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Resumo

O principal mecanismo de viruléncia de Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) ¢é a
capacidade de causar uma lesdo histopatologica na mucosa intestinal denominada attaching and
effacing (AE), caracterizada pela aderéncia intima das bactérias, destruicdo das microvilosidades
e formacdo de estruturas semelhantes a pedestais, ricos em F-actina, nos enterdcitos infectados.
Genes do locus of enterocyte effacement (regido LEE) codificam todas as proteinas necessarias
para a formacédo da lesdo AE. As EPEC sao divididas em tipicas (tEPEC) e atipicas (aEPEC),
com base na presenga do EPEC adherence factor plasmid no primeiro grupo. A partir de um
conjunto de sete amostras de aEPEC pertencentes ao sorotipo O2:H16, obtidos de surtos e casos
esporadicos de diarreia, mostramos que cinco deles produziram uma adesdo hibrida
localizada/difusa (AL/AD) em células HeLa. Neste estudo, uma amostra de aEPEC deste sorotipo
(282/14), que produziu o padrdo AL/AD, foi selecionada para investigar as estruturas bacterianas
envolvidas em seu fendtipo adesivo. Para este proposito, a amostra de aEPEC 282/14 foi
mutagenizada usando o kit EZ::TN <R6Kyori/KAN-2> Tnp transposome Kit, gerando uma
biblioteca de insercBes Tn5. Esses mutantes de inser¢do Tn5 foram testados quanto a perda ou
reducdo da capacidade aderente, em ensaios realizados em 6 h de incubagdo com células HelLa.
Dentre 320 clones pesquisados, nove foram considerados deficientes em sua capacidade de
interagir com células epiteliais e quatro deles apresentaram a inser¢cdo Tn5 em genes da regido
LEE, como: tir, escV e grlR. Com o intuito de confirmar o papel da interacdo Intimina-Tir no
estabelecimento deste fenotipo hibrido, foram construidos mutantes isogénicos nos genes eae e
escN, que codificam a adesina intimina e a ATPase necessaria para a montagem do SST3
(sistema de secrecdo tipo Il1), respectivamente. Os mutantes isogénicos gerados na intimina (eae)
e no translocon do T3SS (escN) mostraram uma diminui¢do no nimero de bactérias associadas a
células (P<0,05), em comparacdo com a amostra selvagem. A complementac&o in trans restaurou
a capacidade dos mutantes eae e escN em aderirem eficientemente as células HelLa. A busca de
polimorfismos em dominios funcionais do SST3 mostrou ndo interferir na adesdo da amostra
escolhida para este estudo. Em conclusdo, demonstrou-se que o estabelecimento do fenotipo
hibrido de adesdo AL/AD na amostra de aEPEC 282/14 é dependente exclusivamente da
interacdo Intimina-Tir.

Palavras-chave: aEPEC, adeséo e sistema de secregéo do tipo 111 (SST3).



Abstract

The main virulence mechanism of enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) is the
capacity to cause a histopathological lesion on the intestinal mucosa, termed Attaching and
Effacing (AE); characterized by intimate bacterial adherence, microvillus destruction and
formation of F-actin rich pedestal-like structures, in infected enterocytes. Genes of the locus of
enterocyte effacement (LEE region) encode all proteins necessary for AE lesion formation. EPEC
are divided in typical (tEPEC) and atypical (aEPEC), based on the presence of the EPEC
adherence factor plasmid in the former group. From a collection of seven aEPEC O2:H16,
obtained from outbreak and sporadic cases of diarrhea, we showed that five of them produced a
hybrid localized/diffuse adherence (LA/DA) in HeLa cells. In this study, we selected one aEPEC
isolate of this serotype (282/14) that produced the LA/DA pattern, to investigate the bacterial
structures involved in its adhesive phenotype. For this purpose, aEPEC 282/14 was mutagenized
using the EZ::TN < R6Kyori/KAN-2 > Tnp transposome Kkit, generating a library of Tn5
insertions. These Tnb5 insertion mutants were screened for non-adherent or less adherent mutants,
in assays performed in 6 h of incubation with HeLa cells. Among the 320 clones screened, nine
were considered deficient in their ability to interact with epithelial cells, and four of them
presented the Tn5 insertion in genes within the LEE region, such as tir, escV, and griIR. In order
to confirm the role of Intimin-Tir interaction in the establishment of this hybrid phenotype, we
constructed isogenic mutants in the eae and escN genes, which encode the adhesin Intimin and
the ATPase necessary for the T3SS (type Il secretion system) assembly, respectively. The
isogenic mutants generated in the Intimin (eae) and T3SS translocon (escN) showed a decrease in
the number of cell-associated bacteria (P<0.05), as compared to the wild-type strain. In trans
complementation restored the ability of the eae and escN mutants to adhere efficiently to HelLa
cells. The screening for polymorphisms in functional domains of the SST3 demonstrated not to
interfere with the adherence of the isolate chosen for this study. In conclusion, it was
demonstrated that the establishment of the hybrid LA/DA adhesion phenotype in the aEPEC

282/14  isolate is  dependent  exclusively on the Intimin-Tir  interaction.

Keywords: aEPEC, adhesion and type 111 secretion system (T3SS).



1. INTRODUCAO

A diarreia infecciosa é considerada um dos grandes problemas de satde publica mundial,
sendo responsavel por mais de dois milhdes de mortes a cada ano, particularmente, entre criangas
abaixo de cinco anos de idade (World Health Organization, 2017). Paises subdesenvolvidos como
os localizados na Africa e Asia sd0 os mais afetados, com essas taxas de mortalidade podendo
chegar até a 15% (United Nations Children’s Fund, 2016), sendo esse cenario diretamente
associado a falta de politicas de saneamento basico apropriadas (World Health Organization,
2017).

A doenca diarreica pode ser associada a diferentes patdgenos, como bactérias, virus e
protozoarios, dentre os quais Escherichia coli diarreiogénica, Shigella spp, Salmonella spp,
Campylobacter jejuni e Vibrio cholerae destacam-se como 0s principais agentes bacterianos
(Kotloff et al., 2013).

E. coli compreende um grupo de microrganismos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, 0s quais sdo caracterizados como bacilos Gram-negativos, anaerdbios
facultativos, que colonizam o trato gastrointestinal do homem e de outras espécies de animais
(Ewing & Edwards, 1986). Esse patogeno faz parte da microbiota intestinal, coexistindo em
harmonia com seus hospedeiros. Entretanto, durante o processo evolutivo dessas bactérias, alguns
clones adquiriram, através de mecanismo de transferéncia horizontal de genes, uma série de
fatores de viruléncia, contidos em ilhas de patogenicidade, plasmideos, transposons e
bacteriofagos, que lhes conferiram a capacidade de causar um amplo espectro de doencas tanto
em individuos saudaveis, como imunocomprometidos (Nataro & Kaper, 1998; Kaper et al., 2004;
Robins-Browne et al., 2016). Amostras patogénicas de E. coli tém sido associadas a infec¢des do
trato gastrointestinal e a infecces extra-intestinais, tais como infec¢@es urinarias, meningites e
infeccOes sistémicas (Kaper et al., 2004).

As amostras de E. coli associadas a infec¢des intestinais sdo denominadas de E. coli
diarreiogénicas (ECD) e sdo classificadas em seis patotipos distintos, considerando-se 0s seus
mecanismos especificos de viruléncia, o tipo de interagdo com linhagens celulares (HelLa ou
HEp-2) cultivadas in vitro, e as sindromes clinicas que causam (Nataro & Kaper, 1998). Os
patotipos de E. coli diarreiogénicas sdo: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli
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enterohemorragica (EHEC) e E. coli que adere difusamente as células epiteliais (DAEC) (Nataro
& Kaper, 1998; Kaper et al., 2004).

Embora essa classificacdo ainda seja utilizada, a complexidade desses patdgenos vem
sendo evidenciada pela subdivisdo das EPEC e EAEC, em tipicas e atipicas, bem como pelas
EHEC que passaram a constituir um subgrupo do patotipo denominado E. coli produtora da
toxina Shiga, STEC. (Croxen et al., 2013). Além do mais, 0 surgimento de amostras hibridas,
com a capacidade de combinar caracteristicas de viruléncia de diferentes patotipos, e que sao
potencialmente mais virulentas, pode ser observada devido a plasticidade do genoma de E. coli
(Gomes et al., 2016).

O termo “E. coli enteropatogénica — EPEC” foi criado com o intuito de distinguir
determinados sorogrupos de E. coli associados a casos de diarreia, de sorogrupos de E. coli
encontrados na microbiota intestinal de individuos saudaveis (Neter et al., 1955).

A principal caracteristica de patogenicidade de EPEC é a producdo de uma lesdo
histopatoldgica, denominada lesdo attaching and effacing (lesdo AE) (Moon et al., 1983),
caracterizada pela aderéncia intima da bactéria a membrana do enterdcito, destruicdo das
microvilosidades, além da formacdo de uma estrutura semelhante a um pedestal, rico em F-actina
e outros elementos do citoesqueleto da célula hospedeira. (Knutton et al., 1989; Frankel et al.,
1998).

A formacéo da lesdo AE depende da expressdo de genes cromossomicos presentes em
uma ilha de patogenicidade denominada locus of enterocyte effacement ou regido LEE (McDaniel
et al., 1995), e esta organizada em cinco regides de funcdes conhecidas: LEE1, LEE2, LEE3,
LEES e LEE4. Nas regides LEE1, LEE2 e LEE3 encontram-se 0s genes que codificam o Sistema
de Secrecdo do tipo 3 (SST3) e a proteina Ler (regulador global de LEE). Na regido LEE4
encontram-se 0s genes que codificam as proteinas Esps (E. coli secreted proteins), que formam o
translocon do SST3; e em LEES localizam-se os genes eae (que codificam a adesina Intimina) e
tir (que codifica a proteina Tir), envolvidos na ligacdo intima da bactéria a célula hospedeira,
além de cesT (que codifica uma chaperona que auxilia na secrecao e translocagédo do receptor Tir
para o hospedeiro) (Kenny et al., 1997; Kenny, 1999; Garmendia et al., 2005). A figura 1 ilustra a

lesdo AE, bem como apresenta uma representacdo esquematica da regido LEE de EPEC.
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LEE1 LEE2 LEE3 LEES LEE4

. Regulators . Esc secretion machinery . Intimin . Effector proteins
. Chaperones D Sep secretion machinery . Translocator proteins I:, Putative orfs

Figura 1. Microscopia eletronica de varredura (A) e transmisséo (B) mostrando o pedestal
caracteristico da lesdo AE (seta) apos interagdo com células epiteliais cultivadas in vitro.
Representacdo esquematica da regido LEE da amostra prototipo de EPEC tipica E2348/69 (C).
Extraido de Wong et al., 2011.

Embora essa regido pareca ser altamente conservada, um estudo recente evidenciou a
presenca de 30 subtipos de LEE em 185 amostras de aEPEC provenientes da Asia e da Africa,
demonstrando que os fatores de viruléncia albergados nessa ilha de patogenicidade podem ter
sido adquiridos por meio de transferéncia horizontal, em diferentes eventos evolutivos (Ingle et
al., 2016).

O SST3 é composto por varias proteinas, entre as quais se destacam EscF e ESpA, sendo
que a primeira compreende um filamento, e a segunda, uma proteina que o reveste, podendo ter
um comprimento variavel dependente da quantidade disponivel de EspA no citoplasma
bacteriano (Knutton et al., 1998; Sekiya et al., 2001; Crepin et al., 2005). As proteinas EspB e
EspD, por sua vez, sdo responsaveis pela formagdo de um poro na membrana da célula
hospedeira para que ocorra a injecao de proteinas efetoras, e que associadas a EspA formam o
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translocon do SST3, enquanto EscN funciona como uma ATPase, tendo papel fundamental na
geracdo de energia para a biogénese desse sistema (lde et al., 2001; Gauthier et al., 2003; Luo &
Donnenberg, 2011). (Figura 2).
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Figura 2. Representacdo esquematica do Sistema de Secrecdo do Tipo 3 de patdgenos capazes de
induzir a lesdo AE. Extraido de Gaytan et al., 2016.

Diferencas na eficiéncia de colonizacdo e no tamanho do translocon do SST3 também
puderam ser notadas quando dominios de EspB e EspD apresentavam varia¢fes nas sequéncias
de alguns aminoacidos (Daniell et al., 2001). Uma diminui¢do na aderéncia de EPEC também foi
descrita quando havia o bloqueio de determinadas regides dessas proteinas com pequenos
peptideos (Li et al., 2016).

Intimina, uma proteina de membrana externa de 94 kDa, codificada pelo gene eae, € um
fator de aderéncia que tem papel fundamental na colonizagéo intestinal (Jerse et al., 1990). Essa
proteina medeia ligagdo intima as células epiteliais pela ligagdo a outra proteina codificada por

LEE, o receptor translocado da intimina (Tir), que é injetado na célula do hospedeiro por meio do
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SST3 (Kenny et al., 1997). A molécula de Intimina é altamente varidvel em sua por¢do C-
terminal, sendo que nos diferentes sorotipos de EPEC e STEC, pelo menos 35 variantes
antigénicas foram descritas (Mora et al., 2009).

Além de LEE, outras ilhas de patogenicidade (PAI) tém sido encontradas no cromossomo
de bactérias capazes de induzir a lesdo AE (Perna et al., 2001; Iguchi et al., 2009; Petty et al.,
2010). Estudos recentes tém demonstrado claramente que o repertorio de proteinas translocadas
pelo SST3, da célula bacteriana para a célula hospedeira, ndo se encontra restrito aquelas
codificadas por genes localizados na regido LEE. Essas proteinas sdo atualmente conhecidas
como efetores ndo-LEE e estudos de viruléncia tém identificado serem esses efetores capazes de
subverter varios processos relacionados as células hospedeiras, tais como: inibir o transporte de
proteinas pelo reticulo endoplasmatico (Espl/NleA); inibir a resposta pro-inflamatéria (NleB e
NIeE) e ativar Cdc42 e Racl para induzir a formacdo de ruffle de membrana e lamelipddio
(EspT) (Vossenkdmper et al., 2011; Wong et al., 2011). Outro efetor ndo-LEE, denominado
IQGAP1-binding effector (Ibe), foi identificado em uma amostra de EPEC, pertencente ao
sorotipo O8:H", e mostrou participar da formacdo da lesdo AE, embora a sua exata contribuicdo
ainda ndo se encontre perfeitamente esclarecida (Buss et al., 2009).

As EPEC sdo divididas em tipicas (tEPEC) e atipicas (aEPEC) tendo por base a presenca
do plasmideo EAF (EPEC adherence factor) somente nas tEPEC (Kaper, 1996). O pEAF alberga
um conjunto de 14 genes que sdo responsaveis por codificar as fimbrias BFP (bundle- forming
pilus), responsaveis pela formacéo do padréo de adesédo localizada (AL), que é caracterizado pela
formacdo de microcol6nias compactas na superficie de células epiteliais, ap6s um periodo de
interacdo de 3 horas (Scaletsky et al., 1984; Girdn et al., 1991; Donnenberg et al., 1992).

As aEPEC podem aderir ou ndo a células epiteliais em cultura, sendo que a maioria das
amostras aderentes produz um padrdo caracterizado pela presenca de microcolénias mais frouxas,
denominada AL-like (adesdo semelhante a localizada), que sdo visualizadas somente em periodos
de ensaios mais prolongados (Rodrigues et al., 1996). Algumas amostras de aEPEC ainda podem
aderir as células epiteliais em padrdes caracteristicos de outras categorias de ECD, tais como o
padrdo difuso (AD) de DAEC, no qual as bactérias aderem de forma randémica as células
epiteliais, e 0 padrdo agregativo (AA) de EAEC, onde é possivel observar uma organizacao
semelhante a tijolos empilhados tanto nas bactérias aderidas as superficies epiteliais como na
superficie abiotica (Vieira et al., 2001; Dulguer et al., 2003; Abe et al., 2009).
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Além da proteina intimina, aEPEC alberga genes responsaveis pela producdo de outras
adesinas fimbriais e afimbriais, cujas contribuicdes na interacdo desse patdgeno com o
hospedeiro vem sendo elucidada em diferentes estudos. A adesina afimbrial LDA (locus for
difuse adherence) foi, até 0 momento, a Unica estrutura de adesdo descrita em uma amostra de
aEPEC do sorotipo 026:H11 e parece ser responsavel por produzir o padrdo de adesdo difuso
quando seus determinantes genéticos sdo clonados em uma amostra laboratorial de E. coli ndo
aderente (Scaletsky et al., 2005). Além do locus Ida, genes responsaveis por codificar adesinas
descritas em outros patotipos de ECD, como no patotipo de E. coli produtora da toxina Shiga
(STEC), também tém sido observados em aEPEC. Dentre esses genes podemos destacar: paa
(porcine A/E-associated adhesin), iha (IrgA homologue adhesin), toxB (ToxB de EHEC) e
efal/lifA (EHEC factor for adherence), além dos operons ecp (E. coli common pilus), fim (pilus
tipo 1) e Ipf (long polar fimbriae) que codificam adesinas fimbriais (Scaletsky et al., 2009; Gomes
et al., 2011; Hernandes et al., 2011; Torres et al., 2009). A ocorréncia de genes que codificam
proteinas autotransportadoras exercendo papel na interacdo bacteriana com células hospedeiras,
também ja foi reportada em amostras de aEPEC, dentre os quais podemos citar: cah (calcium-
binding antigen), que possui papel na formacao de biofilme e autoagregacéo, além ehaA (EHEC
autotransporter A), ehaB (EHEC autotransporter B), ehaD (EHEC autotransporter D), ehaJ
(EHEC autotransporter J) e sab (STEC autotransporter), que também atuam na formacdo de
biofilme (Abreu et al., 2013). O gene paa tem sido observado mais frequentemente entre
amostras de aEPEC provenientes das fezes de individuos diarreicos, do que das fezes de
individuos saudaveis, mostrando uma associacdo com doenca diarreica (Afset et al., 2006;
Scaletsky et al., 2009; Gomes et al., 2011). Entre as adesinas fimbriais, pouco sabemos além da
distribuicdo de genes responsaveis por codificar proteinas associadas a biogénese dessas
estruturas, apesar do fato da producéo da adesina ECP ter sido demonstrada em aEPEC aderidas a
células epiteliais (HeLa) cultivadas in vitro (Hernandes et al., 2011). Outra estrutura bacteriana
que parece contribuir para a interacdo de aEPEC com os enterdcitos € o flagelo, sendo essa
ligagdo mediada pela proteina FIiD (Sampaio et al., 2016). Um estudo recente identificou uma
amostra de aEPEC do sorotipo 026:H11 capaz de aderir as células epiteliais mesmo na auséncia
da interacdo entre a adesina intimina e seu receptor translocado Tir (Santos et al., 2019). Essa
aderéncia, independente da adesina Intimina, foi atribuida ao translocon do SST3 apos analise de
mutantes nos genes escN e espD (Santos et al., 2019). O papel do translocon do SST3 na
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interacdo bactéria-célula hospedeira ja havia sido descrito em estudos anteriores realizados com
uma amostra de E. albertii (Hernandes et al., 2013). Embora trabalhos de caracterizagdo ja
tenham evidenciado a presenca de genes responsaveis por codificarem adesinas fimbriais e
afimbriais em amostras de aEPEC (Scaletsky et al., 2005; Hernandes et al., 2011), pouco se
conhece sobre a producao dessas proteinas e sua importancia na colonizacao intestinal.

Uma vez que o papel das aEPEC na doenca diarreica ainda se encontra em fase de
importantes questionamentos, esforcos para compreender as ferramentas de viruléncia de
amostras que foram responsaveis por surtos, e tém assim seu potencial patogénico claramente
evidenciado, sdo iniciativas de elevada importancia. Recordando um surto ocorrido na Alemanha,
0 qual foi causado por uma amostra do sorotipo O104:H4 capaz de produzir concomitantemente a
toxina Stx2a e uma adesina agregativa AAF/l (Aggregative Adhesion Fimbria), onde mais de
4000 individuos diarreicos foram relatados, dentre os quais 54 foram a 6bito (Bielaszewska et al.,
2011). Estudos realizados no nosso laboratério contribuiram para identificar potenciais sorotipos
de aEPEC envolvidos em surtos ocorridos no Brasil. Nesse estudo reportamos um surto ocorrido
em uma creche, localizada na cidade de S&o José do Rio Preto, causado por aEPEC do sorotipo
0O2:H16 (Vieira et al., 2016). Posterior caracterizacdo dessas amostras demonstrou que esse
patdgeno alberga varios fatores de viruléncia, incluindo genes responsaveis por codificar adesinas
fimbriais e afimbriais, bem como interagir eficientemente com células HelLa, produzindo um
padrdo hibrido de aderéncia, denominado AL/AD, e promovendo o acimulo de F-actina abaixo
do local de aderéncia a célula hospedeira (Vieira et al., 2016; Vieira et al., 2019). Dessa forma,
capacidade de aderir fortemente as células epiteliais pode reforcar as caracteristicas de viruléncia
de determinadas amostras de aEPEC, tornando-os capazes de provocar surtos de importancia para
as autoridades competentes em saude publica e para toda a populacgéo afetada.
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6. CONCLUSOES

Este estudo mostrou o potencial de amostras de aEPEC do sorotipo O2:H16 em interagir,
invadir e induzir o acimulo de actina, caracteristico da lesdo AE, em células epiteliais infectadas.
Ademais, pdde-se evidenciar a importancia da interacdo intimina-Tir para o estabelecimento do
fendtipo hibrido de adesdo AL/AD, observado em uma amostra selecionada de aEPEC, do

sorotipo O2:H16, quando em contato com células epiteliais cultivadas in vitro.
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