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RESUMO

MOTA, C. M. Influéncia de diferentes condic¢des de cultivo na formacéao de biofilme por
Escherichia coli enteropatogénica atipica (EPECa) e pesquisa de genes relacionados.
2014. 124 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2014.

A Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) tem sido identificada como o principal agente de
diarreia aguda em criancas de paises em desenvolvimento, predominando a EPEC atipica
(EPECa). A adesdo em células epiteliais formando microcol6nias é uma caracteristica
marcante de EPEC e € um passo inicial na formacdo de biofilme. Biofilmes sdo estruturas
bacterianas que se encontram aderidas a superficies bidticas e abidticas e sdo envoltas por
uma matriz de exopolissacarideos. O objetivo deste estudo foi verificar a influéncia de
diferentes condicGes de cultivo na formacao de biofilme por 23 amostras de EPECa isoladas
de criangas com diarreia e pesquisar a presenca de genes relacionados com a formacéo de
biofilme. As sequéncias dos genes csgA, crl, fimH e bcsA foram pesquisadas atraves da PCR e
foram verificadas em 6 (26%), 23 (100%), 22 (95,6%) e 23 (100%) das amostras
respectivamente. A expressao da fimbria tipo I, fimbria curli, producéo de celulose e presenca
de motilidade foram positivas para 16 (69,6%), 11 (47,8%), 13 (56,5%) e 18 (78,3%) das
amostras. A formacdo de biofilme em placas de MTP pelas amostras de EPECa foi melhor
evidenciada em meio LB sem sal a 26 °C e em caldo E. coli a 37 °C, tanto em numero de
amostras quanto em intensidade da formacao de biofilme. A formacédo de anel (pelicula) na
interface ar-liquido-vidro a 26 °C foi observada na maioria das cepas estudadas em todos 0s
meios, com excecdo no meio M9 em que apenas 9 amostras (39,1%) formaram estrutura
semelhantes a anéis. No entanto, as amostras incubadas a 37 °C apresentaram menor
positividade nos meios LB (4,3%), LB sem NaCl (13%) e Minimo M9 (4,3%), enquanto que
em caldo E. coli, acima de 91,3% das amostras formaram anel em ambas as temperaturas.
Esses dados salientam a importancia da capacidade de permanéncia e resisténcia no meio
ambiente, 0 que nos sugere 0 seu papel como fonte de contaminacdo. As microscopias
confocal e eletronica propiciaram uma andalise qualitativa de estruturas como microcoldnias e
pilares, além de material extrapolimérico respectivamente. Apesar de algumas amostras néo
apresentarem fimbrias curli e tipo I, assim como producdo de celulose nas condicdes
utilizadas, algumas foram capazes de formar biofilme indicando que além destas, outras
fimbrias e/ou adesinas possam influenciar a formacao de biofilme em EPECa. A presenca de
varios genes possivelmente envolvidos na formagdo de biofilme, assim como a sua expressao,
evidenciou esta formacdo aparentemente num processo multifatorial. A capacidade de
formagéo de biofilme pode ser mais evidenciada empregando meio de cultura enriquecido,
principalmente contendo componentes encontrados no trato gastrointestinal de humanos e de
animais (sais biliares presentes no caldo E. coli). Além disso, os biofilmes podem fornecer
alto potencial de resisténcia no ambiente e no hospedeiro, realcando a sua viruléncia.
Portanto, as condicdes de cultivo devem ser usadas com precaucdo para realmente aferir a
capacidade de formagéo de biofilme por amostras de EPECa.

Palavras-chave: Escherichia coli. Diarreia. EPEC atipica. Biofilme. Pelicula. Fatores de

viruléncia.



ABSTRACT

MOTA, C. M. Influence of different culture conditions on biofilm formation by atypical
enteropathogenic Escherichia coli (aEPEC) and search of related genes. 2014. 124 p.
Masters tesis (Biotechnology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2014,

Escherichia coli (EPEC) has been identified as the main agent of acute diarrhea in children in
developing countries, predominantly atypical EPEC (aEPEC). The adhesion in epithelial cells
forming microcolonies is a hallmark of EPEC and is an initial step in biofilm formation.
Biofilms are bacterial structures which are adhered to biotic and abiotic surfaces and are
surrounded by a matrix of exopolysaccharides. The aim of this study was investigate the
influence of different culture conditions on biofilm formation by 23 aEPEC strainss isolated
from children with diarrhea and search for the presence of genes related to biofilm formation.
The sequences of the csgA, crl, fimH and bcsA genes were screened by PCR and were found
in 6 (26%), 23 (100%), 22 (95.6%) and 23 (100%) of the strains respectively. The expression
of type I fimbriae, curli fimbriae, cellulose and presence of motility were positive for 16
(69.6%), 11 (47.8%), 13 (56.5%) and 18 (78.3%) of the strains. MTP plates for aEPEC strains
was better evidenced in LB medium without NaCl at 26 °C and in E. coli broth at 37 °C, both
in number and intensity of biofilm formation. Ring (pellicle) formation in air-liquid-glass
interface at 26 °C was observed in most of the analyzed strains in all media, with exception of
M9 minimal, which only 9 strains (39.1%) formed ring. However, the strains were incubated
at 37 ° C showed lower positivity in LB media (4.3%), LB without NaCl (13%) and M9
(4.3%), while E. coli broth, up 91.3% of the strains formed ring at both temperatures.
However, when incubated at 37 °C strains showed lower positivity in LB media (4.3%), LB
without NaCl (13%) and M9 minimal (4.3%), while broth E. coli, up 91.3% of the strains
formed biofilm at both temperatures. These data emphasize the importance of persistence
power and resistance to the environment, which suggests its role as a source of contamination.
The confocal and electron microscopy provided a qualitative analysis of structures such as
microcolonies and pillars, and respectively EPS. Although some strains do not express curli
and type | fimbriae, as well as they do not product cellulose under the used conditions, some
strains were able to form biofilms indicating that apart from them, other fimbriae and / or
adhesins may influence the biofilm formation in aEPEC. The presence of several genes
possibly involved in biofilm formation, as well as their expression revealed they are
apparently involved in a multifactorial process. The ability of biofilm formation can be
demonstrated using culture medium supplemented mainly with components found in the
gastrointestinal tract of humans and animals (bile salts present in the E. coli broth). Moreover,
biofilms can provide high-resistance potential of the environment and the host, enhancing its
virulence. Therefore, the growing conditions should be used with caution to measure the real
ability of biofilm formation by aEPEC strains.

Keywords: Escherichia coli. Diarrhea. Atypical EPEC. Biofilm. Pellicle. Virulence factors.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1 Diarreia infecciosa

A diarreia infecciosa é considerada um dos grandes problemas de salde publica
mundial, sendo que as doencas bacterianas infecciosas estdo entre as principais causas de
morbidade e mortalidade (BRYCE et al.,, 2005). Dentre as doencas infecciosas que se
destacam estéo as infeccgdes intestinais, responsaveis pela morte de dois milhdes de pessoas ao
ano, a qual acomete principalmente criancas abaixo de cinco anos de idade, residentes de
paises em desenvolvimento (BRYCE et al., 2005).

Inimeros patogenos, tais como bactérias, virus e protozoarios estdo associados a
diarreia infecciosa. Dentre os agentes infecciosos bacterianos mais prevalentes estdo
organismos como Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella spp., Campylobacter jejuni e
Vibrio cholarae. Esses patdgenos apresentam em sua maioria 0 modo de transmissdo via
fecal-oral, estando a alta incidéncia de surtos diarreicos diretamente associada a fatores socio-
ambientais, tais como a falta de saneamento basico, precariedade das condi¢cbes sanitarias,
além da contaminagdo de &gua e de alimentos (WARDLAW et al., 2009).

Estudos epidemioldgicos apresentam a bactéria Escherichia coli como o principal
agente da diarreia infecciosa no Brasil (HERNANDES et al., 2009; KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004; NATARO; KAPER, 1998; TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002).

1.2 Escherichia coli

Escherichia coli é um bacilo Gram negativo, facultativo que pertence a familia
Enterobacteriaceae e € versatil, pois além de se apresentar em ampla distribui¢do na natureza,
encontra-se presente na microbiota intestinal de varios mamiferos, onde estabelece uma
relacdo benéfica com o hospedeiro (GUARNER; MALAGELADA, 2003), sendo um dos
microrganismos mais comuns da microbiota intestinal humana e de alguns animais (FINLAY
FALCOW, 1997; HOLT, 1993; NATARO; KAPER, 1998). No entanto, apesar dessas
bactérias serem membros da microbiota humana e animal, devido a aquisi¢do de fatores de
viruléncia por transferéncia horizontal, algumas cepas de E. coli tornam-se patogénicas,
capazes de causar diversas doencas aos hospedeiros (NATARO; KAPER 1998). As cepas de

E. coli patogénicas podem ser diferenciadas das ndo patogénicas por apresentarem fatores de
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viruléncia relacionados a colonizagdo, adesdo, invasdo, moléculas de superficie, aparatos de
transporte e secrecdo, moléculas secretadas, entre outros (FINLAY; FALCOW, 1997).

As cepas patogénicas de Escherichia coli que causam infeccdes extra intestinais sao
conhecidas como EXPEC (RUSSO; JOHNSON, 2000), dentre as quais destacam-se aquelas
que causam infeccBes urinarias, bacteremia, sepses e meningites (KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004; NATARO; KAPER, 1998). Ja as E. coli que causam infeccfes intestinais,
tanto em criangas quanto em adultos, sdo chamadas de Escherichia coli diarreiogénicas
(ECD) (NATARO; KAPER, 1998).

1.3 Escherichia coli Diarreiogénicas

As ECD séo atualmente classificadas em 6 categorias ou patotipos, considerando-se
seus mecanismos de viruléncia especificos, as sindromes clinicas, 0s aspectos
epidemioldgicos ou os tipos de interacdo com linhagens celulares. Esses patétipos sdo:
Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli produtoras
das toxinas de Shiga (STEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli que adere difusamente
a células epiteliais (DAEC) e E. coli enteropatogénica (EPEC) (NATARO; KAPER, 1998).
As EPEC e EAEC foram subdivididas em tipicas e atipicas e as EHEC passaram a constituir
uma subcategoria de STEC (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

ETEC é capaz de aderir as células do epitélio intestinal através de seus varios fatores
de colonizacdo, sendo associada a diarreia aguda e em casos de diarreia do viajante.
Colonizam o intestino delgado através de estruturas adesivas denominadas Fatores
Antigénicos de Colonizacdo (CFA). Possuem também duas enterotoxinas denominadas
termolabil (LT) e termoestavel (ST), que juntamente com CFA ocasionam diarreia aguda
aquosa (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

EIEC ¢ a principal causadora da colite inflamatoria e como possui capacidade de
invaséo a celula hospedeira, pode ocasionar disenteria. Sua viruléncia consiste em transportar
proteinas para 0 meio externo atraves do sistema de secrecdo do tipo Ill. As proteinas
secretadas desestabilizam a célula do hospedeiro, possibilitando sua invasdo. EIEC tem uma
relagdo bioquimica, genética e patogénica muito semelhante a Shigella spp. (KAPER;
NATARO; MOBLEY, 2004).

DAEC ¢ assim definida por apresentar um padrdo de adesdo difuso quando ensaiadas

frente a células epiteliais, aderindo-se de forma difusa sobre a superficie celular (ELLIOT;
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NATARO, 1995). Este patétipo se adere devido a adesinas presentes em sua membrana, tais
como F1845 e AIDA-I (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Porém, a relagcdo entre este
patétipo com o quadro diarreico é controverso, podendo estar associada ou ndo a diarreia,
respectivamente em criancas maiores e menores de um ano (SCALETSKY et al., 2002).

EAEC é conhecida amplamente por ocasionar diarreia persistente em pessoas tanto de
paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento e também por ocasionar surtos em diversas
regides do mundo. Este grupo € definido por suas bactérias ndo secretarem as toxinas LT e
ST, além de aderir as células epiteliais em um padrdo conhecido como autoagregativo (AA),
no qual as bactérias aderem apresentando uma semelhanca com tijolos empilhados, formando
agregados heterogéneos (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; NATARO et al., 1987;).

STEC pode ocasionar gastroenterite, diarreia sanguinolenta e colite hemorragica,
podendo originar uma severa complicacdo renal conhecida como sindrome hemolitica
urémica (SHU), devido a translocacdo da toxina de Shiga (Stx) por células do epitélio
intestinal (FRANKEL et al., 1998). As STEC possuem ainda uma subcategoria denominada
EHEC, sendo que a diferenca se da pela capacidade das EHEC de produzir a lesdo attaching
and effacing (A/E), semelhante as EPEC (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

EPEC foi o primeiro patétipo descrito dentre as ECD. Este patétipo tem sido
identificado como o principal agente de diarreia aguda em criancas em paises em
desenvolvimento (NATARO; KAPER, 1998), além de ocasionar casos de diarreia persistente
(FAGUNDES-NETO; SCALETSKY, 2000). EPEC apresenta a capacidade de causar uma
lesdo histopatoldgica em bidpsias intestinais, bem como em cultura celular, denominada leséo
attaching and effacing (A/E), além de ndo secretar a toxina de Shiga (Stx) (KAPER, 1996;
TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002). A diarreia causada por EPEC provavelmente seja
devido ao aumento da permeabilidade intestinal desencadeada pelo bloqueio do balanco
eletrolitico, inflamacdo e perda de absorcdo de agua (CLARKE et al., 2003; KAPER;
NATARO; MOBLEY, 2004).

1.4 Escherichia coli Enteropatogénica

Em 1955, Neter designou como Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) todas as
amostras que estavam epidemiologicamente associadas a casos de diarreia em criangas, para
distingui-las de linhagens presentes na microbiota normal (NETER, 1955). Porém, em um

evento internacional sobre EPEC, no ano de 1995 na cidade S&o Paulo, as EPEC tipicas
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(EPECt) foram definidas como Escherichia coli diarreiogénicas que possuem 0 gene
attaching and effacing (eae) e sdo, portanto, capazes de causar a lesdo A/E , ndo expressam a
toxina de Shiga (stx) e possuem o plasmideo EPEC adherence factor (pEAF). No entanto, as
EPEC atipicas (EPECa) formam lesdo A/E, mas ndo possuem o pEAF (KAPER, 1996). Uma
definicdo mais apropriada de EPEC atipica foi proposta por Trabulsi, Keller e Gomes, 2002,
na qual as amostras que além do gene eae, possuem o gene bfpA, mas desde que ndo
expressem a fimbria BFP, seriam consideradas EPECa, visto que foram relatados casos em
que algumas amostras possuiam o gene bfpA, mas ndo expressavam a fimbria, ou ainda,
algumas amostras que podem ser negativas para a sonda EAF e expressavam a fimbria BFP
(GOMES et al., 2004). Essa definicdo foi corroborada por estudos demonstrando que apenas
cepas de EPECt expressam BFP (ABE et al., 2009; HERNANDES et al., 2009; NARA et al.,
2009).

O plasmideo Escherichia coli enteropatogenic adherence factor (pEAF) de 70 kb
contém os genes envolvidos com a biogénese de uma adesina fimbrial do tipo IV denominada
bundle forming pilus (BFP), que é responsavel pela interacdo interbacteriana e adesédo
localizada (AL) das EPEC a célula hospedeira, levando a formacédo de microcol6nias, além da
sequéncia genética referente ao fragmento sonda EAF e o gene plasmid encoded regulator
(per) (TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002).

As amostras de EPEC atipicas também diferem das EPEC tipicas por apresentar 0s mais
variados padroes de adesédo a células epiteliais in vitro, tais como HelLa ou HEp-2, em ensaios
de 6 horas, dentre eles: adesdo localizada-like (ALL), caracterizada pela presenca de
microcolénias menos compactas e menos densas aderidas na superficie da célula; nédo
aderentes (NA); adesdo agregativa (AA), onde as bactérias aderem a superficie celular e as
laminulas apresentando a forma de tijolos empilhados; adesdo difusa (AD), onde a bactéria
adere difusamente sobre a superficie celular; adesdo localizada (AL), caracterizada pela
formagdo de microcol6nias bacterianas compactas; e padrdo indefinido (IND), quando a
adesdo bacteriana nao pode ser classificada em nenhum desses padroes definidos; enquanto as
EPECt apresentam apenas o padrdo AL em ensaios de 3 horas (ABE et al., 2009;
HERNANDES et al., 2009).

Com relagédo aos fatores de viruléncia, as EPECt apresentam homogeneidade, pois
expressam os fatores de viruléncia codificados pela ilha de patogenicidade conhecida como
locus of enterocyte effacement (LEE) e pelo plasmideo pEAF (TRABULSI; KELLER;

GOMES, 2002). Entretanto, os fatores de viruléncia de EPECa sdo muito heterogéneos, pois
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apesar de expressarem os fatores de viruléncia codificados na ilha de patogenicidade LEE,
podem expressar fatores de viruléncia adicionais, ndo localizados nesta ilha, tais como a
expressao de enterohemolisinas (TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002), toxina Pic (ELIAS
et al., 2008), adesinas responsaveis por outros padrbes de adesdo, entre outros.

Como mencionado anteriormente, amostras de EPEC sdo capazes de causar um efeito
histopatoldgico caracteristico em biopsias intestinais, bem como em culturas celulares,
conhecido como attaching and effacing (lesdo A/E) (KAPER, 1996). Essa lesédo foi observada
pela primeira vez por Moon et al. (1983) e € caracterizada pela perda de microvilosidades das
células do epitélio intestinal, aderéncia intima da bactéria aos enterdcitos, acimulo de actina
polimerizada e rearranjo de outros componentes do citoesqueleto, tais como vinculina, talina,
ezerina entre outros (HUANG et al., 2002), resultando na formacdo de um pedestal. Os genes
que caracterizam a lesdo A/E sdo codificados na ilha de patogenicidade LEE (KAPER;
NATARO; MOBLEY, 2004; NATARO; KAPER, 1998).

A regido LEE é considerada uma ilha de patogenicidade (PAI) por conter um conjunto
de genes adquiridos por transferéncia horizontal. As ilhas de patogenicidade tem algumas
caracteristicas marcantes, tais como estar presente em determinadas espécies, mas ausentes
em amostras comensais, 0 conteido G+C ser diferente do restante do genoma da bactéria,
estar localizada em regides proximas a tRNA, possuem integrases e sequéncias de insercao
quase sempre no inicio da ilha perto tRNA e principalmente conferem a bactéria fatores de
viruléncia (FRANKEL et al., 1998; VIEIRA, 2010).

A ilha de patogenicidade LEE é dividida em 5 operons. LEE 1, 2, 3 contém o0s genes
que codificam as proteinas que comp®@e o sistema de secre¢do do tipo 3 (SST3). O primeiro
gene de LEE 1 é denominado de LEE encoded regulator (ler), o qual codifica uma proteina
reguladora que ativa todos os operons de LEE (MELLIES et al., 2007). LEE 2 codifica os
genes sepD e Z, escC e J, cesD, entre outros, enquanto LEE 3 codifica 0s genes escV, sepQ e
espH (GARMENDIA; FRANKEL; CREPIN, 2005). LEE 4 contém os genes que codificam
as proteinas secretadas pelo SST3, denominadas EPEC secreted protein tais como ESpA,
EspD, EspB, EspF, entre outras (CLEARY et al., 2004; KNUTTON et al., 1998). LEE 5
codifica a proteina intimina (produto do gene eae) e o receptor Tir (Translocated intimin
receptor) (GARMENDIA; FRANKEL; CREPIN, 2005). A proteina Tir é translocada para o
interior da célula hospedeira através do SST3, sendo posteriormente inserida na membrana
citoplasmatica da mesma, atuando como receptor da proteina intimina, localizada na
membrana bacteriana (KENNY, 1997).
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Os sorogrupos de EPEC podem ser detectados através de teste soroldgico, com base na
deteccdo do antigeno O correspondente a porcao polissacaridica do LPS, e compreendem 12
diferentes sorogrupos O classicos: 026, 055, 086, 0111, 0114, 0119, 0125, 0126, 0127,
0128, 0142, 0158 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1987). Os sorotipos de EPECa
podem pertencer ou ndo aos chamados sorogrupos (O) classicos de EPEC. Quando estes
pertencem ao mesmo sorogrupo distinguem basicamente pela diferenca dos antigenos H
(correspondente as proteinas flagelares), por exemplo, o sorotipo O55:H6 é considerado de
EPECt enguanto o sorotipo O55:H7, EPECa (TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002).

As amostras de EPECa compreendem uma vasta série de amostras que aparentemente
emergiu recentemente e ja estdo entre os principais agentes de diarreia em nosso meio e em
outros paises, acometendo principalmente criangas menores de cinco anos de idade, além de
adultos e individuos imunocomprometidos (BUERIS et al., 2007; FRANZOLIN et al., 2005;
MORENO et al., 2010; NGUYEN et al., 2006; OCHOA et al., 2008; ROBINS-BROWNE et
al., 2004). Casos de diarreia persistente causados por EPECa tem sido descritos (NGUYEN et
al., 2006; YATSUYANAGI et al., 2003).

Concomitantemente a emergéncia destas amostras houve o desaparecimento quase
total das EPEC tipicas que antes eram a principal causa de diarreia em criangas no nosso meio
(GOMES et al., 1991). EPEC atipica € um patdgeno descrito recentemente e pouco se
conhece sobre a patogénese do mesmo, talvez devido a grande heterogeneidade e
caracteristicas das amostras (ABE et al., 2009; TRABULSI; KELLER; GOMES., 2002).
EPECa tem sido isolada de diversos animais, representando assim um importante reservatorio
e fonte de transmissdo para os humanos (HERNANDES et al., 2009; MOURA et al., 2009),
podendo inclusive algumas amostras apresentar a capacidade de formacdo de biofilme
(WEISS-MUSZKAT et al., 2010).

1.5 Biofilme

Estima-se que mais que 90% dos microrganismos vivem sob a forma de biofilmes
(COSTERTON et al., 1987) e praticamente ndo existe nenhuma superficie que nao possa ser
colonizada por bactérias (CHARACKLIS; MARSHALL, 1990).

Os biofilmes podem ser definidos como comunidades de microrganismos tipicamente
envoltos por uma matriz de substancias poliméricas extracelulares de origem bacteriana
(NIKOLAEV; PLAUKUNOV, 2007) e representam a forma de vida microbiana
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predominante no planeta (DONLAN; COSTERTON, 2002). Agregados microbianos
presentes em interface ar-liquido, liquido-liquido ou até mesmo em flocos ou granulos
flutuantes enquadram-se também na definicdo de biofilmes (COSTERTON et al., 1995).
Podem ser compostos raramente por uma populacdo desenvolvida a partir de uma unica
espécie (monoespécie) ou mais comumente derivada de multiplas espécies microbianas
(multiespécie) (DAVEY; O’TOOLE, 2000). De forma geral, a formag¢ao de biofilmes ¢ uma
estratégia importante usada por um grande ndmero de microrganismos em um ambiente
natural para a sua sobrevivéncia (COSTERTON et al., 1987).

Biofilmes podem ser formados em superficies bidticas como células e tecidos, assim
como em superficies abitticas como vidro, poliestireno (DAVEY; OTOOLE, 2000;
DONLAN, 2001; HANCOCK; WITS@; KLEMM., 2011), aco inoxidavel, borracha e em
superficies de contato de alimento (BISCOLA; ABE; GUTH, 2009; KUMAR; ANAND,
1998; RYU; BECHAUT, 2004). Deste modo, causam problemas nas &reas alimenticia,
farmacéutica, médica, entre outras (DONLAN; COSTERTON, 2002; WALKER et al., 1995),
ocasionando corroséo e contaminacdo microbiana (HOUDT; MICHIELS, 2005).

As propriedades fisico-quimicas da superficie podem ser modificadas pela adsorcéo de
moléculas organicas formando um filme condicionante (OFEK; DOYLE, 1994; WATNICK;
KOLTER, 1999), ou seja, a superficie € modificada pela adsor¢éo de sais, proteinas, entre
outros, dependendo da composicdo do meio em que se encontra, alterando a interagdo
hidrodinamica entre bactéria e o substrato devido a alteracdes das caracteristicas deste e a
adsorcdo destas moléculas na superficie do substrato pode afetar a taxa de metabolismo
microbiano (OFEK; DOYLE, 1994; WATNICK; KOLTER, 1999).

O desenvolvimento do biofilme é um processo multifatorial, onde véarios fatores
ambientais interferem no seu desenvolvimento, tais como: temperatura, variacdo de pH
(KUMAR; ANAND, 1998), composicdo do meio, pressdo, oxigénio, presenca de agentes
antimicrobianos, osmolaridade (PRINGENT-COMBARET et al., 2001), disponibilidade de
nutrientes, quantidade de indculo, assim como as concentra¢fes dos metabolitos microbianos
(BELOIN, ROUX; GHIGO, 2008; DAVEY; O’TOOLE, 2000; HANCOCK; WITS@;
KLEMM; 2011; NAVES et al., 2008).

Portanto, a formacdo do biofilme ocorre devido a estimulos que podem ocasionar a
transicdo da bactéria de uma forma de vida livre (plancténica) para uma forma séssil
(PRATT,; KOLTER, 1998; STOODLEY et al.,, 1999), dependente de cada espécie de

microrganismo, sendo que a formacdo de biofilme pode ainda ser modulada através de
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Quorum Sensing (QS), um mecanismo de sinalizacdo célula-célula mediado pelo acimulo de

moléculas sinalizadoras produzidas pela célula (MOREIRA et al., 2006).

O processo de formacdo de biofilme pode ser classicamente dividido em cinco

estagios, descritos a seguir:

1)

2)

3)

4)

5)

As bactérias planctnicas dispersas no meio se aproximam de superficies solidas de
forma aleatdria, seja através de quimiotaxia ou motilidade, e ao se aproximar em
determinada distancia critica, o inicio da interacdo bactéria-substrato comeca. Neste
momento as forcas de atracdo de Van der Walls, forcas repulsivas eletrostaticas,
interacdes hidrofobicas, entre outras, estdo atuando (DUNNE JUNIOR, 2002;
KUMAR; ANAND, 1998);

As bactérias iniciam o processo de ancoragem a superficie, mediado por estruturas que
conferem adesividade, tais como polimeros extracelulares, fimbrias (tipo 1 e 4) ou
proteinas de membrana externa, tornando-se imobilizada na superficie. Ao final deste
estagio, a bactéria encontra-se aderida irreversivelmente e inicia sua multiplicacdo na
superficie, formando uma monocamada bacteriana (DUNNE JUNIOR, 2002;
KUMAR; ANAND, 1998)

Apo6s a formagdo da monocamada, as bactérias envolvidas iniciam a excrecdo de
polimeros extracelulares, formando uma matriz de exopolissacarideos (EPS),
envolvendo as células no interior do biofilme, fornecendo adesdo e suporte estrutural
(STOODLEY et al., 2002);

Inicia-se a formacdo de microcolénias (HALL-STOODLEY; COSTERTON;
STOODLEY, 2004), onde uma matriz de estrutura tridimensional é formada, com a
participacdo de estruturas poliméricas extracelulares. Esta estrutura é composta por
pilares rodeados por canais de dgua que permitem os nutrientes alcancarem o interior
do biofilme e permite metabolitos excretados difundirem-se para fora do mesmo
(COSTERTON et al., 1995; WATNICK; KOLTER, 1999).

Nesta fase, pode ocorrer a dispersdo bacteriana em células individuais ou em pedacos
(sloughing) (RICHARDS; MELANDER, 2009).

A estrutura do biofilme ainda depende dos tipos de microrganismos presentes, da

concentracdo de nutrientes, das propriedades hidrodindmicas e presenga de alguma forga de
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pressdo. Portanto, pode variar desde uma arquitetura achatada até uma organiza¢do complexa
envolvendo colunas de bactérias e EPS separadas por canais de &gua (forma de cogumelo).
Esta ultima arquitetura forma-se em ambientes com auséncia de forcas mecénicas, abrasivas e
compressivas, baixa concentragdo de nutrientes e alto estresse hidrodindmico (WILSON,
2001).

Quanto a matriz do biofilme, esta ainda permite certo grau de homeostase dentro do
mesmo (DAVEY; O’TOOLE, 2000) e representa uma barreira seletiva entre as células e o
meio externo, sendo capaz de captar nutrientes, elevar e regular a retencao de agua, conferir
protecdo contra a acdo de biocidas e produtos toxicos, proteger contra estresses ambientais,
como variagdo de pH, UV, dessecacdo e choque osmotico, além de permitir associacdo com
outros microrganismos (COSTERTON et al., 1994; FLEMMING, 1993). A composi¢do do
EPS varia em funcdo da espécie, das condi¢Ges de crescimento, das concentracBes de
oxigénio, carbono e outros fatores (STEINENBERGER; HOLDEN, 2004).

Dentro da matriz, as bactérias se desenvolvem com diferencas fenotipicas,
bioquimicas e morfologicas, comparadas as planctonicas. Ito et al. (2009) demonstraram que
bactérias em estagios mais avancados do biofilme (maduro) eram muito mais resistentes a
antimicrobianos comparadas as bactérias em outros estagios. Verificou que essa resisténcia
ndo seria devido apenas a presenca de EPS que formaria uma barreira fisica, mas também ao
surgimento de bactérias com fendtipos especificos ao longo do desenvolvimento do biofilme.
Em Pseudomonas aeruginosa, ja foi demonstrado que algumas células conhecidas como
células dormentes, localizadas na regido central do biofilme, sdo responsaveis por alguns
casos de resisténcia aos antimicrobianos devido a este fenétipo diferenciado (HZIBY et al.,
2010).

Outro beneficio para as bactérias, além dos mencionados anteriormente, é que o
biofilme confere protecdo contra a fagocitose celular e as células que tentam fagocitar
microrganismos pertencentes ao biofilme podem ocasionar mais danos ao tecido ao invés de
elimina-los (JEFFERSON, 2004).

Devido a todas estas caracteristicas, diversos géneros sao capazes de formar biofilmes
e dentre eles podemos destacar Bacillus, Enterobacter, Pseudomonas, Staphylococcus
(BOARI et al., 2009; MATTILA-SANDHOIM; WIRTANEN, 1992; NOSTRO et al., 2007) e
Escherichia (BELOIN; ROUX; GHIGO, 2008; HERNANDES et al., 2013; WEISS-
MUSZKAT et I., 2010).
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1.5.1 Biofilme em Escherichia coli

A formacdo destas estruturas tem sido de importancia crescente para muitas bactérias
patogénicas. Ja foi demonstrado que isolados de E. coli que apresentam o padrdo de adesao
agregativa (EAEC) produzem biofilme regularmente (SHEIKH et al., 2001). Outros patotipos
de ECD ja foram descritos produzindo essa estrutura, tais como ETEC (SHERLOCK;
VEJBORG; KLEMM, 2005), DAEC (SHERLOCK et al., 2004), EHEC (RYU; BEUCHAT,
2004) e STEC (BISCOLA; ABE; GUTH, 2009; KUMAR; ANAND, 1998). A capacidade de
formacédo de biofilme também foi evidenciada em Escherichia coli comensal (E. coli K-12),
onde as fimbrias tipo 1 e o flagelo, sdo responsaveis respectivamente pela adesao inicial e a
motilidade, importantes para o estabelecimento do biofilme em superficies abidticas (PRATT,;
KOLTER, 1998). No entanto, Pringent-Combaret et al. (2000) verificaram que algumas
amostras de E. coli K-12 ndo moveis (deletadas em fliC) sdo capazes de aderir e formar
biofilmes, porém amostras incapazes de sintetizar curli (mutantes em csgA) tiveram sua
adesdo e formacdo de estruturas tridimensionais de biofilme completamente comprometidas.

Sheikh et al. (2001), estudando amostras de EAEC deletadas em fliC (mutantes em
flagelina) e amostras de EAEC tratadas com manose e anticorpo contra fimbria tipo 1,
verificaram que estas também ndo tiveram sua formacdo de biofilme alterada, indicando que
estas duas estruturas ndo sdo tdo importantes para a formacao do mesmo nestas amostras.

Saldafa et al. (2009) investigaram a contribuicdo de fimbria curli e celulose para a
aderéncia da amostra prototipo de EPECt (E2348/69) e de EHEC (EDL933), através de
amostras mutantes. Os autores fizeram mutantes simples em celulose (gene bcsA) e fimbria
curli (gene csgA), assim como mutantes duplos (bcsA/csgA) e verificaram que ambas
estruturas sao importantes para adesdo das amostras, principalmente quando ambas estdo
presentes, indicando um sinergismo entre celulose e fimbria curli. Os mesmos autores ainda
verificaram que a superexpressdo de curli e celulose favorece a formacdo de biofilme em
EHEC.

Ainda em amostras de EPECt, Moreira et al. (2006) demonstraram que EPEC forma
biofilme em superficies abidticas e em superficies celulares pré-fixadas por periodos de até 14
dias. Seus mutantes isogénicos em bfpA e em espA formaram melhores biofilmes em relacéo a
amostra selvagem, demonstrando serem um obstaculo para a formacao de biofilme. Outros
fatores de viruléncia que apresentaram um papel relevante foram a fimbria

tipo 1 e o0 antigeno 43, além do sistema de quorum sensing.
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Como amostras de EPECa nédo expressam a fimbria BFP, Culler (2010) investigou se
estas seriam capazes de formar biofilmes mais robustos que amostras de EPECt. Em seu
estudo verificou a capacidade de formacdo de biofilme em diversas amostras de EPECa em
meio DMEM suplementado com glicose e encontrou que EPECa sdo capazes de formar
biofilme em superficie abiotica (poliestireno e vidro) e em superficie celular (células HEp-2
pré-fixadas) a 37 °C, havendo grande heterogeneidade quantitativa e qualitativa da formacé&o
de biofilme, principalmente ap6s periodos de até 18 dias de incubacdo, independente de
sorotipo, padrbes de adesdo a células HEp-2 e perfil de resisténcia a antimicrobianos das
bactérias planctonicas. Weiss-Muszkat et al. (2010) também reportaram pela primeira vez a
formacdo de biofilme em uma amostra de EPEC atipica do sorotipo O55:H7 a 26 °C, a qual
apresentou elevada capacidade de formacdo de biofilme, além de produzir celulose e fimbria
curli, podendo essas caracteristicas representarem uma estratégia de sobrevivéncia fora do
hospedeiro.

Alguns trabalhos descreveram a funcéo de celulose (SALDANA et al., 2009; ZOGAJ
et al., 2001), fimbria tipo curli (PRINGENT-COMBARET et al., 2001; ZOGAJ et al., 2003),
fimbria tipo 1 (HERNANDES et al.,, 2013) e motilidade (PRATT; KOLTER, 1998,
PRINGENT-COMBARET et al., 2000) como importantes estruturas na formagéo de biofilme
por Escherichia coli. Esses fatores tém sido observados em linhagens de E. coli comensal e
patogénicas, podendo estar implicados na adesdo e/ou formacgéo de biofilme, talvez por um
processo multifatorial, além de apresentarem diferencas de expressdo, dependendo das
condicdes de cultivo e meios de culturas a que sdo expostas (HERNANDES et al., 2011;
MOREIRA et al., 2006; PRATT; KOLTER, 1998; SALDANA et al., 2009; WEISS-
MUSZKAT et al., 2010).

A fimbria tipo 1 constitui-se em um filamento protéico, sendo codificado pelo operon
fim, o qual é composto pelos genes fimA, fimB, fimC, fimD, fimg, fimF, fimG, fimH, fiml
(MOL; OUDEGA, 1996) os quais sdo responsaveis pela sua expressdo e montagem. As
funcbes de FimH como adesina manose-especifica, permitem que a E. coli interaja
especificamente com residuos de manose em células eucaridticas, facilitando infeccbes como
a cistite, sendo que amostras de E. coli que ndo expressavam a adesina apresentaram ma
formacéo de biofilme (PRATT; KOLTER, 1998).

Fimbria curli foi identificada primeiramente em E. coli, sendo produzida por outras
Enterobacteriaceae , tais como Shigella, Citrobacter e Enterobacter spp., € o principal

componente protéico da matriz extracelular produzido por essas bactérias (BARNHART;
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CHAPMAN, 2006). Esta fimbria é altamente conservada entre as espécies de Salmonella e E.
coli, com relacdo a sequéncia de amino&cidos, organizacdo genética e regulacdo de seu
operon (PRINGENT-COMBARET et al., 2001).

A fimbria curli é uma proteina filamentosa, de estrutura amiloide e possui alto nimero
de folha beta-pregueada em sua conformagcéo terciaria, (HAMMAR et al., 1995; OLSEN et
al., 2002; SALDANA et al., 2009). A estrutura amiloide das subunidades proteicas CsgA e
CsgB da fimbria curli visualizadas in silico parece demonstrar uma estrutura similar a
estrutura amiloide de eucariotos (CHAPMAN et al., 2002), a qual é rica em folhas-f e
formam uma estrutura de cadeia fB-transversal conservada, empilhadas paralelamente as fibras
enquanto as folhas-f individuais sdo perpendiculares (SUNDE; BLAKE, 1997).

A producdo de fimbria curli por Escherichia coli esta envolvida na adesdo em
superficies sélidas e abiodtica, com a autoagregacdo celular e formacdo de biofilme,
contribuindo para o inicio de sua formacdo, presente na fase de adesdo irreversivel do
biofilme (BARNHART; CHAPMAN, 2006), sendo também considerado um fator de
viruléncia (CASTONGUAY et al., 2006; PRINGENT-COMBARET et al., 2001). Em
Esherichia coli e Salmonella enterica sorovar Typhimurium, fimbria curli também medeia
adesdo e invasdo da célula hospedeira, sendo potente indutor da resposta imunoldgica
inflamatoria, alem de promover persisténcia no meio ambiente (BOKRANZ et al., 2005;
JONAS et al., 2007). A fimbria curli possui afinidade com as proteinas do soro tais como
TNF-0, interleucinas e antigenos de MHC de classe I, laminina, plasminogénio e a matriz
extracelular eucari6tica (BIAN et al., 2000; HAMMAR et al., 1995;: OLSEN et al., 2002).

A fimbria curli é principalmente expressa quando em baixa pressdo osmotica, a
temperatura ambiente (abaixo de 30 °C) e durante a fase estacionaria de crescimento
(CASTONGUAY et al.,, 2006; HOUDT; MICHIELS, 2005; JONAS et al., 2007
PRINGENT-COMBARET et al., 2001; SALDANA et al., 2009). E composta pela
subunidade principal codificada pelo gene csgA (curlina), influenciando cepas em sua
capacidade de adesdo (BARNHART; CHAPMAN, 2006; CASTONGUAY et al., 2006;
PRINGENT-COMBARET et al., 2001), e € regulada pelo gene crl, sendo codificada pelo
grupamento do gene csg, 0 qual transcreve dois operons: um transcreve 0s genes csgA, csgB e
¢sgC e o outro transcreve 0s genes csgD, csgE, csgF e ¢sgG (GOPHNA, 2001). CsgD é um
ativador transcricional que estimula a producdo de curli, além de ativar a producdo de
celulose (LEHNER et al., 2005; SALDANA et al., 2009).
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A producdo da fimbria curli pode ser visualizada através de cultivo das amostras em
agar contendo o corante Vermelho Congo, apresentando-se avermelhadas, secas e rugosas,
caracteristico do morfotipo rdar (red, dry and rough) (JONAS et al., 2007; ROMLING et al.,
2003; ZOGAIJ et al., 2001).

A celulose também desempenha uma fungdo na adeséo a células epiteliais, juntamente
com a fimbria curli (SALDANA et al., 2009). Ao se unir com a fimbria curli, este complexo
pode formar uma camada hidrofobica muito resistente as intempéries do meio externo, o qual
¢ comparado a esporulacdo das bactérias Gram positivas. A presenca de celulose torna a
matriz mais rigida e resistente. A vantagem de se unir a fimbria curli e formar um complexo
rigido na mucosa intestinal do hospedeiro, permite que as bactérias consigam manter-se por
um periodo de tempo maior, sem sofrer segregacao, dispersao e ser eliminado do hospedeiro
(BARNHART; CHAPMAN, 2006; ZOGAJ et al., 2001).

A celulose é um homopolissacarideo composto por unidades de D-glicopiranose, unidas
umas as outras através de ligacdes glicosidicas B-1—4 (CZAJA et al., 2006). A celulose tem
sido frequentemente identificada como um dos componentes da matriz polimérica extracelular
em biofilmes formados por Enterobacteriaceae, tais como Citrobacter spp., Enterobacter spp.,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica serovar Typhimurium e Escherichia coli (DA RE
et al., 2006; FLEMMING; WINGENDER, 2010; ZOGAJ et al., 2003), que parece conferir
protecdo mecanica, quimica e bioldgica, facilitando a formacgdo de biofilme (JONAS et al.,
2007; ZOGAIJ et al., 2001).

A celulose é polimerizada através de um complexo celulose sintase (SOLANO et al.,
2002; ZOGA\ et al., 2001). A biossintese de celulose é codificada pelo operon bcsABZC. O
gene bcsA codifica celulose sintase, sendo que a funcdo dos demais genes ainda nao é
completamente compreendida (JONAS et al., 2007; ZOGAJ et al., 2003). De acordo com
Serra, Richter e Hengge (2013), as amostras de E. coli K-12 apresentam todo o aparato
necessario para a expressdo de celulose, porém ndo a expressam e a razdo deste
acontecimento ainda é desconhecida.

A matriz celular também é composta por outros exopolissacarideos (EPS), acido
colanico, proteinas, podendo também ocorrer acido desoxiribonucleico (ADN) (BELOIN,
ROUX; GHIGO, 2008; FLEMMING; WINGENDER, 2010; VUONG et al., 2004).

A motilidade bacteriana € devida a presenca de flagelos peritriqueos cujo filamento é
formado pela polimerizagdo de uma Unica subunidade proteica, a flagelina, que é codificada
pelo gene fliC (FIELDS et al., 1997; MACNAB, 1992). A motilidade flagelar presente em
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bactérias Gram negativas contribui para a viruléncia bacteriana e é também controlada via
quorum sensing através de resposta a estimulos ambientais e densidade, através de auto-
indutores (BARRIOS et al., 2006; FINLAY; FALKOW, 1997; PRATT; KOLTER, 1998;
SPERANDIO; TORRES; KAPER, 2002). O flagelo é um importante fator de viruléncia em
EPEC, requerido para a motilidade e colonizagdo do hospedeiro (SPERANDIO; TORRES;
KAPER, 2002). A expressdo dos genes flagelares é regulada em resposta a diversos sinais
ambientais e sdo regulados temporalmente e divididos hierarquicamente em classe I, classe Il
e classe IlIl. Os genes de classe | codificam o regulador principal, FIhDC, que ativa a
transcri¢cdo dos genes de classe Il, FIgM e FliA. FliA, regula a transcricdo dos genes de classe
I11, sendo um deles fliC, que codifica a flagelina (CHILCOTT; HUGHES, 2000).

Pratt e Kolter (1998) verificaram que a motilidade de E. coli € critica para a formacéo de
biofilme, principalmente na adesdo inicial, assim como na colonizacdo de areas adjacentes a
superficie de adesao.

A formacdo de biofilme é afetada pela disponibilidade de nutrientes e fatores
ambientais, como temperatura e atmosfera (DEWANTI; WONG, 1995). Dentre amostras de
E. coli, 0 uso de diferentes temperaturas e meios de cultivo bacteriano, por exemplo, agar
CFA (colonization fator antigen), meio T (Triptona) ou YESCA (Yeast Extract Casamino
Acids) podem ocasionar diferentes expressdes da fimbria curli (BOKRANZ et al., 2005;
COLLINSON et al., 1991; OLSEN; JONSSON; NORMARK, 1989; UHLICH et al., 2006).

Meios de cultivo com baixa concentracdo de NaCl favorecem a expressdo de csgD, que
por sua vez aumenta a expressdo de celulose e fimbria curli em E. coli K-12 (SERRA,;
RICHTER; HENGGE, 2013). Em Salmonella, a proteina Crl tem seus niveis aumentados na
fase exponencial e estacionédria em meio LB sem NaCl a 28 °C (ROBBE-SAULE et al.,
2006).

Amostras de EAEC apresentaram maior formacdo de biofilme ap6s incubacédo a 37 °C
por 24 horas em meio DMEM com alta concentracdo de glicose (alta osmolaridade),
entretanto ndo formaram biofilme quando cultivadas em caldo LB, BHI, TSB, Nutriente e
Mdeller-Hinton (SHEIKH et al., 2001), mostrando que diferentes condig¢des influenciam a
formacéo deste, assim como também foi verificado por Jesus et al. (2005). Ainda em relacdo
ao meio DMEM, sabe-se que este favorece a expressao de fatores de viruléncia em EPEC a 37
°C (BUSTAMANTE et al., 2001; MOREIRA et al., 2006). Portanto, dependendo das
condigdes e meios de cultura em que as amostras se encontram terdo diferentes perfis na

expressdo de alguns genes e, dentre eles, os citados acima.
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A amostra de E. coli K12 BW25113 apresentou maior formagéo de biofilme em meio
YESCA e em meio LB com alta concentracdo de NaCl, do que em meio LB, apds 24 horas de
incubacdo a 28 °C. No entanto, ap6s 16 horas de incubacdo, houve maior formacao de
biofilme apenas no meio LB. Estes resultados indicam que além dos diferentes meios de
cultivo, o tempo em que 0s microrganismos permanecem em contato com determinados
nutrientes também influencia a formacéo de biofilme (SHIMADA et al., 2012).

Hancock, Witsg e Klemm (2011) verificaram que a amostra de E. coli 83972 apresentou
maior formacdo de biofilme em LB do que nos outros trés meios empregados (meios
minimos: MOPS e ABTG; e urina humana). J& a amostra de K. pneumoniae i222-89
apresentou maior formacdo de biofilme em urina humana, e as amostras de E. coli Nissle
1917 e E. coli F-18 em meio minimo MOPS. Porém, a amostra de EHEC 413/89-1 apresentou
baixa formacéo de biofilme em todos os meios estudados. Estes resultados indicam mais uma
vez que as amostras possuem diferentes capacidades de formacéo de biofilme, dependentes da
condigéo de cultivo.

Oh et al. (2007) verificaram que amostras de EHEC O157:H7 formaram biofilme em
superficie de vidro de acordo com a concentracdo de nutrientes disponiveis, sendo que em
meios com baixos niveis de nutriente (M9), o biofilme foi desenvolvido mais rapidamente em
relagdo ao meio rico LB, além de ser mais espesso.

Em trabalho de Prouty, Schweisinger e Gunn, (2002) foi verificado que amostras de
Salmonella crescidas em caldo LB e TSB suplementados com sais biliares, aumentaram a
formacéo de biofilme quando comparados com os caldos sem suplementacdo. Em EPEC, sais
biliares aumentaram a adesao deste pato6tipo a células epiteliais (JESUS et al., 2005).

A bile é um liquido verde amarelado que contém acidos biliares, colesterol, fosfolipidios
e 0 pigmento bilirrubina, sendo produzida por hepatocitos, estocada na vesicula biliar e
liberada no duodeno (BEGLEY; HILL; GAHAN, 2006). Sabe-se que EPEC coloniza o
intestino delgado (SPERANDIO et al., 2003) e que possivelmente entra em contato com 0s
sais biliares liberados na mesma porcdo intestinal. Portanto, possivelmente EPEC pode ser
influenciada por este tipo de substancia.

No trato gastrointestinal humano, EPEC é exposta a varias condigdes de estresse, tais
como choque pelo &cido gastrico e sais biliares (JESUS et al., 2005). Bernstein et al. (1999)
reportaram que a exposicado bacteriana a estes ultimos induz genes especificos de estresse em
E. coli, sugerindo que a expressao alterada destes genes podem promover adesdo a células do

epitélio intestinal. Jesus et al. (2005) demonstraram que os fatores que elevam a adesdo
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causada por estresse 4cido foi aumentada em quase duas vezes, dependente das condicfes de
cultivo, sugerindo que essas condicdes influenciam na expressdo de adesinas, responsaveis

pelo aumento na adesao.

1.5.2 Ensaios empregados para verificar a formagéo de biofilme

Na tltima década, foram descritos varios ensaios para estudo da formacdo de biofilme in
vitro (DONLAN; COSTERTON, 2002). Estes séo divididos em ensaios de quantificacdo da
biomassa do biofilme (baseado na quantificacdo da matriz, células vivas e mortas), ensaios de
viabilidade (baseado na quantificacdo de células viaveis através de contagem de UFC, seja
por plaqueamento ou por corantes especificos) e ensaios de quantificacdo de matriz (baseado
na coloracdo especifica de componentes de matriz) (PEETERS; NELIS; COENYE, 2007).

A técnica de contagem de UFC/cm? é dependente de habilidade de manuseio do
operador e por isso passivel de erro devido a calibracdo incorreta de equipamentos, grande
demanda de material, € uma metodologia exaustiva e devido a presenca de grumos
bacterianos, a contagem pode ser prejudicada (HANNIG et al., 2010, PETTIT et al., 2005),
porém permite mensurar a quantidade de bactérias viaveis/mL e estudar a populagdo destas
em diferentes condi¢des de cultivo, além de ser uma metodologia barata. No entanto,
apresenta a desvantagem de detectar somente as células vidveis e cultivaveis, ou seja,
aquelas capazes de formar coldnias e muitas vezes as bactérias presentes dentro do biofilme
podem néo se replicar, prejudicando o calculo (DONLAN; COSTERTON, 2002).

J& a técnica através de coloracdo com cristal violeta, a qual mensura a quantidade de
corante retida no material estudado é uma metodologia que permite obtencdo de resultado
relativamente rapido, ndo faz uso de uma quantidade abundante de material, grumos
bacterianos ndo influenciam no resultado final, e permite estudar as amostras em diferentes
condigdes ambientais, porém ndo permite diferenciar bactérias viaveis, mortas e componentes
da matriz, ou seja, quantifica o biofilme como um todo. Deste modo, ndo permite analisar a
resisténcia de bactérias a determinados compostos, como por exemplo, a presenca de
antimicrobianos (DANESE; PRATT; KOLTER, 2000; PEETERS; NELIS; COENYE, 2007).

Outra metodologia muito empregada e de baixo custo € o corante resazurina (Alamar
Blue), que indica de maneira indireta, através da absorbancia proporcional ao nimero de
microrganismos metabolicamente ativos, a quantidade de bactérias viaveis. Este ensaio de

viabilidade é baseado na reducdo da resazurina por células ativas metabolicamente. E um
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composto azul que pode ser reduzido a resorufina tornando-se rosa, o qual é fluorescente
(NAVES et al., 2010). E muito utilizado em ensaios de susceptibilidade de microrganismos a
antimicrobianos. O corante, 5-ciano-2,3-ditolil cloreto de tetrazélio (CTC) e 2,3-bis (2-
metoxi-4-nitro-5-sulfofenil) -5 - [(fenilamino) carbonil] - 2H-tetrazolio hidréxido (XTT)
(MCCLUSKEY; QUINN; MCGRATH, 2005), sdo também muito utilizados. As principais
desvantagens destes corantes é que Sao muito caros.

Essas metodologias sdo empregadas em microplacas de titulacdo de poliestireno ou de
outros materiais, podendo se empregar laminulas de vidro em microplacas de 24 pocos, para
assim serem testados diferentes tipos de superficies. A microplaca de fundo chato é a mais
empregada (HERNANDES et al., 2013; MOREIRA et al., 2006; NAVES et al., 2010;
PEETERS; NELIS; COENYE, 2007; SHEIKH et al., 2001; STEPANOVIC et al., 2000), no
entanto deve-se levar em conta o fenbmeno de sedimentacdo microbiana nos fundos dos
POCOS.

Outro tipo de microplaca que vem sendo utilizada h& pouco tempo para o estudo de
biofilme por alguns grupos de pesquisa (CERI et al., 2001; LU; COLLINS , 2007; SEPANDJ
et al., 2004), principalmente em ensaios de determinacdo de concentracdo minima de
eliminacdo de biofilme de antimicrobianos, desinfetantes, biocidas e metais contra biofilmes
formados € a microplaca de poliestireno contendo pinos nas tampas, denominada sistema tipo
MBEC — “Minimum biofilm eradication concentration” ou dispositivo de Calgary e que foi
desenvolvida no Canada por Ceri et al. (1999). Nesse dispositivo, o biofilme é formado nos
pinos presentes nas tampas da microplaca, sendo embebidos por meio de cultura, eliminando
assim a situacdo de sedimentacdo bacteriana no fundo dos pogos. A quantificacdo da
formagdo de biofilme pode ser realizada através de ensaio de coloragcdo com cristal violeta
(JOHNSON et al., 2013; MAMPEL et al., 2006) ou de contagem de UFC ap6s rompimento
por sonicacdo das bactérias aderidas aos pinos (CERI et al., 2001).

A formacdo de biofilme por bactérias também pode ser estudada qualitativamente
através de ensaio de formacdo de anel (pelicula) na interface ar-liquido-vidro ou plastico,
dependendo do material. Nesse caso, a adesdo bacteriana e desenvolvimento de biofilme
ocorrem na parede do tubo, na regido proxima a superficie do meio, podendo também ocorrer
formacgéo de pelicula viscosa e rigida na superficie do meio de cultura, com producgéo de
matriz exopolissacaridica (HERNANDES et al., 2013; LEHNER et al., 2005). Nesse ensaio,

ndo hé interferéncia da sedimentacdo das bactérias sobre a superficie de aderéncia.
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Contudo, as técnicas de contagem de UFC e de medidas de absorbancia apds coloracao
com cristal violeta por exemplo, ndo permitem uma visualizagdo direta do biofilme e sim
valores de unidades formadoras de colonia (UFC/cm?) e valores de DO (Densidade Optica)
respectivamente. Sendo assim, metodologias que apresentam a possibilidade de visualizacéo
da estrutura do biofilme formado também séo constantemente utilizadas para a obtencdo de
imagens da estrutura tridimensional deste (DONLAN; COSTERTON, 2002).

A aplicacdo da microscopia confocal de varredura a laser (CLSM) trouxe uma nova
percepcdo da estrutura e funcdo dos biofilmes microbianos (LAWRENCE et al., 1991).
Anteriormente a utilizacdo desta metodologia, a forma de visualizacdo da estrutura em
questdo era possivel somente através de microscopio eletrénico ou até mesmo microscopio
optico, a qual apresentava a possibilidade de analise de material apds fixacdo das amostras
que eram desidratadas. A visualizacdo da arquitetura tridimensional das comunidades
bacterianas foi possivel através da metodologia de CLSM (COSTERTON et al.,1995).
Atualmente, diversas metodologias empregam CLSM para verificar a estrutura do biofilme e
mesmo quantificar bactérias viaveis das inviaveis (utilizando corantes especificos), como por
exemplo, apds tratamento com antimicrobianos (ITO et al., 2009), porém € dificil dizer ao
certo o numero exato de bactérias devido a grande proximidade que estas estdo dentro de um
biofilme.

CLSM se baseia na visualizacdo de corantes fluorescentes (conjugados ou ndo a
proteinas), ligados a componentes celulares ou constituintes do biofilme e visualizacdo destes
por uso de um apropriado comprimento de onda (ARNOLD; GRORMANN; BAUMANN,
2010). A essencial caracteristica deste tipo de microscopia € a possibilidade de visualizacdo
de imagem onde a geometria do sistema possa ser alterada de modo que o plano focal passe a
ter diferentes profundidades, dependente do alcance da luz difusora. Através de softwares que
fornecam capacidades técnicas de processamento de imagens, estas podem ser sobrepostas
originando-se assim fotos em trés dimensdes (ARNOLD; GROBMAN; BAUMANN, 2010;
NEUT et al., 2005; WIMPENNY et al., 2000). CLSM ainda permite o estudo de biofilmes
completamente hidratados e vivos (LAWRENCE; NEU 2003). Fornece informagoes
simultaneas sobre estruturas 3D de biofilmes e identidade de diferentes componentes (NEU;
WOELFL; LAWRENCE, 2004).

Dentre alguns corantes usados em CLSM, esta o corante iodeto de propidio (IP), que
tem baixa carga e, portanto uma alta afinidade por DNA, penetrando apenas em células
danificadas (mortas) (DECKER, 2001; HANNIG et al.,, 2010) corando em vermelho as
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bactérias do biofilme. Syto9 também possui afinidade com o DNA, sendo utilizado para
estudar a composigéo e morfologia de biofilmes (LAWRENCE; NEU; SWERHONE, 1998;
STRATHMANN; WINGENDER; FLEMMING, 2002). Como DNA ¢é também uma parte
significativa da matriz extracelular, esta coloracdo provera informacdo sobre biomassa total
do biofilme (PEETERS; NELIS; COENYE, 2007).

O isotiocianato de fluoresceina (FITC) é um dos corantes muito utilizados, os quais
permitem conjugacdo com as proteinas, sendo o marcador fluorescente mais comumente
usado para conjugar proteinas via grupo amina. Ele reage com grupos de proteinas com
terminal amino ou aminas primérias (GOLIM et al., 2007), sendo assim este pode ser
conjugado a faloidinas. Faloidinas pertencem a dois grupos de pequenas moléculas organicas
que se ligam a actina e por isso tem sido usada amplamente para estudar, por exemplo, 0
papel da actina em processos bioldgicos e como modelos para proteinas ligantes de actina
(COOPER, 1987).

Outros corantes amplamente utilizados sdo aqueles que permitem serem utilizados em
conjunto para identificar ao mesmo tempo bactérias viaveis e inviaveis devido a afinidades a
diferentes estruturas e por apresentarem diferentes comprimentos de onda quando excitados
por um comprimento de onda especifico, como por exemplo, o corante Live and Dead
(FLEMMING et al., 2009).

No entanto, todos 0s ensaios apresentam limitacGes, como diminui¢do da coloragéo e
perda da fluorescéncia dependendo do tempo e atividade metabolica dos microrganismos
testados (PEETERS; NELIS; COENYE, 2007).

Uma microscopia que possibilita a visualizagdo de detalhes especificos é a microscopia
eletronica de varredura (MEV) (SERRA; RICHTER; HENGGE, 2013). As desvantagens
desta técnica sdo: a completa dessecacdo das amostras, ser trabalhosa e demorada (NEUT et
al., 2005), apresentar alto custo e necessitar de preparo através de carbonizacdo e metalizagéo,
a qual pode desestruturar os biofilmes a serem observados. Apesar de seus pontos negativos,
MEYV possibilita obter informagdes da estrutura de biofilmes, como células bacterianas e seus
produtos, apresentando-se eficaz pela obtencdo de imagens precisas (SERRA; RICHTER;
HENGGE, 2013).

Portanto, devido aos reduzidos estudos na literatura sobre o perfil da capacidade de
formacéo de biofilme em EPEC atipica, um estudo global de seus sorotipos se faz necessario.
No presente trabalho, 23 amostras de EPEC atipicas, de diferentes sorotipos e de padrdes de

adesdo as células epiteliais HEp-2, foram avaliadas quanto a formacdo de biofilme em
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diferentes meios de cultivo, assim como duas temperaturas de incubacdo: 26 ° C e 37 °C,
simulando um ambiente de interagdo bacteriana com o ambiente (estratégia de sobrevivéncia,
representando uma fonte de transmisséo) e com o hospedeiro, respectivamente.

Devido a sua possivel relagdo com a presenca de alguns casos de diarreia persistente, é
de extremo interesse aprofundar os conhecimentos na patogénese do processo de formacéo de
biofilme deste patégeno, conhecendo os possiveis genes envolvidos e as condicbes de

crescimento ideais para o estabelecimento de biofilme.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Estudar a influéncia de diferentes condi¢cBes de cultivo na formacdo de biofilme por
Escherichia coli enteropatogénica atipica, relacionando possiveis caracteristicas

fenotipicas e pesquisa de possiveis genes relacionados a este processo.

2.2 Objetivos Especificos

e Pesquisar a presenca dos genes possivelmente associados com a formacdo de biofilme:
cgsA e crl (fimbria curli), fimH (fimbria tipo 1) e bcsA (celulose).

o Verificar a producéo das fimbrias tipo I, fimbria curli e de celulose, além da motilidade.

e Investigar a capacidade das amostras de EPEC atipicas de formarem biofilme em
microplacas de fundo chato e de formarem anel na interface ar-liquido-vidro ap6s 24 horas
de incubacdo, empregando diversas condicdes de cultivo.

e Avaliar a formacédo de biofilme de uma amostragem representativa de EPEC atipicas em
microplacas de fundo chato (MTT) e em microplacas MBEC apds 72 horas de incubacéo,
empregando diversas condi¢des de cultivo.

e Analisar qualitativamente a presenca de estruturas em biofilmes de EPECa através das
metodologias de Microscopia Confocal de Fluorescéncia (CLSM) e Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento experimental
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3.2 Amostras

Foram analisadas 19 amostras de EPEC atipicas isoladas de criancas com diarreia no
estudo epidemioldgico sobre a etiologia da diarreia aguda em Salvador-Bahia (PRONEX)
(BA) previamente caracterizadas por apresentarem o gene eae e nao apresentarem o plasmidio
EAF e os genes de viruléncia que caracterizam os outros patotipos de E. coli diarreiogénicas
(BUERIS et al., 2007), assim como ndo expressarem BFP (ABE et al., 2009; NARA et al.,
2009). Em adicdo, quatro amostras de EPEC atipicas da Colecdo Bacteriologica do
Laboratério de Bacteriologia do Instituto Butantan (LB) foram incluidas no estudo
(MAIRENA et al., 2004) (Tabela 1). A amostra protdtipo de EAEC 042-sorotipo O44:H18
(NATARO et al., 1985) foi empregada como referencial de alta capacidade de formacéo de
biofilme, enquanto a amostra de E. coli DH5a (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989)
foi empregada como referencial de baixa capacidade. A levedura Saccharomyces cerevisiae
da Colecéo Bacterioldgica foi empregada no ensaio de aglutinacao.

Todas as amostras bacterianas foram mantidas em caldo Tripticaseina de soja (TSB)
acrescido de glicerol a 80%, sendo armazenadas a -20 °C e -80 °C.

Tabela 1. Amostras de EPECa utilizadas neste estudo com seus respectivos sorotipos e padrdo de adesdo a
células HEp-2. Amostragem representativa em destaque foi submetida aos ensaios de 72 horas,

microscopia confocal e microscopia de varredura.

Amostra Sorotipo Adesdo em HEp-2 Amostra Sorotipo Adesdo em HEp-2

BA 92 02:H16 AA BA 2482 0119:H11 AA
BA 320 O55:H7 ALL BA 2991 034:H- NA
BA 558 O111:H40 AL BA 3378 0104:H2 ALL
BA 1244 O55:H7 ALL BA 4013 088:H- NA
BA 1444 0115:H8 IND BA 4147 O55:H7 ALL
BA 1738 080:H26 NA BA 4157 ONT:H25 AA
BA 1887 0111:h38 IND BA 4182 0125:H6 IND
BA 2062 0171:h48 IND LB 3.25 026:H11 ALL
BA 2103 026:H11 ALL LB 13.15 0119:H2 ALL
BA 2145 0105:H7 AA LB 5.10 O55:H7 ALL
BA 2459 026:H11 IND LB 19.2 0128:H2 AA
BA 2468 ONT:H19 NA

~ AA = ades?o agregativa; ALL = adeséo localizada-like; IND = ades&o indeterminada; NA = nio aderente.
Fonte: Abe et al. (2009), Bueris et al. (2007) e Mairena et al. (2004).
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3.3 Pesquisa dos genes cgsA, crl, fimH e bcsA

As técnicas gerais de manipulacéo e analise de DNA foram realizadas de acordo com
metodologias previamente descritas (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989). A
presenca dos genes cgsA, crl, fimH e bcsA foi pesquisada nas amostras em estudo atraves da
técnica da Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR). Esses genes foram escolhidos por serem
relatados como importantes para a formacao de biofilme em diversos trabalhos. O DNA
molde foi obtido conforme descrito a seguir: uma alcada do crescimento bacteriano, obtida a
partir de cultivo em Agar Luria Bertani (LBA), foi transferida para um microtubo contendo
300 pL de &gua ultrapura estéril, submetidos a fervura por 10 minutos e imediatamente
colocados em banho de gelo. As reacdes de PCR foram preparadas em um volume final de 25
uL, com os seguintes componentes: 10 mM Tris-HCI (pH8,3), 200 uM da mistura de dNTPs
(dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 1,5 mM MgCl,, 25 pmol de cada um dos iniciadores, 1,5U Taq
DNA polimerase (Invitrogen™, Foster City, CA, EUA) e 1 pL do DNA molde, completando
0 volume com &gua ultrapura estéril. Na Tabela 2, encontra-se a sequéncia dos
oligonucleotideos para esses genes e o tamanho dos fragmentos. As amplificacfes foram
realizadas no termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City,
CA, EUA) programado para 94 °C por 5 min; 30 ciclos de 94 °C por 1 minuto, temperatura de
anelamento (Tabela 2) por 1 minuto, 72° por 1 minuto e um ciclo final de 72°C por 7 min.
Nas Figuras 1, 2, 3 e 4 encontram-se 0s géis de agarose com o0s produtos da PCR
amplificados com os iniciadores da Tabela 2.

Os géis de agarose foram preparados dissolvendo-se a agarose (Invitrogen™, Foster
Cityy, CA, EUA) em tampdo TAE (40 mM Tris-acetato, 2 mM acido
etilenodiaminotetracético) por aquecimento, numa concentracdo final de 1,5%. 10 pL das
amostras de DNA amplificadas foram misturadas a 2 pL de tampdo de amostras para DNA
(0,25% de azul de bromofenol, 0,25% de xileno cianol, 30% de glicerol). Foi utilizado o
marcador de peso molecular 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen™, Foster City, CA, EUA). A
migracao foi realizada sob voltagem de 70 V (volts) em tampao TAE. Ap0s 0 encerramento
da eletroforese, os géis foram corados em solugdo de Gel Red (Biotium, Hayward, CA, EUA)
(1 pL da solucdo de Gel Red 10.000X diluido em 45 mL de &gua destilada complementado
com 900 puL de NaCl 5M), durante 30 minutos. Os géis foram observados em transiluminador
de luz ultravioleta e fotografados com o auxilio do sistema de captacdo de imagem
Alphalmager®2200 (Alpha Innotech, Santa Clara, CA, EUA).



Tabela 2. Sequéncia dos iniciadores para os genes cgsA, crl, fimH e bcsA temperatura de anelamento e tamanho dos fragmentos.

Gene Oligonucleotideos Temperatura de anelamento (°C) Tamanho do fragmento (pb) Referéncias
CSgA F - GGCGGAAATGGTTCAGATGTTG 65 295 BIAN et al., 2000
Fimbria curli R - CGTATTCATAAGCTTCTCCCGA
crl F-TTTCGATTGTCTGGCTGTATG 55 250 MAURER et al., 1998
Gene regulador da Fimbria curli R - CTTCAGATTCAGCGTCGTC
fimH? F - ACGAGTTATTACCCTGTTTGCTG 63 508 Este trabalho
Fimbria tipo 1 R - GCCAGTAGGCACTACCACATC
besAP F - AGTTGCGGTATCGGTAGAA 50 502 Este trabalho
Celulose R - AATAAACGATACAACCCAGG

*GenBank n° FJ865781.1; "GenBank AE005174.2; pb — pares de base; F — Foward; R — Reverse.
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Figura 1 Figura 2 Figura 3 Figura 4

Figuras 1, 2, 3 e 4. Presenca dos genes csgA, crl, fimH, e bcsA em gel de agarose a 1,5%. Na canaleta “Peso”, peso molecular 1 kb Plus DNA Ladder. Nas canaletas
medianas encontram-se 0s controles positivos para os respectivos genes. Na Ultima canaleta, seus respectivos controles negativos.
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3.4 Ensaios fenotipicos

3.4.1 Expressao da fimbria tipo 1

A capacidade de producgdo da fimbria tipo 1 por amostras de EPECa foi analisada
através de sua habilidade em aglutinar leveduras Saccharomyces cerevisiae sobre superficie
de laminas de vidro, conforme Schembri et al. (2005), com modificacGes. As 23 amostras de
EPECa foram cultivadas previamente por 18 horas a 37 °C em TSB numa diluicdo de 1:100.
Em seguida, foram inoculadas em TSB com e sem 1% D-manose numa dilui¢ido de 1:100 e
incubadas por 24 horas, sob a mesma temperatura. Para confirmar se a aglutinacdo é devido
ao reconhecimento especifico de residuos manosidicos presentes na superficie de
Saccharomyces cerevisiae, as amostras de EPECa crescidas com D-manose ndo devem
aglutinar na presenca das leveduras pois ndo terdo fimbrias tipo 1 disponiveis para ligar nos
residuos manosidicos das leveduras. Apds o periodo de incubacdo, 10 pL do inoculo
bacteriano foram homogeneizados com uma col6nia da levedura Saccharomyces cerevisae,
crescida previamente em agar tripticaseina de soja (TSA), sobre lamina de vidro contra um
fundo escuro, por um periodo méximo de 1 minuto e meio, até serem visualizados agregados,
indicando a producdo da fimbria tipo 1. A ligacdo especifica a D-manose sera positiva caso a
bactéria possua fimbrias manose-sensiveis (BRITO et al., 2004; KORHONEN, 1979).

Portanto, as amostras que aglutinaram com leveduras Saccharomyces cerevisiae na
auséncia de D-manose formando grumos, foram consideradas positivas. Aquelas que nao

aglutinaram e ndo formaram grumos visiveis foram consideradas negativas.

3.4.2 Expressao da fimbria curli

Para verificar a producdo de fimbria curli, foi seguida a metodologia descrita por
Castonguay et al. (2006). As 23 amostras de EPECa foram cultivadas previamente por 18
horas a 37 °C em TSB numa dilui¢do de 1:100. Apds este periodo, as amostras bacterianas
foram semeadas em placas contendo agar 2%, 40 pg/mL de corante Vermelho Congo
(Merck, Darmstadt, Bundesland, Alemanha), 1% &cido casamino; 0,15% extrato de levedura
e 0,005% sulfato de magnésio. Apos a incubacio a 26 °C por 48 horas seguidas de incubagédo
por mais 24 horas a 37 °C, foi observada a expressdo fenotipica da fimbria curli. As amostras

que apresentaram colonias com coloracdo avermelhada foram consideradas positivas e as que
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apresentaram colonias esbranquicadas foram consideradas negativas para a expressdo da

fimbria curli.

3.4.3 Producéo de celulose

A verificacdo da producgdo de celulose foi realizada de acordo com o método descrito
por Rémling et al. (2003). As amostras bacterianas foram previamente cultivadas em TSB a
37 °C por 18 horas numa diluicdo 1:100. Apds este periodo, as amostras foram semeadas em
meio LB (Luria Bertani) sem sal, pois permite maior expressao de celulose (BARNHART,;
CHAPMAN, 2006; WEISS-MUSKAT et al., 2010) complementado com 1,5% de &gar e
contendo 50 uM do corante Calcofluor (Fluorescent Brightener 28 — Sigma Aldrich, St.
Louis, Missouri, EUA), o qual é especifico para polimeros de glicosideos que contém ligacdes
B[1-4] ou P[1-3], sendo rotineiramente empregados para a deteccdo presuntiva de celulose
bacteriana (UDE et al., 2006).

A indicacdo da producdo de celulose é verificada através da observacdo de coldnias
bacterianas fluorescentes sob uma fonte ultravioleta (UV) de 366 nm apds 24 horas de
incubagdo a 37 °C (ROMLING et al., 2003), pois o Calcofluor € um corante dicroico ou seja,
ele absorve um comprimento de onda e emite outro comprimento diferente.

Assim, este corante se liga a celulose formando pontes de hidrogénio com grupamentos
hidroxila livres emitindo luz fluorescente mediante fonte UV (BENZIMAN et al., 1980).

3.4.4 Ensaio de motilidade

A motilidade das amostras de EPECa foi verificada de acordo com a metodologia
empregada por Sperandio, Torres e Kaper (2002), com alteracbes. As amostras bacterianas
foram cultivadas previamente em TSB a 37 °C por 18 horas numa diluicdo de 1:100. Apds
este periodo, 10 pL do pré inéculo foram pipetados no centro de placas de petri contendo
0,3% de agar bacterioldgico, 1% de triptona e 0,25% de NaCl e incubados a 37 °C, realizando
leitura apds 24 horas. O halo de crescimento bacteriano além do ponto de inoculo foi medido
em milimetros, quando presente, sendo classificado como movel (+) e altamente movel (++).
As amostras imoveis, que cresceram apenas no ponto de inoculo, ndo se disseminando sobre a

superficie do agar, foram denominadas negativas (-).
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3.5 Ensaios de formacéao de biofilme

3.5.1 Ensaio colorimétrico com cristal violeta

Ap0s as etapas anteriores, foi realizada a analise quantitativa da formacéo de biofilme
das 23 amostras de EPECa em microplacas de poliestireno de fundo chato (MTP — Microtiter
plate), empregando os seguintes meios de cultura: caldo LB com e sem NaCl, meio minimo
M9 e caldo E. coli, e sob as temperaturas de 26 °C e 37 °C, e por um periodo de 24 horas de
incubacdo, seguindo a metodologia descrita por Sheikh et al. (2001), com algumas
modificacdes. Os pré-indculos foram cultivados por 18 horas a 37° C, em caldo tripticaseina
de soja (TSB), em condicGes estaticas. Os cultivos bacterianos foram inoculados
posteriormente em cada um dos meios e em temperaturas de incubacdo mencionados acima,
numa diluicdo de 1:100 respectivamente em placas de poliestireno de 96 pocos (TPP, Suica),
em volume final de 200 pL. Apds 24 horas de incubacéo, foram feitas 3 lavagens com tampéo
fosfato (PBS) (NaCl 136,9 mM, KCI 2,7 mM, KH,PO, 1,5 mM, Na,HPO, 8,1 mM; pH 7,4)
para remocao das bactérias planctonicas. O biofilme foi pré-fixado com 200 pL de etanol a
75% por 10 minutos a temperatura ambiente. O fixador foi retirado e as bactérias foram
coradas com 200 pL de solucdo de cristal violeta a 0,5% por 5 minutos. O corante foi
removido e apds 3 lavagens com PBS, as placas foram secas e posteriormente adicionados
200 pL de etanol 95% em cada poco, para solubilizacdo do corante durante 2 minutos a
temperatura ambiente. Foram transferidos 150 puL de cada pogo para uma nova placa de
microtitulacdo de poliestireno para leitura da absorbancia a 595 nm no leitor de ELISA
Multiskan®EX (Thermo Fisher Scientific, Hudson, New Hampshire, EUA). Todas as
amostras foram avaliadas em triplicatas e em trés repeticBes, sendo experimentos
independentes e obtendo-se os valores médios de DO a 595 nm. Em cada ensaio foram
incluidas as amostras controle DH5a (baixa capacidade de formar biofilme) e EAEC 042 (alta
capacidade de formar biofilme).

Para a interpretacdo do teste, as amostras bacterianas foram classificadas de acordo
com Stepanovi¢ et al. (2000) em quatro categorias distintas em relagdo a amostra DH5a.,
empregada como referencial de baixa capacidade de producdo de biofilme, a serem
visualizadas na Tabela 3.
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Tabela 3. Categorias e classificagdo dos niveis de formacédo de biofilme por amostras de EPECa de acordo com
Stepanovic¢ et al. (2000).

Categorias Classificagdo
Auséncia de Formacédo de Biofilme DO amostra < DOpHhisa
Baixa Formacdo de Biofilme DOphsq < DOamostra < 2(DOphsq)
Formagdo Intermediaria de Biofilme 2(DOppse) < DOamostra < 4(DOphsq)
Alta Formacéo de Biofilme DOamostra > 4(DOpse)

3.5.2 Ensaio de formacéao de anel na interface ar-liquido-vidro

Apos a andlise das 23 amostras através do ensaio descrito na se¢do 3.5.1, este ensaio
foi realizado para verificar a capacidade de formacdo de biofilme das 23 amostras de EPECa
na interface ar-liquido-vidro em diferentes meios de cultivo e tentar relaciona-las com o perfil
genético e fenotipico das amostras.

A formacdo de uma estrutura na conformacdo de anel na interface ar-liquido-vidro
pelas 23 amostras de EPECa foi verificada de acordo com a metodologia empregada por
Lehner et al. (2005). As 23 amostras foram cultivadas previamente por 18 horas a 26° C e a
37° C em TSB numa diluicdo de 1:100. Apo0s este periodo, as amostras foram inoculadas em 5
mL dos seguintes meios: caldo LB com e sem NaCl, meio minimo M9 e caldo E. coli, numa
diluicdo de 1:100, sendo incubadas tanto a 26° C quanto a 37° C, sob a agitacdo de 210
rotacfes por minuto (rpm) durante um periodo de 48 horas. Apés a incubacéo foi observada a
presenca de uma estrutura na conformacao de anel nas laterais do tubo.

A simples presenca ou auséncia deste material foi utilizada para inferir o potencial da
capacidade ou incapacidade de formacéo de biofilme.

3.5.3 Microscopia confocal de fluorescéncia de biofilmes formados em microplaca de fundo

chato (MTP) em quatro meios de cultivo

Este ensaio foi realizado para analisar qualitativamente a arquitetura dos biofilmes
através da microscopia confocal de fluorescéncia das amostras de EPECa LB 5.10 e BA 4157,
e comparar com os resultados de formacéo de biofilme em microplaca de fundo chato (secédo
3.5.1). Foi empregada a metodologia descrita por Cleary et al. (2004), com modificagdes.

Foram utilizadas placas de 24 pogos com laminulas empregando os seguintes meios: caldo LB
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com e sem NaCl, meio minimo M9 e caldo E. coli, e sob as temperaturas de 26 °C e 37 °C por
24 horas de incubagdo, obtendo o indculo inicial conforme a se¢do 3.5.1.

Ap0s o término do periodo de incubacgdo nas diferentes condigdes, todos 0s pocos da
placa foram lavados 3 vezes com PBS 1X. Em seguida, as bactérias foram fixadas com p-
Formaldeido 4% em PBS 1X, por 18 horas a 4 °C. ApGs este periodo, as bactérias foram
lavadas 5 vezes com PBS 1X e, em seguida, permeabilizadas pela adi¢do de Triton X-100 a
0,1% em PBS 1X, por 5 minutos e lavadas com PBS por 3 vezes. Em seguida, as preparacdes
foram coradas com uma solucdo de PBS/BSA 0,2% acrescida de 25 pL de iodeto de propidio
(IP) (Molecular Probes, Eugene, Oregon, EUA) em uma concentracdo final de 1:1000. Em
cada laminula foram aplicados 25 pL da solucdo de iodeto de propideo, sendo estas
incubadas por 45 minutos sob abrigo da luz e novamente lavadas com PBS 1X, por 5 vezes.
As laminulas foram fixadas sobre laminas de vidro com Mowiol (Clariant, Sulzbach, Hessen,
Alemanha). Ap6s 24 horas a 4 °C, as laminas foram observadas através de microscopio
confocal de fluorescéncia, no Laboratério de Parasitologia do Instituto Butantan, em aumento
de 1000X, utilizando microscépio LSM 510 Meta (Zeiss, Heidelberg, Baden-Wirttemberg,

Alemanha), com filtro 570-719 e comprimento de onda 543 nm para IP.

3.5.4 Cinética da formacdo de biofilme em microplaca de fundo chato (MTP), através do

ensaio com cristal violeta

Apds o ensaio inicial de formacdo de biofilme, foi selecionado 0 meio que propiciou a
melhor formacdo de biofilme em cada temperatura para realizacdo de uma cinética, com a
finalidade de verificar a evolucdo da formagéo de biofilme nas amostras selecionadas.

As amostras de EPECa BA 4013, BA 4157 e LB 5.10, além das amostras controles
DHS5a e EAEC 042 foram ensaiadas para a formacgdo de biofilme em microplaca de fundo
chato e analisadas quantitativamente através do ensaio colorimétrico com cristal violeta,
seguindo a metodologia descrita por Sheikh et al. (2001), com algumas modificacdes (secédo
3.5.1). Os meios empregados foram: caldo LB sem NaCl e caldo E. coli, e sob as temperaturas
de 26 °C e 37 °C respectivamente. Os periodos de incubacdo foram de 24, 48 e 72 horas,
sendo realizada a troca total do meio de cultivo a cada 24 horas. Todas as amostras foram
avaliadas em triplicatas e em trés repeticGes, sendo experimentos independentes e obtendo-se

os valores médios de DO a 595nm.
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3.5.5 Ensaio colorimétrico com cristal violeta em placa de fundo chato (MTP) e em
Dispositivo de Calgary (MBEC) ap6s 72 horas de incubagéo

As amostras utilizadas para a realizacdo deste ensaio foram selecionadas a partir do
ensaio colorimétrico com cristal violeta (se¢do 3.5.1), sendo selecionadas 6 amostras (BA
320, BA 558, BA 4013, BA 4157, LB 3.25 e LB 5.10) com valores variados de Densidade
Optica (DO). As amostras DH5a ¢ EAEC 042 foram utilizadas como controle, sendo todas
analisadas em triplicata e em trés repeticdes. As amostras foram ensaiadas paralelamente em
MBEC (Nunc, Roskilde, Condado de Roskilde, Dinamarca) e MTP (TPP, Suica) para
comparar a formacdo de biofilme entre os dois tipos de placas (Anexo B).

O tempo de incubacdo empregado foi de 72 horas, efetuando-se trocas de meio a cada
24 horas (ensaio “quasi estatico”), utilizando os seguintes meios: caldo LB com e sem NacCl,
meio minimo M9 e caldo E. coli, e sob as temperaturas de 26 °C e 37 °C.

O ensaio de biofilme em MTP foi realizado conforme a se¢do 3.5.1, excetuando que 0
periodo de incubacdo foi de 72 horas.

Para a analise da formacdo de biofilme em Dispositivo de Calgary (MBEC) foi
realizada a metodologia descrita por Ceri et al. (1999), com modifica¢cdes e adaptando a
metodologia descrita por Sheikh et al. (2001) (secéo 3.5.1), para coloragdo com cristal violeta.
Os pré-indculos foram cultivados por 18 horas a 37° C, em caldo tripticaseina de soja (TSB),
em condi¢Oes estaticas. Os cultivos bacterianos foram inoculados posteriormente em cada um
dos meios mencionados acima, numa dilui¢do de 1:100 respectivamente em placas de MBEC
em volume final de 180 pL. Os meios de cultura foram totalmente substituidos a cada 24
horas. Apds 72 horas de incubacéo, a tampa de MBEC foi transferida para outra parte inferior
de placa de microtitulacdo para ndo ter interferéncia de material depositado no fundo do poco.
Posteriormente, foram feitas 3 lavagens com PBS para remocédo das bactérias planctonicas,
ndo aderidas ao pino, através da imersdo dos pinos em pocos de microplacas contendo PBS. O
biofilme foi pré-fixado com 180 pL de etanol a 75% por 10 minutos a temperatura ambiente.
O fixador foi retirado e as bactérias foram coradas com 180 puL de solucdo de cristal violeta a
0,5% por 5 minutos. O corante foi removido e apés 3 lavagens com PBS os pinos foram
secos, e posteriormente adicionados 180 pL de etanol 95% em cada pog¢o para solubilizagéo
do corante durante 2 minutos a temperatura ambiente. Foram transferidos 150 pL de cada

pogo para uma nova placa de microtitulagdo de poliestireno para leitura da absorbancia a 595
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nandmetros (nm) no leitor de ELISA Multiskan®EX. Todas as amostras foram avaliadas em

triplicatas. Em cada ensaio foram incluidas as amostras DH5a e EAEC 042.

3.5.6 Microscopia confocal de fluorescéncia de biofilmes formados em Dispositivo de
Calgary (MBEC)

As amostras foram selecionadas a partir do ensaio de MBEC realizado na secéo 3.5.5,
com o intuito de analisar qualitativamente a estrutura do biofilme nos anéis formados na parte
superior do pino da placa de MBEC.

A amostra representativa de baixa capacidade de formacéo de biofilme (BA 320) e a
amostra representativa de alta capacidade de formacdo de biofilme (BA 4157), além das
amostras controles DH5a e EAEC 042 foram ensaiadas para a formagdo de biofilme em placa
de MBEC, empregando os meios de cultura: LB, LB sem NaCl, M9 e caldo E. colia 26 °Ce a
37 °C por um periodo de 72 horas de incubacdo e foram analisadas através de microscopia
confocal de fluorescéncia conforme metodologia descrita por Cleary et al. (2004), com
modificacdes.

Apos a incubacdo de 72 horas, realizando trocas de meio de cultura a cada 24 horas, a
tampa da placa de MBEC com seus pinos contendo bactérias aderidas e formando biofilmes
foram lavados com 180 pL de PBS 1X por 3 vezes. Em seguida, bactérias aderidas aos pinos
foram fixadas com p-Formaldeido 4% em PBS, por 18 horas a 4 °C. Apds este periodo, 0s
pinos foram lavados 5 vezes com PBS 1X ficando submersos 2 minutos/lavagem e, em
sequida, permeabilizadas pela adicdo de Triton X-100 a 0,1% em PBS, por 5 minutos e
lavados com PBS 1X por 3 vezes, deixando 0s pinos submersos por 2 minutos/lavagem. Em
seguida, os pinos foram retirados das microplacas, acondicionados em microtubos e
estocados em 150 pL de Mowiol contendo iodeto de propidio em uma concentracéo final de
1:1000. Apo6s 24 horas a 4 °C, os pinos foram observados através de microscépio confocal de
fluorescéncia, no Laboratdrio de Parasitologia do Instituto Butantan, em aumento de 1000X,
utilizando microscépio LSM 510 Meta, com filtro 570-719 e comprimento de onda 543 nm
para IP.

Este ensaio foi realizado para observar qualitativamente o perfil de capacidade de
formagdo de biofilme das amostras representativas testadas. A imagem positiva para a
formacdo de biofilme em estagio maduro apresenta-se com estruturas sobressaindo-se da

camada bacteriana aderida aos pinos.
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3.5.7 Microscopia eletronica de varredura

Este ensaio foi realizado com o objetivo de visualizar a aderéncia bacteriana e
formagéo de biofilme nos pinos, assim como a presenca de estruturas participantes na
formagé&o de biofilme.

As amostras de EPECa: BA 320, BA 558, BA 4013, BA 4157, LB 5.10 e LB 3.25,
além das amostras controles DH5a. ¢ EAEC 042, foram ensaiadas para formacéo de biofilme
em meio de cultura LB a 37 °C, em microplacas MBEC, através de microscopia eletronica de
varredura conforme metodologia descrita por Knutton (1995), com modificagdes. Apos 72
horas de incubacdo, realizando trocas de meio de cultura a cada 24 horas, 0s pinos contendo
bactérias aderidas e formando biofilmes foram retirados das microplacas, acondicionados em
microtubos, sendo entdo fixados com uma solucdo de glutaraldeido a 3,0% em tampé&o
cacodilato 0,1 M. As preparacdes foram lavadas por 3 vezes de 10 minutos no tampéo
cacodilato 0,1 M e foram pds-fixadas com tetroxido de 6smio a 1% no mesmo tampdo. Apds
15 minutos a temperatura ambiente, as preparacGes foram lavadas trés vezes de 5 minutos
com &gua destilada e foram desidratadas em gradiente crescente de etanol (50, 75, 85, 95 e
100% - 10 minutos em cada solugdo). Apds secagem completa do material, realizada pelo
método de ponto critico do gas carbonico (Leica EM CPDO03, Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemanha), as preparacdes foram colocadas em um suporte apropriado para 0 microscépio de
varredura e receberam uma fina camada de ouro (Sputtering Leica EM SCDO050, Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemanha) para posteriormente serem observadas em MEV (Quanta
250, FEI Company, Eindhoven, Holanda), operando em 10 kV e distancia de trabalho 9 mm,
no Laboratorio de Biologia Celular do Instituto Butantan.

Através desta metodologia também foi realizada a microscopia eletrénica de varredura
das partes inferior (ponta), mediana e superior dos pinos para verificar a formagéo de biofilme
conforme este se aproxima da interface ar-liquido. Foram selecionadas 4 amostras, BA 320,
BA 4157, LB 5.10 e LB 3.25.

3.5.8 Microscopia confocal de fluorescéncia de biofilmes formados em Dispositivo de
Calgary (MBEC) em LB a 37 °C
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Este ensaio foi realizado com a finalidade de analisar as diferencgas na arquitetura do
biofilme em meio LB a 37 °C. As amostras ensaiadas foram as mesmas da segdo 3.5.7.,

conforme a metodologia descrita na se¢éo 3.5.6.

3.6 Analise estatistica

Foi realizada a andlise estatistica dos valores de DO 595nm obtidos através do ensaio
colorimétrico com cristal violeta das 23 amostras de EPEC atipicas empregando Anova de
dois fatores de medidas repetidas, no programa SPSS (“Statistical Package for the Social
Sciences”), quando possivel. O teste foi aplicado as amostras submetidas a incubagdo por 24
horas em LB, LB sem NaCl, M9 e caldo E. coli, sob as temperaturas de 26 °C e 37 °C. As
amostras também foram submetidas a analise estatistica atraves do teste-T de Student quando

necessario.
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4 RESULTADOS

As 23 amostras de EPEC atipicas, 19 isoladas do estudo epidemiologico sobre a
etiologia da diarreia aguda em Salvador-Bahia (PRONEX — BA) e 4 pertencentes a Colecéo
Bacterioldgica do Laboratdrio de Bacteriologia do Instituto Butantan, foram analisadas neste

estudo.

4.1 Presenca dos genes csgA, crl, fimH e bcsA

A presenca das sequéncias geneticas da principal subunidade da fimbria curli - a
curlina (csgA); do regulador da fimbria curli (crl); da fimbria tipo 1 (fimH) e da celulose
(bscA) foram analisadas por PCR e estdo apresentados na Tabela 4. Na Tabela 2 e nas
Figuras 1 a 4 encontram-se os dados de cada um dos genes mencionados acima.

O gene csgA foi detectado somente nas amostras BA 92, BA 558, BA 1444, BA 1738,
BA 2062 e BA 2468, enquanto que as outras 17 amostras (73,9%) foram negativas para esse
gene. O gene crl, regulador da fimbria curli e o gene bcsA (celulose sintase) foram detectados

nas 23 amostras (100%). O gene fimH n&o foi amplificado apenas na amostra BA 558.
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Tabela 4. Presenca de genes para fimbria curli, fimbria tipo | e celulose em 23 amostras de EPECa.
Fimbria Curli Fimbria tipo Celulose
Amostras I
(csgA) (crl) (fimH) (bcsA)

BA 92 + +
BA 320 -
BA 558
BA 1244 -
BA 1444
BA 1738
BA 1887 -
BA 2062 +
BA 2103 -
BA 2145 -
BA 2459 -
BA 2468 +
BA 2482 -
BA 2991 -
BA 3378 -
BA 4013 -
BA 4147 -
BA 4157 -
BA 4182 -
LB 3.25 -
LB 13.15 -
LB 5.10 -

LB 19.2
N° total 6
% 26 100 95,6 100

+
+

Nl+ ++++ ++ +++++++++++++ ++ +
N+ +++++++++++++++++++++ +

N+ ++++++++++++++++ + + +

4.2 Expressao dos genes csgA, crl, fimH e bcsA

4.2.1 Expressado da fimbria curli

Na Figura 5, esta ilustrada uma amostra positiva para a expressdo da fimbria curli
(BA 320) e uma amostra negativa para esta fimbria (BA 92). A amostra positiva apresentou
uma coloragdo avermelhada devido a adsorcdo do corante Vermelho Congo na fimbria,
indicando um resultado positivo enquanto a amostra negativa apresentou uma coloragdo mais

clara.
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Figura 5. Ensaio de expressdo da fimbria curli em agar Vermelho Congo. Amostra positiva (BA 320)
apresentando coldnias avermelhadas e amostra negativa (BA 92), com coldnias mais claras.

A producéo da fimbria curli foi verificada em 11 (47,8%) amostras de EPECa, quando

cultivadas em agar contendo o corante Vermelho Congo (Tabela 5).

Tabela 5. Expressdo da fimbria curli em dgar Vermelho Congo por 23 amostras de EPECa.
Expressao da

fimbria curli

BA 92 -
BA 320 +
BA 558 -

BA 1244 -
BA 1444 +
BA 1738 +
BA 1887 +
BA 2062 -
BA 2103 -
BA 2145 +
BA 2459 +
BA 2468 +
BA 2482 -
BA 2991 -
BA 3378 +
BA 4013 -
BA 4147 +
BA 4157 +
BA 4182 +
LB 3.25 -
LB 13.15 -
LB 5.10 -
LB 19.2 -
Total de amostras positivas 11
% 47,8

Amostras
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4.2.2 Expressao da fimbria tipo 1

Na Figura 6, podemos observar a aglutinacdo da amostra BA 4157 com leveduras
(Sacharomyces cerevisae) devido a expressdo da fimbria tipo 1, apresentando aglomerados
celulares envoltos por um meio translucido. A amostra BA 558 representa o resultado

negativo, onde é possivel visualizar somente um liquido com aspecto leitoso.

Figura 6. Ensaio de aglutinagdo das amostras BA 4157 (positiva) e BA 558 (negativa) na presenca da levedura
Sacharomyces cerevisae.

Os resultados das 23 amostras ensaiadas atraves do teste de aglutinacdo com leveduras
podem ser visualizados na Tabela 6. Através deste teste foi observado que 16 dentre as 23
amostras de EPECa (69,6%) aglutinaram na presenca da Sacharomyces cerevisae, sendo 0s
resultados confirmados pela auséncia de aglutinacdo quando as amostras foram pré incubadas

em TSB contendo 1% de manose.
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Tabela 6. Expressao da fimbria tipo 1 por 23 amostras de EPECa, através do ensaio de aglutinagdo.

Expressédo da
fimbria tipo |
BA 92 +
BA 320 +
BA 558 -
BA 1244
BA 1444
BA 1738 -
BA 1887 +
BA 2062 +
+
+

Amostras

BA 2103
BA 2145
BA 2459 -
BA 2468 -
BA 2482 +
BA 2991 -
BA 3378 -
BA 4013 +
BA 4147 +
BA 4157 +
BA 4182 +
LB 3.25 +
LB 13.15 -
LB 5.10 +
LB 19.2 +
Total de amostras positivas 16
% 69,6

4.2.3 Producéo de celulose

A visualizacdo da auséncia ou presenca de celulose esta demonstrada na Figura 7. O
corante Calcofluor é incorporado a matriz extracelular (EPS) e faz com que a cepa apresente

uma coloracéo fluorescente, sendo considerado assim um resultado presuntivo positivo.
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Figura 7. Amostra de EPECa BA 320 (esquerda) positiva para expressdo de celulose, apresentando coldnias
fluorescentes sob uma fonte de luz ultravioleta de 366 nm e amostra EPECa BA 92 negativa (direita),
ndo fluorescente. Placas de agar contendo LB sem NaCl com Calcofluor.

Como podemos visualizar na tabela Tabela 7, apenas 13 amostras de EPECa (56,5%)

apresentaram a producdo de celulose.
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Tabela 7. Expressao de celulose em agar Calcofluor por 23 amostras de EPECa.
Expressao de

Amostras celulose

BA 92 -
BA 320 +
BA 558 -
BA 1244
BA 1444
BA 1738
BA 1887
BA 2062
BA 2103 -
BA 2145
BA 2459
BA 2468 -
BA 2482 -
BA 2991 -
BA 3378 +
BA 4013 -
BA 4147 +
BA 4157 +
BA 4182 +
LB 3.25 -
LB 13.15 +
LB 5.10 -
LB 19.2 -
Total de amostras positivas 13
% 56,5

+ + + + +

+ +

4.2.4 Presenca de motilidade

De acordo com a Tabela 8, 18 (78,3%) amostras de EPECa apresentaram motilidade,
sendo que 5 (21,7%) apresentaram-se imoveis (BA 92, BA 2103, BA 2468, BA 2991 e BA
4013). As amostras positivas (+) apresentaram um halo de até 30 milimetros enquanto que
amostras altamente mdveis (++) apresentaram um halo maior que 30 milimetros. Os simbolos

utilizados foram simplesmente para efeito de distin¢do visual do tamanho do halo.
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Tabela 8. Presenca ou auséncia de motilidade nas 23 amostras de EPECa.

Amostras Motilidade  Halo (mm)
BA 92 - 0
BA 320 + 10
BA 558 ++ 46
BA 1244 ++ 49
BA 1444 ++ 30
BA 1738 + 18
BA 1887 + 16
BA 2062 + 11
BA 2103 - 0
BA 2145 + 9
BA 2459 + 7
BA 2468 - 0
BA 2482 ++ 31
BA 2991 - 0
BA 3378 + 12
BA 4013 - 0
BA 4147 + 8
BA 4157 + 14
BA 4182 ++ 30
LB 3.25 + 12
LB 13.15 ++ 30
LB 5.10 ++ 55
LB 19.2 ++ 56
Total de amostras 18 -

positivas
% 78,3 -

Na Tabela 9, encontra-se o perfil de cada amostra para a expressdo das quatro diferentes
estruturas (fimbria curli, fimbria tipo 1, celulose e flagelo) descritas acima. A maioria das
amostras (7) apresentou as quatro estruturas, 4 apresentaram fimbria tipo 1 e motilidade, 3
apresentaram fimbria curli, celulose e motilidade, 3 apenas fimbria tipo 1, 2 apresentaram
fimbria tipo 1, celulose e motilidade, 1 apresentou celulose e motilidade, 1 apresentou apenas

motilidade, 1 apenas fimbria curli e apenas uma amostra foi negativa para todos os genes.
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Tabela 9. Perfil das amostras de EPECa para a expressao dos genes csgA, crl, fimH e bcsA

Fendtipo Amostras Total
Fimbria tipo 1, fimbria curli, celulose e motilidade BA320 BA1444 BA1887 BA2145 BA4147 BA4IST BA4IR 7
Fimbria tipo 1 e flagelo BA2482 BA32 BAL10 BA192 4
Fimbria curli, celulose e motilidade BA1738 BA2459 BA3378 3
Fimbria tipo 1 BA92  BA2103 BA4013 3
Motilidade, fimbria tipo L e celulose BA 1244 BA 2062 2
Celulose e Motilidade LB1315 1
Fimbria curli BA 2468 1
S0 flagelo BA 558 1
Auséncia de fendtipo BA 2991 1

4.3 Ensaio colorimétrico com cristal violeta das 23 amostras de EPECa no periodo de 24

horas de incubacao em diferentes condic@es de cultivo em placas de fundo chato (MTP)

Apobs a andlise do perfil genético e fenotipico das amostras, foi realizado o ensaio
colorimétrico com cristal violeta para verificar a formacéo de biofilme em placas de MTP e
através do ensaio de formacdo de anel na interface ar-liquido-vidro, em diferentes meios de
cultivo e temperaturas. Estes ensaios foram relacionados a expressdo da fimbria curli, fimbria
tipo 1, celulose e motilidade.

Foram utilizados meios de cultivo e temperaturas diferentes com o propdésito de
analisar a influéncia de diferentes nutrientes e condi¢cdes na formacdo de biofilme. Este teste
foi realizado com o objetivo de verificar o perfil das amostras em estudo com relacdo a
capacidade de aderir e possivelmente formar biofilme em superficie abidtica.

Esta metodologia é um teste indireto que mensura a capacidade de formacdo de
biofilme de acordo com a ligacdo do corante cristal violeta as bactérias vivas, mortas,
moléculas carregadas negativamente e aos polissacarideos da matriz (EPS) (LI; YAN; XU,
2003).

Nos Graficos 1 e 2, estdo representadas as 23 amostras de EPECa cultivadas em LB, LB

sem NaCl, M9 e caldo E. coli a 26 °C e 37 °C, respectivamente.
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Gréfico 1. Capacidade de formac&o de biofilme por 23 amostras de EPECa utilizando o ensaio colorimétrico com cristal violeta. Incubagdo em meio LB, LB sem NaCl, M9 e
caldo E. coli a 26 °C por 24 horas.
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Gréfico 2. Capacidade de formac&o de biofilme por 23 amostras de EPECa utilizando o ensaio colorimétrico com cristal violeta. Incubagdo em meio LB, LB sem NaCl, M9 e
caldo E. coli a 37 °C por 24 horas.
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Nos ensaios a 26 °C, analisando as 23 amostras de forma geral em relacdo a capacidade
de formacdo de biofilme, o meio LB sem NaCl significativamente permitiu uma maior
capacidade de formacgdo de biofilme das amostras (p<0,05), enquanto 0S outros meios nédo
apresentaram diferenca significativa entre si (p>0,05).

Nos ensaios a 37 °C, todos os meios apresentaram diferenca significativa (p<0,05)
quanto aos resultados de formacao de biofilme quando comparados entre si, com excec¢ao dos
meios LB e LB sem NaCl, que ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05) (Tabela
10).

Tabela 10. Diferengas estatisticas da formacao de biofilme por 23 amostras de EPECa, através do ensaio com
cristal violeta, nos meios LB, LB sem NaCl, M9 e caldo E. coli, apés incubagdo a 26 °Cea 37 °C.

26 °C Estatistica* 37°C Estatistica*
LB LB sem NaCl p<0,05 LB LB sem NaCl p>0,05
M9 p>0,05 M9 p<0,05
Caldo E. coli p>0,05 Caldo E. coli  p<0,05
LB sem NaCl M9 p<0,05 LBsem NaCl M9 p<0,05
Caldo E. coli p<0,05 Caldo E. coli  p<0,05
M9 Caldo E. coli p>0,05 M9 Caldo E. coli  p<0,05

* ANOVA com dois fatores de medidas repetidas

Porém, quando as amostras sdo comparadas através da estratificacdo da capacidade de
formagao de biofilme de acordo com Stepanovi¢ et al. (2000), 0 numero de amostras em caldo
E. coli no nivel “Alta Formag¢do de Biofilme” foi superior em relagdo aos outros meios
(Tabela 11). A estratificacdo de cada amostra de EPECa encontra-se na Tabela 13,

juntamente com os resultados de formacao de anel.
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Tabela 11. Classificacdo da formacdo de biofilme por 23 amostras de EPECa, através de ensaio com cristal
violeta ap6s 24 horas de incubacéo.

LB LB sem NaCl M9 caldo E. coli Classificacdo
5 (21,7%) 5 (21,7%) 10 (43,5%) 10 (43,5%) Formacéo de Biofilme Ausente
8 (34,9%) 3 (13,1%) 0 2 (8,7%) Pouca Formacéo de Biofilme
5 (21,7%) 5 (21,7%) 3 (13%) 0 Intermediaria Formacao de Biofilme
26 °C
5 (21,7%) 10 (43,5%) 10 (43,5%) 11 (47,8%) Alta Formacéo de Biofilme
18 (78,3%)  18(78,3%)  13(56,5%) 13 (56,5%) Formac&o de Biofilme Presente
17 (74%) 16 (69,7%) 15 (65,3%) 1 (4,3%) Formagcéo de Biofilme Ausente
4 (17,3%) 3 (13%) 3 (13%) 0 Pouca Formagéo de Biofilme
37°C
0 3 (13%) 2 (8,7%) 0 Intermediaria Formacao de Biofilme
2 (8,7%) 1 (4,3%) 3 (13%) 22 (95,7%) Alta Formacéo de Biofilme
6 (26%) 7 (30,3%) 8 (34,7%) 22 (95,7%) Formacdo de Biofilme Presente

Conforme o Gréfico 3, visualiza-se a média dos valores de DO da massa total do
biofilme do grupo das 23 amostras de EPECa, para cada meio de cultivo e temperatura. A 26
°C, a massa do biofilme foi maior em meio LB sem NaCl, enquanto os outros meios foram
similares entre si. Porém, a 37 °C 0 meio que mais se destacou foi o caldo E. coli, sendo que

0s outros meios foram mais semelhantes entre si.
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Grafico 3. Massa de biofilme das 23 amostras de EPECa em diferentes condices de cultivo.

Através da estratificacdo da capacidade de formacdo de biofilme destas amostras
conforme Stepanovi¢ et al. (2000), o meio que propiciou maior capacidade de formacdo de
biofilme a 37 °C foi o caldo E. coli (Tabela 11), sendo que 22 amostras foram agrupadas no
nivel “Alta Forma¢ao de Biofilme” e uma no nivel “Formag¢ao de Biofilme Ausente”. Estes
resultados se correlacionam com os resultados de massa geral do biofilme (caldo E. coli, a 37
°C) (Gréfico 3). Os demais meios apresentaram dados similares.

Comparando a capacidade da formagdo de biofilme geral das amostras nos mesmos
meios em diferentes temperaturas (26 °C e 37 °C), todos apresentaram diferencas
significativas (p<0,05), exceto o meio LB (Tabela 12). No Grafico 4, esta representado a
diferenca da capacidade de formacdo de biofilme dos meios de cultivo em 26 °C e 37 °C,
indicando maior formacéo de biofilme pelas amostras crescidas em caldo E. coli a 37 °C,
enquanto que nos demais meios as amostras apresentaram maior formacgédo de biofilme a 26
°C.
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Grafico 4. Diferenca da capacidade de formacdo de biofilme por 23 amostras de EPECa em diferentes meios
nas temperaturas de 26 °C e 37 °C.

Tabela 12. Comparacao entre as temperaturas de 26 °C e 37 °C nos meios LB, LB sem NaCl, M9 e caldo E.
coli, quanto a capacidade de formar biofilme.

26 °C x 37 °C Estatistica*

LB p>0,05
LB sem NaCl p<0,05
M9 p<0,05
Caldo E. coli p<0,05

* ANOVA com dois fatores de medidas repetidas

4.4 Presenca de anel na interface ar-liquido-vidro

Esta metodologia foi realizada para verificar a capacidade das amostras formarem anel
na interface ar-liquido-vidro e relaciona-la com a formacdo de biofilme em placas de fundo
chato (MTP) e com a expressédo dos genes csgA, crl, fimH e bcsA.

Na Tabela 13, verifica-se a formacao de anel pelas amostras de EPECa incubadas sob
agitacdo a 26 °C, nos meios LB, LB sem NaCl e caldo E. coli, apresentando 22 (95,6%), 21
(91,3%) e 23 (100%) de amostras positivas, respectivamente, enquanto que apenas 9 (39,1%)
amostras foram capazes de formar anel no meio minimo M9. Os resultados obtidos a 37 °C se
mostraram contrarios aos apresentados a 26 °C, em que nos meios LB, LB sem NaCl e M9
ocorreram 1 (4,3%), 3 (13,0%) e 1 (4,3%) amostras positivas, respectivamente (Tabela 13). O
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meio minimo M9 destacou-se como 0 que menos proporcionou a formacao de anel e o caldo
E. coli 0 que mais proporcionou, para ambos 0s meios e temperaturas.

O mesmo perfil apresentado no ensaio de formacao de anel na interface ar-liquido-vidro
foi verificado no ensaio de formacdo de biofilme em MTP (Graficos 1 e 2), ou seja, em
ambas as metodologias a formacao de biofilme foi quase ausente a 37 °C. Entretanto, o caldo
E. coli foi 0 meio que apresentou uma excecao a este perfil, apresentando formacéo de anel e
biofilme pela maioria das amostras de EPECa em ambas as temperaturas (Tabela 13).

Quanto a formacdo de biofilme e expressdao génica, a maioria das amostras que
formaram biofilme nas duas metodologias apresentadas expressaram ou fimbria curli ou
fimbria tipo 1 ou celulose, exceto as amostras BA 558 e BA 2991 que ndo expressaram
celulose, fimbria curli e fimbria tipo 1, sendo ainda que a amostra BA 2991 ndo apresentou
nem motilidade (Tabela 9). No entanto, apesar da reduzida formacao de biofilme por essas
amostras, estas ainda foram capazes de formar anel na interface ar-liquido-vidro e biofilme
em MTP sob algumas condigdes (Tabela 13).

Em sete amostras (BA 92, BA 2103, BA 2482, BA 4013, LB 3.25, LB 5.10 e LB 19.2)
ndo houve expressdo de fimbria curli e celulose porém estas amostras expressaram fimbria
tipo 1. Com relagdo as 5 amostras imoveis (BA 92, BA 2103, BA 2468, BA 2991 e BA 4013),
foi possivel verificar a capacidade de formacdo de biofilme em ambas as metodologias, MTP
e formacdo de anel na interface ar-liquido-vidro, porém com uma capacidade muito inferior as
demais amostras, exceto no caso da amostra BA 4013. A maioria das amostras que foram

imoveis também foram negativas para a expressdo de celulose e fimbria curli (Tabela 9).



Tabela 13. Formacao de anel na interface ar-liquido-vidro e formagao de biofilme por 23 amostras de EPECa a 26 °C e 37 °C.

Formacéo de anel a 26 °C

Formacéo de anel a37 °C

Formacao de biofilme a 26 °C

Formacao de biofilme a 37 °C

Amostras LB LBsemsal M9 CaldoE.coli LB LBsemsal M9 CaldoE.coli Amostras LB LBsemsal M9 CaldoE.coli LB LBsemsal M9 CaldoE.coli
BA 92 + + + + - - - + BA 92 + - - +++ - - - +H+
BA 320 + + + + - - - + BA 320 ++ +++ +++ +++ + ++ + +++
BA 558 + + + + - - - + BA 558 - - - +++ - - - +++
BA 1244 + + + + - - - + BA 1244 ++ +++ +++ +++ - - - +++
BA 1444 + + - + - - - + BA 1444 + +++ - +++ - - - ++4+
BA 1738 + + + - - - + BA 1738 - - - - - - - +++
BA 1887 + + + - - - + BA 1887 +++ ++ +++ - - - +++
BA 2062 + + + - - - + BA 2062 + ++ - - - - - i+
BA 2103 + + - + - - - + BA 2103 ++ ++ - - - ++ - +++
BA 2145 + + - + - + - + BA 2145 +++ +++ +++ - + + ++ +++
BA 2459 + + - + + - - + BA 2459 ++ + +++ +++ + - +++ +++
BA 2468 + + - + - - - + BA 2468 + +++ +++ - - - - +++
BA 2482 + + - + - - - + BA 2482 - - - - - - - +++
BA 2991 + + - + - - - - BA 2991 - - + - - F—
BA 3378 - + - + - - - + BA 3378 + ++ - - - +++
BA 4013 + + - + - - + BA 4013 ++ ++ ++ +++ - + +++
BA 4147 + - + + - - + BA 4147 + ++ +++ +++ - - 4+
BA 4157 + + + + - - + + BA 4157 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
BA 4182 + + + + - - - + BA 4182 +++ +4++ +++ + - - +++
CB 3.25. + + - + - - - + CB 3.25. +++ +++ +++ - +++ ++ +++ +++
CB 13-15. + - - + - - - + CB 13-15. - - - o - - - o+
CB 5-10. + + - + - - - - CB 5-10. +++ +++ +++ - + - ++ -
CB 19-2. + - + - - - + CB 19-2. + ++ - - - - - 4+
Total N° 22 21 9 23 1 3 1 21 Total N° 18 18 18 13 6 7 8 22
% 95,6 91,3 39,1 100 4,3 13 4,3 91,3 % 78,3 78,3 78,3 56,2 26 304 348 95,6

Formagcdo de biofilme: -, sem formacdo; +, baixa; ++, intermediéaria; e +++, elevada formacéao de biofilme.
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4.5 Microscopia confocal de fluorescéncia de biofilmes formados em microplaca de
fundo chato (MTP) em quatro meios de cultivo

A partir do ensaio colorimétrico com cristal violeta, foram selecionadas as amostras LB
5.10 e BA 4157, as quais apresentaram respectivamente, niveis intermediério e alto de
formacgéo de biofilme na maioria das condi¢fes de cultivo. O objetivo deste ensaio foi
verificar qualitativamente a capacidade das amostras de EPECa formarem biofilme, além de
comparar com os resultados do ensaio colorimétrico com cristal violeta. As amostras foram
cultivadas nos meios LB, LB sem NaCl, M9 e caldo E. coli, sob as temperaturas de 26 °C e
37 °C por um periodo de 24 horas.

Na Figura 8, observa-se que a amostra LB 5.10, quando incubada a 26 °C nos
diferentes meios, apresentou maior capacidade para a formacdo de biofilme do que quando
incubada a 37 °C. Na temperatura de 26 °C, em todos os meios de cultura, visualiza-se
estruturas mais espessas e com projecoes mais amplas do que nas condi¢fes a 37 °C. Esses
resultados corroboram com o ensaio colorimétrico com cristal violeta, com excecdo do caldo

E. coli.
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Figura 8. Fotomicrografias de formacao de biofilme pela amostra de EPECa LB 5.10 em LB, LB sem NaCl, M9
e caldo E. coli, a 26 °C e a 37 °C em MTP ap0s 24 horas de incubagdo. A e C, imagem panoramica do
biofilme no eixo xyz.; B e D: projecéo no eixo z da imagem anterior no eixo xyz. Aumento de 1000X.

Na Figura 9, observa-se que a amostra BA 4157 incubada nos meios de cultivo a 37 °C
forneceram maior capacidade para a formacdo de biofilme em relacdo a 26 °C. Estes dados
séo opostos aos resultados verificados na amostra LB 5.10 (Figura 8), pois a amostra LB 5.10
apresentou maior formacdo a 26 °C, enquanto que a amostra BA 4157 apresentou maior
formacédo de biofilme a 37 °C. Assim como para a amostra LB 5.10, estes dados corroboram
quase inteiramente com os dados do ensaio colorimétrico com cristal violeta em placa de
MTP (Gréfico 1 e 2).

Quando comparadas as amostras BA 4157 e LB 5.10, a formacdo de biofilme da
primeira (Figura 9) apresentou-se mais compacto e espesso com rela¢do a amostra LB 5.10
(Figura 8).
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Figura 9. Fotomicrografias de formacéo de biofilme pela amostra de EPECa BA 4157 em LB, LB sem NaCl,
M9 e caldo E. coli, a 26 °C e a 37 °C em MTP ap6s 24 horas de incubacdo. A e C, imagem
panoramica do biofilme no eixo xyz.; B e D: proje¢do no eixo z da imagem anterior no eixo Xxyz.
Aumento de 1000X.

4.6 Cinética da formacéo de biofilme em microplacas de fundo chato (MTP) em LB sem

NaCl a 26 °C e em Caldo E. coli a 37 °C por amostras representativas de EPECa

Apoés a realizagdo do ensaio colorimétrico com cristal violeta e confirmagdo da
formacédo de biofilme pelas 23 amostras de EPECa ap0s 24 horas de incubacdo em diferentes
meios e temperaturas (Gréafico 1 e 2), foram selecionados os meios LB sem NaCl e caldo E.
coli para serem ensaiados nas temperaturas de 26 °C e 37 °C, respectivamente, baseado no
Gréfico 3. A finalidade deste estudo foi comparar a evolucdo da capacidade das amostras
formarem biofilme por um periodo mais prolongado de incubacdo. De acordo com o Grafico
5, as amostras LB 5.10 e BA 4157 apresentaram elevada formacdo de biofilme no periodo de
48 horas, sendo que a primeira apresentou valores de DO significativamente diferentes em
relagdo ao periodo seguinte (p<0,05). Porém, a amostra BA 4013 teve uma diminuicéo
significativa (p<0,05) na formacéo de biofilme de 24 para 48 horas, elevando-se de 48 para

72 horas, com diferenca significativa (p<0,05).
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A amostra controle EAEC 042 apresentou-se com baixo valor de DO, no periodo de
24 horas (Grafico 5). Este dado corrobora com o valor de DO obtido no ensaio colorimétrico
com cristal violeta (Gréafico 1). Porém, o perfil da cinética desta amostra ndo apresentou altos
valores de DO, 0 que ndo era esperado. A amostra controle DH5a apresentou-se com baixo

valor de DO em todos os periodos da cinética (Gréfico 5).
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Grafico 5. Cinética de formag&o de biofilme em MTP das amostras de EPECa em meio LB sem NaCl a 26 °C,
através de ensaio com cristal violeta.

No Gréfico 6, a amostra BA 4157 apresentou uma formacdo de biofilme crescente nos
periodos ensaiados, com diferenca significativa apenas no periodo de 24 para 48 e 72 horas
(p<0,05). Entretanto, a amostra LB 5.10 apresentou crescimento evolutivo do periodo de 24
para 48 horas, porém houve uma diminuicdo de 48 para 72 horas de incubacdo, ambas com
diferencas significativas (p<0,05).

No Grafico 6, a amostra controle EAEC 042 apresentou alto valor de DO no periodo
de 24 horas, corroborando com o0s dados do ensaio colorimétrico com cristal violeta no
mesmo periodo de incubagdo. Os dados nos trés periodos consecutivos apresentaram alta
capacidade de formagdo em periodo prolongado. A amostra controle DH5a apresentou baixa
formacdo de biofilme em 24 horas, também corroborando com os dados obtidos ensaio

colorimétrico com cristal violeta (Gréfico 2).



76

024 horas O 48 horas B 72 horas

3,500

3,000

2,500 T
E 2,000
3
w
8

1,500 T

1,000

0,500

0000 . ‘ SO

LB5.10 BA 4013 BA 4157 DH 042

Grafico 6. Cinética de formacédo de biofilme em MTP de amostras de EPECa em caldo E. coli a 37 °C, através
de ensaio com cristal violeta.

4.7 Ensaio colorimétrico com cristal violeta de amostras representativas de EPECa no
periodo de 72 horas de incubacdo em microplacas de fundo chato (MTP) e
Dispositivo de Calgary (MBEC) em diferentes meios e temperaturas

Seis amostras de EPECa (BA 320, BA 558, BA 4013, BA 4157, LB 3.25 e LB 5.10)
foram ensaiadas em periodo de 72 horas de incubagdo nos meios LB, LB sem NaCl, M9 e
caldo E. coli nas temperaturas de 26 °C e 37 °C, utilizando placas de MTP e MBEC para
comparar a formacao de biofilme nestes dois tipos de placa. As amostras DH5a ¢ EAEC 042
foram utilizadas como controle, sendo todas as amostras analisadas em triplicata e em trés
repeticoes.

Analisando os Gréficos 7 e 8, as amostras apresentaram heterogeneidade em relacéo a
formagéo de biofilme nos diferentes meios.

A amostra LB 5.10 apresentou grande aumento da formacao de biofilme em todos os
meios a 26 °C (Grafico 7) em relacdo a 37 °C (Grafico 8). Este perfil foi observado tambeém
na amostra BA 320, com excegdo do meio LB.
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A amostra BA 558 apresentou um aumento em LB e LB sem NaCl a 37 °C (Grafico
7) comparado com a temperatura de 26 °C (Grafico 7). A amostra BA 4013, apresentou
maior heterogeneidade, pois apresentou maior formacéo de biofilme a 26 °C em meio M9 e
caldo E. coli, e a 37 °C em LB sem NaCl. Ja a amostra LB 3.25 apresentou aumento em LB,
LB sem NaCl a 37 °C em relagdo a 26 °C (Graficos 7 e 8, respectivamente) enquanto a 26 °C
apresentou aumento na formacéo de biofilme em meio M9.

A amostra BA 4157 apresentou alta capacidade de formacgéo de biofilme em todos os
meios a 26 °C (Grafico 7) e um leve aumento na formacéo de biofilme a 37 °C em relacéo a
26 °C (Gréfico 8).
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Gréfico 7. Capacidade de formacdo de biofilme em MTP de 6 amostras de EPECa em meio LB, LB sem NaCl,
M9 e caldo E. coli a 26 °C, através de ensaio com cristal violeta apds 72 horas de incubacéo.
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Gréfico 8. Capacidade de formacéo de biofilme em MTP de 6 amostras de EPECa em meio LB, LB sem NaCl,
M9 e caldo E. coli a 37 °C, através de ensaio com cristal violeta apds 72 horas de incubagéo.

Quanto as amostras ensaiadas através de MBEC, a amostra BA 320 apresentou baixa
capacidade de formacao de biofilme nos meios estudados a 37 °C, exceto em LB sem NaCl e
LB, (Grafico 10) enquanto que nos meios LB sem NaCl e M9 a 26 °C (Gréfico 9), esta
amostra atingiu valores de DO acima de 3,0.

A amostra BA 558 apresentou baixa capacidade de formacdo de biofilme a 26 °C
(Gréfico 9) e 37 °C (Gréfico 10), exceto no meio LB sem NaCl a 37° C. A amostra BA4013
apresentou alta formacéo de biofilme no meio LB sem sal a 26 °C e a 37 °C.

As amostras BA 4157, LB 3.25 e LB 5.10 apresentaram valores de DO acima de 1,5
em todos os meios em ambas as temperaturas, com excecdo da amostra LB 5.10 a 37 °C nos
meios LB e LB sem NaCl, cujos valores de DO foram inferiores a 0,5.
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Grafico 9. Capacidade de formagdo de biofilme em MBEC de 6 amostras de EPECa em meio LB, LB sem
NaCl, M9 e caldo E. coli a 26 °C, através de ensaio com cristal violeta apds 72 horas de incubacéo.

ELB 8LB sem NaCl BM9 Caldo E. coli

4,000

3,500

3,000

2,500

2,000 T [ L.

DO 595 nm

1,500

1,000 }' EE—— -

0,500 ——

0,000 - T T T T T
DH5a .042 BA 320 BA 558 BA 4013 BA 4157 LB 3.25 LB 5.10

Grafico 10. Capacidade de formacdo de biofilme em MBEC de 6 amostras de EPECa em meio LB, LB sem
NaCl, M9 e caldo E. coli a 37 °C, através de ensaio com cristal violeta apds 72 horas de incubagao.

De forma geral, os resultados de formacdo de biofilme pelas amostras de EPECa

foram similares nas duas bases empregadas: MTP e MBEC, exceto em relacdo ao caldo E.
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coli. Neste meio de cultivo, a formacédo de biofilme pelas amostras BA 320, BA 558 e BA
4013 foi superior em MTP comparado a MBEC em ambas as temperaturas, enquanto que o
meio LB sem NaCl propiciou maior formacéo de biofilme pelas amostras BA 320 e BA 4013
em MBEC sob a temperatura de 26 °C, e pelas amostras BA 558 e BA 320 a 37 °C. Os
demais meios apresentaram-se com perfil semelhante em todas as condi¢es de cultivo
ensaiadas (Graficos 7, 8, 9 e 10).

Comparando os resultados de formacédo de biofilme nos mesmos meios entre MTP e
MBEC, verificamos que houve diferenca significativa apenas na temperatura de 26 °C em
caldo E. coli e LB sem NaCl (p<0,05), sendo que o caldo E. coli propiciou maior formacao de
biofilme em MTP enquanto que em LB sem NaCl em MBEC as amostras apresentaram maior
formacéo de biofilme.

Né&o foram observadas diferencas significativas (p>0,05) entre os valores apresentados
nos ensaios de formacdo de biofilme empregando MTP e MBEC a 37 °C, assim como
comparando os resultados obtidos sob diferentes temperaturas (a 26 °C e a 37 °C), tanto em
MTP quanto em MBEC.

4.8 Microscopia confocal de fluorescéncia de biofilmes formados em MBEC pelas
amostras BA 320 e BA 4157 ap6s 72 horas de incubacdo em diferentes condigdes de
cultivo

Este ensaio foi realizado com o objetivo de analisar qualitativamente a formacéo de
biofilme (anel na interface ar-liquido-poliestireno) na regido superior dos pinos das placas de
MBEC, pelas amostras BA 320 e BA 4157 em diferentes meios de cultivo (LB, LB sem
NaCl, M9 e caldo E. coli) e temperaturas (26 °C e 37 °C). Na secdo 4.7, verificamos
quantitativamente a formacao de biofilme em toda superficie do pino.

Apesar das amostras ndo formarem estruturas de anel na interface ar-liquido-vidro nos
tubos de ensaio (se¢do 3.5.2, Tabela 13) na maioria dos meios de cultura empregados a 37
°C, nos ensaios utilizando as placas de MBEC, foi possivel visualizar a presenca de anel na
interface ar-liquido-poliestireno e por este motivo foram estudadas.

A amostra BA 320 apresentou heterogeneidade de formacdo de biofilme entre as
diferentes condigdes estudadas. Os meios nos quais a amostra apresentou uma estrutura de
biofilme mais espessa foram em LB sem NaCl, M9 e caldo E. coli a 26 °C. As amostras
incubadas em meios LB e caldo E. coli apresentaram pouca formagéo de biofilme comparados

as condigdes anteriores. A 37 °C, esta amostra apresentou estruturas mais delgadas, com
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espacamento entre as bactérias nos meios M9 e caldo E. coli, enquanto que nos meios LB e
LB sem NaCl houve a presenga de uma estrutura mais densa, podendo ser visualizadas
microcol6nias (Figura 10).

A amostra BA 4157 apresentou uma formacdo de biofilme mais homogénea nas
diferentes condicbes de cultivo empregadas. O caldo E. coli foi 0 meio em que foi possivel
visualizar estruturas bacterianas mais densas, em ambas as temperaturas, assim como 0 meio
M9 a 37 °C. Nos demais meios e temperaturas, a formacéo de biofilme foi semelhante, exceto

em LB sem NaCl a 37 °C onde houve a presenca de uma estrutura mais delgada (Figura 11).

BA320LBa26°C BA320LBa37°C

BA 320 LB sem sal
a37°C

BA 320 LB sem NaCl
az26°C

BA320 M9 a 26 °C BA 320 M9 a 37 °C

BA 320 Caldo E. coli
a37°C

BA 320 Caldo E. coli
a26°C

B
I
B
I
B
I
B
I

-U-U -U-U

Figura 10. Fotomicrografias de formacédo de biofilme pela amostra de EPECa BA 320 em LB, LB sem NaCl,
M9 e caldo E. coli, a 26 °C e a 37 °C em MBEC ap6s 72 horas de incubacdo. A e C, imagem
panorédmica do biofilme no eixo xyz.; B e D: projecdo no eixo z da imagem anterior no eixo Xxyz.
Aumento de 1000X.
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Figura 11. Fotomicrografias de formagéo de biofilme pela amostra de EPECa BA 4157 em LB, LB sem NaCl,
M9 e caldo E. coli, a 26 °C e a 37 °C em MBEC ap6s 72 horas de incubagdo. A e C, imagem
panordmica do biofilme no eixo xyz.; B e D: proje¢do no eixo z da imagem anterior no eixo xyz.
Aumento de 1000X.

BA 4157 LB sem NaCl
a26°C

BA 4157 LB sem NaCl
a37°C

BA 4157 M9 a 26 °C

BA 4157 Caldo E. colia 26 ° C

Dentre 0os meios e temperatura ensaiados, a amostra que mais se destacou,
apresentando uma estrutura mais densa foi a amostra BA 4157 em caldo E. colia 37 °C e a
amostra que apresentou menor capacidade de formacdo de biofilme ap6s 72 horas de
incubacdo foi a amostra BA 320 em LB a 26 °C e meio M9 e caldo E. coli a 37 °C. Estes
dados corroboram com os respectivos valores de DO obtidos nas condigdes ensaiadas da
secdo 4.7.

4.9 Microscopia Eletronica de Varredura

As 6 amostras de EPECa (BA 320, BA 558, BA 4013, BA 4157, LB 3.25 e LB 5.10)
também foram ensaiadas para verificar a formacdo de biofilme em MBEC ap0s 72 horas de
incubacdo em meio LB a 37 °C. Foi analisada a arquitetura da formagédo de biofilme através
de microscopia eletrénica de varredura na parte superior dos pinos, onde se estabelece a

formacgé@o do anel (interface ar-liquido-poliestireno), buscando-se estruturas que pudessem
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auxiliar na formacdo do biofilme. Além disso, analisamos a formagdo de biofilme nas
diferentes porg¢des dos pinos da microplaca de MBEC.

Todas as amostras apresentaram elevada capacidade de aderir aos pinos da microplaca
de MBEC. E possivel visualizar na Figura 13 que a amostra de EPECa BA 558 possui uma
estrutura que a recobre. Em menor presenga, esta estrutura também aparentemente recobre as
amostras BA 320, BA 4013, BA 5.10 e o controle EAEC 042.

Figura 12. Fotomicrografia eletrénica de varredura em MBEC das amostras de EPECa BA 320, BA 558, BA
4013, BA 4157, LB 3.25e LB 5.10 em LB a 37 °C, ap6s 72 horas de incubagdo.

Podemos visualizar na Figura 13 algumas amostras de EPECa aderidas nas diferentes
porcdes dos pinos das placas de MBEC, apresentando maior quantidade de bactérias na parte
superior do pino, onde se estabelece a formacdo do anel (interface ar-liquido-poliestireno),
com uma diminuigéo gradativa a medida que se aproximava da ponta (parte inferior), exceto a
amostra BA 320 que apresentou quantidades de bactérias semelhantes nas partes mediana e

inferior do pino.
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LB 5.10

Figura 13. Fotomicrografias eletronica de varredura em MBEC das amostras de LB5.10, BA 4157, LB 3.25 ¢
BA 320 em LB a 37 °C, apds 72 horas de incubacdo. A — parte superior do pino; B — parte mediana e
C — a extremidade inferior do pino.

4.10 Microscopia confocal de fluorescéncia em MBEC em meio LB a 37 °C ap6s 72
horas de incubacéao

As mesmas 6 amostras analisadas na secdo 4.9 foram avaliadas qualitativamente
através da metodologia confocal de fluorescéncia para verificar a diferenca de arquitetura
entre as amostras em MBEC ap06s 72 horas de incubagdo em meio LB a 37 °C.

A amostra LB 3.25 apresentou uma estrutura compacta, sem a apresentacdo de
pequenas estruturas salientes. A amostra BA 558 apresentou uma estrutura mais espessa,
porém compacta semelhante a da amostra LB 3.25. As amostras BA 320, BA 4013, BA 4157
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apresentaram-se compactas, porém com o aparecimento de saliéncias indicando a presenca de
microcoldnias em sua estrutura.

A amostra LB 5.10 apresentou biofilme mais delgado, com bactérias mais espagadas.
A amostra controle EAEC 042 apresentou uma estrutura muito espessa e compacta enquanto a
amostra DH5a apresentou poucas bactérias aderidas.

A forma céncava da superficie do pino faz com que as imagens fiqguem inclinadas,

pois 0s pinos possuem estruturas cilindricas limitando o campo de visualizacdo e captacao de
imagem. (Figura 14).

DH5a LB 72h 37 °C 0421LB72h37°C

BA320LB 72 h 37 °C LB3.25LB72h 37 °C

BAS558 LB 72 h 37 °C LB5.10LB72h 37 °C

BA4013LB72h 37°C BA4157LB72h 37 °C

.J> .> .> .:(>

Figura 14. Fotomicrografia de formacdo de biofilme em MBEC pelas amostras de EPECa BA 320, BA 558, BA
4013, BA 4157, LB 5.10 e LB 3.25 em LB a 37 °C ap6s 72 horas de incubacdo. A e C, imagem

panordmica do biofilme no eixo xyz.; B e D: proje¢do no eixo z da imagem anterior no eixo xyz.
Aumento de 1000X.
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5 DISCUSSAO

EPEC atipica é um patdgeno emergente entre os agentes causadores de diarreia e que
compreende diversos sorotipos, sendo encontrado tanto em paises em desenvolvimento
quanto em paises desenvolvidos (MORENO et al., 2010; OCHOA et al., 2008; BUERIS et al.,
2007; NGUYEN et al., 2006; FRANZOLIN et al., 2005; ROBINS-BROWNE at al., 2004;
TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002). Além de ter sido descrito recentemente, as amostras
pertencentes a este patdtipo apresentam-se heterogéneas, pois além de expressarem os fatores
de viruléncia codificados na ilha de patogenicidade LEE podem expressar fatores de
viruléncia adicionais, ndo localizados nesta ilha, tais como a expressdo de enterohemolisinas
(TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002), toxina Pic (ELIAS, 2008), entre outros. Nas Ultimas
décadas, varios estudos vém sendo realizados para melhor compreender os mecanismos de
patogénese desenvolvidos por esse patotipo.

O biofilme pode ser uma estratégia para a amostra bacteriana permanecer no ambiente
e que poderia implicar em maiores chances de infectar os seres humanos e animais,
principalmente nos locais onde a populacdo vive em condicdes de pobreza (GUERRANT et
al., 1983; MORAES et al., 2003). Winfield e Groisman (2003) verificaram que apds serem
excretados pelo hospedeiro, os patdgenos entéricos sdo confrontados com caracteristicas
diversas do hospedeiro, como disponibilidade de nutriente limitada, estresse osmotico,
grandes variacdes em temperatura e pH, assim como predacao.

Os biofilmes sdo descritos como comunidades de microrganismos tipicamente
envoltos por uma matriz secretada pela prépria bactéria, contendo substancias poliméricas
(NIKOLAEV; PLAUKUNOV, 2007), podendo ser formado por uma Unica espécie ou mais
comumente por multiplas espécies bacterianas (DAVEY; O’TOOLE, 2000). Essa estrutura
tem papel fundamental na colonizacdo de superficies (DAVEY; O'TOOLE, 2000; DONLAN,
2001; HANCOCK; WITS@; KLEMM, 2011), ocasionando problemas em diversas areas,
dentre elas, a da saide (DONLAN; COSTERTON, 2010).

Weiss-Muskat et al. (2010) verificaram que amostras de EPECa do sorotipo O55:H7
séo capazes de formar biofilme apenas a 26 °C e ndo a 37 °C, possuindo um comportamento
multicelular, porém esta capacidade ndo foi verificada em amostras de sorotipos diferentes.
No entanto, mais recentemente Hernandes et al. (2013) verificaram que uma amostra isolada
de crianca com diarreia do sorotipo ONT:H-, também formou biofilme a 37 °C. Devido a

formacéo de biofilme ser de grande importancia ndo somente para EPECa como também para
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outros microrganismos, conferindo protecdo e favorecendo a contaminacdo, a formagéo de
biofilme em EPEC atipica talvez desempenhe em parte algum papel para a emergéncia deste
patotipo. Como sao escassos 0s estudos sobre biofilme nesse patétipo, o presente estudo visou
contribuir com novos conhecimentos.

Sabe-se que alguns meios de cultura especificos estimulam a expressdo de diversas
estruturas em muitas bactérias (BUSTAMANTE et al., 2001; MOREIRA et al., 2006;
PRINGENT-COMBARET et al., 2001; SERRA; RICHTER; HENGGE, 2013) e que algumas
destas estruturas sdo melhores expressas em determinadas temperaturas. Por esse motivo é de
grande importancia a pesquisa da formacdo de biofilme em EPECa em diversos meios de
cultura e temperaturas, mimetizando o ambiente encontrado no hospedeiro e fora deste.

Alguns genes possuem papel fundamental para a formacdo de biofilme, seja
codificando estruturas, seja participando da regulacdo da expressdo destas. Os genes fimH,
csgA, crl e bcsA foram selecionados para serem pesquisados nas amostras em estudo devido
a sua importancia na formacdo de biofilme relatada em outros trabalhos (BARNHART;
CHAPMAN, 2006; MOREIRA et al., 2003; PRATT; KOLTER, 1998; SERRA; RICHTER;
HENGEE, 2013). Assim como mencionado anteriormente, as amostras de EPECa sdo muito
heterogéneas geneticamente, sendo importante verificar a prevaléncia desses genes na
tentativa de relaciona-los com a capacidade de formacéo de biofilme. Devido a associacao de
infeccdes por EPEC com casos de diarreia persistente (FAGUNDES-NETO; SCALETSKY,
2000), existe a possibilidade da formacdo de biofilme em E. coli estar relacionada com essa
enfermidade, sendo importante a verificacdo de possiveis estruturas relacionadas.

A fimbria tipo 1 esta associada a eficiente formacao de biofilme por Escherichia coli
in vitro e é a adesina mais comum dentre as Enterobacteriaceae (MOREIRA et al., 2003;
NAVES et al., 2008). E considerada um fator de viruléncia em Escherichia coli
uropatogénica (UPEC) e responsavel pelo estabelecimento inicial do biofilme em EAEC
(MOREIRA et al., 2003) enquanto em EPEC tipica (EPECt) é responsavel pela formacao de
microcoldnias (MOREIRA et al., 2006). Deste modo, consideramos interessante verificar sua
presenca no patotipo EPECa.

FimH é uma adesina manose especifica a qual permite que E. coli interaja
especificamente com residuos manosidicos localizados em células eucaridticas, facilitando
algumas infeccdes (PRATT; KOLTER, 1998). O gene fimH foi detectado em 22 (95,6%) das
amostras estudadas, indicando uma alta prevaléncia desta adesina nas amostras de EPECa

analisadas, porém foi expressa apenas em 16 amostras.
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A amostra BA 558 ndo apresentou o gene e ndo foi capaz de aglutinar as leveduras, o
que era esperado. Porém, nem sempre um gene nao amplificado através da PCR empregando
determinados iniciadores indica a auséncia deste, sendo possivel que tenha pequenas delectes
ou mutag6es impedindo a amplificacdo da regido desejada. As amostras BA 2459, BA 2468 e
BA 3378 aglutinaram mesmo sendo cultivadas com 1% de D-manose, sendo consideradas
negativas devido a auséncia de especificidade para fimbria tipo 1. Neste caso pode ter
ocorrido alguma interacdo com outros componentes bacterianos que possuam afinidade pelos
residuos manosidicos da levedura. Experimentos como immunoblotting poderiam confirmar a
expressao da fimbrias tipo 1.

Apesar de apenas 16 amostras terem aglutinado, 22 (95,6%) amostras apresentaram o
gene fimH. Este fato pode ser explicado devido as condi¢bes ndo favoraveis para a expressao
desta fimbria, ou algum outro gene essencial pode estar ausente, ou ainda, podem apresentar
alguma delecdo significante impedindo a montagem da fimbria. Em E.coli K-12, por
exemplo, ndo h& producdo de celulose, porém possui todos 0s genes necessarios para a
sintese desta (DA RE; GHIGO, 2006; SERRA; RICHTER; HENGEE, 2013). Este mesmo
problema pode estar ocorrendo em nossas amostras, mas em relacao a fimbria tipo 1.

As bactérias expressam estas estruturas superficiais para permitir a interacdo e a
sobrevivéncia em seu habitat, importantes na adesdo ao substrato. Esta fimbria promove
adesdo, invasdo, sinalizacdo celular e formacdo de biofilme. Durante a fase inicial da
formacdo de biofilme, a fimbria do tipo 1 esta presente predominantemente (HERNANDES
etal., 2011; SCHEMBRI et al., 2005).

A fimbria curli € o principal componente proteico da matriz extracelular de algumas
espécies de enterobactérias, a qual confere a capacidade de adesdo em superficies sélidas e
esta relacionada com as fases iniciais de formacdo de biofilme, (BARNHART; CHAPMAN,
2006) e também ¢é considerado um fator de viruléncia deste patdégeno, sendo melhor expressa
em temperaturas abaixo de 30 °C (CASTONGUAY et al., 2006; PRINGENT-COMBARET
etal., 2001).

Neste trabalho, o gene csgA foi detectado somente em 6 (26%) das 23 amostras de
EPECa analisadas, enquanto que o gene crl foi amplificado em todas as amostras (100%).
Para verificar se os genes detectados através da PCR estariam sendo expressos, foi realizado
0 ensaio fenotipico com o objetivo de relacionar a presenca ou auséncia da fimbria curli com

a presenca ou auséncia do gene csgA.
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Ap6s o periodo de crescimento, pOde-se observar colonias avermelhadas
provavelmente devido a interacdo quimica entre as proteinas expressas pelos genes csgA e
csgB, as quais possuem alto numero de folha beta-pregueada em sua conformacao terciéria,
possuindo afinidade pela composi¢do quimica do corante em questdio (HAMMAR et al.,
1995; OLSEN et al., 2002; SALDANA et al., 2009), indicando resultado positivo para
producdo da fimbria curli..

Apols a analise da expressdo da fimbria curli, 11 amostras foram consideradas
positivas, porém apenas 6 amostras apresentaram o gene csgA. Uma possivel explicacdo para
estes resultados € que os iniciadores empregados para amplificar csgA ndo anelaram
eficientemente em todas as amostras, provavelmente devido a sequéncias divergentes neste
gene, pois EPECa é um patotipo muito heterogéneo (ABE et al., 2009; CULLER, 2010;
TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002). Resultados similares foram encontrados por
Hernandes et al. (2011), no qual, grande nimero de amostras foram negativas para csgA e a
maioria positiva para csgD e 0s autores indicaram que possivelmente os iniciadores para csgA
ndo anelaram em todas as amostras estudadas. Portanto, provavelmente este gene seja muito
heterogéneo nas amostras de E. coli, sendo ainda que os genes de diferentes caracteristicas
também podem sofrer pressdo seletiva devido as suas fungdes apresentando delecgdes,
mutacgdes ou polimorfismos (variantes) (MOURA et al., 2009), ndo podendo ser amplificados
as vezes com os iniciadores empregados.

Ainda em relacdo a fimbria curli, trés amostras foram positivas para csgA e negativas
para expressao da fimbria curli. Uma explicacdo para estes resultados é a auséncia de outros
genes importantes para montagem da fimbria ou a auséncia de condi¢Oes necessarias para a
expressao destes. Alguns trabalhos ilustram este tipo de resultado em amostras de EPECa que
possuem todo o aparato para formacdo da lesdo A/E, porém, in vitro ndo sdo capazes de
forma-las e quando ensaiadas através de bidpsias intestinais humanas sdo positivas para a
lesdo (BAI et al., 2008; ROCHA et al., 2011). Outro exemplo sdo amostras de Escherichia
coli K-12 as quais ndo expressam curli, embora todos 0s genes funcionais necessarios estejam
presentes (PRINGENT-COMBARET et al.,, 2001). Portanto, outro fator que pode ter
contribuido foi a condicdo de cultivo utilizada neste ensaio que pode ndo ter propiciado um
ambiente apto a expressdo desta estrutura.

Zogaj et al. (2001) verificaram que especies pertencentes as Enterobacteriaceae
possuem em sua matriz extracelular a celulose, componente importante na prevencao de

choques quimicos e mecénicos. A celulose desempenha uma fungdo na adesdo a células
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epiteliais, juntamente com a fimbria curli (SALDANA et al., 2009). Celulose é um dos
principais componentes da matriz e, em conjunto com a fimbria curli pode formar uma
camada hidrofobica muito resistente as intempéries do meio externo, formando um complexo
rigido na mucosa intestinal do hospedeiro permitindo a sua manutencao por um periodo de
tempo maior, sem ser eliminado do hospedeiro (BARNHART; CHAPMAN, 2006; ZOGAJ et
al., 2001).

As amostras de EPECa ensaiadas através da PCR para este gene apresentaram 100%
de positividade e posteriormente foram ensaiadas para verificar presuntivamente a expressao
da celulose através do cultivo das amostras em agar contendo o corante Calcofluor. Este
corante tem afinidade com um dos produtos da matriz extracelular do biofilme, os B-glucanos,
e concomitante ao cultivo bacteriano em meio sélido contendo este composto, o Calcofluor se
liga a0 composto recém sintetizado (ROMLING et al., 2003; SOLANO et al., 2002).

Apesar de todas as amostras serem positivas para o gene bcsA, 10 (43,5%) amostras
ndo expressaram o fendtipo conferido por este gene. Desta forma, a presenca da sequéncia
genética ndo significa que a celulose sera expressa, sendo as vezes necessaria a atuacéo de
outros genes, assim como existe a influéncia de nutrientes presentes no meio e condic¢des
ambientais. No entanto, podem ocorrer mutacdes espontaneas e/ou pequenas delecbes de
genes, impedindo a sua expressao.

Apos a andlise da expressdo da fimbria tipo 1, fimbria curli e celulose, foi analisada a
motilidade das 23 amostras. As amostras de E. coli geralmente sdo moveis por possuir
flagelos peritriquios (HOUDT; MICHIELS, 2005) e a motilidade tem importancia na
interacdo inicial com o substrato e deslocamento sobre 0 mesmo, uma vez que esta auxilia a
superacdo das forcas repulsivas da superficie do substrato, facilitando o crescimento e
distribuicdo do biofilme. A motilidade flagelar é considerada um importante fator para
formacdo inicial de biofilme (PRATT; KOLTER, 1998) e também para dispersdao do mesmo
(McCLAINE; FORD, 2002; WOOD et al., 2006). Sendo assim, consideramos que o estudo da
presenca do flagelo é importante devido a sua funcdo no estabelecimento e dispersdo do
biofilme.

Neste trabalho, 18 (78,3%) amostras apresentaram motilidade, sendo que 5 (21,7%)
apresentaram-se imoveis, porém apresentaram formacéo de anel na interface ar-liquido-vidro
e formacdo de biofilme, principalmente a 26 °C, indicando possivelmente que no momento da
adesdo inicial bacteriana, o flagelo pode nédo estar desempenhando uma fungdo importante

sendo esta realizada por outras estruturas, tais como fimbria curli, fimbria tipo 1 ou outras
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fimbrias. Das 5 amostras imdveis, 4 expressam ou fimbria curli ou fimbria tipo 1, com
excecdo da amostra BA 2991.

Wood et al. (2006) demonstraram através de diferentes mutaces em genes que
conferem motilidade que a capacidade de E. coli K-12 formar biofilme esta diretamente
correlacionada com a capacidade de se mover em meio aquoso. Apesar disso, a motilidade
ndo € um requisito absoluto para a formacao de biofilme, além de que bactérias ndo mdveis
podem formar esta estrutura sob determinadas condi¢Ges, como demonstrado em E. coli K-12
(PRATT; KOLTER 1998) e EAEC (SHEIKH et al., 2001).

Reisner et al. (2003) demonstraram que quando amostras de E. coli albergavam um
plasmideo que superexpressa constitutivamente pili conjugativa, que possivelmente age como
um fator de adesdo célula-célula e célula-superficie, a presenca do flagelo era dispensavel na
formacdo de biofilme. Pringent-Combaret et al. (2000) também verificaram que a expressdo
de flagelo pode ser dispensada em amostras de E. coli que superexpressam a fimbria curli.

Portanto, estes resultados indicam que a motilidade também néo é fundamental para
EPECa formar biofilme, uma vez que a presenca de estruturas fimbriais possam auxiliar na
adesdo inicial da bactéria-substrato, sem a necessidade de flagelo.

Através dos resultados obtidos, verificou-se que a maioria das amostras amplificou
diversos genes envolvidos na formacao de biofilme e que também foram capazes de expressar
esses fatores nas condigOes empregadas, indicando a sua potencialidade em formar biofilme,
possivelmente num comportamento multifatorial ou multicelular. Outros fatores néo
estudados podem estar associados a formacdo de biofilme nessas amostras, inibindo-a ou
estimulando-a.

Para verificar a capacidade de adesdo e de formacgdo de biofilme pelas amostras de
EPECa na interface ar-liquido-vidro e tentar relacionar com a fimbria curli, fimbria tipo 1,
celulose e motilidade, foi realizado o ensaio de formacédo de anel em tubos de vidro. A 26 °C,
quase todas as amostras formaram anel ao serem incubadas nos meios LB, LB sem NaCl e
caldo E. coli (acima de 91,3% das amostras), enquanto que apenas 39,1% das amostras
incubadas no meio minimo M9 foram positivas. No entanto, os resultados obtidos a 37 °C se
mostraram contrarios aos apresentados a 26 °C, em que nos meios LB, LB sem NaCl e M9 o
porcentual de amostras positivas foi menor do que 13%, enquanto que no caldo E. coli, 91,3%
das amostras formaram anel. Deste modo, 0 meio minimo M9 foi 0 que menos proporcionou
a formacdo de anel e o caldo E. coli 0 que mais proporcionou, para ambos 0s meios e

temperaturas.
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O meio M9 pode ter apresentado estes resultados pelo fato de ser um meio composto
apenas por sais, carentes de aminoacidos essenciais 0s quais sdo fundamentais para producao
de estruturas proteicas, tais como fimbrias e adesinas. Além disso, a producédo de fimbrias tem
uma demanda altamente energética e 0 modo de vida em comunidade bacteriana (biofilmes)
induz um grande namero de genes relacionados a estresse assim como genes envolvidos em
transporte, por exemplo, genes de bomba de efluxo (KVIST et al., 2008), que prejudicariam a
formacéo de fimbrias em meio minimo M9 e consequentemente, as bactérias permaneceriam
no estagio planctonico (HANCOCK; WITS@; KLEMM, 2011).

Quanto a maior formacdo de biofilme verificada em caldo E. coli, pode ser devido a
presenca de sais biliares em sua composi¢do, 0s quais sdo capazes de estimular a adeséo de
EPEC em células epiteliais (JESUS et al., 2005) e possivelmente podem estar estimulando a
expressao de fimbrias responsaveis pela adesdo em superficie abidtica, como por exemplo
fimbria curli e fimbria tipo 1.

Em relagdo a maior formacdo de anel a 26 °C, possivelmente seja devido a maior
expressao da fimbria curli nesta temperatura, pois em alguns trabalhos foram relatados que
diversas amostras apresentam maior expressao de curli em temperatura ambiente
(CASTONGUAY et al., 2006; PRINGENT-COMBARET et al., 2001). Weiss-Muskat et al.
(2010) também verificaram, apenas a 26 °C, que amostras mutantes em fimbria curli (csgFG)
ndo formaram estruturas similares a anéis em tubos de ensaio, enquanto as amostras
selvagens e complementadas formaram, indicando que fimbria curli estd envolvida com a
formacédo desta estrutura.

Porém, algumas amostras que foram negativas para a expressao da fimbria curli,
apresentaram a formacdo de anel. Uma possivel explicacdo para estes resultados pode ser
devido a presenca da fimbria tipo 1, pois em trabalho de Hernandes et al. (2013) foi
verificado que mutantes em fimbria tipo 1 (fimA) sdo incapazes de formar estruturas similares
a anéis em tubo de ensaio, enquanto as amostras selvagens e complementadas formavam esta
estrutura. No entanto, os autores ensaiaram suas amostras para este teste apenas a 37 °C.
Deste modo, ndo é possivel saber se as amostras testadas em ambos os trabalhos, Hernandes
et al. (2013) e Weiss-Muskat et al. (2010), apresentariam o mesmo perfil em temperaturas
diferentes das ensaiadas pelos autores.

Portanto, tanto a fimbria tipo 1 quanto fimbria curli podem estar envolvidas na

formacéo de anel na interface ar-liquido-vidro.
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Por fim, algumas amostras foram negativas para a expressao da fimbria tipo 1 e da
fimbria curli, mas foram capazes de formar anel na interface ar-liquido-vidro, indicando que
outras estruturas ainda ndo descritas possam estar envolvidas na adesdo das amostras na
parede do tubo ou que possivelmente celulose também esteja envolvida nesta formacéo.

Uma amostra que indica a presenca de outros possiveis genes envolvidos na formacao
de biofilme é a amostra BA 2991, pois ndo expressou nenhuma das estruturas estudadas
(fimbria curli, celulose, fimbria tipo 1 e motilidade), ao menos nas condicGes testadas neste
trabalho, porém mesmo assim foi capaz de formar biofilme e anel em algumas condigdes.

Portanto, esses resultados sugerem que a 26 °C a fimbria tipo 1 possa também estar
envolvida com a formacdo de anel na parede do tubo e que ainda outras estruturas estejam
realizando esta funcao.

Outras estruturas que possivelmente estariam implicadas na adesdo e/ou formacéo de
biofilme poderiam ser a adesina denominada pilus comum de E. coli (E. coli common pilus -
ECP), cuja subunidade maior da pilina € codificada pelo gene ecpA; assim como o antigeno
43 (Ag43), uma proteina autotransportadora de superficie codificada pelo gene flu que confere
capacidade de agregacdo célula-célula, resultando em floculacdo e sedimentacdo bacteriana.
Ambas as estruturas sdo amplamente distribuidas em E. coli patogénicas e comensais
(BELOIN, ROUX; GHIGO, 2008; HERNANDES et al., 2011; PRATT,; KOLTER, 1998), e
poderiam estar atuando juntamente com as estruturas pesquisadas nesse estudo, possivelmente
num processo multifatorial, ou compensando a auséncia de expressdo destas. Vale ressaltar
gue a maioria das amostras do presente estudo possuem 0s genes que codificam algumas
estruturas fimbriais como fimbria polar longa (LPF), ECP e Pil, além de Ag43 (dados ndo
publicados).

A vantagem de formar biofilmes na superficie do liquido seria a maior aeracdo devido
ao contato mais proximo do ar fornecendo assim um aporte maior de energia em relacdo as
bactérias que estdo mais abaixo (HASMAN; CHAKRABORTY; KLEMM, 1999; OLD;
DUGUID, 1970). Para tanto, fimbrias assim como celulose poderiam permitir que as bactérias
flutuem, estabelecendo-se rapidamente na superficie do meio formando uma camada
bacteriana, a qual possibilitaria a utilizacdo do oxigénio atmosférico para posterior producdo
de energia (OLD; DUGUID, 1970).

O ensaio de anel é uma metodologia que se aproxima mais da verdadeira producéo de
biofilme, ndo apresentando a situagcdo de depdsito ou sedimentagdo bacteriana como o que

ocorre nos fundos dos pocos das microplacas de titulacdo. No entanto, € um ensaio qualitativo
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e para aferirmos quantitativamente a formacgdo de biofilme, para podermos classificar os
niveis de potencial para aderir e formar biofilme analisamos as 23 amostras deste estudo
através do ensaio colorimétrico com cristal violeta, que indiretamente quantifica a biomassa
bacteriana.. O cristal violeta € um corante basico que tem afinidade por moléculas
negativamente carregadas, a peptideoglicanos e a polissacarideos na matriz extra celular,
porém ndo indica se a célula bacteriana se encontra vidvel ou morta (MOREIRA et al., 2006,
PEETERS; NELIS; COENYE, 2007). O corante tem afinidade somente com o material
bioldgico e ndo adere ou adere de forma insignificante ao poliestireno das placas empregadas
no ensaio, evitando assim um resultado falso positivo para formacdo de biofilme (DANESE;
PRATT; KOLTER, 2000; PRATT; KOLTER, 1998).

Apesar deste ensaio ser menos laborioso comparado as demais metodologias
empregadas para esta finalidade (por exemplo, contagem de UFC/cm?) e também provido de
baixo custo, € sujeito a variacdes de resultados devido a desidratacdo que estas amostras sdo
submetidas (MOREIRA et al., 2006). Ainda assim, esta metodologia é muito utilizada em
diversos trabalhos que estudam a formacdo de biofilme, em diversas espécies bacterianas
(Vibrio cholerae, EPEC, ETEC, EAEC, EHEC, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, entre outras). No entanto, apesar das limitagcdes desta metodologia, os resultados
obtidos neste estudo ndo sofreram muitas variagoes entre si.

As condigcfes pesquisadas neste ensaio foram as mesmas para a metodologia de
formacédo de biofilme na interface ar-liquido-vidro. Ambas foram ensaiadas com a finalidade
de mimetizar a colonizacdo no meio ambiente (26 °C) e no hospedeiro (37 °C). Os meios LB
e LB sem NaCl foram ensaiados para verificar o perfil da capacidade de formacao de biofilme
frente a diferentes condicdes de osmolaridade. Os meios M9 e caldo E. coli foram ensaiados
com a finalidade de verificar o perfil da capacidade de formacdo de biofilme frente a
diferentes locais de colonizacdo, mimetizando algumas condi¢cdes do meio ambiente (M9) e o
hospedeiro (caldo E. coli).

A composicdo dos meios de cultivo podem induzir fatores de viruléncia
(BUSTAMANTE et al., 2001; HANCOCK; WITS@; KLEMM, 2011), criando condicdes que
influenciam positivamente ou inibem a formagé&o de biofilme.

A osmolaridade propiciada pela adicdo de NaCl ou glicose em meios de cultivo
influencia a expresséo de estruturas bacterianas, como fimbria curli que é produzida em baixa
osmolaridade. Em trabalho realizado por Pringent-Combaret et al. (2001) foi verificado que a

osmolaridade (e ndo forcas ibnicas do meio de cultivo) é responsavel pela adesdo bacteriana,
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ocorrendo inibicdo da formacdo de biofilme na presenga de alta osmolaridade no mesmo,
sendo um fator chave para promover a formacdo desta estrutura. Em trabalho realizado por
Serra, Richter e Hengge (2013), foi demonstrado que a baixa concentracdo de NaCl favorece
a expressdo de csgD, que por sua vez aumenta a expressdo de celulose e fimbria curli em E.
coli K-12. Deste modo, foi escolhido o meio LB sem NaCl e LB com NaCl para comparar se
a osmolaridade interfere na formacdo de biofilme das amostras de EPECa estudadas. Na
condicéo de 26 °C, o meio de cultura em que foi evidenciado maior niUmero de amostras com
capacidade de formarem biofilme em placa de MTP foi o LB sem NaCl, corroborando com os
dados obtidos por Serra, Richter e Hengge (2013).

Pudemos verificar que o caldo E. coli proporcionou excelentes condi¢bes para a
formacdo de biofilme. Esse meio apresenta em sua composicao sais biliares, 0os quais séo
encontrados na porcao inicial do intestino delgado, o duodeno, e sabe-se que EPECa coloniza
todo o intestino delgado (BEGLEY; HILL; GAHAN, 2006; SPERANDIO et al., 2003). A
exposicao aos sais biliares induz genes especificos de estresse em E. coli, 0s quais elevam a
adesdo aos enterdcitos (BERNSTEIN et al., 1999), devido a inducdo da expressdo de adesinas
de EPECt (JESUS et al., 2005). Dessa forma, empregamos o caldo E. coli, havendo a
possibilidade de analisar as amostras de EPECa frente a substancia de estresse descrita e
presente no intestino humano.

A amostra BA 4157 apresentou DO>2,0 (a mais elevada entre todas as amostras) sob a
temperatura de 26 °C nos meios M9 e LB sem NaCl enquanto que a 37 °C apresentou este
perfil nos meios LB e caldo E. coli. Estes dados no meio M9 ilustram que esta amostra possui
capacidade para formar biofilme fora do hospedeiro e em condicdes precérias de nutrientes,
onde possivelmente desenvolve esta estrutura como meio de sobrevivéncia e dispersdo em
busca de um local mais propicio para colonizar (CASTONGUAY et al., 2006), sendo
controlado por vias complexas de regulacdo (SIRCILI et al., 2004). Os meios de cultivo de
diferentes osmolaridades se destacaram em condic¢des diferentes, sendo que a amostra BA
4157 apresentou DO>2,0 em LB sem NaCl a 26 °Ceem LB a 37 °C.

Quanto ao caldo E. coli, estaria simulando o ambiente do hospedeiro, onde o0s sais
biliares presentes no meio atuam ocasionando estresse por desestabilizar a membrana
(BEGLEY; HILL; GAHAN, 2006) e a bactéria reagiria formando biofilme para se proteger,
podendo se manter naquele meio por um periodo prolongado. Possivelmente por esse motivo,
as amostras incubadas a 37 °C em caldo E. coli apresentaram elevados valores de DO,

inferindo uma maior capacidade de formagéo de biofilme sob condigbes de estresse. A
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producédo de adesinas e de matriz extracelular pode ser estimulada por esse estresse, com a
finalidade de protecdo as intempéries, tanto no hospedeiro (a 37 °C) quanto no ambiente (26
°C), influenciando assim a formacéo do biofilme. Em contrapartida, o caldo E. coli € um meio
de enriquecimento especifico para E. coli, proporcionando varios nutrientes que ocasionardo
uma proliferacdo exacerbada e dessa forma mais bactérias poderdo aderir ao substrato
abidtico.

De modo geral, houve um crescimento predominante das amostras em meio LB sem
sal a 26 °C e em caldo E. coli a 37 °C. Segundo Hancock, Witsg e Klemm (2011), o filme
condicionante formado pela adsor¢do do material contido no meio de cultura modifica a
superficie, tornando-a favoravel para instalacdo da bactéria ao substrato. Os meios
mencionados anteriormente, em suas respectivas temperaturas de incubacdo, possivelmente
promoveram este filme condicionante que, nas determinadas condicdes, favoreceram a adeséo
bacteriana ao substrato e posteriormente formagdo de microcolonias e assim, a formacéo de
biofilme.

Verificamos uma elevacdo na intensidade da formacédo de biofilme no meio LB sem
sal a 26 °C, estando de acordo com os resultados observados por Weiss-Muszkat et al. (2010).
Este grupo verificou que esse meio favorecia a formacdo de anel e de biofilme, além da
expressao de curli e celulose em amostra de EPECa O55:H7 a 26 °C, mas ndo a 37 °C. Serra,
Richter e Hengge (2013) verificaram a mesma influéncia de meios de cultura, favorecendo a
expressao de fimbria curli. O efeito esperado, sendo considerado um fator de estresse, seria
gue as amostras apresentassem maior DO em LB devido a presenca de NaCl, influenciando
positivamente no aumento da DO (densidade 6ptica). Porém, conforme trabalho de Pringent-
Combaret et al. (2001), NaCl (componente que eleva o grau de osmolaridade do meio)
interfere na expressdo das fimbrias curli e tipo 1, podendo assim alterar a capacidade das
amostras formarem biofilme.

Portanto, uma amostra que formou biofilme em determinada condi¢cdo pode néo
necessariamente formar biofilme em outras condi¢fes (meio, temperatura e substrato)
(HANCOCK; WITS@; KLEMM, 2011). Por isso deve-se analisar com cautela a capacidade
de formacdo de biofilme das amostras testadas.

De acordo com andlise estatistica (ANOVA) de dois fatores de medidas repetidas,
existe efeito de interacdo significante entre meio de cultivo e temperatura, (p<0,001) entre as
amostras bacterianas cultivadas em diferentes meios e temperaturas ap6s 24 horas de

incubacdo. Esses dados sugerem mais uma vez que os meios de cultivo, além de diferentes
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temperaturas e diferencas das proprias amostras interferem na formacdo de biofilme pelas
EPECa.

Portanto, os resultados obtidos neste trabalho mostraram variagcdes entre formacéo de
biofilmes pelas EPECa, tal como observado entre amostras de E. coli K-12 (REISNER et al.,
2006), assim como em estudos realizados em amostras individuais de EAEC por Sheikh et al.
(2001). Alem disso, a influéncia das condi¢cBes ambientais ressalta a necessidade de um
sistema mais proximo da realidade, sendo que a escolha da composicdo do meio de
crescimento e o substrato sdo fatores muito importantes. No presente trabalho tentamos nos
aproximar ao maximo dessas condi¢des. Com base em todos os dados até aqui apresentados
podemos confirmar que EPECa, com heterogeneidade entre as amostras, altera sua formacéo
de biofilme de acordo com o0 meio de cultura e temperatura que é exposta e que possivelmente
a expressdo de algumas estruturas dependem do meio de crescimento, condices de aeracdo
do meio, assim como diferentes tipos de substrato.

Com o objetivo de visualizar mais claramente os diferentes potenciais das amostras
para aderir e formar biofilme ou até mesmo a sua incapacidade nas condicGes testadas, foi
realizada a estratificacdo das amostras deste estudo de acordo com a classificacdo de
Stepanovi¢ et al. (2000), a qual apresenta-se em quatro niveis, sendo elas a auséncia de
formagdo de biofilme baixa, intermediaria e alta formacdo de biofilme. Nas amostras
estudadas, foi observado que o nimero de amostras em caldo E. coli no nivel “Alta Formagao
de Biofilme” se destacou em relagdo as demais estratificagdes.

Pudemos verificar que a grande maioria das amostras de EPECa que foram
classificadas como formadoras de biofilme, assim como as formadoras de anel nas diferentes
condicBes de cultivo, possuiam genes relacionados com a formacéo de biofilme, sendo que
houve uma maior expressdo desses genes pela maioria das amostras, indicando uma possivel
associacdo positiva.

Apos a confirmagdo da influéncia de diferentes meios de cultivo e temperaturas na
formagéo de biofilme pelas 23 amostras de EPECa, foram selecionadas as amostras LB 5.10
por ser intermediaria formadora de biofilme e por pertencer ao sorotipo O55:H7 e apresentar
0 padréo de adesdo ALL (adesdo localizada-like) e BA 4157 por apresentar alta capacidade de
formacéo de biofilme, para serem ensaiadas através de microscopia confocal de fluorescéncia
(CLSM — “confocal laser scanning microscopy”) em todos o0s meios de cultivo e

temperaturas.
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A CLSM possui a propriedade de capturar sessdes individuais e posteriormente junta-
las através de um software para formar uma imagem 3D. A microscopia confocal requer uma
fluorescéncia a partir da amostra, apresentando autofluorescéncia ou induzindo-a com
coloracdes especificas (PAMP; STERNBERG; TOLKEN-NIELSEN, 2009).

O corante empregado na microscopia confocal de fluorescéncia foi o iodeto de propidio
(IP), o qual apenas consegue adentrar a célula onde sua membrana esteja danificada. Este
corante tem afinidade a acidos nucleicos, corando as bactérias em vermelho (HANNIG et al.,
2010; PEETERS; NELIS; COENYE, 2007).

Analisando as fotomicrografias obtidas, observa-se que as amostras apresentaram
diferencas entre as condi¢fes de cultivo que foram submetidas. A amostra BA 5.10
apresentou maior capacidade de formacao de biofilme na temperatura de 26 °C, apresentando-
se com projecdes. Entretanto esta amostra quando cultivada sob a temperatura de 37 °C, nao
apresentou estruturas densas. A amostra BA 4157 apresentou maior capacidade de formar
biofilme a 37 °C, apresentando um perfil oposto ao da amostra LB 5.10.

Em alguns meios a formacdo de biofilme foi maior em relacdo aos outros , e as vezes
apresentava estruturas mais compactas ou formacdo de microcoldnias ou ainda estruturas
semelhantes a pilares diminutos. Portanto, os dados apresentados corroboram quase
totalmente com os dados obtidos através do ensaio colorimétrico com cristal violeta,
principalmente em relacdo a influéncia dos diferentes meios de cultivo e temperatura na
formacdo de biofilme. Possivelmente em periodos maiores de incubacdo, as amostras
apresentariam estagios mais avancados de formacdo de biofilme, com grandes projecdes
formando pilares, tal como observado por Culler (2010), porém neste trabalho pudemos
verificar o potencial de ades&o dessas amostras ao substrato.

Apbs verificarmos a capacidade de adesdo e de formacdo de biofilme pelas amostras
de EPECa formam biofilmes em variadas condi¢Ges de cultivo e que possuem arquitetura
caracteristicas em periodo de 24 horas, realizamos uma cinética da formacéao de biofilme por
periodos de 24, 48 e 72 horas de incubacdo, pois sabe-se que EPECa esta envolvida em casos
de diarreia persistente (HEDBERG et al., 1997; NGUYEN et al., 2006; YATSUYANAGI et
al., 2003). Foram selecionadas 3 amostras de EPECa: BA 4157, LB 5.10 e BA 4013 (esta por
ter apresentado uma capacidade intermediaria de formacéo de biofilme). Empregamos os dois
meios que mais propiciaram a formacéo de biofilme no periodo de 24 horas, sendo caldo E.
colia 37 °Ce LB sem NaCl a 26 °C.
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A amostra BA 4157 apresentou formacdo de biofilme similar entre os trés periodos e
nos dois meios de cultivo utilizados, mantendo seu alto potencial, enquanto a amostra BA
4013 apresentou formacédo de biofilme maior em caldo E. coli, sendo que em LB sem NaCl
apresentou diminuic@o no periodo de 48 horas e posterior aumento no periodo de 72 horas de
incubagdo. Em relagdo a amostra LB 5.10 houve um grande aumento na formagao de biofilme
apos 24 horas de incubacdo, sendo que em 48 horas apresentou a maior elevagdo. A amostra
controle DH5a manteve o seu perfil, sendo baixa formadora de biofilme enquanto a amostra
EAEC 042, alta formadora, manteve o seu perfil apenas a 37 °C. No entanto, a 26 °C em meio
LB sem NaCl apresentou baixa capacidade assim como a amostra DH5a, indicando que
possivelmente a amostra EAEC 042 é muito sensivel a modificacbes de temperatura, ao
menos nos meios estudados. Dessa forma, verificamos a capacidade dessas amostras de
aderirem e formarem biofilmes em periodos mais prolongados de incubacédo, indicando a sua
importancia potencial de ocasionar diarreia persistente e permanéncia prolongada no meio
ambiente.

No geral, as amostras sempre apresentaram formacdo de biofilme mais elevada no
periodo de 72 horas, comparado com o periodo de 24 e 48 horas onde as amostras LB 5.10 e
BA 4013 apresentaram valores bem baixos, respectivamente, através deste ensaio. Dessa
forma, escolhemos o periodo de 72 horas para dar continuidade aos proximos experimentos.

Como o ensaio em placas de MTP propicia a sedimentacdo das bactérias no fundo dos
pocos, principalmente por serem utilizadas em condi¢des estaticas de cultivo foi empregado
um tipo diferente de placa no qual essa sedimentacdo nédo interferiria nos resultados,
denominada sistema tipo MBEC - “Minimum biofilm eradication concentration” ou
dispositivo de Calgary.

Nesse dispositivo, o biofilme é formado nos pinos presentes nas tampas da microplaca,
sendo embebidos por meio de cultura, eliminando assim a situacdo de sedimentacdo
bacteriana no fundo dos pocos. Assim, ndo ocorrerd sedimentacdo bacteriana na superficie do
substrato que sera analisado quanto a formacao de biofilme.

No entanto, a desvantagem desse tipo de placa é o alto custo em relacdo as
microplacas comuns, a necessidade de importacdo, havendo apenas duas empresas
fabricantes, uma no Canada e outra na Dinamarca, e a chance aumentada de contaminagéo em
relacdo a placa de MTP, devido a maior manipulacéo.

Para este estudo, foram selecionadas 6 amostras de EPECa e ensaiadas em periodo de

72 horas em placas de MTP e MBEC. De modo geral, em ambas as placas a formacdo de
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biofilme foi semelhante, exceto em relacdo ao meio LB sem NaCl e caldo E. coli a 26 °C que
apresentaram diferenca significativa. O meio LB sem NaCl se destacou mais em MBEC
enquanto em MTP o caldo E. coli apresentou maior destaque.

Estes resultados sdo complexos de serem analisados, pois as amostras apresentam
grande heterogeneidade, tal como verificado nos ensaios ap6s 24 horas de incubagdo. Esse
achado corrobora com as informacgdes apresentadas por Culler (2010), que verificou que
amostras de EPECa apresentam grande heterogeneidade, tanto qualitativa quanto
quantitativamente em relacdo a formacéo de biofilme, em superficie abidtica e em superficie
celular a 37 °C em meio DMEM suplementado com glicose apds 24 horas de incubacéo,
assim como em periodos mais prolongados. Cabe salientar que em estudos de diversos fatores
de viruléncia, constatou-se que EPECa é um pat6tipo que apresenta grande heterogeneidade
(ABE et al., 2009; TRABULSI et al., 2002)

Sendo assim, fica dificil relacionar essas diferencas entre os dois meios nos dois tipos
de placas, porém uma hipétese € a expressdo e regulacdo génica diferente de acordo com o0s
diferentes meios e talvez 0 meio LB sem NaCl esteja estimulando celulose e fimbria curli que
estdo envolvidas com formacéo de biofilme na interface ar-liquido. Além disso, a fimbria tipo
1 pode ter auxiliado nesta ades&o, pois em trabalho de Hernandes et al. (2013) foi verificada
relagdo desta fimbria com formagdo de anel na interface ar-liquido-vidro. No entanto, a
amostra BA 558 também obteve aumento na formacédo de biofilme em placa de MBEC, mas
ndo expressou fimbria tipo 1, fimbria curli e celulose nos ensaios fenotipicos realizados neste
trabalho. Estes resultados levantam a hipdtese de que outras estruturas estejam participando
da formacéo de biofilme nesta amostra, ou que nesse ensaio em MBEC ocorreram condi¢fes
mais adequadas para a expressdo dessas estruturas e que nas condigdes empregadas no ensaio
para avaliacdo das caracteristicas fenotipicas nao foram apropriadas.

Contudo, a amostra BA 558 apresentou grande motilidade (halo de 48 mm) e é
conhecido que o gene regulador csgD regula positivamente curli e celulose em algumas
amostras enquanto ao mesmo tempo regula negativamente flagelo (BOEHM; VOGEL, 2012).
Portanto, talvez pelo fato dessa amostra ndo possuir curli e celulose este regulador ndo esteja
funcional e assim ndo inibe flagelo que por sua vez é mais expresso. Como a bactéria tem essa
maior motilidade talvez auxilie na formacgéo de biofilme na interface ar-liquido-poliestireno
na superficie do pino, em associagdo com outra estrutura desconhecida. Além disso, em meio
liquido a bactéria esta sujeita a forgas da gravidade e movimento Browniano, neste momento

a bactéria pode utilizar a motilidade para superar as forcas repulsivas e hidrodindmicas ao
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redor da superficie, e consequentemente permitir uma maior chance de interacdo com a
mesma (DONLAN; COSTERTON, 2002).

No caso do caldo E. coli, a maior formacao de biofilme nesse meio pelas amostras BA
320, BA 558 e BA 4013 em MTF, em comparacdo com os resultados obtidos em
MBEC, poderia ser possivelmente pelo efeito de sedimentacdo de bactérias nos fundos dos
pogos e/ou talvez este meio esteja estimulando a expressdo de alguma fimbria que promova
agregacdo e sedimentacdo, como por exemplo, o Antigeno 43. Talvez por esse motivo as
bactérias formaram mais biofilme em placa de MTP em relacdo a placa de MBEC em
algumas amostras. Outro fator a ser considerado € a diferenca de superficie entre os dois tipos
de placa. Conforme Mampel et al. (2006), a &rea de superficie de um poco de microplaca de
fundo chato (MTP) é de 148 mm?, sendo 34 mm? referentes ao fundo do poco, enquanto que
os pinos das placas MBEC (Nunc) possuem 95 mm? de 4rea (1,5 vezes menor), sendo
empregados volumes de 200 ul de meio de cultura com bactérias. Os autores verificaram
através de ensaio com cristal violeta, uma formacéo de biofilme por amostras de Legionella
pneumophila em MBEC duas vezes menor em comparacdo com os valores de DO obtidos
pelas amostras em MTF. No entanto, no presente trabalho ndo foi constatada essa menor
formagdo em placas de MBEC em todas as amostras, as quais apresentaram grande
variabilidade de resultados.

Cabe salientar que em ensaios de formacdo de anel em tubos de vidro varias amostras
ndo formaram biofilmes, mas em MBEC (poliestireno) isto tenha sido possivel devido as
diferengas dos substratos (DONLAN; COSTERTON, 2002; HANCOCK; WITSd@; KLEMM,
2011).

Apos analisarmos a formagéo de biofilme por EPECa em placas de MBEC, foi realizado
0 ensaio através de microscopia confocal de fluorescéncia com o objetivo de analisar
qualitativamente a formacdo de biofilme na interface ar-liquido-poliestireno, ou seja, na
regido superior dos pinos, pelas amostras BA 320 e BA 4157 em diferentes condicOes de
cultivo.

A analise da formacdo de biofilme pela amostra BA 4157 mostrou diferencas na
arquitetura, sendo que em LB a 37 °C e em M9 a 26 °C apresentou formacdo de
microcol6nias enquanto em caldo E. coli a 26 °C e 37 °C apresentou coldnias mais compactas
além de que esta amostra apresentou um biofilme mais espesso a 37 °C. Nos meios LB sem
NaCl e LB a 26 °C, e em M9 37 °C, apesentou-se com coldnias mais espagadas. Quanto a

amostra BA 320, apenas foram verificadas colonias dispersas em LB e caldo E. colia 26 °C e
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em LB sem NaCl a 37 °C houve o aparecimento de algumas microcolonias, enquanto que a
26 °C houve o aparecimento de vérias estruturas desse tipo.

Cabe salientar que apenas em parte esses dados corroboram com o ensaio com cristal
violeta em MBEC, pois ele indica a formacéo de biofilme ao longo de todo o pino, enquanto
que através do CLSM apenas a regido do anel foi analisada. Portanto, as amostras foram
capazes de formar biofilme em diferentes condicGes de cultivo. De forma geral, os biofilmes
apresentaram-se sem grandes projecdes e pilares caracteristicos de biofilme maduro, mas
pudemos confirmar o potencial dessas amostras.

Posteriormente ao ensaio em MBEC com as 6 amostras de EPECa (BA 320, BA 558,
BA 4013, BA 4157, LB 3.25 e LB 5.10), foi realizada a anélise da arquitetura dos biofilmes
através da microscopia eletrénica de varredura na parte superior dos pinos, onde se estabelece
a formacdo do anel (interface ar-liquido-poliestireno), buscando-se estruturas que pudessem
auxiliar na formacdo do biofilme. Para esta andlise foi utilizado meio LB a 37 ° C, pois é um
meio rico e muito utilizado em laboratérios de pesquisa, € que aparentemente ndo
proporcionaria uma producdo exacerbada de biofilme, como o caldo E. coli e assim
poderiamos distinguir os niveis de producdo entre as amostras, avaliando se haveria
diferencas na formacdo de biofilme. Selecionamos a temperatura de 37 °C para simular o
ambiente do hospedeiro. As amostras ensaiadas através desta metodologia apresentaram
estruturas que podem estar relacionadas com a formacéo de biofilme, como EPS.

A amostra BA 558 apresenta uma densa estrutura, aparentemente viscosa, a qual
recobre as bactérias presentes nos pinos de MBEC. Esta estrutura se assemelha com a
descri¢do da unido da expressdo de fimbria curli com celulose, as quais participam do EPS.
Este complexo pode formar uma camada hidrofobica muito resistente as intempéries do meio
externo. A estrutura visualizada parece ser rigida garantindo a proximidade das bactérias e
estabilidade da estrutura formada. Esta estrutura confere as amostras estabilidade na
colonizacao permitindo que ndo sofram segregacao, dispersao e que ndo sejam eliminadas do
hospedeiro (BARNHART; CHAPMAN, 2006; ZOGAJ et al., 2001). Porém, em nossos
ensaios fenotipicos ndo houve expressao destas estruturas por essa amostra e possivelmente as
condigdes utilizadas no ensaio ndo favoreceram a sua expressao, principalmente no caso de
celulose, pois nos ensaios de expressao foi utilizada incubacdo de 24 horas e nos testes de
microscopia eletrénica o periodo foi de 72 horas. Talvez em periodos maiores essa amostra
possa expressar celulose. Este resultado foi semelhante ao obtido pelas as amostras BA 4013 e

LB 5.10, porém nestas duas, a estrutura visualizada foi bem menor.
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Na amostra BA 320 e na amostra controle EAEC 042 também foi possivel verificar
esta estrutura. Serra, Richter e Hengee (2013) verificaram em amostra de E. coli K-12
estruturas semelhantes atraves de congelamento e sec¢édo de coldnias visualizadas através de
MEV, as quais apresentaram fimbria curli e celulose na arquitetura do biofilme apresentado.

Além disso, analisamos a formacédo de biofilme pelas amostras BA 320, BA 4157, LB
5.10 e LB 3.25 nas diferentes porgdes dos pinos da microplaca de MBEC nas mesmas
condicdes citadas acima. Foi observado que o local que apresentou maior quantidade de
bactérias foi a parte superior do pino, a qual estd em contato com o0 ar e com 0 meio de
cultivo. Todas as amostras apresentaram adesdo de forma crescente na direcdo da parte
inferior (ponta) para a parte superior do pino, exceto a amostra BA 320 que apresentou
quantidades semelhantes de bactéria nas partes mediana e inferior do pino.

Cabe salientar que em ensaios de formacdo de anel em tubos de vidro varias amostras
ndo formaram biofilmes, mas em MBEC (poliestireno) isto tenha sido possivel devido as
diferencas dos substratos (DONLAN; COSTERTON, 2002; HANCOCK; WITS@; KLEMM,
2011). Deste modo, houve presenca de anel e também adesdo por toda a superficie do pino
gue estava imersa no meio de cultivo com bactérias planctonicas.

A adesdo inicial da bactéria ao substrato depende de interacOes eletrostaticas e fisico-
quimicas. As forcas de atracdo e repulsdo permitem uma interacdo fraca entre a bactéria e
substrato, resultando em uma adesdo reversivel. Este tipo de adesdo € influenciado fortemente
por condi¢cBes ambientais, inclusive pela composicdo da superficie do substrato (BELOIN;
ROUX; GHIGO, 2008; DUNNE-JUNIOR, 2002). O filme condicionante formado no tubo de
vidro pode ser diferente em relacdo ao formado em poliestireno, influenciando a adeséo
bacteriana dependendo da natureza das moléculas envolvidas (OFEK; DOYLE, 1994;
WATNICK; KOLTER, 1999). Portanto, a visualizacdo da estrutura na conformacédo de anel
no pino foi observada.

A vantagem desta localizacdo para as bactérias aderidas nesta regido do pino €
apresentar uma maior dispersdo, pois poderiam se desprender e colonizar outras areas mais
facilmente, além de obter uma maior oxigenacao.

Como a técnica de MEV ndo permite a visualizacdo 3D desta estrutura (anel na
interface  ar-liquido-poliestireno), estas amostras foram ensaiadas e observadas
qualitativamente em microscopio confocal de fluorescéncia.

A amostra BA 558 que apresentou uma densa camada recobrindo as bactérias

visualizadas através da metodologia MEV, apresentou-se densa e sem estruturas salientes
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através da CLSM. J& as amostras que apresentaram pouco material recobrindo-as (BA 320,
BA 4013, BA 4157 e LB 5.10), mostraram-se densas e com estruturas que lembram
microcol6nias, além de apesentarem bactérias espacadas, ndo colonizando totalmente a
superficie. Esses dados podem ser devido ao tempo de incubacdo e material utilizado, o qual
propiciou 0 aparecimento de estruturas bem estabelecidas, culminando no aparecimento de
microcol6nias.

Portanto, as amostras deste estudo possuem diferentes caracteristicas e diferentes
formacdes de biofilme dependendo do meio de cultivo, temperatura, substrato e expressdo
génica, os quais indicaram o potencial para aderir e formar estruturas tridimensionais em
periodos mais prolongados. A baixa temperatura possibilitou as amostras formarem biofilme
em superficie inerte, a qual poderia ser uma estratégia de sobrevivéncia no ambiente e servir
como reservatério contaminando criancas que vivem em areas com deficiéncia em
saneamento basico e higiene, assim como adultos. Devido ao fato de poucos trabalhos sobre
estudo de formacgdo de biofilme em amostras de EPECa terem sido realizados, esse estudo
contribuiu para o melhor entendimento a respeito das caracteristicas genotipicas e fenotipicas

das amostras de EPECa, que possam influir na formacao de biofilme.
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6 CONCLUSOES

o A formagéo de biofilme pelas amostras de EPECa foi melhor evidenciada em meio LB
sem sal a 26 °C e em caldo E. coli a 37 °C, ap0s 24 horas de incubacao, comprovando que 0s

meios de cultivo e as temperaturas de incubacao interferem na formacao de biofilme.

o A formacdo de anel na interface ar-liquido-vidro foi observada na maioria das
amostras de EPECa incubadas a 26 °C e a 37 °C em caldo E. coli, enquanto que nos demais
meios a formacdo de anel predominou apenas nas amostras incubadas a 26 °C, dessa forma
apresentando-se temperatura dependente, sendo que celulose e fimbria curli podem estar

envolvidas em seu desenvolvimento.

o Foram detectados genes relacionados com a formacdo de biofilme na maioria das
amostras, caracterizando-as como potenciais amostras formadoras de biofilme. As suas
expressdoes em algumas amostras evidenciaram uma maior formacdo de biofilme,

aparentemente num possivel processo multifatorial.

o A fimbria tipo 1 parece ndo ter relagdo com a formacdo de biofilme nas amostras
estudadas, pois reduzido nimero de amostras expressou essa estrutura, apesar de apresentar o
gene fimH. A fimbria curli e a celulose ndo foram expressas por muitas amostras,
provavelmente devido as condi¢cdes de cultivo ndo terem sido favoraveis, apresentando
melhor desempenho a 26 °C, indicando que essas estruturas podem estar relacionadas ao
ambiente externo. A motilidade parece nao ter relacdo com formacéo de biofilme de EPECa
nesse estudo. Outros fatores ou estruturas possam estar associados a formacédo de biofilme

nessas amostras, de forma compensatoria.

o Biofilmes formados por amostras representativas de EPECa em microplacas de fundo
chato (MTP) e microplacas MBEC apds 72 horas de incubacdo ndo apresentaram diferencas
significativas em ensaio quantitativo, no entanto devemos levar em conta que MTP pode

formar deposito/sedimento, enquanto que na segunda este artefato ndo se encontra presente.

. As analises microscopicas através de CLSM e MEV possibilitaram a andlise
qualitativa das amostras estudadas, apresentando suas estruturas e disposi¢do do biofilme sob

0 substrato abiotico.
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APENDICE A — Constituintes dos meios de cultivo empregados



Caldo Luria Bertani (LB)
Peptona

Extrato de levedura

Cloreto de sodio

g.s. p.

Caldo Luria Bertani sem sal (LB sem sal)

Peptona

Extrato de levedura

g.s. p.

Meio Minimo M9

Sulfato de magnésio

Glicose

Fosfato dibasico de sodio
Fosfato monobaésico de potéssio
Cloreto de sadio

Cloreto de aménio

g.s. p.

Caldo E. coli

Caseina enzimatica hidrolisada
Lactose

Mistura de sais bileares

Fosfato monobaésico de potassio
Fosfato dibasico de sddio

Cloreto de sodio

q.s.p.

109

109
1000 mL

109

59
1000 mL

2mL

20 mL
69

39

059

1g

1000 mL

209

5¢

1549
15¢9

49

5¢

1000 mL
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pH=72
pH=72
pH=7,1
pH=7,0
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APENDICE B — Placas utilizadas nos ensaios de formagcao de biofilme (MBEC e MTP)
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