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Resumo

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) é uma categoria diarreiogénica composta por
isolados que expressam o caracteristico padrao de adesdo agregativa (AA) em associacdo com
células epiteliais. Nas cepas protétipo de EAEC, o fendtipo AA estd associado a presenca dos
plasmidios pAA que codificam para fimbrias de adesdo agregativa (AAF). Nao obstante, o
padrao AA € um evento multifatorial influenciado pela expressido de adesinas afimbriais, de
pili e de fimbriais ndo associadas aos plasmidios AA. Cepas de EAEC tipicas (pAA") sdo
proficientes na formacdo de biofilmes, caracteristica considerada fator de viruléncia
consensual desta categoria. Durante um estudo epidemioldgico, o isolado C. freundii (Cf) 205
demonstrando fenétipo AA foi isolado de uma crianga diarréica juntamente com a cepa de
EAEC 205-1. Em ensaios preliminares, foi mostrado que a adesdo bacteriana a células
epiteliais era intensificada em decorréncia da co-infeccdo por Cf 205 e cepas de EAEC. Este
estudo tem por objetivo determinar caracteristicas de patogenicidade em cepas de C. freundii
e definir os eventos biolégicos mediadores da agdo sinérgica de adesdo descrita. Ensaios de
adesdo a células Hela e de formacdo de biofilme, bem como a detec¢do de marcadores de
viruléncia de E. coli, foram realizados para determinar possiveis associagdes entre cepas de C.
freundii e diarréia. Todas as 28 cepas de C. freundii utilizadas no estudo foram negativas para
os fatores de viruléncia pesquisados. Isolados de C. freundii recuperados exclusivamente de
diarréia foram caracterizados pela expressdo do padrio AA e pela formacdo de intenso
biofilme, e, entdo, foram denominados C. freundii agregativo formadores de biofilme
(BACF). Para determinar a natureza do efeito sinérgico desenvolvido por C. freundii e cepas
de EAEC, ensaios de pré-condicionamento de meio de cultura foram conduzidos com o
intuito de verificar a ocorréncia eventos de sinalizagdo quimica. Adicionalmente, andlises de
ultra-estrutura baseadas em microscopia eletronica de varredura foram realizadas em
complemento a ensaios de agregacdo bacteriana e de formacao de biofilme para verificar o
envolvimento de apéndices bacterianos na acdo sinérgica descrita. A cepa de BACF 205
mostrou-se capaz de induzir agregacao bacteriana quando na presenga de cepas de EAEC. Os
agregados bacterianos eram mediados por apéndices flexiveis expressos por cepas de EAEC
que portavam genes para pilina F (fraA). Estruturas semelhantes foram visualizadas nos
biofilmes simples formados por cepas de EAEC traA-positivas, como também nos biofilmes
mistos intensificados em decorréncia da co-cultura de BACF 205 e cepas de EAEC fraA-
positivas. O aumento dos biofilmes mistos produzidos pela combinacdo BACF 205-EAEC
traA-positiva foi abolido por zinco, um inibidor especifico de pili F. Complementarmente foi
mostrado que zinco inibe seletivamente a maioria dos biofilmes formados por cepas de EAEC
tipicas isoladas de criancgas diarréicas. Em conclusdo, supostos pili F expressos por cepas
tipicas de EAEC incrementam a formagao de biofilmes mistos quando na presenca de BACF.
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Abstract

Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) are enteropathogenic strains that display the
distinctive aggregative adhesion (AA) when in association with cultured cells. In typical
EAEC strains, the AA phenotype is associated with specific fimbriae (AAFs) encoded by
plasmids (pAA). However, other factors, including afimbrial adhesins and pili, are also
associated with this adherence pattern, indicating its complex nature. The expression of
biofilms has been considered a consensual virulence factor among typical (pAA") EAEC
isolates. During an epidemiologic study focusing infantile diarrhea, AA-positive Citrobacter
Sfreundii (Cf) 205 and EAEC strains were concomitantly recovered from a severe case of
mucous diarrhea. Preliminary assays showed that the coinfection of epithelial cells with Cf
205 and EAEC strains led to an increase in the bacterial adhesion. The aim of this study was
to verify the occurrence of pathogenic traits in C. freundii strains as well as to identify the
biological events underlying the increase in bacterial adherence. Biofilm and adhesion assays
showed that C. freundii strains that displayed aggregative adhesion to HeLa cells and formed
strong biofilms were exclusively isolated from diarrhea. This subset of strains was then
named biofilm-forming aggregative C. freundii (BACF). All C. freundii strains were tested
negative for the EAEC fimbrial genes as well as for others E. coli virulence markers. In
attempt to define the nature of the synergic events developed by C. freundii and EAEC
strains, pre-conditioned media were used to verify the role of chemical signals in the studied
events. Additionally, bacterial aggregation and biofilm assays were carried out and
ultrastructurally analyzed employing electron microscopy. The increased adherence was
mediated by physical interactions among the bacteria and primed in the absence of chemical
signaling. Thus, significant increases in bacterial adhesion were also observed during the
formation of mixed biofilms on abiotic surfaces. Bacterial settling assays showed that EAEC
strains harboring F-pili genes (traA) were capable of forming bacterial aggregates only in the
presence of BACF. In scanning electronic microscopy analyses, it was observed that bacterial
aggregates as well as enhanced biofilms formed by BACF and traA-positive EAEC were
mediated by non-bundle forming, flexible pili. Moreover, mixed biofilms formed by BACF
and traA-positive EAEC strains were significantly reduced using nonlethal concentration of
zinc, a specific inhibitor of F pili. In addition, EAEC strains isolated from diarrheic children
frequently produced single biofilms sensitive to zinc. In conclusion, putative F pili expressed
by EAEC strains boosted the mixed biofilm formation when in presence of biofilm-forming
aggregative C. freundii.
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1- Introducao

Embora a incidéncia global de gastroenterites seja dificil de ser determinada, a
Organiza¢dao Mundial de Saide (OMS) estima que no ano de 2004 aproximadamente 2,1
milhdes de pessoas morreram vitimas de diarréia, o que corresponde a 3,7% do total de 6bitos
registrados. Em sua maioria (1,8 milhdes), os dbitos por diarréia ocorrem em paises nao
industrializados que apresentam renda nacional per capita inferior a U$ 935,00 (low-income
economies). Ademais, a diarréia €, em escala mundial, a principal causa de malnutricdo e a
segunda causa de morte em criangas menores de 5 anos, respondendo por 15-17% do total de
obitos nesta faixa etdria (aproximadamente 1,5 milhdes de 6bitos anuais) (WORLD HEALTH
ORGANIZATION; UNICEF, 2004; UNICEF, 2007; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2008).

No Brasil a mortalidade infantil atingiu, em 1999, taxa de 31,8 ébitos por mil nascidos
vivos. Apesar do declinio em todas as regides, os valores médios ainda sdo elevados, sendo
maiores na regido Nordeste (52,4 6bitos/1000 nascidos vivos) e na Norte (33,9/1000 nascidos
vivos). Seguindo o perfil de mortalidade infantil dos paises em desenvolvimento, os dados do
Ministério da Sadde revelam que no Brasil a diarréia ainda € a segunda causa de 6bitos em
criancas menores de cinco anos, respondendo por 5,5% do total de mortes (4.487 Gbitos) nesta
faixa etdria. A mortalidade proporcional por diarréia € elevada na regidao Nordeste (9,7%),
estando associada a condicdes insatisfatdrias de saneamento e de atencao a satde da crianga, e
baixa na regido Sudeste (2,7%) (MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

O patdgeno bacteriano comumente associado a formas endémicas de diarréia infantil
em paises em desenvolvimento é Escherichia coli. Esta espécie coloniza o trato intestinal dos
recém-nascidos nos primeiros dias de vida e compde a microbiota intestinal em humanos e
muitos animais (QUIROGA et al., 2000). Atualmente sdo conhecidas, pelo menos, seis
categorias diarreiogénicas de E. coli: E. coli enteropatogénica (EPEC), enterotoxigé€nica
(ETEC), enteroinvasiva (EIEC), enterohemorrdgica (EHEC), enteroagregativa (EAEC) e por
fim E. coli que adere difusamente (DAEC). Esta classificacdo estd baseada na presenca de
diferentes genes de viruléncia cromossomais e plasmidiais, que estdo ausentes em muitas
cepas comensais, bem como, em seus padrdes de interacdo com culturas de células e tecidos
(NATARO; KAPER, 1998). A EPEC, principal causa de diarréia aguda em criangas menores
de 2 anos, € caracterizada pelo fendtipo de adesdo localizada (AL), associada ao plasmideo
EAF (EPEC adherence factor), e pela lesao histopatolégica A/E (attaching-and-effacing) que
¢ facilmente demonstrada em culturas de células. ETEC € caracterizada pela produgdo das

enterotoxinas LT (heat-labile toxin) e ST (heat-stable toxin), e é classicamente vinculada a
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diarréia do viajante. Isolados de EHEC pertencem majoritariamente ao sorotipo O157:H7, sdao
caracterizados pela producdo da toxina de Shiga (Stx) e pelo paddo AL, e sdo responsdveis
pelos quadros de colite hemorrdgicas e pela sindrome urémica hemolitica (HUS). Cepas de
EIEC possuem a habilidade de invadir enterdcitos sendo genética e patogenicamente
semelhantes a cepas de Shigella spp.. DAEC € caracterizada pelo fenétipo de adesdo difusa e
por portar adesinas da familia Afa-Dr (NATARO; KAPER, 1998).

E. coli enteroagregativa (EAEC) € definida como a cepa que apresenta o caracteristico
padrao de adesao agregativa (AA) quando em associacdo com cultura de células eucaridticas.
Nas cepas protétipos, este fendtipo € associado a presenca dos plasmidios AA (pAA) que
codificam as fimbrias AAF (aggregative adherence fimbriae) e para duas citotoxinas
denominadas EAST1 (enteroaggregative E. coli heat-stable enterotoxin) e Pet (EAEC
plasmid-encoded toxin). O plasmidio AA € parcialmente conservado entre as linhagens de
EAEC; em conseqiiéncia, um locus genético do pAA, denominado CVD432, tem sido
utilizado como marcador molecular para EAEC em estudos epidemioldgicos (NATARO;
KAPER, 1998). O fator transcricional AggR, cujo gene é albergado pelo pAA, é considerado
o principal modulador da viruléncia de EAEC e controla ndo apenas a expressao de genes
codificados pelo pAA, como também, a expressdo de diversas informacdes cromossomais.
Relatos epidemioldgicos sugerem que as cepas CVD432-positivas que albergam AggR,
recentemente denominadas de EAEC tipicas, formariam um subgrupo inequivoco de cepas
patogénicas (HARRINGTON e al., 2006; FLORES; OKHUYSEN, 2009). Apesar dos
esfor¢os empregados na subclassificacdo das cepas de EAEC, dados controversos gerados por
estudos conduzidos em diferentes regides geograficas tornaram a epidemiologia e a patogenia
de EAEC questdes de dificil entendimento. No tocante a epidemiologia, permanecem
desconhecidos o significado da marcante heterogeneidade genética das cepas e a distribui¢ao
dos subtipos de EAEC na populagao mundial (HUANG et al., 2004).

Apesar das inconsisténcias, EAEC € considerada um patdégeno emergente relacionado
classicamente com diarréia persistente (WEINTRAUB, 2007), que € definida como o episédio
diarréico, iniciados como um quadro agudo de diarréia aquosa ou disenteria, que se mantém
por 14 dias ou mais (U.S.AGENCY FOR INTERNATIONAL DEVELOPMENT et al.,
2005). Esta forte associacdo € evidenciada em estudos realizados tanto em paises com
economias de baixo rendimento (low-income economies), como Bangladesh e India, bem
como em paises em desenvolvimento com economias emergentes, tais como México e Brasil
(BHAN et al., 1989; FANG et al., 1995; ALBERT et al., 1999; PEREIRA et al., 2007,
MOHAMED et al., 2007). EAEC também tem sido associada a surtos de diarréia aguda em
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criancas e em adultos; este fato tem sido demonstrado em paises desenvolvidos e em areas em
desenvolvimento (BHATNAGAR et al., 1993; CHAN et al., 1994; PRESTERL et al., 1999;
WEINTRAUB, 2007). Notavelmente, dados gerados em alguns estudos epidemiolégicos nao
relacionam EAEC a doenca diarréica, sendo este patotipo isolado frequentemente de pacientes
assintomdticos (QUIROGA et al., 2000). Contudo, a colonizag@o assintomdtica por EAEC
tem sido vinculada a malnutricdo e ao retardo do desenvolvimento infantil (STEINER et al.,
1998; GUERRANT e al., 1999). Estas associagdes inconstantes, geradas em estudos
epidemioldgicos sobre EAEC, podem ser explicadas pela plasticidade apresentada pelos
isolados de EAEC em relacio a seus fatores de viruléncia (OKEKE er al, 2000;
WEINTRAUB, 2007).

Diante da heterogeneidade genética apresentada por essa categoria de E. coli, a
expressdo de biofilmes é considerada um fator de viruléncia consensual entre as cepas de
EAEC (HUANG et al., 2004; TORRES et al., 2005; WEINTRAUB, 2007) . A formacao de
biofilme é um evento complexo que pode envolver espécies diferentes e inimeras adesinas.
Além do mais, a participacao de fatores nao associados a adesao tem revelado a complexidade
dos biofilmes bacterianos (BRANDA et al., 2005).

A patogénese da infeccdo causada por EAEC ndo estd totalmente esclarecida.
Contudo, alteragdes histopatolégicas em bidpsia e modelos animais ja foram relatadas e,
geralmente, sdo acompanhadas pelo aumento na producdo de muco, o que propiciaria a
colonizagao persistente do trato intestinal (STEINER et al., 1998; VILLASECA et al., 2000;
TORRES et al., 2005).

Atualmente sabe-se que caracteristicas classicamente vinculadas a cepas patogénicas
de E. coli ndo estdo restritas a esta espécie, sendo frequentemente compartilhadas por
representantes do género Citrobacter. Isolados de C. rodentium, agente etioldgico da
hiperplasia colonica murinica, sdo capazes de induzir a lesdo histopatolégica A/E a
semelhanca do que ocorre com a infeccdo humana por EPEC (SCHAUER; FALKOW, 1993;
DENG et al., 2001). Apesar de classicamente considerada espécie comensal da microbiota
intestinal humana, isolados de C. freundii sao esporadicamente associados a gastroenterites
com relatos de surtos de diarréia ocorrendo inclusive no Brasil. (DORAN, 1999; KONEMAN
et al., 2001). Estes indicios conduziram a identificacdo de cepas de C. freundii albergando
fatores de viruléncia homdlogos, e alguns até idénticos, aos ji descritos em outras espécies de
enteropatdgenos; dentre os quais ressaltam-se as toxinas Stx, LT e ST (GUARINO et al.,

1987; GUARINO et al., 1989; SCHMIDT et al., 1993; KARASAWA et al., 2002).
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2- E. coli enteroagregativa

No inicio da década de 80, Cravioto e colaboradores realizaram estudos sobre a adesao
de Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) a células HEp-2 que foram essenciais, nao
apenas, para a pesquisa no campo de EPEC, mas, também serviram de base para a descoberta
das duas tltimas categorias de E. coli diarreiogénica (EAEC e DAEC). Estes autores
demonstraram que a maioria das cepas de EPEC isoladas de surtos de diarréia eram capazes
de aderir a células HEp-2, cultivadas in vitro, na presenga de D-manose, ao contrario das
cepas de E. coli da microbiota normal (CRAVIOTO et al., 1988; CRAVIOTO et al., 1991).

Em meados de 1987, Nataro e colaboradores examinaram amostras de E. coli isoladas
em estudos sobre diarréia, realizados em paises em desenvolvimento, e concluiram, como
Cravioto e colaboradores, que muitas linhagens de EPEC aderiam a células HEp-2; no
entanto, os autores descreveram dois padroes distintos de adesdo (NATARO et al., 1987).
Eles perceberam que muitas cepas ndo pertencentes aos sorotipos de EPEC, e negativas para
EAF (EPEC adherence factor) também apresentavam adesdo, que momentaneamente foi
classificada como adesdao difusa (AD). As EPEC produziam um padrdo de adesdao muito
caracteristico, definido pela forma¢ao de microcoldnias sobre as células HEp-2. Este padrao
foi descrito como adesao localizada (AL) (NATARO; KAPER, 1998).

Em pesquisas posteriores, Nataro e colaboradores perceberam que o padrao de adesdo
difusa era, na realidade, constituido por dois tipos de adesdao diferentes. Desta forma o
fendtipo de adesdo “difusa” foi subdividido em adesdo agregativa (AA, aggregative
adherence) e adesdo, verdadeiramente, difusa. O fenétipo AA foi caracterizado pela auto-
aglutinacdo das bactérias aderidas a superficie das células HEp-2 e na laminula de fixacdo das
células, apresentando uma disposicdo semelhante a tijolos empilhados (do inglés, stacked-
brick). No fenétipo AD as bactérias eram vistas de forma dispersa sobre a superficie das
células HEp-2 com pequena aderéncia a laminula de fixacio (NATARO; KAPER, 1998).

Estudos feitos com cepas EAF-negativas isoladas de pacientes chilenos diarréicos,
comprovaram que 33% das amostras apresentavam fenétipo AA, enquanto que, apenas, 15%
das amostras isoladas de pacientes sauddveis apresentavam o mesmo fenétipo (P < 0,0002).
Com base nestas observacdes os autores propuseram a criagcdo de uma nova categoria de E.
coli diarreiogénica denominada, inicialmente, de E. coli enteroaderente-agregativa que mais
tarde foi simplificado para E. coli enteroagregativa (EAEC) (NATARO; KAPER, 1998)

Atualmente, EAEC € definida como a cepa de E. coli ndo secretora de toxinas ST e LT
que expressa o padrado AA resistente a manose na presenga de células HeLLa ou Hep-2. Esta

definicdo atinge um amplo espectro de clones, mantendo sob a mesma alcunha desde cepas
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altamente patogénicas e de distribuicdo global, tais como as de sorotipo O44:H18 e
O126:H27, bem como cepas ndo patogénicas (CZECZULIN et al., 1999). As bases
moleculares responsdveis pela manutencao de genes de viruléncia em determinadas linhagens
ndo estdo completamente elucidadas; contudo € sabido que fatores de viruléncia de EAEC sao
preferencialmente segregados em determinados sorogrupos classicos de EPEC (PEREIRA et

al., 2007).

2.1- Determinantes do fendtipo AA

Um dos principais eventos na patogénese das infeccdes entéricas € a colonizacdo da
mucosa intestinal mediada por fatores de adesdo especificos. Diante deste paradigma, o
fendtipo AA tem sido estudado detalhadamente em diferentes cepas de EAEC e diversos
fatores associados a este padrao de adesdo ja foram descritos, incluindo adesinas fimbriais e
afimbriais. Contudo, as fimbrias AAF expressas pelas cepas prototipo sdo os fatores melhor
caracterizados.

Em 1988, Vial e colaboradores demonstraram que, na amostra protétipo 17-2 de
sorotipo O3:H2, a capacidade de aderir de forma agregativa estava associada a presenca do
plasmidio pAA1l de aproximadamente 60 MDa (VIAL et al., 1988). Em meados de 1992,
Nataro e colaboradores relataram a existéncia de uma fimbria com 2-3 nm de diametro
disposta em feixes (bundle) presente na cepa 17-2, que foi denominada de AAF/I
(aggregative adherence fimbriae 1). Os genes necessdrios para a expressao de AAF/I na
amostra 17-2 (agg) estdo contidos no plasmideo pAAl, e formam duas regides distintas
separadas por um segmento de 9kb ndo necessdrio para a biogénese fimbrial (NATARO et al.,
1992; NATARO et al., 1993). Mais tarde, este segmento seria associado a expressdo da
primeira enterotoxina isolada de EAEC, nomeada por Savarino e colaboradores de EAST1
(SAVARINO et al., 1993).

Em 1997, Czeczulin e colaboradores identificaram na cepa protétipo 042 de EAEC
(sorotipo O44:H18) a segunda adesina fimbrial, necessaria ao fenétipo AA, denominado de
AAF/II. Esta fimbria é caracterizada por ter 5 nm de didmetro e apresentar estrutura rigida
formando feixes. Em semelhanca ao operon AAF/I, os genes associados a fimbria AAF/II
estdo localizados no plasmidio pAA2 de 65 MDa e organizados em duas regides, ndo
contiguas, separadas por um segmento de 12 kb (CZECZULIN et al., 1997).

Realizando a caracterizacdo genética de cepas de EAEC isoladas de pacientes
infectados com HIV que apresentavam diarréia persistente, Bernier e colaboradores

identificaram na cepa 55989 a fimbria de adesdo agregativa III (AAF/III) codificada por um

19



operon estruturalmente homoélogo aos das fimbrias AAF/I e II. Ao contrdrio das fimbrias
AAF/T e 1II, que sdo organizadas em feixes, a AAF/IIl é observada como filamentos
individuais, longos e flexiveis, apresentando um diametro de 3 a 5 nm (BERNIER et al.,
2002).

Embora possuam particularidades que sdo mais acentuadas em AAF/II, as fimbrias
AAF apresentam caracteristicas comuns as adesinas Afa-Dr, sendo, por conseqiiéncia,
consideradas integrantes desta familia. Considerando a organizacdo genética, os operons AAF
concentram os genes responsaveis pela biogénese fimbrial em um determinado locus (regiao
1) seguindo a tipica arquitetura genética dos operons Afa-Dr: chaperona, proteina tipo usher,
subunidade acessoria e subunidade principal (figura 1). No operon AAF/II o gene da
subunidade fimbrial compde uma regidao distinta daquela formada pelos genes acessorios e
estd posto imediatamente a jusante da respectiva chaperona. Além do mais, os variantes

AAF/I, II e III apresentam aminoécidos conservados em posi¢des tipicas e a caracteristica

Operon AAF/II - 12.012 pb

i Regido 1 (1 - 4.802) | Regiao3 1 i Regiio 2 H
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Figura 1-Mapa fisico do operon AAF/III evidenciando na regido 1 a tipica organizacio
genética de um operon da familia Afa-Dr: chaperona (Agg-3D), proteina tipo usher (Agg-
3C), subunidade acesséria (Agg-3B) e subunidade fimbrial (Agg-3A) (BERNIER et al., 2002).
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Figura 2-Alinhamento de seqiiéncia (ClustalW) das adesinas AAF codificadas pelos
operons agg (AAF/), aaf (AAF/II) e agg-3 (AAF/III). Os nimeros marcam a posi¢do dos
aminodcidos em relacdo a adesina codificada pelo operon agg-3. Os asteriscos indicam os
residuos conservados; e as setas, os aminoacidos caracteristicos das adesinas Afa-Dr. As setas
s6lidas indicam os residuos de cisteina que sustentam a alca N-terminal (BERNIER et al.,

2002).
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alca N-terminal, sustentada por ponte de cisteina, que marcam as proteinas da familia Afa-Dr
(figura 2) (CZECZULIN et al., 1997; BERNIER et al., 2002; BOISEN et al., 2008).
Recentemente, uma nova adesina vinculada ao fenétipo AA foi detectada na cepa de
EAEC tipica C1010-00 isolada na Dinamarca de uma crianca diarréica. Esta adesina,
denominada HdaA, ja havia sido identificada em uma cepa de DAEC (D1J1) isolada de um
caso de sindrome urémica hemolitica (HUS — do inglés hemolytic uremic syndrome). A
seqiiéncia predita para HdaA da cepa C1010-00 revelou identidade de 61% com a adesina
afimbrial M aglutinina, expressa por cepas de E. coli uropatogénica, e de 57% com a adesina
Afa-8 de DAEC. Embora na cepa C1010-00 a adesina seja codificada por um operon de
configuracdo genética Afa-Dr, andlises de seqiiéncia mostraram que HdaA pertence a um
grupo filogenético diferente do grupo formado pelos variantes AAF (figura 3). Ademais,
HdaA nao apresenta o dominio N-terminal caracteritico das adesinas Afa-Dr (BOISEN et al.,

2008). Apesar dos indicios, alguns autores insistem na pretensdo de reclassificar HdaA

AfaE-l
Superfamilia Dr

AfaE-V DaaE

Aggh (AAFRT)
AgyAd5T (AART)
AfaE-lll
Familia AFA Familia AAF

Agy3A
(ABFIY

Aafh

(AAF/

Aglutinina M

AfaE 8 P

HdaA  c1010.00
HdaA
Figura 3-Analise filogenética das adesinas pertencentes a Superfamilia Dr. A partir dos genes
depositados no GenBank, as seqii€ncias protéicas foram preditas excluindo-se o peptideo sinal,
alinhadas usando ClustalW e analisadas pelo método de agrupamento de vizinhos (Neighbor-
joining) para constru¢do do dendograma. Os variantes AfaE-I, IIl e V foram identificados em
isolados de trato urinario; DaaE foi isolado de DAEC associada a diarréia; os variantes AAF foram
isolados de EAEC e associados com diarréia; e aglutinina M e AfaE-8 foram isolados de cepas
veterinarias (BOISEN et al., 2008).
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adotando a denominacao AAF/IV (FARFAN et al., 2008).

O grupo liderado por James P. Nataro (Center for Vaccine Development, University of
Maryland, Baltimore, USA) tem empenhado esfor¢os na identificacdo de novos alelos AAF
que apresentem distribuicao freqiiente entre as cepas de EAEC. O intuito de tamanho esforco
€ a possivel descoberta de um variante AAF de ampla distribui¢do que fundamente a pesquisa
de uma vacina eficaz anti-EAEC. Abordagem semelhante tem sido usada a décadas com
ETEC, mas a identificacdo de 25 fatores de colonizacdo tem impedido o estabelecimento de
um imunobioldégico anti-ETEC de eficiacia comprovada. Os autores insistem com esta
abordagem apoiados na esperanca de que os fatores de adesdo de EAEC possam apresentar
menor diversidade (BOISEN et al., 2008).

Em contrapartida e apoiados na baixa freqiiéncia dos alelos AAF, alguns estudos
demonstram que o fen6tipo AA pode ser mediado por fatores ndo vinculados ao plasmidio
pAA. Estudando cepas de EAEC negativas para AAF e isoladas de diarréia no Brasil,
Monteiro-Neto e colaboradores caracterizaram a adesina afimbrial denominada Ap58
(aggregative protein 58). Ap58 € uma adesina resistente a manose que medeia o fendtipo AA
em cepas de EAEC atipicas de sorotipo O111:H12 (MONTEIRO-NETO et al., 2003). Na
India, uma adesina fimbrial que reconhece residuos de galactose (galactose-sensivel) e
homologa a bacterioferritina (citocromo bl) tem sido apontada como fator determinante do
fendtipo AA e da atividade de hemaglutinacao expressos por cepas de EAEC (GROVER et
al., 2001; GROVER et al., 2007). Wai e colaboradores implicaram uma proteina de
membrana externa de 38 kDa como sendo responsidvel pelo fenétipo AA e pela
hidrofobicidade celular apresentadas por cepas de EAEC isoladas no Japao (WAI et al.,
1996).

Ademais, foi descrito que o padrao AA em cepas de EAEC tipicas € assessorado pela
fimbria do tipo I (TIF). TIF € uma adesina sensivel a manose comumente encontrada em
cepas comensais e patogénicas de E. coli, como também em outras enterobactérias. Esta
adesina permite que as bactérias interajam com residuos de manose que compdem receptores
eucariotos. Desta forma, agindo como fator acessério, TIF acentua o fenétipo AA
desenvolvido por cepas de EAEC na auséncia de D-manose. Esses relatos t€m endossado a
natureza complexa do fen6tipo AA (MOREIRA et al., 2003).

Analisando a ocorréncias de seqiiéncias genéticas conservadas em uma colecdo de
cepas de EAEC, Nataro e colaboradores caracterizaram o locus gé€nico aap situado no
plasmideo pAA das amostras 17-2 e 042. Este gene, originalmente denominado aspU, €

responsavel pela expressdao de uma proteina de membrana externa denominada dispersina ( do

22



inglés dispersin), que, promovendo a distensdo das fimbrias AAF, modula a adesdo agregativa

e, consequentemente, a dispersao de EAEC pela mucosa intestinal (SHEIKH et al., 2002).

2.2- Patogénese e biofilme

A patogénese da infecgdo por EAEC ndo estd totalmente esclarecida. Contudo,
alteracOes histopatolégicas em bidpsia e modelos animais ja foram relatadas e, geralmente,
sao acompanhadas do aumento na producdo de muco pelos enterdcitos, que propiciaria a
colonizagdo persistente do trato intestinal (NATARO; KAPER, 1998; HUANG et al., 2004;
FLORES; OKHUYSEN, 2009).

Empregando cultura de 6rgéos in vitro (IVOC), Hicks e colaboradores demonstraram
que cepas de EAEC, apesar da interagdo com diferentes regides do trato intestinal,
comumente desenvolvem intensa adesdo a mucosa do cdlon, formando, neste sitio, densos
agregados que mantém a configuragdo AA visualizada em culturas celulares. As alteragdes
histolégicas foram té€nues e caracterizadas por alteracdes ultra-estruturais em lisossomos
secunddrios, indicando elevada atividade metabdlica. Algumas cepas, entre elas o prototipo
17-2, induzem vacuolizacdo dos microvilos quando em intima associagdo com a mucosa
coldnica. Em concordéancia com o quadro clinico de diarréia mucdide, caracteristica associada
a infec¢do por EAEC, as cepas frequentemente acentuam a producdo de muco pelo jejuno e
ileo em ensaios de IVOC. Nestes sitios de colonizagdo, a populacdo de EAEC encontrava-se
misturada a restos celulares e imersa no glicocdlice intestinal justaposto a “borda em escova”
(brush border) que, por sua vez, apresentava-se sem alteracoes histoldgicas (HICKS et al.,
1996).

Para o estabelecimento de infec¢des entéricas, os agentes bacterianos devem interagir
com a barreira de muco na tentativa de utilizd-la como matriz de adesdao ou de penetré-la,
atingido assim extratos mais internos que sdao menos afetados pelo fluxo intestinal
(STROCCHI; LEVITT, 1991).

Diante da heterogeneidade genética e da auséncia de alteracdes histopatolégicas
consistentes, a capacidade de formar biofilmes é considerado o tunico fator de viruléncia
consensual em EAEC. Este paradigma é endossado pelos recorrentes relatos que vinculam
EAEC a diarréia mucdéide e aos quadros persistentes, ambos de aspecto ndo absortivo, e que
fazem inferéncia a coloniza¢do macica do trato intestinal. Baseado neste modelo de infecc¢ao,
estudos tém mostrado que a infec¢do assintomatica por EAEC estd associada a redugdo do

desenvolvimento fisico infantil que, empiricamente, € sustentada pela mal-absorc¢ao intestinal
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decorrente da formacgdo de intenso biofilme (STEINER er al., 1998; HUANG et al., 2004;
FLORES; OKHUYSEN, 2009).

Biofilmes foram inicialmente definidos como comunidades bacterianas aprisionadas
em uma matriz polimérica associada a superficies bidticas ou inertes. Em fun¢do de variagdes
ambientais, a formagdo inicial dos biofilmes bacterianos pode seguir multiplas vias que serdao
determinadas pela expressao diferencial de vérios fatores envolvidos com a adesdo bacteriana
(BRANDA et al., 2005; VAN; MICHIELS, 2005). Nos estagios iniciais do desenvolvimento
de um biofilme, células planctonicas devem superar a corrente de fluidos e as forcas
repulsivas que se estabelecem entre a superficie de adesdo e a bactéria. Em E. coli, a adesio
inicial é promovida por varios apéndices superficiais que incluem flagelos e fatores cldssicos
de adesdo, tais como adesinas fimbriais e afimbriais.

Tornou-se notério que o biofilme de EAEC possui particularidades que o diferencia
dos biofilmes de cepas comensais de E. coli. Estudos demonstram que a fungdo flagelar
desempenha papel critico no desenvolvimento de biofilmes por E. coli, uma vez que,
contrapondo-se as forgas repulsivas, favorece o contato inicial entre bactéria e superficie de
adesdo. Contudo, cepas de EAEC constituem uma exce¢do. Mutantes iméveis, derivados da
cepa prototipo 042, mantém-se perfeitamente capazes de formar biofilme quando comparados
com a EAEC parental. Outra peculiaridade diz respeito a fimbria tipo I (TIF), fator que é
absolutamente necessdrio a formac¢do de biofilmes por diversas espécies de enterobactérias,
incluindo E. coli. Em relacio a EAEC, a participagdo de TIF na formagao de biofilme &
negligenciada, sendo os variantes AAF as tUnicas fimbrias descritas com comprovado papel
neste processo (VAN; MICHIELS, 2005). Antigeno 43 (Ag43) € uma adesina afimbrial
amplamente distribuida em E. coli que promove agregacdo bacteriana por meio do auto-
reconhecimento, facilitando, assim, a formagao de biofilmes. Diante dessas caracteristicas, é
predito que Ag43 atue como adesina importante utilizada pela microbiota indigena no
processo de colonizagdo intestinal. No entanto, mutagdes realizadas em Ag43 demonstram
que a adesina € dispensdvel durante a formacdo de biofilmes por EAEC (SHEIKH et al.,
2001; VAN; MICHIELS, 2005).

O desenvolvimento de biofilmes € um evento complexo que pode envolver muitas
espécies e um variado nimero de fatores; dentre estes, fatores nio vinculados a adesdo. Este
cendrio tem real¢ado a natureza multifatorial dos biofilmes bacterianos. Na cepa de EAEC
atipica C1096, negativa para os alelos AAF, a formagao de biofilme € mediada por um pilus
do tipo IV (PT4) codificado por um plasmidio (82 kb) do grupo IncIl (pSERB1) homdlogo ao
pR64 de Salmonella spp. O PT4 é codificado pelo locus pil que € albergado com mesma
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organizacdo genética pelos plasmidios pSERB1 e R64. Na EAEC C1096, o PT4 atua de
forma assessOria nos estdgios iniciais da formagdo do biofilme, promovendo adesdo a
superficie abidtica e a interacdo firme entre as bactérias que o compdem. Este pilus, que é
também conhecido como pilus “fino” -thin pilus-, esta envolvido em indmeros fenétipos em
patégenos gram-negativos, dentre os quais incluem-se adesdo a célula hospedeira, como
descrito em EPEC; motilidade do tipo twitching em cepas de Pseudomonas aeruginosa; e
conjugacao, como descrito para o plasmidio R64 (DUDLEY et al., 2006).

Além do pilus fino, a conjugacdo bacteriana envolve um outro tipo de pilus que é
essencial para o contato bactéria-bactéria (mating) em superficies sélidas e em liquidos.
Mediadores da conjugacdo envolvendo plasmidios F, estes pili sdo expressos por genes da
familia tra durante a fase exponencial da curva de crescimento (fase log) e sdo genericamente
denominados pili F (SOWA et al., 1983). Caracterizados como filamentos flexiveis que se
distribuem sem formar feixes (bundles), os pili F estendem-se por mais de 1um sondando o
ambiente em volta com a finalidade de estabelecer pares conjugativos (CLARKE et al.,
2008). A funcdo do pilus F € inibida por intera¢des especificas que ocorram na extremidade
deste filamento, como por exemplo, a adsor¢do de bacteri6fagos filamentosos e a acdao do
zinco. O tratamento de células F* com concentra¢des ndo letais de zinco (1 x 10° M) inibe
drasticamente a formacdo de pares conjugativos e, por conseguinte, de agregados bacterianos
(OU; ANDERSON, 1972; ACHTMAN, 1975; ACHTMAN et al., 1978).

Como exemplificado por PT4, atualmente € notério que o pilus conjugativo F serve a
propositos diferentes daqueles originalmente descritos. Plasmidios que expressam pilus F
tornam bactérias planctonicas tendentes a participar da formacao de biofilmes, propiciando,

por meio de ligagdes inespecificas, contatos inter-bacterianos e interacdes com superficies

abiéticas (GHIGO, 2001).

3- Modulacao da adesao bacteriana mediada por sinalizacdo quimica

Nas ultimas décadas, estudos sobre quorum sensing revelaram que este sistema,
inicialmente descrito como uma forma de controle intra-especifico da densidade populacional,
¢ um eficiente mecanismo utilizado para coordenar funcdes essenciais a sobrevivéncia de
organismos procariontes (SURETTE; BASSLER, 1998). Michael e colaboradores (2001)
relataram que Salmonella typhimurium era capaz de reconhecer infec¢des mistas por meio de
sinais de quorum sensing (autoindutores) produzidos por outras espécies bacterianas; desta
forma, ficou caracterizado que este sistema poderia ser utilizado para orquestrar, além de

funcOes intra-especificas, acOes inter-especificas (MICHAEL et al., 2001). Martino e
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colaboradores (2003) determinaram que o indol pode atuar como molécula sinalizadora para
regular a adesdo e a expressdo de fatores que promovem a formacdo de biofilme (MARTINO
et al., 2003). Os autores mostraram que oxindolil-L-alanina, um inibidor da sintese de indol,
foi capaz de atenuar a formacao de biofilme de diversos isolados clinicos, incluindo cepas de
Citrobacter koseri. Contudo nenhum efeito foi observado em cepas de Klebsiella pneumoniae
que sdo indol-negativas. Além do mais, alguns trabalhos tém revelado que sinais de quorum
sensing podem modular a expressdao genética em células eucaridticas; o que tornaria os
hormonios e os autoindutores sinais intercambidveis em uma linguagem comum a procariotos
e eucariotos (WILLIAMS et al., 2004).

Atualmente € notdrio que bactérias e células eucariontes interagem ativamente para a
promocao de processos patolégicos ou para a manutencao do equilibrio fisiolégico. Além do
mais, sabe-se que, durante a infec¢do, muitos organismos procariontes manipulam funcodes da
célula hospedeira para seu proprio beneficio (KOHLER et al., 2003). Em 2003, Bétis e
colaboradores comprovaram que cepas de E. coli que aderem difusamente (DAEC),
expressando adesinas da familia Afa/Dr, eram capazes de estimular a expressdo de receptores
na célula hospedeira, aumentando, assim, a adesao das préprias cepas de DAEC (BETIS et
al., 2003). Lyczak (2003) relatou que espécies da microbiota intestinal sdo capazes de
promover mudancas na distribuicdo do regulador de condutincia transmembrana da fibrose
cistica (CTFR), receptor eucarioto das adesinas de S. typhimurium; e que a adesdo deste
enteropatogeno fora aumentada em decorréncia dessa redistribui¢do de CFTR (LYCZAK,

2003).

4- Citrobacter spp. compartilham caracteristicas associadas a viruléncia de E. coli

Caracteristicas classicamente associadas a cepas patogénicas de E. coli ndo estdao
restritas a esta espécie. Citrobacter rodentium, agente etioldgico da hiperplasia coldnica
murinica e outrora denominado de C. freundii 4280, é capaz de produzir mudancas
histopatoldgicas idénticas a lesdo A/E decorrentes da infeccdo por EPEC. Seqiiéncias
homdlogas aos determinantes genéticos da lesdo A/E albergados por EPEC ja foram
identificados em C. rodentium. Em virtude dessas particularidades, C. rodentium atualmente
integra a familia A/E de enteropatdgenos, da qual também fazem parte os patotipos de E. coli
EPEC e EHEC e a espécie Hafnia alvei (SCHAUER; FALKOW, 1993; DENG et al., 2001).

C. freundii, que integra o complexo C. freundii juntamente com C. rodentium, tem
sido esporadicamente apontado como agente etioldgico de gastroenterites humanas, apesar de

classicamente considerados representante comensal da microbiota intestinal (DORAN, 1999).
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Estas observacgdes levaram a identificacdo, em cepas de C. freundii, de fatores de viruléncia
homdlogos, e alguns até idénticos, aos ja conhecidos em outras espécies diarreiogénicas.
Schmidt e colaboradores (1993) demonstraram a existéncias de genes relacionados a Stx II em
cepas de C. freundii isoladas de pacientes diarréicos. A andlise de seqiiéncia revelou que, em
compara¢do com os determinantes de Stx II de E. coli O157:H7, o gene da subunidade A
desta toxina difere em apenas 4 bases, resultando na substituicdo de 2 residuos de
aminoécidos. Contudo, a seqiiéncia de nucleotideos do gene da subunidade B da toxina de E.
coli mostrou-se idéntica aquela encontrada na cepa de C. freundii (SCHMIDT et al., 1993).
Karasawa e colaboradores (2002) detectaram em C. freundii, isolado de diarréia infantil, um
fator (CFXB) reconhecido por anticorpos dirigidos contra a subunidade B da toxina termo-
labil (LT) de E. coli. A andlise da biblioteca gendmica desta cepa mostrou que o gene cfxB,
com produto predito apresentando 73,8% de identidade com a subunidade B de LT, era o
determinante dos resultados positivos nos ensaios imunoldgicos. Fazendo analogia com as
seqiiencias genéticas que codificam LT em E. coli, os autores designaram de cfxA a fase de
leitura aberta localizada a montante de cfxB. No entanto, a seqiiéncia primaria de CFXA nao
apresentou homologia com a subunidade A de LT (KARASAWA et al., 2002).

Guarino e colaboradores (1989) relataram que cepas de C. freundii isoladas de diarréia
expressavam uma toxina idéntica em seus 18 aminodcidos a toxina STla de E. coli
(GUARINO et al., 1989). Além do mais, uma das cepas de C. freundii (AG2ST) fora isolada
de uma crianca (4 meses de idade) que também albergava E. coli produtora de ST1a. Estes
indicios fomentaram suspeitas acerca da possivel transferéncia inter-espécie dessa habilidade
toxigénica. Em seqiiéncia, os autores mostraram que ST1a albergado em plasmidios selvagens
era transferido com alta eficiéncia (freqiiéncia de transferéncia -FT- variando de 10 a 10
entre isolados clinicos de C. freundii e E. coli. Diante destes resultados foi sugerido que a
capacidade conjugativa fosse considerada fator de viruléncia em algumas espécies de
enterobactérias (GUARINO et al., 1987; ALESSIO et al., 1993).

Desde que os primeiros estudos sobre conjugacio de E. coli mediada por pili F foram
publicados, C. freundii tém sido apontados como eficiente par conjugativo (DE;
STOUTHAMER, 1971). Avaliando a transferéncia de plasmidios R expressando pili F e
albergados por E. coli, Corliss e colaboradores (1981) mostraram que isolados fecais de C.
Jfreundii igualavam-se em efici€ncia as cepas laboratoriais de E. coli quanto a habilidade para
formar pares conjugativos. Dos isolados fecais testados, apenas 30% se mostraram receptores
eficientes, dentre os quais figurava C freundii F-76 (FT de 10) que fora ultrapassado apenas

pela cepa-referéncia de E. coli (FT de 10™"). A capacidade conjugativa do transconjugante de
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C. freundii (F-76R") também foi testada com cepas de E. coli. A cepa F-76R" mostrou-se mais
competente (FT de 1,6 x 101 para transferéncia do plasmidio R do que o doador padrao de E.
coli (4,7 x 10%). Resultados semelhantes foram obtidos quando utilizados isolados selvagens
de E. coli, e compilado aos demais resultados ratificaram que as duas espécies formam um
excelente par conjugativo. Além do mais, os autores concluiram que a inaptiddo para atuar
como receptor durante a conjugacdo € uma caracteristica comum aos individuos da microbiota
intestinal indigena, e que excecdes a esta regra (figurada pela cepa C. freundii F-76)

representariam isolados da microbiota transitéria (CORLISS et al., 1981).

5- Justificativa

5.1- Cepas de EAEC tipicas AAF-negativas associadas com diarréia persistente

Durante um estudo epidemiolégico do tipo caso-controle sobre diarréia infantil
(PEREIRA et al., 2007) foram identificados vinte e quatro pacientes (18% do total de casos)
com diarréia persistente, dos quais foram isoladas 89 cepas de E. coli. A investigacdo
epidemioldgica acerca dos marcadores de viruléncia de EAEC mostrou que 22% destes
isolados albergavam plasmidios pAA (cepas CVD432"), freqiiéncia que foi estatisticamente
diferente daquelas encontradas nas cepas de diarréia aguda (9%, P < 0,001) e nas do grupo
controle (11%, P < 0.01). Além do mais, nenhuma das cepas pAA" isoladas de diarréia
persistente albergavam genes para as fimbrias AAF-I e II, e 55% delas albergavam a
seqiiencia CVD432 como o tnico marcador de viruléncia de EAEC. Embora os genes para
AAF nao tenham sido detectados nos isolados de diarréia persistente, os ensaios de adesdo
demonstraram que 33% destes isolados expressavam o fenétipo AA, indicando que as cepas
de EAEC isoladas de diarréia persistente poderiam utilizar outros fatores para adesao a células
HeLa. Juntos estes resultados fomentaram a idéia sobre a existéncia de mecanismos
alternativos de patogénicidade que pudessem endossar a associagdo estatistica observada entre

cepas de E. coli CVD432-positivas e diarréia persistente.

5.2- EAEC e C. freundii agregativo em evento sinérgico associado a diarréia

Neste estudo caso-controle cepas de C. freundii (Cf) foram isoladas juntamente com
EAEC de duas criancas (PEREIRA, 2004). A cepa Cf205 foi isolada de um paciente que
sofria de um quadro grave de diarréia mucdide, enquanto que a cepa Cf047 foi recuperada de
uma crianca assintomdtica. Ensaios fenotipicos mostraram que a cepa Cf205 apresentava o
caracteristico padrio de adesio AA indistinguivel daquele demonstrado pela cepa

diarreiogénica de EAEC 042 (figura 4). Em contrapartida, a cepa Cf047 apresentou adesdo
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Figura 4 -Padrao de adesao resistente a manose desenvolvido em ensaios com células HeLa
pela cepa protétipo de EAEC 042 e por cepas de C. freundii isoladas de crianca.
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tipicamente difusa. O isolamento de C. freundii demonstrando adesdio AA de uma crianca
diarréica fomentou as suspeitas acerca do potencial patogénico dessa espécie. Ensaios de
infec¢do mista foram desenhados com o intuito de avaliar os eventos biolégicos e o desenlace
fenotipico decorrentes da colonizacdo simultanea por C. freundii e cepas de EAEC tipicas
(figura 5). De inicio foi verificado que a pré-infeccio das células HelLa com Cf205
intensificava a adesdo bacteriana decorrente da co-infeccdo com cepas de EAEC tipicas.
Focando uma das cepas de EAEC tipica testada (340-1), a pré-infec¢do com Cf205 aumentou
em 10 vezes a ades@o de E. coli quando comparada aos ensaios de infeccdo simples (P <
0,001). Em situacdo oposta, a cepa Cf047, isolada da crianga assintomadtica, mostrou-se
incapaz de induzir qualquer aumento na adesdo bacteriana quando submetida aos ensaios de
infec¢ao mista (figura 5B).

Diante destes resultados foi iniciado um projeto de pesquisa visando (1) determinar a
ocorréncia do fenétipo AA em cepas de C. freundii e a possivel relagdo deste fendtipo com a
patogenia desta espécie e (2) esclarecer os eventos bioldgicos envolvidos com o efeito

sinérgico desenvolvido pelas cepas de EAEC e C. freundii em ensaios de infeccao mista.
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Figura 5 — Ensaios de infeccao mista. A- C. freundii (Cf) 205 induz o aumento da
adesdo bacteriana quando em combinacdo com cepas de EAEC tipicas. B- Ensaio
quantitativo de infec¢do mista. Cepa de EAEC 340-1 tem adesio a células Hela
aumentada em 10 vezes quando na presenga de Cf 205. “a” indica P < 0,001 para
comparagdo de dois grupos (teste t de Student para amostras independentes).
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6- Objetivos

6.1- Objetivo Geral
Determinar as caracteristicas genotipicas e fenotipicas que possam contribuir para o

esclarecimento do sinergismo envolvendo EAEC e C. freundii.

6.2- Objetivos Especificos

Determinar a presenga de genes de viruléncia ja descritos para patotipos de E. coli em
cepas de C. freundii.

Determinar a possivel participagdo de eventos de quorum sensing e crosstalk nos
eventos sinérgicos de adesao induzidos pela co-infec¢do de EAEC e cepas agregativas de C.
freundii.

Avaliar a importincia da interacdo fisica entre EAEC e C. freundii para a adesdo
bacteriana.

Estudar a formacao de biofilme simples por cepas de EAEC tipicas AAF-negativas e

de biofilme misto por EAEC e C. freundii.
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7- Material e Métodos

Meios de cultura, solucdes e preparo de material estdo descritos no Anexo 1.

7.1- Cepas bacterianas e pacientes

Durante o estudo do tipo caso-controle, a cepa de C. freundii (Cf) agregativo 205
(renomeada a posteriori C. freundii agregativo formador de biofilme — BACF 205) foi isolada
de uma crianca (com 1 ano e 1 més de idade) no quinto dia de um episédio severo de diarréia
mucdide apresentando, em média, 15 evacuagdes didrias. Além do mais, Cf 205 foi isolado
juntamente com a cepa de EAEC tipica 205-1 (CVD432"AggR*AAF/I'Pic’). Em situacdo
oposta, a cepa de C. freundii 047 apresentando adesdo difusa foi recuperada de uma crianca
assintomdtica (1 ano e 9 meses de idade) juntamente com a cepa de EAEC atipica 047-1
(genédtipo - CVD432'AAFPic*). A cepa de EAEC 340-1 de sorogrupo O128 (gendtipo -
CVD432"AggR*AAF/T'Pic") foi isolada de um caso persistente de diarréia mucéide afetando
uma crianca de 3 meses de idade. Esta cepa foi escolhida por que compartilha com EAEC
205-1 o mesmo gendtipo, quando considerados os marcadores de EAEC sondados. Outras 43
cepas de EAEC tipicas, isoladas no mesmo estudo e apresentando resultados negativos para
os determinantes genéticos das fimbrias AAF/I AAF/II foram utilizadas para avaliar o efeito
do zinco sob a adesdo bacteriana e a possivel ocorréncia de outros fatores de adesdo
envolvidos na adesdo de EAEC a células HelLa.

Adicionalmente 26 cepas de C.freundii isoladas de adultos foram utilizadas para
estimar a freqiiéncia do fendtipo AA e a capacidade de formar biofilme dessa espécie. Doze
cepas destas cepas de C. freundii foram isoladas pelo Laboratério Central de Satude Publica do
DF (LACEN-DF) (supervisdo da Dr* Licia R. Ferraz) de um surto de diarréia em adultos
veiculado por alimentos. Outras 14 cepas (10 isoladas de individuos assintomadticos e 4 de
pacientes diarréicos) foram isoladas de individuos aleatérios atendidos em laboratdrios
particulares de andlises clinicas que apresentaram resultados de coprocultura negativos para o
isolamento de Salmonella ssp. e Shigella ssp. As cepas protétipo de EAEC 042
(CVD432"AggR*AAF/II'EAST1 Pet'Pic Pap PilS) e 17-2 (CVD432*AggR"AAF/I'EAST1"
Pet Pic Pap'PilS*) foram utilizadas nos ensaios moleculares e fenotipicos como controles
positivos. Os isolados bacterianos foram preservados a -20 °C em caldo Luria Bertani (LB)
adicionado de 15% de glicerol. Quando da auséncia de cita¢do especifica, todas as culturas

bacterianas foram realizadas em caldo LB a 37 °C por 18 h e sob agitacao (200 rpm).
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7.2- Reacao da polimerase em cadeia (PCR) e iniciadores

Para extracdao do DNA, 1 mL de cultura bacteriana foi centrifugada (3.000 g/3 min.) e
o precipitado ressuspenso em 500 uL. de dgua desionizada. A suspensdo foi colocada em
banho-maria a 100 °C por 5 minutos e centrifugada (4.600 g/2 min.). O sobrenadante foi
utilizado como fonte de DNA total para as reacdes de amplificacdo. Os produtos de
amplificacdo foram resolvidos por eletroforese em gel de agarose (2% em tampao acetato pH
8,2) e visualizados apds coloragdo com brometo de etidio. Os iniciadores para o gene traA
foram desenhados baseados em seqiiéncias conservadas apresentadas pelos sub-grupos de
genes que codificam pilina F (FROST et al., 1985). Baseado na seqiiéncia depositada no
GenBank sob o nimero KO01147, o oligonucleotidio iniciador direto (5’-
AAGTGTTCAGGGTGCTTCTG-3’) foi desenhado para reconhecer a seqiiéncia peptideo
sinal de traA (posi¢ao 1940..1959), enquanto que o iniciador reverso (5’-
TATTCTCGTCTCCCGACATC-3’) foi posicionado no inicio do l6cus tral (posi¢ao
2305..2324). As anélises baseadas em alinhamento de seqiiéncias mostraram que o par de
iniciadores traA detectam os sub-tipos I (plasmidios F e ColVBtrp), Ila (ColB2), IIb (R124),
IIT (R1) e IV (R100) dos genes de pilina F albergados pelos plasmidios IncF (FROST et al.,
1985). As reagdes de PCR para a detec¢do de traA foram realizadas em 30 ciclos utilizando
nos passos de desnaturacdo, anelamento e polimerizacdo os respectivos comandos: 94 °C por
60 s, 60 °C por 60 s e 72 °C por 90 s. A cepa protétipo de E. coli XL1-Blue (gendtipo: F'
proAB lacIqgZAM15 Tnl0Tet") (Stratagene) foi utilizada como controle positivo para detec¢do
do gene traA. O desenho dos iniciadores usados na detec¢do do gene agn43 (tabela 1) foi
baseado na seqiiéncia depositada no GenBank sob o nimero AF237232. Os iniciadores
usados para detec¢do de marcadores moleculares dos patotipos de E. coli estdo descritos na
tabela 1, bem como as respectivas temperaturas de anelamento. Todas as cepas de C. freundii
e de EAEC utilizadas foram testadas para a presen¢a dos marcadores moleculares descritos na
tabela 1. Os iniciadores foram desenhados utilizando o programa GeneFisher disponibilizado
na rede mundial de computadores —  internet  (http://bibiserv.techfak.uni-

bielefeld.de/genefisher/old.html) (GIEGERICH et al., 1996).
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Tabela 1- Iniciadores utilizados em reacoes de PCR para deteccao de marcadores moleculares
de patotipos de E. coli.

Descricio do Fragmento Temp. de
Gene 1 N Seqiiéncia dos primers (5’-3”) esperado anelamento Referéncia
ocus o
(bp) (°C)
Antigeno 43 CGATCGATAAGCTAATAATAACC
agn43 (adesina) GAAGACCACCACTGGTGACA 332 > Este estudo
Marcadores de E. coli enteroagregativa
it Sonda AA CTGGCGAAAGACTGTATCAT 630 55.60 (PEREIRA
(CVD432) CCATGTATAGAAATCCGCTGTT et al., 2007)
Ativador CTAATTGTACAATCGATGTA
aggR transcricional CTGAAGTAATTCTTGAAT 324 >0 Este estudo
GCTAACGCTGCGTTAGAAAGACC (PEREIRA
aggA AAF GGAGTATCATTCTATATTCGCC 421 35-60 et al., 2007)
GACAACCGCAACGCTGCGCTG (PEREIRA
aafA AAF GATAGCCGGTGTAATTGAGCC 233 >0 et al., 2007)
GTATCATTGCGAGTCTGGTATTCAG (BERNIER
agg3A AAF/II GGGCTGTTATAGAGTAACTTCCAG 462 60 et al., 2002)
. L ATGAGCGTCATAACCTGTTC (DUDLEY
pils Pilus tipo IV CTGTTGGTTTCCAGTTTGAT 332 >3 et al., 2006)
g . TTCAGCGGAAAGACGAA (PEREIRA
pic Mucinase TCTGCGCATTCATACCA 200 2360 et al,, 2007)
ot Toxina codificada CCGCAAATGGAGCTGCAAC 1.133 55.60 (PEREIRA
p or plasmidio CGAGTTTTCCGCCGTTTTC : et al., 2007)
wsid Toxina termo- CCATCAACACAGTATATCCGA 1 55.60 (PEREIRA
‘ estdvel de EAEC GGTCGCGAGTGACGGCTTTGT et al., 2007)
Marcadores de E. coli enteropatogénica
Sonda Fator de adesao de CAGGGTAAAAGAAAGATGATAA 396 52 (PEREIRA
EAF EPEC TATGGGGACCATGTATTATCA et al., 2007)
vae Intimina CCCGAATTCGGCACAAGCATAAGC - 5 (PEREIRA
(adesina) CCCGGATCCGTCTCGCCAGTATTCG et al., 2007)
c Locus de GTCAGCGACAGATATAACATAC 450 54 (KYAW et
ese viruléncia LEE 2 AACGCATTCACCCTAATC al., 2003)
CTAACTTCTTTCCCCACAATC (KYAW et
escV LEE 3 TATCCCCAACAGGCAAAC 760 >4 al., 2003)
Marcadores de E. coli enterohemorragica
‘ ‘ TTTACGATAGACTTCTCGAC (FRATAMI
Stx Shiga toxina I e II CACATATAAATTATTTCGCTC 227 48 C(l)gegt;;l.,
WA hemolisin GGTGCAGCAGAAAAAGTTGTAG 1551 57 (SCHMIDT
) TCTCGCCTGATAGTGTTTGGTA : et al., 1995)
Marcadores de E. coli enterotoxigénica
faA-B Fator de CTATTGGTGCAATGGCTCTGACC . 55.60 (HAMERS
colonizacdo 1 GCAGCAGCTTCAAATTCTTTGGC et al., 1989)
3 Fator de CCACTCTAACCAAAGAACTGGC 250 60 Este estudo
: colonizagdo CS3 GGTGGTGGCAAAGCTAGCAGAG
Enterotoxina termo GGCGACAGATTATACCGTGC
liA 1dbil CCGAATTCTGTTATATATGTC 696 >0 Este estudo
estA Enterotoxina termo CAGGATGCTAAACCAGTAGAGT 174 60 Este estudo
: estével TCCCTTTATATTATTAATAGCACCC
Marcadores de E. coli uropatogénica
c Pilus P GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG 18 60 (DAIGLE et
pap rus ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA al., 1994)
. CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC (DAIGLE et
sfaD-E Fimbria S CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA 407 60 al., 1994)
Marcadores de E. coli de adesio difusa
CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG (DAIGLE et
afaB-C Operon Afa-Dr 50 166GCAGCAAACTGATAACTCTC 792 > al., 1994)
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7.3- Células HeLa

Para a manuten¢do de células HeLa foi utilizado meio DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium - Gibco BRL) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (Gibco
BRL) e antibidticos (ampicilina e estreptomicina). Apds o preparo, o meio foi esterilizado
utilizando filtros de 0,22 wm (SterivexTM—GP) e acondicionado a 4 °C. As células foram

cultivadas a 37 °C sob atmosfera de CO, (4%).

7.4- Ensaios de adesao a células HeL.a

Os ensaios foram realizados utilizando o método descrito por Mathewson e
colaboradores com algumas modificacdbes (MATHEWSON; CRAVIOTO, 1989). Células
HelLa (0,6x105cels./0riﬁcio) foram cultivadas em DMEM (10% SFB e antibidticos) com
atmosfera de 5% de CO, a 37 °C, utilizando placas de 24 orificios (Costar® - Corning
Incorporated, NY), montadas com laminulas de vidro (10x10mm), até atingirem 50-70% de
confluéncia. Entdo as células foram lavadas com salina tamponada com fosfato (D-PBS -
Dulbecco’s PBS) e o meio DMEM (sem antibiéticos) contendo 1,4% de manose foi reposto e
utilizado como meio teste. Para a determinacdo do padrio de adesdo 50 UL de cultura
bacteriana foram adicionados a cultura de células. Os testes de adesdo foram incubados por 3
horas a 37 °C. Apés o tempo de incubacdo, a cultura de células foi lavada 5 vezes com D-PBS
e as laminulas fixadas com metanol, coradas com May-Griiwald-Giemsa e analisadas por
meio de microscopia Optica para determinar o padrdao de adesdo desenvolvido pelas bactérias.
Os ensaios de inibicdo da adesdo foram realizados de forma semelhante utilizando DMEM-

manose acrescido de 0,5 mM de zinco.

7.5- Ensaio de infec¢cao mista (qualitativo e quantitativo)

Nos ensaios qualitativos de infec¢ao mista, células Hela foram cultivadas como
descrito no item anterior utilizando laminulas. Para os ensaios quantitativos, as células
(0,8x10° cels/pogo) foram cultivadas de forma semelhante utilizando placas de cultura de 12
pocos sem o uso de laminulas. Os ensaios foram realizados em dois periodos: em um primeiro
instante as células HelLa eram infectadas com C. freundii (periodo de pré-infeccao); em uma
etapa seguinte era realizada a co-infeccao com cepas de EAEC. A pré-infeccdo foi realizada
com 50 pL de cultura bacteriana por uma hora, e a co-infeccdo com 150 pL por 2 horas. Nos
ensaios qualitativos, as laminulas apds processo de coloragdo ja descrito foram avaliadas por

meio de microscopia Optica. Para a avaliagdo quantitativa da adesdo, foi empregada a
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contagem de unidades formadoras de colonias (UFC) apds a solubilizagdo das células (0,5%
Triton X100 em PBS), diluicdo (1:1000) e plaqueamento em meio sélido. Agar MacConkey
foi utilizado para diferenciagdo entre as coldnias de E. coli (rdpido fermentador de lactose) e

C. freundii (fermentador tardio de lactose).

7.6- Ensaio de adesao utilizando pré-condicionamento de DMEM e de células
HeLa

A influéncia de sinais quimicos (autoindutores) nos eventos estudados foi avaliada por
meio do pré-condicionamento do DMEM utilizando insertos permedveis (Transwell® -
Corning). Quando montados em placas de cultura, os insertos possibilitam a separacgdo fisica
dos pocos em dois compartimentos por meio de uma membrana permedvel de policarbonato
com alta densidade de poros (10 poros/cm®, com didmetro de 0,4 pum), a qual permite o
intercambio de substincias quimicas. Inicialmente placas de 24 orificios, semeadas com
células HelLa como descrito anteriormente, foram montadas com os insertos preenchendo a
camara inferior com 400 puL e a superior com 150 uL. de DMEM-manose. Apds o intervalo de
uma hora (37 °C) para o estabelecimento do equilibrio entre as duas camaras, 100 uL de
cultura bacteriana foi utilizado para inocular o compartimento superior do sistema e iniciar o
pré-condicionamento do meio. O DMEM foi pré-condicionado durante duas horas a 37 °C e
em seguida as células HelLa, no compartimento inferior, foram infectadas com 150 pL da
cultura bacteriana por duas horas. Ao término do ensaio, as células HelLa eram fixadas,
lavadas e coradas como ja descrito anteriormente. Com o intuito de avaliar a participacao das
células hospedeiras nos eventos bioldgicos estudados, células HelLa foram pré-condicionadas
pela adesdo bacteriana (50 pL de cultura por 1 h) tratadas com gentamicina (200 pg/mL por
45 min.), lavadas com PBS para retirada da populagao bacteriana aderida e, entdo, utilizadas

em ensaios de adesdo como descrito anteriormente.

7.7- Ensaio de agregacao bacteriana

Cinco mililitros de DMEM-manose aliquotados em tubo foram inoculados com 20 pL
da cultura bacteriana em fase estaciondria (18 h) e incubados em condig¢ao estatica a 37 °C por
18 h. A agregacdo bacteriana foi avaliada pela determinagdo da densidade 6ptica (OD 600nm)
gerada pelas células planctonicas no dpice da cultura (700 pL). Em seguida a cultura foi
homogeneizada e a densidade populacional no dpice da cultura foi novamente determinada. O
indice de agregacao foi calculado segundo a férmula: 1- (ODggp nm da cultura estatica = ODggo

»m da cultura homogeneizada).
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7.8- Cinética de sedimentacao

Os ensaios de sedimentacdo foram realizados em DMEM-manose, ou LB-manose
quando citado, utilizando culturas de 18h ou sincronizadas em fase exponencial (fase log) do
crescimento bacteriano (OD 600nm: 0,6-0,8). As culturas foram homogeneizadas e um total
de 700 pL de monocultura ou de culturas misturadas (350 pl. de cada monocultura) foram
colocados em cubeta (percurso Optico de 1 cm) e permaneceram no espectrofotometro para
registro do decaimento da OD ao longo do ensaio. Para observar as estruturas envolvidas na
agregacdo bacteriana, 10 uL de suspensdo bacteriana coletados no inicio do decaimento
6ptico foram depositados sobre laminulas de poliestireno (Thermanox™ - Nunc) adsorvidas
com poli-L-lisina e processadas seguindo o protocolo utilizado para microscopia eletronica de
varredura. Para avaliar a a¢do do zinco e do magnésio sobre a agregacdo bacteriana, os
respectivos elementos quimicos foram adicionados a cultura na concentragdo final de 1 mM.
Apd6s um minuto, as bactérias tratadas foram sedimentadas (3.000 g/3 min.) e o meio de
cultura foi reposto. Depois de homogeneizada a suspensdo bacteriana, o declinio da OD foi
registrado como ja descrito. A forma de sulfato heptaidratado mantida em solug¢do aquosa
estéril (0,1 M) foi usada como estoque das substancias testadas. As curvas de cinética de
sedimentagdo foram comparadas utilizando a taxa de sedimentacdo (TS h™) calculada pela

seguinte relagdo matematica: 2 X (ODyempo 1 — ODtempo 1430 min)-

7.9- Formacao de biofilme bacteriano sobre laminulas de vidro

Com o intuito de avaliar a formacao de biofilmes sustentados por cepas de C. freundii
e de EAEC, ensaios de biofilme foram realizados utilizando laminulas de vidro (20 x 24 mm)
como substrato de adesdo que foram acondicionadas em contéineres de 30 mL (Sterilin®) em
posicdo vertical. Preenchidos com 15 mL de DMEM-manose, os contéineres foram
inoculados com 5 uL de cultura bacteriana e incubados em posi¢ao inclinada (45°) a 37°C por
18h sob agitacdo (170 rpm). Quando para andlise em microscopia Optica, as laminas eram
lavadas em D-PBS, fixadas com metanol e coradas com solu¢do aquosa de cristal violeta
(0,1%). Para a andlise por microscopia eletronica de varredura seguia-se o procedimento
apontado adiante. Ensaios de inibicdo empregando zinco (0,25 mM) foram realizados de

forma semelhante.

7.10- Ensaio de triagem para formacao de biofilme e inibicao por zinco
A formagao de biofilme por cepas de EAEC foi também avaliada utilizando o método

descrito por Wakimoto e colaboradores que emprega placa de poliestireno contendo 96 pogos
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(WAKIMOTO et al., 2004). Concisamente, 200 puL. de DMEM-manose por po¢o foram
inoculados com 5 pL de cultura bacteriana. As placas foram incubadas por 18 h a 37 °C e os
biofilmes formados foram corados com CV (15 min.) lavados com D-PBS (200 uL/poco). Os
biofilmes foram quantificados utilizando a média do CV adsorvido (OD 630 nm) no fundo do
poco somado ao CV solubilizado por etanol (200 uL/poco). Os ensaios de inibicdo foram

realizados de forma semelhante utilizando DMEM-manose acrescido de 0,5 mM de zinco.

7.11- Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Os espécimes destinados a andlise por MEV foram processados seguindo métodos
corriqueiramente empregados. As amostras foram fixadas durante pernoite em solugdo
modificada de Karnovsky (5% de gluteraldeido e 4% de formaldeido em tampao cacodilato de
sodio 0,1 M) e pés-fixadas por uma hora em tampao cacodilato (0,1 M) contendo 0,5% de
tetroxido de 6smio e 0,8% de ferricianeto de potdssio. Seguiu-se entdo a desidratacdo em
acetona (30-100%), a secagem por ponto-critico de CO, e a deposi¢do de camada de ouro (20
nm) sobre as amostras. A andlise e a captura das imagens foram realizadas com o microscépio

de varredura eletronica Zeiss DSM 962.

7.12- Microscopia eletronica de trasmissao (MET)

Dez microlitros de cultura bacteriana em DMEM-manose (37 °C por 18 h) foram
colocados sobre telas de cobre (200 mesh) (Electron Microscopy Sciences, Fort Washington,
USA) cobertas com filme de carbono (Formvar). Apés 15 min em temperatura ambiente, as
amostras adsorvidas as telas eram negativamente coradas com 4cido fosfotingstico (solugao
aquosa de 2%, pH 7,2) durante 10 min, e entdo mantidas em temperatura ambiente até

secarem. As andlises foram realizadas usando o microscépio eletronico Joel Jem 100 C (Jeol).

7.13- Analise estatistica

A andlise estatistica e a expressdo grafica dos dados foram geradas utilizando o
programa estatistico SPSS versdo 13.0. Médias foram comparadas por meio do teste t de
Student para amostras independentes, considerando a homogeneidade de variancia testada
pelo método de Levene. Freqiiéncias foram analisadas por meio do teste exato de Fisher
bicaudal. Os resultados com valor de P < 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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8- Resultados

8.1- Citrobacter freundii agregativo formador de biofilme (BACF) isolado de
diarréia

Com o intuito de avaliar a ocorréncia do fendtipo AA em C. freundii, 26 isolados de
adultos, incluindo 12 cepas isoladas do surto de diarréia, 4 cepas isoladas de casos
esporadicos e 10 cepas isoladas de individuos assintométicos, tiveram seus fendtipos de
adesdo a célula HeLa determinados. Vinte cepas (77%) mostraram o padrao AA, sendo 13
delas isoladas de casos (incluindo 10 cepas do surto) e 7 recuperadas de controles. Esses
dados demonstraram que o fendtipo AA € uma caracteristica recorrente entre as cepas de C.
freundii, nao obstante a fonte de isolamento (caso ou controle).

Tendo em mente que o biofilme € considerado um fator de viruléncia em muitas
espécies bacterianas, as cepas de C. freundii foram testadas quanto a capacidade de formarem
biofilme sob matriz de poliestireno. Os ensaios revelaram a existéncia de um subgrupo
distinto de cepas. Seis isolados de C. freundii mostraram habilidade para formar biofilme
semelhante aquela desenvolvida por cepas protétipo de EAEC (ODgoonm superior a 0,76+0,06)
(figura 6). Em sua totalidade este subgrupo era formado por cepas associadas a diarréia que
expressavam o padrdo AA, e incluia 5 isolados de diarréia em adultos e a cepa Cf205, isolada
da crianca diarréica (figura 6A). Neste subgrupo de C. freundii que expressava AA a
habilidade para formar biofilme (1,11+0,29) foi estatisticamente diferente (P < 0,001) quando
comparada com as demais cepas AA-positivas isoladas de casos (0,38+0,12) ou de controles
(0,28+0,08) (figura 6B).

De forma semelhante, a heterogeneidade apresentada por EAEC determina a
ocorréncia de subgrupos de cepas capazes de formar biofilmes com diferentes niveis de
intensidade. Ciente de tal fato e considerando que a formagao de biofilme € fator de viruléncia
consensual em EAEC, foi criado o termo C. freundii agregativo formador de biofilme (BACF
— biofilm-forming aggregative C. freundii) com o intuito de evidenciar as cepas de C. freundii
com as seguintes caracteriticas: positivas para AA, proficientes na formacdo de biofilme e
associadas a diarréia. Em contrapartida, cepas de C. freundii de adesdo difusa ndo formaram
densos biofilmes, independente da fonte de isolamento (figura 6A).

Andlises baseadas em microscopia eletronica de transmissdo foram realizadas com o
intuito de caracterizar melhor os fatores de adesdo usados pelas cepas de BACF. As

micrografias mostraram que as células de BACF ndao demonstravam qualquer estrutura
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fimbrial disposta na superficie bacteriana (figura 7), resultado que indicava a ocorréncia de

adesinas afimbriais entre as cepas de BACF.
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Figura 6 - Biofilme formado por cepas de C. freundii. A- Biofilme formado por cepas
isoladas de diarréia e controles classificadas pelo padrdo de adesdo. B- Intenso biofilme
formado por um subgrupo de cepas AA-positivas isoladas de diarréia. “a” indica P < 0,001
para comparacao entre 2 grupos (teste T de Student para amostras independentes).
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0.5 um

Figura 7 - Micrografia eletronica de transmissio mostrando

células de BACF. Nio foram detectadas estruturas fimbriais dispostas na
superficie das células de BACF.

Com o intuito de detectar possiveis fatores de viruléncia vinculados a E. coli e
compartilhados por C. freundii, 23 marcadores moleculares (tabela 1) abrangendo 5 categorias
patogénicas de E. coli (EAEC, EPEC, ETEC, EHEC, DAEC e UPEC — uropatogénica) foram
testados. Todas as cepas de C. freundii apresentaram resultados negativos para os marcadores
testados.

Compilando os resultados iniciais, verificou-se que C. freundii isolado de humanos
expressa o fendtipo AA, sendo esta caracteritica frequentemente detectada (82%) em cepas
recuperadas de diarréia. Além do mais, dentre as cepas de C. freundii AA-positivas, um
subgrupo caracterizado pelo intenso biofilme formado foi exclusivamente associado a diarréia
e, em conseqiiéncia, foi denominado C. freundii agregativo formador de biofilme (BACF).

Diante da colonizacdo simultanea de dois agentes com fendtipo AA associado a um
episddio grave de diarréia, passou-se a investigar possiveis interacdes entre EAEC e BACF

que pudessem contribuir para o processo diarréico.
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8.2- Aumento da adesao bacteriana é um fenédtipo inter-especifico decorrente da
combinacio BACF-EAEC isolada de diarréia

Ensaios de infec¢do mista foram realizados para avaliar a adesdo desenvolvida pela
respectiva combinagdo bacteriana (C. freundii mais EAEC) recuperada do caso 205 e do
controle 047. Embora as cepas de EAEC 205-1 e 047-1 provocassem descolamento celular, a
adesdo desenvolvida pela combina¢do bacteriana isolada do caso 205 (BACF 205 e EAEC
205-1) foi maior do que aquela recuperada do controle 047 (C. freundii 047 ¢ EAEC 047-1)
(figura 8).

Pré-infecgao por C.freundii (1h) + Co-infecgao de EAEC (2h)

Y > T o T Sl - : : R
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Combinacgao bacter'ia‘na ‘isolada Combinagao bacteriana isolada
da crianga assintomatica 047 da crianga diarréica 205

Figura 8 — Adesao a céluas HeLa desenvolvida pelas combinacoes bacterianas (C. freundii e
EAEC) recuperadas da crianca assintomatica (047 e da crianca diarréica 205.

Para verificar se o aumento da adesdo bacteriana era um efeito inespecifico provocado
por qualquer combinacdo de cepas agregativas, ensaios de co-infeccdo utilizando apenas
cepas de EAEC foram realizados. Nao foram detectados aumentos na adesdo bacteriana
quando utilizadas as seguintes combinacdes: EAEC 340-1 ou 205-1 com cepas protétipo de
EAEC (042 ou 17-2); EAEC 340-1 com 205-1; e, co-infeccao com as cepas 042 e 17-2. Desta
forma, o aumento de adesdo observado passou a ser encarado como um evento sinérgico

especifico desenvolvido pela combinacio BACF-EAEC.

8.3- Sinalizacdo mediada por substincias quimicas e pelo contato com a célula
hospedeira

A participacdo de sinalizagdo quimica inter-especifica no aumento da adesdo
bacteriana foi avaliada usando insertos permedveis montados em placas de cultura. Os
insertos permitem a divisao dos pogos de cultura em duas camaras fisicamente separadas e

com livre intercambio de possiveis sinalizadores quimicos.
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O meio pré-condicionado por BACF 205 ou pelas cepas de EAEC estudadas ndo
induziu qualquer mudanga na adesdo desenvolvida por EAEC 042, EAEC 340-1 ou por
BACEF 205 (figura 9). Desta forma ficou evidente que, nas condic¢des testadas, o aumento da
adesdo nao estava diretamente vinculado a sinais quimicos.

Pré-condicionamento — Compartimento superior
C. freundii 047 BACF 205 1
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Adesao de EAEC 340-1 - Compartimento inferior

Controle

Co-cultura com BACF 205

Figura 9 - Ensaio de pré-condicionamento de DMEM utilizando insertos
permeaveis. Nao ha evidéncias de sinalizacdo quimica associada ao aumento da adesdo
bacteriana decorrente da combinagcdo BACF-EAEC. O experimento controle foi
realizado paralelamente na auséncia do inserto permedvel.

Considerando que o contato bacteriano com a célula hospedeira pode ser necessario
para o aumento da adesdo bacteriana, células HelLa pré-condicionadas pela adesdo de BACF
205 foram tratadas com antibidtico, lavadas para remogdo das bactérias, e entdo usadas em
ensaios de adesdo com cepas de EAEC (figura 10, painel B). Uma vez que a intensidade da
adesdo bacteriana manteve-se inalterada, concluiu-se que a célula hospedeira tinha
participacdo irrelevante no aumento da adesdo bacteriana.

Adicionalmente, ensaios semelhantes realizados na auséncia do passo de lavagem
mostraram que o fenétipo da adesdo aumentada podia ser iniciado por acdo exclusiva das
cepas de EAEC. Assim, a populacdo de BACF 205 aderida a células HeLa e inativada por
antibidtico ainda mantinha a habilidade de intensificar a adesdo das cepas 340-1 e 042 (figura
10, painel A). Este resultado mostra que a adesdo aumentada de BACF 205 desenvolvida nos
ensaios de infeccdo mista quando em combinacdo com EAEC 042 era, em parte, sustentado

pela acdo direta da cepa 042.
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Em suma, a adesdo bacteriana desenvolvida pelo par BACF-EAEC ¢ modulada por
interacdo fisica, em parte iniciada pelas cepas de EAEC, independentemente de sinalizag¢do

quimica e da participag@o da célula hospedeira.
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Figura 10 — Ensaio de pré-condicionamento de células HeLa pela adesao de BACF
205. Painel A — Adesdo de cepas de EAEC ¢ intensificada na presenca da populacio
inativada de BACF 205 aderida a células HelLa. Painel B — Células HelLa pré-
condicionadas pela adesdo de BACF 205 ndo induzem aumento da adesdo de cepas de
EAEC. Ap6s a infeccio com BACF 205, o tapete celular foi lavado para remogao do
pré-infectante e utilizado para testar a adesdao de BACF 205.
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8.4- EAEC albergando locus conjugativo (fraA) promove agregacao bacteriana
na presenca de BACF 205

Ensaios de agregacdo bacteriana e de cinética de sedimentacdo foram realizados para
verificar possiveis interagdes fisicas entre as cepas de EAEC e de C. freundii que pudessem
explicar o aumento de adesdo descrito.

Algumas culturas em caldo de E. coli agregam, e consequentemente sedimentam,
quando sdo mantidas em condi¢do estdtica; sendo a adesina Ag43, com capacidade de auto-
reconhecimento, o principal mediador bacteriano deste fendmeno. Endossando o resultado
positivo para Ag43 apresentado pela EAEC 042 em ensaio de PCR, sua monocultura mostrou
intensa agregacdo (indice de agregacdo de 0,99). Com a intencdo de avaliar possiveis
interacdes inter-especificas os ensaios foram conduzidos utilizando as cepas de EAEC 340-1,
205-1 ou 17-2 que foram testadas como co-culturas ou suspensdes bacterianas mistas em
combinagdo com BACF 205 ou C. freundii 047.

Os ensaios de agregacdo mostraram que a co-cultura de BACF 205 com EAEC 340-1
apresentava maior indice de agregacao (0,70£0,04) quando em comparagdo com a co-cultura
C. freundii 047-EAEC 340-1 (0,52+0,05) e as seguintes monoculturas: BACF 205
(0,34+0,11), EAEC 340-1 (0,53+0,05) e C. freundii 047 (0,53+0,05). Os ensaios de cinética
de sedimentacdo mostraram que os agregados bacterianos formados por BACF 205 e EAEC
340-1 ndo eram re-estabelecidos se a co-cultura fosse homogeneizada. Ademais, nao foi
observada agregacdo bacteriana quando monoculturas em fase estaciondria (18h) de BACF
205 e EAEC 340-1 eram misturadas. Compilados, os resultados indicavam que o fendmeno
envolvido na interacdo BACF 205-EAEC 340-1 deveria ocorrer em um momento especifico
durante o crescimento bacteriano e envolvia o reconhecimento inter-especifico.

Para verificacdo de tal hipétese, ensaios de cinética de sedimentac¢do foram realizados
empregando culturas sincronizadas em fase log do crescimento bacteriano (figura 11). Os
ensaios ratificaram que as cepas de EAEC 340-1 e 205-1 agregam, e consequentemente
sedimentam, somente quando na presenga de BACF 205 (figura 11A). Quando misturadas a
BACF 205, as cepas de EAEC 340-1 e 205-1 iniciaram uma queda constante na curva de
sedimentacdo (taxa de sedimentacdo [TS] = 0,5 h™') logo nos primeiro 15 minutos.
Contraditoriamente, a cepa de EAEC 17-2 ndo induziu agregacdo quando misturada a BACF
205. Além do mais, a sedimentagdo ocorreu na auséncia de auto-reconhecimento uma vez que
as monoculturas de EAEC e a de BACF 205 ndo agregaram (figura 11A). Imagens de MEV
revelaram que os agregados bacterianos eram mediados por longos e flexiveis filamentos que

se estendiam por até 2um promovendo interagdes entre as bactérias (figura 11B).
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Figura 11 — Ensaio de cinética de sedimentacio. Os nimeros entre parénteses indicam a
densidade Optica da suspensdo bacteriana apds a homogeneizagdo no tempo 120 minutos. A-
Cinética de sedimentacdo desenvolvida por BACF 205 e cepas de EAEC. A agregacdo
bacteriana ocorre em decorréncia das seguintes combinagdes: BACF 205 na presenca da
cepa de EAEC 340-1 ou 205-1 (cepas albergando traA). B- Micrografia (MEV) mostrando
pili flexiveis, dispostos sem formar feixes, mediando a formacdo dos agregados na
suspensao BACF-EAEC. Os pili estendem-se por 2um conectando outras bactérias que
formam o agregado.

Compilando os resultados, o reconhecimento inter-especifico em fase log e o
envolvimento de pili flexiveis alcangando 2um de comprimento indicavam a participacao de
pilus conjugativo F na formagao dos agregados bacterianos. Endossando o envolvimento de

pili F na agregacdo bacteriana, as cepas de EAEC 340-1 e 205-1 mostraram resultados
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positivos para traA (pilina F) em ensaios de PCR. Em contraposi¢do, a cepa de EAEC 17-2,

que nao induzia agregacdo na presenca de BACF 205, ndo albergava traA.

8.5- Zinco inibe a agregacio bacteriana promovida por cepas de EAEC ftraA-
positivas quando na presenca de BACF 205

Evidéncias adicionais acerca do envolvimento do pilus F com a agregacdo bacteriana
foram obtidas empregando zinco, um inibidor especifico de pili F. O tratamento com zinco
das cepas de EAEC 340-1 e 205-1 impactou negativamente as respectivas curvas de
agregacdo quando em presenca de BACF 205 (figura 12).

Em relacdo a cepa 340-1, a redugdo na taxa de sedimentacdo (considerando T, = 15
min e Ty415 = 30 min) foi de 78% (0,47 h™ versus 0,12 h™', P = 0,027). Inibi¢io semelhante foi
obtida nos ensaios com a combinacdo BACF 205-EAEC 205-1 que apresentou reducao na
taxa de sedimentacdo de 57% quando na presenca de zinco (0,57 h™ versus 0,24 h', P =
0,035). Em contrapartida, o tratamento da cepa 340-1 com magnésio acentuou a queda da
curva de sedimentacao (EAEC 340-1-BACF 205) que passou a ter inicio subito (T; = 0) com

taxa de sedimentacgao de 0,7 h'.
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Figura 12 - Cinética de sedimentacio bacteriana na presenca de zinco (Zn) e magnésio (Mg).
Efeito do zinco sobre a curva de sedimentacdo desenvolvida pelas cepas de EAEC 340-1 e EAEC
205-1 na presenca de BACF 205. Os ndmeros entre parénteses indicam a densidade Optica da
suspensdo bacteriana ap6os a homogeneizagdo no tempo 120 minutos.
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8.6- Agregacio bacteriana e a intensificacao de biofilme sao eventos vinculados

Os indicios que diretamente vincularam os eventos de agregacdo inter-especifica a
formagao de biofilme foram obtidos variando o tipo de meio de cultura empregado nos
ensaios. O crescimento em DMEM-manose de BACF 205 e EAEC 340-1 culminava na
agregacdo bacteriana € no aumento do biofilme formado, no entanto, a intensificagdo do
biofilme era abolida quando se empregava como meio de cultura LB-manose (figura 13).
Diante desta observagao, ensaios de cinética de agregagao foram realizados para determinar se
o reconhecimento inter-especifico entre BACF 205 ¢ EAEC 340-1 era também abolido
quando utilizado LB-manose. Como esperado, os resultados demonstraram a auséncia de
interacdo fisica entre BACF 205 e EAEC 340-1 em LB-manose, comprovando, assim, que a

agregacao bacteriana e a intensificacdo dos biofilmes eram eventos vinculados.

Cinética de sedimentagédo Biofilme formado (Sh)

BACF 205 + EAEC 3401
LB-manose

\ BACF 205

DMEM-manose
084 it B SR W .
; A F g

EAEC 3401
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0414

Absorbancia da suspensao bacteriana (OD 600nm)

BACF 205 + EAEC 340-1
DMEM-manose
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02+
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Figura 13 - Agregacio bacteriana e a intensificacao do biofilme desenvolvidos
pela co-cultura de BACF 205 ¢ EAEC 340-1 em DMEM-manose sao eventos
relacionados. Os biofilmes bacterianos foram formados em pogos de placas de
cultura sob condi¢do estatica. Cultura em LB-manose aboli a interacdo fisica entre
BACF 205 e EAEC 340-1 e a conseqiiente intensificagdo do biofilme formado
pela co-cultura BACF 205-EAEC 340-1.
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8.7- EAEC tipicas AAF-positivas induzem o aumento de biofilmes mistos quando
portadoras do locus tra

Para verificar a associacdo entre a presenca do locus tra e o aumento da adesdo
bacteriana, as cepas de EAEC tipicas 17-2 (traA-), 205-1 (traA+) e 340-1 (traA+) foram
testadas quanto a capacidade de intensificar a formagcdo dos biofilmes mistos quando na
presenca de BACF 205. As cepas de EAEC selecionadas compartilhavam a mesma fimbria de
adesdo agregativa (AAF-I). Além do mais, foi pesquisada a presenca de determinantes
genéticos para pili tipo IV de EAEC utilizando o par de iniciadores pilS (tabela 1). Fatores de
adesdo caracteristicos de outras categorias diarreiogénicas de E. coli também foram
pesquisados (tabela 1). Em complemento, a presenga de marcadores moleculares para as ilhas
de patogenicidade LEE e para o sistema de secre¢do do tipo III (tabela 1) foi verificada. Ao
fim da andlise molecular foi confirmado que, com a exce¢do do locus tra, as cepas de EAEC
17-2, 205-1 e 340-1 compartilhavam o mesmo gendtipo: pCVD432*AggR*AAF-I",PilS* e
Pap”.

Inicialmente, foi confirmado que a intensificagdo da adesdo bacteriana, anteriormente
visualizada com células HeLa, era reprodutivel sob as novas condi¢des experimentais que
incluiam cultivo ndo-estdtico e superficie vitrea como matriz para adesao (figura 14A). Desta
forma, os biofilmes mistos formados pela co-cultura de cepas de EAEC traA-positivas (340-1
e 205-1) e BACF 205 mostraram um aumento médio de 2,7 vezes quando comparados aos
biofilmes formados por monoculturas de EAEC 340-1 e 205-1 (P < 0,001) (figura 15A). O
aumento da adesdao foi observado nas duas faces da laminula demonstrando que a
intensificagdo dos biofilmes decorria de processos ativos de adesdo ao invés de mera
conseqiiéncia da sedimentacdo bacteriana (figura 14B). Em oposicdo, o biofilme misto
formado por EAEC 17-2 (negativa para traA) e BACF 205 (ODg3onm 0,431+0,084) nao
apresentou diferenca estatistica quando comparado ao biofilme formado pela cepa 17-2

(ODg30nm 0,383+0,079) (P = 0,237) (figura 14A e 15A).
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Figura 14 - Formacao de biofilme sobre laminulas de vidro. As micrografias mostram
a adesdo bacteriana desenvolvida nas faces superior (A) e inferior (B) das laminulas. A-
Biofilmes formados por monocultura de BACF 205 ou de cepas de EAEC foram
comparados com os biofilmes formados por co-cultura de BACF 205 e cepas de EAEC. A
intensificacdo dos biofilmes decorreu da co-cultura de BACF 205 e cepas de EAEC traA-
positivas. B- Micrografias de biofilmes formados na face inferior das laminulas. A
intensificacdo dos biofilmes foi visivel também na face inferior das laminulas indicando
que o aumento da ades@o bacteriana é resultado de um processo ativo ao invés de mera
conseqiiéncia da sedimentacdo bacteriana.
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8.8- Efeito do zinco sobre biofilmes formados por cepas de EAEC tipicas AAF-

positivas portadoras de traA

O envolvimento de supostos pili F na intensificacio dos biofilmes mistos
desenvolvidos pela combinacao BACF 205 e EAEC traA-positiva foi avaliado por meio da
adicao de zinco a cultura de biofilme (figura 15). Inicialmente, o efeito do zinco sobre a
formacgao de biofilmes simples foi avaliado. Os ensaio mostraram que 0,25 mM de zinco
(concentragdo 12 vezes menor do que o MIC do zinco) reduzia em 23% o biofilme formado
por EAEC 205-1 (P = 0,038) (figura 15A). Em relacdo as cepas de EAEC 340-1 e 17-2,
nenhuma reducdo no biofilme foi detectada. Contraditoriamente, o biofilme formado por
BACF 205 mostrou um aumento significativo de trés vezes em decorréncia da adi¢ao de zinco
a cultura (P < 0,001) (figura 15A). Em relacdao as cepas de EAEC traA-positivas, os
resultados indicam que os putativos pili F assumiriam varidvel relevancia durante a formacao
de biofilmes simples.

Por fim, foi avaliado o impacto do zinco sobre a formacdo dos biofilmes mistos.
Apesar do aumento da adesdo de BACF 205, a presenca de zinco reduziu significativamente
(P < 0,001) os biofilmes mistos formados por EAEC 205-1 (redugdo de 59%) ou por EAEC
340-1 (reducdo de 45%) quando na presenca de BACF 205 (figura 15A e B). Nestas
condi¢des os biofilmes mistos mostraram niveis semelhantes aqueles alcangados pelo
biofilme formado pela monocultura de BACF 205 na presenca de zinco (figura 15A). Como
esperado, o tratamento com zinco nao influenciou biofilme misto formado por BACF 205 e
EAEC 17-2 (cepa traA negativa) (figura 15A).

O efeito inibitério do zinco sobre os isolados albergando traA indica que pili F
expressos por EAEC tornam estas cepas predispostas a formagao de biofilmes mistos quando

cepas de C. freundii agregativas estao presentes.
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Figura 15 - Ensaio quantitativo de formacao de biofilme e inibi¢cao por zinco.
A- Quantificacdo dos biofilmes. Biofilmes formados por monocultura de BACF 205
ou de cepas de EAEC foram comparados com os biofilmes formados por co-cultura
de BACF 205 e cepas de EAEC. A co-cultura de BACF 205 e cepas de EAEC fraA-
positivas induzem aumentos significativos nos biofilmes formados. Na presenca de
zinco o fendbmeno de intensificacdo dos biofilmes € abolida. As letras “a”, “b”, “c”,
“d”, e “e” indicam P < 0,001 para a comparagdo entre dois grupos; “f” indica P <
0,05 (teste t de Student para amostras independentes). B- Formagao de biofilme
sobre laminulas de vidro. As micrografias mostram a adesdo bacteriana
desenvolvida na face superior das laminulas e a inibicdo provocada pela adi¢do de

concentracao nao letal de zinco a cultura bacteriana.
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8.9- Biofilmes analisados por MEV

As micrografias revelaram que o bioflme formado por BACF 205 ndo apresentava
qualquer apéndice extracelular (figura 16A). Em contraposi¢do, os biofilmes desenvolvidos
pelas cepas de EAEC 340-1 e 205-1 eram mediados por pili que conectavam a superficie
abidtica (figura 16B). Os pili ndo estavam limitados a regido polar das bactérias e,
ocasionalmente, eram vistos entrelagados formando estruturas mais espessas. Os biofilmes
intensificados em decorréncia do co-cultivo de EAEC 340-1 ou 205-1 com BACF 205 eram
também mediados por pili que, além da adesdo a superficie abidtica, frequentemente
promoviam interagdes bactéria-bactéria (figura 16C). Como esperado, o biofilme formado

pela cepas de EAEC 17-2, que € negativa para traA, ndo apresentou estruturas tipo pili

mediando a adesdo bacteriana (figura 16D).

Figura 16 - Micrografias (MEV) dos biofilmes formados por BACF 205 e cepas de
EAEC. A- Biofilme formado pela monocultura de BACF 205. B- Biofilme formado pela
monocultura de EAEC 340-1 (traA-positiva). C- Biofilme intensificado formado pela co-
cultura de BACF 205 e EAEC 340-1. D- Biofilme formado pela monocultura de EAEC 17-
2 (traA-negativa).
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8.10- Efeito do zinco sobre biofilmes produzidos por cepas de EAEC tipica

isoladas de criancas com diarréia e controles.

Com a intencao de melhor avaliar o papel de putativos pili F na formacgao de biofilme,
43 cepas de EAEC tipica, incluindo 24 cepas isoladas de diarréia e 19 recuperadas de
controles, foram testadas quanto a habilidade de formar biofilme na presenca de zinco (figura
17 e tabela 2). Empregando o nivel médio de reducdo (41,1%) apresentado pelas cepas
protétipo de EAEC 042 (traA*) como linha de corte, os ensaios revelaram a existéncia de duas
populacdes posicionadas em situagdes opostas (figura 17 e tabela 2). A linha de corte derivada
da reducdo provocada por zinco determina a capacidade de adesdo mediada pelas adesinas
protétipo da cepa 042 na auséncia da acdo de putativos pili F, uma vez que estes foram
bloqueados pela a¢ao do zinco. A maioria das cepas isoladas de diarréia foi posicionada acima
da linha de corte, demonstrando formagdo de biofilme sensivel ao zinco. Sendo mais
especifico, 16 das 24 cepas isoladas de diarréia localizavam-se acima da linha de corte,
enquanto que 17 das 19 cepas isoladas de controles posicionavam-se abaixo da linha (P <
0,001). Além do mais, dentre as 12 cepas isoladas de casos severos de diarréia (representadas
por simbolos sélidos: H, @), que incluiam 10 cepas de casos persistentes, apenas 3 cepas
formavam biofilmes resistentes a zinco (P < 0,001 quando comparado com o grupo controle)
(figura 17). E importante notar que em 11 cepas, incluindo 3 isoladas de diarréia, a presenca
de zinco intensificou a formacao do biofilme (figura 17 e tabela 2).

De inicio, esta abordagem simples ratifica que cepas de EAEC tipica e negativas para
AAF usam variados fatores de adesdo durante a formacao de biofilmes. Ademais, os ensaios
indicaram que a maioria das cepas de EAEC isolada de diarréia emprega pilus F (fatores
sensiveis a zinco) como o principal fator de adesdo durante a formacdo de biofilmes. Em
situac@o oposta, cepas de EAEC isoladas de controles freqiientemente utilizam-se de adesinas

resistentes a zinco na formacdo de biofilmes.
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Figura 17 — Efeito do zinco sobre biofilmes formados por EAEC tipica
isolada de criancas com diarréia e controles. Os dados representam a reducio
média dos biofilmes obtida apds 3 ensaios independentes. Representacao grafica
dos casos: m- diarréia persistente (acima de 14 dias), ®- diarréia com 12 dias de
duracdo, o- caos agudos.
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Tabela 2 — Distribuicdo de fatores de viruléncia em cepas de EAEC tipicas isoladas de
criangas diarréicas e assintomadticas classificadas de acordo com a sensibilidade do biofilme
a zinco.

Reducao do biofilme por
Adesinas de outras zinco
Marcadores moleculares de EAEC categorias de E. (classificacao decrescente)
Fatores de coli J/
adesdo
Cepas EAST-1 Pic AggR AAF PilS PAP AFA Ag43 TraA % Diarréia
298-2 + 74,0 +
329-4 + 73,4 +
8-5 711 +
220-4 + + + + + 70,7 +
292-4 67,8 +
119-5 + 67,2
343-1 “— + 67,2 +
240-1 + 64,1 +
286-4 + 63,4 +
298-3 + 59,6 +
240-3 + 58,1 +
241-1 + 57,8 +
3712 R -
340-3 + 51,5 +
64-2 ND ND 479
241-5 + + 471 +
Reducao do biofilme de EAEC 042 decorrente da inibicao de pili F /% 1% IR

64 n 410

64-4 + 40,8
401-1 + 38,7

115-1 m + + 35,0
384-5 + + 33,3

542 + 29,9

8-1 27,0

97-1 + 25,9
3713 + 22,9
292-3 14,8
340-4 + 14,3

115-5 7.9
401-2 6,3

52

83-5 +
329-3 +
286-1 + + +
384-4 + + +
319-5

91-1

i n

102-5 +

2-3 + + + -245,0

2-1 + + + -373,2

Abreviaturas: EAST-1, toxina termo-estavel de EAEC; Pic, mucinase de EAEC; AggR,
ativador transcricional de EAEC; AAF, fimbria de adesdo agregativa; PilS, pilus do tipo IV
de EAEC; PAP, pilus P; AFA, operon Afa-Dr; Agd3, antigeno 43; TraA, pilina F; +,
resultado positivo; III, AAF/IIT; ND, ndao determinado.
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8.11- Pili e adesao a célula HeLa

Em nossa cole¢ao de EAEC tipicas, composta em sua grande maioria por cepas AAF-
negativas, a sensibilidade do biofilme a zinco mostrou especificidade de 89,4 % e valor
preditivo positivo de 88,9 % quando utilizada como critério para segregacdo de cepas de
EAEC associadas a diarréia. Como esperado este grupo mostrou incrivel variagdo genética
(vide pdgina anterior, tabela 2), e para determinar se as cepas compartilhavam o mesmo
mecanismo biolégico no desenvolvimento do padrao AA, ensaios de adesdo a células HelLa
foram analisados por MEV.

De inicio, 4 cepas de EAEC que apresentaram biofilme sensivel a zinco tiveram o
desenvolvimento do fenétipo AA também desafiado. Como esperado, todos os isolados
apresentaram padrao AA sensivel a zinco em conformidade com a reducdo apresentada pelos
respectivos biofilmes (redu¢cdo média de 70,7+7,5%). A adesdo da cepa 220-1 representativa
desta observacdo é mostrada na figura 18. Em consonancia com a capacidade de formar
biofilme na presenca de zinco (com redugdo de apenas 41,1+3,6%), a cepa protétipo de EAEC
042 nio teve seu padrao de adesdo alterado por zinco (figura 18). Em situacdo completamente
oposta, a cepa de EAEC 2-3, que, isolada de controle, apresentou biofilme intensificado
(aumento de 4,4+1,2 vezes) na presenca de zinco, teve a adesdo a Hela aumentada, com
intensa aderéncia a superficie abidtica, quando desafiada com zinco (figura 18).

As imagens de MEV revelaram que as cepas de EAEC 220-1 (com adesao inibida por
zinco) e 2-3 (com adesao resistente a zinco) utilizavam diferentes estratégias para aderirem a
células HeLa (figura 19A e 19B). A cepa de EAEC 220-1, isolada de diarréia, apresentava
longos (> 2 um) e flexiveis filamentos mediando o contato com as células hospedeiras (figura
19A e 19C). Concordando com a configuracdo espacial caracteristica do padrao AA (adesao a
periferia celular), os apéndices bacterianos frequentemente aderiam a regido limitrofe das
células HeLLa. Ademais, os pili promoviam ndo sé a adesdo individualizada de bactérias, como
também mediavam a intera¢do de agregados bacterianos com as células HelLa (figura 19C).
Em situacdo oposta, a cepa de EAEC 2-3, isolada de controle, mostrou adesdao a Hela na

auséncia de pili (figura 19B).
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Figura 18 — Efeito do zinco sobre adesao a células HeLa desenvolvida por cepas de
EAEC. Cepas de EAEC isoladas de diarréia e de controle (criancas assintomdticas)
apresentam comportamentos antagdnicos quanto a adesdo a células HeLa.
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Figura 19 — Micrografias eletronicas de varredura mostrando a interacao de
cepas de EAEC tipicas com células HeLLa. A — Adesdo da cepa de EAEC 220-1
mediada por putativos pili F (setas solidas). B — Adesdo da cepa de EAEC 2-3
suportada na auséncia de pili. C — Visdo detalhada de agregado bacteriano formado
pela cepa de EAEC 220-1 interagindo com regido limitrofe de célula HeLLA por
meio de putativo pilus F.
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9- Discussao

Apesar de descrita a pelo menos duas décadas, ainda hoje muitos estudos sdo
realizados com o intuito de esclarecer a epidemiologia e a patogénese de E. coli
enteroagregativa. Estudos epidemioldgicos sugerem que cepas de EAEC portadoras de
plasmidios pAA, denominadas EAEC tipicas, seriam os reais representantes patogénicos desta
categoria heterogénea de E. coli (HARRINGTON et al., 2006). Diante da heterogeneidade
genética, a capacidade de formar biofilmes € atualmente considerada fator de viruléncia
consensual entre as linhagens de EAEC (FLORES; OKHUYSEN, 2009). Nao obstante as
tentativas de subclassificacdo desta categoria, EAEC € reconhecida como um enteropatogeno
cosmopolita e emergente com forte associacdo a diarréia persistente demonstrada, sobretudo,
em regides de economia em desenvolvimento (WEINTRAUB, 2007). Além do mais, a
colonizagdo por EAEC tem sido vinculada a manifesta¢des subclinicas, sendo a mal-nutri¢ao
e a reducdo no desenvolvimento fisico infantil os principais sinais clinicos descritos.
Teoricamente, estas manifestacdes seriam conseqiiéncias da formagdo de espesso biofilme
sobre o epitélio intestinal. Steiner e colaboradores (STEINER et al., 1998) sugeriram que
agentes bacterianos com acdo patog€nica ainda desconhecida poderiam estar envolvidos
juntamente com isolados de EAEC em eventos de formagdo de biofilme e de colonizacdo
persistente do intestino.

Citrobacter freundii € classicamente considerado espécie indigena da microbiota
intestinal apesar de esporadicamente ser associado a casos de diarréia. O isolamento de cepas
de C. freundii expressando a adesdo agregativa levantou suspeitas acerca do papel patogénico
desta espécie. Apesar do padrao AA ter sido identificado indiscriminadamente na maioria das
cepas de C. freundii estudadas (81% em casos e 70% em controles), ensaios posteriores
revelaram que os isolados AA-positivos e proficientes em formar biofilme estavam associados
exclusivamente com diarréia (P < 0,001) e, assim, foram denominados C. freundii agregativo
formador de biofilme (BACF), em alusao a EAEC.

Embora a presenca de genes de viruléncia de E. coli ja tenha sido demonstrada em
cepas de C. freundii (GUARINO et al., 1989; SCHMIDT et al., 1993; KARASAWA et al.,
2002), a caracterizacdo genotipica baseada na ocorréncia de 23 marcadores moleculares e
abrangendo 6 categorias patogénicas de E. coli ndo mostrou qualquer resultado positivo. De
inicio, estes resultados confirmaram que a adesdo agregativa era expressa pelos isolados de C.
freundii na auséncia das fimbrias protétipo de EAEC. Além do mais, os resultados negativos
conduziram a investigagdo de outros mecanismos associados a viruléncia dos isolados de

BACF.
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N3ao € inédito o fato de que o fenétipo AA vinculado a capacidade de formar biofilme
esteja associado a viruléncia de outras espécies bacterianas. Rocha e colaboradores (2007)
demonstraram que cepas uropatogé€nicas de Proteus mirabilis expressam o padrio AA e
formam biofilme ambos mediados, em parte, por uma fimbria especifica resistente a manose
(MR/P). Além do mais, nenhuma das cepas estudadas portava genes relacionados as fimbrias
de EAEC. Os autores relataram que, em semelhanca a EAEC, o fendtipo AA e o
desenvolvimento de biofilme por P. mirabilis sdo sustentados por um conjunto de adesinas
(ROCHA et al., 2007).

Hess e colaboradores (2004) mostraram que cepas uropatogénicas de C. freundii
portam um /ocus homdlogo ao determinante genético da fimbria tipo I (fim) de Salmonella
spp.. Apesar da homologia genética, em C. freundii os genes fim codificam uma adesina
afimbrial sensivel a manose (HESS et al., 2004). Neste trabalho, as andlises de microscopia
eletrOnica também apontam para a ocorréncia de adesinas afimbriais mediando a adesdo das
cepas de BACF. Mas em contraposicao as cepas uropatogénicas de C. freundii, os isolados de
BACF mantiveram a adesao bacteriana mesmo na presenca de manose, indicando a existéncia
de adesinas afimbriais resistentes a manose.

Fundamentado no fato de que BACF 205 fora isolado de um caso grave de diarréia
juntamente com EAEC, ensaios de infeccdo mista foram realizados com o intuito de
determinar a ocorréncia de um possivel sinergismo que pudesse esclarecer a associagdo com
diarréia desta peculiar combina¢do: BACF-EAEC. Inicialmente, os ensaios mostraram que a
associacdo entre BACF e EAEC proporcionava um significativo aumento na adesao
bacteriana a células HeLa, sendo este evento mediado por interacdo fisica entre as bactérias e
independente de sinaliza¢do quimica, ou da célula hospedeira.

Apesar de parecer 6bvio que o aumento da adesdo bacteriana decorreria da
combinacdo de quaisquer isolados AA-positivos, os ensaios de co-infec¢do determinaram que
o efeito sinérgico ocorria de forma especifica e somente quando a combinacdo testada era
BACF-EAEC. A cepa de C. freundii apresentando adesao difusa e isolada de controle (Cf047)
foi incapaz de interagir com as cepas de EAEC testadas. Ainda em relacdo a especificidade, a
caracterizacdo genotipica e os ensaios de inibicdo baseados na ac¢do do zinco trouxeram fortes
evidéncias de que a interacdo fisica entre BACF e EAEC era mediada por putativos pili F
expressos por cepas de EAEC portadoras de traA (traA-positivas). Ensaios de cinética de
sedimenta¢do mostraram que o zinco era capaz de inibir a agregacdo bacteriana iniciada por
cepas de EAEC traA-positivas quando na presenga de BACF. Em situacdo oposta, 0 magnésio

intensificou a agregacdo bacteriana decorrente da combinacdo BACF e EAEC fraA+. Outros
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estudos t€ém demonstrado que o magnésio pode intensificar a aderéncia mediada por pilinas de
E. coli (MCMICHAEL; OU, 1979), bem como, por pilinas de outras espécies de
enteropatogenos. Cepas de Aeromonas hydrophila, espécie da familia Vibrionaceae, aderem a
células epiteliais e a eritrécitos de vdrias espécies animais por meio de pili flexiveis
codificados (fxp gene) por plasmidios (CARRELLO et al., 1988; HO et al., 1990; HO et al.,
1992). Em semelhanca aos resultados apresentados neste estudo, Ho e colaboradores (1992)
mostraram que a hemaglutinacdo mediada pelo FXP pilus ocorria na presenca de manose e
era diretamente proporcional a concentragdo de ions magnésio.

Em complemento aos dados iniciais, a interacdo mediada pelo putativo pilus F
mostrou-se ser o principal evento envolvido na intensificagdo do biofilme formado pelo co-
cultivo das cepas de BACF e de EAEC traA-positivas. A formagao de biofilmes por E.coli é
um evento multifatorial e de cinética complexa (MAY; OKABE, 2008). A participacao de
fatores ndo devotados a adesdo na formacdo de biofilme tem sido descrita inclusive em
modelos experimentais utilizando cepas de EAEC (DUDLEY et al., 2006). Contudo, até o
momento da finalizacdo deste trabalho, este € o primeiro estudo que demonstra o
envolvimento de pili F na formagao de biofilme de cepas de EAEC tipica. Ademais, este €
também uma descri¢cdo inédita de um consdrcio bacteriano associado a diarréia humana e
mediado por um putativo pilus F que é formado por patégenos reconhecidos (EAEC) e
agentes com suspei¢do de viruléncia (C. freundii).

A importancia assumida pelos supostos pili F na adesdo de cepas de EAEC foi
ratificada pelo efeito do zinco sobre a formagao de biofilmes mistos. A presenca de zinco
reduziu de forma significativa os biofilmes formados pela combinacio BACF-EAEC, que,
sob estas condicdes, atingiram niveis semelhantes aos desenvolvidos pelas cepas de EAEC
quando em monoculturas.

O uso de zinco no tratamento e prevencao de diarréia € pratica de eficidcia comprovada
e incentivada pela Organizacdo Mundial da Satide (OMS), sobretudo em casos de diarréia
persistente. A OMS indica a suplementa¢do com zinco como método adicional ao uso dos sais
de reidratacdo oral (U.S.AGENCY FOR INTERNATIONAL DEVELOPMENT et al., 2005).
Embora comprovados os efeitos benéficos do uso de zinco no manejo da diarréia infantil, ndo
se conhece explicagdes objetivas e contundentes acerca da ac¢do anti-diarréica do zinco. Desta
forma, sdo recorrentes as argumentacoes baseadas na melhora da condi¢do imunoldgica ou na
inibicdo de enterotoxinas (AGGARWAL et al., 2007; LUKACIK et al., 2008). Utilizando
modelo baseado em EAEC, principal categoria bacteriana associada a diarréia persistente,

hipotetisamos que o zinco atua inibindo o evento sine qua non das infec¢Oes intestinais: a
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adesdo bacteriana. Uma vez mostrado que o zinco reduz a capacidade de EAEC para formar
biofimes mistos, passamos a avaliar o impacto do zinco nos biofilmes formados por
monoculturas de EAEC tipica, em sua maioria cepas negativas para os variantes AAF. Os
ensaios mostraram a presenca de dois grupos de isolados apresentando comportamentos
opostos em relacdo a sensibilidade do biofilme a zinco. Em consondncia com a hipdtese
sugerida, a maioria das cepas de EAEC recuperadas de diarréia mostrou formacao de biofilme
sensivel a zinco (16 de 24 casos), indicando o envolvimento de um putativo pilus F (ou de
outras adesinas sensiveis a zinco) como fator central na adesdao destes isolados. Em situacdo
oposta, 17 das 19 cepas isoladas de controle apresentaram aderéncia resistente a zinco,
sustentando que cepas de EAEC isoladas de controles aderem preferencialmente por meio de
fatores resistentes a zinco.

Paralelismo semelhante foi detectado em ensaios de adesdo com células Hela,
levando a comprovagdo, por meio de micrografia eletronica, que cepas selvagens de EAEC
isoladas de diarréia utilizam estruturas semelhantes a pili F e sensiveis a zinco para aderirem a
célula hospedeira. Desta forma, o zinco mostrou inibir seletivamente a adesao e o biofilme da
maioria das cepas de EAEC associadas a diarréia.

Em estudo epidemioldgico publicado anteriormente, relatamos a associagdo
inequivoca de EAEC com diarréia persistente infantil (P < 0,001) (PEREIRA et al., 2007).
Associacdes semelhantes sdo constantemente relatadas e endossadas por outros estudos
focando EAEC, sobretudo aqueles conduzidos em regides em desenvolvimento (HUANG et
al., 2004; FLORES; OKHUYSEN, 2009). Em nossa regido de estudo tal associa¢do conduz a
um paradoxo: “Como EAEC associa-se a diarréia persistente sem mostrar, inicialmente,
associacdo com diarréia aguda?”. Ademais, como um enteropatégeno comprovadamente
associado a diarréia persistente pode freqiientemente habitar o trato intestinal de pessoas
assintomaticas?

Baseados em nossos resultados e cientes da heterogeneidade advinda do conceito de
EAEC, sugerimos que existam linhagens de EAEC que apresentam diferentes estratégias para
formar biofilmes. Uma das estratégias utiliza-se de supostos pili F como fatores de adesdo
inespecificos capazes de interagir com células hospedeiras, com integrantes da microbiota
intestinal, além de substratos abidticos. Diante destas variadas possibilidades e contrariando a
competicdo com a microbiota, certas linhagens de EAEC se mantém colonizando a mucosa
intestinal de forma assintomadtica ou subclinica. Na ocorréncia de desequilibrios agudos no
ambiente intestinal, sejam eles infecciosos ou ndo, a EAEC fazendo uso da sua capacidade de

colonizagdo subjugaria a microbiota ou eventuais patégenos dando inicio a diarréia
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persistente. Neste processo de sucessdo micro-ecoldgica, a associacdo com diferentes espécies
determinaria a populacdo majoritaria do novo consorcio diarreiogénico. Em nosso atual objeto
de estudo, C. freundii agregativo integra este consorcio que é mediado por pilus F expresso

por E. coli enteroagregativa.

10- Perspectivas

A idéia sobre existéncia de consércios bacterianos associados a doenga humana foi
inicialmente proposta no campo da microbiologia oral como explicacdo para os eventos de
sucessdo micro-ecoldgica que ocorrem no desenvolvimento das doengas periodontais
baseadas na formacdo de biofilmes (SHU et al., 2000; RAMSEY; WHITELEY, 2009).
Alguns estudos t€m tornado notdério que outras infeccdes humanas possuem etiologia poli-
bacteriana (HARRISON, 2007) e que espécies patogénicas desenvolvem parcerias com
patégenos oportunistas com o objetivo de estabelecerem sitios de colonizagcdo baseados na
formacdo de biofilmes (KLAYMAN et al., 2009). Em relagao aos enteropatégenos, somam se
a estes aspectos os relatos demonstrando que categorias diarreiogénicas de E. coli utilizam
fatores de adesdo comuns aos encontrados em cepas comensais (RENDON et al., 2007).
Dentre estes fatores, os pili conjugativos t€m recebido considerdvel atencao (DUDLEY et al.,
2006; CLARKE et al., 2008; MAY; OKABE, 2008).

Neste estudo foi mostrado que C. freundii agregativo e E. coli enteroaggregativa,
ambos isolados de diarréia, estabelecem uma parceria durante o desenvolvimento de biofilmes
mistos que culmina com o aumento na adesdo bacteriana. O consorcio é mantido por meio de
putativos pili F expressos por EAEC que passam a atuar como fatores de adesdo inespecificos
interagindo com as células de C. freundii, a superficie de adesdo e a célula hospedeira. Diante

deste cendrio novas perspectivas de investigacao sdo visualizadas:
1- Identificar os determinantes bioldgicos responsaveis pela adesdo agregativa em
cepas de C. freundii? Seriam os mesmos que servem de sitio para a adsor¢ao do

pili F de EAEC?

2- Outras espécies encaradas como comensais da microbiota intestinal podem

influenciar a formacao de biofilmes por enteropatégenos classicos?
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3- Pili F expresso por cepas de EAEC tipicas podem favorecer a formacdo de

biofilmes mistos na presenca de outras espécies entéricas?

4- O subtipo de pilina F determina alguma caracteristica especifica em relacdo a
capacidade de adesdo a células HelLa e de formacdo de biofilme mistos em cepas

de EAEC tipicas?
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ANEXO - Meios de cultura, solucoes e preparo de material.

1- Meios de cultura

Caldo LB (Luria broth)

Peptona 10g
NaCl 10g
Extrato de levedura S5g
Agua destilada q.s.p 1000 mL

O pH foi ajustado para 7,4 e o meio autoclavado a 120°C (1 kgf/cm?) por 15 minutos.

Meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

Para a manutencdo de células HelLa foi utilizado meio DMEM com glicose (4,5 g/L)
(Gibco BRL) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado e antibidticos (250uL da
solug@o estoque [ampicilina/estreptomicinal/100mL de meio). Para os ensaios de adesdo a
células HelLa e formagao de biofilme o meio DMEM foi suplementado apenas com 1,4% de
D(+)manose (Vetec) (DMEM-manose). Apds o preparo, o meio foi esterilizado utilizando

filtros de 0,22 wm (SterivexTM—GP) e acondicionado a 4°C.

2- Solucoes

2.1 — Solucoes utilizadas nos manejo de células HeLa

Solucio estoque de EDTA (0,33M)
A solugdo teve o pH ajustado para 7,0 com Na OH (5,0 M), foi esterilizada por filtracdo
(Durapore® —0,22um) e estocada a 4°C.

Solu¢ao estoque de tripsina 5%

A solucdo teve o pH ajustado para 7,8 com NaOH (2N) e foi mantida em repouso durante a
noite a 4 °C. Entao, o pH foi ajustado para 7,6, a solucio clarificada e esterilizada por filtracao
(papel Whatman 1 e membrana de PVDF Durapore®— 0,22um-, respectivamente) e estocada a

-20°C.
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Solucio estoque de antibiéticos (ampicilina/estreptomicina)

Ampicilina 5.000.000U
Sulfato de estreptomicina 500.000U
Agua destilada 10 mL

A solugdo foi esterilizada por filtragdao (Durapore® - 0,22um) e acondicionada a —20°C.

D-PBS Modificado (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline)

Cloreto de célcio dihidratado 0,13 ¢
Cloreto de potdssio 02¢g
Fosfato de potdssio monobdsico 02¢g
Cloreto de s6dio 8¢g
Fosfato de sddio dibasico (anidro) 15¢g
Agua destilada q.s.p 1000 mL

Apbs o preparo, o pH da solucdo foi ajustado para 7,0 — 7,4, esterelizada por filtragao

(SterivexTM—GP) e armazenada a 4 °C.

2.2- Solucoes utilizadas em procedimentos de coloracao

Soluc¢ao aquosa de cristal violeta (CV)
Cristal violeta em concentracdo de 0,1% foi mantido em solu¢cdo aquosa armazenado em
frasco de cor ambar a temperatura ambiente. No momento do uso, a solugdo de cristal violeta

foi filtrada utilizando membrana filtrante (Millipore - 0,22 um).

Solucao May-Griinwald para uso
No momento do uso, a solugdo estoque de May-Griinwald (solu¢do alcodlica modificada
para microscopia - Merck) foi diluida 1:20 em tampdo S¢rensen e filtrada utilizando

membranas filtrantes 0,22 um (Millipore). O tempo de coloracdo € de 1 hora.
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Solucao estoque de Giemsa

Giemsa 0,362 g
Metanol 30,43 mL
Glicerol 19,56 mL

A solugdo foi mantida em temperatura ambiente e acondicionada em frasco ambar.

Solu¢ao de Giemsa pra uso.

No momento do uso a solugdo estoque de Giemsa foi diluida 1:40 em tampao S¢rensen e
filtrada utilizando membranas filtrantes 0,22 um (Millipore). O tempo de coloracdo € de 1

hora.

Tampao S¢rensen utilizado na coloracao de células HeLa

Solucgdes iniciais

Solugdo A 0,908% KH,PO4

Solucdo B 0,947% Na,HPO,
O tampao S¢rensen foi obtido ajustando pH da solucdo B em 7,3 utilizando a solugdo A.

No momento do uso o tampao foi diluido (1:2) em dgua destilada.

2.3 — Solucoes utilizadas em procedimento de eletroforese em gel de agarose.

Tampao Acetato 40X (TAE)

Trizma base (CO4H;;NO3) 1938 g
Acetado de Sédio (tri-hidratado) 1089 g
EDTA (Merck, titriplex) 149 ¢
Agua destilada q.s.p 1000 mL

Ajustar o pH da solug@o para 8,2 e armazenar a temperatura ambiente. Concentracdao de uso

1X.
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Tampao para amostra de DNA (10X)

Sacarose 65% (m/v)
Tris-HCI (pH 8.0) 10 mM
EDTA 10mM
Azul de Bromofenol 0,3% (m/v)

Soluc¢ao de Brometo de Etidio para deteccao de fragmentos de DNA

Solucdo aquosa de brometo de etidio com concentracdo de 10 mg/ml foi utilizada como
solugdo estoque e mantida a 5° C em franco de cor ambar. Para coloracdo de fragmentos de
DNA separados em gel de agarose a solu¢do de uso foi preparada adicionando 25 uL da

solucdo estoque em 500 mL de dgua destilada.

3- Tampao Cacodilato de sédio (0,1 M)

Cacodilato de sédio 4,28 g
Cloreto de célcio 25 g
Acido clorfdrico 0,2N 2,5 mL
Agua destilada q.s.p 200 mL
pH final 7,4

4- Criopreservacao de amostras bacterianas

Ap6s cultura por 18 horas a 37° C em meio LB, a cultura bacteriana foi acrescida de
glicerol estéril em concentracdo final de 15% (v/v). Apés homogeneizacdo, a cultura era

aliquotada e mantida a temperatura de 20 °C negativos.

5- Preparo de laminulas para microscopia

Adsorc¢ao de poli-L-lisina em laminulas de poliestireno
Poli-L-lisina em concentracdo de 0,01% [poly-L-lisina (hidrochloride) Sigma Company]
foi mantida em solu¢do aquosa e armazenada a 5°C. No momento do uso laminulas de

poliestireno (Thermanox "™ - Nunc) foram adsorvidas com 50 uL de poli-L-lisina durante 30
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minutos em temperatura ambiente. Apds o tratamento, as laminulas foram rapidamente

imersas em dgua destilada e postas pra secar em temperatura ambiente.

Preparo de laminulas para ensaios de adesao e formacao de biofilme

Laminulas de vidro (com dimensdes de 10 x 10 mm para ensaios de adesao a HeLa e 20 x
24 mm para ensaios de formacdo de biofilme) foram fervidas em Extran 1% por alguns
minutos, enxaguadas com dgua destilada quente, passadas em solu¢do aquosa contendo etanol
(4%) e acido acético (1%) e, em seguida, acetona pura. Apds enxaguar duas vezes em agua
destilada, as lamilnulas foram acondicionadas (separadas por papel de filtro) e esterilizadas

em autoclave (120°C —1kgf/cm2— por 15 minutos).
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