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RESUMO

Munhoz, D.D. Papel da fimbria ECP na patogénese de Escherichia coli
enteropatogénica atipica. 2020. 122 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) — Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo, 2020.

Um passo essencial na colonizagdo do trato gastrointestinal por um patogeno é a
adesao a superficie da célula hospedeira e € uma fase critica nas infecgdes causadas
por Escherichia coli enteropatogénica. Algumas adesinas estdo envolvidas no
processo multifatorial que € a adesao bacteriana. Entre elas, estruturas denominadas
fimbrias compreendem um grupo de adesinas que permite a ligagdo inicial de
bactérias a células epiteliais e subsequente colonizagdo. E. coli enteropatogénica
atipica (aEPEC) é um patétipo heterogéneo e nenhum marcador de adeséao
representativo foi identificado até o momento. A maioria das cepas patogénicas e nao
patogénicas de E. coli apresentam a fimbria E. coli common pilus (ECP) e, apesar da
importancia in vitro, ndo ha relatos de sua fung¢do na infecgao in vivo por aEPEC.
Nesse contexto, o zebrafish foi selecionado como modelo de infecgdo por apresentar
as seguintes vantagens: pequeno tamanho, tempo de gerag&o curto, similaridade
gendmica com mamiferos e sistema imunoldgico bem desenvolvido. A sua
transparéncia durante o desenvolvimento permite acompanhar a colonizagao
intestinal por patdgenos e interagbes microbio-hospedeiro, em tempo real, durante
todo o curso da infecgdo. Além disso, o intestino deste animal apresenta microbiota,
anatomia e células semelhantes ao intestino de mamiferos, sendo um excelente
modelo para a caracterizagao de adesinas de aEPEC. No presente estudo, avaliamos
o papel de ECP na patogénese da aEPEC em um modelo in vivo. Nossos resultados
mostraram que 96% das cepas de aEPEC possuem operon ecp completo e 55% sao
produtores de ECP. A delecdo em ecpA ou ecpRABCDE nao afetou a capacidade de
crescimento, motilidade ou alterou o padréao de biofilme. A BA1250 colonizou
efetivamente o zebrafish ao longo do ensaio de colonizagdo intestinal. Como
esperado, o AdecpA teve uma redugao significativa na adesdo comparado com WT.
Surpreendentemente, o A4ecpRABCDE nao reduziu a adesdo e colonizou
consistentemente por 72 hpi. AecoRABCDE::mCherry mostrou modificacdo do local
de colonizagdo em comparacao com o WT apenas nas 24 hpi iniciais, revertida para
0 mesmo padrao observado no WT apds 72 hpi. Para estudar o papel da ECP em
diferentes locais de infecgdo, os embrides foram infectados na cavidade pericardica.
Nas infec¢des por WT e AecpRABCDE, apenas 25 e 32% dos embrides sobreviveram,
respectivamente. Por outro lado, 100% dos embrides sobreviveram na infecgao por
AecpA. Em uma infecgdo sistémica, observou-se um padrdo de sobrevivéncia
semelhante, onde 86% dos embrides infectados com AdecpA sobreviveram, em
comparagao com 52 e 41% de sobrevida nas infecgdes por WT e 4ecpRABCDE,
respectivamente. Este estudo estabeleceu um modelo in vivo que permite uma
triagem rapida de quais estruturas de ades&o s&o essenciais para infecgbes por
aEPEC. Também revelou que a ECP é realmente importante ndo apenas para a
adesao intestinal, mas pode ser uma estrutura crucial para outros grupos de E. coli
colonizarem locais diferentes.

Palavras-chave: Escherichia coli. E. coli common pilus. Patogénese. Zebrafish



ABSTRACT

Munhoz, D.D. ECP pili function in atypical enteropathogenic Escherichia coli
pathogenesis. 2020. 122 p. Ph. D thesis (Microbiology) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2020.

An essential step in gastrointestinal tract colonization by a pathogen is the adhesion
to host cell surface and is a critical point in infections caused by enteropathogenic
Escherichia coli. Bacterial adhesion is a multifactorial process in which some adhesins
are involved. Among them, structures called pili comprise a group of adhesins that
allows the initial binding of bacteria to epithelial cells and subsequent colonization.
Atypical enteropathogenic E. coli (aEPEC) is a heterogeneous pathotype and no
representative adhesion marker was identified so far. The E. coli common pilus (ECP)
is found in most pathogenic and non-pathogenic strains of E. coli, and despite the
importance of ECP in vitro, there are no reports of its function in in vivo infection by
aEPEC. In this context, zebrafish was selected as infection model due to advantages
as its small size, short generation time, genomic similarity with mammals and well-
developed immune system. Due to its transparency during development, we may
follow pathogen intestinal colonization and microbe-host interactions within a live
vertebrate host, in real time, throughout the course of infection. Moreover, zebrafish
intestine presents microbiota, an intestinal anatomy and cell elements closely related
to mammalian intestine, thus an excellent model for aEPEC adhesins characterization.
In the present study we evaluated the role of ECP in aEPEC pathogenesis in an in vivo
model. Our results showed that 96% of aEPEC strains presented ecp complete
operon, and 55% were ECP producers. Deletion of either ecpA or ecoRABCDE had
no effect in growth capacity, motility or biofilm pattern. BA1250 was able to effectively
colonize zebrafish with a regular CFU/embryo rate over the course of intestinal
colonization assay. As expected, decpA had a significant reduction in adhesion
compared to WT. Surprisingly, 4ecoRABCDE had no decrease of adhesion and also
a regular CFU/embryo rate for 72 hpi. AecoRABCDE::mCherry showed modification of
colonization site compared to WT only in the initial 24 hpi, reverted to the same WT
pattern seen after 72 hpi. To study ECP role in different infection sites, embryos were
infected in pericardial cavity. In WT and 4ecpRABCDE infection only 25 and 32% of
embryos survived, respectively. Conversely, 100% of embryos survived in AecpA
infection. In a systemic infection similar survival pattern was observed, where 86% of
embryos infected with AecpA survived, compared to 52 and 41% of survival in WT and
AecpRABCDE infections, respectively. This study has established an in vivo model
that allows a fast screening of which adhesion structures are essential to aEPEC
infections. It also revealed that ECP is really important not only for intestinal
adherence, but it may be a crucial structure for others E. coli groups to colonize
different sites.

Keywords: Escherichia coli. E. coli common pilus. Pathogenesis. Zebrafish
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1. INTRODUGAO

1.1. Diarreia

O esforco global realizado nas ultimas duas décadas levou a um significativo
declinio na taxa de mortalidade infantil. Porém, apesar disso, no ano de 2017
aproximadamente 6,3 milhdes de criangas e adolescentes morreram principalmente
por causas evitaveis (WHO, 2018). Globalmente, 780 milhdes de pessoas néao
possuem acesso a agua potavel e 2,5 bilhdes ndo tém acesso ao saneamento basico.
Com isso, a diarreia € citada como uma das principais consequéncias, onde a infec¢ao
por agentes causadores € disseminada em paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento (WHO, 2017).

Diarreia € a segunda principal causa de morte de criangas com até cinco anos
de idade, levando a morte aproximadamente 525 mil anualmente. Em paises de baixa
renda, criangcas menores de trés anos passam em média por trés episédios de diarreia
severa todos os anos, resultando em casos graves de desnutricdo (WHO, 2017).
Casos de diarreia podem durar diversos dias e deixam o corpo sem agua, o que reduz
a absorgcdo de -carboidratos, proteinas, potassio, zinco e outros nutrientes,
contribuindo para um estado de desidratagdo severa e ma nutricdo (ASHWORTH,
2001). Perdas significativas de agua em consequéncia da diarreia podem levar nao
apenas a desidratagcdo, mas também a um desequilibrio eletrolitico, diminuicdo da
capacidade mental e, entdo, a morte (SUH; HAHN; CHO, 2010). Além da desidratagao
severa, outras causas de morte incluem infec¢cédo bacteriana que levam a sepse e que
estdo aumentando a proporcdo de mortes relacionadas a diarreia. Episodios
prolongados de diarreia também estdo associados com o aumento da morbidade e
mortalidade relacionadas a outras doengas (MOORE et al., 2010). Os principais
individuos afetados s&o criangas malnutridas e imunocomprometidas, e
frequentemente portadores de HIV (WHO, 2017).

Infecgbes do trato intestinal normalmente possuem como um dos sintomas a
diarreia e podem ser causadas por uma grande variedade de bactérias, virus e

parasitas. A transmiss&o dos organismos se da por alimentos ou agua contaminados



e de pessoa-pessoa, ou seja, intervengdes como agua potavel, acesso a saneamento

basico e higiene adequada poderiam prevenir as infecgbes (ASHWORTH, 2001).

O principal agente bacteriano da diarreia é a Escherichia coli diarreiogénica
(DEC). Juntamente com Rotavirus, que lidera as estatisticas, sdo responsaveis por
55% dos casos registrados. A frequéncia de infecgbes causadas por estes
microrganismos pode ser ainda maior, ja que em 34% dos casos de diarreia o agente
causador nao é identificado (LANATA et al., 2013)

1.2. Escherichia coli diarreiogénica

As E. coli diarreiogénicas evoluiram adquirindo um conjunto especifico de
caracteristicas por transferéncia horizontal de genes. De acordo com o conjunto de
fatores de viruléncias adquirido, foram formados os patdtipos atuais de DEC que
diferem quanto ao sitio de colonizagdo preferencial no hospedeiro, mecanismo de
viruléncia e sintomas clinicos (CROXEN et al., 2013; KAPER et al., 2004; NATARO;
KAPER, 1998) Os seis grupos sado: E. coli enteropatogénica (EPEC), E.
coli produtora da toxina Shiga (STEC) e seu subgrupo enterohemorragica (EHEC), E.
coli  enteroagregativa (EAEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.
coli enteroinvasora (EIEC) e E. coli difusamente aderente (DAEC) (NATARO;
KAPER, 1998).

Apesar da presencga de fatores de viruléncia especificos em cada grupo, a E.
coli apresenta grande plasticidade genémica o que levou a identificagdo de isolados
com combinagdo de caracteristicas de viruléncia de diferentes patotipos. Estes
isolados sd&o considerados potencialmente mais virulentos e denominados como
cepas patogénicas hibridas (CROXEN et al., 2013).

Todas as cepas de E. coli produtoras de toxina Shiga (Stx1 e Stx2)
(KONOWALCHUK; SPEIRS; STAVRIC, 1977; PATON J; PATON A, 1998) sao
classificadas como STEC e sdo assim denominadas pela a homologia estrutural e de
atividade biolégica com a toxina Shiga (Stx) produzida por Shigella dysenteriae tipo 1,
responsaveis pelo efeito toxico no hospedeiro e capazes de produzir diarreia
sanguinolenta (O’'BRIEN et al., 1982; O'BRIEN; LA VECK, 1983). Neste patotipo, esta
presente um grande numero de estruturas de ades&do que contribuem para o

estabelecimento, persisténcia e tropismo no tecido durante a infec¢ao (McWILLIAMS;



TORRES, 2014). Em estagios iniciais da infecgdo por STEC os individuos apresentam
diarreia aquosa, que pode avancar em aproximadamente dois dias para diarreia com
presenca de sangue, colite hemorragica (O'BRIEN, 1983; RILEY et al., 1983; RILEY,
1987) ou até mesmo sindrome hemolitica urémica (SHU) (KARMALI et al., 1983,
1985).

Além da produgéao das toxinas Stx 1 e 2, o subgrupo EHEC possui uma ilha de
patogenicidade conhecida como regiao Locus of Enterocyte Effacement (LEE). Nesta
regido estdo presentes genes que codificam proteinas responsaveis pela lesao
caracteristica conhecida como Leséo attaching and effacing (Lesao A/E) (McDANIEL
et al., 1995; MOON et al., 1983).

O grupo de cepas de E. coli enteroagregativas (EAEC) é definido de acordo
com o padrao de adesao agregativo (AA) caracteristico em ensaios com cultura de
células epiteliais (NAVARRO-GARCIA; ELIAS, 2011). Os fatores de viruléncia deste
grupo incluem adesinas, toxinas e proteinas secretadas. No entanto, nenhum desses
fatores é encontrado em todas as cepas de EAEC. Estas fazem parte de um grupo
heterogéneo associado a diarreia aguda e persistente em criangas e adultos
(FLORES; OKHUYSEN, 2009; HARRINGTON; DUDDLEY; NATARO, 2006). EAEC
foi responsavel por surtos esporadicos nas ultimas décadas como causa de diarreia
aquosa, sendo que em um numero significativo de pacientes esta se torna persistente
(WEINTRAUB, 2007). Este grupo € dividido em tipica e atipica de acordo com a
presenca nas tipicas do gene regulador transcricional aggR, membro da familia AraC
de ativadores (NATARO et al., 1994) e auséncia do mesmo nas atipicas (DUDDLEY
et al., 2006).

As cepas de E. coli enterotoxigénica (ETEC) produzem as enterotoxinas
termolabil (LT) e termoestavel (ST) que podem ser secretadas separadamente ou em
conjunto (NATARO; KAPER, 1998). Estas toxinas sdo codificadas pelos genes
plasmidiais elt, estla e estlb (LEVINE, 1987). A variabilidade dos genes de viruléncia
e fatores de colonizagdo sugerem que ETEC seja um grupo heterogéneo de cepas
que tenham adquirido estes genes por transferéncia horizontal (SAHL et al., 2011).
Este patotipo acomete criangas e adultos visitantes de areas endémicas apos
colonizagéo do intestino delgado e liberagdo das enterotoxinas que levam a diarreia
aguda e aquosa. Este é considerado o principal agente da diarreia do viajante
(MARCHOU, 2013).



O complexo processo de colonizagao e sobrevivéncia da E. coli enteroinvasora
(EIEC) na barreira gastrointestinal depende da presenga de um grande plasmideo de
cerca de 220 kb denominado plnv, que é muito semelhante ao encontrado em
Shigella. Este grupo é responsavel por causar diarreia em humanos, principalmente
em paises subdesenvolvidos. Estas cepas sdo capazes de invadir células do célon,
resultando em uma infecgédo similar a causada por Shigella sp (FORMAL; HOMIK,
1978; FORMAL et al., 1983). A doenga causada por estes patdégenos ocorre pela
invasao e penetracao bacteriana dos enterdécitos, levando a destruicdo dos mesmos.
Estas bactérias se ligam especificamente a mucosa do intestino delgado (LEVINE
1987, SANSONETTI et al., 1982).

A designagéao de E. coli difusamente aderente (DAEC) como um patétipo de
DEC requer mais estudos epidemioldgicos, de acordo com a grande dificuldade
enfrentada na sua identificagdo (GOMES et al., 2016). Em ensaios de interagdo com
células epiteliais, as cepas de DAEC apresentam um padrdo de adesao denominado
difuso, caracteristica esta que €& utilizada na classificacdo deste patdtipo
(SCALETSKY; SILVA; TRABULSI, 1984). Estudos demonstraram que este padréo é
formado pela presenga de duas adesinas principais, entre elas a F1845 (BILGE et al.,
1989; SERVIN, 2005).

As bactérias pertencentes a cada uma dessas categorias causam diarreia por
mecanismos distintos, afetam diferentes grupos populacionais e expressam diferentes
fatores de viruléncia (NATARO; KAPER, 1998).

1.3. E. coli enteropatogénica

Este grupo foi descrito em 1955 apds a detecgdo de um numero significativo de
cepas de E. coli associadas a surtos de diarreia entre 1940 e 1950 (NETER et al.,
1955). EPEC ¢é altamente prevalente em contextos comunitarios como escolas e
hospitais e € uma das principais causas de diarreia infanti em pais em
desenvolvimento. Atualmente é estimado que EPEC seja responsavel por 5-10% de
todos os casos de diarreia pediatrica em paises como Brasil, Chile, Peru e Ira (OCHOA
et al., 2008). Este patégeno além de colonizar humanos, também é capaz de infectar
animais como gado, cachorros, gatos e coelhos (HE et al., 2015; SINGH et al., 2015).



Os casos de infecgao por este patotipo variam de subclinicas a infecgdes fatais
(TORRES et al., 2010), nas quais os sintomas mais comuns s&o diarreia aquosa, dor
abdominal, nausea e febre. Além disso, este grupo pode levar a severa mal absorgao
de nutrientes podendo se agravar para escassez nutricional e diarreia persistente
(FAGUNDES-NETO; SCALETSKY, 2000).

O fendtipo principal de infecgbes por EPEC é a indugéo do efeito histopatolégico
conhecido como lesao attaching and effacing (A/E). Esta leséo é caracterizada pelo
apagamento das microvilosidades intestinais e a ades&o intima da bactéria a
superficie epitelial do hospedeiro (NATARO; KAPER, 1998). Esta importante
caracteristica foi utilizada na defini¢ao inicial de EPEC, sendo um grupo de cepas de
DEC que tém a capacidade de produzir a lesdo A/E sem a presenca e producéo das
toxinas Shiga (KAPER, 1996; JENSEN et al., 2007).

Ao entrar no trato gastrointestinal, cepas de EPEC aderem a mucosa do intestino
grosso e delgado onde trés etapas principais da patogénese foram descritas até o
momento (OCHOA et al., 2008).

A etapa inicial se da pela adesao bacteriana as células do hospedeiro, seguido
da formagao do sistema de secregao do tipo Il (SST3) (Figura 1) por onde serao
injetados fatores de viruléncia diretamente no hospedeiro, como as proteinas efetoras
Esp (EPEC secreted protein) (NATARO; KAPER, 1998). Este injetossomo &
semelhante a uma agulha, constituido pela proteina EscF (WILSON et al., 2001) a
partir da qual ocorre a polimerizagdo da subunidade EspA, que ira formar uma
estrutura filamentosa oca denominada canal de translocagao (CREPIN et al., 2005;
DANIELL et al., 2001, 2003). Apds a injegao das proteinas efetoras como EspB e
EspD, que irdo formar um poro na membrana citoplasmatica (BUTTNER; BONAS,
2002; IDE et al., 2001; KRESSE; ROHDE; GUZMAN, 1999) e do receptor Tir (DENG
et al., 2004; DEAN; KENNY, 2009; FIVAZ; KNUTTON et al., 1998; @rskov et al., 1990;
SANTOS; FINLAY, 2015; VAN DER GOOT, 1999), ha um desarranjo do citoesqueleto
e a subversdao das fungdes da célula hospedeira (FRANKEL et al., 1998). A
importancia do SST3 em EPEC tem sido demonstrada por diversos estudos e
Sampaio et al. (2014) verificaram que a mutagao nos genes que formam o sistema de
secregao em uma cepa de EPEC resultou na perda da capacidade de formar a leséo
A/E.



Figura 1- Representagao esquematica do sistema de secregéo tipo Ill presente em EPEC e
EHEC.
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FONTE: Garmendia, Frankel e Krepin, 2005

Por fim, ha a adesdo intima da bactéria via intimina e de seu receptor Tir
(Translocated intimin receptor) que desencadeia uma cascata de sinais
transmembranicos e intracelulares. Em seguida, ha a destruicdo das microvilosidades,
o acumulo de actina polimerizada e de componentes do citoesqueleto no local de
contato entre a célula epitelial e a bactéria, e a formagao de uma estrutura semelhante
a um pedestal (MOON et al., 1983) (Figura 2).

A leséo A/E é resultante da agao de proteinas codificadas por genes localizados
em uma ilha de patogenicidade de aproximadamente 35 kb (McDANIEL et al., 1995)
denominada Regiao LEE (DENG et al., 2004; DEAN; KENNY 2009; ELLIOT et al.,
2000; McDANIEL et al., 1995). Esta regido é organizada em cinco operons,
designados de LEE1 a LEES5, por onde estao distribuidos os genes que codificam as
proteinas que compdem o SST3 (JARVIS et al., 1995; KENNY et al., 1995; NEVES et



al., 2003; SEKIYA et al., 2001) e o gene regulador ler, que codifica a proteina LEE
encoded regulator (Ler) e regula os genes dentro e fora de LEE (BARBA et al., 2005;
ELLIOTT et al., 2000; MELLIES et al., 1999). Além destes, estdo presentes os genes
eae e tir, os quais codificam, respectivamente, a adesina intimina e o seu receptor Tir
(KENNY et al., 1997; SANCHEZ-SANMARTIN et al., 2001).

Figura 2 - Lesao histopatoldgica attaching and effacing (A/E)

(A) Fotomicrografia eletrdnica de varredura e (B) eletronica de transmissao dos pedestais
induzidos sob as bactérias aderidas e do apagamento das microvilosidades intestinais. Fonte:
WONG et al. (2011).

A intimina é uma proteina de 94 kDa que possui a regido N-terminal altamente
conservada. Entretanto, a porgdo C-terminal € extremamente variavel (FRANKEL et
al., 1994) sendo esta diferenca utilizada na classificacdo da intimina em diversos
subtipos distintos, denominados de a (alpha) a  (zeta) (LACHER et al., 2006, 2007).
A porcao N terminal ancora a proteina na membrana externa, enquanto a C-terminal
faz a ligagdo com Tir, o que resultara na adesao intima e formagdo do pedestal
(KENNY et al., 1997).

Algumas cepas de EPEC aderem as superficies solidas ou semissolidas como
vidro e poliestireno, bem como as células pré-fixadas, e sdo envoltas por uma matriz
de exopolissacarideos (EPS) que sao definidas como biofilmes (DONLAN;
COSTERTON, 2002). Moreira e colaboradores (2006) demonstraram que a fimbria
Bundle forming pilus (BFP) e a proteina EspA estdo envolvidas no processo de



agregacao bacteriana que resulta na formagao de microcol6nias e de biofilme durante
a adesao as células epiteliais.

A BFP é classificada como uma fimbria do tipo IV e sua biogénese € codificada
por 14 genes, os quais compdem o operon bfp (GIRON, et al., 1991; STONE et al.,
1996). Este é considerado um importante fator de viruléncia das EPEC por sua
atuacado na estabilizacdo da aderéncia bacteriana dentro das microcolénias e na
formagéo do padrédo de adeséo caracteristico denominado adesao localizada (AL).
Além disso, essa fimbria também esta envolvida com o evento de dispersao na
mucosa intestinal e na viruléncia, onde uma cepa mutante em bfpA, gene que codifica
a pilina, é 200 vezes menos virulenta quando comparada com a cepa protétipo
E2348/69 (BIEBER et al., 1998).

Em um determinado momento foram observadas cepas de EPEC que né&o
portavam o plasmideo EAF, onde estdo presentes os genes do operon bfp, que
passaram a ser denominadas EPEC atipicas (aEPEC) (Kaper, 1996). Inumeros
trabalhos foram realizados a fim de melhor determinar as diferengcas genotipicas e
fenotipicas entre as EPEC tipicas (tEPEC) e atipicas, sendo atualmente classificadas
como as cepas que nao apresentam o pEAF, o operon bfp, que ndo expressam a
fimbria BFP, mas que possuem o gene eae e, portanto, sdo capazes de produzir
intimina (ABE et al., 2009; BLANCO et al., 2006; DULGUER et al., 2003; NARA et al.,
2010; PELAYO et al., 1999; TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002; VIEIRA et al., 2001).

1.3.1. E. coli enteropatogénica atipica

Cepas de aEPEC sao descritas como importantes agentes de diarreia desde a
década de 1990 e atualmente sio frequentemente detectadas em paises
subdesenvolvidos (LANATA et al., 2013; OCHOA; CONTRERAS, 2011). Casos de
infeccdes por aEPEC levam a diarreia aguda e persistente afetando criangas e adultos
(GOMES et al., 2004; HERNANDES et al., 2009; TRABULSI et al., 2002) e em alguns
paises o numero de aEPEC detectado foi superior as infecgdes causadas por tEPEC.
Um estudo realizado em 13 paises em desenvolvimento demonstrou que cepas de
aEPEC foram responsaveis por 78% de todos os casos de EPEC detectados em
criangas abaixo de cinco anos de idade (OCHOA et al., 2008). Em uma analise de
amostras de fezes provenientes de pessoas sintomaticas de 2008 a 2011 na Australia
resultou na detecgao de 61 cepas de EPEC, das quais 95,1% eram aEPEC (STAPLES



et al., 2013). Em um estudo similar, Sakkejha e colaboradores (2013) avaliaram 109
cepas de EPEC isoladas entre 2010 e 2012 na Inglaterra, onde 93% dos pacientes
reportaram casos de diarreia sendo 32% diarreia sanguinolenta, com aEPEC mais
frequente e pertencente a grande variedade de sorogrupos comparado com tEPEC.
Estes dados corroboras os encontrados por outros grupos quanto a prevaléncia de
aEPEC (FRANZOLIN et al., 2005; SCALETSKY et al., 2009).

Infecgbes por tEPEC tendem a diminuir de acordo com a idade, sendo
raramente reportada em adultos. A causa desta resisténcia em adultos e criangas
mais velhas foi atribuida a perda de receptores especificos com o envelhecimento e
com o desenvolvimento de imunidade. Por outro lado, aEPEC tem sido detectada em
pacientes de todas as idades e também em individuos que séo positivos para HIV
(ASSIS et al., 2014; DIAS et al., 2016; GOMES et al., 2004; LOZER et al., 2013)

EPEC atipica € um grupo extremamente heterogéneo quando comparado com
tEPEC. Quanto a fatores de viruléncia, a maior parte de tEPEC utiliza fatores
codificados por genes presentes na regidao LEE e pEAF, enquanto aEPEC possui
diversos outros fatores nao codificados por LEE (TRABULSI et al., 2002). As cepas
de EPEC pertencem aos sorotipos O:H classicos e pelo menos 16 grupos O sao
representativos como 026, O35, 051, 055, 086, 088, 0111, 0114, 0119, 0125,
0126, 0127, 0128, 0138, 0142 e O145 (ABE et al., 2009; MORA et al., 2009;
TOZZOLI et al., 2014). No entanto, algumas cepas de aEPEC, como O55:H7, sao
mais relacionadas com cepas de STEC LEE positivas, como a STEC O157:H7, em
suas caracteristicas genéticas e fatores de viruléncia. Outra distingdo € quanto ao
reservatorio, no qual tEPEC é raramente encontrado em animais, apenas em
humanos (TRABULSI et al., 2002), enquanto aEPEC esta presente em animais e
humanos, tanto doentes quanto saudaveis (HERNANDES et al., 2009).

A diferenca entre os dois grupos também €& observada pelo padrdo de adeséao
dessas bactérias as células epiteliais in vitro (Figura 3). Cepas de tEPEC apresentam
o padrédo de adesdo caracteristico em linhagens celulares cultivadas in vitro,
denominada adeséo localizada (AL), sendo visualizado apés trés horas de contato
bactéria-célula (SCALETSKY et al., 1984). No padrédo AL as bactérias aderem em
areas localizadas da superficie celular, formando microcolénias compactas (clusters
bacterianos) pela participacdo de BFP (GIRON et al.,1991b). O fenétipo de adesdo
mais encontrado em ensaios com cepas de aEPEC é a adeséo localizada-like (ALL)

caracterizado pela formagcdo de microcolénias frouxas das bactérias sobre



determinadas regides da superficie celular, visualizado apds seis horas de contato
(GOMES et al., 2004; PELAYO et al., 1999; RODRIGUES et al., 1996; SCALETSKY
et al., 1999). Além do padrao ALL, cepas de aEPEC também podem apresentar o
padrdao AL com algumas variagbes pela auséncia de BFP (ABE et al.,, 2009;
HERNANDES et al., 2008), padrao de adesao difuso (AD), onde as bactérias aderem-
se de maneira difusa por toda a superficie celular; o padrao de adesao agregativa
(AA), caracterizado por bactérias que aderem formando agregados na laminula e na
superficie da célula eucariotica; ou ainda ha amostras que aderem em um padrao
indeterminado/nao caracteristico e muitas apresentam-se nao aderentes as células
epiteliais in vitro (ABE et al., 2009; GOMES et al., 2004; MORA et al.,, 2009;
SCALETSKY et al., 1999).

Figura 3 - Padrdes de adesao as células epiteliais in vitro encontrados em cepas de aEPEC

FONTE: Trabulsi, Keller e Gomes, 2002.



A adesao bacteriana € o passo inicial da colonizagao do tecido hospedeiro e
desenvolvimento da doenga, e geralmente é um processo multifatorial que envolve a
participacdo de adesinas fimbriais e ndo fimbriais. Este processo € orquestrado e
influenciado por diferentes elementos regulatorios de acordo com o ambiente e sinais
do hospedeiro em diferentes estagios do processo infeccioso (NOUGAYREDE;
FERNANDES; DONNENBERG, 2003). Apos delecao de eae, diversas cepas de
aEPEC mantém a aderéncia as culturas epiteliais in vitro, o que demonstra a utilizagcao

de outros mecanismos de adesao além de BFP e intimina.

14. Adesinas fimbriais

A colonizagao intestinal bacteriana bem-sucedida depende de inumeros
fatores, como a capacidade de superar a competicdo com uma densa e diversificada
microbiota (FRETER et al., 1983) e resisténcia aos mecanismos de defesa do
hospedeiro (BERGSTROM et al., 2012; McGUCKIN et al., 2011) Embora a adeséao
seja essencial para manter a microbiota no intestino delgado, é também uma fase
critica em todas as infecgdes causadas por cepas de DEC e, para tanto, séo utilizadas
estruturas de adeséao fimbriais e afimbriais (TORRES; ZHOU; KAPER, 2005).

Fimbrias sdo estruturas presentes na superficie da membrana externa que
medeiam a aderéncia e colonizagdo de células eucaridticas, evasao extracelular a
antibioticos, captura de DNA exdgeno ou transporte plasmidial a bactéria receptora
(AVALOS-VIZCARRA et al., 2016; ELLISON et al.,, 2018; THANASSI; BLISKA;
CHRISTIE, 2012). As fimbrias em bactérias Gram-negativas podem ser classificadas
em quatro grupos de acordo com sua biogénese: (1) montagem pela via
chaperona/usher (C/U); (2) montagem pela via extracelular de nucleagao/precipitagao;
(3) fimbria conjugativa de fertilizacao; e (4) fimbrias tipo IV (NUCCIO; BAUMLER,
2007). A maior parte das fimbrias descritas sdo montadas de acordo com a via C/U,
como a bastante estudada Fimbria do tipo 1 T1P.

A fimbria tipo 1 pode ser encontrada na maioria das cepas de E. coli e &
codificada pelo operon cromossomal fim, sendo uma das responsaveis pela ligagao
as celulas epiteliais da bexiga em infecgbes urinarias causadas por E. coli
uropatogénica (UPEC), além da formagao de biofilme por EAEC (CONNELL et al.,
1996; MOREIRA et al., 2003). Também descrito em UPEC, a fimbria Pap atua na



ligac&o especifica a célula hospedeira e ligagado aos receptores encontrados no rim
com grande importancia na viruléncia de cepas causadoras de pielonefrite
(LINDBERG; LUNG; NORMARK, 1986).

Algumas fimbrias sdo estruturas usualmente encontradas em adesé&o
mediadas por grupos especificos de DEC. Cepas de ETEC possuem proteinas
estruturais de superficie conhecidas como fatores de colonizacao (CF) (EVANS et al.,
1975) dentre os quais ja foram descritos 25 subtipos codificados por genes
plasmidiais. Entre eles estao os fatores antigénicos de colonizagao (CFA) e antigenos
de superficie de coli (CS) (GAASTRA; SVENNERHOLM, 1996; KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004; QADRI, 2005). Em DAEC foram descritas duas adesinas capazes de
levar a formacdo do fendtipo de aderéncia difusa como a F1845 e AIDA-I
caracterizada na cepa prototipo C1845 (BENZ; SCHMIDT, 1992; BILGE et al., 1989;
SERVIN, 2005). A adesao de EAEC é mediada por adesinas fimbriais denominadas
agregativas, responsaveis pela formacao de adesdo em forma de “parede de tijolos
empilhados”, padrao caracteristico do grupo (NATARO et al., 1987). As EAEC tipicas
possuem genes que codificam ao menos quatro adesinas fimbriais, denominadas
aggregative adherence fimbriae (AAF). Entre as adesinas fimbriais AAF existem
diferengas genotipicas e fenotipicas, o que as classificam como fimbrias distintas
(BERNIER; GOUDON; BOISEN et al.,, 2008; CZECZULIN et al., 1997; LE
BOUGUENCE, 2002; NATARO et al., 1992).

Assim como a T1P, a long polar fimbria (LPF) € montada a partir da via C/U e
foi primeiramente identificada em Salmonella enterica serovar Typhimurium (S.
Typhimurium) (BAUMLER; HEFFRON, 1995). Estudos demonstraram que esta
fimbria possui um papel importante na adesdo de EHEC as células intestinais
(FARFAN; TORRES, 2012), e que € muito frequente em STEC nos sorotipos 026,
055, 077, 0103, 0111, 0O118, 0128, e especialmente em cepas de EHEC O157:H7
(CERGOLE-NOVELLA et al., 2007; TORRES et al., 2002, 2004). Mutagdes no operon
Inf diminuiram a capacidade destas cepas de estabelecer e persistir na colonizagao
em ovelhas e porcos por dois meses e reduziu, mas nao eliminou a lesdo A/E. Como
estabelecido para diversas espécies bacterianas, mecanismos redundantes
possibilitam que a bactéria sobreviva em diferentes ambientes, sendo assim,
mutagcdes em um sistema pode nédo reduzir totalmente a chance de sobrevivéncia da
populagéo bacteriana (JORDAN et al., 2004).



EPEC atipica também apresenta grande heterogeneidade em relacédo a
presenca de adesinas fimbriais identificadas por diferentes pesquisas utilizando PCR
com cepas de sorotipos e regides geograficas distintos (AFSET et al., 2006; GOMES
et al., 2004; SCALETSKY et al., 2010; TENNAT et al.,, 2009). Uma das fimbrias
frequentemente detectada € a curli, que teve sua associacéo descrita na formagao de
biofilme em baixas temperaturas em uma cepa O55:H7 de aEPEC (WEISS-MUSZKAT
et al., 2010). Esta fimbria promove a agregagao bacteriana quando expressa por
cepas de E. coli e Salmonella enterica (COLLINSON et al., 1993) e em cepas de E.
coli O157:H7 atua em conjunto com celulose a fim de colonizar o hospedeiro e formar
biofiime (SALDANA et al., 2009).

Em um estudo realizado em nosso laboratério foram pesquisados 31 genes
fimbriais em uma colegédo de 72 amostras de aEPEC (MUNHOZ et al., 2018). Dentre
0s genes pesquisados foi verificada a total auséncia dos genes que codificam os
fatores de colonizagdo como CFA/l e CS1 de ETEC e os genes aggA, aafA, aag3 e
hdaA de EAEC tipica. As variantes do gene Ipf foram encontradas em diferentes
prevaléncias, IpfA1-2 (68,2%), IpfA2-1 (49,2%), IpfAo113 (14,2%), IpfA1-1 (22,2%) e
IpfA1-3 (9,5%) nas amostras testadas. Outros genes foram menos detectados, como
pilS (7,9%) e pilV (3,1%) descritas em EAEC atipica. Alguns genes foram bastante
prevalentes, como fimA (95,2%) e fimH (98,4%), que codificam T1P |, e o gene ecpA
(100%), que codifica a fimbria E. coli common pilus (ECP), foi o unico encontrado na
totalidade das cepas testadas.

Diversos estudos demonstram a prevaléncia de adesinas fimbriais em
amostras de aEPEC, e associam essas estruturas como potenciais fatores de
viruléncia, demonstrando a necessidade de caracterizagao para melhor entendimento

do mecanismo de adesao das aEPEC.

1.5. E. coli common pilus

Dentre as fimbrias envolvidas nos processos de adesao e colonizagao destaca-
se a E. coli common pilus (ECP), que foi inicialmente descrita em E. coli causadora de
meningite (NMEC) e denominada fimbria dependente de temperatura associada a
meningite (MAT) (POUTTU et al., 2001). Acreditava-se que esta seria uma fimbria
exclusiva de NMEC, mas posteriormente foi demonstrado que MAT ¢é produzida por
diversos grupos de E. coli, passando a ser comumente denominada de ECP



(RENDON et al., 2007). Neste trabalho, os pesquisadores identificaram um filamento
fino e flexivel semelhante a uma fimbria que se prolongava por alguns micrometros
da superficie bacteriana e que parecia mediar a interagao bactéria-bactéria na cepa
EHEC EDL933 com células epiteliais. A purificacdo e sequenciamento desta estrutura
demonstrou que o tamanho e a sequéncia do aminoacido N terminal era homologa a
proteina codificada pelo gene mat de NMEC (POUTTU et al.,, 2001) e ao yagZ
encontrado no genoma de EHEC 0157:H7 (HAYASHI et al., 2001; PERNA et al.,
2001), E. coli K-12 (BLATTNER et al., 1997) e UPEC (WELCH et al., 2002). A alta
semelhancga e frequéncia entre cepas de E. coli, levou a denominagao desta fimbria
de E. coli common pilus (ECP).

A montagem de ECP requer o funcionamento de seis genes que compdem o
operon ecp (Figura 4), e € montada a partir da via tipo chaperona/usher. O primeiro
gene, ecpR, codifica a proteina EcpR, que é classificada como a proteina reguladora
e apresenta homologia com um regulador de E. coli denominado NarL. A pilina é
codificada pelo segundo gene do operon, ecpA e os genes ecpB e ecpE sdo descritos
como chaperonas. Interessantemente, tanto EcpB quanto EcpE possuem fungao de
chaperonas, 0 que € incomum no sistema chaperona/usher, ja que usualmente é
encontrada apenas uma proteina com esta fungdo. A produc¢ao da subunidade usher
fica por conta do gene ecpC e a adesina, a subunidade de ligagdo ao receptor, &
codificada pelo gene ecpD (MARTINEZ-SANTOS, 2012). Ainda ndo estd bem
estabelecido qual tipo de receptor da célula hospedeira ECP se liga. Porém, foi
observado que esta fimbria interage com residuos de arabinose de pectina e outros
componentes da parede celular de plantas, facilitando a infeccdo de plantas por E.
coli (ROSSEZ et al., 2014).

Figura 4 - Representagao esquematica do operon ecp, formado pelo gene ecpR e ecpA ao

ecpE.
Regulador Pilina Chaperona Usher Adesina Chaperona
ecpR ecpA ecpB ecpC ecpD ecpE

O sistema chaperona/usher € uma via de montagem que vem sendo bastante
estudada nas ultimas décadas (WAKSMAN; HULTGREN, 2009; ZAV'YALOV et al.,



2010). As fimbrias secretadas por este mecanismo s&do compostas por subunidades
de aproximadamente 8 nm de largura e 2 nm de comprimento, ligadas a uma base na
membrana externa da bactéria denominada usher. Um dos desafios encontrados nos
sistemas de secreg¢ao em bactérias Gram-negativas € a presenga de duas membranas
celulares, separadas pelo espaco periplasmatico que € desprovido de fonte de energia
como ATP e a forga préton motora. Esses mecanismos utilizam a energia intrinseca
do dobramento da proteina para iniciar a montagem e, geralmente, necessitam de
fatores extrinsecos como chaperonas para prevenir sua polimerizagao no periplasma
(ALLEN; PHAN; WAKSMAN, 2009) (Figura 5).

As fimbrias montadas por este sistema sao compostas por uma subunidade
majoritaria, denominada pilina e uma subunidade menor terminal e flexivel,
denominada adesina, que possui o dominio de ligagdo ao receptor. O numero de
subunidades e a conformagao da adesina varia de acordo com a fimbria. Todas as
subunidades da pilina possuem a mesma conformagdo, uma porcado estrutural
denominada core, e uma extensdo N-terminal (Nte). Na adesina, ao invés da Nte ha
um dominio de ligagao ao receptor. As subunidades sédo secretadas individualmente
para o periplasma pelo sistema Sec de transporte pela interacdo denominada
complementagdo da cadeia doadora (ALLEN; PHAN; WAKSMAN, 2009;
CHOUDHURY et al., 1999; SAUER et al., 1999, 2002; ZAVIALOV et al., 2003). A
ligacdo das subunidades com as chaperonas evita a polimerizagdo da proteina no
espaco periplasmatico, assim como sua degradagdo. A montagem da fimbria ocorre
na membrana externa, iniciada pela ligagdo do usher, formando um poro por onde as
subunidades serao transportadas (REMAUT et al., 2008). Cada subunidade é ligada
separadamente e sdo “empurradas” através do poro formado pelo usher, onde a

primeira subunidade incorporada € a adesina.



Figura 5 - Demonstracdo esquematica da montagem de fimbrias pelo sistema
chaperona/usher.

Adesina
Pilina
Membrana externa
Usher
~
Membrana interna Chaperona

Citoplasma

FONTE: Barbercheck, Bullitt e Andersson, 2018.

Cepas de EHEC, tEPEC e EAEC com mutagdes pontuais em ecpA mostraram-
se menos aderentes as células HelLa quando comparadas as mesmas cepas
selvagens (AVELINO et al., 2010; RENDON et al., 2007; SALDANA et al., 2009b).
Outros estudos levantam a hipétese de que ECP além de desempenhar um papel no
reconhecimento de células hospedeiras, atue na formagao de biofilmes. A funcéo de
ECP na formagao de biofilme parece ser dependente da hidrofobicidade da superficie,
uma vez que a mutagcado de ecpA em cepas de NMEC levou a perda de adesao a
superficies de PVC e poliestireno, mas ndo de vidro (LEHTI et al., 2010). Blackburn e
colaboradores, (2009) fizeram um levantamento da prevaléncia do gene ecpA e da
producdo de ECP em cepas de ETEC de diferentes regides geograficas, com ou sem
0os genes que codificam os CFs. Este gene estava presente em 80% das cepas
selecionadas, demonstrando sua alta prevaléncia entre ETEC e teve sua producao



identificada em 58% das cepas. Munhoz e colaboradores (2018) observaram que a
producao de ECP por cepas de aEPEC esta relacionada com a condi¢ao de cultivo,
sendo que, o cultivo a 37 °C em meio DMEM na presenca de sinais celulares do cultivo
de células HelLa favoreceu a producao desta fimbria.

Quanto a relacéo desta fimbria com os padrdes de adesao em cepas de tEPEC,
ECP parece atuar de forma sinérgica com BFP durante a formag&o do padrao AL,
uma vez que anticorpos contra ECP foram capazes de reduzir significativamente a
adesdo de uma cepa mutante em bfpA (SALDANA et al., 2009b). ECP também vem
sendo implicado como um fator que contribui para o padrao de ades&o agregativo
(AA) de EAEC as células epiteliais (AVELINO et al., 2010).

A demonstracdo de que ECP é tio frequente quanto os CFs de ETEC
(BLACKBURN et al., 2009), de que a maioria das cepas de EAEC produzem ECP
(AVELINO et al., 2010) e que NMEC utiliza esta fimbria na formagéo de biofilmes
(LEHTI et al., 2010) reforga a hipétese de que esta desempenhe um papel bioldgico
importante nestes organismos e na interagdo com o hospedeiro. Embora ECP
demonstre grande importéncia nos ensaios de aderéncia in vitro com diferentes
grupos de DEC, ndo ha relatos de sua fung&o na colonizag&o intestinal in vivo por
cepas de aEPEC.

1.6. Zebrafish (Danio rerio)

No passado a auséncia de modelos animais de pequeno porte dificultaram a
analise mais detalhada da interagdo patégeno-hospedeiro em modelo de infec¢ao in
vivo (DONNENBERG; FINLAY, 2013). Infec¢des por EPEC ja foram estudadas em
modelos de animais de maior porte, como coelhos, porcos e bezerros (BARUCK et
al., 2011; LAW et al.,, 2013). No entanto, estes modelos ndo sao facilmente
modificados geneticamente e animais gnotobidticos ou germ-free nao estédo
amplamente disponiveis e nenhum destes modelos reproduzem por completa a
infecgdo causada por E. coli, cada um com suas vantagens e desvantagens (RITCHIE,
2014).

Leitdes gnotobiodticos inoculados com EHEC podem ser utilizados como modelo

para doengas gastrointestinais, mas nédo desenvolvem sintomas sistémicos. Além



disso, € um modelo caro que requer estrutura e pessoal extremamente
especializados. A infecgdo de coelhos neonatos utilizando-se cateter leva a
colonizagéo, diarreia e lesdes histopatolégicas semelhantes as encontradas em
humanos, mas nao leva os animais a morte (ELLIOT et al., 1994; RITCHIE, 2014;
RITCHIE et al., 2013). Camundongos sao até o momento utilizados como o modelo
vertebrado mais barato e mais amplamente distribuido. Porém, alguns
microrganismos presentes em sua microbiota previnem a colonizagdo de alguns
grupos de E. coli e, portanto, devem ser removidos por tratamento com
estreptomicina. Os animais tratados com este antibiético podem ser utilizados para
estudar a colonizagcdo, mas nao levam a casos de diarreia e nem a colite. Além disso,
este modelo também é idade-dependente, no qual apenas camundongos neonatos
sao colonizados por EPEC (DUPONT, 2016; WADOLKOWSKI; BURRIS; O'BRIEN,
1990). Todos estes modelos permitem acesso limitado ao estudo quanto a alteragdes
fenotipicas com a interagdo patdogeno hospedeiro simultaneamente e em tempo real

por periodos prolongados.

Inicialmente utilizado no estudo da biologia do desenvolvimento, durante a
ultima década o zebrafish ganhou atencdo de microbiologistas e imunologistas.
Também conhecido como paulistinha (Danio rerio) € um teledsteo tropical de agua
doce e altamente atrativo como modelo animal por seu pequeno tamanho, entre 3 a 4
cm. Este € um modelo de hospedeiro vertebrado com baixo custo de criacéo e alta
taxa reprodutiva. Seu genoma foi sequenciado e apresenta importante homologia com
os mamiferos, onde 70% de seus 26 mil genes sao semelhantes aos genes humanos,
incluindo aqueles que codificam citocinas e moléculas do sistema imune (KARI;
RODECK; DICKER, 2007; LIESCHKE; CURRIE, 2007).

Este animal possui fertilizacdo externa, ou seja, € possivel analisar o
desenvolvimento a partir do estagio com apenas algumas células embrionarias. Além
disso, as larvas de zebrafish sao transparentes até aproximadamente duas semanas
apos a fertilizagdo, o que permite o rastreamento e acompanhamento em tempo real
de todos os orgaos internos, células do sistema imune, entre outros (PAGE et al.,
2013; ZAPATA et al., 2006). Essas caracteristicas criam excelentes possibilidades de
geragdo de imagens in vivo em combinagdo com ferramentas avancadas para

analises gendmicas e de mutantes em larga escala. Nos ultimos anos, o modelo



zebrafish vem sendo utilizado para estudar patégenos humanos ou patdégenos
animais com o uso de peixes adultos com um sistema imunolégico adaptativo e 6rgdos
totalmente desenvolvidos ou com embrides e larvas que dependem apenas da
imunidade inata (KANTHER; RAWLS, 2010; MIONE et al., 2009; PHELPS; NEELY,
2005; SULLIVAN; KIM, 2008; TREDE et al., 2007; VAN DER SAR et al., 2004). Por
ser transparente durante todo o desenvolvimento, alteragbes fenotipicas do
microrganismo e do hospedeiro, assim como sua resposta a infecgdo, podem ser
estudadas durante todo o processo infeccioso com o hospedeiro vivo durante longos
periodos (MILLER; NEELY'., 2005; VENEMAN et al., 2013).

Importante ressaltar que o zebrafish possui sistema imune inato, com
macréfagos, neutréfilos e eosindfilos (PAGE et al., 2013; ZAPATA et al., 2006), e
adaptativo, tornando-se um modelo interessante para o estudo das interagcbes dos
patdogenos com os hospedeiros. A resposta imune inata dos embrides é capaz de
resistir a infeccdo microbiana, apenas um dia pos-fertilizagdo, enquanto a maturagao
da resposta adaptativa € completada em apenas trés semanas depois do
desenvolvimento do peixe (VARAS et al., 2017). O contexto do desenvolvimento do
sistema imunolégico do embrido torna possivel estudar a contribuicdo de diferentes
tipos de células imunes para a progressao da doenca. Além disso, com a separagao
temporal da imunidade inata das respostas adaptativas, embrides e larvas de
zebrafish sao particularmente uteis para dissecar os fatores inatos envolvidos na

patologia.

Estudos recentes ressaltaram a notavel semelhanga entre o sistema
imunologico de zebrafish e humanos, o que € de extrema importancia para aplicagoes
biomédicas (BOWMAN; ZON, 2010; LIESCHKE; TREDE, 2009; MEEKER; TREDE,
2008; TRAVER et al., 2003; TREDE et al., 2004). Essa similaridade faz com que os
mecanismos envolvidos na relagdo patogeno-hospedeiro desses peixes sejam
analogos com o que acontece em humanos (BASU; MULLER; SANGES, 2013). A
maioria, sendo todos os tipos de células do sistema imunologico dos mamiferos foram
identificados neste modelo (BALLA et al., 2010; CARRADICE; LIESCHKE, 2008;
MEEKER; TREDE, 2008), incluindo mais recentemente um subconjunto de células
apresentadoras de antigenos que se assemelham fortemente as células dendriticas

dos mamiferos (LUGO-VILLARINO et al., 2010). A expressao de genes de citocinas



pré-inflamatérias, como IL1B e TNFa, e anti-inflamatérias, como IL10, € induzida
quando embrides de zebrafish sdo sistematicamente infectados com uma cepa
bacteriana como S. typhimurium, que prolifera rapidamente e causa infecgao letal
(STOCKHAMMER et al., 2009). Adicionalmente, a expressao de componentes do
sistema complemento e de peptideos antimicrobianos (MEIJER, et al., 2005;
STOCKHAMMER et al., 2009) também é acentuadamente induzida nos modelos de
infeccdo em adultos e embrides, e formam uma primeira linha de defesa no intestino
apos infecgdes por bactérias Gram-negativas (REDDY; YEDERY; ARANHA, 2004).

Até o momento ja foram descritos trés tipos de classes de imunoglobulina no
zebrafish. Por muito tempo, pensou-se que estes animais possuiam apenas IgM e
IgD, mas Danilova e colegas (2005) relataram uma imunoglobulina adicional que eles
denominaram IgT. Estudos realizados por Zhang e colaboradores (2010) sugeriram
que a IgT pode ser um anticorpo da mucosa em peixes teledsteos, semelhante a IgA

em mamiferos.

O zebrafish geralmente eclode do cérion dois dias apos a fertilizagdo, embora
isso dependa da temperatura de cultivo. A boca do embrido abre no dia trés e todo o
tubo gastrointestinal € aberto no dia seis apds a fertilizagdo (WALLACE; PACK, 2003).
A essa altura, o saco vitelino € consumido e as larvas comegcam a se alimentar de
pequenos protozoarios, como Paramecium, que €é um grupo extremamente
diversificado e abundante (> 25.000 espécies). Apesar do fato de a formacgao intestinal
de zebrafish ser posterior a fase humana, a sequéncia temporal da formagao do tubo
intestinal € idéntica (WALLACE; PACK, 2003). Uma caracteristica importante que
precisa ser mencionada quando se discute o trato gastrointestinal de peixes é a
presenca de estdbmago (KWEK et al., 2009). Ao invés de um estdmago, o zebrafish
possui o intestino anterior, chamado bulbo intestinal, que possui um [Umen maior que
a parte posterior e, portanto, pode funcionar como um reservatorio comparavel ao
estdmago. No entanto, esse bulbo intestinal carece de glandulas gastricas e, portanto,
nao possui pH baixo. De acordo com um estudo de Nalbant e colaboradores (1999),
o pH do intestino do zebrafish nunca atinge valores abaixo de 7,5 sob condi¢bes

homeostaticas.

Embora o zebrafish ndo possua cinco segmentos intestinais como os

mamiferos (jejuno, duodeno, ileo, ceco e cdlon), ha homologia funcional. Existem trés



segmentos intestinais discriminados com base na morfologia e na expresséo génica:
o segmento intestinal anterior (bulbo intestinal), intestino médio e o segmento
intestinal posterior (WALLACE; PACK, 2003). A camada epitelial do intestino de
zebrafish carece de criptas intestinais, no entanto, protrusbes em forma de dedo
chamadas dobras (vilosidades) estao presentes e diminuem de tamanho da porgao
anterior para posterior (WALLACE; PACK, 2003) (Figura 6). Células epiteliais
diferenciadas sdo também encontradas, como enterdcitos no intestino anterior e
posterior, células caliciformes produtoras de mucina no intestino inteiro e células
enteroendocrinas no intestino anterior. Até o momento, as células de Paneth nao
foram histologicamente identificadas. Também n&o s&o encontradas células de
microfoldagem classica (M), embora um quarto tipo de célula epitelial tenha sido
identificado dentro de um segmento posterior do intestino médio, contendo grandes
vacuolos nos quais o conteudo luminal pode ser armazenado (GEBERT; JEPSON;
1996; ROMBOUT et al., 1985).

Figura 6 - Representacdo e comparagdo da camada epitelial intestinal de zebrafish e
mamiferos.

-Sem criptas
-Sem células de Paneth
-Presenga de células M-like

FONTE: Brugman, 2016

Os microrganismos também induzem o desenvolvimento intestinal em
zebrafish. Bates e colaboradores (2006) observaram que, na auséncia da microbiota,

o epitélio intestinal do zebrafish foi interrompido em sua diferenciagdo, uma vez que



observaram uma falta de atividade da fosfatase alcalina intestinal na borda da escova,
e falta de calice e células enteroenddcrinas. Além disso, na auséncia de microbiota, o
intestino falha em absorver macromoléculas de proteina na porg¢ao intestinal anterior
e demonstra uma motilidade intestinal mais rapida (BATES et al., 2006). Esses
achados ilustram que a microbiota molda o nivel homeostatico de neutréfilos no
intestino de zebrafish. A microbiota de zebrafish, embora diferente da microbiota de
mamiferos em termos de filos dominantes, induz uma resposta muito conservada do

hospedeiro durante a colonizagao e desenvolvimento (BATES et al., 2007).

O estabelecimento de métodos de criacdo de embrides sob condigbes isentas
de germes ou gnotobidticas tem sido uma contribuicdo importante para o estudo de
interagcdes microrganismos-hospedeiros em um ambiente controlado (PHAM et al.,
2008; RAWLS; SAMUEL; GORDON, 2004). Ja ap6és um dia de embriogénese, os
embrides possuem macrofagos funcionais que sdo capazes de detectar e responder
as infecgbes microbianas (HERBOMEL; THISSE B; THISSE C, 1999). O
reconhecimento de patdgenos é mediado por receptores de reconhecimento de
padrées (PRRs) do sistema imunoldgico inato (MOGENSEN, 2009), sendo a familia
mais bem estudada a dos receptores Toll-like (TLRs). Os TLRs de mamiferos tém
especificidade para uma variedade de ligantes bacterianos, fungicos e virais
conservados, e ortélogos putativos dos TLRs de mamiferos e membros da familia
especificos de peixes foram identificados no zebrafish (JAULT; PICHON; CHLUBA,
2004; MEIJER et al., 2004). No caso do TLR5, o receptor da flagelina, a especificidade
do ligante entre mamiferos e zebrafish é conservada (STOCKHAMMER et al., 2009).
Por esse motivo, o estudo da relagao patégeno-hospedeiro neste modelo vertebrado
vem crescendo, sendo excelente para estudos comportamentais, genéticos,
toxicolégicos e para desvendar o mecanismo de diversas doengas humanas, bem

como testar novas drogas (VARAS et al., 2017).

O zebrafish vem sendo utilizado para o estabelecimento de modelos de estudo
da infecgdo por diversas bactérias, tais como por Salmonella (VARAS et al., 2017),
Edwardsiella tarda (LIU et al., 2014), Shigella flexneri (MONSTOWY et al., 2013;
WILLIS et al., 2016), Streptococcus pneumoniae (JIM et al., 2016), entre outros.

Em E. coli, existem alguns estudos utilizando zebrafish como modelo animal.

Kjelstrup e colaboradores (2017) utilizaram o modelo de septicemia em zebrafish para



investigar o potencial de viruléncia da E. coli O78 K46, responsavel por um surto de
septicemia em cordeiros recém-nascidos. Stones e colaboradores (2017)
desenvolveram um modelo em zebrafish para estudo da colonizagdo, patogénese e
transmissdo de EHEC 0157 utilizando vias de transmissdo bacteriana por

alimentagéo ou agua.

Em um estudo realizado com cepas protétipos de ExXPEC, foi observado um
inesperado alto grau de diversidade fenotipica que n&o é facilmente detectado em
modelos animais mais tradicionais. Em particular, a capacidade de diferentes isolados
EXPEC de persistir e se multiplicar no zebrafish e causar doenca mostrou-se
dependente de duas toxinas secretadas, a-hemolisina e fator necrosante citotdxico
(CNF) (WILES et al., 2009). Os autores descreveram a capacidade de ExPEC de
persistir e se multiplicar dentro das larvas, assim estabelecendo uma ferramenta
valida para a analise funcional, elucidacéo dos fatores de viruléncia de EXPEC, e os

mecanismos de defesa do hospedeiro.

Apesar dos trabalhos envolvendo alguns grupos de E. coli patogénica, nenhum
estudo foi realizado com o intuito de determinar os mecanismos de infecgdo por
aEPEC. Diante dos dados demonstrados, este estudo teve por interesse explorar o
papel de ECP na patogénese de aEPEC.



2. Objetivos

Analisar o papel desempenhado pela fimbria ECP na patogénese de aEPEC e
estabelecer a infeccdo em zebrafish como modelo in vivo para estudo de adesinas

fimbriais.



3. Materiais e métodos

3.1.

Cepas bacterianas e plasmideos

No presente trabalho foram utilizadas 22 cepas bacterianas que apresentam o

padrao ALL (ABE et al., 2009), isoladas de um estudo epidemioldgico realizado em

Salvador - BA, Brasil, em 2003. Essas cepas foram caracterizadas como aEPEC pela

presenca do gene eae (BUERIS et al., 2007) e auséncia de genes que definem outros

patotipos de DEC, da sequéncia que hibridiza com a sonda EAF e da expresséao de

BFP (ABE et al., 2009). As cepas utilizadas e o perfil genético fimbrial estédo descritos

na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas das cepas bacterianas e plasmideos utilizados neste estudo.

Cepas Descrigcao Referéncia/fonte

Colecgao aEPEC 22 cepas isoladas de criangas com diarreia ABE et al. (2009); BUERIS et al.

(ALL) na Bahia (2007)

BA1250 Cepa selvagem aEPEC ONT:H6 ABE et al. (2009); BUERIS et al.

(2007)

AecpA BA1250 mutante em ecpA Este estudo

AecpRABCDE BA1250 mutante em ecoRABCDE Este estudo

AecpA+pEcpA BA1250 mutante em ecpA + pEcpA Este estudo

E2348/69 Cepa selvagem EPEC tipica O127:H6 LEVINE et al. (1978)

1551-2 Cepa selvagem de E. albertii ROMAO et al. (2018)

Plasmideos

pKD46 Expresséo de recombinases do fago A Red DATSENKO; WANNER (2000)

pKM208 Expressao de recombinases do fago A Red MURPHY; CAMPELLONE

(2003)

pKD3 Contém o cassete de resisténcia a DATSENKO; WANNER (2000)
cloranfenicol

pKD4 Contém o cassete de resisténcia a DATSENKO; WANNER (2000)
canamicina

pCP20 Expressao da enzima flipase (Resolugcdo DATSENKO; WANNER (2000)
da mutagéo)

pACYC184 Vetor de expressdo com baixo numero de CHANG; COHEN (1978)

pmCherry

copias

Vetor para expressao de mCherry

Clontech, USA




As caracteristicas quanto ao perfil fimbrial das 22 cepas de aEPEC utilizadas

estao descritas na Tabela 2.

Tabela 2 - Perfil fimbrial das 22 cepas de aEPEC utilizadas.

BA320 fimA, fimH, IpfA1 (A1-B1), IpfA1 (A1-C,), ecpA
BA487 fimA, IpfA1 (A1-Cyr), ecpA
BA714 fimH, IpfA1 (A1-B1), ecpA

BA1244 fimA, fimH, papA, pilS, pilV, IpfA1 (A1-B1), IpfA1 (A1-Cp), IpfA2 (A2-
B1), daaC, ecpA

BA1250 fimA, fimH, IpfA1 (A1-B1), IpfA1 (A1-B1), ecpA
BA1324 fimA, fimH, IpfA1 (A1-A), IpfA2 (A2-B1), ecpA
BA1649 fimA, fimH, IpfA2 (A2-B1), ecpA

BA1652 fimA, fimH, ecpA

BA2034 fimA, fimH, IpfA1 (A1-B1), ecpA

BA2103 fimA, fimH, IpfA,,,5, IPfA1 (A1-B1), IpfA2 (A2-B1), ecpA
BA2853 fimA, fimH, ecpA

BA3157 fimA, fimH, IpfA1 (A1-B1), IpfA2 (A2-B1), ecpA
BA3378 fimA, fimH, pilS, ecpA

BA3574 fimA, fimH, IpfA1 (A1-B1), IpfA2 (A2-B1), ecpA
BA3733 fimA, fimH, IpfA1 (A1-B1), ecpA

BA3851 fimA, fimH, IpfA1 (A1-A), IpfA1 (A1-B1), IpfA2 (A2-B1), ecpA
BA3977 fimA, fimH, IpfA1 (A1-A), IpfA1 (A1-B1), sfpA, ecpA
BA4047 fimA, fimH, IpfA1 (A1-C,), IpfA2 (A2-B1), ecpA
BA4077 fimA, fimH, IpfA1 (A1-B1), IpfA2 (A2-B1), ecpA
BA4095 fimA, fimH, IpfA1 (A1-A), ecpA

BA4132 fimA, fimH, IpfA1 (A1-A), IpfA1 (A1-B1), IpfA2 (A2-B1), ecpA
BA4147 fimA, fimH, papA, IpfA1 (A1-Cy,), ecpA

FONTE: MUNHOZ et al., 2018

Quando necessario, foi utilizada como controle positivo a cepa protétipo de
tEPEC E2348/69 (0127:H6) e como controle negativo, foi utilizada a cepa de
Escherichia albertii 1551-2 (ONT:H-) n&o produtora da fimbria ECP.

Os cultivos bacterianos foram realizados rotineiramente a 37 °C em meio Luria-

Bertani (LB; Difco, Estados Unidos) por 16-18 h sem agitagdo. Quando adequado, os



meios foram suplementados com os antibiéticos ampicilina (100 pg/mL), canamicina
(50 pg/mL), ou cloranfenicol (25 nug/mL). Todos os estoques bacterianos foram

mantidos a -20 ou -80 °C em meio LB acrescido de glicerol a 40%.

3.2. Ensaio de interagao com células epiteliais in vitro

3.2.1. Cultivo celular

As células Hela, originarias de adenocarcinoma cervical humano (SCHERER;
SYVERTON; GEY, 1953), foram adquiridas no Instituto Adolfo Lutz. Estas células
foram mantidas por cultivos sucessivos, em frascos apropriados para cultura de
células contendo meio essencial minimo de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
acrescido de gentamicina e de soro fetal bovino (SFB). As garrafas contendo as
monocamadas celulares foram incubadas a 37 °C em atmosfera com 5% de CO2 e o

meio de cultura trocado a cada 2 dias. Para o sub-cultivo, apés a formacédo da
monocamada celular na superficie do frasco, a cultura foi lavada com solugéo salina
tamponada com fosfato (PBS) e descolada com a adigéo de solugéo de associagao
tripsina-versene (ATV). A ATV foi inativada com adicao de meio DMEM 10% soro fetal

bovino (SFB) e as células transferidas para um novo frasco.

3.2.2. Teste de adeséo

Os ensaios de interagao bactéria-célula foram realizados segundo Cravioto e
colaboradores (1979) com algumas modificagdes. Apds a formagdo de monocamada
celular e descolamento das células com ATV, estas foram centrifugadas a 185 x g por
5 min e ressuspensas em DMEM para contagem em camara de Neubauer. Apos

contagem, as células foram distribuidas com concentragdo final de 5 x 104
células/poco em microplacas de 24 pocos contendo laminulas de vidro. As
microplacas foram incubadas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO2, até confluéncia
de 80% ou 48 horas. As culturas bacterianas foram cultivadas em meio LB a 37 °C
por 18 h e adicionadas as monocamadas de células em multiplicidade de infecgao
(MQI) de 10 e incubadas por 3 h a 37 °C. O ensaio foi realizado com DMEM sem



antibidtico com 2% de SFB e 1% de manose. Apds este periodo, os pogos foram
lavados 3 vezes com PBS e adicionado 1 mL do mesmo meio para manuteng¢ao de
pH e nutrientes, seguido de incubac&o de mais 3 h a 37 °C. Com o total de 6 h de
incubacéo, os pogos foram novamente lavados 3 vezes com PBS e as células fixadas
com metanol absoluto por 30 min a temperatura ambiente. Ja fixadas, as células foram
entdo coradas por 5 min com corante May-Grunwald, diluido 1:2 em tampao Sorensen
(8,6 mM de fosfato de potassio monobasico, 28,6 mM de fosfato de sddio dibasico).
Em seguida o corante foi desprezado e acrescentada a solugdo corante Giemsa
diluida a 1:2 em tampéao Sorensen por 20 min. Apds lavagem para retirada do excesso
de corante, as laminulas foram secas a temperatura ambiente, montadas em laminas
de vidro com Entellan (Merck, Estados Unidos) e observadas ao microscépio 6ético
com aumento de 1000X.

3.3. Pesquisa dos genes ecoRABCDE em cepas de aEPEC

As cepas bacterianas foram cultivadas em meio LB a 37 °C por 16 - 18 h de
forma estatica. Para a extragdo do DNA bacteriano, 1 mL deste cultivo foi centrifugado
por 2 min a 14.500 x g. O sedimento foi ressuspenso em 500 uL de agua ultrapura
estéril e submetido a choque térmico por fervura a 100 °C por 15 min, seguido por
resfriamento em banho de gelo. Para a eliminagéo de restos bacterianos, o lisado foi
centrifugado por 5 min a 14.500 x g e o sobrenadante coletado para a realizagédo das
reacdes de PCR.

Para avaliar a presencga do operon ecp nas cepas bacterianas foram realizadas
reacoes de PCR com as sequéncias dos pares de iniciadores, as temperaturas de
anelamento e o tamanho dos fragmentos amplificados de cada gene, descritos na
Tabela 3.



Tabela 3 - Condigdes de amplificagdo dos genes do operon ecp para ensaio de PCR.

Gene Temperatura Mg (mM) Produto de  Sequéncia dos iniciadores
de anelamento amplificacao
(°C) (pb)
ecpR 57 2,0 683 (F) CTGTAAAAATTATAGGTTTG
(R) ACCAGAGCTATTGCCAGA
ecpA 56 2,0 640 (F) ACCTCGGGAAGAAAAGCAA
(R) CAATTCCGTCCAGGAATAAA
ecpB 47 1,5 780 (F) TCTGATGTACCAGCAGGG
(R) CTTTCAGTCCTGGGGAGA
ecpC 57 1,0 1130 (F) ACGACAATGCCTTTACGAG
(R) CGATCCATATGAAAGCTACG
ecpD 56 1,0 760 (F) AGTTTGTGTTTGTCGAAAAC
(R) GCCGAGGCTAACGACGA
ecpE 47 2,0 458 (F) AGTTTGTGTTGTCGAAAACA
(R) GCCGAGGCTAACGACGA

FONTE: MUNHOZ et al., 2018

As reagbes foram preparadas em banho de gelo, em microtubos de
polipropileno, com as concentragdes de cloreto de magnésio descritas na Tabela 3,
de acordo com cada gene, 10 pmol de cada um dos iniciadores (forward e reverse),
200 nM da mistura de dNTPs (dATP, dTTP, dCTP e dGTP), tampao de reagéo de
PCR 1X (Invitrogen), 1,5 U de Tag DNA Polymerase (Invitrogen) e agua ultrapura
estéril para um volume final de 10 uL. As reacdes de amplificacdo foram realizadas

em termociclador Veriti 96 well Thermal cycler (Applied Biosystems, Estados Unidos).

Apo6s amplificagao, 5 yL de cada reagéo foram analisados por eletroforese em
gel de agarose a 1,0 % corado com GelRed (Biotium, Estados Unidos) em tampao
TAE (40 mM de ftris-acetato; 2 mM de acido etilenodiaminotetracético). Como
marcadores de peso molecular foi utilizado 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). A
migracao foi realizada sob voltagem constante de 80 V em tamp&o TAE. Ao término
da corrida, os géis foram fotografados com o auxilio do sistema de imagem Alliance
6.7 (UVItec Cambridge, Reino Unido).



3.4. Ensaio de imunofluorescéncia

O ensaio de imunofluorescéncia foi utilizado a fim de determinar quais cepas
produzem a fimbria ECP nas condi¢des estabelecidas durante o estudo. Neste ensaio,
as cepas bacterianas foram inicialmente cultivadas em LB a 37 °C por 16-18 h seguido
de incubagao em DMEM pré condicionado (sobrenadante do cultivo de células HelLa
por 48 h com DMEM sem adigéo de SFB) a 37 °C por 16 — 18 h. Apds o periodo de
incubacgéo, as cepas foram centrifugadas por 5 min a 900 x g. O sedimento foi
ressuspendido em 10 pyL do proprio meio e fixado em laminas de vidro com p-
formaldeido 4% a 4 °C por 18 horas. As laminas foram lavadas duas vezes com PBS,
bloqueadas com 10% de soro de cabra em PBS (PBS- SC) por 1 h a temperatura
ambiente, seguido de incubagdo com anticorpo de coelho anti-EcpA diluido 1:1000
em PBS-SC a 4 °C por 18 h. As laminas foram novamente lavadas com PBS e
incubadas com soro de cabra anti-IgG de coelho conjugado ao FITC, diluido 1:500 em
PBS-SC, a temperatura ambiente por 1 h. Apds a incubacdo, as laminas foram
lavadas duas vezes com PBS e montadas com antifade vectashield (Vector
Laboratories, California, EUA), para manter a fluorescéncia. A imunofluorescéncia foi

visualizada no microscopio de imunofluorescéncia Zeiss com aumento de 1000 X.
3.5. Sequenciamento total

A cepa BA1250 foi selecionada para o sequenciamento total de seu genoma.
Para tanto, foi cultivada em meio LB por 18 h a 37 °C e em seguida realizada a
extracado de DNA gendmico com o Wizard Genomic DNA purification kit (Promega;
Estados Unidos).

O sequenciamento foi realizado utilizando a tecnologia Illlumina, com kits da
mesma empresa e seguindo as orientagdes do fabricante. A biblioteca genémica foi
preparada com o kit HiSeq Rapid SBS Kit v2 library kit, e foi realizado sequenciamento
do tipo paired-ends, com 2 x 250 ciclos de sequenciamento. O resultado foi tratado
para a remog¢ao de adaptadores, bases de baixa qualidade e leituras pequenas,
utilizando a ferramenta Trimmomatic (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014).

A montagem dos genomas foi feita com o SPAdes, um montador de genoma
que possui uma das melhores performances atuais (BANKEVICH. et al., 2012). Para

analisar o conteudo do genoma montado, alinhando-o a um genoma de referéncia, foi



utilizada a ferramenta QUAST (GUREVICH et al., 2013). Por fim, o genoma montado
foi submetido a anotacdo automatizada utilizando o programa Prokka, que também

possui 6tima performance quando comparado com os anotadores atuais (SEEMANN,
2014).

3.6. Mutagao dos genes ecpA e ecpRABCDE por recombinagdo homoéloga

A delecédo dos genes ecpA e ecpRABCDE foi realizada segundo o método
descrito por Datsenko e Wanner (2000), empregando o sistema de recombinases

codificadas pelo fago A Red.

3.6.1. Amplificagdo dos fragmentos ecpAcat e ecoRABCDEkan

Com base nas respectivas sequéncias génicas foram desenhados os
iniciadores ecpAcat-1/ecpAcat-2 e ecpRkan-1/ecpEkan-2 apresentando
aproximadamente 40 nucleotideos homadlogos aos genes ecpA ou ecpR/ecpE e outros
20 nucleotideos especificos para amplificagao do gene de resisténcia ao cloranfenicol
ou canamicina, empregando-se os plasmideos pKD3 e pKD4 como DNA molde,
respectivamente. Para as reagdes foram utilizados 10 pmol de cada um dos
iniciadores (forward e reverse), 200 nM da mistura de dNTPs (dATP, dTTP, dCTP e
dGTP), tampao de reagdo de PCR 1X (Invitrogen), 1,0 U de DreamTaq DNA
Polymerase (Thermo Fisher Scientific) e agua ultrapura estéril para um volume final
de 50 uL. As reacdes de amplificacao foram realizadas em termociclador Veriti 96 well
Thermal cycler (Applied Biosystems, Estados Unidos).

ApoOs reagdes de PCR, os produtos obtidos foram analisados por eletroforese
em gel de agarose a 1%, purificados com o kit lllustra™ GFx PCR DNA and Gel band
purification (GE Healthcare; Reino Unido) ou DNA clean and concentrator kit (Zymo
research; USA) e posteriormente tratados com Dpnl (Invitrogen) para eliminagao de
DNA genbmico metilado remanescente. A sequéncia dos oligonucleotideos
iniciadores utilizados no processo de mutagao estao descritos na Tabela 4.



Tabela 4 - Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores utilizados para mutagao.

Iniciador Sequéncia Descrigao

ecpAcat-1 GTTCTGGCAATAGCTCTGGTAACGGTGTTTACCGG  Mutacgao de ecpA
TACAGGTGTGTAGGGCTGGAGCTGCTTC

ecpAcat-2 TTAACTGGTCCAGGTAGCGTCGAACTGTACGCTAA  Mutagao de ecpA
CGTCGCCCATATGAATATCCTCCTTAG

ecpRkan-1  ACTGAATGTACCTGTAAAAATTACAGGTTTGGAAAG Mutagéo de ecoRABCDE
TATGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG

ecpEkan-2 TCTCTGAGGTGGAATTCTTCCCTCGTCCGATGGAT  Mutagdo de ecoRABCDE
AAGTCCATATGAATATCCTCCTTAG

ecpA-F1 GACTCACCGGGACTTCATGT Adjacente a ecpA

ecpA-R1 AGGCAGAAGGTGCTTTTTCA Adjacente a ecpA

ecpRAB-F AACAGCAATATTAGGGGCGTG Confirmagao mutagao ecpA

ecpRAB-R GGATAACAGCAGAGCGAGAAG Confirmagao mutagao ecpA

ecpR-F1 GGGCAAAGTTCCTGGCTAAT Confirmagao mutagao
ecpRABCDE

ecpE-R1 CATGCATGGATTCAGATTGC Confirmagao mutagao
ecpRABCDE

ecpABamHI GGATCCTCATGAAAAAAAAGGTTCTGGC Complementagao ecpA

ecpAEagl CGGCCGTTAACTGGTCCA Complementagao ecpA

Todos os sequenciamentos de fragmentos de DNA foram realizados no Centro
de Pesquisas sobre o Genoma Humano e Células-Tronco do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o Paulo

3.6.2. Eletrocompeténcia

As cepas foram cultivadas em 3 mL de meio LB a 37 °C por 18 h a 210 rpm,
seguido de in6culo a 1:100 em LB e incubado a 37 °C por 2 h a 210 rpm. Apds este
periodo as cepas foram submetidas a choque térmico a 42 °C por 15 min em banho-
maria e em seguida levadas imediatamente para banho de gelo. As células foram
entdo centrifugadas a 8000 x g a 4 °C por 10 min e o sedimento ressuspenso em 1
mL de glicerol 10% gelado. Este passo foi repetido por mais duas vezes, sendo que
na ultima lavagem o sedimento foi ressuspenso em 100 pL de glicerol 10% gelado. As
células competentes foram mantidas no gelo a 4 °C até a utilizagdo, sem ultrapassar
o periodo de 48 h.



3.6.3. Transformacgé&o por eletroporagdo

Células de BA1250 competentes foram transformadas por eletroporagao (2,5
kV, 200 Q e 25 pyF) com os plasmideos pKD46 ou pKM208, ambos para expressao
das recombinases, e selecdo dos clones recombinantes foi realizada por
plagueamento em plascas de LBA adicionadas de ampicilina (100 ug/mL) a 30 °C. As
recombinases foram induzidas com arabinose 0,1 M nas cepas BA1250(pKD46) e
com IPTG nas cepas BA1250(pKM208) e posteriormente transformadas por
eletroporagéao (2,5 kV, 200 Q e 25 pF) com o fragmento ecpAcat ou ecpRABCDEKkan.
As células foram entdo recuperadas por 3 h a 30 °C e plaqueadas em LBA
suplementadas de cloranfenicol (25 ug/mL) ou canamicina (50 ug/mL) por 18 h a 30
°C. Clones recombinantes foram selecionados e incubados em 3 mL de LB
suplementado com cloranfenicol (25 ug/mL) ou canamicina (50 ug/mL) por 18 h a 37
°C para expulsdo dos plasmideos termolabil pKD46 e pKM208. Para garantir a
expulsao plasmidial, foram realizados repiques sucessivos dos clones em duas placas
de LBA, uma contendo ampicilina (100 ug/mL) e outra com cloranfenicol (25 pg/mL)
ou canamicina (50 ug/mL), seguido por incubagdo a 42 °C por 18 h. As coldnias
resistentes a cloranfenicol ou canamicina e sensiveis a ampicilina foram selecionadas
por terem perdido os plasmideos. A confirmacao da mutacao foi realizada por PCR

com os iniciadores ecpA-F1/ecpA-R1 e ecpR-F1/ecpE-R1.

3.7. Construcao do plasmideo de complementacgao

Apoés a confirmagdo da mutagdo no gene ecpA, foi utilizado o plasmideo
termolabil pCP20 para a remocao do cassete de resisténcia. Para isso, a cepa A4ecpA
foi transformada com pCP20 por eletroporagéao (2,5 kV, 200 Q e 25 uyF), recuperada
em LB a 30 °C por 1 h e entdo semeada em placa de LBA suplementada com
ampicilina (100 pg/mL). Apds este periodo, foram realizados repiques sucessivos das
colénias obtidas em trés diferentes placas de LBA, uma contendo ampicilina (100
ug/mL), outra contendo cloranfenicol (25 ug/mL) e a ultima sem adigéo de antibidtico.
As placas foram incubadas a 42 °C por 16 — 18 h. As coldnias que cresceram apenas
nas placas de LBA sem antibiético foram selecionadas por terem perdido o plasmideo
pCP20 e o cassete de resisténcia.



O gene ecpA foi amplificado por PCR empregando-se o gDNA de BA1250
extraido com o kit DNA gendmico com o Wizard Genomic DNA purification kit
(Promega; Estados Unidos) como molde de DNA e os iniciadores
ecpABamHlI/ecpAEagl. O produto de PCR foi purificado com o kit DNA clean and
concentrator (Zymo research; USA), digerido com BamHI (Thermo Fisher Scientific) e
Eagl (NEB) e clonado nos sitios BamHI e Eagl do plasmideo pACYC184 sob controle
do promotor do gene de resisténcia a tetraciclina (CHANG; COHEN, 1978). Os
produtos de ligagdo foram transformados em células competentes de AdecpA por
eletrotroporacao (2,5 kV, 200 Q e 25 pF) e os clones recombinantes selecionados em
placas de LBA contendo cloranfenicol (25 ug/mL) apds incubagao a 37 °C por 18 h.
Colbnias resistentes foram testadas quanto a presenga do gene ecpA por PCR, sendo
os clones positivos selecionados para analise da producédo de ECP por ELISA.

3.8. Curva de crescimento

As cepas foram cultivadas em 3 mL de meio M9, LB ou E3 a 28,5 ou 37 °C por
18 h sem agitagdo. Apos esse periodo, foi realizado um inéculo a 1:100 no mesmo
meio de cultivo e 200 uL transferidos para pogos de placas X100 Bioscreen Plates
Honeycomb (Thermo Scientific, Reino Unido). Os cultivos foram incubados por 24 h a
28,5 ou 37 °C com leve agitagdo no aparelho Bioscreen C Microbiology Reader
(Labsystems, Finlandia) com leituras de DOsoonm @ cada 30 min.

3.9. Ensaio de motilidade

As cepas bacterianas foram cultivadas em 3 mL de LB a 37 °C por 18 h. Apds
este periodo, uma aliquota de 10 uL do cultivo bacteriano foi aplicada no centro de
placas de Petri contendo meio LB semissolido (LB 0,3% de agar) e incubadas por 18
h. A motilidade bacteriana foi evidenciada pelo espalhamento bacteriano em torno do

indculo inicial.



3.10. Ensaio de biofilme

3.10.1. Meétodo YESCA

Para os ensaios de biofilme em meio YESCA o meio de cultivo foi preparado
com 12 % acido casaminico, 1,2% extrato de levedura e 2,2% de agar. Placas grossas
foram preparadas (~3/4) com o meio YESCA para que néo ressecassem durante o
periodo do ensaio. As bactérias foram cultivadas em meio LB a 37 °C por 16-18 h e
10 L do cultivo bacteriano foram inoculados nas placas. As placas foram incubadas
a temperatura ambiente por 15 dias para permitir a formagao de biofilme. Imagens
foram obtidas nos dias 1, 4, 7, 11 e 15 com o didmetro do biofilme medido.

3.10.2. Meétodo com Cristal Violeta

A adesao e formacéo de biofilme em superficie de poliestireno e vidro foram
quantificadas em ensaios de 24 e 48 h seguindo a metodologia descrita por Sheikh e
colaboradores (2001) com algumas modificagdes. As cepas foram cultivadas em meio
TSB por 18 h a 37 °C em condi¢des estaticas e em seguida inoculadas na propor¢ao
1:100 em meio DMEM modificado sem fenol (Cultilab) em placas de cultura celular de
96 pogos (TPP) ou placas de cultura celular de 24 pogos (TPP) contendo laminulas
de vidro. As placas foram mantidas a 37 °C em condi¢des estaticas por 24 ou 48 hs.
Apos o periodo de incubagao, o meio de cultura foi retirado e a preparacao lavada
com PBS, seguido de fixagdo com etanol 75% por 10 min. O biofilme foi lavado trés
vezes com PBS para retirada do etanol e corado com solugao de cristal violeta 0,5%
por 5 min. A etapa de lavagem foi repetida e o conjunto biofilme-cristal violeta
solubilizado com etanol 95%, seguido de leitura de absorbancia em leitor de ELISA
(Multiskan EX, Thermo Fisher Scientific, USA) a 595 nm. O ensaio foi realizado em

triplicata em trés repeticdes independentes.

3.11. Modelo de infec¢ao in vivo com zebrafish

Todos os procedimentos com zebrafish foram realizados no Centralized
Zebrafish Animal Resource (CZAR) da Universidade de Utah, Salt Lake City, Utah,

Estados Unidos. Os protocolos utilizados foram realizados de acordo com as praticas



padronizadas que foram estabelecidas pelo 6rgdo regulamentador americano

Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC).

3.11.1. Acasalamento e obtencdo dos embribes de zebrafish

Peixes da linhagem selvagem de zebrafish (Danio rerio) AB* foram mantidos
em ciclos de fotoperiodo de 14 h com luz/10 h auséncia de luz.

Para o acasalamento, um macho e uma fémea foram transferidos para tanques
de acasalamento onde foram mantidos separados por um bloqueador transparente
pelo periodo de 18 h. Em seguida, os peixes foram transferidos para novo tanque com
agua fresca onde o separador foi retirado por aproximadamente 3 h. Apos este
periodo, os peixes foram devolvidos para o tanque primario e os embrides coletados
e transferidos para uma placa de Petri contendo meio E3 (5 mM NaCl, 0,17 mM KCI,
0,33 mM CaClz, 0,33 mM MgSOs, pH 7,2) com azul de metileno com 24 horas poés
fertilizacdo (hpf) todos os ovos ndo fecundados foram retirados com pipeta Pasteur e
o auxilio de uma lupa. Os ovos fecundados foram higienizados utilizando-se o
seguinte protocolo: duas lavagens de 5 min em E3 estéril adicionado de 0,0038% (v/v)
de solugao de alvejante (Hipoclorito de sodio e Cloro; Sigma Aldrich) e 5 min em agua
destilada estéril, seguido pela etapa final de duas repetigdes de lavagens de 5 min
cada em meio E3 estéril. Os embrides foram mantidos em estufa a 28,5 °C durante

todo o processo de manipulacio.

3.11.2. Ensaio de colonizag&o intestinal

Neste ensaio foram utilizadas larvas de zebrafish com 96 hpf.

As cepas bacterianas foram cultivadas em 3 mL de meio M9 a 37 °C por 18 h
sem agitacao. Apoés este periodo, a DOsoonm foi ajustada para 0,5 (aproximadamente
1 x 10° UFC) com centrifugagdo do cultivo a 8000 x g por 8 min e o sedimento
ressuspenso em meio E3. As larvas foram transferidas para uma placa de Petri estéril
contendo o cultivo bacteriano em E3, onde permaneceram em contato com as
bactérias por 72 h com troca do meio e lavagem das larvas com E3 estéril a cada 24
h. Nos periodos de 24, 48 e 72 h, cinco larvas foram selecionadas e transferidas para
uma nova placa de Petri contendo solugdo de Tricaina 20 X para anestesia até

completa paralisagdo dos animais. Em seguida, individualmente as larvas foram



transferidas para tubos de ensaio contendo contas metdlicas e levadas ao
homogeneizador Bullet Blender Homogenizer (Scientific, USA) por 4 min. A solugéao
obtida foi diluida em 0,7% NaCl até 102, plaqueadas em meio MacConkey e
incubadas a 37 °C por 18 h para contagem de Unidades Formadoras de Colbnias
(UFC). 1 mL do cultivo com a DOeoonm ajustada foi reservado para plaqueamento em
meio MacConkey e contagem de UFC da carga bacteriana inicial de infecgao.

Para os ensaios com imagens de microscopia, as larvas foram infectadas com
as cepas BA1250, decpA e AecpRABCDE transformados com o plasmideo pmCherry,

que confere fluorescéncia de cor vermelha as bactérias.

3.11.3. Ensaio de infecgdo da cavidade cardiaca e via sistémica

Apos higienizagdo dos embrides com 24 hpf, o cérion foi retirado utilizando 1
mg/mL pronase (Roche, VWR).

Larvas com 48 hpf foram infectadas por via local, como na cavidade cardiaca,
ou sistémica, como no vale de circulagdo, com aproximadamente 102 UFC/larva. Os
animais foram monitorados quanto a enfermidades e sobrevivéncia, de acordo com a
auséncia de respiragao e batimento cardiaco, a cada 24 h pelo curso do ensaio até
72 h. Log-rank (Mantel-Cox) foi utilizado para determinar significancia estatistica entre
os grupos. Em cada experimento foi utilizado um n de 68 larvas/grupo. Para curva de

sobrevivéncia foi estabelecido como 1 sendo morte e 0 sendo animais vivos.

3.12. Deteccao da producao de adesinas por ELISA

As cepas BA1250, decpA e AecpRABCDE foram cultivadas em 3 mL de LB a
37 °C por 16-18 h sem agitagdo. Em seguida, as culturas bacterianas foram inoculadas
(1:100) em 3 mL de meio DMEM ou meio minimo M9 e mantidas por 18 h a 28,5 ou
37 °C, respectivamente. As culturas bacterianas foram centrifugadas a 5.000 x g por
10 minutos e o sedimentado obtido ressuspenso em tamp&o Carbonato Bicarbonato
0,05 M pH 9,6 (Tampao Ca/Bi) a fim de se obter uma densidade 6tica (DOsoonm) de
1,0. Esta suspensao foi utilizada na sensibilizacdo com 100 pL/poco de placas
Maxisorp (Thermo Fisher Scientific) a temperatura ambiente por 18 h. Para a detecgéo
de intimina, o sedimento bacteriano foi primeiramente ressuspenso em solugédo de

triton-X100 a 4% por 5 min, seguido de nova centrifugagao e solubilizagdo em tampao



Ca/Bi. Na deteccgao da producao de EspA, o sobrenadante do cultivo bacteriano foi
utilizado na etapa de sensibilizagdo das placas. Em seguida, as placas foram lavadas
trés vezes com PBS-T (200 uL/pogo), bloqueadas com solugao de 1% de albumina
de soro bovino (BSA) em PBS por 30 min a temperatura ambiente e incubadas com
os seguintes anticorpos primarios (100 uL/pogo) por 1 h a temperatura ambiente:
monoclonal anti-EspA 5 ug/mL, soro de coelho anti-ECP 1:3000, soro de coelho anti-
T1P 1:5000, soro de coelho anti-HCP 1:5000, soro de coelho anti-Curli 1:5000, soro
de coelho anti-YcbQ 1:5000 ou fragédo enriquecida de IgG anti-intimina 1:2000 em
solucao de bloqueio. As placas foram novamente lavas com PBS-T e incubadas por
1 h a temperatura ambiente com anticorpos de cabra anti-IgG de coelho conjugado a
peroxidase (100 pL/pogo) diluidos 1:5000 em solugao de bloqueio. Finalmente, as
placas foram novamente lavadas com PBS-T e o ensaio revelado com o-nitrofenil-§3-
D-galactopiranosideo (OPD; Sigma-Aldrich) com a leitura dos valores de DO4g2nm NO
leitor de ELISA Multiskan EX. Todas as cepas foram testadas em duplicatas em trés
ensaios independentes.

3.13. Analise de bioinformatica para potenciais adesinas

A busca por potenciais estruturas adesivas, nas sequéncias traduzidas das
CDS (Coding DNA Sequence), obtida pelo sequenciamento total do genoma da cepa
BA1250, foi realizada com o software SPAAN (SACHDEVA et al., 2005). O uso da
inteligéncia artificial pelo programa se da pela aplicagdo de um tipo especifico de
algoritmo de aprendizado de maquina (machine learning) denominado rede neural
artificial.

Para tanto, a rede neural converte a sequéncia de aminoacidos em cinco
caracteristicas: frequéncia de aminoacidos, frequéncia de repeticbes de aminoacidos,
frequéncias de dipeptideos, composicdo de carga elétrica e hidrofobicidade. Com
essas caracteristicas, a camada de entrada da rede neural processa e repassa a
informacéo para outras camadas até a predigcao da probabilidade daquela sequéncia
especifica se tratar de uma adesina. O banco de dados utilizado para “treinar” essa
rede neural foi obtido no site do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).




4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacao cepas de aEPEC

As cepas selecionadas para o estudo foram caracterizadas quanto ao padrao
de adesao em ensaios de interagcdo com células epiteliais in vitro, prevaléncia dos seis
genes que compdem o operon ecp e a produgdo de ECP em condigdo de cultivo
bacteriano que favorece a producéo da fimbria.

4.1.1. Ensaio de interagdo com células epiteliais in vitro

As cepas selecionadas para o estudo foram previamente caracterizadas por
apresentarem o padrao de adesao ALL em ensaios de interagcdo com células epiteliais
in vitro (ABE et al., 2009). Contudo, com a continua manipulagdo das cepas desde a
definicdo deste padréo, os ensaios de adesao foram repetidos para comprovar se
estas ainda apresentavam o padrdo ALL. As 22 cepas testadas foram novamente

classificadas com o padrao ALL em ensaios de adesé&o de 6 h (Figura 7).



Figura 7 - Ensaio de interacdo bacteriana com células epiteliais HeLa, com periodo de 6 h de
incubagédo (3 h + 3 h).

A B
C D
E F

A: BA1250 B: BA4047 C: BA1244 D: BA320 E: E2348/69 F: Controle de células HeLa sem
infecgdo com cepas bacterianas. Aumento de 1000X.

4.1.2. Prevaléncia do operon ecp nas cepas de aEPEC

Os genes que compdem o operon ecp (ecpR, ecpA, ecpB, ecpC e ecpE) foram
detectados em 100% das 22 cepas de aEPEC investigadas (Tabela 5 e Figura 8), o
que demonstra alta conservagéo dentro do patotipo. O gene ecpD, responsavel por



codificar a adesina da fimbria, foi o Unico a ser detectado em 96% (21) das cepas

investigadas (Figura 8E).

Tabela 5 - Prevaléncia dos genes do operon ecp em cepas de aEPEC.

Gene Cepas positivas Cepas negativas Frequéncia
ecpR 22 0 100%

ecpA 22 0 100%

ecpB 22 0 100%

ecpC 22 0 100%

ecpD 21 1 96%

ecpE 22 0 100%

Figura 8 - Eletroforese representativa em gel de agarose (1%) corado com GelRed das
reacdes de PCR para deteccao de ecpR-E.

(Continua)



(Continuagao)

(A) ecpR - 683 pb (B) ecpA — 640 pb, (C) ecpB - 780 pb, (D) ecpC - 1130 pb, (E) ecpoD — 760
pb, (F) ecpE — 458 pb. Canaletas: PM: 1 Kb Plus DNA ladder; 1 — 10: Cepas de aEPEC; 11:
1551-2 Controle negativo, 12: Controle da reagdo — sem DNA.

4.1.3. Analise da produgéo de ECP por cepas de aEPEC

A alta prevaléncia observada dos genes que codificam ECP nos levou a avaliar

a producao desta fimbria por cepas de aEPEC. Para tal, foram realizados ensaios de

imunofluorescéncia utilizando soro de coelho anti-ECP com as 22 cepas

selecionadas. Nas condicbes de cultivo bacteriano estabelecidas, 55% das cepas

foram classificadas como produtoras de ECP (Tabela 6).

Tabela 6 - Frequéncia de cepas de aEPEC produtoras da fimbria ECP.

Cepa Producao ECP
BA320 ECP+
BA487 ECP+
BA714 ECP-
BA1244 ECP-
BA1250 ECP+
BA1324 ECP+
BA1649 ECP+
BA1652 ECP+
BA2034 ECP-
BA2103 ECP+
BA2853 ECP-
BA3157 ECP-
BA3574 ECP-
BA3733 ECP-
BA3378 ECP-




BA3851 ECP+
BA3977 ECP+
BA4047 ECP-
BA4077 ECP-
BA4095 ECP+
BA4132 ECP+
BA4147 ECP+
TOTAL ECP + 55% (12)
TOTAL ECP- 45% (10)

Nos ensaios de imunofluorescéncia observou-se que a producido da fimbria

ocorria de maneira diferencial entre as cepas investigadas (Figura 9). Por este motivo,

estas foram classificadas como forte produtoras (Figura 9A e B), produtoras

intermediarias (Figura 9C e D) e baixa produtoras (Figura 9E).

Figura 9 - Ensaio de imunofluorescéncia com as 22 cepas de aEPEC.

(Continua)



(Continuagao)

Detecgao com soro de coelho anti-ECP A: BA4095 B: BA1250 C: BA3977 D: BA487 E: 1649
F: E2348/69. Aumento de 1000X.

Apos a classificagao das cepas de acordo com o nivel da produgao de ECP, a
cepa BA1250, considerada alta produtora, foi selecionada para o estudo mais
detalhado da fungdo de ECP na patogénese de aEPEC.

4.2. Sequenciamento do genoma da BA1250

Apos a remocao das sequéncias de adaptadores, das bases de baixa
qualidade, dos reads (fragmentos de DNA genbémico) pequenos e daqueles sem par
correspondente, obtivemos uma cobertura do genoma de aproximadamente 77 vezes,
considerando-se um tamanho médio de genoma de E. coli de 5.1 milhdes de bases.
Levando-se em consideragdo que uma cobertura de 30 vezes ja é considerada
suficiente para se obter uma montagem representativa de um genoma (KISAND;
LETTIERI 2013), pode-se concluir que o sequenciamento realizado gerou dados que
permitem montar um genoma representativo da amostra analisada.

A montagem resultou em 151 contigs (grandes sequéncias de DNA), com N50
de 129.195 bases. A anotagao identificou um total de 4717 genes. Comparando-se
com o genoma da cepa E2348/69 (GCA_000026545.1), houve 83,14% de regides
alinhadas e 79,14% dos genes da cepa referéncia foram encontrados na BA1250.
Esses resultados indicam que, embora tenha suas particularidades, o genoma
montado é similar a um genoma referéncia, o que sugere que o sequenciamento e a
etapa de montagem puderam gerar um material com boa representatividade do
conteudo gendmico da amostra BA1250.



Com o sequenciamento total do genoma da cepa BA1250 foi possivel analisar
a sequéncia completa dos genes que compdem o operon ecp (Figura 10).
Identificamos que as sequéncias dos genes ecpC/ecpD e ecpD/ecpE se sobrepbem
no inicio e no final de cada gene. Além disso, confirmamos a ordem dos genes
previamente caracterizada por Martinez-Santos e colaboradores (2012) como ecpR,

ecpA, ecpB, ecpC, ecpD e por fim ecpE.

Figura 10 - Sequéncia completa do operon ecp da cepa BA1250.

GTGACATGGCAAAATGATTACAGCAGGGACTATGAGGTTAAAAACCATATGGAATGTCAAAACCGTTCTGATAAA
TACATCTGGTCTCCCCATGACGCCTACTTCTATAAAGGACTATCTGAACTGATTGTGGATATCGACAGATTAATTTA
TCTATCGCTGGAGAAAATCAGAAAAGATTTCGTGTTTATCAATCTCAATACGGTTCTTTAACTGAGTTTATAAACC
GTGATAATGAGTGGTTATCCGCGGTAAAGGGGAAACAGGTCGTATTGATTGCGGCCAGAAAGTCAGAAGCCTTA
GCAAATTATTGGTATTACAACAGCAATATTAGGGGCGTGGTATACGCTGGACTGAGTCGTGATATTAGAAAAGAA
CTGGCCTATGTGATTAATGGCAGGTTCCTGAGAAAAGATATTAAGAAAGATAAAATCACTGACCGGGAAATGGA
AATTATCCGCATGACGGCTCAGGGAATGCTGCCTAAATCGATTGCCAGAATTGAAAATTGTAGTGTGAAGACAGT
GTATACCCATCGGCGGAATGCAGAGGCCAAGCTGTACTCAAAATTATATAAGTTGGTTCAGTAAACTCCAGGCAA
GTTAGTTTTAAAAATGACTCACCGGGACTTCATGTCCTCAATTCAACTCGGGAAGAAAAGCAATGAAAAAAAAG
GTTCTGGCAATAGCTCTGGTAACGGTGTTTACCGGTACAGGTGTAGCGCAGGCTGCTGACGTAACAGCTCAGGC
TGTAGCGACCTGGTCAGCAACAGCCAAAAAAGACACCACCAGTAAGCTGGTTGTGACGCCACTCGGTAGCCTG
GCGTTCCAGTATGCCGAAGGCATTAAAGGTTTTAACTCACAAAAAGGTCTATTTGACGTGGCTATCGAGGGTGAC
TCAACGGCTACCGCCTTTAAACTGACCTCACGCCTTATCACCAACACCTTAACCCAGTTGGATACCTCAGGTTCC
ACACTGAATGTGGGCGTGGATTATAACGGCGCGGCAGTCGAAAAAACTGGCGATACCGTGATGATCGATACCGC
CAACGGCGTACTGGGCGGCAACCTTAGCCCACTGGCTAACGGTTACAATGCCAGCAATCGTACCACCGCACAGG
ATGGTTTCACTTTCTCCATCATCAGCGGCACCACCAATGGTACCACCGCAGTAACCGATTACAGCACTCTACCGG
AAGGCATCTGGAGCGGCGACGTTAGCGTACAGTTCGACGCTACCTGGACCAGTTAATCTCTCTGATGTACCAGC
AGGGGTACCCCCCTGCTTTATTCCTGGACGGAATTGTTATGAAAAAGCACCTTCTGCCTCTCGCTCTGCTGTTTTC
CGGAATATCACCGGCCCAGGCGCTGGATGTCGGCGATATATCATCGTTTATGAACAGTGACAGCAGCACGCTAAG
CAAAACGATCCAAAACAGTACCGACAGTGGCCGCCTCATCAATATCCGTCTCGAACGGCTCTCTTCACCGCTTG
ACGACGGGCAGGTTATCGCAATGGACAAGCCGGATGAGTTGCTACTCACTCCCGCCAGCTTGCTGCTACCCGCC
CAAGCCAGCGAAGTGATCCGCTTCTTCTATAAGGGACCAGCAGATGAAAAAGAGCGCTACTACCGCATTGTCTG
GTTTGATCAGGCCCTCAGTGATGCGCAGCGCGATAATGCCAACCGTAGCGCTGTGGCCACTGCTTCCGCCCGCAT
CGGCACCATTCTGGTCGTCGCACCCCGCCAGGCGAACTACCACTTTCAGTACGCCAACGGCTCCCTGACAAATA
CAGGAAATGCGACGTTGCGGATCCTCGCCTACGGCCCCTGCCTGAAAGCCGCCAATGGTAAGGAGTGTAAAGA
GAATTACTACCTGATGCCGGGCAAGTCGCGTCGTTTTACCCGCGTGGACACGGCGGATAACAAAGGACGGGTTG
CACTTTGGCAGGGTGATAAGTTCATTCCCGTGAAATAGATAGCTGTGCAGATGGATAACGACAATGCCTTTACGA
CGGTTCTCCCCAGGACTGAAAGCCCAGTTTGCCTTCGGCATGGTCTTTTTGTTCGTTCAGCCCGATGCCAGCGCT
GCTGACATAAGTGCGCAGCAAATAGGTGGGGTGATTATTCCGCAGGCCTTCAGTCAGGCGCTTCAGGACGGCAT
GAGCGTCCCGCTCTATATTCATCTCGCCGGTAGCCAGGGTCGCCAGGACGATCAGCGAATCGGCAGCGCTTTTAT
CTGGTTGGATGATGGACAGTTACGCATCCGAAAAATACAGCTGGAAGAGAGTGAAGATAACGCCAGTGTCAGCG
AACAAACTCGACAGCAGCTGACGACTCTGGCCAACGCCCCGTTCAATGAGGCCCTTACCATCCCCCTGACTGAC
AACGCGCAGTTGGATCTCAGCTTGCGCCAACTGCTGCTGCAGCTGGTGGTCAAGCGCGAAGCGCTGGGCACCG
TACTACGCTCACGTAGCGAAGACATCGGGCAGTCCAGTGTTAACACCCTCAGCAGTAATCTGAGCTATAACTTCG
GCGTCTATAACAACCAGTTGCGTAACGGCGGGAGCAACACCTCCAGCTATCTGTCGCTGAATAACGTTACTGCGC
TGCGCGAACATCACGTGGTGCTCGACGGCTCACTGTACGGGATTGGTAGCGGTCAACAGGACAGTGAATTATAT
AAAGCGATGTATGAACGCGATTTTGCTGGTCACCGATTTGCCGGTGGAATGCTCGACACCTGGAACTTGCAGTC
CTTAGGGCCGATGACCGCCATTTCAGCAGGGAAGATTTACGGCCTTTCCTGGGGAAACCAGGCCAGCTCCACCA
TCTTCGACAGCAGCCAGTCGGCCACGCCAGTAATCGCCTTTTTACCGGCGGCGGGCGAAGTACATCTCACCCGT
GATGGGCGGCTACTAAGCGTTCAGAACTTCACCATGGGCAATCATGAAGTGGATACACGGGGTCTACCGTACGG
TATTTACGATGTGGAAGTTGAGGTAATCGTTAACGGTCGCGTGATCAGCAAACGCACCCAGCGGGTCAATAAGCT
GTTTAGCCGGGGGCGTGGCGTCGGTGCACCGCTGGCGTGGCAGATATGGGGCGGTAGCTTTCATATGGATCGCTG
GTCGGAAAACGGGAAAAAGACGCGACCAGCCAAAGAGAGTTGGCTGGCAGGTGCCTCGACCTCCGGCTCACT
GAGTACGTTTAGCTGGGCGGCAACGGGATATGGATACGATAATCAGGCGGTGGGTGAAACCCGTCTGACGCTGC
CGCTTGGGGGGGCGATCAACGTTAACCTGCAAAACATGCTGGCCAGTGACAGCTCATGGAGCAACATCGCCAG
CATCAGCGCCACTCTACCTGGAGGCTTCAGTTCGCTGTGGGTTAACCAGGAAAAAACCCGCATTGGCAATCAAT
TGCGACGTAGCGATGCCGACAACCGTGCAATCGGCGGCACACTCAACCTGAACTCACTGTGGTCGAAGCTGGG
TACGTTCAGCATCAGCTACAATGATGACCGCCGCTACAACAGCCATTATTACACGGCAGATTACTATCAAAGTGTC
TACAGCAGTACCTTTGGTTCGCTTGGCCTGCGGGCCGGTATTCAGCGCTATAACAACGGCGACAGCAGCGCCAA
TACAGGGAAATATATCGCTCTCGATCTCTCGCTACCACTGGGCAACTGGTTTAGCGCAGGGATGACCCATCAAAA
CGGCTACACCATGGCAAACCTGTCAGCACGCAAACAGTTTGATGAAGGAACCATTCGCACTGTTGGTGCCAATC
TGTCACGAGCCATCTCCGGCGATACCGGTGATGACAAAACCCTCAGCGGTGGGGCGTATGCACAGTTCGACGCT
CGTTACGCCAGCGGAACGCTGAACGTCAATAGCGCGGCGGACGGCTACATCAATACCAATTTGACCGCCAACGG
CAGCGTCGGCTGGCAGGGTAAAAACATCGCTGCCAGCGGGCGGACCGATGGCAACGCTGGGGTGATATTCGAC
ACTGGCCTGGAGAACGATGGTCAGATCAGCGCCAAAATCAACGGGCGGATTTTCCCGCTTAACGGCAAGCGTAA
CTATCTCCCGCTCTCTCCCTATGGAAGATATGAGGTGGAGTTGCAGAACAGCAAAAACTCACTCGACAGTTACGA
TATCGTCAGCGGTCGCAAAAGTCATCTGACTCTCTATCCAGGCAATGTCGCTGTCATTGAGCCAGAGGTGAAGCA
GATGGTTACCGTCTCCGGTCGTATCCGTGCGGAAGACGGCACACTGCTGGCTAACGCACGGATTAACAACCATAT
CGGCCGAACCCGAACCGATGAAAACGGCGAGTTTGTCATGGACGTGGATAAGAAATACCCCACTATCGATTTTC
GCTACAGTGGCAATAAAACCTGCGAAGTGGCACTGGAACTCAACCAGGCGCGCGGTGCCGTCTGGGTCGGTGA
TGTGGTCTGCAGCGGCCTCTCATCGTGGGCGGCGGTGACGCAGACAGGAGAAGAGA



ATGAGAGTTAA

GGCCCTGCTGACAGTGGTCTGTATGCTGGCGGCACCTTTGACACAGGCGATTTCGGTCGGCAATCTGACTTTTT

GCCATCAGTGCTATTGATAGCCCGGGCAGCAGTGAATTGCGCACCCGACCGGTGGATGGTGAACTACTTTTCGCC
CCCCGCCAGCTGGCGTTGCAGGCTGGTGAGAGCGAGTATTTTAAATTTTACTATCATGGTCCACGGGATAACCGC
GAGCGCTACTACCGGGTCTCATTTCGCGAGGTCCCCACTCGTAACCTGACAAAACGCAGCCCAACCGGCGGTGA
GGTCAGCACGGAGCCGGTGGTGGTGATGGATACCATTCTGGTAGTACGACCACGTCAGGTTCAGTTTAAATGGTC
CTTCGATCAGGTGACCGGAACAGTAAGTAACACCGGCAACACGTGGTTTAAGCTACTGATTAAACCAGGATGTG
ATTCGACCGAAGAGGAAGGCGATGCCTGGTATCTACGTCCGGGAGACGTGGTTCATCAGCCTGAGTTACGTCAG
CCGGGGAATCACTATCTGGTCTATAACGACAAATTCATTAAGATTAGCGATTCCTGTCCGGCTAAGCCCCCTTCGG
CGGACTAA

4.3. Papel de ECP na patogénese de aEPEC

4.3.1. Construgéo e caracterizagdo das delegbes genéticas

Para o estudo mais detalhado do papel de ECP na patogénese de aEPEC,
foram realizadas duas mutag¢des distintas na cepa BA1250. Todas as mutagdes foram
realizadas de acordo com o sistema de recombinases codificadas pelo fago A Red
(DATSENKO; WANNER, 2000). A primeira mutagao se deu apenas no gene ecpA,
onde a cepa resultante decpA ainda apresenta os genes restante do operon ecp, ou
seja, os genes ecpR, ecpB, ecpC, ecpD e ecpE. Ja a segunda delegao foi realizada
com todos os genes que compdem o0 operon, ou seja, mutagdo desde o gene ecpR
até o gene ecpE.

4.3.1.1. Mutagénese sitio dirigida do gene ecpA

A primeira etapa na delegdo do gene ecpA foi a obtengdo do fragmento linear
do cassete de recombinagao por reagao de PCR utilizando o plasmideo pKD3 como
molde de DNA e o par de iniciadores ecpAcat-1/ecpAcat-2. O fragmento do cassete
de resisténcia ao cloranfenicol possui 1.100 pb (Figura 11A). Apds obtengédo do



fragmento, este foi tratado com a endonuclease Dpnl para eliminagdo de qualquer
DNA metilado (Figura 11B) e transformado em BA1250::pKD46 expressando as
recombinases codificadas pelo plasmideo pKD46. Trés clones recombinantes foram
obtidos pela obtencdo de resisténcia ao cloranfenicol e submetidos a cura do
plasmideo pKD46 apds dois repiques sucessivos a 42 °C. Os candidatos a mutantes
foram submetidos as reagcdes de PCR com os iniciadores ecpRAB, gerando
fragmentos de aproximadamente 1.100 pb (Figura 11 C) ao invés de 730 pb como na
cepa selvagem, o que indica a incorporagao do cassete de recombinagdo ao genoma.

Figura 11 - Eletroforese em gel de agarose (1%) corado com GelRed para confirmagao da
mutacdo em ecpA.

A B CPM1 2 3 4 5 6

(A) reagao de PCR para amplificagao do cassete de resisténcia a cloranfenicol. PM: 1 Kb plus
(Thermo Fisher Scientific, USA), 1: cassete de resisténcia a cloranfenicol (B) Fragmento
purificado poés tratamento com Dpnl (C) Perfil eletroforético da reagdo de PCR para
amplificagdao do cassete de resisténcia a cloranfenicol. PM: 1 Kb plus (Thermo Fisher
Scientific, USA), 1: clone 1; 2: clone 2; 3: clone 3; 4: E2348/69 — controle positivo; 5: 1551-2
— controle negativo; 6: Controle da reagéao

Além da confirmagéo realizada por ensaio de PCR, os fragmentos foram
sequenciados. A analise das sequéncias com a ferramenta BLAST revelou a presenga
do cassete de resisténcia ao cloranfenicol nos trés fragmentos. Pelo anelamento com
a sequéncia de ecpRAB da cepa selvagem observou-se 96% de identidade em 9% de
cobertura e 96% de identidade em 91% de cobertura, quando comparado com o
cassete de resisténcia (Figura 12). Este resultado demonstrou a delegdo do gene
ecpA e a permanéncia dos genes ecpR e ecpB, como desejado.



Figura 12 - Confirmagao da mutagao do gene ecpA por sequenciamento.

ACGGCGTCGCTTGGCMCTCATKCMAGATCGTTGATCYATAGCATCGCGACMTGAAGCATCACAACGCAT
GATGACTKGATCGCAGCGCATCAGCACTGTCGCTGCGTATATATTGCCCATGGKGAAACGGGGGCGAGAGT
GTCCATATGGCCACGTTTAATCAAACTGTGAACTCACCCAGGGATTGGCTGAGACGAAAAACATATCTCAAT
AAACCCTTAGGGAAATAGGCCAGGTTTTCACCGTAACACGCCACATCTTGCGAATATATGTGTAGAAACTGC
CGGAAATCGTCGTGGTATTCACTCCAGAGCGATGAAAACGTTTCAGTTTGCTCATGGAAAACGGTGTAACA
AGGGTGAACACTATCCCATATCACCAGCTCACCGTCTTTCATTGCCATACGTAATTCCGGATGAGCATTCATC
AGGCGGGCAAGAATGTGAATAAAGGCCGGATAAAACTTGTGCTTATTTTTCTTTACGGTCTTTAAAAAGGC
CGTAATATCCAGCTGAACGGTCTGGTTATAGGTACATTGAGCAACTGACTGAAATGCCTCAAAATGTTCTTT
ACGATGCCATTGGGATATATCAACGGTGGTATATCCAGTGATTTTTTTCTCCATTTTAGCTTCCTTAGCTCCT
GAAAATCTCGACAACTCAAAAAATACGCCCGGTAGTGATCTTATTTCATTATGGTGAAAGTTGGAACCTCTT
ACGTGCCGATCAACGTCTCATTTTCGCCAAAAGTTGGCCCAGGGCTTCCCGGTATCAACAGGGACACCAGG
ATTTATTTATTCTGCGAAGTGATCTTCCGTCACAGGTAGGCGCGCCGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATA
GGAACTTCGGAATAGGAACTAAGGAGGATATTCATATGGGCGACGTTAGCGTACAGTTCGACGCTACCTG
GACCAGTTAATCTCTCTGATGTACCAGCAGGGGTACCCCCCTGCTTATCCTGACGAATGTAGAAAGYT

As regides flanqueadoras (sublinhadas) representam as porgdes conservadas do gene ecpA
e a regiao central (ndao sublinhada) corresponde ao cassete de cloranfenicol.

Apoés a confirmagdo da recombinagdo homdloga e insergdo do cassete de
resisténcia, foram realizados os ensaios de imunodetecgcao por imunofluorescéncia e
ELISA, com a confirmagao da auséncia de producdo de ECP pelo mutante decpA
(Figura 13).

Figura 13 - Analise da produgéo de ECP para confirmagéo da mutagdo em ecpA.
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(A) Imunofluorescéncia com soro de coelho anti-ECP. A: BA1250; B: decpA; C: E2348/69 —
controle positivo; D: 1551-2 — Controle negativo. (B) ELISA com soro de coelho anti-ECP com
as cepas BA1250 e AecpA.



Confirmada a dele¢cdo do gene ecpA e a auséncia da produgédo de ECP pelo
mutante AdecpA, a continuidade dos experimentos consistiu na complementacdo da
mutagao com a construg¢ao do plasmideo pEcpA. Para esta etapa foi utilizado o vetor
pACYC184 (Figura 14) para a clonagem de ecpAsar2s0 apods restricdo dos sitios de

BamHI e Eagl.

Figura 14 - Esquema ilustrativo do plasmideo pACYC184 contendo os sitios de restricao
BamHlI e Eagl.

Por conferir resisténcia ao cloranfenicol pelo vetor pACYC194, foi previamente
realizada a retirada do cassete de resisténcia ao mesmo antibidtico de AecpA
utilizando o plasmideo pCP20. Este plasmideo possui origem de replicagéo sensivel
a temperatura, confere resisténcia a ampicilina e codifica a recombinase FLP. Apds a
eletrotransformacao e cultivo bacteriano a 30 °C, foi realizada a reagédo de PCR com
o par de iniciadores ecpRAB-F/ecpRAB-R (Figura 15). Nas rea¢des com os 3 clones
obtidos foram observados fragmentos de aproximadamente 450 pb (Figura 15,

canaletas 1-3), ao invés de 1.100 pb do cassete, como esperado.



Figura 15 - Perfil eletroforético da reagdo de PCR para confirmagao da retirada do cassete de
resisténcia ao cloranfenicol.

PM: 1 Kb plus (Thermo Fisher Scientific, USA), 1: clone 1; 2: clone 2; 3: clone 3; 4: E2348/69
— controle positivo; 5: 1551-2 — controle negativo; 6: Controle da reagéo.

Utilizando o par de iniciadores ecpA-BamHI e ecpA-Eagl e a cepa BA1250
como molde de DNA, foram realizadas reacdes de PCR para a obtencao do inserto a
ser utilizado na complementacdo de AdecpA. Um gradiente de temperatura de
anelamento foi realizado para a otimizagao da reacao (Figura 16) e na temperatura de
52 °C ocorreu a melhor amplificagéo do fragmento de 550 pb (Canaleta 1). O inserto
foi obtido em maior concentragéo e foi realizada a dupla digestdo com as enzimas de
restricdo BamHI| e Eagl com o fragmento e com a extragdo plasmidial do pACYC184
(Figura 16B — canaletas 1 e 2, respectivamente).



Figura 16 - Perfil eletroforético da reagdo de PCR para obtengdo do inserto para
complementacdo do decpA+pEcpA.

A B

(A) Reacgao de PCR para obtengao do inserto. PM: 1 Kb plus (Thermo Fisher Scientific, USA),
1: 52 °C; 2: 55 °C; 3: 56 °C; 4: 57 °C; 5: 58 °C; 6: 60 °C; 7: E2348/69 — Controle positivo; 8:
1551-2 — Controle negativo. (B) Dupla digestdo do inserto (Canaleta 1) e vetor (Canaleta 2)
com as enzimas BamH]I e Eagl.

Em seguida, foi realizada a ligagado de ecpAsar2s0 com o vetor seguido pela
transformacao por eletroporacdo em cepas decpA competentes. Para comprovagao
da clonagem por PCR foram selecionados 19 clones e, portanto, a complementagao
do mutante (AecpA+pEcpA). Dos 19 clones obtidos todos foram confirmados positivos
para a complementagao (Figura 17, canaletas 1 — 19). Em todos os clones observou-
se a amplificacdo de dois fragmentos distintos, um referente a clonagem em
pACYC184 e outro da amplificacdo do restante do gene no cromossomo, como
esperado.

Figura 17 - Perfil eletroforético da reagcdo de PCR para confirmagéo da complementagéo do
AecpA+pEcpA.

PM: 1 Kb plus (Thermo Fisher Scientific, USA), 1-19: clones 1 - 19



O fragmento de 550 pb do clone 1 foi purificado e sequenciado com os
iniciadores ecpRAB (Figura 18 A). Alinhamento da sequéncia de ecpAsa12s0 clonado
no vetor pACYC184 com a sequéncia de ecpA da cepa selvagem resultou em uma
identidade de 99% com 95% de cobertura (Figura 18 B).

Figura 18 - Confirmagao da complementagao de decpA+pEcpA.

Amplicon de pEcpA (568 pb)
ACTGGTACTGTGTATTACGGTACAGGTGTAGCGCAGGCTGCTGACGTAACAGCTC
AGGCTGTAGCGACCTGGTCAGCAACAGCCAAAAAAGACACCACCAGTAAGCTGGT
TGTGACGCCACTCGGTAGCCTGGCGTTCCAGTATGCCGAAGGCATTAAAGGTTTTA
ACTCACAAAAAGGTCTATTTGACGTGGCTATCGAGGGTGACTCAACGGCTACCGC
CTTTAAACTGACCTCACGCCTTATCACCAACACCTTAACCCAGTTGGATACCTCAG
GTTCCACACTGAATGTGGGCGTGGATTATAACGGCGCGGCAGTCGAAAAAACTGG
CGATACCGTGATGATCGATACCGCCAACGGCGTACTGGGCGGCAACCTTAGCCCA
CTGGCTAACGGTTACAATGCCAGCAATCGTACCACCGCACAGGATGGTTTCACTTT
CTCCATCATCAGCGGCACCACCAATGGTACCACCGCAGTAACCGATTACAGCACT
CTACCGGAAGGCATCTGGAGCGGCGACGTTAGCGTACAGTTCGACGCTACCTGGA
CCAGTTAACGGCCGA

(A) Sequéncia de nucleotideos do fragmento de ecpAgai2s0 clonado no vetor pACYC184. (B)
Alinhamento da sequéncia de ecpAgai2so clonado no vetor pACYC184 com a sequéncia de
ecpA da cepa selvagem

As cepas BA1250, AecpA e AecpA+pEcpA foram caracterizadas quanto a

produgao de ECP para confirmagao de complementacao. Para isso, foram realizados



ensaios de ELISA com todos os clones obtidos para quantificar a producéo da fimbria
ECP pelas cepas (Figura 19). Em nenhum dos clones obtidos por complementagao
observou-se o reestabeleciomento da producéo da fimbria em niveis comparados com
o da produgao pela cepa selvagem, mesmo tendo-se confirmado a clonagem. O clone
19 apresentou discreta produgao da fimbria, mas como a detecc¢éo foi extremamente
baixa em relacdo a BA1250 ndo se pode considerar uma cepa complementada com

SuUcCesso.

Figura 19 - Anadlise da produgao de ECP para confirmagao da complementagao por ELISA
indireto com soro de coelho anti-ECP.
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4.3.1.2. Mutagénese sitio dirigida do operon ecp completo

A primeira etapa na delecdo dos genes ecpRABCDE foi a obtencdo do
fragmento linear do cassete de recombinacdo por reagdo de PCR utilizando o
plasmideo pKD4 como molde de DNA e o par de iniciadores ecpRkan-1/ecpEkan-2.
O fragmento do cassete de resisténcia a canamicina possui 1.400 pb, (Figura 20 A).
ApoOs obtengdo do fragmento, este foi purificado e transformado na BA1250
expressando as recombinases codificadas pelo plasmideo pKM208. Nove clones

recombinantes foram obtidos com resisténcia a canamicina e submetidos a cura do



plasmideo pKM208 apds dois repiques sucessivos a 42 °C. Os candidatos a mutantes
foram submetidos a reagées de PCR com os iniciadores ecpR-F1/ecpE-R1, gerando
fragmentos de aproximadamente 1.500 pb (Figura 20 B), o que indica a incorporagao
do cassete de recombinagdo ao genoma. O fragmento obtido apos reagdo de PCR
com os iniciadores ecpR-F1/ecpE-R1 utilizando a cepa BA1250 como molde de DNA
€ de aproximadamente 7,5 kb, o que dificulta a sua visualizagdo na eletroforese em

gel de agarose (Figura 20 B — canaleta 10).
Figura 20 - Mutagédo em ecoRABCDE da cepa BA1250.

A B

(A) Perfil eletroforético da reagcdo de PCR para amplificagdo do cassete de resisténcia a
canamicina. PM: Mass ruler (Thermo Fisher Scientific, USA), 1: cassete de resisténcia a
canamicina. (B) Perfil eletroforético da reagao de PCR para confirmagao da delagao do operon
ecp. PM: Mass ruler (Thermo Fisher Scientific, USA), 1: clone 1; 2: clone 2; 3: clone 3; 4: clone
4; 5: clone 5; 6: clone 6; 7: clone 7; 8: clone 8; 9: clone 9; 10: Cepa selvagem BA1250

Os pares de iniciadores ecpA-F 1/ecpA-R1 foram utilizados em reag¢des de PCR
com as cepas BA1250, decpA:cat, AecpA e AecpRABCDE (Figura 21 A). O iniciador
ecpA-F1 anela na porgao intergénica de ecpR e ecpA, enquanto o iniciador ecpA-R1
anela no inicio no gene ecpB. O amplicon esperado na reagao com BA1250 era de
704 pb, enquanto AdecpA:cat era de aproximadamente 1300 pb, AecpA de 200 pb e
auséncia de amplificagdo com 4ecpRABCDE. O tamanho dos produtos obtidos foram
todos de acordo com o esperado (Figura 21 A). O mutante obtido também foi
caracterizado quanto a produg¢ao de ECP por ensaio de ELISA, confirmando a delecao
do operon ecp (Figura 21 B).



Figura 21 - Confirmacgao das dele¢gdes em ecpA e ecoRABCDE.
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(A) Perfil eletroforético em gel de agarose (1%) para confirmacdo das duas delegbes
realizadas em ecpA e ecoRABCDE. (B) Analise da produgédo de ECP para confirmagao da
mutacao de ecpRABCDE por ELISA indireto com soro de coelho anti-ECP.

4.3.1.3. Curva de crescimento

As cepas geneticamente modificadas (4decpA e AecpRABCDE) foram avaliadas
quanto ao perfil de crescimento em algumas condi¢des de cultivo como LB e meio M9
a 37 °C e M9 e meio E3 a 28,5 °C por 24 h sob leve agitagdo, condi¢des que seriam
utilizadas em ensaios subsequentes. As trés cepas analisadas apresentaram o
mesmo perfil de crescimento, ndo havendo alteragdo desta caracteristica nos
mutantes (Figura 22).



Figura 22 - Curva de crescimento das cepas BA1250, AdecpA e AecpRABCDE cultivadas em
LB e meio M9 a 37 °C e M9 e meio E3 a 28,5 °C por 24 h.
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4.3.1.4. Motilidade
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Além da curva de crescimento, as duas cepas que sofreram manipulagao

genética (decpA e AecpRABCDE) também foram avaliadas quanto a motilidade,

comparada com a cepa selvagem BA1250. Nos ensaios de motilidade todas as cepas

apresentaram-se moveis (Figura 23), caracteristica esta que, poderia influenciar na

patogenicidade bacteriana.



Figura 23 - Motilidade das cepas BA1250, decpA e AecoRABCDE em meio LB semissélido.

(A) BA1250; (B) decpA; (C) 4ecpRABCDE; (D) EAEC 042 — Controle positivo; (E) Shigella
flexneri — Controle negativo.

4.3.1.5. Formacgéo de biofilme

A formacao de biofilme foi investigada utilizando-se trés superficies distintas,
como o cultivo em placas de meio YESCA, placas de poliestireno e em laminulas de
vidro.

Para o ensaio de formacao de biofilme em placas de meio YESCA, as cepas
BA1250, decpA e AecpRABCDE foram inicialmente cultivadas em meio LB a 37 °C,
em seguida inoculadas nas placas de teste e incubadas a temperatura ambiente por
15 dias.



Um dia apds o inicio do ensaio pode ser observado o crescimento bacteriano
em formato circular bastante uniforme de todas as cepas testadas (Figura 24-1). Com
7 dias apds o inicio do ensaio, as cepas BA1250 e AecoRABCDE continuaram a
apresentar um crescimento circular com bordas bem delimitadas, sendo impossivel
de diferencia-las uma da outra. Ja a cepa AdecpA passou a apresentar um padrido de
colénia com borda irregular, muito diferente da observada pela cepa selvagem e
AecpRABCDE (Figura 24-7). No ultimo dia de ensaio, as cepas BA1250 e
AecpRABCDE permaneceram com o perfil de crescimento semelhante uma da outra,
com as bordas da colénia praticamente definida como lisas. Por outro lado, a mutante
AecpA apresentou um crescimento completamente irregular, com perda total da
caracteristica circular observada inicialmente e extremamente diferente das outras

duas cepas testadas (Figura 24-15).

Figura 24 - Perfil de crescimento das cepas em placas de meio YESCA.
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(A) BA1250, (B) decpA, (C) 4ecpRABCDE, (D) 042 — controle positivo por 1, 7 e 15 dias a
temperatura ambiente.



Os ensaios quantitativos de biofilme foram realizados em placas de poliestireno
e sobre laminulas de vidro com quantificagéo por incorporacao de cristal violeta em
periodos de 24 e 48 h com o cultivo realizado a 37 °C. Durante estes ensaios, foi
observado que a cepa selvagem ndo € formadora de biofiime em nenhuma das
superficies testadas e que nenhuma das duas manipulagbes genéticas realizadas
foram capazes de alterar esta caracteristica, ja que os mutantes também foram

classificados como nao formadores de biofilme (Figura 25).

Figura 25 - Formagéo de biofilme em placas de cultivo celular de poliestireno e sobre laminulas
de vidro ap6s cultivo por 24 € 48 h a 37 °C.
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Estas caracterizagcdes fenotipicas demonstraram que ECP e as intervencdes
genéticas nao alteraram o perfil de motilidade, niveis de crescimento e do padr&o de



biofilme, pontos importantes da patogénese bacteriana. Entretanto, a delegdo unica
do gene ecpA demonstrou significativa alteragdo quanto ao perfil da colonia bacteriana
no cultivo em placas de meio YESCA.

4.3.2. Modelo de infeccédo in vivo em zebrafish

O conjunto de dados obtidos até o momento demonstrou alteracdo de
caracteristicas fenotipicas apos a delegdo do gene ecpA na cepa BA1250. A etapa
seguinte foi a investigagao da influéncia desta fimbria na colonizagao intestinal por
aEPEC, empregando o modelo in vivo com larvas de zebrafish.

4.3.2.1. Ensaio de colonizagéo intestinal

Os animais utilizados nos ensaios de colonizagao intestinal possuiam 96 h pos-
fertilizagdo (hpf), momento em que as larvas ja possuem boca e trato digestivo
funcional, ou seja, poderiam ser infectadas por via oral. As infe¢des foram realizadas
com aproximadamente 2 x 10° UFC de BA1250, AecpA ou AecpRABCDE diluidos em
meio proprio para cultivo das larvas (meio E3), seguido pela quantificagdo da carga
bacteriana apds 24, 48 e 72 h pds infecgdo (hpi). Como controle de infecgéo foi
utilizada a quantificacdo da carga bacteriana de animais ndo infectados que eram
mantidos em meio E3 estéril pelo mesmo periodo do ensaio e, como esperado nao foi
detectado crescimento de E. coli durante todo o periodo do experimento. Todas as
quantificagoes foram realizadas em placas de MacConkey a fim de se utilizar um meio
seletivo para E. coli.

As larvas infectadas com a cepa selvagem foram consistentemente
colonizadas com alta carga bacteriana, entre 1 x 10*e 5 x 10°, durante os trés pontos
de infecgédo analisados (Figura 26). O mutante AdecpA é extremamente deficiente na
capacidade de colonizagdo intestinal. Ja nas primeiras 24 hpi a carga bacteriana
recuperada foi menor do que 10% da carga recuperada nos ensaios com BA1250,
sendo a infeccdo praticamente eliminada apdés 72 hpi. Surpreendentemente, nao
houve diferenca estatistica entre o numero de UFC recuperados apés infec¢édo com o
mutante 4ecoRABCDE quando comparado com a cepa selvagem. Este mutante foi

capaz de colonizar as larvas consistentemente durante todo o periodo do ensaio



(Figura 26). Durante todo o experimento os animais foram avaliados quanto a morte

e sinais clinicos de doenca, mas n&o apresentaram resultados significantes.

Figura 26 - Colonizagao intestinal de larvas de zebrafish com 96 hpf por BA1250, AecpA,
AecpRABCDE.
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A fim de avaliar o sitio de infec¢cdo na colonizagao das larvas de zebrafish por
via oral, as trés cepas foram transformadas com o plasmidio pmCherry, que confere
coloracdo vermelha para as bactérias. O fato das larvas de zebrafish serem
transparentes durante todo o desenvolvimento permitiu acompanhar o caminho
percorrido por todo o curso da infecgao bacteriana.

Apos infecgdo das larvas com a cepa selvagem, foi possivel observar uma
colonizagéo bastante especifica, ja que a adesao bacteriana ocorreu apenas na regiao
intestinal. Nas primeiras 24 hpi houve uma maior concentragcédo bacteriana na porcao
do bulbo intestinal, 0 que ndo se manteve apds 48 e 72 hpi, pois houve uma maior

concentragao na porgao posterior do intestino (Figura 27).



Figura 27 - Colonizagao intestinal de larvas de zebrafish com 96 hpf por BA1250::mCherry.
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Apés 24 hpi das larvas pelo mutante AecpA foi possivel observar que a
colonizacdo detectada nao ocorre no bulbo intestinal, sitio colonizado pela cepa
selvagem no mesmo periodo. Diferentemente, a ades&o observada parece ocorrer no
pancreas da larva de zebrafish (Figura 28). Ja com 48 hpi ha uma ligeira adeséo na
porcdo do bulbo intestinal e também na porcédo posterior do intestino, por onde é
praticamente eliminada com 72 hpi. Estes resultados corroboram aos obtidos nos

ensaios quantitativos de colonizagéo.



Figura 28 - Colonizagao intestinal de larvas de zebrafish com 96 hpf por decpA::mCherry.

24 hpi

48 hpi

72 hpi

Novamente de maneira surpreendente, a colonizagcdo pelo mutante
AecpRABCDE com 24 hpi foi detectada aparentemente no mesmo sitio de adesdo do
mutante AdecpA. Porém, com 48 e 72 hpi a maior parte da adesado bacteriana foi
detectada na porgéo do bulbo intestinal, com pequena colonizagao da porgao posterior
do intestino da larva (Figura 29). Estes resultados demonstram que apesar de nao
haver diferenca estatistica da carga bacteriana recuperada apoés infecgéo pelas cepas

selvagem e mutante 4ecpRABCDE, o sitio de colonizagdo ndo € o mesmo.



Figura 29 - Colonizagdo intestinal de larvas de zebrafish com 96 hpf por
AecpRABCDE::mCherry.
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4.3.2.2. Ensaio de infec¢do cavidade pericardica

Os ensaios anteriores demonstraram uma significante importancia de EcpA
para a colonizacdo intestinal e a evidente capacidade de adesdo do mutante
AecpRABCDE, que ocorre de maneira similar a cepa selvagem. Com o intuito de
investigar se este perfil de ades&o ocorria apenas no sitio intestinal, foram realizados
ensaios de infecgdo local na cavidade pericardica.

Para estes ensaios foram utilizadas larvas com 48 hpf. Com 24 hpf os embrides

tiveram o cérion retirado pela adicdo da enzima pronase e liberagao das larvas. As



microinje¢des com as cepas BA1250, AdecpA e AecpRABCDE foram realizadas
diretamente na cavidade pericardica com 10%® UFC/larva. Os animais foram
monitorados para o aparecimento de sinais clinicos de doenga e sobrevivéncia.

Nas infec¢des realizadas com as cepas selvagem e A4ecpRABCDE apenas 25
e 32% das larvas sobreviveram, respectivamente. Surpreendentemente, todas as
larvas sobreviveram apods infec¢des realizadas com o mutante decpA (Figura 30).
Estes resultados sugerem fortemente que na auséncia de EcpA a cepa de aEPEC
nao € capaz de colonizar o sitio da cavidade pericardica e, portanto, € completamente

eliminada do animal antes de causar quaisquer danos a saude do mesmo.

Figura 30 - Infecgdo da cavidade pericardica de larvas de zebrafish com 48 hpf por BA1250,
AecpA, AecpRABCDE.
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4.3.2.3. Ensaio de infec¢do sistémica

Em conjunto, os dados obtidos por colonizagao/infecgao local demonstraram a
significante diferenca entre a capacidade de adesdo do mutante decpA e a também
significante similaridade entre a adesao realizada pelo mutante AecoRABCDE. Com
o intuito de investigar se este perfil se dava apenas em colonizagdes locais, foram
realizados ensaios de infeccao sistémica.

Para tanto, larvas com 48 hpf foram utilizadas, o cérion foi retirado pela adicao
da enzima pronase e liberacdo das larvas apos 24 hpf. As microinje¢cdes foram

realizadas com as cepas BA1250, AecpA e AecpRABCDE diretamente na no vale de



circulagdo com 103 UFC/larva. Os animais foram monitorados quanto ao aparecimento
de sinais clinicos de doenga e sobrevivéncia.

Nos ensaios de infeccdo sistémica foi observado um perfil similar de
sobrevivéncia das larvas infectadas quanto ao detectado durante as infecgbes da
cavidade pericardica. Neste ensaio, 86% dos embrides infectados com o mutante
AecpA sobreviveram, enquanto 52 e 41% das larvas infectadas com a cepa selvagem
e AecpRABCDE sobreviveram, respectivamente (Figura 31). Vale ressaltar que, assim
como nas infecgdes da cavidade pericardica, apesar da diferenga de sobrevivéncia
das larvas infectadas com BA1250 e AecoRABCDE, nao ha significancia estatistica

entre elas.

Figura 31 - Infecgéo sistémica de larvas de zebrafish com 48 hpf por BA1250, AecpA,
AecpRABCDE.
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4.4. Analise da producao de adesinas em diferentes condi¢cdes de cultivo

Os resultados obtidos sugerem dois importantes pontos, o primeiro que EcpA
é fundamental na capacidade de adesé&o por cepas de aEPEC e o segundo € que na
auséncia de todos os genes que compdem O operon ecp, provavelmente outra
adesina compense esta delecao e restabeleca a capacidade de colonizagao.

Para tentar identificar se alguma adesina passa a ter a sua produgao
aumentada na cepa mutante 4ecpRABCDE foram realizados ensaios de ELISA com

o cultivo bacteriano realizado em condi¢cdes que se assemelhem as encontradas nos



ensaios de colonizacdo e infeccdo. Nestes ensaios foram utilizados anticorpos
especificos para a detecgao das seguintes adesinas: EspA, Fimbria do tipo 1 (T1P),
Fimbria hemorragica de coli (Hcp), Curli, Fimbria de ligagao a laminina (ELF — YcbQ),
intimina e ECP como controle da reacéo.

A primeira condi¢ao foi o cultivo das cepas bacterianas em meio DMEM a 28,5
°C. Na Figura 32 é possivel observar que nesta condigdo de cultivo nenhuma das
adesinas testadas tém uma maior producao pela cepa AecpRABCDE comparada com
as outras duas cepas. Por outro lado, as adesinas T1P, Curli e YcbQ apresentam-se

em um nivel mais alto de producao pelo mutante AecpA.

Figura 32 - Analise da produgao de EspA, T1P, Hcp, Curli, YcbQ, intimina e ECP por ELISA
indireto pelas cepas BA1250, decpA e AecpRABCDE cultivadas em DMEM a
28,5 °C.
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O ELISA indireto foi repetido apds cultivo bacteriano em DMEM a 37 °C com o
intuito de identificar se a temperatura poderia alterar o perfil de producédo de adesinas
pelas trés cepas.

Nestes ensaios observamos que a Hcp foi mais produzida pelo d4ecpA quando
comparado com a selvagem e mutante 4ecoRABCDE (Figura 33). Todas as outras
adesinas testadas foram produzidas em baixo nivel pelas trés cepas e ndo houve
diferencga estatistica entre elas.



Figura 33 - Analise da produgao de EspA, T1P, Hcp, Curli, YcbQ, intimina e ECP por ELISA
indireto pelas cepas BA1250, AecpA e AecpRABCDE cultivadas em DMEM a 37
°C.
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A Ultima condicdo testada para a detecgdo de adesinas foi com o cultivo
realizado em meio M9 a 37 °C. Esta condi¢cédo foi selecionada por ser igual ao de
cultivo bacteriano antes das infecgdes com larvas de zebrafish, assim, o intuito era
avaliar se haveria uma maior produ¢ado de uma determinada adesina previamente do
contato com o animal.

Porém, com o cultivo bacteriano realizado no meio M9 houve detecgao apenas
de Hcp, com o mesmo perfil de produgéo do cultivo em DMEM a 37 °C (Figura 34).
Por ser um meio minimo era realmente esperada uma baixa producédo das adesinas

por todas as cepas, inclusive de ECP.



Figura 34 - Analise da produgao de EspA, T1P, Hcp, Curli, YcbQ, intimina e ECP por ELISA
indireto pelas cepas BA1250, decpA e AecoRABCDE cultivadas em M9 a 37 °C.
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4.5. Determinagao in silico da presenga de adesinas na cepa BA1250

Como nao foi possivel identificar qual adesina tem sua produgao aumentada
apos delecéo de todos os genes do operon ecp pela limitagdo da disponibilidade de
anticorpos em nosso laboratorio, passamos a realizar analises in silico utilizando o
sequenciamento completo do genoma de BA1250.

Para isto, foi utilizado o software SPAAN (SACHDEVA et al., 2005), que utiliza
a inteligéncia artificial para realizar predigbes, sobre quais estruturas possuem
caracteristicas de adesinas.

Com a aplicagdo do programa na sequéncia de aminoacidos obtidos pelo
sequenciamento da cepa selvagem foram identificadas 4.547 estruturas com
caracteristicas relacionadas a adesinas (Tabela 7). Alguns parametros devem ser
levados em conta, como o valor de Pag, que esta relacionado com uma maior ou menor
probabilidade daquela predicdo estar correta, onde valores de Pas >0,51 séao
considerados bons. Restringindo a analise para estruturas com valores de Paq >0,51,
sdo identificadas 1045 estruturas.

Para limitar ainda mais a busca pela possivel adesina alvo da analise, o valor
de Paq utilizado foi aumentado para >0,70, resultando em 303 estruturas identificadas.

Das 303 estruturas 91 estavam anotadas como “Hypothetical protein”, o que nao traria



respostas conclusivas, visto que séo proteinas ainda ndo descritas. Retirando estas
proteinas hipotéticas da busca, das 212 sequéncias restantes 31 possuiam em sua
anotacdo a palavra “Fimbrial’, o que demonstra a relacdo destas proteinas com
adesinas fimbriais. As proteinas encontradas com estas caracteristicas sao
subunidades de diversas fimbrias, sendo que diversas ja analisadas nos ensaios de
ELISA, restando entdo 24 proteinas “néo testadas” (Tabela 7).

Tabela 7 - Proteinas com caracteristicas de adesinas identificados no genoma de BA1250
pelo programa SPAAN.

Caracteristica Pad Numero
Proteinas/Adesinas total 0,21 -0,96 4.547
Adesinas >0,51 1.045
Adesinas >0,70 303
“Hypothetical protein” >0,70 91
“Fimbrial” >0,70 31
“Fimbrial” ndo testados >0,70 24

Realizando um estudo mais aprofundado destas fimbrias € possivel observar
que todas possuem valores de P2¢>0,70, 0 que demonstra a confiabilidade da analise
in silico.

As 24 proteinas selecionadas sao subunidades de 12 fimbrias sendo elas: LpfA,
Pap, CFA/I, S, Yfc, Yad, Yeh, Ybg, K88, Prs, Sfm e Ycb (Tabela 8). Deste grupo de
fimbrias destacam-se LpfA e Pap, amplamente estudadas pela relagdo com adesao
ao hospedeiro.



Tabela 8 - Adesinas fimbriais identificados no genoma de BA1250 pelo programa SPAAN
ainda nao estudadas neste trabalho.

Fimbria Pad
>DKEMMGOL_02627 putative major fimbrial subunit LpfA 0,96
>DKEMMGOL_03579 S-fimbrial protein subunit SfaH 0,94
>DKEMMGOL_03581 S-fimbrial protein subunit SfaG 0,86
>DKEMMGOL_00703 putative fimbrial-like protein YfcP 0,93
>DKEMMGOL_00704 putative fimbrial-like protein YfcQ 0,86
>DKEMMGOL_00708 putative fimbrial-like protein YfcV 0,78
>DKEMMGOL_00705 putative fimbrial-like protein YfcR 0,75
>DKEMMGOL_01394 putative fimbrial-like protein YadL 0,91

>DKEMMGOL_01395 putative fimbrial-like protein YadM 0,89

>DKEMMGOL_01398 putative fimbrial-like protein YadN 0,89
>DKEMMGOL_01392 putative fimbrial-like protein YadC 0,82
>DKEMMGOL_01393 putative fimbrial-like protein YadK 0,79
>DKEMMGOL_03313 Pap fimbrial major pilin protein 0,88
>DKEMMGOL_03307 Fimbrial protein PapE 0,79
>DKEMMGOL_03308 Fimbrial adapter PapK 0,76
>DKEMMGOL_03765 putative fimbrial-like protein YehA 0,87
>DKEMMGOL_04613 K88 fimbrial protein AC 0,87
>DKEMMGOL_01930 K88 fimbrial protein AD 0,77
>DKEMMGOL_01916 putative fimbrial-like protein YbgD 0,86
>DKEMMGOL_03306 Minor fimbrial protein PrsF 0,77
>DKEMMGOL_02112 CFA/I fimbrial subunit B 0,77
>DKEMMGOL_02633 putative fimbrial-like protein SfmH 0,77
>DKEMMGOL_02631 putative fimbrial-like protein YcbV 0,70

A analise in silico demonstrou que existem algumas opg¢des importantes a
serem estudadas para a identificacdo da possivel adesina alvo.

Em conjunto, estes dados evidenciam a grande importancia de EcpA na
patogénese de aEPEC e levantam duas hipoteses, sendo a primeira da produgao
aumentada de uma adesina, ainda n&o identificada, na auséncia completa dos genes
que compdem o operon ecp e a outra de que este operon quando expresso possa ter
papel inibitorio sobre esta mesma adesina.



5. DISCUSSAO

Diversos estudos indicam que na ultima década casos de infec¢des por aEPEC
passaram a ser mais prevalentes do que por tEPEC em paises em desenvolvimento
e desenvolvidos (HERNANDES et al., 2009; HU; TORRES, 2015, OCHOA et al., 2008;
SAKKEJHA et al., 2013; STAPLES et al., 2013). Os motivos das infecgbes emergentes
por este patdogeno ainda ndo foram completamente elucidados o que instiga a
identificacao de fatores de viruléncia determinantes para esse quadro clinico e melhor
entendimento do mecanismo de adesao destes patdgenos as células do hospedeiro.

Em bactérias patogénicas, as fimbrias frequentemente sdo fatores de adesao
cruciais, que medeiam a ligagdo as ceélulas alvo, evasdo do sistema imune do
hospedeiro e formagéao de biofiime (CUSUMANO; HULTGREN, 2009; DURAND et al.,
2009). Por este motivo, sdo consideradas importantes fatores de viruléncia,
necessitando um melhor entendimento de suas estruturas e detalhamento de seu
papel especifico na colonizagao por cada patatipo.

Por possuir grande heterogeneidade, ainda n&o foi descrito nenhum marcador
de adesdo caracteristico de aEPEC que seja de crucial importancia para a sua
patogénese. Neste estudo foi investigada a frequéncia, influéncia no fendtipo e o papel
da fimbria ECP na patogenicidade de aEPEC.

Em diversos estudos o gene ecpA é descrito como altamente prevalente em
cepas de DEC, presente em 96% em EAEC (AVELINO et al., 2010), 80% em ETEC
(BLACKBURN et al.,, 2009) e 86 e 100% em estudos realizados com aEPEC
(HERNANDES et al., 2011; MUNHOZ et al., 2018, respectivamente). Apesar da alta
prevaléncia do gene ecpA, estudos ainda n&do haviam sido realizados a fim de
identificar a totalidade dos genes que compdem o operon ecp. Nossos resultados
demonstraram que este operon é bastante conservado em aEPEC com o padréo de
adesao ALL, visto que foi identificado em praticamente 100% das cepas selecionadas,
sendo a unica excegao o gene ecpD, detectado em 96%. Hernandes e colaboradores
(2011) observaram grande variagcao genética em alguns genes do operon ecp, visto
que a deteccao de ecpA utilizando-se iniciadores de PCR internos para ecpA foi em
76% das cepas estudadas, enquanto a utilizagao de iniciadores de PCR para ecpRAB
resultou em apenas 46% de cepas positivas. A divergéncia entre os resultados pode
estar relacionada com uma maior conservacao deste operon em cepas de aEPEC que



apresentem o padrao ALL, ja que no estudo realizado por Hernandes e colaboradores
as cepas foram selecionadas randomicamente independente do padrao de adeséao

entre casos de diarreia e casos controles.

Apesar da alta conservagdo dos genes do operon ecp, 0s ensaios de
imunofluorescéncia realizados neste trabalho para deteccdo de ECP demonstraram
que 55% das cepas produzem a fimbria quando cultivadas em DMEM pré-
condicionado a 37 °C. A auséncia de produgéo de ECP por algumas aEPEC pode ser
atribuida a presenga de genes truncados e/ou a mecanismos regulatérios distintos de
cada cepa a resposta especifica a sinais ambientais. Além disso, ndo ha um consenso
na literatura quanto a condigdo ideal para a produgdo de ECP, ja que diversos
trabalhos demonstram a presencga desta fimbria em condicdes diferentes para cada
patotipo. Cepas de NMEC produzem ECP apenas apds cultivo em LB a 20 °C
(POUTTU et al., 2001), condigao nao compartilhada pelos grupos de DEC. A condigao
que favorece a produgao de ECP por EHEC é o cultivo em DMEM a 26 °C na presenca
de 5% de CO,, onde 86% das cepas estudadas eram ECP+ (RENDON et al., 2007).
Ja para ETEC o cultivo em meio pleuropneumonia-like organism (PPLO) a 37 °C
favorece a producao (BLACKBURN et al., 2009) e para aEPEC é o cultivo em DMEM
na presenga de sinais celulares a 37 °C (HERNANDES et al., 2011). Assim como
demonstrado por Stacy e colaboradores (2014) em cepas de E. coli patogénica em
aves (APEC), nossos dados indicam que ndo ha relagdo entre o sorogrupo e a
producado de ECP em cepas de aEPEC, visto que as cepas ECP+ pertencem aos
sorogrupos 04, 034, 051, 055, 026 0111, 0131 e ONT.

Para uma analise mais aprofundada da fungdo de ECP na patogenicidade de
aEPEC, a cepa BA1250 foi selecionada para a continuagéo do trabalho, sendo a maior
producao da fimbria nos ensaios de imunofluorescéncia o critério de selecao utilizado.
Com o resultado do sequenciamento foi possivel realizar duas mutacdes distintas em
BA1250, a primeira com a delegéo apenas de gene ecpA, onde todos os outros genes
do operon permaneceram intactos, e a outra com a dele¢do de todos os genes que
compdem o0 operon, ou seja, dos genes ecpRABCDE. A delegcdo de ecpA ja foi
demonstrada ser de grande importancia para adesao de cepas de UPEC em células
epiteliais HeLa e HTB-4, visto que mutantes neste gene foram aproximadamente 60%

menos aderentes (SALDANA et al., 2014). Além disso, a deficiéncia na capacidade



de adesédo as células epiteliais também foi demonstrada em mutantes de ecpA de
EHEC, EAEC e tEPEC (AVELINO et al., 2010; RENDON et al., 2007; SALDANA et
al., 2009b). No entanto, para nosso conhecimento, este é o primeiro estudo a realizar
deleg¢des dos genes ecpA e ecpoRABCDE em cepas de aEPEC.

A delecdo de ecpRABCDE foi realizada com o intuito de analisar alteragbes
fenotipicas decorrentes da completa auséncia de sinalizagdo do operon ecp, visto a
descricao da capacidade de polimerizacdo de EcpD independente de EcpA em cepas
de tEPEC (GARNETT et al.,, 2012). Apesar dos esforgos, ndo foi possivel a
complementacdo do mutante em ecpA. A complementagao dos mutantes em ecpA de
estudos anteriores foi alcangada apdés clonagem do gene da cepa selvagem em
vetores distintos sob controle do promotor do gene de resisténcia a diferentes
antibioticos (AVELINO et al., 2010; RENDON et al., 2007; STACY et al., 2014). A
clonagem do gene foi realizada com sucesso no vetor pACYC184, mas a produgao
da fimbria n&o foi reestabelecida. Os motivos para a auséncia de detecgéo da fimbria
por ensaios de ELISA e imunofluorescéncia podem ser deficiéncia na
transcrigdo/tradugédo das subunidades ou até mesmo deficiéncia na estrutura
conformacional da proteina final, o que impede sua detecg&o pelo anticorpo utilizado.
A auséncia de chaperonas pode resultar em subunidades com estrutura
conformacional incorreta e agregagao das mesmas, sendo posteriormente removidas
por proteases no espago periplasmatico (REMAUT et al., 2008; WAKSMAN, 2017;
WRIGHT; HULTGREN, 2006). Além disso, alteragdes na subunidade da adesina
levaria a ndo formacao de ECP, visto que esta é a subunidade chave para a
polimerizacao por fimbrias formadas pela via CU (WERNEBURG; THANASSI, 2018).

Neste estudo foram realizadas algumas analises fenotipicas para identificar
possiveis alteragdes resultantes das mutacbes realizadas na BA1250. Com a
realizacdo de curva de crescimento em diferentes condi¢gdes de cultivo, pudemos
demonstrar que tanto a delecdo do gene ecpA quanto a delegdo de ecoRABCDE nao

influenciam o padrao de crescimento.

Um trabalho comparando a motilidade da cepa APEC X7503 com os mutantes
AecpA, AecpD e AecpAAdecpD em placas de agar semissolido demonstrou que a
delecdo de ecpA tem pouco efeito neste fendtipo, enquanto a auséncia de ecpD no

simples e duplo mutante levou a diminuigédo significativa da motilidade a 28 e 37 °C



(STACY et al.,, 2014). Em contrapartida, estudos realizados com cepas de UPEC
(SALDANA et al., 2014) e NMEC (LEHTI et al.,, 2012) corroboram 0s Nnossos
resultados cuja dele¢do de ecpA ou de ecoRABCDE nao alteraram a capacidade de
motilidade de aEPEC. Interessantemente, a superexpressao de ecpR na NMEC IHE
3034 aboliu a motilidade da cepa pela intensa diminuicdo da expressao do operon

responsavel por codificar o flagelo (LEHTI et al., 2012).

A formacgao de biofilme é um ponto importante na patogenicidade, pois oferece
diversas vantagens, como aumentar a capacidade de sobrevivéncia de bactérias no
ambiente fora do hospedeiro e fornecer um ambiente propicio para a troca de material
genético. Um conjunto de expressdes génicas em E. coli facilita a formacgé&o de biofilme
em seus diferentes estagios, incluindo iniciagao, fixacdo e maturagdo. Trabalhos
anteriores demonstraram que ECP esta envolvida no estagio inicial do
desenvolvimento de biofilme de NMEC a 20 °C (LEHTI et al., 2010) e em APEC a 28
°C (STACY et al.,, 2014). Nos ensaios realizados neste trabalho, a cepa BA1250
demonstrou-se nao formadora de biofilme tanto em placas de poliestireno quanto em
laminulas de vidro a 37 °C e mutag¢des nao alteraram este fendétipo. Embora nao tenha
havido influéncia na producao de biofilme, houve significativa alteragao da arquitetura
da coldnia bacteriana da cepa decpA quando comparada com as cepas BA1250 e
AecpRABCDE. Durante o periodo do ensaio, a mutante AdecpA apresentou um
crescimento completamente irregular, extremamente distinto do detectado nas cepas
BA1250 e AecpRABCDE com colbnias apresentando bordas praticamente lisas.
Apesar de ensaio realizado em superficie diferente, Saldafia e colaboradores (2014)
identificaram que a deleg¢ao de ecpA na UPEC CFTO073 levou a significativa diferencga
do padrdao e arquitetura do biofilme formado quando comparada com a cepa
selvagem. Estes dados indicam que a produc&o de ECP contribui em algum grau para
a forma e a arquitetura do biofilme/colonia bacteriana, e que outras estruturas de
superficie estdo claramente envolvidas nesse fenébmeno.

Apesar do consideravel numero de trabalhos envolvendo a fimbria ECP e sua
funcdo na formacgéao de biofilme e adesao as células epiteliais in vitro, nenhum estudo
foi realizado aplicando-se modelos animais in vivo. O estudo de mecanismos da
interagédo patogeno-hospedeiro € essencial e gera enorme contribuigdo para a saude
publica, sendo que a utilizacdo de modelos in vivo aproxima os resultados do processo
biolégico e gera informagbes determinantes quanto ao diagndstico e terapia. O



desenvolvimento de novos modelos animais para testes in vivo, de manutengéo facil
e econdbmica, capazes de responder de maneira efetiva aos patdogenos e de produzir
respostas sobre as interagdes patdgenos-hospedeiro, sado primordiais para o
conhecimento da patogénese de DEC.

Nos ultimos anos, o zebrafish se tornou um poderoso modelo de animal
vertebrado para decifrar mecanismos de viruléncia de patdogenos que acometem
humanos (BRANNON et al., 2009; KIZY; NEELY, 2009; NEELY et al., 2002; WILES
et al., 2009). Embora o zebrafish tenha sido utilizado como modelo de infecgbes de
diversos patoégenos, inclusive EHEC (STONES et al., 2017), até onde sabemos esta
€ a primeira vez que é empregado para analisar infecgdes por aEPEC, assim como a
importancia de ECP na patogénese bacteriana.

A transmissao de aEPEC se da por via oral através de contaminacgao fecal-oral,
superficies, alimentos ou agua contaminada (revisado por HERNANDES et al., 2009;
HU; TORRES, 2015). Por este motivo, a via de infecgao utilizada foi a oral, ja que a
boca das larvas se abre trés dias ap6s a fertilizagao (WALLACE; PACK, 2003), o que
possibilita o processo infeccioso. As larvas infectadas com a cepa selvagem foram
consistentemente colonizadas com alta carga bacteriana, entre 1 x 10*e 5 x 10°
UFCl/larva, durante os trés pontos de infecgao analisados. O niumero de UFC obtido é
consistente com o numero obtido em infecgbes de zebrafish por Aeromonas veronii,
no qual foram recuperados 10* UFC/larva no mesmo periodo de interagédo (WILES et
al., 2009). E importante ressaltar que neste modelo a infecgdo por aEPEC nao
promoveu morte ou sinais clinicos, o que indica diferengas na patofisiologia do
desenvolvimento da colonizagdo entre humanos e zebrafish. No entanto, Stones e
colaboradores (2017) demonstraram que a presenga de sinais clinicos ou mortalidade
neste modelo pode ser cepa especifica, visto que a média de sobrevida das larvas
apos infeccao por EHEC O157:H7 Sakai foi de 76% e 56% com EHEC O157:H7 TUV
93-0.

O mutante AecpA foi extremamente deficiente na capacidade de colonizacéo
do zebrafish, visto que nas primeiras 24 hpi a carga bacteriana recuperada foi menor
do que 10% da carga recuperada nos ensaios com a cepa selvagem, sendo a infecgéao
extinta apos 72 hpi. A deficiente colonizagdo pela cepa AecpA era esperada e

corrobora com outros estudos que demonstraram a diminuicdo da capacidade de



adesao as células epiteliais in vitro de cepas de E. coli patogénicas apos delegao
deste gene (AVELINO et al., 2010; RENDON et al., 2007; SALDANA et al., 2014).

Surpreendentemente, o mutante AecpRABCDE colonizou as larvas
persistentemente durante as 72 hpi e com carga bacteriana semelhante a recuperada
apos infeccao pela cepa selvagem. Diversos trabalhos demonstraram o complexo
repertorio de genes de viruléncia presente em cepas de aEPEC envolvidos na
colonizac&do de hospedeiros. Porém, nossos resultados demonstraram a capacidade
de adaptacado deste patétipo em decorréncia da auséncia total de sinalizacdo da
presenca, do que indica ser, uma estrutura de adesao essencial para a colonizagao

bem-sucedida por esta cepa de aEPEC.

Os genes ecp sao transcritos como um operon a partir de um promotor
localizado 121 pb a montante do codon inicial do ecpR, que é positivamente regulado
pela ligacédo de EcpR. A ligagao sitio especifica de EcpR leva a transcricdo do restante
dos genes que compdem o operon e consequente produgdo de ECP. Além disso, a
ativagao mediada por EcpR € auxiliada pelo fator de integragcao do hospedeiro (IHF),
que é essencial para interromper a repressao exercida pela proteina estruturadora de
nucleo do tipo histona (H-NS) sob o promotor de eco (MARTINEZ-SANTOS et al.,
2012). Embora estudos futuros sejam necessarios, uma das hipoteses levantadas
para esclarecer a capacidade de adesao de AecpRABCDE ¢é a de que na auséncia de
todos os genes que compdem o operon ecp, outra adesina seja regulada de forma
positiva, e desempenhe a funcdo de adesina principal exercida até entdo por ECP.
Outra hipotese possivel é a de que a dele¢ao do gene regulador ecpR interrompeu o
efeito repressor exercido por EcpR sobre a expressao de outra adesina. Corroborando
com esta teoria, um estudo realizado com NMEC IHE 3034 demonstrou que EcpR
exerce grande efeito repressor sob a expressao do operon responsavel por codificar
o flagelo, visto que a superexpresséo de ecpR aboliu a motilidade da cepa (LEHTI et
al., 2012). Para NMEC, a estrutura flagelar, além da motilidade, mostrou-se relevante
para adesao e invasao bacteriana nas células endoteliais microvasculares do cérebro
humano (PARTHASARATHY; YAO; KIM, 2007). Da mesma forma, demonstrou-se
que flagelos de DEC estdo diretamente envolvidos na adesédo a células epiteliais
(GIRON et al., 2002; MAHAJAN et al., 2009). O regulador principal FIhD4Cz é
necessario para a expressdo dos outros genes do regulador flagelar e, portanto,



determina quando os flagelos serdo produzidos. Por consequéncia, o inicio da
transcricdo de flhDC constitui o principal ponto regulador do fenétipo de flagelagéo.
Portanto, a transcricdo do operon flhDC apresenta-se sob regulagdo negativa de
EcpR, além de responder a reguladores globais como H-NS (BERTIN et al., 1994;
SOUTOURINA et al., 1999). Outro exemplo seria o papel de SfaX que nao regula
significativamente a expresséo da fimbria correspondente, mas regula negativamente
a expresséo da fimbria do tipo 1 (SJOOSTROM et al., 2009).

Aproveitando-se da transparéncia das larvas de zebrafish e com o objetivo de
identificar se a colonizagao pela cepa selvagem e as duas mutantes ocorriam de forma
sitio especifica no intestino, os ensaios foram repetidos com essas cepas
transformadas com pmCherry. A cepa selvagem colonizou eficientemente o bulbo
intestinal com 24 hpi, e predominantemente a por¢ao posterior do intestino com 48 e
72 hpi. O sitio de colonizagao no zebrafish pela aEPEC BA1250 observado neste
trabalho difere do encontrado por Stones et al (2017) em infec¢gdes com cepas de
EHEC, onde ocorreu predominante adesdo na por¢do média do intestino do animal.
A adeséo a porgdes distintas do intestino de zebrafish entre EHEC e EPEC demonstra
semelhanga com os resultados encontrados em infecgdes no intestino humano e de
outros animais, onde estes patdégenos também se aderem a diferentes sitios
intestinais (NATARO, KAPER, 1998). Esta comparagao reforca a utilizagao de
adesinas distintas por cada patotipo, ja que sado encontrados diferentes tipos de
células em cada porgao intestinal, como enterécitos (bulbo e posterior), células
caliciformes produtoras de mucina (intestino inteiro) e células enteroenddcrinas
(bulbo) (WALLACE et al., 2005).

As estruturas de adesdo armam as bactérias com ferramentas moleculares
para identificar sitios preferenciais nos tecidos e desempenham um papel decisivo na
colonizagédo e adaptacédo a longo prazo. A colonizagdo detectada com 24 hpi pelo
mutante AecpA parece ocorrer de maneira bastante inespecifica com ligagdo as
células do pancreas e em 48 e 72 hpi é praticamente eliminada. Estes dados
corroboram com o padrao de colonizagdo observado nos nossos ensaios quantitativos

de UFCl/larva, onde ha baixa colonizagao inicial com posterior extingdo da infecgéo.

Os ensaios realizados com a cepa mutante AdecpRABCDE::mCherry

demonstraram que apesar de n&o haver diferenga estatistica da carga bacteriana



recuperada apds infeccdo comparado com BA1250, o sitio de colonizagcdo néo é o
mesmo. Assim como a AecpA, a adeséo inicial deste mutante possivelmente ocorre
no pancreas com 24 hpi. No entanto, com 48 e 72 hpi a colonizag&o ocorre fortemente
na porgao no bulbo intestinal, contrastando novamente com a cepa selvagem. Wang
e colaboradores (2010) realizaram uma analise de micro-arrays do intestino do
zebrafish adulto e identificaram a presenca de trés regides distintas com base em
dados sobre genes metabdlicos. Os autores dividiram o intestino em 7 segmentos de
comprimentos iguais (do bulbo 1 a porgéo posterior 7) e concluiram que o segmento
de S1 a S5 possui caracteristicas moleculares do intestino delgado, enquanto os
segmentos S6 e S7 compartilham caracteristicas do intestino grosso (WANG et al.,
2010). Estes dados deixam claro que o processo de adesao das cepas selvagem e
AecpRABCDE ocorre pela atuagao de diferentes estruturas de adeséo, visto que o
tropismo bacteriano é determinado pela natureza de suas fimbrias/adesinas (STACY
et al., 2014), que irdo se ligar a receptores especificos provavelmente localizados em
porcoes distintas do intestino do zebrafish.

Um ponto importante a ser ressaltado é que, assim como em humanos, o
intestino do zebrafish exibe motilidade periédica, com ondas de contracdes
peristalticas que se propagam ao longo de seu comprimento. Assim como o
identificado com infecgbes por Aeromonas, a adesao da BA1250 e AecoRABCDE
parece ser afetada pelas contragdes intestinais, ja que s&o identificados aglomerados
bacterianos. Em contrapartida, as infec¢des causadas por Vibrio cholerae sdo pouco
afetadas por este mecanismo, por apresentarem-se bem distribuidas ao longo do
intestino (WILES et al., 2016).

As bactérias podem sobreviver em ambientes muito diferentes, pois sentem e
se adaptam as mudangas no ambiente externo, alterando a expressao de seus genes
para aumentar a persisténcia (REDIERS et al., 2005). A presenga de ECP na maioria
das cepas de E. coli (RENDON et al., 2007) e em células da bexiga provenientes de
pacientes com infecgdo do trato urinario (SALDANA et al., 2014) sugere que a fungéo
de ECP pode néo ser especifica apenas para doengas gastrointestinais humanas,
mas também pode ser importante para a sobrevivéncia em varios nichos.

Para analisar se ECP também desempenha um papel de grande importancia
na colonizagao fora do trato intestinal, foram realizados ensaios de infecg&o local na

cavidade pericardica de zebrafish. As cepas BA1250 e AecoRABCDE mostraram-se



altamente letais, sendo que apenas 25 e 32% das larvas sobreviveram apds serem
infectadas por essas cepas, respectivamente. Nossos ensaios demonstraram que
neste modelo animal, cepas de aEPEC possuem potencial de viruléncia muito maior
do que cepas de UPEC causadoras de cistite e pielonefrite, APEC e NMEC (WILES
et al., 2009). Este trabalho demonstrou que os altos niveis de letalidade comparados
com os encontrados em nosso estudo s6 foram detectados apos infecgado com 5.000
UFCl/larva, comparado com 1.000 UFC/larva utilizados nos ensaios com aEPEC.
Novamente de maneira surpreendente, apos infecgdes com o mutante AdecpA todas
as larvas sobreviveram, demonstrando a completa redugao da viruléncia desta cepa.
Esta alteragdo resulta, provavelmente, da incapacidade de ligagdo das adesinas
expressas aos receptores presentes na cavidade pericardica com consequente
eliminacao das bactérias.

O processo de ativagdo do sistema imunologico inato do zebrafish foi
demonstrado em resposta as infec¢des realizadas na cavidade cardiaca com a cepa
laboratorial K12 MG1655 e as cepas patogénicas de UPEC F11, CFT073, 536 e UTI89
(WILES et al., 2009). Neste trabalho foi detectada uma intensa infiltracédo de fagdcitos
na cavidade pericardica apos a inoculagao da cepa n&o virulenta que resultou em uma
reducdo consideravel no numero de bactérias. Apesar da resposta imunoldgica
equivalente ou até mais alta, os fagocitos falharam em erradicar os isolados mais
letais de UPEC e acabaram sendo superados pelos patdgenos que se multiplicam
rapidamente. Curiosamente, os fagocitos foram vistos apenas ocasionalmente em
estreita associagdo as micro-colénias bacterianas formadas, sugerindo que esses
agregados possam ser fisicamente inacessiveis as células do sistema imunoldgico.
Estudos futuros sdo necessarios para investigar como o sistema imunologico do
zebrafish é ativado com infecgdes causadas por aEPEC e os mutantes em ecpA e em
ecpRABCDE.

Até o momento, o unico trabalho realizado para investigar o papel de ECP na
patogénese bacteriana em modelo in vivo foi o que empregou cepas de APEC na
infeccdo de galinhas com um dia de vida (STACY et al.,, 2014). Este estudo
demonstrou que a cepa APEC x7503 é altamente letal quando inoculada por via
subcutanea, matando 100% dos animais em 48 horas de infeccdo. Ja as cepas
mutantes em ecpA e em ecpD permaneceram com alto grau de letalidade, mas de
maneira mais lenta, visto que 10 e 18% dos animais permaneceram vivos apos 7 dias

de infecgdo. Este estudo também identificou que em comparacdo com a cepa



selvagem em uma infecgdo sistémica, o mutante AecpD coloniza os animais
lentamente sendo encontrada carga bacteriana mais baixas no sangue e 6rgéos
internos (bago e figado).

Apesar de ndo terem sido identificados casos de infec¢des sistémicas
causadas por aEPEC, tinhamos como objetivo analisar se ECP teria alguma fungao
na adesdo deste patdtipo quando inoculado por esta via. Para tanto, larvas de
zebrafish foram infectadas com a BA1250, decpA e AecoRABCDE. Nestes ensaios o
grau e perfil de letalidade das cepas testadas permaneceu o mesmo quando
comparado com infecgdo da cavidade pericardica, apesar de porcentagem de
sobrevivéncia diferente, com 86, 52 e 41% das larvas vivas apos infeccdo por BA1250,
AecpA e AecpRABCDE, respectivamente. Assim como o observado com cepas de
UPEC, o grau de letalidade em infecgbes sistémicas por aEPEC e seus mutantes
derivados pode ser dose-dependente, pois com aumento de UFC injetados, o numero
de larvas sobreviventes diminuiu (WILES et al., 2009). A resposta imunoldgica inata
também é rapidamente ativada em infec¢des sistémicas, onde ha um significativo
aumento da expressao de genes de citocinas pré-inflamatérias, como IL1b, TNFa, e
anti-inflamatéria, como IL-10, de embrides de zebrafish infectados por uma cepa
bacteriana, como S. typhimurium, que prolifera rapidamente e causa infec¢ao letal
(STOCKHAMMER et al., 2009)

Os dados resultantes das infecgdes em zebrafish com cepas de aEPEC e seus
mutantes sugerem fortemente que ECP possa afetar significativamente n&o apenas a
viruléncia deste patotipo, mas também a persisténcia e multiplicagcdo bacteriana no
hospedeiro e, consequentemente, o resultado final da infecgdo. A grande capacidade
de adesao desta fimbria possibilita a colonizagdo bacteriana em diversos sitios do
hospedeiro. Curiosamente, também foi demonstrada a notavel capacidade de
compensagao de AecpRABCDE para reestabelecer todo o perfil de viruléncia

apresentado pela cepa selvagem.

Uma comparacgao realizada com a sequéncia de aminoacidos da fimbria CS20
expressa por ETEC com as sequéncias de outras fimbrias demonstra que embora a
CS20 seja em alto grau geneticamente semelhante a fimbrias do trato urinario, ela
compartilha propriedades bioquimicas mais semelhantes as fimbrias CS2 e CFA/I,
que sao expressas no intestino (MORTEZAEI et al., 2015). Estes dados sugerem que



existe uma adaptagao orgao-especifica da mecanica das fimbrias, e que esta fungao
€ extremamente importante para patogénese de E. coli, pois permite que as bactérias

superem os desafios hidrodinamicos encontrados em diferentes ambientes.

Durante este estudo foi bem apontado que a cepa 4ecpRABCDE na auséncia
de ECP utiliza outras adesinas no processo de infeccdo local e sistémica. Ja foi
descrito um grande numero de tipos de adesinas que auxiliam no processo de ligagao
e adesao de bactérias, com importantes variagdes que favorecem a aderéncia de cada
grupo no ambiente e condigdo ideal. As adesinas EspA, T1P, Hcp, Curli, YcbQ e
intimina foram selecionadas como uma tentativa de identificacdo da estrutura de
adesao que passou a ter a sua producdo aumentada na cepa mutante AecoRABCDE.

A proteina EspA desempenha importante papel no SST3 de EPEC, no qual
configura uma estrutura filamentosa no injetossomo formado (CREPIN et al., 2005;
DANIELL et al., 2001, 2003). Analises mutagénicas identificaram motivos adesivos no
filamento EspA e o associaram na participagdo de agregados bacterianos durante a
formagéo de biofilme em superficies abiéticas (MOREIRA et al., 2006), além da
participagdo em conjunto com BFP na adesao intestinal realizada por EPEC (DEAN;
KENNY, 2009). A T1P é detectada na maior parte dos grupos de E. coli causadoras
de infecgbes diarreicas e extraintestinais, sendo uma importante adesina em UPEC e
EAEC (CONNELL et al., 1996; MOREIRA et al., 2003). Cepas de APEC com
mutagdes pontuais nos genes ecpA e/ou ecpD, apresentaram ainda significativa
capacidade de adesdo as células epiteliais in vitro, provavelmente pelo papel
desempenhado por T1P (STACY et al., 2014).

Cepas né&o patogénicas de E. coli contém e expressam o gene dependente da
prepilina peptidase (ppdD), que codifica uma fimbria do tipo IV denominada fimbria
hemorragica de coli (HCP) (FRANCETIC; LORY; PUGSLEY, 1998), mas a montagem
e sua associagao com adesao e formacao de biofiime foi demonstrada em EHEC
0157:H7 (XICOHTENCATL-CORTES et al., 2007). Soros de pacientes com sindrome
hemolitica urémica, mas n&o soros de individuos saudaveis, reconhecem a
subunidade principal da pilina, HcpA, sugerindo sua produgé&o in vivo durante
infeccbes por EHEC. Bactérias como E. coli e Salmonella entérica expressam fibras
adesivas do tipo amildide chamadas curli, que promovem agregacao bacteriana
(COLLINSON et al., 1993), favorece a colonizagao do hospedeiro e a formagéo de
biofime por EHEC 0O157:H7 (SALDANA et al., 2009a), e estd associada ao



desenvolvimento de biofilme a baixas temperaturas em uma cepa aEPEC O55:H7
(WEISS-MUSZKAT et al., 2010).

A fimbria de ligagéo a laminina de E. coli (ELF), também conhecida como YcbQ,
€ uma fimbria cujos genes de biogénese sdao homdlogos aos encontrados na fimbria
F17 de ETEC. Ja foi descrito seu papel como adesina acessoria em cepas de STEC
para mediar a adesao as células epiteliais intestinais humanas e ao tecido intestinal
de vaca e porco ex vivo (SAMADDER et al., 2009). A intimina € uma proteina de
membrana externa e € um dos mais importantes fatores de colonizacdo da EPEC, que
medeia a adesao intima ao hospedeiro (KAPER et al. 2004). Estudos avaliando a
prevaléncia dos subtipos de intimina mostraram que as classificadas como beta1,
epsilon1 e teta aparecem como as mais frequentes entre as cepas de aEPEC (ABE
et al. 2009; CONTRERAS et al., 2010; GOMES et al. 2004; XU et al, 2016).

Como também demonstrado em ECP, existe importante alteragdo na regulagéo
da producgao das fimbrias de acordo com o ambiente em que a bactéria se encontra.
Saldafia e colaboradores (2009b) demonstraram que quando as bactérias eram
previamente cultivadas em DMEM, ECP foi evidente nos estagios iniciais da infecgao
(1,5 h), e continuou presente durante toda a duragao do experimento (6 h). Por outro
lado, ECP nao foi detectada durante as primeiras 3 h de infeccdo quando foram
utilizadas bactérias previamente cultivadas em meio LB, sendo identificada apenas
apos 4,5 h do inicio da infecgdo.

Por este motivo, o cultivo em DMEM a 28,5 °C foi inicialmente selecionado por
ser a temperatura de manutencado das larvas de zebrafish e por ser um meio
extremamente rico, tendo em sua composigdo um grande conjunto de aminoacidos e
vitaminas, a fim de se aproximar do ambiente fisiologico. A analise da produgéo destas
cinco adesinas selecionadas demonstrou que, além da produgdo, sem diferencga
estatistica, de EspA, Hcp e intimina, ha um significante aumento da produgéo de T1P,
curli e YcbQ pela mutante em ecpA quando comparado com as cepas selvagem e
AecpRABCDE. Este resultado demonstra uma tentativa da bactéria de
contrabalancear a auséncia da pilina EcpA com o aumento de producdo de outras
adesinas. No entanto, os ensaios com zebrafish demonstraram que estas adesinas
devem ser utilizadas como acessérias nesta cepa de aEPEC e, portanto, ndo séo

suficientes no processo de colonizagao.



A temperatura € um fator importante que influencia a produgao de adesinas,
como ECP (LEHTI et al., 2010; RENDON et al., 2007). O cultivo das cepas em DMEM
a 37 °C alterou o perfil de produgdo de adesinas, sendo todas expressas sem
diferenca entre as cepas, exceto Hcp que apresentou um aumento de producgao pela
AecpA. A ultima condicdo analisada foi apos cultivo em M9 a 37 °C, por ser a condigao
adotada no crescimento das bactérias previamente aos ensaios com animais, o que
seria util em desvendar quais adesinas sdo utilizadas logo no primeiro contato com as
larvas. Porém, como esperado por ser um meio minimo, houve uma baixa produc¢ao
de todas as adesinas testadas, inclusive ECP, sendo Hcp a unica adesina

amplamente detectada expressa por AecpA.

Em conjunto, estes dados demostraram que EspA, T1P, Hcp, curli, YcbQ e
intimina ndo sao a adesina principal utilizada pela 4ecoRABCDE no processo
infeccioso.

Patogenos dispdem de um complexo repertério de genes de viruléncia para
uma colonizagao eficaz de seus hospedeiros. O genoma de E. coli patogénica e nao
patogénica contém pelo menos 16 operons diferentes que poderiam potencialmente
codificar adesinas fimbriais (BLATTNER et al., 1997; PERNA et al., 2001), além
daqueles que codificam adesinas afimbriais. No entanto, ainda ndo esta claro quais
desses operons sdo expressos ou funcionais no hospedeiro. As cepas de aEPEC
abrigam varios operons fimbriais distintos cujos produtos podem ser produzidos
isoladamente ou em combinacdo durante a infeccdo de células epiteliais cultivadas
(HERNANDES et al., 2011).

A cepa BA1250 teve seu genoma completo sequenciado neste estudo, o que
possibilitou analises in silico quanto a presencga de genes que codificam estruturas de
adesdao. O software SPAAN (SACHDEVA et al., 2005) utiliza inteligéncia artificial para
detectar padroes especificos contidos nas sequéncias de aminoacidos codificados
pelos genes do cromossomo bacteriano. Apds uma analise bastante restritiva, foram
identificadas 303 estruturas com altissima chance de serem classificadas como
estrutura de adesao. Quando a busca no genoma da BA1250 foi realizada utilizando
a palavra “fimbrial’ foram identificados, além dos ja estudados neste trabalho, genes
responsaveis por codificar subunidades de 11 adesinas fimbriais, entre elas as
fimbrias LpfA, Pap, CFA/l e S.



As fimbrias Pap e S tiveram sua relagdao com infec¢des do trato urinario por
UPEC amplamente descrita (BIDET et al., 2007; MULVEY, 2002; WILES; KULESUS;
MULVEY, 2008), em NMEC (CHAHALES; THANASSI, 2015; WRIGHT; HULTGREN,
2006), em algumas cepas de APEC (KARIYAWASAM; NOLAN, 2011) e em
baixissima frequéncia em aEPEC (GOMES et al., 2004). A fimbria S é codificada pelos
genes cromossdmicos SsfaCBADEFGSH que fazem parte de uma ilha de
patogenicidade transferida para UPEC por transmissao horizontal de genes (RIBIC et
al., 2018; WRIGHT; HULTGREN, 2006). Um estudo recente realizado com o objetivo
de estabelecer uma bacteriuria assintomatica com efeito protetor em hospedeiros
humanos acabou por detectar que a insercdo da fimbria P em uma E. coli
originalmente causadora de infecgdo assintomatica reverteu o fenotipo e passou a
causar sintomas nas pessoas infectadas (AMBITE et al., 2019). Os autores
observaram que a fimbria P ativa o fator de transcricdo IRF-7 do hospedeiro, que
regula a patologia nos rins infectados, e sugerem que um unico gene de viruléncia

potente pode ser suficiente para criar sintomas em hospedeiros humanos.

Ja foi relatado que LPF exibe propriedades diferentes de acordo com o patotipo
em que € encontrado, sendo que as variantes LPF4 e LPF>, desempenham papéis
necessarios na adesao de EHEC e AIEC as células intestinais do hospedeiro
(FARFAN; TORRES, 2012). A LPF também foi detectada em outras categorias de
DEC. Toma et al. (2006) relataram que a variante LPFo113 estava presente em 64,9%
das cepas de EAEC, 20% das cepas de EIEC, 43,3% das cepas de EPEC e 52% das
cepas de ETEC.

A fimbria CFA é uma das principais caracteristicas do grupo de ETEC,
juntamente com a producdo das toxinas LT e ST (NATARO; KAPER, 1998). Esta
adesina quando expressa por ETEC facilita a adesdo das bactérias a mucosa
intestinal e confere especificidade quanto ao hospedeiro colonizado (GAASTRA;
SVENNERHOLM, 1996; QADRI et al., 2005). Cepas deste patétipo que produzem
CFA/l sédo consideradas como clinicamente mais importantes (GAASTRA;
SVENNERHOLM, 1996) e, juntamente com outros fatores de colonizagéo, sao as
mais prevalentes em estudos epidemiolégicos (ISIDEAN et al., 2011).

Recentemente foi identificada a presenca de uma fimbria ainda ndo descrita

em trabalho realizado com uma cepa hibrida EHEC/EAEC do sorotipo 0O23:H8



(PRAGER et al., 2014) que demonstrou que esta apresenta padrdao de adesao
agregativo as células epiteliais in vitro na auséncia dos genes que codificam a fimbria
AAF (BIELASZEWSKA et al., 2011; BOISEN et al., 2015; NAVARRO-GARCIA, 2014).
Nesta mesma cepa foram identificados genes plasmidiais que codificam proteinas
com limitada homologia (11-61%) as subunidades de BFP. Com a significativa
distancia da homologia entre as fimbrias conhecidas, estes genes foram denominados
como fimbria formadora de agregados (AFP) e o respectivo plasmideo de pAFP. O
operon afp € organizado de maneira semelhante ao operon bfp, e sao responsaveis
pela formacao da fimbria, auto-agregacéo, adeséo e citotoxicidade, além de estarem
presentes em uma variedade de E. coli patogénica intestinal de infecgdes humanas
(LANG et al., 2018). Apesar da clara distincdo entre AFP e BFP, a homologia dos
nucleotideos e aminoacidos entre essas duas fimbrias sugere que elas podem ter

funcdes semelhantes.

Dentre as adesinas encontradas em nossa analise in silico, estdo 91 proteinas
anotadas como “Hypothetical proteins”. Hernandes et al. (2011) falharam ao detectar
pelo menos uma das adesinas fimbriais investigadas em quase 25% das cepas de
aEPEC utilizadas no estudo. No entanto, estas cepas foram caracterizadas como
aderentes as células Hela, o que torna razoavel sugerir que outros mecanismos de
adesao sejam mediados por fimbrias ainda n&o descritas existentes nesse patotipo.
No entanto, como essas diferentes adesinas sdo sincronizadas e reguladas no
contexto de sitio e tempo de infecgao durante a interagdo da aEPEC com as células
hospedeiras ainda precisam ser definidas.

Nossos resultados demonstraram que o operon ecp é altamente conservado e
expresso em aEPEC, mas esta fimbria ndo influencia no padrao de crescimento e
motilidade da BA1250. Além disso, ECP parece ser imprescindivel para a adesao
intestinal in vivo e atua como importante fator de adesao deste patotipo em infecgdes
extraintestinais em zebrafish. Também evidenciamos que na completa auséncia do
operon ecp outra fimbria, ainda indeterminada, € capaz de contrapor a capacidade de
adesédo de aEPEC



6. CONCLUSOES

Coletivamente, os dados obtidos neste trabalho quanto a caracterizacéo
fenotipica e interagdo com modelo in vivo evidenciam que ECP & de extrema
importancia para a patogénese de aEPEC. Além disso, sugerem que a fungao desta
fimbria possa nao ser especifica somente para infecgdes gastrointestinais in vivo, mas
que possa ser importante para a sobrevivéncia da bactéria em diferentes nichos. O
trabalho também demonstrou a impressionante adaptabilidade da BA1250 por utilizar
o grande repertério de genes de viruléncia a seu favor e estabelece o zebrafish como

uma ferramenta valiosa para o estudo de adesinas fimbriais.
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