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RESUMO

A bactéria Escherichia coli é responsavel por perdas econdmicas significativas
mundialmente, incluindo-se aquelas que ocorrem na producdo avicola. O controle e a
prevencao da colibacilose aviaria sdo complexos, pois envolve a distin¢do de isolados
que comumente habitam o trato gastrointestinal das aves daquelas consideradas
patogénicas. Embora tenha sido assumido que a maioria dos isolados n&o possui
potencial zoonotico, estudos recentes tém sugerido que isolados isoladas de humanos e
de aves poderiam compartilhar 0 maquinario genético necessario para causar a doenca
no hospedeiro. Desta forma, os animais de produgdo poderiam atuar como reservatorios
de estirpes potencialmente patogénicas para humanos. O objetivo deste trabalho foi
realizar a caracterizacdo molecular em grupos filogenéticos de E. coli isoladas de aves
(APEC) e de humanos (UPEC) e propor um futuro acompanhamento da flutuacdo da
patogenicidade dos isolados APEC em planteis avicolas. Foram selecionadas 450
isolados UPEC e 460 APEC para classificacdo em quatro grupos filogenéticos (A, B1,
B2 e D) através de um protocolo de multiplex-PCR. Estes resultados foram comparados
com a presenca ou auséncia de 38 genes associados a viruléncia e com o indice de
patogenicidade in vivo estabelecido para cada isolado em estudo anterior. Em relacdo
aos isolados APEC, 31,1% foram classificadas no grupo D, 25,2% no grupo B2, 24,1%
no grupo Bl e 19,6% no grupo A. Entre os isolados UPEC, 53,6% das foram
classificadas no grupo B2, 25,3% no grupo D, 15,1% no grupo A e apenas 6,0% no
grupo B1. Os isolados virulentos geralmente classificam-se no grupo B2, porém
algumas podem ser classificadas no grupo D. Enquanto que os isolados comensais em
geral pertencem aos grupos A e B1. Observou-se associacdo entre determinados genes e
os grupos filogenéticos, tanto para isolados APEC quanto UPEC. Observou-se diferenca
significativa entre os indices de patogenicidade conforme a fonte de isolamento, sendo
que os isolados de lesbes apresentaram 0s maiores indices. Também foi observada uma
associacao direta entre os indices de patogenicidade obtidos in vivo e 0s grupos
filogenéticos. Os isolados do grupo B2 e D apresentaram maiores indices em relacéo
aos isolados B1 e A. Uma vez que a distribuicdo dos isolados APEC nos grupos
filogenéticos apresentou associacdo significativa com a patogenicidade, o multiplex-
PCR torna-se uma importante ferramenta disponivel para o screening da patogenicidade
das amostras isoladas na cadeia avicola.

Palavras-chave: Escherichia coli, APEC, UPEC, patogenicidade, grupo filogenético.



ABSTRACT

Escherichia coli is responsible for significant economic losses, including those
occurring in poultry production. The control and prevention of avian colibacillosis are
complex because it involves the distinction of pathogenic strains and those that are
commonly found in the gastrointestinal tract flora of health birds. Although it has been
assumed that most strains do not have zoonotic potential, recent studies have suggested
that strains isolated from humans and poultry could share the genetic machinery
needed to cause the disease in the host. Therefore, production animals could act as
reservoirs of strains potentially pathogenic to humans. The aim of this study was to
carry out the molecular characterization in phylogenetic groups of strains of E. coli
isolated from poultry (APEC) and humans (UPEC), and to propose a future monitoring
of the pathogenicity of APEC strains in poultry farms. A total of 450 UPEC and 460
APEC strains were selected for classification into four phylogenetic groups (A, B1, B2
and D) using a multiplex-PCR protocol. These results were compared with the presence
or absence of 38 virulence-associated genes and the in vivo pathogenicity index
established for each strain in a previous study. Regarding the APEC strains, 31.1%
were classified in group D, 25.2% in group B2, 24.1% in group B1 and 19.6% in group
A. Among the UPEC strains, 53.6% were classified in group B2, 25.3% in group D,
15.1% in group A and only 6.0% in group B1. Virulent strains are generally classified
in group B2, but some may be classified in group D. While commensal isolates
generally belong to groups A or B1. It was observed an association between certain
genes and phylogenetic groups, both for APEC and UPEC strains. A significant
difference was observed among pathogenicity indices according to the source of
isolation, and the strains isolated from lesions presented the highest indices. A direct
association between pathogenicity indices obtained in vivo and phylogenetic groups
was also observed. Strains of groups B2 and D showed higher indices compared to
strains from B1 and A. Since the distribution of APEC strains in phylogenetic groups
showed a significant association with pathogenicity, multiplex-PCR becomes an
important tool available for screening pathogenicity of the isolated samples in the
poultry chain.

Key words: Escherichia coli, APEC, UPEC, pathogenicity, phylogenetic groups.
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1 INTRODUCAO

A producdo brasileira de frango € um importante fator de desenvolvimento
econdmico para o pais. Conforme os dados da Associagdo Brasileira de Proteina Animal
(2016), a producéo brasileira de carne de frango em 2015 foi de aproximadamente
13,140 milhdes de toneladas. Com esta producédo, o Brasil supera a China e se torna o
segundo maior produtor mundial de frango, atras apenas dos Estados Unidos. A Regido
Sul do Brasil é responsavel por cerca de 63% da producdo nacional, sendo o Rio Grande
do Sul o terceiro maior produtor de carne de frango do pais. Estima-se que a exportacao
do produto brasileiro atingiu o patamar de 4.304,1 milhdes de toneladas em 2015,
representando um aumento de cerca de 5% em relacdo a 2014. Desta forma, o Brasil
permanece como 0 maior exportador mundial. O consumo per capita no Brasil em 2015
foi de 43,25Kg/habitante/ano.

Para a manutencdo destes altos indices de producédo, é essencial a manutencao da
salde dos planteis avicolas. Entretanto, a expansdo da avicultura industrial e o
consequente aumento do nimero e da concentracdo de aves favorece a propagacdo de
microrganismos patogénicos. Por muitos anos a Escherichia coli foi deixada em
segundo plano devido ao surgimento de outros microrganismos emergentes. Entretanto,
nos ultimos anos tem ocorrido um aumento dos trabalhos envolvendo este patdgeno.

A colibacilose é uma das principais causas de morbidade e mortalidade em aves
e € responsavel por perdas econdmicas significativas no mundo todo. Entretanto, o
controle e a prevencdo da doenca sdo muito dificeis, pois ndo existe um método
confiavel que diferencie as cepas patogénicas, capazes de causar doengas, daquelas que
habitam o trato gastrointestinal sem acarretar prejuizos.

Estudos recentes tém sugerido que cepas isoladas de humanos e de aves podem
enfrentar desafios semelhantes para o estabelecimento da infeccdo em locais extra
intestinais, 0 que poderia levar ao compartilhamento do maquinario genético necessario
para causar a doenga. Alguns estudos demonstram que, embora tenha sido amplamente
assumido que a maioria dos isolados ndo possui potencial zoonotico, em algumas
linhagens de E. coli aviaria seus plasmideos podem ser transmitidos para hospedeiros
humanos.

O avanco das técnicas de biologia molecular, particularmente o sequenciamento

genético e as andlises filogenéticas, evidenciaram a similaridade genética entre isolados
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de humanos e de animais, sugerindo uma origem ancestral comum. Este fato fez surgir
hipoteses de que os animais de producdo pudessem atuar como reservatérios de estirpes
potencialmente patogénicas para humanos, reforcando a ideia de que as doencas
causadas por estirpes patogénicas seriam zoonoses. Alguns trabalhos ja compararam
isolados de origem aviaria com aquelas isoladas de infeccGes do trato urinério em
humanos e observaram similaridades quanto aos sorogrupos, aos grupos filogenéticos,
aos genotipos de viruléncia e a capacidade de causar doencas em determinados modelos
animais.

O objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizagdo molecular de isolados de
Escherichia coli de aves (APEC) e de humanos (UPEC) e propor um futuro

acompanhamento da flutuacdo da patogenicidade das cepas APEC em planteis avicolas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizacdo molecular de isolados de Escherichia coli de origem aviaria
(APEC) e humana (UPEC).

2.2 Objetivos Especificos

= Classificar os isolados APEC e UPEC em grupos filogenéticos a partir do
desenvolvimento de um protocolo de multiplex-PCR.

= Determinar se existe associacao entre os grupos filogenéticos, os genes de viruléncia
e a origem de isolamento dos isolados.

= Realizar a associac¢do dos grupos filogenéticos das cepas APEC determinados através
de multiplex-PCR com os indices de patogenicidade obtidos a partir da inoculacao in

vivo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Escherichia coli

3.1.1 Caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas

Pertencente a familia Enterobacteriaceae, o género Escherichia compreende as
espeécies E. coli, E. adecarboxylata, E. blattae, E. fergusonii, E. hermanii e E. vulneris.
E. coli foi descrita pela primeira vez em 1885 por Theodor von Escherich. Esta bactéria
¢ amplamente distribuida no ambiente e no trato digestivo de animais e humanos. E um
bastonete curto, Gram negativo, aerébio ou anaerdbio facultativo e ndo formador de
esporos. Estas bactérias em geral sdo mdveis pela presenca de flagelos peritriquios. A
temperatura para 6timo crescimento é de 37°C, mas cresce bem entre 18°C e 44°C. Os
isolados desta espécie sdo catalase positiva e oxidase negativa, produz acido e gas apds
a fermentacéo da glicose, maltose, manose, manitol, xilose, glicerol, ramnose, sorbitol e
arabinose. A fermentacdo de adonitol, sacarose, salicina, rafinose, lactose, ornitina,
dulcitol e arginina sdo varidveis. A producdo de indol é positiva e a hidrélise de ureia e
a fermentacdo do citrato sdo negativas. Estas bactérias produzem reacdo de vermelho de
metila positiva e de Voges Proskauer negativa (FERREIRA; KNOBL, 2000).

3.1.2 Classificacéo

As E. coli podem ser classificadas através do esquema de sorotipificacdo
proposto por Kauffman em 1947. A identificacdo sorologica baseia-se em seus
principais antigenos de superficie: antigenos O (somaticos), antigenos K (capsulares),
antigenos H (flagelares) e antigenos F (fimbriais) (BARNES et al., 2008). O antigeno
somatico O corresponde a uma das fragcbes do maior componente da parede celular das
bactérias Gram negativas, o lipopolissacarideo (LPS). O LPS é um elemento termo
resistente composto de trés fragdes: antigeno somaético, lipideo A (endotoxina) e core
(FERREIRA; KNOBL, 2009). De natureza proteica, os antigenos flagelares H séo
eliminados a uma temperatura de 100°C (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005). Ja os
antigenos capsulares K sdo polissacarideos relacionados a resisténcia bacteriana perante
o sistema complemento. Os antigenos fimbriais F, conhecidos como adesinas, pili ou

fimbrias, recobrem a superficie bacteriana e reconhecem receptores especificos na
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superficie de células eucaritticas. A expressdo de adesinas é considerada como fator
determinante para aderéncia e colonizagdo dos tecidos do hospedeiro (ALMEIDA,
2013).

Atualmente sdo descritos 177 antigenos somaticos, 100 antigenos capsulares e
52 antigenos flagelares (FERREIRA; KNOBL, 2000). Na maioria dos esquemas de
tipificacdo apenas os antigenos O e H séo determinados, definindo o sorogrupo e o
sorotipo respectivamente (BARNES et al., 2008). Embora E. coli possua mais de 100
sorotipos, o predominio de alguns antigenos O (01, 02, O4, S6, S7, 08, 016, 018) e K
(K1, K2, K12) entre os isolados que causam infeccOes extra intestinais em adultos e
criangas sugere que estas estirpes tém uma distribuicdo oligoclonal.

3.2 Patotipos de Escherichia coli

A maioria dos isolados de E. coli pertencem a microbiota intestinal, tanto de
seres humanos quanto de animais. No entanto, aproximadamente, 10% sdo patogénicas,
podendo causar infecgdes intestinais e extra intestinais (JOHNSON; RUSSO, 2005).
Isolados de origem intestinal sdo genericamente denominados de E. coli diarreiogénica
(DEC) e podem ser divididos em patotipos: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterohemorragica
(EHEC), E. coli difusamente aderente (DAEC) e E. coli enteroagregativa (EAEC).
Além daqueles causadores de diarreia, outros isolados sdo importantes causadores de
doengas, como E. coli verotoxigénica (VETEC), E. coli protudora de toxina Shiga
(STEC/EHEC) e E. coli extra-intestinal (EXPEC). Entre as ExpEC estdo as E. coli
patogénica aviaria (APEC), E. coli uropatogénica (UPEC) e E. coli associada a
meningite do recém-nascido (NMEC) (FERREIRA; KNOBL, 2000; RUSSO;
JOHNSON, 2000; BARNES et al., 2003).

Dadas as doencas causadas por colibacilose e a grande diversidade de estirpes
que causam doenca, deve-se considerar a doenga ndo como o resultado de um Unico
patotipo, mas sim de uma consequéncia do aumento da susceptibilidade do hospedeiro
devido ao estresse, imunossupressdo, co-infeccdo, ou mal-estar oriundo de um mau
manejo. Isto leva a mais infec¢des oportunistas, em vez do resultado de infecgdo com
um patotipo especifico (COLLINGWOOQOD et al., 2014).
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3.2.1 Escherichia coli patogénica aviaria (APEC)

As praticas de producdo de aves modernas sdo intensivas e proporcionam
condicdes para o surgimento e propagacdo de doencas infecciosas. Nesse contexto E.
coli patogénica das aves (APEC) esti associada a diversas doencas, principalmente
extra intestinal, sendo responsavel por grandes perdas na indlstria aviéria
(NAKAZATO et al., 2009). Como parte do trato intestinal das aves, isolados APEC
podem invadir diferentes tecidos, resultando em sintomas sistémicos. A ocorréncia de
doenca estd relacionada com a presenca de fatores de viruléncia por E. coli. Estes
fatores, codificados por genes especificos, permitem a adesdo e a proliferacdo
bacteriana no organismo hospedeiro. APEC esta em grande quantidade no ambiente de
producdo, sendo possivel encontrar 10° UFC/g de fezes nos aviarios e 10° UFC/g na
poeira, tornando praticamente impossivel a eliminagdo deste agente no ambiente
(FERREIRA; KNOBL, 2009).

3.2.2 Escherichia coli uropatogénica (UPEC)

InfeccBes do trato urinario (UTI) sdo as doencas uroldgicas mais comuns, sendo
a E. coli o agente mais etioldgico nos casos de cistite ndo complicada e pielonefrite
aguda. Infeccbes por isolados de Escherichia coli uropatogénica (UPEC) séo
responsaveis por mais de 80% dos casos de UTI ndo complicadas, ocorrendo em
individuos saudaveis, especialmente do sexo feminino devido a anatomia do trato
urinério destas pacientes. Aproximadamente 75% dos isolados de E. coli extra intestinal
(EXPEC) associados com cistite e pielonefrite aguda pertencem a seis sorogrupos, sendo
diferentes daqueles isolados de fezes (MOBLEY, 2015). Apesar de parte das infeccdes
do trato urinario ser ocasionadas por isolados com a mesma origem clonal, ndo existe
um perfil fenotipico unico (KAPER et al., 2004). Em alguns casos, a disseminagéo de
um unico grupo clonal de isolados de UPEC pode ocorrer dentro de uma comunidade
através de alimentos contaminados (MANGES et al., 2001).

As cepas UPEC possuem fatores de viruléncia especializados, permitindo-lhes
colonizar e invadir as celulas, evadir os mecanismos de defesa, lesionar os tecidos e
estimular uma resposta inflamatdria nociva ao hospedeiro. Entre estes fatores estdo um
grande repertdrio de adesinas que UPEC permite a adesdo das bactérias as superficies

celulares.
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3.3 Patogenia

3.3.1 Infeccdo nas aves

A infeccdo primaria por E. coli em geral est4 associada com falhas de manejo,
como excesso de aménia no galpdo, alta densidade populacional, oscilacGes de
temperatura, problemas na cama, ventilacao deficiente, entre outros (DE CARLLI, et al.,
2015). Quando estas falhas levam ao aparecimento de solucfes de continuidade, pode
ocorrer a infeccdo por cepas patogénicas de E. coli. Da mesma forma, problemas de
estresse podem debilitar as aves e favorecer a multiplicacdo do microrganismo,
alterando o equilibrio bactéria/hospedeiro, levando ao aparecimento de doenca,
especialmente em pintinhos. Em frangos de corte, linhagens APEC também estéo
associadas com a ocorréncia de celulite, que é caracterizada por uma dermatite na regido
do abdémen e nas coxas. As lesBes associadas com celulite também causam perdas na
industria aviaria devido a condenacdo de carcacas (NAKAZATO et al., 2009).

E. coli também pode atuar como um patdgeno oportunista ou secundario quando
em associacdo com outros agentes infecciosos que provoquem lesdo no trato
respiratério superior, como o virus da Doenca de Newcastle, virus da Bronquite
Infecciosa ou cepas de Mycoplasma gallisepticum. Estas infeccBes primarias
contribuem para o desenvolvimento da colibacilose nas aves através da diminuicdo da
acdo das barreiras das vias respiratdrias superiores, bem como a exposicdo a poeira e
amonia que também favorecem a infeccdo, podendo levar a morte ou deixar as aves
com implicacdes como panoftalmia, osteoartrite, sinovite e coligranuloma entre outras.

Pneumovirose pode favorecer a invasao dos tecidos da pele subcutanea por
cepas de E. coli, levando a ocorréncia da sindrome da cabeca inchada. Esta sindrome
estd associada com a presenca de edema na cabeca, pele e tecidos peri-orbitais,
exsudatos fibrinosos na cabega, tecidos subcutdneos e nas glandulas lacrimais
(NAKAZATO et al., 2009).

A infeccéo por E. coli geralmente se inicia no trato respiratorio por inalacéo de
aerossois contendo a bactéria, podendo atingir a corrente sanguinea e os 6rgdos do
sistema imunoldgico, causando septicemia, pericardite, e mortalidade (FERREIRA;
KNOBL, 2000). Na maioria das vezes a infeccdo é leve, levando ao aparecimento de

diarreia fetida, amarelada e pastosa. Entretanto, na forma mais aguda, a infec¢do pode
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ter uma evolucdo extremamente répida, atingindo varios 6rgdos concomitantemente e

podendo levar a morte muito rapidamente.

3.3.2 Infeccdo no homem

O trato urinario do homem possui uma séerie de mecanismos de defesa contra a
colonizacao bacteriana (BIEN et al., 2011). Entretanto, alguns fatores podem favorecer
a ocorréncia de infeccdes urinarias. Entre estes fatores estdo as condi¢fes anatdmicas,
sendo a infecgdo mais comum em pessoas com a uretra menor, como as mulheres, a
utilizacdo de espermicidas, a baixa quantidade de estrogénios na menopausa, a presenga
de calculo renal ou aumento da prostata (MD SAUDE, 2016). A maior parte das
bactérias que causam infec¢bes do trato urindrio faz parte da flora intestinal do
hospedeiro e invadem a bexiga atraves da uretra. A adesdo bacteriana nas células
uropiteliais é fundamental para o estabelecimento das UTIs.

Existem quatro tipos de infeccdo urinaria: cistite (infeccdo na bexiga), uretrite
(infeccdo na uretra), pielonefrite (infeccdo nos rins) e infec¢do nos ureteres. A cistite ou
infeccdo urinaria baixa pode ser complicada ou ndo complicada. Em geral os casos mais
graves ocorrem em pacientes imunodeprimidos, que utilizam cateteres em
hospitalizacdes e que possuam condicBes anatdbmicas obstrutivas. Infeccdo urinéria ndo
tratada podem causar complicacdes mais graves, como danos permanentes nos rins,
infeccdo sistémica, especialmente em criangas, idosos e pacientes imunodeprimidos.
Além disto, infecgdes mais graves em gestantes aumentam o risco de nascimento de
bebés abaixo do peso normal ou prematuros (WILES et al., 2008; MD SAUDE, 2016).

As UPEC movem-se a partir do trato intestinal para estabelecer uma infeccéo no
trato urinario, onde usa peptideos e aminoacidos como fonte de carbono primaria para a
aptiddo. A capacidade de os microrganismos passarem da uretra para a bexiga e rins
reflete os diferentes mecanismos de tropismo de E. coli. Vérios fatores de viruléncia
altamente regulados estdo envolvidos, incluindo pili, toxinas, diversos sistemas de
aquisicdo de ferro e uma cépsula de polissacarideo. A entrada no trato urinario €
seguida por adesao ao uroepitélio. Esta ligagdo € mediada pela adesina fimbrial H. Uma
vez internalizadas, as UPEC podem rapidamente replicar e formar complexos biofilmes
denominados comunidades bacterianas intracelulares. Estas comunidades servem como

ambiente de protecéo transitorio (TIBA et al., 2008).
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Bien et al.(2011) descrevem que a presenca de bactérias dentro do trato urinario
desencadeia tanto a resposta imune inata como a adaptativa do hospedeiro. Nesta
resposta ao estimulo do sistema imune ocorre a producao de uma serie de mediadores
pré-inflamatorios, incluindo citocinas e quimiocinas. Células epiteliais da bexiga e dos
rins sdo uma das principais fontes de interleucina-6 (IL-6) e interleucina 8 (IL-8),
importantes no desenvolvimento de danos no tecido local. IL-6 possui uma variedade de
funcBes pro-inflamatoria, incluindo ativacdo de sinais envolvidos no recrutamento de
neutrofilos. A hemolisina pode danificar o epitélio unindo-se a outros produtos
bacterianos, tais como o LPS, que conduz a uma reacdo inflamatéria aguda. A
hemolisina também pode induzir oscilagdes de calcio (Ca®*) nas células do epitélio renal
aumentando a producdo de IL-6 e IL-8. A inflamacdo ocorre ap6s a adesdo ao
uroepitélio.

Fimbrias do tipo 1 sd8o responsaveis pela cistite e sdo expressas
continuadamente, deixando a infeccdo restrita a bexiga. No caso das pielonefrites, a
expressao desta fimbria € menor, o que libera a bactéria e permite que 0 microrganismo
ascenda através dos ureteres para os rins, onde € anexado através de fimbrias P em

receptores de células expressos no epitélio renal (KAPER et al., 2004).

3.4 Colibacilose Aviaria

O termo colibacilose se refere as infeccdes localizadas ou sistémicas causadas
total ou parcialmente por E. coli, estando associado com grandes prejuizos econémicos
por condenacdo de carcacas ao abate, aumento da mortalidade embrionaria, piora da
conversdo alimentar e menor desenvolvimento corpéreo, além dos custos com
medicamentos (BARNES; GROSS, 1997). A colibacilose aviaria engloba uma série de
quadros clinicos e lesdes, incluindo colisepticemia, peritonite, pneumonia,
pleuropneumonia, aerossaculite, pericardite, celulite, coligranuloma, doenca respiratoria
crbnica complicada, onfalite, salpingite, panoftalmia, osteomielite, onfalite e sinovite
(DHO-MOULIN; FAIRBROTHER, 1999). Uma das doencas mais relevantes causados
por EXPEC em animais é colibacilose sisttmica levando a perdas econdmicas
significativas na industria de aves em todo o mundo (Dho-Moulin e Fairbrother, 1999;
Ewers et al., 2003). A doenca, geralmente encontrada em aves domésticas e selvagens,
comega como uma infecgdo no trato respiratério, que conduz a uma infecgdo sistémica

de d6rgdos internos com septicemia finalmente se instalando. Outra forma de infecgéo €
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através de lesGes de celulite que é um processo infeccioso agudo, difuso e purulento do
tecido subcutaneo frequentemente associado a formacéo de abcessos que podem atingir
a musculatura de frangos e perus. Uma variedade de sorotipos foi identificada entre
APEC e doencas humanas em adultos e criangas, incluindo infec¢des do trato urinario e
meningite em recém-nascidos (Johnson e Stell, 2000).

A ocorréncia de colibacilose depende do resultado da interacdo entre a bactéria,
0 hospedeiro e 0 meio ambiente. A pressdo ambiental resulta na aquisicdo de fatores de
viruléncia atraves de recombinacdes genéticas mediada por elementos genéticos moveis
ou através da transferéncia horizontal de genes, favorecendo o surgimento de linhagens
emergentes. A transferéncia horizontal de genes é fundamental para o processo de
evolucdo bacteriana, pois pode facilitar a adaptacdo em novos ambientes e permitir a
aquisicdo de fatores de viruléncia envolvidos diretamente em infeccdes (DOBRINDT et
al., 2004; CROXEN; FINLAY, 2010).

3.5 Escherichia coli e saude publica

Um dos principais agentes de toxinfecgOes alimentares relacionado com o
consumo de alimentos de origem animal é a E. coli O157:H7, especialmente em paises
desenvolvidos. Ja nos paises em desenvolvimento, a gastrenterite em criancas recém-
nascidas € responsavel, anualmente, por milhares de mortes (FERREIRA; KNOBL,
2000). A evidéncia de isolados de E. coli potencialmente patogénicos e com capacidade
de comprometer a saide de humanos e de animais, bem como de causar sérios prejuizos
econdmicos e de satde publica vem sendo confirmada com o avanco das pesquisas em
biologia molecular (CROXEN; FINLAY, 2010).

Normalmente, as linhagens comensais de E. coli raramente causam doencga, € 0
microrganismo pode ser naturalmente encontrado no trato gastrointestinal de
hospedeiros saudaveis (FOXMAN et al., 2000). Entretanto, os mecanismos pelos quais
a E. coli consegue permanecer neste local ainda ndo estdo totalmente elucidados. Uma
hipbtese sugere que E. coli pode explorar a sua capacidade de utilizar gluconato no
colon de forma mais eficiente do que outras espécies residentes, permitindo assim que
ela ocupe um nicho metabolico altamente especifico (KAPER et al., 2004).
Normalmente um organismo comensal, a E.coli pode se tornar um agente patogénico
através de mudancas e adaptacGes no seu genoma pela aquisicdo, perdas e ou

combinagdes de elementos genéticos moveis (DOBRINDT et al., 2004).
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As infecgdes do trato urinério causadas por UPEC estdo entre as doencas mais
comuns no mundo, causando altos indices de morbidade e mortalidade. Estima-se que a
cada ano ocorram cerca de 11,3 milhdes de casos de UTIs s6 nos Estados Unidos,
gerando um custo anual de 1,6 bilhGes de dolares (FOXMAN et al., 2000). Apesar de
ser o quadro clinico mais frequente, é importante destacar que as cepas UPEC possuem
capacidade de causar uma variedade de outras doencas, ndo apenas as UTIs (ZHAO et
al., 2009).

A semelhanca genética entre os patotipos EXPEC de isolados de E.coli
patogénicas para as aves (APEC) e associadas a infecc¢Ges do trato urinario (UPEC) tem
estimulado o desenvolvimento de numerosos trabalhos de pesquisa que comparam
fatores de viruléncia e expressdo de genes especificos (CUNHA et al., 2013). Ja foi
demonstrado que cepas EXPEC de origem humana compartilham caracteristicas com
aquelas de origem aviaria, incluindo alguns fatores associados a viruléncia como a
aerobactina, sistemas de aquisicdo de ferro, fimbrias, capsula, invasinas, toxinas e
hemolisinas. Se estes patotipos sdo semelhantes na sua constituicdo genética, o
potencial de APEC para servir como uma fonte de EXPEC humana ou como um
reservatorio de genes de viruléncia para EXPEC humana deve ser levado em
consideracdo (DOBRINDT et al., 2001; DOBRINDT et al., 2002; OELSCHLAEGER
et al., 2002b, SORSA et al., 2003). Ewers et al. (2007) ja demonstraram que as aves
comerciais podem servir de veiculos ou de reservatorios para amostras EXPEC. Além
disto, também observam que cepas APEC sdo potencialmente reservatorios de genes
associados a viruléncia para cepas UPEC. No entanto, existe pouca informacdo sobre a
comparacao da expressdo de genes especificos entre UPEC e APEC isolados durante
uma infeccdo in vivo, 0 que é um passo essencial para definir se APEC pode servir
como uma fonte de EXPEC humano patogénico ou como um reservatorio de genes de
viruléncia para EXPEC humano.

Além disso, alguns isolados aviarios, especialmente aquelas que contém a
capsula K1, ttm demonstrado uma relagdo préxima com clone 018:K1, pertencente ao
grupo filogenético B2. Apesar das semelhangas genéticas, a extensdo do risco zoonotico
associado a APEC necessita de maiores esclarecimentos (MOULIN-SCHOULEUR et
al., 2006).
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3.6 Patogenicidade e viruléncia

O genoma de um patdgeno bacteriano é composto por uma porcao conservada,
denominada “core”, que contém a informacdo genética necessaria para as funcoes
celulares essenciais, € um pool de genes “flexiveis” que codificam caracteristicas
adicionais que podem conferir vantagens aos microrganismos patogénicos. A
organizacdo genOmica da regido do ‘core’ do genoma ¢ similar em espécies
intimamente relacionadas. Por outro lado, a regido de pool de genes “flexiveis”
representa regides cromossomicas variaveis, e incluem acessorios e elementos moveis
genéticos, como bacteriéfagos, plasmideos, ilhas de patogenicidade, sequéncia de
insercdo, transposons e integrons (HENTSEL; HACKER, 2001).

A diversidade genética e a plasticidade do genoma de E. coli sdo de grande
importancia, pois representa uma espécie versatil e diversa entre as enterobactérias que
compreende ndo apenas as variantes ndo patogénicas ou comensais que pertencem a
flora intestinal normal da maioria dos mamiferos, mas também estirpes patogénicas
responsaveis por diversas infec¢bes intestinais e extra intestinais (TOUZAIN et al.,
2010). A frequente aquisicao ou perda de informacdo genética é de grande importancia
para a evolucdo adaptativa das bactérias causadoras de doenca, assim como a aquisicao
simultanea de muitos genes por transferéncia horizontal (GROZDANOV et al., 2004).
A evolucdo de muitas bactérias por transferéncia horizontal facilita a adaptacdo em
novos ambientes, mas contribui também para a capacidade de aquisicdo de fatores de
viruléncia envolvidos diretamente em infeccdes (DORBRINT et al., 2010). A aquisicéo
de novos fatores de viruléncia por cepas de E. coli comensal podem servir como um
“sistema de alerta” para o aparecimento de resisténcia e viruléncia em bactérias

potencialmente patogénicas (ROCHA, 2008).

3.6.1 Elementos moveis

Genes de viruléncia sdo frequentemente localizados em elementos genéticos
moveis, incluindo as llhas Gendmicas (GEI). Dependendo das fungdes que estas ilhas
codificam e as vantagens que conferem em relacdo ao estilo de vida de uma bactéria
especifica, as GEIs podem ser chamadas de ilhas de patogenicidade, simbiose, aptidao,
metabolica, ou de resisténcia (HACKER, 2000). As ilhas de patogenicidade (PAI) sdo

constituidas por amplas regides cromossomicas (10.000 a 200.000 pares de bases) de
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alta instabilidade e com caracteristicas distintas do restante do genoma bacteriano, que
codificam um ou mais genes de viruléncia, e parte ou todo arsenal molecular para que
esses genes possam alcancar sua célula alvo (HACKER, 2000). As PAIs possuem hot
spots em suas extremidades, que sdo elementos envolvidos na mobilidade genética
(local de insercdo ou delecdo gendOmica), como: fagos temperados, sequéncias de
insercdo e integrases (VIEIRA, 2009). Até o momento j& foram descritas oito ilhas de
patogenicidade para E. coli, sendo PAIICFT073 e PAI IICFT073 as principais. A
primeira ilha possui um grupo de genes que codificam a a-hemolisina e a proteina Pap,
enquanto que a segunda transporta apenas os genes codificadores da Pap (EUSEBIO et
al., 2016).

Os plasmideos podem estar presentes conferindo novas caracteristicas as
bactérias que os possuem. Os plasmideos sdo bem menores que 0S Cromossomos e Sao
capazes de se duplicar independentemente do cromossoma bacteriano. Transposons séo
porcdes lineares, fragmentos de DNA que se move de um sitio para outro no DNA
cromossdmico ou entre 0 DNA de bactérias, de plasmideos e de bacteridéfagos. Sdo
denominados de "genes saltadores” e ndo sdo capazes de se duplicar
independentemente. Codificam enzimas relacionadas a resisténcia a antimicrobianas e
podem causar mutagdes. Os integrons estdo localizados no cromossomo ou dentro de
elementos de transposicdo e podem se integrar por recombinacdo em locais especificos
do DNA. Elementos transponiveis, como transposons e integrons, contribuem para a
transmissao de fatores de viruléncia, bem como a resisténcia aos antibioticos de uma
bactéria para outra (DOBRINDT et al., 2004).

3.6.2 Fatores de viruléncia

Genes envolvidos na adesdo bacteriana, invasdo, producdo de toxina, soro
sobrevivéncia e na aquisicdo de ferro contribuem com a patogenicidade das cepas de E.
coli. E provavel que combinagBes de genes associados a viruléncia sejam necessarias
para que uma cepa de E. coli seja considerada patogénica (JOHNSON; RUSSO, 2005;
RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005; ANANIAS; YANO, 2008). J& foram descritos mais
de 40 fatores de viruléncia relacionados a E. coli, na sua maioria associados a
colonizagdo do hospedeiro (adesinas/invasinas), a sobrevivéncia no ambiente
extraintestinal (sistemas de captacéo de ferro) e ao escape das defesas do hospedeiro

(fatores que dificultam a fagocitose ou que promovam resisténcia ao complemento
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presente no soro). Diversos estudos tém demonstrado que raramente sdo encontrados
todos os fatores de viruléncia em um mesmo isolado, o que significa que linhagens

APEC constituem um grupo heterogéneoneste particular. (SCHOULER et al., 2012).

3.6.2.1 Adesinas

A adesdo bacteriana aos tecidos epiteliais € considerada como sendo um passo
importante para o estabelecimento da infeccdo por E. coli, uma vez que permite a
ligacdo bacteriana e a manutencdo em estreito contato com o epitélio dos tecidos. Entre
linhagens APEC, fimbrias do tipo 1 estdo relacionados com a adesdo ao trato
respiratorio superior, e a adesina fimbrial Pap (pyelonephritis associated pili — pili
associada a pielonefrite) com o estabelecimento da bactéria em 6rgdos internos. As Pap
estdo associadas a pielonefrite aguda ndo complicada, encontrando-se o receptor
especifico disseminado nas membranas celulares das células renais, sendo essenciais
para a colonizacgdo do trato urinario alto. Enquanto a fimbria Tipo 1 auxilia no inicio da
colonizacdo do epitélio respiratorio, as fimbrias Pap fazem parte do Gltimo estagio da
infeccdo. A adesina fimH, pertencente as fimbrias do tipo 1 e liga-se especificamente a
uroplaquina la, uma glicoproteina expressa pelas células vesicais (NAKAZATO et al.,
2009; EUSEBIO et al., 2016).

3.6.2.2 Fimbrias curli

As fimbrias curli sdo apéndices finos encontrados na superficie das células de
Salmonella spp. e de E. coli. Estas fimbrias sdo responsaveis pela ligacdo bacteriana a
proteinas da matriz extracelular e pela sobrevivéncia bacteriana no ambiente externo.
Fimbrias curli sdo mais expressas a 26°C, durante o crescimento na fase estacionaria e
em condicBes de baixa osmolaridade. Os genes responsaveis pela expressdo destas
fimbrias sdo codificados por dois operons: csgBAC e csgDEFG. O operon csgDEGF
tem expressao controlada por fatores ambientais, como temperatura, osmolaridade, pH,
entre outros (NAKAZATO et al., 2009).
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3.6.2.3 Hemaglutinina sensivel a temperatura

A hemaglutinina sensivel a temperatura € uma proteina expressa por linhagens
APEC que apresentam atividade hemaglutinante em eritrécitos de galinhas, sendo
ativada em temperaturas proximas a 26°C e inativada a 42°C. A TSH é uma proteina
autotransportadora de serina-protease que possui duas subunidades, sendo uma proteina
bifuncional, com atividades adesiva e proteolitica. O gene codificante de TSH foi
encontrado entre 25 e 50% das cepas APEC isoladas a partir de galinhas com septicemia
e sindrome da cabeca inchada, respectivamente, e em apenas 6% das cepas comensais
(NAKAZATO et al., 2009).

3.6.2.4 Sistemas de aquisicdo de ferro

Linhagens APEC sobrevivem em ambientes com baixa disponibilidade de ferro,
principalmente no interior do hospedeiro. Os mecanismos de aquisicdo de ferro
bacteriano incluem a producéo de dois tipos de sider6foros que agem como quelantes de
jons no hospedeiro: fenolates e hidroxamate. A aerobactina é um siderdforo
hidroxamate de E. coli e é codificada por um plasmideo. Ja foi demonstrado que
linhagens patogénicas de APEC expressam sistemas de captacdo de ferro, o que nédo
ocorre com cepas ndo patogénicas. Outros sideroforos ja foram descritos para E. coli,
como o Yersiniabactin (NAKAZATO et al., 2009).

3.6.2.5 Colicinas

As colicinas sdo proteinas expressas por E. coli que inibem o crescimento
bacteriano. Sdo compostas por duas subunidades: uma que provoca lesdes nas células
bacterianas e outras que protege a bactéria contra suas préprias colicinas. Estas
proteinas sdo em geral codificadas por genes localizados em plasmideos,
frequentemente chamados de plasmideos COL. A maioria das linhagens APEC tém
colicinas em plasmideos V, que sdo conhecidos como COLV. As mutacdes em
plasmideos COLV tém demonstrado diminuicdo da viruléncia, sugerindo que alguns
genes ligados a plasmideos COLV estdo envolvidos no estabelecimento da infec¢cdo
aviaria (NAKAZATO et al., 2009).
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3.6.2.6 Capsula

Alguns isolados de E. coli possuem uma capsula de acido muramico (N-acetil)
na sua superficie celular. Esta capsula interage com a via classica do sistema
complemento do hospedeiro, conferindo resisténcia a bactéria. O antigeno capsular K1
esta frequentemente associado aos isolados APEC pertencente aos sorogrupos O1 e 02
(NAKAZATO et al., 2009).

3.6.2.7 Resisténcia ao soro complemento

A resisténcia bacteriana ao soro complemento é mediada por estruturas
superficiais bacterianas como LPS, proteinas de capsula, Col V e membrana externa, e
tém sido associadas com linhagens APEC. O aumento da sobrevida de soro esta
associado a patogenicidade APEC, uma vez que o gene iss foi encontrado mais
frequentemente entre cepas patogénicas, quando comparado as ndo patogénicas, apesar

do sorotipo, espécies aviarias e origem da lesdo (NAKAZATO et al., 2009).

3.6.2.8 Toxinas

Algumas linhagens APEC sdo capazes de produzir toxinas como a temperatura
labil e temperatura estavel enterotoxinas e verotoxinas conhecidas como Shiga-toxinas.
O gene stx ja foi identificado em isolados de E. coli isoladas a partir de aves com
celulite, septicemia e/ou sindrome da cabeca inchada. Também ja foi identificada uma
toxina vacuolizante codificada pelo gene vat (NAKAZATO et al., 2009).

3.6.2.9 Outros fatores de viruléncia
Outros fatores de viruléncia encontrados entre linhagens APEC incluem ilhas

genbmicas, ilhas de patogenicidade, elementos mdveis, plasmideos, fagos, sequéncias

de insercgéo.
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3.7 Grupos filogenéticos de Escherichia coli

Devido a fenémenos evolutivos, varios grupos bacterianos tém se separado
dentro das espécies de microrganismos. Este agrupamento pode ser realizado através de
técnicas como enzimas multilocus, ribotipagem, MLEE (multilocus enzyme
electrophoresis) e PFGE (pulsed field gel electrophoresis). Entretanto, estas técnicas
sdo complexas e laboriosas, além de apresentarem limitagdes (JOHNSON et al., 2001).

Para auxiliar na identificacdo da origem evolutiva de E. coli extra intestinais,
uma nova ferramenta tem sido utilizada. Esta ferramenta baseia-se na analise da
distribuicdo dos marcadores de patogenicidade para classificagdo dos isolados em
grupos filogenéticos. A caracterizacdo em grupos filogenéticos é realizada através da
deteccdo de trés genes (CLERMONT et al., 2000). Este método é bastante util na
classificagdo de cepas desconhecidas de E. coli, identificando-as como patogénicas ou
comensais. O protocolo proposto por Clermont et al. (2000) baseia-se na pesquisa dos
genes chuA, yjaA e no fragmento de DNA TSPE4.C2. O gene chuA é necessario para o
transporte heme em E. coli enterohemorragica O157: H7, enquanto o gene yjaA,
inicialmente identificado na sequéncia completa do genoma de E. coli K-12, possui
funcdo desconhecida. O fragmento de DNA designado como TSPE4.C2, ja foi
caracterizado como um gene putativo da lipase esterase (GORDON et al., 2008). O
gene chuA esta presente nas cepas dos grupos A e B1, diferenciando-as daquelas dos
grupos B2 e D. As cepas dos grupos A e B1 sdo discriminadas pela presenca do
fragmento TSPE4.C2, que esta presente apenas naqueles pertencentes ao grupo B1. J& o
gene yjaA permite a discriminacdo entre os grupo B2 (presente) e grupo D (ausente)
(CLERMONT et al., 2000).

As cepas virulentas geralmente classificam-se no grupo B2, porém algumas
podem ser classificadas no grupo D. Por outro lado, os isolados comensais pertencem
aos grupos A e B1 (CLERMONT et al., 2000; SABATE et al., 2006; SANTOS et al.,
2009). As diferencas entre E. coli patogénicas e comensais estdo relacionadas com seus
ancestrais filogenéticos. Assim as causas de infec¢fes extra intestinais (EXPEC)
incluindo infeccBes urinarias e as septicemias, derivam, principalmente, do grupo B2 e
em menor proporgdo ao grupo D. Além disto, possuem um grande numero de
determinantes de viruléncia que promovem funcdes patogénicas, tais como aderéncia,
evasdo aos mecanismos de defesa do hospedeiro, aquisi¢édo de ferro, invasdo celular,

entre outros. Por outro lado, cepas comensais pertencentes aos grupos A e B1 possuem
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poucos determinantes de viruléncia. Ainda que isolados de E. coli pertencentes aos
grupos filogenéticos A e B1 fagam parte da flora comensal, e sejam consideradas ndo
patogénicas, ocasionalmente tem sido responsaveis por infecgbes extra intestinais.
MORENO et al., 2006).

Estudos recentes tém demonstrado que E. coli possui sete grupos filogenéticos
bem descritos (A, B1, B2, C, D, E, F), e um oitavo grupo ainda em estudo, denominado
clado I (WALK et al., 2009). Desta forma, Clermont et al. (2013) propds alteraces no
seu protocolo a fim de se obter uma melhoria da especificidade e de permitir a detecgédo
dos novos grupos filogenéticos. Foram mantidos os mesmos genes alvos originais
(chuA, yjaA e TspE4.C2), mas as sequéncias dos primers foram alteradas para evitar 0s
polimorfismos na sequéncia de nucleotideos utilizados para hibridacdo do iniciador.
Além disso, foi adicionado um novo gene alvo (arpA). Este gene atua como um controle
interno para a qualidade do DNA, mas também permite a identificacdo de cepas
pertencentes ao grupo filogenético F, anteriormente identificado como grupo D (ChuA
(+), yjaA (-), TspE4.C2 (-). O gene arpA esta presente em todas as cepas E. coli, com
excecdo daquelas pertencentes ao filogrupos B2 e F (CLERMONT et al, 2004;
CLERMONT et al., 2013). Para identificar isolados dos grupos C e E, dois novos pares
de primers foram desenhados (LESCAT et al., 2012). O grupo filogenético F consiste
de linhagens que formam um grupo irmdo ao grupo B2 (CLERMONT et al., 2011a).
Mais recentemente, o grupo C tem sido proposto como um conjunto de isolados
estreitamente relacionados, mas distintas do filogrupo B1 (CLERMONT et al., 2011a).
Apesar das melhorias propostas por Clermont et al. (2013), um pequeno grupo de
isolados pode n&o ser classificado corretamente. E possivel que uma pequena fracio dos
isolados de E. coli ndo possa ser atribuido a nenhum filo grupo. Possivelmente
representam filo grupos que sdo extremamente raros ou sdo o resultado de eventos de
recombinacdo em grande escala onde o doador e o0 receptor sdo originados a partir de
dois diferentes filos grupos (TOUCHON et al., 2009).

As cepas dos quatro principais grupos filogenéticos diferem entre si em suas
caracteristicas fenotipicas, incluindo a habilidade na utilizacdo de diferentes agUcares, 0
perfil de resisténcia aos antimicrobianos e a temperatura ideal de crescimento. O
tamanho do genoma também varia entre os grupos filogenéticos, sendo que cepas dos
grupos A e Bl tém o genoma menor do que aquelas dos grupos B2 e D
(BERGTHORSSON; OCHMAN, 1998; TENAILLON et al., 2010; ALM et al., 2011).

Os isolados também diferem de acordo com seus nichos ecoldgicos e com a presenca de
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determinados fatores de viruléncia. Com isso, isolados dos grupos B2 e D ndo séo
frequentemente encontradas em amostras ambientais (WALK et al., 2007). Ja isolados
de peixes, anfibios, répteis e as amostras ambientais sdo geralmente classificadas nos
grupos A ou B1 (GORDON; COWLING, 2003).

3.8 Estudos sobre Escherichia coli desenvolvidos no CDPA

Os primeiros trabalhos desenvolvidos no Centro de Diagnostico e Pesquisa em
Patologia Aviéria (CDPA) tiveram como enfoque o desenvolvimento de uma nova
ferramenta para a determinacdo de um indice de patogenicidade (IP) de isolados APEC
obtido através da inoculacdo em pintos de um dia. Esta nova metodologia propde uma
classificacdo objetiva e com base em resultados numéricos variando de 0 a 10. Esta
ferramenta viabiliza a andlise dos dados através de tratamento estatistico e permite a
comparacgdo de resultados. Esta nova metodologia comtempla, aléem da mortalidade,
também o tempo de morte e as lesdes apresentadas em cada um dos animais inoculados,
0 que a torna uma ferramenta mais precisa (SOUZA, 2006; SOUZA et al., 2016).

Os trabalhos seguintes determinaram o perfil genético destes mesmos isolados
de E. coli. O perfil genético foi determinado através da deteccdo de 38 genes de
viruléncia pesquisados através da técnica de multiplex-PCR (m-PCR). Os genes
selecionados codificam fatores de viruléncia e estdo envolvidos nos mecanismos de
patogenicidade de E. coli. Entre os genes pesquisados estdo aqueles associados com
expressdo de fimbrias, producdo de hemolisinas, aquisicao de ferro, resisténcia ao soro,
presenca de toxinas, entre outros (TEJKOWSKI, 2008).

A pesquisa de genes de viruléncia através da PCR ndo indica, necessariamente,
gue uma amostra é patogénica ou ndo, pois um grupo determinado de genes, ou demais
caracteristicas, ndo expressam fidedignamente seu potencial patogénico. Amostras que
apresentam 0 mesmo grupo de genes, por exemplo, podem ter um perfil distinto. Isso se
explica pelo fato de que alguns fatores, tais como hospedeiro, ambiente e estilo de vida
da bactéria, influenciam na sua expressdo e no seu potencial de viruléncia. Por esta
razdo, os pesquisadores do CDPA utilizaram as Redes Neurais Artificiais (RNAs), para
associar os resultados da pesquisa destes genes com o indice de patogenicidade obtido
in vivo (SOUZA, 2006; SOUZA et al., 2016). Com base nos dados obtidos através da
analise das cepas APEC, o CDPA, juntamente com o Hospital de Clinicas de Porto

Alegre (HCPA), desenvolveu um projeto de pesquisa similar ao realizado com isolados
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APEC, mas com o objetivo de avaliar a patogenicidade de cepas UPEC. A determinacgéo
do indice de patogenicidade foi feita atraves das RNAs, utilizando-se como base 0s
resultados do IP in vivo das cepas APEC e a presenca dos genes detectados em cepas
UPEC (TEJKOWSKI, 2013).

Por ser demorada e trabalhosa, a pesquisa de 38 genes de viruléncia quase foi
inviabilizada na rotina laboratorial recentemente. Além disto, as RNAs desenvolvidas
ndo demonstraram ser adequadas para relacionar a combinacdo de fatores de viruléncia
com os IPs de aves. Desta forma, a utilizacdo de um triplex PCR para classificacdo dos
isolados de E. coli APEC e UPEC em grupos filogenéticos pode ser uma alternativa
interessante para o estudo da patogenicidade deste microrganismo. O protocolo
desenvolvido por Clermont et al. (2000) é um método simples e rapido que permite
realizar a diferenciacdo entre cepas patogénicas e apatogénicas. Esta diferenciacao
permite a monitorizacdo e o acompanhamento da flutuagdo de patogenicidade de cepas
de E. coli. A classificacdo em grupos filogenéticos também possibilita que seja tracada a
relacdo entre cepas APEC e UPEC para compreender de forma mais completa estes dois
patotipos, especialmente quanto as caracteristicas de viruléncia e de filogenia. O estudo
destes patotipos possibilita o esclarecimento do verdadeiro potencial zoondtico das
cepas APEC, determinando se os produtos de origem animal estdo envolvidos na

disseminacéo de genes virulentos das aves para o ser humano.
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4 MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Centro de Diagnostico e Pesquisa em Patologia
Aviaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CDPA/UFRGS).

4.1 Amostras bacterianas

Para este estudo, 460 isolados APEC (Escherichia coli patogénica aviaria) e 450
UPEC (Escherichia coli uropatogénica) foram selecionadas. As amostras APEC foram
isoladas entre 2002 e 2008, a partir de lesGes de celulite, de quadros respiratérios e da
cama aviaria de lotes de frangos de corte de 60 propriedades integradas a trés empresas
avicolas da Regido Sul do Brasil. Os isolados UPEC foram cedidas pelo laboratorio de
andlises do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e sdo provenientes de
pacientes que apresentavam infeccdo urinéria causada por E.coli no ano de 2012. As
informacdes referentes as amostras analisadas estdo disponiveis nos APENDICES A e
B.

Todas os isolados encontravam-se estocadas em caldo infusdo de cérebro e
coragdo (Brain Heart Infusion Broth - BHI - Oxoid®) com glicerol, respectivamente, em
uma propor¢do de 4:1, a uma temperatura de -80°C. A reativacdo e 0s testes
preliminares de confirmacdo das amostras puras foram realizados de acordo com Lee e
Nolan (2008). Os isolados foram reativados em BHI, meio ndo seletivo de
enriquecimento, e incubados em estufa bacterioldgica a 37°C por 24 horas. Apds este
periodo, foi realizada a semeadura por esgotamento em &gar EMB (Eosin Methylene
Blue - EMB - Ox0id®) e o material foi incubado em estufa bacteriolégica a 37°C por 24
horas. Apo6s, as col6nias presentes no agar EMB que apresentavam coloracdo verde
metalica foram avaliadas de acordo com a sua morfologia e selecionadas para a
realizacdo dos testes de catalase e de oxidase, para a coloracdo pelo método de Gram
(OLIVEIRA, 2012) e para a realizagdo de testes bioquimicos complementares (LEE;
NOLAN, 2008).

4.2 Extragdo do DNA

A extracdo do DNA para a execucdo dos testes moleculares foi realizada através

do método por calor, adaptada a partir da técnica descrita por Clermont et al. (2000).
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Uma aliquota de 50 uL de cada um dos isolados armazenados em BHI com glicerol foi
reativado em caldo BHI, o qual foi incubado por 24 horas a 37°C em estufa
bacterioldgica. Posteriormente, o caldo cultivado foi semeado por esgotamento em agar
EMB e em 4gar BHA (Brain Heart Infusion Agar - BHA - Ox0id®). As placas foram
novamente incubadas, conforme as condic¢des anteriormente descritas. Entre trés a cinco
colbnias bacterianas isoladas no 4gar BHA foram coletadas com uma alga de platina
estéril e solubilizadas em um microtubo contendo 200 uL. de agua ultrapura. Apos, a
solucdo foi resfriada a -20°C por 10 minutos e, em seguida, aquecida a 100°C pelo
mesmo periodo em banho-maria com agitacdo. Por altimo, a solugdo foi centrifugada a
14.000 g por 10 minutos e o sobrenadante contendo o DNA foi repassado para um novo

microtubo. O material foi armazendo a -20°C até o momento da analise por PCR.
4.3 Classificacdo das amostras em grupos filogenéticos através de multiplex-PCR

Os isolados APEC e UPEC foram classificadas em quatro grupos filogenéticos
(A, B1, B2 e D) através do esquema de discriminacdo desenvolvido por Clermont et al.
(2000), o qual é baseado na deteccdo dos genes chuA, yjaA e do fragmento de DNA
TspE4.C2 através de multiplex-PCR (Figura 1). Pertencem ao grupo A os isolados chuA
(), yjaA (+/-) e TSPE4.C2 (-). Os isolados chuA(-), yjaA (+/-) e TSPE4.C2 (+)
pertencem ao grupo Bl e os isolados chuA (+), yjaA (+) e TSPE4.C2 (+/-) sdo
classificados no grupo B2. Os isolados chuA (+), yjaA (-) e TSPE4. C2 (+/-) pertencem

ao grupo D.

Figura 1 — Esquema de classificagdo para determinacdo do grupo filogenético de
Escherichia coli através dos resultados de amplificacdo por PCR dos genes
chuA, yjaA e do fragmento de DNA TSPE4.C2.
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Fonte: Clermont et al. (2000)
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O protocolo de multiplex-PCR adotado no estudo foi adaptado a partir da
metodologia descrita por Clermont et al. (2000). O mix da reagdo foi composto por 2,5
pL de solugdo Tampdo 10x (50 mM de KCI, 10 mM de Tris-HCI [pH 8,3]
(Invitrogen®), 2 pL de trifosfatos desoxinucleosideos (2mM - Invitrogen®), 2 pL de
cada primer ou oligonucleotideo (20 pmol - Invitrogen®), 1,5 U de GoTaq® Hot Start
Polymerase (Invitrogen®), 1,5mM de MgCl, (25 mM - Invitrogen®), 5 uL de DNA e
agua ultrapura para completar um volume final de 25 pL. A sequéncia dos primers
selecionados, o tamanho aguardado dos amplicons e a referéncia bibliografica dos genes

esta descrita na Tabela 1.

Tabela 1 — Sequéncia dos primers, tamanho dos fragmentos de amplificacdo e
referéncia bibliografica dos genes pesquisados para determinacdo dos
grupos filogenéticos.

Genes Sequéncia dos primers Tamanho do Referéncia dos
(5°-37) amplicon (pb) primers
F - GACGAACCAACGGTCAGGAT
chuA R - 219 Clermont et al 2000
TGCCGCCAGTACCAAAGACA
_ F - TGAAGTGTCAGGAGACGCTG
YjaA 211 Clermont et al 2000

R - ATGGAGAATGCGTTCCTCAA
F - GAGTAATGTCGGGGCATTCA

TspE4C2 R - 152 Clermont et al 2000
CGCGCCAACAAAGTATTACG

Legenda: Reverse (R), Forward (F).

As reacOes de amplificagdo foram realizadas em termociclador (Thermal Cycler
2720 - Applied Biosystems®) sob as seguintes condicdes: desnaturacéo inicial a 94°C
por 5 min; seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, de anelamento
a 55°C por 30 segundos e de extensdo a 72°C por 30 segundos; além da extensdo final a
72°C por 7 minutos. A eletroforese dos produtos amplificados foi desenvolvida em gel
de agarose a 1,5% corado com brometo de etideo. As imagens foram capturadas
digitalmente por um sistema de captacdo (AlphaDigDoc Pro - Alpha Innotech®) e

posteriormente interpretadas.
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4.4 Associacao dos grupos filogenéticos com os indices de patogenicidade

Nesta etapa, os grupos filogenéticos foram associados aos niveis de
patogenicidade de cada isolado de E. coli do patotipo APEC, obtidos através da
inoculagdo experimental de pintos comerciais com 01 dia de idade (SOUZA, 2006;
SOUZA et al., 2016). Neste trabalho prévio, 0,1 mL de um inéculo bacteriano contendo
10® UFC/mL foi inoculado através da via intraperitoneal e as aves foram avaliadas
quanto a presenca ou auséncia de cinco lesbes macroscépicas e quanto ao tempo de
morte por um periodo de 07 dias. Desta forma, as amostras foram classificadas em
indices de patogenicidade (IP) em uma escala de 0 a 10 (SOUZA, 2006; SOUZA et al.,
2016). O IP de cada amostra de E. coli do patotipo APEC esta descrito no Apéndice A
deste trabalho. Os isolados UPEC oriundos de humanos com infeccdo urinaria nédo

foram inoculados in vivo, ndo possuindo, portanto indices de patogenicidade (IP).

4.5 Associacao dos grupos filogenéticos com a pesquisa de genes de viruléncia

Nesta etapa, a classificacdo dos isolados de E. coli dos patotipos APEC e UPEC
em grupos filogenéticos foi associada com a presenca de 38 genes associadas a
viruléncia da bactéria. Entre estes, genes responsaveis pela capacidade de adeséo
(afa/draB, crl, fimC, fimH, hra, iha, papC, papG, sfa/focC, tsh, mat e felA); invasdo
(gimB, ibeA, tia e cvaC), aquisicdo de ferro (chuA, fyuA, ireA, ironA, irp2, iucD,
sitD/chr, sitDep e iutA), resisténcia sérica (cvi/cva, iss, neuC, kpsMT I1, ompA e traT),
toxinas (astA, cnfl/2, sat, vat e hlyA), transporte sérico (pic) e com ilhas de
patogenicidade (malX). A funcdo associada de cada um dos genes de viruléncia
selecionados consta no ANEXO A. A pesquisa destes genes foi previamente realizada
através do emprego de protocolos de multiplex-PCR desenvolvidos previamente em
nosso laboratorio (TEJKOWSKI, 2013).

4.6 Analises estatisticas

A andlise de estatistica descritiva foi empregada para a determinacdo da
frequéncia absoluta e relativa das amostras em cada um dos grupos filogenéticos. Os
testes ndo paramétricos do Qui-quadrado (y2) e o Teste Exato de Fisher foram utilizados

para determinar se existe associa¢do dos grupos filogeneéticos e da presenca individual
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dos 38 genes de viruléncia selecionados. O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis foi
utilizado para a comparacdo das médias dos indices de patogenicidade das cepas APEC
e UPEC conforme o grupo filogenético. O programa PASW foi utilizado para as
analises estatisticas, adotando-se como referencial o nivel de significancia de 5% e o

nivel de confianga de 95%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O protocolo de multiplex-PCR, adaptado no laboratério conforme a metodologia
descrita por Clermont et al. (2000), foi capaz de diferenciar 100% dos isolados de E.
coli APEC e UPEC nos quatro grupos filogenéticos propostos (Figura 2). Destaca-se
que Clermont et al (2000) compararam os resultados obtidos através do multiplex-PCR
com as classificaces atribuidas através do método de MLST (Multi Locus Sequence
Typing), selecionando-se cepas de uma colecdo de referéncia (ECOR) recuperadas a
partir de diferentes hospedeiros e habitats. Este estudo de validagdo demonstrou que
entre 80 a 85% das classificacBes através do multiplex-PCR sdo consideradas corretas
(CLERMONT et al., 2000). Em 2008, Gordon et al. (2008) estimaram de forma
semelhante que 90% das estirpes de E. coli podem ser classificadas em um dos quatro

principais grupos filogenéticos através de MLST com sete genes housekeeping.

Figura 2 — Foto de gel de agarose a 1,5% demonstrando os quatro grupos filogenéticos
(A, B1, B2, D) de Escherichia coli obtidos através da técnica de multiplex-
PCR.

PM 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 1§ 16 17 18 19 20 PM

Bl B2 B2 A B2 B1 A A A A B2 A B2Bl1 D D B2 B2

— o .- - -

— - . — —
- .

Legenda: PM = marcador de peso molecular (100 pb). 01 e 20 = controle positivo E.
coli ATCC 25922. 05, 08, 09, 10 e 11: grupo filogenético A (YjaA). 02, 07 e 15 = grupo
filogenético B1 com a presenca do marcador molecular (TspE4C2). 04, 06 e 14 = grupo
filogenético B2 com a presenca dos trés marcadores moleculares (chuA, YjaA e
TspE4C2). 03, 12, 18 e 19: grupo filogenético B2 com a presenca de dois marcadores
moleculares (chuA e YjaA). 16 e 17: grupo filogenético D, com a presenca de apenas
um marcador (chuA). Seta indica 500pb.

As frequéncias relativa e absoluta dos grupos filogenéticos observados nos
isolados de E. coli APEC e UPEC estdo descritos na Tabela 2. Quanto a distribuicdo dos
isolados APEC nos grupos filogenéticos, 31,1% (90/460) foram classificadas no grupo
D, 25,2% (111/460) no grupo B2, 24,1% no grupo B1 (116/460) e 19,6% (143/460) no
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grupo A. No patotipo UPEC, a frequéncia relativa foi de 53,6% no grupo B2 (241/450),
25,3% (114/450) no grupo D, 15,1% (68/450) no grupo A e apenas 6,0% (27/450) no
grupo B1. A relacdo completa do grupo filogenético determinado no presente estudo e o
indice de patogenicidade descrito por Souza et al. (2016) para cada isolado avaliado esta
descrita nos APENDICES A e B.

Tabela 2 — Distribuicdo dos quatro grupos filogenéticos (A, B1, B2, D) observados nos
460 isolados de Escherichia coli APEC e 450 isolados de Escherichia coli
UPEC obtidos atraves da técnica de multiplex-PCR.

Patotipo Grupo Filogenético Frequéncia absoluta  Frequéncia relativa

(n) (%)
A 90 19,6
Bl 111 24,1
APEC
B2 116 25,2
D 143 31,1
A 68 15,1
Bl 27 6,0
UPEC
B2 241 53,6
D 114 25,3

A classificagdo majoritaria dos isolados UPEC constatada no atual estudo no
grupo B2 é ratificada em diferentes pesquisas citadas na literatura (EWERS et al., 2007;
ZHAO et al., 2009). Por exemplo, Rodrigues-Siek et al. (2005) classificaram 65% dos
isolados UPEC provenientes de pacientes internados na UTI (Unidade de Terapia
Intensiva) no mesmo grupo. Cepas virulentas geralmente classificam-se no grupo B2,
apesar de alguns exemplares poderem ser classificados no grupo D (CLERMONT et al.,
2000; SABATE et al., 2006; SANTOS et al., 2009; EUSEBIO et al., 2016). E
importante salientar que a selegdo de amostras UPEC foi isolada de pacientes que
procuraram o HCPA devido a infeccdo urinaria. Desta forma, esta maior frequéncia do
grupo B2 ja era esperada.

Além disto, a fronteira entre o comensalismo e a viruléncia resulta de um
complexo equilibrio entre o status do hospedeiro e a presenga ou expressdo de fatores de
viruléncia nas bactérias (PICARD et al., 1999). O status do hospedeiro, além da
condicdo sanitaria, também se refere a fatores associados. Como exemplo, entre 0s

isolados UPEC, houve uma maior frequéncia de pacientes do sexo feminino (80,6%). O
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fator de risco do hospedeiro, com imunidade baixa, devido a gravidez e diabetes, que
propiciam o estabelecimento de cistites, esta diretamente associado a agdo de bactérias
com maior patogenicidade (EUSEBIO et al., 2016). Contudo, os isolados foram
classificados no grupo filogenético B2 (53,2%), independentemente do género. Isto é,
ndo houve associagéo significativa (p>0,05) entre o0 sexo e a classificagdo dos isolados
nos quatro grupos filogenéticos.

Por outro lado, a distribuicdo dos isolados do patotipo APEC nédo ocorreu de
maneira similar a de outros trabalhos, os quais geralmente apresentam predominancia
do grupo A (RODRIGUES-SIEK et al., 2005; EWERS et al., 2007; ZHAO et al.,
2009). A distribuicdo de isolados do patotipo APEC nos grupos filogenéticos
caracteriza-se pela variabilidade, sendo geralmente relacionada a origem dos isolados
(CLERMONT et al., 2000). Como exemplo Barbieri (2010) determinou 0s grupos
filogenéticos de 41 isolados de E. coli de infecgdes sistémicas e 144 de celulite, mais
de 50% dos isolados pertenciam ao grupo D. Sendo as cepas de colisepticemia na
maioria pertencentes ao grupo D e menor propor¢do aos grupos B2 e A, e os isolados
de celulite com 62,1% no grupo D. O grupo B1 teve somente 8,1% de todos os isolados
testados.

Em outro trabalho, Campos et al, (2008) demonstraram que a analise
filogenética de linhagens comensais e causadoras de onfalite pertenceram
principalmente ao grupo filogenético A, ndo patogénico. Isolados causadores de
sindrome da cabeca inchada pertenceram, em sua maioria, a0 grupo patogénico D.
Linhagens causadoras de septicemia pertenceram aos grupos A e D. Estes dados
sugerem que linhagens APEC causadoras de septicemia provavelmente tém uma origem
ancestral maltipla, ou seja, uma derivada de uma linhagem patogénica e outra de uma
linhagem ndo patogénica que possivelmente evoluiu através da aquisicdo horizontal de
genes de viruléncia. Isolados causadoras de sindrome da cabeca inchada possivelmente
constituem um grupo clonal patogénico. Por outro lado, isolados causadores de onfalite
possivelmente constituem um grupo clonal ndo patogénico, que, possivelmente causam
a doenca devido a uma infecgcdo oportunista.

Escobar-Paramo et al. (2006) citam que caracteristicas especificas das
populacbes comensais de E.coli de humanos e animais podem ser relacionadas ao tipo
de ambiente e hospedeiro. Segundo Clermont et al. (2011b) os isolados de E.coli de

humanos e animais possuem um passado genético comum, contudo diferencas sdo
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vistas na distribuicdo dos fatores de viruléncia entre cepas humanas (B2) e ndo humanas
(ndo B2).

Santos et al. (2013) apresentaram um estudo que incluiu 74 isolados de
bacteremia de E. coli de 74 pacientes hospitalizados na cidade de Sdo Paulo, (43
homens e 31 mulheres) com idade média de 43 anos, com a maioria dos pacientes
apresentando condigdes imuno-debilitantes. A classificacéo filogenética das estirpes de
E. coli estudadas pertenciam aos filo grupos B2 (35,1%) e D (29,7%); e aos filo grupos
Bl (18,9%) e A (16,2%). Foi proposto que o clima, a populacdo, habitos e uso de
antibioticos influenciam os efeitos filogenéticos e a composic¢éo de E. coli na microbiota
intestinal. 1sso poderia explicar as diferencas observadas na filogenia das estirpes de E.
coli envolvidas na secrecédo extra intestinal, nas infeccbes em diversas areas geograficas,
uma vez que esses patdgenos podem fazer parte da microbiota intestinal (Santos et al.,
resultados ndo publicados). Os autores salientam ainda que, este fato, faz com que a
literatura seja unanime em considerar as EXPEC como sendo um grupo que ainda esta
em processo de remodelacdo genética, e que a esse respeito, recentemente foi reportada
a emergéncia do "grupo clonal A", composto de amostras do filo grupo D, portadoras de
diversos fatores de viruléncia. Simultaneamente, no ano de 2008, foi relatada na Europa
e Africa a emergéncia de clones oriundos do filo grupo B2, super-virulentos e
multirresistentes. Estudo recente, realizado com amostras de EXPEC isoladas de
bacteremia, confirmou o predominio dos grupos B2 e D entre as amostras virulentas.
Entretanto, esse mesmo estudo revelou uma frequéncia elevada de isolados dos grupos
A e B1, muito dos quais portavam uma variedade de fatores de viruléncia (FVs),
questionando sua classificagdo como meros comensais. Assim, levantamos a hipétese
de que as amostras dos grupos A e Bl isoladas nessa pesquisa possam ser produto da
remodelacdo genética detectada em outras regides geogréaficas.

Esta situacdo é observada no atual estudo, considerando-se 0s grupos
filogenéticos das amostras e a sua relacdo com a origem — cama, celulite, leséo
respiratoria - e a patogenicidade dos isolados.

Na Tabela 3 sdo apresentadas as frequéncias absoluta e relativa (%) dos genes de

viruléncia, conforme o patotipo das cepas de E. coli.
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Tabela 3 — Frequéncias absoluta e relativa (%) da presenca dos genes de viruléncia
conforme o patotipo das cepas de Escherichia coli.

(continua)
Funcéo do gene Gene APEC —n (%) UPEC —n (%)

crl 443 (96,3) 421 (93,54)

papG 54 (11,7) 329 (73,23)

fimH 427 (92,8) 143 (31,85)

mat 394 (85,7) 400 (88,86)

sfa/focCD 8 (1,7) 91 (20,27)

. afa/drab 31 (6,7) 92 (20,49)
Adesinas .

iha 44 (9,6) 126 (28,06)

hrlA 178 (38,7) 252 (56,12)

fimC 444 (96,5) 358 (79,51)

papC 123 (26,7) 283 (62,81)

tsh 199 (43,3) 62 (13,81)

felA 24 (5,2) 94 (20,94)

cnfl/2 13 (2,8) 265 (59,02)

hlyA 27 (5,9) 165 (36,75)

Toxinas sat 127 (27,3) 255 (56,79)

vat 103 (22,4) 207 (46,10)

EAST1 210 (45,7) 73 (16,26)

ireA 239 (52) 70 (15,59)

fyuA 120 (34,8) 295 (65,48)

sitD.ep 309 (67,2) 84 (18,71)

Aquisicdo de iroN1 322 (70) 158 (35,19)

R ferro SitD 136 (29,6) 270 (60,13)

quisicdo de

ferro chuA 260 (56,5) 324 (71,94)

iucD 335 (72,8) 252 (56,12)

irp2 217 (47,2) 292 (64,81)

iutA 313 (68) 422 (93,76)

neuC 108 (23,5) 148 (32,96)

traT 411 (89,3) 277 (61,47)

S kpsMTII 298 (64,8) 378 (83,96)

Res'ssgfg'a a0 ompA 440 (95,7) 407 (90,42)

cvi/cva 241 (52,4) 229 (51,0)

iss 336 (73) 183 (40,76)

cvaC 233 (50,7) 130 (28,95)
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(conclusdo)

Funcéo do gene Gene APEC —n (%) UPEC —n (%)
ibeA 127 (27,6) 72 (16,04)
Invasinas gimB 72 (15,7) 66 (14,70)
tia 112 (24,3) 222 (49,44)
PAI malX 96 (20,9) 298 (66,15)
Protease pic 81 (17,6) 120 (26,73)

Rodrigues-Siek et al. (2005) entre isolados APEC e UPEC encontraram 98% de
frequéncia para os genes feoB e fimH, localizados no plasmideo pTJ100, mais
comumente encontrado entre cepas de origem aviaria. A maioria dos genes localizados
nos cromossomos estava amplamente distribuida entre os isolados, independentemente
do hospedeiro e do patotipo, com excecao dos genes iha, afa/draB, sfa/ oc e hlyA. Os
genes associados aos plasmideos ColV (tsh, iss) foram mais frequentes em APEC,
indicando que estes isolados poderiam ser uma fonte de genes localizados em ColV para
outras estirpes de EXPEC.

Inmeros trabalhos tém sido desenvolvidos para avaliar as possiveis
semelhancas entre os patotipos APEC e UPEC, com o objetivo de avaliar a
possibilidade de uma zoonose. Embora estudos anteriores tenham comparado os genes
de viruléncia entre UPEC e APEC, ndo existem estudos comparando a expressao dos
genes de viruléncia especificos entre estes patotipos em um mesmo modelo de desafio
in vivo (ZHAO et al., 2009). Uma vez que as estirpes E. coli de humanos e aves
enfrentam desafios semelhantes ao estabelecer infeccdo em locais extra intestinais eles
podem compartilhar genes de viruléncia e capacidade de causar doenca (JOHNSON et
al., 2005; MOULIN SCHOULER et al., 2007). Uma vez que ambos patotipos utilizam
semelhantes fatores de viruléncia, como adesinas, sistemas de aquisicdo de ferro,
toxinas, protectinas e invasinas, € necessario determinar se cepas APEC séo
responsaveis pelas UTIs ou se atuam somente como uma espécie de reservatorio para 0s
genes de viruléncia RODRIGUES-SIEK et al, 2005. Outros autores ja demonstraram o
compartilhamento de genes entre cepas APEC e UPEC. Em estudo realizado por ZHAO
et al.,, 2009, a cepa Ul7, de origem humana, e a cepa EO058, de origem aviaria,
compartilharam 20 dos 37 genes de viruléncia pesquisados. Por outro lado, a cepa
EHEC 933, também de origem humana, compartilhou apenas seis destes genes com a

cepa U17. Com base nestes resultados, os autores afirmam que UPEC U17 é mais
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semelhante & cepa APEC E058 do que a EHEC 933. Alguns fatores de viruléncia
podem estar ausentes em cepas APEC sem que essas deixem de ser patogénicas. Com
excecdo da fimbria F1 outros genes de viruléncia estdo ausentes nas cepas ndo-
patogénicas. Fatores de viruléncia diferentes desempenham a mesma funcdo atuando no
mesmo sitio do hospedeiro e por isso cepas geneticamente diferentes podem produzir a
mesma infeccdo (BARBIERI, 2010). Na Tabela 4 estdo descritas as frequéncias dos

genes de viruléncia pesquisados para cada grupo filogenético das cepas APEC e UPEC.

Tabela 4 — Frequéncia relativa (%) dos 38 genes de viruléncia pesquisados para cada
grupo filogenético (A. B1, B2 e D) entre as cepas APEC e UPEC.

(continua)
APEC UPEC
Gene
Bl B2 D A Bl B2 D

crl 103,3 96,4 94,8 93,0 95,6 96,3 90,9 96,5
papG 8,9 7,2 16,4 13,3 69,1 70,4 68,5 86,0
fimH 93,3 86,5 94,8 95,8 25,0 14,8 41,1 20,2
mat 90,0 84,7 83,6 85,3 82,4 92,6 88,4 92,1
sfa/focCD 0,0 0,9 4,3 14 2,9 3,7 315 10,5
afa/drab 10,0 7,2 52 5,6 23,5 25,9 20,7 16,7
iha 11,1 4,5 9,5 12,6 11,8 18,5 315 32,5

hrlA 30,0 30,6 49,1 42,0 52,9 37,0 64,3 44,7
fimC 97,8 93,7 98,3 96,5 88,2 85,2 78,0 75,4
papC 27,8 23,4 25,0 30,1 50,0 37,0 67,2 66,7
tsh 35,6 22,5 58,6 51,7 11,8 3,7 18,3 7,9
felA 0,0 7,2 52 7,0 19,1 22,2 22,4 18,4
cnfl/2 11 0,9 6,9 2,1 35,3 33,3 69,7 56,1
hlyA 10,0 3,6 3,4 7,0 25,0 7,4 53,1 15,8
sat 35,6 43,2 13,8 21,7 67,6 63,0 52,3 57,9
vat 13,3 6,3 34,5 30,8 36,8 25,9 59,3 28,1
EAST1 48,9 43,2 42,2 48,3 30,9 7,4 15,4 11,4
ireA 38,9 26,1 58,6 74,8 59 11,1 19,9 13,2
fyuA 244 10,8 58,6 40,6 42,6 29,6 79,3 57,9
sitD.ep 64,4 55,9 73,3 72,7 32,4 25,9 13,3 20,2
iroN1 64,4 64,9 77,6 71,3 29,4 29,6 44.8 19,3

sitD 30,0 29,7 42,2 18,9 39,7 40,7 74,3 46,5
chuA 11 0,0 101,7 98,6 25,0 29,6 83,4 85,1
iucD 61,1 54,1 83,6 86,0 50,0 25,9 56,0 66,7
irp2 28,9 21,6 69,0 60,8 54,4 37,0 72,2 61,4

IUtA 55,6 50,5 76,7 82,5 89,7 85,2 94,2 96,5
neuC 33,3 11,7 38,8 14,0 44,1 44.4 29,0 31,6
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(conclusdo)

Gene APEC UPEC

A Bl B2 D A Bl B2 D

traT 88,9 82,9 93,1 91,6 63,2 74,1 58,9 62,3
kpsMTII 58,9 58,6 75,9 64,3 63,2 77,8 88,0 88,6
ompA 101,1 92,8 95,7 94,4 95,6 92,6 87,6 92,1
cvilcva 48,9 55,0 61,2 45,5 54,4 37,0 50,6 52,6

ISS 64,4 71,2 79,3 74,8 42,6 44,4 42,3 351
cvaC 46,7 36,9 74,1 44,8 22,1 14,8 33,2 27,2
ibeA 18,9 19,8 46,6 23,8 2,9 7,4 22,4 12,3
gimB 14,4 14,4 24,1 10,5 16,2 7,4 15,8 13,2

tia 32,2 14,4 25,9 25,9 50,0 48,1 53,9 39,5
malX 23,3 16,2 34,5 11,9 42,6 55,6 81,7 49,1

pic 7,8 6,3 18,1 32,2 14,7 22,2 29,5 28,9

Em relacdo a associacdo estatistica entre a presenca de determinado gene de
viruléncia e os grupos filogenéticos no patotipo APEC, dez genes (cnfl/2, hlyA, EASTL,
tia, sfa/focCD, afa/drab, ihA, felA, papG, traT) ndo apresentam associacdo com nenhum
dos grupos, e cinco deles (crl, mat, ompA, fimC e fimH) apresentaram uma frequéncia
superior a 80% em todos os grupos. Os genes ireA, sitD ep, iroN1, chuA, iuCD, iutA e
iss apresentaram associacdo com o grupo filogenético D, sendo ireA exclusivamente
com este grupo. Os genes sitD ep, iroN1, chuA, iuCD, iutA, kpsMT 11, iss e cvaC
demonstraram associa¢do com o grupo B2, sendo kpsMT Il e cvaC exclusivamente com
este grupo. Apenas 0s genes iss e sat apresentaram associacdo com o grupo B1, sendo
sat exclusivamente com este grupo. Para todos estes genes, com exce¢do de sat, a
frequéncia foi igual ou superior a 75% dentro dos respectivos grupos filogenéticos.

Em relacdo a associacdo estatistica entre a presenca de determinado gene de
viruléncia e os grupos filogenéticos no patotipo UPEC, 15 genes (crl, sat, mat, afa/drab,
neuC, fimC, piC, ompA, gimB, traT, cvi/cva, iss, felA, iutA, cvaC) ndo apresentam
associacdo com nenhum dos grupos, e quatro deles (ireA, sfa/focCD, ibeA, tsh)
apresentaram frequéncia superior a 70% em todos os grupos. Os genes fyuA, iroNle
chuA, ihA, papG, fimH, cnf % e hlyA estdo associados com o grupo A, sendo iroN1
associado exclusivamente com este grupo. Os genes fyuA, chuA, iucD, irp2, cnf %%, hlyA,
vat, EASTL, adesina ihA, papG, papC e fimH estdo relacionados com o grupo B1, sendo
0s genes iucD, papC e irp2 associados exclusivamente com este grupo. sitD ep e EAST1
estdo associados com o grupo B2, e hlyA, sitD ep, vaT, EAST1 e fimH com o grupo A.
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No Grafico 1 estdo descritas as associa¢Oes entre os indices de patogenicidade e
a origem de isolamento das cepas de E. coli APEC. Observou-se diferenca significativa
entre os indices de patogenicidade conforme a fonte de isolamento. As cepas isoladas de
cama apresentaram indices de patogenicidade significativamente menores (p<0,05) do
que aquelas isoladas de lesdo de celulite e do trato respiratorio. Por outro lado, as cepas
isoladas de lesdes apresentaram indices de patogenicidade significativamente maiores

(p<0,05) do que aquelas sem origem definida.

Gréafico 1 — Associacdo do indice de patogenicidade (IP) com a origem dos isolamento
das 460 cepas de Escherichia coli APEC.
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No Gréafico 2 estdo demonstradas a associacdo estatistica dos grupos
filogenéticos com a média dos indices de patogenicidade (IP) dos 460 isolados de E.

coli APEC que foram classificadas nos quatro grupos.
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Gréafico 2 — Associacdo dos quatro grupos filogenéticos (A, B1, B2, D) observados com
a média dos indices de patogenicidade (IP) para os 460 isolados de
Escherichia coli APEC.

=

i
o]
I
]
I
i

P
||

— S — S —— i — —
\l]

o
- ©

' -
";'uzmm
! .
2 - Il
| C

Indice de Patogenicidade

A Bl B2 D

Grupos filogenéticos

Os resultados demonstram uma associacdo direta entre os indices de
patogenicidade obtidos in vivo e os grupos filogenéticos, conforme a literatura
(CLERMONT et al., 2000). Os isolados do grupo B2 apresentaram um indice de
patogenicidade médio de 7,17, seguido pelo grupo D com média de 6,09 e dos isolados
dos grupos A e B1, considerados comensais, com médias de 4,1 e 4,6, respectivamente.
A média do indice de patogenicidade dos isolados do grupo B2 foi significativamente
maior (p<0,05) em relacdio a média do grupo D. Além disto, os indices de
patogenicidade destes dois grupos foram significativamente superiores aos indices das
amostras dos grupos A e B1. Os resultados demonstram que a classificagdo de E. coli
em grupos filogenéticos descrito por Clermont et al. (2000) a partir de um protocolo de
m-PCR permite inferir a patogenicidade da bactéria, dividindo-a em trés grupos de
patogenicidade: alta (B2), intermediaria (D) e baixa (A e B1). Esta ferramenta torna-se
uma alternativa para a monitorizacdo rotineira de granjas avicolas e o tracado das
flutuacGes na patogenicidade. Feito isso, teremos pontos de referéncia para relacionar
com fendmenos ou procedimentos ocorridos no periodo estudado. O uso de uma vacina
com alguns genes silenciados, muitos em seu estado natural, por manipulagcdo genética
pode indiretamente oferecer um arsenal de fatores de viruléncia que jogados no
ambiente pode criar condi¢fes para que por rearranjos genéticos haja o surgimento de

bactérias virulentas.
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A pesquisa de 38 genes de viruléncia de E. coli no CDPA tem sido utilizada
como variavel para a predigdo da patogenicidade desta bactéria através do emprego de
redes neurais artificiais (TEJKOWSKI, 2008). Contudo, esta etapa fundamental, que
consiste na elaboracao de reacdes de multiplex-PCR, é bastante laboriosa, pois envolve
a realizacdo de seis diferentes protocolos e a interpretacdo minuciosa dos resultados a
partir da visualizacdo de diversas bandas de DNA no gel de agarose. Além do longo
periodo necessario para obtencdo dos resultados, hd o custo para aquisicdo dos
reagentes necessarios. Por outro lado, a classificacdo de E. coli em grupos filogenéticos
através do protocolo selecionado no atual estudo envolve uma Unica reagdo. Como a
distribuicdo das cepas APEC nos grupos filogenéticos apresentou associacao
significativa com a patogenicidade, o multiplex-PCR torna-se uma importante
ferramenta disponivel para o screening da patogenicidade das amostras isoladas na

cadeia avicola.
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6 CONCLUSOES

1. O protocolo de multiplex-PCR adaptado foi capaz de diferenciar 100% dos isolados
de E. coli APEC e UPEC nos quatro grupos filogenéticos propostos.

2. A maioria dos isolados de E. coli do patotipo APEC foi classificada nos grupos
filogenéticos D (31,1%) e B2 (25,2%), ratificando o modelo de classificacdo de
patogenicidade in vivo das cepas APEC elaborado pelo CDPA em trabalhos
anteriores, ja que houve associacgdo significativa com os grupos filogenéticos, sendo
que os grupos B2 e D apresentaram indices de patogenicidade superiores aos
observados pelos isolados considerados comensais dos grupos A e B1.

3. No patotipo UPEC, o grupo B2 foi majoritario (53,6%). Esta distribuicdo mantém
associacdo com a origem e a patogenicidade das cepas.

4. Observou-se associacdo entre determinados genes e os grupos filogenéticos, tanto
para cepas APEC quanto UPEC.

5. O multiplex-PCR torna-se uma importante ferramenta disponivel no laboratério para

0 acompanhamento da flutuacdo da patogenicidade das amostras de E. coli APEC.
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APENDICE A — Origem, indice de patogenicidade e grupo filogenético das 460 cepas de
Escherichia coli APEC.

(continua)
NGmero Identificacdo da _Origem de indic_e Qe _ Grupp_
cepa isolamento Patogenicidade Filogenético
1 1 celulite 5,89 D
2 3 cama aviaria 1,50 A
3 4 cama aviaria 1,63 B2
4 5 cama aviaria 0,80 Bl
5 6 celulite 9,83 Bl
6 7 celulite 10,00 D
7 8 celulite 8,04 D
8 9 celulite 9,66 B2
9 10 cama aviaria 0,20 A
10 11 celulite 2,80 B2
11 14 celulite 1,94 A
12 15 celulite 4,61 D
13 16 celulite 10,00 D
14 17 celulite 10,00 D
15 18 celulite 9,53 Bl
16 19 cama aviaria 1,81 A
17 22 celulite 7,03 Bl
18 23 celulite 10,00 Bl
19 26 cama aviaria 7,73 D
20 27 celulite 4,36 B2
21 31 cama aviaria 3,81 A
22 32 celulite 8,61 D
23 33 celulite 9,14 D
24 34 celulite 3,37 Bl
25 35 celulite 3,21 D
26 36 cama aviaria 0,60 Bl
27 37 celulite 6,84 D
28 38 celulite 6,10 D
29 39 celulite 5,76 D
30 40 celulite 6,06 D
31 42 celulite 8,31 D
32 43 celulite 9,24 D
33 44 celulite 6,53 A
34 45 celulite 6,50 D
35 46 cama aviaria 5,17 D
36 48 celulite 1,51 A



60

APENDICE A — Origem, indice de patogenicidade e grupo filogenético das 460 cepas
de Escherichia coli APEC.

(continuacdo)

NGmero Identificacdo da _Origem de indic_e Qe _ Grupp_
cepa isolamento Patogenicidade Filogenético
37 49 celulite 2,76 Bl
38 51 celulite 9,16 D
39 52 celulite 5,76 A
40 54 celulite 3,94 Bl
41 56 celulite 9,63 D
42 57 celulite 2,78 B2
43 61 celulite 9,00 Bl
44 67 celulite 10,00 A
45 68 celulite 4,89 Bl
46 69 celulite 6,07 A
47 70 celulite 7,74 A
48 71 cama aviaria 2,69 Bl
49 72 cama aviaria 0,30 A
50 73 celulite 10,00 B2
51 74 celulite 10,00 B2
52 75 celulite 10,00 B2
53 76 celulite 10,00 D
54 77 cama aviaria 2,49 D
55 79 cama aviaria 1,91 A
56 80 celulite 7,83 A
57 81 celulite 7,79 D
58 82 celulite 2,39 B1
59 83 celulite 7,10 D
60 84 cama aviaria 1,77 Bl
61 85 cama aviaria 1,10 Bl
62 86 celulite 9,73 D
63 87 celulite 1,34 B1
64 88 celulite 4,60 D
65 90 cama aviaria 3,59 B1
66 91 celulite 3,50 Bl
67 93 celulite 3,43 A
68 94 cama aviaria 4,24 B1
69 95 cama aviaria 2,67 Bl
70 96 celulite 2,70 B1
71 97 celulite 3,10 B1
72 99 cama aviaria 1,63 Bl
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APENDICE A — Origem, indice de patogenicidade e grupo filogenético das 460 cepas
de Escherichia coli APEC.

(continuacéo)

NGmero Identificacdo da _Origem de indic_e Qe _ Grupp_
cepa isolamento Patogenicidade Filogenético
73 101 cama aviaria 4,26 Bl
74 102 celulite 2,13 A
75 103 celulite 4,66 Bl
76 104 celulite 2,09 Bl
77 105 cama aviaria 2,16 B1
78 106 cama aviaria 0,60 A
79 107 celulite 6,14 D
80 108 celulite 10,00 D
81 110 celulite 3,79 D
82 111 celulite 2,76 Bl
83 112 celulite 3,14 D
84 116 celulite 0,40 A
85 117 celulite 0,40 A
86 120 cama aviaria 0,10 A
87 121 celulite 1,93 A
88 123 celulite 0,30 B2
89 124 celulite 0,90 Bl
90 125 celulite 2,69 A
91 126 celulite 6,94 B2
92 127 celulite 2,04 D
93 128 celulite 0,56 A
94 129 cama aviaria 0,20 B2
95 130 celulite 4,21 D
96 131 celulite 0,30 D
97 133 celulite 0,00 A
98 134 cama aviaria 0,60 D
99 135 celulite 0,20 Bl
100 136 celulite 4,57 B1
101 140 cama aviaria 1,66 D
102 141 celulite 1,40 A
103 142 celulite 2,23 B1
104 143 cama aviaria 0,00 A
105 144 celulite 7,51 D
106 145 celulite 8,59 D
107 146 celulite 0,00 B2
108 148 cama aviaria 0,00 A
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109 149 celulite 7,61 B2
110 150 celulite 7,27 B2
111 152 celulite 3,33 Bl
112 155 celulite 0,69 A
113 157 celulite 0,60 D
114 158 cama aviaria 0,00 B2
115 159 celulite 0,60 A
116 160 celulite 0,39 A
117 162 celulite 1,11 D
118 163 cama aviaria 1,80 A
119 165 celulite 0,56 A
120 166 celulite 2,04 B2
121 169 celulite 1,91 B2
122 170 celulite 4,16 A
123 172 celulite 0,94 B2
124 173 celulite 6,87 B2
125 174 celulite 2,99 A
126 175 celulite 0,70 Bl
127 176 celulite 1,40 B2
128 177 cama aviaria 0,50 Bl
129 178 cama aviaria 0,40 A
130 179 celulite 1,70 Bl
131 180 celulite 7,63 Bl
132 181 celulite 7,97 B2
133 182 celulite 1,33 Bl
134 183 cama aviaria 2,87 D
135 184 cama aviaria 1,17 B1
136 185 celulite 6,67 B2
137 186 celulite 5,70 D
138 187 celulite 7,13 B2
139 190 cama aviaria 0,10 A
140 191 celulite 0,99 D
141 192 celulite 6,53 D
142 193 cama aviaria 3,71 A
143 194 cama aviaria 2,87 A
144 195 celulite 511 B2
145 196 celulite 8,89 D
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146 197 celulite 6,93 D
147 198 celulite 10,00 D
148 204 cama aviaria 0,39 Bl
149 205 cama aviaria 0,69 Bl
150 206 celulite 0,49 A
151 207 celulite 7,50 B2
152 211 celulite 0,91 Bl
153 212 celulite 6,29 D
154 213 celulite 3,10 Bl
155 214 celulite 4,09 Bl
156 215 cama aviaria 5,54 Bl
157 216 cama aviaria 0,39 A
158 217 celulite 4,99 B2
159 218 celulite 3,16 B2
160 222 celulite 6,26 B1
161 223 celulite 9,29 Bl
162 224 celulite 7,81 D
163 225 celulite 1,61 D
164 226 cama aviaria 1,90 B1
165 227 celulite 9,53 Bl
166 230 cama aviaria 9,53 A
167 238 celulite 7,71 Bl
168 240 celulite 6,41 Bl
169 241 cama aviaria 8,63 B2
170 245 celulite 3,43 B2
171 246 celulite 1,29 B1
172 247 cama aviaria 0,00 A
173 248 cama aviaria 1,59 B1
174 251 celulite 1,63 B1
175 254 cama aviaria 3,76 A
176 255 cama aviaria 1,21 A
177 256 cama aviaria 1,07 B1
178 257 sem origem 4,01 D
179 263 celulite 7,71 B1
180 264 celulite 3,21 Bl
181 258 sem origem 1,79 D
182 259 celulite 1,03 Bl
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183 265 celulite 1,20 A
184 268 cama avidria 9,49 A
185 269 celulite 3,14 Bl
186 272 celulite 3,29 D
187 274 celulite 0,96 Bl
188 276 sem origem 1,99 A
189 277 celulite 6,71 D
190 281 cama avidria 5,83 D
191 282 celulite 8,81 B2
192 283 celulite 9,63 B2
193 284 celulite 1,16 A
194 285 celulite 0,79 D
195 287 cama avidria 7,33 D
196 288 celulite 1,01 A
197 289 celulite 4,96 Bl
198 296 cama aviéria 0,20 D
199 297 cama aviéria 3,90 A
200 298 cama avidria 0,49 A
201 302 cama avidria 1,48 A
202 306 cama avidria 1,74 Bl
203 312 celulite 2,16 A
204 314 cama aviaria 3,60 D
205 318 cama aviaria 3,84 D
206 1R respiratoria 2,54 A
207 2R respiratoria 8,96 D
208 3R respiratoria 1,39 A
209 4R respiratéria 10,00 Bl
210 5R respiratoria 3,66 Bl
211 6R respiratoria 5,50 D
212 7R respiratoria 6,46 D
213 8R respiratoria 7,34 D
214 9R respiratoria 3,16 Bl
215 10R respiratoria 4,41 D
216 12R respiratoria 4,83 B2
217 13R respiratoria 8,64 B2
218 14R respiratoria 1,93 B2
219 15R respiratoria 0,91 B2
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220 19R respiratoria 9,09 B2
221 20R respiratoria 6,29 A
222 21R respiratéria 3,87 B2
223 22R respiratéria 6,23 A
224 23R respiratéria 6,60 B1
225 24R respiratoria 6,60 Bl
226 25R respiratoria 1,84 Bl
227 26R respiratoria 4,80 D
228 27R respiratoria 3,19 D
229 28R respiratéria 2,97 Bl
230 31R respiratéria 0,77 A
231 33R respiratoria 0,59 D
232 34R respiratoria 7,53 B2
233 35R respiratoria 1,90 B2
234 36R respiratéria 6,74 D
235 37R respiratéria 9,73 D
236 38R respiratéria 3,63 Bl
237 39R respiratoria 1,40 Bl
238 40R respiratoria 7,77 Bl
239 42R respiratoria 6,56 D
240 43R respiratéria 9,36 B2
241 44R respiratéria 6,21 D
242 45R respiratéria 10,00 B2
243 46R respiratoria 9,09 B2
244 49R respiratoria 4,10 Bl
245 50R respiratoria 8,16 D
246 51R respiratéria 8,11 A
247 52R respiratoria 9,63 B2
248 53R respiratoria 1,73 D
249 54R respiratoria 1,44 Bl
250 55R respiratoria 0,99 D
251 58R respiratoria 6,03 Bl
252 59R respiratoria 7,18 B2
246 51R respiratoria 8,11 A
247 52R respiratoria 9,63 B2
248 53R respiratoria 1,73 D
249 54R respiratoria 1,44 Bl
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250 55R respiratoria 0,99 D
251 58R respiratoria 6,03 Bl
252 59R respiratéria 7,18 B2
253 60R respiratéria 5,83 Bl
254 61R respiratéria 9,41 B1
255 62R respiratéria 7,94 D
256 63R respiratéria 9,63 Bl
257 64R respiratéria 2,73 D
258 CC 009 celulite 8,145 Bl
259 CC 011 celulite 5,973 Bl
260 CC 012 celulite 4,589 Bl
261 CC 016 celulite 9,629 Bl
262 CC 018 celulite 8,245 Bl
263 CC 019 celulite 4,6 Bl
264 CC 021 celulite 8,545 Bl
265 CC 024 celulite 6,903 Bl
266 CC 037 celulite 7,014 D
267 CC 038 celulite 8,274 Bl
268 CC 039 celulite 8,587 B2
269 CC 044 celulite 8,987 B2
270 CC 045 celulite 9,487 B2
271 CC 047 celulite 7,059 D
272 CC 050 celulite 9,46 D
273 CC 051 celulite 8,04 D
274 CC 052 celulite 6,54 Bl
275 CC 053 celulite 6,68 Bl
276 CC 054 celulite 10 B2
277 CC 055 celulite 7,34 Bl
278 CC 056 celulite 8,41 B2
279 CC 057 celulite 8,78 B2
280 CC 058 celulite 9,46 A
281 CC 059 celulite 8,81 B2
282 CC 061 celulite 8,3 D
283 CC 062 celulite 8,5 D
284 CC 063 celulite 9,73 A
285 CC 064 celulite 9,05 B2
286 CC 065 celulite 8,33 B2
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287 CC 066 celulite 8,24 B2
288 CC 067 celulite 9,16 Bl
289 CC 070 celulite 7,99 D
290 CCO071 celulite 6,84 D
291 CC 072 celulite 8,13 D
292 CC 073 celulite 10 B2
293 CC 074 celulite 9,08 B2
294 CC 075 celulite 9,63 B2
295 CC 076 celulite 9,26 D
296 CC 077 celulite 9,36 B2
297 CC 078 celulite 9,01 A
298 CC 079 celulite 8,41 D
299 CC 080 celulite 8,68 B2
300 CC 081 celulite 9,53 B2
301 CC 082 celulite 8,57 D
302 CC 083 celulite 7,73 A
303 CC 084 celulite 7,6 D
304 CC 085 celulite 10 B2
305 CC 086 celulite 7,06 Bl
306 CC 087 celulite 6,04 D
307 CC 088 celulite 6,89 A
308 CC 089 celulite 6,74 D
309 CC 090 celulite 4,28 D
310 CC 091 celulite 7,67 A
311 CC 092 celulite 7,19 D
312 CC 093 celulite 4,27 D
313 CC 094 celulite 6,73 B2
314 CC 095 celulite 9,63 B2
315 CC 096 celulite 9,18 A
316 CC 097 celulite 4,41 D
317 CC 098 celulite 9,73 D
318 CC 099 celulite 6,93 Bl
319 CC 100 celulite 6,63 D
320 CcC 101 celulite 7,67 D
321 CC 103 celulite 8,68 A
322 CC 104 celulite 7,44 A
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323 CC 105 celulite 7,34 D
324 CC 106 celulite 7,54 D
325 CC 107 celulite 1,71 B2
326 CC 108 celulite 9,63 B2
327 CC 109 celulite 7,34 A
328 CC 110 celulite 9,05 D
329 CC 111 celulite 8,67 B2
330 CC 112 celulite 8,54 D
331 CC 113 celulite 8,81 B2
332 CC 114 celulite 8,81 B2
333 CC 115 celulite 9,56 B2
334 CC 116 celulite 9,01 A
335 CC 118 celulite 8,4 D
336 CC 119 celulite 9,13 A
337 CC 120 celulite 10 B2
338 CC121 celulite 9,65 D
339 CC 122 celulite 6,33 D
340 CC 123 celulite 8,81 D
341 CC 124 celulite 8,24 B2
342 CC 125 celulite 9,2 B2
343 CC 126 celulite 8,36 B2
344 CC 127 celulite 0,3 Bl
345 CC 128 celulite 10 D
346 CC 129 celulite 8,46 A
347 CC 130 celulite 1 Bl
348 CC 131 celulite 8,37 B2
349 CC 132 celulite 0,4 D
350 CC 133 celulite 1,2 Bl
351 CC 134 celulite 9,66 B2
352 CC 135 celulite 8,01 A
353 CC 136 celulite 7,39 A
354 CC 137 celulite 5,26 D
355 CC 138 celulite 5,79 D
356 CC 139 celulite 0,2 D
357 CC 140 celulite 9,93 B1
358 CC 141 celulite 8,46 B2
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359 CC 142 celulite 9,41 B2
360 CC 143 celulite 0,5 D
361 CC 144 celulite 1,3 A
362 CC 145 celulite 5,48 D
363 CC 146 celulite 7,33 D
364 CC 147 celulite 6,81 A
365 CC 148 celulite 8,66 B1
366 CC 149 celulite 8,34 A
367 CC 150 celulite 7,84 B2
368 CC 151 celulite 8,44 B2
369 CC 152 celulite 5,6 B2
370 CC 153 celulite 1,14 A
371 CC 154 celulite 3,38 D
372 CC 155 celulite 9,46 B2
373 CC 156 celulite 9,63 B2
374 CC 157 celulite 8,71 B2
375 CC 158 celulite 9,11 B2
376 CC 159 celulite 9,16 B2
377 CC 160 celulite 9,1 B1
378 CC 161 celulite 9,63 D
379 CC 162 celulite 10 B2
380 CC 163 celulite 10 A
381 CC 164 celulite 7,43 Bl
382 CC 165 celulite 6,78 B2
383 CC 166 celulite 0,7 D
384 CC 167 celulite 6,63 A
385 CC 168 celulite 8,88 B2
386 CC 169 celulite 8,73 B2
387 CC 170 celulite 9,13 B2
388 CC171 celulite 1,38 D
389 CC 173 celulite 5,39 A
390 CC 174 celulite 8,36 B1
391 CC 175 celulite 8,44 Bl
392 CC 176 celulite 2,81 Bl
393 CC 177 celulite 8 D
394 CC 178 celulite 7,63 A
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395 CC 179 celulite 6,44 A
396 CC 180 celulite 1 B2
397 CC 181 celulite 0,4 A
398 CC 182 celulite 9,36 D
399 CC183 celulite 5,08 D
400 CC184 celulite 6,91 B2
401 CC185 celulite 8,71 B2
402 CC186 celulite 9,36 B2
403 CC187 celulite 8,94 Bl
404 CC188 celulite 9,34 D
405 CC189 celulite 6,33 B2
406 CC190 celulite 5,71 B2
407 CC191 celulite 5,51 B2
408 CC 192 celulite 5,89 B2
409 CC 193 celulite 7,83 B2
410 CC 194 celulite 6,04 B2
411 CC 195 celulite 7,5 D
412 CC 196 celulite 5,07 D
413 CC 197 celulite 7,98 B2
414 CC 198 celulite 8,1 B2
415 CC 199 celulite 8,64 A
416 CC 200 celulite 5,3 A
417 CC201 A celulite 7,91 B2
418 CC 202 celulite 5,41 D
419 CC 203 celulite 6,37 A
420 CC 204 celulite 5,25 D
421 CC 205 celulite 5,01 B2
422 CC 206 celulite 9,73 B2
423 CC 207 celulite 8,61 B2
424 CC 208 celulite 8,98 B2
425 CC 209 celulite 8,35 A
426 CC 210 celulite 8,88 B2
427 CC211 celulite 7,45 D
428 CC 212 celulite 8,64 A
429 CC 213 celulite 6,88 Bl
430 CC 214 celulite 6,73 D
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431 CC 215 celulite 8,33 B2
432 CC 216 celulite 6,05 B2
433 CC 217 celulite 0,97 Bl
434 CC 218 celulite 4,98 D
435 CC 219 celulite 2,38 D
436 CC 220 celulite 6,73 B2
437 CC221 celulite 8,1 D
438 CC 222 celulite 6,36 B2
439 CC 223 celulite 6,7 B2
440 CC 224 celulite 7,88 B2
441 CC 225 celulite 9,36 D
442 CC 226 celulite 7,68 B2
443 CC 227 celulite 6,98 A
444 CC 228 celulite 7,77 B2
445 CC 229 celulite 6,61 D
446 CC 230 celulite 7,53 D
447 CC 231 celulite 3,34 B2
448 CC 232 celulite 8 B2
449 CC 233 celulite 10 D
450 CC 234 celulite 7,53 D
451 CC 235 celulite 3,28 D
452 CC 236 celulite 3,89 D
453 CC 237 celulite 9,73 Bl
454 CC 238 celulite 4,58 Bl
455 CC 239 celulite 4,64 A
456 CC 240 celulite 5,88 D
457 CC 241 celulite 6,85 D
458 CC 242 celulite 5,28 D
459 CC 243 celulite 5,15 D
460 CC 245 celulite 7,69 Bl
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1 - - infeccdo urinaria B2
2 - - infecgdo urinaria B2
3 11350725 F infeccdo urinaria D
4 - - infecgdo urinaria D
5 5117023 F infeccdo urinaria D
6 4260337 F infeccdo urinaria D
7 7832421 F infeccdo urinaria D
8 90942566 F infecgdo urinaria D
9 11756699 F infeccdo urinaria D
10 8431918 M infecgdo urinaria B2
11 10104131 F infeccdo urinaria D
12 9383332 M infecgdo urinaria D
13 11694502 F infeccdo urinaria D
14 - - infecgdo urinaria D
15 11691516 F infeccdo urinaria B2
16 10198398 F infecgdo urinaria D
17 7019300 M infeccdo urinaria D
18 90944785 F infecgdo urinaria D
19 9815614 F infeccdo urinaria D
20 - - infecgdo urinaria D
21 11633542 F infeccdo urinaria B2
22 - - infeccdo urinaria D
23 10648251 F infeccdo urinaria D
24 90944489 M infecgdo urinaria B2
25 90942921 F infeccdo urinaria B2
26 - - infecgdo urinaria D
27 4523481 M infeccdo urinaria B2
28 8911505 F infecgdo urinaria B2
29 11729027 F infeccdo urinaria D
30 - infecgdo urinaria B2
31 11737053 F infeccdo urinaria A
32 11744117 F infeccdo urinaria B2
33 - - infeccdo urinaria A
34 10975456 F infeccdo urinaria B2
35 - - infeccdo urinaria B2
36 9893306 F infeccdo urinaria B2
37 11082443 M infeccdo urinaria B2
38 11157773 F infeccdo urinaria B2
39 481648 F infeccdo urinaria A
40 11061470 F infeccdo urinaria Bl
41 7075401 F infeccdo urinaria B2
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42 6783781 M infeccdo urinaria B2
43 3475837 F infecgdo urinaria B2
44 - - infeccdo urinaria B2
45 11411741 F infecgdo urinaria B2
46 9503335 F infeccdo urinaria D
47 1124379 F infecgdo urinaria D
48 - infeccdo urinaria B2
49 9771288 F infecgdo urinaria B2
50 - - infeccdo urinaria B2
51 - - infecgdo urinaria B2
52 9701475 F infeccdo urinaria B2
53 1504315 F infecgdo urinaria B2
54 1113554 F infeccdo urinaria A
55 - - infecgdo urinaria B2
56 11747052 F infeccdo urinaria D
57 3786159 F infecgdo urinaria D
58 3624657 M infeccdo urinaria B2
59 11528346 F infecgdo urinaria D
60 - - infeccdo urinaria A
61 11668514 F infecgdo urinaria B2
62 1,16E+08 F infeccdo urinaria B2
63 11747052 F infecgdo urinaria D
64 8680449 F infeccdo urinaria A
65 3757474 F infecgdo urinaria A
66 - - infeccdo urinaria A
67 11712627 F infecgdo urinaria A
68 7507411 F infeccdo urinaria D
69 - - infecgdo urinaria D
70 - - infeccdo urinaria B2
71 - - infecgdo urinaria B2
72 9107889 F infeccdo urinaria D
73 9318957 F infeccdo urinaria D
74 11630712 M infeccdo urinaria B2
75 - - infeccdo urinaria D
76 - - infeccdo urinaria B2
77 - - infeccdo urinaria B2
78 4426319 F infeccdo urinaria B2
79 11649209 M infeccdo urinaria B2
80 1068782 F infeccdo urinaria D
81 - - infeccdo urinaria B2
82 - - infeccdo urinaria A
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83 - - infeccdo urinaria B2
84 - - infecgdo urinaria B2
85 - - infeccdo urinaria B2
86 11753209 M infecgdo urinaria B2
87 - - infeccdo urinaria A
88 - - infecgdo urinaria A
89 - - infeccdo urinaria B2
90 11368388 F infecgdo urinaria B2
91 4172219 F infeccdo urinaria A
92 10853281 F infecgdo urinaria B2
93 10529907 F infeccdo urinaria D
94 11358264 F infecgdo urinaria B2
95 6811293 M infeccdo urinaria B2
96 11521812 F infecgdo urinaria A
97 125443 M infeccdo urinaria A
98 12369286 F infecgdo urinaria A
99 8332728 F infeccdo urinaria Bl
100 4419859 F infecgdo urinaria Bl
101 6710487 F infeccdo urinaria B2
102 8410664 F infecgdo urinaria D
103 4111233 F infeccdo urinaria B2
104 2474682 F infecgdo urinaria D
105 5584818 F infeccdo urinaria B2
106 4608162 F infecgdo urinaria A
107 9915141 M infeccdo urinaria A
108 9331000 M infecgdo urinaria B2
109 11662467 M infeccdo urinaria D
110 11896800 F infecgdo urinaria B2
111 5764287 M infeccdo urinaria D
112 8602716 - infeccdo urinaria D
113 10058857 F infeccdo urinaria B2
114 10872877 F infeccdo urinaria D
115 8119703 F infeccdo urinaria D
116 5332689 F infeccdo urinaria D
117 12020020 F infeccdo urinaria B2
118 5395835 F infeccdo urinaria B2
119 8132680 F infeccdo urinaria B2
120 12298444 F infeccdo urinaria B2
121 11138179 F infeccdo urinaria B2
122 12295978 M infeccdo urinaria A
123 1076470 F infeccdo urinaria B2
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124 6446181 F infeccdo urinaria B2
125 12287751 F infecgdo urinaria D
126 91320614 F infeccdo urinaria Bl
127 11908720 F infeccdo urinaria D
128 11639440 F infeccdo urinaria B2
129 12099529 M infecgdo urinaria A
130 11930971 F infeccdo urinaria A
131 11783768 F infecgdo urinaria A
132 10212132 M infeccdo urinaria B2
133 - F infecgdo urinaria A
134 11508165 M infeccdo urinaria B2
135 2725513 F infecgdo urinaria D
136 12377693 F infeccdo urinaria D
137 11123726 F infecgdo urinaria D
138 12200788 F infeccdo urinaria B2
139 12212841 M infecgdo urinaria B2
140 12343471 F infeccdo urinaria B2
141 11852803 F infeccdo urinaria D
142 7987456 F infeccdo urinaria B2
143 - F infecgdo urinaria Bl
144 10534048 F infeccdo urinaria Bl
145 11069077 F infecgdo urinaria Bl
146 12386660 M infeccdo urinaria B2
147 7937022 F infecgdo urinaria B2
148 11852803 F infeccdo urinaria D
149 8042616 F infecgdo urinaria B2
150 11952355 M infeccdo urinaria Bl
151 11199072 F infecgdo urinaria D
152 9847062 F infeccdo urinaria B2
153 12157343 F infecgdo urinaria B2
154 11462231 F infeccdo urinaria B2
155 11601655 F infeccdo urinaria B2
156 12053237 F infeccdo urinaria B2
157 8198152 F infeccdo urinaria B2
158 10010569 F infeccdo urinaria B2
159 12395067 F infeccdo urinaria A
160 9626896 F infeccdo urinaria B2
161 8803876 F infeccdo urinaria D
162 91322016 F infeccdo urinaria B2
163 1067214 F infeccdo urinaria D
164 10108058 M infeccdo urinaria B2
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165 725606 F infeccdo urinaria B2
166 5708367 F infecgdo urinaria B2
167 9041757 F infeccdo urinaria B2
168 91323543 M infecgdo urinaria B2
169 10507119 M infeccdo urinaria B2
170 3463049 F infecgdo urinaria Bl
171 8891582 F infeccdo urinaria D
172 91326850 M infeccdo urinaria D
173 12145371 M infeccdo urinaria D
174 12404729 F infecgdo urinaria B2
175 12397154 - infeccdo urinaria B2
176 12369138 F infecgdo urinaria D
177 12307823 F infeccdo urinaria Bl
178 9419128 F infecgdo urinaria B2
179 91337212 F infeccdo urinaria B2
180 12424313 F infecgdo urinaria A
181 91224469 M infeccdo urinaria B2
182 9133715/4 F infecgdo urinaria B2
183 1128694/5 F infeccdo urinaria B2
184 0079677/1 F infeccdo urinaria A
185 0002716/9 F infeccdo urinaria D
186 0398905/0 F infecgdo urinaria A
187 0659027/7 F infeccdo urinaria B2
188 1085858/7 F infecgdo urinaria D
189 1192025/3 M infeccdo urinaria B2
190 0458221/9 F infecgdo urinaria D
191 0002716/9 F infeccdo urinaria D
192 9134645/2 F infecgdo urinaria Bl
193 0340506/5 F infeccdo urinaria A
194 1000510/6 F infecgdo urinaria B2
195 9134640/3 F infeccdo urinaria D
196 9111748/1 F infeccdo urinaria B2
197 0387361/9 F infeccdo urinaria D
198 1241136/9 F infeccdo urinaria D
199 0869438/2 F infeccdo urinaria A
200 1242981/7 F infeccdo urinaria D
201 0605286/4 F infeccdo urinaria D
202 1195459/1 F infeccdo urinaria B2
203 1215699/8 F infeccdo urinaria D
204 0894587/5 M infeccdo urinaria D
205 0917055/6 F infeccdo urinaria A
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(continuacao)

, Identificacdo do Género do Origem de . "
Numero . . Grupo filogenético
protocolo paciente isolamento
206 0823185/4 F infeccdo urinaria D
207 0453962/3 F infecgdo urinaria D
208 0061112/9 F infeccdo urinaria D
209 1152122/6 F infecgdo urinaria B2
210 1148847/5 F infeccdo urinaria B2
211 0102935/4 F infeccdo urinaria A
212 0889399/2 M infeccdo urinaria B2
213 0574023/8 F infecgdo urinaria A
214 115517717 F infeccdo urinaria D
215 0873757/9 F infecgdo urinaria D
216 0644618/1 F infeccdo urinaria B2
217 0399072/8 F infeccdo urinaria D
218 0227633/5 F infeccdo urinaria D
219 0807683/8 F infecgdo urinaria B2
220 0960904/1 F infeccdo urinaria B2
221 1238969/8 F infeccdo urinaria B2
222 0800915/1 M infeccdo urinaria B2
223 0793702/2 F infecgdo urinaria B2
224 0866389/0 F infeccdo urinaria D
225 0985249/2 F infecgdo urinaria D
226 1199761/6 - infeccdo urinaria B2
227 1154754/4 F infecgdo urinaria A
228 0960904/1 F infeccdo urinaria B2
229 1112692/7 F infecgdo urinaria B2
230 0917624/9 F infeccdo urinaria A
231 9124884/9 F infecgdo urinaria D
232 0681169/9 F infeccdo urinaria D
233 1077688/8 F infecgdo urinaria A
234 0305408/7 F infeccdo urinaria A
235 0520328/6 F infecgdo urinaria D
236 1030108/3 F infeccdo urinaria B2
237 0874650/5 M infeccdo urinaria A
238 0544152/2 F infeccdo urinaria B2
239 0491397/6 F infeccdo urinaria Bl
240 9037846/4 F infeccdo urinaria B2
241 1244018/6 F infeccdo urinaria D
242 - F infeccdo urinaria B2
243 1205014/2 F infeccdo urinaria D
244 1199761/6 - infeccdo urinaria B2
245 0250827/3 F infeccdo urinaria B2
246 0336970/9 F infeccdo urinaria B2
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, Identificacdo do Género do Origem de . "
Numero . . Grupo filogenético
protocolo paciente isolamento
247 1011066/6 M infeccdo urinaria B2
248 0154225/7 F infecgdo urinaria D
249 0948441/1 - infeccdo urinaria B2
250 0702557/0 F infecgdo urinaria A
251 0924032/6 F infeccdo urinaria B2
252 0483494/1 M infecgdo urinaria A
253 0591049/2 F infeccdo urinaria B2
254 1084393/6 F infecgdo urinaria B2
255 0015680/2 F infeccdo urinaria B2
256 1182236/8 F infecgdo urinaria D
257 0973102/7 F infeccdo urinaria D
258 0900133/0 F infecgdo urinaria B2
259 1236913/8 F infeccdo urinaria D
260 0982211/5 F infecgdo urinaria D
261 1242709/2 F infeccdo urinaria B2
262 1084275/5 F infecgdo urinaria B2
263 0730186/4 F infeccdo urinaria B2
264 0989650/7 M infecgdo urinaria B2
265 9135281/5 F infeccdo urinaria B2
266 0659027/7 F infecgdo urinaria B2
267 1040256/8 M infeccdo urinaria D
268 1145053/3 F infecgdo urinaria B2
269 0968097/6 F infeccdo urinaria B2
270 1229137/3 M infecgdo urinaria A
271 9135329/2 F infeccdo urinaria D
272 1243802/4 F infecgdo urinaria Bl
273 0300019/7 F infeccdo urinaria B2
274 0477708/2 F infecgdo urinaria Bl
275 0318780/4 F infeccdo urinaria A
276 0272551/3 F infecgdo urinaria Bl
277 1206485/3 M infeccdo urinaria B2
278 1246720/5 F infeccdo urinaria B2
279 0559025/2 F infeccdo urinaria B2
280 0613748/3 M infeccdo urinaria Bl
281 0801977/0 F infeccdo urinaria D
282 - F infeccdo urinaria D
283 - F infeccdo urinaria B2
284 1110585/5 F infeccdo urinaria B2
285 0774784/3 F infeccdo urinaria B2
286 0200582/5 F infeccdo urinaria B2
287 1212877/3 F infeccdo urinaria D
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. Identificacdo do Género do Origem de . -
Numero . . Grupo filogenético
protocolo paciente isolamento
288 1193774/ F infeccdo urinaria Bl
289 1246312/1 F infecgdo urinaria D
290 1096750/3 F infeccdo urinaria B2
291 1247187/6 M infecgdo urinaria A
292 122871713 F infeccdo urinaria D
293 0888285/4 F infecgdo urinaria Bl
294 124718716 M infeccdo urinaria A
295 1037998/0 M infecgdo urinaria D
296 0715741/5 - infeccdo urinaria B2
297 9136222/8 - infecgdo urinaria B2
298 1245975/6 F infeccdo urinaria B2
299 9136283/0 M infecgdo urinaria B2
300 100912477 F infeccdo urinaria A
301 0778386/3 F infecgdo urinaria D
302 0182648/6 F infeccdo urinaria A
303 9080420/4 F infecgdo urinaria B2
304 0813268/0 F infeccdo urinaria B2
306 0412407/9 M infecgdo urinaria Bl
307 0354118/2 F infeccdo urinaria B2
308 0371222/1 F infecgdo urinaria B2
309 115?557/2 M infeccdo urinaria Bl
310 1246492/1 M infecgdo urinaria B2
311 0778386/3 F infeccdo urinaria B2
312 - F infecgdo urinaria D
313 1247711/3 F infeccdo urinaria A
314 1235428/8 F infecgdo urinaria B2
315 0776286/7 F infeccdo urinaria B2
316 0411915/2 F infecgdo urinaria D
317 0631906/5 F infeccdo urinaria D
318 1142124/5 F infecgdo urinaria B2
319 1241695/4 F infeccdo urinaria B2
320 0002716/9 F infeccdo urinaria A
321 1056525/7 F infeccdo urinaria D
322 0310547/5 F infeccdo urinaria A
323 1233182/3 F infeccdo urinaria B2
324 1241136/9 F infeccdo urinaria B2
325 1084567/5 M infeccdo urinaria B2
326 1070397/3 M infeccdo urinaria B2
327 1031509/1 F infeccdo urinaria B2
328 9136570/0 F infeccdo urinaria B2
329 1147155/4 F infeccdo urinaria B2
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. Identificacdo do Género do Origem de . -
Numero . . Grupo filogenético
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330 0154225/7 - infeccdo urinaria D
331 0406124/8 F infecgdo urinaria D
332 1246795/7 M infeccdo urinaria A
333 0497266/7 F infecgdo urinaria A
334 0544152/2 F infeccdo urinaria D
335 1246253/7 F infecgdo urinaria B2
336 1028433/9 F infeccdo urinaria B2
337 1009037/1 F infecgdo urinaria A
338 1233460/3 F infeccdo urinaria B2
339 1226890/0 M infecgdo urinaria B2
340 1029766/1 - infeccdo urinaria D
341 124775716 F infecgdo urinaria B2
342 9087865/3 F infeccdo urinaria B2
343 1248008/3 M infecgdo urinaria D
344 0947687/0 M infeccdo urinaria B2
345 9110071/9 F infecgdo urinaria Bl
346 1152900/5 M infeccdo urinaria A
347 0790302/4 F infeccdo urinaria D
348 0812495/0 F infeccdo urinaria B2
349 0678658/6 F infecgdo urinaria B2
350 1218474/3 F infeccdo urinaria B2
351 1247488/8 F infecgdo urinaria B2
352 - F infeccdo urinaria A
353 1236581/3 F infecgdo urinaria A
354 0675719/9 F infeccdo urinaria B2
355 9136809/2 F infeccdo urinaria A
356 117006/4 M infeccdo urinaria Bl
357 095090/9 F infeccdo urinaria B2
358 0574087/3 F infeccdo urinaria B2
359 9098748/8 M infecgdo urinaria B2
360 0940236/3 M infeccdo urinaria D
361 0778408/5 F infeccdo urinaria Bl
362 0284159/1 F infeccdo urinaria A
363 0398905/0 F infeccdo urinaria B2
364 1065454/9 F infeccdo urinaria A
365 0443089/8 F infeccdo urinaria B2
366 0659027/7 F infeccdo urinaria B2
367 0979453/8 F infeccdo urinaria B2
368 0868924/2 F infeccdo urinaria B2
369 0905211/9 F infeccdo urinaria B2
370 1248878/9 F infeccdo urinaria D
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371 1028511/2 F infeccdo urinaria B2
372 0213508/5 F infecgdo urinaria D
373 0930876/8 F infeccdo urinaria B2
374 0699896/7 F infecgdo urinaria A
375 1147184/4 F infeccdo urinaria A
376 0106878/2 F infecgdo urinaria A
377 0914713/3 F infeccdo urinaria Bl
378 0007388/2 F infecgdo urinaria B2
379 9137220/1 F infeccdo urinaria B2
380 1228076/4 F infecgdo urinaria B2
381 0677526/6 F infeccdo urinaria A
382 1243231/6 F infecgdo urinaria B2
383 0898641/6 F infeccdo urinaria B2
384 0033037/3 M infecgdo urinaria D
385 9064798/3 F infeccdo urinaria D
386 1250947/7 F infecgdo urinaria B2
387 1213964/8 F infeccdo urinaria B2
388 0613748/3 M infecgdo urinaria D
389 0787348/2 F infeccdo urinaria Bl
390 1148018/3 F infecgdo urinaria Bl
391 1021515/0 F infeccdo urinaria B2
392 0503098/6 F infecgdo urinaria A
393 1189133/0 M infeccdo urinaria B2
394 0340506/5 F infecgdo urinaria B2
395 0050254/2 M infeccdo urinaria B2
396 0694920/0 M infecgdo urinaria B2
397 1212485/5 M infeccdo urinaria B2
398 0775559/8 F infecgdo urinaria B2
399 1239697/4 M infeccdo urinaria B2
400 1211989/7 M infecgdo urinaria B2
401 0720360/7 M infeccdo urinaria B2
402 1029661/4 - infeccdo urinaria B2
403 - F infeccdo urinaria A
404 0523444/8 M infeccdo urinaria B2
405 1187826/1 F infeccdo urinaria Bl
406 1223543/8 F infeccdo urinaria B2
407 1218321/6 F infeccdo urinaria B2
408 0801977/0 F infeccdo urinaria B2
409 1202432/9 F infeccdo urinaria B2
410 1153024/3 M infeccdo urinaria B2
411 9138884/3 F infeccdo urinaria B2
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412 9138874/4 F infeccdo urinaria B2
413 1245263/7 F infecgdo urinaria A
414 1233307/6 - infeccdo urinaria B2
415 0259617/9 F infecgdo urinaria B2
416 9138891/8 M infeccdo urinaria B2
417 1241063/5 - infecgdo urinaria B2
418 0173533/1 F infeccdo urinaria B2
419 0886343/5 F infecgdo urinaria B2
420 0350279/6 F infeccdo urinaria B2
421 9138886/8 F infeccdo urinaria B2
422 1128989/9 F infeccdo urinaria B2
423 1252092/0 M infecgdo urinaria B2
424 9083190/0 F infeccdo urinaria D
425 1087350/3 F infecgdo urinaria D
426 1099630/4 F infeccdo urinaria B2
427 0551336/1 F infeccdo urinaria B2
428 1224553/6 M infeccdo urinaria D
429 1188099/4 F infecgdo urinaria B2
430 1019659/0 F infeccdo urinaria B2
431 1233189/8 F infecgdo urinaria B2
432 0678658/6 F infeccdo urinaria D
433 0022482/4 F infecgdo urinaria B2
434 0951243/5 F infeccdo urinaria B2
435 - F infecgdo urinaria B2
436 - F infeccdo urinaria A
437 0024225/5 F infecgdo urinaria B2
438 1056145/4 - infeccdo urinaria A
439 0750755/1 F infecgdo urinaria B2
440 0460074/8 - infeccdo urinaria B2
441 0603558/8 F infeccdo urinaria B2
442 1234024/6 F infeccdo urinaria B2
443 1219667/1 F infeccdo urinaria B2
444 9022333/0 - infeccdo urinaria B2
445 1174962/9 M infeccdo urinaria B2
446 1211124/1 M infeccdo urinaria A
447 1239065/4 F infeccdo urinaria B2
448 125232477 F infeccdo urinaria B2
449 0977226/0 M infeccdo urinaria B2
450 9139549/1 F infeccdo urinaria A
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ANEXO A — Genes de viruléncia de Escherichia coli selecionados e func¢des associadas

(continua)
Ndmero Gene Caracteristicas
1 KpsMT 11 Antigeno capsular do grupo Il
2 hlyA Hemolisina A
3 pic Protease Serina Autotransportadora
4 fimC Fimbria tipo 1 (Adesina D-Manose-Especifica)
5 hra Aglutinina resistente ao calor
6 iha Gene homdlogo-ferro-regulado
7 neuC Polissacarideo capsular K1
8 afa/draB Adesina afimbrial / adesina antigeno-especifica
9 malX = Rpai Ilha de patogenicidade associada ao marcador CFTO 73
10 sfa/focC Fimbria S e fimbria F1CD
11 chuA Gene da proteina Heme (transporte) da EHEC
12 ibeA Proteina de invasdo do endotélio cerebral de E. coli
13 traT Proteina de transferéncia
14 sitD chr Gene do sistema de transporte de ferro da Salmonella spp.
15 gimB Ilha genética associada com a meningite neonatal
16 ironA Catecolatos siderdforos
17 ompA Proteina da membrana externa
18 SitD ep. Gene do sistema de transporte de ferro da Salmonella spp.
19 astA EAST1 (calor estavel associado_é citotoxina de E. coli
enteroagregativa)
20 ISS Aumento da sobrevida sérica
21 irp2 Aerobactina
22 papC Pilus associado com pielonefrite
23 cvilcva Gene estrutural do operon do plasmideo ColV
24 iucD Aerobactina (Sintese)
25 tsh Proteina Tsh - Hemaglutinina sensivel a temperatura
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(concluséo)

Ndmero Gene Caracteristicas
26 vat Toxina autotransportadora que induz formacao de vacuolos
27 crl Fimbria “curli” (regurador)
28 ireA Elemento ferro-responsivo
29 cnfl/2 Fator necrosante citotoxico
30 tia Invasdo de locus toxigénicos
31 sat Toxina autotransportadora secretada
32 fyuA Aerobactina
33 mat Fimbrias associadas & meningite e regulagdo da temperatura
34 felA Codificadora da fimbria 11
35 iutA Presenca de aerobactina: captacédo e transporte de ferro
36 cvaC Producéo de colicina
37 papG Fimbria P ou F 11
38 fimH Fimbria do tipo 1
39 TSpE4C2 Fragmento de DNA andnimo
40 yjaA Genoma de E. coli K12 — funcéo desconhecida
41 chuA Heme transporte

Adaptado de Tejkowski (2013)



