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RESUMO

O perfil de resisténcia a antimicrobianos e andlise da diversidade genética foi
analisado em 32 amostras de Escherichia coli produtoras de toxina Shiga
(STEC) isoladas de infeccdo humana (n = 21) e das fezes de bovinos
saudaveis (n = 11) e em 12 amostras de E. coli de origem humana isoladas de
sitios extraintestinais, exceto uma delas isolada de diarréia. As amostras foram
isoladas no Estado de Sao Paulo. Multiresisténcia (resisténcia a =3 grupos de
antimicrobianos) foi observada tanto nas amostras de STEC (21/32 - 65,6%)
como nas demais E. coli estudadas (8/12 - 66.7%). As amostras de STEC
foram resistentes a tetraciclina (100%), seguida a estreptomicina (78,1%) e
trimetoprim-sulfametoxazol (56,2%). Onze amostras de STEC resistentes a
ampicilina carreavam a enzima B-lactamase TEM (blatem) € foram sensiveis a
todas as cefalosporinas e quinolonas analisadas. As amostras de E. coli
associadas a infecgOes intestinais e extraintestinais foram resistentes a um
maior numero de grupos de antimicrobianos. Foi observado resisténcia a
estreptomicina (91,7%), tetraciclina (75%) e trimetoprim-sulfametoxazol
(66,7%). Resisténcia a ampicilina (58,3%) foi também identificada. Trés
amostras de E. coli mostraram resisténcia a cefalosporinas de terceira geracao,
uma delas isolada de infeccao intestinal carreava blactx.m-14 € blargm-1 € outra
amostra isolada de secrecao traqueal carreava blacrx-m-15 € blapxa-1. Cinco das
12 amostras de E. coli mostraram resisténcia a quinolonas. O gene da
integrase associada ao integron classe 1 (intll) foi encontrado em 6 (28,6%)
das 21 amostras de STEC isoladas de humanos pertencentes ao sorogrupo
0111 e em uma amostra isolada de bovino (9,1%) pertencente ao sorogrupo
0118. Oito das 12 amostras de E. coli associadas a infecc¢des intestinais e
extraintestinais apresentaram intll e pertenciam a varios sorotipos. As
amostras intll positivas carreavam plasmideos com uma diversidade de
tamanho, mas perfil plasmidial similar foi observado em algumas delas. O
ensaio de hibridizacéo indicou que intl1 estava localizado em plasmideos em 5
das 7 amostras de STEC e em 6 das 8 demais amostras de E. coli. Analise dos
integrons por PCR-RFLP revelou perfil idéntico em 4 amostras de STEC e em
uma E. coli extraintestinal. Esses integrons tinham tamanho uniforme e

continham o cassete génico aadAl. O agrupamento filogenético mostrou que a
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maioria das amostras de STEC pertencia ao grupo B1, enquanto 0s grupos A,
B2 e D foram observados entre as demais amostras de E. coli em 33,3%,
respectivamente. Quatro amostras de E. coli isoladas de infeccdes
extraintestinais foram denominadas como tipicas E. coli patogénicas
extraintestinais (EXPEC). Entre as 44 amostras de E. coli estudadas 54,5%
apresentaram serino-proteases autotransportadoras (SPATE). A toxina
vacuolizante Vat foi identificada somente em 3 das 12 E. coli associadas a
infeccdes intestinais e extraintestinais, e essas amostras apresentaram fimbria
tipo 1, fator necrosante citotoxico, Alfa hemolisina e a adesina de membrana
externa, Ilha (100%, 8,3%, 8,3% e 25%, respectivamente). A tipagem por PFGE
das amostras de STEC O111 e 0118 mostrou uma diversidade de perfis, mas
a maioria das amostras foi agrupada em um mesmo grupo (80% a 97% de
similaridade). Por outro lado, a tipagem molecular confirmou que a maioria das
amostras de E. coli associadas a infec¢cfes intestinais e extraintestinais era
epidemiologicamente nao relacionada (similaridade genética 280%), exceto 2
amostras de E. coli isoladas do mesmo paciente, no mesmo dia, e que
apresentaram padroes de PFGE com similaridade de 93,3%. Os plasmideos
das amostras de E. coli associadas a infec¢des intestinais e extraintestinais
carreando genes de resisténcia e/ou viruléncia, acarretaram um custo biolégico
de pequeno a neutro por geracdo, quando inseridos as amostras laboratoriais
de E. coli. Em concluséo, apesar da aquisicdo de genes ter interferido pouco na
capacidade das amostras de E. coli laboratoriais em se multiplicarem e
consequentemente se disseminarem, a presenca de integrons e de outros
elementos genéticos moveis tanto em amostras de STEC como entre as
amostras de E. coli extraintestinais é preocupante, principalmente em relagcéo
as amostras de E. coli extraintestinais considerando a provavel aquisicdo de
resisténcia a outros antimicrobianos, como recentemente descrito aos

carbapenens.
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ABSTRACT

Phenotypic and genotypic characterization of resistance to antimicrobials and
genetic diversity were analyzed in 32 Shiga Toxin-Producing Escherichia coli
(STEC) strains isolated from human infections (n = 21) and cattle feces (n =
11), and 12 human extraintestinal E. coli strains, except one isolated from
diarrhea. The E. coli strains were isolated in Sao Paulo State. Multiresistance
(resistance to =3 antimicrobial groups) was observed in both STEC (21/32 —
65.6%) and EXPEC strains (8/12 - 66.7%). The STEC strains were resistant to
tetracycline (100%) followed by streptomycin (78.1%) and trimethoprim-
sulfamethoxazole (56.2%). The eleven STEC strains resistant to ampicilin
possessed [(B-lactamase TEM (blargm) enzyme and all strains were susceptible
to third-generation cephalosporins, and also to quinolones. On the other hand,
E. coli strains associated with intestinal and extraintestinal infections were
resistant to a larger number of antimicrobial groups than STEC. Resistance was
observed to streptomycin (91.7%), tetracycline (75%) and trimethoprim-
sulfamethoxazole (66.7%). Resistance to ampicillin (58.3%) was also identified.
Three E. coli strains were non-susceptible to third-generation cephalosporins,
one isolated from diarrhea carried blactx-m-14 and blatem.s whereas other,
isolated from tracheal secretion, carried blactx.m-15 and blaogxa-1. Five of the 12
E. coli strains showed resistance to quinolones. Integrase associated with class
1 integron (intll) was detected in six (28.6%) of the 21 human STEC strains
belonging to O111 serogroup and in one (9.1%) bovine strain belonging to
0118 serogroup. Eight of the 12 E. coli strains associated with intestinal and
extraintestinal infections presented intl1 and belonged to various serotypes. The
intl1-positive isolates carried plasmids showing a diversity of sizes, but similar
plasmid profiles were observed in some strains. Southern blot hybridization
assay with intl1l-specific probe indicated that intll was located on plasmids in
five out of the seven STEC strains and in six out of the eight E. coli strains.
Analysis of integrons by PCR-RFLP revealed identical profiles in 4 STEC
strains and in one extraintestinal E. coli strain. These integrons had a uniform
size and contained a single gene cassette aadAl. The phylogenetic grouping
showed that most of the STEC strains belonged to B1 group, while groups A,
B2 and D (33.3%), respectively were observed among the other E. coli isolates.
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Four E. coli strains isolated from extraintestinal infection were classified as
typical extraintestinal pathogenic E. coli (EXPEC). Among 44 E. coli strains
studied, 54.5% presented the Spate protease autotransporter. The Vat
vacuolating toxin was identified only in 3 of the 12 E. coli strains associated with
intestinal and extraintestinal infections, and these strains presented type-1
fimbriae, cytotoxic nectrotizing factor, alpha-hemolysin and the IrgA homologue
adhesin, lha (100%, 8.3%, 8.3% e 25%, respectively). PFGE analysis of 0111
and O118 STEC strains showed a diversity of profiles, but most of the strains
were grouped in the same cluster (80% to 97% of similarity). On the other hand,
PFGE analysis revealed that most E. coli strains associated with intestinal and
extraintestinal infections were epidemiologically unrelated, and were not
grouped in any cluster with significant similarity (=80%), except 2 E. coli strains,
isolated at the same day from the same patient, and that presented PFGE
patterns with similarity of 93.3%. The plasmids of the E. coli strains associated
with intestinal and extraintestinal infections carrying resistance and/or virulence
genes, resulted in a low or neutral biological cost per generation, when inserted
into laboratory E. coli strains. In conclusion, despite the acquisition of genes has
shown a low interference in the ability of laboratory E. coli strains to grow and
consequently to spread, the presence of integrons and other mobile genetic
elements in both STEC and E. coli associated with extraintestinal infections is
worrisome, mainly in relation to extraintestinal E. coli strains considering the
probable acquisition of resistance to other antimicrobials, as recently reported to

carbapenems.

XXii



Introducao

1. INTRODUCAO



Introducao

1. INTRODUCAO

Escherichia coli € um bastonete Gram-negativo, anaerdbio facultativo,
membro da familia Enterobacteriaceae que pode ser classificado em trés
grandes grupos, considerando-se caracteristicas moleculares e critérios
clinicos: amostras comensais nao patogénicas, amostras patogénicas
extraintestinais e amostras diarreiogénicas. As amostras ndo patogénicas
usualmente ndo causam danos ao hospedeiro se o epitélio estiver integro. As
infeccbes por amostras patogénicas podem ocorrer quando a integridade do
epitélio intestinal estd comprometida, a exemplo da mucosite observada em
pacientes submetidos a quimioterapia e em pacientes imunocomprometidos
(RUSSO e JOHNSON, 2000; ZINNER et al., 1999; KAPER et al., 2004). As
amostras de E. coli patogénicas extraintestinais (EXPEC) possuem genes de
viruléncia que as capacitam a causar infecces extraintestinais, como infeccao
urinaria, sepse ou meningite, dentre outros quadros infecciosos (NATARO e
KAPER, 1998). As amostras de E. coli envolvidas em infecc¢des intestinais sédo
coletivamente denominadas E. coli diarreiogénicas (DEC), sendo classificadas
em seis patotipos de acordo com o conjunto de marcadores de viruléncia e os
sinais e sintomas que determinam no hospedeiro. E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli produtora de toxina Shiga (STEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC) e E. coli
difusamente aderente (DAEC) (KAPER et al., 2004). Embora os fatores e
mecanismos de viruléncia destes enteropatdogenos afetem o hospedeiro de
formas distintas, a principal manifestacdo clinica € a diarréia, que pode ser

branda, moderada ou intensa. Alguns genes que codificam fatores de viruléncia
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das DEC localizam-se em plasmideos, enquanto outros se encontram

integrados ao cromossomo bacteriano.

1. 1. Escherichia coli produtoras de toxina Shiga

Infecgcbes causadas por Escherichia coli produtoras de toxina Shiga
(STEC) estdo associadas a um amplo espectro de doencas que compreende
desde diarréias brandas ou mesmo inaparentes, até quadros clinicos
extremamente graves e exacerbados como a colite hemorragica (CH) e a
sindrome hemolitica urémica (SHU) (NATARO e KAPER, 1998). Embora o
sorotipo O157:H7 tenha sido o primeiro a ser associado a surtos e casos
esporadicos de CH e SHU, atualmente ja esta estabelecido que alguns
sorogrupos ndo-0157 tém igualmente um papel importante nas infecgcées por
STEC, inclusive prevalecendo em diversos paises.

Desta forma, o termo E. coli enterohemorragica (EHEC) tem sido
utilizado para se referir ao conjunto de amostras mais virulentas, responsaveis
por provocar diarréia com complicagbes como CH e SHU. EHEC seria,
portanto, um subgrupo dentro do conjunto das STEC e os sorogrupos mais
frequentemente relacionados a surtos e/ou casos esporadicos de CH e SHU,
em diversos paises, sdo 026, 091, 0103, O111, O113 e 0157 (NATARO e
KAPER, 1998).

A principal caracteristica de viruléncia das STEC, a producdo de toxina
Shiga, é responséavel pela sintomatologia intestinal e extraintestinal da doenca,
porém, outros fatores sdo também considerados relevantes para a viruléncia

destas bactérias, como supostas adesinas (DOUGHTY et al., 2002; NICHOLLS
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et al.,, 2000; PATON et al.,, 2001; KAPER et al.,, 2004) e outras toxinas
(BIELASZEWSKA et al.,, 2004). Alguns sorotipos, considerados altamente
virulentos para o homem, abrigam locus of enterocyte effacement (LEE), onde
estdo localizados todos o0s genes necessarios para a formacdo da lesédo
attaching-and-effacing (A/E). A proteina responsavel pela aderéncia intima
observada na lesdo A/E é denominada intimina, que é codificada pelo gene
eae. Contudo, a presenca de LEE nédo € essencial para o desenvolvimento de
infecgbes severas por STEC, incluindo SHU, uma vez que cepas desprovidas
de eae também tem sido isoladas de casos graves (PATON e PATON, 1998).

Diferindo de outras categorias diarreiogénicas de E. coli que afetam
exclusivamente o homem, STEC apresenta reservatorios naturais entre o0s
guais se podem destacar os ruminantes, principalmente os bovinos (PATON e
PATON, 1998). Consequentemente, STEC é transmitida ao homem
principalmente através de alimentos carneos e lacteos de origem bovina e
guaisquer outros alimentos contaminados direta ou indiretamente com material
fecal bovino. Além da transmisséo através do alimento contaminado, a agua e
a transmisséo direta pessoa-pessoa, embora menos comum, também tem sido
considerada uma via de transmissdo da infeccdo (ACKMAN et al., 1997;
VARMA et al., 2003).

Bactérias resistentes a antimicrobianos via cadeia alimentar (alimento e
dgua) talvez atue sobre a selecdo e disseminacdo de resisténcia a
antimicrobianos entre patdégenos bacterianos humanos. Estreita relacdo existe
entre o uso de agentes antimicrobianos no tratamento de infecgdes de animais
e o alto nivel de resisténcia observado nas amostras de STEC (ZHAO et al.,

2001; WHITE, et al, 2002).
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1. 2. Escherichia coli isoladas de sitios extraintestinais

As Escherichia coli isoladas de sitios extraintestinais sdo responsaveis
por ampla variedade de infec¢des extraintestinais comunitarias ou hospitalares
e podem envolver qualquer 6rgdo ou sitio anatbmico (RUSSO e JOHNSON,
2000). De acordo com os critérios estabelecidos pelo Center for Disease
Control and Prevention (CDC), infeccdo comunitaria € a infeccdo constatada
nas primeiras 48 horas da admissdo do paciente em um hospital e infeccéo
hospitalar ou nosocomial € a infec¢do constatada apos 48 horas da admisséo
do paciente. Atualmente, o termo infeccdo hospitalar esta sendo substituido por
infeccdo relacionada a assisténcia a saude, devido a sua maior abrangéncia
como infec¢des desenvolvidas em pacientes que necessitam de hemodidlise
ou homecare. E comum isolar amostras de E. coli em infeccdo do trato urinario,
pneumonia, osteomielite, infeccoes de tecidos moles e pele, bacteremia e
meningite de recém nascidos levando a alta morbidade, mortalidade e alto
custo para a Saude Publica (ANVISA).

O grupo das E. coli extraintestinais, inclui subpatotipos como E. coli
uropatogénica (UPEC) e E. coli associada a meningite do recém nascido
(MNEC). Estes grupos apresentam consideravel diversidade gendmica e
possuem potencial de viruléncia determinado pela presenca de fatores de
viruléncia (JOHNSON et al., 2008b). Para causar doenca, as amostras de E.
coli extraintestinais devem alcancar um determinado sitio extraintestinal e
expressar um conjunto de fatores de viruléncia que podem incluir: adesinas
mediadas por fimbrias (como as fimbrias P, S e tipo 1) e/ou adesinas afimbriais

(Afa, afimbrial adhesins) da familia Dr, sistema aerobactina de aquisicdo de
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ferro, proteinases que sdo normalmente secretadas para ou além da superficie
da célula bacteriana, producdo de citotoxinas (como o fator necrosante
citotoxico — CNF e a alfa-hemolisina - Hly) e expressdo de estruturas ou
moléculas de escape do hospedeiro (capsulas e lipopolissacarides) (RUSSO e
JOHNSON, 2000; ANTAO et al., 2009). JOHNSON e cols (2003) propds, como
definicdo operacional, que uma amostra seria definida como tipica E. coli
patogénica extraintestinal (EXPEC) se possuisse ao menos 2 dos seguintes
fatores de viruléncia: fimbria P (fimbria associada a pielonefrite codificada pelo
gene papC), adesina fimbrial (sfaS), adesina da familia das adesinas Afa/Dr
(afa/dra), receptor da ferri-aerobactina (iutA) e capsula tipo Il (kpsM II). Estes 5
marcadores de viruléncia foram identificados como preditivos em andlises
estatisticas da tipagem de viruléncia e a partir dos resultados de 3 colecdes de
amostras de E. coli dentro das quais a categoria EXPEC poderia ser inferida
sobre as bases da origem epidemioldgica. Essa definicao foi Gtil para localizar
amostras de EXPEC nos varios nichos e hospedeiros facilitando estudos

epidemioldgicos.

1. 3. Resisténcia a antimicrobianos

1. 3. 1. Produgéo de B-lactamase

A produgédo de P-lactamase caracteriza o0 mecanismo de maior

frequéncia e relevancia descrita em amostras de E. coli. Inicialmente, o

desenvolvimento de cefalosporina de espectro ampliado no final da década de

80 foi resguardado como um importante arsenal terapéutico na luta contra a
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resisténcia bacteriana mediada pela produgcéo de B-lactamase (BUSH, 2002;
MEDEIROS, 1997). De forma lamentavel, a emergéncia de E. coli e K.
pneumoniae resistentes a ceftazidima e outras cefalosporinas comprometeram
seriamente a atividade e poténcia destes antibiéticos (PEREZ et al., 2007).

As B-lactamases sdo enzimas que catalisam a hidrolise do anel [3-
lactamico, impossibilitando assim a sua atividade antimicrobiana (LIVERMORE,
1995). Em geral, varios membros da familia das p-lactamases séo capazes de
hidrolisar as penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e carbapenens.
Dessa forma, a interacdo entre estas enzimas e seus substratos resulta em
compostos inativos que permitem a sobrevivéncia da célula bacteriana (BUSH,
2001). Entretanto, alguns fatores podem interferir na capacidade da -
lactamase em conferir resisténcia, entre 0os quais se destacam a quantidade de
enzima produzida, a habilidade da enzima em hidrolisar o antimicrobiano e a
velocidade com que o [B-lactamico penetra pela membrana celular externa
(LIVERMORE, 1991).

As B-lactamases sdo produzidas por iniUmeras espécies bacterianas,
porém com diversidades estruturais e localizagGes diferentes. Nas bactérias
Gram-positivas, as p-lactamases sdo, em sua maioria, induziveis e excretadas
para 0 meio extracelular, aonde acontece hidrélise do composto B-lactamico
antes que este se ligue a Proteina Ligadora de Penicilina (PBP) na membrana
celular. Dessa forma, irdo apresentar uma atividade menor que as -
lactamases produzidas pelas bactérias Gram-negativas. Nestas bactérias, as [3-
lactamases encontram-se estrategicamente situadas no espaco periplasmaético,

podendo alcancar maiores concentracdes e agir de modo mais eficaz sobre os
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B-lactamicos que estdo atravessando este espacgo para atingir as PBP (BUSH
et al., 1995).

A sintese das B-lactamases pode ser cromossdmica ou mediada por
plasmideos e transposons, podendo ser induzidas tanto pela presenca de B-
lactamicos, como de dipeptidio D-Ala-D-Ala precursor de peptidoglicano da
parede celular (KONEMAN et al., 2001).

Devido a grande diversidade de tipos de B-lactamases, trés diferentes
tentativas de estabelecer um sistema de classificagdo para estas enzimas
foram propostos ao longo dos anos (BRADFORD, 2001). O primeiro esquema
foi sugerido por RICHMOND e SYKES (1973) e foi baseado no perfil do
substrato das enzimas e na localizacdo do gene codificador das mesmas
(RICHMOND e SYKES, 1973; BRADFORD, 2001). Atualmente, dois esquemas
de classificacdo tém sido considerados como de maior importancia. A
classificagdo de AMBLER, desenvolvida em 1980, foi baseada nas sequéncias
de nucleotideos e aminoacidos das enzimas e somente quatro classes
moleculares de B-lactamases foram descritas: A) producdo da enzima [-
lactamase de espectro ampliado (ESBL), penicilinases e carbenicilinases, B)
metalo-beta-lactamase; C) cefalosporinases cromossomais; e D) oxacilinases
(AMBLER, 1980). Em 1995, BUSH, JACOBY e MEDEIROS propuseram um
esquema baseado nas propriedades bioquimicas, estrutura molecular e
sequéncia nucleotidica das enzimas, combinando as caracteristicas estruturais
e funcionais das B-lactamases, classificando-as em grupos funcionais (BUSH et
al., 1995).

As ESBL representam o0 maior grupo de B-lactamases estudadas

atualmente (BRADFORD, 2001; BUSH et al., 1995; GNIADKOWSKI, 2008).
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Descritas inicialmente em K. pnemoniae e E. coli, as ESBL encontram-se
disseminadas entre as espécies das enterobactérias, sendo encontradas
também em Pseudomonas aeruginosas (BRADFORD, 2001). Sdo enzimas
capazes de hidrolisar todos os antimicrobianos B-lactamicos com excec¢ao das
cefamicinas (cefoxitina, cefotetan) e dos carbapenens (imipenem, meropenem)
e, sao inibidas pelo acido clavulanico, tazobactam e sulbactam. Pertencem a
classe molecular A de AMBLER (1980) e estdo distribuidas no grupo 2 de
BUSH, JACOBY e MEDEIROS (1995). As ESBL apresentam uma serina no
sitio ativo e sdo codificadas por genes localizados em plasmideos que podem
também codificar resisténcia aos aminoglicosideos, tetraciclinas, cloranfenicol e

trimetoprim/sulfametoxazol (ROSSOLINI et al., 2008; WINOKUR et al., 2001).

1. 3. 1. 1. Producao de pB-lactamase TEM

A descricao da primeira B-lactamase, denominada TEM-1 (subgrupo 2b)
ocorreu em 1960. Esta enzima foi encontrada em uma amostra clinica de E.
coli isolada da corrente sanguinea de uma jovem paciente grega chamada
Temoniera, origem da sigla da B-lactamase TEM (TURNER, 2005). Atualmente
€ responsavel por mais de 90% da resisténcia a ampicilina em amostras de E.
coli, sendo também responsavel pela resisténcia a ampicilina e penicilina em
amostras de Haemophilus influenzae e Neisseria gonorrhoeae (PATERSON e
BONOMO, 2005; LIVERMORE, 2008). A B-lactamase TEM-1 é codificada por
genes localizados, usualmente, em elementos genéticos moveis, plasmideos e
transposons, que por meio de uma série de eventos de transposicdo e

rearranjos, migram para diferentes plasmideos. Devido a grande facilidade de
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disseminagdo, esta enzima tem sido descrita em diversas espécies de
enterobactérias e em outras espécies bacterianas (PATERSON e BONOMO,
2005).

A B-lactamase TEM-2 foi a primeira derivada da TEM-1 e, apesar de ter
sofrido alteragdo de um aminoacido e, consequentemente, uma alteragdo em
seu ponto isoelétrico de 5,4 para 5,6, ndo apresentou modificagdo no perfil do
substrato (BARTHELEMY et al., 1985, BRADFORD, 2001). A B-lactamase
TEM-3 (subgrupo 2be) reportada em 1988 foi a primeira a apresentar o fenotipo
ESBL (SOUGAKOFF et al., 1988). Atualmente existem mais de 160 derivados

de TEM (http://www.lahey.org/Studies/temtable.asp) sendo algumas resistentes

aos inibidores de B-lactamase e a grande maioria apresenta o fenotipo ESBL
(BRADFORD, 2001). Embora essas [-lactamases sejam mais frequentemente
relatadas em E. coli, Klebsiella spp., Enterobacter aerogenes, Morganella
morganii, Proteus mirabilis, Proteus rettgeri e Salmonella spp. (BONNET et al.,
1999; MARCHANDIN et al.,, 1999; MOROSINI et al., 1995; PALZKILL et al.,
1995; PERILLI et al.,, 2000; TESSIER et al., 1998), tém sido também,

reportadas entre bactérias Gram-negativas ndo Enterobacteriaceae.

1. 3. 1. 2. Producgéo de B-lactamase SHV

A maioria das ESBL do tipo SHV € encontrada em amostras de K.
pneumoniae. Contudo, essas enzimas sao encontradas em Citrobacter
diversus, E. coli e P. aeruginosa (BRADFORD, 2001). A B-lactamase SHV-1 é
comumente encontrada em E. coli e € responsavel por até 20% da resisténcia

a ampicilina mediada por plasmideos nessa espécie (TURNER, 2005). A
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denominacéo da sigla SHV vem de uma propriedade bioquimica da enzima
variavel sulfidrila (sulphydryl variable) (TZOUVELEKIS e BONOMO, 1999).
Neste gene, o fendtipo ESBL € caracterizado a partir de substituicdes de
aminoacidos que ocorrem no gene blasyy-1, € estas alteracbes assemelham-se
ao que acontecem com as ESBL do tipo TEM (HULETSKY et al., 1993). Desde
1982, quando a ceftazidima foi disponibilizada para o uso clinico, até o
momento, foram descritas mais de 140 variantes da B-lactamase da classe

SHV (http://www.lahey.org/Studies/webt.asp# SHV). Os genes do tipo blatem €

blasyy possuem propriedades bioguimicas parecidas, conservando, assim, um
grau de similaridade entre si. A diferenca estrutural entre estas enzimas é
discreta, e esté relacionada com mudancgas de aminoacidos junto ao sitio ativo
da enzima (BRADFORD, 2001). Entretanto, as ESBL do tipo CTX-M
apresentam apenas 40% de similaridade com as [B-lactamases TEM e SHV
(TZOUVELEKIS e BONOMO, 1999). Estas B-lactamases sao codificadas por
genes, blactx.v, localizados em plasmideos, os quais normalmente abrigam
outros genes que conferem resisténcia aos aminoglicosideos, ao cloranfenicol,
as sulfonamidas, ao trimetoprim e a tetraciclina. De acordo com o relato de
HUMENIUK (2002), acredita-se que a B-lactamase do tipo CTX-M foi originada
a partir da enzima cromossoémica AmpC de Kluyvera ascorbata, devido ao seu

alto grau de homologia.

1. 3. 1. 3. Producao de PB-lactamase CTX-M

Os primeiros casos de infec¢cdes causadas por isolados de E. coli e K.

pneumoniae produtores de CTX-M foram relatados no final dos anos 80 no

11



Introducao

Japéo, Europa e Argentina. Desde entdo, essas enzimas vém se disseminando
mundialmente em diferentes géneros de enterobactérias (BONNET, 2004;
ROSSOLINI et al., 2008). Estas B-lactamases tém a propriedade de conferir
resisténcia a todas as cefalosporinas de espectro ampliado, porém apresentam
como substrato preferencial a cefotaxima e a ceftriaxona. Contudo, € descrito
na literatura, a ocorréncia de B-lactamase do tipo CTX-M com maior atividade
hidrolitica contra a ceftazidima do que a cefotaxima. Esse achado pode ser
justificado devido ao uso intensivo de ceftazidima na pratica médica (BONNET,
2004; CARTELLE et al., 2004; ROSSOLINI et al.,, 2008). Atualmente,
encontram-se descritos na literatura mais de 80 tipos de CTX-M diferentes

(http://www.lahey.org/Studies/other.asp#tablel). As variantes alélicas de CTX-

M estdo agrupadas em seis diferentes grupos (CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8,
CTX-M-9, CTX-M-25, CTX-M-45) e cada grupo é representado pelo tipo da B-
lactamase CTX-M que foi descrito pela primeira vez (ROSSOLINI et al., 2008).
As enzimas pertencentes ao mesmo grupo diferem uma das outras por apenas
um, ou por pouquissimos aminoacidos. A ESBL CTX-M-15 difere da CTX-M-3,
pertencentes ao grupo CTX-M-1, pela simples substituicdo do acido aspartico
na posicdo 240 para o aminodcido glicina (Asp240 - Gly). Esta substituicdo
aumenta a atividade hidrolitica contra ceftazidima, que nédo é conhecida como o
substrato preferencial para as ESBL do tipo CTX-M (POIREL et al., 2002).

No inicio da década de 1990, a B-lactamase CTX-M-2 disseminou-se
rapidamente na Argentina e em paises vizinhos (ROSSOLINI et al., 2008).
Outros membros da familia CTX-M estéo distribuidos em diversos lugares do
mundo; CTX-M-9 e CTX-M-14 predominantemente na Asia e na Espanha

(MUNDAY et al., 2004, HERNANDEZ et al., 2005), CTX-M-3 e CTX-M-15 na
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Europa. No Brasil, BONNET e cols (2000 e 2001) descreveram novas enzimas
ESBL CTX-M produzidas por diferentes amostras da familia das
Enterobacteriaceae. Em E. coli, CTX-M-2 foi encontrada tanto em amostras
isoladas de frango (WARREN et al., 2008) como de humanos (MINARINI et al.,
2007) e CTX-M-9 e -16 foram isoladas de humanos (BONNET et al., 2001).
Durante os ultimos 15 anos, estas enzimas ja foram relatadas em quase todas
as partes do mundo (ROSSOLINI et al., 2008) e, em algumas regides, superam
a incidéncia das classicas ESBL dos tipos TEM e SHV (POURNARAS et al.,
2004; YAN et al., 2006). A disseminacao da B-lactamase do tipo CTX-M esta
causando importantes e imprevisiveis mudancas na epidemiologia da

resisténcia aos antibioticos B-lactamicos (ROSSOLINI et al., 2008).

1. 3. 1. 4. Producéo de B-lactamase OXA

As B-lactamases do tipo OXA nao apresentam similaridade genética com
as ESBL (TEM e SHV), pertencem ao grupo 2d de BUSH (1995) e a classe
molecular D de AMBLER (1980). Sdo encontradas com maior frequéncia em
cepas de P. aeruginosa do que em cepas de enterobactérias. Conferem
resisténcia a ampicilina, a cefalotina e apresentam alta atividade hidrolitica
contra a oxacilina e cloxacilina, fato que deu origem ao nome do grupo. Séo
fracamente inibidas pelo &cido clavulanico, com exce¢do da OXA 18
(BRADFORD, 2001; PHILIPPON et al., 1997).

As B-lactamases OXA-11, OXA-13, OXA-14, OXA-16 e OXA-19 diferem
da OXA-10 por apenas um, dois ou até nove aminoacidos. Diferente da maioria

das ESBL do tipo OXA, a B-lactamase OXA-17 confere maior nivel de
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resisténcia a cefoxitina e ceftriaxona, do que a ceftazidima (DANEL et al.,
1999). Atualmente, encontra-se descrito na literatura mais de 140 tipos

diferentes de OXA (http://www.lahey.org/Studies/other.asp#tablel). Muitos dos

mais recentes membros da familia de B-lactamase do tipo OXA nao sado
classificados como ESBL e incluem OXA-20 (NAAS et al.,, 1998), OXA-22
(NORDMANN et al., 2000), OXA-24 (BOU et al., 2000), OXA-25, -26 e -27
(AFZAL-SHAH et al., 2001) e OXA-30 (SIU et al., 2000). Estas enzimas foram
caracterizadas em amostras bacterianas isoladas na Turquia e na Franca,
apesar desse fato ndo caracterizar esses paises como provaveis focos dessas
enzimas (BRADFORD, 2001). DUBOIS e cols (2003) descreveram um isolado
clinico de E. coli que foi mais resistente a cefepima do que a ceftazidima devido
a uma enzima derivada de OXA-1, a OXA-30.

Outras variantes de ESBL também ja foram descritas em diferentes
organismos como: BES (Serratia marcences), FEC-1 (E. coli), CME-1
(Cryseobacterium meningosepticum), PER (5 variantes, P. aeruginosa e
Salmonella enterica), SFO (E. cloaceae), TLA (E. coli) e VEB (7 variantes, E.

coli), sendo pouco frequentes (BRADFORD, 2001).

1. 3. 2. Resisténcia as quinolonas/fluoroquinolonas

A descoberta acidental de um subproduto da sintese da cloroquina,
levou a sintese do acido nalidixico, o precursor de uma classe de
antimicrobianos denominada quinolonas (LESHER et al., 1962). Nos anos 70,
outras quinolonas, como o acido oxolinico e a cinoxacina, foram sintetizadas.

Porém, nesse mesmo periodo, a sintese do acido pipemidico representou um
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importante avanco no campo das quinolonas. Modificagcdes realizadas na
estrutura molecular do acido pipemidico, levaram a sintese da norfloxacina nos
anos 80, o primeiro composto pertencente ao grupo das fluoroguinolonas
(BRYSKIER e CHANTOT, 1995).

As fluoroquinolonas s&o mais potentes e apresentam maior espectro de
acdo que as antigas quinolonas, pois a introducéo do flior levou a um aumento
da afinidade de ligacdo a DNA-girase, além de facilitar a penetracdo desses
agentes na célula bacteriana (DOMAGALA et al., 1986).

A bactéria adquire resisténcia as quinolonas/fluoroquinolonas através de
mutacbes espontaneas em genes cromossOmicos. Estas mutagbes levam a
uma alteragdo no sitio de acdo, alvo das quinolonas, como DNA girase e
topoisomerase IV e/ou superexpressdao das bombas de efluxo (HOOPER,
2000; HOOPER, 2001).

Durante muito tempo, acreditava-se que a resisténcia as quinolonas
fosse somente mediada por genes cromossomais. Porém, a descricdo de um
plasmideo, pMG252, presente em uma amostra de Klebsiella pneumoniae
produtora de ESBL, isolada na urina de um paciente hospitalizado no Centro
Médico da Universidade de Alabama, Birmigham, EUA, em 1998, mudou esse
conceito (MARTINEZ-MARTINEZ et al., 1998). Somente quatro anos apos a
identificacdo do pMG252, foi identificado o gene qnr responsavel por esse
mecanismo de resisténcia (TRAN e JACOBY, 2002). CASTANHEIRA e cols
(2007) isolaram uma E. coli produtora de QnrA da urina de uma mulher de 80
anos que estava hospitalizada em um hospital de Porto Alegre. Esse isolado
mostrou resisténcia a maioria dos B-lactamicos, a todas quinolonas testadas,

estreptomicina e a cloranfenicol.
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1. 4. Integron

A rapida disseminacdo de bactérias resistentes a antimicrobianos é
consequéncia da transferéncia de genes de resisténcia entre bactérias da
mesma espécie ou interespécies por plasmideos e transposons. Um terceiro
mecanismo de disseminacdo de genes de resisténcia encontrados em isolados
clinicos tanto em bactérias Gram-negativas (FLUIT e SCHMITZ, 1999) como
em bactérias Gram-positivas (NESVERA et al., 1998) pode estar contido em
integrons (STOKES e HALL, 1989).

A grande maioria dos integrons encontrados em isolados clinicos tanto
de animais (BASS et al., 1999; SANCHEZ et al., 2002; GUERRA et al., 2006)
como de humanos (CHIEW et al., 1998; KANG et al., 2005) pertence a classe 1
e estd comumente associado a discretos elementos moveis conhecidos como
cassetes génicos que codificam genes de resisténcia (HALL e STOKES, 1993;
ARAKAWA et al.,, 1995; MAZEL et al.,, 1998, HOCHHUT et al., 2001). Os
integrons de classes distintas apresentam diferentes sequéncias de
nucleotideos no gene da integrase, mas mantém similar regido conservada 3’
(SAENZ et al., 2004).

Os integrons de classe 1 sao elementos genéticos constituidos por um
segmento conservado 5° (5" - SC), formada por um gene intll, uma regido
promotora e um sitio de recombinacéo (attll) e outro segmento conservado 3
(3"- SC) (Figura 1). Esse ultimo segmento contém o0s genes truncados qacEA1
(PAULSEN et al., 1993) e sull (STOKES e HALL, 1989; SUNDSTROM et al.,
1988) que codificam resisténcia a brometo de etidio e compostos de amdnio

quaternario, e sulfonamida, respectivamente, e fase de leitura aberta (ORF),
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como orf5 (STOKES e HALL, 1989) e orf6 (BENNETT, 1999) de funcdes

desconhecidas.

Figura 1. Estrutura do integron

F1 P2

I

GTTRRRY GTTRRRY

int

Cassete inserido

| % segmento conservado | | ¥ segmento conservado |

P, P1 e P2, promotores; gqacEAl, gene que codifica resisténcia ao composto
amonio quaternario; sul, gene que codifica sulfonamida; orf, fase de leitura
aberta; int, gene que codifica o gene da integrase, CS, sequéncia conservada.

A montante do intl1, integrons apresentam uma regi&o promotora, a qual
€ responsavel pela expressao dos cassetes génicos inseridos entre 0s 5°-SC e
3’-SC (PARTRIDGE et al., 2002). Essa regido € formada por um promotor
denominado P; e alguns integrons de classe 1 podem apresentar um segundo
promotor, jusante de P; (Figura 2). Experimentos evidenciaram que a
expressdo da-se de forma mais eficiente a medida que o cassete génico
encontra-se mais proximo a regido promotora. Sendo assim, genes localizados
nas primeiras posicoes serdo efetivamente melhores expressos (COLLIS e
HALL, 1995).

A integrase, enzima codificada pelo intll, € uma recombinase sitio
especifico e possui como substrato preferencial dois sitios de acdo, um no

cassete génico (attc) e outro no receptor do cassete génico (attll), localizado
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no integron (COLLIS e HALL, 1995; PARTRIDGE et al., 2000). Cada cassete
génico consiste do gene e de uma sequéncia, conhecida como elemento de 59
pb, que atua como um sitio de recombinacédo especifica ao attll do integron
(Figura 2). A maioria dos cassetes génicos perde seu préprio promotor, € 0
integron fornece o promotor responsavel pela expressao de genes codificados
pelos cassetes (BROWN et al., 1996). Apesar das diferencas nas sequéncias
das integrases e do sitio att, 0 mesmo cassete parece ser capaz de se inserir
nas diferentes classes de integrons. O mesmo cassete génico foi encontrado
em integrons classe 1 e classe 2 (HALL et al., 1991; SUNDSTROM e SKOLF,
1990) ou em classe 1 e classe 3 (ARAKAWA et al., 1995). Novos cassetes séo
continuamente descobertos e aproximadamente 70 cassetes génicos que
conferem resisténcia a agentes antimicrobianos ja foram identificados (SUNDE,

2005).

Figura 2. Estrutura do integron e cassete génico

Integron 0
int I aul gacEAl sull orf5  orf6

Elemento 59 ph

r gene |
" Cassete génico

intl anl genel

2 D A

Integron classe 1

int, gene que codifica 0 gene da integrase; att, receptor do cassete génico;
gacEAl, gene que codifica resisténcia ao composto amoénio quaternario; sul,

gene que codifica sulfonamida; orf, fase de leitura aberta; pb, pares de base.
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Integrons foram primeiramente encontrados em espécies bacterianas
Gram-negativas pertencentes aos géneros da familia Enterobacteriaceae e
Pseudomonas (SALLEN et al., 1995; HALL 1997), mas somente no trabalho de
SALLEN e cols (1995) estudou-se o conteudo deles.

O uso intensivo de antimicrobianos tem levado a bactéria desenvolver
mecanismos de resisténcia contra drogas terapéuticas. Estudos tém sugerido
uma possivel participacdo de integrons e plasmideos conjugativos na
disseminacdo de genes conferindo resisténcia a antimicrobianos em E. coli
comensal a E. coli patogénicas (NAGACHINTA e CHEN, 2009). Aléem disso,
uma alta prevaléncia de integrons foi detectada em E. coli fecais de humanos
saudaveis demonstrando que individuos na comunidade poderiam ser um

reservatorio de integrons contidos em isolados de E. coli (VINUE et al., 2008).

1. 5. Transferéncia de determinantes de resisténcia bacteriana

A emergéncia de isolados de E. coli de origem humana, animal e
alimentar com fendétipo de multipla resisténcia (resisténcia a 3 ou a mais
classes de antimicrobianos) é considerada um sério problema de Saude
Publica.

A transferéncia de determinantes de resisténcia por elementos genéticos
moveis € um importante fator que pode contribuir para 0o aumento da
multiresisténcia bacteriana. Para o melhor entendimento epidemioldgico das
amostras de E. coli varios estudos foram realizados. LEVESQUE e cols (1995)
ao analisarem amostras das familias das Enterobacteriaceae e Pseudomonas

resistentes a aminoglicosideos identificou 4 cassetes génicos inseridos na
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regido variavel de uma amostra clinica de E. coli. A presenca de 2 ou mais
genes de resisténcia a aminoglicosideos sugeriu a presenca de integrons de
multiresisténcia.

CHANG e cols (2000), ao estudarem 104 isolados clinicos de E. coli
encontrou integrons classe 1 em 51% delas. A maioria (61%) dos integrons
encontrados continha os cassetes génicos dfrl2, orfF e aadA2 conferindo
resisténcia a trimetoprim, orfF (funcdo desconhecida) e resisténcia a
aminoglicosideos, respectivamente. Este padrdo foi também reportado em
isolados de E. coli de infeccdo urinaria na Turquia (HEIKKILA et al., 1993) e
Suécia (GRAPE et al., 2005), em amostras de Shigella sp isoladas na
Finlandia, mas originalmente da Asia (HEIKKILA et al., 1993) e em amostras
clinicas multiresistentes de E. coli ndo patogénicas (SAENZ et al., 2004).
CHANG (2000) revelou a presenca de um integron carregando dois novos
cassetes génicos, dfrl7 e aadA4. Estes cassetes foram primeiramente
encontrados em isolados de E. coli de infeccéo urinaria na Australia (WHITE et
al., 2000) e o mesmo cassete aadA (embora designado A5) foi encontrado em
uma amostra de E. coli de suino na Dinamarca (SANDVANG, 1999). Estes
resultados revelam que os mesmos cassetes podem estar disseminados em
diferentes espécies bacterianas, em diferentes hospedeiros e em diferentes
areas geograficas.

Inicialmente, amostras de E. coli O157:H7 eram sensiveis a muitos
agentes antimicrobianos, no entanto estudos tém documentado um aumento na
taxa de resisténcia nessas bactérias. Amostras de STEC n&o-O157, isoladas
do homem e de animais também desenvolvem resisténcia a antimicrobianos,

sendo que varias amostras sdo inclusive multiresistentes a antimicrobianos
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comumente utilizados na medicina veterinaria e humana (MENG et al., 1998;
ZHAO et al., 2001; WHITE et al., 2002; KHAN et al., 2002; FLUIT e SCHMITZ,
2004).

Acredita-se que certos sorotipos de STEC estejam mais associados a
resisténcia a antimicrobianos do que outros (MORABITO et al., 2002; SINGH et
al.,, 2005). GUERRA e cols (2006) ao estudarem amostras de E. coli
pertencentes ao sorogrupo O111 observaram que as amostras exibiam um
amplo repertorio de elementos moveis para sustentar a pressao seletiva. Para
amostras de STEC 0111, assim como 0157, 0118 e 026 entre outros, o0 gado
€ o principal reservatério e o padrao de resisténcia encontrado nas amostras
relatadas esta de acordo com o uso veterinario.

ZHAO e cols (2001) foi o primeiro grupo de pesquisadores a reportar
integrons e cassetes génicos em amostras de STEC de origem humana, animal
e de alimentos pertencentes a sorogrupos O157 e ndo 0O157. O segundo
trabalho molecular sobre genes de resisténcia encontrou uma prevaléncia de
integrons nos sorogrupos 026 e O111 de diferentes origens e a maioria dos
integron apresentava cassetes génicos aadAl conferindo resisténcia a
estreptomicina/espectinomicina, sozinho ou associado ao cassete génico drfAl,
o qual confere resisténcia a trimetoprim (MORABITO et al., 2002). Resisténcia
a estreptomicina da-se por causa do seu uso entre as décadas de 1950 e 1970;
e hoje ainda é usado no tratamento da tuberculose e de uso veterinario
(WHITE et al., 2000). NAGACHINTA e CHEN (2008) determinaram que genes
de resisténcia a estreptomicina e sulfametoxazol mediados por integrons

podem ser transferidos de amostras de STEC pertencentes aos sorotipos
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0157:H7 e O111:H8 a amostra de E. coli K-12 sensivel a antimicrobianos em
meios como agua da chuva e fezes de bovinos.

Foram descritas também trés amostras de EHEC produtoras de ESBL,
duas do sorotipo 0O26:H11 e uma pertencente ao sorotipo O157:H7. As
amostras 026:H11 eram produtoras de ESBL-CTX-M-3 e ESBL-CTX-M-18
(KON et al., 2005; ISHII et al., 2005, respectivamente). A amostra O157:H7
resistente a estreptomicina, espectinomicina, trimetoprim/sulfametoxazol,
ampicilina e tetraciclina foi isolada de um dos membros de uma familia
japonesa (AHMED et al., 2005). A amostra apresentava integron classe 1,
cassetes génicos dfrl e aadAl e um gene B lactamase-TEM-1, justificando a

resisténcia a ampicilina.

1. 6. Custo biolégico bacteriano na aquisicdo e exp  ressdo de genes de

resisténcia e/ou viruléncia

Entre os isolados clinicos humanos de E. coli, resisténcia a
antimicrobianos esta associada com diminuicéo de viruléncia (JOHNSON et al.,
1988).

E aceito que, tanto na auséncia da presséo seletiva por drogas, como na
aquisicdo e expressao de genes de resisténcia havera um custo adaptativo
sobre a bactéria hospedeira. A aquisicdo de um gene de resisténcia é um
beneficio para a bactéria, mas havera um custo biolégico. A diminuicdo do
fithess competitivo levara a menor replicacdo e consequentemente a menor
viruléncia bacteriana. Acredita-se que o custo bioldégico em adquirir e expressar

um gene de resisténcia surja porque a resisténcia pode comprometer funcdes
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metabdlicas vitais devido a mutacbes em genes essenciais alvos de
antimicrobianos. Os genes de resisténcia podem estar em plasmideos que
contenham genes que permitem a sua sele¢cdo na auséncia de presséao seletiva
por antimicrobianos (ALONSO et al., 2001). Retirando-se a pressao seletiva, o
namero de bactérias resistentes caird e o nimero de bactérias sensiveis sera
maior. Portanto, as bactérias resistentes estardo em desvantagem
(ANDERSSON e LEVIN, 1999; BJORKMAN e ANDERSSON, 2000;
ANDERSSON, 2003).

O custo biologico desempenha um papel vital na determinacdo de um
mutante resistente em aparecer e se disseminar dentro de uma populacdo
bacteriana. Isto é particularmente pertinente para a bexiga e sistema urinério
gue segue uma sequéncia de enchimento e esvaziamento, onde um
uropatdogeno tem que crescer rapido o suficiente para manter-se nas vias
urindrias e ndo ser eliminado pela miccdo. Isto pode ser matematicamente
modelado, onde a taxa de crescimento necessaria para a manutengao
bacteriana na bexiga € referido por GORDON-RILEY (1992).

Um problema clinico surge quando bactérias sensiveis declinam,
permitindo que bactérias resistentes presentes na microflora se sobressaiam
(LEVY, 2001). O agente antimicrobiano pode ser um importante fator de
impacto para o surgimento da resisténcia bacteriana. Quando a droga é usada
na dosagem correta por curto periodo, a emergéncia de bactérias resistentes é
menor (GUILLEMOT, 1998). A prevaléncia da resisténcia pode persistir por
causa da presenca de genes de resisténcia a drogas ja& em desuso por estarem
truncados a outros cassetes génicos presentes em integrons. Bactérias

isoladas de suinos ainda apresentam resisténcia ao cloranfenicol, mesmo
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proibido desde meados de 1980 aos animais no Reino Unido (BISCHOFF et
al., 2005). Outro exemplo € quanto as sulfonamidas, que mesmo usadas
clinicamente no Reino Unido com menor frequéncia desde a década de 90, a
analise de plasmideos que contém genes de resisténcia as sulfonamidas
mostrou que, em muitos casos temos plasmideos de multiresisténcia com
genes que conferem resisténcia a outros antimicrobianos que ainda estéo
sendo muito usados na clinica (ENNE, 2001).

Situacdo semelhante pode ocorrer quando um mesmo plasmideo
contém tanto genes de resisténcia como genes de viruléncia (MARTINEZ e
BAQUERO, 1988). Os plasmideos de resisténcia sdo frequentemente
encontrados nas bactérias patogénicas. MARTINEZ e BAQUERO (2002) ao
analisarem o0 sequenciamento de plasmideos de viruléncia observaram
também a presenca de genes de resisténcia. A presenca de genes de
resisténcia e viruléncia no mesmo elemento genético permite a co-selecéo de
ambos determinantes em situagdo n&o infectiva, mas na presenca de
antimicrobianos, o determinante de resisténcia permite a selecdo do fator de
viruléncia, enquanto em uma situagdo de infecgcdo, a presenca do fator de
viruléncia garante a manutencdo do plasmideo e por tanto dos genes de
resisténcia a antimicrobianos, inclusive na auséncia de pressao seletiva. Estes
sao os dois elementos-chave na evolugao da resisténcia e viruléncia bacteriana
(LINARES-RODRIGUEZ e MARTINEZ-MENENDEZ, 2005).

As bactérias podem tornar-se resistentes a antimicrobianos, quer por
mutagcdo quer por aquisicdo de genes de resisténcia. A maioria dos estudos
sobre o custo bioldgico da resisténcia a antimicrobianos concentra-se sobre a

resisténcia adquirida por mutacdo de genes cromossomais (BJORKMAN e
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ANDERSON, 2000) como, por exemplo, a resisténcia a estreptomicina
adquirida por mutacdo em rpoB (ENNE et al., 2004; REYNOLDS, 2000;
WICHELHAUS et al.,, 2002). Poucos estudos examinaram o fitness cost
associado a genes de resisténcia adquiridos, seja plasmidial, seja por
transposons. ENNE e cols (2005) observaram que o fitness cost imposto pela
aguisicdo natural de elementos de resisténcia por E. coli selvagem € baixo
tanto in vitro como in vivo, sugerindo que uma vez estabelecida, a resisténcia
pode ser dificil de ser eliminada pela redugdo somente da prescricdo do
antimicrobiano. E verdade também que o custo biolégico pode ser
compensado, usualmente sem perda da resisténcia, por mutacfes secundarias
durante a evolucdo compensatoria que restaura o fitness, inteiramente ou em
parte (BOUMA e LENSKI, 1988; SCHRAG et al., 1997; BJORKMAN e
ANDERSON, 2000; DAHLBERG e LIN, 2003).

Embora terapia antimicrobiana seja uma importante ferramenta para as
infeccbes causadas por E. coli extraintestinais uma estreita relacéo existe entre
0 uso de agentes antimicrobianos na veterinéria no tratamento de infec¢des de
animais e o alto nivel de resisténcia observado tanto nas amostras de STEC
como nas E. coli extraintestinais (AARESTRUP e WEGENER, 1999; ZHAO et

al., 2001; WHITE et al., 2002).
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2. OBJETIVOS

¢ Caracterizar fenotipica e genotipicamente a resisténcia a antimicrobianos em

patotipos de Escherichia coli associados a infec¢cbes intestinais e

extraintestinais.

¢ Analisar a diversidade genética dos diferentes patotipos de Escherichia coli

estudados.

¢ Determinar o custo biologico “fitness cost” na aquisicdo de genes de

resisténcia e viruléncia.
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3. RESULTADOS

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram a redacdo de trés
manuscritos envolvendo distintos patotipos de Escherichia coli resistentes a
antimicrobianos: E. coli produtoras de toxina Shiga (STEC) e E. coli isoladas de

sitios extraintestinais.
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ARTIGO 1. MARIA CECILIA CERGOLE-NOVELLA , BEATRIZ ERNESTINA
CABILIO GUTH, MARIANA CASTANHEIRA, MIRIAN SILVA DO CARMO,
ANTONIO CARLOS CAMPOS PIGNATARI. First description of blacrx-m-14 and
blactx-w-15 producing E. coli isolates in Brazil. Microbial Drug Resistance
(Submetido para publicagéo)

O presente artigo estudou 12 amostras de Escherichia coli isoladas de

sitios extraintestinais, exceto uma delas isolada de diarréia. Nove E. coli
extraintestinais foram isoladas da corrente sanguinea de pacientes admitidos
em um hospital geral privado na cidade de S&o Paulo, durante 4 meses em
2006. Uma amostra de E. coli isolada da secrecéo traqueal de um paciente em
2006, no mesmo hospital e durante o mesmo periodo, mostrando
multiresisténcia a antimicrobianos, foi incluida neste estudo. Foram também
estudadas mais uma amostra de E. coli isolada de bacteremia e outra isolada
das fezes diarréicas isoladas no mesmo dia de um paciente com infeccéo
intestinal admitido em 2005 no mesmo hospital e mostrando multiresisténcia a
antimicrobianos.

O presente estudo relatou a presenca de multiresisténcia a
antimicrobianos nas amostras de E. coli, presenc¢a de integrons inseridos em
plasmideos, agrupamento filogenético, analise de polimorfismo de fragmentos
de restricdo separados por eletroforese em campo pulsado (PFGE). Pela
primeira vez no Brasil foram identificadas amostras de E. coli resistentes a
cefalosporinas de terceira geracdo carreadoras de B-lactamase de espectro
ampliado do tipo CTX-M-14 e CTX-M-15. Duas amostras de E. coli carreadoras
de blacrx, isoladas das fezes diarréicas e da corrente sanguinea do mesmo
paciente, no mesmo dia, mostraram ser a mesma amostra quanto aos perfis de
resisténcia e viruléncia, e apresentaram 93,3% de similaridade genética através

da analise por PFGE.
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Abstract

We evaluated the antimicrobial resistance patterns and molecular
characteristics of 11 extraintestinal Escherichia coli strains and one intestinal E.
coli from human infections collected in Brazil. Two E. coli strains were non-
susceptible to extended spectrum cephalosporins (cefotaxime, ceftazidime and
cefepime), one isolated from diarrhea carried blactx-m-14 and blarem-1 whereas
the other, isolated from tracheal secretion, carried blacrx-u-15 and blaoxa-1. Five
E. coli strains showed resistance to quinolones. Integrase associated with class
1 integron (intl1) was detected in 8 of the 12 E. coli strains belonging to various
serotypes and this gene was carried by plasmids showing similar size. PFGE
showed that E. coli strains were genetically diverse and phylogenetic grouping
showed that the E. coli strains belonged to groups A, B2 and D (33.3%),
respectively. This is the first report of E. coli isolates carrying blacrtx.m-14 and
blactx-m-15 in Brazil. The presence of mobile elements containing antimicrobial
resistance genes is worrisome since it could promote the dissemination of
resistance and lead to the acquisition of resistance to other antimicrobials

agents such as the carbapenems.

Key words: Extraintestinal Escherichia coli, resistance genes, class 1 integron,
phylogenetic background.
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Introduction
Escherichia coli is an important cause of disease in animals and humans
worldwide. E. coli strains can be classified into three major groups: commensal,
intestinal pathogenic, and extraintestinal pathogenic E. coli (EXPEC) strains.
The EXPEC pathotype is responsible for a wide variety of community and
hospital acquired extraintestinal infections and can involve almost any organ or
anatomical site.*” The virulence potential of extraintestinal E. coli is determined
by the presence of virulence factors (VFs). Johnson'® has proposed that a strain
would be defined as typical EXPEC if it possesses at least two of the following
VFs: P fimbriae (pyelonephritis-associated pilus encoded by the papC gene
cluster), fimbrial adhesins (sfaS), adhesins from the Afa/Dr family of adhesins
(afa/dra), ferri-aerobactin receptor (iutA), and type Il capsule synthesis (kpsMT
II), which participate in the pathogenesis of the pathotype. These 5 virulence
markers were identified as independently predictive of ExXPEC status by
statistical analyses of virulence typing results from 3 bacterial collections within
which EXPEC status could be inferred on the basis of epidemiological source
(e.g., symptomatic infection vs. fecal, or observed extraintestinal virulence in
experimental animals). This definition has been very useful to localize EXPEC
strains in the various niches and hosts facilitating the epidemiological studies.
The use of antimicrobial agents has caused bacteria to develop
resistance mechanisms against therapeutic drugs. Studies suggested a role of
integrons and conjugative plasmids in dissemination of genes conferring
resistance to antibiotics from pathogenic to generic E. coli cells.3* Further, a
high prevalence of integrons was detected in faecal E. coli of healthy humans

demonstrating that individuals in the community could be a reservoir of
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integron-containing E. coli isolates.** Previous studies focusing on the impact of
E. coli resistance concerned essentially on extended-spectrum [(-lactamase
(ESBL)-producing strains and more recently resistance to fluoroquinolones.?*?3
Most ESBL consist of three main genotypes based on sequence and structure:
CTX-M, TEM, SHV and that are commonly found in many members of the
Enterobacteriaceae family.*®

Among human clinical E. coli isolates, resistance to antimicrobial
compounds is associated with decreased virulence, phylogenetic groups other
than virulence-associated group B2, and immunocompromised host.?
Phylogenetic analyses have shown that E. coli strains fall into four main
phylogenetic groups (A, B1, B2, and D) and previous studies have also given us
a better understanding of how pathogenic strains acquire virulence genes.®*#%
This study aims to identify genetic elements responsible for the

antimicrobial resistant and class 1 integron that can potentially be responsible

for the mobilization of genes in E. coli isolated in Brazil.

Materials and Methods

Bacterial strains

Nine extraintestinal E. coli strains were isolated from bloodstream of
patients admitted to a private General Hospital in the city of S&o Paulo, Brazil,
during 4 months in 2006. One extraintestinal E. coli isolated from tracheal
secretion of a patient at the same hospital in 2006 at the same period of time,
showing multiresistance to antimicrobials, was included in the study. One
additional extraintestinal E. coli was isolated from a bloodculture at the same
day from a patient admitted to the same hospital with intestinal infection (feces

strain) showing antimicrobial multiresistance in 2005.
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All E. coli strains were serotyped for their somatic antigen (O) and
flagellar antigen (H) according to standard methods using antisera O1 to O181
and H1 to H56, from Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo.'* Infections were primarily
classified as nosocomial or community acquired, in accordance with the classic

Centers for Disease Control and Prevention (CDC) criteria.

Antimicrobial susceptibility and ESBL screening test

Susceptibility testing was performed for nalidixic acid (NAL), ampicillin
(AMP), kanamicin (KAN), cefepime (CEF), cefotaxime (CTX), ceftazidime
(CFZ2), ciprofloxacin (CIP), chloramphenicol (CHLO), streptomycin (STR),
gentamicin (GEN), trimethoprim-sulfamethoxazole (SUT) and, tetracycline
(TET) by agar dilution method and interpretative criteria according to the Clinical

and Laboratory Standard Institute guidelines (CLSI*®

). ESBL screening test was
performed using Etest strips of cefotaxime with and without clavulanic acid (AB

Biodisk, Solna, Sweden) according to the manufacturer's recommendations.

PCR analysis and DNA sequencing of blacrx-v and blargm

The presence of mobile elements, virulence and resistance markers were
assayed by PCR (Table 1).

Amplicons were sequenced on both strands. Nucleotide and deduced
amino acid sequences were analyzed using the Lasergene software package
(DNASTAR, Madison, WI) and compared with sequences available through the

internet using BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/).

Plasmid profiles and Southern blot hybridization assays
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Plasmid DNA was extracted by Birnboim and Doly® alkaline lysis method
and analysed by electrophoresis in agarose gels. Further, Southern Blot

hybridization assays with intl1-specific probe were also performed.

Phylogenetic grouping
Triplex PCR reactions were performed with specific primers. Each
combination of chuA, yjaA gene and DNA fragment TSPE4.C2 amplifications

allowed the phylogenetic group determination according to Clermont ° (Table 1).

Pulsed-field gel electrophoresis typing (PFGE) analysis of isolates

PFGE analysis was done as described by Gautom®, with some
modifications. The digestion time was extended to 16 h, and PFGE was
performed on a CHEF-DRIII PFGE apparatus (Bio-Rad). The pulse time was
increased from 5 to 50 s over a 19 h period. The band patterns were analyzed
by the BioNumerics program version 5.1, Applied Maths, and the similarity
between PFGE patterns was evaluated using the Dice coefficient similarity

(tolerance, 1.5%).

Results and Discussion

In this study we evaluated antimicrobial resistance patterns and
molecular characteristics of E. coli strains mainly implicated in extraintestinal
infections. The virulence potential of extraintestinal E. coli is largely determined
by the presence of virulence factors. Alarming progressive increases have been
documented in both the incidence of ExPEC?*® and the prevalence of

antimicrobial resistance.'>*! The presence of antimicrobial resistance genes in
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these isolates could jeopardize treatment if administration of appropriate
antimicrobial therapy were delayed.®

According to Johnson®®, four of the 12 (33.3%) E. coli strains studied in
the present study possessed at least two virulence factors, classifying these
strains as typical EXPEC. Aerobactin, P fimbriae and Group Il capsular
synthesis system genes were observed in 50%, 16.7% and 41.7% of E. coli,
respectively (Table 2).

The phylogenetic grouping showed that groups A, B2 and D (33.3%),
respectively were observed among the E. coli isolates studied. Three
extraintestinal E. coli strains were isolated from patients with urinary tract
infection, belonging to phylogenetic group B2, and belonging to O1, O4, and O6
serogroups (Table 2). According to Johnson'’ related O antigens associated
with urinary tract infection included O1, 02, 04, 06, O7, 016, 018, 025, and
O75. Uropathogenic Escherichia coli (UPEC) strain CFT073 (0O6:K2:H1) was
isolated from the blood and urine of a hospitalized patient with acute
pyelonephritis.?® The 06 clonal group is documented as one of the most
frequent causes of UPEC infection.>”** Phylogenetic grouping have shown that
E. coli strains from various collections or isolates belong mainly to group B2
and, to a lesser extent, to group D, whereas most commensal strains belong to
group A.° Duriez®® compared 168 commensal strains of E. coli with 118 ExPEC
strains and confirmed that the strains of phylogenetic group B2 are more
frequent among extraintestinal pathogenic strains (72%) than among
commensal strains (11%).

PFGE analysis revealed that most E. coli strains were genetically

unrelated, and were not grouped in any cluster with significant similarity (=80%),
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except for E. coli 34 (feces) and 35 (bloodculture) strains (Figure 1), isolated at
the same day from the same patient, and that presented PFGE patterns with
similarity of 93.3%. Moreover, these two isolates presented identical serotype,
phylogenetic group, and antimicrobial susceptibility profile (Table 2).

Elevated resistance rates were noted for streptomycin (91.7%),
tetracycline (75%) and trimethoprim-sulfamethoxazole (66.7%). Resistance to
ampicillin  (58.3%) was also identified and three E. coli strains showed
resistance to extended spectrum cephalosporins (Table 2). One of them
displayed MIC values of >128 pg/mL and >32 pg/mL for cefotaxime and
ceftazidime and two presented MIC of >32ug/mL and 4pg/mL, respectively.
Further, five extraintestinal E. coli showed resistance to the quinolones nalidixic
acid and ciprofloxacin (232 ug/mL and 264 pg/mL, respectively). Multiresistance
(resistance to =3 antimicrobial groups) was observed in 8 of 12 (66.7%) of the
strains analyzed. Five of the eight multiresistant E. coli strains were community
acquired (Table 2). Maynard?® reported that animal and human
EXPEC isolates exhibited multiresistance profiles. Many studies suggest a
possible link between resistance and virulence.?’* However, our findings argue
against a direct link between virulence traits and antimicrobial resistance in the
E. coli strains presently studied since resistance to antimicrobial compounds
was associated with decreased virulence (Table 2). The acquisition of a
resistance gene is a benefit for the bacteria, however, it often presents as
a biological cost (fitness cost) to the cell. The decrease in competitive

fitness could lead to lower reproductive ability and consequently much

less bacterial virulence.>%*

39



Resultados - Artigo 1

ESBL-production was detected among 16.7% of the E. coli strains and
the presence of blacrtx.m, blatem, blaoxa-1, and blasyy was evaluated using PCR
methods (Table 1). Seven E. coli strains showed resistance to ampicillin and
three of them showed also resistance to extended spectrum cephalosporins. E.
coli 34 carried blactx-m-14 and strain 36 carried blacrx.v-15. The strain carrying
blactx-v-14 also presented blatgv.: Whereas the blacrx.m-15 producing strain
harbored blapxa-1 (Table 2). Additionally, two ampicillin-resistant isolates
harbored blargy and all E. coli strains were negative for blagyy. TEM-1 is the
most commonly encountered B-lactamase in gram-negative bacteria.” Up to
90% of ampicillin resistance in E. coli is due to the production of TEM-1.%
Pallechi (2007)** reported blarem in 80 of the 81 ampicillin-resistant E. coli
isolates in Bolivia. Three extraintestinal E. coli strains studied belonged to
ONT:HNM serotype, phylogenetic group A and one of them produced blacry.y.1s.
Further, similar to our study, Blanco® also found that one CTX-M-14-producing
EXPEC isolate belonged to phylogenetic group D, O102:H6 serotype, and was
negative to virulence markers very frequently associated with virulent EXPEC.

The prevalence of CTX-M-producing strains is elevated in several
countries. However, reports are limited in Brazil. CTX-M-2, -9 and -16-producing
E. coli were described®?®** however this present study is the first report of
CTX-M-14 and CTX-M-15 in E. coli isolates.

Resistance genes can be associated with mobile DNA plasmids,
transposons, and integrons, which are known to facilitate their distribution.*®4°
Maynard?® studying 39 ExXPEC strains observed that approximately one-third of

the EXPEC isolates possessed a class 1 integron. Cocchi** detected integrons

in 48 (40%) clinical and commensal E. coli strains isolated in Switzerland from
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humans and from companion and farm animals. Our study demonstrates that
eight of the 12 (63.6%) E. coli strains belonging to different serotypes carried
class 1 integrons (Table 2). We observed also E. coli strains carrying intl1l on
plasmid bands of high molecular weights (Figure 2B).

All E. coli strains presented plasmid bands suggesting the presence of
plasmids of high molecular weight (> 15 kb) and two of them also presented
plasmid bands of low molecular weight (< 15 kb) (Figure 2A). Most of the intl1-
positive isolates carried similar plasmid profiles. Southern blot hybridization
assays with intl1-specific probe indicated that intll was located on plasmids in
six out of the eight E. coli strains (Figure 2B).

This study reports the molecular characterization of antimicrobial
resistance and identifies mobile genetic elements responsible for the
transmission of resistant genes in E. coli isolated in Brazil. The results are
worrisome considering the probable acquisition of resistance to other
antimicrobials, such as carbapenems by E. coli. The emergence of carbapenem
resistant E. coli producing CMY-2-type AmpC B-lactamase in Brazil has been
recently described® highlighting the need of surveillance initiatives for E. coli

strains in clinical microbiology laboratories.
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Gene

Target

Primers

Annealing
temperature (°C)

Reference

inth
intiligacEAT
afa
lepahdTI
papC
Al
stalS
chid,
e
taped C2
Blagrem
Blacrema
blagy,
hisrgy

blagya

Class 1 integrase

Integron classe 1

Afimbrial adhesin

Group Il capsular
synthesis system

P fimbriae

Aerobactin receptar

S fimbriae

Gene required for Herme
Transport In O157:H7 E. coli

Identified in E. colf K12,
function unknown

Anonymous
DOMA, fra grnent

CTX-M ESBL

CTX-M-14 ESBL

SHY ESBL

TEM ESBL

O¥A-1 ESBL

8 GTT CGG TCA AGG TTC TGG 3
57 GTA GAG ACG TCG GAA TGG 3
g

'GCC GTA GAA GAA CAG CAA GG 3
S CGEATG TTG CGATTACTT CG 3

GG AGA GGG CCE GCA ACA GGC T
TCCC GTAACG CGC CAG CATCTC 3

"GCG CATTTG CTG ATACTG TTG 3
" CAT CCA GAC GAT AAG CAT GAG CA 3"

TGAC GGC TGT ACT GCA GGG TGTGGC G 37

TATATCC TTT CTG CAG GGA TGC AAT A3

g

g

g

5

g

g

5" ATG AGC ATATCT CCG GAC G 37
87 CAG GTC GAA GAA CATCTG G 3
57 GTG GATACG ACG ATTACTGTG 3
5 CCGCCAGCATTIC CCTGTATTC 3
5
]
g

' GAC GAA CCAACG GTC AGG AT 3
'TGC CGC CAG TAC CAA AGA CA TS

'TGAAGT GTC AGG AGACGC TG 3
5 ATG GAG AAT GCG TTC CTC AAC 3

8 GAG TAA TGT CGG GGC ATT CA S
' CGCGCC AAC AMA GTATTACG 3

' GAC TATTCA TGT TGT TGT TAT TTC 3
5 TTA CAAACC GTT GGT GAC G 3

5 GGTGACAAAGAGAGTGCAACGGAT 3
5 TTACAGCCCTTCGGCGATGA 3

5 GGTTATGCGTTATATTCGCC 3
8 TTAGCGTTGCCAGTGCTC 3

g ATGAGTATTCAACATTTCCG 3
5 CTGACAGTTACCAATGCTTAS

S ACA CAATAC ATATCAACTTCGC I
9'AGT GTG TTT AGA ATG GTG ATCS'

57

52

B5

B3

55

55

55

o=

59

59

55

53

55

55

52

This study

Castanheira ot af, 2004 &

Jonghan and Stell, 2000 18

Jonghaon and Stell, 2000 18

Moulin-Schouleur et ai, 2008 30

MWaulin-Schouleur et g/, 2006 ¥

Jonshan and Stell, 2000 18

Clermant e g/, 20009

Clermant e 2/, 20009

Clermant e a1, 2000 9

This study

This study

Rasheed et &, 1997 3

Rasheed et af, 1997 3

Steward ef af, 2001 #

ESBL, extended-spectrum B-lactamase.
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FIGURE 1. DENDROGRAM OUTLINING THE

Escherichia coli STRAINS
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FIGURE. 2. Plasmid profiles of Escherichia coli strains carrying intll (A). Lanes
1 and 10, 39R861, E. coli strain carrying plasmids of known molecular sizes;
lines 2 to 9, E. coli 41, 44, 44, 47, 47, 35, 34, 39, 40, and 36. Representative
Southern blot hybridization assay with intl1-specific probe (B). Line 1, 39R861,
E. coli strain carrying plasmids of known molecular sizes; lines 2 and 3, plasmid
profiles E. coli 47 and 35; line 4 and 5, hybridization assay with intl1-specific
probe E. coli 47 and 35.
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TABLE 2. VIRULENCE CHARACTERISTICS OF Escherichia coli STRAINS

E.coli Hosocomial Clinical . Antimicrobial Virulence Phylogenetic
. K . . Serotype®  intH o bla
strains®  Infection Diagnostic susceptibility™ marckers group
34/35 No Al . 0102:H6 . AMP.CTX, CIP, NAL, CHLO, o ¢ o mr 14 : D
Gastroenterocoliti STR, GEN, KAN, SUT, TET

P T: + < M- -
es neumonia NAL, STR, KAN, SUT, TET ’

38 Yes Septic shock ONT:HNM = STR 5 futhd A

30 No Sepsis ONT:H27 N STR, SUT, TET : : A

40 No Hrisany Tract 04:H31 + AMP, STR, SUT, TET TEM g B2
Infection® kpsMTII

1 No Urinary Tract 0107:H30 . AMP, CIP, NAL, CHLO, ) kpshATII D
Infection STR, SUT, TET

42 No Wringiy Tragt O1:HNM . STR . inth1, papC B2
Infection®

13 Ho Chelangitis ONT:HNM - TET : EpsMTII A
Urinary Tract AMP, CIP, NAL, ;

44 Yes s ONT:H4 IF ST TEM P B2

45 Yes Han Tt ONT:H31 ; STR, SUT, TET . uh D
Infection® kpsMTII

47 No - s 06:H1 N AMP, STR : A o B2
Infection® kpsMTII

A E. coli 34 (feces) and 35 (bloodculture) were isolated at the same day from the same patient, E. coli 36 (tracheal secretion), and
all the remaining strains were isolated from bloodcultures; ®, According to Johnson®®, strains defined as typical EXPEC for the
presence of 22 virulence factors, including papC, sfaS, afa, iutA, kpsMTII; €, NT, non typable with O1 and 0181 antisera; NM, non
motile; P, nalidixic acid (NAL), ampicilin (AMP), kanamicin (KAN), cefepime (CEF), cefotaxime (CTX), ceftazidime (CFZ),
ciprofloxacin (CIP), chloramphenicol (CHLO), streptomycin (STR), gentamicin (GEN), trimethoprim-sulfamethoxazole (SUT) and,
tetracycline (TET); F, Intermediate resistance; 7, DNA sequencing was not done for blarem and blactx.v of E. coli 35 strain.
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ARTIGO 2. MARIA CECILIA CERGOLE-NOVELLA , ANTONIO CARLOS
CAMPOS PIGNATARI, MARIANA CASTANHEIRA, BEATRIZ ERNESTINA
CABILIO GUTH. Class 1 integron and molecular typing of antimicrobial-
resistant Shiga toxin-producing Escherichia coli strains (STEC) in Brazil.
Research in Microbiology (Submetido para publicagéo)

O presente artigo estudou 21 amostras de Escherichia coli produtoras de
toxina Shiga (STEC) isoladas de humanos com diarréia, 6 amostras isoladas
de bovinos com diarréia e 5 amostras isoladas das fezes de bovinos saudaveis.
Estas amostras de STEC resistentes a antimicrobianos foram isoladas no Brasil
e eram pertencentes a diferentes sorotipos como 026:H11, O111:HS8,
O111:H11, O111:HNM, O118:H16, ONT:H2 e ONT:49 (CERGOLE-NOVELLA
et al., 2006; IRINO et al., 2007 LEOMIL et al., 2003; SALVADORI et al., 2003;
AIDAR-UGRINOVICH et al., 2007).

O presente estudo relatou a presenca de multiresisténcia a
antimicrobianos nas amostras de STEC, presenca de integrons inseridos em
plasmideos, agrupamento filogenético e analise de polimorfismo de fragmentos
de restricao separados por eletroforese em campo pulsado (PFGE).

Este trabalho descreveu pela primeira vez integron classe 1 em
amostras de STEC isoladas no Brasil. Adicionalmente, um mesmo integron
com mesmo contetdo genético foi encontrado em 4 das 32 amostras de STEC

estudadas.
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Abstract

The antimicrobial resistance patterns and molecular characteristics of
thirty-two Shiga toxin—producing Escherichia coli (STEC) strains previously
identified in S&o Paulo State from human infections (n=21) and cattle feces
(n=11) were studied. Antimicrobial susceptibility testing was perfomed for 12
compounds by agar dilution according to CLSI guidelines. The higher resistance
rates were noted for tetracycline (100%), streptomycin (78%) and trimethoprim-
sulfamethoxazole (56%). Eleven STEC strains showed resistance to ampicillin
and carried blargw. The class 1 integrase gene (intll) was detected in seven
(22%) strains, and most of them belonged to O111:H8 serotype. Analysis of
intll by PCR-RFLP revealed the same restriction profile in four human STEC
strains, suggesting they harbor an identical class 1 integron. Southern blot
hybridization assays with intl1-specific probe indicated that class 1 integron was
located on plasmids in five out of the seven STEC strains. STEC were
genetically classified in B1 group, and PFGE analysis showed that most of the
strains among each serogroup were grouped in a same cluster (80% to 97% of
similarity). Presence of class 1 integron and blargy genes was for the first time
described among STEC isolates in Brazil and certainly represents a public

health concern.

Keywords: Shiga toxin-producing Escherichia coli; resistance genes; class 1

integron; phylogenetic background.

No. of words: 194
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1. Introduction

Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) strains are an important
group of foodborne pathogens that cause a broad range of manifestations,
including hemorrhagic colitis and hemolytic uremic syndrome (Nataro and
Kaper, 1998). STEC colonize the gastrointestinal tract of domestic and wild
animals, but ruminants are regarded as the main natural reservoirs (Beutin et
al., 1993; Beutin et al., 1997). Consumption of contaminated foods of animal
origin is one of the major causes of STEC infection to humans (Cergole-Novella
et al., 2006). Although antimicrobial therapy is not the primary tool to treat
infections caused by STEC, some reports indicate that antimicrobial resistance
of STEC is on the rise (White et al., 2002). Use of antimicrobial agents in the
agricultural environment is believed to play a key role in dissemination of
resistance genes among bacteria, and it has been suggested that overuse of
antibiotics in animal husbandry creates a threat to human and veterinary
medicine. Antimicrobial resistance determinants are carried mostly by mobile
genetic elements such as plasmids, transposons, and integrons. In 2009,
Nagachinta and Chen suggested a possible role of integrons and conjugative
plasmids in dissemination of genes conferring resistance to antibiotics from
pathogenic to generic E. coli cells.

A high prevalence of integrons was detected in faecal E. coli of healthy
humans demonstrating that individuals in the community could be a reservoir of
integron-containing E. coli isolates (Vinué et al., 2008). Several studies have
demonstrated that there is a clonal spread of resistant strains, transfer of

resistance genes between human and animal bacteria, and also the share of
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phylogenetic and genotypic similarities (Van_Den Bogaard and Stobberingh,

2000). Extended-spectrum beta-lactamases (ESBLs) have contributed to the
recently-observed large increase resistance to beta-lactams. Many of the
ESBLs arise from point mutations in genes that encode narrow-spectrum beta-
lactamases, provided by plasmids such as TEM and SHV (Bradford, 2001).
However, members of a newly-emerging ESBL group, CTX-M, derived from
class A chromosomal beta-lactamases have been identified (Bonnet, 2004). In
Japan in 2005, Kon et al. described a STEC 026:H11 strain resistant to
cefotaxime and cefpodoxime (but not ceftazidime) producing CTX-M-3 type
ESBL. Despite antimicrobial resistance in STEC has been the subject of several
studies, informations on the molecular basis of antimicrobial resistance among
this zoonotic group of bacteria is still limited (Guerra et al., 2006; Lee, 2009;
Nagachinta and Chen, 2009; Srinivasan et al., 2007; Zhao et al., 2001). The
aims of this study were to further characterize the antimicrobial resistance
presented by several STEC strains isolated from human infections and the

animal reservoir in Brazil, and evaluate their genetic relatedness.

2. Materials and methods

2. 1. Bacterial strains

A total of 32 antimicrobial-resistant STEC strains (Cergole-Novella et al.,

2006) belonging to non-O157 serotypes isolated in Sado Paulo, Brazil, were

investigated in this study. Twenty-one STEC strains were isolated from humans

with diarrhea (Guth et al., 2002; Irino et al., 2007; Vaz et al., 2004), and 11 were
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isolated from cattle (Aidar-Ugrinovich et al., 2007; Irino et al., 2005; Leomil et

al., 2003; Salvadori et al., 2003).

2. 2. Antimicrobial susceptibility testing

Minimum inhibitory concentrations (MICs) were determined by agar
dilution of twelve antimicrobial agents according to Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2007) guidelines. The antimicrobials tested were:
nalidixic acid (Nal), ampicillin (Amp), kanamicin (Kan), cefepime (Cef),
cefotaxime (Ctx), ceftazidime (Cfz), ciprofloxacin (Cip), chloramphenicol (Chlo),
streptomycin (Str), gentamicin (Gen), trimethoprim-sulfamethoxazole (Sut) and,

tetracycline (Tet).

2. 3. PCR, PCR-RFLP and nucleotide sequencing of intll/gacEAl

Presence of integrase associated with class 1 integron (intll) (5° GTT
CGG TCA AGG TTC TGG 3" and 5" GTA GAG ACG TCG GAA TGG 3; 94 °C,
60 s; 67 °C, 60 s; 72 °C, 60 s; 35 cycles; 889 bp), blateym (Rasheed et al., 1997),
intll/gacEAl (Castanheira et al., 2004) were assayed by PCR. PCR-RFLP
assay was carried out using specific primer sequences intll/gacEA1 followed by
3 hours of digestion with Haelll. Sequencing reactions were performed with
Qiaquick PCR Purification System (Quiagen) and kit “ABI PRISM Big Dye Cycle
Sequencing Ready Reaction” (Perkin-Elmer, Applied Biosystems), and with

sequencer ABI 3100 (Perkin-Elmer, Applied Biosystem).
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2. 4. Plasmid profiles and Southern blot hybridization

Occurrence of large plasmids was analyzed in agarose gels. After
extraction of plasmid DNA by the alkaline lyses method (Birnboim and Doly,
1979) plasmid masses were estimated by using the GelCompar Il system.
39R861 E coli strain, with known molecular size plasmid bands was used as the
parameter for the analysis. Southern blot hybridization assays with intl1-specific
probe were performed and Amersham ECL Direct Nucleic Acid Labelling and

detection Systems were used (GE Healthcare).

2. 5. Phylogenetic grouping and Pulsed-field gel electrophoresis typing (PFGE)

Triplex PCR profiles specific for E. coli phylogenetic groups were
performed with specific primers according to Clermont et al. (2000). The
macrorestriction analysis of genomic DNA with Xbal described by Gautom et al.
(1997) was used with some modifications for PFGE. The digestion time was
extended to 16 h, and PFGE was performed on a CHEF-DRIII PFGE apparatus
(Bio-Rad). The pulse time was increased from 5 to 50 s over a 19 h period. The
band patterns were analyzed by using the Bionumerics, and the similarity
between PFGE patterns was evaluated by using the Dice coefficient similarity

(tolerance, 1.5%).

3. Results

3. 1. Resistance profile to antimicrobial agents in STEC strains
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Twenty (62.5%) of 32 STEC isolates were resistant to three or more
classes of antimicrobials (Table 1). The higher resistance rates were noted for
tetracycline (100%), streptomycin (78.1%) and trimethoprim-sulfamethoxazole
(56.2%). But, resistance to ampicillin (34.4%) and kanamicin (37.5%) was also
identified. The ten STEC strains resistant to ampicilin possessed blatem

enzyme.

3. 2. Presence of intl1 gene in the STEC strains

The integrase associated with class 1 integron gene was found in 22% of
STEC. Six human STEC strains that carry class 1 integron belonged to 0111
serogroup and one bovine STEC strain belonged to O118 serogroup (Table 1).
Analysis of integrons by PCR-RFLP revealed identical profiles in four of the
seven STEC strains (Fig. 1). These four integrons had a uniform size and
contained a single gene cassette aadAl (streptomycin resistance) in their
variable region (intllF - aadAl - qacEA1R) as determined by nucleotide
sequencing. Furthermore, these strains carried resistance to streptomycin and

had high MICs (=64 pg/mL).

3. 3. Plasmid profiles and Southern blot hybridization assays of STEC strains

carrying intll

The plasmid profile analysis showed that all strains carrying intll

presented 2 to 8 bands of high (>15 kb) and low (<15 kb) molecular weights.
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Southern blot hybridization assays indicated that class 1 integron was located
on plasmids in five out of the seven strains (Fig. 2A,2B). To elucidate if
hybridization signal was detected in chromosomal DNA, genomic DNA
incorporated in agarose plugs were digested with 1-Ceul and DNA fragments
were separated by PFGE (Shu-Lin et al., 1993). Southern blot hybridization

indicated that intl1 was not located on chromosomal DNA (data not shown).

3. 4. Phylogenetic grouping and PFGE

Phylogenetic grouping classified all strains, except one O111:H8, in the
B1 group (Table 1). The PFGE typing of O111 and O118 STEC strains showed
a diversity of profiles (Fig. 3), but O111 STEC strains were grouped into 3

distinct clusters with more than 80% of similarity.

4. Discussion

Resistance genes can be associated with mobile DNA plasmids,
transposons, and integrons, which are known to facilitate their distribution
(Guerra et al., 2006; Jacoby, 1994). In the present study almost 22% of STEC
strains presenting resistance to antimicrobials possessed a class 1 integron
constituting part only of plasmids (Fig. 2B), and most of these strains were
isolated from human infections and belonged to O111 serogroup. This is the
first description of class 1 integron among STEC strains isolated in Brazil. Zhao
et al. (2001) found integron-associated antimicrobial resistance in STEC

belonging to different serotypes, including O157:H7, which were isolated from
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humans, animals, and food in the United States. Presence of multi-drug
resistance, beta-lactamase and class 1 integron associated genes were also
recently described in some STEC serotypes isolated from cattle faeces and soil
samples in Ireland (Scott et al.,, 2009). Furthermore, Nagachinta and Chen
(2008) determined that integron-mediated streptomycin and sulfisoxazole
resistance genes can be transferred from STEC strains belonging to serotypes
0157:H7 and O111:H8 to a susceptible E. coli K-12 strain in storm water and
bovine feces. Morabito et al. (2002) found integrons more frequently in strains
belonging to serogroups 0111 and 026 than in the O157 isolates.

The prevalence of the aadAl gene cassette among classl integrons
observed in the present study confirms previous observations (Martinez-Freijo
et al., 1998, 1999; Nagachinta and Chen, 2009). Moreover, integrons carrying
the aadAl gene were widely spread among STEC strains isolated from
humans, cattle, and food and belonging to serogroups 026 and O111 (Morabito
et al., 2002).

Similar antibiotic resistance patterns could be observed in some of the
animal and human isolates presently studied. It is noteworthy that although
ampicillin and sulfonamides are old antimicrobial compounds, they are still
widely used. Although these antimicrobial agents are more commonly used for
human therapy than for animal therapy, more animal isolates exhibited
resistance (Maynard et al., 2004). It was determined that the most frequent
mechanism of ampicillin resistance was from a TEM-1 beta-lactamase.
However, during the 1980s, novel TEM beta-lactamases emerged that were
also capable of hydrolyzing extended-spectrum cephalosporins. The point

mutations that caused this substrate expansion were almost certainly selected
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in response to heavy usage of these antimicrobials. Since 1983, when the first
extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) blargy allele was identified (Sirot et
al., 1987), several variants of blargy.1 that differ in aminoacid sequence have
been identified (www.lahey.org/studies). There are few studies in the literature
describing the presence of beta-lactamase in STEC. Ahmed et al. (2005) and
Ishii et al. (2005) reported for the first time a beta-lactamase TEM-1 gene in
EHEC 0157 and an ESBL CTX-M18-producing STEC isolate, respectively.
Roest et al. (2007), reported the presence of beta-lactamase in E. coli O157
isolated from chicken. To best of our knowledge the presence of blarem gene in
ampicillin-resistant STEC strains isolated from human infections has not been
previously described in our settings.

Several PFGE profiles were identified among the 0111 and the 0118
isolates studied. However, most of the strains among each serogroup were
grouped in a same cluster (80% to 97% of similarity), and were classified in the
phylogenetic group B1. Interestingly, most of the O111 strains carrying intll
were clustered into two subgroups that presented more than 90% of similarity.
In relation to the O118:H16 STEC isolates, conclusions are more difficult to be
drawn due to the low number of strains, but it was interesting to observe that
the bovine strain with intl1 presented 80% of similarity with the human isolate. In
addition, it should be mentioned that these two O118:H16 isolates were more
distantly related (76.8%) to the multidrug-resistant O118:H16 STEC strain
previously described in South America (Castro et al., 2003).

Although antimicrobial therapy is generally not recommended for
treatment of STEC infections in humans, the indirect selection of multiresistant

strains may contribute to the increase of emerging, antimicrobial-resistant
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pathogens, and facilitate the spread of mobile resistance elements to other
bacteria. The presence of antimicrobial resistance genes among STEC strains
is worrisome, and certainly may play a significant role in the acquisition and
dissemination of new antimicrobial resistance. An increased surveillance and

the development of adequate prevention strategies are warranted.
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Legend to figures

Fig. 1. PCR-RFLP analysis of STEC strains carrying intll. Lanes 1 and 8, 1 kb

DNA ladder; lanes 2 to 7, human STEC strains.

Fig. 2. Plasmid profiles of STEC strains carrying intl1. (A) Lanes 1 and 10, E.
coli 39R861 strain carrying plasmids of known molecular sizes; lanes 2 to 7 and
9, human STEC strains; lane 8, bovine STEC strain. (B) Representative
Southern blot hybridization assay with intl1l-specific probe. Lane 1, E. coli
39R861; lane 2, plasmid profile of STEC 1919/81 strain; lane 3, corresponding

southern blot hybridization.

Fig. 3. Dendrogram outlining the relationship of antibiotic resistant O111 (A) and
0118 (B) STEC strains from human and animal sources, determined by
macrorestriction analysis of genomic DNA with Xbal.

* STEC strains carrying int/1
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Table 1

Characteristics of antimicrobial resistant STEC strains.

SEBE Origint St P Antimicrobial Profile Phylogenetic
{No strains) {No strains) group
026:H11 HD (2) 1 - Tet; StrTet B1
O55:H19 DC 1 - AmpChloKanStrTet B1
O111:H8 HC (4) 1c - SutTet; AmpKanStrSutTet; StrSutTet (2) B1
0111:H8 DC (3) 1 - StrSutTet; AmpKanStrSutTet (2) B1
0111:H8 HD 4) 1 + StrTet (2); ChloStrSutTet; B1
AmpChloStrSutTet
O111:H8 HD (5) 1 - Tet (2); AmpChloStrSutTet; StrSutTet B1d
AmpChloKanStrSutTet
O111:H11 HD 1 + StrTet B1
O111:HNM  HD 1 + ChloKanStrTet B1
O111:HNM  HD (5) 1 - Tet (2); KanStrTet; B1
AmpChloKanStrSutTet; StrSutTet
0118:H16 DC 1 + AmpChloKanStrSutTet B1
O118:H16? DC 1 - AmpKanStrSutTet B1
O118:H16 HD 1 - StrSutTet B1
ONT:H2 HD (2) 1 - AmpKanStrTet; KanStrSutTet B1
ONT:H49 HC 1+2 - Tet B1

& Multidrug-resistant 0118:H16

STEC strain previously described in South

America (Castro et al., 2003); °, HD, human with diarrhea; DC, feces from

diarrheic cattle; HC, feces of healthy cattle; ©, One of the strains produced Shiga

toxin types 1 and 2 (Stx1+2); ¢, One of the strains classified in the phylogenetic

group A.
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 3
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ARTIGO 3. MARIA CECILIA CERGOLE-NOVELLA , ANTONIO CARLOS
CAMPOS PIGNATARI, BEATRIZ ERNESTINA CABILIO GUTH, VIRVE IRENE
ENNE. Determinagdo do custo biologico “fithess cost” na aquisicdo de genes
de resisténcia e viruléncia em patotipos de Escherichia coli associados a

infecgdes intestinais e extraintestinais. (Manuscrito em preparagao)

O presente artigo estudou 4 amostras de E. coli carreadoras de
integrons classe 1 isoladas de infeccdes intestinais e extraintestinais para
determinacao do custo bioldgico ou fithess cost imposto a cepas de E. coli de
linhagem laboratorial na aquisicdo de genes de resisténcia e/ou viruléncia.

Inicialmente, amostras transconjugantes foram obtidas a partir de
ensaios de conjugacéo bacteriana entre as 4 amostras de E. coli versus cepas
de E. coli K12 MA3456 (REIS et al., 1980) e E. coli J53Az% (MARTINEZ-
MARTINEZ et al., 1998). As amostras transconjugantes contendo plasmideos
de resisténcia e/ou de viruléncia assim como as 4 amostras de E. coli isoladas
de infecgdes intestinais e extraintestinais foram estudadas no laboratério do
Departamento de medicina celular e molecular da Universidade de Bristol,
Inglaterra (ANEXOS 9. 2. e 9. 3.).

As amostras foram caracterizadas quanto as propriedades genotipicas e
fenotipicas da resisténcia a antimicrobianos, presenca de genes de viruléncia,
custo bioldgico da aquisicdo de genes e grupo de incompatibilidade plasmidial.

Os primeiros resultados obtidos nos experimentos de competicdo
bacteriana entre amostras de E. coli isoladas de infec¢cbes intestinais e
extraintestinais versus cepas de E. coli de linhagem laboratorial, revelaram que
houve um custo biolégico de pequeno a neutro as cepas de E. coli
laboratoriais. Ou seja, a aquisicdo de genes de resisténcia e/ou viruléncia
interferiu muito pouco na capacidade das cepas de E. coli estudadas de se

multiplicarem e consequentemente se disseminarem.
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Determinacéo do custo biolégico “  fitness cost” na aquisicdo de genes de
resisténcia e viruléncia em patotipos de Escherichia coli associados a
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Resumo

A rapida disseminacdo de genes de viruléncia e genes de resisténcia a
antimicrobianos é consequéncia da transferéncia de genes entre bactérias da
mesma espécie ou interespécies por plasmideos, integrons e transposons. A
presenca de genes de resisténcia e viruléncia no mesmo elemento genético
permite a co-selecdo de ambos determinantes em situacdo nao infectiva, mas
na presenca de antimicrobianos, o determinante de resisténcia permite a
selecdo do fator de viruléncia, enquanto em uma situacdo de infeccdo, a
presenca do fator de viruléncia garante a manutencao do plasmideo e, portanto
dos genes de resisténcia a antimicrobianos, inclusive na auséncia de presséo
seletiva. Estes sdo os dois elementos-chave na evolucdo da resisténcia e
viruléncia bacteriana. A resisténcia a antimicrobianos é mais frequentemente
acompanhada de um custo bioldgico, observada por uma diminui¢éo no fitness,
ou seja, uma reducdo na taxa de crescimento e reducdo na viruléncia
bacteriana. O objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto fithess que os genes
de resisténcia a antimicrobianos e genes de viruléncia exercem sobre amostras
de E. coli associadas a infecg¢des intestinais e extraintestinais. Os primeiros
resultados obtidos neste trabalho mostraram um custo biolégico de pequeno a
neutro quando genes de resisténcia e/ou viruléncia de amostras de E. coli
selecionadas e associadas a infecgbes intestinais e extraintestinais foram

inseridos em cepas de E. coli laboratoriais.
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Introducao

Os genes de resisténcia podem estar em plasmideos que contém genes
que permitam a sua selecdo na auséncia de pressdo seletiva por
antimicrobianos (ALONSO et al., 2001). Um exemplo desta situagdo séo os
plasmideos de resisténcia as sulfonamidas. Estudos na Inglaterra tém
mostrado que apesar da reducdo na prescricdo de sulfonamida nos ultimos
anos, a resisténcia a sulfonamidas ndo tem diminuido. Analise de plasmideos
que contém genes de resisténcia as sulfonamidas mostrou que, em muitos
casos temos plasmideos de multiresisténcia, com genes que conferem
resisténcia a outros antimicrobianos que ainda estdo sendo usados na clinica
(ENNE et al., 2001). Situacdo semelhante pode ocorrer quando um mesmo
plasmideo contém tanto genes de resisténcia como genes de viruléncia
(MARTINEZ e BAQUERO, 1988). MARTINEZ e BAQUERO (2002) ao
analisarem o0 sequenciamento de plasmideos de viruléncia observaram
também a presenca de genes de resisténcia.

E aceito que, tanto na auséncia da presséo seletiva por drogas, como na
aquisicdo e expressao de genes de resisténcia havera um fitness cost sobre a
bactéria hospedeira. Acredita-se que tal custo surja pela resisténcia bacteriana
poder comprometer as fun¢des metabdlicas normais das células devido a
mutacbes em genes essenciais que expressam algum mecanismo de
resisténcia bacteriana. Assim, foi sugerido que, se a pressao seletiva for
removida, a incidéncia de resisténcia pode declinar e como bactérias
resistentes sdo menos fit serdo substituidas por bactérias mais competitivas,
sensiveis a antimicrobianos (ANDERSSON e LEVIN, 1999; ANDERSSON,

2003; BJORKMAN e ANDERSSON, 2000).
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O custo biolégico desempenha um papel vital na determinacdo do
aparecimento e disseminacdo de um mutante resistente dentro de uma
populacdo bacteriana. Isto é particularmente pertinente para a bexiga do
sistema urinario que segue uma sequéncia de enchimento e esvaziamento,
onde um uropatdgeno tem que crescer rapido o suficiente para manter-se nas
vias urinarias e nao ser eliminado pela mic¢éo. Isto pode ser matematicamente
modelado, onde a taxa de crescimento necessaria para a manutencao
bacteriana na bexiga é referido por GORDON-RILEY (1992).

A determinacéo do custo biolégico bacteriano na aquisicdo e expressao
de genes de resisténcia € um parametro chave na determinac¢do do surgimento
e disseminacdo de bactérias resistentes a antimicrobianos (LINARES-
RODRIGUEZ e MARTINEZ-MENENDEZ, 2005). A resisténcia bacteriana das
amostras de E. coli esta se tornando um crescente problema para a Saude
Plblica e € de suma importancia reduzir a pressao seletiva, na tentativa de
substituir as bactérias resistentes por bactérias mais competitivas, sensiveis a
antimicrobianos.

A caracterizacao fenotipica e genotipica da resisténcia a antimicrobianos
e analise da diversidade genética em amostras de E. coli associadas a
infecgdes intestinais e extraintestinais, identificou a presenga de marcadores de
viruléncia, multiresisténcia a antimicrobianos e presenca de elementos
genéticos mdveis como integron classe 1 e plasmideos. Tendo em vista a
inexisténcia de dados no Brasil sobre fithess cost em isolados clinicos de E.
coli este estudo teve como objetivo avaliar o impacto fitness que os genes de
resisténcia a antimicrobianos exercem sobre as amostras de E. coli associadas

a infecgdes intestinais e extraintestinais.
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Material e Métodos
Amostras Bacterianas

Foram estudadas duas amostras de Escherichia coli produtoras de
toxina Shiga (STEC) e duas amostras de E. coli intestinal e extraintestinal
carreadoras de integrons classe 1 para determinacao do fitness cost imposto
na aquisicdo de genes de resisténcia a antimicrobianos e viruléncia (Tabela 1).
Como amostras hospedeiras de plasmideos, foram usadas a E. coli HS
comensal isolada de humano (LEVINE et al., 1978), E. coli K12 JM109
(YANISCH-PERRON et al.,, 1985), E. coli 345-2rifC mutante espontaneo
resistente a rifampicina derivado de amostra comensal isolada de suino (ENNE
et al., 2005) e E. coli HSrif® mutante espontaneo resistente a rifampicina

desenvolvido neste trabalho.
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Tabela 1. Caracteristicas fenotipica e genotipica das amostras de E. coli
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Toxina Perfi Perfil de
Amostras Origem Sorotipo® ) de L e
Shiga A . p Viruléncia
resisténcia
STEC Ec120/00 Diarréia O111:H8 + ET _eae, efal, ehxA,
humana iha, IpfAo113, Spates
STEC BY-1 Fezesbovina O118:H16  + ACEKsutT ©a& efal, iha IpfAous,
spates, toxB
E. coli 34 intestinal Diarréia ) ACixCipCEG ,
humana ©102:H6 ) K Nal Sul T fimH
E. coli 36 extraintestinal Secrecgéo ONT:HNM ACixCfzCipE fimH
traqueal K Nal T Sut

a

, NT, nao tipavel; NM, ndo moével; °, A, ampicilina; E, estreptomicina; C, cloranfenicol; Sut, sulfametoxazol-trimetoprim; T,

tetraciclina; Ctx, cefotaxima; Cip, ciprofloxacina; G, gentamicina; K, kanamicina; Nal, acido nalidixico; ¢, eae, gene que codifica

intimina; efal, fator de aderéncia de EHEC; ehxA, gene que codifica enterohemolisina, Iha, proteina que confere aderéncia, similar

a IrgA de Vibrio cholerae; ToxB, proteina identificada a partir do plasmideo 0157 (pO157) da amostra Sakai; IpfAo113, fimbria polar

longa; Spate, familia de proteinas autotransportadoras, fimH, fimbria tipo 1.
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Teste de suscetibilidade a antimicrobianos

Para verificar a transferéncia de marcador de resisténcia foi realizado o
meétodo de disco difusdo em agar, conforme recomendacfes de BAUER, 1966.
As amostras foram cultivadas em TSB durante 18 horas, a temperatura de
37°C. Utilizando-se uma solugdo salina estéril, os inéculos obtidos foram
ajustados a uma turbidez de 0,5 da escala de Mac Farland e a seguir foram
semeados em placa contendo agar Iso-Sensitest com o auxilio de um swab
estéril. Posteriormente, foi depositado sobre o agar o disco comercial do

antimicrobiano de interesse.

Ensaios de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para genes de viruléncia e
resisténcia a antimicrobianos

Para verificar a transferéncia de marcadores de viruléncia e resisténcia
foi realizada PCR. As amostras bacterianas foram semeadas em TSA e
cultivadas em estufa bacterioldgica a 37 °C por 16 a 18 horas. O DNA molde
utilizado para a PCR foi preparado a partir de uma alcada do crescimento
bacteriano, obtido do cultivo em TSA, e transferida para um tubo tipo
Eppendorf, contendo 100 uL de &4gua Milli-Q estéril. A seguir, a suspensao foi
submetida a fervura por 10 minutos. Para amplificacdo dos genes foram
utilizadas sequéncias iniciadoras especificas. Para cada reagdo foram
utilizados 0,5 uM de cada uma das sequéncias iniciadoras, 2,5 U/uL de Taq
DNA Polymerase, 1 uL do DNA molde, para um volume final de 25 uL. Apés a
amplificacdo no termociclador (Eppendorf Mastercycler) os produtos obtidos
foram analisados através de eletroforese em gel de agarose. O gel foi

preparado por aquecimento, fundindo-se agarose em tampao TEB 0,5X na
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concentracéao final adequada. Os fragmentos de DNA resultantes das reacdes
de amplificacdo foram acrescidos de solucdo corante de DNA e aplicados nas
canaletas do gel. Como marcador de massa molecular foi utilizado Ready-
load™ 100pb DNA Ladder (Invitrogen) 0,1 pg/uL. Apds a corrida eletroforética,
realizada sob corrente de 100 V em cubas para eletroforese horizontal (Bio-
Rad, USA) e com tampao TEB 0,5X, o gel foi corado em solu¢do de brometo
de etidio durante 15 minutos, e observados em transiluminador de luz

ultravioleta.

Ensaios de PCR inc/rep baseado na tipagem dos genes de replicacdo
plasmidial

O agrupamento de incompatibilidade baseado no sistema de replicacéo
plasmidial foi determinado por PCR inc/rep (CARATTOLI et al., 2005). Foram
usados 18 diferentes pares de primers representativos dos principais grupos de
incompatibilidade plasmidial circulantes entre as Enterobacteriaceae descritos

por COUTURIER (1988).

Perfil Plasmidial
A extracdo plasmidial foi obtida por lise alcalina, segundo metodologia
descrita por BIRNBOIM e DOLY (1979), QIA prep Spin QIAGEN e QIAGEN

filter plasmid purification Midi for low copy plasmids.

Conjugacao bacteriana

As amostras doadoras e receptoras foram semeadas separadamente em

10 mL de caldo nutriente e incubadas com agitacdo a 37 °C até a concentracgéo
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bacteriana desejada (D.O. 600 nm 0,4 a 0,6). Os inoculos foram centrifugados
em velocidade maxima por 3 minutos. O sobrenadante foi desprezado e
ressuspenso em 100 pL de caldo nutriente. As amostras doadoras e receptoras
foram misturadas, semeadas em agar nutriente e incubadas a 37 °C por 16 a
18 horas. Todo crescimento bacteriano do agar nutriente foi ressuspenso em
agua destilada estéril. Um volume de 100 pL de cada uma das diluicdes
seriadas da suspensdo da conjugacdo (10" a 107) foi semeado em placas
seletivas para detectar transconjugantes. Como controles foram semeadas
separadamente as amostras doadora e receptora em placas com antibidticos

apropriados as quais foram incubadas a 37 °C por 16 a 18 horas.

Desenvolvimento de células competentes

Colbnia isolada da amostra receptora foi semeada em 10 mL de caldo
LB seguido de incubacdo com agitacdo a 37 °C por 16 a 18 horas. Foi
inoculado 1 mL da suspenséo bacteriana em 100 mL de caldo LB e incubado
com agitacdo a 37 °C até a concentracdo bacteriana desejada (D.O. 600 nm
0,4 a 0,6). Todo material foi centrifugado a 4 °C a 2800 g por 10 minutos e o
sobrenadante desprezado. Foi adicionado 40-50 mL de HEPES minimum
(Sigma) resfriado em banho de gelo para lavagem e centrifugado a 4 °C a 2800
g por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado. Esse procedimento foi
repetido por 2 vezes. O sedimento foi ressuspenso com 40-50 mL de glicerol a
10% para lavagem e centrifugado a 4 °C a 2800 g por 10 minutos. O
sobrenadante foi desprezado e ressuspenso com 200 pL de glicerol a 10%,

aliguotado e congelado imediatamente a -80 °C em volumes de 50 pL.
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Transformacao bacteriana atraves da eletroporagéo

Em cubeta (50 X 2 mm) foram adicionados 2 pL da suspenséao plasmidial
da amostra doadora com 50 pL da amostra receptora competente. A
suspensao foi eletroporada a 400 Ohms, 2,5 V e 25 Amps seguido da adicéo
imediata de 1 mL de caldo SOC (Sambrook e Russel, 3a. Ed. Vol. 3, pag. A2.3)
e incubada a 37 °C por 1 hora. Apds esse tempo foi semeado 100uL da
suspensao em meio de cultura seletivo apropriado e em meio de cultura sem
antibiético e incubado a 37 °C por 16 a 18 horas. Foi efetuada contagem do
namero de transformantes das placas. Quatro colonias de transformantes
foram semeadas em agar contendo antibiéticos apropriados para futuras

analises.

Ensaio competicdo bacteriana

A avaliagdo do impacto fitness cost de elementos de resisténcia a
antimicrobianos e viruléncia sobre amostras hospedeiras foi feita através do
ensaio de competicdo bacteriana conforme orientagbes modificadas (ENNE et
al., 2004).

Os experimentos de competicdo foram realizados em triplicata com 6
geracOes, por 6 dias consecutivos e estimado a média e desvio padréo da
porcentagem do fithess cost por geracdo. A porcentagem do impacto fithness
cost por geracdo de cada amostra foi estimada através de graficos mono-log
para determinacdo dos parametros, tempo (dias) versus LOG (UFC
Resistentes/UFC Sensiveis) como descrito por LENSKI (1994) e REYNOLDS

(2000).
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Resultados e Discusséo

A partir de ensaios de conjugacao e eletroporacdo entre as amostras de
E. coli produtoras de toxina Shiga (STEC) Ec120/00 e BY-1 e entre as
amostras de E. coli 34 e 36 associadas a infec¢des intestinal e extraintestinal
respectivamente, versus cepas de E. coli receptoras competentes HS,
K12JM109, 345-2rifC e HSrif* foram obtidos o transconjugante HS Ec120/00 e
os transformantes HS BY-lamp e HSrif® 36. Nenhum transconjugante ou
transformante foi obtido a partir da amostra de E. coli 34 e nenhum
transconjugante ou transformante foi obtido a partir das 4 amostras de E. coli
versus cepas receptoras de E. coli K12JM109 e 345-2rifC. Para verificar a
transferéncia de plasmideos carreadores de genes de resisténcia e/ou
viruléncia das amostras de E. coli doadoras para as E. coli receptoras foram
realizados extracdo plasmidial, disco difusdo em agar e PCR para identificar
genes de resisténcia, viruléncia e para identificacdo dos grupos de
incompatibilidade plasmidial (Inc).

O transconjugante HS Ec120/00 apresentou mesmos perfis genotipico e
fenotipico de viruléncia e resisténcia e carreava 0 mesmo plasmideo
pertencente ao grupo Inc P da amostra doadora de STEC Ec120/00. No
entanto, o transformante HS BY-1lamp apresentou o mesmo perfil de viruléncia,
mas diferente perfil de resisténcia e apresentou resisténcia somente a
ampicilina. O transformante HS BY-lamp carreava somente o plasmideo
pertencente a um dos grupos Inc da amostra doadora de STEC BY-1, Fib. O
transconjugante HSrifX 36 adquiriu as mesmas caracteristicas fenotipicas e
genotipicas da resisténcia, exceto a resisténcia a estreptomicina e mesmos

plasmideos pertencentes aos grupos Inc FrepB, Fib e |11 (Tabela 2, Figuras 1A,

87



Resultados - Artigo 3

1B e 1C). De acordo com dados da literatura nosso estudo também identificou
amostra de E. coli produtora de beta-lactamase de espectro estendido,
pertencente ao grupo CTX-1 (blacrx.m-15), carreadora de plasmideos
pertencentes aos grupos Inc Fib e I1, os quais estdo disseminados em diversos
continentes (HOPKINS et al., 2006; GONULLU et al., 2008).

A seguir foram realizados ensaios de competicdo bacteriana entre o
transconjugante HS Ec120/00 versus cepa de E. coli HS, transformante HS BY-
1 versus E. coli HS e transformante HSrif* 36 versus E. coli HSriff. A
porcentagem do impacto fitness cost por geragcédo de cada amostra foi estimada
atraves de graficos mono-log para determinacdo dos parametros, tempo (dias)
versus LOG (UFC Resistentes/lUFC Sensiveis). Os plasmideos das duas
amostras de STEC Ec120/00 e BY-1, as quais codificavam tanto genes de
resisténcia como genes de viruléncia, tiveram um custo biologico por geracao
pequeno de -4,6 £ 1,9% e neutro de -0,1 + 1,3%, quando inseridos a cepa de
E. coli HS, respectivamente. O plasmideo da amostra de E. coli 36 que
codificava somente genes de resisténcia também teve efeito neutro de -1,8 +
1,0% por geracéo sobre a cepa de E. coli HSrif? (Tabela 2).

A determinacéo do custo biolégico bacteriano na aquisicdo e expressao
de genes de resisténcia e/ou genes de viruléncia é um parametro chave na
determinacdo do surgimento e disseminacdo de resisténcia a antimicrobianos
elou viruléncia das bactérias (LINARES-RODRIGUEZ e MARTINEZ-
MENENDEZ, 2005). A resisténcia a antimicrobianos é mais frequentemente
acompanhada de um custo biologico, observada como uma diminuicdo no

fitness, ou seja, uma reducdo na taxa de crescimento ou uma reducado na
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viruléncia bacteriana (ANDERSSON e LEVIN, 1999; GIRAUD et al., 2003;
ANDERSSON, 2006).

Os primeiros resultados obtidos nos experimentos de competicdo
bacteriana entre amostras de STEC, E. coli intestinal e extraintestinal versus
cepas de E. coli laboratoriais revelaram que houve um custo biol6gico pequeno
a neutro as cepas de E. coli laboratoriais. Ou seja, a aquisicdo de genes de
resisténcia e/ou viruléncia interferiu muito pouco na capacidade das cepas de
E. coli se multiplicarem e consequentemente se disseminarem.

Um achado interessante foi a dificuldade encontrada em realizar os
ensaios de transformacdo e conjugacado bacteriana precedentes aos ensaios
de competicdo bacteriana entre as amostras doadoras de E. coli e as trés
cepas receptoras. Ora, pela multiresisténcia apresentada pelas amostras de E.
coli, ora por incompatibilidade plasmidial apresentada entre as amostras
doadoras e receptoras. As cepas de E. coli HS e E. coli K12 JM109 eram
resistentes ao &cido nalidixico como as amostras de E. coli intestinal e
extraintestinal, impossibilitando a realizacdo dos ensaios de conjugacéo. Por
sua vez, as amostras de E. coli BY-1, 34 e 36 apresentavam 0S mesmos genes
no controle de replicacdo plasmidial das cepas de E. coli K12 JM109 e E. coli
345-2rifC tornando-as incompativeis para a obtencédo de sucesso nos ensaios
de eletroporacao (Tabela 2).

Dessa forma, experimentos adicionais serdo necessarios para a
determinacao do custo biolégico exercido sobre diferentes amostras de E. coli
laboratoriais na aquisicao de genes de resisténcia e/ou viruléncia das amostras

de E. coli.
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Grupo de o .
Amostras_ Qenf& N (;Iea Disco difus&o® G‘?“‘ES d.ec incompatibilidade /0 Impacto fitness cost
de E. coli Viruléncia resisténcia e (vs. E. coli receptora)
plasmidial” (Inc)
STEC Ee120/00 spate ESulT sull tetA aadA P
doadora
HS Ec120/00 spate E Sul T Nal sull tetA aadA P 4,6 £1,9%
transconjugante
STEC BY-1 ehxA spate : tem sull sul2 .
doadora toxB ACKSSulTTr tetA strA FrepB Fib
HS BY-lamp ehxA spate A Tem Eib 0.1+1.3%
transformante toxB
E. coli intestinal 34 ACtxCipCEGK tem ctx-gr9 sull .
doadora Ausente Nal Sul T sul2 tetA strA FrepB Fib
E. coli extraintestinal 36 ACtxCfzEKNal T oxal ctx-grl .
doadora Ausente Sul Tri sull tetB FrepB Fib I1
HSrif* 36 ACtx CfzKNal T Sul  oxal ctx-grl . o
transconjugante ND Tri Rif sull tetB FrepB Fib 11 -1,8+1,0%
E. coli HS ND Nal ND Fia
receptora
E. coli JM109 ND Nal ND FrepB Fia Fib Fic
receptora
E. coli 345-2rifC ND Rif ND FrepB Fia Fib
receptora
E. coli HSrif ND Nal Rif ND ND
receptora

a

, €hxA, gene que codifica enterohemolisina; ToxB, proteina identificada a partir do pO157 da amostra Sakai; Spate, familia de proteinas

autotransportadoras; ND, nao determinado; bA, ampicilina; E, estreptomicina; C, cloranfenicol; Sul, sulfonamida; Tri, trimetoprim; T,
tetraciclina; Ctx, cefotaxima; Cip, ciprofloxacina; G, gentamicina; K, kanamicina; Nal, acido nalidixico; Cfz, ceftazidima; Rif, rifampicina; ¢, sul,
sulfonamidas; tet, tetraciclina; oxa, ampicilina; aadA/str, estreptomicina; tem/ctx, beta-lactamicos; ¢, Inc (CARATTOLI et al., 2005).
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Figura 1A. Extracdo plasmidial das amostras de STEC Ec120/00, E. coli HS e
transconjugante HS Ec120/00. Amostra de E. coli 39R861 carreadora de

plasmideos de conhecida massa molecular.
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Figura 1B. Extracdo plasmidial das amostras de STEC BY-1, E. coli HS e
transformante HS BY-lamp. Amostra de E. coli 39R861 carreadora de

plasmideos de conhecida massa molecular.
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Figura 1C. Extracdo plasmidial das amostras de E. coli 36, E. coli HSrif" e
transconjugante HSrif?® 36. Amostra de E. coli 39R861 carreadora de

plasmideos de conhecida massa molecular.
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4. RESULTADOS COMPLEMENTARES

Para podemos definir se as amostras de E. coli estudadas no ARTIGO 1
poderiam ser chamadas de E. coli patogénicas extra-intestinais (EXPEC)
utilizamos o critério adotado por JOHNSON e cols (2003). A maioria das
amostras apesar de ter sido isolada de sitios extra-intestinais ndo apresentou o
status de ExPEC. Porém, como nosso trabalho envolvia a analise da
diversidade genética de dois distintos patotipos, E. coli produtoras de toxina
Shiga (STEC), muito bem caracterizadas quanto ao seu potencial de viruléncia,
e E. coli isoladas de sitios extra-intestinais, foram pesquisados marcadores
adicionais de viruléncia frequentemente encontrados nesses dois grupos de E.

coli.

4. 1. Presenca de sequéncias genéticas relacionadas a toxinas, provaveis

adesinas e proteases

Marcadores de viruléncia que possam estar presentes nos dois patotipos
estudados como toxinas, provaveis adesinas e proteases foram pesquisados
através de ensaios de PCR (Tabela 1).

A presenca de genes de viruléncia caracteristicos em amostras de
STEC, como toxina Shiga (stx), gene que codifica intimina (eae) e
enterohemolisina (ehxA) foram pesquisados entre as amostras de E. coli
associadas a infecgbes extra-intestinais, mas ndo foram detectados. Porém, a
presenca de genes tipicamente encontrados em amostras de EXPEC, nao

foram pesquisados entre as amostras de STEC. A analise da distribuicdo do
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genotipo de viruléncia é mostrada nas tabelas 2 e 3, sendo que a maioria dos
genes de viruléncia pesquisados entre as amostras de STEC ja havia sido
identificado em estudo anterior (CERGOLE-NOVELLA et al., 2007).

Foi analisado também a presenca de genes de viruléncia que codificam
proteinas autotransportadoras como SPATE e membros da familia das SPATE.
Entre as 44 amostras estudadas 54,5% apresentaram SPATE, mas nenhuma
das amostras apresentou membros da familia das SPATE, como serino-
protease codificada por plasmideo (EspP) e serino-protease de origem
cromossomal (Espl). As 18 amostras de STEC que apresentaram SPATE
foram isoladas tanto das fezes diarréicas humanas e bovinas como das fezes
de bovinos saudaveis pertencentes a diversos sorotipos. Entre as amostras de
E. coli extra-intestinais, SPATE foi encontrado em 6 amostras, sendo 5 isoladas
de pacientes com diagndstico clinico de infeccdo do trato urinario (ITU) e em
um paciente com choque séptico. Vat, autotransportador vacuolizante membro
da familia das SPATE, foi encontrado em 3 amostras de E. coli extra-
intestinais isoladas de paciente com quadro clinico de ITU, sendo 2 delas
pertencentes ao grupo filogenético B2 e uma ao grupo D (Tabelas 2 e 3).

As 12 amostras de E.coli estudadas no ARTIGO 1 apresentaram fimbria
tipo 1 (fimH) e trés delas apresentaram |ha, proteina que confere aderéncia
similar a IrgA de Vibrio cholerae. Foi demonstrado também neste estudo, que
podemos encontrar multiplas adesinas em uma uUnica amostra de E. coli
comunitéria e que diferentes marcadores de viruléncia podem ser encontrados

em associagao (amostra 47, Tabela 3).
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Tabela 1. Sequéncias iniciadoras e condi¢des utilizadas para os ensaios de PCR
Marcadores condicoes T ho d Controles
de Sequéncias iniciadoras ot Referéncias
. A . A . ~ gmento (pb) +
viruléncia desnaturacdo anelamento extencéo
sty RS LS S loOBATIACS S 940C,30s 55°C,30s 72°C,30's 130 K12C600J Pollard, et al., 1990
stx D A S A TS 94°C,30s 55°C,30s 72°C,30s 346  KI12C600W Pollard, et al., 1990
fimH D LoCACANCOCAT ARG CCC TGS 940C,30s  63°C,30s 68°C, 60 s 508  J96 Johnson e Stell, 2000
enf S TS SAC TTO S 10515 94°C,60s 55°C,60s 72°C,60s 533 J96 Blanco et al., 1996
SPATE o R e S8 94°C, 155 55°C,30s 72°C,45s 793 Ec472/01 Parham etal., 2005
vat A A T T ST CIC Y 94°C,155 55°C,30s 72°C,45s 419 J96 Parham et al., 2005
espP S S A A eanSeS  94°C,30s 52°C,60s 72°C,50s 1830  EDL932  Beutin etal., 2005
espl e G A BT A A, 94°C,30s 52°C,60s 72°C,50s 560  EH250  Schmidtetal., 2001

& stx1 e 2, toxina Shiga tipo 1 e 2; fimH, fimbria tipo 1; cnf, fator necrotizante citotoxico; SPATE, familia de proteinas

autotransportadoras; vat, autotransportador vacuolizante; espP e espl, serino proteases membros da familia das SPATE.
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Tabela 2. Marcadores de viruléncia presentes nas amostras de STEC

Origem (no de amostras)®  Sorotipo®  Toxina Shiga Perfil de viruléncia® Grupo Filogenético
HD 026:H11 1 eae, efal, ehxA, iha, IpfAo113, toxB, SPATE Bl
HD 026:H11 1 eae, efal, ehxA , iha, IpfAo113 Bl
BD O55:H19 1 iha, IpfAo113, saa, SPATE Bl
HD O111:H8 1 eae, efal, iha, IpfAo113, SPATE Bl

HD (4) 0O111:H8 1 eae, efal, iha, IpfAo1is B1*
HD 0O111:H8 1 eae, efal, ehxA , IpfAoi13, SPATE Bl
HD O111:H8 1 eae, efal, ehxA , iha, IpfAo113, SPATE Bl
BS 0O111:H8 1+2 eae, efal, ehxA , iha Bl

BD (2) O111:H8 1 eae, efal, iha, IpfAo113, SPATE Bl

BS (3) 0O111:H8 1 eae, efal, iha, IpfAoi113, SPATE Bl
BD O111:H8 1 eae, efal, iha, IpfAo113 Bl

HD (2) 0O111:H8 1 eae, efal, iha, IpfAo113, SPATE Bl
HD O111:H11 1 eae, iha, IpfAoi113 Bl

HD (6) O111:HNM 1 eae, efal, iha, IpfAo113 Bl

BD (2) 0O118:H16 1 eae, efal, iha, IpfAoi13, toxB, SPATE Bl
HD 0O118:H16 1 eae, efal, ehxA , iha, IpfAo113, toxB , SPATE Bl

HD (2) ONT:H2 1 eae, efal, ehxA, SPATE Bl
BS ONT:H49 1+2 ehly, IpfAo113, Saa, SPATE Bl

2 HD, Humano com diarréia; BS, Fezes de bovino saudavel; BD, Bovino com diarréia; °, NM, ndo mdvel; NT, ndo tipavel; ©, eae, gene que
codifica intimina; ehxA, gene que codifica enterohemolisina; toxB, proteina identificada a partir do plasmideo 0157 (pO157) da amostra Sakai;
SPATE, gene que codifica proteina autotransportadora; efal, fator de aderéncia de EHEC; iha, gene que confere aderéncia similar a IrgA de
Vibrio cholerae, IpfAo113, fimbria polar longa; saa, adesina autoaglutinante; *, Uma das amostras era pertencente ao grupo filogenético A.
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Tabela 3. Marcadores de viruléncia presentes nas amostras de E. coli isoladas de infec¢cao intestinais e extra-intestinais

Diiﬁgic'gt;co r:g];epﬁfjgr E.coli Sorotipo® TSthiig;]; eae’ Perfil de viruléncia® Filo(;gjnpéotico
GECA N&ao 34/35 0102:H6 - - fimH D
Pneumonia Sim 36 ONT:HNM - - fimH A
228355 Sim 38 ONTHNM - - fimH, iut, SPATE A
Sepse N0 39 ONTH27 - - fimH A
ITU N&o 40 0O4:H31 - - fimH, iut, kpsMTII, SPATE, vat B2
ITU N&o 41 0102:H30 - - fimH, kpsMTII D
ITU N0 42 OL:HNM i - fimH, iha, iut, papC, SPATE B2
Colangite N&o0 43  ONTHNM - - fimH, kpsMTII A
ITU sim 44 ONT:H4 : - fimH, iha, iut, SPATE B2
ITU Sim 45 ONT:H31 - - fimH, iut, kpsMTII, SPATE, vat D
ITU N&o 47 0O6:H1 - - fimH, cnf, hlyA, iha, iut, kpsMTII, papC, SPATE, vat B2

8 GECA, gastroenterocolite aguda; ITU, infeccdo do trato urinario; P NM, ndo mével; NT, ndo tipavel; ¢, eae, gene que codifica
intimina; 9, fimH, fimbria tipo 1; papC, fimbria P associada a pielonefrite; sfaS, adesina fimbrial, afa/dra, adesinas da familia das
adesinas Afa/Dr; iutA, receptor da ferri-aerobactina; kpsMTII, sintese da cépsula tipo Il; SPATE, familia de proteinas
autotransportadoras, vat, autotransportador vacuolizante; lha, proteina que confere aderéncia similar a IrgA de Vibrio cholerae; cnf,
fator necrotizante citotoxico; hlyA, alfa-hemolisina.
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4. 2. Identificagdo de mesmo integron nos diferente s patotipos de E. coli

estudados

Nos trabalhos apresentados relatamos a presenca de integrons inseridos
em plasmideos em 15 das 44 (34,1%) amostras estudadas. Foi interessante
observar que a analise por PCR-RFLP das 15 amostras carreadoras de int/1
mostrou que 4 amostras de STEC (Ec120/00, 3691-5, 1919/81 e 502/80)
pertencentes ao sorogrupo O111 e a E. coli extra-intestinal 47, todas isoladas
de humanos, carreavam integrons com tamanho uniforme de aproximadamente
1400 pares de base (Figura 3). Estas amostras continham um Unico cassete
génico, aadAl conferindo resisténcia a estreptomicina (MIC 264 pg/mL) na
regido variavel do integron (intllF - aadAl - qacEA1R) o qual foi determinado
por sequenciamento de DNA. Das 5 amostras que apresentaram idéntico
integron, trés delas, 1 amostra de E. coli extra-intestinal e 2 amostras de STEC
apresentaram o integron inserido em bandas sugestivo de plasmideos de alta

massa molecular (ARTIGO 1 - Fig. 1B; ARTIGO 2 - Fig. 2B).
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Figura 3. Representativo da analise PCR-RFLP das amostras de STEC e E.
coli carreadoras de int/1. Linhas 1 e 12, Marcador de massa molecular de 1 kb

(Gibco); linhas 2 a 11, amostras de STEC Ec120/00, 3691-5, 1919/81 e 502/80

e amostras de E. coli associadas a infecc¢des intestinal e extra-intestinal 47, 39,

34, 35, 36 e 44.
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Em nosso estudo reportamos as caracteristicas moleculares da
resisténcia a antimicrobianos e identificacdo de elementos genéticos moveis
responsaveis pela transmissdo de genes de resisténcia em amostras de
Escherichia coli associadas a infec¢des intestinais e extraintestinais. Porém,
como nosso trabalho envolvia a analise da diversidade genética de dois
distintos  patotipos, foram pesquisados marcadores de viruléncia
frequentemente encontrados nesses dois grupos de E. coli.

De um modo geral, as proteinas produzidas pelas bactérias Gram-
negativas sao direcionadas para a superficie celular ou para o meio
extracelular através de pelo menos 5 principais sistemas de secrecdo. As
SPATE sdo proteases citotoOxicas autosecretadas pelo sistema
autotransportador da via de secrecao tipo V tanto por Shigella ssp., E. coli
uropatogénicas (UPEC) e por todas E. coli diarreiogénicas (HENDERSON et
al., 2004) induzindo a formacéo da inflamacéo e dano em mucosas (BOISEN et
al., 2009). No presente trabalho, SPATE foi encontrada tanto nas E. coli
produtoras de toxina Shiga (STEC) como entre as amostras de E. coli
associadas a infec¢des extraintestinais.

A maioria das STEC estudadas neste trabalho carreava o gene que
codifica a adesina intimina (eae) e pertencia ao sorogrupo O111, porém haviam
na nossa colecdo apenas 2 amostras pertencentes ao sorogrupo 026 e
nenhuma das amostras pertenciam ao sorogrupo 0157 (Iltem 4. 1 - Tabela 2).
Talvez isto possa explicar a auséncia de um dos membros da familia das

SPATE, a serino-protease EspP. EspP, esta amplamente disseminada entre as
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amostras de STEC pertencentes ao sorogrupo 0157 e também tem sido
identificada entre as amostras pertencentes ao sorogrupo 026. EspP é
codificada pelo plasmideo O157, sendo capaz de clivar pepsina A e o fator V
da coagulacdo humana. A degradacdo do fator V poderia contribuir com o
sangramento da mucosa intestinal em pacientes com colite hemorragica
(BRUNDER et al., 1997). VENTURINI e cols (2009) relataram a presenca de
EspP em amostra EHEC O26:HNM isolada de paciente com colite hemorragica
e SLANEC e cols (2009) analisando 75 STEC isoladas de alimento e agua
encontraram EspP em 28% delas sendo a maioria eae negativa.

A presenca da sequéncia genética que codifica Espl, outro membro da
familia das SPATE, foi também analisada em nosso estudo, mas nao foi
detectada entre as amostras de STEC e demais amostras de E. coli estudadas
(Item 4. 1 - Tabelas 2 e 3). A maioria das amostras de STEC estudadas é eae
positiva e foram isoladas tanto de animais saudaveis como de pacientes que
desenvolveram doenca leve. MUNDY e cols (2004) e CREUZBURG e cols
(2007) detectaram Espl em amostras de EPEC e EHEC, eae positivas
pertencentes a diversos sorotipos e com maior freqiéncia em pacientes com
doenca mais severa.

Vat € uma toxina com atividade vacuolizante descrita em E. coli
patogénica aviaria (APEC) (PARREIRA et al., 2003), mas ja foi descrita em
UPEC e em E. coli associadas a meningite do recém nascido (MNEC). No
presente trabalho, Vat foi detectado em 3 amostras de E. coli isoladas de
bacteremia de pacientes com infeccdo do trato urinario (ITU) pertencentes aos
grupos filogenéticos B2 e D. A presenca de Vat tem sido identificada em

amostras invasivas de E. coli isoladas de pacientes com cistite ou infeccéo
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intestinal (HENDERSON et al., 2004). JOHNSON e cols (2008a) reportaram
Vat em amostras de EXPEC pertencentes ao grupo filogenético B2 isoladas das
fezes e do sangue. RESTIERI e cols (2007) encontraram Vat em amostras de
E. coli pertencentes a colecdo ECOR, isoladas de ITU e em APEC
predominantemente pertencentes ao grupo filogenético B2, embora também
tenha sido encontrado em amostras A e D. PARHAM e cols (2005) relataram a
presenca de Vat em EXPEC isoladas de cistite, pielonefrite, prostatite e
septicemia pertencentes aos grupos filogenéticos B2 e D.

A grande maioria das E. coli intestinal e extraintestinal expressa
adesinas (fimbria do tipo 1, fimbria P, fimbria S e adesinas Afa/Dr) que s&o
importantes durante o estagio inicial da colonizacdo e formacdo de biofilme
(ONG et al., 2008). A aderéncia de E. coli ao uroepitélio € um fator que pode
proteger as bactérias e impedir a retirada bacteriana pela miccdo aumentando
a sua capacidade de multiplicar e invadir o tecido renal, promover a resisténcia
a desidratacdo e oxidacdo e maior tolerancia a detergentes e antibidticos.
Amostras de E. coli com expressao de FimH tem sido associadas com cistite e
pielonefrite (JOHNSON et al.,, 2005a). Nos ambulatérios do Hospital das
Clinicas da Universidade de Campinas foram coletadas 100 amostras de E. coli
isoladas de pacientes apresentando quadro clinico de cistite e foi observado
que todas as amostras eram positivas para FimH (TIBA et al., 2009). No
presente trabalho foi observado uma diversidade de sorotipos nas amostras de
E. coli extraintestinais isoladas tanto de infeccdo comunitaria como hospitalar
em diferentes quadros clinicos e todas estas amostras apresentaram FimH.

Importante foi também analisar e identificar que uma das 12 amostras de

E. coli estudadas causou infeccéo intestinal (amostra 34) e alcangou a corrente
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sanguinea (amostra 35) de paciente admitido no hospital em choque séptico.
Estas amostras apresentaram iguais perfis de resisténcia e viruléncia, e
apresentaram 93,3% de similaridade através da analise por PFGE (ARTIGO 1).
Este fato pode ser explicado, por exemplo, devido a ocorréncia de mutacao
pontual, insercdo ou delecdo de DNA durante a multiplicacdo bacteriana
(TENOVER et al., 1995). Para entendermos melhor como esta bactéria
comunitaria pertencente ao grupo filogenético D e sorotipo O102:H6, que néao
apresentou status de EXPEC, e que foi isolada de paciente saudavel com
episodio isolado de diarréia e sem dano tecidual pode alcancar outro sitio
anatbmico experimentos adicionais serdo realizados. Como dado
complementar, a analise por PCR-RFLP apresentou que as amostras de E. coli
34 e 35 carreavam integrons com tamanho uniforme de aproximadamente 4200
pares de base (Item 4. 2 - Figura 3).

A presenca de multiplas adesinas e associacdo de diferentes
marcadores de viruléncia foram encontrados em uma das amostras de E. coli
estudadas no ARTIGO 1. A amostra de E. coli 47 isolada de sitio
extraintestinal, definida como tipica EXPEC, apresentou o maior potencial de
viruléncia. Esta amostra foi isolada de uma mulher diabética de 67 anos de
idade com o quadro clinico de ITU comunitaria, pertencente ao grupo
filogenético B2 e ao sorogrupo O6, frequentemente encontrado em amostras
isoladas de pielonefrite (MOBLEY et al.,, 1990). A associacdo de alguns
marcadores de viruléncia foi encontrada, como alfa hemolisina (HIyA) - fimbria
P (PapC) - fator citotoxico necrosante (Cnf), que é explicado por estarem
presentes na mesma ilha de patogenicidade (PAI) (BINGEN-BIDOIS et al.,

2002; JOHNSON e STELL, 2000). HIyA (Item 8. 1) e Cnf sdo duas toxinas com
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comprovada citotoxicidade aos tecidos. HIyA e Cnf facilitam a sobrevivéncia e
contribuem para a toxicicidade das UPEC durante a resposta inflamatoéria
modulando a funcdo dos leucdcitos polimorfonucleares (SMITH et al., 2008). A
associacdo encontrada entre FimH e PapC em nosso estudo também era
esperada uma vez que, amostras agrupadas nos grupos filogenéticos B2 e D,
sdo conhecidas por possuirem maior numero de fatores de viruléncia e estédo
associadas a infeccdes extraintestinais (TIBA et al., 2009). Similar aos dados
encontrados na amostra EXPEC 47, JOHNSON e cols (2005b) também
relataram a presenca da adesina homologa a IrgA do Vibrio cholerae (Iha) em
amostras de UPEC pertencentes ao sorotipo O6:H1 e ao grupo filogenético B2.
Iha codifica uma proteina de membrana externa caracterizada em E. coli
0157:H7, a qual confere aderéncia a amostras laboratoriais ndo aderentes
(TARR et al., 2000). Adicionalmente, SANTOS e cols (2009) analisaram a
viruléncia de amostras de EXPEC, isoladas de bacteremia, em relacdo a idade
e ao sexo do hospedeiro. Ao contrario do parametro idade, o parametro sexo
parece influenciar na selecdo de amostras capazes de promover infec¢do. E
possivel que a diferenca de anatomia da regido peri-anal de homens e
mulheres seja responsavel pela alta incidéncia de infeccbes urinarias nas
mulheres (XIE et al., 2006). Assim, o desenvolvimento de infeccdo pode ser
devido a presenca de amostras contendo determinados marcadores de
viruléncia e pertencentes aos grupos considerados mais virulentos, B2 e D. Ou
entdo, individuos com comprometimento imunoldgico acentuado em funcao de
sua doenca de base propiciam a ocorréncia de infec¢cdo por amostras de baixa
viruléncia, ou comensais, dos grupos A e B1 (JOHNSON e RUSSO, 2002). No

presente trabalho foram estudadas 2 amostras de E. coli que causaram
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infeccdes comunitarias (E. coli 39 e 43) pertencentes aos grupos filogenéticos
A, isoladas de pacientes com neoplasia de mama e de colon, respectivamente.
Adicionalmente, a amostra de E. coli 39 foi isolada do Unico paciente que foi a
Obito dos 11 pacientes estudados. Esta amostra de E. coli apresentou
caracteristicas de amostra bacteriana comensal, resistente a 3 classes de
antimicrobianos (estreptomicina, sulfametoxazol e tetraciclina) que desenvolveu
infeccdo comunitaria com diagndéstico clinico de sepse em paciente que
apresentava como doenca de base neoplasia de mama e neutropenia febril
(Item 4. 1- Tabela 3).

A presenca do cassette génico aadAl inseridos em integrons classe 1
observado nos dois patotipos de E. coli estudados foi também observado em
outros estudos (MARTINEZ-FREIJO et al., 1998 e 1999) e esta amplamente
disseminado entre amostras de ExXPEC isoladas de humanos e animais
(MAYNARD et al., 2004). Adicionalmente, VINUE e cols (2008) relataram que
individuos na comunidade podem ser reservatorios de integrons contidos em
isolados de E. coli.

Diferente das amostras E. coli isoladas de sitios extraintestinais, terapia
antimicrobiana geralmente ndo € recomendada no tratamento de infeccdes por
STEC em humanos por poder aumentar a liberacdo da toxina livre durante a
lise celular e induzir a expresséo da mesma (YOH e HONDA, 1997; IGARASHI
et al.,, 1999). A utilizacdo de agentes antimotilidade, narcéticos e drogas
antiinflamatorias ndo esterdides também devem ser evitados. Por essas
razdes, a absorcdo ou neutralizacdo da toxina seria uma boa opcdo na fase
aguda da infeccdo por STEC (RAMAMURTHY, 2008). A selecao indireta de

amostras STEC resistentes a antimicrobianos, assim como as E. coli
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extraintestinais podem contribuir para a emergéncia de amostras resistentes e
facilitar a disseminacdo de elementos moveis de resisténcia para outras
bactérias.

Os achados relatados mostram a real capacidade de disseminagao dos
elementos genéticos em estudo e sdo bastante preocupantes, uma vez que
esses eventos poderiam alcancar maiores proporcdes de disseminacéao,
incluindo disseminacao entre espécies. Adicionalmente, genes de resisténcia e
viruléncia no mesmo elemento genético permitem a co-selecdo de ambos
determinantes em situacdo nao infectiva e infectiva. Isto causaria um forte
impacto clinico, pois, limitaria as opc¢Oes terapéuticas para o0s casos de
infecgcado nosocomial causadas por membros das Enterobacteriaceae.

Na tentativa de determinar o custo biolégico “fitness cost” imposto sobre
E. coli de linhagem laboratorial na aquisicdo de genes de resisténcia e
viruléncia de amostras de E. coli escolhemos 2 STEC que apresentaram varios
marcadores de viruléncia e 2 E. coli de origem intestinal e extraintestinal que
apresentaram multiresisténcia a antimicrobianos. Os primeiros resultados
apresentados mostraram um custo biolégico pequeno a neutro as E. coli
laboratoriais (ARTIGO 3). Porém, experimentos adicionais serdo realizados
para que possamos trabalhar com amostras receptoras que ndo pertencam ao
mesmo grupo de incompatibilidade plasmidial e que ndo possuam mesmo
marcador de resisténcia das amostras doadoras de plasmideos.

Apesar da resisténcia a antimicrobianos ser mais frequentemente
acompanhada de reducdo na taxa de crescimento e consequentemente
reducado na viruléncia bacteriana (ANDERSSON e LEVIN, 1999; GIRAUD et al.,

2003; ANDERSSON, 2006), seria interessante estudar amostras bacterianas

112



Discussao

potencialmente virulentas e multiresistentes a antimicrobianos para determinar
0 custo biolégico sobre amostras de E. coli laboratoriais apds aquisicdo de

plasmideos das “super bugs” ou super bactérias.
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6. CONCLUSOES

e Foi detectado, pela primeira vez, integron classe 1 e blajgm em amostras de
STEC isoladas no Brasil assim como, amostras de E. coli associadas a
infecgdes intestinais e extraintestinais resistentes a cefalosporinas de terceira

geracéo carreadoras de ESBL do tipo CTX-M-14 e CTX-M-15.

e Este estudo leva a um melhor entendimento dos mecanismos de resisténcia
em amostras de STEC e EXPEC, incluindo a detecgéo de genes que codificam
resisténcia, a presenca de integrons e outros elementos moveis responsaveis

pela sua transmisséao.

e A presenca de multiresisténcia, tanto em amostras de STEC como em
amostras de E. coli isoladas de sitios extraintestinais € preocupante, pois
particularmente com relacdo as EXPEC poderia levar ao desenvolvimento de
resisténcia a outros antimicrobianos, como recentemente descrito, aos

carbapenens.

e Dentre os marcadores de viruléncia analisados, as amostras de E. coli
associadas a infecc¢des intestinais e extraintestinais resistentes a varios grupos

de antimicrobianos apresentaram reduzido perfil de viruléncia.

e A aquisicdo de genes de resisténcia e/ou viruléncia das amostras de E. coli

selecionadas interferiu muito pouco na capacidade das cepas de E. coli

laboratoriais se multiplicarem e consequentemente se disseminarem.
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8. APENDICE

8. 1. Producao de a-hemolisina (Hlya)

Para a pesquisa de atividade hemolitica, 5 yL de um crescimento de 18
horas das amostras bacterianas em caldo triptona de soja (TSB) foram
inoculados em placas de meio de base para agar sangue (Difco), acrescido de
NaCl, a 10 mM e 5% de sangue desfibrinado de carneiro lavado trés vezes em
PBS. As placas foram incubadas a 37 °C e observadas ap6s 3 e 18 horas para
deteccdo da producéo de a-hemolisina, respectivamente (BEUTIN et al., 1991).
Nos testes foram incluidos os seguintes controles: E. coli K12 DH5a (n&o-

hemolitica) e E. coli U4-41 (a-hemolisina).
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Disciplina de Infectologia (DIPA)

Universidade Federal de Séo Paulo Laboratério Especial de Microbiologia  Clinica

Departamento de Medicina

Sao Paulo, 25 de setembro de 2009

Maria Luiza de Santana Lombas

Coordenadora de Acompanhamento de Bolsas no Exterio r

Prezada Coordenadora:

Maria Cecilia Cergole Novella, aluna de doutorado do Laboratério Especial de
Microbiologia Clinica — LEMC da Disciplina de Infectologia, Departamento de Medicina da
Universidade Federal de S&o Paulo, sob a minha orientacdo, realizou estagio no periodo de
Maio a Setembro de 2009 no Bristol Centre for Antimicrobial Research and Evaluation (BCARE),
Department of Cellular & Molecular Medicine, School of Medical Sciences, University of Bristol,
University Walk Bristol, Inglaterra sob a orientacdo da Dra. Vicky Enne.

O estéagio foi realizado para o desenvolvimento do experimento de fithess cost imposto
sobre cepas de E. coli laboratoriais e sobre amostras de E. coli comensais isoladas de animal e

humano conforme descrito abaixo.

a. PCR para confirmar a presenca de genes de resisténcia carreados por plasmideos.
b. PCR inc/rep para agrupamento plasmidial de acordo com o0s genes de replicacdo e

incompatibilidade.
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c. Transferéncia dos plasmideos das amostras de STEC e ExPEC inseridos na E. coli K12 DH5a
para E. coli K12 JM109, para E. coli 345-2RifC comensal isolada de animal e para E. coli HS
comensal isolada de humano.

d. Determinagé&o do fitness cost sobre duas diferentes amostras hospedeiras.

A aluna cumpriu essa etapa do seu projeto de doutorado que tera continuidade no nosso
laboratorio LEMC/ALERTA. Trata-se de metodologia ainda n&o utilizada em nosso meio e que
podera trazer contribuicdo significante na nossa linha de pesquisa em resisténcia bacteriana a
antimicrobianos.

Agradeco o apoio da CAPES para a viabilizacdo do estagio no exterior da aluna e

permaneco a disposicao para o envio de outras informacgdes que julgarem relevantes.

Prof. Dr. Antonio Carlos Campos Pignatari
Diretor do Laboratério Especial de Microbiologia Clinica
Disciplina de Infectologia
EPM - UNIFESP
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Dr.V1Enne

Research Fellow in Microbiology

Dept of Cellular and Molecular Medicine
School of Medical Sciences

University Walk

Bristol BS8 1TD

United Kingdom

T +44 (0)117 331 2036

F +44 (0)117 928 7896
v.i.enne@bristol.ac.uk

Monday 2" November 2009

To whom it may concern

Maria Cecilia Cergole Novella spent some time working in my laboratory at the Department
of Cellular and Molecular Medicine, University of Bristol, United Kingdom, for a research
project to form part of her doctoral studies, between May 2009 and September 2009. Ms.
Cergole Novella was working on a project investigating the fitness cost and other properties
of antimicrobial resistance and virulence plasmids from EXPEC and STEC strains of
Escherichia coli entitled “Determinacdo do custo biologico “fithess cost” na aquisicdo de
genes de resisténcia e viruléncia em Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) e

Escherichia coli patogénicas extraintestinal (EXPEC) isoladas no Estado de S&o Paulo”.

Cecilia completed a considerable amount work while on placement in my laboratory. The
studies were hampered by some technical difficulties relating to the nature of E. coli strains
she was working with, nevertheless, she produced a considerable amount of results of a high
quality. She further characterised four plasmids from STEC and ExXPEC strains of E. coli in
terms of their genetic and phenotypic antibiotic resistance properties, virulence gene content,
fitness cost, plasmid size and incompatibility group. While in my laboratory, Cecilia learnt a
number of laboratory techniques which she was previously unfamiliar with, such as plasmid
transformation, plasmid extraction, restriction enzyme analysis, antibiotic resistance profile

analysis, Inc grouping of plasmids, molecular typing by RAPD PCR and competition assays
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to determine biological fithess. She was able to show that one of the STEC plasmids, which
encoded both antibiotic resistance and virulence genes had a small fithess cost, whilst the
second STEC plasmid, which encoded virulence genes associated with antibiotic resistance
had a neutral effect on host fitness. One of the EXPEC plasmids, which encoded an ESBL
CTX-M beta-lactamase also had a neutral effect on host strain fithess. Thus, her studies
demonstrate that one would expect such plasmids to easily spread throughout the E. coli
population and that they are hence a potential threat to human health as they promote
enhanced virulence and/or antibiotic resistance. The studies Cecilia performed will
undoubtedly qualify for a large part of her PhD thesis and, with some further experimental
work, will also be suitable for publication in a high quality journal.

| found Cecilia very pleasant to work with and she was a competent and industrious
laboratory worker. Her placement in my laboratory will have been of benefit to her both in
terms of learning laboratory techniques and research skills as well as obtaining data that will
be useful to her degree and future career. Similarly, | hope to benefit from the new research
and collaboration opportunities that Cecilia’s project has generated.

Yours Sincerely,

Dr. V. |l. Enne
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