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RESUMO

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) ¢ um enteropatogeno emergente especialmente em
paises em desenvolvimento. Os mecanismos de viruléncia das EAEC ndo estdo completamente
esclarecidos e o papel dos varios fatores descritos ainda requer investigacdo. A enteropatogenicidade
parece constituir um atributo de certos subgrupos dentro da categoria e a resisténcia a antimicrobianos
tem sido identificada como uma caracteristica relevante entre as EAEC. Estudos filogenéticos tém
mostrado que populagdes de E. coli podem ser divididas em quatro grupos principais designados
A, B1, B2 e D. O objetivo deste estudo foi o de determinar o grupo filogenético e a resisténcia a
antimicrobianos em isolados de EAEC, obtidos de criangas com e sem diarreia, empregando a
reagdo da polimerase em cadeia ¢ a técnica de difusdo em éagar. A filotipagem revelou a populagéo
bacteriana distribuida nos grupos filogenéticos A (65,8%), D (20,7%), B1 (9,7%) e B2 (3,6%). A
resisténcia a antimicrobianos foi observada em 65,9% das EAEC e o fendtipo de multirresisténcia
foi detectado, preferencialmente, nos isolados provenientes de criangas com diarreia e pertencentes
aos grupos filogenéticos A e D. Os dados obtidos contribuem para o conhecimento dos aspectos
genético-epidemioldgicos destes enteropatogenos circulantes em nosso meio.

DESCRITORES: Escherichia coli enteroagregativa. Resisténcia a antimicrobianos.
PCR. Filotipagem. Viruléncia.

INTRODUCAO

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) ¢ reconhecida como um
enteropatogeno emergente em razdo de seu crescente envolvimento com a doenga
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diarreica aguda e persistente que acomete, especialmente, criangas de paises em
desenvolvimento (6, 10, 13). Os mecanismos envolvidos na enteropatogenicidade
desses microrganismos ainda ndo foram esclarecidos e a viruléncia das EAEC parece
estar associada a uma multiplicidade de fatores e restrita a subgrupos bacterianos
carreadores de propriedades especificas (8, 12, 14, 15, 17). Além dos mecanismos
diretamente relacionados a viruléncia, a resisténcia a antimicrobianos tem sido
apontada como um dos fendmenos mais relevantes ¢ que contribui para a elevagdo
das taxas de morbimortalidade. Nas popula¢des microbianas de Escherichia coli,
uma caracteristica importante que vem sendo descrita ¢ a resisténcia a multiplos
antibioticos em isolados bacterianos de origem diversa (5, 8). Particularmente
para as EAEC, a observagdo de que marcadores genéticos de viruléncia sdo
co-transferidos com genes codificadores de resisténcia a antimicrobianos vem
sugerir, cada vez mais, que esta propriedade pode desempenhar um papel importante
ou mesmo contribuir para a viruléncia desses microrganismos (1, 7, 8, 12). Apesar
da variabilidade fenotipica e genotipica comumente descrita no grupo das EAEC,
investigacdes epidemiologicas sugerem que a patogenicidade seja um atributo de
subpopulagdes dentro da categoria, as quais compartilham propriedades especificas
(7,12, 14, 15).

Estudos filogenéticos tém revelado que populagdes comensais e
patogénicas de E. coli, isoladas de uma ampla variedade de hospedeiros e de
origem geografica diversa, podem ser subdivididas em quatro grupos filogenéticos
principais: A, B1, B2 e D. Estes grupos parecem diferir em importantes aspectos
relacionados a biologia de suas populagdes microbianas (8, 9, 18). Linhagens
patogénicas de E. coli agentes de doencas extraintestinais (ExPEC) pertencem,
em sua maioria, ao grupo B2 e, em menor escala, ao grupo D; ao passo que as
comensais e agentes de doencga diarreica sdo normalmente encontradas como
membros dos grupos A, Bl e D (3, 8, 9).

Considerando a diversidade da categoria das EAEC e o seu
reconhecimento como um enteropatogeno emergente, o objetivo deste estudo foi
investigar caracteristicas desses microrganismos por meio da determinagdo do
grupo filogenético e do perfil de resisténcia a antimicrobianos, visando contribuir
para o esclarecimento dos seus aspectos bioepidemiologicos.

MATERIAL E METODOS
Isolados bacterianos e métodos bacterioldgicos

Neste estudo foram incluidos 82 isolados de E. coli enteroagregativa
(EAEC) provenientes de criangas de 0 a 3 anos, com (n=65) e sem (n = 17) diarreia
(13). A identificacdo da espécie foi baseada em caracteristicas fisiologicas e os
isolados foram mantidos a -20°C sob a forma de suspensdo em caldo de tripticaseina
de soja (Tripticase Soy Broth - TSB; BBL - Becton Dickinson, Cockeysville,
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Maryland, USA), acrescida de 15% de glicerol (v/v). A cada teste os isolados
eram recuperados do estoque e avaliados quanto a viabilidade ¢ pureza mediante
subcultivos em meios apropriados. Os isolados de E. coli foram caracterizados
como EAEC, conforme reatividade com a sonda pCVD 432, por meio de ensaios de
hibridizacdo em coldnia e expressdo do padrdo de aderéncia agregativo em células
epiteliais em cultura.

Testes de susceptibilidade a antimicrobianos

A investigac@o da suscetibilidade a antimicrobianos foi realizada pela
técnica de difusdo em agar seguindo recomendagdes do CLSI (4) e utilizando os
discos impregnados com os seguintes antimicrobianos (SENSIFAR-CEFAR):
acido nalidixico (NAL-30 pg), amicacina (AMI-30 pg), ampicilina (AMP-10
pg), acido clavulanico+amoxicilina (AMC- 30 pg), cefotaxima (CTX- 30 pg),
ceftazidima (CAZ-30 pg), ciprofloxacina (CIP-5 pg), fosfomicina (FOS-200 pg),
gentamicina (GEN-10 pg), nitrofurantoina (NIT-300 pg), piperacilina+tazobactam
(PPT-110 pg), sulfazotrim (SUT-25 pg) e trimetoprim (TRI-5 pg). Os isolados
foram considerados multirresistentes quando se observava resisténcia a, pelo
menos, dois dos antimicrobianos testados. Para o controle de qualidade dos testes
foram incluidos os seguintes padrdes: E. coli ATCC 25922, E. coli ATCC 35218, P
aeruginosa ATCC 27853 e S. aureus ATCC 25923.

Reacao de PCR-Triplex

A determinacdo do grupo filogenético foi realizada por meio de ensaios
de amplificagdo simultanea (PCR-triplex) visando a detecc@o dos genes chuA,
yjaA e do fragmento TspE4.C2 (3). Para a reac@o de amplificac@o, foi utilizada
uma aliquota de 200ng de DNA isolado e purificado pelo kit comercial Genomic
Prep Cells and Tissue DNA Isolation Kit (Amershan Biosciences). O volume
final de reagdo foi de 20ul contendo 2ul de tampao (100mM Tris-HCI, pH 8,8,
500mM KCl, 1% Triton X-100), 20pmol de cada iniciador, 80uM de dNTP
(20uM dATP, 20puM dCTP, 20uM dTTP e 20uM d GTP), 3mM de MgCl, e
2,5U de Taq DNA polimerase (Invitrogen do Brasil). A reagéo foi programada
para 30 ciclos de 94°C - 307, 63°C - 30” e 72°C - 30”, seguida de uma extensdo
final de 72°C - 7°, ap6s uma desnaturacao inicial de 94°C - 5°. Os produtos de
amplificacdo foram analisados por eletroforese em gel de agarose (Invitrogen
Brasil), na concentracdo de 1% em tampao TBE 0,5X (10X concentrado,
Tris 1M, acido bérico 1M, EDTA 0,01M, pH 8,0) a 100V, durante trés horas.
Ap6s a corrida eletroforética, o gel foi corado com brometo de etidio (0,5ug/
mL) e visualizado em um transiluminador. A reprodutibilidade foi avaliada
observando-se a repeticdo do padrdo eletroforético com base em diferentes
reagdes de amplificagdo e de culturas do mesmo isolado.
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Analise estatistica

A associacdo entre as caracteristicas investigadas e os isolados de EAEC
foi analisada e comparada mediante o emprego dos testes Qui-quadrado e exato
de Fisher, segundo o programa Epilnfo, versdo 3.5.1. Valores p< 0,05 foram
considerados significativos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 82 isolados de EAEC incluidos no estudo foram caracterizados quanto
ao grupo filogenético e ao perfil de resisténcia a antimicrobianos. O critério de
agrupamento filogenético seguiu recomendagdes prévias, com base na presenca/
auséncia dos genes chud, yjad e do fragmento TspE4.C2 (3). Os resultados da
filotipagem revelaram que as EAEC se encontram distribuidas nos quatro grupos
filogenéticos (Tabela 1). Os isolados obtidos de criangas com diarreia foram
encontrados principalmente nos grupos A (66,2 %) e D (24,6%); os provenientes
de criangas sem diarreia, nos grupos A (64,7%) ¢ B1 (17,6%) (Tabela 2). A analise
estatistica empregada ndo detectou uma associac@o significativa entre os grupos
filogenéticos e a doenga diarreica.

Tabela 1. Classificagdo filogenética dos isolados de EAEC incluidos no estudo

Marcadores filogenéticos

Grupo filogenético - Frequéncia N° (%)
chud yjad TspE4.2C
A - +ou- - 54 (65.8%)
Bl - +ou- + 8(9.7%)
D + - +ou- 17 (20.7%)
B2 + + +ou- 3(3.6%)
Total de isolados 82 (100%)

Tabela 2. Distribuigdo dos grupos filogenéticos entre as EAEC isoladas de
criangas com (caso) e sem (controle) diarreia

Grupos filogenéticos [n° (%))

Caso/Control
a0 chn o A Bl D B2 Total
n=>54 n=_8 n=17 n=3
Caso (65) 43 (66,2%) 5(7,7%) 16 (24,6%) 1 (1,5%) 65 (100%)
Controle (17) 11 (64,7%) 3 (17,6%) 1(5,9%) 2 (11%) 17 (100%)

Os resultados obtidos dos testes de difusdo em agar revelaram que 34,1%
da populacio bacteriana foi sensivel a todos os antimicrobianos testados. Todos
os isolados de EAEC foram sensiveis a: amoxicilina, gentamicina e piperacilina+
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tazobactam. O fenotipo da resisténcia foi detectado em 65,9% dos isolados de
EAEC definindo 15 perfis distintos (Il a XVI) (Tabela 3). Desses petfis, 4 (Il ao
V) corresponderam a padrdes de resisténcia isolada para ampicilina, fosfomicina,
acido nalidixico e sulfazotrim e 11, a padrdes de multirresisténcia (VI ao XVI).
No grupo dos isolados de EAEC obtidos de criangas com diarreia, a resisténcia foi
detectada em 64,6% apresentando indices de 50,8% (SUT), 46,1% (AMP), 20%
(NAL), 13,8% (CAZ), 12,3% (CTX), 9,2% (AMI), 4,6% (FOS) e 1,5% (NIT, TRI
e CIP). A resisténcia intermediaria foi detectada para acido nalidixico, amicacina,
ampicilina, fosfomicina, nitrofurantoina, piperacilinattazobactam, trimetoprim
e ciprofloxacina. No grupo dos isolados provenientes de criancas sem diarreia, a
resisténcia a antimicrobianos também foi observada exibindo percentuais de 47%
(AMP), 41,2% (SUT), 17,6% (NAL) e 11,8% (CTX e CAZ). Foi encontrado o
fenotipo de resisténcia intermediaria a acido nalidixico, amicacina, fosfomicina,
nitrofurantoina, piperacilinattazobactam, trimetoprim e ciprofloxacina. A
resisténcia multipla para até seis antimicrobianos foi observada em 81,5% dos
isolados de EAEC resistentes, definindo 11 perfis (VI a XVI) no grupo das criangas
com diarreia e 3 perfis (VI, X e XI) no grupo controle (Tabela 3). O fendmeno da
resisténcia a antimicrobianos em populagdes de EAEC, em especial o fenétipo da
multirresisténcia e a elevada diversidade de seus padrdes corroboram observagdes
anteriores (1, 7, 8, 12). A literatura descreve que aspectos geograficos, populacionais
e culturais parecem desempenhar um papel crucial na sele¢o e no estabelecimento
destas caracteristicas (5). Estudos epidemiologicos mostram que a resisténcia ndo
parece ser mais frequente entre os isolados provenientes de criangas com diarreia
quando comparada com os isolados obtidos de individuos assintomaticos (1, 12).
Apesar de nossos resultados terem revelado um percentual de resisténcia maior
entre os isolados obtidos de casos, ndo foi detectada uma associagdo significativa
destes marcadores com a doenca diarreica. Por outro lado, a elevada diversidade
detectada nos padrdes de resisténcia, alerta para o reconhecimento do seu potencial
na disseminacdo destes marcadores, especialmente se considerarmos a caracteristica
das EAEC como um enteropatdogeno comunitario e com elevada capacidade de
intercambio genético, o que contribuira para a emergéncia de subpopulagdes
bacterianas virulentas.

A multirresisténcia foi detectada nos grupos A e B1 para dois a cinco
marcadores, seguidos dos grupos D para dois a seis marcadores e B2 para dois
marcadores (Figura 1). A resisténcia isolada foi observada apenas entre os isolados
de EAEC classificados no grupo A e obtidos, preferencialmente, de criangas com
diarreia (70%). Os grupos D e A incluiram isolados com a maior concentragdo de
marcadores de resisténcia, nove e sete, respectivamente; nos grupos Bl e B2, foi
observada resisténcia a até cinco antimicrobianos e, no grupo B1, a dois (Figura 1).

A filotipagem de populagdes de E. coli realizada por meio de ensaios
de amplificag¢@o ¢ reconhecida como uma metodologia molecular alternativa
para estudos filogenéticos desses microrganismos possibilitando a identificagdo
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de grupos ou linhagens patogénicas (3, 9, 18). Particularmente para populacdes
de EAEC essa abordagem ¢ ainda limitada ¢ nossos dados revelaram que esses
microrganismos sdo classificados, em sua grande maioria, como membros dos
grupos filogenéticos nos quais normalmente se encontram os patotipos intestinais
de E. coli (3, 15, 18). Adicionalmente, foi detectada a ocorréncia do fendtipo de
multirresisténcia, especialmente entre os isolados provenientes de criangas com
diarreia, os quais, por sua vez, foram restritos a grupos filogenéticos especificos.
Tal observagdo corrobora estudos anteriores e reforga a hipdtese de que a patogenia
de EAEC esta restrita a certos subgrupos de populagdes bacterianas. O conjunto
dos dados obtidos contribui para o esclarecimento de aspectos bio-genético-
epidemiologicos desses microrganismos circulantes em nosso meio, os quais sdo
reconhecidos como enteropatdogenos emergentes, principalmente nos paises em
desenvolvimento.

Tabela 3. Perfis de resisténcia a antimicrobianos encontrados nos isolados de
EAEC obtidos de criangas com e sem diarreia

N (% o
rcl;?;gni?a Antimicrobiano Caso : Lontrole ali\lIos(ireas
I - 20(75%) 7 (25%) 28
1I AMP 1334%) 2 (66.6%) 3
1 FOS 1(100%) ©) 1
v NAL 2 (100%) ©)
% SUT 3(715%)  1(25%) 4
VI AMP e SUT 22(81.5%) 5(18.5%) 27
VI AMI, AMP e SUT 1.(100%) ©) 1
VI AMP, CIP ¢ SUT 1 (100%) ) 1
X AMP, SUT e TRI 1(100%) ©) 1
X AMP, NAL ¢ SUT 1(50%)  1(50%) 2
XI CAZ, CTX e NAL 2(50%)  2(50%) 4
XII NAL, AMP, FOS e SUT 1 (100%) ©) 1
XIII NAL, AMI, CTX e CAZ 4 (100%) ©) 4
XIV AMP, CAZ, FOS, NAL ¢ SUT 1 (100%) () 1
XV NAL, AMI, CTX, CAZ e SUT 1 (100%) ©) 1
XVI AMP, CAZ, CTX, NAL, NIT e SUT 1(100%) ©) 1

Legenda: acido nalidixico (NAL-30 pg), amicacina (AMI-30 pg), ampicilina (AMP-10 png),
acido-clavulanico + amoxicilina (AMC- 30 pg), cefotaxima (CTX-30 pg), ceftazidima (CAZ-30 pg),
ciprofloxacina (CIP-5 pg), fosfomicina (FOS-200 pg), gentamicina (GEN-10 pg), nitrofurantoina (NIT-300
ug), piperacilina + tazobactam (PPT-110 pg), sulfazotrim (SUT-25 ug) e trimetoprim (TRI-5 pg).
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Figura 1. Distribuicdo do numero de marcadores de resisténcia por isolado de
EAEC conforme o grupo filogenético.
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ABSTRACT

Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC): phylotyping and antibiotics resistance
in an emergent enteropathogen

Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) is an emerging enteropathogen
mainly in developing countries. The virulence mechanisms of EAEC are not
completely understood and the role of various factors described still requires further
investigation. Enteropathogenicity appears to be an attribute of certain subgroups
within the category and resistance to antibiotics has been identified as a relevant
characteristic among EAEC strains. Phylogenetic studies have shown that E. coli
can be divided into four main groups designated A, B1, B2 and D. The purpose of
this study was to determine the phylogenetic group and resistance to antibiotics in
EAEC isolates obtained from children with diarrheal disease and control subjects by
polymerase chain reaction and standard disk diffusion method. Phylotyping revealed
a bacterial population distributed in phylogenetic groups A (65.8%), D (20.7%), B1
(9.7%) and B2 (3.6%). Antimicrobial resistance was observed in 65.9% of the
bacterial population. Multidrug resistance phenotype was detected mainly among
EAEC isolated from diarrheal children and belonging to phylogenetic groups A and
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D. The data contribute to the knowledge of genetic epidemiological aspects of these
enteropathogens circulating in our community.

KEY WORDS: Enteroaggregative Escherichia coli. Antibiotics resistance. PCR.

Phylotyping. Virulence.
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