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Resumo

As infecgbes do trato urinario sdo frequentes no mundo todo, sendo a Escherichia coli
Uropatogénica (UPEC) o patogeno responsavel pela maior parte dos casos de cistite e
pielonefrite aguda. A patogenicidade das UPECs esta relacionada a expressdo de diversos
fatores de viruléncia, sendo a regulacdo da expressdo desses fatores mediada por moléculas
sinalizadoras quimicas que permitem a comunicacdo célula-célula inter e intra-reinos, o que
facilita o processo de colonizacdo e estabelecimento da patogénese. Um dos sistemas
responsaveis por essas cascatas de sinalizacdo é composto por uma proteina sensora de
membrana (QseC) e outra reguladora de resposta citoplasmatica (QseB), constituindo o sistema
de dois componentes QseBC, capaz de reconhecer sinais produzidos pelo hospedeiro e por
outras bactérias, levando a regulacdo da expressao de genes de viruléncia do patégeno. Estudos
realizados pelo nosso grupo, evidenciaram atenuacdo da viruléncia de patégenos Gram-
negativos na auséncia do gene gseC, levando ao desenvolvimento de moléculas que atuassem
inibindo essa via como o LED209. O objetivo do presente trabalho foi caracterizar cepas multi-
droga resistentes (MDR) de UPECs obtidas a partir de isolados clinicos, além de investigar, in
vitro e in vivo, a participagdo da via QseBC na patogénese e na viruléncia de cepas de UPECs
e isolados clinicos MDR, com o uso do composto LED209 na atenuagédo da viruléncia frente a
esses patdgenos. Também constituiu o objetivo, 0 uso do acido 3,4-di-hidroximandélico
(DHMA), metabolito intermediario da norepinefrina, como quimioatrativo. Os resultados
obtidos demonstraram uma elevada quantidade de isolados clinicos MDR produtores -
lactamases. O fendtipo de motilidade das cepas selvagens de UPEC foi influenciado pelo
DHMA, sendo que 0 mesmo nao foi observado para o mutante AgseC. Também foi verificado
por gRT-PCR que na presenca de DHMA, houve reducdo na expressao génica de qseC, super
expressdo de visP e fimH nas cepas de UPEC. O DHMA apresentou efeito de inibicdo na
formagéo de biofilme a 30°C e 37°C para todas as cepas. O uso do LED209 demonstrou efeito
significativo na reducéo da formacéo de biofilme nas cepas testadas, embora néo tenha afetado
a motilidade dessas cepas. Os resultados dos experimentos in vivo ndo demonstraram diferencas
significativas de colonizagdo da bexiga entre as cepas de UPECs testadas e o mutante AqseC.
Os resultados obtidos abrem perspectiva para o estudo mais aprofundado da influéncia do
DHMA e do LED209 na expresséo de genes de viruléncia em UPECs, além da necessidade de
compreender o papel desempenhado por QseC para o processo infeccioso desses patdgenos.

Palavras-chave: UPEC, infec¢do do trato urinario, sinalizacdo quimica, LED209



Abstract

Urinary tract infections are found commonly worldwide, whereas Uropathogenic
Escherichia coli (UPEC) is the most prevalent pathogen, responsible for utmost cases of cystitis
and acute pyelonephritis. The pathogenicity of UPECs is related to the expression of several
virulence factors, and the regulation of the expression of these factors is mediated by chemical
signaling molecules. The communication allow inter-intra-kingdom and cell-to-cell facilitates
the process of colonization and establishment of pathogenesis. QseBC two-component system
is capable of recognizing signals produced by the host leading to regulation of pathogen
virulence gene expression. This system consists of membrane sensing protein (QseC) and a
cytoplasmic response regulator (QseB) that mediate the entire cascade of virulence genes.
Studies conducted by our group showed attenuation of the virulence of Gram-negative
pathogens in the absence of the qseC gene, leading to the development of molecules that act by
inhibiting this pathway such as LED209. The aim of the present study was to characterize UPEC
multidrug-resistant strains (MDR) from clinical isolates. Investigate, in vitro and in vivo, the
involvement of the QseBC pathway in the pathogenesis and virulence of UPEC strains and
clinical isolates. The use of LED209 and the 3,4-dihydroximandelic acid (DHMA),
norepinephrine intermediate metabolite, as chemoattractant, were employed to attenuate of
virulence against these pathogens. The results showed a high level of p-lactamases produced
by clinical isolates. The motility phenotype of wild UPEC strains was influenced by DHMA at
10 uM concentration, which was not observed for the AqseC mutant. It was also verified by
gRT-PCR that at 10 uM DHMA concentration, there was a reduction in gseC gene expression,
overexpression of visP and fimH in UPEC strains. DHMA showed inhibitory effect on biofilm
formation at 30 ° C and 37 ° C for all strains. Experiments with LED209 showed significant
effect on reducing biofilm formation in the tested strains, however, showed no significant effect
on motility swimming test. The results of the in vivo experiments showed no significant
differences in bladder colonization between the UPEC strains and the AgqseC mutant. These
results have opened perspectives to further study the influence of DHMA and LED209 on
virulence gene expression of UPEC, as well as point out the need to understand the role played

by QseC in these worrisome bacterial pathogens infection.

Keywords: UPEC, urinary tract infection, chemical signaling, LED209
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1. Introducéao
1.1.A patogénese da Escherichia coli Uropatogénica (UPEC)

As infeccdes do trato urinario sdo frequentes em diversos paises incluindo o Brasil.
Segundo a Secretaria de Estado da Saude de Sdo Paulo (SESA-SP), em 2014 foram registradas
34.343 internacdes decorrentes de infec¢do do trato urinario (ITU), o que corresponde a uma
média de 94 pessoas internadas diariamente em hospitais publicos do Estado devido a sintomas
de ITU (SESA-SP, 2015).

Responsaveis por cerca de 75% dos casos de ITU ndo complicadas (cistites agudas) e
65% dos casos complicados (pielonefrites e sepse) (BECKNELL; SCHOBER; KORBEL,;
SPENCER, 2015; FOXMAN, 2014; STAMM; NORRBY, 2001), as Escherichia coli
uropatogénicas (UPECs) séo de extrema importancia em satde publica global pois, além de ser
um dos patdégenos mais envolvidos em infecgdes humanas, estdo envolvidos no expressivo
aumento de resisténcia bacteriana a diversos antimicrobianos (LO; MORIEL; PHAN; SCHULZ
etal., 2017).

O inicio do processo de patogénese de UPEC pode ocorrer por via descendente, quando
a bactéria atinge o trato urinario (TU) por via hematogénica ou, mais comumente, por via
ascendente, quando a bactéria atinge o TU via uretra (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004;
MOBLEY; DONNENBERG; HAGAN, 2009).

O processo infeccioso por via ascendente ocorre devido a presenca de adesinas
especificas (fimbria P e fimbria tipo-1), que permitem a adesdo da bactéria as células do TU
permitindo a colonizacéo e invasdo do epitélio formando as chamadas comunidades bacterianas
intracelulares (IBCs). Além da funcdo de adesdo, a fimbria tipo-1 também auxilia na sele¢do de
coldnias de E. coli em baixas concentracGes de O e permite a migracdo da mesma através dos
ureteres até os rins. Com auxilio das fimbrias P as bactérias se aderem as células epiteliais
tubulares dos rins induzindo a producéo de citocinas, 0 que promove o quadro inflamatorio. As
oscilagdes na concentragdo de Ca?* nas células renais promove a ativagdo da transcricio de
genes responsaveis pela produgdo da toxina hemolisina pela bactéria. Em casos mais graves, a
E. coli pode atingir a corrente sanguinea, através dos rins, levando o paciente a quadros de
bacteremia e sepse. Esses fatores de viruléncia sdo codificados nas chamadas llhas de
Patogenicidade (PAIs) e fornecem as UPECs vantagens para o estabelecimento de infecgdes
extra intestinais (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

1.2. Escherichia coli Uropatogénica — Clones ST131 e sua importéncia clinica
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Relatos de E. coli, classificadas de acordo com varios loci génicos, comuns em
diferentes cepas, designados por sequence type (ST), dos quais se destaca 0 ST131 que vem
sendo reportado ha mais de 10 anos no mundo todo (CAMPOS; ANDRADE; FERDOUS;
CHLEBOWICZ et al., 2018; KAKKANAT; PHAN; LO; BEATSON et al., 2017; LAU;
KAUFMANN; LIVERMORE; WOODFORD et al., 2008; LAU; REDDY; CHEESBROUGH,;
BOLTON et al, 2008; NICOLAS-CHANOINE; BLANCO; LEFLON-GUIBOUT;
DEMARTY etal., 2008; PETTY; BEN ZAKOUR; STANTON-COOK; SKIPPINGTON et al.,
2014; ROGERS; SIDJABAT; PATERSON, 2011; SARKAR; HUTTON; VAGENAS; RUTER
et al., 2018; SARKAR; VAGENAS; SCHEMBRI; TOTSIKA, 2016; TOTSIKA; BEATSON;
SARKAR; PHAN et al., 2011). Os clones ST131 apresentam grande interesse em medicina por
serem produtores de uma B-lactamase de espectro estendido (ESBL) conhecida como CTX-M-
15, que promove resisténcia a betalactamicos(NICOLAS-CHANOINE; BLANCO; LEFLON-
GUIBOUT; DEMARTY et al., 2008), alem da resisténcia a fluoroquinolonas(LAU; REDDY;
CHEESBROUGH; BOLTON et al., 2008).

No Brasil, 0 aumento no numero de isolados produtores de ESBL e carbapenemases em
meados de 2000, foi associado ao uso empirico irracional de antimicrobianos, principalmente
cefalosporinas e carbapenemas. Para contornar essa situacdo, em 2010, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) proibiu a venda de antimicrobianos sem prescricdo médica.
Mesmo assim, ainda é alto o nimero de isolados ESBL em infec¢des de comunidade e
hospitalar, o que demonstra a complexidade envolvida no controle e na disseminacdo de
bactérias ESBL no Brasil e no mundo(PEIRANO; ASENSI; PITONDO-SILVA; PITOUT,
2011; SILVA; LINCOPAN, 2012). O numero casos de ITU causadas por UPECs produtoras
de ESBL tem aumentado no Brasil, entretanto, ainda pouco se sabe sobre a prevaléncia de
clones ST131(CAMPOS; ANDRADE; FERDOUS; CHLEBOWICZ et al., 2018; ROGERS;
SIDJABAT; PATERSON, 2011).

Evidéncias clinicas sugerem que os clones ST131 constituem o0 grupo mais virulento
das UPECs(JOHNSON; ANDERSON; CLABOTS; JOHNSTON et al., 2010). Estudos clinicos
reportaram transferéncia intrafamiliar de cepas ST131, em um deles, uma menina de 8 meses
de idade desenvolveu artrite séptica grave e osteomielite, a mesma cepa foi isolada da mée e do
pai da menina(JOHNSON; ANDERSON; CLABOTS; JOHNSTON et al., 2010). Ja, o segundo
estudo, um homem de 68 anos foi internado com pielonefrite grave e multiplos abcessos, pouco
tempo depois, a filha de 42 anos, foi internada com choque séptico, bacteremia e extensa
pielonefrite enfisematosa ambos com infeccdo causada pela mesma bactéria(ENDER;
GAJANANA; JOHNSTON; CLABOTS et al., 2009).
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Apenas alguns genes de viruléncia estdo uniformemente conservados nos clones ST131,
como fimbria tipo-1 (fimH), toxina autotransportadora secretada (sat), receptor de aerobactina
(iutA), proteina especifica da uropatogenia (usp) e marcador de ilha de patogenicidade
(malX)(COELHO; MORA; MAMANI; LOPEZ et al., 2011; JOHNSON; JOHNSTON;
CLABOTS; KUSKOWSKI et al., 2010; JOHNSON; MENARD; JOHNSTON; KUSKOWSKI
et al., 2009; NICOLAS-CHANOINE; BLANCO; LEFLON-GUIBOUT; DEMARTY et al.,
2008).

1.3.Bactérias Multi-drogas resistentes (MDR)

A descoberta da penicilina em 1928, por Alexander Fleming, foi o marco histérico da
era dos antibioticos, levando a producdo e comercializacdo de muitos outros compostos
antimicrobianos, que levaram a reducéo da mortalidade de individuos acometidos por infeccdes
bacterianas(NIKAIDO, 2009). Entretanto, o uso irracional e indiscriminado desses
antimicrobianos contra infeccGes bacterianas levou a selecdo de bactérias, denominadas
multidroga resistentes (MDR), ou seja, bactérias capazes de sobreviver a exposicdo a diferentes
classes de agentes antimicrobianos. O aumento de isolados com essas caracteristicas vem se
tornando uma crescente ameaca a salde publica global devido a escassez de recursos para
tratamento dessas infec¢Oes, tendo como consequéncia a alta taxa de mortalidade e altos custos
com tratamentos médicos (TANWAR; DAS; FATIMA; HAMEED, 2014).

Os mecanismos que tornam a bactéria resistente aos mais diversos antimicrobianos estao
associados a capacidade de inativar ou degradar o antimicrobiano por acao enzimatica, presenca
de bombas de efluxo que promovem a saida do antimicrobiano da célula bacteriana, alteracéo
de permeabilidade de membrana, mutacdo no sitio de ligacdo do farmaco, mutacGes
cromossdmicas ou genes de resisténcia contidos em plasmideos (provenientes de transferéncia
horizontal) (ALEKSHUN; LEVY, 2007)(Figura 1).
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Figura 1 — A. Principais mecanismos de Acéo de Antimicrobianos. inibi¢&o de sintese de parede por interferir na
sintese de peptideoglicano: betalactamicos e fosfomicina; desestabilizagdo de membrana citoplasmatica:
polimixinas; inibicdo de sintese proteica: aminoglicosideos, tetraciclina (subunidade 30s do ribossomo) e
macrolideos (subunidade 50s do ribossomo); inibi¢do da DNA girasse ou topoisomerase Il e topoisomerase 1V:
fluoroquinolonas; inibicdo da sintese de RNA mensageiro: rifampicina; inibidores de sintese de &cido folico:
sulfonamida (inibicdo da diidropteroato sintetase) e trimetoprima (inibicdo da diidrofolato redutase). B.
Mecanismos de resisténcia de antimicrobianos. Bombas de efluxo: fluoroquinolonas, tetraciclinas, betalactamicos,
macrolideos; by-pass: trimetoprima e sulfonamidas; modificacdo de alvos: fluoroquinolonas, rifampicina,
penicilinas, macrolideos, aminoglicosideos; inativagdo enzimatica: betalactdmicos, aminoglicosideos, macrolideos
e rifampicina.

Recentemente, a Organizacdo Mundial da Sadde (OMS) publicou uma lista de
patdgenos prioritarios globais, solicitando a pesquisa e desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos efetivos para o tratamento das principais infeccdes causadas por bactérias
MDR dentro de trés niveis prioritarios: Critico, Alta Prioridade e Média Prioridade. O grupo
Critico, ou seja, aquele considerado o de mais alta prioridade, inclui Mycobacteria e bactérias
Gram-negativas MDR, como Acinetobacter baumannii, Psedomonas aeruginosa e varias
Enterobacteriaceae resistentes a carbapenemas e cefalosporinas de 3? geragdo, como Klebsiella
pneumoniae, E. coli (que inclui as UPECs ST131) , Serratia spp., Proteus spp., Providencia
spp. e Morganella spp. que compdem uma ameaca particular em hospitais, lares de idosos e
principalmente entre aqueles pacientes que necessitam de ventilagdo mecénica, cateteres
venosos e sondas vesicais (WHO | Antimicrobial resistance, 2016; WHO | WHO publishes list
of bacteria for which new antibiotics are urgently needed, 2017; WHO, 2017), ressaltando a
importancia do desenvolvimento de novas terapias antimicrobianas que apresentem novos

mecanismos de acao.
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1.4.Sinalizacdo quimica

Para o0 desenvolvimento de novos farmacos antimicrobianos, diversos alvos
bioquimicos e moleculares devem ser estudados, de forma a compreender a funcdo de cada um
deles na sobrevivéncia e patogénese bacteriana. Além dos fatores de viruléncia caracteristicos
e amplamente disseminados entre as UPECs, como adesinas fimbriais, toxinas, sideréforos,
antigenos-O, céapsula e resisténcia ao soro(KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004), outros
mecanismos podem levar ao aumento da viruléncia dos microrganismos e serem possiveis alvos
de acdo de novos farmacos. O estudo da sinalizacdo quimica e da regulacéo de expressao génica
em bactérias constitui uma importante etapa para o desenvolvimento racional de novas
moléculas que atuem no combate a infeccBes por patdgenos bacterianos, especialmente o0s
MDR(TOTSIKA; KOSTAKIOTI; HANNAN; UPTON et al., 2013).

A sinalizacdo quimica em seres vivos é responsavel pela comunicacédo intercelular e
permeia a comunicacdo inter e intraespecifica, além da comunicacdo inter-reinos
(SPERANDIO; LI; KAPER, 2002; SPERANDIO; TORRES; JARVIS; NATARO et al., 2003).
Os horménios adrenérgicos de estresse produzidos pelo hospedeiro, como epinefrina (Epi) e
norepinefrina (Ne), e produzido pela microbiota intestinal, como o autoindutor-3 (Al-3)
constituem moléculas sinalizadoras quimicas que apresentam um papel importante na
viruléncia bacteriana (CLARKE; HUGHES; ZHU; BOEDEKER et al., 2006; HUGHES;
CLARKE; YAMAMOTO; RASKO et al., 2009; HUGHES; SPERANDIO, 2008; MOREIRA,
SPERANDIO, 2016).

Patdégenos como a E. coli, sdo capazes de reconhecer a presenca de horménios
adrenérgicos, por meio de sensores de membrana interna, como por exemplo QseC. O sensor
QseC é uma proteina de membrana interna da bactéria Gram-negativa, que tem func¢&o histidina
quinase. Na presenca de Epi, Ne ou Al-3, QseC autofosforila seu residuo de histidina e transfere
0 grupamento fosfato ao seu regulador de resposta (RR) cognato QseB, que leva a ativacdo de
uma cascata de regulacdo responsavel pela expresséo de genes de viruléncia do patdgeno. Esse
sistema caracterizado por uma proteina sensora e um regulador de resposta é conhecido como
o sistema de dois-componentes (TCS) e denominado QseBC (MOREIRA; SPERANDIO, 2012;
SPERANDIO; TORRES; JARVIS; NATARO et al., 2003; SPERANDIO; TORRES; KAPER,
2002) (Figura 2).

O TCS QseBC foi previamente reportado em cepas de E. coli enterrohemorragica
(EHEC) (CLARKE; HUGHES; ZHU; BOEDEKER et al., 2006; SPERANDIO; MELLIES;
NGUYEN; SHIN et al., 1999), S. Typhimurium, Francisella tularensis (BEARSON;
BEARSON, 2008; MOREIRA; WEINSHENKER; SPERANDIO, 2010; RASKO;
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ROSOVITZ; MYERS; MONGODIN et al., 2008), E. coli enteropatogénica (EPEC) (SIRCILI,
WALTERS; TRABULSI; SPERANDIO, 2004), E. coli Uropatogénica (UPEC)
(HADJIFRANGISKOU; KOSTAKIOTI; CHEN; HENDERSON et al., 2011) como sendo
responsavel pelo aumento da viruléncia desses patdgenos. Foram reportados aproximadamente
25 homologos de QseC em importantes patdgenos humanos e vegetais (RASKO; ROSOVITZ;
MYERS; MONGODIN et al., 2008) .

Figura 2 - O Sistema de Dois componentes QseBC
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:\ HK »  Salmonella
o FAT

/ - SPI-1 Invasio

4
’ ATPase

« SPI-2 Sobrevivéncia

| Genes de Viruléncia

Fonte: O autor.
Figura 2 — O Sistema de Dois componentes QseBC. Na presenca de Ne, Epi ou Al-3, o residuo histidina
quinase é autofosforilado e o grupamento fosfato é transferido para o regulador de resposta cognato QseB. A
fosforilagdo de QseB ativa a transcri¢do de genes de viruléncia. Esse sistema descrito em EHEC, como ativador
da produgdo de toxina de Shiga e da transcrigdo da ilha de patogenicidade LEE, responsavel entre outros fatores
pela montagem do Sistema de Secre¢do do tipo-3 (T3SS) e flagelo. Em S. Typhimurium, esse sistema é responsavel
pela ativacdo das Ilhas de Patogenicidade 1 e 2 de Salmonella, responsaveis respectivamente pela invaséo e

sobrevivéncia.

1.5.Sistema de 2-componentes QseBC e LED209
Em estudo realizado por nosso grupo em 2008(RASKO; MOREIRA; LI; READING et
al., 2008), a molécula LED209 foi selecionada a partir de uma biblioteca de 150 mil moléculas,
essa molécula apresenta com atividade a inibicdo do sensor quinase QseC, promovendo a
inibicdo de fatores de viruléncia bacterianos sem afetar o crescimento de bactérias como EHEC,
S. Typhimurium e F. tularensis (RASKO; MOREIRA; LI; READING et al., 2008).
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Em EHEC, foi observado que, na presenca de 5pM de LED209, houve a inibicédo de
genes de viruléncia por inibicdo da secrecdo das proteinas EspA e EspB que codificam a ilha
de patogenicidade LEE (Locus Enterocyte Effacement) e sdo requeridas para que a EHEC injete
proteinas efetoras que causam a lesdo attaching-effacing (AE), nessas mesmas concentracoes,
0 LED209 ndo promoveu a expressao de toxina de Shiga(RASKO; MOREIRA; LI; READING
et al., 2008).

Em S. Typhimurium foi observada uma deficiéncia na capacidade de colonizacdo do
trato gastrintestinal (GI) e a infeccdo sistémica foi atenuada em camundongos, demonstrando
que o LED209 inibiu in vivo, a expressao de genes de viruléncia dessa bactéria necessarios para
sobrevivéncia e patogénese no hospedeiro. Em F. tularensis, assim como em EHEC e S.
Typhimurium, o uso do LED209 também levou a reducdo de genes de viruléncia, incluindo
gseC, levando a atenuacdo de processos infecciosos (CURTIS; RUSSELL; MOREIRA;
ADEBESIN et al., 2014a; RASKO; MOREIRA,; LI; READING et al., 2008)(Figura 3).

Por atuar em receptores bacterianos que respondem a Epi e Ne, havia uma preocupagao
do LED209 atuar nos receptores adrenérgicos do hospedeiro, no entanto, estudos
farmacocinéticos demonstraram que o LED209 ndo apresenta atividade em receptores de
ceélulas eucarioticas(RASKO; MOREIRA; LI; READING et al., 2008). O que abriu
perspectivas para sua utilizacdo na clinica levando ao controle da disseminacdo desses
microrganismos MDR, podendo ser uma alternativa de terapia, por se tratar de uma molécula

que ndo seleciona nem induz resisténcia devido ao seu mecanismo de acdo (RASKO;
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MOREIRA; LI; READING et al., 2008) (CURTIS; RUSSELL; MOREIRA; ADEBESIN et al.,
2014a; GLOVER; MOREIRA; SPERANDIO; ZIMMERN, 2014).

1.6.Sinalizag8o quimica via QseBC e Acido 3,4-di-hidroximandélico (DHMA)

O éacido 3,4-di-hidroximandélico (DHMA), um intermediario do metabolismo da Ne,
tem sido reportado como um importante quimioatrativo para patdégenos (LOPES; SOURIJIK,
2018; PASUPULETI; SULE; COHN; MACKENZIE et al., 2014; PASUPULETI; SULE;
MANSON; JAYARAMAN, 2018; SULE; PASUPULETI; KOHLI; MENON et al., 2017).
Pasupuleti e colaboradores propuseram um modelo para metabolizar a Ne em DHMA (Figura
4) envolvendo a sinalizacdo quimica via QseBC(PASUPULETI; SULE; MANSON;
JAYARAMAN, 2018). Na presenca de Ne, QseC fosforila QseB que induz a transcri¢do do
gene feaR. O dimero de FeaR induz a transcricdo de tynA e feaB. A proteina TynA é exportada
para 0 espaco periplasméatico e age convertendo Ne em 3,4-di-hidroxifenilglicol-aldeido
(DOPEGAL), o DOPEGAL é entdo transportado para o citoplasma por um transportador ndo
caracterizado, e FeaB oxida o DOPEGAL em DHMA, que é exportado para 0 espaco
periplasmatico por outro transportador ndo caracterizado, e se liga ao quimiorreceptor Tsr,
responsavel pela resposta de quimiotaxia(PASUPULETI; SULE; COHN; MACKENZIE et al.,
2014; PASUPULETI; SULE; MANSON; JAYARAMAN, 2018) (Figura 5).
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4.  Conclusodes
o Sequenciamento gendmico e teste de sensibilidade a antimicrobianos demonstraram

uma elevada quantidade de cepas de UPEC multidroga-resistentes;

o O Sequenciamento Genémico completo demonstrou que vérias dessas cepas isoladas
apresentam o mesmo Sequence Type e caracteristicas fenotipicas diversas, como o caso do
isolado ST131 BR43 em relacdo a cepa prototipo EC958;

o As cepas estudadas apresentam diferencas nas formacoes de biofilme dependentes das
condicGes fisicas (temperatura 30°C e 37°C) e quimicas (presenca e auséncia de DHMA);

o A motilidade foi afetada na presenca de DHMA;

o O DHMA promoveu alteragdo na expresséo de genes de viruléncia em UPEC;
o N&o houve melhor dose-resposta de infecgdo nos experimentos in vivo
o O LED209 apresentou atividade satisfatoria na inibicdo de formacdo de biofilme,

entretanto, ndo afetou a motilidade das cepas testadas.
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5. Perspectivas

Considerando os resultados promissores obtidos até o momento, o presente trabalho
abriu perspectiva para novos estudos envolvendo o uso do DHMA visando a compreenséo da
atividade dessa molécula sinalizadora na patogénese de UPEC em projetos futuros. A obtengéo
dos mutantes descrito no presente trabalho, bem como seus complementados, permitem estudos
mais aprofundados sobre a regulacdo da expressao de genes de viruléncia e da patogenia para
as cepas de UPEC. A utilizacdo do LED209 para bloguear o sensor QseC ndo foi satisfatorio
no ensaio de motilidade, entretanto, para inibicdo da formacdo de biofilme, o composto
apresentou uma atividade satisfatoria, além de reduzir a expressdo de fimH, um dos genes
necessarios para 0 processo, abrindo perspectiva para novos estudos sobre a influéncia dessa
molécula em atenuar a viruléncia de cepas de UPEC MDR. Os resultados obtidos com o
sequenciamento permitem estudos mais aprofundados sobre os genes de viruléncia e de
resisténcia a antimicrobianos presentes nessas cepas estudadas, bem como estudo de novos

alvos moleculares para sintese racional de novos compostos antimicrobianos.
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Bacterial Chat: Intestinal Metabolites and
Signals in Host-Microbiota-Pathogen
Interactions

Bruna C. Lustrl,* Vanessa Sperandio t Cristlane G. Moreiras
Deepartment of Biological Sciences, 550 Paulo Stabe Unersity, UNESP, Aranguara, 5P, BraziF; Departments of
Microbiclogy and Biochemistry, University of Teoms Southwestem Medical Center, Dalles, Tes, US8E

ABSTRACT Intestinal bacteria employ microbial metabolites from the microbiota
and chemical signaling during cell-to-cell communication to regulate several cellular
functions. Pathogenic bacteria are extremely effident in orchestrating their respanse
to these signals through complex signaling transduction systems. Precise coording-
tion and interpretation of these multiple chemical cues is important within the gas-
troimtestinal (GI) tract. Emteric foodbome pathogens, such as enterchemorrhagic
Escherichia coli (EHEC) and Salmonella enterica serovar Typhimurium, or the sumo-
gate murine infection model for EHEC, Citrobacter rodentium, are all examples of mi-
croorganisms that modulate the espression of their virulence repertoire in response to
signials from the microbiota or the host, such as autoinducer-3 (Al-3), epinephrine (Epil,
and norepinephiring (NEJ. The QseBC and OsefF two-component systems, shared by
these pathogens, are involved in sensing these signals. We review how these signal-
ing systems sense and relay these signals to drive bacterial gene expression; specifi-
cally, to modulate virulence. We also review how bacteria chat wia chemical signals
integrated with metabolite recognition and utilization to promote successful associa-
tions among enteric pathogens, the microbiota, and the host.

KEYWORDS chemical signaling, Enterobacterisceae, Escherichia, Salmonelin, intestinal
metabolites

COMMENSALS AND PATHDGENS IN THE GUT

he large and diverse bacterial community in the human gut also has important

functicns in the physiclogy of the intestine. The intestinal mucosa forms a physical
barrier that keeps the microbiota on the luminal side. The mucus layer is composed of
mucin, glycoproteins, trefoil peptides, and surfactant phospholipids (Fig. 1). Altogether,
they constitute a nutrient-rich mucus layer, which has an important role as a protective
barrier against microorganisms (1). The biogeography of the gastrointestinal (Gl) tract
is diverse in its composition and density and its distinct chemical and physical features
{2). The density and composition of bacterial communities change according to their
location in the gut. Throughout the Gl tract, there is significant wariation in the
physicochemical conditions and substrate availability that impact bacterial growth,
differentially promoting or hampering the colonization of certain niches by various
species. In the proximal colon, the high concentration of sugar substrates in the mucus
allows the expansion of the saccharclytic members of the microbiota (Table 1) In-
versely, the lower availability of sugar substrates in the distal colon triggers proteolysis,
which decreases the bacterial growth rate and the diversity of the microbicta {1, 3). The
resident microbiota, together with all chemical and physical features of the intestine,
contribute to shape the metabolic landscape within the gut, producing a multitude of
characterized and as-yet-unknown intestinal metabolites. Moreover, the microbizal com-
position of the human Gl tract varies with age, diet, host genetics, and external insults
like antibictic treatments (4, 5).
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QseC Signaling in the Outbreak O104:H4 Escherichia coli Strain

Combines Multiple Factors during Infection

Tamara Renata Machado Ribelro* Bruna Cardinall Lustrl,® Waldir P. Ellas,® Cristlano Gallina Morelra®

HINESP-530 Pavlo State University, Araaquara, Brazil
Elaboratory of Bacterialogy, Butantan Institute, 530 Paula, Brazil

ABSTRACT Enteroaggregative Escherichio coli (EAEC) from the 0104:H4 specfic se-
rotype caused a large cutbreak of bloody diarrhea with some complicated cases of
hemolytic-uremic syndrome (HUS) in Europe in 2011, The outbreak strain consisted
in an EAEC capable to produce the Shiga toxin (Stx} subtype 2a, a characteristic from
enterohemornhagic E coli. JseBC two-component system detects Al-3/Epi/NE and
mediates the chemical signaling between pathogen and mammalian host. This sys-
tem coordinates a cascade of virulence genes expression in important human en-
teropathogens. The blocking of OseC of EAEC C227-11 (Stx*) strain by N-phenyl-4-
{liphenylamimno} thioxomethyllamino]-berzenesulfonamide (also known as LED209) in
vive demonstrated a lower effidency of colonization. The periplasmic protein VisP, which
is related to survival mechanisms in a colitis model of infection, bacterial membrane
maintenance, and stress resistance, here presented high levels of expression during
the initial infection within the host. Under acid stress conditions, wisP expression lev-
els were differentiated in an Stx-dependent way. Together, these results emphasize
the important role of VisP and the histidine kinase semsor Qsel in the C227-11
[5t=*) outbreak strain for the establishment of the infectious niche process i the
{57BL'6 mouse model and of LED209 a5 a promising antivirulence drug strategy
against these enteric pathogens.

IMPORTANCE EAEC is a remarkable etiologic agent of acute and persistent diarrhea
worldwide. The isolates harbor specific subsets of virulence genes and their patho-
genasis nesds to be better understood. Chemical signaling via histidine kinase sen-
sof Qsell has been shown as a potential target to elucidate the archestration of the
regulatory cascade of virulence factors.

KEYWORDS EAEC, Escherichis cofi, 010414, QseC, Shiga toxin, VisP, chemical
signaling

ome strains of Escherichiz coff belonging to the O104:H4 serotype may be dassified

a5 members of the entercaggregative E coli (EAEC) pathovar, which was first
described in the mid-1980s and has been recognized as an important cause of diarmhea-
genic diseases in children and adults in both developed and developing countries (1-4).

In 2011, a large outbreak of foodborne bloody diarrhea and hemolytic-uremic
syndrome (HUS) began in Germany and spread throughout other countries; the cutbreak
was triggered by EAEC serotype O104:H4 lysogenized with Shiga toxin Zz-encoding
phage, a common feature related to enterohemorrhagic E. coll (EHEC) or Shiga toxin E
coli. This outbreak emenged with more than 3800 individuals affected, including
primary and secondary cases, leading to 54 reported deaths. Moreover, the HUS cases
of this outbreak occurred at a much higher rate than frequently observed for EHEC (5],
i.e, approximately 22% of the cases (&, 7).

Previously, E. cofi strains O104:H4 {5tx*) have been reported in Europe in sporadic
casas of hemomrhagic colitis and HUS (6, 8-11). Howewer, the 2011 outbreak strain is
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