7% (204/220) dos isolados de EAEC deste estudo
(Figura 3A; Tabela 8), sendo que, em 2,7% (6/220) desses isolados o padrio AA foi
observado concomitantemente com o padrio CLA (Figura 3B). A grande maioria (75,9%;
167/220) dos isolados de EAEC produziram o padrio AA em testes de aderéncia realizados
com 3 horas de infeccdo, enquanto em 14,1% (31/220) o padrdo AA somente pode ser
identificado em ensaios de aderéncia utilizando periodos de incubacdo mais prolongados.
EAEC produzindo o padrao exclusivamente o padrao CLA (1,4%; 3/220) (Figura 3C) ou
difuso (AD) (0,9%; 2/220) (Figura 3D) também foram observados; apesar do fato, de 3,6%
(8/220) dos isolados permaneceram nao aderentes e 1,4% (3/220) aderirem de forma ndo
caracteristica ou indefinida as células epiteliais, mesmo apds ensaios de aderéncia mais
prolongados. A maioria dos isolados de EAEC (82,4%; 89/108), que albergavam uma das
variantes de AAFs, sozinhas ou em combinagdo, produziram o padrdo AA em teste de
aderéncia de 3 horas, e apenas um isolado que albergava os genes agg4A e eibG,
concomitantemente, produziu o padrao CLA (Tabela 8). Os dois isolados que albergavam os
genes agg3A e agg5A, concomitantemente, produziram o padrdo AA. Nota-se que 44,4%
(79/178) dos isolados de EAEC tipica que produziram o padrio AA ndo apresentaram

nenhum dos genes que codificam as adesinas pesquisadas neste estudo (Tabela 8).
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Tabela 6. Frequéncia dos genes que codificam fatores de viruléncia em isolados de EAEC

tipica e atipica deste estudo.

Numero (%) de isolados

Genes investigados EAEC tipica EAEC atipica Total Valor de P
(n =194) (n = 26) (n = 220)
Adesinas
aggA 6 (3,1) 0 6 (2,7) Ns¢
aafA 18 (9,3) 0 18 (8,2) Ns¢
agg3A 22 (11,3) 0 22 (10,0) Ns¢
aggdA® 32 (16,5) 0 32 (14,5) 0,032¢
aggsA® 32 (16,5) 0 32 (14,5) 0,032¢
afpB® 0 14 (53,8) 14 (6,4) <0,0001¢
afpD® 0 14 (53,8) 14 (6,4) <0,0001¢
afpP® 0 14 (53,8) 14 (6,4) <0,0001¢
afpA2° 0 10 (38,5) 10 (4.,5) <0,0001¢
afpR® 0 14 (53,8) 14 (6,4) <0,0001¢
eibG 1(0,5) 0 1(0,5) Ns¢
Toxinas
pic? 123 (63,4) 4 (15,4) 127 (57,7) <0,0001°
pet 20 (10,3) 0 20 (9,1) NS¢
astA 76 (39,2) 13 (50,0) 89 (40,5) NS¢
sigA 18 (9,3) 0 18 (8,2) Ns¢
sepA 34 (17,6) 4 (15,4) 38 (17,3) Ns¢
Outros
aap® 192 (99,0) 18 (69,2) 210 (95,5) <0,0001¢
aaiA® 141 (72,7) 12 (46,2) 153 (69,5) 0,011¢
aaiC* 121 (62.,4) 3(11,5) 124 (56.,4) <0,0001°
aaiG* 133 (68,6) 5(19,2) 138 (62,7) <0,0001°
orf3* 192 (99,0) 5(19,2) 197 (89,5) <0,0001¢
aar® 172 (88,7) 8 (30,8) 180 (81,3) <0,0001¢
air® 59 (30,4) 1(3,8) 60 (27,3) 0,009°
capU*® 93 (47,9) 5(19,2) 98 (44,5) 0,011°
shf* 88 (45,4) 4 (15,4) 92 (41,8) 0,007¢

“Foram estatisticamente significantes em EAEC tipica do que em EAEC atipica (P<0,05).

PForam estatisticamente significantes em EAEC atipica do que em EAEC tipica (P<0,05).
“Diferengas observadas entre isolados de EAEC tipicas e atipicas usando o teste qui-quadrado (com
correcdo Yates) (b) ou o teste de Fisher (two-tailed) (c), quando apropriado. NS: A diferenca foi
considerada ndo significante.
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Tabela 7. Correlagdo dos genes que codificam o operon aai entre os isolados de EAEC tipica

e EAEC atipica.

N° (%) de isolados de EAEC

Genes do operon aai EAEC tipica EAEC atipica Total Valor de P
(n=194) (n = 26) (n = 220)

aaiA, aaiC, aaiG* 119 (61,3) 3(11,5) 122 (55,5)  <0,0001°

aaiA, aaiC 2 (1,0) 0 2(0,9) Ns¢

aaiA, aaiG 14 (7,2) 2(7,7) 16 (7,3) NS¢

aaiA® 6(3,1) 7(26,9) 13 (5,9) 0,0001¢

Nenhum® 53 (27.,3) 14 (53,8) 67 (30,5) 0,011¢

“Foram estatisticamente significantes em EAEC tipica do que em EAEC atipica (P<0,05).

®Foram estatisticamente significantes em EAEC atipica do que em EAEC tipica (P<0,05).
“IDiferengas observadas entre isolados de EAEC tipicas e atipicas usando o teste qui-quadrado (com
correcdo Yates) (b) ou o teste de Fisher (two-tailed) (c), quando apropriado. NS: A diferenca foi
considerada ndo significante.

Considerando os isolados de EAEC atipica, 76,9% (20/26) dos isolados produziram o
padrao AA, enquanto 7,7% (2/26) dos isolados nao produziram um padrdo definido quando
aderidos as células epiteliais, e 15,4% (4/26) foram nao aderentes. Os genes localizados no
operon afp (afpB, afpD, afpP e afpA2) e o gene codificando o regulador AfpR (afpR),
responsdveis por codificar a fimbria AFP, foram identificados exclusivamente em 57,7%
(15/26) dos isolados de EAEC atipica (P<0,0001) estudados. Entre estes 15 isolados, 66,7%
(10/15) albergavam o gene afpA2, enquanto os genes afpB, afpD e afpP foram identificados
em 93,3% (14/15), assim como o regulador afpR (Tabela 6).

Dada a novidade da associagdo dos genes do operon afp com o subgrupo de EAEC
atipica, informacgoes relevantes sobre esses isolados foram reunidas na Tabela 9. A maioria
dos isolados de EAEC atipica positivos para os genes do operon afp e/ou afpR foram
classificados nos grupos filogenéticos A (80,0%; 12/15). Entre os 14 isolados de EAEC
atipica que albergavam os genes do operon afp, 85,7% (12/14) produzem o padrio AA
(Figura 3), enquanto os outros isolados (14,3%, 2/14) isolados foram classificados como nao
aderentes. O Unico isolado a albergar somente o regulador afpR aderiu de forma indefinida as

células epiteliais (Tabela 9).



Tabela 8. Correlacio de genes codificadores de adesinas e padroes de aderéncia detectados em isolados de EAEC tipica e atipica.
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Genes que codificam

No. de isolados de

Niameros (%) de isolados de EAEC tipica e atipica produzindo os distintos padrdes de aderéncia®

adesinas EAEC AA AD AA/CLA CLA ND NA
3h 6h Total 3h 6h Total 3h 3h 6h 6h
. 154 24 178 1 1 2 6 3 1 4
EAEC tipica (Total 194 194) (124 OLD 05 05 (10 3.1) 15 05 @D
6 6
aagA 6 (100.0) 0 (100.0) 0 0 0 0 0 0 0
18 18
aafA 18 (100,0) 0 (100,0) 0 0 0 0 0 0 0
18 1 19 1
agsIA 20 ©0.0) G0 ©50 0 0 0 0 0 (5.0 0
17 7 24 4 2 1
ags4A 31 548)  (226)  (774) 0 0 0 (12,9) 6.5) 0 (3.2)
29 1 30
aggSA 30 %67 63  (1000) 0 0 0 0 0 0 0
1 1 2
agg3A+aggsSA 2 (50.0) (50.0) (100.0) 0 0 0 0 0 0 0
. 1
agedA+eibG 1 0 0 0 0 0 0 0 (100,0) 0 0
65 14 79 1 1 2 2 3
Nenhurm 56 (76 (163  ©OL9) (12 (12 @x @I 0 0 (3.5)
L. 13 7 20 2 4
EAEC atipica (Total) 26 (50.0) (26.9) (76.9) 0 0 0 0 0 7.7) (15.4)
11 1 12 2
afp operon 14 (78.6) .1 (85.7) 0 0 0 0 0 0 (14.3)
1
afpR 1 0 0 0 0 0 0 0 0 (100,0) 0
2 6 8 1 2
Nenhum i 182 45 (n 0 0 0 0 0 O (182
2
167 31 198 1 1 6 3 3 8
TOTAL 220 (759)  (141)  (90.0) (0.5 (0.5  (0.9) @) (1.4) (14 (.6

“AA: aderéncia agregativa; AA/CLA: aderéncia agregativa concomitantemente com chain-like; CLA: chain-like; AD: aderéncia difusa; ND: ndo determinado;

NA: ndo aderente.
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Padrio de aderéncia” Operon afp
EAEC atipica Grupo Filogenético Sorotipo® afpR Fatores de Viruléncia

3 horas 6 horas afpB  afpD  afpP  afpA2
IAL 5700 A OR:H33 AA - + + + + + aatA
IAL 5742 Desconhecido OR:H45 AA - + + + + + aatA, aap, aaiA
IAL 5744 A ONT:HNM NA NA + + + + + aatA, astA, aap, aaiA
IAL 5749 B1 OR:H35 NA ND - - - - + aatA, aaiA
IAL 5826 B1 OR:H35 AA - + + + + + aatA, aaiA, aar
IAL 5823 A ONT:H32 AA - + + + + - aatA, aap, capU, shf
IAL 5846 A OR:H33 AA - + + + + + aatA, aap, orf3, aar
IAL 5852 A 080:H10 AA - + + + - + aatA, astA, aap, aaiA, orf3, aar
IAL 5854 A 080:H10 AA - + + + - + aatA, astA, aap, orf3
IAL 5892 A OR:HNM AA - + + + + + aatA, astA, aap, aaiA, capU
IAL 5898 A 055:H25 NA NA + + + + + aatA
IAL 5901 A OR:H10 AA - + + + - + aatA, astA, aap
IAL 5911 A 055:H25 AA - + + + + + aatA, aap
IAL 6001 A OR:HI10 ND AA + + + - + aatA, astA, aap
IAL 6006 A ONT:H32 AA - + + + + + aatA, aap, capU, shf

*ONT: antigeno somatico O ndo-tipavel com os soros testados (O1 a O181), OR: rugoso; HNM: isolados ndo-moveis.
PAA: aderéncia agregativa; ND: ndo determinado; NA: nio aderente.
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Figura 3. Microscopia Optica ilustrando os principais padrdes de aderéncia observados em
isolados de EAEC deste estudo. (A) Isolado IAL5875, aderéncia agregativa (AA); (B) Isolado
IAL5715, aderéncia agregativa concomitantemente com chain-like (AA/CLA); (C) Isolado
TIALS5738, aderéncia chain-like (CLA); (D) Isolado IAL5759, aderéncia difusa (AD). Na
figura B: a seta verde indica o padrdo AA e a seta vermelha indica o padrdao CLA. Coloragado

May-Grunwald-Giemsa. Barra = 10 pm.
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Figura 4. Microscopia optica ilustrando o padrao de aderéncia AA no isolado de EAEC

atipica afp” (IAL6006). Coloragdo May-Grunwald-Giemsa. Barra = 10 pm.

A maioria dos isolados de EAEC tipica foi sensivel aos antimicrobianos testados,
embora tenha sido observada resisténcia a ampicilina (52,6%, 102/194), trimetoprim-
sulfametoxazol (33,5%, 65/194), cefazolina (3,6%, 7/194), gentamicina (2,6%, 5/194),
amoxicilina-4cido clavulanico (0,5%, 1/194), tobramicina (0,5%, 1/194) e ciprofloxacina
(0,5%, 1/194). Por outro lado, entre os isolados de EAEC atipica foi detectada resisténcia
somente a ampicilina (19,2%; 5/26) e trimetoprim-sulfametoxazol (19,2%; 5/26) (Tabela 10).
Embora em baixa prevaléncia, o fen6tipo de multirresisténcia foi identificado exclusivamente

em dois isolados de EAEC tipica (1,0%, 2/194).
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Tabela 10. Susceptibilidade aos antimicrobianos entre isolados de EAEC deste estudo.

Antimicrobianos EAEC tipica (n = 194) EAEC atipica (n = 26)
testados® S I R S I R
AMP 92 (47,4) 0 102 (52,6) | 21 (80,8) 0 5(19,2)
AMC 187 (96,4) 6(3,1) 1(0,5) [26(100,0) 0 0
CFZ 159 (82,0) 28 (14,4) 7 (3,6) 24(92,3)  2(7,7) 0
CFX 194 (100,0) 0 0 26 (100,0) 0 0
CTX 194 (100,0) 0 0 26 (100,0) 0 0
CPM 194 (100,0) 0 0 26 (100,0) 0 0
IPM 194 (100,0) 0 0 26 (100,0) 0 0
GEN 187 (96,4) 2 (1,0) 5(2,6) |26(100,0) 0 0
TOB 190 (97,9) 3(1,5) 1(0,5) [26(100,0) 0 0
CIP 193 (99,5) 0 1(0,5) [26(100,0) 0 0
SUT 129 (66,5) 0 65 (33,5) | 21(80,8) 0 5(19,2)

‘Ampicilina (AMP, 10 pg), amoxacilina — acido clavulanico (AMC, 20/10 pg), cefazolina (CFZ, 30
ng), cefuroxima (CFX, 30 pg), cefotaxima (CTX, 30 pg), cefepime (CPM, 30 pg), imipenem (IPM, 10
pg), gentamicina (GEN, 10 pg), tobramicina (TOB, 10 pg), ciprofloxacina (CIP, 5 pg), trimetoprim-
sulfametoxazol (SUT, 1,25/23,75ug).

Interpretacdo do antibiograma: S, sensivel; I, intermediario; R, resistente.

Tabela 11. Combinagdes de resisténcia aos antimicrobianos dos isolados de EAEC deste

estudo.
Classes de antimicrobianos _ . EAEC tipica EAEC
p- Aminoglicosideos Quinolonas Inibidor via (n = 194) atipica
lactimicos folato (n =26)
AMP - i - 3920,1%) 2 (7,7%)
AMP,
AMC, ] i SUT 1(0,5%) 0
CFZ,
AMP, CFZ - i i 1(0,5%) 0
AMP, CFZ ; ; SUT 5 (2,6%) 0
AMP GEN i i 3 (1,5%) 0
AMP GEN CIP SUT 1 (0,5%)" 0
AMP GEN, TOB ] SUT 1(0,5%)" 0
AMP - ; SUT 51 (263%) 3 (11,5%)
; ; i SUT 6G1%)  2(1.7%)

Indicam resisténcia bacteriana a 3 ou mais classes de antimicrobianos.
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DISCUSSAO

No presente estudo observamos que EAEC tipica foi o subgrupo de EAEC mais
frequentemente isolado de casos de diarreia na coleg¢ao estudada. Entretanto, isolados que nao
possuiam o gene que codifica o regulador transcricional AggR (EAEC atipica) também foram
obtidos. Os isolados de EAEC estudados foram heterogéneos, tanto nas suas caracteristicas
fenotipicas, como nos perfis de viruléncia detectados.

Embora uma grande diversidade de sorotipos tenha sido observada entre os isolados de
EAEC estudados, a ocorréncia de EAEC dos sorotipos O104:H4 ¢ O78:H10 chamam atengao
devido a sua importancia no cenario mundial. O sorotipo O104:H4 ganhou grande relevancia
apods sua correlagdo com um grande surto de diarreia que ocorreu na Alemanha no ano de
2011 (FRANK et al., 2011). O isolado hibrido de EAEC/EHEC, envolvido nos casos de
diarreia e Sindrome Hemolitica Urémica (SHU) ocorridos durante o referido surto, apresentou
os genes aatA, aggR, aggA, além do gene stx2. Em nosso estudo, identificamos trés isolados
de EAEC do sorotipo O104:H4, dentre os quais, dois foram classificados como EAEC tipica
(1,0%) e um como EAEC atipica (3,8%), sendo que o gene stx ndo foi detectado em nenhum
desses trés isolados. Os dois isolados de EAEC tipica apresentavam os genes que codificam a
fimbria AAF/III, similar ao isolado de EAEC 55989 (O104:H4) no qual a fimbria AAF/III foi
originalmente identificada, enquanto o isolado de EAEC atipica ndo apresentou nenhum dos
genes responsaveis por codificar as AAFs ou AFP.

No presente estudo, dois isolados de EAEC atipica foram classificados no sorotipo
0O78:H10. Estudos anteriores, ja haviam reportado isolados de EAEC do sorotipo O78:H10,
bem como de outros sorotipos em infecgdes do trato urinario (ITU) (OLESEN er al., 1994;
BOLL et al., 2013; ABE et al., 2008). Em 1991, em Copenhagen (Dinamarca), uma cepa
multirresistente de E. coli, do sorotipo O78:H10, foi responsavel por um surto de ITU
(OLESEN et al., 1994). Analises posteriores de 51 isolados de E. coli do sorotipo O78:H10,
incluindo a amostra do surto de 1991 em Copenhagen, bem como, outros isolados de E. coli
provenientes de amostras de urina e fezes, identificaram que 70,0% dos isolados pertenciam a
um Unico grupo clonal dentro do grupo filogenético A, sendo que a maioria dos isolados
continham marcadores genéticos tanto de EAEC, como de EXPEC (Escherichia coli
extraintestinal) (OLESEN et al., 2012), indicando o potencial de isolados desse sorotipo em
causar infecgdes tanto no trato gastrointestinal, como em outros sitios do hospedeiro.

Segundo Clermont et al. (2013) os grupos filogenéticos A, Bl e E estdo comumente

relacionados com E. coli diarreiogénica, enquanto os grupos filogenéticos, B2, D e F estao
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mais comumente associados aos isolados de EXPEC. Neste estudo, os resultados corroboram
com essa descricdo, aonde a maioria dos isolados de EAEC foi classificada nos grupos
filogenéticos A e Bl. Esses achados também s3o similares ao encontrado em um estudo
anterior realizado em Sao Paulo, aonde houve predominio de EAEC identificada nos
filogenéticos A ¢ Bl (ANDRADE et al., 2017). Recentemente foi descrito o grupo
filogenético G, que alberga isolados de E. coli extraintestinal que possuem um maior
potencial de viruléncia e que sdo multirresistentes (CLERMONT et al., 2019). Acreditamos
que esse compreenda o primeiro estudo a identificar isolados de EAEC pertencentes a esse
filogrupo.

A identificagcdo do patotipo EAEC pela produgdo do padrao de aderéncia agregativo
em testes com células HeLa/Hep-2 tem sido considerada o padrdo ouro. Entretanto, poucos
laboratdrios conseguem realizar essa triagem em sua rotina. Assim a utilizacdo de marcadores
de viruléncia tem sido eficiente para o diagndstico desse patégeno. Gomes et al. (1998),
demonstraram que apenas 67,1% dos isolados de E. coli, produtores do padrao AA, também
hibridizaram com a sonda EAEC (correspondente ao gene aatA). Uma vez que o gene aatA
foi utilizado para a identificacdo laboratorial de EAEC, todos os 220 isolados estudados
apresentam o gene aatA, e 92,7% (204/220) desses isolados produzem o padrio AA. EAEC
produzindo padrdes de aderéncia distinto de AA, tais como o padrao difuso (AD) e o padrao
CLA, ja havia sido descrita na literatura (GOMES et al., 1998; SCALETSKY et al., 2002;
GIOPPO et al., 2000). Em nosso estudo também foram identificados padrdes de aderéncia
distintos de AA, como o padrao AD, CLA, além de isolados que aderiram de forma indefinida
e isolados ndo aderentes.

Curiosamente, 2,7% dos isolados de EAEC tipica apresentaram padrdo de aderéncia
AA concomitantemente com o padrdo CLA (AA/CLA). A ocorréncia do padrao CLA em
isolados de EAEC carregando o gene aggR (regulador transcricional) ja havia sido reportado
na literatura anteriormente, em um estudo realizado em Londrina, PR (GIOPPO et al., 2000).
Outro estudo relata a frequéncia do padrao CLA em isolados de STEC (eae’) classificados nos
sorogrupos 0157, 026, O111 e O91; sendo que o gene eibG foi encontrado somente em
isolados do sorogrupo 091 (21,0%, 36/171) (LU et al., 2006). Dos trés isolados de EAEC
tipica que apresentaram unicamente o padrao CLA, somente um isolado albergou o gene
eibG, concomitantemente com o gene agg4A, e foi identificado no sorotipo O155:H19. Esses
dados sugerem que outras possiveis adesinas, ainda ndo identificadas, possam estar

relacionadas ao estabelecimento do padrdo CLA entre isolados de EAEC.
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A baixa ocorréncia dos genes associados a biogénese das fimbrias AAF/I (aggA) e
AAF/II (aafA) estd em concordancia com estudos realizados tanto no Brasil (ELIAS ef al.,
2002) como na Africa (BOISEN et al., 2012). No entanto, um estudo realizado em Fortaleza,
(Ceard, Brasil), detectou o gene aggA em cerca de 50,0% dos isolados de EAEC (HAVT et
al., 2017). O gene agg3A também tem sido detectado em baixa frequéncia entre isolados de
EAEC obtidos no Brasil (HAVT et al., 2017) ¢ na Africa (BOISEN et al., 2012). Um cenario
diferente do exposto acima foi observado em um estudo que abrangeu varias regides
geograficas do Brasil, onde o gene agg3A foi identificado em 27,5% dos isolados de EAEC
(ZAMBONI et al., 2004).

Os genes agg4A e agg5A estdo entre os genes associados a biogénese de fimbrias
agregativas mais frequentemente detectados nos isolados do presente estudo. Até aonde
sabemos, esse ¢ o primeiro estudo a identificar isolados de EAEC portadores do gene agg5A
no Brasil. A ocorréncia dos genes agg4A e agg5A, observada em nosso estudo, ¢ similar ao
observado em isolados de EAEC obtidos na Dinamarca (JENSEN ez al. 2018) e em Mali
(BOISEN et al., 2012). Ademais, somente 1,0% (2/194) dos isolados de EAEC tipica
apresentaram genes que codificam as pilinas majoritarias da fimbria AAF/IIl e AFF/V (agg3A
e agg5A) concomitantemente. No entanto, isolados apresentando estes dois genes ja tinham
sido descritos anteriormente ¢ o operon albergando genes que codificam as subunidades
majoritarias das duas pilinas foram identificadas em uma nova variante do pAA (pAAc700-09)
(JONSSON et al., 2017).

Observou-se ainda que grande parte dos isolados de EAEC ndo albergou nenhum dos
genes responsaveis por codificar a pilina das cinco AAFs conhecidas até o momento, fato que
também tem sido observado em outros estudos caracterizando isolados de EAEC ja
publicados na literatura (BOISEN et al., 2009; JONSSON et al., 2015). Esses dados sugerem
que outras fimbrias, ou variantes genéticas das AAFs ja descritas at¢ o momento, possam
estar presentes no genoma desses isolados e serem responsdveis pelo estabelecimento do
padrao AA.

Recentemente, uma nova adesina, denominada aggregate-forming pili (AFP),
codificada por genes localizados no operon afp, foi associada ao estabelecimento do padrao
AA em um isolado hibrido de EAEC/STEC (LANG et al., 2018). Genes localizados no
operon afp, bem como o gene responsavel por codificar o regulador AfpR (afpR), foram
identificados em 57,7% dos isolados de EAEC atipicas, dos quais a grande maioria foram
classificados no grupo filogenético A. Como a identificagdo do operon afp ¢ um fato recente,

até aonde temos conhecimento, esse € o primeiro estudo a investigar a ocorréncia dos genes
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do operon afp em uma ampla colecdo de isolados de EAEC tipica e atipica, muito embora o
estudo que descreveu a fimbria AFP, utilizando de ferramentas para andlise in silico, ja
apontava para a ocorréncia desse operon em isolados de E. coli com o genétipo: aatA /aggR
(LANG et al., 2018). A ocorréncia de genes desse operon exclusivamente em isolados de
EAEC atipica constitui um achado de grande importancia para melhorar as ferramentas de
diagnodstico de EAEC, uma vez que entre todos os outros genes codificadores de fatores de
viruléncia conhecidos até o momento, nenhum havia mostrado uma associacao estatistica com
esse subgrupo de EAEC.

Entre os genes que codificam toxinas, pic e astA, foram os mais frequentes, sendo que
0 gene pic foi o Unico gene entres as toxinas que mostrou associagdo estatistica com 0s
isolados de EAEC tipica (P<0,05), assim como observado em um estudo anterior realizado
em Sao Paulo (ANDRADE et al., 2017). A Frequéncia de isolados de EAEC albergando o
gene pic foi similar ao observado em um estudo realizado em Fortaleza, onde esse gene foi
detectado em 56,0% dos isolados de EAEC provenientes de criancas nutridas ¢ malnutridas
(HAVT et al., 2017). Em um estudo realizado em Rondonia, o gene pic foi detectado em
somente 25,9% de isolados de EAEC provenientes de amostras de fezes de criancas com
diarreia (TABORDA et al., 2018). Com relagdo ao gene astA, frequéncia superior ao
observado na presente investigagdo foi encontrada em estudos realizados em Fortaleza
(60,0%) e em Rondobnia (64,7%) (HAVT et al., 2017; TABORDA et al., 2018). Os genes
sepA, pet e sigA foram detectados em frequéncia similar ao observado em estudos anteriores
realizados em dois estados Brasileiros: Sao Paulo e Rondonia (ANDRADE er al., 2017;
TABORDA et al., 2018). No presente estudo, os genes pet e sigA ndo foram detectados nos
1solados de EAEC atipicas estudados, entretanto, o gene pet foi identificado em 3,2% de
isolados de EAEC atipica em estudo realizado em Rondodnia, e sigA em 1,2% dos isolados
desse subgrupo em um estudo realizado em Sao Paulo (TABORDA et al., 2018; ANDRADE
etal.,2017).

Estudos recentes tém proposto a utilizacdo de genes cromossomais, localizados no
operon aai, como marcadores adicionais para o diagndstico laboratorial de EAEC (BOISEN
etal.,2012; LIMA et al., 2013; ANDRADE et al., 2014). Em nosso estudo foi observado que
todos os isolados que apresentavam os genes aaiC e/ou aaiG também apresentavam o gene
aaiA, indicando ser este Gltimo um marcador mais eficiente na identificagdo deste operon
entre os isolados de EAEC.

Outros genes que codificam fatores de viruléncia também foram detectados entre os

220 isolados de EAEC estudados, como os genes aar, capU, orf3 e air. Esses genes também
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jé foram detectados entre isolados de EAEC em varios estudos realizados em diversas regides
geograficas (HAVT et al., 2017, TABORDA et al., 2018 ; DURAND et al., 2016; BOISEN et
al., 2012). Em um estudo caso-controle, o gene aar (conhecido como orf61) foi identificado
com maior frequéncia entre isolados de EAEC obtidos de individuos sem a doenca diarreica
(LIMA et al., 2013). Embora esses genes sejam detectados em isolados de EAEC, o seu papel
na patogénese e no estabelecimento da doenga diarreica ainda ¢ pouco conhecido. Outros
estudos ainda serao necessarios para compreendermos se os fatores de viruléncia codificados
por esses genes sdao essenciais para os isolados de EAEC se estabelecerem no trato
gastrointestinal, bem como causar danos aos enterdcitos levando a um quadro de diarreia.
Entre os isolados de EAEC, foi observada elevada sensibilidade aos antimicrobianos
testados, apesar de resisténcia a ampicilina e trimetoprim-sulfametoxazol ter sido observada.
Alta resisténcia dos isolados de EAEC a esses antimicrobianos foram observadas em estudos
caso-controle realizados em diferentes regides geograficas como: Gambia, Bangladesh e
Dinamarca (IKUMAPAYTI et al., 2017; CHATTAWAY et al., 2017; JENSEN et al., 2018).
Com relagao a ciprofloxacina, foi observada baixa taxa de resisténcia dos isolados
desse estudo (EAEC tipicas e atipicas), sendo que outros estudos relatam taxas de resisténcia
mais altas, como, por exemplo, estudos realizados no Reino Unido (5,0%), Gambia (9,0%),
Bangladesh (13,4%) e Dinamarca (34,0%) (DALLMAN et al., 2014; IKUMAPAYT et al.,
2017; CHATTAWAY et al., 2017; JENSEN et al., 2018). Poucos isolados de EAEC tipica
foram classificados como multirresistentes, diferentemente do observado em outros estudos
que relataram alta prevaléncia do fendtipo de multirresisténcia, como estudos realizados no
Paquistao (97,0%), Bangladesh (75,8%), e na Dinamarca (58,0%) (KHALIL et al., 2016;
CHATTAWAY et al., 2017; JENSEN et al., 2018). Podemos inferir que a baixa taxa de
resisténcia aos antimicrobianos observada entre os isolados de EAEC desse estudo, se deva ao
fato da doenga diarreica ser uma doenga autolimitada, sem recomendagdo de uso de
antimicrobianos. Além disso, por determinagdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

(ANVISA), o uso de antimicrobianos no Brasil se tornou mais controlado (ANVISA, 2011).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Ag%C3%AAncia_Nacional_de_Vigil%C3%A2ncia_Sanit%C3%A1ria
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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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Abstract

Diarrhoeagenic Escherichia coli (DEC) is a leading cause of infectious diarrhoea worldwide. In
recent years, Escherichia albertii has also been implicated as a cause of human enteric diseases.
This study describes the occurrence of E coli pathotypes and serotypes associated with enteric
illness and haemolytic uremic syndrome (HUS) isolated in Brazil from 2011 to 2016.
Pathotypes isolated induded enteropathogenic E coli (EPEC), enteroaggregative E coli
(EAEC), enterotoxigenic E. coli (ETEC), enteroinvasive E coli (EIEC) and Shiga toxin-
produding E. coli (STEC). PCR of stool enrichments for DEC pathotypes was employed,
and E. albertii was also sought. O:H serotyping was performed on all DEC isolates. A total
of 683 DEC and 10 E. albertii strains were isolated from 5047 clinical samples. The frequencies
of DEC pathotypes were 52.6% (359/683) for EPEC, 32.5% for EAEC, 6.3% for ETEC, 44%
for EIEC and 4.2% for STEC. DEC strains occurred in patients from 3 months to 96 years old,
but EPEC, EAEC and STEC were most prevalent among children. Both typical and atypical
isolates of EPEC and EAEC were recovered and presented great serotype heterogeneity.
HUS cases were only associated with STEC serotype O157:H7. Two E. albertii isolates
belonged to serogroup O113 and one had the stx2f gene. The higher prevalence of atypical
EPEC in relation to EAEC in community-acquired diarthoea in Brazil suggests a shift in
the trend of DEC pathotypes circulation as previously EAEC predominated. This is the
first report of E. albertii isolation from active surveillance. These results highlight the need
of continuing DEC and E. albertii surveillance, as a mean to detect changes in the pattern
of pathotypes and serotypes circulation and provide useful information for intervention
and control strategies.

Introduction

Escherichia coli is as one of the most important enteric human pathogens worldwide [1].
Strains of E. coli causing enteric diseases are collectively designated diarrhoeagenic (DEC)
and are currently divided into six main categories or pathotypes based on defined virulence
attributes. The known DEC pathotypes are named enteropathogenic E. coli (EPEC), enteroag-
gregative E. coli (EAEC), Shiga taxin-producing E coli (STEC), enterotoxigenic E. coli (ETEC),
enteroinvasive E. coli (EIEC) and diffusely adherent E. coli (DAEC) [2].

EPEC and EAEC induce diarrhoea through their ability to adhere to host intestinal mucosa,
leading to the formation of attaching and effacing (A/E) lesions in the case of EPEC and the
aggregative adhesion (AA) pattern in the case of EAEC [2, 3]. Genes such as eae for A/E lesion
and aaf (AA fimbriae) for AA, among others, are responsible for the production of these fea-
tured adhesion phenotypes [3, 4]. As pathogenic groups both EPEC and EAEC are subdivided
in typical and atypical strains. For EPEC, this division is based upon the presence of EAF plas-
mid (pEAF) in typical (tEPEC) strains and its absence in atypical (aEPEC) ones [4]. The pEAF
contains in its structure an operon termed bjp, which is responsible for the production of a
type IV pilus named bundle-forming pilus (BFP). BFP is thought to be involved in bacteria
to bacteria interactions during the host colonization by EPEC [4]. The occurrence of gene
aggR defines typical EAEC strains while atypical EAEC are devoid of this marker [2]. Gene
aggR is regarded as a major transcriptional regulator of many of the genes responsible for
EAEC virulence factors production [3]. STEC and ETEC damage the host mainly by elabor-
ating and secreting toxins [2]. STEC produces Shiga toxins (Stx). There are two distinct Stx
types, Stx] and Stx2 [4] with 10 subtypes, 1a, 1c and 1d for Stxl, and 2a, 2b, 2c, 2d, 2e, 2f
and 2g for Stx2 [5]. ETEC produces thermolabile (LT) and thermostable (5T) enterotoxins.



Both LT and ST toxins can also be divided into the distinct anti-
genic types LT-I and LT-II and ST-I and STII. Furthermore, ST-I
may present human (STy) and porcine (STp) variant forms [2].
EIEC phenotypically resemble the genus Shigella. They are cap-
able of invading the host intestinal mucosa and this invasive
behaviour relies on a complex array of effector molecules which
are employed by the bacteria in order to penetrate, evade immune
response and replicate within intestinal cells [5]. The consequent
inflammatory response triggered against the invasion process
leads to the damage of the intestinal epithelia, characteristic of
the bacillary dysentery [2].

In addition to E. coli, another species within the genus
Escherichia, E. albertii, can also be a human pathogen. E. albertii
was isolated for the first time from a diarrhoeic child in
Bangladeshi and misidentified as Hafnia alvei [6]. Currently,
E. albertii is considered an ‘emerging’ human enteric pathogen.
Similarly to EPEC, E. albertii also harbours the eae gene and thus
may produce A/E lesions. Some isolates may possess additional viru-
lence determinants like cytolethal distending and Stx toxins [7].

EPEC, EAEC and ETEC are leading bacterial causes of acute
childhood diarrhoea worldwide [8]. EPEC and EAEC have also
been implicated in prolonged diarrhoeal diseases and ETEC
along with EAEC are agents of the so-called ‘traveller diarrhoea’.
On the other hand, STEC strains have been linked with large out-
breaks of diarrhoea, and with the occurrence of haemorrhagic col-
itis and haemolytic uremic syndrome (HUS) [9].

In Brazil, the presence of DEC strains has been investigated in
young children, in studies conducted at specific geographic loca-
tions [10]. However, there are no reports assessing the occurrence
of DEC pathotypes from official surveillance programmes and
involving patients from all age groups. Given the heterogeneous
nature of DEC strains and their ability to emerge in new patho-
genic forms through the gain or loss of genetic material [11],
monitoring their virulence traits is of great utility as it can inform
on outbreak detection. In order to provide useful epidemiologic
data on the occurrence of DEC in Brazil, the present study
aimed to describe the pathotypes and serotypes of E. coli and
E. albertii strains associated with human infections.

Material and methods
Bacterial strains

The Brazilian Reference Laboratory for E. coli enteric infections
Adolfo Lutz Institute (IAL) receives clinical isolates biochemically
characterized as E. coli from several regional and local public
health laboratories for molecular pathotype identification and
serotyping. From January of 2011 to December of 2016, E. coli
isolates representing 5047 cases of human infection, including
two cases of HUS, were sent to our laboratory for this purpose.
Of these, 82 cases had been previously analysed during the inves-
tigation of outbreaks of diarrhoea in the years of 2012 and 2013
[12]. These cases were also included in this study as they contrib-
ute to the total cases recorded in the period of the present study.
The cases encompassed subjects of all age groups. Due to the fact
that commensal E. coli is the predominant facultative anaerobe in
the human gut, for the identification of diarrhoeagenic strains, it
is necessary to evaluate more than one E. coli-like colony from the
same patient. In our laboratory, five to 10 E. coli colonies from
each patient are routinely received for the characterization of
DEC-specific virulence markers. If more than one colony of the
same pathotype is found to be positive, only one colony is
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considered in each case. In the present study, cases of mixed
infection (two distinct DEC pathotypes occurring in the same
patient) were not considered. This study also employed reference
strains serving as positive controls for each of the following DEC
pathotypes: EPEC (E2369/48), EAEC (17-2), ETEC (H10407),
STEC/EHEC (EDL933), EIEC (Shigella flexneri, CDC2a). The
commensal E. coli K12:H5 served as a negative control for
molecular and phenotypic procedures.

DEC pathotypes investigation

Screening for specific virulence genes (Table 1) defining the five
most relevant DEC pathotypes (EPEC, EAEC, STEC, ETEC and
EIEC) was performed by a multiplex PCR assay. For EPEC, the
eae gene which is located in the pathogenicity island locus of
enterocyte effacement (LEE) and is responsible for the production
of the adhesin intimin was employed. For EAEC, the aatA gene
encoding a protein related to an ATP-binding cassette transport
system was used. For STEC, genes stx1 and stx2, which are
bacteriophage-borne and related to the production of the Stx1l
and Stx2 toxins respectively, were chosen. For ETEC, we used [tA
and stA related to LT and ST toxins production, and for EIEC,
the detection target was ipaH gene, which is associated with the
invasion plasmid antigen H. Primers sequences and amplification
parameters employed in the assays are described in Table 1.
Template DNA for PCR reactions was produced by boiling bacter-
ial suspensions from individual E. coli colonies cultivated on
Tryptic Soy agar. After bacterial lysates preparation, five to 10 col-
onies from each patient were pooled and tested. If a given pool was
positive, individual colonies forming this pool were retested with
primers for the corresponding amplified gene. If a positive result
was achieved, the corresponding colony was confirmed as positive.

E. albertii investigation

E. albertii was investigated by a triplex PCR assay recently
described by Lindsey et al. This PCR targets cyclic di-GMP regula-
tor gene (cdgR), DNA-binding transcriptional activator of cysteine
biosynthesis gene (EAKF1_ch4033) and palmitoleoyl-acyl carrier
protein-dependent acyltransferase gene (EFER_0790) allowing dis-
crimination among E. coli, E. albertii and E. fergusonii [16].

Shiga toxin genes (stx) subtyping

Strains presenting stx1 and/or stx2 genes were subjected to stx
subtyping by PCR employing the primers and amplification con-
ditions proposed by Scheutz et al. [17].

Identification of typical and atypical EPEC/EAEC strains and
ETEC ST toxin gene (st) variants

Strains presenting eae and aatA genetic markers were further inves-
tigated for bfp and aggR genes (Table 1) defining typical EPEC and
EAEC, respectively. Strains negative for these genes were classified
as atypical EPEC/EAEC. ST toxin gene (st)-positive ETEC strains
were submitted to an additional duplex PCR (Table 1) in order
to investigate the presence of human and porcine variants.

Phenotypic differentiation between EIEC and Shigella strains

Given that ipaH genetic marker can be present in both EIEC and
Shigella, and the possible occurrence of cross-reactivity among
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Table 1. Primer sequences, target genes and amplification conditions employed in multiplex and individual PCR assays for characterizing DEC strains analysed in

this study
Amplicon

Target gene (product/related DEC pathotype) Primers sequences (5'-3') Amplification conditions size Reference

stx1 (Shiga toxin type I/STEC) ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC 95°C 5, 95 °C 40", 58 °C 1/, 188 [13]
AGAACGCCCACTGAGATCATC 72°C 2’ (40 cycles)

stx2 (Shiga toxin type 11//STEC) GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 255
TCGCCAGTTATCTGACATTCTG

eae (intimin/STEC and EPEC) GACCCGGCACAAGCATAAGC 384
CCACCTGCAGCAACAAGAGG

ipaH (protein associated with pINV plasmid/ CTCGGCACGTTTTAATAGTCTGG 917

EIEC) GTGGAGAGCTGAAGTTTCTCTGC

[tA (thermo-labile toxin/ETEC) GGCGACAGATTATACCGTGC 450
CGGTCTCTATATTCCCTGTT

stA (thermostable toxin/ETEC) ATTTTTMTTTCTGTATTRTCTT 190
CACCCGGTACARGCAGGATT

aatA (protein associated with an ATP-binding CTGGCGAAAGACTGTATCAT 630

cassette transporter system/EAEC) CAATGTATAGAAATCCGCTGTT

bfpA (Bfp fimbriae/EPEC) CAATGGTGCTTGCGCTTGCT 95°C 5,94 °C 1, 56 °C 2/, 72 °C 324
GCCGCTTTATCCAACCTGGT 1’ (30 cycles)

aggR (transcriptional virulence regulator/EAEC) CTAATTGTACAATCGATGTA 95°C5,94°C1,40°C1,72°C 308 [14]
ATGAAGTAATTCTTGAAT 1’ (30 cycles)

sth (human variant of ETEC thermostable toxin/ TTCACCTTTCCCTCAGGATG 95°C 5/, 94 °C 30”, 52 °C 30", 120 [15]

ETEC) CTATTCATGCTTTCAGGACCA 72°C 1’ (35 cycles)

stp (porcine variant of ETEC thermostable toxin/ TCTTTCCCCTCTTTTAGTCAG 166

ETEC) ACAGGCAGGATTACAACAAAG

serogroups of these two bacteria in serological tests, all the strains
positive for ipaH gene in PCR assays were submitted to an extended
biochemical profiling [18]. Only strains positive for citrate, mucate
and sodium acetate utilization were considered as EIEC.

Serotyping

Strains classified in any of the DEC pathotypes investigated by
PCR were O:H serotyped by tube agglutination assays [18]
employing absorbed somatic (01-O188) and flagellar antisera
(H1-H56) produced at IAL. Non-motile ETEC strains of sero-
group O6 were subjected to PCR-RFLP in order to identify the
allelic forms of their fliC genes [19].

Cytotoxicity assays

Strains harbouring stx genes were confirmed as STEC in cytotoxic
assays employing cultured Vero cells [20].

Statistical analyses

The % test was employed to test the hypothesis that the distribu-
tion of each pathotype was not homogeneous among the distinct
age groups of patients. The analysis was performed with SAS 9.3
(SAS Institute, Cary, NC). P-value of <0.05 was considered to
indicate statistically significant differences.

Results and discussion

DEC strains are considered major aetiological agents of diarrhoeal
diseases in Brazil, and worldwide [1, 10, 21]. Nevertheless,
updated information on DEC circulation in Brazilian settings is

not currently available. Patterns in the circulation of diarrhoea-
genic pathotypes and serotypes tend to change over time and
may vary between different countries. Therefore, the primary
aim of this study was to describe the occurrence of pathotypes
and serotypes of DEC isolated from sporadic and outbreak
cases of acute diarrhoea and HUS, during a period of 6 years of
active epidemiological surveillance, performed in different
Brazilian states. However, among diarrhoeagenic eae-harbouring
E. coli-like colonies, we identified 10 E. albertii isolates, and the
objective of this study was extended to encompass the analysis
of such isolates.

A total of 693 (13.7%) cases were positive for DEC or E. alber-
tii. DEC strains representing one of the five major pathotypes
were detected as the sole enteric pathogen in 683 (13.5%) cases.
E. albertii could be found in 10 (0.2%) of the total cases. The fre-
quency of DEC strains reported in the present study is similar to
previously reported data for China and Nigeria [22, 23], but lower
than that reported in Mexico [24]. However, the real prevalence of
DEC in Brazil could be greater, since in a large number of diar-
rhoeal cases reported, including outbreaks, the aetiologic agents
are not identified due to insufficient epidemiological investigation
or technical limitations. The reliable classification of DEC into
distinct pathotypes requires the use of molecular tools. Since
many local public health laboratories in Brazil are not adequately
equipped to perform molecular techniques, most DEC infections
are probably missed.

Figure la shows the distribution of the different DEC patho-
types among positive DEC strains in this study. The most frequent
pathotype was EPEC, found in 359 (52.6%) of the positive DEC
cases, followed by EAEC present in 222 (32.5%) of the cases.
ETEC, EIEC and STEC were identified in 43 (6.3%), 30 (4.4%)
and 29 (4.2%) of the positive cases, respectively. By comparing
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Fig. 1. (a) Pathotypes among 683 cases of enteric infection caused by diarrhoeagenic
Escherichia coli (DEC) in Brazil during the years of 2011-2016. (b) Occurrence of
pathotypes in different age groups of patients affected by DEC strains in Brazil during
the years of 2011-2016.

current results with studies conducted earlier in Brazil, two import-
ant differences were noticed: in prior years, EAEC strains were
found to be more frequent than EPEC [10, 21], but presently,
the occurrence of EPEC was higher than EAEC. In addition,
according to previous reports, STEC and EIEC pathotypes were
not found or were rarely diagnosed in cases of diarrhoea [10]. In
this study, however, both pathotypes were found, albeit at lower fre-
quencies compared with EPEC and EAEC. Our findings support
the suggestion that there was a shift in the pattern of circulation
of EAEC and EPEC strains in Brazil in recent years. Previously,
EAEC were most common but EPEC have become predominant.
However, the differences between the results of this study and earl-
ier Brazilian studies may be due to the focus of earlier studies on
specific regions and on children under 5 years of age [10]. So,
the data they provided regarding the circulation of DEC pathotypes
although useful could have been biased by local factors.

Figure 1b shows the age distribution for all DEC-positive sam-
ples collected from Brazilian patients ranging from 3 months to
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96 years old. Most (370; 54%) of the DEC strains were isolated
from individuals aged up to 5 years old. However, an analysis
of the occurrence of the different pathotypes by age groups
showed some differences regarding individual pathotypes. Most
EPEC, EAEC and STEC strains were isolated from patients aged
<5 years old, whereas most EIEC strains occurred among those
aged >10 years old (22; 73%). ETEC infections occurred almost
equally in children and adults, being found in 22 (51%) of cases
involving children younger than 5 years old and in 21 (49%)
cases of individuals older than 10. This pathotype did not occur
in subjects older than 60. Statistical analyses demonstrated that
DEC pathotypes were not equally distributed among the distinct
age categories (P < 0.001), with the exception of ETEC, which was
equally distributed between the two age groups from which this
pathotype was isolated (P> 0.05). Enteric infections affecting
young children may have serious negative consequences, so in
most studies [1], including studies performed in Brazil [10, 21],
this population is preferentially targeted. There is evidence that
frequent and persistent infections due to DEC can lead to impair-
ments in physical and cognitive development [25]. Moreover, age
is a risk factor for HUS development after STEC infections, and
children <5 years old are considered to be at greater risk [26].
The two laboratory-confirmed HUS cases in this study involved
patients aged <5 years. Therefore, considering that infectious diar-
rhoea more often affects young children, and can also be more
detrimental to them, we advise that this group of patients must
receive priority for diagnosis and intervention measures.

All the identified EPEC strains of this study, except one, were
classified as atypical (aEPEC), as they lacked bfp gene. The only
typical (tEPEC) we found was a strain belonging to serotype
0157:H39, isolated in 2011 from a child. Since the original
description of EPEC in the middle of 1940s [27], tEPEC was
the leading cause of childhood diarrhoea. However, in the
1990s, for undetermined reasons, a decline in the incidence of
tEPEC was observed worldwide with concomitant rise in the inci-
dence of aEPEC [28, 29], which is nowadays by far more prevalent
than tEPEC in many locations. This trend has also been observed
in Brazil [29], however, care should be taken in analysing this
phenomena, as previously the identification of EPEC was based
solely in serogroup determination and the presence of bfp gene
was not routinely sought. Atypical EPEC infections affect both
children and adults, and have been linked to acute, persistent
and outbreaks of diarrhoeal diseases in several countries, includ-
ing Brazil [12].

Among the aEPEC strains of this study, 86 serogroups were
identified and their association with distinct flagellar antigens
resulted in 96 different serotypes. The diversity of serogroups
and serotypes found among aEPEC strains in our study is
shown in Table 2. As it can be noted, no predominant serotype
was identified in the period analysed, although some specific
ones like O126:H19 and O33:H34 were found more often than
the others. Moreover, we also observed the presence of serotypes
as O145:HNM, O055:H7, O63:H6 and O26:H11/HNM that are fre-
quently associated with STEC pathotype, raising the speculation
that these aEPEC could actually represent strains that were origin-
ally STEC before loss of stx genes, which are bacteriophage-borne
[30]. There were serotypes such as O39:HNM that have already
been linked with EPEC diarrhoeal outbreaks [31]. Serotype O2:
H16 in particular has been reported as an agent of aEPEC out-
breaks in Brazil [12]. The finding of a great diversity of serotypes
among aEPEC in this study is in agreement with other studies
[32], demonstrating the heterogeneous nature of aEPEC in terms
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Table 2. O:H antigenic types (serotypes) found among 683 DEC strains isolated between 2011 and 2016 in Brazil

DEC pathotype (total)

Serotypes (no. of isolates)

EPEC (359)

02:H16 (6); 02:H40 (1); 02:H49 (1); 02:HNM (1); 03:H38 (2); 04:HNM (1); O7:HNM (1); O8:H10 (1); O8:H19 (1); O11:H2 (1); O11:H49
(1); 021:H21 (5); 022:H2 (1); 023:HNM (1); 025:HNM (1); 026:H11 (4); 026:H6 (1); 026:H8 (1); 026:HNM (4); 033:H34 (11); 034:H4
(2); 034:HNM (1); 035:H19 (5); 037:H45 (1); O37:HNM (3); 039:H9 (2); 043:H2 (1); 045:HNM (3); 049:H10 (6); 049:H16 (1); 049:H9
(1); O49:HNM (2); 051:H40 (4); O51:HNM (2); O55:H7 (7); 056:H6 (2); 063:H40 (1); 063:H6 (6); 063:HNM (2); 066:H21 (1); O70:H40
(2); O70:H8 (1); O71:H19 (2); O71:H49 (3); OT1:HNM (2); O73:H18 (1); O76:H10 (1); OT6:HNM (1); O79:H2 (1); 080:H2 (2); O81:H31 (1);
085:H4 (2); 086:H18 (1); 086:H21 (1); 086:HNM (1); O87:H10 (1); 088:H25 (5); 088:H8 (3); O88:HNM (5); O88:HNT (1); 091:H23 (3);
096:H7 (2); 098:HNM (1); 0101:H33 (1); 0101:HNM (1); 0102:H19 (1); 0103:H4 (2); 0106:HNM (1); 0107:H40 (1); 0108:H21 (2); 0108:
H9 (2); 0108:HNM (2); 0109:H21 (6); 0109:H23 (2); 0109:H25 (1); O109:HNT (1); 0111:H38 (1); O111:H8 (2); 0112:H19 (2); 0113:H19
(1); 0114:HNM (3); O115:H38 (1); O117:HNM (1); O118:HNT (2); O118:HR (3); 0119:H21 (1); O119:HNM (2); 0121:HNM (1); 0123:H19
(6); 0123:HNM (2); 0124:H4 (2); 0125:H5 (1); 0125:H6 (1); 0126:H19 (12); 0127:H21 (2); 0127:H40 (3); O127:H45 (1); 0128:H2 (2);
0129:H11 (1); 0131:H46 (2); 0132:H34 (3); 0132:H6 (1); 0132:H8 (1); 0133:HNM (1); 0136:HNM (1); 0137:H6 (3); 0142:H34 (2); 0144:
HNM (1); 0145:H34 (5); O145:HNM (7); O145:HNT (1); 0145:HR (1); 0146:H21 (1); O15:H1 (1); O153:H12 (1); 0153:H21 (1); 0153:H31
(1); 0153:H7 (2); 0156:H1 (3); 0157:H16 (4); 0157:H39? (1); O157:HNM (1); 0160:H14 (1); 0160:H19 (3); 0161:H19 (3); 0162:H33 (1);
0165:H9 (1); 0170:H49 (1); O177:H9 (2); O177:HNM (1); O177:HNM (1); 0179:H31 (1); O180:HNM (3); 0181:H18 (1); O181:HNM (1);
ONT:H10 (2); ONT:H11 (1); ONT:H19 (5); ONT:H2 (1); ONT:H21 (7); ONT:H23 (1); ONT:H30 (1); ONT:H4 (3); ONT:H40 (4); ONT:H43 (1);
ONT:H49 (2); ONT:H5 (1); ONT:H6 (5); ONT:H8 (1); ONT:H9 (1); ONT:HNM (7); ONT:HNT (5); ONT:HR (1); OR:H1 (1); OR:H10 (2); OR:
H16 (2); OR:H19 (5); OR:H21 (4); OR:H23 (1); OR:H25 (1); OR:H31 (1); OR:H33 (3); OR:H4 (2); OR:H40 (1); OR:H49 (1); OR:HNM (2); OR:
HR (1)

EAEC Typical

(187)

03:H2 (3); 05:H10 (2); 09:H10 (3); O11:H18 (1); O15:H18 (4); 015:H2 (9); 020:H30 (1); 021:H2 (4); 025:H4 (1); 0O38:H25 (2); 039:H9
(1); 044:H18 (2); 055:H21 (1); 059:H19 (2); O59:HNM (2); 068:H1 (1); O73:H1 (4); O73:H18 (4); O73:H33 (1); O73:HNM (1); 082:H10
(1); O84:HNM (1); 086:H2 (4); 099:H4 (1); 099:H6 (3); 0104:H4 (3); 0106:H18 (1); 0106:HNM (1); 0114:H10 (1); 0131:H25 (1); 0138:
H48 (1); 0153:H2 (9); 0153:H28 (1); 0153:HNM (2); 0155:H19 (2); 0168:HNM (4); 0175:H23 (1); 0175:H28 (11); 0176:H33 (5); O176:
H34 (1); 0179:HNM (1); 0181:H28 (2); ONT:H1 (2); ONT:H10 (16); ONT:H18 (3); ONT:H2 (2); ONT:H21 (2); ONT:H33 (1); ONT:H4 (2);
ONT:H9 (1); ONT:HNM (9); OR:H1 (1); OR:H10 (2); OR:H17 (1); OR:H18 (7); OR:H2 (10); OR:H21 (1); OR:H25 (2); OR:H33 (1); OR:H4 (2);
OR:H6 (1); OR:HNM (15)

Atypical
(35)

011:H18 (1); 015:H2 (1); 038:H25 (1); 043:H2 (1); 055:H25 (2); O70:H8 (1); 073:H18 (1); 080:H10 (3); 081:H27 (1); O139:H19 (1);
0170:H49 (1); 0175:H28 (1); ONT:H32 (2); ONT:H33 (1); ONT:HNM (2); OR:H10 (3); OR:H2 (1); OR:H21 (1); OR:H25 (2); OR:H33 (3); OR:
H35 (2); OR:H45 (1); OR:HNM (2)

STEC (29)

08:H19 (1); 024:H4 (1); 026:H11 (1); O71:H8 (1); 091:H14 (1); O100:HNM (1); 0103:HNM (1); O111:H11 (1); O111:H8 (2); O111:HNM
(4); O118:H16 (1); 0123:H2 (1); 0123:HNM (3); O145:HNM (1); 0153:H21 (1); 0153:H7 (1); O157:H7 (2); O177:HNM (1); O178:H19 (1);
ONT:H19 (1); ONT:H46 (1); OR:HNM (1)

ETEC (43)

06:H16 (22); 06:HNM (3); 025:HNM (6); 064:H21 (1);0109:H19 (1); 0159:H17 (1); 0159:H21 (1); 0165:H15 (1); 0166:H15 (2); ONT:H10
(1); ONT:H2 (1); ONT:H8 (1); ONT:HNM (1); OR:H31 (1)

EIEC (30)

02:HNM (1); 018:H31 (1); 0121:HNM (7); 0124:H30 (4); 0124:HNM (2); 0132:H21 (8); 0132:HNM (1); O135:HNM (1); O144:HNM (3);
ONT:HNM (2)

OR, O rough; ONT, O non-typeable; HNM, H non-motile; HNT, H non-typeable.

*Typical EPEC (bfp+).

of antigenic and virulence features. It has been suggested that not
all aEPEC strains are in fact pathogenic and many human subjects
can be asymptomatic carriers of the bacteria [4]. Currently, we
cannot determine whether all the aEPEC serotypes circulating
in our settings are indeed relevant in clinical and epidemiological
terms. However, it is important to continue monitoring aEPEC
strains and to employ whole genome sequencing approaches to
uncover the most virulent and potentially epidemic clones in
order to clarify questions regarding aEPEC virulence potential.

In our analysis, strains carrying aggR gene, thus classified as
typical EAEC, were 84% (187/222) of the total of EAEC-positive
strains, while 16% (35/222) of the EAEC in this study were atyp-
ical and lacked the gene. These findings are similar to previous
reports that the majority of the EAEC strains linked to enteric ill-
ness harbour aggR [33]. As the aggR gene product regulates the
expression of most of the currently identified virulence factors
of EAEC, in some studies, it is suggested that only typical
EAEC are pathogenic for humans [3]. However, there has been
a report implicating atypical EAEC with diarrhoeal cases [34].
The fact that in this study we did not find any other bacterial
or viral enteropathogens in samples positive for atypical EAEC
corroborates this previous report and is evidence for a role for
atypical EAEC in enteric illness.

EAEC strains in this study included 42 distinct O:H serotypes, 35
of them associated with typical isolates and 12 associated with atyp-
ical EAEC (Table 2). Serotypes O11:H18, O15:H2, O175:H28, O38:
H25, 073:H18 were common to both typical and atypical strains,
and one can speculate that these aEAEC belonging to these serotypes
of typical EAEC could have lost aggR-bearing plasmid. Serotypes
0175:H28, O15:H2 and O153:H2 were more commonly found
among typical EAEC. However, the majority of the EAEC strains
of this study, irrespective of the fact they were typical or atypical,
could not have their O antigens determined due to roughness or
absence of antisera reactivity. The self-agglutinating nature of
EAEC strains together with serotype diversity [35, 36] limits the
use of serological techniques in outbreaks tracing and laboratory sur-
veillance. Nevertheless, some interesting findings regarding anti-
genic features of EAEC of this study could be observed. The H2
antigen was frequently associated with typical EAEC. Some of the
serotypes found in this study have been reported in other studies
conducted in Brazil, but serotypes O175:H28 and O15:H2 were
not previously reported, though they were the most common sero-
types found in the period of this study [37, 38]. Strains of serogroup
015 with H18 antigen had been reported previously in Brazil as
atypical EAEC [37]. In this study, O15 serogroup was found in com-
bination with H2 flagellar type and mostly among typical EAEC.



ETEC is a major cause of moderate-to-severe diarrhoea in
developing countries especially in Asia [39].This pathotype is
also an important enteric pathogen in South America and earlier
studies in Brazil have reported ETEC infections, including out-
breaks, in different regions [10, 21, 40]. In the present study,
ETEC was isolated in 43 (6.3%) of the total of diarrhoeal cases
analysed. Our results confirm that although less frequent than
other DEC pathotypes such as EPEC and EAEC, ETEC are still
responsible for causing enteric illness in our country, and must
therefore continue to be considered in the list of enteric pathogens
to be sought for the diagnosis of diarrhoeal diseases. In this study,
we found the profile /t+/st+ as the most common toxigenic geno-
type among ETEC-positive isolates, being present in 56% (24/43)
of these strains, while 44% (19/43) of the strains harboured only
LT enterotoxin-related gene It. None of the strains studied carried
st gene alone. It has been reported that st or st/lt carrying ETEC
strains, rather than It only harbouring ETEC, are more often
associated with moderate-to-severe diarrhoea and a higher risk
of death in young children [1]. In the st+ isolates, st;, gene variant
was carried by 21 strains, while only one strain possessed the st,
variant. ST enterotoxin variants STh and STp can both induce
diarrhoea in humans; however, the human variant is considered
to be more relevant in clinical terms due to its higher prevalence
when compared with STp [41]. Three ETEC strains did not give
any result in relation to the st gene variants searched. No informa-
tion regarding the toxigenic profiles of ETEC isolated previously
in Brazil is available; therefore, our findings although derived
from a small number of strains are the only data available on
this topic. Examination of the 43 ETEC isolates for O:H antigens
demonstrated the occurrence of 14 distinct serotypes (Table 2).
However, 25 (58%) of these strains belonged to the single serotype
06:H16, including 22 motile strains (H16 antigens expressed) and
three non-motile strains (H16 type was determined by PCR-RFPL
analysis of fliC genes). ETEC of serotype O6:H16 is of worldwide
occurrence, being one of the most common serotypes associated
with ETEC infections in humans [2].

All the strains positive for stx genes in this study were pheno-
typically confirmed as STEC in Vero cell cytotoxic assays. We had
19 strains (65.5%) carrying stx1, while nine (31%) carried only
stx2 and one strain carried both stx1 and stx2 (Table 3).
Previous studies characterizing STEC of clinical origin in Brazil
have also reported that most of the isolates harboured only stx1
and were from cases of acute non-complicated diarrhoea [42].
Subtyping of stx genes revealed that stxla allele was carried by
all the stx1-positive strains, except one that had stx1d (Table 3).
In relation to stx2 subtypes, we encountered the allele 2a in asso-
ciation with 2c, 2d or 2e in five of the stx2-positive STEC, while
subtypes 2c and 2e were found alone in four strains (Table 3).
Subtypes 2b and 2g were not present. Stx2 and subtypes 2a, 2c
and 2d are more often linked with complicated STEC infections
and their association with some specific O serogroups and adher-
ence factors can be a predictor of greater probability of HUS [43-
45]. In this study, we were able to demonstrate that these three
most problematic stx2 subtypes were found in most of stx2-posi-
tive strains. However, STEC strains producing Stx1 can also cause
HUS [45], so the possibility that stxla-bearing Brazilian isolates
can be responsible for more complicated infections exist and for
this reason they must be carefully monitored.

Twenty (69%) of the STEC strains herein analysed possessed
eae gene, while nine strains (31%) lacked this marker (Table 3).
This indicates that the majority of the human STEC infections
in Brazil, in the period covering this study, were caused by strains
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dotted with the potential ability to express both Shiga toxin and
A/E phenotypes. The potential to form A/E lesions by STEC
isolates is regarded as an additional risk factor in the clinical out-
come of STEC diseases, as there is a higher risk of HUS develop-
ment [9]. In fact, most of the HUS cases registered in Brazil [46]
including the two cases analysed in this study were caused by
strains carrying stx2 and eae. In this study, STEC strains fell
into 15 distinct serotypes (Table 2), and included serotypes of
major epidemiological importance such as O157:H7, O111:H8/
NM, O26:H11, O145:HNM, O103:HNM, as well as serotypes
which have been implicated in human disease, but isolated less
frequently [47]. The most frequent serotype presently observed
was O111:H8. The same situation was observed in prior years
in Brazil where STEC O111 was the most frequent serogroup
encountered in human diseases [42]. By comparing the present
results with data about STEC serotypes in Brazil spanning the
period of 1979-2004, we could note that the diversity of serotypes
detected in this study was greater than that observed before. This
may be indicative of the efforts that have been made in Brazil to
increase the detection of STEC pathogens by employing molecu-
lar approaches targeting stx genes, instead of serogroup-based
screening by immunological methods, which were largely per-
formed in the past. This change in methodology must continue
and should be implemented in the largest possible number of
laboratories in Brazil, for the benefit of future surveys addressing
STEC infection epidemiology.

Studies describing the occurrence and markers for EIEC circu-
lation are scarce. This is due to the fact that EIEC differentiation
from Shigella is often problematic as these two bacteria are closely
related and almost identical in terms of genetic contents.
Additionally, surface antigens of EIEC and Shigella cross-react,
so serological tests may not be a suitable option. In fact, there
is evidence from phylogenetic studies demonstrating that EIEC
strains represent intermediate forms in the evolution from com-
mensal E. coli to Shigella [48]. Differentiation among EIEC and
Shigella is possible only through extensive biochemical profiling
which can be performed solely in reference laboratories. As a con-
sequence, EIEC strains are under-represented in most epidemio-
logical surveys. Therefore, EIEC contribution to the burden of
DEC infections is largely overlooked. In this study, phenotypically
confirmed EIEC corresponded to 4.4% of DEC strains, showing
that this pathotype has a role in community-acquired diarrhoea
in Brazil. Serogroups 0132, O121 and O124 were the most com-
mon, being present in 9/30 (30%), 7/30 (23%) and 6/30 (20%) of
strains, respectively, and serotype O132:H21 was the most fre-
quent. Serogroups O121 and O124 are among the most com-
monly reported among EIEC strains [2], and in this sense, our
results only partially agree with previous reports, as in this
study the O132 serogroup was the most prevalent. EIEC outbreaks
have been reported in other countries [49] and we are currently
performing PFGE typing to assess the genetic relatedness
among strains of the same serotype isolated in this study.

Ten of the eae-harbouring strains, which had been previously
identified in our routine laboratory testing as EPEC, were actually
found to be E. albertii. The recognition of E. albertii is challenging
in that with few exceptions their biochemical profile and most of
the virulence markers resemble DEC pathotypes EPEC and STEC.
Only recently genomic approaches have allowed accurate discrim-
ination, reallocating these strains to another taxonomic position
[50]. This is the first report on the occurrence of E. albertii
from active surveillance of foodborne diseases in Brazil. The
majority of the E. albertii were untypeable or rough regarding
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Table 3. Serotypes and stx genotypes among 29 STEC strains recovered from human infections in Brazil from 2011 to 2016

Strain Year of isolation Serotype stx genotype Presence of eae Clinical condition
179/11 2011 OR:HNM 2c + AD
61/12 2012 0100:HNM 2e - AD
75/12 0111:HNM l1a,2a + AD
169/12 O177:HNM 2c + AD
343/12 0153:H21 la = AD
359/12 0111:H8 la ¥ AD
611/12 Ol111:HNM la + AD
340/13 2013 0157:H7 2a,2c + HUS
377/13 024:H4 la - AD
423/13 0118:H16 la + AD
444/13 0103:HNM la + AD
502/13 O111:H8 la + AD
605/13 071:H8 la W AD
438/14 2014 Ol11:H11 la + AD
504/14 0145:HNM la ¥ AD
544/14 0153:H7 1d = AD
579/14 0123:HNM la ¥ AD
589/14 091:H14 la = AD
672/14 08:H19 2a,2d = AD
P059-9/14 026:H11 la + BD
302/15 2015 ONT:H46 2a,2d - AD
516/15 0123:H2 la + AD
768/15 O111:HNM la + AD
831/15 0157:H7 2a,2c + HUS
927/15 0123:HNM la + AD
P001/15 ONT:H19 2a, 2e - AD
254/16 2016 0123:HNM la + AD
583/16 0178:H19 2c - AD
811/16 O111:HNM la + AD

AD, acute diarrhoea; BD, bloody diarrhoea; HUS, haemolytic uremic syndrome.

their somatic antigens, and were non-motile, so their O:H sero-
types could not be identified. This is in agreement with previous
reports of the antigenic untypeability of E. albertii strains [51]. It
is worth mentioning that there is no specific typing scheme for
E. albertii and attempts to determine their somatic and flagellar
antigens usually employ antisera produced against E. coli strains.
This suggests that E. albertii O and H antigens may have distinct
characteristics in relation to E. coli antigens. However, there were
two exceptions in this study, as two strains reacted with O113 E.
coli antisera, but were non-motile, rendering serotype O113:
HNM. One of the analysed E. albertii strains in this study was
positive for stx2f gene. Production of Stx2f by E. albertii strains
has been reported [7] and one can speculate about the potential
of these strains to cause more serious diseases. So far, E. albertii
appears to represent a small proportion of the diarrhoeagenic
strains circulating in Brazilian settings, but even so they must
receive attention in surveillance programmes in Brazil and

elsewhere, so that it will be possible to determine how their circu-
lation trends will evolve.

We attempted to draw a scenario for DEC strains occurrence
in comparison to prior years in Brazil, and with data from
other countries. Although several problems were faced, especially
related to logistical difficulties in sending bacterial isolates to ref-
erence laboratories for analysis, we believe the present study con-
tributes a useful ‘snapshot’ on the aetiology of diarrhoeal diseases
caused by DEC strains in our country. Certainly this will be very
important for future studies and considering intervention mea-
sures. The continuous epidemiological surveillance of food and
water transmissible diseases and characterization of DEC strains
associated with human infections is essential for the recognition
of new patterns of pathogen virulence and circulation. In this
regard, it is of paramount importance that public health and clin-
ical laboratories involved in infectious diseases diagnosis and sur-
veillance are capable of correctly recognizing DEC strains.
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