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RESUMO

Freire, C.A. Papel da serinoprotease Sat na patogénese da sepse causada por
Escherichia coli. 2021. 178 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2021.

As Escherichia coli extraintestinais (EXPEC) fazem parte da microbiota intestinal
humana, mas podem causar doenca ao acessar um sitio extraintestinal. Este
patdgeno € um dos principais causadores das infec¢des de corrente sanguinea (ICS),
uma vez que utiliza diversas estratégias para evasao dos mecanismos da imunidade
inata encontrados no sangue, como o sistema complemento. Dentre elas, destacam-
se dois membros da familia das Serino Proteases Autotransportadoras de
Enterobacteriaceae (SPATES), denominadas Pic e EspP, cujas acdes proteoliticas
sobre o complemento ja foram demonstradas. Porém, altas frequéncia do gene sat
(que codifica a SPATE Sat) tém sido detectadas em cepas de E. coli isoladas de
bacteremia, fato que sugere o envolvimento desta SPATE na patogénese das ICS.
Sat ja foi caracterizada quanto a sua acao citotoxica sobre diferentes linhagens
celulares, incluindo células endoteliais, mas sua possivel acdo imunomodulatéria
ainda nao foi investigada. Diante dessas evidéncias, o presente trabalho se propos a
avaliar o papel de Sat na patogénese das ICS e da sepse causada por E. coli.
Inicialmente, uma colecédo de 278 cepas de E. coli isoladas de bacteremia humana foi
analisada quanto a presenca de 12 genes que codificam SPATESs (eatA, epeA, espC,
espl, espP, pet, pic, sat, sepA, sigA, tsh e vat). Dentre eles, sat foi 0 mais frequente,
sendo detectado em 34,2% das cepas. Para continuidade do trabalho, a cepa EC071
foi selecionada desta colecdo por ndo possuir outros genes que codificam SPATES
além de sat. Seu genoma foi sequenciado e a presenca de outros genes relacionados
a resisténcia acdo bactericida do complemento, como genes de proteinas de
membrana externa (ompTc, ompTp e ompX) e a protease Prc foram detectados.
Ensaios de resisténcia a acdo bactericida do soro humano normal mostraram que a
cepa ECO071 resiste a essa atividade. A protease Sat foi purificada em sua forma nativa
a partir do sobrenadante de cultura da cepa EC071 e utilizada em ensaios proteoliticos
contra as proteinas do sistema complemento. As proteinas C2, C3, C3b, C4, C4b, C5,
C6, C7, C8 e C9 foram clivados por Sat e essas clivagens foram inibidas por
fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF), um inibidor de serinoproteases. Um mutante em sat
e mutantes complementados com o gene funcional ou nao funcional foram obtidos a
partir da EC071 e avaliados quanto a resisténcia a acdo bactericida do soro. No
entanto, ndo houve diferenca significativa no fenétipo apresentado pelas construcfes
em relacdo a cepa selvagem, indicando que Sat ndo € o Unico fator responsavel por
este fenétipo. Em um modelo murino de sepse, observou-se a redugédo de 50% nas
mortes dos animais infectados pela cepa mutante em relacao aos infectados pela cepa
selvagem e a complementacdo de Sat funcional na cepa mutante restaurou
parcialmente o efeito observado na cepa selvagem. Os resultados aqui apresentados
mostram que Sat esta envolvida no estabelecimento das ICS e da sepse e que, além
de desempenhar efeitos citotdxicos, pode conferir também protecdo contra o sistema
imune do hospedeiro por meio da clivagem direta de proteinas do sistema
complemento.

Palavras-chave: Escherichia coli. Bacteremia. Sepse. Sat. SPATEs.



ABSTRACT

Freire, C.A. Role of the serineprotease Sat in the pathogenesis of sepsis caused
by Escherichia coli. 178 f. Thesis (Ph.D. thesis in Microbiology) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2021.

Extraintestinal Escherichia coli (EXPEC) are part of the human intestinal microbiota but
can cause disease when accessing extraintestinal sites. This pathogen is one of the
main causes of bloodstream infections (BSI) due to several strategies used to evade
the mechanisms of innate immunity found in the blood, such as the complement
system. Among them, two members of the Serine Proteases Autotransporters of
Enterobacteriaceae (SPATEs) family, named Pic and EspP, have been described
presenting proteolytic effects against complement proteins. However, high frequencies
of sat, which encodes the SPATE Sat, have been detected in strains of E. coli isolated
from bacteremia, a fact that suggests the involvement of this SPATE in the
pathogenesis of BSI. Sat has already been characterized for its cytotoxic action on
different cell lines, including endothelial cells, but its possible immunomodulatory
effects have not yet been investigated. Considering these evidences, the present study
aimed to evaluate the role of Sat in the pathogenesis of BSI and sepsis caused by E.
coli. Initially, a collection of 278 strains of E. coli isolated from human bacteremia was
analyzed for the presence of 12 SPATEs-encoding genes. Among them, sat was the
most frequent, detected in 34.2% of the strains. The strain EC071 was selected among
that collection to continue the study due to the absence of other SPATEs-encoding
genes that encode besides sat. Its whole genome was sequenced, and the presence
of other genes related to resistance to the bactericidal action of the complement, such
as genes coding outer membrane proteins (ompTc, ompTp e ompX) and the Prc
protease were detected. Assays of resistance against the bactericidal action of normal
human serum showed that the EC071 strain could resist to that activity. The protease
Sat was purified in its native form from the culture supernatant of EC071 and used in
proteolytic assays against proteins of the complement system. The proteins C2, C3,
C3b, C4, C4b, C5, C6, C7, C8 and C9 were cleaved by Sat and these cleavages were
inhibited by phenylmethylsulfonyl fluoride, a serine protease inhibitor. A mutant in sat
and mutants complemented with the functional or non-functional sat gene were
obtained from ECO071 and tested for resistance against the bactericidal action of the
normal human serum. However, there was no significant difference in the phenotype
presented by the constructions in comparison to the wild-type strain, indicating that Sat
is not the unique factor responsible for this phenotype. In a murine sepsis model, a
50% reduction in deaths of the animals infected by the mutant strain was observed in
relation to those infected by the wild-type strain and the complementation of functional
sat in the mutant strain partially restored the effect observed in the wild strain. The
results presented in this study show that Sat is involved in the establishment of BSI
and sepsis and in addition to the cytotoxic effects, it can also provide protection against
the immune system of the host by the direct cleavage of proteins of the complement
system.

Key words: Escherichia coli. Bacteraemia. Sepsis. Sat. SPATESs.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1 Escherichia coli

Escherichia coli € uma bactéria Gram negativa primeiramente descrita em 1885
pelo pediatra alemé&o Theodor Escherich, que a isolou das fezes de uma crianca com
diarreia (ESCHERICH, 1988). Trata-se de um membro da familia Enterobacteriaceae
gue constitui uma parte significativa da microbiota do intestino grosso de humanos e
animais de sangue quente, sendo que a maioria das cepas vivem de forma comensal
no colon e raramente causam doenca em individuos sadios (GOMES et al., 2016;
KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

A estrutura gendmica de E. coli é dividida em duas grandes partes. A primeira
representa uma parte comum a todas as cepas, denominada core genome, e contém
genes conservados necessarios para as funcdes celulares, também chamados de
housekeeping genes (DOBRINDT, 2005; PITOUT, 2012). A andlise de alguns desses
genes permite a classificacdo filogenética das cepas de E. coli em oito diferentes
grupos (A, B1, B2, C, D, E, F e G), que representam diferentes subestruturas genéticas
relacionadas a aspectos como o habitat e manutencdo do DNA proveniente de outras
cepas (CHAUDHURI; HENDERSON, 2012; CLERMONT; BONACORSI; BINGEN,
2000; CLERMONT et al.,, 2013, 2019). A segunda parte do genoma de E. coli
compreende um conjunto flexivel de genes que ndo é comum para todas as cepas e
qgue fornece propriedades adicionais para aquelas que as possuem. A constituicao
dessa por¢do € moldada por eventos de transferéncia genética horizontal (horizontal
genetic transfer, HGT), através da aquisicdo de elementos genéticos mdveis que
podem se integrar ao cromossomo ou se replicar independentemente, como ilhas de
patogenicidade, bacteriéfagos e plasmideos (DOBRINDT, 2005; PITOUT, 2012).

A aquisicdo de genes que codificam fatores de viruléncia através desses
eventos resultou no estabelecimento de clones altamente especializados, com grande
habilidade de colonizacdo de novos sitios e, consequentemente, capazes de causar
doenca em hospedeiros imunocompetentes (BIELASZEWSKA et al., 2007; CROXEN,;
FINLAY, 2010; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Dessa forma, a diversidade e
versatilidade apresentadas pelas cepas de E. coli permitem que sejam divididas em

trés grandes grupos: comensais nao patogénicas, patogénicas intestinais e
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patogénicas extraintestinais (DOBRINDT, 2005; JOHNSON; RUSSO, 2002; RUSSO;
JOHNSON, 2000).

Geralmente, as E. coli comensais ndo patogénicas ndo possuem O0s
determinantes de viruléncia encontrados nas cepas patogénicas, apesar de serem
capazes de causar doenca em individuos imunocomprometidos ou acometidos por
alguma doenca de base (JOHNSON; RUSSO, 2002; PICARD et al., 1999; RUSSO;
JOHNSON, 2000; SMITH; FRATAMICO; GUNTHER, 2007). J& as E. coli patogénicas
sédo classificadas em diferentes patotipos (Figura 1), que representam um grupo
especifico de clones que compartilham fatores de viruléncia e certas caracteristicas
fenotipicas (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; JOHNSON; RUSSO, 2018). No
entanto, certos isolados combinam importantes caracteristicas de viruléncia de
diferentes patétipos e séo considerados cepas hibridas potencialmente virulentas
(GOMES et al., 2016; SANTOS et al., 2020).

Figura 1 — Patétipos reconhecidos de E. coli.

Cérebro: NMEC

Corrente sanguinea:
SEPEC, UPEC e NMEC

Intestino grosso:
EHEC, EPEC, EIEC e EAEC
Rins: UPEC

Intestino delgado:
ETEC, EPEC, DAEC e EAEC

Bexiga: UPEC

Fonte: Adaptado de Croxen e Finlay (2010).

NMEC: E. coli causadora de meningite neonatal; SEPEC: E. coli associada a sepse; UPEC: E. coli
uropatogénica; EHEC: E. coli enterohemorragica; EIEC: E. coli enteroinvasora; EAEC: E. coli
enteroagregativa; ETEC: E. coli enterotoxigénica; DAEC: E. coli que adere difusamente.
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As E. coli patogénicas intestinais, também conhecidas como diarreiogénicas
(DEC), séo classificadas em seis patétipos, de acordo com 0s mecanismos de
viruléncia empregados e sintomas clinicos provocados, sendo alguns deles
considerados importantes problemas de saude publica em alguns paises (CROXEN
et al., 2013; GOMES et al, 2016). Sdo eles: E. coli enteropatogénica
(enteropathogenic E. coli, EPEC), E. coli produtora de toxina de Shiga (Shiga toxin-
producing E. coli, STEC) , que inclui o grupo das E. coli enterohemorragicas
(enterohemorrhagic E. coli, EHEC), E. coli enteroagregativa (enteroaggregative E. coli,
EAEC), E. coli enterotoxigénica (enterotoxigenic E. coli, ETEC), E. coli enteroinvasora
(enteroinvasive E. coli, EIEC) e E. coli que adere difusamente (diffusely-adherent E.
coli, DAEC) (CROXEN; FINLAY, 2010; CROXEN et al., 2013; GOMES et al., 2016;
KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

As cepas de E. coli patogénicas extraintestinais (EXPEC) colonizam o trato
intestinal de humanos de forma assintomatica. No entanto, possuem uma grande
diversidade de fatores de viruléncia que permitem causar doencga ao acessarem sitios
extraintestinais em individuos imunocompetentes (JOHNSON; RUSSO, 2018;
RUSSO; JOHNSON, 2000; SMITH; FRATAMICO; GUNTHER, 2007; VILA et al.,
2016). Suas caracteristicas moleculares e clinicas, bem como sua classificacédo seréo

tratadas a sequir.

1.1.1 Escherichia coli patogénica extraintestinal

O termo EXPEC foi proposto por Russo e Johnson (2000) para designar cepas
filogeneticamente distintas das E. coli comensais ndo patogénicas e das DEC, com
baixo ou nenhum potencial patogénico intestinal, porém capazes de colonizar o trato
gastrointestinal efetivamente. A sua simples presenc¢a ndo implica no desenvolvimento
de doenca, uma vez que para iSSO precisam acessar, persistir e se adaptar a um sitio
extraintestinal (JOHNSON; RUSSO, 2002; KOHLER; DOBRINDT, 2011; MANGES et
al.,, 2019; RUSSO; JOHNSON, 2000). O intestino humano é um importante
reservatorio de EXPEC, uma vez que essas cepas fazem parte da microbiota de
individuos sadios (DALE; WOODFORD, 2015; ERJAVEC; ZGUR-BERTOK, 2015;
KOHLER; DOBRINDT, 2011), mas outras fontes como animais de companhia,

alimentos, agua parada, esgotos e efluentes também desempenham um importante
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papel na sua disseminacdo (BELANGER et al., 2011; JANG et al., 2017; MANGES;
JOHNSON, 2015; WASINSKI, 2019).

A viruléncia de EXPEC depende da sua habilidade de sobrevivéncia nos tecidos
do hospedeiro, especialmente no soro (BIRAN; RON, 2018). Sua patogenicidade tem
sido relacionada com diversos fatores de viruléncia, geralmente codificados por genes
presentes em ilhas de patogenicidade ou plasmideos e pertencentes a cinco principais
grupos: adesinas, toxinas, sistemas de captacdo de ferro, protectinas e invasinas
(JOHNSON; RUSSO, 2018; PITOUT, 2012; RODRIGUEZ-BELTRAN et al., 2015;
TENAILLON et al., 2010). No entanto, tem-se observado que a patogenicidade sitio-
especifica ndo é dependente de um Unico fator de viruléncia, mas sim de uma
combinacdao de fatores com expressao coordenada e, ainda, de aspectos relacionados
ao hospedeiro (DALE; WOODFORD, 2015). A variagcédo dessas combinacdes resulta
na diversidade de mecanismos de viruléncia utilizados por EXPEC, aumentando a sua
versatilidade e potencial patogénico (VILA et al., 2016).

Dentre os patétipos reconhecidos de EXPEC destacam-se a E. coli
uropatogénica (uropathogenic E. coli, UPEC), E. coli associada a sepse (septicemic
E. coli, SEPEC) e E. coli associada a meningite neonatal (neonatal-meningitis
associated E. coli, NMEC) (Figura 1) (BIRAN; RON, 2018; KOHLER; DOBRINDT,
2011; LEIMBACH; HACKER; DOBRINDT, 2013). O critério utilizado para essa
classificac@o se baseia no sitio de isolamento da cepa e o contexto clinico da infec¢éo
e, apesar de conveniente na maioria dos casos, é falho por diversos motivos.
Primeiramente, algumas cepas também sdo capazes de causar infeccdo em sitios
extraintestinais diferentes daquele onde foi primeiramente isolada. Em segundo lugar,
cepas pouco ou hdo virulentas podem causar infeccdo em sitios extraintestinais em
individuos imunocomprometidos, evidenciando a importdncia do estado do
hospedeiro no desenvolvimento da infec¢do. Finalmente, apesar da patogénese de
algumas dessas infec¢des ser relacionada com a presenca de fatores de viruléncia
especificos, como as fimbrias do tipo 1 e P no caso das ITU e a capsula do grupo 2
no caso da meningite, sabe-se que esses fatores de viruléncia ndo estéo restritos a
cepas isoladas desses sitios (DALE; WOODFORD, 2015; VILA et al., 2016). Ainda, o
patotipo E. coli patogénica aviaria (avian pathogenic E. coli, APEC) também é
reconhecido como responsavel pela ocorréncia de colibacilose septicémica em aves
utilizando mecanismos de viruléncia bem delineados. No entanto, algumas de suas

cepas sao geneticamente muito préximas das EXPEC isoladas de humanos e séo
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relacionadas a ocorréncia de infeccbes extraintestinais de origem alimentar neste
hospedeiro (KOHLER; DOBRINDT, 2011; MANGES; JOHNSON, 2015; MARKLAND
et al., 2015; MELLATA; JOHNSON; CURTISS, 2017; SAROWSKA et al., 2019).

Outra forma de classificagdo das EXPEC é baseada na determinagdo do
potencial patogénico extraintestinal de uma cepa, por meio da analise de sua
viruléncia intrinseca (DALE; WOODFORD, 2015; VILA et al.,, 2016). Estudos
envolvendo a caracterizagdo genética dos fatores de viruléncia e a observacdo da
viruléncia extraintestinal em modelos animais de diferentes cole¢cbes de E. coli,
isoladas das fezes ou de sitios extraintestinais de humanos, permitiram que Johnson
et al. (2003) propusessem a utilizacdo de cinco diferentes genes como indicadores
independentes da viruléncia intrinseca de uma cepa: papA e/ou papC (operon que
codifica a fimbria P), sfa/foc (operon que codifica a fimbria S), afa/dra (operon que
codifica adesinas da familia Dr), iutA (gene que codifica o receptor de aerobactina) e
kpsMTII (operon que codifica a capsula do grupo 2). Dessa forma, a presenca de dois
ou mais desses genes indica que a cepa € capaz de causar doenca extraintestinal em
um individuo imunocompetente, sendo denominada EXPEC ou EXPEC*.
Consequentemente, cepas que ndo atendem a este critério sdo denominadas néo-
EXPEC ou EXPEC" (JOHNSON et al., 2003).

Em relacdo a classificacdo filogenética, as cepas de EXPEC pertencem
principalmente aos filogrupos B2 e D, conhecidos por reunir cepas bastante virulentas
(JOHNSON; RUSSO, 2002; LEIMBACH; HACKER; DOBRINDT, 2013; PICARD et al.,
1999; PITOUT, 2012). No entanto, essas divisdes ndo sdo absolutas e isolados néao
pertencentes aos filogrupos B2 ou D ja foram associados a ocorréncia de doenca
extraintestinal (DALE; WOODFORD, 2015). Sua plasticidade gendémica permitiu a
emergéncia de linhagens hipervirulentas e, muitas vezes, multirresistentes aos
antibioticos, fazendo com que as EXPEC sejam cada vez mais reconhecidas como
importantes patdégenos associados a diferentes infecgbes extraintestinais (DALE;
WOODFORD, 2015; MANGES; JOHNSON, 2015).

O impacto clinico e econdmico das infeccbes provocadas por EXPEC é
significativo, uma vez que necessitam de acompanhamento médico e muitas vezes
resultam na perda de produtividade e morbidade prolongada do individuo acometido
(MANGES et al., 2019; SMITH; FRATAMICO; GUNTHER, 2007). Essas infec¢cbes
podem ser tanto de origem nosocomial como adquiridas na comunidade e dentre elas,

destacam-se as infec¢des do trato urinario (ITU), infeccbes abdominais e pélvicas,
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pneumonia, meningite e infec¢des da corrente sanguinea (ICS) (RUSSO; JOHNSON,
2003).

As ICS causadas por EXPEC podem ser primarias, tanto pela translocagéo
bacteriana a partir do intestino como através de dispositivos médicos intravasculares,
ou secundarias a outras infeccdes extraintestinais, especialmente as ITU (MELLATA
etal., 2016; RUSSO; JOHNSON, 2003; SMITH; FRATAMICO; GUNTHER, 2007; VILA
et al., 2016). A presenca de E. coli na corrente sanguinea pode provocar a inducéo de
uma forte resposta inflamatéria do hospedeiro e levar ao desenvolvimento de sepse,
guadro fortemente associado a altas taxas de mortalidade e morbidade (MIAJLOVIC,;
SMITH, 2014; RUSSO; JOHNSON, 2003).

1.2 Bacteremia e infec¢c@es da corrente sanguinea

A presenca de bactérias na corrente sanguinea € denominada bacteremia. Este
quadro pode resultar tanto de atividades rotineiras, como escovar os dentes e a
realizacdo de pequenos procedimentos médicos, como de outras infeccbes ja
estabelecidas no hospedeiro, geralmente de origem intra-abdominal, nos tratos
respiratorio e urinario ou ainda, por dispositivos médicos como cateteres e sondas. O
acesso da bactéria ao sangue pode levar a dois diferentes resultados: a bacteremia
pode ser transiente e clinicamente benigna, com a eliminacdo bem sucedida do
patégeno pelo sistema imune do hospedeiro, ou evoluir para uma infec¢éo de corrente
sanguinea, devido a falha ou subversdo pela bactéria desses mecanismos imunes
e/ou na presenca de alteracbes anatdbmicas que facilitam a constante entrada da
bactéria no sangue (CHRISTAKI; GIAMARELLOS-BOURBOULIS, 2014).

A ICS é decorrente da presenca de bactérias (ou outros microrganismos)
viaveis no sangue gue iniciam uma resposta inflamatéria caracterizada por alteracdes
clinicas, laboratoriais e hemodinamicas no hospedeiro (VISCOLI, 2016). O padréo
ouro para o diagndstico da ICS é a realizacdo da hemocultura, cujo resultado positivo
deve ser criteriosamente interpretado em virtude de possiveis contaminagdes
oriundas da falha dos procedimentos de assepsia durante a coleta das amostras
(LAUPLAND; CHURCH, 2014; SINHA et al., 2018). E importante ressaltar que o
isolamento de E. coli de hemoculturas é sempre clinicamente significativo,
especialmente na presenca de outras infeccbes extraintestinais previamente
diagnosticadas (RUSSO; JOHNSON, 2003; SMITH; FRATAMICO; GUNTHER, 2007).
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O estabelecimento e evolucdo da ICS dependem de fatores como o agente
infeccioso envolvido e sua viruléncia, frequéncia de invasdo da corrente sanguinea
(continua ou intermitente), recursos diagnosticos disponiveis, resposta do hospedeiro
a infeccdo e inicio do tratamento adequado e em tempo hébil (VENDEMIATO et al.,
2015). Os géneros mais frequentemente isolados séo E. coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas spp e Acinetobacter baumannii, dentre as bactérias Gram negativas, e
Staphylococcus aureus, estafilococos coagulase negativa e Enterococcus faecalis,
dentre as Gram positivas (BHARADWAJ et al., 2014). No Brasil, alguns estudos
relatam uma alternancia entre Gram negativos e Gram positivos como principais
agentes causadores dessas infec¢des, sendo E. coli um dos Gram negativos mais
frequentemente isolados (CARLESSE et al., 2016; MENEZES et al., 2013; PEREIRA
et al., 2013; VENDEMIATO et al., 2015; SABINO et al., 2019).

E importante salientar que os termos ICS e bacteremia sdo erroneamente
utilizados como sinbnimos. Enquanto o primeiro € mais abrangente, uma vez que a
ICS pode ser causada por diferentes microrganismos e implica na obtencédo de uma
hemocultura positiva associada aos sintomas clinicos de infec¢céo, a bacteremia pode
ocorrer de forma transiente sem associacdo com uma infeccdo estabelecida
(LAUPLAND; CHURCH, 2014).

Ao acessar 0 sangue, a bactéria encontra o sistema imune inato do hospedeiro
e, ha maioria das vezes, a eliminacdo do patégeno ocorre de maneira eficiente por
meio de varias reacdes proé-inflamatérias que ocorrem de forma protetora e
balanceada. No entanto, o patdgeno pode prevalecer e continuar se multiplicando,
fazendo com que a resposta do hospedeiro se torne descompensada e danosa. A
falha na eliminacdo do patégeno causador da ICS pode provocar a evolucdo do
quadro para a sepse (VAN DER POLL et al., 2017), que se diferencia da infeccao
devido a resposta desregulada ou exacerbada do hospedeiro e pela presenca de
disfuncao orgéanica (SINGER et al., 2016).

1.3 Sepse e choque séptico

A sepse é definida como uma disfungéo organica causada por uma resposta
desregulada do hospedeiro frente a uma infeccdo. Trata-se de uma resposta
multifatorial do hospedeiro a um patdgeno, que pode ser influenciada por fatores

enddgenos, como a presenca de doengas pré-existentes e comorbidades, a
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administracdo de determinados medicamentos e outras intervencdes. A complicacao
da sepse € denominada de choque séptico, onde passam a ocorrer alteracoes
circulatorias, celulares e metabdlicas graves suficientes para aumentar
substancialmente o risco de morte (SINGER et al., 2016).

A Organizacdo Mundial da Saude (World Health Organization, WHO) colocou
a sepse como prioridade global no ano de 2017 e divulgou uma série de diretrizes
para melhora de sua prevenc¢do, do seu diagnéstico e gerenciamento (WHO, 2017).
Em seu relatério nacional do “Programa de Melhoria de Qualidade — Protocolos
Gerenciados de Sepse” referente ao ano de 2019, o Instituto Latino-Americano de
Sepse (ILAS) reporta a ocorréncia de 12.340 casos de sepse e 3.231 casos de choque
séptico nos 84 hospitais brasileiros incluidos no programa, com uma taxa de letalidade
de 20,4% e 56,7% respectivamente. No entanto, esses dados nao refletem a realidade
de todos os servicos de saude do pais, uma vez que levam em consideracdo apenas
0s hospitais participantes do programa, que adotam medidas para a diminuicao
desses casos (ILAS, 2019). Dados mais abrangente foram obtidos em um estudo
multicéntrico realizado por Machado et al. (2017) em unidades de terapia intensiva
(UTI) brasileiras, onde estimou-se a ocorréncia anual de aproximadamente 420.000
casos de sepse, com uma taxa de mortalidade de 55,7%.

A sepse e 0 choque séptico devem ser tratados como emergéncia médica.
Sinais clinicos e parametros laboratoriais dos pacientes com suspeita de um desses
quadros devem ser rapidamente avaliados, para que um tratamento adequado seja
iniciado em tempo habil (CECCONI et al., 2018).

1.4 Reconhecimento de patdégenos pelo sistema imune e patogénese da

sepse

A patogénese da sepse € complexa e envolve multiplos aspectos da interacao
entre o patégeno e o hospedeiro. O reconhecimento de patdgenos e a resultante
ativacao celular sdo fundamentais para o controle da infec¢do, no entanto a resposta
inflamatéria do hospedeiro também € substrato para a mudanca fisiopatologica
ocorrida na sepse (SALOMAO et al., 2019).

A resposta do hospedeiro a um patdégeno invasor € iniciada por uma série de
reacoes do sistema imune inato, que se iniciam por meio do reconhecimento de

estruturas moleculares conservadas presentes na superficie do invasor, denominadas
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padrées moleculares associados ao patdgeno (pathogen-associated molecular
patterns, PAMPs). Células do sistema imune inato, como as células dendriticas,
macréfagos e neutrofilos, reconhecem esses PAMPs por meio de seus receptores
reconhecedores de padrao (pattern recognition receptors, PRRS) expressos na sua
superficie ou no seu citoplasma. A interacdo entre PAMPs e PRRs leva a producao
de citocinas pré inflamatérias e quimiocinas, que promovem 0 recrutamento de
fagdcitos e ativacao local dos sistemas complemento e de coagulagdo. Normalmente,
0 desencadeamento dessas reacgfes inflamatorias leva a eliminagédo do patégeno e
mecanismos compensatorios que diminuem a inflamacdo permitem o retorno a
homeostase (IWASAKI; MEDZHITOV, 2015; KUMAR; KAWAI; AKIRA, 2011; VAN
DER POLL et al., 2017).

No entanto, quando o0 patdgeno subverte esses mecanismos da imunidade
inata e continua se multiplicando, mesmo com a resposta imune em andamento, esta
acaba ficando desregulada e comeca a ser danosa ao hospedeiro. A partir dai,
ocorrem simultaneamente inflamacéo excessiva e supressao imune desreguladas,
caracteristicas da sepse. Destaca-se a liberacdo de padr6es moleculares associados
ao dano (damage-associated molecular patterns, DAMPSs) decorrentes do dano celular
provocado pela inflamacao excessiva, que sdo reconhecidos pelos PRRs e estimulam
a ativacdo da resposta imune da mesma forma que os PAMPs, agravando assim a
resposta inflamatoria. A supressdo imune € uma tentativa de regulacao da resposta
inflamatéria excessiva, por meio de mecanismos como a apoptose de células
dendriticas, linfocitos T e B, reprogramacao de células apresentadoras de antigenos
e outros (IWASAKI; MEDZHITOV, 2015; KUMAR; KAWAI; AKIRA, 2011; VAN DER
POLL et al., 2017).

1.4.1 Sistema complemento

O sistema complemento faz parte do sistema imune inato e uma de suas
principais funcdes € a eliminacdo de patdgenos, além de ser responsavel por evitar a
destruicdo autéloga por meio da remoc¢do de complexos imunes e eliminar células
apoptéticas e tumorais. Ainda, contribui para a imunidade adaptativa, aumentando a
producdo de anticorpos, memoria imunoldgica e a resposta de células T (LOPEZ-
LERA et al., 2019; MACEDO; ISAAC, 2016).
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Ele € composto por uma série de proteinas expressas em superficies celulares
ou presentes no plasma, sendo estas ultimas produzidas principalmente pelo figado.
O complemento atua na circulagédo e nos tecidos, e sua ativacdo € minuciosamente
controlada para evitar 0 consumo excessivo dessas proteinas plasméticas e dano
tecidual. Ainda, as proteinas do complemento também podem atuar como receptores
de superficie celular e mediar importantes interacbes com as células do sistema
imune. De forma geral, a ativagdo do sistema complemento durante uma infeccéo leva
a inflamacédo, opsonizacdo, fagocitose e destruicdo do patdégeno. Se necessario,
também promove a ativacdo da resposta imune adaptativa (LUBBERS et al., 2017,
MACEDO; ISAAC, 2016; MERLE et al., 20152).

Sua ativacdo pode ocorrer por trés diferentes vias: classica, alternativa e das
lectinas (Figura 2). Patégenos podem ativar o complemento por qualquer uma das trés
vias, sendo que a(s) via(s) utilizada(s) serd determinada pela composicdo do
envoltorio celular do invasor (MERLE et al., 2015b). As vias classica e das lectinas
utilizam moléculas “sensoras” para o reconhecimento de padrdes distintos presentes
nas superficies celulares, enquanto a via alternativa se inicia pela clivagem
espontanea de C3 (revisado em MERI, 2016).

Figura 2 — Vias de ativacdo do sistema complemento.

@. Via Altematlva

c2

Ciqr,s, ch MBL-MASP Fator B
\ / Properdina Fator D

C4BP _l C4bC2b (C3 convertases)........ C3bBb '— Fator H,
FHL-1

C4bC2bC3b-(CS convertases)... C3bBbC3b L
\CS /
cs &7 C b \
Co \ Cha

|—— Vitronectina

Complexo de ataque a membrana
(MAC)
PEE, S

Fonte: Adaptado de Hallstrom e Riesbeck (2010).
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A molécula de reconhecimento e ativacao da via classica é C1q, que reconhece
complexos imunes compostos por IgM ou IgG. Apesar de também ser conhecida como
via anticorpo-dependente, Clg também pode ativar a via classica por meio do
reconhecimento direto de estruturas presentes no patdgeno invasor (como
lipopolissacarideos, acidos teicécios e porinas) ou ainda, com o auxilio de moléculas
de reconhecimento enddégenas, como as pentatraxinas. O complexo Clgrzs: é
formado pelas serinoproteases C1r e C1s, que séo ativadas apos a ligagédo de Clg a
porcdo Fc de anticorpos ligados a superficie do patdégeno. Cls cliva C4 em C4da e
C4b, levando a deposicdo de C4b nas superficies vizinhas ao sitio de ativacao,
promovendo a opsonizagdo do patdégeno. Por meio da clivagem de C2 ligado a C4b
pela protease C1s, forma-se a C3 convertase da via classica denominada C4b2a, que
promove a clivagem de C3 em C3a e C3b. Enquanto C3a esta envolvida em processos
pré-inflamatérios, C3b participa de processos como a opsonizacao e da formacao das
C5 convertases das trés vias de ativacao do sistema complemento, responsaveis pela
clivagem de C5 em C5a e C5b (LUBBERS et al., 2017; MERI, 2016; RICKLIN et al.,
2010). A ativacdo da via classica é regulada por uma molécula serpina denominada
inibidor de C1, que se liga a Clr e Cls e inativa essas proteases, promovendo a
dissociacdo do Clqrzsz e a liberagdo da molécula de C1q (MERLE et al., 2015a).

No caso da via das lectinas, lectinas ligadoras de manose (manose-binding
lectins, MBL) e ficolinas atuam como moléculas de reconhecimento e ativacdo e estdo
associadas a serinoproteases (MBL-associated serineproteases, MASPS)
semelhantes a Clr e Cls. A partir do reconhecimento de carboidratos contendo
manose ou N-aceti-glucosamina presentes na superficie do patégeno, MASP-1 ativa
MASP-2, que cliva C4 e C2, formando a mesma C3 convertase da via classica
(LUBBERS et al., 2017; MERI, 2016; RICKLIN et al., 2010). A regulacao da iniciagao
da via das lectinas é influenciada por MASP-3 e pelas proteinas MBL-associated
proteins of 44 and 19 kDa (Map-44 e Map19), que possuem homologia com MASP-1
e MASP-2 e tem afinidade similar pelas MBL e ficolinas. Essas proteinas competem
com MASP-1 e MASP-2, mas ndo podem clivar C2 e C4. Ainda, o inibidor de C1
também pode interferir na ativacdo dessa via por meio da inibicdo de MASP-1 e
MASP-2 (MERLE et al., 2015a).

A via alternativa esta constantemente ativada em baixos niveis, permitindo a
resposta imediata a patdgenos invasores (REIS et al., 2019). O sistema de ativacao

da via alternativa é formado por C3, fatores B, D e properdina e é regulada pelos
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fatores H e I. C3 € uma molécula central na via alternativa, abundante no plasma e
praticamente inerte em sua forma nativa. No entanto, uma pequena fracdo dessa
molécula sofre hidrélise espontanea e forma C3(H20). O fator B é uma protease que
se liga ao C3(H20) e é clivada pelo fator D, formando a C3 convertase inicial
C3(H20)Bb. C3(H20)Bb cliva entdo moléculas de C3 nativas em C3a e C3b na
presenca de ions magnésio. Paralelamente, a properdina atua de forma semelhante
as moléculas de reconhecimento das outras vias e reconhece PAMPs. C3b é entéo
atraido para a superficie do patdgeno reconhecido pela properdina e 0 mesmo se liga
ao fator B, que é novamente clivado pelo fator D. Forma-se entdo o complexo C3bBb,
gue constitui a C3 convertase definitiva da via alternativa (MERI, 2016; RICKLIN et al.,
2010).

Todas as C3 convertases ligadas a superficie do patdgeno,
independentemente de sua via de origem, podem induzir amplificacdo da via
alternativa por meio da ativacdo de C3. A molécula de C3b resultante é rapidamente
depositada nas superficies proximas do local de ativacdo e forma a C3 convertase
majoritaria da via alternativa, C3bBb, na presenca de fator B e fator D. Cria-se assim
um eficiente ciclo de clivagem de C3 e montagem de convertase que amplifica a
cascata significativamente (RICKLIN et al., 2010). A atividade das C3 convertases é
regulada pelo fator I, uma serinoprotease presente no plasma que cliva C3b e C4b na
presenca de diferentes cofatores. O principal cofator para clivagem de C3b é o fator
H, enquanto para C4b é proteina ligadora de C4b (C4b binding protein, C4BP). Além
de clivar C3b e C4b, o fator | também pode atuar na dissociacédo das C3 convertases
(MERLE et al., 2015a).

A amplificagéo da via alternativa aumenta consideravelmente a quantidade de
C3b disponivel e leva a formacédo gradual de convertases que contém uma molécula
extra de C3b (C4b2a3b ou C3bBb3b), mudando a especificidade do substrato de C3
para C5. Essas C5 convertases clivam C5 em C5a e C5b. Enquanto C5a é uma
anafilotoxina que esta envolvida em processos de regulacéo da resposta inflamatoria
originada com o reconhecimento inicial do patdgeno, C5b esta envolvido na ativagao
da via terminal (RICKLIN et al., 2010).

A clivagem de C5 provoca mudancgas estruturais significativas na molécula de
C5b e aligacéo a C6 é necessaria para estabilizacdo de sua estrutura. A seguir, C5b6
se liga a C7 e o complexo formado se insere no envoltorio do patégeno. Entédo, C8 se

liga & C5b7 e induz a ligacdo de diversas moléculas de C9 no complexo C5b8,
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culminando na formacdo do complexo de ataque a membrana (membrane attack
complex, MAC ou C5b9n) (MERLE et al., 20152%; RICKLIN et al., 2010). O MAC constitui
um poro transmembrana inserido na membrana do patégeno, que provoca a sua
eliminagé&o por lise osmotica (MORGAN; BOYD; BUBECK, 2017). Enquanto bactérias
Gram negativas sdo bastante susceptiveis, as Gram positivas possuem uma parede
celular muito espessa, 0 que impede a insercdo do MAC e as torna resistentes a
eliminacgdo pelo complemento (MERLE et al., 2015a).

A formag&o do MAC é minuciosamente controlada para evitar o dano acidental
de tecidos do hospedeiro e para tal, C8 desempenha um papel duplo de formacéo e
regulacdo do complexo. A formacao do poro s6 é bem sucedida quando C8 se liga a
um complexo C5b7 previamente inserido em um envoltorio celular. Do contréario, a
ligacdo de C8 a C5b7 induz alteragcées conformacionais que resultam na perda da
habilidade de formacdo MAC (MERLE et al., 2015a). Ainda, alguns patdégenos sao
capazes de reparar o dano provocado pelo MAC em seus envoltérios (MERLE et al.,
2015b).

Outra forma de eliminacdo de patégenos pelo sistema complemento € a
opsonizacdo. Trata-se da deposicdo de fragmentos de C3b na superficie dos
patdgenos alvo, permitindo o seu reconhecimento, internalizacdo e destruicdo por
células fagocitarias como neutrofilos, mondcitos e macrofagos, que expressam
receptores especificos para esses fragmentos. Ainda, a opsonizagdo resultante da
ativacao direta da via alternativa permite a eliminacédo do patégeno antes mesmo que
a imunidade adaptativa seja ativada (MERLE et al., 2015b).

1.5 Mecanismos de resisténcia a acao bactericida do soro

A capacidade de resistir a acdo bactericida do soro humano é um pré-requisito
essencial para a sobrevivéncia e disseminacdo do patégeno na corrente sanguinea
do hospedeiro. Importantes estratégias de evasdo ao sistema complemento, o
principal responsavel por essa atividade bactericida e que é rapidamente ativado apos
0 primeiro contato com o invasor, ja foram identificadas em diversos patégenos e tém
como alvo diferentes pontos da ativacdo e regulacdo desse sistema (ABREU,
BARBOSA, 2017; FERNANDEZ; GOMEZ; VEJA, 2019; MIAJLOVIC; SMITH, 2014).

Dentre essas estratégias destacam-se o mimetismo molecular de moléculas

reguladoras do complemento, a clivagem direta de moléculas do sistema por
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proteases secretadas, 0 sequestro e aquisicdo de reguladores do complemento
produzidos pelo hospedeiro e a interferéncia da sinalizacdo celular com anafilotoxinas.
Enquanto alguns patdégenos se desvencilham pela acédo de fatores de viruléncia que
interagem com pontos especificos da cascata de reacdes envolvidas na ativacéo e
regulacdo do complemento, outros empregam mais de uma estratégia de evaséao de
forma a assegurar o bloqueio efetivo do sistema (ABREU; BARBOSA, 2017;
FERNANDEZ; GOMEZ; VEJA, 2019).

Os principais mecanismos de resisténcia ao soro utilizados por E. coli estdo
descritos na Tabela 1. Dentre eles, destaca-se a producado de proteases de diferentes
classes, envolvidas no bloqueio da ativacdo do sistema complemento com alvos em
diferentes pontos do sistema (ABREU; BARBOSA, 2017). As serinoproteases Pic e
EsP, membros da familia das Serinoproteases Autotransportadoras de
Enterobacteriaceae (SPATES) possuem acéo proteolitica sobre diferentes moléculas
da cascata de ativacdo e juntamente com 0s outros membros dessa familia,

constituem importantes fatores de viruléncia envolvidos na patogénese de E. coli

(ABREU et al., 2015, 2016; ORTH et al., 2010; RUIZ-PEREZ; NATARO, 2014).
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Tabela 1 — Principais mecanismos de resisténcia ao soro utilizados por E. coli.

Grupo

Fator de
viruléncia

Mecanismo

Referéncia

Céapsula
polissacaridi

ca

Capsulas dos
grupos 2,3e4

Barreira estérica que confere
protecao a membrana externa da
deposicao de moléculas do
complemento e fagocitose
Sequestro de fator H por meio da
ligacdo com &cido sidlico

Meri; Pangburn,
1994;
Whitfield, 2006;
Biran; Rosenshine;
Ron, 2020

Proteases

EspP
Pic
StcE

Prc

Clivagem direta de C3/C3b e C5
Clivagem direta de C2, C3/C3b e

C4/C4b

Potencializa C1-IHN e diminui
ativacdo da via classica

Interfere com a ativagéo da via
classica e deposicdo do MAC

Orth et al., 2010
Abreu et al., 2015,
2016
Lathem; Bergsbaken;
Welch, 2004

Wang et al., 2012

Proteinas de

membrana
externa

OmpA

Ompw

Nlipl

Interage com C4BP, permitindo a
inativacéo de C3b e C4b mediada

por fator |

Ligacdo ao fator H, impede ativagéo

da via alternativa

Deposicao de C4BP na superficie da
bactéria e evita a ativacdo da via

classica

Prasadarao et al.,
2002;
Wooster et al., 2006

Li et al., 2016

Tseng et al., 2012

Protectinas

TraT
(lipoproteina de
membrana
externa)

Iss
(proteina de
sobrevivéncia ao
soro aumentada)

Aparentemente inibe estagios finais
da atividade do MAC e a formacéo

do complexo C5b6

Também pode afetar a deposicéo de
C3b na superficie bacteriana e afetar
a permeabilidade da membrana

externa

Aparentemente interfere com os
complexos finais do MAC

Binns; Mayden,;
Levine, 1982;
Aguero et al., 1984;
Sukupolvi; O’Connor,
1987

Binns; Mayden,;
Levine, 1982
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1.6 Serinoproteases autotransportadoras da familia Enterobacteriaceae

As Serinoproteases Autotransportadoras de Enterobacteriaceae (SPATES)
constituem uma superfamilia de fatores de viruléncia secretados para o meio
extracelular e altamente prevalentes entre enteropatdgenos, incluindo E. coli e
Shigella. Essas proteases possuem estrutura e funcionalidade muito semelhantes e
degradam substratos intra e/ou extracelulares, levando a diversos efeitos danosos nas
células hospedeiras (RUIZ-PEREZ; NATARO, 2014). Uma de suas principais
caracteristicas é o fato de que essas proteases estdo entre as proteinas mais
secretadas por seus respectivos patdogenos (DAUTIN, 2010; HENDERSON; NATARO,
2001).

1.6.1 Caracteristicas moleculares

As SPATESs sao enquadradas na categoria das serinoproteases tripsina-like e
denominadas autotransportadoras devido a estrutura de sua molécula e sistema de
secrecdo utilizado para a sua translocagcdo para 0 meio externo. A estrutura geral
dessas proteases é formada por trés dominios funcionalmente distintos: um peptideo
sinal na extremidade N-terminal, um dominio passageiro e um dominio translocador
na extremidade C-terminal (Figura 3) (POKHAREL et al.,, 2019; RUIZ-PEREZ;
NATARO, 2014; YEN et al., 2008).

Figura 3 — Estrutura molecular das SPATEs.
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Fonte: Adaptado de Dautin (2010).
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O peptideo sinal contém de 48-59 residuos de aminoacidos e possui uma
estrutura bastante convencional, com a extremidade N-terminal bem conservada (com
cerca de 25 residuos de aminoacidos). Esta envolvido na translocagéo das SPATEs
através da membrana interna, uma vez que possui uma sequéncia sinal reconhecida
pelo sistema Sec-translocase. Ja o dominio translocador é bastante conservado,
contendo exatamente 277 residuos de aminoacidos em todas as SPATEs, com
identidades variaveis entre 60-99%. Também é conhecido como dominio B e adquire
a conformacdo de um B-barril ao se inserir na membrana externa da bactéria,
permitindo a passagem do dominio passageiro para o meio extracelular. Por fim, o
dominio passageiro € o responsavel pelas funcdes efetoras das SPATEs. Ele varia
em tamanho (entre 954 e 1050 residuos de aminoacidos) e identidade (23-50%) e
apos a sua secrecédo, adquire a conformacéo rica em folhas 3 e se dobram em uma
estrutura helicoidal de folhas paralelas. Na sua extremidade N-terminal, encontra-se
0 motivo conservado de serinoproteases (GDSGS, onde a primeira serina constitui o
sitio catalitico), responsavel pelas propriedades proteoliticas das SPATEs. Os
dominios passageiros e translocador estdo unidos por um pequeno dominio em forma
de a-hélice denominado de dominio linker, onde existe um sitio conservado
FxXEVNNLNK que sofre autoprotedlise para liberacdo do dominio passageiro no meio
externo (DAUTIN, 2010; NAVARRO-GARCIA; ELIAS, 2011; RUIZ-PEREZ; NATARO,
2014).

1.6.2 Secrecdo para 0 meio externo

Os sistemas de secrecédo de proteinas utilizados por bactérias patogénicas sao
essenciais para sua viruléncia e estdo agrupados de acordo com 0 seu mecanismo,
composicao e relacdo evolutiva (DURAND et al., 2009). Em bactérias Gram negativas
essas maquinarias podem ser divididas em duas categorias: as que estao inseridas
tanto na membrana interna como na externa, incluindo os sistemas de secrecédo do
tipo I, II, Ill, IV e VI, e as que estdo inseridas apenas na membrana externa, incluindo
o0 sistema de secrec¢éao do tipo V (SST5) e os sistemas chaperona-usher e curli (tipos
VIl e VIII, respectivamente) (COSTA et al., 2015; FAN et al., 2016).

O sistema de secrecao do tipo V (SST5) € exclusivo das bactérias Gram
negativas, uma vez que se insere apenas na membrana externa. Em comparacao com

0S outros sistemas de secrecdo, sua estrutura € muito mais simples e sua fonte de
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energia para o transporte de proteinas € desconhecida, uma vez que ndo ha energia
disponivel no periplasma. Ainda, a estrutura das proteinas secretadas por esse
sistema sugere que todos o0s elementos necesséarios para a sua translocacao para o
meio externo estao codificados na sua prépria molécula. Todas essas caracteristicas
fizeram que o SST5 também fosse conhecido como via autotransportadora. No
entanto, demonstrou-se ao que o0 SST5 depende de outros dois complexos proteicos,
denominados Sistema Sec e Complexo Bam, para a translocagdo de proteinas
através das membranas interna e externa, respectivamente (HENDERSON et al.,
2004; MEUSKENS et al., 2019).

As variacbes observadas no SST5 levaram a sua classificacdo em cinco
diferentes subclasses (Va-e), considerando suas diferencas estruturais e de seus
processos de biogénese. O SST5a é considerado o protétipo classico de secrecdo
das autotransportadoras e é a via utilizada para a secrecdo das SPATEs
(BERNSTEIN, 2019; RUIZ-PEREZ; NATARO, 2014).

O processo de secrecao das SPATESs pode ser observado na Figura 4. Apés a
traducdo, a molécula da SPATE sofre a acao da chaperona citoplasmatica SecB, que
a reconhece através de seu peptideo sinal e impede o dobramento da molécula. SecB
direciona seus substratos para a ATPase SecA, que por sua vez, direciona a proteina
para o canal SecYEG. O peptideo sinal € entdo clivado e a SPATE é secretada no
periplasma, onde permanecerad em sua forma ndo dobrada através da acdo das
chaperonas periplasméaticas SurA, Skp e DegP. A proteina BamA, componente do
complexo Bam, promove a montagem e insercao do 3-barril da SPATE na membrana
externa, de maneira que um poro seja formado e haja a passagem do dominio
passageiro para 0 meio externo, a partir da sua extremidade C-terminal. Apés o
término da translocacdo, ocorre uma autoprotedlise catalisada pelo B-barril entre as
duas asparaginas presentes no sitio conservado do dominio linker e o dominio
passageiro é liberado para o meio extracelular (COSTA et al.,, 2015; GREEN;
MECSAS, 2016; HENDERSON et al., 2004; LEYTON; ROSSITER; HENDERSON,
2012; MEUSKENS et al., 2019).



38

Figura 4 — Secrecédo das SPATES para o meio externo.
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Fonte: Adaptado de Pokharel et al. (2019).

LPS: Lipopolissacarideos; ME: membrana externa; MI: membrana interna.

1.6.3 Classificacdo das SPATEs

Os dominios passageiros de cada uma das SPATES séo os responsaveis pelas
suas propriedades de viruléncia, como citotoxicidade e interacdo com componentes
no sistema imune. A analise das caracteristicas e sequéncias de aminoacidos desses
dominios permite a divisdo dessa familia de proteases em duas classes, que
apresentam diferentes especificidades por substratos e funcdes bioldgicas, conforme
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demonstrado na Figura 5 (HENDERSON; NAVARRO-GARCIA; NATARO, 1998;
RUIZ-PEREZ; NATARO, 2014; YEN et al., 2008).

Figura 5 — Classificacdo das SPATEs.
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As SPATESs de classe 1 sdo conhecidas pela sua acao citotoxica em cultura de

células ou atividade de enterotoxina em tecidos intestinais (DUTTA et al., 2002; RUIZ-
PEREZ; NATARO, 2014). As SPATEs EspP (BRUNDER; SCHMIDT; KARCH, 1997),
Sat (GUYER et al., 2000), Pet (ESLAVA et al., 1998), SigA (AL-HASANI et al., 2000)

e EspC (MELLIES et al., 2001) sdo os membros desta classe que ja foram

caracterizados. Ja a classe 2 compreende as SPATES com atividade mucinolitica, que

resulta em vantagens para colonizacdo de mucosas e modulacdo imune (DUTTA et
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al., 2002; RUIZ-PEREZ; NATARO, 2014). Os membros ja caracterizados dessa classe
sdo Pic (HENDERSON et al., 1999), Tsh (PROVENCE; CURTISS, 1994), Vat
(PARREIRA; GYLES, 2003), SepA (BENJELLOUN-TOUIMI; SANSONETTI,
PARSOT, 1995), EatA (PATEL et al.,, 2004), EpeA (LEYTON et al., 2003) e Espl
(SCHMIDT et al., 2001). No entanto, uma sobreposicdo de funcdes entre as classes
tem sido observada. Orth et al. (2010) demonstrou que EspP, uma SPATE de classe
1 com efeitos citotoxicos bem caracterizados, também exerce acao proteolitica sobre
moléculas do sistema complemento in vitro, enquanto Andrade (2019) demonstrou
que SepA, uma SPATE de classe 2, tem acao citotdxica sob diversos tipos celulares.

Recentemente, trés novas SPATEs foram caracterizadas por Habouria et al.
(2019). A analise comparativa de suas sequéncias preditas de aminoacidos
demonstrou que as SPATEs TagB e Sha pertencem a classe 2, enquanto TagC
pertence a classe 1. Apesar dessa divisdo, as trés SPATEs apresentaram efeitos
citopéticos e atividade de hemaglutinacao em diferentes condicbes (HABOURIA et al.,
2019; POKHAREL et al., 2020), evidenciando mais uma vez essa sobreposi¢cao de

funcdes.

1.6.4 Frequéncia das SPATESs entre os patétipos de E. coli

Os membros ja caracterizados da familia das SPATEs foram primeiramente
descritos em diferentes patétipos de E. coli e em Shigella flexneri (Figura 6), estando
envolvidos em importantes estagios da patogénese de doencas intestinais e
extraintestinais. O fato de os genes que codificam SPATESs estarem presentes em
elementos moveis como plasmideos, pro-fagos ou ilhas de patogenicidade favorece a
transferéncia horizontal de genes e permite que as SPATES ndo permanecam restritas
a um determinado pat6tipo. No entanto, analises de cole¢des de E. coli isoladas de
diarreia, ITU e ICS realizadas nos ultimos anos demonstram a maior frequéncia de
uma determinada SPATE em isolados pertencentes ao patétipo em que a mesma foi
primeiramente descrita (DAUTIN, 2010; TAPADER et al., 2014).
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Figura 6 — Patotipos de E. coli e S. flexneri relacionados a primeira descricdo das SPATEs
caracterizadas até o momento.
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Fonte: Freire (2020) (este trabalho).

No que diz respeito a presenca de genes que codificam SPATEs em ExXPEC,
dois trabalhos avaliaram de forma abrangente a frequéncia desses genes em cepas
de E. coli isoladas da corrente sanguinea. Tapader et al. (2014) e Mandomando et al.
(2020), verificaram a maior frequéncia de vat (51% e 19,5%, respectivamente) e sat
(39% e 10%, respectivamente) entre as cepas analisadas, enquanto baixas
frequéncias de pic (9% e 6%, respectivamente) e outros genes de SPATEs
primeiramente descritos em DEC, como espP, sepA, sigA, eatA e pet, foram
detectadas. Outros estudos envolvendo cepas isoladas de corrente sanguinea, mas
com foco no perfil geral de viruléncia das cepas, verificaram a presenca de sat e vat
em frequéncias que variaram entre 25-70% e 40-70%, respectivamente (ANANIAS;
YANO, 2008; CLERMONT et al., 2017; MAHJOUB-MESSAI et al., 2011; MAMANI et
al., 2019; MIAJLOVIC et al., 2016; MORA-RILLO et al., 2015; PARHAM et al., 2005;
RAGUPATHI et al., 2020; SKIJZT-RASMUSSEN et al., 2012; USEIN et al., 2015).
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Considerando as pesquisas realizadas em colecfes de UPEC, sat € o gene mais
frequentemente encontrado seguido por vat, pic e tsh (MIRANDA-ESTRADA et al.,
2017; MOMTAZ et al., 2013; MOSTAFAVI et al., 2019; RESTIERI et al., 2007; VILA et
al., 2002).

O inverso pode ser observado nos trabalhos que avaliam a prevaléncia dos
genes codificantes de SPATEs em colecdes de DEC. Os genes pic, pet, sepA, sigA e
espC foram consideravelmente mais prevalentes em diversos estudos (ABREU et al.,
2013; ANDRADE et al., 2017; HAVT et al., 2017; JENSEN et al., 2017; RESTIERI et
al., 2007; SPANO et al., 2017; ZUDE; LEIMBACH; DOBRINDT, 2014). No entanto,
frequéncias consideraveis de sat também foram detectadas em isolados de EAEC e
DAEC (BOISEN et al., 2009, 2012; GUIGNOT et al., 2007; HAVT et al., 2017; JENSEN
et al., 2017; SPANO et al., 2017; TADDEI et al., 2003).

A alta frequéncia de sat em isolados de quadros extraintestinais e de patétipos
de DEC com potencial extraintestinal conhecido, como EAEC e DAEC (BOLL et al.,
2020; LARA et al., 2017; MANDOMANDO et al., 2020; NUNES et al., 2017; SERVIN,
2005; SILVA, 2019), sugere que esta SPATE possa estar envolvida em importantes
estagios da patogénese de infeccbes extraintestinais. Os efeitos citotoxicos de Sat em
diversos tipos celulares e sobre diferentes substratos estédo bem descritos na literatura

e serdo detalhados, juntamente com outras caracteristicas desta SPATE, a seguir.

1.6.5 Secreted autotransporter toxin (Sat)

A proteina Secreted Autotransporter Toxin (Sat) foi descrita e caracterizada
pela primeira vez por Guyer et al. (2000), na cepa protétipo de UPEC CFTO073
(MOBLEY et al.,, 1990). O gene sat, de 3.888 pb, foi identificado na ilha de
patogenicidade |l desta cepa e codifica uma protease de 142 kDa, que apds a perda
de seu peptideo sinal e dominio translocador no processo de secrecao para 0 meio
extracelular, constitui uma proteina funcional de 107 kDa. A sequéncia predita de
aminoacidos de Sat tem identidade e similaridade consideraveis, respectivamente,
com as SPATEs Pet (63%; 75%), EspP (56%; 70%), EspC (50%; 66%), pertencentes
a classe 1, e Pic (40%; 55%), pertencente a classe 2 (GUYER et al., 2000). Sat é uma
SPATE de classe 1 e seus efeitos citotoxicos bem caracterizados na literatura (RUIZ-
PEREZ; NATARO, 2014; VIEIRA et al., 2020).
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Em estudos realizados com a cepa UPEC CFT073, verificou-se a ocorréncia
de efeitos citopaticos atribuidos a essa SPATE em células de linhagens originadas do
trato urinario, como a elongacao e destacamento de células Vero (célula de rim de
macaco verde africano) e HK-2 (célula humana epitelial de bexiga), e a vacuolizagcéo
citoplasmatica de células de CRL-1749 e CRL-1573 (células humanas epiteliais
provenientes de bexiga e rim, respectivamente). Ainda, observou-se também a alta
imunogenicidade de Sat em um modelo de infeccdo urinaria ascendente em
camundongos, onde a cepa selvagem e seu respectivo mutante isogénico em sat
foram testados. A presenca ou auséncia de Sat neste modelo ndo alterou a
colonizacédo do trato urinario pelas cepas, mas importantes alteracdes histoldgicas nos
rins dos camundongos infectados com a cepa selvagem foram observadas, como a
dissolucdo da membrana glomerular e vacuolizacdo das células dos tubulos
proximais. Com esses achados, Sat passou a ser considerada um importante
determinante de viruléncia envolvido na patogénese de UPEC (GUYER et al., 2000,
2002). Em estudo posterior, Maroncle et al. (2006) verificaram que Sat é internalizada
pelas linhagens CRL-1749 e HEK-293 (célula humana embrionéria de rim) e se
localiza no citoesqueleto. Juntamente com a observacéo da atividade proteolitica de
Sat sobre a a-fodrina e espectrina, proteinas envolvidas na estabilizacdo da estrutura
da membrana e da manutencéo da forma célula, os autores sugerem que os efeitos
citopéticos de Sat estdo associados com o dano ao citoesqueleto ou a outras proteinas
a ele associadas, contribuindo para a ocorréncia das alteracdes epiteliais observadas
nas ITU (Maroncle et al., 2006). Finalmente, também foi verificado que estes efeitos
sdo atribuidos ao residuo de serina presente na posicdo 256 da sequéncia de
aminoacidos de Sat, que corresponde ao sitio ativo de serinoprotease das SPATES.
Em um estudo de caracterizag&o funcional de Sat, Dutta et al. (2002) identificaram a
espectrina e o fator V de coagulacdo como substratos de Sat.

Estudos envolvendo cepas de DEC produtoras de Sat também foram
realizados. Taddei et al. (2005) demonstraram a perda da forma fibroblastica de
células Y1 (célula murina proveniente de carcinoma adrenocortical) e a atividade
enterotoxica de Sat no modelo de alca ligada de intestino de coelhos, apés a
inoculacao das algcas com a toxina obtida da cepa DAEC FBC 114 (TADDEI et al.,
2005). Guignot et al. (2007) verificaram a partir de diferentes cepas de DAEC que o
rearranjo de proteinas associadas as tight junctions de células Caco-2/TC7 (clone

derivado da linhagem Caco-2, célula humana proveniente de adenocarcinoma
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colorretal) e aumento da permeabilidade celular, enquanto Moal et al. (2011)
demonstraram que Sat provoca um destacamento celular autofagico em células HEp-
2 (célula humana proveniente de carcinoma de laringe contaminada com células
HelLa). Recentemente, Vieira et al. (2020) demonstraram a partir de cepas de EAEC,
gue a toxina é internalizada por células Caco-2 polarizadas e provoca a perturbacdo
da F-actina, com consequente destacamento celular. Ainda, efeitos citotoxicos
bastante intensos foram observados em células HUVEC (célula endotelial humana
originada da veia umbilical), sugerindo que Sat pode estar envolvida na patogénese
de infec¢cBes da corrente sanguinea e da sepse.

Curiosamente, 0 gene sat esta presente no genoma da cepa probiotica de E.
coli Nissle 1917. No entanto, Toloza et al. (2015) verificaram que esta cepa produz a
respectiva protease funcional, mas ela ndo atua como fator de viruléncia devido a
inibicdo por outro(s) componente(s) do sobrenadante de cultura da cepa probiodtica.

Apesar de uma sobreposicdo de funcdes bioldgicas entre as classes de
SPATES ter sido observada ultimamente, ndo ha relatos na literatura de possiveis
atividades imunomodulatérias de Sat. No entanto, a alta frequéncia do gene sat em
EXPEC isolada da corrente sanguinea (MANDOMANDO et al., 2020; TAPADER et al.,
2014) e a atividade citotoxica demonstrada sobre células endoteliais (VIEIRA et al.,
2020) e originadas do trato urinario (GUYER et al., 2000, 2002; MARONCLE et al.,
2006) sugerem o envolvimento desta SPATE na patogénese das infec¢cdes da
corrente sanguinea. Considerando que o sistema complemento é uma das primeiras
linhas de defesa do sistema imune inato a ser enfrentado por um patdégeno ao entrar
na corrente sanguinea, levantou-se a hipétese de que Sat pode auxiliar na evasao do

sistema imune por meio da clivagem de moléculas do sistema complemento.



45

2. OBJETIVO

Este trabalho teve por objetivo caracterizar as atividades biologicas da SPATE
Sat relacionadas a evasao do sistema imune inato por E. coli.

2.1 Objetivos especificos

e Verificar a frequéncia do gene sat e outros genes que codificam SPATES em
uma colecéo de cepas de E. coli isoladas de pacientes com bacteremia.

e Verificar a producéo de Sat pela cepa de trabalho e purificar a protease a partir
do seu sobrenadante de cultura.

e Caracterizar o contexto genético do gene sat em uma cepa de trabalho
escolhida a partir da referida colecao.

e Avaliar o efeito proteolitico de Sat purificada sobre as moléculas purificadas do
sistema complemento.

e Avaliar o envolvimento de Sat na resisténcia ao soro in vitro da cepa de
selvagem e construcdes genéticas derivadas.

e Avaliar o envolvimento de Sat no desenvolvimento da sepse em um modelo

murino.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Pesquisa do gene sat e de outros genes que codificam SPATEs em cepas
de E. coli isoladas de bacteremia humana

3.1.1 Caracteristicas das cepas analisadas

Foram analisadas 278 cepas de E. coli provenientes do Laboratério Especial
de Microbiologia Clinica da Universidade Federal de Sdo Paulo e pertencentes a
colecdo ENTEROBACTERIALES - EXTRAINTESTINAL — EPM — DMIP, mantida pela
Disciplina de Microbiologia da Escola Paulista de Medicina da Universidade Federal
de S&o Paulo (DMIP/EPM/UNIFESP).

Tais cepas foram obtidas a partir de hemoculturas de pacientes de ambos 0s
géneros, diferentes idades e condic¢des clinicas internados no Hospital S&o Paulo (Séo
Paulo, Brasil) no periodo entre 2000 e 2008, apresentando quadro de bacteremia. O
isolamento e identificacdo das cepas foram realizados no laboratorio clinico do proprio
hospital.

3.1.2 Reativacédo das cepas e obtencdo de DNA

As cepas permaneceram estocadas a -80°C e foram recuperadas por
incubacdo em caldo Luria-Bertani (LB) (Difco, Reino Unido). Para checar a pureza das
colénias, os inéculos foram semeados em agar MacConkey (Difco) e, posteriormente,
repicados agar LB (Difco), de forma a obter coldnias para extracdo de DNA. Todos os
meios citados foram incubados a 37°C durante 18 h, apds as respectivas semeaduras.

Cerca de duas a cinco coldnias obtidas no agar LB foram adicionadas a um
microtubo de 1,5 mL contendo 500 pL de &gua ultrapura estéril. Apos
homogeneizacdo, a mistura foi submetida a fervura por 10 min e em seguida a um
choque térmico a 4°C por 5 min. Finalmente, a mistura foi centrifugada a 800 x g por
10 min. O sobrenadante contendo DNA foi transferido para um microtubo estéril e

armazenado a -20°C até o momento do uso.
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3.1.3 Pesquisa de genes que codificam SPATEs

Além do gene sat, 0os seguintes genes que codificam SPATEs foram
pesquisados por meio da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR): vat, tsh, espl,
espC, espP, sepA, pic, eatA, epeA, pet e sigA. Para cada reacdo foram utilizados os
seguintes componentes (Invitrogen, EUA): 0,2 uM de cada um dos iniciadores
especificos (forward e reverse), 2,5 U de Taqg DNA Polymerase Recombinant, 1,5-2,0
mM de MgCI2, 5,0 pL de tampéo de PCR 1x, 0,2 mM da mistura de dNTPs, 1,0 pL de
DNA e agua milliQ estéril para um volume final de 25 pL. As reacdes foram realizadas
no termociclador Mastercycler® gradient (Eppendorf, Alemanha), no seguinte
esquema de ciclagem: 94°C por 5 min; 30 ciclos: 94°C por 1 min, respectiva
temperatura de anelamento (indicada na Tabela 2) por 1 min e 72°C por 1 min; 72°C
por 5min. Os produtos de amplificacdo foram analisados em gel de agarose a 0.7%,
preparado em tampao Tris Borato EDTA (TBE) 0,5X corado com Unisafe dye®
(Uniscience, Brasil) e utilizando o padréo de peso molecular 1 kb plus (Invitrogen). A
corrida eletroforética foi também realizada em TBE 0,5X a 100 V, por
aproximadamente 45 min. Apés a corrida, os géis foram expostos a luz UV no
transiluminador acoplado ao fotodocumentador Alliance (Uvitec, Reino Unido) para
captura da imagem.

As cepas utilizadas como controle positivo para cada gene e os iniciadores
especificos utilizados estao indicados na Tabela 2. A cepa de E. coli DH5a foi usada

como controle negativo em todas as reacoes.



Tabela 2 — Iniciadores especificos utilizados na pesquisa de genes que codificam SPATES.
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Temperatura de

Produto

Controle

Gene Sequéncia Anelamento (C) (pb) pOSitivo Referéncia
(F) TCAGAAGCTCAGCGAATCATTG DAEC .
S8l (R) CCATTATCACCAGTAAAACGCACC 59 930 FBC114 Boisen etal. (2009)
(F) ATGGACAGAGTGGAGACAG EHEC .
esPl  (R) GCCACCTTTATTCTCACCA 54 560 EH250 Schmidt et al. (2001)
(F) GACAGTTTTACGTTAGCTGG EPEC
esPC  (R) TCCTGCCGAAAACCGAAGC 55 1099 E2348/69 Andrade et al. (2017)
(F) GTCCATGCAGGGACATGCCA EHEC "
eSPP (R) TCACATCAGCACCGTTCTCTAT 55 547 EDL933 Restieri et al. (2007)
. Este estudo (N.°
sep. cesso Genbank:
« QesTemeTTeTaTATGAscA e
748219.1)
. (F) GGAAGTGACAGGGCATTTG EAEC
pic (R) CTTCGTATTGCCACCACTG 56 1011 042 Abreu etal. (2016)
(F) TTGGCGTTCTGTCATCAGGA EAEC
€A R) CCTTACCAGAGAGTGGATG 57 1068 BAL79 Andrade et al. (2017)
(F) GGGAGAGTTCAGGCATTTA E. coli
€PeA  (R) CAGCGTTACCTTACTTGAG 57 783 EH41 Abreu et al. (2013)
(F) GGCACAGAATAAAGGGGTGTTT EAEC -
PEL (R) CCTCTTGTTTCCACGACATAC o8 302 042 Restieri et al. (2007)
. (F) CCGACTTCTCACTTTCTCCCG S. flexneri .
SIBA  (R) CCATCCAGCTGCATAGTGTTTG o8 430 M9OT Boisen et al. (2009)
(F) AACGGTTGGTGGCAACAATCC E. coli .
val  (R) AGCCCTGTAGAATGGCGAGTA 58 420 RS218 Restieri etal. (2007)
tsh  (F) CCGTACACAAATACGACGG 59 300 APEC O1 Restieri et al. (2007)

(R) GGATGCCCCTGCAGCGT
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3.2 Caracterizacédo da cepa EC071

Apés a verificacdo da frequéncia gene sat e dos outros genes que codificam
SPATES na colecdo de cepas isoladas de bacteremia, a cepa EC071 foi escolhida
como cepa prototipo para avaliacdo da hipotese do envolvimento da proteina Sat na
resisténcia a acao bactericida do soro por meio da clivagem de moléculas do sistema
complemento.

O critério inicial para sua escolha foi a presenca do gene sat e a auséncia de
todos os outros genes que codificam SPATES pesquisados por PCR no genoma da
ECO071, de forma a evitar possiveis interferéncias de outras SPATES (especialmente
aquelas com acédo sobre as moléculas do complemento) nas analises subsequentes.
Apés essa verificacdo inicial, uma caracterizacdo mais detalhada da ECO071 foi
realizada através do sequenciamento completo do seu genoma e de alguns ensaios
fenotipicos, de forma que os seguintes critérios foram considerados para sua escolha
definitiva:

e Confirmacéo da presenca do gene sat e da auséncia de outros genes que
codificam SPATEsS;

e Producédo da proteina Sat;

e Auséncia de genes relacionados a mecanismos de resisténcia ao soro
conhecidos, mas ainda assim apresentar o fen6tipo de resisténcia a acdo bactericida
do soro humano;

Paralelamente, a cepa EC071 também foi avaliada quanto a sua viruléncia
intrinseca, sorotipo e classificacao filogenética a partir da sequéncia completa de seu
genoma. Ainda, o contexto genético de sat nessa cepa também foi verificado por meio
da analise do perfil plasmideal da cepa protétipo.

Todas as analises realizadas para a escolha da cepa protétipo estdo

detalhadas a seguir.



50

3.2.1 Sequenciamento completo do genoma da EC071

3.2.1.1 Extracdo de DNA genbmico

O DNA genbdmico da cepa EC071 foi extraido com auxilio do GeneJet Genomic
DNA Purification Kit (ThermoFisher Scientific, EUA), de acordo com as instru¢des do
fabricante.

ApOs a extragdo, a qualidade do DNA extraido foi analisada em gel de agarose
a 1% (conforme descrito no item 3.1.3) e sua quantificacdo realizada com o
Qubit™dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen).

3.2.1.2 Sequenciamento na plataforma lllumina e processamento dos dados

O DNA extraido foi enviado para o Setor MicrobesNG da University of
Birmingham (Reino Unido), onde o sequenciamento foi realizado na plataforma
lllumina HiSeq (lllumina, EUA) utilizando um protocolo paired end de 250bp. Foram
utilizados o Nextera XT Library Prep Kit e o Nextera XT Index Kit (lllumina) para
preparacdo de biblioteca, o V2 HiSeq Rapido Cluster PE-HS Kit (lllumina) para
clusterizacdo e o Truseq Rapido SBS Kit v2 (500 cycles) (lllumina) para
sequenciamento, sempre seguindo os procedimentos indicados pelo fabricante.

As sequéncias obtidas foram pré-processadas pelo software Trimmomatic 0.30
(BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014) e a montagem de novo foi realizada com a versao
3.7 do software SPAdes (NURK et al., 2013). Por fim, os contigs obtidos foram
anotados utilizando a verséo 1.11 do software Prokka (SEEMANN, 2014).

3.2.1.3 Andlise do genoma completo da cepa prototipo

A analise da qualidade do sequenciamento foi realizada por meio da plataforma
QUAST (GUREVICH et al., 2013).

A presenca do gene sat, a auséncia de genes que codificam outras SPATES e
de genes conhecidos relacionados com a resisténcia a a¢do bactericida do soro, além
da verificacdo da presencga/auséncia dos genes relacionados a viruléncia intrinseca
de EXPEC foi realizada no genoma da cepa ECO071 através da ferramenta BLAST

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) em comparagdo com 0s genomas de cepas
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de referéncia depositados no Genbank do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) e no ecoli VF collection
(https://github.com/aleimba/ecoli_VF_collection). Ainda, a sequéncia predita de
nucleotideos e aminoacidos do gene sat das cepas EC071 e CFT073 foi comparada
para andlise de identidade e verificacdo da integridade do sitio de serinoprotease
através do software BioEdit (versdo 7.2.5) e da plataforma Blast.

A predicéo in silico do sorotipo e a determinagao do Sequence Type (ST) foi
realizada com a ferramenta MLST e a verificagdo da presenca de plasmideos foi
realizada com a ferramenta PlasmidFinder, ambas pertencentes a plataforma online
do Center for Genomic Epidemiology (http://www.genomicepidemiology.org). A
confirmagdo do filogrupo foi realizada na plataforma online ClermontTyping
(http://clermontyping.iame-research.center/) (BEGHAIN et al., 2018). A presenca das
ilhas de patogenicidade da cepa UPEC CFT073 no genoma da cepa ECO071 foi
realizada com o auxilio da plataforma Blast, em comparacdo com as sequéncias
depositadas no banco PAIDB v2.0 (http://www.paidb.re.kr) (YOON; PARK; KIM, 2015).
Finalmente, o contig obtido que alberga o gene sat foi também analisado quanto a
presenca de sequéncias de insercdo nas regides flanqueadoras de sat com o auxilio
da plataforma Blast, considerando o banco de dados especifico dessas sequéncias

(insertion sequences - TaxID:2673).

3.2.2 Determinacgédo do contexto genético de sat na EC071

3.2.2.1 Andlise do perfil plasmideal da EC071

A extragcdo plasmideal da cepa ECO71 foi realizada conforme descrito por
Birnboim e Doly (1979). A cepa 39R861 (THRELFALL et al., 1966) foi utilizada como
controle, uma vez gque possui quatro plasmideos de massa molecular conhecida. A

composicao das solucdes utilizadas nesse protocolo esta descrita na Tabela 3.
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Tabela 3 — Solucées utilizadas na andlise do perfil plasmideal.

Solucgéo Composicéo

Lisozima 4 mg/mL, Glicose 2%,
Na:EDTA 10 mM e Tris-HCI 25 mM, pH 8,0

I NaOH 0,2 N e SDS 1%

1l Acetato de sédio 3 M, pH 4,8

Acetato de sddio 100 mM e
Tris-HCI 50 mM, pH 8,0

Primeiramente, a cepa teste e as cepas de referéncia foram semeadas em 3
mL de caldo triptona de soja (TSB) e incubadas a 37°C/18 h. A seguir, 800 pL de cada
cultura foram transferidos para microtubos estéreis de 1,5 mL e centrifugados a 13.400
X g durante 3 min. Os sobrenadantes foram ent&o aspirados com bomba de vacuo e
100 pL da solugao | foram adicionados a cada microtubo, de forma a ressuspender o
sedimento com o auxilio de uma micropipeta. Os microtubos permaneceram em
banho de gelo por 30 min e, apds este periodo, 200 pL da solucéo Il foram adicionados
e misturados por inversdo por cerca de seis a oito vezes. Apds uma nova incubacao
em banho de gelo por sete minutos, 150 pL da solugéo Il foram adicionados em cada
microtubo e misturados gentilmente por inversdo por cerca de 12 a 15 vezes, até que
houvesse a formacédo de precipitado branco. Os microtubos com a mistura foram
entdo incubados a 4°C durante 18h. Apés este periodo, foram centrifugados a 13.400
x g por 10 min e todo o sobrenadante (cerca de 400 pL) foi transferido imediatamente
para novos microtubos. Em seguida, 1 mL de etanol P.A. resfriado a -20°C foi
adicionado a cada microtubo e cuidadosamente misturado por inverséo por cerca de
dez vezes, com posterior incubacdo a -20°C por 18 h. Apdés a incubacdo, os
microtubos foram centrifugados a 13.400 x g durante 10 min e o sobrenadante
desprezado. O sedimento resultante da centrifugagéo foi suspendido em 100 pL da
solugéo IV e cerca de 200 pL de etanol P.A. resfriado a -20°C foram adicionados para
precipitar o DNA, como anteriormente descrito. Entdo, os microtubos foram
novamente centrifugados a 13.400 x g por 10 min e, ap0s desprezar o sobrenadante,
foram colocados abertos e invertidos para total secagem a temperatura ambiente.
Finalmente, o sedimento foi ressuspendido em 15 pL de tampé&o TE (Tris-HCI 1 M,
EDTA 0,5 M, pH: 8,0). O DNA plasmideal obtido foi analisado em gel de agarose 0,8%

conforme descrito no item 3.1.3.
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3.2.2.2 Southern blot

A técnica de Southern blot foi empregada para determinar se o0 gene sat estava
localizado em algum dos plasmideos extraidos da cepa ECO071. ApOs o registro
fotografico, o gel de agarose resultante da analise do perfil plasmideal (item 3.2.2.1)
foi tratado com solucéo de HCI 0,25 M durante 30 min sob leve agitacdo. Em seguida,
o gel foi lavado com 4gua destilada e tratado com uma solu¢éo desnaturante NaOH
0,5 M e NaCl 1,5 M (solugao) por 30 min sob agitacdo lenta. O gel foi novamente
lavado com agua destilada e tratado com uma solucéo neutralizante (Tris-HCI 1 M e
NaCl 2 M) por 30 min sob leve agitacdo. ApOs esse tratamento, os plasmideos foram
transferidos para uma membrana de nylon Hybond-N+ nylon membrane (GE
Healthcare, EUA) utilizando o sistema Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell

(BioRad, EUA), segundo recomendacdes do fabricante.

3.2.2.3 Obtencao da sonda e hibridizacéo

Inicialmente foi obtida a sonda genética para deteccao de sat na reacdo de
hibridizacdo. Para isso, foi amplificado por PCR um fragmento correspondente a uma
regido de 930 pb do gene sat da cepa EC071, conforme descrito no item 3.1.3 e
utilizando iniciadores especificos sat (Tabela 2). Apés a amplificacdo, o produto foi
analisado em gel de agarose 0,7% (conforme descrito no item 3.1.3) e em seguida foi
purificado com auxilio do kit Wizard® SV Gel and PCR Clean Up System (Promega,
EUA), de acordo com as instrucfes do fabricante.

A membrana de nylon resultante da transferéncia foi entdo submetida ao
processo de hibridizac&o, utilizando o kit Amersham Gene Images AlkPHos Direct
Labelling and Detection System (GE Healthcare). A marcacao do fragmento sonda sat
e a hibridizagdo (55°C por 18 h) foram realizadas conforme as instrugcdes do
fabricante. A revelacdo da membrana também foi feita com reagentes componentes
do referido kit e o sinal de quimioluminescéncia emitido foi detectado pelo
fotodocumentador Alliance (Uvitec) para captura da imagem.
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3.2.3 Resisténcia a acao bactericida do soro humano da cepa EC071

A resisténcia a atividade bactericida do soro humano da EC071 foi avaliada
conforme proposto por Henderson et al. (1999), com algumas modificagdes descritas
a sequir.

Um pré-inoculo da cepa foi preparado em caldo LB (Difco) e incubado a 37°C
por 18 h. Ao fim deste periodo, 1,0 mL do pré-inéculo foi transferido para 49 mL de
caldo LB e incubado a 37°C sob agitacdo de 250 rpm, por tempo suficiente até que o
in6culo atingisse a densidade optica 0,5 a 600 nm. O mesmo procedimento foi
realizado para a cepa de E. coli DH5a, utilizada no teste como controle de
susceptibilidade a acédo bactericida do soro humano normal.

Paralelamente, trés microtubos de 1,5 mL foram preparados contendo soro
humano normal obtido comercialmente (Sigma-Aldrich, EUA) e/ou PBS 0,01 M estéril,
conforme indicado na Tabela 4. Um desses microtubos (denominado B) foi incubado
a 56°C por 30 min, para inativacao das proteinas do sistema complemento presentes
no soro. Apds o preparo, os trés microtubos foram incubados a 37°C por 30 min.

Tabela 4 - Preparo dos tubos para teste de resisténcia a agédo bactericida do soro.

Tubo PBS 0,01M estéril (pL) Soro humano (uL)
A 80 100
B 80 100
o) 180 —-

Em seguida, 20 uL do indculo da cepa foram adicionados aos trés microtubos
preparados. Dessa forma, o volume final de cada microtubo foi de 200 pyL e a
concentracgéo final de soro nos tubos que o continham foi de 50%. O contetdo dos
trés microtubos foi homogeneizado e os microtubos A e B foram incubados a 37°C por
60 min.

Imediatamente apdés a adicdo do indculo, 20 pL do microtubo O foram
coletados. Diluicdes seriadas (102, 10, 10 e 10®) desse volume em PBS 0,01 M
estéril foram realizadas e semeadas em agar MacConkey (Difco). Aos 30 e 60 min de

incubagao, 20 uL do conteudo dos microtubos A e B foram coletados, diluidos e
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semeados conforme realizado para o microtubo O. Todas as placas de agar
MacConkey foram incubadas a 37°C por 18 h e apo0s esse periodo as unidades
formadoras de colonia (UFC) foram calculadas em relagéo ao volume (UFC/mL).

As contagens obtidas foram plotadas em um grafico mostrando a relagéo tempo
de incubacéao x UFC/mL, considerando a contagem de UFC/mL do microtubo O como

o in6culo inicial (tempo 0) para todas as situacdes testadas.

3.2.4 Verificacdo da producédo de Sat pela cepa EC071

3.2.4.1 Precipitacdo das proteinas do sobrenadante de cultura com &cido

tricloroacético

As proteinas do sobrenadante de cultura da cepa ECO071 foram precipitadas
com Aacido tricloroacético (TCA) de acordo com o protocolo proposto por Koontz
(2014).

Primeiramente, um pré-indculo dessa cepa foi preparado em caldo LB e
incubado a 37°C por 18 h. Ao fim deste periodo, uma algcada do pré-inéculo foi
transferida para trés tubos de caldo LB e eles foram incubados a 37°C sob agitacéao
de 250 rpm, durante 18 h.

Os in6culos resultantes foram centrifugados a 2.000 x g sob refrigeracédo a 4°C,
por 15 min. Em banho de gelo, foram feitas aliquotas de 1 mL dos sobrenadantes
resultantes utilizando microtubos de 1,5 mL. Em cada uma delas foram adicionados
200 L de TCA (Sigma-Aldrich) para uma concentragéo final de 20% e cada microtubo
foi homogeneizado suavemente dez vezes por inversdo. Em seguida, as aliquotas
foram incubadas a -20°C por 18 h.

Apos este periodo, as aliquotas foram centrifugadas a 16.000 x g por 25 min a
4°C, e seus sobrenadantes foram descartados. Em seguida foram adicionados 500 uL
de acetona pura (Merck, Alemanha) resfriada a 4°C em cada tubo, sem homogeneiza-
los, e os mesmos foram novamente centrifugados a 16.000 x g por 25 min a 4°C. O
processo foi repetido e apds o Ultimo descarte do sobrenadante, os tubos foram
deixados com a tampa aberta por tempo suficiente para evaporacdo completa da
acetona a temperatura ambiente. Os precipitados de cada tubo foram

homogeneizados com 15 pL de solugao de Tris-HCI 1,0 M, pH 8,8.



56

As cepas produtoras de Sat EC233/93 (VIEIRA et al., 2020) e DAEC FBC 114
(TADDEI et al., 2003) foram submetidas ao mesmo protocolo e utilizadas como
controle positivo. A cepa de S. flexneri MO0T (BENJELLOUN-TOUIMI; SANSONETTI;
PARSOT, 1995) foi utilizada como controle negativo.

3.2.4.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Sabendo que a proteina Sat madura tem peso molecular de 107 kDa, os
precipitados resultantes foram desnaturados com 3-mercapto-etanol a 96°C por 5 min
e submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 8% com dodecil sulfato de
sédio (SDS-PAGE) sob condicdes desnaturantes (LAEMMLI, 1970). Os géis foram
preparados em duplicata, sendo um destinado a coloragcéo por nitrato de prata e o
outro destinado ao Western Blotting e Imunodeteccdo de Sat, conforme descrito
adiante. Para os géis destinados a coloracao por prata foram usados o Precision Plus
Protein™ Unstained Protein Standards (BioRad) ou o BenchMark™ Protein Ladder
(Invitrogen). Para os géis destinados a imunodetec¢do foi usado o marcador pré-
corado Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Prestained Protein Standards
(BioRad).

A eletroforese foi inicialmente realizada a 60 V por 10 min e posteriormente a
100 V por 2 h, em tampéao de corrida Tris-Glicina (tris (hidroximetil) aminometano 3%;

glicina 14%; dodecil sulfato de sédio 1%).

3.2.4.3 Coloracao por nitrato de prata

Um dos géis de poliacrilamida obtidos conforme descrito no item anterior foi
submetido a coloracdo rapida por nitrato de prata (CHEVALLET; LUCHE;
RABILLOUD, 2006) para visualizacdo das proteinas. Inicialmente o gel foi colocado
em um recipiente de vidro contendo 50 mL solucéo fixadora (50% de etanol, 12% de
acido acético e 37% de formaldeido), aquecido a 65°C por 30 seg e mantido sob
agitacao por 5 min. A solucao fixadora foi descartada e cerca de 50 mL de etanol a
30% foram adicionados, com posterior aquecimento a 65°C por 30 seg e agitacdo por
5 min. Apos o descarte do etanol, cerca de 50 mL de uma solucdo de 0,02 % de
tiossulfato de sodio (Na2S203.5H20) foram adicionados e o recipiente foi aquecido
novamente a 65°C por 30 seg e mantido sob agitacdo por 2 min. Em seguida, duas
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lavagens com agua destilada foram realizadas, sempre seguidas de aquecimento a
65°C por 30 seg e agitacdo por 2 min. Apos o descarte da agua utilizada na segunda
lavagem, cerca de 50 mL de solucdo corante (0,2% de nitrato de prata e 0,05% de
formaldeido) foram adicionados ao recipiente, com posterior aquecimento a 65°C por
30 seg e agitacao por 5min. A solucédo corante foi descartada e o gel foi lavado
novamente com agua destilada, sob agitacdo por 1 min. Apds a lavagem e descarte
da &gua, foram adicionados cerca de 50 mL de solugéo reveladora (3% de carbonato
de sodio e 0,05% de formaldeido) e o recipiente permaneceu sob agitacéo até que as
bandas correspondentes as proteinas presentes no gel pudessem ser observadas.
Finalmente, a solucdo reveladora foi descartada e cerca de 50 mL da solucédo de

parada de reacdo (50% de etanol e 12% de &cido acético) foram adicionados.

3.2.4.4 Imunodeteccdo de Sat

O segundo gel de poliacrilamida obtido conforme descrito no item 3.1.4.2 foi
transferido para uma membrana de nitrocelulose Amersham™ Protran™ Supported
0.45 um NC (GE Healthcare) pela técnica de Western Blotting (TOWBIN; STAEHELIN;
GORDON, 1979). A transferéncia foi realizada com auxilio do sistema Trans-Blot® SD
Semi-Dry Transfer Cell (BioRad), utilizando o tampéo de transferéncia (200 mL de
metanol, 100 mL de Tris-glicina e 700 mL de &gua destilada) em corrente elétrica
constante de 10 V por 45 min. A membrana resultante foi incubada em 20 mL da
solucéo de blogueio (5% de leite desnatado em PBS 0,01M com 0,05% de Tweem-20
em) por 18 a h4°C. Em seguida, a mesma foi lavada trés vezes com PBS 0,01 M
contendo 0,05% de Tween-20, sob agitacdo por 5 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, a membrana foi incubada com 10 mL de uma diluicdo 1:500 do
anticorpo policlonal de coelho anti-Sat (VIEIRA et al., 2020) por 1 h, sob agitacdo em
temperatura ambiente. Novamente, foram realizadas trés lavagens com PBS 0,01M
com 0,05% de Tween-20 e a membrana foi entdo incubada com 10 mL de uma diluicéo
1:10000 do anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado com peroxidase
(Sigma-Aldrich) por 1 h, sob agitagdo em temperatura ambiente. A revelacdo foi
realizada com o SuperSignal® West Pico Enhanced Chemiluminescent Substrate
(ThermoFisher Scientific), de acordo com as instrucdes do fabricante e o sinal de
quimioluminescéncia emitido foi detectado pelo fotodocumentador Alliance (Uvitec)

para captura da imagem.
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3.3 Purificacdo de Sat a partir do sobrenadante de cultura da EC071

O protocolo utilizado para a purificacdo de Sat foi realizado conforme descrito
por Maroncle et al. (2006), com algumas adaptagdes descritas a seguir.

3.3.1 Concentracédo do sobrenadante de cultura da EC071

Inicialmente foram preparados 20 mL de pré-indculo da cepa EC071 em caldo
LB, incubados a 37°C por 18 h. ApGs a incubacao, dois frascos de 1 L contendo 500
mL de caldo LB cada foram inoculados com 10 mL de pré-in6culo em cada um deles
e incubados a 37°C e 250 rpm até atingir a densidade 6ptica 1,0 em 600 nm.

A seguir, os indculos foram centrifugados a 8.200 x g por 15 min a 4°C, e o
sobrenadante de cultura obtido foi entdo filtrado em aparato de filtracdo com
membranas de 0,22 um Stericup® and Steritop® Vacuum Driven Sterile Filters
(Merck), com auxilio de uma bomba a vacuo. O sobrenadante filtrado foi inicialmente
concentrado até cerca de 10 mL utilizando os dispositivos concentradores Amicon®
Ultra 15 mL Centrifugal Filters (Millipore, EUA) com cut off de 30 kDa e em seguida,
até cerca de 1 mL utilizando um dispositivo concentrador com cut off de 50 kDa. As
concentracdes por filtracdo foram feitas com sucessivas centrifugacdes a 5.000 x g,

por 20 min cada, sob refrigeracédo a 4°C.

3.3.2 Cromatografia em coluna de afinidade (troca i6nica)

A purificagéo de Sat foi realizada em uma coluna anidnica empacotada com a
resina Q SepHarose Fast Flow (GE Healthcare) e com os tampdes descritos na Tabela
5. Todos os tampdes, a agua ultrapura e NaOH 1 M utilizados foram filtrados em

membrana de 0,22 pm.
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Tabela 5 - Tampdes utilizados na cromatografia em coluna de troca idnica.

Tampao Composicéao

A 0,025 M Tris HCI e 0,025 M NaCl; pH 7,5
Bl 0,025 M Tris HCl e 0,2 M NaCl; pH 7,5

B2 0,025 M Tris HCl e 0,175 M NaCl; pH 7,5
B3 0,025 M Tris HCl e 0,250 M NaCl; pH 7,5
B4 0,025 M Tris HCl e 0,325 M NaCl; pH 7,5
B5 0,025 M Tris HCl e 0,400 M NaCl; pH 7,5
B6 0,025 M Tris HCI e 0,500 M NaCl; pH 7,5

Todo o processo foi realizado com um fluxo de vazao de 2 ml/min. Inicialmente,
efetuou-se a limpeza da coluna com 50 mL de agua ultrapura e em seguida a mesma
foi equilibrada com 50 mL do tampéao A. Entdo, o concentrado foi diluido no tampé&o A
(volume do concentrado completado para 15 mL com o tampéao) e injetado na coluna,
sendo que a partir desse momento, as fracdes passaram a ser coletadas. Apos todo
o conteddo ser injetado na coluna, ela foi lavada com cerca de 45 mL do tampéo A e,
em seguida, 15 mL de cada tampéao de eluicdo (B1 a B6) foram injetados na coluna,
seguindo o gradiente de concentracdo de NaCl entre os tampdes. ApOs a passagem
de todo o volume dos tampdes de eluicdo, a coluna foi reequilibrada com 50 mL do
tampéao A. As fracdes foram coletadas até este ponto. Finalmente, a coluna foi lavada

com 50 mL de NaOH 1 M e 50 mL de agua mili-Q e armazenada em etanol 20% a 4°C

3.3.3 Analise das fracbes obtidas na troca ibnica

As fracdes obtidas foram analisadas por SDS-PAGE e coloracdo rapida por
nitrato de prata, conforme descrito nos itens 3.2.4.2 e 3.2.4.3.

3.3.4 Confirmagéo da identidade de Sat

As fracdes que apresentaram uma banda Unica com massa molecular ao redor
de 100 kDa no gel corado por nitrato de prata foram submetidas a imunodeteccdo com
o soro especifico anti-Sat, conforme descrito no item 3.2.4.4, e submetidas a andlise

por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) no
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equipamento ESI-ITTOF (Shimadzu, Japao), realizada pelo Laboratoério de Bioquimica

e Biofisica do Instituto Butantan.

3.3.5 Quantificagédo de Sat purificada nas fracoes

A concentracao de Sat nas fracdes purificadas foi determinada com o Pierce™
BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher Scientific), conforme as instru¢cées do
fabricante.

3.4 Ensaios de clivagem das moléculas do complemento por Sat purificada

Os ensaios proteoliticos foram realizados com a proteina Sat purificada do
sobrenadante de cultura da EC071 e com as moléculas Clq, C2, C3, C3b, C4, C4b,
C5, C6, C7, C8 e C9 purificadas (Complement Technology, EUA), utilizando
protocolos de clivagem simples e com inibicdo por fluoreto de fenilmetanosulfonila
(PMSF) (Sigma-Aldrich) ou anti-Sat (VIEIRA et al., 2020).

3.4.1 Ensaios proteoliticos simples

Nos ensaios proteoliticos simples, 5,0 ug de Sat purificada foram adicionados
a diferentes tubos contendo de 0,5 a 1,0 ug de molécula alvo e quantidade suficiente
de tampéo MOPS (0,1 M MOPS, 0,2 M NaCl e 0,01 mM ZnSOg, pH 7,3) (DUTTA et
al., 2002; MARONCLE et al., 2006) para completar 50 pL de reacdo. Cada tubo foi
incubado a 37°C por 24 h. Na quinta e na 242 hora, 20 pL do contetdo de cada tubo
foram coletados e armazenados a -20°C. Tubos controle contendo apenas a solucéo
de cada molécula do complemento em tampdo MOPS também foram incubados pelo
mesmo periodo e tiveram os mesmos volumes coletados, nos mesmos intervalos de
tempo. Os produtos de incubacdo foram analisados por SDS-PAGE em géis de
poliacrilamida a 10% e imunodetec¢cdo com anticorpos primarios especificos para a
molécula do complemento testada (Complement Technology), conforme descrito nos
itens 3.1.4.2 e 3.1.4.4. Os anticorpos primarios foram utilizados nas seguintes
dilui¢des: 1:1.000 (anti-C2), 1:2.500 (anti-C4), 1:3.000 (anti-C6, anti-C7, anti-C8 e anti-
C9) e 1:5.000 (anti-Clg e anti-C3). O anticorpo secundario anti-lgG de cabra
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conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich) foi utilizado na diluicdo 1:10.000 para

todas as moléculas testadas.

3.4.2 Ensaios proteoliticos com inibicdo por PMSF

Nos ensaios proteoliticos com inibicdo por PMSF, as moléculas alvo do sistema
complemento clivadas por Sat no ensaio proteolitico simples foram testadas em novas
condi¢cdes. Concentracbes de 0,5 e 1,0 pg de molécula alvo foram incubadas
juntamente com 0,5 pug ou 1,0 ug de Sat purificada ou Sat purificada previamente
inativada com o inibidor de serinoproteases PMSF (Sigma-Aldrich). A inativacdo da
serinoprotease se deu pela adigcdo de um volume suficiente de uma solugéo a 50 mM
de PMSF a Sat purificada de forma que a concentracao final do inibidor fosse 1 mM.
A mistura foi incubada a temperatura ambiente por 30 min e posteriormente utilizada
no teste. A preparacéo dos tubos controle, as incubacdes e analise dos produtos de

incubagé&o foram realizadas conforme descrito item anterior.

3.5 Construcgdes genéticas

As construcdes do clone minimo de expressdo de Sat e de seu respectivo
mutante sitio dirigido foram realizadas no Laborat6rio do Prof. Dr. lan R. Henderson,
no Institute of Microbiology and Infection da University of Birmingham (Birmingham,
Reino Unido). Os demais experimentos foram realizados no Laboratério de

Bacteriologia do Instituto Butantan (Sao Paulo, Brasil).

3.5.1 Inducéo de competéncia e quimiotransformacéo

Todas as transformacdes realizadas neste trabalho foram realizadas por
choque térmico em células quimiocompetentes, conforme descrito por Sambrook,
Fritsch e Maniatis (1989). Um indculo da cepa de interesse foi cultivado em 50 mL de
caldo LB e incubado sob agitacédo de 250 rpm a 37°C e por tempo suficiente até que
a densidade o6ptica de 0,6 fosse atingida em comprimento de onda de 600 nm. O
indculo foi transferido para um tubo coénico de 50 mL e incubado em banho de gelo
por 30 min. A seguir, o tubo foi centrifugado a 2.000 x g por 15 min a 4 ‘C e o

sobrenadante de cultura foi descartado. O sedimento obtido foi entdao lavado
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gentilmente com 50 mL de uma solucéo gelada de cloreto de célcio 100 mM a 100
mM e incubado em banho de gelo por 20 min. Um novo ciclo de centrifugacdo e
lavagem foi feito, dessa vez utilizando 25 mL de cloreto de calcio 100 mM. Apds uma
nova centrifugacao, o sedimento foi ressuspendido em 2 mL de solucao de cloreto de
calcio 100 mM acrescida de 15% de glicerol. Aliquotas de 100 pL dessa suspenséo
bacteriana foram feitas em microtubos de 1,5 mL e as mesmas foram rapidamente
congeladas em banho de etanol (70%) e gelo seco, para posterior armazenamento a
-80°C até o momento do uso.

As transformacdes foram realizadas da seguinte forma: o volume suficiente de
produtos de ligacdo ou plasmideo foi adicionado a 50 pL da aliquota de célula
quimiocompetente apropriada. O tubo com a mistura foi entdo incubado em banho de
gelo por 30 min, em seguida a 42°C por 95 seg e novamente em banho de gelo por 2
min. A mistura foi entdo recuperada em 500 pL de caldo TSB e incubada a 37°C sob
agitacao de 250 rpm por 1 h. ApGs esse periodo, esse cultivo foi semeado em placas
de agar LB contendo o antibiotico apropriado para a selecdo de transformantes e as

placas foram incubadas a 37°C por 18 h.

3.5.2 Vetores e cepas utilizadas

As cepas e vetores utilizados nas constru¢des genéticas deste estudo estdo
descritas nas Tabelas 6 e 7, respectivamente.

Tabela 6 - Cepas utilizadas nas construcées genéticas.

Sensibilidade a
antibacterianos

AmpS (100 pg/mL);
Kan® (50 pg/mL)

Cepa Origem Referéncia

E. coli isolada de

ECO071 bacterEr)PFl)aErcm:Limana; Kan® (150 pg/mL): Freire et al. (2020)
TetR (15 pg/mL)
. Sensivel a todos os Sambrook; Fritsch;
DH5a E. coli K-12 antibacterianos Maniatis (1989)
S17- E. coli 294 com delecédo Kan® (150 pg/mL); Simon; Proefer;
1(Apir) em recA TetS (15 pg/mL) Puhler (1983)
MG1655 E. coli K-12 Sensivel a todos o0s Jensen (1993)

antibacterianos




Tabela 7 - Vetores utilizados nas construcfes genéticas.
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Sitios de A
Pl . - o Marcas de Referéncia
asmideo Descrigao restricdo para Resistanci .
esisténcia ou origem
clonagem
Vetor de alto numero de R
p(il;é\/l-T cépias; 3,0 kb, AmpR (100 EcoRl (1oémp/mL) Promega
y ug/mL) Hg
Vetor suicida de baixo KanR Penfold;
pJP5603 numero de copias contendo EcoRl (150 pg/mL)  Pemberton
o replicon R6K; 3,1 kb, (1992)
ottac Modificacéo do vetor Ndel AmpR Serre et al.
P pET22b+, com promotor tac Xhol (100 pg/mL) (2008)

3.5.3 Iniciadores utilizados e condi¢cfes de PCR

Os iniciadores utilizados em cada etapa das construcfes genéticas realizadas

estdo descritos na Tabela 8. As reacdes de PCR foram realizadas de acordo com as

especificacoes dos fabricantes de cada polimerase utlizada e utilizando o

termociclador Mastercycler® gradient (Eppendorf). Apds a amplificacédo, os produtos

amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose (0,7%), seguindo a

descricdo no item 3.1.3. Diferente do descrito naquele item, nesta etapa alguns géis

foram corados com Midori Green (Nippon genetics Europe, Alemanha) e o marcador

de peso molecular foi o HyperLadder™ 1Kb (Bioline, EUA).



Tabela 8 - Iniciadores utilizados para a obtencdo das construcdes genéticas.

64

Iniciador Sequéncia (5'—3’) Finalidade

sat Ndel F GATACGCATATGAATAAAATATACTCCCTTAA Amplificacdo do gene sat com sitios de
sat Xhol R GTACTGCTCGAGTCAGAAAGAGTAACGGAAGTTGG restrigéo para clonagem no vetor pettac
Ndel pettac CAGTCATGCTAGCCATATGTATATC

Amplificagéo do vetor pettac

Xhol pettac GAACTGTATAAATGATAACTCGAGCACCAC

pettac F ATGGTGCATGCAAGGAGATG Sequenciamento para confirmacéo da

T7 terminator R GCTAGTTATTGCTCAGCGG clonagem do gene sat

sat sdm

sat2

M13

Amp

Kana

(F) GAAATATTCGGAGACATCGGCGCTGGAGCATACTTATATGATAAC
(R) GTTATCATATAAGTATGCTCCAGCGCCGATGTCTCCGAATATTTC

(F) GCTGGCTCTGGAGGAACAT
(R) CCTTACCATTTCCGCTTGC

(F) TGTAAAACGACGGCCAGT
(R) CAGGAAACAGCTATGAC

(F) CGAGTGGGTTACATCGAAC
(R) CGCCTCCATCCAGTCTATTA

(F) ACTCGTCGATCGGAATGATTGAACAAGATGGATTGC
(R) CGATCCCGATCGTCAGAAGAACTCGTCAAGAAG

Amplificag@o do clone minimo de sat com
alteracdes de bases para mutagao sitio
dirigida
PCR de col6nia para verificagdo de
transformantes; Sequenciamento para
confirmacdo da mutacao sitio dirigida no
gene sat

Sequenciamento para confirmagéo da
interrupcdo do gene sat pelo vetor suicida
pJP5603

PCR de colbnia para verificacdo de
transformantes na complementacéo da
cepa ECO71::pCF2
Amplificac@o do cassete de resisténcia a
canamicina
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3.5.4 ExtracOes plasmideais e purificacdes de DNA

As extracdes plasmideais foram realizadas com os kits PureYield™ Plasmid
Miniprep System (Promega) ou QIAprep® Spin Miniprep (Qiagem, Alemanha).

Os produtos de amplificacéo ou digestdo foram diretamente purificados com o
Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit (New England Biolabs, EUA) ou com o QIAquick
PCR purification Kit (Qiagem). Os produtos de amplificacdo ou digestéo obtidos ap6s
analise em gel de agarose 0,7% foram extraidos do gel e purificados com o Monarch®
DNA Gel Extraction Kit (New England Biolabs). Em todos os casos, foram seguidas

as instrucdes do fabricante.

3.5.5 Quantificacdo de DNA e sequenciamentos

Nos experimentos realizados no Brasil, as quantificacdes de produtos de
amplificac@o e digestdo purificados foram realizadas em andlises eletroforéticas em
gel de agarose (0,7%) em comparagdo com o marcador Low DNA Mass Ladder
(ThermoFisher Scientific), enquanto a quantificacdo dos plasmideos extraidos foi
realizada no NanoDrop™ Lite Spectrophotometer (ThermoFisher Scientific). Nos
experimentos realizados no Reino Unido, todas as quantificacbes de DNA foram
realizadas com o Qubit™dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen), de acordo com as
instrugdes do fabricante.

Todos os sequenciamentos foram realizados pelo método de Sanguer no
Centro de Pesquisa sobre o Genoma Humano e Células Tronco do Instituto de
Biociéncias da Universidade de S&o Paulo (CEGH-CEL, IB-USP) ou na
SourceBioscience (Oxford, Reino Unido).

3.5.6 Mutagénese do gene sat na EC071

A obtencdo da cepa EC071 mutante em sat foi realizada pelo método de
mutagénese nao polar com o suicida pJP5603 (PENFOLD; PEMBERTON, 1992).
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3.5.6.1 Clonagem do fragmento interno homélogo ao gene sat em pGEM-T easy

Inicialmente, um fragmento interno correspondente a uma regiao de 930 pb do
gene sat da cepa ECO071 foi obtido por meio de PCR, conforme descrito no item 3.1.3
utilizando o par de iniciadores especificos sat (Tabela 2). Apds a analise em gel de
agarose, o produto de PCR foi purificado e o fragmento foi entdo clonado no vetor
pPpGEM-T easy, seguindo as instru¢des do fabricante.

Os produtos de ligacdo foram transformados em 50 pL de E. coli DH5a
competente (item 3.5.1). Os transformantes foram selecionados em placas de agar LB
com ampicilina (100 pg/mL) e submetidos a extracao plasmideal para confirmacédo da
clonagem através de PCR para o fragmento interno de sat. Um transformante
apresentando o gene sat clonado foi selecionado e o plasmideo resultante foi

denominado pCF1.

3.5.6.2 Subclonagem do fragmento homoélogo a sat em pJP5603

O inserto do plasmideo pCF1 foi em seguida subclonado no vetor suicida
pJP5603 para posterior recombinacdo homéloga com a cepa selvagem. Cerca de 1,0
pg dos plasmideos pJP5603 e pCF1 foram entéo digeridos com a enzima de restricao
EcoRI (Invitrogen) a 37°C por 3 h. Apo6s a digestdo o plasmideo pJP5603 foi tratado
com a enzima fosfatase alcalina de intestino de bezerro (CIP, Invitrogen) por 1 h a
37°C. Os dois produtos de digestdo foram analisados em gel de agarose a 0,7%. O
inserto liberado a partir da digestdo de pCF1 foi extraido do gel, purificado e
quantificado, enquanto o pJP5603 digerido foi diretamente purificado da reacao de
digestdo e quantificado. Os produtos de digestéao purificados foram entdo submetidos
ao protocolo de ligacdo com a enzima T4 DNA ligase e seu respectivo tampéo de
reacao (Invitrogen), na proporgéao inserto:vetor de 3:1. A mistura de ligagéo (volume
final de 20 pL) foi incubada a 23°C por 1 h e imediatamente transformada em 50 pL
de E. coli S17-1(Apir) competente (item 3.5.1). Os transformantes foram selecionados
em placas de &gar LB com canamicina (150 pg/mL) e submetidos a extracao
plasmideal para confirmagcédo da clonagem através de PCR para o fragmento interno
de sat. Um transformante apresentando o gene sat clonado foi selecionado e o

plasmideo resultante foi denominado pCF2.
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3.5.6.3 Conjugacéo

As cepas ECO71 e S17-1(Apir) albergando o pCF2 foram submetidas ao
protocolo de conjugacdo (ELIAS et al., 1999), constituindo as cepas receptora e
doadora, respectivamente. Inéculos de cada uma dessas cepas foram feitos em caldo
LB e incubados a 37°C por 18 h, sem agitacdo. Uma membrana filtrante de 0,22 um
previamente esterilizada foi posicionada no centro de uma placa de agar MacConkey
e 200 pL de cada in6culo foram gotejados em cima dessa membrana. Apds a secagem
completa da membrana, a placa foi incubada a 37°C por 18 h. A seguir, a membrana
foi transferida para o interior de um tubo cénico de 50 mL contendo 5 mL de caldo LB
e todo o seu conteudo foi homogeneizado de forma que todo o crescimento presente
na membrana se desprendesse e ficasse diluido no caldo LB. Aliquotas de 1 mL do
caldo resultante foram feitas em microtubos de 1,5 mL e centrifugadas a 13.400 x g
por 1 min. O sobrenadante foi descartado e o sedimento resultante foi ressuspendido
em 100 pL de caldo LB novo. As suspensdes obtidas foram semeadas em placas de
agar MacConkey com canamicina (150 pg/mL) e tetraciclina (15 pg/mL) para selecéo

de transconjugantes, apés incubacéao a 37°C por 18 h.

3.5.6.4 Confirmacado da insercdo do pCF2 no gene sat EC071 e auséncia da

producdo de Sat

Para a verificacdo da insercdo do pCF2 no gene sat da ECO071, os
transconjugantes selecionados foram submetidos a PCR com diferentes combinacdes
de iniciadores sat e M13: sat F e M13 R; sat R e M13 F; sat F e M13 F; sat R e M13
R (Tabelas 2 e 8, respectivamente). As reacdes foram realizadas com a Tag DNA
Polymerase Recombinant (Invitrogen), conforme descrito no item 3.1.3.

ApoOs analise em gel de agarose, os produtos obtidos foram extraidos do gel
para posterior purificacdo, quantificacdo e envio para o sequenciamento com a
respectiva combinacdo de iniciadores sat/M13. Um clone foi selecionado apos a
confirmacéo da insercdo do pCF2, inativando o gene sat da cepa EC071. O mutante
obtido neste protocolo foi denominado EC071::pCF2 e a auséncia da producéo de Sat
por esta cepa foi verificada por SDS-PAGE e imunodetec¢do com anti-Sat, conforme

descrito no item 3.2.4.



68

3.5.7 Construcdo do clone minimo de expressao de Sat

3.5.7.1 Selecao do vetor e desenho de iniciadores com sitios de restricao

A partir da analise da sequéncia do gene sat no genoma da cepa protétipo
ECO71 e de suas marcas de resisténcia, selecionou-se o vetor pettac (SERRE et al.,
2008) para construcéo do clone minimo. Este vetor é derivado do pET22b+, onde o
operon lac e o promotor T7 foram substituidos pelo promotor tac, de forma a permitir
qgue o plasmideo seja expresso de forma constitutiva pela bactéria.

Considerando o sitio multiplo de clonagem do vetor pettac e os sitios de
restricdo presentes na sequéncia do gene sat da ECO071, foram desenhados
iniciadores com sitios de restricao para as enzimas Ndel e Xhol (sat Ndel F e sat Xhol
R, respectivamente) para obtencdo do inserto correspondente a sat de

aproximadamente 3,9 kb (Tabela 8).

3.5.7.2 Amplificacdo e digestao do inserto e do vetor

O inserto sat (3,9 kb) foi obtido por PCR a partir do DNA genbmico da cepa
ECO71 (item 3.2.1.1), com o par de iniciadores satNdel e satXhol (Tabela 8). O vetor
(5,3 kb) também foi obtido por PCR usando como DNA molde o plasmideo pettac
mcherry previamente extraido da hospedeira DH5a, com o par de iniciadores
Ndelpettac e Xholpettac (Tabela 8).

As reacOes foram realizadas com a Phusion® High Fidelity DNA polymerase
(New England Biolabs). A seguinte ciclagem de temperaturas foi utilizada: 98°C por 2
min; 30 ciclos: 98°C por 30 seg, 60°C por 30 seg e 72°C por 5 min; 72°C por 5 min. Os
produtos de amplificacdo foram analisados em gel de agarose 0,7%, purificados e
guantificados (itens 3.5.4 e 3.5.5).

Posteriormente, cerca de 1 ug de inserto e de vetor foram entdo digeridos a
37°C por 3 h com as enzimas Ndel e Xhol em tampao Cutsmart Buffer 6X (New
England Biolabs), conforme instru¢des do fabricante. No caso do vetor, na Gltima hora
de incubagcdo também foi adicionada a enzima CIP (New England Biolabs). Os
produtos de digestdo foram analisados em gel de agarose (0,7%), purificados e
quantificados (itens 3.5.4 e 3.5.5).
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3.5.7.3 Ligacdo e transformacao

O inserto e o vetor digeridos e purificados foram submetidos ao protocolo de
ligacdo com a enzima T4 DNA ligase e seu respectivo tampéo de reagdo (New
England Biolabs), de acordo com as proporc¢fes inserto:vetor de 0:1, 1:1 e 3:1. A
misturas de ligacédo (volume final de 20 uL) foram incubadas em gelo por 20 min e
depois em temperatura ambiente por 18 h. Cerca de 5 pL da mistura de reacéo foram
transformados em 50 pL de E. coli DH5a competente (item 3.5.1) e os transformantes

foram selecionados em agar LB contendo ampicilina (100 pg/mL).

3.5.7.4 Confirmacado da clonagem do gene sat no vetor pettac

Os transformantes selecionados foram testados por PCR de colénia com par
de iniciadores sat2 (Tabela 8) e usando a polimerase MyTag™ HS Red Mix (Bioline),
com a seguinte ciclagem de temperaturas: 95°C por 5 min; 30 ciclos: 95°C por 15 seg,
55°C por 15 seg e 72°C por 1 min; 72°C por 5 min. Os produtos de amplificacdo foram
analisados em gel de agarose (0,7%) para verificacdo da presenca de um produto de
766 pb (item 3.1.3). Uma colonia com resultado positivo no PCR foi selecionada e
inoculada em caldo LB com ampicilina (100 pg/mL) e incubadas a 37°C e 180 rpm por
3 h, para posterior extracdo plasmideal, quantificacdo e sequenciamento com o par
de iniciadores pettac F/ T7 terminator R (Tabela 8). O clone minimo resultante deste

protocolo foi denominado pCF3.

3.5.7.5 Verificacdo da producdo de Sat pelo clone minimo de expressao

A verificacao da expressao de Sat pelo clone pCF3 foi realizada por SDS-PAGE

e imunodeteccdo com o soro especifico anti-Sat, conforme descrito no item 3.2.4.

3.5.8 Mutagénese sitio dirigida no clone minimo de Sat

O protocolo utilizado para mutagénese sitio dirigida no sitio ativo de

serinoprotease de Sat foi baseado no QuickChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit

(Agilent Technologies, EUA), conforme descrito a seguir.
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3.5.8.1 Desenho de iniciadores para mutacdo sitio-dirigida

Utilizando o clone pCF3 como molde, foram realizadas duas mutacdes sitio
dirigidas no gene sat, na regido correspondente ao sitio catalitico de serinoprotease
GDSGS, onde a primeira serina constitui o sitio catalitico. Dessa forma, o mutante
resultante seria capaz de expressar uma proteina nao funcional, aqui denominada
Sat’. Essas mutagdes consistiram na troca do residuo de serina da posi¢céo 256 por
uma isoleucina (S2561) e a troca do residuo de serina da posi¢do 258 por uma alanina
(S258A) (MARONCLE et al., 2006). Para tal, um par de iniciadores com uma troca de
nucleotideo nos cdédons correspondentes aos aminoacidos alvo foram desenhados e
denominados sat sdm (Tabela 8), de forma que todo o clone pudesse ser amplificado

e as mutagoes fixadas nos novos moldes para as amplificagdes seguintes.

3.5.8.2 Amplificacdo para fixacdo das mutacdes e tratamento dos produtos com

a enzima Dpnl

A amplificacéo foi realizada com a enzima high fidelity Velocity DNA polymerase
(Bioline). As condi¢cBes para amplificacdo foram as seguintes: 98°C por 30 seg; 30
ciclos: 98°C por 30 seg, 60°C por 30 seg e 72°C por 5 min e 30 seg; 72°C por 5 min.
Os produtos de amplificacdo foram analisados em gel de agarose 0,7% e a presenca
de um produto com cerca de 9,2 kb foi verificada.

A seguir, os produtos da amplificacdo foram diretamente digeridos com a
enzima Dpnl (New England Biolabs) a 37°C por 1 h, para que todo DNA remanescente

do clone utilizado como molde fosse degradado.

3.5.8.3 Transformacdo dos produtos de amplificacio

Apoés o tratamento com Dpnl, 10 yL de cada produto de digestdo foram
transformados em 50 pL de E. coli DH5a competente (item 3.5.1) e os transformantes

foram selecionados em agar LB contendo ampicilina (100 pg/mL).
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3.5.8.4 Confirmacdo da mutacdo sitio dirigida no gene sat

Um dos transformantes obtidos foi inoculado em 3 mL de caldo LB com
ampicilina (100 pg/mL) e incubado a 37°C por 18 h, para posterior extracao
plasmideal, quantificacdo e sequenciamento com os iniciadores sat2 (Tabela 8), uma
vez que os mesmos amplificam a regido do sitio ativo de serinoprotease de Sat. O

mutante sitio dirigido resultante deste protocolo foi denominado pCF4.

3.5.8.5 Verificacido da producado de Sat’ pelo mutante sitio dirigido

A verificagdo da expressédo de Sat’ por pCF4 foi realizada por SDS-PAGE e

imunodetec¢cédo com anti-Sat, conforme descrito no item 3.2.4.

3.5.9 Complementacdo do mutante EC071::pCF2

3.59.1 Transformacao de pCF3 e pCF4

A complementacédo do mutante EC071::pCF2 foi realizada com os plasmideos
pCF3 e pCF4 (obtidos nos itens 3.5.7.4 e 3.5.8.4, respectivamente). Para tal, duas
aliquotas de 50 uL de ECO071::pCF2 competentes (item 3.5.1) foram transformadas
com 2 pL de um dos referidos plasmideos e a sele¢céo de transformantes foi realizada

em placas de agar LB com canamicina (150 pg/mL) e ampicilina (100 pg/mL).

3.5.9.2 Confirmacao da complementacdo de EC071::pCF2

Os transformantes obtidos foram testados por PCR de colénia com par de
iniciadores Amp (Tabela 8) usando Tag DNA polymerase recombinant (Invitrogen) e
com a seguinte ciclagem de temperaturas: 94°C por 5min; 30 ciclos: 94°C por 1 min,
56°C por 1 min e 72°C por 1 min; 72°C por 5 min. Os produtos de amplificacao foram
analisados em gel de agarose (0,7%) para verificagdo da presenca de um produto de
513 pb, conforme descrito no item 3.1.3. Os transformantes com resultado positivo na
PCR foram denominados EC071::pCF2 (pCF3) e EC071::pCF2 (pCF4).
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3.5.9.3 Confirmacido da expressdo de Sat e Sat’ pelas cepas complementadas

A verificacdo da expressdo de Sat e Sat' por ECO71:pCF2 (pCF3) e
ECO71::pCF2 (pCF4), respectivamente, foi realizada por SDS-PAGE e imunodetecgao

com anti-Sat, conforme descrito no item 3.2.4.

3.5.10 Transformacéao das construcdes pCF3 e pCF4 na cepa MG1655

As construcdes pCF3 e pCF4 também foram transformadas na cepa de E. coli
K-12 MG1655 para posterior analise no modelo animal de sepse. Para tal, duas
aliquotas de 50 pL da cepa MG1655 competentes (item 3.5.1) foram transformadas
com 2 uL de um dos referidos plasmideos e a selecao de transformantes foi realizada
em agar LB com ampicilina (100 pg/mL). Os transformantes obtidos foram testados
por PCR de col6nia com par de iniciadores Amp (Tabela 8), conforme descrito no item
3.5.9.2. Os transformantes obtidos foram denominados MG1655(pCF3) e
MG1655(pCF4) e respectiva expressao de Sat e Sat’ foi realizada por SDS-PAGE e

imunodeteccdo com anti-Sat, conforme descrito no item 3.2.4.

3.6 Curva de crescimento das cepas CFT073, EC071, MG1655 e respectivas
cepas derivadas

As curvas de crescimento das cepas CFT073, EC071, MG1655 e suas
respectivas cepas derivadas foram obtidas correlacionando as leituras de absorbancia
das respectivas culturas em determinados intervalos de tempo.

Inicialmente foi obtido um pré-indculo de cada cepa em 3 mL de caldo LB
contendo o antibi6tico apropriado quando indicado apds incubacéo a 37°C por 18 h.
A seguir, 500 pL do pré-inoculo foram transferidos para 50 mL de caldo LB ou caldo
LB contendo o antibiético apropriado e incubado a 37°C e 250 rpm. O crescimento
bacteriano foi monitorado a cada 30 min durante 6 h, através de leituras de
absorbancia em comprimento de onda de 600 nm. Ainda, aliquotas correspondentes
a cada intervalo de tempo foram diluidas seriadamente conforme descrito no item
3.1.3 e cada diluicao foi semeada em agar MacConkey para determinacdo da

correspondéncia entre absorbancia e UFC/mL em cada intervalo de tempo.
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Trés replicatas biologicas foram realizadas e o valor médio da leitura das
absorbancias em cada intervalo de tempo e sua contagem de UFC/mL
correspondente foram plotados nos graficos “absorbancia x tempo” e “UFC/mL x

absorbancia”, respectivamente.

3.7 Resisténcia das cepas derivadas da cepa EC071 a acédo bactericida do

soro humano

As cepas ECO071::pCF2, ECO71::pCF2(pCF3) e ECO71::pCF2(pCF4) foram
submetidas ao ensaio de resisténcia a a¢do bactericida ao soro, conforme descrito no
item 3.2.3. A cepa selvagem ECO071 e a cepa DH5a foram incluidas no ensaio como
controles.

Os resultados obtidos foram analisados no pacote estatistico GraphPad Prism
versao 7.00, por meio dos testes estatisticos Anova e comparacbes mdultiplas de

Tukey, utilizando um intervalo de confianga de 95%.

3.8 Modelo animal de sepse

3.8.1 Cepas testadas e preparo dos inéculos

As cepas testadas no modelo animal e suas caracteristicas estdo descritas na
Tabela 9. As cepas UPEC CFT073 e MG1655 foram utilizadas como controle positivo
e negativo, respectivamente.

Inicialmente, foi realizado um pré-indculo de cada cepa em 3 mL de caldo LB
contendo o antibiético apropriado, quando indicado, incubado a 37°C por 18 h. A
seguir, 500 pL do pré-indculo foram transferidos para 50 mL de caldo LB contendo o
antibiético apropriado, quando indicado, e incubado a 37°C e 250 rpm, por tempo
suficiente até atingir a densidade éptica a 600nm correspondente a 10° UFC/mL
(verificada no item 3.5). Entdo, 1 mL desta cultura foi centrifugado a 800 x g por 15
min e o sedimento foi lavado duas vezes com solucdo salina (0,9%). Finalmente, o
sedimento foi ressuspendido em 1 mL de solugdo salina (0,9%) para posterior
inoculacdo de 200 pL (concentragdo final do inéculo = 2 x 108 UFC/mL) em cada
camundongo utilizado (PICARD et al., 1999).
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Tabela 9 - Cepas testadas no modelo murino de sepse.

Cepa SPATE produzida Viruléncia intrinseca
ECO71 Sat EXPEC*
ECO71::pCF2 nenhuma EXPEC*
ECO071::pCF2 (pCF3) Sat EXPEC*
ECO71::pCF2 (pCF4) Sat’ EXPEC*
MG1655 (pCF3) Sat EXPEC
MG1655 (pCF4) Sat’ EXPEC
CFTO73 Sat, PicU e Vat EXPEC*
MG1655 nenhuma EXPEC

3.8.2 Descricdo do modelo

O modelo murino de sepse foi realizado conforme descrito por Picard et al.
(1999), apo6s aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo (Protocolo CEUA n° 30/2016) e
da Comiss&o de Etica no Uso de Animais do Instituto Butantan (Protocolo CEUAIB n°
5743060220).

Camundongos swiss fémeas, com idade entre 6 e 8 semanas e peso entre 20
e 30 g foram fornecidos pelo Biotério Central do Instituto Butantan. Cada grupo
experimental, correspondente a uma das cepas testadas, utilizou 8 animais. Para os
grupos controle, foram utilizados 4 animais por cepa.

Os animais foram inoculados por via subcutanea na regido da nuca com 200
UL da suspensao bacteriana obtido conforme descrito anteriormente. Apés o indculo,
os animais foram observados a cada hora nas seis primeiras horas, na 182 hora e
diariamente (3 vezes por dia), até que se completem sete dias da inoculacéo.

As observacdes clinicas foram realizadas com a ajuda da Médica Veterinaria
Dra. Renata Gemio dos Reis, da Divisédo de Desenvolvimento de Cientifico do Instituto
Butantan, e parametros como prostracdo, pelos ericados, formacdo de edema,
desidratacdo e perda de peso foram considerados (BLATTNER et al., 2016). Para
cada sinal observado, uma pontuacdo foi atribuida (Anexo A) e a somatéria final
desses pontos definiu 0 prosseguimento ou encerramento do experimento para aquele

animal no momento da observacdo. Animais com pontuacao igual ou superior a 4 ou
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gue sobreviveram até o sétimo dia de experimento foram eutanasiados com uma
associacdo de xilazina (30 mg/kg) e cetamina (300 mg/kg) injetada por via
intraperitoneal.

Logo ap6s a morte do animal, figado, bago e rins foram coletados e
imediatamente macerados em 1 mL de solucéo salina (0,9%) com auxilio do disruptor
de tecidos Omi Myxer (OMNI-TH). Ap6s a maceracao, os 6rgdos foram diluidos
seriadamente conforme descrito no item 3.2.3 e cada diluicdo foi semeada em agar
MacConkey, contendo o antibiético apropriado quando indicado, para determinagéo
da contagem de UFC/g 6rgéo.

Os resultados obtidos foram analisados no pacote estatistico GraphPad Prism
versdo 7.00. A letalidade de cada cepa testada foi analisada através do teste exato de
Fisher e a contagem de UFC/mL de cada 6rgao foi comparada entre os grupos
experimentais por meio dos testes estatisticos Anova e comparacfes multiplas de

Tukey. Em ambas as analises, foi utilizado um intervalo de confianca de 95%.
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4. RESULTADOS

4.1 Pesquisa do gene sat e de outros genes que codificam SPATEs em cepas

de E. coli isoladas de bacteremia humana

A varredura realizada na cole¢édo de cepas de E. coli isoladas de bacteremia
humana compreendeu a pesquisa de 12 genes codificantes de SPATESs, incluindo o

gene sat, e este resultado pode ser observado na Figura 7.

Figura 7 — Frequéncia dos genes que codificam SPATEs nas cepas de E. coli isoladas de
bacteremia analisadas.
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Das 278 cepas analisadas, 170 delas albergavam pelo menos um desses
genes (cepas SPATEY). A analise individual dos genes mostrou que sat foi o gene
mais frequente, encontrado em 95 cepas (34,2%), seguido por vat (79 cepas/ 28,4%),
pic (23 cepas/ 8,3%), tsh (13 cepas/ 4,7%), espP (5 cepas/ 1,8%), espl, eatA, sepA e
SigA (3 cepas/ 1,1% cada), espC (2 cepas/ 0,7%) e pet (1 cepa/ 0,4%) (Figura 7). O

gene epeA nao foi encontrado em nenhuma das cepas.
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Das 170 cepas SPATE®*, 124 (72,9%) carregam apenas um dos genes
pesquisados, enquanto o restante apresenta diferentes perfis de associacfes desses

genes (Tabela 10).

Tabela 10 — Perfil genético das cepas analisadas quanto a presenca de genes que codificam
SPATES.

Genes Cepas

pet/pic/sepAl/sat 1
pic/sat/vat 11
espl/pic/sepA 1
sat/vat 18
pic/vat 10
tsh/vat 3
sepA/sat 1
sigA/sat 1
sat 63

vat 37

tsh 10
espP 5
eatA 3
espC 2
espl 2
SigA 2

SPATE- 108

Total: 278
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4.2 Caracterizacdo da cepa EC071

4.2.1 Sequenciamento completo no genoma da cepa EC071

A Figura 8 apresenta a analise eletroforética do DNA gendmico extraido da cepa
ECO071, apresentando a concentracdo de 18,8 ng/uL. Em seguida o material foi
enviado para o Setor MicrobesNG da University of Birmingham (Reino Unido) para o
sequenciamento. Os dados do sequenciamento foram fornecidos nos formatos fastq,
fasta e GenBank (gbk), possibilitando as andlises de bioinformatica. A Tabela 11

indica os parametros de qualidade do sequenciamento obtido.

Figura 8 — DNA gendmico extraido da cepa ECO71.
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Analise da extracdo de DNA gendmico da cepa EC071. O DNA extraido foi submetido a eletroforese
em gel de agarose (0,7%) corado com Unisafe dye® (Uniscience). ApOs a corrida, os géis foram
expostos a luz UV no transiluminador acoplado ao fotodocumentador Alliance (Uvitec) para captura da
imagem. Marcador de peso molecular utilizado: HyperLadder™ 1Kb (Bioline).
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Tabela 11 - Par@metros de qualidade do sequenciamento completo do genoma da EC071.
Caracteristicas avaliadas

Tamanho (pb) 5271699
Contigs 262
Genes 5139
N50?! 86427
N75?2 42340
L503 19
L75 40
Conteldo G+C (%) 50,53
Cobertura 141x

1Tamanho em pares de bases (pb) na qual os contigs com este ou maior tamanho incluem metade do
total de bases;?Tamanho em pares de bases (pb) na qual os contigs com este ou maior tamanho
incluem trés quartos do total de bases *NUmero de contigs que sdo maiores ou iguais ao tamanho N50;
4Numero de contigs que sdo maiores ou iguais ao tamanho N75.

Foi realizado o alinhamento completo entre 0os genes sat da cepa EC071 e da
cepa protétipo de UPEC CFT 073 (numero de acesso no GenBank: AF289092.1)
através da plataforma BLAST e a analise mostrou que o gene sat da cepa EC071 tem
99% de similaridade com o da UPEC CFT073. A sequéncia predita de aminoacidos
do gene sat da ECO71 foi obtida no software Bioedit e o0 alinhamento completo entre
esta sequéncia e a sequéncia da proteina Sat da UPEC CFT073 (numero de acesso
no GenBank: AAG30168.1) foi realizado na plataforma Blast, indicando a identidade
entre as sequéncias de 99%. Ainda, este alinhamento identificou nove trocas de
aminodacidos entre as duas sequéncias e que o motivo de serino protease da proteina

predita para a cepa EC071 esta preservado, conforme demonstrado na Figura 9.
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Figura 9 - Alinhamento entre as sequéncias preditas de amino4cidos dos genes sat da EC071
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e CFT-073.

Alinhamento completo entre a sequéncia predita de aminoacidos do gene sat da cepa EC071 e a
sequéncia de aminoacidos da proteina Sat produzida pela cepa CFT073 (nimero de acesso no
GenBank: AAG30168.1). O alinhamento foi realizado com o auxilio do software BioEdit (versao 7.2.5)
e nove trocas de aminoacidos foram identificadas entre as sequéncias, indicadas na linha referente a
sequéncia de aminoéacidos da cepa CFT073. Em amarelo, destaca-se a regido correspondente ao
motivo de serinoprotease integro, idéntico entre as duas cepas.
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A auséncia dos outros genes que codificam SPATEs caracterizados até o
momento também foi confirmada através do alinhamento entre as respectivas
sequéncias de referéncia de cada gene e o genoma da cepa de trabalho através da
plataforma Blast (Tabela 12).

Tabela 12 — Pesquisa de genes que codificam SPATEs no genoma da cepa EC071 atravées
da plataforma BLAST.

Sequéncia de

Gene Referéncia Cepa de Referéncia ECO071
eatA AY163491 E. coli H10407 -
epeA AY258503.2 E. coli O113:H21 EH41, plasmideo pO113 -
espC AF297061 E. coli E2348/69 -
espl AJ278144.1 E. coli O91:H- 4797/97 -
espP X97542.1 E. coli EDL933 -
SigA AF200692.2 S. flexneri 2a -
pic NC_017626.1 E. coli 042 -
sepA CP037924.1 S. flexneri 5a cepa M90T, plasmideo pWR100 -
tsh NC_009837.1 E. coli O1:K1:H7 APEC 01, plasmideo pAPEC-0O1-ColBM -
vat AE014075.1 E. coli O6:K2:H1 CFT073 -
pet NC_017627.1 E. coli 042, plasmideo pAA -
tagB MH899681.1 E. coli cepa QT598 -
tagC MH899681.1 E. coli cepa QT598 -
sha MH899684.1 E. coli strain QT598, plasmideo Sha -

Quanto aos genes relacionados a viruléncia intrinseca das EXPEC, a analise
do genoma da ECO71 utilizando a plataforma Blast mostrou que a cepa EC071 é
classificada como EXPEC*, uma vez que ela apresenta os operons pap, afa e dra
(Tabela 13). Em relacdo a presenca/auséncia de genes de resisténcia a acao
bactericida do soro, realizada com as sequéncias de referéncia presentes no banco
ecoli VF collection e com o auxilio da plataforma Blast, nota-se a presenca dos genes
nlpl e prc e alguns genes que codificam proteinas de membrana externa (OMPS).
Ainda, nota-se também a presenca de alguns genes integrantes de operons de
diferentes grupos de capsula. No entanto, estes mesmos operons néo estdo
completos, sugerindo que nenhum tipo de capsula € produzido por esta cepa (Tabela
14).



82

Tabela 13 — Pesquisa de genes relacionados a viruléncia intrinseca das EXPEC no genoma
da cepa EC071 através da plataforma Blast.
Sequéncia de
Gene Referéncia - Cepa de Referéncia ECO71
NCBI

kpsM -

kpsT -

iutA -

iuchD AE014075.1 E. coli CFT073 i
focAICDFGH -
sfaADEFGSH -
papIBAHCDJKEFG +
afaABCDE FM955458.1 E. coli FV9863 +

draABCDE AF329316.1 E. coli IH11128 +
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Tabela 14 — Fatores de viruléncia relacionados a mecanismos de resisténcia ao soro pesquisados no genoma da cepa EC071, utilizando as
sequéncias de referéncia do banco ecoli VF collection e com o auxilio da plataforma Blast.
Fatores de Sequéncia de

A N Cepa de Referéncia Gene locus tag ECO71
viruléncia Referéncia

kpsF-II ECABU_c33430 +
kpsE-Il ECABU_c33440 +
kpsD-II ECABU_c33450 +
: kpsU-II ECABU_c33460 +
NC_017631.1 E. coli ABU 83972 kpsC-I ECABU_¢33470 N
kpsS-II ECABU_c33480 +
kpsM-11-K5 ECABU_c33560 -
Capsula kpsT-II-K5 ECABU_c33550 -
polissacgrl'dica do AE014075.1 E. coli 06:K2:H1 CFT073 kpsM-K2 c3698 -
grupo 2 KpsT-K2 c3697 -
neusS UTI89 C3368 -
neukE UTI89 C3369 -
neuC UTI89 C3370 -
: neuA UTI89 C3371 -
NC _007946.1 E. coli O18:K1:H7 UTI89 neuB UTI8Y_C3372 i
neuD UTIB9 C3373 -
kpsT-K1 UTI89 C3374 -
kpsM-K1 UTI89 _C3375 -
Capsula kpsC'-K5 ECP_3024 +
polissacaridica K- kpsS-K10 ECP_3027 +
15 (constituida por NC_008253.1 E. coli O6:K15:H31 536 kpsC-K10 ECP_3028 -
elementos dos kpsT-K15 ECP_3035 -

grupos 2 e 3) kpsM-K15 ECP_3036 -
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Tabela 14 (cont.) — Fatores de viruléncia relacionados a mecanismos de resisténcia ao soro pesquisados no genoma da cepa EC071, utilizando
as sequéncias de referéncia do banco ecoli VF collection e com o auxilio da plataforma Blast.

Fatores de Sequéncia de

T N Cepa de Referéncia Gene locus tag EC-071
viruléncia Referéncia
kpsD-IlI AK99 RS0104360 -
Capsul kpsM-IlI AK99 RS0104355 -
_~apsua _ kpsT-Ill AK99_RS0104350 -
pohss;clzjerl)rcl)dslca do NZ_JDRV01000043.1 E. coli MS499 kpsE-1ll AK99 RS0104345 )
kpsC-lI AK99 RS0104270 -
kpsS-llI AK99 RS0104265 +
gfcA EC1303_c10070 -
gfcB EC1303_c10060 -
Cépsula gfcC EC1303_c10050 -
polissacaridica do NZ_CP009166.1 E. coli O70:H32 1303 gfcD EC1303_c10040 -
grupo 4 gfcE EC1303_c10030 -
etp EC1303_c10020 -
etk EC1303_c10010 -
X74278.1 . ompP -

Proteinas de U00096.3 E. coli K-12 MG1655 ompX (ompP) b0814 ,
membrana NC 008563.1 E. coli O1:K1:H7 APEC O1 ompTc APECO1 1482 +
externa NC_007675.1 E. coli Ozpﬁlglég_gzz?jg?gl\slasmldeo ompTp 02ColV26 +
CP000244.1 E. coli 0O157:H7 EDL933 stcE UTI89 P0O30 -
Proteases NC_000913.3 E. coli K-12 MG1655 prc B1830 +
Cu928161.2 E. coli O45:K1:H7 S88 nipl ECS88 3547 +

E. coli O1:K1:H7 APEC O1, plasmideo
pAPEC-01-ColBM

J01769.1 E. coli plasmideo R100 traT JO1769 -

NC_009837.1 bor/ iss APECO1_01CoBM146 -

Protectinas
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Finalmente, as andlises realizadas nas plataformas Center for Genomic
Epidemiology e ClermontTyping determinaram que a ECO071 pertence ao sorotipo
O1:H7, ao ST 59 e ao filogrupo F (Anexo B). Através da ferramenta PlasmidFinder,
verificou-se também a presenca de cinco diferentes origens de replicacdo (Anexo B),
sugerindo a presenca de pelo menos cinco plasmideos na EC071. E importante notar
gue nenhuma dessas origens estd ho mesmo contig que o gene sat.

Uma andlise mais abrangente dos fatores de viruléncia presentes no genoma
da ECO071 também foi realizada em comparagdo com o banco de dados do ecoliVF
collection e com o auxilio da plataforma Blast, conforme apresentado no Anexo C. A
analise do contig obtido que alberga o gene sat mostrou a auséncia de sequéncias de
insergéo nas regides flanqueadoras do gene (Anexo D). Finalmente, o alinhamento
contra as sequéncias referentes as ilhas de patogenicidade da cepa UPEC CFT073
indicou que tanto a PAI | quanto a PAI Il (niumero de acesso no GenBank
NC 004431.1, regides 3406225-3448724 e 4913367-49633366, respectivamente)
nao estao presentes no genoma da cepa EC071 (Anexo D).

O genoma completo da cepa EC071 foi submetido ao GenBank para depésito
(BioProject ID: PRINA701470; BioSample accession: SAMN17882780; aguardando

curadoria da sequéncia para disponibilizacdo da sequéncia).

4.2.2 Determinagdo do contexto genético de sat na EC071

O gel resultante da andlise da extracdo plasmideal pode ser observado na
Figura 10A. Conforme indicado pelas setas vermelhas, a cepa EC071 possui quatro
bandas correspondentes a possiveis plasmideos de diferentes tamanhos
aproximados: 140 kb, 52,5 kb, 5 kb e 2,5 kb. O resultado da hibridizacdo desses
plasmideos com a sonda correspondente a um fragmento do gene sat mostrou que o
gene pesquisado ndo esta em algum desses plasmideos (Figura 10B). Entretanto, a
extracdo plasmideal apresentou pouca contaminacdo de DNA cromossdmico (Figura
10A) e ndo houve reconhecimento desse material pela sonda genética para o gene

sat no respectivo Southern blot.
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Figura 10 — Determinacdo do contexto genético de sat na cepa EC071 através da andlise .do
perfil plasmideal da cepa.
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(A) Extracé@o plamidial das cepas EC071 e R861 (NCTC) pelo método de Birnboim e Doly (1979). As
setas vermelhas indicam bandas de possiveis plasmideos albergados pela cepa EC071 de
aproximadamente 140 kb, 52,5 kb, 5kb e 2,5 kb. Apés a corrida eletroforética, o gel de agarose (0,7%)
foi corado com Unisafe dye® (Uniscience) e exposto a luz UV no transiluminador acoplado ao
fotodocumentador Alliance (Uvitec) para captura da imagem. (B) Membrana resultante do Southern
blot submetida a hibridizagdo DNA-DNA com o fragmento de 930 pb correspondente ao gene sat,
indicando que ele ndo esta presente em algum dos plasmideos albergados pela cepa EC071. Imagem
obtida com o fotodocumentador Alliance (Uvitec).

Esses achados estdo em concordancia com os resultados observados na
analise do genoma completo quanto a presenca de plasmideos. Dessa forma,
considerando o resultado obtido no Southern blot e o fato das origens de replicacao
encontradas pelo PlasmidFinder estarem em contigs diferentes daquele onde esta o

gene sat, sugere-se que, na cepa EC071, o gene sat seja cromossémico.
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4.2.3 Resisténcia da cepa EC071 a acdo bactericida do soro humano

A resisténcia a acdo bactericida do soro da ECO071 foi avaliada e o
comportamento desta cepa em contato direto com soro humano normal a 50% esta
representado na Figura 11. E possivel observar que as contagens de unidades
formadoras de coldnia séo iguais nos testes com soro humano normal (SHN) e soro
humano inativado pelo calor (SHI), e ambas correspondem a quantidade de bactérias
presentes no indculo inicial. Dessa forma, conclui-se que a EC071 é capaz de resistir
a acao do sistema complemento integro presente no SHN.

Em comparacao, a cepa DH5a ndo resistiu a acdo do sistema complemento
presente no NHS e foi completamente eliminada durante o teste (Figura 11). Tal
resultado era esperado, uma vez que esta cepa néo possui fatores de viruléncia
relacionados a resisténcia ao soro. Dessa forma, ela foi utilizada no teste como
controle de morte, demonstrando a integridade das proteinas do sistema

complemento presentes no NHS.

Figura 11 - Resisténcia da cepa EC071 a acéo bactericida do soro.
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Contagens de UFC/mL em agar MacConkey obtidas para as cepas EC071 e DH5a (controle de morte),
em relacdo ao seu indculo inicial (sem contato com soro, correspondente ao tempo zero) e apés 30 e
60 min de contato com 50% de soro humano normal (SHN) ou soro humano inativado pelo calor (SHI).
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4.2.4 Verificagdo da producéo de Sat pela EC071

As proteinas do sobrenadante de cultura da cepa EC071 foram precipitadas
com &cido tricloroacético e analisadas por SDS-PAGE e imunodetec¢do com um soro
especifico anti-Sat.

A Figura 12A apresenta um dos géis de poliacrilamida resultante da analise
apos coloracdo por nitrato de prata. Observa-se no destaque a presenca de um
componente proteico com massa molecular de aproximadamente 100 kDa na canaleta
correspondente ao precipitado da ECO071. Na membrana resultante da
imunodeteccdo, a mesma banda foi reconhecida pelo anticorpo primario, indicando

que Sat esta presente no sobrenadante de cultura da cepa EC-071 (Figura 12B).

Figura 12 — Verificagcdo da producéo de Sat pela cepa ECO071.
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(A) Proteinas precipitadas do sobrenadante de cultura das cepas EC233/93 (Sat+), EC071 (Sat+) e S.
flexneri M9OT (Sat-) submetidas a andlise eletroforética por SDS-PAGE (gel de poliacrilamida 8%)
corado por nitrato de prata; Marcador: Precision Plus Protein™ Unstained Protein Standards (BioRad).
(B) Membrana de nitrocelulose resultante da transferéncia das referidas proteinas apds andlise
eletroforética. Marcador: Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Prestained Protein Standards
(BioRad). A imunodeteccao de Sat foi realizada com o soro especifico anti-Sat (1:500) e soro de coelho
anti-lgG conjugado a peroxidase (1:10.000), seguido de revelacdo com o kit SuperSignal® West Pico
Enhanced Chemiluminescent Substrate (ThermoFisher Scientific). Imagem resultante da deteccdo do
sinal de quimioluminescéncia com o fotodocumentador Alliance (Uvitec). Os quadrados vermelhos
indicam a presenca de um componente proteico de massa molecular de aproximadamente 100 kDa,
correspondente a Sat (107 kDa).
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4.3 Purificacédo de Sat a partir do sobrenadante de cultura da EC071

A purificacdo de Sat foi realizada em coluna de troca anidnica. A Figura 13
representa a analise por SDS-PAGE e imunodetec¢cdo com um soro especifico anti-

Sat das fracdes obtidas no procedimento.

Figura 13 — Purificacdo de Sat a partir do sobrenadante de cultura da cepa EC071.
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(A) Gel de poliacrilamida (8%) resultante da analise eletroforética do contetido proteico das fra¢des
obtidas na purificagdo de Sat em coluna de troca idnica, apds coloragéo por nitrato de prata. Marcador:
Precision Plus Protein™ Unstained Protein Standards (BioRad). (B) Membrana de nitrocelulose
resultante da transferéncia do referido contetdo proteico apds anadlise eletroforética. Marcador:
Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Prestained Protein Standards (BioRad). A imunodeteccéo de
Sat foi realizada com o soro especifico anti-Sat (1:500) e soro de coelho anti-lgG conjugado a
peroxidase (1:10.000), seguido de revelagdo com o kit SuperSignal® West Pico Enhanced
Chemiluminescent Substrate (ThermoFisher Scientific). Imagem resultante da deteccdo do sinal de
quimioluminescéncia com o fotodocumentador Alliance (Uvitec). A presengca de componentes proteicos
Unicos nas canaletas correspondentes a cada fracdo obtida na purificagcdo indicam a presenca de Sat
purificada.

O gel corado por nitrato de prata (Figura 13A) indica a presenca de um
componente proteico com massa molecular de aproximadamente 100 kDa nas fracdes
analisadas. A mesma banda foi reconhecida pelo anticorpo primario na
imunodeteccédo (Figura 13B), confirmando assim a presenca de Sat nas fracdes.
Ainda, a andlise por espectrometria de massas das fragcbes obtidas confirmou a
identidade da proteina obtida (Anexo E). Dessa forma, conclui-se que a purificagéo de
Sat na sua forma nativa foi bem sucedida. As fragbes contendo Sat purificada foram
reunidas em um unico tubo e a mistura resultante foi quantificada. Dessa forma,

determinou-se a concentragdo de Sat nessa solugédo em 0,227 pg/pL.
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4.4 Ensaios de clivagem das proteinas do complemento por Sat purificada
4.4.1 nsaios proteoliticos simples

Os ensaios proteoliticos simples foram realizados com o propdésito de verificar
quais proteinas do sistema complemento seriam possiveis substratos de Sat. Para tal,
5,0 ug de Sat foram utilizados para observar possiveis clivagens. Os resultados
desses ensaios podem ser observados na Figura 14.

Figura 14 - Ensaios proteoliticos simples.
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Membranas de nitrocelulose resultantes da transferéncia do contetdo proteico dos ensaios proteoliticos
simples, apos analise eletroforética em gel de poliacrilamina (10%). (A) C1g incubada com Sat; (B) C2
incubada com Sat. Marcador: Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Prestained Protein Standards
(BioRad). A imunodeteccao da proteina alvo foi realizada com o soro especifico (indicado em cada
imagem) e soro de cabra anti-lgG conjugado a peroxidase (1:10.000), seguido de revelagdo com o kit
SuperSignal® West Pico Enhanced Chemiluminescent Substrate (ThermoFisher Scientific). Imagem
resultante da detec¢é@o do sinal de quimioluminescéncia com o fotodocumentador Alliance (Uvitec). As
massas moleculares indicadas nas Figuras correspondem as cadeias liberadas por cada proteina alvo
apos desnaturacao. * indica a presenca de produtos de clivagem das moléculas alvo.



Figura 14 (cont.) - Ensaios proteoliticos simples.
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Membranas de nitrocelulose resultantes da transferéncia do contetido proteico dos ensaios proteoliticos
simples ap0s analise eletroforética em gel de poliacrilamina (10%). (C) C3 e C3b incubadas com Sat;
(D) C4 e C4b x Sat. Marcador: Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Prestained Protein Standards
(BioRad). A imunodetec¢éo da proteina alvo foi realizada com o soro especifico (indicado em cada
imagem) e soro de cabra anti-lgG conjugado a peroxidase (1:10.000), seguido de revelagao com o kit
SuperSignal® West Pico Enhanced Chemiluminescent Substrate (ThermoFisher Scientific). Imagem
resultante da detec¢éo do sinal de quimioluminescéncia com o fotodocumentador Alliance (Uvitec). As
massas moleculares indicadas nas Figuras correspondem as cadeias liberadas por cada proteina alvo

apos desnaturacao. * indica a presenca de produtos de clivagem das moléculas alvo.
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Figura 14 (cont.) - Ensaios proteoliticos simples.
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Membranas de nitrocelulose resultantes da transferéncia do contetdo proteico dos ensaios proteoliticos
simples apés analise eletroforética em gel de poliacrilamina (10%). (E) C5 incubada com Sat; (F) C6
incubada com Sat; G) C7 incubada com Sat; H) C8 incubada com Sat. Marcador: Precision Plus
Protein™ Kaleidoscope™ Prestained Protein Standards (BioRad). A imunodetec¢do da proteina alvo
foi realizada com o soro especifico (indicado em cada imagem) e soro de cabra anti-lgG conjugado a
peroxidase (1:10.000), seguido de revelacdo com o kit SuperSignal® West Pico Enhanced
Chemiluminescent Substrate (ThermoFisher Scientific). Imagem resultante da deteccdo do sinal de
quimioluminescéncia com o fotodocumentador Alliance (Uvitec). As massas moleculares indicadas nas
Figuras correspondem as cadeias liberadas por cada proteina alvo apds desnaturacdo. * indica a
presenca de produtos de clivagem das moléculas alvo.
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Figura 14 (cont.) - Ensaios proteoliticos simples.
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Membrana de nitrocelulose resultante da transferéncia do contetido proteico dos ensaios proteoliticos
simples apds analise eletroforética em gel de poliacrilamina (10%). (I) C9 incubada com Sat. Marcador:
Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Prestained Protein Standards (BioRad). A imunodeteccao da
proteina alvo foi realizada com o soro especifico (indicado na imagem) e soro de cabra anti-lgG
conjugado a peroxidase (1:10.000), seguido de revelagdo com o kit SuperSignal® West Pico Enhanced
Chemiluminescent Substrate (ThermoFisher Scientific). Imagem resultante da deteccdo do sinal de
quimioluminescéncia com o fotodocumentador Alliance (Uvitec). As massas moleculares indicadas nas
Figuras correspondem as cadeias liberadas por cada proteina alvo apds desnaturacdo. * indica a
presenca de produtos de clivagem das moléculas alvo.

Com excecdo de Clqg, todas as proteinas do complemento avaliadas
constituiram substratos para a atividade proteolitica de Sat. C2, C5 (cadeia a), C6 e
C8 foram clivadas com maior intensidade, apresentando uma reducdo quase que
completa das cadeias oriundas da desnaturacdo de sua estrutura. Ainda, € possivel
observar que as clivagens presentes nos testes com C3b e C4b foram mais intensas
do que as observadas nos testes com C3 e C4. Este resultado sugere que a perda
fisiologica de cerca de 10 kDa nas cadeias a de C3 e C4 (correspondentes as formas
C3a e C4a, respectivamente) favorece a exposicdo do sitio de clivagem dessas
moléculas por Sat, remanescentes em suas formas ativadas (C3b e C4b).

Finalmente, produtos de degradacdo podem ser observados nas linhas
relativas aos tubos controle de C2, C3/C3b, C4b, C5, C6, C7 e C9. Considerando que

o perfil dessas degradacdes é diferente do perfil apresentando nos tubos testes,
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sugere-se que estes produtos sejam gerados a partir da degradacédo espontanea das

moléculas alvo em sitios diferentes daqueles utilizados na clivagem por Sat.

4.4.2 Ensaios proteoliticos com inibicdo

Apoés a identificacdo dos substratos de Sat que fazem parte da cascata de
ativacao do sistema complemento, novos ensaios proteoliticos foram realizados com
guantidades menores da protease e com a presencga do inibidor PMSF (1mM), de
forma a determinar se a clivagem desses substratos era dependente da quantidade
de Sat presente no meio e se o sitio ativo dessa serinoprotease seria o responsavel

pela clivagem dos substratos. A Figura 15 indica os resultados obtidos.

Figura 15 - Ensaios proteoliticos com diferentes quantidades de Sat e inibicdo por PMSF.
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Membrana de nitrocelulose resultante da transferéncia do contetido proteico dos ensaios proteoliticos
com inibicdo por PMSF (1 mM) apds analise eletroforética em gel de poliacrilamina (10%). (A) C2
incubada com Sat. Marcador: Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Prestained Protein Standards
(BioRad). A imunodeteccédo da proteina alvo foi realizada com o soro especifico (indicado na imagem)
e soro de cabra anti-lgG conjugado a peroxidase (1:10.000), seguido de revelacdo com o kit
SuperSignal® West Pico Enhanced Chemiluminescent Substrate (ThermoFisher Scientific). Imagem
resultante da detec¢éo do sinal de quimioluminescéncia com o fotodocumentador Alliance (Uvitec). As
massas moleculares indicadas nas Figuras correspondem as cadeias liberadas por cada proteina alvo
apo6s desnaturacao. * indica a presenca de produtos de clivagem das moléculas alvo.
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Figura 15 (cont.)- Ensaios proteoliticos com diferentes quantidades de Sat e inibi¢cdo por
PMSF.
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Membranas de nitrocelulose resultantes da transferéncia do contetdo proteico dos ensaios proteoliticos
com inibicdo por PMSF (1mM) ap6s andlise eletroforética em gel de poliacrilamina (10%). (B) C3
incubada com Sat; (C) C3b incubada com Sat. Marcador: Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™
Prestained Protein Standards (BioRad). A imunodeteccdo da proteina alvo foi realizada com o soro
especifico (indicado em cada imagem) e soro de cabra anti-lgG conjugado a peroxidase (1:10.000),
seguido de revelagdo com o kit SuperSignal® West Pico Enhanced Chemiluminescent Substrate
(ThermoFisher Scientific). Imagem resultante da detec¢do do sinal de quimioluminescéncia com o
fotodocumentador Alliance (Uvitec). As massas moleculares indicadas nas Figuras correspondem as
cadeias liberadas por cada proteina alvo apds desnatura¢@o. * indica a presenca de produtos de
clivagem das moléculas alvo.
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Figura 15 (cont.) - Ensaios proteoliticos com diferentes quantidades de Sat e inibicdo por

PMSF.
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Membranas de nitrocelulose resultantes da transferéncia do contetido proteico dos ensaios proteoliticos
com inibicdo por PMSF (1mM) apds analise eletroforética em gel de poliacrilamina (10%). (D) C4
incubada com Sat; (E) C4b incubada com Sat. Marcador: Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™
Prestained Protein Standards (BioRad). A imunodetec¢édo da proteina alvo foi realizada com o soro
especifico (indicado em cada imagem) e soro de cabra anti-lgG conjugado a peroxidase (1:10.000),
seguido de revelacdo com o kit SuperSignal® West Pico Enhanced Chemiluminescent Substrate
(ThermoFisher Scientific). Imagem resultante da deteccdo do sinal de quimioluminescéncia com o
fotodocumentador Alliance (Uvitec). As massas moleculares indicadas nas Figuras correspondem as
cadeias liberadas por cada proteina alvo apds desnaturacdo. * indica a presenca de produtos de

clivagem das moléculas alvo.
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Figura 15 (cont.) - Ensaios proteoliticos com diferentes quantidades de Sat e inibicdo por
PMSF.
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Membranas de nitrocelulose resultantes da transferéncia do contetdo proteico dos ensaios proteoliticos
com inibicdo por PMSF (1mM) apés andlise eletroforética em gel de poliacrilamina (10%). (F) C5
incubada com Sat; (G) C6 incubada com Sat. Marcador: Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™
Prestained Protein Standards (BioRad). A imunodeteccdo da proteina alvo foi realizada com o soro
especifico (indicado em cada imagem) e soro de cabra anti-lgG conjugado a peroxidase (1:10.000),
seguido de revelacdo com o kit SuperSignal® West Pico Enhanced Chemiluminescent Substrate
(ThermoFisher Scientific). Imagem resultante da deteccdo do sinal de quimioluminescéncia com o
fotodocumentador Alliance (Uvitec). As massas moleculares indicadas nas Figuras correspondem as
cadeias liberadas por cada proteina alvo apés desnaturacdo. * indica a presenca de produtos de
clivagem das moléculas alvo.
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Figura 15 (cont.) - Ensaios proteoliticos com diferentes quantidades de Sat e inibigcdo por

PMSF.
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Membranas de nitrocelulose resultantes da transferéncia do contetido proteico dos ensaios proteoliticos
com inibicdo por PMSF (1mM) ap0s analise eletroforética em gel de poliacrilamina (10%). (H) C7
incubada com Sat; (I) C8 incubada com Sat. Marcador: Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™
Prestained Protein Standards (BioRad). A imunodeteccédo da proteina alvo foi realizada com o soro
especifico (indicado em cada imagem) e soro de cabra anti-lgG conjugado a peroxidase (1:10.000),
seguido de revelacdo com o kit SuperSignal® West Pico Enhanced Chemiluminescent Substrate
(ThermoFisher Scientific). Imagem resultante da deteccdo do sinal de quimioluminescéncia com o
fotodocumentador Alliance (Uvitec). As massas moleculares indicadas nas Figuras correspondem as
cadeias liberadas por cada proteina alvo ap6s desnaturacdo. * indica a presenca de produtos de

clivagem das moléculas alvo.
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Figura 15 (cont.) - Ensaios proteoliticos com diferentes quantidades de Sat e inibicdo por
PMSF.
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Membrana de nitrocelulose resultante da transferéncia do contelido proteico dos ensaios proteoliticos
com inibicdo por PMSF (1mM) ap6s analise eletroforética em gel de poliacrilamina (10%). (J) C9
incubada com Sat. Marcador: Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Prestained Protein Standards
(BioRad). A imunodetec¢éo da proteina alvo foi realizada com o soro especifico (indicado na imagem)
e soro de cabra anti-lgG conjugado a peroxidase (1:10.000), seguido de revelagdo com o kit
SuperSignal® West Pico Enhanced Chemiluminescent Substrate (ThermoFisher Scientific). Imagem
resultante da detec¢éo do sinal de quimioluminescéncia com o fotodocumentador Alliance (Uvitec). As
massas moleculares indicadas nas Figuras correspondem as cadeias liberadas por cada proteina alvo
apos desnaturacao. * indica a presenca de produtos de clivagem das moléculas alvo.

4.5 Construgdes genéticas obtidas

4.5.1 Obtencao da cepa mutante em sat ECO71::pCF2

Inicialmente, um fragmento interno do gene sat da cepa EC071, previamente
obtido por PCR, foi clonado no vetor pGEM-T easy para obtencdo da construcéo
pCF1. ApoOs a selecdo de um transformante, a clonagem foi confirmada através da
extracdo plasmideal e deteccdo de um fragmento de 930 pb corresponde ao inserto
clonado por PCR, conforme indicado na Figura 16.



100

Figura 16 — Obtencdao da construcéo pCFL1.
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Géis de agarose (0,7%) resultantes da andlise eletroforética da (A) extracdo plasmideal do
transformante contendo pCF1 e do (B) produto de PCR correspondente ao fragmento do gene sat da
ECO071 clonado em pCF1. Os géis foram corados com Unisafe dye® (Uniscience), e apds a corrida,
foram expostos a luz UV no transiluminador acoplado ao fotodocumentador Alliance (Uvitec) para
captura da imagem. Marcador de peso molecular utilizado: 1 kb plus (Invitrogen).

Apbs a obtencdo da construcdo pCF1l, esse plasmideo foi digerido com a
enzima EcoRI (invitrogen) para obtencdo do inserto correspondente ao fragmento
interno do gene sat da cepa ECO071, contendo os sitios de restricio de EcoRI
(invitrogen) em suas extremidades. Paralelamente, o vetor pJP5603 foi digerido com
a enzima de restricdo EcoRI e tratado com CIP (invitrogen), para que os mesmo fosse
linearizado e suas extremidades desfosforiladas, de forma a impedir a sua
recircularizacdo. A Figura 17 mostra o resultado dessas duas digestdes, onde se
observa o fragmento de 930 pb liberado da digestdo do pCF1 e o vetor pJP5603
linearizado (3,1 kb).
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Figura 17 — Digestbes enziméaticas de pCF1 e pJP5603.
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Géis de agarose (0,7%) resultantes da analise eletroforética do (A) produto de digestdo de pCF1 com
EcoRl e do (B) produto de digestao de pJP5603 com EcoRI. Os géis foram corados com Unisafe dye®
(Uniscience), e apo6s a corrida, foram expostos a luz UV no transiluminador acoplado ao
fotodocumentador Alliance (Uvitec) para captura da imagem. Marcador de peso molecular utilizado: 1
kb plus (Invitrogen).

O inserto obtido foi entdo ligado no vetor pJP5603 digerido, resultando na
construcédo pCF2. A construcéo obtida foi entdo transformada na cepa S17-1(Apir). A
clonagem foi confirmada através da extracao plasmideal e deteccdo de um fragmento

de 930 corresponde ao inserto clonado por PCR, conforme indicado na Figura 18.
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Figura 18 — Obtencdao da construcéo pCF2.
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Géis de agarose (0,7%) resultantes da analise eletroforética da (A) extragdo plasmideal do
transformante contendo pCF2 e do (B) produto de PCR correspondente ao fragmento do gene sat da
ECO071 clonado em pCF2. Os géis foram corados com Unisafe dye® (Uniscience), e ap0s a corrida,
foram expostos a luz UV no transiluminador acoplado ao fotodocumentador Alliance (Uvitec) para
captura da imagem. Marcador de peso molecular utilizado: 1 kb plus (Invitrogen).

Finalmente, a conjugacéo entre as cepas EC071 e S17-1(Apir) resultou em uma
série de transconjugantes. A fim de verificar a interrupcdo do gene sat na cepa EC071,
foram realizadas reacdes de PCR com diferentes combina¢des de iniciadores sat e
M13:satFe M13 R; sat Re M13 F; sat F e M13 F; sat R e M13 R (Tabelas 2 e 8,
respectivamente). A Figura 19 mostra o resultado dessas reacdes evidenciando a
presenca de fragmentos amplificados pela combinacao de iniciadores do gene sat e
da sequéncia de M13 presente apenas no vetor pJP5603. Essas amplificacdes
mostram que houve recombinacdo homologa entre o gene sat e o plasmideo pCF2,
levando a insercdo da construcdo nesse sitio e consequente mutagénese de sat. As
bandas destacadas em vermelho foram purificadas e submetidas ao sequenciamento
pelo método de Sanger para confirmacdo da inser¢cdo de pCF2 no gene sat. O
resultado do alinhamento entre as sequéncias obtidas, a sequéncia do gene sat da

cepa ECO71 e do vetor pJP5603 esta apresentado no Anexo F.
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Figura 19 — Confirmacao da insercéo da construcdo pCF2 no gene sat da cepa ECO71.
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Gel de agarose (0,7%) resultante da analise eletroforética dos produtos de PCR amplificados a partir
do DNA dos transconjugantes 1 e 2 (canaletas impares e canaletas pares, respectivamente, obtidos
com diferentes combinacdes dos primers satNB e M13. Apo6s a corrida eletroforética os géis foram
corados com Unisafe dye® (Uniscience) e expostos a luz UV no transiluminador acoplado ao
fotodocumentador Alliance (Uvitec) para captura da imagem. Marcador de peso molecular: 1 kb plus
(Invitrogen).

4.5.2 Obtencao das construcdes pCF3 e pCF4

A fim de se obter a construcéo pCF3, o gene sat da cepa EC071 e o vetor pettac
foram completamente amplificados a partir do DNA gendmico da cepa EC071 e do
plasmideo pettac mcherry. ApGs a digestdo do inserto e do vetor com as enzimas
apropriadas, ligacdo entre ambos e transformacdo, os transformantes foram
selecionados e sequenciados para confirmag&o da clonagem. Os resultados obtidos
durantes estas etapas sao apresentados na Figura 20, que mostra o produto de PCR
(3,8 kb) resultante da amplificacdo do gene sat da cepa EC071, o produto de PCR
resultante da amplificacdo do vetor pettac (5,3 kb) e o plasmideo extraido do

transformante que alberga a construgéo pCF3 (9,1 kb).
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Figura 20 — Obtencéao da construcéo pCF3.
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Géis de agarose (0,7%) resultantes da andlise eletroforética do (A) produto de PCR resultante da
amplificacédo do gene sat da cepa EC071, do (B) produto de PCR resultante da amplificagédo do vetor
pettac a partir da miniprep do plasmideo pettac mcherry e (C) extracdo plasmideal resultante do
transformante que alberga a construcdo pCF3. Os géis foram corados com Midori Green (Nippon
genetics Europe), e ap0s a corrida, foram expostos a luz UV no transiluminador acoplado ao
fotodocumentador Alliance (Uvitec) para captura da imagem. Marcador de peso molecular utilizado:
HyperLadder™ 1Kb (Bioline).

Com relacao a obtencao da construcédo pCF4, uma reacao de PCR foi realizada
utilizando-se iniciadores com trocas especificas de nucleotideos para amplificacdo do
pCF3 com alteracdo do sitio ativo da proteina codificada pelo gene sat. Apés
tratamento dos produtos de PCR com a enzima Dpnl (New England Biolabs), os
plasmideos obtidos foram submetidos a uma nova reacdo de PCR com os iniciadores
sat2 e os produtos dessa reacdo foram sequenciados pelo método de Sanger para
confirmacdo da mutacéao sitio dirigida. A Figura 21 mostra a correta amplificacdo de
pCF4 por PCR, resultando em um plasmideo de aproximadamente 10 kb, bem como
a confirmacao da mutacéo sitio dirigida, como a amplificacédo da regido de 766 pb que
contém a mutacao e a confirmacéo da troca de nucleotideos apds o sequenciamento

desse fragmento amplificado.
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Figura 21 — Obtencéo da construcdo pCF4.
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(A) Obtencédo da construcdo pCF4, que corresponde ao produto de PCR resultante da amplificacdo
completa da construgdo pCF3 com as trocas de nucleotideos presentes nos iniciadores utilizados. (B)
produto de PCR resultante da amplificacdo da regido alvo da mutagénese sitio dirigida, utilizando os
primers sat2, que foi purificado e sequenciado para confirmacgdo da mutacdo. Géis de agarose (0,7%)
corados com Midori Green (Nippon Genetics Europe, Alemanha), resultantes da corrida eletroforética.
ApOs a corrida, os géis foram expostos a luz UV no transiluminador acoplado ao fotodocumentador
Alliance (Uvitec) para captura da imagem. Marcador de peso molecular utilizado: HyperLadder™ 1Kb
(Bioline). (C) Andlise da mutacéao sitio-dirigida através do alinhamento da sequéncia do produto de PCR
obtido com o iniciador sat2 e a sequéncia original do gene sat da cepa ECO071. Alteracdo nos
nucleotideos 125 e 130, correspondentes as regides que codificam os residuos de serina do sitio ativo
de Sat

As construgcdes pCF3 e pCF4 foram transformadas nas cepas EC071, DH5a e
MG1655 e os transformantes foram avaliados quanto a expressdo de Sat e Sat’,

conforme mostrado a seguir.
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4.5.3 Imunodeteccdo de Sat ou Sat’ pelas construcdes genéticas obtidas

Todas as constru¢des genéticas obtidas nesse trabalho foram testadas para a
produgéo ou auséncia de produgéo de Sat ou Sat’, conforme a sua finalidade. Apds o
tratamento com TCA, as proteinas do sobrenadante de cultura de cada cepa foram
analisadas por SDS-PAGE, seguido por coloracdo por nitrato de prata e
imunodetecgdo com um soro especifico anti-Sat. As Figuras 22 e 23 indicam estes
resultados em comparagdo com as respectivas cepas selvagens de onde as
construcées obtidas sdo provenientes. E possivel observar de forma qualitativa, que
a producao de Sat e Sat’ nas cepas que albergam as construgbes pCF3 e pCF4,
respectivamente, ndo ocorreu em niveis semelhantes ao apresentado pela cepa
selvagem ECO071. Nota-se também que a interrupcao do gene sat na cepa EC071 foi

bem sucedida, uma vez que a construcdo EC071::pCF2 néo produziu Sat.

Figura 22 - Verificagdo da producéo ou auséncia da produgéo de Sat ou Sat’ na cepa EC071
e construcdes genéticas derivadas.
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(A) Gel de poliacrilamida (8%) resultante da analise eletroforética do contetido proteico obtido através
da precipitacdo de proteinas do sobrenadante de cultura da cepa EC071 e suas construgdes genéticas
derivadas, corado por nitrato de prata. Marcador: Precision Plus Protein™ Unstained Protein Standards
(BioRad). (B) Membrana de nitrocelulose resultante da transferéncia do referido contetdo proteico apés
analise eletroforética. Marcador: Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Prestained Protein Standards
(BioRad). A imunodeteccao de Sat foi realizada com o soro especifico anti-Sat (1:500) e soro de coelho
anti-lgG conjugado a peroxidase (1:10.000), seguido de revelagdo com o kit SuperSignal® West Pico
Enhanced Chemiluminescent Substrate (ThermoFisher Scientific).
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Figura 23 - Verificagdo da producdo ou auséncia da producao de Sat ou Sat’ nas cepas
DH5a, MG1655 e construgdes genéticas derivadas.
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(A) Gel de poliacrilamida (8%) resultante da andlise eletroforética do conteddo proteico obtido através
da precipitacé@o de proteinas do sobrenadante de cultura das cepas DH5a, MG1655 e suas construgdes
genéticas derivadas, corado por nitrato de prata. Marcador: Precision Plus Protein™ Unstained Protein
Standards (BioRad). (B) Membrana de nitrocelulose resultante da transferéncia do referido contetido
proteico apos analise eletroforética. Marcador: Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Prestained
Protein Standards (BioRad). A imunodeteccéo de Sat foi realizada com o soro especifico anti-Sat
(1:500) e soro de coelho anti-lgG conjugado a peroxidase (1:10.000), seguido de revelacdo com o kit
SuperSignal® West Pico Enhanced Chemiluminescent Substrate (ThermoFisher Scientific).

4.6 Curva de crescimento das cepas CFT073, EC071, MG1655 e respectivas
cepas derivadas

As curvas de crescimento obtidas para as cepas EC071, CFT073, MG1655 e
suas respectivas cepas derivadas estdo indicadas nas Figuras 24, 25 e 26
respectivamente. Conforme observado nas imagens, as modificacbes genéticas
realizadas nao alteram o perfil de crescimento das cepas, em relacdo as cepas

selvagens.
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Figura 24 — Curva de Crescimento e média da relacdo D.O. 600nm da cepa EC071 e cepas

derivadas.
A 2.4-

2.2
2.0
1.8
1.6
1.4
5 1.2
1.0
0.8
0.8
0.44
0.2 >
0.0 ; f . T T

600nm

D.O

— ECOT1
ECO071::pCF2

— ECO71:pCF2(pCF3)

— ECO071:pCF2(pCF4)

T T
00 05 10 15 20 25 3.0 35

tempo (horas)

B
ECO71
10
9
8
7
5 6
< 3
-
3
i
1
0
00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22
D.0. goonm
EC071::pCF2(pCF3)
10
9 —
8
7
E ¢
5 5
§ 4
3
2
1
0
0

0 02 04 06 08 1.0 1.2 14 16 18 2.0 2.2

0.0 gognm

log UFCHmL

log, UFC/mL

50 55 6.0 65

9
8
7
6
5
4
3
2
1
0
0

ECO071::pCF2

0 0.2 04 06 08 1.0 1.2 1.4 16 18 2.0 2.2

D.O. gocren

ECO071::pCF2(pCF4)

9
8
7
6
5
4
3
2
1
0
0

.0 02 04 06 08 10 1.2 14 16 18 2.0 2.2

D.0. coorm

(A) Medida das absorbéncias em 600 nm das culturas em caldo LB cepa EC071 e construcbes
genéticas derivadas, apos incubacao a 37°C sob agitacdo a 250 rpm, em diferentes intervalos de tempo
durante 6 h. (B) Correspondéncia entre os nameros de UFC/mL e as absorbancias das culturas
determinadas em 600nm em cada intervalo de tempo para a cepa EC071 e constru¢des genéticas
derivadas. A cada aliquota de cultura retirada para medida de absorbancia, uma segunda aliquota foi
retirada, diluida seriadamente e semeada em agar MacConkey (sem antibidtico ou com os antibiéticos

apropriados) para contagem de UFC/mL.
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Figura 25 — Curva de Crescimento e média da relacdo D.O. 600nm das cepas CFT073.
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(A) Medida das absorbancias em 600 nm das culturas em caldo LB da cepa CFT073 e construcdes
genéticas derivadas, incubadas a 37°Csob agitacdo a 250 rpm, em diferentes intervalos de tempo
durante 6 h. (B) Correspondéncia entre os numeros de UFC/mL e as absorbancias determinadas a
600nm observada em cada intervalo de tempo para a cepa CFT073. A cada aliquota de cultura retirada
para medida de absorbancia, uma segunda aliquota foi retirada, diluida seriadamente e semeada em
agar MacConkey para contagem de UFC/mL.
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Figura 26 — Curva de crescimento e média da relacdo D.O. 600nm da cepa MG1655 e cepas
derivadas.
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(A) Medida das absorbancias em 600 nm das culturas em caldo LB sem antibiético ou com o antibiotico
apropriado da cepa MG1655 e construgdes genéticas derivadas, incubadas a 37°C sob agitacdo de
250 rpm, em diferentes intervalos de tempo durante 6 h. (B) Correspondéncia entre 0os nimeros de
UFC/mL e as absorbancias determinadas a 600nm observada em cada intervalo de tempo para a cepa
MG1655 e construgdes genéticas derivadas. A cada aliquota de cultura retirada para medida de
absorbancia, uma segunda aliquota foi retirada, diluida seriadamente e semeada em agar MacConkey
(sem antibiotico ou com os antibiéticos apropriados) para contagem de UFC/mL.
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4.7 Resisténcia das cepas derivadas da cepa EC071 a acdo bactericida do

soro humano

A contagem de UFC/mL obtida nos ensaios de resisténcia ao soro realizados
com a cepa ECO071 e suas cepas derivadas, na presenca de soro humano normal e
soro humano inativado, estdo expressas na Figura 27. Nao houve diferenca estatistica
entre as contagens de UFC/mL das cepas testadas na presenca de soro humano
normal (p>0,05), indicando que a presenca de Sat ndo é exclusivamente responsavel

pela resisténcia ao soro da cepa EC071.

Figura 27 — Resisténcia das cepas EC071 e cepas derivadas a agcdo bactericida do soro
humano.
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Contagens de UFC/mL em 4gar MacConkey obtidas para as cepas EC071, suas constru¢cdes genéticas
derivadas e DH5a (controle de morte), em relagdo ao seu inéculo inicial (sem contato com soro,
correspondente ao tempo zero) e apds 30 e 60 min de contato com 50% de soro humano normal (SHN)
ou soro humano inativado pelo calor (SHI). As contagens foram analisadas por meio dos testes
estatisticos Anova e comparac¢8es multiplas de Tukey,no software GraphPad Prism (verséo 7.00), com
um intervalo de confianca de 95%.
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4.8 Modelo murino de sepse

Os grupos experimentais testados no modelo murino de sepse contaram com
0S seguintes numeros de animais: EC071, EC071::pCF2 e EC071::pCF2(pCF3) = 10
animais cada; EC071::pCF2(pCF4) e MG1655(pCF3) = 8 animais cada; CFT073 e
MG1655 = 4 animais cada.

A cepa CFTO073, utilizada como controle positivo neste modelo, provocou a
morte de 100% dos animais em até 36 h apds a inoculacao e a detecgdo de bactérias
viaveis nos 6rgaos desses animais variou entre 102-10° UFC/g 6rgdo. No caso da cepa
MG1655, utilizada como controle negativo, todos 0s animais sobreviveram durante os
sete dias de experimento e nenhuma bactéria viavel foi detectada em seus 6rgaos
apos o processamento. Esses resultados validaram o modelo padronizado em nosso
biotério.

Em seguida procedeu-se as inoculacdes das cepas de estudo. A porcentagem
de sobrevivéncia dos animais de cada grupo experimental testado no modelo murino
de sepse pode ser observada na Figura 28 e a Tabela 15 mostra o resultado da anélise
estatistica dessas porcentagens de sobrevivéncia. A contagem de UFC/g 6rgao obtida

ao final do experimento para cada 6rgao analisado pode ser observada na Figura 29.
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Figura 28 — Sobrevivéncia dos camundongos inoculados com a cepa EC071 e suas cepas
derivadas no modelo murino de sepse.
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Camundongos Swiss fémeas foram inoculadas com 2 x 108 UFC da cepa EC071 ou de uma de suas
respectivas construgdes genéticas por via subcutanea e observados por no maximo sete dias. Os
animais foram observados diariamente para verificacdo de sinais clinicos decorrentes do
desenvolvimento da infec¢éo.

Tabela 15 — Andlise estatistica das porcentagens de sobrevivéncia dos animais inoculados
com a cepa EC071 ou uma de suas cepas derivadas.

ECO71::pCF2 ECO071::pCF2(pCF3) ECO071::pCF2(pCF4)

ECO71 p<0,05 ns p<0,05
ECO71::pCF2 ns ns
ECO71::pCF2(pCF3) ns

Andlise realizada por meio do Teste exato de Fisher no GraphPad Prism (versdo 7.00), com intervalo
de confianga de 95%. ns: ndo significativo.
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Figura 29 — Contagem de UFC/g 6rgao dos camundongos inoculados com a cepa EC071 e
suas cepas derivadas no modelo murino de sepse.
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Contagens de UFC/mL em agar MacConkey da cepa EC071 ou uma de suas construgdes genéticas
derivadas recuperadas dos 6rgéos coletados apds a morte dos animais infectados. (A) Baco, (B) Figado
e (C) Rins. Os 6rgaos foram pesados, macerados e diluidos seriadamente para contagem de bactérias
viaveis e confirmacédo da disseminac¢éo da infeccdo. As contagens foram analisadas por meio dos testes
estatisticos Anova e comparacdes multiplas de Tukey, no software GraphPad Prism (versdo 7.00), com
um intervalo de confianca de 95%. * = p<0,05; ** = p<0,005. Os pontos vermelhos indicam os 6rgaos
dos animais que sobreviveram até o sétimo dia do experimento.
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Enquanto a cepa selvagem ECO071 foi capaz de causar a morte de todos o0s
animais inoculados no mesmo periodo (48 h), nota-se uma reducéo estatisticamente
significativa de 50% na letalidade provocada pela cepa mutante em sat EC071::pCF2
(p<0,05) e pela cepa mutante complementada coo o0 gene sat ndo funcional
ECO71::.pCF2(pCF4) (p<0,05). No caso dos animais inoculados com a cepa
ECO71::pCF2(pCF3) (mutante em sat complementada com o clone minimo funcional
de sat), apenas 30% deles sobreviveram até o sétimo dia do experimento. Com
excecdo de um animal do grupo ECO71::pCF2, todos os demais animais que
sobreviveram até o final do experimento ndo apresentaram bactérias viaveis nos
orgaos analisados.

A cepa MG1655(pCF3) ndo ocasionou a morte de nenhum animal ao longo do
experimento e a presenca de bactérias vidveis nos 6rgdos desses animais nao foi
detectada. Dessa forma, o grupo experimental MG1655(pCF4) néo foi realizado, uma
vez que o resultado esperado seria semelhante.

Por tanto, o resultado obtido sugere que Sat € importante, porém nao
fundamental, para o estabelecimento da infeccéo. A presenca de bactérias vidveis nos
orgaos analisados indica que a infeccdo foi bem sucedida e a bactéria pode se
disseminar pelo organismo dos animais infectados via corrente sanguinea. No
entanto, houve diferenca estatistica apenas na contagem de UFC/g 6rgao entre os
grupos EC071 e ECO71::pCF2(pCF4) (baco: p<0,005; figado: p<0,005; rins: p<0,05),
sugerindo que Sat ndo é fundamental para a colonizacdo desses 6rgaos apés a

disseminacao da bactéria pelo organismo.
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5. DISCUSSAO

Apesar de colonizarem o trato intestinal de humanos de forma assintomética,
as cepas de ExPEC podem causar doenca em diversos sitios extraintestinais de
individuos imunocompetentes, devido ao seu vasto e diverso arsenal de fatores de
viruléncia (RUSSO; JOHNSON, 2000; SMITH; FRATAMICO; GUNTHER, 2007; VILA
et al., 2016; JOHNSON; RUSSO, 2018). Tal arsenal, que inclui adesinas, toxinas,
sistemas de captacdo de ferro, protectinas e invasinas, confere a estas cepas a
capacidade de invadir e colonizar sitios considerados hostis para o patégeno devido
a baixa disponibilidade de nutrientes e a presenca de mecanismos de defesa da
imunidade inata do hospedeiro (TENAILLON et al., 2010; PITOUT, 2012;
RODRIGUEZ-BELTRAN et al., 2015; JOHNSON; RUSSO, 2018).

Apesar de os patétipos reconhecidos de EXPEC serem usualmente
determinados de acordo com o sitio de isolamento, este tipo de classificacado é falha,
principalmente pelo fato de que a patogenicidade sitio-especifica ndo é dependente
de um unico fator de viruléncia, mas sim de uma combinacéao deles, e pela capacidade
de cepas pouco ou nédo virulentas causarem infeccdo em sitios extraintestinais de
individuos imunocomprometidos (DALE; WOODFORD, 2015). Dessa forma, Johnson
et al. (2003) propuseram a utilizagdo de cinco diferentes genes como indicadores da
viruléncia intrinseca de uma cepa de EXPEC, que sdo: papA elou papC; sfa/foc;
afa/dra; iutA e kpsMTII. A presenca de dois ou mais destes genes indica que tal cepa
de E. coli é capaz de causar doenca extraintestinal em um individuo
imunocompetente, sendo denominada EXPEC ou ExXPEC+. Dentre as infecgbes
causadas por EXPEC, destacam-se principalmente as ITU, infeccbes abdominais e
pélvicas, pneumonia, meningites e as ICS (RUSSO; JOHNSON, 2003).

No Brasil e no mundo, E. coli figura como o principal patdgeno Gram negativo
causador de quadros de ICS (MENEZES et al.,, 2013; PEREIRA et al., 2013;
VENDEMIATO et al., 2015; CARLESSE et al., 2016; SABINO et al., 2019; KERN;
RIEG, 2020), que se originam principalmente a partir de infec¢des primarias como as
ITU (MIAJLOVIC et al.,, 2016; BONTEN et al., 2020). No entanto, também podem
ocorrer devido a translocacdo bacteriana a partir do intestino ou pela insercao de
dispositivos meédicos intravasculares (RUSSO; JOHNSON, 2003; SMITH;
FRATAMICO; GUNTHER, 2007; MELLATA et al.,, 2016; VILA et al., 2016). O
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estabelecimento e evolucdo deste quadro dependem de fatores relacionados ao
patdogeno e ao hospedeiro, como a viruléncia e a resposta imune, respectivamente
(VENDEMIATO et al., 2015). Porém, quando o patégeno consegue se desvencilhar
de forma bem sucedida dos mecanismos do sistema imune do hospedeiro, a resposta
deste ultimo pode se tornar descompensada e danosa para o hospedeiro, de forma
gue o quadro evolui entdo para a sepse (SINGER et al., 2016; VAN DER POLL et al.,
2017).

O sistema complemento faz parte da imunidade inata do hospedeiro e tem
como sua principal funcéo a eliminacédo de patdgenos. Sua ativacdo pode ocorrer por
trés diferentes vias (classica, alternativa e das lectinas), que convergem na ativacéo
da via terminal, resultando na formacdo do MAC. De forma geral, a ativacao deste
sistema leva a eliminacdo do patégeno através de processos como a inflamacao,
opsonizacdo e lise osmotica (MERLE et al.,, 2015a; MACEDO; ISAAC, 2016;
LUBBERS et al., 2017).

Uma das estratégias utilizadas por E. coli para evadir desse mecanismo da
imunidade inata envolve a clivagem direta de proteinas componentes do sistema
complemento através de proteases secretadas, como € o caso das SPATEs Pic e
EspP, ja caracterizadas quanto a acéo proteolitica sobre essas proteinas (ORTH et
al., 2010; ABREU et al., 2015, 2016).

A frequéncias de genes que codificam SPATEs em cole¢gbes de ExXPEC
isoladas da corrente sanguinea tém sido observadas por diferentes autores nos
altimos anos e o gene sat figura entre os mais frequentes (PARHAM et al., 2005;
ANANIAS; YANO, 2008; MAHJOUB-MESSAI et al., 2011; SKIJIOT-RASMUSSEN et
al., 2012; MORA-RILLO etal., 2015; MIAJLOVIC et al., 2016; CLERMONT et al., 2017,
HUNG et al., 2019; NOJOOMI; GHASEMIAN, 2019; PARAMITA et al., 2020).

A SPATE Sat, objeto de estudo do presente trabalho, € uma SPATE de classe
1 e seus efeitos citotdéxicos sobre linhagens celulares dos tratos urinério e
gastrointestinal, sobre células endoteliais e outros substratos biologicos ja estdo bem
descritos na literatura (GUYER et al., 2000, 2002; DUTTA et al., 2002; TADDEI et al.,
2005; MARONCLE et al., 2006; GUIGNOT et al., 2007; MOAL et al., 2011; VIEIRA et
al., 2020). Somados a alta frequéncia do gene sat observada em cepas de E. coli
isoladas de ICS, estes dados sugerem que Sat pode estar envolvida em importantes
estagio da patogénese de infecgcbes extraintestinais, como as ICS. No entanto,

nenhum efeito imunomodulatério desta SPATE foi reportado até o0 momento. Dessa
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forma, o presente trabalho teve como obijetivo investigar o papel de Sat na evaséo do
sistema imune por E. coli durante o curso da sepse.

A primeira parte deste trabalho compreendeu a verificacdo da frequéncia do
gene sat e outros genes 11 que codificam SPATEs em 278 cepas de E. coli isoladas
de bacteremia humana. Apés analise por PCR, os genes sat (34,2%), vat (28,4%) e
pic (8,3%) foram detectados com maior frequéncia. Da mesma forma, outros estudos
também reportaram alta frequéncias de sat entre cepas isoladas de bacteremia,
variando entre 22% e 70% (PARHAM et al., 2005; ANANIAS; YANO, 2008;
MAHJOUB-MESSAI et al., 2011; SKIZT-RASMUSSEN et al., 2012; MORA-RILLO et
al., 2015; MIAJLOVIC et al., 2016; CLERMONT et al., 2017; HUNG et al., 2019;
NOJOOMI; GHASEMIAN, 2019; PARAMITA et al., 2020). Em relacdo a presenca de
vat, frequéncias que variam entre 10 e 70% foram relatadas por cinco autores
(PARHAM et al., 2005; MAHJOUB-MESSAI et al., 2011; TAPADER et al., 2014; HUNG
et al., 2019; NOJOOMI; GHASEMIAN, 2019; PARAMITA et al., 2020). Considerando
os efeitos citotdxicos de Sat sobre células do trato urinario e endoteliais (GUYER et
al., 2000, 2002; MARONCLE et al., 2006; VIEIRA et al., 2020), e sabendo que as ITU
sao a principal fonte de origem das ICS (MIAJLOVIC et al., 2014, 2016; BONTEN et
al., 2020), é razoavel aceitar a hipotese de que esta protease pode estar envolvida no
estabelecimento e/ou estagios iniciais das ICS. O mesmo pode ser inferido para Vat,
uma vez que sua acgdo citotdxica sobre a linhagem celular 5637 (célula humana
epitelial de bexiga) (DIAZ et al., 2020) e seu envolvimento na patogénese da cepa
UPEC CFT073 em um modelo murino de infeccdo  sistémica
(SUBASHCHANDRABOSE et al., 2013) ja foram observados.

Ainda, o contexto dos trabalhos citados inclui sat e vat em pesquisas mais
amplas de fatores de viruléncia relacionados a patogénese de EXPEC, de forma a ndo
incluir a deteccédo de todos os genes que codificam SPATES até o momento. Tapader
et al. (2014) realizaram uma anélise mais abrangente da presenca desses genes em
uma colecdo de cepas de EXPEC isoladas de sepse neonatal. Os resultados
encontrados sdo semelhantes aos reportados no presente estudo, sendo vat e sat 0s
genes mais frequentemente encontrados (nessa ordem), seguidos de espP, sepA, pet
e pic.

Considerando que as ITU sédo a principal fonte de infeccdes da corrente
sanguinea causada por E. coli (MIAJLOVIC et al., 2014, 2016; BONTEN et al., 2020),

€ esperado que exista similaridade genética entre cepas isoladas desses dois tipos
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de infeccdo. Apesar disso, como observado em EXPECs isoladas da corrente
sanguinea, a maioria dos estudos publicados a respeito de cepas isoladas de ITU
reune dados sobre a frequéncia de genes que codificam SPATEs relacionados a
patétipos extraintestinais, como sat, vat e/ou tsh, com apenas alguns deles
pesquisando por pic/picU (VILA et al., 2002; MOMTAZ et al.,, 2013; MIRANDA-
ESTRADA et al.,, 2017; MOSTAFAVI et al., 2019). Considerando todos os dados
disponiveis nesses estudos, sat foi o gene mais frequente em cepas de UPEC,
seguido por vat, pic e tsh. Restieri et al. (2007) realizaram uma pesquisa abrangente
de genes que codificam SPATEs em UPEC e o mesmo perfil de prevaléncia
mencionado anteriormente foi observado, concordando também com os resultados
obtidos no presente trabalho. Apesar das SPATEsS serem mais conhecidas por seu
papel na patogénese de doencas intestinais e do trato urinario, é possivel que essas
proteases também estejam envolvidas nos estagios iniciais do estabelecimento ICS,
seja na aquisicdo de ferro, na evasao do sistema imune e/ou na intensificacdo das
alteracdes na coagulacdo (MIAJLOVIC; SMITH, 2014).

Usualmente, a maioria dos genes que codificam SPATES associados a
patogénese de DEC nado sdo pesquisados em EXPEC. pic é uma excecado, aqui
reportado em uma frequéncia mais baixa (8,3%) do que a observada por outros dois
autores (9% e 20%) (TAPADER et al., 2014; MIAJLOVIC et al., 2016). Além dos efeitos
mucinolitico e hemaglutinante (HENDERSON et al., 1999; DUTTA et al.,, 2002;
PARHAM et al., 2004), Pic também exerce acao proteolitica contra algumas proteinas
do sistema complemento (ABREU et al., 2015, 2016) e degrada glicoproteinas da
superficie de leucocitos (RUIZ-PEREZ et al.,, 2011), constituindo um importante
mecanismo de evasao ao sistema imune do hospedeiro durante infec¢des de sitios
extraintestinais ocasionadas por E. coli. espC, eatA e espl também foram detectados
no presente estudo. Enquanto EspC é uma enterotoxina primeiramente descrita em
EPEC (MELLIES et al., 2001), capaz de clivar hemoglobina e o fator V de coagulagao
(DUTTA et al., 2002; DRAGO-SERRANO; GAVILANES PARRA; ANGEL
MANJARREZ-HERNANDEZ, 2006), EatA esta envolvida na clivagem de uma adesina
glicoproteica presente em ETEC, que aumenta a liberacdo da toxina termolabil (LT)
(ROY et al., 2011). Finalmente, Espl é secretada por STEC e degrada proteinas do
plasma, mas seu papel na patogénese ainda precisa ser elucidado (SCHMIDT et al.,
2001). No contexto das ICS, esses fatores de viruléncia podem estar envolvidos nos

processos de aquisi¢ao de ferro durante o crescimento bacteriano, de forma a permitir
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a persisténcia da bactéria no sangue, e ainda promover a intensificacao de alteracbes
na coagulacao, favorecendo a evolucéao do quadro para sepse (MIAJLOVIC; SMITH,
2014; SINGER et al., 2016).

A frequéncia de genes que codificam SPATEs em cole¢Oes de DEC analisadas
por outros autores, difere de forma expressiva da frequéncia observada em EXPEC
neste trabalho. SPATES que foram primeiramente descritas em patétipos intestinais,
tais como pic, pet, sepA e espC, foram significativamente mais frequentes nesses
estudos (RESTIERI et al., 2007; ABREU et al., 2013; ZUDE; LEIMBACH; DOBRINDT,
2014; ANDRADE et al., 2017). No entanto, sat foi 0 gene mais frequentemente
encontrado em trabalhos envolvendo cepas de DEC isoladas em diferentes paises,
seguido por pic e sepA (BOISEN et al., 2009, 2012). Esses achados reforcam a
evidéncia de que algumas SPATEs séo fatores de viruléncia associados a certos
patotipos.

A baixa frequéncia observada dos genes tsh, espP, eatA, espl, sepA, sigA,
espC e pet era esperada, uma vez que eles sdo associados com a patogénese de
APEC e outros patétipos de DEC, respectivamente (HENDERSON; NATARO, 2001).
Considerando que DEC e EXPEC coabitam no intestino, eventos de HGT podem ter
favorecido a aquisicdo desses genes pelos isolados da corrente sanguinea
analisados.

Os dados relatados no presente estudo, referentes a pesquisa de genes que
codificam SPATESs,avaliacdo da viruléncia intrinseca e classificacao filogenética da
colecdo de E. coli isolada de bacteremia foram publicados no artigo “Serine protease
autotransporters of Enterobacteriaceae (SPATEs) are largely distributed among
Escherichia coli isolated from the bloodstream” (FREIRE et al., 2020).

Apbs a confirmacao de que sat era 0 gene mais frequente na cole¢éo analisada,
a cepa ECO071 foi escolhida como cepa de trabalho para o prosseguimento das
analises, uma vez que possuia apenas o gene sat dentre as SPATESs. A producao de
Sat no sobrenadante de cultura da cepa EC071 foi confirmada por imunodeteccao
com um soro anti-Sat obtido em outro estudo (Vieira et al., 2020), validando assim a
sua selecdo como prototipo para o presente estudo. Além disso, a cepa EC071
apresentou o fenétipo de resisténcia a acédo bactericida ao soro, indicando que uma
ou mais proteinas secretadas por ela atuavam na inativacdo dos componentes do
sistema complemento. Dessa forma, Sat era uma candidata a mediar esse mecanismo

de evasao ao sistema imune inato.
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O sequenciamento completo de seu genoma confirmou a presenca do gene sat
e a auséncia de outros genes que codificam SPATEs. Porém alguns genes
relacionados a mecanismos de resisténcia ao soro foram detectados, como genes que
codificam OMPs (ompX, ompTc e ompTp) e 0 gene que codificam as proteases Prc e
NlIpl. Enquanto as principais OMPs conhecidas relacionadas a resisténcia a atividade
bactericida do soro sdo OmpA, OmpW e Nlpl, que interagem de diferentes formas com
proteinas do complemento, como C4BP e fator H, Prc é uma protease que interfere
na ativacdo da via classica e da deposicdo do MAC (TSENG et al., 2012; WANG et
al., 2012; Ll et al., 2016)

A analise do perfil plasmideal e do sequenciamento completo do genoma da
cepa ECO71 indicaram que o gene sat esta presente no cromossomo desta cepa. Tal
evidéncia é suportada pelo fato de que, enquanto a analise por Southern blot mostrou
gue o0 gene sat ndo estava presente em nenhum dos quatro possiveis plasmideos
identificados, a analise de bioinformatica realizada no genoma desta cepa mostrou a
presenca de cinco diferentes origens de replicacdo em contigs diferentes daquele
onde estéd o gene sat. O mesmo foi observado por outros autores e, até o0 momento,
nao ha descricdes na literatura sobre a ocorréncia de sat em plasmideos. Na cepa
protétipo UPEC CFTOQ73, este gene esta localizado na ilha de patogenicidade 1l (PAI
II) (GUYER et al., 2000) de seu cromossomo. No entanto, € importante salientar que
as andlises de bioinformatica verificaram que esta ilha ndo esté presente no genoma
da cepa ECO071. Guignot et al. (2007) demonstraram que o gene sat da cepa Afa/Dr
DAEC IH11128 também é cromossdémico e esta inserido em uma ilha de
patogenicidade semelhante a PAI Il da UPEC CFT073. Ja no caso da cepa probiotica
E. coli Nissle 1917, utilizada no tratamento de doencas intestinais inflamatérias, o
gene sat também é cromossémico e esta inserido na ilha gendmica Il dessa cepa.
Curiosamente, esta cepa probiotico expressa a respectiva proteina Sat, mas a mesma
nao atua como fator de viruléncia, uma vez que outros componentes de seu
sobrenadante de cultura neutralizam a agéo desta toxina (TOLOZA et al., 2015).

Apos a purificagéo da proteina Sat a partir do sobrenadante de cultura da cepa
ECO071, ensaios proteoliticos foram realizados para verificar quais proteinas do
sistema complemento constituiam substratos da acgdo proteolitica de Sat,
considerando a sua capacidade de resistir a atividade bactericida do soro. Dentre
todas as proteinas do sistema complemento avaliadas, apenas C1q nao constituiu

substrato para Sat. Com excecédo de C7, os ensaios proteoliticos realizados sugerem
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gue a clivagem dessas proteinas por Sat ocorre de forma dependente da quantidade
de protease utilizada e do tempo de incubacdo. As moléculas de C2, C4, C4b, C6
foram clivadas de maneira mais efetiva, com produtos de degradacéo observados em
5 h e na presenca da menor quantidade de Sat testada (0,5 pg). A clivagem de C3,
C3b, C5, C7, C8 e C9 também foi observada na presenca de 0,5 pg de Sat, porém
apenas apos a incubacéo por 24 h. Os resultados obtidos nesses ensaios sugerem
que a abrangéncia da atividade proteolitica de Sat sobre quase todos os componentes
da cascata de ativacéo do sistema complemento permite o bloqueio desse mecanismo
da imunidade inata do hospedeiro em trés pontos estratégicos, indicados na Figura
30, de forma a impedir seus efeitos diretos e indiretos sobre o patdogeno invasor. Ainda,
os resultados obtidos também permitem concluir que o sitio ativo de serinoproteases
presente na estrutura de Sat € responsavel pela sua acdo proteolitica sobre as
proteinas do complemento, uma vez que ndo foram observadas degradacdes nos

substratos testados na presenca de PMSF.
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Figura 30 — Possiveis pontos de bloqueio da ativagdo do sistema complemento pela agcdo
proteolitica de Sat, com base nos resultados obtidos no presente estudo.
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Fonte: Adaptado de Hallstrom e Riesbeck (2010).

A acdo proteolitica de Sat sobre as moléculas do complemento permite o bloqueio do sistema em trés
diferentes pontos. Ponto 1: blogueio da via classica pela clivagem direta das proteinas C2 e C4,
impedindo a formac¢do da C3 convertase C4b2a; Ponto 2: blogueio da via alternativa pela clivagem
direta das proteinas C3 e C3b, impedindo a conversdo de C3 em C3a e C3b, a formacdo da C3
convertase C3bBb e das C5 convertases C4b2a3b ou C3bBb3b e finalmente, bloqueando o mecanismo
de opsonizacgédo; Ponto 3: bloqueio da via terminal através da clivagem direta das proteinas C5, C6, C7,
C8 e C9, impedindo a conversdo de C5 em C5a e C5b, a montagem do MAC e efeitos pré-inflamatérios
decorrentes da liberacdo de Cb5a.
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Conforme mencionado anteriormente, o sistema complemento pode ser ativado
por uma de suas trés vias iniciais e efeitos indiretos dessa ativacdo podem ocorrer e
promover a eliminagdo do patdogeno (RICKLIN et al., 2010; MERLE et al., 2015a).
Portanto, diferentes pontos de bloqueio presentes nos estagios iniciais da ativacdo
desse sistema tornam-se importantes estratégias para protecdo do patégeno. Em
relacdo as vias classica e das lectinas, o bloqueio pode ocorrer por meio da
degradacédo de C2, C4 e C4b, uma vez que essas proteinas estdo envolvidas na
formacédo da C3 convertase dessas vias, denominada C4b2a (RICKLIN et al., 2010;
MERI, 2016; LUBBERS et al., 2017). Dessa forma, a acao proteolitica de Sat sobre
essas proteinas sugere o bloqueio da conversdo de C3 em C3a e C3b e
consequentemente, na inativacao das fungdes bioldgicas desempenhadas por essas
proteinas. A acdo proteolitica da SPATE Pic em E. coli e da termolisina LIC13322
(fragmentos PepSY-M4 e M4) de Leptospira patogénica sobre C2, C4 e C4b também
ja foi demonstrada (FRAGA et al., 2014; ABREU et al., 2015, 2016).

O ponto mais estratégico para evasao do sistema complemento pelo patégeno
€ a degradacdo de C3 e C5 (ABREU et al., 2015). Além de C3 e C5, os fragmentos
gerados pela clivagem fisiologica dessas proteinas também estdo envolvidos em
importantes processos de eliminacdo de patégenos. Enquanto C3/C3b participam de
todas as vias de ativacdo do sistema complemento e de processos como a
opsonizacado, C5b esté envolvido na formacao do MAC. Ainda, C3a e C5a constituem
potentes anafilotoxinas responsaveis por promover uma forte resposta inflamatéria
gue visa a eliminacdo do patogeno (MERLE et al., 2015a, 2015b; VAN DER POLL et
al., 2017). Dessa forma, a acao proteolitica de Sat sobre C3, C3b e C5 in vitro sugere
que a ativacdo das trés vias do sistema complemento, a fagocitose e o inicio da
resposta inflamatéria desencadeada pela presenca do patdbgeno na corrente
sanguinea sao inibidas, tornando essas proteinas do sistema complemento alvos
estratégicos para garantir a evasdo completa destes mecanismos da imunidade inata
pela bactéria (RICKLIN et al., 2010). C3/C3b e C5 também foram identificadas como
alvos de Pic e EspP, outras SPATES produzidas por E. coli (ORTH et al., 2010;
ABREU et al., 2015, 2016) e de outras proteases secretadas por espécies de
Leptospira patogénicas (FRAGA et al., 2014), Neisseria meningitidis (DEL
TORDELLO et al., 2014) e S. aureus (JUSKO et al., 2014).

Finalmente, a degradacdo das proteinas envolvidas na formacdo do MAC

confere protecdo ao patdégeno contra a insercdo do complexo que forma o poro em
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sua superficie, de forma a prevenir a sua eliminacéo por lise osmotica (MORGAN;
BOYD; BUBECK, 2017). Por tanto, a acdo proteolitica de Sat sobre C6 sugere o
impedimento da montagem do MAC, uma vez que C5b depende de C6 para se
estabilizar e permitir a ligagdo dos demais componentes da via terminal (RICKLIN et
al., 2010; MERLE et al., 2015a). Ainda, a acao proteolitica de Sat sobre C7, C8 e C9,
mesmo que néo tao efetiva quanto sobre C6, pode conferir uma protecdo extra nos
casos em que o complexo continue a ser montado. Até o momento, apenas dois
trabalhos avaliaram a acao de proteases bacterianas sobre proteinas da via terminal.
Enquanto Amamura et al. (2017) relataram a acdo proteolitica da metaloprotease
termolisina, produzida por Leptospira patogénicas, sobre C5, C6, C7, C8 e C9, o
mesmo foi observado por Honda-Ogawa et al. (2013) com a cisteinoprotease SpeB
de Streptococcus pyogenes. Finalmente, o fato de todas as proteinas da via terminal
serem substratos de Sat e das proteases SpeB e termolisina pode ser explicado pelas
similaridades estruturais apresentadas por essas proteinas, uma vez que
compartilham dominios comuns (HADDERS et al., 2012; BUBECK, 2014; AMAMURA
et al., 2017; MORGAN; BOYD; BUBECK, 2017).

A fim de se observar os efeitos de Sat sobre as proteinas do sistema
complemento considerando o contexto genético da cepa ECO071, construcdes
genéticas foram realizadas para obter a cepa EC071 mutada no gene sat e a cepa
ECO071 mutada no gene sat complementada com os clones minimos de expressao de
Sat e Sat sem acao de serinoprotease. Essas constru¢des foram testadas quanto a
resisténcia a acao bactericida do soro humano, em comparacdo com a cepa E. coli K-
12 DH5a. No entanto, ndo houve diferenca entre a sobrevivéncia da cepa selvagem e
suas construcdes derivadas, uma vez que, no teste realizado com o soro humano
normal, a contagem de UFC/mL foi sempre igual ou superior ao indculo inicial do teste,
em todos os intervalos de tempo. Este resultado sugere que outros elementos do
genoma da ECO071 codifiguem fatores de viruléncia que confiram a esta cepa a
resisténcia a essa acao bactericida e Sat seja um cofator nessa evasédo ao sistema
imune inato. Como demonstrado no sequenciamento completo do seu genoma, a
ECO71 possui alguns genes que codificam proteinas de membrana externa e a
protease Prc. Caso essas proteinas sejam produzidas pela EC071, seria interessante
verificar em um futuro trabalho se a resisténcia de cepas EC071 mutantes em sat e
em alguns desses genes sofrem uma diminuicdo nessa resisténcia, de forma a

averiguar se somente estes genes sao responsaveis por este fendétipo ou se ha ainda
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algum elemento genético ndo caracterizado no genoma da EC071 que confira esta
propriedade de viruléncia para a cepa.

A cepa EC071 e suas construc¢des genéticas derivadas também foram testadas
em um modelo murino de sepse proposto por Picard et al. (1999), de forma que a
sobrevivéncia dos animais infectados com cada uma dessas cepas fosse avaliada.
Uma vez que Sat purificada foi capaz de clivar proteinas do sistema complemento,
era esperado que essa protease fosse coadjuvante na patogénese da sepse. As
cepas de UPEC CFTO073 e E. coli K-12 MG1655 foram utilizadas como controles
positivo e negativo, respectivamente. Enquanto a cepa CFT073 ocasionou a morte de
100% dos animais infectados e a sua presenca foi detectada nos rins, baco e figado,
todos animais infectados com a cepa MG1655 sobreviveram e seus 6rgdos estavam
estéreis ao final dos sete dias de experimento. Esses resultados validam o modelo
utilizado, conforme utilizado por outros autores (JOHNSON et al., 2006, 2012, 2015,
2019; MORA et al., 2014; MERINO et al., 2020).

Inicialmente foram analisados os dados de sobrevivéncia dos animais
inoculados com as diferentes construgdes, em comparacdo aos dados com a cepa
selvagem. Enquanto a cepa selvagem ocasionou a morte de 100% dos animais
inoculados apds 48 h da inoculacdo, a auséncia de sat (cepas ECO071::pCF2 e
ECO71::pCF2(pCF4)) reduziu a morte para 50% (EC071 x EC071::pCF2 = p<0,05;
ECO071 x ECO71::pCF2(pCF4) = p>0,05). Ainda, a complementa¢do do gene sat na
cepa mutante (ECO71::pCF2(pCF3)) restaurou parcialmente o efeito observado com
a cepa selvagem (resultando em uma sobrevivéncia de apenas 30%). Tal efeito pode
ser devido ao fato de que o clone minimo de expressédo de sat (pCF3) expressa in
vitro a proteina Sat em quantidades menores do que as observadas para a cepa
selvagem, conforme pode ser observado de forma qualitativa na Figura 22.

Em relacdo as contagens de UFC/g 6rgdo, apenas a comparacdo entre as
contagens obtidas nos 6rgaos das cepas EC071 e EC071::pCF2(pCF4) apresentou
significancia estatistica (p<0,005 para figado e baco; p<0,05 para 0s rins),
respectivamente). No conjunto, esses resultados sugerem que Sat esta envolvida no
estabelecimento e disseminacdo da infeccdo, mas ndo na colonizacdo de 6rgaos
afetados de maneira secundéaria em relacdo ao sitio primario de infecgdo. Esta
inferéncia é suportada também pelos resultados obtidos nos ensaios in vitro realizados

no presente trabalho, sugerindo que o estabelecimento e disseminacdo da infeccéo
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dependem, pelo menos parcialmente, da acéo proteolitica de Sat sobre as proteinas
do complemento.

O fato de que a cepa MG1655 carreando o clone minimo de expresséo de Sat
(pCF3) néo tenha ocasionado a morte de nenhum animal e ao final do experimento os
orgaos destes estavam estéreis,pode ser atribuido a dois fatores distintos: (a) o clone
minimo de expressao de Sat pCF3 ndo expressa in vivo Sat em niveis suficientes para
ocasionar um efeito detectavel no modelo animal; (b) Sat ndo é o Unico fator de
viruléncia responsavel pelo estabelecimento e pela disseminacdo da infeccdo pela
cepa ECO71. De fato, outros autores observaram neste mesmo modelo animal que a
severidade da infeccdo esta relacionada a diversas combinacdes de fatores de
viruléncia apresentadas pelas cepas e que adesinas, protectinas e sistemas de
captacdo de ferro sdo fundamentais para colonizacdo, evasdo do sistema imune e
captacao de nutrientes para sobrevivéncia da cepa em sitios extraintestinais (PICARD
et al., 1999; JOHNSON et al., 2006, 2012, 2015, 2019; MORA et al., 2014; MERINO
et al., 2020). Dessa forma, os resultados apresentados neste trabalho levantam duas
hipéteses interessantes: (a) sat pode estar envolvido na viruléncia intrinseca de
EXPEC, uma vez que a cepa ECO071 é considerada uma EXPEC* (papA, papC e
afa/dra) de acordo com o critério estabelecido por (JOHNSON et al., 2003); (b) a
presenca/auséncia do gene sat impactaria de forma diferente na sobrevivéncia de
animais infectados com cepas que possuam um contexto genético de viruléncia
diferente do apresentado pela cepa ECO071. Considerando que as modificacdes
genéticas realizadas na cepa selvagem ndo provocaram a interrupcédo de nenhum dos
genes considerados para esse critério presentes no seu genoma, era esperado que
as construcdes genéticas também ocasionassem a morte dos animais por elas
infectados. Portanto, a sobrevivéncia dos animais infectados com ECO071::pCF2,
ECO71::.pCF2(pCF3) e EC071::pCF2(pCF4) sugere que a auséncia de sat pode ter
alterado a viruléncia intrinseca dessas cepas. Ainda, também seria interessante
avaliar o envolvimento de sat no estabelecimento de uma infeccédo causada por uma
cepa virulenta de E. coli, porém considerada EXPEC".

Considerando que as cepas avaliadas foram inoculadas por via subcutanea,
sugere-se também a importancia da atividade citotéxica de Sat (GUYER et al., 2000,
2002; DUTTA et al., 2002; TADDEI et al., 2005; MARONCLE et al., 2006; GUIGNOT
et al., 2007; MOAL et al., 2011; VIEIRA et al., 2020) na promocao do acesso da

bactéria a corrente sanguinea a partir do sitio de infec¢éo. O dano tecidual provocado



128

por esta protease pode ocasionar danos endoteliais que permitiriam o contato do
patdgeno com o sangue e dessa forma, além de facilitar o desenvolvimento da
infec¢do, sugere-se também que Sat possa atuar localmente na evasao ao sistema
complemento do hospedeiro, ativado pela ocorréncia do dano. Dessa forma, Sat
desempenharia um duplo papel no estabelecimento da infeccao.

Apenas a SPATE Pic foi avaliada até o0 momento em um modelo murino de
sepse, com pequenas modificacoes feitas em relacdo ao protocolo aplicado no
presente trabalho. Dutra et al. (2020) verificaram que a cepa EXPEC Fb5, isolada do
sangue de um paciente com bacteremia e produtora de Pic ocasionou 100% de morte
dos animais inoculados, enquanto todos os animais inoculados com a respectiva cepa
mutante em pic sobreviveram. Ainda, houve diferenca estatistica entre as contagens
de UFC/g dos 6rgaos analisados dos dois grupos, uma vez que contagens maiores
foram observadas para a cepa selvagem. No entanto, o trabalho ndo avaliou a
restauracdo do efeito observado na cepa selvagem através da complementacédo do
gene deletado e as cepas foram inoculadas por via intraperitoneal, enquanto no
presente estudo foi usada a via subcutédnea conforme descrito por Picard et al. (1999).
Assim como Sat, Pic possui acdo proteolitica sobre outros substratos biolégicos, que
podem contribuir para o estabelecimento da infeccdo e do quadro de sepse.

Os resultados reunidos neste trabalho sugerem que Sat desempenha um
importante papel no estabelecimento das ICS e na progressdo para o quadro de
sepse. Dessa forma, um modelo hipotético do papel de Sat na patogénese da sepse
estéd apresentado na Figura 31, tomando por base os resultados experimentais obtidos

neste projeto e os previamente publicados na literatura.
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Figura 31 — Modelo hipotético do papel de Sat na patogénese da sepse causada por E. coli,
considerando os dados experimentais existentes na literatura e obtidos no presente estudo.

E. coli produtora de Sat

Dano vascular

(A) E. coli produtora de Sat presente no trato urinario ou no trato intestinal inicia a secrecao de Sat, que
provoca danos celulares na bexiga, rins ou intestino. Estes danos permitem 0 acesso aos vasos
sanguineos, cujas células endoteliais também sofrem a acao citotéxica de Sat. (B) Danos vasculares
provocado por Sat permitem a entrada de E. coli na corrente sanguinea. (C) Secrecao de Sat por E.
coli presente no sangue confere protecédo contra o sistema complemento, por meio da clivagem direta
das proteinas C2, C3, C3b, C4, C4b, C5, C6, C7, C8 e C9. Este mecanismo de evasdo auxilia a
multiplicagdo e disseminacéo de E. coli no sangue, de forma a atingir outros 6rgados como rins, bago e
figado.
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Finalmente, considerando a frequéncia expressiva de sat em cepas de E. coli
isoladas de bacteremia (PARHAM et al., 2005; ANANIAS; YANO, 2008; MAHJOUB-
MESSAI et al., 2011; SKI@T-RASMUSSEN et al., 2012; MORA-RILLO et al., 2015;
MIAJLOVIC et al., 2016; CLERMONT et al., 2017; HUNG et al., 2019; NOJOOMI,
GHASEMIAN, 2019; FREIRE et al., 2020; PARAMITA et al., 2020) e os resultados
aqui apresentados, também é possivel afirmar que Sat constitui um importante alvo
para o desenvolvimento de vacinas e drogas anti-viruléncia, sejam de carater
preventivo ou terapéutico. Existem poucos protocolos estabelecidos para a prevencgao
de infeccbes por EXPEC além da antibioticoterapia profilatica, que é cara e
responsavel pelo aumento da pressao seletiva. Ainda, o aumento da resisténcia
bacteriana entre E. coli limita as op¢des de drogas que podem ser utilizadas tanto para
a profilaxia quanto para o tratamento, encorajando o desenvolvimento de alternativas
de prevencdo ndo dependentes de antibioticos e novas estratégias de tratamento.
Agentes anti-viruléncia podem contornar o problema da resisténcia bacteriana por
meio do bloqueio dos fatores de viruléncia dos patdgenos sem interferir nas suas vias
metabdlicas, que constituem o alvo tradicional das drogas atualmente em uso. Se
utilizados unicamente ou em associacdo com antimicrobianos disponiveis, essas
drogas podem eliminar infec¢cdes de uma forma patdgeno especifica bastante efetiva.
Para tal, a constante caracterizacéo do perfil de viruléncia de patégenos como E. coli
para o estabelecimento de novos alvos de intervencéo terapéutica se faz necessaria
e deve ser encorajada (SANNES et al., 2004; DICKEY; CHEUNG; OTTO, 2017).
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6. CONCLUSOES

Em resumo, no presente trabalho foi possivel estabelecer que:

a) Dentre os genes que codificam as serinoproteases da
familia SPATE, sat foi o gene mais frequentemente encontrado em
cepas de E. coli isoladas de bacteremia humana isoladas entre 2000 e
2008 pelo Laboratorio Especial de Microbiologia Clinica da Universidade
Federal de Sao Paulo;

b) Foi possivel purificar a proteina Sat em sua forma nativa e
funcional, a partir do sobrenadante de cultura da cepa protétipo EC071,
a qual apresentou acéao proteolitica sobre as proteinas C2, C3, C3b, C4,
C5, C6, C7, C8 e C9 do sistema complemento. Entretanto, Sat nao foi
unicamente responséavel pelo fenétipo de resisténcia a acao bactericida
do soro humano da cepa ECO71.

C) Sat foi relacionada ao estabelecimento e disseminacédo da

infeccéo ocasionada pela cepa EC071 em um modelo murino de sepse.

Por tanto, conclui-se que Sat € um importante fator de viruléncia envolvido no
desenvolvimento das ICS causadas por EXPEC, que além de desempenhar os efeitos
citotoxicos ja caracterizados na literatura, pode conferir também protecdo contra o
sistema imune do hospedeiro por meio da clivagem direta de proteinas do sistema

complemento.
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ANEXOS



Anexo A
Pontuacdo dos sinais clinicos apresentados pelos animais no modelo murino de

Fonte: Blattner et al., 2016. Material suplementar 6.

Observation Score points
| Body weight

- Mo change 0
- Loss of body weight in %= score points; e.g, loss of body weight 8% = 8 points 1-20
- Loss of body weight 220% 20
Il General conditions

Fur

- Lhining 1]
- Matte 2
= Ruffled 4
Eyes

- Clear and clean 0
- Unclean and sticky, closed or semi-closed 3
Posture

- Mormal 0
- Hunched 10
- Massively hunched 20
Clinical complications

- Tension, paralysis, tremor 20
- Breath noises 20
- Animal feels cold to the touch 2
I Metility

- Spontanecus (normal behavier, social contacds) 0
- Spontanegus but reduced i
- Moderately reduced activity 2
- Matility enly after stimulation 5
- lselation, lethargy, coordination disorders 10
- Self-mutilation, aggression 20
IV Respiration

- Breathing normal 0
- Breathing slightly changed 1
- Accelerated breathing + 30% (tachypnoea) 10
- Strongly accelerated breathing + 50% 20

Rating M asUures

ISum score pts

Severity level 0| no burden on animals, animals healthy

-3

Severity level 1| low burden on animals, low sickness, animals are observed H-4

Severity level 2| moderate burden onanimals, moderate sickness, animals are carefully [10-15
observed

Severity level 3| moderate to severe burden on animals, moderate to severe sickness, [16-20
animals are carefully observed, abort of experiment if necessary

Severity level 4| severe burden onanimals, animals moribund, implem entation of =20

humane endpoint, abort of expariment
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Andlises de bioinformética realizadas no genoma da cepa ECO071: sorotipagem e

determinacao do ST.

SerotypeFinder=2.0 Server = Results
Database(s): H_type,O_type

flic HT 100 1758 / 1758 NODE_S_length_142951_cov_40,3524
WZX o1 99,92 1227 (1227 NODE_28 length_B6413_cov_38.907
extended cutput

Resulis as text | Results tsv  Hits in genome seqs | Serotype gene sequences
Selected %ID threshold: 85 %
Selected minimum length: 60 %

Input Files: 22181_EC-071.fasta

17/05/2019 Center for Genomic Epidemology - Results

Center for Genomic Epidemiology ,,;-__;,-1-4-,»1|1,\_-

T2740,.74497 AFZ28497

28464072 GU2097a1

17/05/2012 MLST - Typing Resilts

MLST-2.0 Server - Results
mist Profile: ecoli
Organism: Escherichia coliit1

Sequence Type: 59

Locus Identity Coverage Alignment Length Allele Length
adk 100 100 536 536
fumC 100 100 469 469
gyrB 100 100 480 460
icd 100 100 518 218
mdh 100 100 452 452
purA 100 100 478 478
recA 100 100 510 510
extended output

Input Files: 22181_EC-071.fasta

Gaps

L e T s T o T o T s Y s

Center for Genomic Epidemiology  [ReGeeR -

Allele
adk_27
fumC_32
gyrB_24
icd 29
mdh_26
purA_19
recA 22
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Anexo B
Andlises de bioinformatica realizadas no genoma da cepa ECO071: verificacdo da
presenca de plasmideos e determinacgéo do filogrupo.

26/11/2020 Center for Genomic Epidemology - Results

Center for Genomic Epidemiology

PlasmidFinder-2.0 Server - Results

Organism(s): Enterobacteriaceae

Col(MP18) 100 1931193 NODE_119 length 2457 cov 2129.19  961.1153 NC013652

Col156 97.4 154/ 154 NODE_91_length_7575_cov_866.065 6311..6464 NC009781

Col8282 100 2071 207 NODE_105 length 4218 cov 189555  2166.2372 DQg95352

IncB/O/KIZ 9669  151/151 NODE_65 length 21610 cov_14.0442  7873.8023 Ccu928147

IneX1 98.66  374/374 NODE 48 _length_35278 cov 61936 27511..27884 EU370913
17/06/2019 ClermonTyping - About

This is the results of your analysis 71-17062019_113208

This link is only active for 1 day.
Having some issue about the results? Check out the Help section (/help)!

ClermonTyping Report
Date: Mon Jun 17 23:32:25 2019

file quadruplex supp phylogroup mash_group

22181_EC-071.fasta -+-- F F
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Anexo C
Pesquisa de fatores de viruléncia no ecoli VF collection.
thorAes cje Sequenpa_de Cepa de Referéncia Gene locus tag ECO071
viruléncia Referéncia
chusS c4307 +
chuA c4308 +
chuT c4313 +
chuw c4314 +
chuX c4315 +
chuy c4316 +
chuU c4317 +
chuv c4318 +
CirA €c2690 +
entD c0668 +
fepA c0669 +
fes c0671 +
entF c0673 +
fepE c0674 +
fepC c0675 +
fepG c0676 +
fepD c0677 +
entS c0678 +
o fepB c0679 +
5 entC c0680 +
© entE c0681 +
© entB c0682 +
§ entA c0683 +
I fiu c0890 +
g AE014075.1 E. coli CFT073 (UPEC) hma c2482 +
8 ireA c5174 -
© iroN c1250 -
@ iroE c1251 -
g iroD c1252 -
» iroC c1253 -
n iroB c1254 -
iucA c3627 -
iucB c3626 -
iucC €3625 -
iucD c3624 -
iutA €3623 -
shiF c3628 -
ybtS c2419 +
ybtX c2420 +
ybtQ c2421 +
ybtP c2422 +
ybtA c2423 +
irp2 c2424 +
irpl c2429 +
ybtU c2430 +
ybtT c2432 +
ybtE c2433 +
fyuA c2436 +
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Anexo C
Pesquisa de fatores de viruléncia no ecoli VF collection.
thorAes (_:Ie SequenAC|a_de Cepade Referéncia  Gene locus tag ECO71
viruléncia Referéncia
CjrA UTI89 RS25295 -
NC_007941.1 E. coli UTI89 cjrB UTI89 RS25300 -
cjrC UTI89 RS25305 -
efeU EC042_1093 +
efeO EC042 1094 +
efeB EC042_1095 +
fitR EC042_3315 +
fitE EC042 3316 +
fitD EC042 3317 +
NC_017626.1 E. coli 042 fitC EC042 3318 +
fitB EC042 3319 +
fitA EC042 3320 +
sitD EC042 1518 +
sitC EC042 1519 +
o SitB EC042 1520 +
5 SitA EC042_1521 +
;“;’ E. coli APEC O1 eith APEggl_Rg;glgg -
i eitB APECO1 RS261 -
1§~ NC_009837.1 plasr(r;lld_%ooﬁ?JAl\/ITEC- e?tC APECO1_RS26185 8
g eitD APECO1 RS26180 -
S fopC ECs 0413 -
) fbpB ECs 0414 -
- fbpA ECs_0415 -
e fecE b4287 +
2 fecD b4288 +
(%) fecC b4289 +
fecB b4290 +
fecA b4291 +
fecR b4292 +
NC_002695.2 E. coli EDL933 fecl b4293 +
feoA b3408 +
feoB b3409 +
feoC b3410 +
fhuA b0150 +
fhuC b0151 +
fhuD b0152 +
fhuB b0153 +
fhuE b1102 +
fhuF b4367 +
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thorAes (_:Ie Sequenpa_de Cepa de Referéncia Gene locus tag ECO071
viruléncia Referéncia
HM143900.1 E. coli DE205 aatA - +
X65022.1 E. coli 2787 aidA - -
NC 013008.1 E. coli TW14359 cah ECSP_RS06795 +
NC_011745.1 E. coli O81 EDla eaaA ECED1 RS12585 -
NC_009790.1 E. coli E24377A eatA ECE2437976A _RS014 -
ehaA Z RS01845 -
ehaB Z RS02155 +
NC_002655.2 E. coli EDL933 ehaC Z RS16420 +
ehaD Z RS28850 +
ehaG Z RS23640 +
E. coli EDL933
NC_007414.1 plasmideo pO157 espP Z_RS28340 -
NC 011601.1 E. coli E2348/69 ehalJ E2348C RS15585 -
NC 011745.1 E. coli O81 ED1a eibA ECED1 RS08525 -
AF151674.1 eibC - -
AF151675.1 E. coli ECOR-9 eibD - -
AF151676.1 eibE - -
AF399847.1 E. coli ECOR-2 eibF - -
o GU295813.1 E. coli 393/98 eibG - -
© E. coli EH41

s AY258503.2 plasmideo pO113 epeA - -
g NC _011601.1 E. coli E2348/69 espC E2348C_RS15640 -
S AJ278144.1 E. coli 4797/97 espl - -
2 E. coli H10407 etpA ETEC_RS30895 -

C —
g NC_017724.1 plasmideo p948 etpB ETEC_RS26575 -
i) . flu 1 EC1303 RS04590 +
2 NZCP009166.1 E. coli 1303 flu 2 EC1303 RS05750 "

S. dysenteriae Sd197 :
NC_007607.1 plasmideo pSD1_197 icSA SDY_RS24120 -
. sigA EC55989 RS23905 +
NC 011748.1 E. coli 55989 bic  EC55989 RS16860 :
E. coli 98NK2
A399919.3 plasmideo pO113 saa - -
sat c3619 +
AE014075.1 E. coli CFT073 upaG c4424 +
vat c0393 -
E. coli APEC O1
NC_009837.1 Plasmideo pAPEC-O1- tsh  APECO1_RS26050 -
ColBM

CP000247.1 upaB - -
NC_008253.1 upaC ECP_RS02160 +
CP000247.1 E. coli 536 upaH ECP_1410 -
NC_008253.1 upal ECP_RS11585 +
NC_008253.1 upal ECP_RS18865 +
NC 017628.1 E. coli IHE3034 vat ECOK1_RS01405 -
NC_017627.1 E. coli 042 pet  EC042_RS26410 +

plasmideo pAA




Anexo C

Pesquisa de fatores de viruléncia no ecoli VF collection.

154

F"?‘tor?s (;Ie Sequenpa_de Cepa de Referéncia Gene locus tag ECO071
Viruléncia Referéncia
CP009166 E. coli 1303 astA EC1303 ¢38650 -
cdtA-l - -
E. coli O86:H34
U03293 cdtB-1 - -
E6468/62 cdiCl - -
cdtA-l - -
u04208 E. coli 9142-88 cdtB-11 - -
cdtC-l1 - -
cdtA-11l - -
U89305 E. coli S5 cdtB-llI - -
cdtC-ll - -
CdtA-IV - -
AY578329 E. coli 28C cdtB-IV - -
cdtC-1V - -
cdtA-V - -
AJ508930 E. coli 493/89 cdtB-V - -
cdtC-V - -
X87835 E. coli ECOR-5 cfa - -
X82682 E. coli PTE10 cta - -
E. coli APEC O1 cha APEE%{SEO -
DQ381420 plasmldecooﬁ?’ANFl’EC-Ol- " APECO1_01Co _
BM119
M16816.1 E. coli cbha - -
E. coli SMS-3-5 EcSMS35_B000
® CP000972.1 plasmideo pSMS35_ 8 cea 7 *
c cia ECS88_RS0056 .
5 E. coli S88 plasmideo 0
(@]
= NC_011747.1 pECOSS88 . ECS88_RS0056
imm 5 -
AY?258503.2 E. coli EH41 cib LHO0107 -
X87834.1 E. coli K49 cka - -
E. coli APEC O1 cma APEgahgmo .
DQ381420.1 plasmld%ooﬁBANTEC—Ol— - APECO1_01Co
BM117
Y00533.1 E. coli cna - -
Y18684.1 E. coli csa - -
E. coli 02 APEC A2363 — V24 O2Colves -
AY5455985  plasmideo pAPEC-02- Y22 Q2Colved -
ColV cvaC 02ColV65 -
CVi 02ColV66 -
AF197335.1 E. coli colY - -
AM229678.1 E. coli IHE3034 clbQ - -
X70670.1 E. coli E-B35 cnfl - -
U01097.1 E. coli S5 cnf2 - -
AM263062.1 E. coli C48a cnf3 - -
NC_017722.1 E. coli H10407 eltA - -
eltB - -
. stx2eA - -
AB252836.1 E. coli ngsk-EC2e Stx2eB : :
AB232172.1 E. coli ngsk02014 SLIA - -

stx2fB
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Fatores de
Viruléncia

Sequéncia de

Referéncia

Cepa de Referéncia

Gene

locus tag

ECO71

Toxinas

NC_017722.1

AM229678.1

NC_002128.1

CP000247.1

NC_000913.3

DQ381420.1

AJ515251.1

CP000244.1
AF074613.1
CP008957.1
CP008957.1

AJ312232.1
AE005174.2
EU086525.1

AF479828.1

E. coli H10407

E. coli IHE3034

E. coli Sakai
plasmideo pO157

E. coli 536

E. coli K-12 MG1655
E. coli APEC O1
plasmideo pAPEC-O1-ColBM

E. coli CA46

E. coli UTI89

E. coli EDL933

E. coli 3115/97
E. coli EDL933
E. coli 06-5121

E. coli B2F1

estla
clbP
clbO
clbN
clbM
clbL
clbK
clbJ
clbl
clbH
clbG
clbF
clbE
clbD
clbC
clbB
clbR
clbA
hlyC
hlyA
hlyB
hlyD
hlyC
hlyA
hlyB
hlyD
usp
hlyE

hlyF

mchX
mchl
mchB
mchC
mchD
mchE
mchF
mcml
mcmA
mcmM
senB
stcE
Sstx1A
stx1B
stx1cA
stx1cB
Stx2A
stx2B
Stx2cA
stx2cB
stx2dA
stx2dB

ETEC_RS29410

pO157p17
pO157p18
pO157p19
pO157p20
ECP_3826
ECP_3827
ECP_3828
ECP_3829
ECP_0113
b1182

APECO1_0O1Co
BM189

uTI89_P030
Z_L7031
73343
73344
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Fatores de
viruléncia

Sequéncia de
Referéncia

Cepa de Referéncia

Gene

locus tag

ECO71

Pilus do tipo IV

FM180569.1

AB049751.1

EF595770.1

E. coli E2348/69

E. coli 260-1

E. coli E9034A

bfpA
bfpG
bfpB
bfpC
bfpU
bfpD
bfpE
bfpF
bfpP
bfpH
bfpl
bfpJ
bfpK
bfpL
cofR
cofS
cofT
cofA
cofB
cofC
cofD
cofE
cofF
cofG
cofH
cofl
cofd
cofP
IngX1
IngR
IngS
IngT
IngX2
IngA
IngB
IngC
IngD
IngE
IngF
IngG
IngH
Ingl
IngJ
IngP

E2348_P1 003
E2348_P1_004
E2348_P1_005
E2348_P1_006
E2348_P1_007
E2348_P1_008
E2348_P1_009
E2348_P1_010
E2348 P1 011
E2348 P1 012
E2348 P1 013
E2348 P1 014
E2348 P1 015
E2348 P1 016
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Pesquisa de fatores de viruléncia no ecoli VF collection.
F"?‘tor?s (;Ie SequenAC|a_de Cepa de Referéncia Gene locus tag ECO071
Viruléncia Referéncia
impA  E1470 c02190 -
etsl  E1470 c02200 -
etsA E1470 c02210 -
etsX E1470 c02220 -
etsV  E1470 c02230 -
etsU E1470 c02240 -
etsM  E1470 c02250 -
. etsN  E1470 c02260 -
CP010344.1 E. coli ECC-1470 etsH  E1470 002270 -
etsR  E1470 c02280 -
etsC  E1470_c02290 -
etsD E1470 c02300 -
— etsB  E1470 _c02310 -
> etsS  E1470 c02330 -
= etsG  E1470 c02350 -
IS yhhl 1 E1470 c02390 -
P aalA  EC042 4562 -
§ aaiB  EC042_4563 -
5 aaiC  EC042_4564 -
b aaiD EC042_4565 -
9 aalE  EC042_ 4566 -
© aailF  EC042_ 4568 -
g vgrG  EC042_4569 )
o aaH  EC042_4570 -
@ aail  EC042 4571 -
aaiJ EC042 4572 -
FN554766.1 E. coli 042 (EAEC) aailK  EC042 4573 -
aail EC042_4574 -
aaiM  EC042_4574A -
aaiN  EC042 4575 -
icmF  ECO042 4576 -
clpV  EC042 4577 -
aailS  EC042_ 4580 -
aaiT  EC042_ 4581 -
aaill  EC042_4582 -
aalV  EC042_ 4583 -
aalW  EC042 4584 +
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Anexo C
Pesquisa de fatores de viruléncia no ecoli VF collection.
F"?‘tor?s (;Ie SequenAC|a_de Cepa de Referéncia Gene locus tag ECO71
Viruléncia Referéncia
icmF 20250 -
. clpVv 20254 -
CP008957.1 E. coli EDL933 hp 0266 :
vorG 20267 -
aec28 APECO1 1768 -
aec29 APECO1 1769 -
> aec30 APECO1 1770 -
4 aec31 APECO1 1771 -
= aec32 APECO1 1772 -
S aecl4 APECO1 1755 -
3 aecll APECO1 1752 -
o aec8 APECO1_1750 -
3 aec7 APECOL1 1749 -
@ . aec26 APECO1 1766 -
% CP000468.1 E. coli APEC O1 aec25 APECO1 1765 :
IS aec24 APECO1 1764 -
= aec23 APECO1_1763 -
(%) aec22 APECO1_1762 -
aecl9 APECO1_ 1760 -
aecl8 APECO1 1759 -
aecl7 APECO1 1758 -
aeclé APECO1 1757 -
aecl5 APECO1 1756 -

aec27

APECO1 1767
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Anexo C
Pesquisa de fatores de viruléncia no ecoli VF collection.
thorAes qle SequenAC|a_de Cepa de Referéncia Gene locus tag ECO071
Viruléncia Referéncia
espGl  E2348C 3970 -
ler E2348C_3968 -
escR  E2348C_3963 -
escS  E2348C_3962 -
escU  E2348C 3960 -
escT  E2348C_3961 -
griA E2348C_3957 -
griR E2348C_3958 -
escV  E2348C_3949 -
mpc E2348C_3950 -
espZ E2348C_3951 -
orf8 E2348C_3952 -
esc) E2348C_3953 -
sepD  E2348C_3954 -
escC E2348C_3955 -
cesD E2348C_3956 -
escN E2348C_3948 -
% sepQ  E2348C_3945 -
= cesF  E2348C_3943 -
° espH  E2348C_3944 -
° map  E2348C_3942 -
'S tir E2348C_3941 -
g FM180568.1 E. coli E2348/69 cesT  E2348C_3940 -
3 escD  E2348C_3938 -
3 speL  E2348C_3937 -
g espA  E2348C 3936 -
) espD E2348C 3935 -
& espB  E2348C_3934 -
espF  E2348C_3930 -
escF  E2348C_3932 -
cesD2  E2348C_ 3933 -
nleBl  E2348C 3231 -
nleEl  E2348C 3232 -
espL2  E2348C 3230 -
espG2 E2348C_2916 -
nleF E2348C 1445 -
nleH2  E2348C 1444 -
nleA E2348C_1442 -
nleE2  E2348C_1080 -
nleD E2348C_1044 -
nleC E2348C 1042 -
nleB2  E2348C_1041 -
espJ E2348C_0723 -
nleG E2348C_1040 -

nleH1

E2348C 0718
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Anexo C
Pesquisa de fatores de viruléncia no ecoli VF collection.
F"?‘tor?s (;Ie SequenAC|a_de Cepa de Referéncia Gene locus tag ECO071
Viruléncia Referéncia
espX4 75636 +
espX5 75665 -
espX6 75935 -
espL4 75608 -
espY4 75211 +
espG 75142 -
esck Z5139 -
ler 75140 -
cesAB 75138 -
orf4 75137 -
escL 75136 -
escR Z5135 -
escS 75134 -
escT Z5133 -
etgA 75131 -
escU 75132 -
cesD 75127 -
ariR 75129 -
sepD 75125 -
— escC Z5126 -
° escJ 725124 -
= orfl2 75121 -
S escV 75120 -
o escN Z5119 -
il orf15 75118 -
5 CP008957.1 E. coli EDL933 cesF Z5114 -
b espH Z5115 -
3 sepQ 75116 -
< map 75113 -
g tir Z5112 -
Kz cesT Z5111 -
@ eae 75110 -
escD Z5109 -
sepL 75108 -
espA Z5107 -
espD Z5106 -
espB Z5105 -
orf29 75102 -
escF Z5103 -
cesD2 75104 -
nlee 74329 -
espF Z5100 -
nleB1 74328 -
espL2 74326 -
espw 23920 -
espM2 73918 -
espR4 23026 -
espJ 23071 -
espR3 23023 -
espLl 22749 +
nleH2 26021 -
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Anexo C
Pesquisa de fatores de viruléncia no ecoli VF collection.
F"?‘tor?s (;Ie Sequenpa_de Cepa de Referéncia Gene locus tag ECO071
Viruléncia Referéncia
nleA 26024 -
espM1 72565 -
nleG7 22077 -
espR1 22242 +
espK 71829 -
espX7 21822 -
CP008957.1 E. coli EDL933 espXx2 Z1019 -
nleH1 Z0989 -
nleC 20986 -
nleB2 20985 -
espY?2 20078 +
espYl Z0065 -
espX1l 20025 +
ygeH EC042_3044 +
ygel EC042_3045 +
— ygeG EC042_3049 +
° ygeH EC042_3050 +
= ygeK EC042_3053 +
S orgB EC042_3054 +
o orgA EC042_3055 +
§« eprk  EC042_3056 +
5 eprJ EC042_3057 +
b eprl EC042_3058 +
3 eprH EC042_3059 +
« FN554766.1 E. coli 042 etrA EC042_3060 +
5 epaS EC042_3061 +
.(‘/2) epaR EC042_3062 +
epaQ EC042_3063 +
epaP EC042_3064 +
epaO EC042_3065 +
eivl EC042_3068 +
eivC EC042_3069 +
eivA EC042_3070 +
eivE EC042_3071 +
eivG EC042_3072 +
eivF EC042_3073 +
CP009166.1 E. coli 1303 eivH  EC1303_c29800 +
CCC0010000045.1 E. coli D6-113.11 eivd] PGA 00447 +
. . espO1-1 ECs1567 -
NC_002695.1 E. coli Sakai espO1-2 ECs1821 :
AY128542.1 E. coli C/15333 cif - -
FM992854.1 E. coli FV11678 espT - -
AP010960.1 E. coli 11128 efal ECO111 5002 -
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Anexo C
Pesquisa de fatores de viruléncia no ecoli VF collection.
thorias Qe SequenAC|a_de Cepa de Referéncia Gene locus tag ECO71
Viruléncia Referéncia
etpC L7032 -
etpD L7033 -
etpE L7034 -
etpF L7035 -
etpG L7036 -
etpH L7037 -
AF074613.1 E. coli EDL933 etpl L7038 -
etpJ L7039 -
etpK L7040 -
etpL L7041 -
etpM L7042 -
etpN L7043 -
etpO L7044 -
gspB b3322 -
_ gspA b3323 -
° gspC b3324 -
= gspD b3325 -
S gspE b3326 -
2 gspF b3327 -
& NC_000913.3  E. coli K-12 MG1655 gspG b3328 -
S gspH b3329 -
” gspl b3330 -
3 gspJ b3331 -
g gspK b3332 -
[J] gspL b3333 -
-(‘,i’) gspM b3334 -
gspO b3335 -
gspM ECW_m3226 -
gspL ECW_m3227 -
gspK ECW_m3228 -
gspd ECW_m3229 -
gspl ECW_m3230 -
gspH ECW_m3231 -
. gspG ECW_m3232 -
CP002185.1 E. coli W ATCC9637 gSPF ECW_m3233 5
gspE ECW_m3234 -
gspD ECW_m3235 -
gspC ECW_m3236 -
yghG ECW_m3237 -
pPppA ECW_m3238 -
yghJ ECW _m3239 -
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Pesquisa de fatores de viruléncia no ecoli VF collection.
F"?‘tor?s (;Ie SequenAC|a_de Cepa de Referéncia Gene locus tag ECO071
Viruléncia Referéncia
aap EC042_pAAO055 -
aatA EC042_pAA008 -
E. coli 042 aatB EC042_pAA009 -
FN554767.1 plasmideo pAA aatC EC042_pAA010 -
aatD EC042_pAA011 -
aatP EC042_pAA007 -
M15677.1 E. coli IH11165 bmaE ECOBMAE -
csgG Z RS07750 +
csgF Z RS07755 +
S csgE Z RS07760 +
@ NC_002655.2 E. coli EDL933 csgD Z_RS07765 +
z csgB Z RS07775 +
o CSgA Z_RS07780 +
3 csgC Z RS07785 +
§ U07174.1 E. coli 09:H10:K99 hral - -
< ibeB ECOK1 0581 +
CP001969.1 E. coli IHE3034 ibeC ECOK1 4427 +
ibeA ECOK1 4837 -
AE014075.1 E. coli CFT073 iha c3610 :
tcpC - -
CU928161.2 E. coli S88 nipl ECS88 3547 +
. ompA Z RS05990 +
NC_002655.2 E. coli EDL933 baa 2 RS09590 -
FN649414.1 E. coli H10407 tia - -

AF074613.1 E. coli EDL933 toxB Z L7095 -
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Fatores de
Viruléncia

Sequéncia de

Referéncia

Cepa de Referéncia

Gene

locus tag

ECO71

Fimbria Curli

AF012835.2

AF114828.1

FN554766.1

FM955458.1

AF072900.3

AF072901.2

X85782.1

X76688.1

AF411067.1

U12894.1

NC_011742.1

E. coli 042

E. coli FV9863

E. coli 239 KH 89

E. coli A22

E. coli A30

E. coli 55989

E. coli 17-2

E. coli S88

aafD
aafA
aafB
aafC
yfcU
yneL
ydeT
ydeS
ydeR
ydeQ
afaA
afaB-I
afaC-l
afaD
afak-I
afaF
afaA
afaB
afaC-Villl
afaD
afag-Vlll
afaC-Vll
afaD
afaG
afak-Vll
afak-ll
afaF
afaA
afaB-lll
afaC-lll
afaD
afak-lll
agg3D
agg3C
agg3B
agg3A
aggD
aggC
aggB
aggA
aufA
aufB
aufC
aufD
aufg
aufF
aufG

EC042_2578

EC042_1639A

EC042_1637
EC042_1636
EC042_1635
EC042_1634

ECS88_3825
ECS88 3824
ECS88_3823
ECS88_3822
ECS88_3821
ECS88_3820
ECS88 3819

+ 1

+ i+ A+
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Pesquisa de fatores de viruléncia no ecoli VF collection.

Fatores de Sequénciade
Viruléncia Referéncia

Cepa de Referéncia Gene locus tag ECO071

cfaA - -

cfaB - -

M55661.1 E. coli E7473 cfaC - -
cfakE - -

cfaD’ - -

clpB - -

L48184.1 clpC - -
clpD - -

L05180.1 clpE - -
M96174.1 clpF - -
M55389.1 E coli clpG - -
M96152.1 ’ clpH - -
L05182.1 clpL - -
cooB - -

COOA - -

cooC - -

cooD - -

cotB - -

COotA - -

cotC - -

cotD - -

cs3-1 - -

X16944.1 E. coli PB176 cs3-2 - -
cs3-3 - -

csaA - -

csaB - -

csaC - -

csakE - -

csbB - -

CShA - -

csbhC - -

csbD - -

csdB - -

csdA - -

csdC - -

csdD - -

AF145205.1 E. coli ARG-3 cseA - -
cshA - -

cshB - -

cshC - -

X71971.1 E. coli PE cshD - -
cshE - -

cshF - -

cshG - -

AY536429.1

Z47800.1 E. coli C91f-6

Fimbria Curli

AF296132.1 E. coli E11881A

AY515609.1 E. coli WS6788A

AY288101.1 E. coli WS0115A
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Fatores de
Viruléncia

Sequéncia de

Referéncia

Cepa de Referéncia

Gene

locus tag

ECO071

Fimbria Curli

AF438155.1

AAJT02000075.1

AY283611.1

AY009096.1

EU010379.1
M98766.1

M27725.1
AF233530.1
U95163.1

AF329316.1

CP002185.1

L77091.1

EU637023.1

E. coli H721A

E. coli B7TA

E. coli WS3294A

E. coli 350C1

E. coli C1845

E. coli EC7372

E. coli IH11128

E. coli W ATCC9637

E. coli 111KH86

E. coli C1010-00

CShA
cssD
cssC
cssB
CSSA
csuB
CSUA1
CSUA2
csuC
csuD
CSWA
cswB
cswC
cswD
cswk
cswk
cswG
daaC
daaF
daaA
daaE
daaD
dra2E
draA
draB
draC
draD
draP
drakE
eafA
eafB
eafC
eafD
IpfA
IpfB
IpfC
IpfD
IpfAl
IpfB1
IpfC1
IpfD1
IpfE1
f17d-A
f17d-D
f17d-C
f17d-G
hdaD
hdaC
hdaB
hdaA

EcB7A_2076
EcB7A_2077
EcB7A_2078
EcB7A_2079

ECW_m3364
ECW_m3363
ECW_m3362
ECW_m3361
ECW_m4031
ECW_m4030
ECW_m4029
ECW_m4028
ECW_m3818
ECW_m3817
ECW_m3816
ECW_m3815
ECW_m3814

+ o+ 4

+

++ |+ + +

i+

+ o+ + +
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Pesquisa de fatores de viruléncia no ecoli VF collection.
Fatores de Sequénciade

Viruléncia Referéncia Cepa de Referéncia Gene locus tag ECO071
ecpE 20356 +
ecpD 20357 +
ecpC 70358 +
ecpB 70359 +
ecpA 70360 +
ecpR 70361 +
NC_002655.2 E. coli EDL933 ychQ 71286 +
ycbR 21287 +
ychS Z1288m +
ycbT 21290 +
ycbU 71291 +
ycbV 21292 +
ycbF Z1293m +

faeD ECSE_P3-0031 -
faeE ECSE_P3-0032 -
faeF ECSE_P3-0033 -

AP009243.1 E. coli SE11 faeG ECSE_P3-0034 -
faeH ECSE_P3-0035 -
fael ECSE_P3-0036 -
faeJ ECSE_P3-0037 -

NC_011416.1 E. coli faeC - -

fanH EcSMS35_3922 -

3 fanG  EcSMS35_3923 )
S : fanF EcSMS35_3924 -
5 CP000970.1 E. coli SMS-3-5 tanE EcSMS35 3925 -
[ fanD EcSMS35_ 3926 -
fanC EcSMS35_3927 -

fimB UTI89 C5009 +

fimE UTI89 C5010 +

fimA UTI89 C5011 +

fiml UTI89 C5012 +

NC_007946.1 E. coli UTI89 fimC UTI89_C5013 +

fimD UTI89_C5014 +

fimF UTI89_C5015 +

fimG UTI89_C5016 +

fimH UTI89 C5017 +

X61239.1 . papGl - +

X61238.1 E. coli J96 papGlii - )

M20181.1 E. coli K-12 HB101 papGl| ECOPAPK -

pixB - -

PixA - -

pixH - -

AJ307043.1 E. coli X2194 pixC : :

pixD - -

pixJ - -

pixF - -

pixG - -
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Fatores de  Sequénciade

Viruléncia Referéncia Cepa de Referéncia Gene

locus tag

ECO71

sfpA

sfpH

NC_009602.1 E. coli 3072/96 sfpC
sfpD

sfpd

nfaA

nfak

IdaA

IdaC

IdaD

IdaE

AY858803.1 E. coli IdaF
ldaG

IdaH

Idal

IdaB

fotS

fotT

fotA

fotB

AF335469.1 E. coli ARG-2 fotC
fotD

fotE

fotF

fotG
focl-2

focB

focA

focl

focC

focD

focF

AE014075.1 E. coli CFT073 focG
focH

focY

focX

ygiL

yqiG

yqiH

yqil

IdaA

IdaC

IdaD

IdaE

AY858803.1 E. coli ldaF
ldaG

IdaH

Idal

IdaB

AH004279.2 E. coli 083:K1:H4 827

Fimbria Curli

SF0157_p06
SF0157_p07
SF0157_p08
SF0157_p09
SF0157 p10
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I\:/('?\torAes (;Ie SequenAC|a_de Cepa de Referéncia Gene locus tag ECO71
iruléncia Referéncia
gltF b3214 -
yhcA b3215 -
yhcD b3216 -
yhcE b4569 -
yhcF b3219 -
sfmA b0530 +
sfmC b0531 +
sfmD b0532 +
sfmH b0533 +
sfmF b0534 +
sfmz b0535 +
yadN b0141 +
yadV b0140 +
htrE b0139 +
yadM b0138 -
— yadL b0137 -
8 yadK b0136 -
! , yadC b0135 -
= NC_000913.3 E. coli K-12 MG1655 ybgD b0719 i
£ ybgQ b0718 -
L ybgP b0717 -
ybgO b0716 -
yehD b2111 +
yehC b2110 +
yehB b2109 +
yehA b2108 +
yfcV b2339 -
yfcS b2336 -
yfcR b2335 -
yfcQ b2334 -
yfcP b2333 -
yfcO b2332 -
yraH b3142 -
yral b3143 -
yraJ b3144 -
yraK b3145 -
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F"?‘tor?s (;Ie SequenAC|a_de Cepa de Referéncia Gene locus tag ECO071
Viruléncia Referéncia
papX UTI89 RS23655 +
papG UTI89_RS23660 -
papF UTI89 RS23665 +
papE UTI89 RS23670 +
papK UTI89 RS23675 +
papJ UTI89_RS23680 +
papD UTI89 RS23685 +
papC UTI89 RS23690 +
= papH UTI89 RS23695 +
O papA  UTI89 RS23700 +
o NC_007946.1 E. coli UTI89 papB UTI89 RS23705 +
£ papl UTI89 RS23715 +
[ sfaC UTI89_RS05340 +
sfaB UTI89_RS05345 +
sfaA UTI89 RS05350 -
sfaD UTI89 RS05355 -
sfaE UTI89_RS05360 -
sfaF UTI89_RS05365 -
sfaG UTI89 RS5370 -
sfaS UTI89 _RS05375 -

sfaH

UTI89 RS05380
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l\:/gtorAes Qe Sequenpa_de Cepa de Referéncia Gene locus tag ECO71
iruléncia Referéncia
flgN EDL933 1646 +
flgA EDL933 1648 +
flgB EDL933 1650 +
flgC EDL933 1651 +
flgD EDL933 1652 +
flgE EDL933 1653 +
flgF EDL933 1654 +
flgG EDL933 1655 +
flgH EDL933 1656 +
flgl EDL933 1657 +
flgJ EDL933 1658 +
flgK EDL933 1659 +
flgL EDL933 1660 +
flnE EDL933 2852 +
flnA EDL933 2853 +
flnB EDL933 2854 +
chez EDL933 2856 +
cheY EDL933 2857 +
cheB EDL933 2858 +
cheR EDL933 2859 +
o cheM EDL933 2861 +
) . cheW  EDL933 2862 +
8 CP008957.1 E. coli EDL933 cheA EDL933 2863 +
L motB  EDL933 2864 +
motA EDL933 2865 +
flnC EDL933 2866 +
flnD EDL933 2867 +
fliy EDL933 2927 +
fliz EDL933 2928 +
fliA EDL933 2929 +
fliC EDL933 2931 +
fliD EDL933 2932 +
fliS EDL933 2933 +
fliT EDL933 2933 +
fliE EDL933 2944 +
fliF EDL933 2946 +
fliG EDL933 2947 +
fliJ EDL933 2950 +
fliK EDL933 2951 +
fliL EDL933 2952 +
flimM EDL933 2953 +
fliN EDL933 2954 +
fliP EDL933 2956 +
+

fliQ

EDL933 2957
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Pesquisa de fatores de viruléncia no ecoli VF collection.
I\:/('?\torAes (;Ie Sequenpa_de Cepa de Referéncia Gene locus tag ECO71
iruléncia Referéncia
fliR EDL933 2958 +
CP008957.1 flk EDL933 3488 +
E. coli EDL933 fliH Z3030 +
AE005174.2 flil Z3031 +
flio 23037 +
fIKA El4706C3260 )
CP010344.1 E. coli ECC-1470 E1470 3259
flkB 0 -
IfhA EC042_ 0245
IfhB EC042_ 0246
IfiR EC042 0247
IfiQ EC042 0248
IfiP EC042 0249
IfiN EC042_ 0250
IfiM EC042 0251
lafk EC042_ 0252
IfiE EC042 0253
IfiF EC042_ 0254
IfiG EC042 0255
IfiH EC042_ 0256
o Ifil EC042_0257
g IfiJ EC042 0258
CEU lafV EC042 0261

figN  EC042_0262
figM  EC042_0263
llgA  EC042_0264
FN554766.1 E. coli 042 figg  EC042_0265
igD  EC042 0267
IlgE  EC042_0268
figF  EC042_0269
flgG  EC042_0270
lfigH  EC042_0271
lfigl  EC042_0272
llgd ~ EC042 0273
ligk  EC042_0274
figL ~ EC042 0275
lafWw  EC042_ 0276
lafz ~ EC042_0279
lafA  EC042_0280
lafB  EC042_0281
lafiC ~ EC042_0282
laflD  EC042_0283
lafE ~ ECO042_0284
lafF  EC042_0285
lafS  EC042 0286

e e e e e e e T e T S I o o e e o o ol B S S I o S S S S S S S
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Anexo C
Pesquisa de fatores de viruléncia no ecoli VF collection.
F:?\torAes (;Ie Sequenpa_de Cepade Referéncia  Gene locus tag ECO071
Viruléncia Referéncia
. lafT EC042_0287 +
FN554766.1 E. coli 042 lafU EC042 0288 4
CP009166.1 E. coli 1303 IfgC EC1303 c02530 +

DQ381420.1 E. coli APEC O1 etsA APECO1_0O1CoBM197
DQ381420.1 plasmideo pAPEC-O1- etsB APECO1 O1CoBM198
DQ381420.1 ColBM etsC APECO1 O1CoBM199

Outros Flagelo
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Andlises de bioinformatica realizadas no genoma da cepa ECO071: verificacdo da
presenca de sequéncias de insercéo nas regides flanqueadoras de sat.

04/02/2021

NCBI Blast:NODE_75_length_13824_cov_39.5135

BLAST £ blastn suite » results for RID-1SJ65522016

Job Title

RID

Program
Database
Query ID
Description
Molecule type
Query Length

Your search is limited to records that include: insertion sequences (taxid:2673)

NODE 75 length 13824 cov 395135

15J65527016 Search expires on 02-06 02:19 am

nt

lcl|Query_54223

NODE 75 length 13824 cov 395135 ..
dna

13824

No significant similarity found. For reasons why,click here
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Andlises de bioinformatica realizadas no genoma da cepa ECO071: verificacdo da

presenca das ilhas de patogenicidade PAI | e PAIl da cepa UPEC CFTO073.

04/02/2021

Job Title

RID

Program
Query ID
Query Descr
Query Length
Subject ID
Subject Descr

NCBI Blast:PAI | CFTOT3 x Node 75 ECOT1

B_LASLQ » blastn suite-2sequences » results for RID-1SGZTONS114

PAL CETO73 75 ECOT
1SGZTONS114 Search expires on 02-06 01:59 am
Blast 2 sequences

NC 0044311 (dna)

None ..

44542

leljQuery_16253 (dna)

NODE 75 lenoih 13824 coy 395135

Subject Length 13824

Descriptions

Graphic Summary

Distribution of the top 1 Blast Hits on 1 subject sequences

4913367 4923366 4933366 4943366 4953366 4963366

Description Scientific Max Total Query E Per. Acc. Accession
- Name Score Score Cover value Ident Len
- - - - v - -
MODE 75 lenath 13824 cov 395135 2663 3382 4% 0.0 98.60% 13824 Query_16253
Graphic Summary
Distribution of the top 4 Blast Hits on 1 subject sequences
Query
3406225 3414724 3423224 3431724 3440224 3448724
04/02/2021 NCEBI Blast:PAl Il CFTO73 x Node 75 ECOT1
BLAS_T_@ »» blastn suite-Zsequences » results for RID-1SGRGASF11N
Jab Title BALIl CFTO73 x Mode 78 ECOT1
RID 1SGRGAABF11N Search expires on 02-06 01:54 am
Program Blast 2 sequences
Query ID NC 0044311 (dna)
Query Descr  None .
Query Length 58284
Subject ID IcljQuery_281401 (dna)
Subject Descr NODE 75 lenath 13824 coy 295135
Subject Length 13824
Descriptions
Description Scientific Max Total Query E Per. Acc. Accession
- Name Score Score Cover value Ident Len
- - - - - - -
MODE 75 length 13824 cov 395135 327 327 0% 1e-90 100.00% 13824 Query_281401
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Anexo E
Confirmacéo da identidade de Sat purificada por espectrometria de massas.

Protein List
"Gm:' Prg‘:‘“ Accession -10igP “:’;;;“e #Peptides | #Unigue | PTM :";g; Deseription
1 195 |geFows|SAT Ecole  [20260| a2 52 51 v |140042 gz’:‘;ﬂg’z"gﬁaﬁég; ;‘;‘2‘;;;‘;?%‘2& _E'f;ﬁi‘f';‘\?f;““ 0G:H1 (strain CFTO73 /AT
3 378 |azecRs|ice vempy 2763 R ' . w | eseas ?r;vi%aéiSliﬁi?:r;igfrfummnem losis serotype 010 (strain IP 31758) OX=
4 463 |Q7ENBSIHECW HUM 28.79 o 1 1 v |179553 EE- ;I}iquitin- pratein ligase HECW1 OS=Homo sapiens OX=2606 GN=HECW1 PE=1 3
2 373 |Bszenijcres mELRs | 23.45 i i g v | 562289 kD= chaperonin GS=Helicobacter pylorl (strmin G27) OX=563041 GN=grol. PE=3
2 370 |B61PAT|CHEO HELP2 23,45 1 1 g ¥ | sa300 gﬂ:?a chaperonin OS=Helicobacter pylori (strain P12) OX=570508 GN=groL PE=3
2 372 |oausizicHen weLHe 23.45 1 1 1 ¥ 57651 ?g Iél?‘icgl::te;g:i;glls:lheliconauer hepaticus (strain ATCC 51449 f 3B1) OX=2352
Sulfate/thiosulfate import ATP-binding protein Cysh OS=NItrasomonas europaea (st
& 207 |QBIWTS|CYSA NITEW | 21.49 2 1 1 N | a0893]rain ATCC 19718 / CIP 103909 / KCTC 2705 / NEAC 14298) OX=228410 GH=cysA P
E=3 SW=1
total 7 proteins
Q8FDW4|SAT_ECOL6 back to list
| Brotain Covergos | Supporting Peptidas |
file:liC:/Users/claudia_freire/Desktop/33/33iprotein_html 216
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Confirmacgéao da insercdo da construcdo pCF2 no gene sat da cepa ECO71.

1300252020 NCEI BlastTR2 M12 R

BLAST 2 » plastn suite-2sequences » results for RID-SRNETVYW114

Job Title IE2MI3R ..

RID SEME1VYWW114 Search expires on 03-15 02:48 am
Program Blast 2 sequences

Guery 1D kcl|Query_ 26706 (dna)

GQuery Descr  Mone ...

Guery Length 1057

Subject ID k| Query_26TBE and 1 more subject(s) (dna)
Subject Descr* 2s& details

Subject Length 7014

Descriptions

Description Max Total Cluery E Per.

Score Score Cover value Ident
Ec-071 1022 1022 B0% 0. 04.70%
pJP5a03 805 B05 4% 4e-18 04.23%
Graphic Summary

Distribution of the top 2 Blast Hits on 2 subject sequences
Query

1 200 400 &00 800

1000

Accession

Query_2G738
Query_2G739
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Anexo F
Confirmacgéao da insercdo da construgdao pCF2 no gene sat da cepa ECO71.

Ec-071

Sequence |D: Query 26798 Length: 3888 Number of Matches: 1
Range 1: 1526 to 2163

Score Expect Identities Gaps Strand Frame
1022 bits{553) 0.0() 607/641(95%) 6/641(0%) Plus/Minus

Query 56 TTCAGAAGCTCASCOAATCATTGCTCCCTGOTATTTCTTTOTGGAACGGACTGGOTCACC 115

Sbjct 2183 TTCAGAAGCACAGCGAATCATTGCTCCCTGGTATTTCTTTOTGOAACGGACTGGGTCACC 2184

Query 116 GTTTTGAAAGAAACAGAGAGTTCATATAATAAAAAGTTCAATTCTGATCACAAAAGTAAT 175
_ |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 2183 TGAAAGAAACAGAGAGTTCATA AATTCTGATCACAAAAGT 2044

Query 176 AATCAGCAGACCTCATTTGATCAGCCAGACTGGAAAACCGGGGTGTTTAAATTTGATACA 235
_ |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 2043 AATCAGCAGACCTCATTTGATCAGCCAGACTGGAAAACCGGGGTGTTTAAATTTGA 1984

Query 236 TTACACCTGAACAATGCTGACTTTTCAATATCACGCAATGCCAATGTTGAAGGAAATATA 295
. |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 1983 TTACACCTGAACAATGLTGACTTTTCAATATCACGCAATGCCAATGTTGAAGGAAATATA 1924

Query 296 TCAGCAAATAAATCAGCTATCACAATCGGCGATAAAAATGCTTACATTGATAATCTTGCA 355
_ |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 1923 TCAGCAAATAAATCAGCTATCACAATCGGCGATAAAAATGCTTACATTGATAATCTTGCA 1864

Query 356 GAAAAATATTACTAATAATGGTTTTGACTTCAAACAAACTATCAGTACTAATCTATCC 415
_ ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Shjct 1863 TAATAATGGTTTTGACTTCAAACAAACTATCAGTACTAATCTATCC 1884

T T T T e

Shjct 1883 GAGAAACTAAATTTA-CAGG-TGGCATCACTGCACATAACAGCCARATAGCCATAG 1746

Query 476 GTGATCAAGCTGTAGTTACACTTAATGGTGCAACCTTTCTGAATAATACTCCTATAAGTA 535
_ |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 1745 GTGATCAAGLTGTAGTTACACTTAA TGAATAATACTCCTATAAGTA 1686

Query 536 TAGATAAAGGAGCAAAAGTTATAGCACAAAATTCCWTOTTCRCAACAAAAGGWATTGATA 5395

13/03/2020 MNCBI BlastTRZ M13 R
e sess MUMASALLAAAMMAMUILINIL ML LY
Query 596 TCTCCTATGAACTOACTATGATGEGAGTCCCTGCRCAGAATRG-AMAACTG-ARCGCGGE 653
oo 2ezs LTI TG LTI, oo
Query 654 G5CaaCWCTACGCTGCTGATGOAWTG-GGCTGAGGTOOKGE 693
O T T T BT

pJP5603

Sequence |D: Query 26799 Length: 3126 Number of Matches: 1
Range 1: 1405 to 1456

Score Expect Identities Gaps Strand Frame
80.5 bits(43) 4e-18() 49/52(94%) 2/52(3%) Plus/Plus

Query 3 TGMATG-CTGCA-GTCOACTCTAGAGOATCCCCOGETACCGAGCTCGAATTC 52

cosce sa0s_Hekeld el LI OIITIEITAN




