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RESUMO

Isolados de Escherichia coli uropatogénica podem possuir fatores especificos de viruléncia
como adesinas, proteases, toxinas, sistemas de captura de ferro e fatores protetores contra o
sistema imunologico, proporcionando maior capacidade de adaptacdo a novos ambientes e
colonizacdo, tornando-se o principal agente etiolégico das infec¢des do trato urinario. A relagéo
entre a resisténcia aos antimicrobianos e a viruléncia em cepas de E. coli, tem sido
documentada, sugerindo uma associacdo genética importante. O objetivo deste estudo foi
comparar a frequéncia dos principais fatores de viruléncia em UPEC sensiveis e
multirresistentes aos antimicrobianos. Foram estudadas 50 cepas de E. coli multirresistentes
(UPEC MDR), 50 cepas UPEC sensiveis aos antimicrobianas (UPEC ndo-MDR) e 52 amostras
de E. coli de microbiota de origem fecal. A pesquisa dos principais genes de viruléncia foi feita
por reacdo em cadeia da polimerase. Foram investigados 15 genes de viruléncia, nas cepas
UPEC MDR, os genes mais prevalentes foram: iutA (70,0%), traT (58,0%), fyuA (44,0%), tsh
(42,0%) e papC (32,0%). Os genes de vrulencia mais prevalentes nas cepas UPEC ndo-MDR
foram traT (68,0%), fyuA (68,0%), kpsll (58,0%), hlyA (58,0%), iutA (40,0%). Em cepas de
E. coli comensais foram detectados o0s genes cvaA (55,8%), fyuA (48,08%) e traT (32,7%).
Observou-se que as ilhas de patogenicidade estavam mais presentes na UPEC MDR, e que 0s
isolados patogénicos pertenciam principalmente ao grupo filogenético B2, diferente das cepas
comensais pertencentes aos grupos Bl e A. Os resultados dos testes fenotipicos mostraram
maior capacidade de invasdo (34%) nos isolados patogénicos em relacdo aos isolados
comensais (8%) além disso UPEC MDR é um forte produtor de biofilme em comparagdo com
UPEC n&o-MDR e E. coli comensal. Estudos que correlacionam resisténcia e viruléncia
favorecem uma melhor compreensdo da patogénese desses microrganismos. Por conseguinte,
estes dados confirmam que as amostras de UPEC multiresistentes podem ser mais virulentas
do que as cepas UPEC ndo-MDR e E. coli comensais, alertando para o perigo da disseminacgéo
destas cepas e reforcando a importancia da caracterizacao da resisténcia e viruléncia da UPEC.

Palavras-chave: fatores de viruléncia (VFs); ilhas de patogenicidade; resisténcia aos
antimicrobianos; biofilme bacterinao; invasao bacteriana.



ABSHANA, L. P. Comparison of virulence factors of uropathogenic escherichia coli
sensitive and multiresistent to antimicrobials. Dissertation (Master in Microbiology). Center
of Biological Sciences. State University of Londrina. Londrina. 2017

ABSTRACT

Isolates of uropathogenic Escherichia coli may have specific virulence factors such as adhesins,
proteases, toxins, iron capture systems and protective factors against the immune system,
providing greater adaptability to new environments and colonization, becoming the main
etiological agent of urinary tract infections. The relationship between antimicrobial resistance
and virulence in E. coli strains has been documented, suggesting an important genetic
association. The objective of this study was to compare the frequency of the main virulence
factors in susceptible and multiresistant UPEC to antimicrobials. Fifty strains of multiresistant
E. coli (UPEC MDR), 50 antimicrobial susceptible strains (UPEC non-MDR) and 52 E. coli
samples of fecal microbiota were studied. The main virulence genes were investigated by
polymerase chain reaction. The most prevalent genes were: iutA (70.0%), traT (58.0%), fyuA
(44.0%), tsh (42.0%) and PapC (32.0%). The most prevalent virulence genes in the non-MDR
UPEC strains were traT (68.0%), fyuA (68.0%), kpsll (58.0%), hlyA (58.0%), iutA %). In E.
coli strains the cvaA (55.8%), fyuA (48.08%) and traT (32.7%) genes were detected. It was
observed that the pathogenicity islands were more present in the UPEC MDR, and that the
pathogenic isolates belonged mainly to phylogenetic group B2, different from the commensal
strains belonging to groups B1 and A. The results of the phenotypic tests showed a greater
capacity of invasion (34%) in pathogenic isolates compared to commensal isolates (8%) in
addition UPEC MDR is a strong producer of biofilm compared to UPEC non-MDR and E. coli
commensal. Studies that correlate resistance and virulence favor a better understanding of the
pathogenesis of these microorganisms. Therefore, these data confirm that multi-resistant UPEC
samples may be more virulent than non-MDR UPE and E. coli commensal strains, alerting to
the danger of dissemination of these strains and reinforcing the importance of the UPEC
resistance and virulence characterization.

Key words: virulence factors (\VFs); pathogenicity islands; multidrug resistance; phylogenetic
classification; bacterial biofilm; bacterial invasion.
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INTRODUCAO

Escherichia coli ¢ uma causa importante de infec¢bes de trato urinario (ITU),
sendo responsavel por 70-95% das ITUs na comunidade e aproximadamente 50% das
ITUs nosocomiais, representando, riscos associados a morbidade e mortalidade, além

elevados custos em saude.

As ITU recorrentes sdo especialmente probleméaticas em  muitos
individuos. Acredita-se que 0 reservatorio primario da UPEC seja o trato intestinal
humano e empregue diversos fatores de viruléncia para colonizar e infectar o trato

urinario de forma ascendente.

Isolados de UPEC apresentam uma consideravel diversidade do genoma e
possuem uma ampla gama de fatores associados a viruléncia incluindo toxinas, adesinas,
invasinas e sistemas de protecdo contra o sistema imune. Estes fatores sdo frequentemente
codificados por ilhas de patogenicidade ou por meio de elementos genéticos moveis como
plasmideos, transposons ou integrons, que contribuem na disseminacdo dos genes de
resisténcia aos antibidticos e genes de viruléncia. A presenca de varios genes de viruléncia
esta relacionado a patogenicidade de UPEC, porem seus niveis de expressdo podem variar

entre isolados patogénicos e ndo patogénicos.

Varios estudos de vigilancia realizados no mundo mostraram resisténcia crescente
aos antibioticos de primeira linha, incluindo cefalosporinas, fluoroquinolonas e
sulfametoxazol-trimetoprim. Um exemplo de mecanismo que leva 0 microrganismo a ser
resistente a uma classe de antimicrobianos é a producdo de enzimas, como beta-
lactamases que atuam hidrolisando o anel beta-lactamico de penicilinas, cefalosporinas,
monobactamicos e carbapenémicos. Dentre as mais preocupantes devido a sua acao nos
beta-lactdmicos mais potentes, estdo a beta-lactamase de espectro estendido (ESBL),
beta-lactamase do tipo AmpC (mediadas por plasmideos), e Carbapenemases como a
Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC). A incidéncia das cepas resistentes aos
beta-lactdmicos nos ultimos anos tem aumentado, o que leva a maior morbidade e
mortalidade, aumento dos custos de cuidados com a saude e limitacdes nas opgdes

terapéuticas.

A importancia dos agentes patogénicos multirresistentes tem aumentado nos
ultimos anos, particularmente devido a emergéncia global de cepas hiper-virulentas e

resistentes aos antibioticos. Neste contexto, os isolados UPEC multirresistentes tornam o
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tratamento dificil e esta associado ao aumento dos custos com cuidados de saude e a

perdas econémicas significativas, tornando-se um problema grave para a salde publica

Numerosas controversias existem sobre a associagdo genética entre 0 mecanismo
de viruléncia e a resisténcia aos antimicrobianos, em relacdo aos patdgenos
multirresistentes. E frequentemente assumido que mais resisténcia aos antimicrobianos
significa maior viruléncia, porém alguns estudos revelam que a resisténcia aos
antibidticos esta significativamente associada a perda de genes de viruléncia.

Com o intuito de compreender essa relacéo, neste trabalho foram comparados 0s
principais fatores de viruléncia, a producdo de biofilme e avaliagdo da capacidade de
invasdo utilizando células HEp-2 em Escherichia coli Uropatogénica sensivel e

multirresistente aos antimicrobianos.
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REVISAO DE LITERATURA.

1.1 Escherichia coli

Escherichia coli € um bacilo Gram-negativo, da familia Enterobacteriaceae,
exibe uma consideravel versatilidade fisiologica e metabolica, incluindo variantes
comensais ndo patogénicas, que constituem parte da microbiota normal dos seres
humanos e outros animais. Estes isolados sdo adaptados para conviver de forma pacifica
com o hospedeiro e em condi¢bes normais ndo causam doenca no trato intestinal
(KOHLER; DOBRINDT, 2011). No entanto, podem adquirir fatores de viruléncia
especificos, conferindo uma maior capacidade de adaptacdo a novos nichos e permitindo
causar um amplo espectro de infeccdes. Os fatores de viruléncia sdo codificados por
elementos genéticos que quando mobilizados em diferentes cepas pode criar novas
combinac0es de fatores de viruléncia, permitindo que E. coli cause infeccBes entéricas e
extraintestinais em individuos saudaveis (KAPER et al., 2004). De fato, as pressdes
seletivas nos habitats de E. coli comensal podem promover a emergéncia de fatores de
viruléncia e resisténcia a antibioticos (TENAILLON et al., 2010; DOBRINDT, 2011).

Existem diversas variantes patogénicas que causam infecgcOes intestinais,
conhecidas como E. coli diarreiogénica ou DEC, ou extraintestinais chamadas de E. coli
patogénica extraintestinal (EXPEC), que acometem seres humanos e outros animais
(KAPER et al., 2004; KOHLER; DOBRINDT, 2011).

DEC pode ser classificada em diferentes pat6tipos, de acordo com o0s
determinantes genéticos de viruléncia, sindromes clinicas, sorotipos O e H, aspectos
epidemioldgicos, mecanismos de patogenicidade e tipos de interacdo com as células
epiteliais intestinais. Os principais pat6tipos sdo: E. coli Enterotoxigénica (ETEC), E.
coli Enteroinvasiva (EIEC), E. coli Enteropatogénica (EPEC), E. coli produtora de
toxina shiga (STEC), E. coli Enteroagregativa (EAEC), E. coli de aderéncia difusa
(DAEC), E. coli aderente invasiva (AIEC) associado com a doenca de Crohn e finalmente
E. coli Enteroagregativa que produz a toxina de Shiga (STEAEC) (CLEMENTS et al.,
2012).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1438422111000920
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1438422111000920
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1438422111000920
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1438422111000920
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1438422111000920
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Clements%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22555463
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Clements%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22555463
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Os fatores de viruléncia afetam uma ampla variedade de processos celulares e
desempenham um papel decisivo na patogénese dos diferentes patdtipos de E. coli
(KAPER et al., 2004; MORIEL et al., 2010).

E. coli patogénica extraintestinal (EXPEC), esta associada a diversas doencas
sisttmicas ou localizadas. Em humanos, EXPEC causa infec¢Ges do trato urinério,
pneumonias, meningites, sepse, entre outras, (RUSSO; JOHNSON, 2000). EXPEC
também causa doencas sistémicas em aves (NAKAZATO et al., 2009) e infec¢bes no
trato urinario de cées e gatos. A denominacdo dos tipos de EXPEC reflete o sitio de
isolamento desse microrganismo, dessa forma, os isolados de infeccdo urinaria sdo
chamados de E. coli uropatogénicas (UPEC), os de meningite de neonatos sdo conhecidos
como E. coli associadas a meningite neonatal (MNEC), os de sepse E. coli associada a
sepse (SePEC), isolados de aves com colibacilose sdo denominados de E. coli patogénica
aviaria (APEC). Dois novos subgrupos patogénicos tém sido descritos, E. coli patogénica
mamaria (MPEC) e E. coli patogénica endometrial (EnPEC) (KOHLER; DOBRINDT,
2011).

1.2 Escherichia coli Uropatogénica

As infec¢des do trato urinario (ITUs) sdo as infeccoes mais frequentes nos seres
humanos em todas as idades, sendo Escherichia coli responsavel por 70-95% das ITUs
na comunidade (LEE et al., 2016; FOXMAN, 2010). Nos Estados Unidos, as ITUs se
associam com 1,7 milhdes de visitas a urgéncias e 470.000 hospitaliza¢des, com um custo
estimado de 3,5 bilhGes de dolares (SUBASHCHANDRABOSE; MOBLEY, 2015). De
acordo com Gongalves e colaboradores (2016), ha evidéncias preocupantes do potencial
de disseminacdo de UPEC multirresistente entre a infeccdo urindria adquirida na

comunidade no Brasil.

A incidéncia de ITU é cerca de quatro vezes maior em mulheres do que em
homens e essa diferenca é atribuida principalmente ao menor comprimento da uretra e a
distancia entre o anus e abertura uretral em mulheres (MITTAL et al., 2015). Além disso
a atividade sexual € o principal fator de risco relatado em pacientes com ITU néo
complicada. Em teoria uma de cada duas mulheres adultas sera afetada por cistite durante
a sua vida e ha um risco de 25 % para o desenvolvimento de UTI recorrente no préximo
ano (SUBASHCHANDRABOSE; MOBLEY, 2015).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1438422111000920
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1438422111000920
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UPEC origina-se principalmente das fezes do propio hospedeiro. Apos a
colonizagdo uretral, migra através do trato urinario para atingir a bexiga e os rins, onde a
invasdo tecidual resulta nas sindromes clinicas de cistite e pielonefrite, respectivamente.
As proteinas expressas na superficie externa destes isolados asseguram a colonizacéo bem
sucedida do trato urinario através da ligacdo com as celulas epiteliais. Essas infec¢des se
destacam além da frequéncia, pela possibilidade de evoluirem para casos graves, como
lesdo renal e sepse, acarretando em aumento de indices de morbidade e elevados custos
ao sistema de salde principalmente em paises em desenvolvimento (DALE;
WOODFORD, 2015).

UPEC utiliza numerosos fatores de viruléncia que permitem aderir, adquirir
nutrientes, invadir e evadir do sistema imune do hospedeiro, causando-lhes injarias
teciduais e estimulando a resposta inflamatéria (DALE; WOODFORD, 2015; ZHAO et
al., 2009; SUBASHCHANDRABOSE; MOBLEY, 2015).

1.3 Fatores de viruléncia de UPEC

Os genes responsaveis pela codificacdo de fatores de viruléncia podem estar no
cromossomo bacteriano, onde sdo usualmente localizados dentro de ilhas de
patogenicidade (PAIs), ou em plasmideos (JOHNSON; STELL, 2000% DALE;
WOODFORD, 2015).

A viruléncia de UPEC parece resultar da combinacdo de vérios fatores atuando
em diferentes niveis de processos fisiopatoldgicos, sendo classificados em cinco
categorias: adesinas que permitem aderir ao epitélio humano; invasinas e toxinas que
promovem passagem no intestino, trato urindrio e na corrente sanguinea; sistemas de
captura de ferro e, finalmente, os fatores de protecdo contra o sistema imunoldgico
(Tabela 1). Por apresentarem estas caracteristicas especiais, podem colonizar diferentes
sitios extraintestinais, sobreviver em ambientes com baixa concentracao de ferro, escapar
do sistema imune do hospedeiro, resistir as células de defesa e a atividade litica do soro,
invadir tecidos, além de produzir substancias citotoxicas como hemolisinas (RUSSO;
JOHNSON, 2003).

As evidéncias atuais sugerem que um Unico fator de viruléncia ndo torna um
isolado de UPEC capaz de causar doenca especifica. Sua patogenicidade esta relacionada
com a expressdo de varios genes, conferindo um potencial incomum em amostras
comensais (SABATE et al., 2006; DALE; WOODFORD, 2015). EXPEC possuem fatores
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de viruléncia necessarios para infeccOes extraintestinais, alguns desses sdo mais
especificos a determinados grupos, como tsh e plasmideo ColV em APEC, cépsula K1 de
NMEC e Sat em UPEC. O que proporciona uma forte evidéncia de que certo arsenal
genético é necessario para a aquisicdo e a expressao dos fatores de viruléncia
(MELLATA, 2013).

Dale e Woodford (2015) pesquisaram genes codificadores de fatores de viruléncia em
UPEC e demonstraram que pap, traT e hly foram mais prevalentes entre pacientes com
pielonefrite. Embora essas associagdes devam ser interpretadas com cautela, fornecem
evidéncias para apoiar a teoria de que os perfis destes fatores sao susceptiveis de estarem
associados com a propensdo de UPEC a causar doenca especifica no trato urinario.

A regulacdo da expressdo génica também € um aspecto importante na
manifestacdo da viruléncia das enterobactérias. Condi¢cdes ambientais como temperatura,
oferta de nutrientes e ferro sdo fundamentais para a expressao dos principais fatores de
viruléncia (BIDET et al., 2012).

TABELA 1: Principais fatores de viruléncia identificados em UPEC e seu papel na

patogénese.
ADESINAS Receptor Patogéneses
Fimbria P GbO4, GbO3 Adesdo a células
papG-papC (Gal (al- 4p)Gal) Infeccdo urinaria, pielonefrite
Fimbria tipol D- Manose Adesao a células
FimH Infeccdo urinaria, cistite
Meningite
ecpA Fimbria adesiva extracelular
Fimbria tipo S NeuNAc(a2- 3)Gal Adeséo a células
sfaS Infeccgdo urinaria, meningite
INVASINAS Receptor Patogéneses
IbeA Vimentine Invaséo das células endoteliais
TOXINAS Modo de Acéo Patogénese
Hemolisina a Responsaveis pela producdo de Lises de células renais, indugdo
hlyA hemolisina da secrecdo de IL6 e IL8.
hlyF
tsh hemaglutinina temperatura
sensivel
cnfl Ativacdo de GTPases Rho, Resisténcia a fagocitoses,
Rearranjo do citoesqueleto invasdo das celulas epiteliais.

.U recorrentes.
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CAPTURA DE Ligante Patogénese

Fe

iutA Receptores de sideroforo Infeccdo urinaria
aerobactina- Fe+++

iroN Receptores de  Salmoquelina- Infeccéo urinaria e meningite
Fe+++

fyuA Receptor de yersiniabactina

PROTECTINAS Modo de Agdo Patogénese

Capsule K1 Resisténcia ao complemento, Evasdo do sistema imune e
fagocitoses e  sobrevivéncia atravessa a barreira
intracelular. hematoencefélica.

traT Inibicdo da formacédo do complexo Sobrevive aos efeitos do soro
C5h6

ISs Resisténcia a 0 complemento Sobrevive aos efeitos do soro

cvaA Bacteriocina (Colicina V) Atua contra outras bactérias

ompT Resisténcia a protamine Resiste aos efeitos de peptideos
(peptideo antibacteriano ) antibacterianos

Codifica a producdo de proteina de
membrana externa.

Fonte: BIDET et al., 2012; BELANGER et al., 2011; JOHNSON et al., 2008; SANTOS
et al., 2009.

1.3.1 Adesinas

A colonizacdo dos tecidos do hospedeiro por agentes patogénicos bacterianos é
multifatorial envolvendo adesinas fimbriais e ndo fimbriais, que podem atuar ao mesmo
tempo ou em diferentes estagios durante a infeccio (SALDANA et al., 2009). Esses
fatores de viruléncia medeiam a agregacdo e o reconhecimento especifico do receptor da

célula hospedeira.

As fimbrias tipo 1 estdo presentes em mais de 80% das cepas de E. coli além de
outras espécies de enterobactérias. A subunidade protéica menor denominada FimH, liga-
se especificamente aos residuos de D-manose ligados a superficie de glicoproteinas da
membrana que revestem as células vaginais, perineais, da bexiga e enterdcitos e sua
expressao esta sob controle de um promotor localizado em um segmento de DNA de 314
pb, sendo responsavel pela invasdo bacteriana no tecido do hospedeiro, a FimA sem a
expressao da subunidade FimH ndo possui capacidade de aderéncia. Estudos recentes
demonstraram que determinadas variantes de FimH podem mediar contato inter-

bacteriano, estimulando a formacdo de biofilme, o que confere maior resisténcia
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bacteriana as defesas do hospedeiro e também contra a acdo de determinados
antimicrobianos (BIDET et al., 2012; SUBASHCHANDRABOSE; MOBLEY, 2015).

A fimbria tipo P é codificada pelo operon pap (pyelonepritis associated
adhesin), que compreende os genes: papA que codifica a subunidade maior do corpo da
fimbria; papE, papF e papG que codificam as subunidades menores; papH que ajuda na
fixacdo na célula; papC e papD que sdo responsaveis pela polimerizacéo e transporte dos
peptideos da fimbria (BIDET et al., 2012). Essa adesina reconhece glicopeptideos que
contém especificamente o dissacarideo a-D-galactose (1-4) B-D—galactose, envolvido em
diferentes infec¢Oes extraintestinais (RUIZ et al., 2002). Foi inicialmente encontrada em
amostras de E. coli que causam ITUs em humanos, e sendo responsavel pela aderéncia
bacteriana as células uroepiteliais, e esta envolvida no desenvolvimento de pielonefrite
(LE BOUGUENEC, 2005).

A fimbria E. coli pilus comum (ECP), é uma adesina extracelular codificada pelo
operon ecpRABCDE. Foi descrita em associacdo com meningite neonatal e sepses
(SALDANA et al., 2009). Novos estudos, no entanto, revelaram que o operon do ecp é
bastante conservado e distribuido em E. coli, tornando-o0 uma estrutura comum tanto em
amostras comensais como em amostras patogénicas. Além disso, esse gene é encontrado
em outras enterobactérias patogénicas que se desenvolvem no trato gastrointestinal e
urinario (GARNETT et al., 2012)

1.3.2 Invasao Bacteriana

O gene ibeA, codifica uma invasina com capacidade de atravessar a barreira
hematoencefalica, ligando-se a um receptor especifico presente na superficie das células
endoteliais do cérebro humano, identificado como vimentina (BIDET et al., 2012).
Descrita inicialmente em um isolado de E. coli associada a meningite em recém-nascidos
(NMEC) contribuindo para sua patologia. O gene da proteina de invasdo IbeA esta
localizado numa ilha genémica, GimA, que codifica uma proteina com papel importante
na invasdo de EXPEC (DERAKHSHANDEH et al., 2015).

1.3.3 Toxinas
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As toxinas sdo constituidas por diferentes proteinas, capazes de induzir alteragdes
na forma ou fungdo das células hospedeiras (SUBASHCHANDRABOSE; MOBLEY,
2015).

Isolados hemoliticos predominam em infecg¢Oes extraintestinais, tais como ITU,
peritonite, apendicite, sepses e meningite neonatal. A a-hemolisina (gene hly), conhecida
também como proteina formadora de poros na membrana de células eucariéticas, possui
capacidade de lisar eritrocitos, leucdcitos, fibroblastos e células uroepiteliais. A lise de
eritrocitos aumenta a disponibilidade do ion ferro para o microrganismo, e ocorre frente
a altas concentra¢Ges da a-hemolisina. Essa proteina, em baixas concentraces, € litica
para leucdcitos, mondcitos e linfocitos T periféricos. A sintese, a maturacao e a secrecdo
da a-hemolisina sdo determinadas pelo operon hlyCABD, que codifica as proteinas HIyA,
HIlyB, HlyC e HIyD, as quais estdo envolvidas na lise das células (ISLAND et al., 1998;
(SUBASHCHANDRABOSE; MOBLEY, 2015).

O gene hlyA tem sido frequentemente associado ao grupo filogenético B2 de
amostras de UPEC. Trabalhos como os de Zhao e colaboradores (2009) mostraram uma

frequéncia de 34%, relacionadas a esse grupo filogenético.

O gene hlyF é frequentemente encontrado em amostras de APEC por ser uma
hemolisina aviaria, e também ja foi encontrada em amostra de NMEC (PEIGNE et al.,
2009). Estudos como o de Skyberg e colaboradores (2008), mostram uma alta expressao
da hlyF nas amostras de E. coli, quando comparado a outros genes: iroN, iutA, cvaC e
tsh.

A hemaglutinina Tsh, codificada pelo gene tsh, foi isolada e caracterizada pela
primeira vez em amostra de APEC que causavam aerossaculite e colisepticemia em aves
(DOZOIS et al., 2000). Apresenta atividade mucinolitica em adicdo a atividade de
hemaglutinacdo. No entanto, seu papel em EXPEC tem sido questionado por alguns
autores, que comparam os fatores de viruléncia presentes em microbiota fecal e UPEC, e
encontraram o gene tsh em 63% de UPEC e em 33% de E. coli isolada de fezes. Esses
dados sugerem que o gene tsh faz parte do conjunto de genes de viruléncia presentes em
UPEC (HEIMER et al., 2004).

A toxina SAT é codificada por um Unico gene (sat). Essa toxina favorece a
passagem da bactéria a partir da barreira glomerular permitindo que atinja a circulacao

sanguinea do hospedeiro. Foi demonstrada na cepa uropatogénica CFT073, uma amostra
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prototipo de UPEC, isolada de sangue e urina de uma paciente com pielonefrite (BIDET
etal., 2012).

O Fator Necrosante Citotdxico 1 (CNF1) € uma toxina caracterizada por impedir
a divisdo celular, pertence & familia de toxinas que ativam GTPase atraves da
desaminacdo da glutamina 63 e 61, sua ativacdo induz a formacdo de fibras de estresse e
adesdo focal (RhoA) o que leva a um rearranjo do citoesqueleto, sendo o fator Rho
controle essencial na adesdo, mobilidade e morfologia celular. Estudos demostram que
essa toxina era citotoxica para células da linhagem HelLa (carcinoma uterino), pois causa
multinucleagdo em linhagens celulares e necrose em pele de coelho
(SUBASHCHANDRABOSE; MOBLEY, 2015).

O envolvimento de CNF1 na patologia humana €é sugerido pela sua elevada
prevaléncia em amostras isoladas de infec¢des urinérias, incluindo prostatite (60-70%)

em relacdo a sua baixa prevaléncia em isolados fecais (<10%) (BIDET et al., 2012).

1.3.4 Aquisicédo de ferro
A concentracdo de ferro € limitada em locais de infeccdo extraintestinal pois ndo
é um nutriente disponivel livremente, e fatores do hospedeiro, como proteinas quelantes
de ferro reduzem a sua disponibilidade. O ferro é elemento essencial para a bactéria por
interferir com numerosas fun¢es metabdlicas como transporte de oxigénio e transporte
de elétrons (BIDET et al., 2012).

A aquisicao de ferro € uma necessidade critica de patdgenos que se multiplicam
dentro de um hospedeiro (ANDREWS et al., 2003; RUSSO et al., 2002). As bactérias
patogénicas desenvolvem diversos mecanismos envolvidos na aquisicdo de ferro para
superar seu déficit, como a sintese de sider6foros, que sdo quelantes de ferro de sistemas
de captacdo de ferro de moléculas, como: grupo heme, transferrina e lactoferrina
(ANDREWS et al., 2003). A perda desses sistemas em bactérias patogénicas diminui
acentuadamente sua viruléncia demonstrando a correlacdo entre aquisicdo de ferro e
doencas infecciosas bacterianas. Fatores que envolvem a aquisicéo de ferro possuem uma
alta prevaléncia em isolados de UPEC (BELANGER et al., 2011).

A salmoquelina e a aerobactina sdo sideroforos produzidos em condicbes de

baixa disponibilidade de ferro nos fluidos corporeos e nos tecidos de vertebrados e tem
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como funcéo capturar ferro da transferrina (CAZA et al., 2011). Os genes que codificam
a aerobactina podem estar localizados, tanto no cromossomo bacteriano, como em
plasmideos. Este operon, iucABCD, é composto por quatro genes que codificam enzimas
necessarias para a sintese da aerobactina e um gene iutA, receptor de aerobactina. Esse
sideroforo é encontrado facilmente em isolados de pacientes com pielonefrite (73%),
cistite (49%) ou bacteremia (58%) e, também podem ser encontradas, em pacientes com
bacteritria assintomética (38%) ou em amostras fecais (41%), mostrando a maior
participacdo desse fator de viruléncia nas infeccdes extraintestinais, principalmente no
trato urinario (CAZA et al., 2011).

A salmoquelina, internalizada através do receptor iroN, é a forma glicosilada da
enterobactina, se encontra codificada pelos genes iroBCDEN e localiza-se no plasmideo
ColV ou ColBM. Utiliza 0 mesmo sistema de transporte ABC da enterobactina, FepCDG,
e sua presenca tem sido associada a viruléncia de UPEC, NMEC e APEC (CAZA et al.,
2011).

Além desses fatores de viruléncia, também pode ser encontrado a
yersiniabactina, relacionada com a captacdo de ferro, e originalmente observado em
Yersinia spp (JOHNSON; RUSSO, 2006)

1.3.5 Fatores de protecao contra o sistema imune e Protectinas
Mecanismo de resisténcia ao soro é a capacidade que determinado
microrganismo apresenta em evadir o sistema imunoldgico do hospedeiro. Essa
capacidade é devida a alguns fatores como a presenca de antigenos capsulares grupo 1l
(kpsMT 1), lipopolissacarideos e proteinas da membrana externa denominadas Iss,

codificada pelo gene iss.

A cépsula do tipo Il, codificada pelo gene kps, pode ser compreendida como um
envelope formado por polissacarideos de alto peso molecular e que sdo fortemente
ancoradas a célula. E responsével por conferir patogenicidade & espécie, além de conferir
resisténcia a atividade imunoldgica inata, como fagocitose e acdo do sistema
complemento (JOHNSON; O’BRYAN, 2004; JOHNSON; STELL, 2000).

O gene iss foi descrito em E. coli isolada de humanos, associado com o
plasmideo conjugativo (ColV). Esse gene é responsavel por conferir resisténcia sérica,

pelo bloqueio do complexo terminal do sistema complemento que atua na membrana
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celular causando a lise da célula bacteriana. Portanto, ele confere a bactéria resisténcia ao
complemento, que € um mecanismo de defesa do hospedeiro e que atua contra infecces.
Essa caracteristica é importante para a patogénese uma vez que auxilia a bactéria a
persistir nos fluidos e 6rgaos do hospedeiro (MELLATA et al., 2003).

A endoprotease ompT ajuda na permanéncia de E. coli no trato urinario,
prolongando a infeccdo (VANDEPUTTE-RUTTEN et al., 2001). Essa proteina
localizada na membrana externa, tem sido caracterizada como um ativador do
plasminogénio, com a capacidade de hidrolisar a protamina e bloquear a sua entrada. Em
um trabalho realizado por ZHAO e Colaboradores (2009), foi encontrado mais de 60%
de positividade do gene ompT nas amostras de UPEC (VANDEPUTTE- RUTTEN et al.,
2001).

Colicinas, séo proteinas expressas por E. coli que inibem o crescimento bacteriano
da mesma espécie ou de espécies afins, uma estratégia eficaz num ambiente estruturado
0 que poderia permitir que isolados inadaptados colonizassem o intestino e, portanto,
permitisse que varios clones coexistissem promovendo a diversificacdo (TENAILLON et
al., 2010). Compostas por duas subunidades: uma que provoca lesdes de células
bacterianas e outra que protege a bactéria contra suas proprias colicinas, podem ser
codificadas por genes localizados em plasmideos (Col) (NAKAZATO et al., 2009).

O plasmidio ColV, varia em tamanho desde 80 ate 180 kb, codificam a producéo
de colicina V, proteina que interrompe a formacdo do potencial de membrana para a
producdo de energia e favorecendo a resisténcia sérica, (BECEIRO et al., 2013). Outras
caracteristicas relacionadas com o plasmidos ColV incluem os genes iss, IUtA e tsh,
relacionados com a patogenicidade (JOHNSON et al., 2006).

Este plasmideo pode ser transferido, por conjugacdo, para outras bactérias
avirulentas, inclusive E. coli, quando isto ocorre, a bactéria que o recebeu, possui outros
genes de viruléncia e resisténcia, portanto, alem de resistir ao complemento, também
adquire a capacidade de produzir aerobactina, resisténcia a ampicilina e a tetraciclina
(JOHNSON et al., 2004; JOHNSON et al., 2002a).
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1.4 llhas de patogenicidade (PAI)

A patogenicidade de UPEC é devida a presenca de genes de viruléncia localizados
em cromossomas ou plasmideos que sdo pouco frequentes entre os isolados de E. coli
comensais, por eles diferirem em relacdo aos grupos filogenéticos e aos atributos de
viruléncia (SABATE et al., 2006). Esses genes de viruléncia no cromossomo sio
tipicamente encontrados em regides especificas chamadas ilhas de patogenicidade (PAI)
(SAMEI et al., 2016).

PAIls sdao segmentos de DNA inseridos no cromossomo bacteriano, com
propriedades diferentes do restante do genoma bacteriano, e podem ser identificadas por
caracteristicas tais como o tamanho (>10 kb) ou sequéncia genética. Algumas PAIs séo
regides instaveis e podem desaparecer espontaneamente do cromossomo (SAMEI et al.,
2016). Considera-se que evoluiram a partir de elementos genéticos mdveis por
transferéncia horizontal de genes, pode-se também supor que essas regides de DNA
sofreram e continuardo a sofrer mudancas evolutivas adicionais, resultando em uma
evolucdo continua de patdgenos bacterianos. A identificacdo de PAIs é essencial para a
compreensdo do desenvolvimento da doenca e da evolugdo da patogénese bacteriana
(SAMEI et al., 2016).

Os elementos genéticos codificam varios fatores de viruléncia tais como
sistemas de secrecdo de proteinas, fatores de invasdo do hospedeiro, sistemas de absorcéo
de ferro e toxinas (KOGA et al., 2014; SABATE et al., 2006). Sendo os principais fatores
encontrados em UPEC, os que conferem adesdo, como fimbria tipo 1 (fimH), fimbria P
(PapC e PapG); resisténcia a atividade litica do soro (iss e ompT); capacidade de
multiplicacdo em ambientes pobres em ferro devido a presenca de sideréforo (iutA, iroN);
capacidade de causar lesdo tecidual pela hemolisina (hly), entre outros fatores (Tabela 2)
(KOGA et al., 2014)

Tabela 2. Caracteristicas moleculares e de viruléncia de PAIls de patdgenos

bacterianos causadores de doencas em humanos e animais.

PAI Determinantes de Viruléncia

PAI Is36 a-hemolisina, fimbrias CS12 e adesina fimbrial semelhante a F17
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PAI 535 o-hemolisina, fimbrias relacionadas ao P, aderéncia semelhante a
hemaglutinina, aderéncia Hek, fimbrias P, proteinas reguladas pelo ferro

PAI Ills3s Fimbria S, salmoquelina, receptor de heme tipo HmuR, toxina de Sat,
protease de hemoglobina de tipo Tsh, antigénio 43

PAI 1Vs36 Sistema de sider6foro de Yersiniabactina
PAI 196 a-hemolisina e fimbria P
PAI 1396 o-hemolisina, fimbria Prb, Factor Necrotizante Citotoxico

PAl Icrro7s  a-hemolisina, fimbria P e aerobactina
PAI llcrrozz  Fimbria P e genes regulados pelo ferro

Fonte: SABATE et al., 2006; SAMEI et al., 2016.

1.5 Formacao de Biofilme

A formacdo de biofilme é o resultado das interages bacterianas com uma
superficie que promove novos comportamentos de células plancténicas, levando ao
desenvolvimento de comunidades bacterianas estruturadas e heterogéneas o que facilita
a transmissdo horizontal de genes, devido a elevada densidade microbiana das populacdes
(BECEIRO et al., 2013).

As bactérias do biofilme apresentam um comportamento coordenado com a
formagdo de estruturas tridimensionais complexas e comunidades bacterianas
funcionalmente heterogéneas com diferencas na expressao de moléculas de superficie,
resisténcia antimicrobiana, utilizacdo de nutrientes e fatores de viruléncia (EJRNAES,
2011). As infecgdes por biofilme sdo importantes porque se caracterizam pelo aumento
da tolerancia ao estresse, aos antimicrobianos e as defesas imunoldgicas do hospedeiro
(PONNUSAMY et al., 2012).

Os fatores de viruléncia contribuem e tornam o microrganismo capaz de resistir
a mecanismos de defesa imune do hospedeiro, resultando na persisténcia do
microrganismos no tecido hospedeiro. Essa propriedade pode ser um contribuinte na
formagéo do biofilme, o que permite a colonizacdo da mucosa da bexiga. No trato
urinario, o biofilme bacteriano esta envolvido com ITU persistentes e recorrentes,
dificultando o tratamento com o uso de antibioticos e protegendo-o de moléculas toxicas,
tais como agentes antimicrobianos naturais, radicais hidroxila e anions superoxido
(MITTAL et al., 2015).
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Os flagelos demostraram contribuir para a fase inicial de aproximacdo a
superficie, embora estudos tenham mostrado que ndo € um requisito absoluto. No passo
adicional de formacao de biofilme, a ligacdo de bactérias a superficie mostrou incluir um
certo numero de fimbrias incluindo fimbrias de tipo 1 e pili conjugativo, envolvidas na
maturacdo do biofilme (EJRNAES, 2011).

1.6 Classificacao filogenética
De acordo com a classificacao filogenética, as cepas de E. coli podem ser parte
de sete principais grupos (A, B1, B2, C, D, E e F). Esta agrupacao se da pela presenca ou
auséncia dos genes chuA, yjaA, arpA e o fragmento de DNA TSPE4.C2 (CLERMONT
etal., 2013).

Amostras comensais, em sua grande maioria, pertencem aos grupos filogenéticos
AeBl (KUMARetal., 2016; TENAILLON et al., 2010); enquanto amostras patogénicas
intestinais agrupam-se igualmente em A, B1 e D. Diferentemente, destas, as amostras
patogénicas extraintestinais sdo, em sua maioria, oriundas dos grupos filogenéticos B2, e
com menor frequéncia ao grupo D (KUMAR et al., 2016).

O estudo dos grupos filogenéticos € de particular interesse, uma vez que existe
uma relacdo entre o fundo genético e seus factores de viruléncia. Por exemplo, alguns
tipos de sequéncia (STs) dentro do filogrupo B2, tais como ST137, incluem isolados com
nUMerosos genes extraintestinais e elevado potencial de viruléncia (CYOIA et al., 2015).

A doenca extraintestinal causada pela presenca ou auséncia de uma ampla gama
de genes, varia entre as cepas de diferentes grupos filogenéticos (KUMAR et al., 2016).
Porém ao longo da ultima década, varios autores tém realizado estudos de rastreamento
microbioldgico, demonstrando que 11 a 48% de individuos saudaveis sdo colonizados
com E. coli pertencente ao filogrupo B2, tradicionalmente associado a viruléncia e
infeccdes por UPEC.

A variacdo observada na prevaléncia de cepas pertencentes ao grupo B2 é
multifatorial e provavelmente representa diferengas em fatores geograficos, embora seja
claro que a colonizagdo com isolados de E. coli do filogrupo B2 é comum, o que é menos
claro é o potencial de viruléncia associado dos isolados, transportados por individuos
assintoméaticos e determinados pela andlise do perfil de virulencia (DALE;
WOODFORD, 2015).

E. coli comensal, que ndo possuem fatores de virulencia associados a UPEC,

hipoteticamente pertencentes a qualquer filogrupo, podem tornar-se organismos
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potencialmente virulentos como resultado da transferéncia horizontal de genes de outras
enterobactérias. Essas habilidades contribuem para uma ecologia dindmica e tém o
potencial de resultar na distribuicdo generalizada de cepas patogénicas entre uma ampla
populacdo (DALE; WOODFORD, 2015).

1.7 Resisténcia aos antimicrobianos

A resisténcia antimicrobiana € reconhecida como um dos problemas mais
importantes de salde puablica do mundo. As consequéncias da resisténcia aos
antimicrobianos representam uma ameaca crescente para a sociedade (DA SILVA;
MENDONCA, 2012).

Quando infecgdes muitas vezes ndo conseguem responder aos tratamentos padréo,
resultando em doencas prolongadas, aumenta as probabilidades dos microrganismos
resistentes se disseminar, além disso 0s custos associados ao tempo de hospitalizacdo e a
utilizacdo de antibidticos de udltima geracdo sdo incrementados significativamente
(BLAIR et al., 2015; DA SILVA; MENDONCA, 2012).

A resisténcia aos antimicrobianos em bactérias é uma caracteristica codificada
geneticamente, sendo de origem intrinseca, quando se associa aos genes cromossomais
ou adquirida quando envolve mudangas na composicao genética do microrganismo, seja
por mutacdo ou aquisicdo de genes que conferem resisténcia e ocorre por meio de
elementos genéticos moveis como plasmideos, transposons ou integrons, que contribuem
na disseminacdo dos genes de resisténcia aos antibidticos e genes de viruléncia (AL-
BAYSSARI et al., 2015).

Essa resisténcia se deve a diversos mecanismos, que se dividem em trés grupos
principais: primeiro, 0s que minimizam as concentracfes intracelulares do antibiotico
como resultado de uma baixa penetracdo na bactéria ou de efluxo ao antibiético no caso
as bombas de efluxo que exportam substratos do periplasma para 0 meio externo;
segundo, aqueles que modificam o alvo do antibidtico por mutagdo genética ou
modificacdo do alvo, por exemplo a modificacdo do sitio alvo das PBPs, e terceiro,
aqueles que inactivam o antibiotico por hidrolise enzimatica ou modificacdo (BLAIR et
al., 2015; DRAWZ; BONONO, 2010).

A presenca de plasmideos que carregam muitos genes de resisténcia tornam o

microrganismo multirresistente. A multirresisténcia (MDR) é definida como a resisténcia
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a trés ou mais classes de antimicrobianos (IBRAHIM et al., 2012). O aumento da
prevaléncia de MDR em pacientes com ITU em hospitais e na comunidade, e sua
resisténcia aos antibioticos comumente usados devido a producdo de beta-lactamase é
preocupante. No entanto, as novas familias de agentes antimicrobianos tém uma curta
expectativa de vida (IBRAHIM et al., 2012; MITTAL et al., 2015).

Penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e monobactamicos representam a
classe mais utilizada de antibioticos em tratamento de infec¢es graves causadas por E.
coli na comunidade ou por infec¢des hospitalares (LIVERMORE; WOODFORD, 2006),
possuem como caracteristica em comum uma estrutura chamada anel beta-lactdmico
(BROLUND; SANDEGREN, 2015). Esses antibioticos sdo bactericidas e seu mecanismo
de acdo consiste na inibicao da sintese da parede celular e inducdo da autélise bacteriana.
Atuam inibindo a acdo das transpeptidases ou proteinas ligadoras de penicilinas (PBPS),
interferindo na sintese do peptideoglicano, o que resulta em lise osmética e morte celular
(SILVA; LINCOPAN, 2012).

Um exemplo de mecanismos que leva o microrganismo a ser resistente a uma
classe de antimicrobianos é a producdo de enzimas, como beta-lactamase de espectro
estendido (ESBL), beta-lactamase AmpC e Carbapenemases (AL-BAYSSARI et al.,
2015;). A incidéncia das cepas resistentes aos beta-lactamicos nos ultimos anos tem
aumentado, o que leva a maior morbidade e mortalidade, aumento dos custos de cuidados

com a saude e limitaces nas op¢des terapéuticas (SILVA; LINCOPAN, 2012).

As ESBL derivam de mutacGes pontuais em genes que codificam as beta-
lactamases classicas TEM-1, TEM-2 e SHV-1, ampliando sua capacidade em hidrolisar
0 anel beta-lactamico de mais grupos de penicilinas, cefalosporinas de amplo espectro de
acdo (terceira geracdo) como a ceftazidima, cefotaxima e ceftriaxone e aos
monobactamicos como o0 aztreonam, mas ndo apresentam atividade contra
carbapenémicos, cuja acdo hidrolitica € geralmente blogueada in vitro por inibidores de
beta-lactamases (acido clavulanico, tazobactam, sulbactam) (AL-BAYSSARI et al.,
2015).

Essas enzimas sdo encontradas principalmente nas enterobactérias, sendo
Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli os principais produtores (AL-BAYSSARI et
al., 2015).



30

As beta-lactamases de espectro estendido do tipo CTX-M, séo cada vez mais
prevalentes entre E. coli e Klebsiella spp. Foram descritas e divididas em cinco grupos
filogenéticos. Nos Ultimos anos apresentou-se uma disseminacgdo de forma acelerada nos
cinco continentes das enzimas da familia CTX-M, sendo mais predominantes na América
do Sul, no Brasil foi identificada pela primeira vez na década de 1990. De acordo com a
familia CTX-M, as beta-lactamases mais frequentes isoladas no Brasil incluem os grupos
CTX-M-2, CTX-M-8, e CTX-M-9 (SILVA; LINCOPAN, 2012; WOODFORD et al.,
2005).

Carbapenemases representam 0 mecanismo mais forte de resisténcia a
carbapenemicos e pertencem a classe de A, B e D de Ambler. As principais
carbapenemases de Classe A sdo KPC e a NDM, apresentando ampla disseminacéo por
serem codificados cromossomicamente ou mediada por plasmideos (AL-BAYSSARI et
al., 2015).

Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC) sdo carbapenemases que
hidrolisam todos os antibidticos beta-lactamicos, incluindo os carbapenémicos (BUSH;
JACOBY, 2010). S&o enzimas facilmente adquiridas e disseminadas entre espécies de
enterobactérias, por terem seus genes carreados em plasmideos, transposons e integrons.
Até hoje, 24 variantes de KPC (KPC-1- KPC-24) (LAHEY, 2016), tém sido encontrados
em varios géneros, tais como, K. pneumoniae, E. coli, Enterobacter spp, Salmonella. spp,
P. aeruginosa e A. baumannii. Geralmente, devido a sua expressdo mediada por
plasmidio, também produzem outras beta-lactamases, incluindo ESBL (TEM, SHV e
CTX-M) (AL-BAYSSARI et al., 2015).

1.8 Associacdo entre resisténcia bacteriana e fatores de viruléncia

O uso de antibidticos é considerado um fator importante associado ao aumento da
frequéncia de resisténcia aos antimicrobianos entre os patdgenos. Estudos sobre os
mecanismos moleculares sugerem associacdo genética, demostrando a existéncia de
relacOes positivas e negativas entre a resisténcia aos antibioticos e viruléncia em cepas de
E. coli (ZHANG et al., 2015).
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A pressdo de selecdo e 0os mecanismos geneticos contribuem para a correlagédo
positiva entre viruléncia e resisténcia aos antimicrobianos. O uso de antibidticos esta
associado ao aumento da resisténcia dos microrganismos. Portanto, as cepas com grande
patogenicidade, ttém maior probabilidade de serem expostas a terapia com antibidticos do
que as cepas ndo patogénicas e tém maior probabilidade de desenvolver resisténcia
(ZHANG et al., 2015).

O uso de antibioticos para tratar infeccdes também pode afetar o desenvolvimento
de resisténcia em cepas comensais dos hospedeiros, e ocorre quando a bactéria sofre
alteracOes genéticas que interferem no mecanismo de agéo do antibiotico (LIVERMORE,
2003). Reduzir o uso de antibidticos e, portanto, reduzir a pressao de selecdo, €
considerada uma estratégia importante para controlar os niveis de resisténcia (ZHANG et
al., 2015).

As cepas produtoras de beta-lactamase de espectro estendido (ESBL) tornaram-se
um grande desafio, uma vez que drasticamente reduzem as escolhas terapéuticas (SILVA;
LINCOPAN, 2012). Este problema torna-se mais grave frente a bactérias potencialmente
patogénicas, que contém fatores de viruléncia especializados, tais como adesinas, toxinas,
adesinas, siderdforos, cépsulas, hemolisinas e invasivas; 0s quais ajudam ao
microrganismo a evitar ou subverter as defesas do hospedeiro, para colonizar regides
anatdmicas e/ou iniciar uma resposta inflamatoria do hospedeiro causando infeccoes
(DALE; WOODFORD, 2015).

Como exemplo, podemos citar E. coli ST131, produtora de CTX-M15 e portadora
de elevados niveis de genes associados a viruléncia (BLAIR et al., 2015). O isolado foi
relatado pela primeira vez em 2008, em ambiente hospitalar, e agora é considerado um
clone pandémico, por estar presente em diferentes paises, € um patégeno de importancia
global, estando presente em isolados clinicos hospitalares, animais e alimentos (DALE;
WOODFORD, 2015).

Hussain e colaboradores (2012), demonstraram que um grupo de cepas de E. coli
produtoras de ESBL, além de ser resistente a maioria dos antibioticos beta-lactamicos, é
frequentemente resistente aos aminoglicosideos e fluoroquinolonas, representando uma
ameaca significativa para a salde humana, uma vez que implica graves desafios
terapéuticos. Foi demonstrado que existe uma grande propensdo de transmissao de clones
multirresistentes de humanos para animais e vice-versa (DA SILVA; MENDONCA,
2012).
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Hospedeiros e bactérias tém co-evoluido ao longo de milhdes de anos, durante o
qual as bactérias patogénicas tém modificado sua viruléncia para se adaptar aos sistemas
de defesa do hospedeiro, 0 que contrasta com a recente evolugdo da resisténcia aos
antibidticos (BECEIRO et al., 2013).

Aviruléncia e resisténcia tém evoluido, mas compartilham algumas caracteristicas

comuns, do ponto de vista biolégico, ambos processos Sdo necessarios para a
sobrevivéncia das bactérias, porem os mecanismos de viruléncia sdo necessarias para
superar sistemas de defesa, e 0 desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana é essencial
para permitir que as bactérias patogénicas possam se adaptar e sobreviver em ambientes
competitivos e exigentes (BECEIRO et al., 2013).
A associacdo entre resisténcia e viruléncia ndo é claro, porém no manejo clinico de
doencas infecciosas, em relacdo aos patdgenos multirresistentes, € frequentemente
assumido que mais resisténcia aos antimicrobianos significa maior viruléncia, o que pode
ndo ser verdade. No entanto, a ligagdo entre a resisténcia e viruléncia depende das
interacOes entre a base filogenética do isolado e o tipo de determinante de resisténcia
(BECEIRO et al., 2013).

Globalmente, estudos revelam que a resisténcia aos antibidticos esta
significativamente associada a auséncia de genes de viruléncia, alguns dados sugerem
que entre os isolados de E. coli de pacientes com urosepses, a resisténcia a agentes
antimicrobianos, tais como ampicilina, sulfonamidas, tetraciclina e estreptomicina, esta
negativamente associada a viruléncia (SUKUMARAN; HATHA, 2015). Isso tem sido
interpretado como perda de fatores de viruléncia concomitante com a mutacdo a
resisténcia. No entanto, esta hipdtese ndo leva em conta os deslocamentos filogenéticos
(fora do grupo B2) observados entre os isolados resistentes, 0 que sugere que estes
derivam principalmente de populacdes bacterianas distintas e menos virulentas
(BECEIRO et al., 2013; EJRNAES, 2011).

Soto e colaboradores (2006) concluiram que a multirresisténcia esta associada,
negativamente, eles sugerem que em cepas de UPEC ocorria uma perda de ilhas de
patogenicidade induzida por resisténcia a Quinolonas o que levou a diminui¢do do
conteddo de genes de viruléncia (EJRNAES, 2011). Esta reducdo também foi relatada
para cepas resistentes a trimetoprim/sulfamexazole (MORENO et al., 2006), um exemplo
tipico de como a aquisigdo de resisténcia a um antibidtico especifico, esta relacionado

com uma diminuicdo da viruléncia.
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Dubois e colaboradores (2009) relataram o isolamento, a partir de um paciente
com meningite neonatal, de uma cepa de E. coli com trés plasmideos diferentes, um dos
quais codificava a beta-lactamase do tipo CTX-M1. Obsevou-se que o plasmidio que
codificava para esta enzima ndo aumentava a incidéncia de meningite em um modelo

murino, sugerindo, assim, que ndo aumenta a viruléncia de E. coli no modelo animal.

Por outro lado, um estudo sobre os mecanismos moleculares sugerem uma
associacdo genética positiva, pela presenca de plasmideos que favorecem a expressao
simultanea de fatores de viruléncia e resisténcia aos antimicrobianos (ZHANG et al.,
2015).

De acordo com a associacdo entre fatores de viruléncia e susceptibilidade
antimicrobiana, verificou-se que E. coli susceptivel a trimetropin-sulfametazol,
tetraciclina ou a todos os antimicrobianos testados tinham uma capacidade de formar
biofilme significativamente maior do que aqueles resistentes. Isso concorda com um
estudo recente que demostra que E. coli formador de biofilme s&o menos resistentes ao
acido nalidixico do que aqueles sem capacidade de formacéo de biofilme (EJRNAES,
2011).

Né&o esta bem elucidado se a expressdo de beta-lactamases favorece a adquisi¢ao
de genes de viruléncia no microrganimo. Beceiro e colaboradores (2013), néo
conseguiram estabelecer se a presenca de um gene beta-lactamase, prejudica a expressao
de genes de viruléncia de E. coli ST131, na colonizacdo e invasividade nas células do

hospedeiro.

Por sua vez Lavigne e colaboradores (2012) desenvolveram dois modelos de
infeccdo in vivo previamente utilizados para caracterizar a viruléncia de E. coli produtor
de beta-lactamase do tipo CTX-M-15 (ST131) e ndo produtores (ndo ST131). E. coli
ST131 que aloja o gene bla ctx-m-15 Nd0 parece ser um patdgeno virulento, tem se descrito
que existem cepas com diferentes niveis de viruléncia neste clone. No entanto, pode
causar uma infeccdo persistente, isto indica que o segredo do sucesso é conseguir um

equilibrio perfeito entre a viruléncia e a resisténcia.

Com o intuito de compreender essa relacdo, neste trabalho foram comparados os

principais fatores de viruléncia, a producdo de biofilme e avaliacdo da capacidade de
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invasdo utilizando células HEp-2 em Escherichia coli Uropatogénica sensivel e

multirresistente aos antimicrobianos.
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ABSTRACT

Uropathogenic Escherichia coli isolates may have specific virulence factors such as
adhesins, proteases and toxins, iron capture systems and protective factors against the
immune system, providing greater adaptability to new environments and colonization,
becoming the main etiological agent of urinary tract infections. The relationship between
antimicrobials and virulence in E. coli has been documented, suggesting an important
genetic association. The objective of this study was compared the frequency of the main
virulence factors in UPEC sensitive and multiresistant to antimicrobials. In this study, 50
multidrug resistant E. coli strains (MDR UPEC), 50 antimicrobial-sensitive UPEC strains
(non-MDR UPEC) and 52 faecal microbiota E. coli strains were studied. The molecular
screening to the major virulence genes were made by PCR. Fifteen virulence genes and
pathogenicity islands were investigated and it was observed that these were more present
in MDR UPEC, wich belonging mostly to the phylogenetic group B2, different from the
commensal strains that belonging to group B1 and A. Phenotypic test results showed a
higher capacity for invasion (34%) in the UPEC strains compared to the commensal
isolates (8%). MDR UPEC are strong biofilm producers in comparison with non-MDR
UPEC and commensal E. coli. Studies that correlate resistance and virulence favor a
better understanding of the pathogenesis of these microorganisms. Therefore, these data
confirm that multiresistant UPEC may be more virulent than non-MDR UPEC and
commensal E. coli strains, alerting the danger of the dissemination of these strains.

Key words: Virulence Factors (VFs), Pathogenicity Islands, Multidrug resistance,
Bacterial Biofilm, Bacterial Invasion
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3.1 INTRODUCTION

Urinary tract infections (ITUs) are the most frequent bacterial infectious diseases
in humans at all ages, being Uropathogenic E. coli (UPEC) the main etiological agent
(FOXMAN, 2010; DALE; WOODFORD, 2015). UPEC are able to colonize the urinary
tract and cause cystitis and pyelonephritis, which can lead to urosepsis (KAPER et al.,
2004; KOHLER, 2011).

The UPEC pathogenicity is multifactorial, being dependent of numerous virulence
factors (VFs). These VFs facilitate adherence to and colonization of host epithelial
surfaces, cellular invasion, ascent to the bladder and kidneys, evasion of host defences
and damage to host cell (AGARWAL et al., 2013; KUMAR et al., 2016). These VFs are
encoded on plasmids or on the bacterial chromosome, where they are usually located
within pathogenicity islands (PAIs) (SABATE et al., 2006; SAMEI et al., 2016).

UPEC is also capable of forming bacterial biofilms, which confer important
advantages to microorganisms such as resistance to dehydration and oxidation and greater
tolerance to detergents and antibiotics. Several pathogenic E. coli or commensal strains
are able to colonize surfaces by the expression of adhesion as flagellum, conjugative pili,
extracellular polysaccharides and curli, forming the bacterial biofilm (MITTAL, 2012;
EJRNAES et al., 2011b).

According to Clermont et al. (2013), E. coli isolates can be classified into 7
phylogenetic groups: A, B1, B2, C, D, E, F. Numerous studies have shown the
relationship between phylogeny and pathogenicity of E. coli strains. Phylogenetic groups
A and B1 include commensal E. coli strains, whereas extraintestinal pathogenic E. coli
strains belong to phylogenetic group B2 and to a smaller extent to group D
(MICENKOVA et al., 2016; KUMAR et al., 2016). Despite this association with
virulence, MASSOT et al. 2016 found no difference in antimicrobial resistance profiles

among phylogenetic groups.

The importance of pathogens has increased in recent years, particularly due to the
global emergence of hyper-virulent and antibiotic resistant strains. In this context,
multidrug resistance UPEC isolates makes treatment difficult and is associated with the
increased health care costs and significant economic losses, becoming a serious problem
for public health (DALE AND WOODFORD, 2015). An increasing body of evidence,

derived mainly from epidemiological and in vitro studies, explores the associations
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between specific VFs and antimicrobial resistance (AL-BAYSSARI et al., 2015, SILVA,
LINCOPAN, 2012).

Some studies have documented positive and negative relationships between
antimicrobial resistance and virulence in E. coli strains. Soto et al (2006) suggested a loss
of islands of quinolone resistance-induced pathogenicity, this reduction in virulence
genes has also been reported for trimethoprim/sulfamexazole resistant strains (MORENO
et al., 2006). However, studies on the molecular mechanisms of resistance and virulence
suggest genetic association, by the presence of plasmids (MDR) that favor the
simultaneous expression of virulence factors and genetic resistance factors (BARIGYE
etal., 2012; ZHANG et al., 2015).

In order to answer the controversies that show that resistance and virulence may
or may not be associated, the aim of the present study was to analyze possible associations
between characteristics of UPEC (VFGs, phylogenetic classification, pathogenic islands,
biofilm formation and invasion of HEp-2 cells) multiresistant and sensitive to

antimicrobials.

4.2 METHODS

4.2.1 Bacterial isolates: A total of 152 E. coli strains were tested, being 50 multidrug-
resistant UPEC strains (MDR UPEC). Of these, 42 were extended spectrum beta-
lactamase (ESBL)-producing UPEC strains and 8 strains UPEC resistant to
carbapenemase, 50 UPEC strains antimicrobials sensitive, named in this article as non-
MDR UPEC strains, and 52 faecal commensal strains from healthy host from the
collection of the Laboratory of Basic and Applied Bacteriology from State University of
Londrina (KOGA et al., 2014). The pathogenics strains were collected from the
University Hospital of the State University of Londrina (UEL/Pr) during the year 2008-
2012, isolated and identified by the hospital's Clinical Microbiology Laboratory at Vitek
2 Biomérieux system 2. This study was approved by the Human Research Ethics
Committee - UEL (Process 23335/08). Strains were stored in Brain Heart Infusion (BHI)
(Difco, Livonia, USA) with 20% glycerol (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) media at -80
°C.
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4.2.2 Antimicrobial susceptibility testing: It was performed using the standard disk-
diffusion method recommended by the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2016). The following antimicrobials were tested: ciprofloxacin (5 ug), levofloxacin (5
ug); ertapenem (10 ug), gentamicin (10 pg), norfloxacin (10 ug), imipenem (10 pg),
meropenem (10 ug); amikacin (30 pg), aztreonam (30 ug), cefazolin (30 pg), cefepime
(30 pg), cefotaxime (30 pg), ceftazidime (30 pg); nitrofunrantoin (300 pg), piperacillin
+ tazobactam (100/10 pg); trimethoprim-sulfamethoxazole (1.25/23.75 pg); and
amoxicillin-clavulanic acid (20/10 pg) (Oxoid Ltd. Basingstoke, Hants, UK).

4.2.3 PHENOTYPIC ANALYSIS OF THE MAIN VIRULENCE FACTORS

Invasion assay: The test to detect invasion of strains to HEp-2 cells were realized as
previously described by Sansonetti et al. (1986), with slight modifications. The HEp-2
cells were grown in 24-well tissue culture microplates (BD Falcon, Bedford, MA, USA).
The bacterial was incubated in LB medium at 37 °C overnight. The HEp-2 cells were
washed 3 times with PBS (0.01M, pH 7.2). Then, 50 ul of the bacteria was plated on 950
ul of DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle medium) supplemented with 4% SFB and
incubated for 1h and 30min (infection period) at 37 °C. The cell monolayers were washed
3 times with PBS to eliminate bacteria not adhering to the cells. Then was added 1 ml of
DMEM supplemented with 4% SFB and gentamicin, imipenem or amikacin (50ug/ml)
and incubated for a further 1h and 30min. The microplates werewashed 3 times with PBS,
to eliminate non-invasive cells. Then was added 1ml of 1% Triton in PBS to lyse the cells
and release the bacteria have invaded. After 10 min 0.1 ml was plated on LB agar spread
with Drigalsky handle, incubated for 24 hours at 37 °C. The result was given in CFU/ml
by multiplying the number of colonies by the dilution fator (MARTINEZ et al., 2009). E.
coli enteroinvasive (EIEC) 0152 was used as a positive control and E. coli HB101 was

used as a negative control.

Confirmation of the results of the invasion test using cell lines: 19 isolates with
positive results in the HEp-2 cell invasion test and simultaneously resistance to
gentamycin (antimicrobials used in the test) were confirmed. The minimum inhibitory
concentration (MIC) test for all isolates was determined and the concentration used was

Imipenem (40 pg/ml) and Amikacin (640 pg/ml).
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Quantitative biofilm assay: To assess biofilm formation, we inoculated 200 pl of
Dulbecco’s modified Eagle’s medium containing 0.45% glucose in 96-well flat-bottom
microtiter polystyrene plates (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) with 20 pl of an
overnight Luria broth culture grown at 37°C with shaking. The strain was incubated
overnight (18 hours) at 37°C and visualized by staining with 0.5% crystal violet for five
minutes after washing with water. The biofilm was quantified in triplicate, after adding
200 pl of 95% ethanol, by an enzyme-linked immunosorbent assay plate reader at 570
nm. Strain EAEC 042 was used as a positive control and E. coli HB101 was used as a
negative control (WAKIMOTO et al., 2004).

4.2.4 GENOTYPIC ANALYSIS

Virulence factor genes: Fifteen genes encoding virulence factors were investigated. The
oligonucleotide sequence and conditions of polymerase chain reaction (PCR) are in the
table 3.

TABLE 3. Sequence of primers used in PCR for virulence genes

Gene virulence Oligonucleotide Sequence Fragment  References
factors (5 >3) Size (bp)
ecpA E. colicommon  TGAAAAAAAAGGTTCTGGCAATAGC 482 BLACKBURN
pilus CGCTGATGAGGAGAAAGTGAA et al., 2009.
c
E papC Fimbria P GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG 328 LEBOUGUEEC
= ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA etal., 1992.
<
papG Fimbria P CTGTAATTACGGAAGTGATTTCTG 1070 JOHNSON;
ACTATCCGGCTCCGGATAAACCAT STEEL, 2000.
% IbeA Invasion of brain ~ TGGTGCTCCGGCAAACCATGC 170 JOHNSON;
§ endothelium AGGCAGGTGTGCGCCGCGTAC STEEL, 2000.
S
< iroN Salmochelin AATCCGGCAAAGAGACGAACCGCCT 553 JOHNSON et
=) receptor GTTCGGGCAACCCCTGCTTTGACTTT al., 2008
2 iUtA Aerobactin GGCTGGACATCATGGGAACTGG 302 JOHNSON et
g receptor CGTCGGGAACGGGTAGAATCG al., 2008.
© .. .
c fyuA Yersiniabactin TGATTAACCCCGCGACGGAA 880 JOHNSON:
o receptor CGCAGTAGGCACGATGTTGTA STEEL, 2000.
g ompT QOuter membrane  TCATCCCGGAAGCCTCCCTCACTACTAT 496 JOHNSON et
E protease T TAGCGTTTGCTGCACTGGCTTCTGATAC al., 2008
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traT Increased serum CACGGTTCAGCCATCCCTGAG 290 JOHNSON;
survival GGTGTGGTGCGATGAGCACAG STEEL, 2000.
kpslI kpsM Il group 2~ GCGCATTTGCTGATACTGTTG 272 YAMAMOTO
capsule CATCCAGACGATAAGCATGAGCA et al., 1995,
cvaA Colicin V ACCAGGGAACAGAGGCACCCGGCGTATT 319 JOHNSON et
ATCCGGGCGTTGTCTGACCGGGAAAGTTG al, 2006
Iss Increased serum  CAGCAACCCGAACCACTTGATG 323 JOHNSON et
survival AGCATTGCCAGAGCGGCAGAA a|., 2008
hlyF Haemolysin F GGCCACAGTCGTTTAGGGTGCTTACC 450 JOHNSON et
GGCGGTTTAGGCATTCCGATACTCAG al., 2008.
- hlyA Haemolysin A AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGC 1177 JOHNSON,;
'R ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTC STEEL, 2000.
o
= Tsh Temperature  GGTGGTGCACTGGAGTGG 620 DOZOIS et al.,

haemagglutinin

PCR Amplification of blaTEM, blaSHV, blaCTX-M, and blaKPC Determinants:
The isolates of MDR UPEC strains were tested for blaTEM, blaSHV, blaCTX-M and

blakKPC gene amplification. The oligonucleotide primers used for the PCR assays are

specified in table 4.

TABLE 4 - Sequences of oligonucleotides and size of the amplified fragment (bp) for

the study of resistance genes.

Gene Oligonucleotide Sequence (5" —>3) Fragment References
Size (bp)
CTX-M1 5" AAA AAT CAC TGC GCC AGT TC 415 WOODFORD et al.,
5" AGC TTA TTC ATC GCC ACG TT 2005
CTX-M2 5’ CGACGCTACCCCTGCTATT 552 WOODFORD et al.,
5 CCAGCGTCAGAT TTT TCA GG 2005
CTX-M9 5’ CAA AGA GAG TGC AAC GGA TG 205 WOODFORD et al.,
5" ATT GGA AAG CGT TCA TCA CC 2005
CTX-M8 5’ TCG CGT TAA GCG GAT GAT GC 666 WOODFORD et al.,
5" AAC CCA CGA TGT GGG TAG C 2005
CTX-M25 5’ GCA CGA TGA CAT TCG GG 327 WOODFORD etal.,
5" AAC CCA CGA TGT GGG TAG C 2005
TEM 5> ATGAGTATTCAACATTTCCG 858 BEDENIC” etal.,
5 CCAATGCTTAATCAGTGAGG 2001
SHV 5'-ACTGAATGAGGCGCTTCC-3’ 713 ARLET, G; G.
5’ATCCCGCAGATAAATCACC-3’ PHILIPPON 1991
KPC 5-ATGTCACTGTATCGCCGTCT-3’ 803 BRADFORD et al.,
5 TTTTCAGAGCCTTACTGCCC-3’ 2004

Phylogenetic classification: The E. coli isolates were assigned to one of the seven main

phylogenetic groups: A, B1, B2, C, D, E and F, according to the combination of genetic
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determinants: chuA, yjaA, arpa, trpA and the DNA fragment TSPE4.C2 as described by

Clermont and colaborates (2013).

Pathogenic islands: Detection of 7 pathogenic islands described in UPEC: PAI 111536,
PAI IV536, PAI IICFT073, PAI 1536, PAI 11536, PAI 1396 and PAI ICFT073 (SABATE

et al., 2006) was performed by PCR (Table 5).

TABLE 5 - Islands-encoded virulence factors of pathogenicity, oligonucleotide
sequence and amplified fragment size.

PAI PCR
(Gene) Primer sequence (5" —>3") product Virulence determinants
(bp) _ -
PAI Is36 a-Haemolysin, CS12 fimbriae
1.9 5 TAATGCCGGAGATTCATTGTC’3 1800  and F17-like fimbrial adhesin
1.10 5 AGGATTTGCCTCAGGGCTTT’3
PAL I a-Haemolysin, P-related
536 N L
Orfl up 5 CATGTCCAAAGCTCGAGCC’3 1000 flmbrl_ae, hemagglutl_nln like
OrfLdown 5 CTACGTCAGGCTGGCTTTG’3 a,dhes_lon,. Hek adhesion, P
fimbriae, iron-regulated proteins
AL I S fimbriae, salmochelin, HmuR-
536 i H
sfaAl.1 5 CGGGCATGCATCAATTATCTTTG’3 200 like heme receptor,_ Sat toxin,
sfaAl.2 5 TGTGTAGATGCAGTCACTCCG’3 Tsh-llke haemoglobin protease,
antigen 43
PAI IVs36 Yersiniabactin siderophore
IRP2FP 5 AAGGATTCGCTGTTACCGGAC’3 300 system
IRP2 RP 5 TCCTCGGGCAGCGTTTCTTCT’3
PAI li96 a-Haemolysin, and P-fimbriae
papGIf 5 TCGTGCTCAGGTCCGGAATTT3 400
papGlr 5'TGGCATCCCACATTATCG’3
PAI I a-Haemolysin, P-fimbriae and
CET073 RPAI 5" GGACATCCTGTTACAGCGCGCA'’3 930 aerobactin
RPAf 5 TCGCCACCAATCACAGCGAAC’3
PAI llcFrors P-fimbriae and iron-regulated
cft073.2Ent1 5 ATCGATGTTGTATCGCGC’3 400 genes
cft073.2Ent2 5 ACGAGCATGTGGATCTGC’3

Source: SABATE et al.,2006; SCHMIDT; HENSEL, 2004.

4.2.5 Statistical analysis: All frequencies comparisons among different groups were

performed with Fisher’s exact test and the Chi-square test. Findings were considered
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significant for p<0.05. The tests were performed with the statistical program R version
3.1.0.

4.3 RESULTS

Prevalence of antimicrobial resistance among strains

The resistance profile of the E. coli isolates to antimicrobial compounds is given in Table

6. All E. coli solates were sensitive to meropenem.

The disk diffusion test indicated the high resistant rates for the isolates MDR UPEC
strains for Cefotaxime (98%), Cefazolin (100%), Levofloxacin (74%), Trimethoprim-
Sulfamethoxazole (74%) and Ciprofloxacin (64%). The strains were resistant to
Trimethoprim-Sulfamethoxazole (46%) Levofloxacin (40%), Ciprofloxacin (40%), this
isolates showed sensitivity to Meropenem, Nitrofurantoina, Aztreonam and Ertapenem.

Table 6: Results antimicrobial resistance in MDR UPEC, non-MDR UPEC and
commensal E. coli.

ANTIMICROBIAL RESISTANCE (%)

ihinti MDR UPE non-MDR UPE mmensal

Antibiotic ! (50) ¢ nonM (%)U c Commensa
n (%)
Cephalosporinas  Cefepime CPM 30 (60)** 1(2) 0(0)
Cefotaxime CTX 49 (98) *T 2(4) 0(0)
Ceftazidime CAZ 27 (54)** 0 (0) 0(0)
Cefazolin CFZ 50 (100)** 5(10) 2(4)
Carbapenems Imipenem IMP 5 (10) ** 1(2) 0(0)
Ertapenem ERT 7 (14) ** 0 (0) 0(0)
Meropenem MPM 0(0) 0 (0) 0 (0)
Aminoglycosides  Gentamicin GEN 20 (40)** 9(18)° 0(0)
Amikacin AMI 8 (16) ** 2(4) 0(0)
Sulfonamides Trimethoprim-Sulfa SUT 32 (64)*" 23 (46)° 3 (6)
Quinolones Ciprofloxacin CIP 36 (72)** 20 (40)* 1(2)
Levofloxacin LEV 37 (74)*1 20 (40)° 2(4)
Monobactams Aztreonam ATM 27 (54) *T 0(0) 0 (0)
Penicilins Pip-tazobactam PIT 12 (24)*F 1(2) 0(0)
Furans Nitrofurantoina NIT 8 (16)*f 0(0) 1(2)

Kirby—Bauer sensitivity tests

*Comparison between MDR UPEC and non-MDR UPEC

T Comparison between MDR UPEC and commensal E. coli

* Comparison between non-MDR UPEC and commensal E. coli
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Commensal E. coli strains showed low percentages of resistance to Trimethoprim-
Sulfamethoxazole (6%), Levofloxacin (4%), Cefazolin (4%) and Ciprofloxacin (2%).
Furthermore, all commensal E. coli were sensitive of piperacilin, amikacin, gentamicin,

cefepime, imipenem, cefotaxime, aztreonam, ertapenem and ceftazidime.

100%

75%

50%
) I ‘ ‘ | ‘
I L1l 1.

PIT AMI GEN CPM CIP IMP CTX ATM ERT SUT LEV CAZ CFZ MPM

Prevalence (%)

Titulo do Eixo

B MDR UPEC m Non-MDR UPEC Commensal

Figure 1: Resistance pattern of isolates in the Kirby—Bauer sensitivity tests

The MDR UPEC strains were more resistant to the antimicrobials than non-MDR UPEC
strains and commensal strains, with statiscally significant differences to all antimicrobials

tested (p<0.05). Except for meropenem, for which all strains analysed were sensitive.

Occurrence of ESBL and KPC genes: Of the 50 MDR UPEC strains, 42 were
phenotypically identified as ESBL and 8 as KPC-producing strains by Vitek 2
Biomérieux system 2. Among the 42 ESBL-producing UPEC strains, 32 harbored CTX-
M beta-lactamases genes. The most frequently found, with statistically significant
association (p<0.05) was CTX-M-2 group, found in 11 isolates (26%). Followed by CTX-
M-1, CTX-M-8 and CTX-M-9 group, found in 7 isolates each (17%). The remaining
strains possessed blaTEM and blaSHV determinants (2 and 3 isolates, respectively).
About the 8 KPC-producing UPEC strains, seven harbored blaKPC gene.
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Frequence of virulence genes: High frequency of ecpA gene was detected in all strains,
in MDR UPEC (94%), non-MDR UPEC (96%) and commensal E. coli strains (96.1%),
with no statistically significant association (p>0.05). In the MDR UPEC strains, the most
prevalent genes were iutA (70.0%), traT (58.0 %), fyuA (44.0 %), tsh (42.0%) and papC
(32.0 %) gene. The most prevalent in non-MDR UPEC strains were traT (68.0%), fyuA
(68.0%), kpsll (58.0%), hlyA (58.0%), iutA (40.0%). Finally, in comensal E. coli strains
was detected the gene cvaA (55.8%), fyuA (48.08%) and traT (32.7%) (Table 7). When
analyzing the main virulence factors genes and their distribution for each group of isolates
we observed high presence of different virulence genes in MDR UPEC and non-MDR
UPEC in comparison with commensal E. coli strains. In both UPEC strains, MDR UPEC
and non-MDR UPEC strains, the presence of the iroN, iutA, traT, ompT and papC genes
was higher than in the microbiota, with difference statistically significant (p<0.05) (Table
7). The tsh gene was more frequent in MDR UPEC strains than non-MDR UPEC strains,
and fyuA, hlyA and kpsl1 genes were more frequent in non-MDR UPEC strains than MDR

strains, with difference statistically significant (p<0.05).
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Table 7: Frequence of virulence genes, distribution of PAI markers and phylogenetic
classification in MDR UPEC, non-MDR UPEC and commensal E. coli .

Gene of MDR UPEC  non-MDR UPEC commensal
virulence (n=50) (n=50) E. coli
% % (n=52)
%
Adhesin ecpA 47 (94.0) 48 (96.0) 50 (96.1)
papC 16 (32.0)° 15 (30.0) 6 (11.5)
papG 11 (22.0) 13 (26.0) 6 (11.5)
Invasive IbeA 4 (8.0) 5 (10.0) 0(0.0)
Iron acquisition iroN 15 (30.0)f 16 (32.0) 5(9.6)
iutA 25 (50.0)° 20 (40.0) 0(0.0)
fyuA 22 (44.0) 34 (68.0)*" 25 (48.1)
Protectin ompT 9 (18.0)" 9 (18.0) 2 (3.8)
traT 29 (58.0)° 34 (68.0)° 17 (32.7)
kpsll 9 (18.0) 29 (58.0)* 11(21.2)
cvaA 14 (28.0) 13 (26.0) 29 (55.8)"
iss 14 (28.0)° 8 (16.0) 5(7.7)
Toxin hlyA 9 (18.0) 29 (58.0)* 5(9.6)
hlyF 9 (18.0) 7 (14.0) 3(5.7)
Pathogenicity Islands
PAI 1536 13 (26)" 7(14) 3 (6)
PAI 11536 18 (36)*f 5 (10) 3 (6)
PAI 111536 26 (52 )** 0 (0) 1(2)
PAI V536 16 (32) 36 (72)* 24 (46)
PAI 1J96 0(0) 0 (0) 0(0)
PAI ICFT073 28 (56)° 30 (60) 10 (19)
PAI IICFT073 14 (28)* 19 (38) 6 (12)
Phylogenetic classification
A 1(2) 4 (8) 11 (21)"
B1 9 (18) 11 (22) 19 (37)
C 7(12) 2 (4) 2 (4)
E 6 (12) 3(6) 1(2)
D 7 (14) 3(6) 10 (19)
F 4 (8)" 5 (10) 0(0)
B2 15(30) 18 (37) 8 (15)
Desconhecido 1(2) 4 (8) 1(2)

All genes were detected by PCR.

*Comparison between MDR UPEC and non-MDR UPEC

T Comparison between MDR UPEC and commensal E. coli

* Comparison between non-MDR UPEC and commensal E. coli

Distribution of PAI markers: The results show the high frequency of PAI ICFT073
(56%), PAI 111536 (52%), PAI 11536 (36%), PAI 1ICFT073 (28%) and PAI 1536 (26%)

in MDR UPEC strains when compared to the commensal E. coli strains, with statistically
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significant differences (p<0.05). In the non-MDR UPEC strains, PAI 1V536 (72%), PAI
ICFT073 (60 %) and PAI 1ICFT073 (38 %) were most frequent than commensal E. coli
strains, with statistically significant differences (p<0.05). In comensal E. coli strains the
frequency of PAI was lower than UPEC strains, some strains harbored PAI 1536 (46%),
PAI ICFT073 (19%) and PAI 1ICFT073 (12%). PAI 1J96 were not detected in none
strains. The frequency of each PAI marker in the groups are shown in Table 7.

100%

75%

50%
: I I I I I
. i i

PAI1II536 PAI'IV536  PAIIICFTO073 PAI'I536 PAI'ICFTO73  PAIII536 PAI 196

Prevalence (%)

X

B MDR UPEC m® Non-MDR UPEC Commensal

Figure 1: Distribution of PAI markers in MDR UPEC, non-MDR UPEC and commensal E.
coli

Phylogenetic classification: The PCR method was used to classify all isolates among the
seven main phylogenetics groups. Among the UPEC strains, the phylogenetic group B2
was the most frequent in MDR UPEC (30%) and non-MDR UPEC strains (37%),
followed by group B1 (20% and 21% respectively). The group F was found only in MDR
UPEC (8%) and non-MDR UPEC (10%) (p<0.05), being absent in commensal E. coli
strains. In this group, comensal E. coli strains, we observed a high percentage to groups
Bl (37%), A (21%) and D (19%). The phylogenetic group A is more frequent in
commensal E. coli strains comparing with UPEC strains (p<0.05) (Table 7).
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PHENOTYPIC ANALYSIS

Table 8: Formation of biofilms and invasion rate in MDR UPEC, non-MDR UPEC

and commensal E. coli

Formation of biofilms

MDR UPEC  non-MDR UPEC commensal
(n=50) (n=50) (Eri _Cg;')
% % o
NOT PRODUCE BIOFILM 25 45* 517
ODs70< 0.1 (50.0%) (90.0%) (98.1%)
MODERATE BIOFILM 12%1 3 1
ODs70 1.0- 2.0 (24.0%) (6.0%) (1.9%)
STRONG BIOFILM 131 2 0
ODs0> 2.0 (26.0%) (4.0%) (0.0%)

Invasion rate in HEp-2 cells

INVASION RATE 20%T 1 4
(44%) (24%) (8%)

All genes were detected by PCR.

*Comparison between MDR UPEC and non-MDR UPEC

T Comparison between MDR UPEC and commensal E. coli

* Comparison between non-MDR UPEC and commensal E. coli

Among the strains that produced strong biofilm and moderate biofilm, most belonged to
the MDR UPEC (p<0.05) (Table 8). The MDR UPEC strains produced a strong biofilm
(26%) and moderate biofilm (24%) and half of strains in this group not produce biofilme.
By the other wise, most of non-MDR UPEC (90%) and commensal E. coli (98.1%) strains
not produced biofilm (p<0.05). About the capacity of invasion HEp-2 cells, MDR UPEC
were the ones that invaded HEp-2 cells the most (p <0.05) (Table 8). Twenty-two (44%)
MDR UPEC strains were invasive, however 38 (76%) of non-MDR UPEC and 48 (92%)

of commensal E. coli strains were non-invasive.



56

100,0%

75,0%

50,0%

Prevalence (%)

25,0%

NOT PRODUCE BIOFILM ~ MODERATE BIOFILM STRONG BIOFILM

0,0%

B MDR UPEC ® Non-MDRUPEC mCommensal

Figure 4: Formation of biofilms in MDR UPEC, non-MDR UPEC and commensal E. coli .
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Figure 5: Invasion of rate in MDR UPEC, non-MDR UPEC and commensal E. coli .
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4.6 DISCUSSION

There are many controversies regarding the relationship between virulence and
multidrug resistance, including the role of increasing resistance in relation to fitness costs.
Sometimes, the increased resistance is associated, either directly or indirectly, with
decreased virulence and fitness (BECEIRO et al., 2013). Sukumaran and colaboraters
(2015) demonstrated that resistance to antibiotics is significantly associated with the
absence of virulence genes, which was interpreted as loss of virulence factors concomitant

with mutations that lead to resistance.

However, evidence also shows the opposite, and it is increasingly evident that the
association of resistance and virulence is often of greater benefit to the pathogen, resulting
in a growing public health problem. This study lightened a lot of points of this question.
We compared MDR UPEC, non-MDR UPEC and commensal E. coli strains as the
presence of the virulence factors genes, pathogenicity islands genes phenotypical capacity
of biofilm producing, HEp-2 cells invasion, and phylogenetic classification, and many
comparative results showed the higher virulence of MDR UPEC strains with a statistically
significant difference (p<0.05).

In a study of Dubois and colaboraters (2009) was reported that one plasmid that
encoded the beta-lactamase did not increase the incidence of meningitis in a newborn
mouse model, thus suggesting that the CTX-M type enzyme does not increase the
virulence of E. coli in this animal model. In another study, it was examined the ability of
ESBL-producing K. pneumoniae isolates and non producing to express type 1 and 3
fimbrial adhesins, which are important traits in microbial adherence and invasion of host
cells, and both showed the same capacity to adherence and invasion (SAHLY et al., 2008;
SUBASHCHANDRABOSE; MOBLEY; 2015).

In our results, the MDR UPEC strains were more invasive in lines cells when
compared with non-MDR UPEC and commensal E. coli strains, corroboring with others
studies. Sahly and collaborators (2008) demonstrated that the proportion of strains able
to invade ileocecal and bladder epithelial cells was significantly higher among ESBL
producers, than among non-ESBL producers. The data demonstrated that an ESBL carrier
plasmid appeared to upregulate the expression of one or more genes, resulting in a higher
invasion capacity (BECEIRO, 2013).

The presence of biofilm favors the reduction of bacterial susceptibility to

antimicrobial agents and resistance to the defense mechanisms of the immune system. In
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our study, it was determined that the isolates multiresistant to antimicrobials had a higher
biofilm formation in relation to the other isolates, which was also observed by
PONNUSAMY et al. (2012) because they indicated that strong biofilm producers were
less susceptible to antimicrobial agents than non-producers in uropathogenic E. coli .

Recently, several different prevalence rates of virulence determinants were related
to UTlIs in different countries (DERAKHSHANDEH, 2015; LEE et al., 2016).
Furthermore, UPEC strains are genetically more diverse and may share a lot of virulence
determinants, being genes encoding fimbrial adhesive systems the most commom.The
adhesion factors promote colonization, invasion, and replication within uroepithelial cells
(MULVEY, 2002) and precede the expression of other bacterial products such as toxins,
iron acquisition systems, and host defense avoidance mechanisms (protectins), which are
encoded on PAIs or plasmids (BIDET et al., 2012; SAMEI et al., 2016).

The most prevalent adhesion genes found in our study were papC in MDR UPEC
(32.0%) and non-MDR UPEC (30.0%) strains, with statiscally significant differences
when compared with comensal strains (11.5%) (Table 7). These findings are in agreement
with those previously reported for UPEC strains isolated from patients with community-
acquired UTIs (ZHAO et al., 2009; SAHLY et al., 2008).

The cvaA gene encoding a bacteriocin were more frequent in commensal isolates
than in the other groups, similar to the study by Micenkovéa and colaboraters (2016) who
found that colicin determinants were less prevalent among EXPEC strains compared to
fecal strains. The production of colicins and microcines (bacteriocins) is an important
feature of pathogenic and also commensal E. coli strains and play an important role in
bacterial competition, in addition to antimicrobial activity (MICENKOVA et al., 2014).

In this study, the presence of the iroN, iutA, traT, ompT and papC genes were less
frequent, statistically, in microbiota comparing with the other strains of UPEC. According
to some authors, the traT gene is more commonly found in ESBL or multidrug resistant
strains than commensal E. coli , which could be because the resistant strains carries more
plasmids (Oliveiraetal., 2011; MELLATA et al., 2013).

Iron is an essential element for the survival of E. coli and important to numerous
celular activities (BRAUN, 2001). In this study, iron acquisition system genes, as iutA
and iroN, were more frequent in UPEC strains than commensal E. coli strains. However,
fyuA gene was more frequent in non-MDR UPEC than MDR UPEC and commensal E.
coli strains (Table 7). This gene can be harbored in PAI 1\V536 (SABATE et al., 2006),

and this PAI was the most frequent in our non-MDR UPEC strains. The prevalence rates
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obtained in our study were higher than those previously described for UPECSs, indicating
that frequencies of iron acquisition system genes vary according to geographic location
and host (SUBASHCHANDRABOSE, MOBLEY:; 2015).

The percentage of strains with toxin coding genes hlyA was high in the non-
MDR UPEC (58.0%), indicated that the strains have the potential to produce toxins
(MARRS et al., 2005). This gene can be harbored in many PAI, among them PAI
ICFTOQ73, one of the most frequent in non-MDR UPEC.

In our study, six PAI markers was detected, whereas PAI 1J96 was not detected
in any of the isolates. According to our results and previous studies, some isolates of E.
coli from the intestinal tract of healthy people can be considered potentially virulent,
some commensal E. coli strains showed PAI markers. Already, it has been reported that
UPEC can asymptomatically colonize the intestinal tract (KOGA et al., 2014). Among
MDR UPEC strains, the most prevalent PAI marker was PAI ICFT073 (56.0 %), followed
by PAI 111536 (52 %). Our results were similar with other studies, mainly in the
distribution of PAI marker among isolates (CYOIA et al., 2015).

In the results of the phylogenetic groups were observed in the pathogenic
isolates higher prevalence of phylogenetic group B2 and B1 when compared to the fecal
isolates that presented a higher prevalence of phylogenetic group Bland A (p<0.05).
Group B2 is associated with extraintestinal pathogenic E. coli and group A with
commensal strains (Clermont et al., 2013). Similar results were presented in other studies
(CYOIA et al., 2015, MICENKOVA et al., 2014, KOGA et al., 2014).

These findings reflect the heterogeneity in the distribution of virulence genes
and the complex and multifactorial characteristic of UPEC virulence (JOHNSON;
STELL, 2000). In our study, several distinct patterns were found among the UPEC strains
regarding the number of virulence genes and their distribution among the strains (Table
7), aresult also found in other studies (JOHNSON; STELL, 2000; MARRS et al., 2002).
High heterogeneity of the composition of virulence associated genes was found, mainly
in the isolates of E. coli producing ESBL.

The emergence of E. coli isolates that have multiple antibiotic resistant
phenotypes has been previously reported and is considered a serious health concern
(ALBASARY, 2015). The high prevalence of multiple antibiotic resistance in UPECs
may be related with the frequent use of these drugs to treat UTIs in Brasil (SILVA,
LINCOPAN, 2012). Of particular concern is the finding that a high percentage of E.

coli  strains are resistant to trimethoprim/sulfamethoxazole, nitrofurantoin and
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ciprofloxacin, because are the therapeutic agents used for the social security health system
in many countries.

In our study MDR UPEC strains showed high resistance to many antimicrobials,
at least half of these strains were resistant to cefepime, cefotaxime, ceftazidime, cefazolin,
trimethoprim-sulfa, ciprofloxacin, levofloxacin and aztreonam, showing statistically
significant differences for these antimicrobials to the other groups (p<0.05). This group
demonstrated the presence of the different combinations of virulence markers, confirming

the coexistence of virulence and resistance phenotypic.
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67

ANEXOS:

Non-MDR UPEC

DNA iroN hlyF iutA ompT iss tsh ecpA papC papG fyuA HIlyA IbeA KPSIl traT cvaA T

10 0 0 0 0 0O ©O 1 0 0 1 0 0 1 1 0

11 0 0 1 0 0O O 1 0 0 0 0 1 1 1 0
12 0 0 1 0 0O O 1 0 0 0 0 0 0 1 1
15 0 0 1 0 0O O 1 0 0 1 0 0 0 1 0
17 0 0 1 0 0 O 1 1 1 1 0 0 1 1 0
18 1 0 0 0 0O O 1 1 1 1 1 1 1 0 1
19 0 0 0 0 0O ©O 1 1 1 1 0 1 1 0 0
20 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1

21 0 0 1 0 0O ©O 1 0 0 0 0 0 0 0 0

23 1 0 0 0 0O O 1 1 1 1 1 0 1 0 1
24 0 0 1 0 0O O 1 1 1 1 0 0 1 0 0
25 1 0 0 0 0O O 1 0 0 1 0 0 1 1 0
26 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 0
28 0 0 0 0 0O O 1 0 1 1 0 0 1 1 0

29 0 0 0 0 0O ©O 1 1 0 0 1 0 1 1 0



30

31

33

35

36

40

41

43

44

46

47

51

53

54

57

59

60

62

64

66

71

72

73

74

75

68



76 0

77 0

79 0

91 0

98 0

MDR UPEC

123 1 1

124 1 1

126 0 O

129 0 O

130 1 1

134 1 1

135 0 O

136 1 1

137 0 O

138 1 1

142 0 O

144 1 1

11

B2

Bl

B2

B2

MLST

B2

Bl

B2

69



145

147

148

150

151

152

154

155

156

157

158

159

162

163

164

165

166

167

168

170

Bl

B2

Bl

Bl

Bl

B2

B2

B2

B2

B2

1

70



171- 0 0 1

172- 0 0 1

172- 1 0 1

172- 0 0 1

173 0 0 1

175 0 0 1

176 1 1 1

178 0 0 O

181 0 0 1

182 0 0 1

186 0 0 O

187 1 0 1

188 0 0 O

190 0 0 1

193 0 0 1

194 0 0 1

195 0 0 1

19¢ 1 1 1

COMMENSAL

11 0 0 1

12 0 0 1

21 0 0 O

22 0 0 1

B2

Bl

B2

Bl

Bl

B2

B2

Bl

B1

71



3.1

3.2

4.1

4.2

4.3

4.4

5.1

5.2

5.3

5.4

6.1

6.4

7.1

7.3

74

8.2

8.4

9.1

9.3

9.4

12.1

12.2

12.3

13.1

13.2

B1

B1

Bl

Bl

B1

Bl

Bl

Bl

B1

B2

B2

B2

72



13.3

14.1

14.2

14.3

14.4

14.5

15.1

15.3

17.1

19.1

19.2

19.3

20.2

20.3

21.1

21.2

213

22.1

22.2

22.3

23.1

23.2

23.3

11

10

B1

Bl

B1

Bl

Bl

B1

B2

B2

Bl

Bl

B2

MLST

B2

73



