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RESUMO

MOTA, C. M. Influéncia de diferentes condic¢des de cultivo na formacao 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 Sao 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 ceélulas epiteliais formando microcoldonias € 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 abioticas 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 analise qualitativa de estruturas como microcoldnias e
pilares, além de material extrapolimérico respectivamente. Apesar de algumas amostras ndo
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 formag&o 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 milhGes 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¢cfes 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
relagdo 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 aquisicdo 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 infecgdes extra intestinais sdo
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). J4 as E. coli que causam infec¢des intestinais,
tanto em criancas 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 interagdo com linhagens celulares. Esses patdtipos sao:
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
invasdo a célula hospedeira, pode ocasionar disenteria. Sua viruléncia consiste em transportar
proteinas para 0 meio externo através 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 padréo 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 padréo 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 complica¢do 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 &gua (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 criancas, para
distingui-las de linhagens presentes na microbiota normal (NETER, 1955). Porém, em um

evento internacional sobre EPEC, no ano de 1995 na cidade Sao 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 nédo
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 definigédo 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 adesdo
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 os mais
variados padroes de adeséo a células epiteliais in vitro, tais como HeLa 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 ndo pode ser classificada em nenhum desses padrdes definidos; enquanto as
EPECt apresentam apenas o padrdo AL em ensaios de 3 horas (ABE et al., 2009;
HERNANDES et al., 2009).

Com relagéo 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 bidpsias intestinais, bem como em culturas celulares,
conhecido como attaching and effacing (lesdo A/E) (KAPER, 1996). Essa lesdo 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, o 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 0s 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 porcéo 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 criancas 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 crian¢as 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 formagao de biofilmes ¢ uma
estratégia importante usada por um grande nimero 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 abidticas como vidro, poliestireno (DAVEY; O'TOOLE, 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 areas alimenticia,
farmacéutica, médica, entre outras (DONLAN; COSTERTON, 2002; WALKER et al., 1995),
ocasionando corroséo e contaminagdo 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 é modificada pela adsor¢do de sais, proteinas, entre
outros, dependendo da composicdo do meio em que se encontra, alterando a interacédo
hidrodinamica entre bactéria e o substrato devido a alteracBes 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 € 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 concentragdes dos metabdlitos 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 celula-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 atragdo de Van der Walls, forgas 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 excre¢do 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 agua que permitem 0s nutrientes alcangcarem 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 pedagos
(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 organizacdo 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 mecanicas, abrasivas e
compressivas, baixa concentracdo 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 0
meio externo, sendo capaz de captar nutrientes, elevar e regular a retencdo de agua, conferir
protecdo contra a acdo de biocidas e produtos toxicos, proteger contra estresses ambientais,
como variagdo de pH, UV, dessecagdo e choque osmotico, além de permitir associacdo com
outros microrganismos (COSTERTON et al., 1994; FLEMMING, 1993). A composicdo 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 fendétipos 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 sdao 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 adeséo
agregativa (EAEC) produzem biofilme regularmente (SHEIKH et al., 2001). Outros pat6tipos
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 adeséo inicial e a
motilidade, importantes para o estabelecimento do biofilme em superficies abioticas (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 formagdo 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 formacdo 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 formacédo 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 formacéo
de biofilme, principalmente apos periodos de até 18 dias de incubacdo, independente de
sorotipo, padrbes de adesdo a celulas HEp-2 e perfil de resisténcia a antimicrobianos das
bactérias planctonicas. Weiss-Muszkat et al. (2010) também reportaram pela primeira vez a
formacédo de biofilme em uma amostra de EPEC atipica do sorotipo O55:H7 a 26 °C, a qual
apresentou elevada capacidade de formacao 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 adeséo 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
funcdes de FimH como adesina manose-especifica, permitem que a E. coli interaja
especificamente com residuos de manose em células eucarioticas, facilitando infeccdes 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., é 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 aminodcidos, organizacdo genética e regulacdo de seu
operon (PRINGENT-COMBARET et al., 2001).

A fimbria curli € uma proteina filamentosa, de estrutura amiloide e possui alto numero
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-f3 e
formam uma estrutura de cadeia f-transversal conservada, empilhadas paralelamente as fibras
enquanto as folhas-p 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, além 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 osmdtica, 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, o 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 producgdo 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 hidrofébica muito resistente as intempéries do meio externo, o qual
é 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 ligacoes glicosidicas p-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 atraves 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 formac&o 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, o0 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 etal., 1991; OLSEN; JONSSON; NORMARK, 1989; UHLICH et al., 2006).

Meios de cultivo com baixa concentracdo de NaCl favorecem a expressao 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 estaciondria em meio LB sem NaCl a 28 °C (ROBBE-SAULE et al.,
2006).

Amostras de EAEC apresentaram maior formacéo de biofilme apos incubacdo 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 condic¢des influenciam a
formacdo 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 formagédo 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 formacéao de biofilme, dependentes da
condic&o 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
formacédo de biofilme quando comparados com os caldos sem suplementacdo. Em EPEC, sais
biliares aumentaram a adesao deste pat6tipo a células epiteliais (JESUS et al., 2005).

A bile é um liquido verde amarelado que contém &cidos biliares, colesterol, fosfolipidios
e 0 pigmento bilirrubina, sendo produzida por hepatécitos, 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 porcéo 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 exposicao 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 &cido foi aumentada em quase duas vezes, dependente das condigdes de
cultivo, sugerindo que essas condicBes influenciam na expressdo de adesinas, responsaveis

pelo aumento na adesao.

1.5.2 Ensaios empregados para verificar a formagéo de biofilme

Na ultima década, foram descritos varios ensaios para estudo da formacao de biofilme in
vitro (DONLAN; COSTERTON, 2002). Estes sdo 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 vidveis 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 populacdo 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 vidveis, 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 fenébmeno de sedimentacdo microbiana nos fundos dos
POCOS.

Outro tipo de microplaca que vem sendo utilizada hd 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
formacdo de biofilme pode ser realizada através de ensaio de coloracdo 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 pléstico,
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 apo6s coloracéo
com cristal violeta por exemplo, ndo permitem uma visualizacdo direta do biofilme e sim
valores de unidades formadoras de colénia (UFC/cm?) e valores de DO (Densidade Optica)
respectivamente. Sendo assim, metodologias que apresentam a possibilidade de visualizacao
da estrutura do biofilme formado também s&o constantemente utilizadas para a obtencéo 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 é 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. Atraves 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 informacdes
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 proverad 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 primarias (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 os 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 visualizacdo 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 informacdes 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, €
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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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¢cBes 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 formacdo 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 analise
qualitativa das amostras estudadas, apresentando suas estruturas e disposi¢do do biofilme sob

0 substrato abiotico.
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