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RESUMO

A sinalizacdo quimica é o mecanismo através do qual bactérias patogénicas interagem
com o hospedeiro e sua microbiota, de modo a promover a regulacdo dos seus
mecanismos de viruléncia. O estudo da sinalizacdo quimica, em bactérias entéricas, do
sistema de 2-componentes QseBC via autoindutor-3 (Al-3), epinefrina (Epi) e
norepinefrina (NE), tem aberto perspectivas para desvendar novos mecanismos.
Escherichia coli 0104:H4 possui caracteristicas fenotipicas classicas de E. coli
enteroagregativa (EAEC) e se apresenta positiva para toxina de Shiga, encontrada em
cepas de E. coli enterohemorragica (EHEC). A presenca dessa toxina pode levar o
hospedeiro ao desenvolvimento de complicagbes mais graves, como a sindrome
hemolitica urémica (SHU). Dessa forma, essa combinacédo se torna altamente perigosa e
patogénica a humanos, conforme observado no surto epidémico em 2011 na Europa. O
presente estudo teve como objetivo investigar a sinaliza¢do quimica e os mecanismos de
patogenicidade em EAEC 0104:H4 C227-11, ja descritos em EAEC e EHEC, bem como
buscar mecanismos ainda nédo elucidados na literatura. Comparada com cepas prototipos
de E. coli diarreiogénicas, os resultados demonstraram que a cepa C227-11 possui um
fendtipo de adeséao e formacao de biofilme acentuados. Em meio acido, apresentou mais
robustez na sobrevivéncia e maior motilidade em relacdo & EAEC 042. Também foi
possivel observar que o nivel de expresséo génica para gseC apresentou-se semelhante
ao de EHEC e exerce um importante papel na ativacdo da expressdo de fatores de
viruléncia, evidenciando, desse modo, a sua possibilidade de participacdo em
mecanismos relacionados. Em ensaio in vivo, foi observada uma consideravel variacao
na microbiota frente a C227-11, bem como foram reveladas diferencas significativas entre
as demais EAEC, que, em sua maioria, ndo apresentaram grandes alteragdes no decorrer
dos dias analisados, com predominancia do Filo Bacteroidetes em relagdo ao Filo
Firmicutes. Concluiu-se que seu perfil acentuado de adesao e sua elevada tolerancia ao
meio acido provavelmente contribuiram para o estabelecimento da patogénese durante o
periodo de surto. Tendo em vista o resultado da expresséo génica de gseC, cabe salientar
a importancia da investigacao dessa e de outras vias de sinalizagcdo em EAEC O104:H4
Stx+, assim como de sua interagdo com a microbiota, de modo ndo apenas a
compreender a relacdo patdgeno-hospedeiro, como também contribuir para o
desenvolvimento de terapias futuras.

Palavras-chave: Escherichia coli enteroagregativa. Patogenicidade. Viruléncia.

Sinalizacéo quimica.



ABSTRACT

Chemical signalling is the mechanism through which pathogenic bacteria interact with the
host microbiota, in order to promote regulation of virulence mechanisms. The study of
chemical signalling in two-component system QseBC in enteric bacteria, by autoinducer-
3 (Al-3), epinephrine (Epi) e norepinephrine (NE), has opened perspectives to discover
new mechanisms. Escherichia coli O104:H4 has classic phenotypic characteristics of
enteroaggregative E. coli (EAEC) and presents itself positive for Shiga toxin, which is
found in enterohemorrhagic E. coli strains (EHEC). This toxin may lead the host to the
development of more serious diseases, such as the Hemolytic Uremic Syndrome (HUS).
Therefore, this combination is highly dangerous and pathogenic to humans, as observed
during the epidemic outbreak in Europe in 2011. This study aimed to investigate chemical
signalling and mechanisms of pathogenicity in EAEC 0104:H4 C227-11, already
described in EAEC and EHEC, as well as mechanisms still not elucidated in literature.
Compared to prototype strains of diarrheagenic E. coli, the results have shown that C227-
11 has accentuated phenotype of adhesion and biofilm formation. In acid medium, it
presented more strength of survival and more motility than EAEC 042. In addition, gene
expression level in gseC was found similar to EHEC and it holds an important participation
in activation of virulence factors expression, highlighting, thereby, the possibility of its
participation in related mechanisms. Through in vivo tests, it was noticed considerable
variation of microbiota, compared to C227-11, just as significant differences among other
EAEC that mostly did not present great alterations during analysed days, with
predominance of Bacteroidetes over Firmicutes Phylum. The conclusion was that its large
profile of adhesion and its elevated tolerance to acid medium probably contributed to the
establishment of pathogenesis during the outbreak period. Considering the result of gene
expression of gseC, it must be stressed the importance of researching this subject and
other signalling pathways in EAEC O104:H4 Stx+, just as its interaction with microbiota, in
order not only to understand the host-pathogen relationship, but also to contribute to the

development of future therapies.

Key words: Enteroaggregative Escherichia coli. Pathogenicity. Virulence. Chemical

signalling.



Lista de Figuras

Figura 1 - Padrao AA de EAEC ...t e e 19
Figura 2 - Modelo esquemético de sistemas de 2- componentes em EHEC ........................ 29
Figura 3 - Organizacdo dos operons ygiV/VisP € gSeBC..........coooooiiiiiii 31
Figura 4 - EStrUtUra de VISP ... 32
Figura 5 - Andlise quantitativa da formacao de biofilme apos 24 horas de incubagéo.......... 42
Figura 6 - Andlise quantitativa da formacao de biofilme ap6s 24 horas de incubagéo.......... 43

Figura 7 - Andlise quantitativa de adesé@o em células epiteliais HeLa apds 3 horas de
INCUDBGAD ... 44
Figura 8 - Andlise quantitativa de adesdo em células epiteliais HeLa apds 6 horas de
INCUDBGAD ... 45
Figura 9 - Analise quantitativa de adesao em células epiteliais HeLa ap6s 3 horas de
INCUDAGAD ... 46
Figura 10 - Analise quantitativa de adesao em células epiteliais HeLa apds 6 horas de
INCUDBGAD ... 47

Figura 11 - Expressao génica relativa do gene que codifica para o sensor histidina quinase

L 1> 48
Figura 12 - Expressao génica relativa do gene que codifica para a toxina de Shiga............ 49
Figura 13 - Expressao génica relativa do gene que codifica para a proteina VisP ............... 50
Figura 14 - Expressao génica relativa do gene que codifica para pilinade TIF.................... 50
Figura 15 - Expresséo génica relativa do gene que codifica para a proteina MotA .............. 51
Figura 16 - Medida dos halos de crescimento apds 8 e 24 horas de incubacao................... 52
Figura 17 - Porcentagem de sobrevivéncia apés incubagdo em meio com pH 5.0............... 53
Figura 18 - Porcentagem de sobrevivéncia apés incubacdo em meio com pH 2,5............... 54
Figura 19 - Abundancia relativa da microbiota 1 dia ap0s a iNnfeCGa0..........ccceeeeriviiiirinnnnnn. 55
Figura 20 - Abundancia relativa da microbiota 5 dias ap0s a infecGao ............cccoovvuvvviennnnn. 56
Figura 21 - Abundancia relativa da microbiota 10 dias ap0s a infeCGao .............ccecuvvvveeennnn. 57

Figura 22 - Abundancia relativa da microbiota 15 dias ap0s a iNfeCGa0 ...........ccevvviuvrreeennnnn. 58



Lista de Tabelas

Tabela 1 - Cepas utilizadas durante o desenvolvimento deste estudo..........ccceevveeverreereennene 34
Tabela 2 - Sequéncias dos iniciadores utilizados neste estudo .........ccccveeeevereeceveeiese e, 38
Tabela 3 - Grupos experimentais do ensaio in vivo com camundongos C57BL/6 .................. 39

Tabela 4 - Modelos animais para o estudo da patogénese de EAEC .........cccccevvvvevececvvennene, 66



Lista de Abreviaturas e Siglas

A/E - Attaching and Effacing

AA - Adeséo Agregativa

AAF - Aggregative Adherence Fimbriae

AggR - Ativador transcricional de EAEC

Al-3 - Autoindutor-3

BOF - Binding Oligosaccharide/Nucleotide Folding

CEMIB - Centro Multidisciplinar para Investigacéo Biologica na Area da Ciéncia em Animais
de Laboratoério

CEUA - Comiss&o de Etica no Uso de Animais

DAEC - Diffusely Adherent E. coli

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DOeoo - Densidade Optica a 600 nm

EAEC - Enteroaggregative Escherichia coli

EHEC - Enterohaemorrhagic Escherichia coli

EIEC - Enteroinvasive Escherichia coli

EPEC - Enteropathogenic Escherichia coli

Epi - Epinefrina

Gb3 - Globotriacilceramida

Gl - Gastrointestinal

Iha - Adesina de STEC Homologa a IrgA de Vibrio cholera
Irp-2 - Iron-repressible high-molecular weight2

LB - Meio Luria-Bertani

LEE - Locus of Enterocyte Effacement

Lpf - Long polar fimbriae

LPS - Lipopolissacarideo

MOI - Multiplicity of Infection

NE - Norepinefrina

pAA - Plasmideo de Adeséo Agregativa

PASIQUIBAC - Laboratdério de Patogenicidade e Sinalizacdo Quimica Bacteriana
pPEAF - EPEC Adherence Fator Plasmid

pPESBL - Extended-Spectrum B-Lactamase Antibiotic Resistance Plasmid
Pet - Plasmid-encoded toxin

Pic - Protein involved in colonization



gRT-PCR - Quantitative Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction
QseB - Quorum sensing E. coli B (regulador de resposta)

QseBC — Sistema regulador de dois componentes de Escherichia coli
QseC - Quorum sensing E. coli C (sensor quinase)

RR — Regulador de Resposta

SepA - Shigella extracellular protein

ShET-1 - Shigella Enterotoxin 1

SHU - Sindrome Hemolitica Urémica

SigA - Shigella IgA-like protease homologue of Shigella flexneri
SPATE - Serino Protease Autotransporters of Enterobacteriaceae
STEC - Shiga Toxin-Producing E. coli

Stx - Shiga toxin

T6SS - Type VI Secretion System

TTSS - Type Three Secretion System

UFC - Unidades Formadoras de Col6nia

UPEC - Uropathogenic Escherichia coli

VisP - Virulence and stress-related Periplasmic protein

AACT - Comparative Critical Threshold



Sumario

RESUMO

ABSTRACT

Lista de Figuras

Lista de Tabelas

Lista de Abreviaturas e Siglas

CAPITULO 1

L. INTFOTUGAD e ueeieeerisnerietesseeresensssatessnesssnesssassssnnssssnesessesesassssasssssssssssssssasssssnsssssesessesssassssasasssnasonns 15
1.1, ESCHErICHIA COli..ueiieiieee ettt 15
1.2.  Escherichia coli diarr@iOg@NICas. .......ccoeoererieirenieieiesieeeiesietse ettt 15
1.3.  Escherichia coli produtora de toxina de Shiga (STEC) ......cccccevevereneverencireneeree 16
1.4.  Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) .......covevveiveiieieeeseseeeeeee et 18
1.56.  Escherichia coli enteroagregativa OL104:HA4...........ccveeeeeeeeeee e 25

2. Sistemade 2- componentes QSEBC .....iiiriririirnniinsiieseiesrsssnessssesssesssssssssssssssssssassssasssss 27

T V1] SRS 30

A, ODJELIVOS ceerrerereereerrisrressessneessessneessssnessessanesssssnesssssanesssssanessessnsssssssnessassanesssssnsesssssnessassanesssssnns 33
4.1.  ODbJetivOS ESPECITICOS......eiieeieeieieiesieest ettt ettt te st sse e nesenses 33

LT (Y o =T TR 0 1 T= e Yo o LN 34

6.4. Ensaio de formagédo de biofilme em superficies abibticas e adesdo em células Hela ....35

6.5. ENSAI0 d€ reSPOSIA G0 ESITESSE ...cuuiiuiiiieiieiieieiete sttt sttt sb ettt st bbbt e e e e st eaes 36
T S a i = (o= To T [T = 4N RS RS 36
6.7. Andlise de Expressdo génica via qRT-PCR ........cccocuveirireininieisineesesieesesaeesesseessessens 37
6.8. Ensaio in vivo com camundongo C57BL/6 para analise da microbiota apos infecgédo..... 38
6.8. ENsaio de MOLIAAAE .......c.cooviirieiiiee et 39

6.9. ANALISE BSTATISTICA. ....vviicveeitie ettt ettt et e et e et s e saeeeebe s e saeseebesesaeeesaesesreeenneees 40



A = =T U] 1= Vo o 1N 41

7.1. Ensaios de formacdo de biofilme.......ccccueveiiieii e 41
7.2.  Ensaios de adesdo em CEIUIAS HELA........cccoceiviieiriiieireeeseesee e 43
7.3.  Andlise de expressao génica via qRT-PCR .......c.cccooiiiinrinneeee e 47
7.4, ENSAIOS d€ MOLIAAUE ....c.coveriieieiiieeteee et ns 51
7.5.  ENSaios de reSPOStA G0 ESIIESSE.....ccvcierieriirieiiictieeeieste sttt esse st e restaesaeaessesrenes 52
7.6.  Analise da abundancia relativa da microbiota ap6s infeccdo em camundongos
CBTBLIB ...ttt ettt ettt ettt sttt s bt s b et e s e s b et e st e b e s s et e b et et e e A e b e R e b et e st b et s e sebeseeaesenes 54
e T I 1Yo U K37 T LN 59
S TR O o T g od LB =0 =N 69

LY L= (=] o3 = 1= 70



CAPITULO 1



15

1. Introducéo

1.1.Escherichia coli

Escherichia coli é um bacilo Gram-negativo, anaerébio facultativo, pertencente
a familia Enterobacteriaceae, um importante membro da microbiota intestinal de
mamiferos e outros animais (Nataro e Kaper, 1998; Boop et al., 1999). Enquanto a
maioria desses bacilos vive em perfeita harmonia com seu hospedeiro, como
habitantes inofensivos do trato gastrointestinal, algumas linhagens se desviaram
desse nicho ancestral ao ajustarem caracteristicas de viruléncia especificas e se
tornarem patogénicas a individuos saudaveis (Harrington et al., 2006).

S&o capazes de ocasionar um amplo espectro de doencgas, que podem variar
entre infec¢Bes intestinais e extraintestinais como infecgdes do trato urinario,

septicemias e meningites (Kaper et al., 2004).

1.2.Escherichia coli diarreiogénicas

Os agentes etiolégicos da diarreia incluem um amplo nimero de parasitas,
virus e bactérias. Entre os patdégenos bacterianos diarreiogénicos, Escherichia coli é
um dos mais importantes agentes de diarreia endémica e epidémica em todo o mundo

(Nataro e Kaper, 1998).
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Tanto em criancas como em adultos, as cepas associadas a infeccdes
intestinais, conhecidas como E. coli diarreiogénicas, sdo de grande importancia em
saude publica. Entre esses patdégenos intestinais, existem seis categorias bem
descritas: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroinvasora (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli produtora de toxina de
Shiga (STEC) e E. coli difusamente aderente (DAEC). As cepas dentro de cada
patotipo sdo caracterizadas por tracos de viruléncia partilhados e, tipicamente,
distinguem-se pelo antigeno O (lipopolissacarideo) e H (flagelar) (Nataro e Kaper,
1998; Kaper et al., 2004). Essa classificacdo € amplamente utilizada, no entanto, as
diferencas entre organismos dentro de uma mesma categoria levou a criacdo de
subcategorias. Sendo assim, EPEC e EAEC passaram a ser classificadas como tipica

e atipica, e EHEC passou a constituir uma subcategoria de STEC (Kaper et al., 2004).

1.3.Escherichia coli produtora de toxina de Shiga (STEC)

A toxina de Shiga (Stx), inicialmente descrita como verotoxina, foi purificada
primeiramente a partir de Shigella dysenteriae (Karmali et al., 1983). STEC foi
identificada pela primeira vez, nos Estados Unidos, em 1982, como agente de um
surto de colite hemorragica e de sindrome hemolitica urémica (SHU) (Riley et al.,
1983). Os genes que codificam para essa toxina estéo localizados em um fago, sendo
que a Stx possui duas variantes, Stxl e Stx2 (Jackson et al., 1987). A segunda
variante estd mais relacionada a quadros graves da doenca (Melton-Celsa, 2014;

Boisen et al., 2015).
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O gado bovino, entre outros ruminantes, constitui o principal reservatorio de
STEC. As formas mais comuns de transmissao desse patégeno para o homem, além
do consumo de agua infectada, € a ingestdo de alimentos, crus ou malcozidos,
contaminados com as fezes desses animais (Paton e Paton, 1998; Caprioli et al.,
2005).

STEC possui uma subcategoria denominada EHEC e Stx € o fator chave para
sua viruléncia (Kaper et al., 2004). Essa toxina é do tipo A:B, e seu mecanismo de
acao consiste basicamente na inibicdo da sintese proteica das células alvo a partir da
ligacdo da subunidade B ao receptor Gb3 (globotriacilceramida), encontrado
principalmente no endotélio vascular renal e nas células que compdem o epitélio
intestinal. Em seguida, ocorre a endocitose da toxina, quando a subunidade A é
ativada, exerce sua atividade de N-glicosidase, interage com a subunidade 60S do
rRNA eucariotico, leva a remoc¢éao de um residuo de adenina da fracao 28S, resulta
em uma alteragdo no sitio aminoacil do ribossomo e, consequentemente, inibe de
forma irreversivel o processo de alongamento da proteina, interrompendo o processo
de traducao (Paton e Paton, 1998; Melton-Celsa, 2014). A Stx é produzida no célon,
viaja pela corrente sanguinea e atinge os rins, onde danifica as células endoteliais
renais e obstrui a microvasculatura por meio de uma combinacgao de toxicidade direta
e inducdo local da inflamacdo, a partir da producdo de citocinas e quimiocinas
(Andreoli et al., 2002; Kaper et al., 2004). Estes danos podem causar SHU, que se
caracteriza pela triade anemia hemolitica, trombocitopenia e potencial insuficiéncia
renal aguda (Kaper et al., 2004).

Aléem dos danos provocados pela toxina, EHEC causa uma lesao
histopatolégica A/E (attaching and effacing) semelhante a induzida por EPEC. Os

genes envolvidos na formagdo dessa lesédo estdo localizados em uma ilha de
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patogenicidade denominada LEE (Locus of Enterocyte Effacement), que codifica um
sistema de secrecéo do tipo Ill, composto por adesina e proteinas efetoras (Mcdaniel
et al., 1995; Elliott et al., 1998). Essa caracteristica a diferencia das demais STEC

(Robins-Browne et al., 2016).

1.4.Escherichia coli enteroagregativa (EAEC)

Escherichia coli enteroagregativa apresenta um padrdao de adeséo,
caracteristico em linhagens de células epiteliais, denominado adeséo agregativa (AA).
Esse padrdo foi estabelecido por Nataro et al. (1987), durante um estudo
epidemioldgico sobre a etiologia da diarreia em criangas no Chile, ao observar que
cepas isoladas apresentavam um padrao distinto de interagcdo com as células HEp-2.
Nesse tipo de adesao, as bactérias encontram-se ligadas umas as outras, a superficie
de células epiteliais e a superficie da laminula (na auséncia de células), numa
configuracdo semelhante a tijolos empilhados que formam agregados heterogéneos

(Nataro et al., 1987).
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Figura 1 - Padrdo AA de EAEC

Fig.1 — Padrdo de adesao agregativa de EAEC em monocamada de células HEp-2

(Navarro-Garcia et al., 2010).

EAEC é uma importante causa de doencas diarreicas em paises tanto
desenvolvidos quanto em desenvolvimento (Nataro e Kaper, 1998; Kaper et al., 2004;
Nataro et al., 2006; Huang et al., 2006). Tem sido implicada como um agente etioldgico
de diarreia do viajante, criancas e pacientes infectados pelo HIV, bem como,
provavelmente, de varios surtos de origem alimentar, sendo cada vez mais
reconhecida como um enteropatdgeno emergente (Nataro e Kaper, 1998; Kaper et
al., 2004; Harrington et al., 2006; Huang et al., 2006; Nataro et al., 2006; Izquierdo et
al., 2014).

Surtos de gastroenterite de origem alimentar, envolvendo EAEC, foram
notavelmente relatados no Reino Unido (Smith et al.,, 1997; Dallman et al., 2014),
Japéo (Itoh et al., 1997; Harada et al., 2007) e Italia (Scavia et al., 2008). Em um dos
surtos ocorridos no Japéo, foram acometidas 2.697 criancas em fase escolar (Itoh et

al., 1997).



20

Um numero consideravel de potenciais fatores de viruléncia para EAEC ja
foram descritos até o momento; contudo, ndo estdo uniformemente distribuidos entre
todos os isolados dessa categoria para que sua patogénese seja bem definida (Nataro
e Kaper, 1998; Huang et al., 2004; Rasko et al., 2011). Apesar disso, sugere-se que a
patogénese de EAEC ocorre basicamente em trés estagios: no primeiro, as bactérias
aderem a mucosa intestinal e a camada de muco; no segundo, elas multiplicam-se na
camada de muco, estimulam sua hipersecrecao e formam um caracteristico biofilme
nessa camada; no terceiro, ocorre a lesdo da mucosa intestinal a partir da liberacéo
de toxinas ou processo inflamatério. A formacédo do biofilme, possivelmente, esta
associada a capacidade de colonizacdo da bactéria, responsavel por diarreia
persistente (igual ou superior a 14 dias) e ma absorcao de nutrientes (Nataro e Kaper,
1998; Nataro et al., 1998), enquanto fatores que podem levar a problemas de
crescimento e desenvolvimento (Steiner et al., 1998).

E provavel que a diarreia se inicie com a adesao agregativa nos tecidos do ileo
e colon por um numero variado de adesinas, seguida pela secre¢cdo de uma ou mais
enterotoxinas (Harrington et al., 2006).

O ensaio de adesdo em células epiteliais HeLa ou HEp-2, para verificacdo do
padrdao AA, é considerado o método diagnédstico de referéncia para detecgédo de
EAEC (Nataro e Kaper, 1998). Como alternativa a esses ensaios, Braudry e
colaboradores  desenvolveram uma sonda genética inicialmente denominada
CVD432, que consiste em um fragmento criptico de 1kb do plasmideo da cepa
protétipo 17-2 pertencente ao sototipo O3:H2 (Braudry et al.,1990). Posteriormente,
foi evidenciado que esse fragmento correspondia ao gene aatA, que faz parte do
cluster de genes do sistema ABC de secrec¢ao. Desse modo, a sonda CVD432 passou

a ser corretamente chamada de aatA (Nishi et al., 2003). Entretanto, observa-se que
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sua especificidade e sensibilidade podem variar devido a heterogeneidade genética
desse patotipo (Baudry et al., 1990; Debroy et al., 1994; Gomes et al., 1998; Boisen
et al., 2008).

Estudos indicam que o passo chave na patogénese de EAEC consiste na sua
capacidade de aderir e colonizar o trato intestinal, facilitada pelas fimbrias de adeséao
agregativa (AAF) em cepas protétipos e seguida pela formagao de biofilme (Hicks et
al., 1996; Wakimoto et al., 2004; Jonsson et al., 2015). Atualmente, sdo conhecidas
ao menos cinco variantes de AAFs (AAF/I-V), codificadas em plasmideos de alto peso
molecular designados pAA. (Nataro et al., 1992; Czeczulin et al., 1997; Elias et al.,
1999; Bernier et al., 2002; Jonsson et al., 2015).

Abiogénese das AAFs apresenta uma organizagao similar aos genes da familia
AFA/DR, que sao adesinas organizadas da seguinte maneira: chaperona, proteina
usher, subunidade acessoéria e principal. Essas adesinas s&o expressas por E. coli,
estdo relacionadas a infecgbes intestinais e urinarias e podem se ligar a varios
receptores, tais como o antigeno eritrocitario do grupo sanguineo DR, presente na
molécula decay-accelerating factor, ou a proteina de matriz extracelular,
particularmente colageno do tipo IV (Nowicki et al., 1990; Nataro et al., 1998; Servin,
2005; Farfan et al., 2008).

Além disso, ha a presenga de adesinas nao fimbriais como a proteina de
membrana externa de 58 kDa, denominada aggregative protein 58 (Ap58). Essa
proteina é produzida por EAEC O111:H12, cujo gene tem localizagédo plasmideal. A
Ap58 esta associada com o padrdo AA e com a capacidade de hemaglutinagao
(Monteiro-Neto et al., 2003). Outro exemplo é a presenga da adesina Hra1 na EAEC
042, que é um fator acessorio envolvido na formacédo de biofiilme e na adeséao

agregativa (Bhargava et al., 2009). Wai e colaboradores relataram a presenga de uma
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proteina de membrana externa de 38 Kda também envolvida no padrdo AA de EAEC
(Wai et al., 1996).

Um ativador transcricional denominado AggR, uma proteina pertencente a
familia AraC, apresenta um importante papel na ativagdo de varios fatores de
viruléncia, tanto no cromossomo quanto no plasmideo bacteriano. Entre os genes
controlados por AggR, estao aqueles que codificam as AAFs (Nataro et al., 1994;
Elias et al., 1999; Dudley, E. G. et al., 2006; Harrington et al., 2006; Boisen et al.,
2014).

No mecanismo de patogenicidade da EAEC, tém sido descritas toxinas e
adesinas (Nataro et al., 1998). EAEC abriga um numero variavel de SPATE (Serino
Protease Autotransporters of Enterobacteriaceae), que estdo implicadas na evasao
imune, lesdo da mucosa, secrecdo e colonizagao (Dutta et al., 2002; Rasko et al.,
2011; Boisen et al., 2015). As SPATE compreendem um grande grupo de
serinoproteases semelhantes a tripsina, as quais sao secretadas por Shigella spp., E.
coli uropatogénicas e todos os patotipos de E. coli diarreiogénicas. Essas proteinas
exibem caracteristicas tipicas de autotransportadoras e possuem uma sequéncia
sinal, um dominio passageiro (que possui as caracteristicas funcionais da proteina) e
um dominio B-barril na por¢gao C-terminal, necessario para a translocagcao da toxina
através da membrana externa. As toxinas maduras dispdem, em sua regido N-
terminal, de um dominio catalitico tipico de serinoprotease, seguido de um motivo
beta-hélice, altamente conservado, presente em grande parte das proteinas
autotransportadoras (Henderson et al., 1999; Henderson et al., 2004; Boisen et al.,
2009).

Os genes responsaveis por fatores de viruléncia estdo presentes tanto no

cromossomo quanto em plasmideos, e em sua maioria, caracterizados na cepa
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protétipo EAEC 042, pertencente ao sorotipo O44:H18. Essa cepa foi isolada de um
caso de diarreia no Peru e causou a doenca em voluntarios humanos durante o
desenvolvimento de um estudo (Nataro et al., 1985; Nataro et al., 1995; Czeczulin et
al., 1999).

A toxina EAST1 é um peptideo de 38 aminoacidos, codificado no gene
plasmidial astA, que possui homologia com a enterotoxina termo-estavel (ST) de
ETEC, capaz de induzir o aumento da secre¢cao de cGMP intracelular (Savarino et al.,
1993). Sua funcdo na patogénese de EAEC ainda nao esta clara, mas ja foi
encontrada em cepas de EPEC, EHEC e ETEC (Savarino et al., 1996; Kaper et al.,
2004).

O gene pet, também de localizagao plasmidial, codifica a serinoprotease Pet,
uma enterotoxina de 108 kDa capaz de causar acumulo de fluidos e lesdes necroéticas
e hemorragicas em alga ligada de rato (Eslava et al., 1998; Elias et al., 1999). A Pet
possui ainda atividade citotoxica e pode causar a disrrupcdo do citoesqueleto das
células epiteliais, por meio da clivagem da proteina dos enterdcitos, a a-fodrina
(Villaseca et al., 2000; Canizalez-Roman e Navarro-Garcia, 2003).

A proteina dispersina é codificada pelo gene aap (anti-aggregation protein) e
esta relacionada com a dispersdao da bactéria pela mucosa intestinal e sua
translocacao através da membrana externa, dependente da presenca do sistema de
transporte do tipo ABC (complexo Aat), também codificado no pAA. Sugere-se que
seu efeito esteja relacionado ao fato de que essa proteina se liga de forma néao
covalente ao LPS, o que neutraliza a carga negativa desse lipopolissacarideo e
permite, pois, que as AAFs, de forte carga positiva, fiquem livres para se espalharem
pela superficie bacteriana e se dispersarem através da superficie das células

intestinais. (Sheikh et al., 2002; Nishi et al., 2003; Velarde et al., 2007).
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O gene plasmidial shf foi descrito primeiramente em Shigella flexineri 2a,
demonstrando homologia com dois genes, shf1 e shf2, sendo que shf codifica uma
proteina homodloga a IcaB de Staphylococcus epidermidis, relacionada a formagao de
biofiilme (Czeczulin et al., 1999). Posteriormente, foi evidenciado que shf esta
envolvido na formagao de biofilme em EAEC 042 (Fujiyama et al., 2008).

Pic (Protein involved in colonization) € uma outra SPATE que, diferentemente
de Pet, esta localizada no cromossomo de EAEC 042 (Henderson et al., 1999). Foi
descrita incialmente em S. frexineri 2a (Rajakumar et al., 1997) e esta presente em
UPEC (Parham et al., 2004). E uma proteina de 116 kDa que apresenta atividade
mucinolitica e de hemaglutinagdo, assim como confere a bactéria a capacidade de
resistir a atividade bactericida do soro (Henderson et al., 1999; Dutta et al., 2002). Em
experimentos in vivo, foi demonstrado que Pic pode estar envolvida nas fases iniciais
da patogénese ao promover a colonizagao intestinal através da clivagem do muco, o
que consequentemente favorece a adeséo das bactérias aos enterdcitos (Harrington
et al., 2009; Munera et al., 2014).

A enterotoxina ShET-1 (Shigella enterotoxin 1) é codificada pelos genes setAB,
localizados na fita antisenso ao gene pic, cuja proteina promove acumulo de fluidos
em modelo in vivo de alga ligada intestinal de coelho (Fasano et al., 1995; Harrington
et al., 2006). O locus pic/setAB esta localizado em uma ilha de patogenicidade (PAl)
de 117 kb, inserida no locus do tRNA phelU. Nessa PAI, esta contido um grupo de
genes regulados por AggR, denominados aai (AggR-actived island), que codificam
genes envolvidos na secre¢cao de ao menos uma proteina, o que aparentemente faz
parte do sistema de secrecgao do tipo VI. No entanto, a contribuicdo desses genes para
a patogénese de EAEC ainda nao € conhecida (Dudley, Edward G. et al., 2006).

No cromossomo da cepa 042, foi encontrado, ademais, o gene irp-2, que
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codifica a proteina Iron-repressible high-molecular weight2 (Irp-2), envolvida na
producao de um sideréforo (yersiniabactina) em Yersinia enterocolitica (Schubert et

al., 1998).

1.5.Escherichia coli enteroagregativa O104:H4

A EAEC classica ndo possui genes para Stx, mas codifica fimbrias de adesao
agregativa (AAF) no plasmideo de viruléncia pAA, responsavel pela adesdo do tipo
“tijolos empilhados” das bactérias as células hospedeiras (VIAL et al., 1988; NATARO;
KAPER et al., 1987; RASKO et al., 2011).

Um surto de colite hemorragica, que se iniciou na Alemanha em 2011,
espalhou-se pela Europa e aumentou a necessidade de compreender os mecanismos
patogénicos utilizados pelo microrganismo para colonizar e infectar células intestinais.
Mais de 3800 individuos foram afetados, incluindo os casos primarios e secundarios.
A SHU ocorreu em aproximadamente 22% dos casos e 54 pessoas morreram
(Bielaszewska et al., 2011; Frank et al., 2011). O consumo de saladas contendo brotos
de feno-grego, germinados a partir de sementes importadas do Egito, foi considerado
a provavel fonte de infeccdo (Buchholz et al., 2011).

A cepa do surto em questéo foi caracterizada como E. coli enteroagregativa do
sorotipo 0O104:H4 lisogenizada por um fago que codifica para a toxina de Shiga tipo
2a. Portanto, é capaz de causar SHU e formar biofilme. Foi assim classificada por
carregar genes tipicos de EAEC, como aggA (fimbria de adesao agregativa 1), aggR

(ativador transcricional), aap (dispersina), setl (shigella enterotoxin 1), pic (protein
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involved in colonization), astA (toxina EAST1), e o plasmideo de viruléncia pAA
identificado pelo gene aatA (Bielaszewska et al., 2011; Frank et al., 2011).

Surtos anteriores envolvendo EAEC produtora de Stx ocorreram isoladamente
na Franca (Boudailliez et al., 1997; Morabito et al., 1998) e Republica da Georgia
(Ahmed et al., 2012). Houve também casos esporadicos no Japéo (lyoda et al., 2000),
Coreia (Bae et al., 2006), Alemanha (Mellmann et al., 2008), Italia (Scavia, 2011) e
Suécia (Guy et al., 2013). Posteriormente, foram reportados casos na Irlanda (Dallman
et al., 2012), Bélgica (De Rauw et al., 2014) e Holanda (Ferdous et al., 2015).

A producdo da toxina de Shiga é uma caracteristica pertencente as E. coli
diarreiogénicas (STEC), como € o caso da E. coli enterohemorragica (EHEC) (Nataro
e Kaper, 1998). Sendo Stx uma potente citotoxina capaz de inibir a producdo de
proteinas em células eucaridticas (O'Brien et al., 1982), a cepa foi considerada um
hibrido EAEC/EHEC, pois possui caracteristicas de viruléncia de ambas (Rasko et al.,
2011). Estédo presentes, ainda, Lpf (fimbria polar longa de STEC) e lha (adesina de
STEC homdéloga a IrgA de Vibrio cholera) (Bielaszewska et al., 2011), previamente
identificadas tanto em EHEC como em outras cepas de E. coli (Tarr et al., 2000; Torres
et al., 2002; Torres et al., 2009).

A cepa 0104:H4 do surto codifica trés SPATE: Pic, SigA e SepA (Rasko et al.,
2011). Com base no trabalho publicado por Boisen e colaboradores, pode-se afirmar
que esta seria uma rara combinacdo entre serinoproteases em E. coli
enteroagregativa, considerando que a maioria codificaria apenas duas SPATE, e que
a presenca de trés seria incomum (Boisen et al., 2009). No entanto, uma recente
pesquisa coordenada pelo Dr. Waldir Pereira Elias Junior evidenciou que, ao contrario
do que fora demonstrado anteriormente, ndo é incomum EAEC abrigar nimero e

combinacgdes variadas de SPATE (Comunicagéo Pessoal).
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SigA € uma proteina de 139.6 kDa originalmente encontrada na ilha de
patogenicidade she (PAIl) de Shigella flexneri 2a. Demonstrou causar significantes
efeitos citopaticos em células HEp-2 e contribuir para acumulo de fluidos no [imem
intestinal. Cliva a proteina a-fodrina do citoesqueleto dos enterdcitos, causando
esfoliacdo e arredondamento dessas células (Al-Hasani et al., 2000).

SepA é uma proteina 110 kDa de localizacdo plasmidial, originalmente
encontrada em espécies de Shigella flexneri. Associa-se a inflamacéo da mucosa e
acumulo de fluidos durante o desenvolvimento do processo infeccioso (Benjelloun-
Touimi et al., 1995). Posteriormente, foi também encontrada amplamente distribuida
em isolados clinicos de EAEC (Boisen et al., 2009).

E importante salientar a presenca de um grande plasmideo de alto peso
molecular, que codifica beta-lactamases de espectro estendido (pESBL), apresenta
resisténcia a penicilinas e cefalosporinas e € parcialmente resistente a fluorquinolonas

(acido nalidixico), cotrimoxazol (sulfametoxazol-trimetoprim) e estreptomicina

(aminoglicosideo) (Bielaszewska et al., 2011; Frank et al., 2011).

2. Sistema de 2- componentes QseBC

Bactérias utilizam mecanismos para se comunicar com o ambiente e regular
seus meios de sobrevivéncia. Esses mecanismos estdo associados a sinalizagéo
quimica da célula bacteriana, mediada via um sistema previamente caracterizado e
denominado sistema de 2- componentes. Ele é composto de uma proteina histidina

quinase, ligada a membrana interna bacteriana, que detecta o sinal do ambiente, e
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de um regulador de reposta (RR), cuja funcédo é promover uma resposta rapida a um
estimulo detectado. Em enterobactérias, observa-se o sistema de 2- componentes
QseBC e a sinalizacéo via Epinefrina/Norepinefrina/Autoindutor-3 (Sperandio et al.,
2002; Sperandio et al., 2003; Moreira e Sperandio, 2012).

O autoindutor-3 (Al-3) é produzido por bactérias patogénicas como E. coli,
Salmonella, Shigella e Klebsiella, bem como por bactérias comensais intestinais como
Enterobacter cloacae e E. coli ndo patogénicas. (Walters et al., 2006; Parker e
Sperandio, 2009).

Tanto procariotos quanto eucariotos empregam sinalizacdo célula-célula por
meio de sinais quimicos. Essa sinalizacdo permeia a comunicacao interespecifica e
intraespecifica, além da comunicacdo interreinos e intrarreinos (Sperandio et al.,
2003).

QseC detecta especificamente o sinal do Al-3 e os horménios do hospedeiro
Epinefrina (Epi) e Norepinefrina (NE) (Clarke et al., 2006). Previamente, QseBC e a
sinalizacao via Epi/NE/AI-3 foram descritas em EHEC (Sperandio et al., 2002) e em
S. Typhimurium, tendo sido relatado o seu papel na patogénese (Moreira e Sperandio,
2012). Células bacterianas ndo expressam receptores adrenérgicos, mas muitos
estudos indicam que elas respondem a Epi e NE (Sperandio et al., 2003; Nakano et
al., 2007; Hughes e Sperandio, 2008). Observou-se, ainda, que esses hormoénios
atuam de forma semelhante ao Al-3 na regulacéo da expresséao de genes de viruléncia
em EHEC. Sendo assim, Al-3, Epi e NE séo sinais agonistas, podendo ter seus efeitos
bloqueados por antagonistas adrenérgicos (Sperandio et al., 2003; Clarke et al., 2006;
Walters et al., 2006). Portanto, QseC é considerado um analogo funcional bacteriano
dos receptores adrenérgicos GPCRs, presentes em mamiferos (Clarke et al., 2006).

Este mecanismo esta presente também em diversas espécies bacterianas, bem
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como em seus respectivos hospedeiros (Sperandio et al., 2003).- Homadlogos de QseC
sdao encontrados em pelo menos 25 importantes patdbgenos humanos e vegetais
(Rasko, Moreira, Li, et al., 2008).

Figura 2 - Modelo esquematico de sistemas de 2- componentes em EHEC

Signals:
+<%’ Signals: +~¢:¢’ epi., SO,2,PO*>
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/ AE lesions

Other
transcriptional
factors

Fig. 2 - Modelo de sistemas de 2- componentes via Epi/NE/AI-3 (Njoroge e Sperandio,

2012).

Em EHEC, QseC transfere seu fosfato ndo apenas para QseB, seu regulador
de resposta cognato (RR), mas também para QseF e KdpE, que sdo outros RRs
(Hughes et al., 2009). Através de QseB, QseC controla genes flagelares e de
motilidade, a partir da ligacao direta de QseB na regido promotora de flhDC, regulando
positivamente sua transcri¢cao (Clarke e Sperandio, 2005; Hughes et al., 2009). QseC,
através de QseF, ativa a producgdo da toxina de Shiga (Lyte et al., 1996; Lyte et al.,
1997; Hughes et al., 2009) e, via KdpE, regula a formacdo da lesdo A/E (Rasko,

Moreira, Li, et al., 2008; Hughes et al., 2009; Njoroge e Sperandio, 2012). Essa leséo
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se caracteriza pela adeséao inicial a célula hospedeira, expressao e translocacdo de
proteinas efetoras através do sistema de secrec¢ao do tipo Il (SSTT), aderéncia intima
e formacéo da estrutura em forma de pedestal (Staley et al., 1969; Moon et al., 1983;
Knutton et al., 1989; Jerse et al., 1990).

O sistema de 2- componentes QseBC foi previamente reportado por ter
importante atividade na viruléncia ndo somente em EHEC (Clarke et al., 2006), mas
também em outros patdogenos como EPEC (Sircili et al., 2004), Vibrio
parahaemolyticus (Nakano et al., 2007), S. Typhimurium (Bearson e Bearson, 2008;
Rasko, Moreira, Li, et al., 2008; Merighi et al., 2009; Moreira et al., 2010); além de
outros sorovares (Pullinger et al.,, 2010), Francisella tularensis (Mokrievich et al.,
2010), UPEC (Hadjifrangiskou et al., 2011), Edwardsiella tarda (Wang et al., 2011),
Haemophilus influenza (Unal et al., 2012), Aeromonas hydrophila (Khajanchi et al.,

2012) e Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Juarez-Rodriguez et al., 2013).

3. VisP

Durante estudos de caracterizacdo do sensor histidina quinase QseC na
patogénese in vivo de Salmonella enterica sorovar Typhimurium, foi descrita uma nova
proteina inicialmente denominada YgiW e renomeada posteriormente para VisP
(Virulence and stress-related Periplasmic protein). Evidenciou-se, em seguida, sua
associacdo a mecanismos de sobrevivéncia, resposta ao estresse e manutencéo de

membrana (Moreira et al., 2013).

Em Escherichia coli, sua unica funcdo descrita é em resposta a estresse
bacteriano, o que leva em consideracdo a exposicao a diferentes condi¢des de pH e

a agentes estressores como peroxido de hidrogénio e cloreto de cadmio (Lee et al.,
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2010), enquanto em S. Typhimurium havia sido evidenciada sua participacdo na

resposta a agentes antimicrobianos como a Polimixina B (Merighi et al., 2009).

A analise transcriptdmica via oligoarray, realizado com um mutante para qseC
em S. Typhimurium, foi demonstrado que o gene visP estava em torno de 65 vezes
aumentado em comparacao a cepa selvagem. Esta analise apontou visP como o gene
mais expresso (Moreira et al., 2013), sendo esses dados coerentes com estudos
anteriores realizados em EHEC e com estudo semelhante em S. Typhimurium (Cirillo

et al., 1998).

O gene visP esta localizado em um operon adjacente e em dire¢cdo oposta ao

operon gseBC (Fig. 3).
Figura 3 - Organizacao dos operons ygiV/visP e qseBC

V|SP: Virulence-related stress response
Periplasmic protein

Fig. 3 — Localizacdo do operon onde se encontra visP, adjacente e em dire¢cdo oposta ao

operon gseBC (Moreira et al., 2013).

Previamente, VisP ja havia sido classificada como uma proteina da familia BOF
(Oligonucleotide/oligossacaride Binding Fold), que se liga a oligossacarideos (Ginalski
et al., 2004). Durante a realizacao de ensaio in silico com VisP, observou-se que a
proteina se liga aos acucares N-acetilglicosamina (NAG) e, em especial, N-

acetilmuramico (NAM), oligossacarideos abundantes na camada de pepitideoglicano.
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Evidenciou-se o papel que VisP pode desempenhar na homeostase da membrana,

bem como na resposta ao estresse (Moreira et al., 2013).

As analises cristalograficas da estrutura de VisP de E. coli, guando comparada
a estrutura modelada dessa proteina em S. Typhimurium, sugerem que VisP é
preservada entre essas espécies e possui seis residuos de aminoacidos da bolsa de
ligacdo de BOF, conservados entre os dois organismos e envolvidos na modulacéo

da funcdo dessas proteinas (Moreira et al., 2013).

Figura 4 - Estrutura de VisP

Fig. 4 - Estrutura da proteina periplasmatica VisP de E. coli, Protein Data Bank: INNX.

Em ensaios in vitro com S. Typhimurium, com mutante de visP, foi evidenciado
diminuicdo na replicacdo intracelular em macréfagos. Em ensaio in vivo com
camundongos, S. Typhimurium mutantes de visP n&o foram virulentas para infeccéo
sistémica. Em EHEC nos testes realizados até o momento, VisP ndo apresentou um
papel direto na viruléncia ou na patogenicidade, e sua funcdo ainda né&o foi

amplamente estudada em demais cepas de E. coli (Moreira et al., 2013).
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4. Objetivos

O objetivo geral deste estudo foi investigar a importancia da sinalizacéo quimica

na viruléncia de EAEC 0104:H4 C227-11 (Stx+).

4.1. Objetivos especificos

I.  Estudar os processos de viruléncia bacteriana, tais como a adesdo em células
epiteliais, a formacéao de biofilme e a motilidade nesta cepa de surto epidémico
e em comparacao a outras cepas de perfis de patogenicidade semelhante.

Il.  Investigar o papel do sensor quinase QseC e da sinaliza¢éo quimica, bem como
a importancia da proteina periplasméatica VisP na patogénese de EAEC

0104:H4 C227-11 (Stx+).
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As cepas bacterianas foram cultivadas a 37°C, sob condi¢cfes aerdbicas, meio

LB (Luria-Bertani) e pH 7,0, sendo este ultimo variavel conforme a necessidade do

estudo (Sambrook et al., 1989). Todas as cepas foram estocadas em ultrafreezer a -

80° C.

Tabela 1 - Cepas utilizadas durante o desenvolvimento deste estudo

N° de colecéo

Patotipo/Sorotipo/Cepa

Marcadores de viruléncia

Referéncia

05

10

20

45

188

190

201

EHEC 0157:H7 86-24
EPEC 0127:H6 E2348/69
E. coli K12 DH5a

EAEC 0104:H4 C227-11
EAEC 044:H18 042
EAEC O3:H2 17-2

EAEC O0104:H4 BA3826

LEE e Stx2+

LEE e pEAF

pAA, AggR, AAF/I, Stx2+, Pic e SigA
pPAA, AggR, AAF/II, Pet e Pic
pPAA, AggR e AAF/I

pAA, AggR, AAF/III e Pic

Griffin et al., 1988
Levine et al., 1978
Sambrook et al., 1989
Rasko et al., 2011
Nataro et al., 1985
Vial et al., 1990

Bueris et al., 2007

A cepa EAEC BA3826, isolada em Salvador, BA, durante um estudo caso-

controle para identificacéo de fatores de risco para diarreia entre criancas menores de

10 anos, foi gentilmente cedida pelo Dr. Waldir Pereira Elias Junior, Diretor do

Laboratério de Bacteriologia do Instituto Butantan.
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6.4. Ensaio de formacao de biofilme em superficies abioticas e adesao em

células HelLa

A capacidade de EAEC formar biofilme em superficie abidtica foi investigada
tal como foi previamente descrita (Sheikh et al., 2001) e foi utilizado DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) como meio de cultura. As bactérias foram
previamente cultivadas por 16-18h em meio LB sob agitacdo (250 rpm a 37° C). Em
placas de poliestireno de 96 pocos, o indculo foi feito na proporcao 1:100, na auséncia
e presenca de 1% de D-manose, ou seu analogo, a-metil D-manosideo (n&o
metabolizado por bactérias apds longos periodos de incubacéo), para caracterizar a
sensibilidade a manose de TIF (fimbria do tipo 1). As bactérias foram incubadas
estaticamente a 37° por 24 horas. Foi utilizado PBS 1x estéril para lavagem dos pocos.
As células foram incubadas com 0,1% de Tween em PBS, por 10 minutos, e, entéo,
foram feitas diluicdes seriadas e plaqueadas, em meio seletivo, para contagem de
UFC (Moreira et al., 2006).

Os ensaios de adesdo em células HelLa foram realizados conforme
previamente descrito (Cravioto et al., 1979). Foram feitos em placas de 24 pocos, em
DMEM enriquecido com soro fetal bovino, na presenca e auséncia de 1% de
D-manose ou a-metil D-manosideo, para caracterizar a sensibilidade a manose de
TIF. As cepas bacterianas foram previamente cultivadas (como descrito no ensaio
anterior) e a infecgéo foi realizada com um MOI (Multiplicity of infection) de 100:1,
incubadas a 37°C em estufa de CO2z por 3 ou 6 horas. Em seguida, o meio foi retirado,
0s pocos foram lavados com PBS 1x (3 vezes) e as células foram incubadas com 1%

de Triton X-100 em PBS, por 10 minutos, e, entéo, foram feitas diluicbes seriadas e
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plagueadas em meio seletivo para contagem UFC. Tanto os ensaios de formacéo de
biofilme quanto os de adeséo foram realizados em triplicata para cada cepa. Para
esses ensaios, foram utilizadas as cepas C227-11, BA3826, 042, 17-2 e EPEC

E2348/69.

6.5. Ensaio de resposta ao estresse

Os ensaios de resisténcia ao estresse realizaram-se a partir de um pré-inoculo
(16-18h). Um novo cultivo foi feito sob agitacdo (250 rpm a 37°C) até atingir a
densidade o6ptica de 1.0 (600nm). Para o ensaio de resisténcia ao pH acido, a cultura
foi diluida 40 vezes em PBS (pH 7.2 para determinar o niumero inicial de células) ou
LB (pH 2.5 e 5.0), sendo que ambos foram incubados estaticamente por 60 minutos a
37°C. A porcentagem de sobrevivéncia foi calculada a partir do nimero de UFC depois
de cada exposicdo ao estresse, dividido pelo numero inicial de UFC por mL. Os

ensaios foram realizados em triplicata para cada cepa (Moreira et al., 2013).

6.6. Extracdo de RNA

As extracoes de RNA foram feitas a partir de cultivo bacteriano em LB a 37°C,
sob agitacéo, até que fosse atingida a densidade 6ptica de 1,0 (DOsoo). Também foram
realizadas diretamente de fezes coletadas durante o ensaio in vivo com camundongos

infectados. Foi empregado o TRIzol® (Ambion) para romper a célula, inativar a enzima
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RNAse e dissolver os componentes celulares. Foi adicionado cloroformio para
separacao de fases, dado que o RNA esta contido na fase aquosa, enquanto a fase
intermediaria contém o DNA e a fase organica possui as proteinas e demais
componentes celulares. Adicionou-se a fase aquosa etanol 100% para solubilizar o
RNA e, através de uma coluna de separacdo, o RNA foi eluido. Em seguida, foi
utilizado o RiboPure Bacteria RNA Isolation Kit da Ambion-Life, de acordo com as

instrucdes do fabricante.

6.7. Andlise de Expresséo génica via gqRT-PCR

Os ensaios foram feitos em duplicatas bioldgicas e duplicatas técnicas. O
volume final de cada reacgéao foi de 20 uL, contendo Master Mix SYBR®, Multi-scribe®
Reverse Transcriptase, RNAse inhibitor (Thermo Fisher Scientific) e 100ng de RNA.
Todos os dados foram normalizados com um controle endégeno (rpoA para genes de
viruléncia e rRNA 16S do Dominio Bacteria para o total de bactérias presentes nas
fezes). Foi utilizado o QuantStudio3 (Thermo Fisher Scientific) para realizagdo das
reacfes de qRT- PCR, e os resultados obtidos foram analisados pelo método de
Compatrative critical threshold (AACT), conforme previamente descrito (Walters e

Sperandio, 2006).
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Alvo Forward (5°-3’) Reverse (5’-3’) Referéncia
gseC cgctgaaagtgcaaaccgaa ccgcgatagagtgagcagtt Este estudo
visP atgcgttcaacgatattgccg cgaccgtagaaagcgcaaaa Este estudo
fimH cggggtgatggattctcgtt tctggggatctccaccatgt Este estudo
mMOotA ttaccgccgcgacgata ccaacagtctggcgatggt Moreira et al., 2010
rpoA gcgctcatcttcttccgaat cgcggtcgtggttatgtg Moreira et al., 2010
stx2 accccaccgggcagtt ggtcaaaacgcgcctgata Rasko, Moreira, Li
De, et al., 2008
Filo Bacteria Fierer et al., 2005
Eub338F/Eub518R actcctacgggaggcagcagt  attaccgcggctgcetggce
Filo Firmicutes Bacchetti De
928F-Firm/1040FirmR  tgaaactyaaaggaattgacg accatgcaccacctgtc Gregoris et al., 2011
Filo Bacteroidetes Bacchetti De
798cfbF/cfb967R craacaggattagataccct ggtaaggttcctcgegtat Gregoris et al., 2011

6.8. Ensaio in vivo com camundongo C57BL/6 para analise da microbiota

apos infeccao

Os animais foram adquiridos no CEMIB/UNICAMP e mantidos no Biotério do

Departamento de Ciéncias Biologicas da FCFar/UNESP. A utilizacao de animais neste

trabalho foi previamente aprovada pelo CEUA/FCF/CAr: 23/2016. Para este ensaio,

foram utilizados 23 camundongos fémeas da linhagem C57BL/6J UNIB, com peso

entre 10 e 12 gramas e idade entre 3 e 5 semanas. Os camundongos foram tratados

com 20 mg/mL de ampicilina por gavagem, 24 horas antes da infec¢ao, para deplecéo

da microbiota. O ensaio foi dividido em quatro grupos experimentais, um com E. coli

K12 DH5a (ndo patogénica), como controle negativo, e os outros trés com E. coli

enteroagregativa C227-11, BA3826 e 042, respectivamente.
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Tabela 3 - Grupos experimentais do ensaio in vivo com camundongos

C57BL/6

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

DH5a (N=5) C227-11 (N=6) BA3826 (N=6) 042 (N=6)

Para a infeccdo, as cepas foram cultivadas por 16-18 horas e, entdo,
centrifugadas e ressuspendidas em PBS. Os animais foram infectados com 1X101° de
bactérias por gavagem. Antes da administracdo do antibiotico e da infeccdo, os
animais permaneceram em jejum por 4 horas. Imediatamente ap6s os procedimentos,
a racao e a agua foram reintroduzidas. Todos os procedimentos experimentais foram
realizados de acordo com prévio estudo (Zangari et al., 2013), salvo modificacdes aqui
apontadas. As fezes foram coletadas nos dias 0, 1, 5, 10 e 15 ap0s a infecgéo para
extracdo do RNA, como descrito em material e métodos. As reacdes de qRT-PCR
foram realizadas utilizando primers para amplificar a regido rRNA 16S para bactérias
da microbiota pertencentes aos Filos Bacteroidetes e Firmicutes (Tabela 2). A
expressdo génica de cada taxon foi normalizada com um controle endégeno (rRNA
16S do Dominio Bacteria) e, entdo, comparada com o nivel de expressao presente

nas cepas, coletadas no dia 0, correspondentes a cada grupo experimental.

6.8. Ensaio de motilidade
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Os ensaios de motilidade via flagelo (swimming) foram realizados em placas
contendo LB agar semi-solido (0,3%) a partir de um pré-inoculo (16-18h). As cepas
foram individualmente inoculadas (5uL) no centro das placas e incubadas a 37°C por
8 e 24 horas. ApOs esse periodo de incubacado, o diametro do halo crescimento foi

mensurado para analises posteriores (Sperandio et al., 2003; Moreira et al., 2010).

6.9. Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados com o GraphPad Prism 7, a significancia
estatistica entre os grupos bacterianos foi determinada por meio do teste t- Student e
ANOVA (Oneway analysis of variance). Valores de P inferiores ou iguais a 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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7. Resultados

7.1.Ensaios de formacao de biofilme

Os ensaios de formagao de biofilme foram realizados com as cepas C227-11 e
BA3826 e com as cepas protétipos 042, 17-2 e EPEC E2348/69. Foram feitos em
placas de 96 pocos, na presenca e auséncia de D-manose ou a-metil D-manosideo,
e incubadas a 37°C por 24 horas, conforme previamente descrito. A cepa C227-11
ndo apresentou diferenca em seu fenétipo de adesdo na presenca de D-manose e
nao podde, assim, evidenciar a participacdo de TIF na formacdo de biofilme nesse
experimento. Foi observado o mesmo resultado para a 17-2, como ja relatado na
literatura. A sensibilidade das cepas 042 e EPEC E2348/69 a D-manose, demonstrada
aqui, também ja fora evidenciada anteriormente (Moreira et al., 2003; Moreira et al.,
2006). Quando comparada com as outras cepas, a C227-11 ndo apresentou diferenca
em seu fendétipo de adesdo em comparacdo com a 042, no entanto, apresentou
diferencas estaticamente significativas em relacao as cepas 17-2 e EPEC E2348/69,
em uma ordem de magnitude de 0,5 e 1,2 respectivamente (Figura 5). Foi utilizado
um analogo como alternativa ao uso de D-manose, o a-metil D-manosideo, com as
cepas C227-11 e BA3826. Na presenca do a-metil D-manosideo, tanto a C227-11
guanto a BA3826 apresentaram reducdo na formacao de biofilme, em uma ordem de
magnitude de 0,7 e 0,4 respectivamente. Quando comparadas, as duas cepas nao

apresentaram diferencas significativas entre si (Figura 6).



42

Figura 5 - Analise quantitativa da formacao de biofilme apo6s 24 horas de

incubacéo
Biofilme (24h)
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Fig. 5 — Ensaio de formacéo de biofilme em superficie abiética com EAEC C227-11,
EAEC 042, EPEC E2348/69 e EAEC 17-2, incubadas na auséncia e presenc¢a de D-manose.
Significancia estatistica em comparagdo com as cepas na auséncia e presenca de D-manose,
com EAEC C227-11 em comparagdo com EAEC 042, EPEC E2348/69 e EAEC 17-2, p <

0,0001 (***), p < 0,05 (*), ns- ndo significativo.
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Figura 6 - Analise quantitativa da formacao de biofilme apd6s 24 horas de

incubacéo
Biofilme (24H)
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Fig. 6 - Ensaio de formacao de biofilme em superficie abidtica com EAEC C227-11 e
EAEC BA3826, incubadas na auséncia e presenca de a-metil D-manosideo. Significancia
estatistica em comparacdo com as cepas ha auséncia e presenga de a-metil D-manosideo,

com EAEC C227-11 em comparagéo com EAEC BA3826, p < 0,001 (**), ns- n&o significativo.

7.2.Ensaios de adesao em células HelLa

Os ensaios de adesado em células HelLa foram realizados com as cepas C227-
11 e BA3826 e com as cepas protétipos 042, 17-2 e EPEC E2348/69. Foram feitos
em placas de 24 pocos, na presenca e auséncia de D-manose ou a- metil D-
manosideo, incubadas a 37°C em estufa de CO2, por 3 e 6 horas, conforme
previamente descrito. A cepa C227-11 ndo apresentou diferenca em seu fenotipo de
adesdo na presenca de D-manose. As outras cepas, novamente, apresentaram o
mesmo fendtipo (Figuras 7 e 8) demonstrado no experimento anterior (Figura 5).

Quando comparada com as demais, a C227-11 apresentou um fendétipo de adesao
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mais acentuado em relacdo a 042, 17-2 e EPEC E2348/69, em uma ordem de
magnitude de 0,5, 0,7 e 0,3, respectivamente, para o0 ensaio de 3 horas (Figura 7). No
ensaio de 6 horas, o fenétipo de adeséo da C227-11 manteve-se mais acentuado, em
uma ordem de magnitude de 0,5, 0,9 e 0,4, em comparagdo com as outras cepas,

como demonstrado acima (Figura 8).

Figura 7 - Analise quantitativa de adesédo em células epiteliais HeLa apo6s 3

horas de incubacéo
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Fig. 7 — Ensaio de adesao em células HeLa com EAEC C227-11, EAEC 042, EAEC
17-2 e EPEC E2348/69, incubadas na auséncia e presenca de D-manose durante 3 horas em
estufa de CO,. Significancia estatistica em comparacao com as cepas na auséncia e presenca
de D-manose, com EAEC C227-11 em comparacdo com EAEC 042, EAEC 17-2 e EPEC

E2348/69, p < 0,0001 (***), p < 0,001 (**).
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Figura 8 - Analise quantitativa de adesédo em células epiteliais HeLa apo6s 6

horas de incubacéo
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Fig. 8 — Ensaio de adeséo em células HeLa com EAEC C227-11, EAEC 042, EAEC
17-2 e EPEC E2348/69, incubadas na auséncia e presenca de D-manose durante 6 horas em
estufa de CO,. Significancia estatistica em comparacao com as cepas na auséncia e presenca
de D-manose, com EAEC C227-11 em comparacdo com EAEC 042, EAEC 17-2 e EPEC

E2348/69, p < 0,0001 (***), p < 0,001 (**), p < 0,05 (*).

Os ensaios realizados com a-metil D-manosideo néo revelaram diferencas no
fendtipo de adesao tanto para o periodo de 3 horas quanto para o periodo de 6 horas
de incubacao. Quando comparadas, as cepas C227-11 e BA3826 ndo apresentaram

diferencas significativas entre si (Figuras 9 e 10).
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Figura 9 - Analise quantitativa de adesédo em células epiteliais HeLa apo6s 3
horas de incubacéo
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Fig. 9 - Ensaio de adesdao em células HeLa com EAEC C227-11 e EAEC BA3826,
incubadas na auséncia e presencga de a-metil D-manosideo, durante 3 horas em estufa de
CO:.. Significancia estatistica em comparacdo com as cepas na auséncia e presenga de a-

metil D-manosideo, ns- ndo significativo.
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Figura 10 - Analise quantitativa de ades&o em ceélulas epiteliais HeLa apos 6

horas de incubacéo
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Fig. 10 - Ensaio de adesdo em células HeLa com EAEC C227-11 e EAEC BA3826,
incubadas na auséncia e presenca de a-metil D-manosideo durante 6 horas em estufa de
CO.. Significancia estatistica em compara¢cao com as cepas na auséncia e presenca de a-

metil D-manosideo, ns- ndo significativo.

7.3.Analise de expresséo génicavia gRT-PCR

A técnica de gRT-PCR foi empregada com o intuito de analisar a expresséao de
genes relacionados a sinalizagédo quimica e a viruléncia, a partir de RNA extraido das
cepas C227-11, EHEC 86-24, 042 e 17-2.

A andlise de expressdo do gene gseC, que codifica para o sensor histidina
guinase, demonstra que a cepa C227-11 apresenta 0 mesmo nivel de expressdo
desse gene em comparagdo com EHEC. Ja as cepas 17-2 e 042 apresentam a

expressao 2,4 e 7,3 vezes menor, respectivamente (Figura 11).
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Figura 11 - Expresséo génica relativa do gene que codifica para o sensor

histidina quinase QseC
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Fig. 11 - Analise de expresséao génica relativa via gqRT-PCR do gene gseC, realizada
com as cepas EHEC 86-24, EAEC C227-11, EAEC 042, e EAEC 17-2. Andlise estatistica em

comparagéo com a cepa EHEC 86-24, p < 0,0001 (***).

Interessantemente, a expressao do gene stx, que codifica para a toxina de

Shiga, foi 32 vezes menos expressa em relagdo a EHEC 86-24 (Figura 12).
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Figura 12 - Expresséao génica relativa do gene que codifica para a toxina de
Shiga
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Fig. 12 - Analise de expressao génica relativa via qRT-PCR do gene stx, realizada com
as cepas EHEC 86-24 e EAEC C227-11. Analise estatistica em comparacdo com a cepa

EHEC 86-24, p < 0,0001 (***).

O gene visP, que codifica para a proteina periplasmatica VisP, foi 82,4 vezes
mais expresso na cepa C227-11 em relacdo a EHEC 86-24, enquanto que as cepas
17-2 e 042 apresentaram um nivel de expressdo de 2,2 e 56,6 respectivamente
(Figura 13).

O gene fimH codifica para a pilina da fimbria tipo 1 e sua expressao na cepa

C227-11 foi 2 vezes maior em relacdo a cepa prototipo 042 (Figura 14).
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Figura 13 - Expresséao génica relativa do gene que codifica para a proteina
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Fig. 13 - Analise de expressdo génica via gRT-PCR do gene visP, realizada com as
cepas EHEC 86-24, EAEC C227-11, EAEC 042, e EAEC 17-2. Analise estatistica em

comparagéo com a cepa EHEC 86-24, p < 0,0001 (***).

Figura 14 - Expresséao génica relativa do gene que codifica para pilina de TIF
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Fig. 14 - Andlise de expressao génica via qRT-PCR do gene fimH, realizada com as
cepas EAEC C227-11 e EAEC 042. Analise estatistica em comparagdo com a cepa EAEC

042, p< 0,05 (*).
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A andlise da expressdo do gene motA, que esta envolvido na movimentacao
do flagelo, revelou que a expressao desse gene € 161,8 e 71,5 vezes menor nas cepas

C227-11 e 042, respectivamente, em relacdo a EHEC 86-24 (Figura 15).

Figura 15 - Expressédo génica relativa do gene que codifica para a proteina
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Fig. 15 — Andlise de expressao génica via gRT-PCR do gene motA, realizada com as
cepas EHEC 86-24, EAEC C227-11 e EAEC 042. Andlise estatistica em comparacdo com a

cepa EHEC 86-24, p < 0,0001 (**).

7.4.Ensaios de motilidade

Os ensaios de motilidade foram realizados com as cepas EHEC 86-24, C227-
11, 042 e BA3826, em LB agar 0,3%. Elas foram incubadas a 37°C por 8 e 24 horas.
No ensaio de 8 horas, as cepas apresentaram um fenotipo de motilidade reduzido em
comparacdo a EHEC 86-24, de 53,8% para C227-11, 76,4% para 042 e de 21,7%

para BA3826. Apds o periodo de 24 horas de incubacdo, o fenotipo manteve-se
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reduzido em 30,3%, 82,3% e 13,5%, respectivamente, evidenciando uma diferenca

mais acentuada para a 042 (Figura 16).

Figura 16 - Medida dos halos de crescimento apés 8 e 24 horas de incubacéo
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Fig. 16 - Medida dos halos de crescimento apds 8 e 24 horas de incubacao a 37 °C,
em LB agar 0,3%, com as cepas EHEC 86-24, EAEC C227-11, EAEC 042 e EAEC BA3826.

Analise estatistica em comparacdo com a cepa EHEC 86-24, p < 0,0001 (***).

7.5.Ensaios de resposta ao estresse

Para avaliar a resposta ao estresse, as cepas EHEC 86-24, C227-11 e
042 foram incubadas em meio com pH 7.2, 5.0 e 2.5 por uma hora. Foram feitas
diluicbes seriadas, plaqueadas em meio seletivo para contagem de UFC e calculo de
porcentagem de sobrevivéncia. Em pH 5.0, observou-se que a EHEC apresentou uma
maior porcentagem de sobrevivéncia (8,7%) e a 042 apresentou uma porcentagem

menor (5,8%), em comparagdo com a C227-11 (Figura 17). As trés cepas
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apresentaram uma alta porcentagem de sobrevivéncia nessas condi¢cdes. Em pH 2.5,
a EHEC demonstrou novamente maior percentual de sobrevivéncia (9,4%) e a 042,

uma significativa diminuicdo em seu percentual (49,1%) com relacdo a C227-11

(Figura 18).

Figura 17 - Porcentagem de sobrevivéncia apés incubacdo em meio com pH
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Fig. 17 — Ensaio de resposta ao estresse, em meio com pH 5.0, com as cepas EHEC

86-24, EAEC C227-11 e EAEC 042. Analise estatistica em comparacdo com a cepa EHEC

86-24, p < 0,0001 (***).
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Figura 18 - Porcentagem de sobrevivéncia apos incubacao em meio com pH
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Fig. 18 — Ensaio de resposta ao estresse, em meio com pH 2.5, com as cepas EHEC
86-24, EAEC C227-11 e EAEC 042. Andlise estatistica em comparagdo com a cepa EHEC

86-24, p < 0,0001 (***).

7.6. Analise da abundancia relativa da microbiota ap6s infeccdo em

camundongos C57BL/6

A abundancia relativa da microbiota para avaliar a predominancia dos Filos
Bacteroidetes e Firmicutes, em cada grupo experimental, foi analisada por ensaios de
gRT-PCR a partir de RNA isolado das fezes de camundongos previamente tratados
com ampicilina e infectados com E. coli DH5a e com as cepas de EAEC C227-11,
BA3826 e 042, nas coletas realizadas em longos periodos, ou, especificamente, nos

dias 0, 1, 5, 10 e 15 apos a infeccéo.
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No dia 1 apos a infeccdo, houve uma predominancia alta de bactérias do Filo

Bacteroidetes para todos os grupos que atingiram um percentual de 99% (Figura 19).

Figura 19 - Abundéancia relativa da microbiota 1 dia apds a infeccéo
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Fig. 19 — Analise da abundancia relativa dos Filos Bacteroidetes e Firmicutes via qRT-
PCR, realizada a partir de RNA isolado de fezes de camundongos infectados com E. coli
DH5a, EAEC C227-11, EAEC BA3826 e EAEC 042. Coletas no dia 1 apos a infecgdo. Nivel

de expressao génica comparado ao nivel apresentado pelas cepas no dia 0.

Novas andlises foram realizadas 5 dias apds a infec¢cdo e passaram a ser
evidentes as mudancas ocasionadas ap0s esse periodo, principalmente para o grupo
infectado com a C227-11, sendo que Bacteroidetes corresponderam a 41% e
Firmicutes, a 59% - houve um notavel aumento para este ultimo. O grupo infectado
com a BA3826 nao apresentou diferencas significativas em relacdo ao dia 1, e um
camundongo morreu no 7° dia apos a infeccdo (dados ndo apresentados). Para o

grupo infectado com a 042, manteve-se a predominancia de Bacteroidetes, com um
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ligeiro aumento de Firmicutes, e duas mortes, no 4° e 5° dias apos a infeccéo (dados
nao apresentados). Um padrdo semelhante de expressdo ocorreu com 0O grupo

infectado com a E. coli DH5a (Figura 20).

Figura 20 - Abundancia relativa da microbiota 5 dias apds a infec¢éo

Dia 5 apos a infecgdo
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Fig. 20 — Analise da abundancia relativa dos Filos Firmicutes e Bacteroidetes via qRT-
PCR, realizada a partir de RNA isolado de fezes de camundongos infectados com E. coli
DH5a, EAEC C227-11, EAEC BA3826 e EAEC 042. Coletas no dia 5 apos a infecgdo. Nivel

de expressao génica comparado ao nivel apresentado pelas cepas no dia O.

As analises no dia 10 ap0s a infeccao, quando comparadas aquelas do dia 5,
revelaram grande reducdo de Firmicutes no grupo infectado com a C227-11,
representando apenas 11%, e, novamente, Bacteroidetes voltou a predominar. Ja o
grupo infectado com a BA3826 manteve-se sem consideraveis alteracdes em relacdo

aos dias anteriores. Os grupos infectados com a 042, a BA3826 e E. coli DH5a
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apresentaram uma pequena reducéo para Firmicutes em relacdo ao dia 5, de 2%, 1%

e 7% respectivamente, mantendo a predominancia de Bacteroidetes (Figura 21).

Figura 21 - Abundéancia relativa da microbiota 10 dias apdés a infeccao

Dia 10 apds a infeccao
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% da abundancia de rRNA 16S

Fig. 21 — Analise da abundancia relativa dos Filos Firmicutes e via qRT-PCR, realizada
a partir de RNA isolado de fezes de camundongos infectados com E. coli DH5a, EAEC C227-
11, EAEC BA3826 e EAEC 042. Coletas no dia 10 ap0s a infec¢do. Nivel de expressao génica

comparado ao nivel apresentado pelas cepas no dia 0.

Embora no dia 15 tenha ocorrido um aumento de Firmicutes para 0S grupos
infectados com a C227-11, a BA3826 e E. coli DH5a, em comparacdo com o dia
anterior, Bacteroidetes continua sendo o Filo predominante, correspondendo a 77%,
95% e 84% do total respectivamente. Supreendentemente, para o grupo infectado
com a 042, Firmicutes apresentou um percentual de 83%, superando todos 0s outros

dias (Figura 22).
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Figura 22 - Abundancia relativa da microbiota 15 dias apoés a infeccéo

Dia 15 apds a infeccao
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Fig. 22 — Analise da abundéancia relativa dos Filos Firmicutes e Bacteroidetes via qRT-
PCR, realizada a partir de RNA isolado de fezes de camundongos infectados com E. coli
DH5a, EAEC C227-11, EAEC BA3826 e EAEC 042. Coletas no dia 15 ap0s a infec¢éo. Nivel

de expressao génica comparado ao nivel apresentado pelas cepas no dia 0.
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8. Discussao

Isolados de EAEC formam um grupo altamente heterogéneo de bactérias, e
cada isolado especifico carrega um subconjunto exclusivo de genes de viruléncia
associados, sendo assim, nenhum fator de viruléncia unico esta consistentemente
associado a sua patogénese (Nataro e Kaper, 1998; Czeczulin et al., 1999; Okeke et
al., 2000; Boisen et al., 2012; Estrada-Garcia e Navarro-Garcia, 2012).

A cepa do estudo EAEC 0O104:H4 C227-11 representa uma rara combinagao
de caracteristicas de EAEC classica e expressao de Stx2a. Apenas casos esporadicos
de doencga associada a EAEC produtoras de Stx foram previamente descritos, no
entanto, um caso evidente dessa combinag&o causou um grande surto (Rasko et al.,
2011; Zangari et al., 2013). A adicao de stx2 para o repertorio de genes de viruléncia
levou a um agente patogénico que tem a capacidade de causar doenga em grande
escala, com um resultado potencialmente mortal devido a possibilidade de
desenvolvimento de SHU (Zangari et al., 2013).

A adesao ao epitélio € um passo essencial durante o processo de colonizagao
bacteriana no intestino e, em EAEC, é facilitado por adesinas e AAFs, seguido da
formacido de um espesso biofilme, sendo este um importante mecanismo de
patogenicidade desse patotipo (Hicks et al., 1996; Czeczulin et al., 1997; Huang et al.,
2004). Os resultados do ensaio de formagéao de biofilme, no periodo de 24 horas e em
superficie abidtica, evidenciaram um padrao para a C227-11 semelhante nao s6 ao
apresentado pela 042, mas também ao da cepa BA3826, igualmente uma O104:H4
(Bueris et al., 2007). Quando comparada com as outras cepas, a 17-2 e a EPEC

E2348/69 apresentou notavelmente um padrao mais acentuado para a formagao de
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biofilme. Contudo, em cultivo celular (3 e 6 horas), apresentou acentuado padréo de
adesdo em relagao a todas as outras cepas, sendo que 0 mesmo padrao se da em
relacdo a BA3826. Em um estudo com células T84, foi demonstrado que AAF/I,
localizada no plasmideo pAA e presente na cepa C227-11, foi suficiente para aumentar
a permeabilidade da monocamada de células epiteliais, contribuindo assim para o
aumento da translocagcdo de Stx através do epitélio. Porém, o mesmo nao foi
observado na presenca da EHEC 86-24 (Boisen et al., 2014). Esses dados séo
consistentes com o trabalho de Zhang e colaboradores (2013), que evidenciaram que
a provavel perda do plasmideo pAA, durante o curso da doenga no periodo do surto,
teria diminuido a capacidade da EAEC O104:H4 Stx+ causar SHU, uma vez que sua
presenca aumentava a probabilidade do desenvolvimento da sindrome (Zhang et al.,
2013). A analise de expressao génica para o gene stx demonstrou um nivel de
expressao significativamente menor para a C227-11, em relagao ao da EHEC 86-24,
nas condi¢des aqui testadas. No entanto, € provavel que a EAEC seja mais eficiente
em transportar a toxina do epitélio intestinal até a corrente sanguinea, devido a sua
capacidade de formacao de biofilme mediada por AAFs, fator esse que por si s6
complica sua patogénese.

A fimbria do tipo | (TIF) € a adesina mais comum encontrada em
Enterobacteriaceae e, geralmente, € observada em isolados de E. coli comensais e
patogénicas. Essa fimbria interage com residuos de manose presentes em receptores
de células eucarioticas (Ofek e Doyle, 1994; Hernandes et al., 2008). TIF foi relatada
como responsavel pela adesao inicial em E. coli K12 (Pratt e Kolter, 1998) e como um
importante fator de viruléncia em E. coli uropatogénica (Johnson, 1991). Na EAEC
042, um mutante, incapaz de produzir a fimbria, apresentou uma significativa reducao

na formacdo de biofime e no padrdao AA (Moreira et al., 2003). Foi possivel
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demonstrar, aqui, a participacdo de TIF na formacédo de biofilme com a C227-11,
corroborando a analise de expressao génica para fimH, que revelou nivel semelhante
a 042 e levantou a hipotese de sua participacdo no processo para esta cepa. Embora
o mesmo fendtipo ndo tenha sido demonstrado nos ensaios de adesao com células
epiteliais, ndo se pode excluir seu papel na adeséo inicial sem investigacdes
complementares.

As bactérias devem reconhecer o ambiente hospedeiro para expressar tanto
genes essenciais para a colonizacdo como aqueles que estdo envolvidos na
patogénese (Sperandio et al., 2003). Sendo assim, a capacidade de detectar sinais
do ambiente pode permitir ao patdgeno a modulacdo da expressdo de genes de
viruléncia em resposta ao estado fisiolégico do hospedeiro, permitindo uma rapida
adaptacdo as mudancas ambientais (Hughes e Sperandio, 2008). Portanto, ndo é
surpreendente que as bactérias possam responder a hormdnios do hospedeiro e que
algumas espécies patogénicas possam promover doenca a partir desses sinais.
EHEC é um exemplo de patégeno que detecta esses hormbnios para regular a
expressao de seus fatores de viruléncia. Ao atingir o c6lon humano, através do sensor
histidina quinase QseC, EHEC detecta o autoindutor-3 (Al-3), produzido pela flora
microbiana gastrointestinal, a epinefrina e a norepinefrina, produzidas pelo
hospedeiro. Esta transducédo de sinal ativa a transcricdo de genes de viruléncia de
uma forma coordenada e conduz a formacdo de lesbGes histopatologicas A/E em
células intestinais, a partir da expresséo de genes da ilha de patogenicidade LEE, da
regulacéo flagelar e da producao de toxina de Shiga (Sperandio et al., 2003; Clarke e
Sperandio, 2005; Njoroge e Sperandio, 2012). A cepa C227-11 demonstrou um nivel
de expresséo génica semelhante ao da EHEC 86-24, 0 que abre perspectivas para a

investigacdo da via de sinalizacdo dessa cepa e de sua participacdo na patogénese,
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conforme brevemente descrito em estudo anterior pelo nosso grupo (Curtis et al.,
2014).

A sinalizacdo quimica desempenha um importante papel na relagdo entre o
patdgeno e seu respectivo hospedeiro. A comunicacdo quimica dentro dos reinos tem
sido estudada por muitas décadas, no entanto, a intercepcao dessas linguagens entre
diferentes reinos tem sido apreciada apenas mais recentemente. A medida que este
campo se expande, mais e mais exemplos serdo descritos e muitas perguntas
respondidas (Kendall e Sperandio, 2016; Moreira et al., 2016).

A capacidade de sobreviver em condicbes acidas € essencial para a
colonizacdo bem-sucedida do hospedeiro mamifero por bactérias entéricas, sendo o
pH do estdmago (<3) um dos primeiros desafios a serem superados (Gorden e Small,
1993; Arnold e Kaspar, 1995). Portanto, esse perfil resistente pode resultar em uma
dose infecciosa baixa de patdgenos transmitidos para seres humanos através de
alimentos contaminados (Griffin e Tauxe, 1991; Gorden e Small, 1993; Baumler e
Sperandio, 2016).

Nos ensaios de resisténcia ao estresse em meio acido (pH 2.5), foi possivel
observar que a C227-11 possui um perfil de resisténcia semelhante a EHEC 86-24,
sendo notavelmente mais robusta em relacdo a 042. Esses dados corroboram seu
perfil virulento evidenciado durante o surto, levando em consideracdo o elevado
namero de casos.

Estudos recentes de tolerancia ao acido em E. coli sugerem que a aquisi¢ao de
uma ilha genémica denominada AFI (Acid Fitness Island) foi um paco crucial na
evolucdo de bactérias entéricas. Um total de 12 genes relacionados ao estresse
metabolico compreendem AFI e, dentre eles, esta o sistema GAD (Glutamate-based

Acid Resistance) (Hommais et al., 2004; Mates et al., 2007). Esse sistema é



63

responsavel por manter o pH citoplasmatico bacteriano neutro, por descarboxilacao
de glutamato e exportacdo de acido y-aminobutirico (GABA), e também atua para
repelir a entrada de protons através da inversao do potencial de membrana (Richard
e Foster, 2004). Contudo, os mecanismos utilizados por Escherichia coli para se
adaptar e sobreviver em ambientes com pH extremamente baixo sao variaveis,
complexos e integrados, haja vista sua complexa fisiologia de resisténcia ao acido
(Mates et al., 2007).

A proteina periplasmética VisP esta diretamente relacionada a viruléncia e
resisténcia ao estresse em S. Typhimurium (Moreira et al., 2013). Além disso, €&
importante durante a montagem das cadeias do antigeno-O e esta envolvida na
motilidade desse patdgeno (Da Silva, 2016). Um estudo, realizado com E. coli
BW25113, exposta ao poluente cis-dicloroetileno, identificou seis proteinas
relacionadas a resposta ao estresse nao caracterizadas previamente. Dentre elas,
VisP e seu papel em resposta a agentes estressores (Lee et al., 2010). Evidenciamos,
aqui, um elevado nivel de expresséo para o gene que codifica para essa proteina em
C227-11, comparado com EHEC 86-24, contudo, sua participacdo na patogénese
dessa cepa ainda nao foi estabelecida.

A motilidade é considerada um fator de viruléncia em bactérias patogénicas,
envolvida na colonizacdo do hospedeiro porque medeia o0 contato inicial com a
superficie de adesao (Van Houdt e Michiels, 2005). De modo geral, as bactérias se
movimentam ao longo de superficies em busca de nutrientes e de novos nichos de
colonizacédo, para a formacéao de biofilme e como fuga de compostos toxicos (Park et
al., 2015). Demonstraram-se significativamente prejudicadas, nos estagios iniciais da
formacdo de biofilme, E. coli K12 mutantes para o gene fliC, que codifica para a

flagelina (principal componente do filamento flagelar), e os genes motAB, que
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codificam para as proteinas que formam os complexos estatores condutores de ions
(necessarios para a rotacdo do flagelo). Sendo assim, é provavel que a motilidade
possa desempenhar um papel critico nesse processo ao favorecer o contato inicial
entre a célula e a superficie e, desse modo, contribuir para a sua propagacao (Pratt
e Kolter, 1998). A expressdo génica para motA foi significativamente baixa para as
cepas C227-11 e 042, em comparacdo com a EHEC 86-24, e corroborou o fenoétipo
evidenciado no ensaio de motilidade. Entretanto, a EAEC 042 imével (mutante para o
gene fliC) foi capaz de produzir um indistinguivel biofilme em relacéo ao tipo selvagem
(Sheikh et al., 2001). No ensaio de 24 horas, a C227-11 demonstrou um perfil de
motilidade 74,6% maior em relacdo a 042 e apenas 24% menor quando comparada a
BA3826. Se essa caracteristica confere vantagem direta durante o processo de
colonizacdo de EAEC, isso ainda nao foi completamente elucidado.

O trato gastrointestinal (Gl) dos mamiferos alberga uma complexa comunidade
de microrganismos, coletivamente conhecidos como microbiota, que € composta por
mais de 100 trilhdes de bactérias. A microbiota desempenha um importante papel na
saude humana, pois auxilia na captacdo de nutrientes, producdo de vitaminas e no
desenvolvimento dos sistemas digestivo e imunoldgico (Hooper e Gordon, 2001,
Round e Mazmanian, 2009).

A microbiota é influenciada por mudancas no ambiente hospedeiro, pelo
consumo de antibiéticos e pela dieta. A sua composicao € unica em niveis de género
e espeécie para cada individuo, no entanto, em niveis taxondmicos mais altos, como
filo, € mais conservada, sendo predominantemente constituida por Bacteroidetes e
Firmicutes, seguido de Proteobacteria e Actinobacteria (Eckburg et al., 2005; The
Human Microbiome Project Consortium, 2012; Yurist-Doutsch et al., 2014; Baumler e

Sperandio, 2016). Essas bactérias podem, ainda, conferir resisténcia a colonizacéo
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por bactérias patogénicas no sistema Gl, e um desequilibrio nessa populagdo pode
levar a uma maior susceptibilidade a infeccbes (Yurist-Doutsch et al., 2014).

Em estudo anterior com camundongos LCM (Low-Complexity Microbiota), foi
relatada uma maior suscetibilidade a infeccdo por S. Typhimurium (Stecher et al.,
2010; Ng et al., 2013). Alteracdes na microbiota ocasionadas ap0s o0 uso de
antibioticos possibilitam a expansao de Clostridium difficile no célon, mediada pela
perda de resisténcia a colonizacdo que leva a colite (Leffler e Lamont, 2015). Os
patdgenos entéricos, como C. difficile e Salmonella, exploram metabdlitos produzidos
por B. thetaiotaomicron, como fucose e acido sidlico, e competem de forma vantajosa
por esses nutrientes quando a microbiota se encontra em desequilibrio, permitindo,
assim, o estabelecimento da infec¢do (Ng et al., 2013).

Trabalhos anteriores, resumidamente demonstrados na Tabela 4, utilizaram
modelos animais para o estudo do desenvolvimento da patogénese em EAEC Stx- e
Stx+. Em alguns casos, é necessdria a administracdo de antibiéticos para a deplecéo
da microbiota, no entanto, os modelos apresentam respostas variadas quanto a
colonizagdo, morbidade e mortalidade. Neste presente estudo, foram utilizados
camundongos da linhagem C57BL/6, previamente tratados com ampicilina, conforme
descrito por Zangari et al. (2013), por apresentarem respostas satisfatorias quanto aos

quesitos citados acima.
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Tabela 4 - Modelos animais para o estudo da patogénese de EAEC

Linhagem* Cepa Antibidtico Referéncia
Leitdo (gnotobidtico) 17-2/221 - Tzipori et al., 1992
Balb/C 042 Estreptomicina  Harrington et al., 2009
CD-1 042 Estreptomicina Morin et al., 2010
C3H/HeJ 042 Estreptomicina
C57BL/6 (neonato) 042/IM221 - Roche et al., 2010
CD-1 0104:H4(Stx+) Estreptomicina Torres et al., 2012
Swiss Webster (germ-free) 0104:H4(Stx+) - Al Safadi et al., 2012
Coelho Dutch Belted 0104:H4(Stx+) - Zangari et al., 2013
Balb/C 0104:H4(Stx+) Ampicilina
C57BL/6 0104:H4(Stx+) Ampicilina
Coelho New Zealand White 0104:H4(Stx+) - Munera et al., 2014
(neonato)

* Quando o animal ndo esté indicado, a linhagem aplica-se a camundongos.

Foi possivel evidenciar, no modelo experimental proposto aqui, a
predominéancia de Bacteroidetes para a maioria dos dias e grupos avaliados. O grupo
de camundongos infectados com a cepa C227-11 apresentou uma notavel
modificacdo no dia 5 apds a infeccdo, marcada pelo aumento de Firmicutes, sendo
gue foi reestabelecido o nivel de Bacteroidetes nos dias posteriores. Essas alteracdes
possivelmente ocorreram devido a capacidade dos patdgenos de superar as barreiras
impostas pela microbiota, o que acarretou em um exacerbado desequilibrio na
populacao residente. Como representantes desse filo na microbiota do sistema Gl,
pode-se citar os géneros Alistipes, Prevotella e Bacteroides. Este Gltimo coloniza mais
densamente o intestino, sendo composto por mais de 15 espécies (The Human
Microbiome Project Consortium, 2012; Coyne et al., 2016). Os membros desse grupo,

como B. thetaiotaomicron e B. vulgatus, produzem enzimas que degradam
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polissacarideos presentes no muco e o tornam disponivel para a microbiota, que
compete de forma mais eficiente por esse nutriente quando comparada a patdgenos
invasores como EHEC, Shigella e Salmonella (Mckenney e Kendall, 2016).

Estudos tém evidenciado que um significativo nimero de Bacteroidetes
codificam um T6SS (Type VI Secretion System), e seus genes estdo expressos
durante infeccdo in vivo. Esse sistema esta relacionado com a secrecdo de
fosfolipases, nucleases e proteinas formadoras de poros, que podem ser injetadas
diretamente no periplasma de uma bactéria alvo (Coyne et al., 2016). Sendo assim, é
provavel que a predominancia do Filo Bacteroidetes esteja relacionada a essas
caracteristicas que, direta ou indiretamente, podem conferir resisténcia a colonizacao.
Além disso, foi evidenciado que, ao detectar fucose, também um produto final do
metabolismo de B. thetaiotaomicron, EHEC modula a expressdo de fatores de
viruléncia através de um sistema de 2-componentes denominado FuskR, que lhe
permite reconhecer os ambientes glicoliticos e gliconeogénicos (Curtis et al., 2014;

Kendall e Sperandio, 2016).

Os demais grupos, todavia, ndo demonstraram grandes altera¢des no decorrer
dos dias, com excecdo do dia 15 para o grupo infectado com a cepa 042, que
apresentou um percentual de Firmicutes extremamente elevado, semelhantemente ao
gue ocorreu no dia 5 com o grupo infectado com a C227-11. Esse resultado suscita a
possibilidade de uma colonizacao persistente, semelhante a casos de diarreia que
podem perdurar por um periodo igual ou superior a 14 dias em humanos (Nataro e
Kaper, 1998). Entre os géneros de Firmicutes relacionados com a microbiota do trato
Gl, temos Lactobacillus, Bacillus e Clostridium (Pamer, 2016). Foi reportado
anteriormente, em estudo in vitro, a inibicdo do crescimento de C. difficile mediada por

Bacillus coagulans, entretanto, o0 mesmo nao foi evidenciado para outros
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enteropatdogenos como E. coli e S. Typhimurium (Honda et al., 2011). Membros do
género Lactobacillus protegem as células epitelias colénicas durante o processo
inflamatorio, por meio da secrecéo de duas proteinas que ativam AKT, uma proteina
quinase que desempenha importante papel na proliferacdo celular e na protecdo
contra apoptose (Yan et al., 2007). Foi demonstrado, em estudo clinico, que terapia
com vancomicina associada a suplementacdo com Lactobacillus plantarum pode
diminuir a taxa de recorréncia de C. difficile, em comparacdo ao tratamento apenas
com antibiético (Wullt et al., 2003).

Em conjunto, esses dados revelam diferencas significativas na abundancia
relativa da microbiota na presenca da EAEC O104:H4 C227-11 (Stx+) em relacdo as
demais EAEC. E possivel, ainda, realizar anéalises mais especificas utilizando
iniciadores para grupos taxonémicos, como género e espécie, o que refinara ainda
mais o0s resultados, possibilitando melhor entender as modificacbes causadas por
estes patdgenos na microbiota destes animais e, assim, estabelecer paralelos com a
mudancas em individuos que sofrerem destas infec¢des via alimentos contaminados

em futuros casos.
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9. Conclusodes

Partindo desses resultados iniciais, foi possivel concluir que a cepa C227-11
de E. coli O104:H4 possui um fendtipo de adeséao, em cultivo de células epiteliais
HelLa, semelhante ao da cepa BA3826 de E. coli O104:H4 e mais acentuado em
relacdo as demais E. coli diarreiogénicas testadas no presente estudo. O ensaio de
formacao de biofilme, com o emprego de a-metil D-manosideo, evidenciou a
participacdo de TIF nesse processo, bem como a analise de expressdo génica de
fimH, porém isso ainda requer maiores investigacées. Apresentou, ainda, em meio
com pH acido, um percentual de sobrevivéncia significativamente maior em relacao a
EAEC 042, bem como notavelmente maior motilidade.

O nivel de expresséo de gseC apresentou-se semelhante em relacdo a EHEC
86-24, levando em consideragao as perspectivas para a investigacdo dessa via de
sinalizacdo para a expressao de fatores de viruléncia nessa cepa de surto.

Cabe salientar o significante nivel de expressédo acentuado de visP, sendo que
sua funcdo em E. coli ainda ndo foi completamente estabelecida na literatura
cientifica, bem como a relacédo de VisP quanto a resisténcia ao estresse bacteriano,
motilidade e viruléncia para a cepa de surto epidémico C227-11.

A analise da abundancia da microbiota apds infeccéo evidenciou significativas
alteracdes frente a cepa C227-11 ao decorrer do periodo experimental. No entanto,
ha a necessidade de maiores analises e aperfeicoamento deste tipo de investigacao,
viabilizando, portanto, resultados mais abrangentes para obter maiores conclusdes

sobre os detalhes das modificacdes observadas na microbiota.
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