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RESUMO  

 

MITSUNARI, T. ANÁLISE DO SISTEMA TOXINA-ANTITOXINA HipA/B NA 

INDUÇÃO DA PERSISTÊNCIA BACTERIANA DE CEPAS DE Escherichia coli 

EXTRAINTESTINAL. 2021. 98 fl. Tese (Doutorado) – Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2021.   

 

Palavras-chave: Sistemas toxina-antitoxina, Escherichia coli Extra intestinal 

Patogênicas, Persistência bacteriana, HipAB 

 

Os sistemas toxina-antitoxinas (TA) compreendem um conjunto de genes que são 

amplamente difundidos em procariotos. No cromossomo, os sistemas podem estar 

envolvidos na indução de morte celular em resposta a condições estressantes, 

indução de persistência, formação de biofilme, colonização de novos nichos, 

manutenção da mobilidade bacteriana e virulência de bactérias patogênicas. Em E. 

coli K12, 36 sistemas TA foram descritos, dos quais o do tipo II é o mais abundante e 

estudado. Dentre as oito toxinas pesquisadas nesse trabalho, o gene da toxina HipA 

está presente em 76 das 100 cepas de ExPEC estudadas. Apesar da abundância de 

hipA em ExPEC e em diversos genomas bacterianos, a participação dos sistemas 

hipA/B na indução da persistência ainda não é clara.  Portanto, o sistema hipA/B de 

duas cepas ExPEC isoladas de infecção sanguínea foi deletado, e estas foram 

avaliadas quando a indução da persistência bacteriana na presença de antibióticos, 

formação de biofilme, resistência ao soro e sobrevivência em macrófagos. O sistema 

TA hipA/B não influenciou no fenótipo de resistência ao soro humano e na 

sobrevivência intracelular em macrófagos, no entanto, participou da indução da 

persistência por ciprofloxacino em um isolado (EC182); e da formação de biofilme em 

superfície de vidro do isolado (EC273). 

 



 

ABSTRACT 

 

MITSUNARI, T. THE IMPORTANCE OF HipA/B TOXIN-ANTITOXIN SYSTEM IN 

EXTRAINTESTINAL Escherichia coli PERSISTENCE. 2021. 98 pp. Tese 

(Doutorado) – Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São 

Paulo, 2021.   

 

Keywords: Toxin-antitoxin system, Extraintestinal Escherichia coli, bacterial 

persistence, HipA/B 

 

Toxin-antitoxin (TA) systems comprise a set of genes that are widespread in 

prokaryotes. On the chromosome, the systems may be involved in the induction of cell 

death in response to stressful conditions, persistence induction, biofilm formation, 

colonization of new niches, maintenance of bacterial mobility and virulence. In E. coli 

K12, 36 TA systems have been described, of which type II is the most abundant. 

Among the eight toxins searched in this work, hipA is present in 76 bacteria of the 100 

ExPEC strains studied. Despite the abundance of hipA in ExPEC and in several 

bacterial genomes, the participation of hipA/B modules in the persistence is still 

unclear. Therefore, hipA/B system of two ExPEC strains isolated from blood infection 

was deleted and consequently evaluated in bacterial persistence induced by 

antibiotics, serum resistance and macrophage survival. Despite the fact that, the TA 

hipA/B system did not influence the phenotype of resistance to human serum and 

intracellular survival in macrophages. Herein, we described that hipA/B was important 

for persistence induction in one isolate (EC182); and may participate in the biofilm 

formation on the glass surface in the other studied strain (EC273). 
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1. INTRODUÇÃO  
 

Os sistemas toxina-antitoxina (TA) são geralmente compostos por dois genes 

responsáveis pela produção de uma toxina estável e uma molécula instável, 

responsável pela inativação da primeira. Diferente das endotoxinas e exotoxinas 

produzidas por bactérias patogênicas, as toxinas dos sistemas TA são produzidas 

tanto por bactérias patogênicas quanto pelas não-patogênicas, e tem como alvo os 

mecanismos intrínsecos celulares, como: processos fisiológicos relacionados ao 

controle populacional, morte celular programada, regulação da formação de biofilme, 

proteção contra bacteriófagos e persistência induzida por estresse (WEN; BEHIELS; 

DEVREESE, 2014; GHAFOURIAN et al., 2014; PARK; SON; LEE, 2013). 

Inicialmente, os sistemas TA foram descobertos a partir do estudo da viabilidade 

bacteriana que abrigavam plasmídeos de baixo número de cópias e posteriormente, 

foram descritos em cromossomos e elementos genéticos móveis (GOEDERS; 

MELDEREN, 2014; FOZO et al., 2010). Os sistemas são classificados de I a VIII 

conforme as características da antitoxina. De todos os sistemas, o do tipo II é 

provavelmente o mais abundante e tem sido extensamente estudado. De um modo 

geral, as toxinas desse grupo são endonucleases e possuem como alvo a replicação 

do DNA, mRNA, tRNA, ribossomo 30S, ribossomo 50S e proteínas do citoesqueleto 

(YAMAGUCHI; UNOUYE, 2011; FERNÁNDEZ-GARCIA et al., 2016; GOERDERS; 

VAN MELDEREN, 2014).  
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1.1 Sistema TA em plasmídeos 
 

 Em 1983 ao estudar o quadro de leitura aberto (ORF) do plasmídeo F de E. coli, 

Karoui e colaboradores identificaram o que futuramente seria o primeiro sistema TA: 

o gene que codificava o polipeptídio H e mutações supressoras em um gene 

adjacente, que codificava a proteína G. A atuação da proteína G foi associada a 

indução da resposta SOS, enquanto o polipeptídio H foi responsável por suprimir sua 

atividade. No mesmo período, Ogura e Hiraga (1983) demonstraram que os dois 

genes eram capazes de inibir a divisão celular quando a replicação do plasmídeo era 

impedida. Os genes foram denominados de ccdA e ccdB (coupled cell division). O 

gene ccdA codificador do polipeptídeo H e ccdB o gene responsável pela produção 

da proteína G. Mais tarde, Jaffé e colaboradores (1985) propuseram o modelo de 

“segregação não viável” ao demonstrar que o locus ccd participava da redução da 

viabilidade celular nas células filhas não receptoras do plasmídeo F. Estudos 

subsequentes demonstraram que CcdB atua inibindo a ação da DNA girase, 

impedindo assim a replicação do DNA bacteriano (FRAIKIN; GOORMAGHTIGH; VAN 

MELDEREN, 2020; GOEDERS; VAN MELDEREN, 2014).  

Sistemas análogos ao CcdA/B, foram identificados no decorrer dos anos, alguns 

exemplos são os genes hok (host killing) e sok (supressor of killing) que estabilizam o 

plasmídeo R1 (GERDES et al.,1986); os genes kid (killer determinant) e kis (killer 

supressor) que fazem a estabilização do mini plasmídeo R1 pKN1562 (LÓPEZ-

VILLAREJO et al., 2012); os genes pemK e pemI que foram atribuídos a estabilidade 

herdada durante a divisão celular do plasmídeo R100 (TSUCHIMOTO; OHTSUBO; 

OHTSUBO, 1988); e o sistema ParD/E, responsável por estabilizar o plasmídeo RK2 

(JIANG et al., 2002). O mecanismo pelo qual os sistemas TA plasmidiais induzem a 

morte celular é denominado de “morte pós-segregacional” (PSK), e ocorre devido a 
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redução da antitoxina nas células e consequente ativação da toxina. A manutenção e 

estabilidade dos plasmídeos acontece pela indução da morte de células filhas não 

receptoras. Nesse caso os sistemas TA também podem ser denominados de sistemas 

“viciantes” (FRAIKIN; GOORMAGHTIGH; VAN MELDEREN, 2020; LEHNHERR et al., 

1993).  

1.2 Sistemas TA em cromossomos  
 

Sistemas TA também estão abundantemente presentes no cromossomo de diversas 

espécies bacterianas, em bacteriófagos e em elementos genéticos móveis (EGM) 

(NORTON; MULVEY, 2012; DÍAZ-OREJAS et al., 2017).  TA cromossomais estão 

presentes em praticamente todas as bactérias de vida livre, e sua abundância e 

diversidade tem intrigado a comunidade científica, levantando questões sobre sua 

funcionalidade (HUANG et al., 2020).  

Similarmente aos sistemas encontrados em plasmídeos, foi sugerido que os sistemas 

TA presentes nos cromossomos possuem um papel importante na estabilidade 

genética, principalmente de ilhas de patogenicidade e prófagos (FERNANDEZ-

GARCIA et al., 2016). Ao passar dos anos, diversos sistemas têm sido identificados, 

especialmente após a consolidação e expansão de técnicas como o sequenciamento 

de genoma completo. Além da estabilização genética, outras hipóteses para explicar 

a presença e funcionalidade dos sistemas nos cromossomos bacterianos seriam a de 

sua participação na resposta a condições estressantes, formação de biofilme, 

resistência contra bacteriófagos, e persistência aos antimicrobianos (HUANG et al., 

2020). Propôs-se que a resposta ao estresse se daria pela interferência no 

crescimento bacteriano e/ou pela morte celular altruística, ou seja, pela eliminação de 

uma parte da população em benefício geral da espécie (DÍAZ-OREJAS et al., 2017). 
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Adicionalmente, os sistemas TA contribuiriam para indução do estado de dormência, 

tornando as células metabolicamente inativas. Atualmente existe um corpo crescente 

de trabalhos que atribuem funções aos sistemas TA cromossomais em diferentes 

espécies bacterianas, porém o que se sabe é que os sistemas TA são sistemas 

pequenos, evolutivamente bem-sucedidos, abundantes e diversos, que fazem parte 

de forma acessória do genoma de procariotos, e se movem por transferência genética 

horizontal (HAYES; VAN MELDEREN, 2011; VAN MELDEREN; WOOD, 2017; DÍAZ-

OREJAS et al., 2017; FRAIKIN; GOORMAGHTIGH; VAN MELDEREN, 2020). 

1.3 Classificação dos sistemas TA 
 

Oito sistemas TA já foram descritos e classificados de acordo com as características 

da antitoxina (Figura 1). Nos sistemas do tipo I e III a antitoxina é uma molécula 

pequena de RNA antisenso (sRNA) de 50-200 nucleotídeos. A antitoxina do tipo I 

neutraliza a toxina sobrepondo-se ao seu mRNA, impedindo assim a tradução da 

toxina (WEN; BEHIELS; DEVREESE, 2014; GHAFOURIAN et al, 2014; BRANTL; 

JAHN, 2015; FOZO et al, 2010; SONG; WOOD, 2020). A antitoxina pertencente ao 

grupo III, inibe a ação da toxina pela formação de um complexo proteína-RNA. Os 

sistemas do tipo III mais estudados são: ToxI-ToxN, TenpI-TenpN e CptI-CptN. Esses 

sistemas parecem compartilhar o potencial inibidor da infecção por bacteriófagos 

(SHORT; MONSON; SALMOND, 2015; SONG; WOOD, 2020).  

Nos sistemas do tipo II e IV ambas as antitoxinas são proteínas pequenas e instáveis. 

A inativação da toxina no sistema do tipo II se dá pela formação de um complexo 

proteico toxina-antitoxina (WEN; BEHIELS; DEVREESE, 2014; HAYES, 2003). Já no 

sistema do tipo IV a toxina não é diretamente inativada pela antitoxina.  Nesse caso, 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2017.00191/full#B9


22 
 

a antitoxina atua como um antagonista, ligando-se diretamente ao alvo de ação da 

toxina (SONG; WOOD, 2020).  

No sistema do tipo V e VII, as antitoxinas são enzimas. No primeiro grupo a antitoxina 

é uma RNAse que degrada o mRNA da toxina. O sistema GhoS-GhoT é um 

representante do grupo V (WEN; BEHIELS; DEVREESE, 2014; MASUDA et al., 

2012; WANG et al., 2012). A antitoxina do grupo VII inibe a toxina pela oxidação de 

seus resíduos de cisteína. O primeiro sistema do tipo VII a ser descrito foi o 

Hha/TomB. A expressão de Hha causou lise celular e redução da formação de 

biofilme, bem como, aumento da dispersão do biofilme (MARIMON et al., 2016). 

 No sistema do tipo VI, a antitoxina atua como um adaptador proteolítico que favorece 

a degradação da toxina pela protease endógena ClpXP. Em Caulobacter, o sistema 

do tipo VI SocA/B parece participar da adaptação da espécie em diferentes nichos 

(YANG; WALSH, 2017).   

Recentemente, Song e Wood (2020), propuseram a classificação do sistema do tipo 

VIII. Pela primeira vez, a toxina foi descrita como uma pequena molécula de sRNA 

que se liga ao mRNA alvo. A antitoxina também é um sRNA que se liga ao sRNA da 

toxina, neutralizando sua atividade. A toxina SdsR (também conhecido como RyeB), 

faz parte do regulon RpoS, que, em E. coli é abundantemente expressa na fase 

estacionária. SdsR parece atuar reprimindo os genes tolC e mutS em E. coli e 

diversos outros genes em Salmonella, como por exemplo ompD, crp, stpA e tolC. A 

expressão ectópica de SdsR durante a fase exponencial causou morte e 

filamentação celular. SdsR parece induzir a morte celular pela repressão de yhcB, 

gene que codifica uma proteína de membrana interna. O mecanismo fisiológico da 

antitoxina RyeA ainda é desconhecido (CHOI et al., 2018).  
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Em comparação com os outros sistemas, os tipos I e II são os mais estudados, sendo 

o do tipo II o mais identificado em loci bacterianos. Até a presente data, foram listados 

ao total 6255 sistemas TA de diferentes espécies bacterianas no banco de dados 

TADB (toxin-antitoxin data base), os quais 99% pertencem ao sistema do tipo II. Em 

relação ao total dos sistemas listados aproximadamente 10% estão localizados em 

plasmídeos. Somente em E. coli estão depositados 220 sistemas TA, sendo 207 

presentes em cromossomos e 13 presentes em plasmídeos (TU et al., 2020).
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(continua) 

Figura 1. Esquema dos sistemas TA dos tipos I ao VIII 
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Fonte: Adaptado de SRIVASTAVA et al., 2021. Esquema representativo dos 8 sistemas TA descritos na literatura. Tipo I:  a tradução da toxina é inibida pela 
ligação do sRNA da antitoxina com o mRNA da toxina. Tipo II: o operon TA é transcrito e traduzido para produzir as toxina e antitoxina. A toxina pode ser 
neutralizada em um complexo, o que permite que a célula mantenha um estado normal de crescimento, ou a toxina pode existir como uma proteína livre e 
ativa na célula, o que leva a inibição do crescimento bacteriano. Tipo III: a antitoxina deste sistema é um sRNA que neutraliza a atividade da toxina pela 
formação de um complexo RNA-proteína. Tipo IV: toxina e antitoxina não interagem diretamente. A antitoxina age como uma molécula antagonista de receptor 
pois se liga ao alvo da toxina. Tipo V: antitoxina é uma RNAse que atua clivando o mRNA da toxina, impedindo assim sua traduação. Tipo VI: antitoxina atua 
como um adaptador proteolítico leva a degradação da toxina por proteases endógenas. Tipo VII: antitoxina é uma enzima que modifica quimicamente a toxina 
através de uma interação transiente, o que resulta na inativação da proteína tóxica. Tipo VIII: a toxina é um sRNA que atua se ligando ao mRNA alvo, 
impedindo sua tradução. A antitoxina também é um sRNA que atua se ligando ao sRNA da toxina, inibindo sua função. A antitoxina encontra-se ilustrada em 
azul, toxina em laranja, alvo celular em roxo, mRNA alvo em verde e em rosa a representação da alteração química. Os promotores são indicados pelas setas 
pretas em 90 graus. 
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1.4 Sistema TA do tipo II 

Os sistemas do tipo II podem ser compostos por dois ou três elementos genéticos, 

que codificam uma proteína estável tóxica e uma antitoxina instável responsável pela 

supressão da atividade da primeira (CHAN; ESPINOSA; YEO, 2016). Em condições 

estressantes a antitoxina é degradada por proteases endógenas, deixando a toxina 

livre para desempenhar sua atividade tóxica, impedindo o crescimento da população 

bacteriana ou causando a morte celular. A inibição da toxina se dá pela formação de 

um complexo toxina-antitoxina. A antitoxina sozinha e/ou o complexo TA são 

responsáveis pela regulação negativa do operon (GOEDERS; MELDEREN, 2014).  

Esse sistema está abundantemente presente nos genomas bacterianos, 

representando até 3% do total de suas ORFs. A quantidade de sistemas independe 

do tamanho do cromossomo e alguns genomas podem conter até 90 sistemas TA do 

tipo II (GOEDERS; MELDEREN, 2014; GOORMAGHTIDH et al., 2018). Análises 

evolutivas indicaram que os sistemas TA são propensos a mover-se entre os genomas 

bacterianos por transferência genética horizontal, o que explicaria sua abundância em 

cromossomos de eubactérias e Archaea. A distribuição dos sistemas parece não ser 

homogênea, 66% das espécies bacterianas ancoram de 1 a 20 sistemas, enquanto 

20% ancoram mais de 20 sistemas (ZHANG et al., 2020). Tipicamente, a antitoxina 

encontra-se localizada a montante ao gene da toxina. Porém o contrário é observado 

nos sistemas MqsR/MqsA, HicA/HicB, RnIA/RlnB e HigA/HigB. A antitoxina possui 

dois domínios, um responsável pela ligação com a toxina e outro ao DNA (responsável 

pela autorregulação do operon). A regulação do operon pode ocorrer de diferentes 

formas: (1) a transcrição dos genes é regulada por um mesmo promotor, (2) por dois 

promotores ou (3) pela relação estequiométrica das proteínas. Em (1), quando a 

antitoxina está localizada a montante, ela será primeiramente expressa, impedindo a 
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transcrição da toxina. A menor eficácia de tradução da toxina resulta em uma maior 

concentração molar da antitoxina. Em casos em que a toxina é primeiramente 

expressa (2), geralmente outro promotor é observado, garantindo assim a maior 

expressão da antitoxina. A cooperação condicional (3) funciona de acordo com a 

relação estequiométrica da toxina e antitoxina. Se a concentração do dímero de 

antitoxina for maior que a concentração da toxina, um complexo toxina-dímero é 

formado. Esse complexo inibe a transcrição da toxina. Nos casos em que a toxina é 

primeiramente expressa, não se forma um complexo toxina-dímero, e a antitoxina é 

responsável sozinha pela supressão do promotor da toxina (SRIVASTAVA et al., 

2021).  

Os sistemas do tipo II são considerados flexíveis pois a toxina de uma superfamília 

pode se ligar com a antitoxina de outra superfamília. Baseado na similaridade de suas 

sequências, 12 superfamílias de toxinas e 20 das antitoxinas foram classificadas 

(SRIVASTAVA et al., 2021). De acordo com a similaridade estrutural 9 superfamílias 

de toxinas foram descritas, são elas: (1) ParE - RelE, (2) MazF, (3) HicA, (4) VapC, 

(5) HipA, (6) FicT - Doc, (7) AtaT - TacT, (8) Zeta e (9) MbcT (ZHANG et al., 2020).  

1.4.1 Sistema HipAB 

 

Em 1983, foi identificado o primeiro sistema TA associado ao fenótipo de persistência 

aos antibióticos (MOYED; BERTRAND, 1983). A análise genética de persistência 

levou ao isolamento de mutações no cromossomo de E. coli K-12, correspondente 

ao gene denominado hip (high incidence of persistence). Análise dos 

sequenciamentos de nucleotídeos demonstraram que o operon hip continha dois 

genes, hipA e hipB (BLACK; IRWIN; MOYED, 1994), no qual o alelo hipA7 estava 

associado ao fenótipo de persistência observado. HipA7 é uma proteína não-tóxica 
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de 50 kDa que contém duas mutações: a substituição de glicina por serina na posição 

22 (G22S), e de ácido aspártico por alanina na posição 291 (D291A) (KORCH; 

HENDERSON; HILL, 2003).  Acredita-se que a substituição G22S em HipA7 

amplifica a atividade de HipA por interferir na formação do complexo TA, impedindo 

sua neutralização (HUANG et al., 2020).  

HipA é uma serina/treonina quinase que inativa Gltx (glutamato tRNA ligase) pela 

fosforilação de seu sítio de ligação a ATP, o que resulta na incapacidade de Gltx ligar 

o aminoácido glutamato ao RNA transportador (tRNAglu). O acúmulo de tRNA não 

carregado é detectado pela proteína associada ao ribossomo RelA, que sintetiza a 

alarmona (p)ppGpp. A síntese da alarmona ativa a resposta estringente: (p)ppGpp 

liga-se a RNA polimerase e primase, regula negativamente a transcrição de 

macromoléculas, o que promove a indução do estado de dormência celular (KASPY 

et al., 2013). HipB é uma proteína de 10 kDa, que neutraliza a ação de HipA e regula 

a transcrição do operon hipA/B (BLACK; IRWIN; MOYED, 1994). 

 

1.5 Sistema TA em bactérias patogênicas 

A presença de fatores de virulência é considerada um fator determinante na 

classificação de uma bactéria como patogênica. Porém sabe-se atualmente que 

bactérias de vida livre podem carrear tantos fatores de virulência quanto as bactérias 

patogênicas. Estudo de genômica comparativa demonstrou que em alguns casos as 

bactérias patogênicas possuem genomas reduzidos e contém centenas de genes 

degradados. Portanto, a evolução das bactérias patogênicas consiste principalmente 

na perda de diversos genes, redução do conteúdo CG% e redução significativa de 

reguladores transcricionais (GEORGIADES; RAOULT, 2011).  
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Os sistemas TA não só parecem participar da regulação da fisiologia de E. coli, 

influenciando a formação de biofilme, a resposta ao estresse, quorum-sensing, 

adaptação a diferentes nichos, como parecem participar na virulência (Tabela 1), uma 

vez que as bactérias patogênicas possuíam significativamente mais sistemas TA do 

que as não patogênicas (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2016; GEORGIADES; 

RAOULT, 2011). 

Adicionalmente, os sistemas TA são encontrados em elementos genéticos móveis 

relacionados a resistências a antibióticos e em ilhas de patogenicidade. Os sistemas 

VapB/C e HigA/B são responsáveis pela estabilização de plasmídeos de virulência de 

Shigella flexneri e Proteus vulgaris, respectivamente. Em Haemophilus influenzae a 

deleção de VapB/C reduziu a capacidade da bactéria em causar otite em modelo 

animal. O sistema de três elementos ω-ε-ζ identificado em Streptococcus pyogenes, 

Enterococcus faecalis e E. faecium parece contribuir para a virulência e estabilidade 

do plasmídeo de resistência a eritromicina e lincomicina (WEN et al., 2014).  

Em E. coli uropatogênica (UPEC) os sistemas YefM-YoeB e YbaJ-Hha promoveram, 

de forma independente, a colonização da bexiga, e PasT-PasI foi importante para a 

sobrevivência do patógeno nos rins de modelo murino. Adicionalmente, PasT/I induziu 

a formação de persistência na presença de antibióticos e estresse oxidativo 

(NORTON; MULVEY, 2012).  

Sistemas TA em E. coli patogênicas parecem impactar na virulência e sobrevivência 

das cepas em diferentes nichos, inclusive no hospedeiro (NORTON; MULVEY, 2012). 

Adicionalmente, a persistência parece garantir a sobrevivência bacteriana, atuando 

também de forma importante em infecções crônicas e na evolução da resistência 

(WINDELS et al., 2019). 
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Tabela 1. Função do sistema TA em E. coli patogênicas 

Sistemas TA Tipo Localização Função 

PemI/K  II Plasmídeo pEC302104 Manutenção plasmidial e resistência a ß-

lactâmicos (ESBL ß-lactamase) 

VagC/D II Plasmídeo pEC302104 Manutenção plasmidial e resistência a ß-

lactâmicos (ESBL ß-lactamase) 

CcdA/B II Plasmídeo pEC302104 Manutenção plasmidial e resistência a ß-

lactâmicos (ESBL ß-lactamase) 

Hok/Sok I Plasmídeo pEC302104 Manutenção plasmidial e resistência a ß-

lactâmicos (ESBL ß-lactamase) 

ParA/B  II Plasmídeo pEC302104 Manutenção plasmidial e resistência a ß-

lactâmicos (ESBL ß-lactamase) 

PsiA/B II Plasmídeo pEC302104 Manutenção plasmidial e resistência a ß-

lactâmicos (ESBL ß-lactamase) 

TisB/IstR I Cromossomo Regulação na resposta SOS  

SymE/R I Cromossomo Regulação na resposta SOS 

MazE/F II Cromossomo Persistência e formação de biofilme 

RelB/E II Cromossomo Persistência e formação de biofilme 

YefM/YoeB II Cromossomo Persistência e formação de biofilme 

MqsR/A II Cromossomo Influência na formação de biofilme e resposta 

global a estresse. Controla sistema GhoT/S 

Tolerância ao ácido biliar.  

GhoT/S V Cromossomo Persistência e formação de biofilme 

Hha/TomB VII Cromossomo Persistência, redução da formação de biofilme 

pela inibição da produção de fimbrias.  

PasT/I II - Persistência 

Fonte: FERNANDEZ-GARCIA et al., 2016.   
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1.6 Persistência bacteriana induzida por antibióticos  
 

A persistência aos antibióticos foi um fenômeno observado por Bigger em 1944, ao 

notar que uma pequena parcela da população bacteriana sobreviveu ao tratamento 

intensivo com antibióticos bactericidas. Células persistentes são uma subpopulação 

de células quiescentes que toleram e sobrevivem a concentrações bactericidas de 

antibióticos (WU et al., 2015). Ao contrário do que é observado nas bactérias 

resistentes, as persistentes são genotipicamente idênticas às bactérias suscetíveis. A 

persistência desencadeada por um sinal de estresse, como a exposição a antibiótico, 

escassez nutricional, alta densidade populacional, estresse ácido, e exposição a 

células imunes, foi previamente denominado de persistência do tipo I. Nesse tipo de 

persistência, as bactérias tendem a se recuperar e crescer normalmente após 

remoção do agente estressor. Muito menos comum do que a persistência induzida por 

estresse, é a persistência espontânea, anteriormente denominada de persistência do 

tipo II. Nesse caso, a persistência pode ocorrer espontaneamente em uma cultura 

bacteriana de crescimento equilibrado e estável (BALABAN et al., 2019). Por ser a 

persistência induzida ou do tipo I o foco desse trabalho, a literatura revisada e os 

ensaios propostos abordam somente a persistência induzida por estresse causado 

por antibióticos e as defesas do hospedeiro.  

Persistência é um caso especial de tolerância a antibióticos, em que uma 

subpopulação de células persistentes sobrevive ao tratamento com antibióticos, 

enquanto a maior parte da população tende a morrer, dando origem a curva bifásica 

de morte celular. Mecanismos ligados a tolerância a antibióticos como indução da 

dormência e redução do metabolismo de ATP tem sido identificados em células 

persistentes. Os dois principais mecanismos estudados na persistência são: o 

mecanismo molecular de redução do metabolismo que favorece a persistência e 
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tolerância aos antibióticos, e o mecanismo que gera a heterogeneidade populacional. 

Já o estado de dormência reflete o estado de uma bactéria metabolicamente inativa 

que não cresce, o termo também é utilizado para células que não crescem mesmo em 

condições viáveis de crescimento. Bactérias dormentes costumam ser tolerantes aos 

antibióticos por estarem metabolicamente inativas, no entanto tolerância e 

persistência podem surgir sem dormência (BALABAN et al., 2019).     

 A persistência induzida pode ser descrita como uma estratégia de autopreservação 

populacional frente as adversidades do ambiente. As células dormentes, 

temporariamente, sacrificam a replicação em troca de tolerância ao estresse (HUANG 

et al., 2020).  Esse fenótipo parece desempenhar um papel importante na falha do 

tratamento de infecções persistente como tuberculose, infecção do trato urinário e 

infecções causadas por bactérias formadoras de biofilme (WU et al., 2015).  

A indução da persistência foi inicialmente atribuída aos sistemas TA HipA/B e RelB/E, 

pois foi observado que a super expressão das toxinas HipA e RelE aumentou a taxa 

de células persistentes. Paralelamente, outras proteínas como DnaJ, PmrC e PhoU, 

não relacionadas aos sistemas TA, também induziram o desenvolvimento de 

persistência (LI; ZHANG, 2007). A persistência parece ser um fenômeno dinâmico e 

hierárquico, não fixo, que envolve diversos genes e vias, em tempos diferentes e 

“profundidades” (rasa, intermediaria e profunda). Ao avaliar 21 genes relacionados a 

persistência Wu e colaboradores (2015), ranquearam os genes oxyR (via de estresse 

oxidativo), dnaK, clpB e rpoS (regulador global), relA (resposta estringente), sucB 

(produção de energia), mqsR (toxina do modulo TA), e recA (reposta SOS) como os 

mais proeminentes para a indução da persistência.  

A compreensão dos mecanismos moleculares envolvidos na persistência bacteriana 

aos antibióticos além de elucidar as vias e genes relacionados por si só, podem 
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orientar o desenvolvimento de drogas para o tratamento e prevenção de infecções 

persistentes.  

1.7 Perspectivas e aplicabilidades para o sistema TA 

 

O acúmulo de toxina livre afeta processos fisiológicos importantes como por exemplo 

a replicação do DNA, síntese proteica e síntese de parede celular. Adicionalmente, 

muitas toxinas do sistema TA atuam de forma semelhante a alguns antibióticos 

(Tabela 2), apresentando atividade bactericida ou bacteriostática (WEN; BEHIELS; 

DEVREESE, 2014). Nesse sentido, algumas estratégias podem ser utilizadas para o 

desenvolvimento de novas drogas baseadas em sistema TA, como: (1) impedir a 

formação do complexo TA, (2) ativação das proteases endógenas, (3) inibir a 

transcrição ou tradução do sistema TA, (4) desenvolvimento de droga baseada na 

toxina e (5) bacteriófagos capazes de introduzir toxinas no interior celular (BRAVO et 

al., 2018; SRIVASTAVA et al., 2021; RÓWNICKI et al., 2020).   

Além de atuar como antimicrobianos, o sistema TA possuem potencial antiviral e 

anticancerígeno. A atividade anticancerígena foi atribuída a capacidade de algumas 

toxinas como MazF e Kid de induzir apoptose em células eucarióticas. Aplicações 

biotecnológicas, como marca de seleção e manutenção genética, produção de 

proteínas, e morte direcionada de bactérias patogênicas na microbiota também são 

algumas das aplicabilidades do sistema TA (SRIVASTAVA et al., 2021).  
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Tabela 2. Comparação entre as atividades das toxinas do sistema TA com 

antibióticos 

 

Processo 

celular 

 

Alvo 

 

Sistema 

TA 

 

Processo 

celular 

 

Classe de 

antibiótico 

Replicação DNA DNA girase 
CcdA-CcdB 

ParD-ParE 
Replicação DNA Quinolonas 

Síntese de RNAt 
Síntese de 

glutamil- RNAt 
HipA-HipB Síntese de RNAm Rifampicina 

 

Síntese de 

macromoléculas 

UDP-N- 

Acetilglucos

amina 

RelB-RelE 

Doc-Phd 

VapB-VapC 

MazE-MazF 

MqsA-MqsR 

 

Síntese de 

macromoléculas 

Macrolídeos, 

cloranfenicol e 

clindamicina 

Aminoglicosídeos 

e tetraciclinas 

Síntese de parede 

celular 

Membrana 

interna 
ω-ε-ζ 

Síntese de 

parede celular 

Penicilinas, 

cefalosporinas, 

glicopeptídeos, 

carbapenem e 

monobactâmicos 

Dano em 

membrana 
 

Sok– hok 

TisBIstR 

Metabolismo do 

ácido fólico 

Sulfonamidas e 

trimetropina 

Polimerização do 

citoesqueleto 
MreB e FtsZ CbtA-CbtE 

Polimerização 

do citoesqueleto 
--- 

Fonte: Modificado de WEN; BEHIELS; DEVREESE, 2014. 
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1.8 Escherichia coli  
 

O vasto repertório de fatores de virulência adquiridos por E. coli pode originar uma 

variedade de manifestações clínicas, como infecções intestinais e extraintestinais 

(NATARO; KAPER, 1998; CROSSMAN et al., 2010). E. coli extraintestinal (ExPEC) 

pode ser classificada em subpatótipos com base no hospedeiro e local de infecção, 

manifestações clínicas e fatores de virulência. De acordo com esses critérios, ExPEC 

podem ser subdivididas em E. coli uropatogênica (UPEC), E. coli associada a 

meningite neonatal (NMEC), E. coli associada a sepse (SEPEC) e E. coli patogênica 

aviária (APEC) (JOHNSON et al., 2012).  

UPEC é responsável por 70-95% das infecções do trato urinário (ITU) adquiridas na 

comunidade e cerca de 50% das hospitalares. Possuem um diversificado repertório 

de fatores de virulência para colonizar e infectar o trato urinário de forma ascendente 

(PITOUT, 2012; FOXMAN, 2010). Uma vez no interior do trato urinário, coloniza a 

bexiga causando cistite, mas também pode ascender através da uretra chegando 

aos rins. A capacidade de UPEC em aderir ao epitélio urinário é um dos principais 

fatores que permitem a infecção, uma vez que a adesão bem-sucedida permite que 

a bactéria suporte o fluxo urinário e seja capaz de invadir as células uroteliais. No 

interior celular, UPEC multiplica-se rapidamente formando um tipo de biofilme, 

tornando-se menos susceptíveis aos antibióticos (WILES; KULESUS; MULVEY, 

2008). A capacidade de algumas ExPEC em acessar e se difundir na corrente 

sanguínea é especialmente problemática. Pacientes com bacteremia causada por 

ExPEC possuem perfil inflamatório exacerbado e consequentemente maior 

susceptibilidade ao óbito no decorrer da doença (BARBER; FLEMING; MULVEY, 

2016; WILLIAMSON et al., 2014). A sobrevivência do paciente com sepse geralmente 

depende de um diagnóstico rápido e da administração oportuna de antibióticos 
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apropriados. Para cada hora que o tratamento é adiado, há um aumento de 7.6 % de 

morte. Mesmo com a terapia antimicrobiana adequada pode ser observadas 

complicações como edema, imunossupressão e problemas na coagulação 

(MARTINEZ et al., 2020). 

Adicionalmente aos fatores de virulência, ExPEC tem sido constantemente 

relacionada a resistência e persistência aos antibióticos, pela aquisição de 

plasmídeos que codificam o fenótipo de resistência e através da indução de 

persistência e formação de biofilme (JOHNSON et al., 2012). Sugere-se que 

indiretamente o fenótipo de persistência possa levar a resistência, uma vez que as 

células persistentes sobrevivem aos tratamentos com antibióticos e são capazes de 

adquirir genes de resistência (DETER et al., 2017).   

Antibióticos beta lactâmicos, principalmente os de terceira geração como as 

cefalosporinas, são amplamente utilizados em infecções causadas por E. coli 

patogênica na comunidade e em ambiente hospitalar. Betalactamases codificadas 

por plasmídeos como a Amp C betalactamase (por exemplo CMY), betalactamases 

de amplo espectro (como CTX-M) e carbapenemases, são amplamente identificadas 

em ExPEC. As CTX-M e Nova Deli metalo-betalactamase (NDM) são as principais 

betalactamases responsáveis pela resistência aos antibióticos em E. coli. Antibióticos 

como a colistina são uma alternativa para as E. coli produtoras de carbapenemases 

(PITOUT, 2012; LIVERMORE; WOODFORD, 2006). 

Devido à limitada eficácia das drogas atuais no tratamento de bactérias resistentes, 

existe uma crescente demanda para a produção de conhecimento em relação a 

fisiopatologia dessas cepas, na busca por novos alvos terapêuticos. Neste sentido, 

compreender o sistema TA pode fornecer informações relevantes em relação a 
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participação dos sistemas na fisiopatologia de E. coli e favorecer o desenvolvimento de 

novos alvos terapêuticos.  

2. JUSTIFICATIVA 
 

Em E. coli K 12 pelo menos 36 genes do sistema TA pertencentes aos tipos I, II, IV e 

V foram identificados. De todos, o sistema do tipo II é o mais abundante, as toxinas 

desse sistema são em grande parte endonucleases e pertencem a 12 superfamílias 

classificadas de acordo com a sequência de aminoácidos. As toxinas dos sistemas 

MazE/F, RelB/E, ChpBK/I, YafQ-DinJ, YoeB-YefM, HipA/B, YafN/O e MqsA/R, têm 

como alvo a replicação do DNA, mRNA, tRNA, ribossomo 30S, ribossomo 50S e 

proteínas do citoesqueleto, e por serem bem conhecidos e caracterizados foram 

selecionados para estudo de frequência em ExPEC (YAMAGUCHI; UNOUYE, 2011; 

FERNÁNDEZ-GARCIA et al., 2016; GOERDERS; VAN MELDEREN, 2014). 

A investigação dos sistemas mencionados acima, em bactérias patogênicas, pode 

fornecer informações importantes em relação ao papel do sistema TA na virulência e 

persistência. Para o desenvolvimento desse trabalho inicialmente os oito sistemas TA 

do tipo II, foram identificados em cepas de E. coli patogênicas pertencentes as 

coleções bacterianas do Laboratório de Bacteriologia do Instituto Butantan e do 

Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da Universidade Federal 

de São Paulo. Após avaliar a presença dos sistemas, duas cepas ExPEC foram 

selecionadas para deleção dos genes hipA/B. Posteriormente, ensaios fenotípicos de 

persistência e virulência foram realizados, para que possamos compreender a 

participação do sistema TA HipA/B em ExPEC patogênica isolada de infecção 

sanguínea. Pois, apesar de estar presente em inúmeros genomas bacterianos 

filogeneticamente não relacionados, ainda não está claro se todos os sistemas HipA/B 

possuem alguma influência na persistência bacteriana (HUANG et al., 2020).  
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3. OBJETIVO  

 

Analisar a presença dos oito sistemas TA do tipo II em E. coli extra intestinal e 

investigar a importância do sistema TA HipA/B em diversos fenótipos associados ao 

mecanismo de adaptação bacteriana, tais como a persistência bacteriana induzida por 

antibióticos, formação de biofilme, resistência ao soro e sobrevivência em macrófagos. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Amostras bacterianas e plasmídeos  

 

Neste estudo foram inicialmente analisadas 319 cepas de Escherichia coli 

patogênicas, incluindo cepas de três categorias de E. coli diarreiogênicas (DEC) e 

extra intestinal (ExPEC). Sendo 57 cepas de E. coli produtora da toxina de Shiga 

(STEC), 90 E. coli enteroagregativa (EAEC), 72 E. coli enteropatogênica atípica 

(EPECa), e 100 E. coli extraintestinais (ExPEC). Como controle para a presença e 

ausência dos sistemas TA as bactérias E. coli K-12 MG1655 e Serratia marcescens, 

foram selecionadas, a primeira como controle positivo e a segunda negativo. As 

cepas de ExPEC EC182 e EC273 isoladas de infecção sanguínea de origem 

humana, gentilmente cedidas pela Prof. Dra. Rosa Maria da Silva da Universidade 

Federal de São Paulo, foram selecionadas para construção do mutante em hipAB. O 

vetor pKD46, responsável pela expressão das recombinases do sistema Lamba-Red 

(λ-red), os vetores pKD3, utilizado como molde para amplificação do gene de 

resistência a cloranfenicol, e pCP20 helper responsável pela eliminação do gene de 

resistência a antibiótico por indução da recombinase FLP, foram utilizados na 

construção dos mutantes. Para complementação das amostras mutantes foi utilizado 

o plasmídeo pTJK4, gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Jakob Møller-Jensen da 

Universidade do Sul da Dinamarca. As amostra e plasmídeos utilizados neste 

trabalho estão descritos na Tabela 3.  
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Tabela 3. Cepas bacterianas e plasmídeos utilizados nesse trabalho 

Bactérias Descrição Referência/Fonte 

 

EC182 

 

Cepa selvagem ExPEC O16:H48 ST10 

 

Dados não 

publicados 

 

EC182 ∆hipAB EC182 mutante em hipAB Este estudo  

 

EC182:hipAB EC182 mutante em hipAB + pHipAB Este estudo  

   

EC273 Cepa selvagem ExPEC  Dados não 

publicados 

 

EC273 ∆hipAB EC273 mutante em hipAB Este estudo 

 

EC273:hipAB EC273 mutante em hipAB + pHipAB Este estudo 

   

TOP10 Escherichia coli K-12 (propagação plasmidial) Dinamarca 

 

MG1655 Escherichia coli K-12 OR:H48: K-. Cepa 

laboratorial derivada de W1485  

GUYER et al., 1981 

 

 

Serratia 

marcescens 

Bactéria Gram-negativa, utilizada como 

controle negativo para os 8 sistemas TA do 

tipo 2 estudados neste trabalho 

BIZIO, 1819 

 

 

Plasmídeos   

 

pKD46 

 

Plasmídeo utilizado para deleção 

cromossomal de genes com sítio FRT. Ancora 

genes exo, bet, gam do sistema Lambda-red. 

Marca de seleção: ampicilina (amp) 

 

DATSENKO, WANNER, 

2000 

 

 

 

 

pKD3 Plasmídeo utilizado como molde para 

amplificação do cassete de recombinação, 

sítio FRT e gene de resistência a cloranfenicol 

(cat) 

DATSENKO, WANNER, 

2000 

 

 

 

pCP20 Plasmídeo responsável pela expressão de 

FLP recombinase e consequente retirada do 

cassete de resistência. Marca de seleção: 

ampicilina (amp) 

DATSENKO, WANNER, 

2000 

 

 

 

pTJK4 Plasmídeo de baixo número de cópias 

utilizado para expressão constitutiva do 

sistema hipAB. Marca de seleção: Canamicina 

(kan) 

Dinamarca 

   

pHipAB Genes hipAB de EC182 clonado no vetor 

pTJK4 

Este trabalho 

FRT (flanked by short direct repeats) - FLP recognition target.  
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4.2  Detecção dos genes dos sistemas toxina-antitoxina do tipo II  

Para verificar a presença dos sistemas TA do tipo II MazE/F, RelB/E, ChpIK/B, 

DinJ/YafQ, YefM/YoeB, HipB/A, YafN/O e MqsR/A foi utilizada a Reação em Cadeia 

de Polimerase (PCR) para detecção dos genes de cada uma das toxinas.  

4.2.1 Preparo do DNA 
 

Os lisados bacterianos foram preparados e utilizados diretamente como molde de 

DNA para a reação de PCR. A partir do estoque congelado, os isolados foram 

cultivados em meio não seletivo Luria Bertani (LB) (Triptona 1%, Extrato de levedura 

0,5%, NaCl 1%) a 37 ºC por 18 h. O DNA foi extraído por fervura, brevemente: uma 

alíquota de 1 mL da cultura foi centrifugada por 5 min a 10.000 x g, o sedimento 

formado foi lavado com 1 mL de água ultrapura estéril, novamente centrifugado e 

suspenso em 200 µL de água ultrapura estéril. Dois ciclos de fervura (100 ºC) e banho 

de gelo (4 ºC) foram realizados por 5 min. Por fim, as amostras foram centrifugadas 

e os sobrenadantes coletados e armazenados a – 20 ºC. 

 

4.2.2 Reações em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 

Os iniciadores foram desenhados utilizando como base as sequências das toxinas 

dos oito sistemas TA da cepa laboratorial MG1655, depositadas no GeneBank 

(Tabela 4). As reações de PCR foram realizadas em volume final de 10 µL contendo 

2,5 U de Taq DNA Polymerase Recombinant (Invitrogen), 0,2 mM de dNTP 

(Invitrogen), 0,5 µM de cada oligonucleotídeos iniciador (Tabela 4), 1 mM ou 1,5 mM 

de cloreto de magnésio (Invitrogen), tampão da enzima 1 X (Invitrogen) e lisado 

bacteriano. A amplificação dos genes de interesse foi realizada em termociclador 

VeritiTM 96-well Thermal Cycler (ApplieBiosystems).   
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 Tabela 4. Sequência dos oligonucleotídeos iniciadores  

 

*A amplificação do sistema TA hipAB da cepa parental tem o tamanho de 1655 pb.  

** A amplificação do sistema dos isolados mutantes resultou em uma cicatriz do tamanho de 339 pb.  

 

 

 

 

 

Iniciadores Sequência (5’-3’) Fragmento 

(pb) 

Ciclo de 

amplificação 

Descrição Acesso 

Genebank 

mazF F- ATGGTAAGCCGATACGTACC 

R- GAGTTGTAATTCCTCTGGGG 

303  

 

 

 

 

 

45 s 95 ºC, 30 

s 58 ºC, 1 min 

30 s 72 ºC 

(30x); 7 min 72 

ºC 

 

 

 

 

 

 

Identificação dos 

sistemas TA do 

tipo II 

947252 

 
relE 

 
F- TTTCTGGATTTTGACGAGCG 
R- GCCTCGCTATATACTTCCGA 

 
260 

947549 

 
yoeB 

 
F- TATCTGTACTGGCAGGAAAC 
R- ATGAGCAGTGAATCGTCG 

 
194 

1450274 

 
yafO 

 
F- ACAAAACTTATTCGCCTGCA 
R- ACGCTTCTGCCATTTTCC 

 
367 

944916 

 
hipA 

 
F- ACCTGTTACCCGATAGCC 
R- CGTTATCCAGTGCTGCTG 

 
1029 

946064 

 
mqsR 

 
F- CGCACACCACATACACGT 
R- CTCCTTAAACGAGACGATCAG 

 
282 

947500 

 
chpB 

 
F- AAAAGTGAATTTGAACGGGG 
R- TAATAACGCCTCTTCCACCAC 

 
318 

948747 

 
yafQ 

 
F- GGGATATTGAATACTCGGGAC 
R- TAAATCAGGATCCAGTCCGG 

 
205 

944911 

 
hipBcat-1 
hipAcat-2 

 
F- ATGCAATGAAACTGGTTCGTCAGCAAA 
ATGGCTGGACGCAGAGCGAGCTGGCGA
AAAAAATCGGCATTAAGCAGGCGATGTG
TAGGCTGGAGCTGCTTCG 
R- CTCCGGAAAATCTGTCGGTAATGAAG 
TCTTCACGTTATCCAGTGCTGCCGGAAT
CATTCTGGCAAAGTCACTCAGGATTTCAT
ATGAATATCCTCCTTAG 

 
1514 

 

 
30 s 95 ºC, 1 
min 50 ºC, 1 
min 45 s 68 
ºC; 7 min 68 

ºC 

 
Mutação de hipAB 

Não se 
aplica  

 
hipBext 
hipAext 

 
F- TGCTGTGGACGTATGACATG 
R- ATCTCACTTACTACCGTATTCTCG   
 

 
1655* 
339** 

 

 
45 s 95 ºC, 30 
s 56 ºC, 1 min 

30 s 72 ºC 
(30x); 7 min 72 

ºC 

 
Confirmação da 

mutação 

Não se 
aplica 

 
hipBBamHI 
hipAXhoI 

 
F-
NNGGATCCATGATGAGCTTTCAGAAGAT 
R- 
NNCTCGAGTCACTTACTACCGTATTCTC 

 
1606 

 
10 s 98 ºC, 30 
s 60 ºC, 45 s 
72 ºC (30x); 5 

min 72 ºC 

 
Clonagem/ 

complementação 

Não se 
aplica 

 
hipBext 

M13/pTJK4 
 

 
F- TGCTGTGGACGTATGACATG 
R - TGTAAAACGACGGCCAGT 

 
1670 

 
30 s 95 ºC, 30 
s 55 ºC, 1 min 

30 s 72 ºC 
(30x); 5 min 72 

ºC 

 
Confirmação da 
complementação 

 
Não se 
aplica 
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4.2.3 Eletroforese de DNA em gel de agarose  
 

 Após amplificação, uma alíquota do produto de PCR foi homogeneizada ao tampão 

de amostra (Invitrogen) e analisado em gel de agarose 1% (m/v) preparado em tampão 

TAE (EDTA 1 mM; ácido acético 20 mM; Tris-base 40 mM), corados com GelRed 

(Uniscience). A corrida eletroforética foi realizada em uma cuba contendo tampão 

TAE, sob tensão de 80 V por aproximadamente 1 h. O gel foi fotografado pelo sistema 

de captação de imagem AlphaImagerTM 2200 (Alpha Innotech, EUA). 

4.3 Obtenção de mutantes em hipAB por recombinação homóloga 
 

Os mutantes foram construídos segundo protocolo descrito por Datsenko e Wanner 

(2000), utilizando o sistema de recombinases codificadas pelo fago λ Red e fragmento 

linear de DNA. Brevemente, o fragmento linear de DNA contendo o gene de 

resistência mais a região de homologia foi amplificado por PCR, seguido inserção dos 

fragmentos nas cepas EC182 e EC273 previamente transformadas com plasmídeo 

pKD46, que alberga os genes das recombinases necessárias para a recombinação 

homologa. A inserção do gene de resistência, gene cat, no cromossomo bacteriano 

foi avaliado pela expressão do fenótipo de resistência ao cloranfenicol e confirmada 

por PCR. Posteriormente, o gene cat foi retirado com auxílio do plasmídeo pCP2. A 

retirada do gene de resistência deixou uma “cicatriz”, que corresponde aos fragmentos 

de hipB e hipA utilizados para recombinação por homologia (Figura 2). Os tópicos 

seguintes foram realizados para recombinação homóloga utilizando o sistema 

Lambda-Red.  
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Figura 2 Sistema Lambda-Red de recombinação por homologia 

 

Fonte: Datsenko e Wanner, 2000. Sistema Lambda-Red de recombinação por homologia. Em passo 1. 
O gene de resistência flanqueado ao genes FRT são amplificados utilizando iniciadores que contém a 
sequência de interesse para homologia, representados na figura como H1 e H2, e a sequência 
necessária para amplificar o gene de resistência. Em passo 2. O fragmento linear é inserido nas 
bactérias previamente transformadas pelo plasmídeo pKD46, que expressa as recombinases Lambda-
Red necessárias para a recombinação. Em passo 3. As células transformantes são selecionadas pelo 
fenótipo de resistência ao antibiótico. Em passo 4. O gene de resistência é removido por plasmídeo 
que expressa FLP.  

 

4.3.1 Extração plasmidial  
 

Os plasmídeos utilizados neste trabalho (Tabela 3) foram extraídos por lise alcalina 

utilizando o QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen), conforme orientação do fabricante. 

4.3.2 Amplificação, purificação e digestão do cassete de resistência  

 

Para amplificação do cassete de resistência (fragmento linear de DNA), o vetor pKD3 

foi utilizado como molde de DNA. Os iniciadores foram desenhados utilizando como 

molde o gene hipAB e o cassete de resistência (Tabela 4). Foram realizadas 10 

reações de PCR com volume de 50 µL cada, contendo 2,5 U Platinum Taq DNA 

Polymerase High Fidelity (Thermo Fisher Scientific), 0,2 mM de dNTP (Invitrogen), 

1,25 µM de cada oligonucleotídeos iniciador, 5 mM de cloreto de magnésio (Thermo 

Fisher Scientific), 1X de tampão da enzima (Thermo Fisher Scientific), 2 µL do molde 
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de DNA. A amplificação do gene de interesse foi realizada em termociclador VeritiTM 

96-well Thermal Cycler (Applied Biosystems®). Após serem separados por 

eletroforese em gel de agarose, os fragmentos foram recortados do gel e purificados 

segundo o protocolo do kit IllustraTM GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification Kit 

(GE Health). A quantificação do fragmento resultante da purificação foi realizada em 

Nanodrop Lite (Thermo Scientific) por leitura de absorbância em comprimento de onda 

de 260 nm. O fragmento purificado foi cortado pela enzima DpnI (Thermo Fisher 

Scientific) para remoção de DNA genômico metilado. Em uma reação com volume 

total de 100 µL, contendo tampão Tango 1X, 80 U da enzima, 7 µg do produto de 

amplificação e água ultrapura suficiente para 100 µL. Posteriormente, o fragmento foi 

novamente purificado e utilizado para transformação por eletroporação em células 

competentes de EC182 e EC273 previamente transformadas com o plasmídeo 

pKD46. 

4.3.3 Obtenção de células eletrocompetentes  
 

As cepas EC182 e EC273 foram cultivadas em meio de cultura LB a 37 ºC por 18 h 

sob agitação (250 rpm). O inóculo foi realizado na proporção de 1:100 e cultivado até 

a fase exponencial (DO600 0.6), seguido por incubação a 4 ºC por 10 min. O cultivo foi 

centrifugado a 4 ºC por 10 min a 8.000 x g. O sobrenadante foi descartado e o 

sedimento solubilizado com 1 mL de glicerol 10% gelado e estéril, e em seguida 

centrifugado a 4ºC por 1,5 min a 8.000 x g. Este processo foi repetido e o sedimento 

final solubilizado em 100 µL de glicerol 10%. As células competentes resultantes foram 

separadas em alíquotas em microtubos contendo 50 µL e utilizadas imediatamente.    
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4.3.4 Eletrotransformação  
 

Para transformar as bactérias com o vetor de recombinação pKD46, 50 µL de células 

competentes foram incubadas com aproximadamente 150 ng do plasmídeo e 

inseridas em eletrocubetas de 0,2 cm (Bio-Rad). Um pulso elétrico foi aplicado no 

equipamento Gene Pulser II (Bio-Rad) com os seguintes parâmetros: 2,5 kV e 25 µF. 

Imediatamente após o pulso, as bactérias foram incubadas por 2 h em meio de cultura 

LB (1 mL) a 30 ºC. Após o período de recuperação e expressão fenotípica, as células 

foram semeadas em meio sólido (Triptona 1%, Extrato de levedura 0,5%, NaCl 1%, 

Ágar 1,5%) contendo 100 µg/mL de ampicilina e incubadas a 30 ºC por 18 h. 

4.3.5 Recombinação homóloga do sistema hipAB 
 

As cepas transformantes carreando o plasmídeo Red Helper (pkD46) foram semeadas 

em meio LB com ampicilina 100 µg/mL a 30ºC por 18 h. O inóculo na proporção de 

1:100 foi cultivado em meio LB com ampicilina e 1 mM de L-arabinose a 30 ºC sob 

agitação constante (250 rpm) até atingir a fase exponencial (DO600 ~ 0.6).  Em 

seguida, a cultura bacteriana foi incubada a 42 ºC por 15 min e transferida para um 

recipiente contendo gelo. As culturas bacterianas foram preparadas para tornarem-se 

competentes, conforme descrito no item 3.3.3. Ao tubo contendo 50 µL das células 

competentes, aproximadamente 120 ng do DNA linear (produto de PCR) foi 

adicionado. As células foram transformadas por eletroporação, recuperadas e 

semeadas em meio LB sólido suplementado com cloranfenicol 25 µg/mL, e incubadas 

por 18 h a 37 ºC. A mutação foi confirmada por PCR, e os produtos da PCR foram 

sequenciados por método de Sanger pelo Centro de Estudos do Genoma Humano na 

Universidade de São Paulo – CEGH/USP. As sequências obtidas foram alinhadas 

utilizando a ferramenta BLAST.  
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4.3.6 Retirada do cassete de resistência  
 

Após confirmação da mutação, o cassete de resistência foi removido das cepas 

mutantes pelo vetor termolábil pCP20. Mutantes em hipAB competentes foram 

transformados com o plasmídeo pCP20, incubados em meio LB por 1 h a 30 ºC e 

semeados em meio sólido LB contendo ampicilina (100 µg/mL). Após 18 h, uma 

colônia foi cultivada em 5 mL de LB sem antibiótico a 43 ºC por 18 h, para indução 

das recombinases FLP e perda do plasmídeo. Depois da incubação, as culturas 

bacterianas foram diluídas por 3 vezes sucessivas (100 µL em 9,9 mL de meio LB), e 

50 µL de cada diluição foi semeada em LB ágar por 18 h a 37 ºC. Dez colônias foram 

selecionadas e individualmente inoculadas em meio LB ágar sem e com os 

antibióticos ampicilina (100 µg/mL) e cloranfenicol (25 µg/mL) por 18 h a 37 ºC. A 

retirada do cassete de resistência foi verificada pela sensibilidade ao cloranfenicol, e 

a retirada de pCP20 pela sensibilidade a ampicilina. 

 

4.4 Construção dos plasmídeos de complementação  

 

Os sistemas hipAB foram amplificados utilizando o DNA genômico das cepas EC182 

e EC273 utilizando os iniciadores hipBBamHI/hipAXhoI (Tabela 2). Quatro reações de 

PCR foram realizadas utilizando-se o volume de 50 µL em cada reação contendo 1 U 

PhusionTM High Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific), 0,2 mM de dNTP 

(Invitrogen), 0,5 µM de cada oligonucleotídeo iniciador, 1x tampão 5x PhusionTM HF 

buffer com cloreto de magnésio (Thermo Fisher Scientific) e 100 ng de DNA genômico. 

A amplificação dos genes de interesse foi realizada em termociclador VeritiTM 96-well 

Thermal Cycler (Applied Biosystems). O produto da PCR foi purificado pelo kit GE 

GFX PCR DNA and GEL Band Purifications Kits, seguindo as orientações do 

fabricante. O plasmídeo e o produto de PCR foram cortados pelas enzimas FastDigest 



48 
 

BamHI e XhoI (Thermo Fisher Scientific), seguindo as orientações do fabricante. Para 

cada reação de 20 µL, foram utilizados 0,5 U de cada enzima, 1x do tampão 10x 

FastDigest® buffer e DNA. A concentração de DNA utilizada foi de até 1 µg para os 

plasmídeos e até 0,2 µg para o produto de PCR por reação. As reações enzimáticas 

foram incubadas a 37 ºC por 30 min e as enzimas inativadas a 80 ºC por 5 min.  

4.4.1 Ligação e quimiotransformação  
 

O produto de PCR foi clonado no vetor utilizando a enzima T4 ligase (Invitrogen). Em 

uma reação final de 20 µL, foram utilizados 4 µL do tampão de ligação 4x, 10 µL (~ 1 

µg) de inserto, 5 µL (250 ng) de vector e 1 µL de enzima T4 ligase. A reação foi 

incubada por 1 hora em temperatura ambiente e mais 18 h a 16 ºC.  

As células foram preparadas quimicamente competentes da seguinte forma: 50 µL da 

cultura bacteriana (semeada no dia anterior) foi inoculada em 10 mL de meio LB em 

um frasco do tipo Erlenmeyer com capacidade para 50 mL. A cultura foi incubada a 

37 ºC até atingir fase exponencial (DO600 = 0,4). Então, 1 mL da cultura foi coletada e 

centrifugada por 5 min a 3.500 x g. O sobrenadante foi descartado e ao sedimento foi 

acrescentado 200 µL da solução TSB (Triptona 1%, Extrato de levedura 0,5%, NaCl 

1%, PEG 8000 10%, MgCl2 20 mM e DMSO 5%). Aos 50 µL da solução de bactérias 

quimiocompetentes, 15 µL da ligação foram adicionados e incubados por 30 min a 4 º 

C (gelo) seguido por 2 min a 42 ºC. Ao fim do choque térmico, as bactérias foram 

recuperadas em 1 mL de meio LB por 2 - 3 h a 37 ºC. As células em suspensão foram 

centrifugadas a 3.500 x g por 5 min, 750 µL do sobrenadante foi descartado e o 

restante semeado em placa de LB ágar contendo 50 µg/mL de canamicina.  
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4.5 Sequenciamento de genoma completo, montagem e anotação 
 

O sequenciamento dos isolados foi realizado pelo Departamento de Bioquímica e 

Biologia Molecular da Universidade do Sul da Dinamarca. A biblioteca genômica foi 

construída no modelo paired-end com o kit NEBNext® Ultra™ II DNA Library Prep Kit 

for Illumina® (New England Biolabs), de acordo com as recomendações do 

fabricante. Especificamente, o DNA genômico foi clivado enzimaticamente com a 

enzima Fragmentase (New England Biolabs) em fragmentos de aproximadamente 

200 pb. Para cada amostra foram utilizados dois adaptadores compatíveis à 

plataforma Illumina de sequenciamento. Para sequenciamento da cepa EC182, a 

inserção dos adaptadores e a reação de PCR foram realizadas segundo orientação 

do fabricante utilizando o kit NEBNext® Multiplex Oligos for Illumina® (Dual Index 

Primers Set 1) (New England Biolabs). Após análise da qualidade da biblioteca 

gerada, 50 pb de cada extremidade dos fragmentos foram sequenciadas com 25 

milhões de leituras. Para sequenciamento da cepa EC273, a biblioteca foi montada 

utilizando o kit Nextera XT Library Prep Kit (Illumina), seguindo o protocolo modificado 

com a utilização de 2 ng de DNA. O sequenciamento pair-end (2x250 pb) foi realizado 

na plataforma Illumina com 521.600 reads. 

Os adaptadores foram removidos utilizando o software Trimmomatic (0.30). A 

montagem do genoma e anotação foram realizadas utilizando ferramentas de 

bioinformática disponíveis na plataforma Galaxy (usegalaxy.org). As leituras (reads) 

geradas pelo sequenciamento foram montadas utilizando o software SPAdes com k-

mers 21, 33, 55. Para identificação dos genes e anotação o software Prokka 

(Prokaryotic Genome Annotation) foi utilizado (SEEMANN, 2014). 
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4.6 Concentração mínima inibitória (CMI)  
 

A concentração mínima inibitória (CMI) foi determinada conforme descrito por Hazan 

e colaboradores (2014), com pequenas modificações. Células armazenadas em 

freezer de - 80 ºC foram inoculadas em meio MOPS e LB a 37 ºC por 18 h sob agitação 

(200 rpm). Então, foram diluídas na proporção 1:1.000 no mesmo meio de cultura do 

dia anterior. Após diluição, 100 µL do inóculo foi adicionado em placas de 96 poços. 

Os estoques dos antibióticos foram preparados nas concentrações de 100 mg/mL de 

ampicilina, 10 mg/mL de ciprofloxacino e 100 mg/mL de gentamicina, e diluídos em 

meio de cultura na proporção de 1:1.000, 100 µL destas diluições foram adicionados 

na primeira coluna e serialmente diluídos em placa por 11 vezes. A última coluna da 

placa de 96 poços foi utilizada como controle positivo sem antibióticos. A placa foi 

incubada por 24 h a 37 ºC. A absorbância foi medida no comprimento de onda 600 

nm em leitor de placa. A MIC foi definida pela menor concentração de antibiótico que 

impediu o crescimento bacteriano.  

4.7 Ensaio de persistência induzida por antibióticos   
 

O ensaio de persistência foi realizado conforme descrito por Goormaghtigh e Van 

Melderen (2016), com pequenas modificações. Brevemente, uma colônia bacteriana 

previamente cultivada em LB ágar sem antibiótico, foi coletada e cultivada em 3 mL 

de meio MOPS-glicose sob agitação constante (250 rpm) por 18 h a 37 ºC. Em frascos 

de 100 mL contendo 15 mL do meio MOPS previamente aquecido a 37 ºC, as culturas 

iniciais foram diluídas até atingir a DO600 0,01. Os inóculos foram então incubados a 

37 ºC sobre agitação constante e aeração de 85-90%.  Ao atingir a fase exponencial 

(DO600 0,5), os antibióticos ampicilina 100 µg/mL, ciprofloxacino 1 e 10 µg/mL e 

gentamicina 10 µg/mL foram incubados por até 48 h. Para todos os tempos, uma 
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alíquota de 100 µL das amostras foi coletada, incluindo o tempo inicial sem adição de 

antibiótico, diluídas serialmente em tampão PBS e cultivadas em placas de LB ágar 

sem antibióticos, para posterior contagem das unidades formadoras de colônias 

(UFC). Para acessar as células persistentes dos tempos 24 e 48 horas, 1 mL das 

amostras foram coletadas e centrifugadas (4.000 x g 5 min). O sedimento bacteriano 

resultante foi lavado 2 vezes e suspenso em 1mL de PBS. Após retirada dos 

antibióticos, 10 µL da amostra, não diluída, foi inoculada para posterior contagem das 

UFC. A fração sobrevivente foi calculada pela razão da UFC/mL do tempo inicial por 

UFC/mL dos tempos de exposição aos antibióticos (1, 3, 5, 24 e 48 h).  

4.8 Biofilme 

4.8.1 Cristal violeta   

A avaliação quantitativa da formação de biofilme foi realizada de acordo com a 

técnica descrita por Christensen e colaboradores (1985) e adaptada por Stepanovic 

e colaboradores (2000). As amostras bacterianas foram inicialmente cultivadas em 

condições estáticas em meio TSB por 18 h a 37 ºC. O cultivo inicial foi diluído na 

proporção de 1:100 e aplicado em placas de poliestireno de 96 poços estéril de fundo 

chato (Jet-Biofil), ou em placas de 24 poços com lamínula de vidro.  As placas foram 

incubadas em condições estáticas por 24 h a 37 ºC e lavada por 3 vezes com PBS, 

para remoção das células não aderentes. O biofilme foi pré-fixado com etanol 75% 

por 10 min a temperatura ambiente, e os poços foram posteriormente lavados 3 

vezes com PBS. Após lavagem, o corante crista violeta a 2% foi adicionado e 

incubado por 5 min a temperatura ambiente. Após remoção do corante e sucessivas 

lavagens (4 vezes), as placas foram secas em temperatura ambiente. O corante foi 

solubilizado pela adição e incubação de etanol 95% por 2 min em temperatura 

ambiente.  A quantificação do biofilme foi realizada pela leitura da absorbância de 
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cada poço no comprimento de onda de 595 nm em leitor de ELISA Multiskan FC 

(Thermo Scientific). 

4.8.2 YESCA 
 

O ensaio de biofilme em placas de Petri de 20 cm foi realizado em meio YESCA (12 

g/L ácido casamínico, 1,2 g/L extrato de levedura e 22/L g ágar). Os cultivos 

bacterianos foram inoculados no dia anterior ao ensaio em meio LB em condições 

estáticas por 18 h a 37 ºC. Ao centro das placas, contendo uma grossa camada do 

meio YESCA foram inoculados 10 µL de cada cultivo. As placas foram mantidas por 

14 dias em temperatura ambiente (20 – 22 ºC). E a formação do biofilme foi 

acompanhada e fotografada a cada três dias.   

4.9 Ensaio de resistência ao soro  
 

O ensaio de resistência ao soro humano foi realizado conforme descrito por 

Samuelsen e colaboradores (2004), com modificações. No dia anterior ao 

experimento, os isolados bacterianos foram inoculados na proporção de 1:100 em 3 

mL de meio LB sob agitação constante (250 rpm) por 18 h a 37 ºC. Em frascos de 100 

mL contendo 20 mL de meio LB as culturas iniciais foram diluídas na proporção de 

1:100. Os inóculos foram então incubados a 37 ºC sob agitação constante até atingir 

a fase exponencial (DO600 0,5 – 0,6). Em um tubo de 1,5 mL, foram adicionados 200 

µL do soro humano ativado e inativado (56 ºC 30 min), 180 µL de PBS (estéril e 

previamente aquecido a 36 ºC) e 20 µL da cultura bacteriana. A solução foi incubada 

a 36 ºC e alíquotas de 20 µL foram coletadas nos tempos 30 min e 1 h. As alíquotas 

foram serialmente diluídas em PBS estéril e semeadas em LB ágar para determinação 

da UFC/mL.   
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4.10 Cultivo dos macrófagos  
 

Os macrófagos murinos da linhagem J744.A1 (ATCC TIB-67) foram cultivados em 

meio RMPI 1640 (ThermoFisher) com suplementação de 10% de soro fetal bovino 

(ThermoFisher). Os macrófagos foram cultivados em garrafas de cultivo (Kasvi) até 

formação de monocamada. Para realização dos ensaios, as células foram removidas 

por raspagem, centrifugadas a 259 x g por 5 min a 4 ºC. Em placas de 24 poços de 

fundo chato (Kasvi) contendo 2x105 células, que foram distribuídas e incubadas por 

24 h em atmosfera de 5% de CO2 a 37 ºC.  

4.10.1 Ensaio de infecção dos macrófagos J744.A1 
 

Posteriormente as 24 h de cultivo em placas de 24 poços, o meio de cultivo foi 

removido e as células foram infectadas na MOI (multiplicidade de infecção) 100. Para 

tal, as bactérias cultivas no dia anterior em meio MOPS, foram diluídas em 300 µL de 

meio RMPI suplementado com 10% de soro fetal bovino e incubadas com as células 

por 30 min. O cálculo do volume de bactérias utilizados foi: V = 2x105 x MOI / UFC/mL 

x DO600. Após período de infecção, o meio de cultura foi removido e os poços foram 

lavados 3 vezes com 500 µL de PBS estéril. As bactérias extracelulares foram 

eliminadas pela incubação de 500 µL meio RMPI suplementado por 100 µg/mL de 

gentamicina por 1 h a 37 ºC. Os poços foram novamente lavados 3 vezes, e os 

macrófagos foram lisados pela adição e incubação por 10 min de 0,1% de Triton-X 

(Merck). Para a contagem do número de UFC/mL fagocitadas durante o ensaio de 

infecção, a solução proveniente da lise celular foi diluída serialmente em PBS e 

semeada em meio sólido LB. 
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5. RESULTADOS  

 

 5.1 Identificação dos 8 sistemas TA do tipo II por PCR 
 

A distribuição dos sistemas TA do tipo II foi realizada pela detecção por PCR dos 

genes das toxinas: mazF, relE, yoeB, yafO, hipA, mqsR, chpB e yafQ.  Inicialmente 

10 cepas de cada patótipo de E. coli diarreiogênicas foram analisados quanto a 

presença das toxinas mencionadas acima. A distribuição dos genes por ordem de 

prevalência foi a seguinte, em aEPEC: hipA e mazF (90%), yafQ (70%), chpB, e yoeB 

(60%), yafO (50%), relE (20%) e mqsR (10%). Em STEC: yafQ, chpB e mazF (90%), 

hipA (80%), yoeB (70%), relE (50%), yafO (40%) e mqsR (10%). Em EAEC: yafQ e 

mazF (80%), relE, hipA e yoeB (60%), mqsR, yafO e chpB (50%) (Tabela 5). A análise 

inicial forneceu uma prévia da distribuição dos sistemas, chamando atenção para o 

gene mqsR (motility quorum-sensing regulator), presente em EAEC e pouco 

observado nas outras categorias de E. coli. A distribuição de mqsR foi então avaliada 

nos 319 cepas estudadas nesse trabalho, presente em: 4/57 STEC, 5/100 ExPEC, 

13/72 EPECa e 59/90 EAEC. Como o sistema MqsR/A foi originalmente associada a 

regulação da motilidade, quorum-sensing e parece ter um papel importante na 

formação de biofilme, a presença da toxina e fenótipo da formação de biofilme foi 

avaliada em EAEC. Dos 90 isolados EAEC, 31 foram mqsR negativos e 59 positivos. 

Do total, 83 isolados são fortes formadores de biofilme, dentre eles 48 possuem o 

gene e 35 não o possuem. Por ser biofilme um fenótipo multifatorial, a associação 

presença do gene mqsR e formação de biofilme não é suficiente para estabelecer uma 

relação entre a presença do gene e o fenótipo de formação de biofilme. 
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Tabela 5. Distribuição das toxinas do sistema TA do tipo II em diferentes 

categorias de E. coli 

Sistema TA Categoria de E. coli 

 aEPEC (%) STEC (%) EAEC (%) 

hipA 90 80 60 

mazF 90 90 80 

yafQ 70 90 80 

chpB 60 90 50 

yoeB 60 70 60 

yafO 50 40 50 

relE 20 50 60 

mqsR 10 10 50 

 

Detecção de oito toxinas do sistema TA do tipo II em 10 isolados de E. coli enteropatogênica atípica 
(aEPEC), E. coli produtora da toxina de Shiga (STEC) e E. coli enteroagregativa (EAEC). As 
distribuições das toxinas estão demonstradas em porcentagem.  

 

Em ExPEC as oito toxinas foram pesquisadas nas 100 cepas isoladas de infecção 

sanguínea. A distribuição dos sistemas foram as seguintes, em ordem de prevalência: 

hipA (76%), mazF (69%), yoeB (56%), chpB (54%), yafO (43%), yafQ (42%), relE 

(19%) e mqsR (5%) (Figura 3).  
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Detecção de oito toxinas do sistema TA do tipo II em 100 isolados ExPEC. No eixo y número de cepas, 
e no eixo x as toxinas do sistema TA.  

 

A presença de hipA foi observada em todas as categorias de E. coli aqui estudadas, 

principalmente em ExPEC. Como a toxina HipA tem sido associada a indução de 

persistência bacteriana em resposta a condições estressantes, dois isolados foram 

selecionados na tentativa de esclarecer sua função em isolados clínicos.  

5.2 Sequenciamento, montagem e anotação  

 

Os isolados clínicos provenientes de infecção sanguínea EC182 e EC273 foram 

selecionados de acordo com seus fatores de virulência, previamente detectados por 

sonda de hibridização pelo grupo da Dra. Rosa Maria da Silva da Universidade Federal 

de São Paulo, e quanto a presença dos sistemas toxina-antitoxina do tipo II aqui 

abordados. As bibliotecas para sequenciamento de nova geração (NGS) foram 

construídas e analisadas quanto a purificação e inserção dos barcodes. Após o 

sequenciamento de EC182 pela plataforma Illumina, montagem e anotação foi 

possível observar que o genoma montado possui 4.842.148 pb e a montagem resultou 

em 696 contigs, com um N50 de 155.702 bases e 5.055 regiões codificantes (CDS). 

Toxinas dos sistemas TA do tipo II
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Figura 3. Distribuição dos sistemas TA em ExPEC 
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O genoma de EC273 possui 4,844,624 pb, e a montagem resultou em 110 contigs 

com um N50 de 119.175 bases e 4.762 CDS (Tabela 6). 

Tabela 6. Dados resumidos da montagem e anotação dos genomas 

sequenciados 

Dados EC182 EC273 

Contigs 696 110 

Conteúdo GC (%) 50.71 50.55 

Contig L50 12 16 

Contig N50 155,702 119,175 

Tamanho do Genoma (bp) 4,842,148  4,844,624 

Sequencias codificantes (CDS) 5,055 4,762 

Proteínas hipotéticas  467 411 

Proteínas com função atribuída 4588 4351 

RNA transportador (tRNA) 73 84 

RNA ribossomal (rRNA) 4 6 

Resumo dos dados obtidos pela ferramenta de bioinformática PATRIC.   

5.2.1 Análise compreensiva dos genomas  

 

A análise compreensiva dos genomas fornece informações relevantes sobre a 

distribuição dos genes em subsistemas, genes de resistência a antimicrobianos, 

filogenia, dentre outros. Por essa análise, realizada na plataforma on-line PATRIC, 

pôde-se visualizar a distribuição dos genes em relação a função no organismo 

bacteriano.  
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5.2.1.1 Genes de resistência  

 

Foram identificados em EC182 as enzimas BlaeC e TEM, responsáveis pela 

inativação de antibióticos beta lactâmicos, e o gene responsável pela inativação do 

cloranfenicol, a família das cloranfenicol acetiltransferases catA1/catA4. Em EC273 

também foi identificado a enzima BlaeC. Vale ressaltar que a presença do gene 

responsável pela produção das enzimas puramente não implique em fenótipo de 

resistência, sendo necessário a avaliação do fenótipo de resistência. Ambos EC182 e 

EC273 mostraram-se suscetíveis a diversos antibióticos, inclusive ampicilina, 

cloranfenicol e canamicina.  

5.2.1.2 Análise filogenética  

 

Para entender a relação filogenética das cepas EC182 e EC273 em relação as demais 

cepas de E. coli selecionadas para este estudo, análises filogenéticas foram 

realizadas. Para tanto, foram selecionadas como base os genomas de E. coli K-12 

MG1655, cinco ExPEC [duas cepas de bacteremia e três de infecção urinária (UPEC)], 

uma EAEC, uma ETEC, uma EHEC, uma híbrida STEC/EAEC, uma EPEC típica 

(tEPEC) e duas EPEC atípicas (aEPEC). A árvore filogenética indicou que EC182 

compartilha ancestral comum mais recente com a cepa laboratorial K-12 MG1655 

(Figura 4). EC273 por sua vez, compartilha um ancestral comum mais recente com 

aEPEC e a cepa híbrida de STEC com EAEC a E. coli O104:H4.  
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A árvore filogenética foi construída com duas cepas de ExPEC isoladas de bacteremia (HVH203 e 
HVH223), três cepas de UPEC (UTI89, CFT073 e UMN26), uma cepa de ETEC H10407, uma cepa de 
EHEC (O157:H7 str. EDL933), uma cepa de E. coli hibrida isolada de casos de síndrome hemolítica 
urêmica (O104:H4 str. 2011C3493), duas cepas de aEPEC (E209sc e E2981sc), uma cepa de tEPEC 
(E2348/69), uma cepa de EAEC (042), uma cepa laboratorial E. coli K-12 subst. MG1655, ExPEC 
EC182 (em azul) e EC273 (em vermelho). 

 

5.3 Fatores de virulência  

 

Os fatores de virulências de EC182 e EC273 foram identificados por sonda de 

hibridização pelo grupo da Dra. Rosa Maria da Silva da Universidade Federal de São 

Paulo. EC182 apresentou 7 fatores, sendo estes: adesinas, protectinas e invasinas e 

sistemas de captação de ferro. Já EC273 apresentou um total de 13 fatores de 

virulência pertencentes aos grupos de: adesinas, protectinas, invasinas e toxinas 

(Tabela 7). Análise in silico dos fatores de virulência de EC182 e EC273 identificaram 

a presença da toxina hemolisina/citolisina A.  

 

 

 

Figura 4. Análise filogenética de EC182 e EC273 
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Tabela 7. Fatores de virulência de EC182 e EC273 

Fatores de virulência EC182 EC273  

 
 

Adesinas 

mat + + 

fimA + + 

iha +  

hra +  

tsh  + 

Protectinas 
e invasinas 

ompA + + 

ompT  + 

kpsMT II +  

traT  + 

cvaC  + 

Sistema de 
aquisição 
de ferro 

sitA  + 
irp2  + 

chuA  + 

iucD + + 

Toxinas vat  + 

hlyF  + 

 

Fatores de virulência identificados por sonda de hibridização e confirmados pelo sequenciamento de 
genoma completo. 

 

5.4 Sistemas TA identificados  
 

Na cepa EC182 foram detectados ao total 12 sistemas TA, sendo 11 do tipo II e 1 

sistema do tipo V. No genoma da cepa EC273 foram detectados 17 sistemas TA, 

sendo 12 do tipo II, 4 do tipo IV e 1 do tipo V (Tabela 8). Foram encontradas duas 

cópias de vapB/C e 3 cópias do sistema cbtA/cbeA. As cópias da toxina e da antitoxina 

vapB/C não são idênticas, e apresentaram 75% de identidades entre seus 

nucleotídeos. Uma das cópias de vapC apresentou identidade de 80,36% com vapC 

presente no gênero Mycobacterium. As três cópias da antitoxina cbeA apresentam 

similaridade variável de 91,88% a 94,04% na identidade entre si, enquanto as duas 

cópias de cbtA apresentaram 92,71% de identidade. Quando os sistemas genéticos 

TA da cepa EC182 foram alinhados contra os sistemas TA presentes em Escherichia 

coli K-12 MG1655, por análise de alinhamento local utilizando a ferramenta de 

bioinformática BLAST, vimos que os sistemas são relativamente conservados, 
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apresentando 100% de identidade, mas não os sistemas higA/B e tabA, pois, a 

antitoxina higA apresentou 99,76% de identidade e tabA com 99%. Já, os sistemas 

encontrados na cepa EC273 variaram entre 100 e 95,65% em identidade aos 

presentes em E. coli. O sistema mazE/F parece ser conservado também em 

Salmonella sp., Shigella boydii, e Shigella sonnei.  

Tabela 8. Sistemas toxina-antitoxina presentes nos isolados EC182 e EC273 

Sistema TA  EC182 EC273 

Tipo II  MqsA-MqsR 1 1 

 HigA-HigB 1 2 

 PrlF-YhaV 1 1 

 MazE-MazF 1 1 

 HicB-HicA 1 1 

 TabA 1 1 

 DinJ-YafQ 1 1 

 YafN-YafO 1 - 

 YefM-YoeB 1 - 

 HipB-HipA 1 1 

 RelB-RelE 1 - 

 VapB-VapC - 2 

 Antitoxina 

ParD1 

 1 

    

Tipo IV CbtA-CbeA - 3 

    

    

Tipo V Ghos-GhoT 1 1 

    

  Os sistemas TA foram identificados por sequenciamento de genoma completo.  
 
 

Com a ferramenta ClustalO (1.2.4) Multiple Sequence Alignment, alinhamos a 

sequência proteica de HipA das cepas EC182 e EC273 com a sequência de MG1655 

(GenBank: AAC74580.1). EC182 não apresentou nenhuma substituição quando 

comparada com MG1655, enquanto EC273 possui oito modificações (I104L, D107N, 

V110I, H112R, N227R, A242T, K290R e S424T) (Figura 5). 
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Alinhamento múltiplo realizado com a ferramenta ClustalO (1.2.4) da sequência da toxina HipA de 

EC182, EC273, MG1655 (GenBank: AAC74580.1). As setas pretas indicam as substituições de 
aminoácidos. Em vermelho aminoácidos pequenos e hidrofóbicos (inclui aromáticos), em azul ácidos, 
em magenta básicos, em verde hidroxil, sulfidril, amina. As setas representam grupos de propriedades 
fortemente semelhantes, “espaço” lacuna ou incompatibilidade.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5. Alinhamento múltiplo da toxina HipA 
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5.5 Construção dos mutantes em hipAB pelo sistema Lambda-Red  

 

 O sistema TA hipAB foi deletado das cepas EC182 e EC273, utilizando o sistema 

Lambda-Red de mutação por homologia. O fragmento linear de DNA (cassete de 

resistência mais hipAB) com 1514 pb foi amplificado (Figura 6), purificado e inserido 

nos isolados previamente transformados com o plasmídeo pKD46. 

Figura 6. Amplificação do cassete de resistência cat com extremidades 

homólogas a hipAB 

Eletroforese em gel de agarose 1% do produto de amplificação de 1514 pb do gene hipAB mais o 
cassete de resistência a cloranfenicol (1) após coloração com gel red 10 000x. PM: 1 Kb Plus DNA 
Ladder (Invitrogen).  

 

Para confirmação da inserção do cassete de resistência em EC182 e EC273, foram 

utilizados os iniciadores externos a hipAB. O fragmento amplificado foi sequenciado 

por método de Sanger, e o gene de resistência cat identificado. Na cepa EC273 

observou-se 100% de cobertura e 99,2 % de identidade com o gene de resistência ao 

cloranfenicol. Na cepa EC182 foi observado uma cobertura de 30% e 88,78% de 

identidade com a sequência de cat. Ambos os clones mutantes apresentaram 

expressão fenotípica e consequente resistência ao cloranfenicol, efeito esse revertido 

pela retirada do gene com a utilização do plasmídeo pCP20. A retirada do gene cat 
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deixou uma “cicatriz” no genoma bacteriano de aproximadamente 300 pb (Figura 7), 

e propiciou a volta da sensibilidade a cloranfenicol.   

 

 

Eletroforese em gel de agarose 1% do produto de amplificação do gene hipAB (1) e “cicatriz” da 

remoção do gene cat 339 pb após coloração com gel red 10 000x. A) PM: 1 Kb Plus DNA Ladder 

(Invitrogen), 1: EC182 WT, 2: EC182∆hipAB. B) PM: 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen), 1: EC273 WT, 

2: EC273∆hipAB. 

 

5.5.1 Construção das cepas do complementas com os genes hipA e hipB  

Para a complementação, o sistema TA de cada isolado foi amplificado dando origem 

a um fragmento de 1606 bp (Figura 8). Os fragmentos de DNA foram ligados ao 

plasmídeo pTJK4 e transformados em E. coli TOP10.   

 

 

 

1 1 2 2 PM PM 

1650 bp 

300 bp 

A) B) 

1650 bp 

300 bp 

Figura 7. Retirada do cassete de resistência 



65 
 

Figura 8. Amplificação dos sistemas hipAB de EC182 e EC273 para construção 

do plasmídeo de complementação 

 

Eletroforese em gel de agarose 1% do produto de amplificação de 1606 pb do gene hipAB (1) após 

coloração com brometo de etídio. A) PM: GeneRulerTM 1 Kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific), 1: 

EC182 WT e 2: EC273 WT. 

 

Células TOP10 transformantes foram submetidas a PCR de colônia, e dos clones 

selecionados, apenas 2 foram positivos para presença de hipAB (Figura 9).  Os 

plasmídeos contendo o sistema hipAB foram enviados para sequenciamento, e em 

ambos o gene da toxina hipA foram identificados com aproximadamente 99% de 

identidade e cobertura de 43%. Não foi possível confirmar a clonagem do sistema 

genético proveniente da cepa EC273 em pTJK4. Portanto, ambas as cepas mutantes 

foram complementadas com o plasmídeo pHipAB182, uma vez que esse sistema é 

relativamente conservado em E. coli.  
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Eletroforese em gel de agarose 1% do produto de amplificação de 1670 pb do gene hipAB, utilizando 
os iniciadores hipB e M13 após coloração com brometo de etídio. PM: GeneRulerTM 1 Kb Plus DNA 
Ladder (Thermo Scientific), 1-10: colônias transformantes contendo pTK4_hipAB, 11: controle negativo 
(pTJK4 vazio).   

 

A transformação de EC182∆hipAB com plasmídeo pHipAB182 foi efetiva com 200 ng 

de DNA, e para EC273∆hipAB foram necessários 300 ng de DNA total. Ambas as 

cepas foram transformadas por eletroporação e em seguida realizado PCR de colônia 

para confirmação da complementação. As cepas complementadas com os genes 

hipAB foram denominadas de EC182:hipAB e E273:hipAB. Por eletroforese em gel de 

agarose foi possível observar um fragmento amplificado de aproximadamente 1500 

pb (Figura 10A), e outro de aproximadamente 400 pb apenas em EC273:hipAB 

(Figura 10B). Possivelmente fruto de inespecificidade. Os clones complementados 

foram então denominados de EC182:hipAB e EC273:hipAB. 

Posteriormente a obtenção dos clones mutantes e complementados, todos incluindo 

as cepas parentais foram submetidas aos testes fenotípicos de persistência, formação 

de biofilme, resistência ao soro humano e infecção de macrófagos. 

Figura 9. PCR de colônia de E. coli TOP10 contendo pHipAB 
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Eletroforese em gel de agarose 1% do produto de amplificação de 1670 pb do gene hipAB (1) após 

coloração com brometo de etídio. PM: GeneRulerTM 1 Kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific), A) 1: 

PCR de colônia de EC182:hipAB e B) 1: PCR de colônia de EC273:hipAB. 

 

5.6 Ensaios fenotípicos  

 

As análises fenotípicas foram realizadas com as cepas parentais, mutantes e 

complementadas.  

5.6.1 Concentração mínima inibitória  

 

A fim de verificar a concentração mínima inibitória (CMI) dos antibióticos ampicilina, 

ciprofloxacino e gentamicina, a metodologia proposta por Hazan e colaboradores 

(2014) foi empregada e avaliada em meio de cultura LB e meio mínimo MOPS 

contendo glicose. Ao comparar o meio LB ao meio MOPS, foi possível observar uma 

inibição acentuada do crescimento bacteriano, sobretudo devido as condições 

estáticas de crescimento e a característica intrínseca do meio. Quando a cepa 

parental EC182, EC182∆hipAB e EC182:hipAB foram cultivadas em LB, as CMI foram 

50 µg/mL de ampicilina (Figura 11A) e 0,15 µg/mL de ciprofloxacino (Figura 11B) 

para todas as cepas. Já quando expostas a gentamicina a cepa mutante apresentou 

Figura 10. Confirmação da complementação 
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uma CMI de 25 µg/mL de gentamicina, enquanto a cepa parental e complementado 

apresentaram uma CMI de 50 µg/mL de gentamicina (Figura 11C). As mesmas cepas 

bacterianas apresentaram CMI de 3,12 µg/mL de ampicilina (Figura 12A), 0,04 µg/mL 

ciprofloxacino (Figura 12B) e 1,56 µg/mL de gentamicina (Figura 12C) quando 

cultivadas em meio MOPS. Já na cepa parental EC273, EC273∆hipAB e EC273:hipAB 

quando cultivadas em LB apresentaram CMI de 50 µg/mL de ampicilina (Figura 13A), 

0,04 µg/mL de ciprofloxacino (Figura 13B) e 25 µg/mL de gentamicina (Figura 13C). 

Ao serem cultivadas em meio MOPS as CMI observadas foram de 12,6 µg/mL de 

ampicilina (Figura 14. A), 0,04 µg/mL de ciprofloxacino (Figura 14B) e 1,56 µg/mL de 

gentamicina (Figura 14C). Devido à baixa taxa de crescimento bacteriano em meio 

MOPS a inibição de todas as amostras EC273 na presença dos antibióticos ampicilina 

e ciprofloxacino não foi clara.  
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Curva da concentração mínima inibitória da cepa EC182 em meio LB na presença de antibióticos. Os 

gráficos correspondem aos isolados cultivados em meio LB por 24 h a 37 ºC em condições estáticas. 

(A) na presença de ampicilina, (B) ciprofloxacino e (C) gentamicina. No eixo x concentrações de 

antibióticos em µg/mL. No eixo y leitura da absorbância na DO600.  No gráfico o quadrado preenchido 

refere-se a EC182 parental, quadrado vazado mutante em HipAB e complementado é representado 

por triângulo preto invertido. O ensaio foi realizado em pelo menos três experimentos independentes 

realizados em duplicata. 

 

Figura 11. Concentração mínima inibitória da cepa EC182 em meio LB 
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Curva da concentração mínima inibitória da cepa EC182 em meio MOPS-glicose na presença de 

antibióticos. Os gráficos correspondem aos isolados cultivados em meio MOPS-glicose por 24 h a 37 

ºC em condições estáticas. (A) na presença de ampicilina, (B) ciprofloxacino e (C) gentamicina. No eixo 

x concentrações de antibióticos em µg/mL. No eixo y leitura da absorbância na DO600.  No gráfico o 

quadrado preenchido refere-se a EC182 parental, quadrado vazado mutante em HipAB e 

complementado é representado por triângulo preto invertido. O ensaio foi realizado em pelo menos três 

experimentos independentes realizados em duplicata. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Concentração mínima inibitória da cepa EC182 em meio MOPS-glicose 
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Figura 13. Concentração mínima inibitória da cepa EC273 em meio LB 

 

 

Curva da concentração mínima inibitória da cepa EC273 em meio LB na presença de antibióticos. Os 

gráficos correspondem aos isolados cultivados em meio LB por 24 h a 37 ºC em condições estáticas. 

(A) na presença de ampicilina, (B) ciprofloxacino e (C) gentamicina. No eixo x concentrações de 

antibióticos em µg/mL. No eixo y leitura da absorbância na DO600.  No gráfico o quadrado preenchido 

refere-se a EC273 parental, quadrado vazado mutante em HipAB e complementado é representado 

por triângulo preto invertido. O ensaio foi realizado em pelo menos três experimentos independentes 

realizados em duplicata. 
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Figura 11. Concentração mínima inibitória da cepa EC273 em meio MOPS-

glicose  

Curva da concentração mínima inibitória da cepa EC273 em meio MOPS-glicose na presença de 

antibióticos. Os gráficos correspondem aos isolados cultivados em meio MOPS-glicose por 24 h a 37 

ºC em condições estáticas. (A) na presença de ampicilina, (B) ciprofloxacino e (C) gentamicina. No eixo 

x concentrações de antibióticos em µg/mL. No eixo y leitura da absorbância na DO600.  No gráfico o 

quadrado preenchido refere-se a EC273 parental, quadrado vazado mutante em HipAB e 

complementado é representado por triângulo preto invertido. O ensaio foi realizado em pelo menos três 

experimentos independentes realizados em duplicata. 

 

5.6.2 Ensaio de persistência 
 

A fim de avaliar se o sistema TA hipAB induziria a persistência em ExPEC 

patogênicas, o ensaio de persistência foi realizado. Para tanto, pelo menos 10 vezes 

a CMI dos antibióticos, exceto para as cepas de EC273 na presença de ampicilina, 

foram utilizados. A curva bifásica de morte bacteriana geralmente é utilizada para 

representar dados provenientes de ensaios de indução de persistência por 
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antibióticos. Após tratamento com antibiótico espera-se que uma grande parcela da 

população bacteriana morra nas primeiras horas, esta taxa de mortalidade tende a 

cair entre 3 h e 5 h. A fração de bactérias que sobrevivem após 5 h de exposição são 

geralmente denominadas bactérias persistentes (Goormaghtigh; Van Melderen, 

2016).  

Para construção da curva bifásica foram coletadas amostras nos tempos 0, 1 h, 3 h, 

5 h, 24 h e 48 h de exposição. As amostras coletadas foram posteriormente diluídas 

serialmente e plaqueadas para contagem de UFC/mL. O log da fração de taxas 

tolerantes refere-se à divisão das UFC/mL do tempo 0 pelas UFC/mL dos tempos 

seguintes. A cepa EC182 parental, EC182s e EC182:hipAB não apresentaram 

diferença significativa em nenhum dos tempos de incubação com ampicilina e 

gentamicina (Figura 15). Já ao serem incubadas com 1 µg/mL de ciprofloxacino, 

observou-se diferença significativa entre a indução da persistência e morte de EC182 

cepa parental e EC182∆hipAB após de 24 h de incubação (Figura 16B).  Não houve 

diferença significativa em relação a indução de persistência comparando os cultivos 

das cepas EC273 parental, EC273∆hipAB e EC273:hipAB na presença dos 

antibióticos testados (Figura 17). 
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Curva bifásica representa a fração bacteriana que sobreviveu à presença de antibióticos. Uma fração 

dos cultivos das cepas EC182 foram coletadas para contagem de UFC/mL após exposição aos 

antibióticos por 1 h, 3 h, 5 h, 24 h e 48 h. (A) adição de ampicilina 100 µg/mL, (B) ciprofloxacino 1 µg/mL 

e (C) gentamicina 10 µg/mL. A fração bacteriana persistente demonstrada nos gráficos foram obtidas 

pela divisão do número de UFC/mL do tempo zero aos depois tempos testados. No gráfico o quadrado 

preenchido refere-se a EC182 parental, quadrado vazado mutante em HipA/B e complementado é 

representado por triângulo preto invertido O ensaio foi realizado em meio MOPS, em triplicata biológica 

e triplicata experimental para cada cepa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

12. Curvas bifásicas de persistência da cepa EC182 
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Figura 13. Gráfico das células persistentes EC182 recuperadas após 5 e 24 horas 

de exposição a ciprofloxacino 

 

Ensaio de persistência a ciprofloxacino da cepa EC182. Em (A) bactérias sobreviventes após 5 h de 

exposição ao ciprofloxacino (1 µg/mL). Em (B) após 24 h. Em branco cepa parental, em preto mutante 

no sistema HipAB e as barras com listras verticais refere-se cepa complementada. As contagem das 

UFC/mL referem-se à média de três experimentos independentes realizados em duplicata. A 

significância estatística foi determina pelo teste t student entre as cepas parental e mutante (p=0,01), 

parental e complementada (não significante – NS).     
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Curva bifásica representa a fração bacteriana que sobreviveu à presença de antibióticos. Uma fração 

dos cultivos das cepas EC273 foram coletadas para contagem de UFC/mL após exposição aos 

antibióticos por 1 h, 3 h, 5 h, 24 h e 48 h. (A) adição de ampicilina 100 µg/mL, (B) ciprofloxacino 1 µg/mL 

e (C) gentamicina 10 µg/mL. A fração bacteriana persistente demonstrada nos gráficos foram obtidas 

pela divisão do número de UFC/mL do tempo zero aos depois tempos testados. No gráfico o quadrado 

preenchido refere-se a EC273 parental, quadrado vazado mutante em HipA/B e complementado é 

representado por triângulo preto invertido O ensaio foi realizado em meio MOPS, em triplicata biológica 

e triplicata experimental para cada cepa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Curvas bifásicas de persistência da cepa EC273  
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5.6.3 Formação de biofilme 
 

A fim de avaliar se hipA/B alteraria o fenótipo de formação de biofilme e a arquitetura 

estrutural da colônia, todas as cepas foram avaliadas quanto a formação de biofilme 

em superfícies abióticas (poliestireno e vidro) e em placas de cultura contendo uma 

grossa camada de meio YESCA. Em poliestireno, nenhuma das cepas testadas foram 

capazes de formar o biofilme. Porém em vidro, uma das cepas (EC273) não só formou 

biofilme, como foi possível observar uma diminuição estatística da formação do 

biofilme da cepa EC273∆hipAB em relação a cepa selvagem nas primeiras 24 horas 

de incubação (Figura 18). A arquitetura das colônias de ExPEC foram distintas e 

irregulares, quando comparadas as bordas regulares dos controles 042 e DH5α 

(Figura 19). O sistema hipA/B parece não alterar a arquitetura de ExPEC, uma vez 

que as colônias das cepas selvagens e mutantes apresentaram a mesma arquitetura.  

Em relação a formação do biofilme em meio YESCA, houve uma diminuição de 

aproximadamente 10 mm do diâmetro da colônia da EC273∆hipAB, quando 

comparada em relação a cepa selvagem (Figura 19). 

Ensaio de formação de biofilme em lâminas de vidro das cepas ExPEC após 24 h (em branco) e 48 h 

(em cinza) de incubação em TSB a 37 ºC. Os valores correspondem a média de três triplicatas, mais 

ou menos o desvio padrão. E. coli enteroagregativa 042 foi utilizada como controle positivo da formação 

de biofilme. A significância estatística foi determina pelo teste t student entre as cepas EC273 parental 

e mutante (p>0,05). NS = não significante.     

Figura 15. Formação de biofilme em vidro   
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Figura 16. Formação de biofilme em meio YESCA 

 

 

Formação de biofilme em meio YESCA, 10 µL do cultivo bacteriana de cada cepa foi inoculado no 

centro das placas de Petri e incubadas a temperatura ambiente por 14 dias. E. coli enteroagregativa 

042 foi utilizada como controle positivo e E. coli DH5α como controle negativo da formação de biofilme. 

As fotos apresentadas foram retiradas no 14º dia do ensaio. As imagens são a representação de duas 

replicatas biológicas.  

 

5.6.4 Ensaio de resistência ao soro humano  

 

O ensaio de resistência foi realizado a fim de avaliar se as amostras bacterianas 

seriam persistentes aos peptídeos inibitórios da via clássica do complemento presente 

no soro humano. A cepa parental EC182, EC182∆hipAB e EC182:hipAB (Figura 20A) 

foram capazes de sobreviver igualmente ao sistema complemento a 37 ºC por 30 min 

e 1 h. Igualmente, as amostras EC273 parental, EC273∆hipAB e EC273:hipAb 

sobrevivem (Figura 20B) à exposição ao soro humano, evidenciando que sistema 

hipAB não oferece nenhuma vantagem ou desvantagem em relação aos peptídeos 

inibitórios presentes no soro humano. A cepa DH5α, por sua vez, não foi capaz de 

sobreviver ao sistema complemente ativado em nenhum dos tempos testados.  
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Figura 17. Ensaio de resistência ao soro 

 

 

Ensaio de resistência ao soro humano. As bactérias foram recuperadas após incubação por 30 min e 

1 h com o soro humano ativo e inativado a 56 ºC. Em (A) EC182 e em (B) EC273. O círculo preto 

representa a cepa parental, quadro vazado cepa mutante em HipAB, e triângulo preto a cepa 

complementada. O triângulo vermelho virado para baixo refere-se a DH5α incubada com soro ativado, 

e o losango vermelho DH5α incubada com soro inativo a 56 ºC. As contagens referem-se a três 

experimentos independentes realizados em duplicata.  

 

5.6.5 Internalização EC182 e EC273 por macrófagos J774.A1  

 

Macrófagos fazem parte da primeira linha de defesa do sistema imune, e são 

responsáveis pela fagocitose de células ou partículas estranhas ao corpo. Para avaliar 

a taxa de internalização das ExPEC por macrófagos, as células J774.A1 foram 

infectadas com as cepas EC182, EC182∆hipAB, EC182:hipAB (Figura 21A), EC273, 

EC273∆hipAB e EC273:hipAB (Figura 21B) no MOI 100, durante 30 min. Após 
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infecção as células foram incubadas com concentrações inibitórias de gentamicina 

para eliminar as bactérias extracelulares. Após determinação da UFC/mL observou-

se todas as cepas apresentaram perfil similar de internalização por fagocitose, o que 

sugere que hipAB não favoreça o escape aos macrófagos ou a sobrevivência no 

interior celular.  

Figura 18. Internalização de ExPEC por macrófago J744.A1 

 

ExPEC internalizada por macrófagos J744.A1. Os macrófagos foram infectados durante 30 min no MOI 

100, bactérias extracelulares foram eliminadas pela incubação de 100 µg/mL de gentamicina por 2 h e 

a UFC/mL foi determinada ao fim do experimento. Em (A) cepas EC182 e em (B) EC273. Em branco 

cepa parental, em preto mutante no sistema HipAB e as barras com listras verticais refere-se aos 

complementados. As contagem referem-se à média de três experimentos independentes realizados em 

duplicata.    
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6 DISCUSSÃO 

 

Os sistemas toxina-antitoxina são genes amplamente difundidos em procariotos, em 

Mycobacterium tuberculosis mais de 80 sistemas TA foram encontrados, dos quais 

apenas 30 deles são funcionais (CHAN; ESPINOSA; YEO., 2016). Em E. coli K12, 36 

possíveis sistemas foram descritos, dos quais os sistemas do tipo II mais estudados 

e caracterizados são: MazF/E, ChpB/S, YafQ/Dinj, YoeB/YefM, HipA/B e MqsR/A 

(YAMAGUCHI; INOUYE, 2011). O sistema TA parece não ser essencial para o 

desenvolvimento celular, mas sim estar associado ao estilo de vida das bactérias, e 

sua diversidade pode estar relacionada à multiplicidade de função em bactérias. As 

possíveis funções relacionadas ao sistema TA são: resposta ao estresse, indução de 

persistência, proteção contra bacteriófagos e biofilme (CHAN; ESPINOSA; YEO, 

2016). 

Alguns sistemas já foram associados a determinados fenômenos, como por exemplo, 

o gene mqsR que codifica a toxina do sistema TA MqsR/A, originalmente conexo a 

regulação da motilidade, quorum-sensing e a um importante papel na formação de 

biofilme pela resposta ao autoindutor-2 (AI-2). Em um trabalho realizado por Brown e 

colaboradores (2009), a expressão de MqsR induziu a parada do crescimento 

bacteriano, no entanto, a co-expressão de MqsR e MqsA normalizou esse 

crescimento, e como esperado a deleção de mqsA foi letal para a cultura bacteriana. 

Soo e Wood (2013), demonstraram que MqsA e o complexo MqsR/A regulam 

negativamente a expressão de rpoS, um fator sigma de resposta geral a estresse, e 

também CsgD, um regulador de formação de biofilme. Ainda foi visto que, mqsR é um 

gene altamente regulado em E. coli que apresenta o fenótipo de persistência e parece 

desempenhar um papel essencial na sinalização celular. Dando suporte ao trabalho 

anterior, Wu e colaboradores (2015), ranquearam 21 genes candidatos de associação 
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ao fenótipo de persistência bacteriana na presença de diferentes antibióticos. Neste 

trabalho, seis sistemas TA do tipo II foram analisados, dentre eles, as deleções de 

mqsR e relE demonstraram redução da persistência bacteriana na presença de três 

antibióticos, os outros quatro (hipA, tisAB, lon e dinJ) apresentaram deficiência na 

formação de persistência na presença de um ou de dois antibióticos (WU et al., 2015). 

Em ExPEC poucas cepas foram mqsR positivas, demonstrando que a persistência 

nessa categoria pode estar associada a outros fatores. Os sistemas TA encontrados 

com maior frequência nas cepas de ExPEC estudadas foram MazE/F e HipA/B. O 

primeiro é fortemente associado a morte celular programada e proteção contra 

bacteriófagos, já hip foi o primeiro gene associado a persistência e sua expressão 

ectópica levou ao aumento da persistência em até 10.000 vezes em E. coli (MOYED; 

BERTRAND, 1983; KORCH; HILL., 2006). Neste sentido, o sistema HipA/B de dois 

isolados clínicos de ExPEC foram deletados. A deleção foi confirmada pela inserção 

do cassete de resistência a cloranfenicol. A retirada do cassete de resistência 

reestabeleceu o fenótipo de resistência e deixou uma “cicatriz” de aproximadamente 

300 pb. Para complementação, os mutantes foram transformados com plasmídeos 

responsáveis pela expressão constitutiva de HipA/B. Apesar de não ter sido verificada 

a produção das proteínas HipA e HipB por não dispormos de anticorpos contra elas; 

com as construções dos mutantes e seus complementados obtidas no presente 

trabalho foi possível a realização de testes fenotípicos de persistência bacteriana 

frente a diferentes antibióticos, formação de biofilme, resistência ao soro e 

sobrevivência em macrófagos.  

Ao deletar hipA/B nos dois isolados clínicos, observamos que a taxa de persistência 

frente a diferentes antibióticos foi a mesma tanto para a cepa parental EC273 quanto 

para a mutante. Black e colaboradores (1994), também observaram que as deleções 



83 
 

de HipA ou HipA/B, proporcionaram um fenótipo similar de persistência entre cepas 

parental e mutante. Isso se deve tanto por mecanismos redundantes de indução da 

persistência ou porque HipA não atua de forma importante em persistência, no 

entanto, ao expor a cepa EC182 ao ciprofloxacino, observamos uma diferença na 

formação de persistência após 24 h de tratamento que foi estatisticamente 

significativa. Também, Schumacher e colaboradores (2015) ao examinar a correlação 

entre a expressão de hipA/B e a formação de persistência em célula única, 

observaram que a expressão do sistema favoreceu a sobrevivência de bactérias 

expostas a ofloxacina, demonstrando que hipA contribui para formação de 

persistência em E. coli. Adicionalmente, Keren e colaboradores (2004), observaram 

que a exposição do mutante em hipA/B a fluoroquinolonas e mitomicina C, na fase 

estacionária, levou a uma redução da taxa de formação de persistência de 10 a 100 

vezes. Porém nenhuma diferença estatisticamente significante entre a cepa parental 

e mutante foi observada durante fase logarítmica.  

A deleção de hipA/B parece não interferir no fenótipo de persistência em todas as 

fases do cultivo bacteriano, porém, o sistema parece ser o principal determinante na 

indução de persistência na fase estacionária (KEREN et al., 2004). Corroborando com 

o que foi observado em EC182 entre as cepas parental e mutante, na indução de 

persistência após 24 h de exposição ao antibiótico da classe das quinolonas.  

A redundância dos sistemas nos cromossomos bacterianos dificulta o entendimento 

da contribuição individual dos sistemas TA na persistência, porém sabe-se que os 

sistemas TA possuem um papel importante na indução de persistência a condições 

estressantes, incluindo a exposição aos antibióticos (KEDZIERSKA; HAYES, 2017). 

Análise do transcriptoma de uma fração persistente de E. coli exposta a ampicilina 

demonstrou aumento significativo da expressão de genes relacionados a resposta 
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SOS (recA, sulA, uvrBA, umuDC), genes do operon phage-shock, genes 

relacionados a resposta ao choque térmico (cspH, htrA, ibpAB, htpX e clpB) e os 

sistemas TA dinJ/yafQ, yefM, relB/E, and mazE/F (KEREN et al., 2004). Os 

resultados do ensaio de persistência não foram homogêneos, e em EC273, mesmo 

após utilizar uma concentração de ciprofloxacino de 10 µg/mL, não observamos a 

diferença estatística na indução da persistência entre a cepa parental e mutante. 

Portanto, propomos algumas hipóteses para a não alteração do fenótipo de 

persistência, como: (1) presença de bomba de efluxo e (2) filamentação celular que 

reduziriam a concentração interna de antibiótico, e (3) indução da resposta SOS. 

Essa última sozinha parece não ser suficiente para induzir a persistência bacteriana, 

uma vez que foi descrito em literatura que as células suscetíveis e persistentes 

apresentaram indução similar da resposta SOS (GOORMAGHTIGH; VAN 

MELDEREN, 2019). Portanto, o entendimento e a caracterização da fisiologia das 

células persistentes, em nível individual são necessários, por ser a persistência: (1) 

um fenômeno complexo que envolve diversos mecanismos moleculares, que (2) 

parece depender fortemente do modelo experimental e do antibiótico testado, e (3) 

que deve ser estudada caso-a-caso. A associação entre sistema TA e persistência é 

bastante debatida e controversa. Alguns trabalhos, como os mencionados acima, 

descreveram a atuação do sistema TA na persistência bactéria, porém Fraikin e 

colaboradores (2020) consideram a associação simplista, e refutam alguns 

resultados contraditórios, como o trabalho realizado por Maisonneuve e 

colaboradores (2011). Nesse último, os pesquisadores observaram a redução da 

persistência ao deletar sucessivamente 10 sistemas TA. Posteriormente esse 

trabalho foi retratado, pois, a cepa E. coli K12 utilizada estava contaminada com o 

bacteriófago phi80, um importante contaminante laboratorial. Ao avaliar e reconstruir 
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os mutantes em uma cepa livre do contaminante, a deleção dos 10 sistemas não 

induziu a persistência aos antibióticos (MAISONNEUVE et al., 2018).    

 Tipicamente apenas 1 em 105 bactérias se tornam persistentes, porém observou-se 

um aumento de 1000 vezes na formação de células persistentes em E. coli portadoras 

do gene hipA7 (SHUMACHER et al., 2020; MOYER et al., 1983).  Foi descrito em 

literatura que a super expressão de HipA7 em baixa temperatura aumentou de 50-100 

vezes o fenótipo de persistência na presença de mitomicina C na fase estacionária. E 

a deleção do sistema hipA/B não afetou a concentração mínima inibitória dos 

antibióticos, mas reduziu as células persistentes de 10 a 100 vezes na fase 

estacionária (fluoroquinolona e mitomicina C). Quando tratado com mitocina C e 

ciprofloxacino, foi visto que o mutante em  ∆hipAB demonstrou 150 e 4 vezes menor 

formação de biofilme quando comparado com a cepa parental  em cepa laboratorial 

de E. coli (KEREN et al., 2004). HipA7 contém duas mutações, G22S e D291A, juntas 

essas substituições aumentaram o nível de células persistentes na população 

bacteriana. Outras substituições já foram descritas, como a P86L que apresentou taxa 

de persistência similar a hipA7 (SCHUMACHER et al., 2015).  

Ao analisar 477 isolados de UPEC e E. coli comensais em busca por mutantes em 

hipA, Schumacher e colaboradores (2015), encontraram 23 mutantes hipA7 e uma 

substituição P86L. As mutações que resultaram em altas taxas de persistência foram 

hipA7, hipA (P86L) e hipA (D88N), previamente isolada em cepas laboratoriais 

(KORCH et al., 2003). As substituições G22S e P86L aumentam a persistência pela 

redução da formação do complexo HipA/B e consequente inabilidade de reprimir 

completamente o operon hipA/B. Já D88N não alterou a formação do complexo e 

apresentou menores taxas de formação de células persistentes (SCHUMACHER et 

al., 2015). Ao comparar a sequência de HipA das cepas EC182 e EC273 com a 
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sequência depositada de MG1655, observou-se que HipA de EC273 possui oito 

mutações, são elas: I104L, D107N, V110I, H112R, N227R, A242T, K290R e S424T. 

HipA/B parece ser mais conservado em cepas ETEC e EXPEC e as mutações 

comumente encontradas foram: I104L, D107N, V110I, C112R, K234E, Q277R, 

K290R, K382R, N408T, P435R, R436E, I437Y, R438G, Y439S/I, e a deleção de K em 

440 (XU et al., 2020). A influência dessas mutações sob a indução de persistência ou 

no crescimento bacteriano ainda é incerto. Após expor EC273 ao ciprofloxacino, 

recuperamos 106 UFC/mL nas primeiras 5 h de tratamento e 103 UFC/mL após 24 e 

48 h. Ensaios futuros precisam ser realizados para definir se as taxas de células 

persistentes em EC273 resultam das mutações encontradas, e se sim, quais seriam 

as mais importantes para o fenótipo observado. 

Como dito, bactérias tolerantes são responsáveis pela incapacidade da erradicação 

da infecção, e consequente falha no tratamento com antibacterianos. Como os 

antibióticos bactericidas possuem como alvo processos presentes em células 

metabolicamente ativas, a subpopulação persistente de fenótipo variado sobrevive ao 

tratamento. Bactérias persistentes são uma importante causa de infecções 

recorrentes, especialmente causadas por bactérias formadoras de biofilme. A toxina 

HipA foi associada a formação de biofilme na presença de antibióticos, e a deleção do 

sistema hipA/B de E. coli BW25113 levou a uma redução da biomassa do biofilme em 

poliestireno. HipA parece influenciar na formação do biofilme pela produção de DNA 

extracelular que faz parte da massa do biofilme produzido por E. coli (ZHAO et al., 

2013). A deleção de hipA/B não influenciou a formação de biofilme em superfície de 

poliestireno ou em meio YESCA, porém sua ausência reduziu a formação de biofilme 

de EC273∆hipAB em superfície de vidro. A incapacidade das cepas EC182 em formar 

biofilme deve possivelmente independer da presença do sistema TA. Corroborando 
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com o que foi observado em EC273, Xu e colaboradores (2020), observaram a 

redução expressiva da formação de biofilme ao inibir a expressão de hipA/B em E. coli 

Nissle 1917 (EcN), a única E. coli utilizada como probiótico, sugerindo que hipA/B atue 

ativamente na formação de biofilme em EcN.   A formação de biofilme em meio YESCA 

possibilita avaliar a arquitetura de diferentes isolados bacterianos (EBERLY et al., 

2017). As cepas ExPEC apresentaram bordas irregulares quando comparada as 

cepas 042 e DH5α, porém entre cepas selvagens e mutantes não foram observadas 

alterações visíveis, sugerindo que o sistema HipA/B não influencia na arquitetura das 

colônias bacterianas. 

ExPEC é responsável por 80-90% das infecções urinárias adquiridas na comunidade, 

e por 30% dos casos de bacteremia. Uma característica comum as ExPEC é a 

capacidade em acessar a corrente sanguínea levando a septicemia. Para acessar e 

multiplicar-se na corrente sanguínea ExPEC precisa superar desafios ambientais 

(baixo ferro livre e tensão de oxigênio), e as defesas do hospedeiro, como: fagocitose, 

sistema complemento, e peptídeos antimicrobianos (MA et al., 2018). Portanto, 

ensaios de resistência ao soro a infecção de macrófagos J774.A1 foram realizados, 

para avaliar se o sistema hipA/B forneceria algum vantagem na capacidade de ExPEC 

sobreviver a condições de estresse clinicamente relevantes. Ao expor as cepas ao 

complemento presente no soro humano, não foi observado nenhuma diferença 

estatisticamente significante em relação as cepas parental ou mutante. Ambas 

apresentaram fenótipo de resistência ao soro, já esperado por tratarem-se de cepas 

ExPEC isoladas de infecção sanguínea. Ao realizar um modelo experimental de 

incubação das bactérias com soro humano e posterior incubação com ampicilina, 

Ayrapetyan e colaboradores (2015) observaram que os componentes do sistema inato 

presente no soro foram responsáveis pela indução da persistência e de células viáveis 
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não cultiváveis (VBNC). E que a exposição ao soro humano elevou a expressão da 

toxina HipA e RelE em Vibrio vulnificus. TA parece estar fortemente associado a 

indução de persistência, inclusive ao soro, e a indução de VBNC. Porém esse fenótipo 

não foi observado em ExPEC, possivelmente por essa categoria de E. coli possuir 

outras vias de indução a resistência ao soro. Os genes descritos na literatura, que 

tiveram sua expressão aumentada durante a infecção sanguínea compõem o 

polissacarídeo extra citoplasmático (ECP): cápsula K1, ácido colânico, Yjb 

exopolissacarídeo e peptidoglicano (MA et al., 2018).  

Macrófagos possuem estratégias antimicrobianas diversas, como: produção de 

espécies reativas de oxigênio (ROS), proteases, enzimas lipolíticas, peptídeos 

antimicrobianos, oxido de nitrogênio (NO), mecanismo de depleção de nutrientes, e 

autofagia (BOKIL et al., 2011). Todos os mecanismos descritos anteriormente são 

fontes de estresse para as bactérias, e, portanto, poderiam induzir a expressão dos 

sistema TAs. As cepas analisadas (EC182 e EC273) foram capazes de invadir e 

sobreviver aos mecanismos de contenção bacteriano presente em J744.A1. Ambas 

sobreviveram após 1 h de incubação com macrófagos, e todas as cepas, incluindo 

cepa parental, mutante e complementado responderam de forma similar a fagocitose. 

Desse modo, podemos inferir que HipA/B não participa na resposta ao estresse 

causado por macrófagos.   

Apesar da abundância e diversidade, a função dos sistemas TA ainda está sob 

debate. Algumas questões ainda estão em aberto, como por exemplo: Qual o 

benefício para as bactérias possuírem esses sistemas? Qual a necessidade biológica 

em albergar mais de uma cópia do mesmo sistema? Por que tantas cópias em 

genomas relativamente pequenos? Essas são questões ainda em aberto que 

revelam o potencial dos sistemas TA para o entendimento da fisiologia bacteriana e 
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possível desenvolvimento de terapias alternativas. Diversos fenótipos têm sido 

associados aos sistema TA, sobretudo a resposta a condições estressantes diversas, 

indução de morte celular programada e virulência. Se a presença de TA em cepas 

virulentas se dá pela incapacidade dos isolados em perdê-los ou se TA funciona 

como um “fator de virulência”, ainda é uma questão em aberto. Porém, sabe-se que 

as toxinas podem induzir dormência e morte celular em diferentes hospedeiros, 

inclusive em células eucarióticas como leveduras. E que, portanto, possuem um 

grande potencial para desenvolvimento de terapias alternativas a bactérias 

resistentes, estratégias anticancerígenas, antivirais e podem ainda ser utilizados 

como ferramenta biotecnológica (KRISTOFFERSEN et al., 2000).  

Quanto a sua funcionalidade, descrevê-los como único responsável por um fenótipo 

específico parece uma ideia tentadora, porém, considerada simplista e mesmo 

reducionista. Os sistemas TA parecem fazer parte do fenômeno de persistência, mas 

provavelmente atuem de forma redundante com outros genes. O que se sabe 

atualmente é que TA são sistemas pequenos, evolutivamente bem-sucedidos, 

abundantes e diversos, e são parte acessória do genoma de procariotos que se 

movem por transferência genética horizontal (HAYES; VAN MELDEREN, 2011; VAN 

MELDEREN; WOOD, 2017; DÍAZ-OREJAS et al., 2017; FRAIKIN; GOORMAGHTIGH; 

VAN MELDEREN, 2020).  

 

 

 

 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2017.00191/full#B9


90 
 

7 CONCLUSÃO  

 

No presente trabalho concluímos que, o sistema TA HipA/B está presente em 76 das 

100 cepas analisadas por PCR. HipA/B participou da indução da persistência após 24 

horas de incubação com o antibiótico ciprofloxacino apenas em um dos isolados 

analisados (EC182). A ausência de HipA/B em EC273 reduziu a formação de biofilme 

em superfície abiótica (vidro). O fenótipo de resistência ao soro humano e na 

sobrevivência intracelular em macrófagos não sofreu influência pela deleção do 

sistema HipA/B. Além disso, HipA da cepa EC273 possui oito mutações, e ensaios 

futuros precisam ser realizados para avaliar a importância desse achado. 
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