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RESUMO

Escherichia coli patogénicas extraintestinais (EXPEC) causam colibacilose
aviaria, infecgdes do trato urinario e meningite neonatal em humanos. A cepa
EXPEC MT78 é virulenta in vitro e in vivo, e possui a habilidade de invadir
células eucaridticas. Para melhor entender o fendtipo invasivo dessa cepa, foi
criada uma biblioteca de mutantes aleatdrios pela técnica de mutagénese
marcada com assinatura, e os mutantes foram selecionados negativamente em
ensaio de invasdo a fibroblastos aviarios. Mutantes atenuados apresentaram
mutagcdo em genes do operon da fimbria do tipo 1 e nos genes de metabolismo
de acucares treA e bglB. Foram feitos mutantes especificos para o gene que
codifica a enzima trealase periplasmatica (TreA) e para o0 operon de
metabolismo de B-glicosideos (bgl). O mutante MT78AtreA apresentou, frente a
cepa selvagem, diminuicdo na capacidade de adesao e invaséo a fibroblastos
aviarios, na expressao da fimbria do tipo 1 e na capacidade de colonizar a
bexiga de camundongos em modelo de infeccdo urinaria. O mutante
MT78Abgl também apresentou, frente a cepa selvagem, diminuicdo na
capacidade de adesédo e invasao a fibroblastos aviarios e na capacidade de
colonizar a bexiga de camundongos em modelo de infec¢do urinaria, mas néo
mostrou alteracdo na expressdo da fimbria do tipo 1, medida por aglutinacao
de leveduras. Os resultados deste trabalho mostraram que a trealase
periplasmatica afeta a expressédo da fimbria do tipo 1 e a viruléncia in vivo da
cepa EXPEC MT78, enquanto o operon do metabolismo de -glicosideos afeta
a virulénciain vivo da cepa EXPEC MT78 por um mecanismo ainda nao-

elucidado.

Palavras-chave: Escherichia coli patogénica extraintestinal, mutagénese

marcada com assinatura; fimbria do tipo 1; trealose; p-glicosideos
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ABSTRACT

Extraintestinal pathogenic E. coli (EXPEC) cause colibacillosis in birds, urinary
tract infections and neonatal meningitis in humans. The EXPEC strain MT78 is
virulent in vitro and in vivo, and is able to invade eukaryotic cells. In order to
better understand the invasive phenotype of this strain, a library of random
mutants was made using the signature-tagged mutagenesis approach. The
mutants were negatively selected in invasion assays of avian fibroblasts.
Attenuated mutants presented mutation in the type 1 fimbria operon and in the
genes of sugar metabolism treA and bgIB. Specific mutants were created for the
periplasmic trehalase (TreA) gene and for the B-glycosides metabolism operon
(bgl). The MT78AtreA mutant displayed, in comparison with the wild type strain,
a reduction on the capacity of adhesion and invasion to avian fibroblastos, on
type 1 fimbriae expression and on the capacity to colonize the bladder in a
murine model of urinary tract infection. The MT78Abgl mutant, compared to the
wild type strain, also displayed a reduction on the capacity of adhesion and
invasion to avian fibroblastos and on the capacity to colonize the bladder in a
murine model of urinary tract infection, but did not show any difference on type
1 fimbriae expression as detected by yeast agglutination. Taken together, our
results show that the periplasmic trehalase affects type 1 expression and in
vivo virulence of the EXPEC strain MT78, and the operon for -
glycosides metabolism affects in vivo virulence by an as yet unidentified

mechanism.

Keywords: Extraintestinal pathogenic Escherichia coli; signature-tagged

mutagenesis; type 1 fimbriae; trehalose; B-glycosides
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1. INTRODUCAO

1.1. Escherichia coli

Escherichia coli € uma bactéria gram-negativa pertencente a familia
Enterobacteriaceae. Foi descrita pela primeira vez em 1885, por Theodor von
Escherich, possui formato de bacilo, € um organismo anaerébico facultativo néo-
esporulado e é comensal do homem e de outros animais de sangue quente.

A maioria das cepas de E. coli ndo € patogénica, mas ha um versatil
conjunto causador de infec¢des responsavel por mortalidade e alto custo para o0s
sistemas de saude (Kaper et al., 2004, Klemm et al., 2010). Essas linhagens séo
altamente adaptadas e adquiriram atributos de viruléncia especificos que lhes
conferiram habilidade de se adaptar a novos nichos e colonizar novos
hospedeiros (Kaper et al., 2004). Tais atributos podem ser encontrados em
elementos genéticos, podendo estar presentes em diferentes combinac¢des, como
plasmideos, transposons, ilhas de patogenicidade e bacteriéfagos (Kaper et al.,
2004). Para que um patdgeno cause doenca em um individuo saudavel, é
necessario que (1) se adapte e colonize o hospedeiro; (2) sobreviva no seu
interior e se multiplique; (3) evada do seu sistema imunolégico e (4) se dissemine
a outros hospedeiros (Falkow, 1991). Isso é possivel gracas aos fatores
associados a viruléncia e ao fitness bacteriano, que permitem a bactéria cumprir
todas as etapas da infeccao.

E possivel dividir as E. coli patogénicas em dois grandes grupos, as
patogénicas intestinais e as patogénicas extraintestinais (ExXPEC, de
Extraintestinal Pathogenic E. coli). As E. coli patogénicas intestinais sao

responsaveis pelas diarreias e podem apresentar diversas estratégias para invadir
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as células intestinais (Reis and Horn, 2010, Klemm et al., 2010). Esse grupo esta
divido em subgrupos como EPEC (E. coli enteropatogénica), ETEC (E. coli
enterotoxigénica), EIEC (E. coli enteroinvasiva), EHEC (E. coli entero-
hemorrdgica), EAEC (E. coli enteroagregativa), DAEC (E. coli difusamente
aderente) e AIEC (E. coli aderente e invasiva). As EXPEC, por sua vez, sao
classificadas em trés subgrupos: as causadoras de infeccdo do trato urinario
(UPEC, de UroPathogenic E. coli); as causadoras de meningite no neonato
(NMEC, de Newborn Meningitis-associated E. coli); e as que causam colibacilose
em aves (APEC, de Avian Pathogenic E. coli) (Kaper et al., 2004). Apesar de
colonizarem diferentes nichos e apresentarem estratégias de patogenicidade
distintas, as E. coli patogénicas podem compartilhar genes de viruléncia.

1.2. Producéo avicola no Brasil

A producao de carne de frango no Brasil foi de 12,9 milhdes de toneladas
em 2016, numero que confere ao Brasil o segundo lugar no mundo em producédo
de carne de frango, atras apenas dos Estados Unidos da América (18,26 milhdes
de toneladas). Cerca de 66% dessa producédo foi destinada ao consumo pelo
mercado interno, atingindo uma média de 41,1 kg de carne de frango por pessoa.
Os estados da regido Sul do Brasil sdo os principais responsaveis por essa
producao, contribuindo com 63,62% da producao nacional (ABPA, 2017).

As exportacdes de carne de frango atingiram 4,38 milhdes de toneladas em
2016, numero que mantém o Brasil como maior exportador mundial de carne de
frango. Os estados da regido Sul sdo responséaveis por 76,29% das exportacdes.
Os principais paises importadores da carne de frango brasileira sdo a Arabia

Saudita (746 mil ton), a China (485 mil ton), o Japao (397 mil ton), os Emirados
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Arabes Unidos (302 mil ton) e Hong Kong (249 mil ton). O valor total da receita
cambial, se somadas todas as formas de exportagao (cortes, frango inteiro, frango
industrializado e outras formas), foi de US$ 6,85 bilhées de dolares (ABPA, 2017).

O fato de a producao avicola no Brasil ser a de mais baixo custo do mundo
(ALVES et al., 2006) e de os animais terem atingido um alto padréo de evolugao
genética faz com que as melhorias na cadeia produtiva estejam voltadas a saude
e a nutricdo das aves, j4 que a selecao de aves com alta taxa de crescimento a
partir de uma menor quantidade de alimentos tém tornado 0s animais mais
suscetiveis a infec¢cdes por microrganismos (Swaggerty et al., 2009), como o virus
Influenza, espécies de Salmonella e E. coli.

De acordo com a Portaria n° 210, de 10 de novembro de 1998, “Qualquer
Orgao ou outra parte da carcaca que estiver afetado por um processo inflamatorio
devera ser condenado e, se existir evidéncia de carater sistémico do problema, a
carcaga e as visceras na sua totalidade deverdo ser condenadas.” (Brasil, 1998).
Baseado nas estimativas feitas por Fallavena e colaboradores (Fallavena et al.,
2000) e na producéao brasileira de frango em 2016, a condenacao de carcacgas
infectadas com E. coli teria sido de aproximadamente 27 mil toneladas de carne, o
que corresponderia a quase US$ 12 milhdes (ALVES et al., 2006). Nesse sentido,
este trabalho estuda uma cepa E. coli patogénica aviaria, um dos principais
agentes causadores de doencas infecciosas em aves.

1.3. E. coli patogénicas aviarias

A infeccdo de aves por E. coli foi descrita em 1894, por Lignieres. A
bactéria E. coli foi isolada dos sacos aéreos de aves com doenga respiratoria em

1954 e 1955, por Wassermann et al. e Fahey, respectivamente (La Ragione and
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Woodward, 2002). Tratava-se da colibacilose, a infec¢cao bacteriana mais comum
em aves, que se manifesta de véarias formas, como peritonite do ovo, onfalite
(infeccdo do embrido), salpingite (infeccdo do oviduto) sindrome da cabeca
inchada, celulite (dermatite necrética) e colissepticemia, sendo a Ultima a mais
grave forma de manifestacdo (La Ragione and Woodward, 2002). A
colissepticemia afeta galinhas, perus e patos de 2 a 12 semanas, e €
caracterizada por pericardite, peri-hepatite, aerossaculite, sinovite, peritonite,
conjuntivite e enterite (La Ragione and Woodward, 2002, Allan et al., 1993,
Cheville and Arp, 1978). Aves selvagens, domésticas e ornamentais podem ser
afetadas, normalmente ap6s uma infec¢do bacteriana (por Mycoplasma sp.) ou
viral (pelo virus da doenca de Newcastle ou da bronquite infecciosa, por exemplo)
(La Ragione and Woodward, 2002, Barnes et al., 2003). Devido aos prejuizos
significativos a avicultura mundial causados pela colibacilose (Dziva and Stevens,
2008), varios grupos de pesquisa vém investigando as bases moleculares da
colibacilose aviaria, bem como a interagdo patégeno-hospedeiro entre as aves e
as cepas APEC e os perfis patogénicos, fenotipicos e genotipicos dessas
bactérias.

As cepas de E. coli podem ser classificadas de diversas formas, sendo
uma delas a determinacdo do sorogrupo. Para isso, € utilizada a identificacdo de
antigenos somaticos (O, Ohne, LPS), capsulares (K, Kapsel), flagelares (H,
Hauch) e fimbriais (F, Fimbriae), presentes na superficie bacteriana. Algumas
cepas ndao podem ser sorotipadas, devido a perda parcial ou total da cadeia
lipopolissacaridica (Ferreira and Kndbl, 2000). Entre as APEC, os sorotipos mais

comuns no hemisfério Norte sdo O1, 02, 08, O35 e O78 (La Ragione and
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Woodward, 2002). No Brasil, os sorotipos mais frequentes sédo 02, 021, 036,
050, 078, 088, 0119 e 0152 (Ferreira and Kndbl, 2000). Entretanto, em um
trabalho recente, outros sorotipos considerados incomuns em APEC, como O6,
025, 046, 0106, 0111 e 0143, mostraram-se mais prevalentes que 0os comuns.
Esses sorotipos estdo mais associados a EXPEC humanas, o que pode indicar
uma capacidade das cepas humanas de colonizar aves (Knobl et al., 2012).

1.4. E. coli uropatogénicas e infec¢Bes do trato urinario

Infecgbes do trato urinario estdo entre as infeccdes mais comuns em
humanos, e mais da metade das mulheres terdo ao menos uma infec¢éo urinaria
ao longo da vida (Foxman, 2014). A maioria (cerca de 75%) das infecgOes
urinérias sdo causadas por E. coli uropatogénica (UPEC), e o trato urinario é a
principal fonte de bacteremia por E. coli (Foxman, 2014). Cerca de 150 milhdes de
pessoas sdo diagnosticadas com infec¢do do trato urinario anualmente em todo o
mundo (Stamm and Norrby, 2001). Somente nos Estados Unidos, o custo dessas
infec¢gbes, entre tratamento e tempo perdido de trabalho, esta estimado em 3,5
bilhdes de ddélares por ano (Flores-Mireles et al., 2015).

Apbés a introducdo da bactéria na uretra, o0 primeiro passo ho
estabelecimento da infeccdo do trato urinario € a adeséo e a invaséo das células
epiteliais da bexiga pela UPEC. Esses processos sdo dependentes da interacao
da fimbria do tipo 1 na bactéria com a proteina uroplaguina na superficie da célula
epitelial (Mulvey et al., 1998, Martinez et al., 2000, Thumbikat et al., 2009); caso a
bactéria ndo possua fimbria, ela poderd crescer na urina mas ndo causara
doenca, quadro conhecido como bacteridria assintomética (Hunstad and Justice,

2010). Uma fracao das UPEC internalizadas escapa do endossomo para o citosol
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e ali estabelece um biofilme bacteriano intracelular (Anderson et al., 2003), cujo
crescimento acaba por lisar a célula epitelial e liberar bactérias que invadirdo
outras células epiteliais (revisado em Hunstad and Justice, 2010). A colonizacéo
bacteriana causa exfoliacdo das células epiteliais superficiais, mas permite que as
UPEC invadam a camada epitelial subjacente. A habilidade de crescer na urina e
a aquisicao de ferro também sdo fundamentais a sobrevivéncia bacteriana.

Cepas UPEC que expressam a fimbria do tipo P serdo capazes de
colonizar o epitélio renal, e a cistite podera evoluir para uma pielonefrite (revisado
em Kaper et al., 2004). A expressdo de hemolisina e de outras citotoxinas
acarreta dano epitelial renal e, se a bactéria cruzar a barreira epitelial, poderéa
causar uma bacteremia.

1.5. NMEC e meningites neonatais

Meningites bacterianas afetam criancas e adultos, mas sdo particularmente
graves em recém-nascidos. A meningite neonatal exige rapidos diagndstico e
tratamento para minimizar os riscos para o bebé (Ku et al., 2015). A incidéncia de
meningite neonatal varia de acordo com o nivel de desenvolvimento dos paises.
No Reino Unido, na Holanda, na Suécia e nos Estados Unidos a incidéncia é de
cerca de 0,3 casos para cada 1000 nascimentos (de criangas vivas); no
Paquistéo, cerca de 0,9; na Turquia, cerca de 2,8; na india, cerca de 5 e na
Guatemala, cerca de 6. O Brasil apresenta a incidéncia de 4 casos de meningite a
cada 1000 nascimentos (Ku et al., 2015), um numero preocupante dada a
gravidade da doenca.

Para causar meningite, a bactéria precisa penetrar a barreira hemato-

encefalica (BHE), de modo que uma alta bacteremia facilita essa penetracdo. Por
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essa razao, em 33% dos casos de sepse neonatal ocorre também meningite, e
62% dos casos de meningite neonatal ocorrem em decorréncia de sepse (Polin
and Comm Fetus, 2012).

A meningite neonatal € dividida em dois tipos, de acordo com o periodo de
manifestacdo da doenca: (1) inicio precoce, com aparecimento de bactérias no
liquido céfalo-raquidiano (LCR) em até 72 h apds o nascimento; e (2) inicio tardio,
com aparecimento de bactérias no LCR entre 3 e 28 dias (Barichello et al., 2013,
Ku et al., 2015). A meningite neonatal de inicio precoce estd associada a
aspiracéo, pelo bebé, de liqguido amniético contaminado pela microbiota vaginal
da mae, ou ainda a sepse causada por bactérias desta microbiota apds contato
com a pele ou com mucosas do recém-nascido (Polin and Comm Fetus, 2012). A
de inicio tardio pode ser causada tanto por contaminacdo pela microbiota vaginal
materna como por outras fontes, principalmente do ambiente hospitalar, como
cateteres e ma-higiene das maos, por exemplo (Ku et al., 2015).

Cerca de 15% dos casos de meningite neonatal levam a crianca a 6bito em
paises desenvolvidos (Gaschignard et al., 2011, Heath et al., 2011). Este valor
varia entre 40 e 58% nos paises em desenvolvimento (Thaver and Zaidi, 2009,
Furyk et al., 2011). Acredita-se que esses numeros estdo subestimados, ja que
nem todos os bebés com suspeita de meningite sdo submetidos a coleta de liquor
(Furyk et al., 2011), ou essa coleta é realizada apenas ap0s o inicio do tratamento
com antibiéticos, apresentando um resultado falso-negativo (Stoll et al., 2011).

Apesar da diminuicdo da mortalidade nos ultimos anos, a morbidade
associada a meningite neonatal mantém-se praticamente inalterada (Heath et al.,

2011). Até 50% das criancas com historico da doenca apresentam problemas
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neuroldgicos, sendo 25% problemas severos (Heath et al., 2011, Galiza and
Heath, 2009, Gaschignard et al., 2011). Entre as sequelas mais frequentes estao
perda auditiva neurossensorial, convulsdes, desordens motoras, retardo mental e
problemas comportamentais (Gaschignard et al., 2011, Tan et al., 2015).

As principais bactérias causadoras de meningite em criancas e adultos séo
Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis e Haemophilus influenzae do
tipo B (Kim, 2003). Meningite neonatal, entretanto, € causada principalmente por
Streptococcus agalactiae e Escherichia coli K1, responsaveis por pelo menos dois
tercos de todas as mortes por meningite neonatal da Europa, além de espécies de
Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter e Serratia, Streptococcus pneumoniae e
Listeria monocytogenes (Barichello et al., 2013). Desde os anos 1990, E. coli K1
emergiu como o principal agente causador da sepse precoce, uma condi¢cdo que
precede a meningite de inicio precoce, entre recém-nascidos de muito baixo peso
corporal (até 1,5 kg) (Stoll et al., 2002, Ku et al., 2015). NMEC sao responsaveis
por 30% dos casos de meningite neonatal, sendo a principal causa da doenca em
recém-nascidos prematuros que apresentam muito baixo peso corporal (Ku et al.,
2015). Cerca de 80% das cepas NMEC possuem o antigeno capsular K1, que
confere a bactéria resisténcia ao soro do hospedeiro, facilitando quadros de sepse
e meningite (Kim, 2003).

Para causar meningite € necessario que a bactéria colonize a mucosa do
hospedeiro, atravesse a superficie epitelial e atinja a corrente sanguinea, seja
capaz de sobreviver e se multiplicar no sangue, atravesse a barreira hemato-

encefalica e seja capaz de colonizar o sistema nervoso central. Para tanto, a
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bactéria deve possuir genes que codificam proteinas que desempenhem estas
funcoes.

1.6. Fatores associados a viruléncia de EXPEC

Apesar de colonizarem nichos diferentes, APEC, UPEC e NMEC
compartilham genes e estratégias de viruléncia (Ewers et al., 2007). Para que
possam causar doenca, as cepas ExXPEC necessitam, essencialmente, aderirem-
se ao tecido que sera colonizado, por meio de adesinas; sobreviverem ao efeito
do soro do hospedeiro, por meio de protectinas; e serem capazes de se
multiplicar em seus liquidos biolégicos, seja sangue, urina ou liquor, pobres em
ferro livre, possuindo sistemas sideréforos (Barbieri et al., 2013, Horn et al., 2012).
ExPEC podem apresentar, adicionalmente, invasinas e toxinas.

A mera presenca de genes associados a viruléncia no genoma de uma
bactéria, entretanto, ndo garante que a proteina seja, de fato, expressa. As
bactérias usam mecanismos especificos para mediar respostas adaptativas aos
diferentes ambientes e condicbes de estresse encontradas no hospedeiro
(Mekalanos, 1992). Sistemas reguladores podem atuar em todas as fungdes
fisiologicas da bactéria, desde o metabolismo até expressdo de genes de
viruléncia (Zhou et al., 2003). Boa parte do que se sabe sobre a regulacdo dos
genes de viruléncia de EXPEC é baseada em andlise de sequéncia de DNA, na
qual sitios conhecidos de reguladores s&o identificados, mas estudos
experimentais de regulacéo de viruléncia vém ganhando a atencédo (Cortes et al.,
2008, Crepin et al., 2012b, Barbieri et al., 2013). A seguir, serdo discutidos os
principais genes associados a viruléncia de EXPEC e um pouco de sua regulacgéo.

1.6.1. Adesinas
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Os pulmdes e os sacos aéreos sdo as principais portas de entrada de
patdgenos em aves (Gross, 1961); a uretra é a principal porta de entrada para
UPEC (Kaper et al., 2004); as mucosas do recém-nascido sdo a principal porta de
entrada para NMEC (Kim, 2003), e o trato gastrintestinal € um reservatério de
cepas de E. coli ndo-patogénicas e patogénicas extraintestinais, devido ao
comensalismo dessa bactéria com aves e humanos (Ewers et al., 2009). A
expressdo de adesinas é uma forma de facilitar a passagem da bactéria do
intestino para a corrente sanguinea, bem como a colonizacdo dos tecidos
especificos do hospedeiro (Stordeur et al., 2002).

1.6.1.1. Adesinas fimbriais

As adesinas mais estudadas e mais bem caracterizadas s&o as adesinas
fimbriais. As fimbrias sédo filamentos ou apéndices de proteinas expressos na
superficie celular das bactérias, de 1 um de comprimento e 7 nm de largura,
formadas por cerca de 1000 subunidades proteicas (Klemm et al., 2010) e podem
ser de diferentes tipos (Dziva and Stevens, 2008).

1.6.1.1.1. Fimbria do tipo 1

A fimbria mais comum em EXPEC ¢ a fimbria do tipo 1 (fim), codificada por
um operon de nove genes (Fig. 1) (Klemm et al., 2010). A proteina FimA é a
principal estrutura formadora da fimbria do tipo 1, responsavel pelo “corpo” da
fimbria, com cerca de mil proteinas repetidas interligadas. As proteinas FimF,
FimG e FimH, com uma unidade de cada em uma fimbria, formam a estrutura da
‘ponta”, sendo FimH, dimérica, a mais externa e responsavel pelo
reconhecimento de moléculas de manose, que promove a aderéncia da bactéria

as superficies mucosas (Arné et al., 2000). As proteinas FIimC e FimD séo o
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sistema “chaperona/usher”, FimC funcionando como chaperona e auxiliando no
dobramento e direcionamento de todas as demais proteinas pelo periplasma, e
FimD sendo ancorada & membrana externa e servindo como base para a
montagem da fimbria. As recombinases FimB e FimE fazem a regulacdo da
expressao da fimbria. Fiml ndo possui fungdo conhecida. Entre os genes de fimE
e fimA esta a regido conhecida como fimS. Essa regido possui diversos sitios de
ligacdo de reguladores globais e o promotor do operon fim dentro de duas
sequéncias inversiveis (Fig.1), que funcionam como reguladores da expressao da
fimbria. Orientada pelas recombinases FImE e FimB, a mudanca de fase da
regido fimS entre as sequéncias inversiveis vai determinar se a bactéria esta no
estado ON — fimbriado, ou OFF — ndo-fimbriado (Fig. 1) (Klemm et al., 2010, Hung
et al., 2009, Kuwahara et al., 2010).

A funcdo da fimbria do tipo 1 esta bem elucidada na patogénese da
infeccd@o urinaria por UPEC. A presenca da fimbria do tipo 1 é essencial para que
a bactéria colonize e invada células do epitélio da bexiga (Martinez et al., 2000,
Mulvey et al., 1998); caso a bactéria ndo possua fimbria, ela podera crescer na
urina, mas ndo causara doenca (Hunstad and Justice, 2010).

Em APEC, a funcdo da fimbria do tipo 1 na patogénese da colibacilose
aviaria ndo estad elucidada. Marc e colaboladores (Marc et al., 1998) nao
observaram diminui¢cdo na infeccdo de aves com um mutante nulo para o operon
fim comparado ao selvagem (MT78), sugerindo que, ao contrario de UPEC, a
presenca da fimbria ndo seria determinante para a colonizacdo bacteriana. Por
outro lado, em mutantes nulos para 0s mais variados genes associados a

viruléncia em APEC e cuja delecdo acarreta diminuicdo da viruléncia, tem-se
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frequentemente observado uma diminuigcdo na expressao da fimbria do tipo 1. A
reducdo da capacidade invasiva da MT78 em mutantes nulos para as supostas
invasinas IbeA e IbeT pode ser consequéncia da reducdo da expresséao da fimbria
do tipo 1 (Cortes et al., 2008), e ndo pela auséncia da invasina em si, como
originalmente pensado (Germon et al., 2005). A redugao na viruléncia observada
em mutantes nulos para os genes do sistema de secreg¢&o do tipo VI hcp e clpV
pode ser atribuida a diminui¢cdo da expressao da fimbria do tipo 1 (de Pace et al.,
2010), e a delecdo do gene yadC, do operon que codifica uma fimbria, também
causou reducdo da expressao da fimbria do tipo 1 (Verma et al., 2015). Assim,
apesar do trabalho de Marc e colaboradores (Marc et al., 1998), a fimbria do tipo
1 parece ser central na viruléncia de APEC.

Em NMEC, a fimbria do tipo 1 € essencial para a adesdo em todas as
etapas do estabelecimento da infec¢do, desde as mucosas até a barreira hemato-

encefélica (Kim, 2003).
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Figura 1. Fimbria do tipo 1 de E. coli. A. Estrutura da fimbria do tipo 1 montada na membrana externa (OM) bacteriana. Figura extraida
de Busch and Waksman, 2012. B. Esquema do operon fim, fora de escala. Figura extraida de Hung et al., 2009. C. Regido inversivel de
fimS, nas orientagbes ON (esquerda) e OFF (direita). Promotor do operon fim em verde. IRL: sequéncia inversivel da esquerda; IRR:

sequéncia inversivel da direita. Figura extraida de Kuwahara et al., 2010.
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1.6.1.1.2. Outras fimbrias

Outra fimbria importante para EXPEC, especialmente para UPEC, é a
fimbria P, codificada pelo operon pap. Em humanos, a fimbria P esta associada a
pielonefrite (Sauer et al., 2000); em aves, estaria associada a coloniza¢do dos
orgaos internos depois do estabelecimento da infec¢do inicial (Pourbakhsh et al.,
1997, La Ragione and Woodward, 2002). A fimbria F1C € uma estrutura
semelhante a fimbria do tipo 1; é codificada pelo operon foc, e sua maior
subunidade é a proteina FocA (Klemm et al., 2010). A fimbria S é outra estrutura
encontrada em ExPEC, sendo mais associada a NMEC (Antdo et al., 2009). E
codificada pelo operon sfa e pode ser associada a fimbria F1C no operon sfa/foc.
Outra fimbria, presente em todas as APEC, é Curli (Ewers et al., 2007, Barbieri et
al., 2013), uma estrutura fina e enrolada. E codificada pelo operon csg e sua
maior subunidade é a proteina CsgA (Klemm et al., 2010).

1.6.1.2. Adesinas afimbriais

A adesina afimbriada Tsh (temperature-sensitive haemagglutinin), da
familia dos autotransportadores secretados por bactérias Gram-negativas
(Stathopoulos et al., 1999), é importante para APEC por contribuir para as
primeiras etapas da infec¢ao, incluindo a colonizag¢édo dos sacos aéreos (Dozois et
al., 2000). Além disso, Tsh é responsavel pela aglutinagdo de hemacias em
temperaturas inferiores a 26° C (Provence and Curtiss, 1994). Outra adesina
afimbriada é Afa, codificada pelo cluster génico afa-8, uma das adesinas
afimbriais mais frequentes em E. coli patogénicas humanas, e esta associada a
cepas EXPEC pap-negativas (Stordeur et al., 2002, Dziva and Stevens, 2008).

Essa adesina contribui para a viruléncia a pintos de um dia e para a indugao de
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colibacilose classica da mesma maneira que as cepas pap-positivas (Stordeur et
al., 2004).
1.6.2. Fatores de resisténcia ao soro (protectinas)
EXPEC tém sua viruléncia aumentada devido a fatores que oferecem

bY by

resisténcia a acado do sistema complemento e a fagocitose mediada por
opsonizacdo (Nolan et al.,, 2003). O plasmideo colV, associado a APEC, é
Importante para a resisténcia ao soro, pois codifica o gene da colicina V - uma
proteina importante na infec¢éo de pintos de um dia (Zhao et al., 2009) -, traT e
iSs, cujas proteinas supostamente protegem a membrana bacteriana do ataque do
sistema complemento (Dziva and Stevens, 2008). Acredita-se que a proteina TraT
antagoniza a deposicdo de C3 (Aguero et al., 1984) e inibe a formagao do
complexo C5b6 (Pramoonjago et al., 1992). A proteina Iss desempenha um papel
importante na resisténcia de APEC ao soro (Mellata et al., 2003a), e sua presenca
€ necessaria para a viruléncia como um todo (Tivendale et al., 2004). Entretanto,
em estudo de transcriptoma realizado com a cepa APEC O1, comparando os
genes expressos em caldo LB e em soro de galinha, o gene iss ndo mostrou
diferenca na expressao entre as duas condi¢des (Li et al., 2011).

Outro fator de viruléncia bastante prevalente em cepas EXPEC é a capsula
K1 (La Ragione and Woodward, 2002). A cépsula K1 é um polissacarideo que
contém acido polissidlico e est4 associado a infec¢des extraintestinais (Bliss et al.,
1996). Além disso, esse fator de viruléncia possui propriedade anti-fagocitica (Van
Dijk et al., 1979), pode estar envolvido na resisténcia ao soro (Stawski et al.,
1990) e é essencial para a penetracao da barreira hemato-encefalica (Kim, 2008).

Os genes envolvidos na sintese e na exportagcdo da cpsula K1 sdo neuC e
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kpsMTII (Bree et al., 1989, Arrecubieta et al., 2001). Um estudo realizado pelo
nosso grupo correlaciona a presenca do gene kpsMTIl a indices mais altos de
patogenicidade em pintos de um dia (Barbieri et al., 2013).

A proteina OmpA, presente na maioria das cepas APEC (Barbieri et al.,
2013) e essencial para a viruléncia de NMEC (Mittal et al., 2011), faz parte da
membrana externa de E. coli e outras enterobactérias. Desempenha funcéo de
adesina, invasina e serve, ao mesmo tempo, como alvo do sistema imunoldgico
do hospedeiro e como fator de resisténcia ao soro (Wooster et al., 2006). OmpA é
sitio de reconhecimento por vérios bacteri6fagos (Smith et al., 2007) e esté
envolvida na invasao da barreira hemato-encefalica por NMEC (Kim, 2003).

1.6.3. Fatores de aquisicdo de ferro (sistemas sideréforos)

A habilidade de sequestrar ferro dos tecidos corporais desempenhada
pelas bactérias patogénicas é essencial para sua viruléncia, pois o ferro é
utilizado na cadeia respiratoria e estd em baixas concentragdes nos tecidos do
hospedeiro. Em APEC, essa caracteristica esta associada a letalidade de pintos
de um dia (Dho and Lafont, 1984, de Brito et al., 2003). Entre os sistemas
sideroforos, o sistema da aerobactina € o mais bem caracterizado e foi descrito
em uma ilha de patogenicidade de Shigella (Vokes et al., 1999). Um estudo
mostrou que o sistema da aerobactina é codificado também em uma regido
conservada de viruléncia de um plasmideo do tipo ColV, pAPEC-0O2-ColV
(Johnson et al., 2006). O sistema da aerobactina € composto pelo operon
iucABCD e pelo gene iut, que codificam um sideréforo hidroxamato e o receptor
férrico da aerobactina (La Ragione and Woodward, 2002, Dziva and Stevens,

2008). A transformacgdo de uma E. coli comensal com o plasmideo contendo o
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sistema da aerobactina aumentou a letalidade da cepa para embrides aviarios e a
capacidade de colonizacdo renal em camundongos (Skyberg et al., 2006),
demonstrando a importancia desse sistema para a viruléncia. Outro fator de
aquisicdo de ferro, também encontrado em plasmideos do tipo ColV, é a
salmoquelina, codificada pelo operon iroBCDEN e necessaria para a viruléncia in
vivo de APEC (Caza et al., 2008). A delecao simultanea de aerobactina e
salmoquelina de uma cepa UPEC causou modificacdes abruptas no perfil do
metaboloma da cepa quando crescida em urina humana, 0 que mostra a
importancia desses sistemas para UPEC (Su et al, 2016). O sistema
salmoquelina também esta relacionado a viruléncia de NMEC (Bonacorsi et al.,
2003). Da mesma familia da salmoquelina (sideréforos catecolatos), a
enterobactina é outro sistema de aquisicdo de ferro, codificado pelo operon
entABCDEF e cuja secrecdo pode ser essencial para a viruléncia de APEC, caso
nao haja nenhum outro sideréforo expresso pela cepa (Caza et al., 2011).

Outro sideroforo é o sistema transportador de ferro codificado pelo operon
SitABCD. O sistema é composto por permeases, que aumentam a captura de
ferro e manganés, contribuindo com a multiplicagdo bacteriana. Juntamente com
a proteina MntH, o sistema medeia a resisténcia ao estresse oxidativo (Sabri et
al., 2008). Outros fatores sideroforos, como fyuA e irp2, foram primeiramente
descritos em Yersinia enterocolitica, mas também sdo encontrados em E. coli
patogénicas intestinais, APEC (La Ragione and Woodward, 2002) e UPEC
(Khasheii et al., 2016). O gene ireA, que codifica outro fator associado a captacao
de ferro, foi descrito em cepa UPEC e contribui para aumentar a invasdo em

bexiga de camundongos (Russo et al., 2001). O gene chuA, receptor e utilizador
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de ferro heme em E. coli, foi descrito em APEC através de experimento por
mutagénese marcada com assinatura (STM, do inglés signature-tagged
mutagenesis) in vivo (Li et al., 2005), sugerindo seu papel na viruléncia.

O fato de as EXPEC apresentarem sistemas de aquisicdo de ferro com
funcdes redundantes em seu genoma reforga a importancia desses sistemas para
a viruléncia dessas bactérias. E necessario que ao menos um sistema sider6foro
esteja funcional para que a bactéria consiga sobreviver as baixas concentracdes
de ferro disponivel nos liquidos bioldgicos do hospedeiro.

1.6.4. Invasinas

A invasao as células do hospedeiro permite que a bactéria se multiplique
ou permaneca em estado quiescente no interior das células (Falkow, 1991). A
invasdo de UPEC as células de bexiga é mediada pela fimbria do tipo 1 (Kaper et
al., 2004). Até o momento, nao foi elucidado o processo pelo qual APEC chega a
circulacdo sanguinea (Dziva and Stevens, 2008), mas experimentos in vitro e in
vivo mostram que cepas APEC sdo capazes de sobreviver a acdo de macréfagos
(Pourbakhsh et al., 1997, Mellata et al., 2003b) e experimentos in Vvitro
demonstram que pelo menos uma cepa APEC é capaz de invadir fibroblastos
aviarios (Matter et al., 2011).

Entre os fatores de viruléncia envolvidos no processo de invasao por APEC
e NMEC a células de seus hospedeiros estdo a proteina IbeA e o homdlogo da
proteina Tia, bem como os genes presentes na ilha de patogenicidade gimB. A
proteina IbeA auxilia NMEC na invasdao da barreira hemato-encefélica (Kim,
2001). Em APEC a frequéncia desse gene é cerca de 20% (Ewers et al., 2007,

Barbieri et al., 2013), e sua provavel fungcédo é auxiliar na colonizacdo do epitélio
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pulmonar (Germon et al., 2005, Moulin-Schouleur et al., 2006, Cortes et al., 2008).
A expressédo do gene ibeA também esta relacionada a um aumento da expresséo
da fimbria do tipo 1 e a formacao de biofilmes (Cortes et al., 2008, Wang et al.,
2011).

A proteina Tia foi descrita na E. coli enterotoxigénica, desempenhando o
papel de aderéncia e invasdo de células humanas ileo-cecais e epiteliais
colénicas em cultura (Fleckenstein et al., 1996). Em APEC, a proteina homdloga a
Tia é codificada pelo gene tia, localizado em uma ilha de patogenicidade de 56 kb,
a mesma que codifica 0 operon pap e outros fatores de viruléncia (Kariyawasam
et al., 2006).

A ilha de patogenicidade gimB, que é caracteristica de NMEC, esta
associada a manutencdo dos niveis de bacteremia caracteristicos da meningite
(Bonacorsi et al., 2003). Apesar de ibeA e gimB aparecerem em baixas
frequéncias em isolados de APEC, sua presenca esta correlacionada a indices
mais altos de patogenicidade em pintos de um dia (Barbieri et al., 2013).

1.6.5. Toxinas

Bactérias patogénicas sdo capazes de produzir substancias que, per se,
sdo toxicas ao hospedeiro. A proteina Vat (Ewers et al.,, 2007, Barbieri et al.,
2013), codificada pelo gene vat em uma ilha de patogenicidade, € uma toxina
caracteristica de APEC. Essa toxina gera vacuolos na célula do hospedeiro,
levando a um efeito citotéxico semelhante ao observado pela toxina VacA, de
Helicobacter pylori (Parreira and Gyles, 2003).

Em UPEC, as toxinas mais importantes sdo a-hemolisina, codificada pelo

gene hlyA, que causa hemolise no hospedeiro e é secretada por um sistema de
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secrecdo do tipo | (Nagai et al., 1998, Finlay and Falkow, 1997), e a serino-
protease codificada pelo gene sat (Guyer et al., 2000), que causa vacuolos nas
células epiteliais do glomérulo (Kaper et al., 2004). O fator de citoxicidade
necrosante, codificado pelo gene Cnfl/2 (De Ricke et al., 1999), € uma toxina
importante para NMEC, contribuindo para o dano a barreira hemato-encefalica
(Kim, 2003).

1.7. Metabolismo de trealose em E. coli

Trealose € um a(1—1)-dimero de glicose que desempenha um papel duplo
em E. coli e muitas outras espécies bacterianas. Esse agucar pode ser
metabolizado e usado diretamente como fonte de carbono ou, sob condi¢des de
estresse osmotico, trealose funciona como um agente osmoprotetor (Styrvold and
Strom, 1991). A enzima trealase periplasmatica, TreA, degrada trealose em duas
moléculas de glicose e sua expresséao é induzida sob condicbes de osmoloridade
aumentada na cepa E. coli K-12 (Boos et al., 1987). Sob condi¢cdes de estresse
osmotico, trealose pode ser sintetizada de novo a partir de duas moléculas de
glicose pelas enzimas trealose-6-fosfato sintase (OtsA) e trealose-6-fosfato
fosfatase (OtsB) no citoplasma (Giaever et al., 1988), podendo entdo ser
novamente transladada ao periplasma, onde pode ser mantida na forma de
trealose ou convertida de volta em duas glicoses por TreA, em um ciclo que
regula o nivel de trealose na célula (revisado em Strom and Kaasen, 1993); ou
ainda pode ser utilizada como fonte de carbono, sendo degradada pela enzima
trealase citoplasmatica (TreF) (Horlacher et al., 1996). Em condi¢cdes de
isotonicidade, a cepa K-12 utiliza trealose como fonte de carbono, convertendo-a

em glicose no citoplasma pela enzima trealose-6-fosfato hidrolase (TreC)
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(Rimmele and Boos, 1994). A Figura 2 mostra a rota de biossintese e degradacao

de trealose na cepa K-12 sob condi¢des de estresse osmético e isotonicidade.
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Figura 2. Vias metabdlicas da trealose em E. coli. A glicose é transportada para as
células pelo sistema glicose-fosfotransferase (EIIA®). Sob condigBes hipertdnicas,
trealose é sintetizada pelas enzimas trealose-6-fosfato sintase (OtsA) e trealose-6-
fosfatase (OtsB), usando glicose-6-fosfato e UDP-glicose como substratos. Entretanto,
trealose é degradada por ambas as enzimas trealases periplasmética (TreA) e
citoplasmaética (TreF). A excrecdo de trealose é facilitada pelas proteinas ativadas por
esticamento (stretch-activated proteins — SAP) na membrana plasmatica. Sob condi¢bes
isotdnicas, trealose é transportada para dentro da célula pela enzima EIICB™ (TreB) do
sistema fosfotransferase. Trealose-6-fosfato € hidrolizada em glicose e glicose-6-fosfato
pela enzima trealose-6-fosfato hidrolase (TreC). Glicose livre é fosforilada pela

glicocinase (GK). Figura extraida e legenda traduzida de Li et al., 2012.
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1.8. Metabolismo de B-glicosideos em E. coli

Os acucares p-glicosideos sdo compostos de origem vegetal que
consistem em uma molécula de glicose ligada por uma ligagdo B-1,4 a um
grupamento alifdtico ou aromatico. Os principais B-glicosideos sao arbutina e
salicina, cujos grupamentos laterais sao 2-hidroximetilfenil e 4-hidroxifenil,
respectivamente (Harwani, 2014). Em E. coli, o operon bgl codifica as enzimas
necessérias para captacdo e utilizacdo de acgUcares B-glicosideos; porém a
maioria das E. coli sdo incapazes de fermentar 3-glicosideos porque esse operon
encontra-se silenciado (criptico) pela proteina histona H-NS (Schaefler, 1967,
Schnetz, 1995), um regulador de transcricdo global em bactérias gram-negativas
(Dorman, 2007). O operon bgl pode ser ativado por mutacdes no gene hns ou por
mutacdes na vizinhanca do promotor do bgl que prejudiquem a represséo pela H-
NS (Schnetz, 1995). Alternativamente, o operon bgl pode ser transcrito se o
ativador BglJ-RscB estiver ativo e inibindo H-NS (Salscheider et al., 2014).

O operon bgl é composto pelos genes bglG, bglF, bglB, bglH, yieL (bgll) e
yieK (bglK). O gene bglG codifica um antiterminador que age em dois
terminadores rho independentes que flanqueiam bglG (Mahadevan et al., 1987,
Schnetz and Rak, 1988). bglF codifica uma permease PTS que fosforila e
transporta arbutina e salicina. Na auséncia de um indutor, BglF fosforila BgIG,
impedindo sua fungdo como antiterminador (Amster-Choder et al., 1989, Schnetz
and Rak, 1990). bgIB codifica uma fosfo-B-glicosidase, que cliva salicina e
arbutina fosforiladas (Harwani, 2014). A funcdo de bglH n&o é essencial para a

utilizacdo de B-glicosideos; BglH é uma porina de membrana externa especifica
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para a absorcdo de carboidratos (Andersen et al., 1999). Nado ha funcdo descrita
para os genes yiel e yieK.

Uma analise do operon bgl em uma colecdo de 171 isolados de E. coli
mostrou que a evolugdo e estado funcional do operon estdo relacionados a
filogenia de E. coli. Em isolados do grupo filogenético B2, o operon bgl é funcional
ou apresenta um menor silenciamento pela H-NS. Ja nos grupos filogenéticos A e
B1, o operon acumula mutacées com perda de funcdo, enquanto no grupo
filogenético D o operon apresenta perda de genes (Sankar et al., 2009). O grupo
B2 concentra isolados EXPEC (Bingen et al., 1998, Picard et al., 1999, Johnson et
al., 2001), sugerindo que a funcionalidade do operon bgl confere uma vantagem
seletiva a esses patdgenos.

1.9. AcepaMT78

A cepa MT78 foi isolada na Franca, em 1982 (Dho and Lafont, 1982), da
traqueia de uma galinha com colibacilose associada a infeccdo por Mycoplasma
sp. Essa cepa vem sendo estudada pelo nosso grupo e mostrou-se capaz de
causar morte celular por apoptose em macréfagos (Horn et al., 2012). Em ensaios
in vivo, a cepa MT78 foi capaz de matar sete de 18 frangos de trés semanas
inoculados; nos demais, causou infec¢éo sistémica e lesdo nos 6rgaos internos.
Também foi detectada a presenca da bactéria no cérebro de uma dessas aves
(dados néo publicados).

Em outro estudo do nosso grupo, no qual varias cepas virulentas foram
testadas em ensaios de invasao de fibroblastos aviarios de linhagem CEC-32, a
cepa MT78 foi a Unica que se mostrou invasiva, superando o controle positivo

Salmonella enterica serovar Typhimurium SL1344. Também nesse estudo as
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cepas foram genotipadas quanto a 33 genes associados a viruléncia. A cepa
MT78 apresentou 20 deles, sendo ao menos um de cada uma das categorias
anteriormente descritas (exceto toxinas) (Matter et al.,, 2011). Foram eles:
adesinas (crl, fimC e hrlA/hek); invasinas (gimB e ibeA); sistemas de aquisi¢éo de
ferro (chuA, fyuA, ireA, iroN, irp2, iucD, sitD chr e sitD ep); fatores de resisténcia
ao soro (iss, neuC, kpsMTII, ompA e traT) e outros (cvi/cva e Rpai).

Analisando-se o perfil de genes de viruléncia das cepas nao-invasivas, nao
foi possivel encontrar diferencas entre a cepa MT78 e a cepa IMT2470 que, além
de possuir todos os fatores de viruléncia presentes na MT78, possui trés genes
codificadores de adesinas (papC, tsh e mat), um de invasina (tia) e dois de
toxinas (astA e vat) adicionais (Matter et al., 2011).

O fato de a MT78 ser a Unica cepa a apresentar comportamento invasivo,
mesmo possuindo 0s mesmos genes de viruléncia de uma cepa nao-invasiva,
indica a possibilidade de que ha genes associados a viruléncia que ainda nao
foram descritos, ou de que seus genes sao regulados de maneira diferente.

Apesar de originalmente ser caracterizada como APEC, por ter sido isolada
de uma galinha doente, MT78 possui genes caracteristicos de NMEC, como ibeA,
gimB, 0s genes que sintetizam a capsula K1, neuC e kpsMTII, e ompA. Apesar de
nao codificar fimbria do tipo P, a-hemolisina e a toxina sat, caracteristicas de
UPEC, sera mostrado nesse trabalho que a MT78 é capaz de causar infec¢ao
urindria em camundongos. Portanto, a definicdo de APEC é limitante, e a cepa
MT78 seré classificada como ExPEC.

1.10. A técnica de Mutagénese Marcada com Assinatura (STM)
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A disponibilidade de 16.765 genomas de bactérias sequenciados — sendo
360 sequéncias completas de E. coli (NCBI, 2017), — gerou tantos dados, que
requer novas ferramentas e técnicas para analisa-los. E necessario saber o qué e
como procurar as informagdes desejadas. A grande dificuldade é a falta de funcao
atribuida a maioria dos genes (Raskin et al., 2006). Uma das técnicas mais
atrativas para estudos gendmicos de microrganismos é a Mutagénese Marcada
com Assinatura (STM, do inglés Signature-Tagged Mutagenesis) (Mazurkiewicz et
al., 2006).

A técnica de STM foi descrita em 1995, por Hensel e colaboradores
(Hensel et al., 1995), quando 1152 mutantes de S. enterica serovar Typhimurium,
carregando sequéncias unicas de DNA (tags), foram divididos em 12 pools
(conjuntos) e inoculados em camundongos. Quarenta desses mutantes néao foram
recuperados apds a inoculagdo nos camundongos. A regido flanqueadora das
tags inseridas em 28 desses 40 mutantes foi sequenciada. Foram encontrados
genes ja descritos para S. enterica serovar Typhimurium, genes descritos para E.
coli, sequéncias similares a genes descritos para bactérias e sequéncias
desconhecidas (Hensel et al., 1995). Esse estudo foi muito importante por ter
desenvolvido uma técnica que permitiu a identificacdo simultdnea de genes de
viruléncia utilizando poucos animais.

A técnica de STM é promissora por permitir uma triagem (screening)
aleatéria e simultdnea de todo o genoma de microrganismos, possibilitando a
identificacdo de genes de viruléncia e podendo ser aplicada de varias maneiras,

seja in vivo ou in vitro.
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Para melhor compreender o fenétipo invasivo da cepa MT78, criamos uma
biblioteca com 1710 mutantes aleatdrios dessa cepa. Os mutantes foram
selecionados, em pools, em ensaios de invasdo a fibroblastos aviarios da
linhagem CEC-32. Dos 1710 mutantes testados, 68 apresentaram reducdo na
invasdo (Pavanelo, 2013). Esse trabalho foi desenvolvido a partir desses

mutantes potencialmente atenuados.

42



2. OBJETIVO
O objetivo geral deste estudo € a caracterizagdo de mutantes com
viruléncia atenuada selecionados de uma biblioteca de mutantes aleatérios da

cepa EXPEC MT78, a fim de melhor compreender o fenoétipo invasivo dessa cepa.

2.1. Objetivos especificos
2.1.1. Descobrir quais genes da cepa MT78 estdo envolvidos em
seu fendtipo invasivo.
2.1.2. Verificar de que modo esses genes afetam o fenétipo invasivo
da cepa MT78.
2.1.3. Determinar se esses genes afetam a viruléncia in vivo da

cepa MT78.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Cepas, plasmideos, condi¢des de crescimento e conservacao

As cepas utilizadas neste trabalho foram os isolados clinicos de EXPEC
MT78 (02:K1), CFT073 (0O6:K2:H1), isolada de pielonefrite humana nos Estados
Unidos, em 1990 (Mobley et al., 1990), e seus mutantes derivados, bem como a
cepa laboratorial K-12 e seus mutantes derivados. A lista completa de cepas e
plasmideos utilizados € apresentada na Tabela 1.

O crescimento das bactérias ocorreu em meio Luria-Bertani (LB), caldo
BHI, meio minimo M9 com trealose como fonte Unica de carbono, meio indicador
com azul de bromotimol e arbutina ou salicina como fontes Unicas de carbono, ou
urina humana, a 30 °C ou 37 °C. A urina utilizada foi uma mistura da urina doada
por trés mulheres que ndo estavam em periodo menstrual nem fazendo uso de
antimicrobianos, filtrada em filtros de 0,2 um de poro e armazenada a 4 °C. Todos
os experimentos foram realizados com a mesma urina. Os antibiéticos utilizados
foram ampicilina (100 pg/mL), canamicina (50 ug/mL), acido nalidixico (30 pg/mL)
e cloranfenicol (30 pg/mL). Os estoques das cepas foram conservados em caldo

LB em 20% de glicerol a -80 °C.
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Tabela 1. Cepas e plasmideos utilizados nesse estudo.

Cepa/plasmideo

Caracteristica

Resisténcia

Referéncia/fonte

MT78 Cepa selvagem EXPEC Acido nalidixico (Dho and Lafont,
(intrinseca) 1982)
MT78AtreA Mutante treA::Km Acido nalidixico Esse estudo
e canamicina
MT78AtreA/treA” Mutante treA:Km Acido nalidixico, Esse estudo
complementado treA+cat canamicina e
cloranfenicol
MT78AtreA/pWSK29- Mutante treA:Km Acido nalidixico, Esse estudo
treA complementado com canamicina e
plasmideo pWSK29 + treA ampicilina
MT78A0tsBA Mutante otsBA::cat Acido nalidixico Esse estudo
e cloranfenicol
MT78AtreAAotsBA Mutante treA::Km otsBA::cat Acido nalidixico, Esse estudo
canamicina e
cloranfenicol
MT78AbgIB Mutante bgIB::Km Acido nalidixico Esse estudo
e canamicina
MT78Abgl Mutante bgl::Km Acido nalidixico Esse estudo
(AbgIGFBHAyieLK) e canamicina

Mutante MT78 7A2

Mutante STM fimA::Tn5

Acido nalidixico
e canamicina

Esse estudo

Mutante MT78 8C6

Mutante STM fiml::Tn5

Acido nalidixico
e canamicina

Esse estudo

Mutante MT78 8C11

Mutante STM ydeO::Tn5

Acido nalidixico
e canamicina

Esse estudo

Mutante MT78 8E12

Mutante STM ibeR::Tn5

Acido nalidixico
e canamicina

Esse estudo

Mutante MT78 8F1

Mutante STM ymgF::Tn5

Acido nalidixico
e canamicina

Esse estudo

Mutante MT78 8G4

Mutante STM treA::Tn5

Acido nalidixico
e canamicina

Esse estudo

Mutante MT78 20E12

Mutante STM bgIB::Tn5

Acido nalidixico
e canamicina

Esse estudo
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CFTO073 Cepa selvagem UPEC Nenhuma (Mobley et al,
1990)

CFTO73AtreA Mutante treA::Km Canamicina Esse estudo

CFT073AbgIB Mutante bglB::Km Canamicina Esse estudo

CFT073Abgl Mutante bgl::Km Canamicina Esse estudo
(AbgIGFBHAyieLK)

S17-1 A pir Cepa conjugativa para a Nenhuma (Li et al., 2005)
criacho da Dbiblioteca de
mutantes; derivada da K-12

DH5a Cepa-vetor; derivada da K-12 ~ Nenhuma Bathesta

Laboratories

pWSK29 Plasmideo de baixo nimero Ampicilina (Wang and
de coépias para complentagdo Kushner, 1991)
plasmidial de treA

pUT-mini-Tn5km2 Plasmideo usado para a Ampicilina (De Lorenzo et
criacdo da biblioteca de canamicina al., 1990, Hensel
mutantes (90 diferentes tags et al., 1995, Li et
no transposon) al., 2005)

pKD46 Plasmideo que codifica a Ampicilina (Datsenko  and
recombinase, usado para Wanner, 2000)
mutacao nao-polar e
complementacao

pKD3 Plasmideo usado como molde cloranfenicol (Datsenko  and
para amplificacdo do cassete Wanner, 2000)
de cloranfenicol

pKD4 Plasmideo usado como molde Canamicina (Datsenko  and
para amplificacdo do cassete Wanner, 2000)
de canamicina

pGPTNn7-Cm Plasmideo usado na Ampicilina (Crepin et al.,

complementacao

cloranfenicol

2012a)
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3.2. Amplificacao da regido de insercao do transposon nos mutantes STM

A biblioteca de mutantes foi confeccionada em meu trabalho de mestrado
(Pavanelo, 2013). Para determinar a regido na qual o transposon Tn5kmz2 inseriu-
se aleatoriamente nos mutantes STM atenuados, foram feitas rea¢des de Nested
PCR. Primeiramente, foram feitas quatro reacdes (reacdo 1) com 0 mesmo
oligonucleotideo iniciador (daqui em diante chamado de primer) forward, que
contém a mesma sequéncia da extremidade O do transposon (P9), e quatro
primers reverse compostos por uma sequéncia aleatéria e uma sequéncia
determinada (Arbi 1, 3, 4 e 5). Apds, os produtos das quatro reacdes anteriores
foram usados como molde e amplificados (reacdo 2) com os primers P6,
especifico do transposon, e Arbi 2, que possui a mesma sequéncia determinada
dos primers Arbi 1, 3, 4 e 5, excluindo a regido aleatéria (ver Tabela 2) (Li et al.,
2005). A cepa MT78 selvagem foi usada como controle. Uma banda de DNA
exclusiva para cada mutante foi purificada do gel de agarose com kit adequado
(Gel Extraction kit, Mobil) e os fragmentos foram sequenciados por Sanger no
centro de Sequenciamento Génome Québec, McGill University, Montreal.
Condicdes da PCR: Reacao 1 — seis ciclos de 95 °C por 30 s, 30°C por40se 72
°C por 90 s (aumento de 5 s a cada repeti¢céo); 30 ciclos de 95 °C por 30 s, 45 °C
por 40 s e 72 °C por 2 min (aumento de 5 s a cada repeticdo). Reagédo 2 — 35
ciclos de 95 °C por 45 s, 45 °C por 45 s e 72 °C por 90 s (aumento de 5 s a cada
repeticéo).

As sequéncias geradas pelo sequenciamento foram analisadas no

programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) e comparadas com o
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genoma de outras E. coli. Todos os primers utilizados no trabalho estdo descritos

na Tabela 2.

Tabela 2. Primers utilizados nesse estudo.

Nome Sequéncia 5’-3’ Funcéo Referéncia
P6 CCT AGG CGG CCA GAT CTG Ampllflc~agéo da regido de (Lietal.,
AT insercao do transposon 2005)
P9 Amplificagdo da regido de (Lietal,
CGC AGG GCTTTATTG ATTC insercéo do transposon 2005)
ificaca ia Li l.
Arbi 1 GGC CAC GCG TCG ACT AGT  ATPIicagao da regiao de ( 2'5(;: ’
ACN NNN NNN NNN GAT AT Ser¢ao do ransposo )
Arbi 2 GGC CAC GCG TCG ACT AGT  Amplificagéio da regisio de (Lietal,
AC insercéo do transposon 2005)
Arbi 3 GGC CAC GCG TCG ACT AGT  Amplificagéio da regisio de (Lietal,
ACN NNN NNN NNN TGA CG insercéo do transposon 2005)
Arbi 4 GGC CAC GCG TCG ACT AGT  Amplificacdo da regido de (Lietal.,
ACN NNN NNN NNN ACG CC insercéo do transposon 2005)
Arbi 5 GGC CAC GCG TCG ACT AGT  Amplificacdo da regido de (Lietal.,
ACN NNN NNN NNN TAC NG insercéo do transposon 2005)
CGT AAT CGG CAT ACC Agc ~ Verificacdo dapresenca  pooo ooy
treA_F CT do gene treA
Verificagdo da presenca
treA R TGT TGA AAA CCT GCA AGC do gene treA e ga Esse estudo
CG complementacédo
cromossdmica de treA
ATG AAATCC CCC GCACCT
treAKO F TCT CGC CCG CAA AAA ATG Mutacdo do gene treA Esse estudo
- GCG TTAATT CCAGCG TGT
AGG CTGGAGCTGCTTC
GGA CGC GTC GCC GGA ACA
TTG TCA CAC GGT TGC TCT x
treAKO_R TTC GGG CAG ATC AAA TGG Mutagdo do gene treA Esse estudo
GAATTAGCCATGGTCC
TAG TTC CAC TTA CGG GAG
KOotsA F ATT AAC CGC TCC TAC GCA Mutacdo dos genes otsBA  Esse estudo
- AGC TTT GGA AAG GTATGG
GAATTAGCCATG GTCC
AGC GCG TTC TGC GCA ACA
CAA TAA GAA AAG AGA AGG =
KOotsB_R AGG AGA ACC GGG TGG TGT Mutacéo dos genes otsBA  Esse estudo
AGG CTG GAG CTG CTT C
CAT CCA GAC TGT TCT GAA
bglBKO_F TGC GAC GAT AAT TAA GGT Mutagé&o do gene bglB Esse estudo

GCTTTATTG GTT ATG TGT
AGG CTGGAGCTGCTTC
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bglBKO_R

GTG AGC CGC TGT TAT CCA

TCATTC GCT AAC GAT AAA

AGG AGT TAATTATGA TGG
GAATTAGCCATG GTCC

Mutagédo do gene bglB

Esse estudo

bglGKO_F

AAT ACT GGT GAA GTC GGG
TTTTTT TGT TTATAA AAA
AGG TCCTTG CTATGA TGG
GAATTAGCCATGGTCC

Mutacéo do operon bgl

Esse estudo

yieKKO_R

ATT CACACATCCGGCCTT
ATT TTT AAG CTT AAC CGA

GCG CTAATT CTG CGG TGT
AGG CTGGAGCTGCTTC

Mutagé&o do operon bgl

Esse estudo

QFtreApWSK29compl_F

GTACCG GGC CCC CCC TCG
AGT CCG GCAATT TACTCT
GCACT

Clonagem do gene treA no
plasmideo pWSK29

Esse estudo

QFtreApWSK29compl_R

TCC CCC GGG CTG CAG GAA
TTC AGG GAG AAT GGG GAG
TGG GGG

Clonagem do gene treA no
plasmideo pWSK29

Esse estudo

QFtreAcompl_F

CCG GGC CCAAGCTTCTCG
AGT CCG GCAATT TACTCT
GCACT

Clonagem do gene treA no
plasmideo pGPTn7Cm e
amplifica¢é@o do fragmento
treA-cat para
complementacédo
cromossoémica

Esse estudo

QFtreATn7compl_R

CCC CGG GCT GCA GGA ATT
CAG GGA GAATGG GGA GTG
GGG G

Clonagem do gene treA no
plasmideo pGPTn7Cm

Esse estudo

Dat_treA_compl_R

CGG CGA AAT AGA GTG ATA
AAATAACAT CTGTTT ATT
AGT CAG CCA GCG ACA AGC
TTT CAG AAC GCT CGG TTG
CCGC

Amplificacdo do fragmento
treA-cat para
complementacédo
cromossémica

Esse estudo

screening_otsAB_F

TGC AAATGG CGA CCC CCG

Conferéncia da mutagéo
de otsBA

Esse estudo

TC
. AGC TGC GCC GAT GCT TGA Conferéncia da mutagéo
screening_otsAB_R AGA de otsBA Esse estudo

screen_bgIB_R

CGATTC ACC GTC GCT GGC
GT

Conferéncia da mutacgao
de bglB

Esse estudo

screen_bgl_R

TGG AGA ACA GGC CGG AGC
GT

Conferéncia da mutagéo
do operon bgl

Esse estudo

screening_treAKO_F

ACC GTT CGG ATG GCATCA
TT

Conferéncia da mutagéo
de treA

Esse estudo

K1

CAG TCA TAG CCG AAT AGC
CT

Conferéncia da mutagao
dos genes treA, bglB e do
operon bgl e da
complementacdo

Esse estudo
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cromossdmica de treA

Verificagdo da orientagdo (Crepin et

Pri3 TCGTTTTGE COG ATTATG de fims al., 2012b)
AGT GAA CGG TCC CAC CAT Verificacé@o da orientagédo (Crepin et

Pri4 TAA CC de fimS al., 2012b)

3.3. Geracao de mutantes especificos

Os mutantes especificos foram gerados pela técnica de lambda red
(Datsenko and Wanner, 2000). Os primers foram desenhados com a porgéao 5’
contendo 50 nt de homologia com as regides inicial (primers forward) e final
(primers reverse) do gene a ser mutado e a por¢cao 3’ contendo 20 nt para
amplificar o cassete de resisténcia a canamicina ou ao cloranfenicol. Os cassetes
foram amplificados a partir dos plasmideos pKD3 (cloranfenicol) ou pKD4
(canamicina) e os fragmentos gerados possuiam, além do cassete de resisténcia,
50 pb de homologia com o gene a ser mutado nas duas extremidades do cassete.
O plasmideo pKD46, que codifica a enzima recombinase sob expressdo de um
promotor sensivel a arabinose, foi usado para transformar as cepas a serem
mutadas por eletroporagcdo. A cepa a ser mutada transformada, contendo o
plasmideo pKD46, foi novamente tornada eletrocompetente agora na presenca de
arabinose (100 mM), de modo a expressar a enzima recombinase. O fragmento
contendo o cassete de resisténcia mais as regides de homologia com o gene a
ser mutado foi inserido por eletroporagdo na cepa a ser mutada. A enzima
recombinase fez a troca do gene a ser a mutado pelo cassete de resisténcia, por
reconhecimento de homologia de sequéncia. O mutante é, entdo, crescido na
presenca do antibiético para o qual o cassete confere resisténcia e o plasmideo

pKD46, que é sensivel a temperatura, € perdido. Os primers utilizados para a
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geracdo dos mutantes especificos estdo descritos na Tabela 2. As mutacdes para
0S genes treA, bglB e para o operon bgl (bglGFBHyieLK) foram feitas com o
cassete de canamicina; para os genes otsBA, com o de cloranfenicol.

3.4. Complementacao plasmidial do gene treA

O gene treA junto com sua regido promotora foi amplificado a partir do DNA
da cepa MT78 WT com primers contendo sitios para as enzimas de restricdo Xhol
e EcoRlI. O fragmento gerado e o plasmideo de baixo numero de cépias pWSK29
foram digeridos com essas enzimas e ligados com a enzima T4 DNA-ligase. O
plasmideo pWSK29 contendo o fragmento treA foi usado para transformar, por
choque térmico, a cepa DH5a. Foi feita a extracdo de plasmideo da cepa DH5a
contendo o plasmideo pWSK29-treA e este foi usado para transformar o mutante
MT78AtreA por eletroporacdo. A presenca do gene foi confirmada por PCR
(primers treA_F e treA_R) e pela presenca do plasmideo na cepa.

3.5. Complementacdo cromossémica do gene treA

O gene treA junto com sua regido promotora foi amplificado a partir do DNA
da cepa MT78 WT com primers contendo sitios para as enzimas de restricdo Xhol
e EcoRI. O fragmento gerado e o plasmideo pGPTn7Cm foram digeridos com
essas enzimas e ligados com a enzima T4 DNA ligase. O plasmideo pGPTn7Cm
contém um cassete de resisténcia ao cloranfenicol (cat) a jusante de sua regido
de clonagem (Fig. 3A). O plasmideo pGPTn7Cm contendo o fragmento treA
(promotor + gene) foi usado para transformar, por choque térmico, a cepa DH5a.
Foi feita a extracdo de plasmideo da cepa DH5a contendo o plasmideo
pGPTn7Cm-treA e este foi usado como molde para a amplificagdo do fragmento

treA-cat (Fig. 3AB), utilizando o primer QFtreAcompl_F (Tabela 2) e o primer
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reverse (Dat_treA _compl_R), que contém, em sua regiao 5’, 50 nt de homologia
com a regido final do promotor do gene treA (Fig. 3B). O fragmento treA-cat
possui, portanto, homologia com a porc¢éo inicial do promotor de treA na sua
regido 5’ e com a final na sua regido 3’ (Fig. 3B). Esse fragmento foi usado para
transformar o mutante MT78AtreA — contendo o plasmideo pKD46 e tornado
eletrocompetente na presenca de arabinose — por eletroporacdo, da mesma forma
como os mutantes especificos foram gerados. O mutante com complementacao
cromossOmica possui 0s cassetes de resisténcia ao cloranfenicol e a canamicina
(oriundo da mutagcdo especifica) a jusante do gene treA reinserido (Fig. 3C). A

complementagdo cromossdmica esta esquematizada na Figura 3.
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pGP-Tn7-Cm-treA MT78 WT  promotor

Dat_treA_compl_R MT78A4treA

promotor

promotor treA
\ombinaqéo homV
4
promotor [ kmRTT
|
o promotor tre cat |l BRI |
1
\ . MT784treA/treA’ B.
v, bla
\\\" 5 3’
- - -
\\“\_\_ - - -
2045 fragmento amplificado treA cat KmR C

A

Figura 3. Esquema da complementacédo cromossémica do gene treA. A. Plasmideo
pGPTn7Cm com o fragmento treA clonado. O gene cat esta indicado (CmR) a jusante do
gene treA. A linha vermelha externa ao plasmideo indica o fragmento treA-cat,
amplificado com os primers Dat_treA compl_R e QFtreA _compl_F (2045). B.
Representacao, fora de escala, do gene treA e seu promotor na cepa selvagem; insercao
do cassete de canamicina (KmR) no lugar do gene treA no mutante MT78AtreA; e
complementagdo do mutante MT78AtreA com a inser¢cdo do fragmento treA+cat, por
recombinacdo homéloga, no promotor original de treA. *: sequéncia de 50 pb de
homologia com o final do promotor de treA. C. Esquema da regidao apés mutagdo e
complementacdo. O gene treA original encontrava-se onde esta o cassete de resisténcia
a canamicina (KmR); no lugar do promotor original de treA foram inseridos um novo
promotor, com a mesma sequéncia, seguido do gene treA e do cassete de resisténcia ao

cloranfenicol. As setas indicam a orientagdo dos genes e estédo todas em escala.
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3.6. Determinacdo da expressdo da fimbria do tipo 1 por aglutinacao de
levedura

As culturas bacterianas foram crescidas durante 24 h estaticamente, ou até
a fase mid-log (ODgypo ~0,6) em agitacdo, em meio LB, ou durante 24 h sob
agitacdo em urina humana. Uma suspens&o inicial de aproximadamente 10
bactérias em PBS foi diluida serialmente 1:2 em pog¢os de microtitulacdo, aos
quais foram adicionados volumes iguais de uma solucdo de 1,5% de levedura
comercial (naturalmente recobertas de manose) em PBS. Ap6s 30 minutos no
gelo, a aglutinacdo foi monitorada visualmente e o titulo mais diluido
apresentando aglutinacéo foi determinado (Crepin et al., 2012b).

3.7. Determinacao da orientacdo da regiao fimS

Para determinar a orientacdo da regidao fimS, que contém o promotor do
operon da fimbria do tipo 1, as bactérias foram crescidas em caldo LB
estaticamente por 24 h e 48 h, ou sob agitacéo até a fase mid-log. Um volume de
125 uL de cada cultura foi centrifugado por 5 min a 12000 x g, o sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi utilizado para extracdo de DNA por lise alcalina. A
regido fimS foi amplificada com os primers Pri3 e Pri4 (Tabela 2), gerando um
fragmento de 650 pb. Este fragmento foi purificado e digerido com a enzima Hinfl
(ThermoScientific, Sinapse Biotecnologia, S&o Paulo) por 4 horas. Os fragmentos
gerados pela digestdo foram submetidos a eletroforese com gel de agarose a 2%.
Para orientagdo “ON”, sdo observados fragmentos de 522 pb e 128 pb, para
“OFF”, 411 pb e 139 pb (Crepin et al., 2012b).

3.8. Cultura de fibroblastos
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Foi cultivada, in vitro, uma linhagem transfectada estavel de fibroblastos
embrionérios aviarios, CEC-32 (Kaaden et al., 1982) — doados pelo Prof. Bernd
Kaspers (Universidade de Munique, Munique, Alemanha) — para uso nos ensaios
de invasdo. Essas células foram usadas como um modelo de células néo-
fagocitarias (Matter et al., 2011). As células foram mantidas em estufa umida, a 37
°C com 5% de CO;, em meio DMEM com 10% de soro fetal bovino. O cultivo se
deu em garrafas de cultura com superficie de 75 cm?® Para os experimentos,
foram plaqueadas 5 x 10* células por poco, em placas de 96 pocos (Matter et al.,
2011).

3.9. Cultura de células uroteliais

As células uroteliais humanas da linhagem 5637 (American Type Culture
Collection HTB-9) foram utilizadas como modelo de infeccdo urinéria in vitro. O
cultivo foi feito em RPMI com 10% de soro fetal bovino em garrafas de cultura
com superficie de 75 cm?. Para os experimentos, foram plaqueadas 5 x 10*
células por poco, em placas de 96 pocos.

3.10. Ensaios de adeséao e invasao

Para os ensaios com as células CEC-32, as bactérias foram crescidas em
5 mL de caldo LB estaticamente durante a noite a 37 °C. A partir de 1% (v/v)
desse pré-indculo, as bactérias foram crescidas sob agitacdo de 240 rpm em 10
ou 20 mL de caldo LB em Erlenmeyer a 37 °C até o meio da fase exponencial
(densidade Optica de aproximadamente 0,6 em A = 600 nm), quando o namero de
bactérias por mL de inéculo é de aproximadamente 2,4 x 10°.

As células foram infectadas em uma multiplicidade de infeccdo (MOI, do

inglés multiplicity of infection) de 10 bactérias por célula. O volume desejado de
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bactérias foi centrifugado a 4.000 x g por 10 minutos, e o sedimento foi
ressuspendido em um determinado volume de meio DMEM com 10% de soro fetal
bovino, de modo que cada poco de células fosse infectado com 20 pL da
suspensao. As células foram lavadas com PBS e infectadas com um total de 200
pL de meio, com ou sem bactérias (controles), e incubadas por 1 hora em estufa
Umida a 37 °C com 5% de CO,. Apés, as células foram lavadas trés vezes com
PBS e as destinadas ao ensaio de adesao foram lisadas com 20 pL de Triton X-
100 (Sigma, Streinheim, Alemanha) 1% (v/v) por 5 minutos a temperatura
ambiente, seguido de diluicio com 180 pL de PBS, diluicdo seriada e
plagueamento para a determinacéo do niumero de UFC.

As células destinadas ao ensaio de invasao foram reincubadas com 200 pL
de meio e 50 pg/mL de gentamicina — para matar qualquer bactéria que tenha
permanecido extracelular — por mais 3 horas e entdo lisadas, diluidas e
plagueadas para determinag&o do numero de UFC.

Para os ensaios com as células uroteliais 5637, as bactérias foram
crescidas em urina humana sob agitacdo de 240 rpm durante a noite a 37 °C.
Apés a determinacdo do volume necesséario de bactérias para uma MOI de 10
UFC/célula, as bactérias foram centrifugadas por 10 min a 4000 x g e
ressupendidas em uma quantidade de meio (RPMI + 10% de soro fetal bovino)
suficiente para que cada poco fosse infectado com 20 pL. Apos a infeccéo, a
placa com as células foi centrifugada a 500 x g por 5 minutos para sincronizar a
adesdao das bactérias e manter o efeito do crescimento em urina. Apenas o ensaio
de adesao foi realizado com essas células uma vez que as cepas MT78 e

CFTO073 néo séo capazes de invadi-las.
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Os ensaios de adeséo foram realizados em presenca e auséncia de 3% de
D-manose ou D-manopiranose para a observacdo da adesdo independente de
fimbria do tipo 1.

Para a determinacdo da MOI exata, parte do in6culo utilizado foi diluida
serialmente e plaqueada. Foi feita uma razdo entre o numero de bactérias
recuperadas dos ensaios de adesdo ou invasdo com o numero de bactérias da
MOI exata para expressar a percentagem de indculo que aderiu ou invadiu as
células.

3.11. Crescimento em diferentes osmolaridades

O crescimento da cepa MT78 WT e do mutante MT78AtreA foi testado em
caldo LB com diferentes concentracbes de NaCl. Em uma microplaca, as cepas
foram inoculadas 1:100 em 200 pL de caldo LB (apenas peptona e extrato de
levedura) contendo 0O; 0,01; 0,1; 0,3; 0,5 e 1 M de NaCl e incubadas por 19 h a 37
°C sob agitacdo média em um BioscreenC™ (Growth Curves USA, Piscataway,
NJ, USA). A ODggo foi medida a cada 15 minutos. As curvas de crescimento foram
geradas a partir dos valores de densidade éptica.

3.12. Ensaios in vivo

Camundongos-fémea da linhagem CBA/J, com cinco semanas de idade,
foram infectados via uretra com um inéculo de 20 pL contendo ~ 2 x 10° UFC. As
bactérias foram crescidas em caldo BHI por 6 h em 5 mL e inoculadas 1:100 em
250 mL seguido de crescimento por 18 h, sempre sob agitacdo de 240 rpm. Apos,
o indculo foi concentrado por sucessivas centrifugacdes a 4000 x g e congelado.
Antes da infec¢cdo, uma aliquota foi descongelada, diluida e plagueada para

determinar o nimero de UFC, de modo a garantir gue no momento da infec¢éo os
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animais infectados com as diferentes cepas recebessem a mesma quantidade de
bactérias. Foram usados dez animais para cada cepa. Apos 48 h, os animais
foram sacrificados e os rins e a bexiga homogeneizados e plaqueados em agar
MacConkey para a determinacdo do numero de colbénias (Crepin et al., 2012b).
Os ensaios in vivo foram realizados no centro de experimentagdo animal do
Institut National de la Recherche Scientifique (INRS), com aprovacdo do comité
de ética dessa institui¢ao.

3.13. Analise da fermentagéo dos B-glicosideos

Para a analise da fermentagcdo dos B-glicosideos, as cepas MT78 WT,
CFT073 WT e os mutantes MT78AbgIB, MT78Abgl, CFT073AbgIB, CFT073Abgl e
0o mutante STM 20E12 (bglB::Tn5) foram plaqueados em placas de azul de
bromotimol na presenca dos acucares salicina ou arbutina (Schnetz et al., 1987).
A funcionalidade do operon bgl e o aparecimento de papilas nas colbnias,
indicativas de um operon funcional porém silenciado, foram analisadas ap6s 4
dias de incubacgao a 37° C e 28° C.

3.14. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da proteina FimH

As sequéncias de aminoacidos da proteina FimH das cepas CFT073
(Genbank: AE014075.1), IMT5155 (Genbank: CP005930.1) e MT78 (n&o tornada
publica) foram alinhadas no servidor Clustal Omega Multiple Sequence Alignment

(Sievers et al., 2011).
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4. RESULTADOS

4.1. Sete de 27 mutantes testados individualmente foram confirmados
como atenuados para invasao

A partir de uma biblioteca de mutantes criada pela técnica de mutagénese
marcada com assinatura, 1710 mutantes foram testados em grupos de 90 para
sua capacidade de invasdo a fibroblastos aviarios da linhagem CEC-32
(Pavanelo, 2013). Vinte e sete mutantes possivelmente atenuados foram testados
individualmente para suas capacidades de ades&o e invasao aos fibroblastos
aviarios da linhagem CEC-32. Conforme mostrado na Figura 4, trés mutantes se
mostraram atenuados para adeséo e sete para invaséo, trés dos quais nédo foram
sequer capazes de invadir as células. Estes sete mutantes, 7A2, 8C6, 8C11,
8E12, 8F1, 8G4 e 20E12 tiveram a regido de insercado do transposon sequenciada

e 0 gene responsavel pela atenuacgéo identificado.
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Figura 4. Adesdo e invasdo de fibroblastos aviarios da linhagem CEC-32 por
mutantes STM possivelmente atenuados. Adesdo (superior) e invaséo (inferior) dos
mutantes STM testados individualmente, em relacédo a cepa MT78 WT (100%). Em preto
0s sete mutantes que tiveram a regiao de insercao do transposon sequenciada. Média +

erro padrao de pelo menos trés replicatas biolégicas.
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4.2. Identificacdo dos genes responsaveis pela atenuacdo da capacidade
de invasao dos mutantes
A regido de insergédo do transposon foi sequenciada conforme descrito no
item 3.2, e a sequéncia gerada foi analisada em bancos de dados para a
determinacdo do gene responséavel pela atenuagdo dos mutantes.
4.2.1. Mutante 7A2
O transposon do mutante 7A2 inseriu-se no gene fimA, que codifica
a proteina estrutural e mais abundante da fimbria do tipo 1 (Orndorff
and Falkow, 1985).
4.2.2. Mutante 8C6
O transposon do mutante 8C6 inseriu-se no gene fiml. Apesar de ter
sua funcdo desconhecida, esse gene faz parte do operon da fimbria
do tipo 1 e sua auséncia gera uma bactéria ndo-fimbriada (Valenski
et al., 2003).
4.2.3. Mutante 8C11
O transposon do mutante 8C11 inseriu-se no gene ydeO, um
regulador de transcricdo que regula a resposta celular ao estresse
acido (Masuda and Church, 2002).
4.2.4. Mutante 8E12
O transposon do mutante 8E12 inseriu-se no gene ibeR, regulador
do gene ibeA. O gene ibeA esta envolvido com a expressao da
fimbria do tipo 1 (Cortes et al., 2008), com a invasao do

microendotélio cerebral (Maruvada and Kim, 2012) e com a
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resisténcia ao estresse causado pelo perdxido de hidrogénio
(Flechard et al., 2012).

4.2.5. Mutante 8F1

O transposon do mutante 8F1 inseriu-se no gene ymgF, que codifica
uma proteina envolvida na maquinaria de divisdo celular em E. coli
(Karimova et al., 2009).

4.2.6. Mutante 8G4

O transposon do mutante 8G4 inseriu-se no gene treA, que codifica
a trealase periplasmatica (Boos et al., 1987).

4.2.7. Mutante 20E12

O transposon do mutante 20E12 inseriu-se no gene bglB, que
codifica a enzima fosfo-B-glicosidase B (Schnetz et al., 1987).

Trés mutantes, 7A2, 8C6 e 8E12, apresentaram inser¢cdes em genes
relacionados a expressdo da fimbria do tipo 1, sendo dois componentes do
proprio operon da fimbria e um relacionado a sua regulagdo. Como a fimbria do
tipo | € uma estrutura bacteriana essencial a adesao e consequentemente invasao
celular, a identificacdo desses mutantes serve para validar a selecdao dos
mutantes.

Os mutantes 8G4 (atenuado para invasao) e 20E12 (atenuado para adeséao
e invaséo) apresentaram insercbes em genes de metabolismo de carboidratos.
Esses mutantes foram escolhidos para serem caracterizados neste trabalho, ja
gue o metabolismo de carboidratos esta envolvido na bioquimica basica dos
microrganismos, em sua adaptacao ao meio e, conforme indicou a selecdo dos

mutantes atenuados, na invasao de células do hospedeiro. Esses mutantes foram
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escolhidos para serem caracterizados neste trabalho, pois embora as rotas
metabdlicas dos carboidratos trealose e B-glicosideos e a vantagem adaptativa
conferida por elas estejam elucidadas em E. coli, ndo se sabe como essas rotas
interfeririam na capacidade de invasdo de células do hospedeiro, conforme
indicou a selegdo dos mutantes atenuados. Os mutantes 8C11 e 8F1 nao foram
caracterizados nesse trabalho.

4.3. O mutante MT78AtreA cresceu em diferentes concentracdes de sal

O metabolismo de trealose é um dos sistemas que responde ao estresse
osmatico e foi caracterizado na E. coli de laboratério K-12 (Styrvold and Strom,
1991, Strom and Kaasen, 1993). Entdo o crescimento da cepa MT78 WT e do
mutante MT78AtreA (mutante especifico, gerado pela técnica de lambda red,
conforme descrito em 3.3) foi testado em meio LB modificado, contendo diferentes
concentracoes de NaCl, ou seja, diferentes osmolaridades, e monitorado a cada
15 minutos durante 19 horas em um leitor de placas BioscreenC™. No meio LB
modificado o mutante apresentou a mesma curva de crescimento que a cepa
selvagem em todas as concentracoes de NaCl (Fig. 5). Isso indica que a perda de
TreA ndo tem um efeito no crescimento das bactérias em altas concentragfes de

sal, que causam um grande estresse osmoético.
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Figura 5. Curvas de crescimento em caldo LB com diferentes concentracdes de NaCl. Em uma microplaca, as cepas foram

inoculadas (1:100) em 200 pL de caldo LB (somente bactopeptona e extrato de levedura) contendo 0,1 M (A), 0,3 M (B),0,5M(C)e 1l M

(D) de NaCl e incubadas por 19 h a 37 °C sob agitacdo em um equipamento BioscreenC™ (Growth Curves USA, Piscataway, NJ, USA).

ODgq foi medida a cada 15 min.
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4.4. O mutante MT78AtreA ndo cresceu em meio minimo M9 com trealose
como Unica fonte de carbono

O crescimento do mutante MT78AtreA também foi testado em meio minimo
M9 com trealose como Unica fonte de carbono. A cepa selvagem apresentou
crescimento caracteristico, conforme dados anteriores (Chouikha et al., 2006),
mas o mutante MT78AtreA ndo apresentou crescimento, sugerindo que a TreA é
necesséria para o catabolismo de trealose.

4.5. O mutante MT78AtreA apresentou menor adesao e invasdo a
fibroblastos aviarios da linhagem CEC-32 que a cepa selvagem

A cepa MT78 é altamente aderente e invasiva a diferentes modelos
celulares (Germon et al., 2005, Chanteloup et al., 2011, Matter et al., 2011). As
capacidades de adesao e invasao do mutante MT78AtreA foram testadas para a
linhagem CEC-32 de fibroblastos aviarios. Os resultados sdo mostrados na Figura
6. Enquanto 28% do inéculo da cepa selvagem foram recuperados apés 1 h de
interacdo com as células, apenas 18% de inéculo do mutante MT78AtreA foram
recuperados. A capacidade adesiva do mutante MT78AtreA foi recuperada pela
cepa com complementacdo cromossémica (Fig. 6A). A adicdo de D-manose (3%)
as culturas, para bloquear o efeito da fimbria do tipo 1, reduziu drasticamente a
associagdo entre bactérias e células para todas as cepas testadas (Fig. 6B) O
efeito da delecdo de treA foi ainda mais pronunciado na capacidade do mutante
invadir os fibroblastos aviarios: apenas 60% do mutante MT78AtreA foram
recuperados das células quando comparamos ao nivel de recuperacdo da cepa

selvagem. A capacidade invasiva do mutante MT78AtreA foi recuperada na cepa
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complementada MT78AtreA/treA” (Fig. 6C). Ndo foi observada invasdo na

presenca de D-manose (resultado ndao-mostrado).
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Figura 6. Adeséao e invasdo a fibroblastos aviario da linhagem CEC-32. As barras representam a porcentagem média + erro padrao do nimero de UFCs
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a escala do eixo y esta reduzida) e (C) 4 horas pos-infeccdo, sendo as trés Ultimas na presenca de gentamicina 50 pg/mL (invasao). Resultados de ao

menos quatro replicatas biologicas.
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4.6. A delecéo de treA diminuiu o titulo de aglutinacéo de leveduras

Aglutinagdo de leveduras é um ensaio bem estabelecido para testar a
expressdo da fimbria do tipo 1. Esse teste foi realizado para a cepa MT78 WT, o
mutante MT78AtreA e o complementado MT78AtreA/treA” em diferentes meios e
condi¢des. Depois de crescimento estatico até a fase estacionaria em caldo LB,
crescimento sob agitacdo até a fase mid-log em caldo LB e crescimento durante a
noite sob agitagdo em urina humana, MT78AtreA apresentou uma redugao no
titulo de aglutinagdo de 22%, 36% e 45% respectivamente, quando comparado a
cepa selvagem (Fig. 7). A cepa complementada recuperou o titulo de aglutinacao
da selvagem.

Para explicar a diferenca na expressao da fimbria do tipo 1, foi feito o teste
de verificacdo da orientacdo da regido fimS, que contém o promotor do operon
fim. As cepas foram crescidas estaticamente por 24 h e sob agitacdo até a fase
mid-log. Como controle da orientacdo ON, a cepa selvagem foi crescida
estaticamente por 96 h, e para orientacdo OFF, duas passagens em agar LB
foram feitas para a cepa selvagem. Conforme mostrado na Figura 8, ndo é
possivel observar diferengcas na porcentagem de bactérias com orientacdo ON ou
OFF entre as cepas selvagem, mutante e complementada. Esse resultado sugere

que a regulacdo da expressdo da fimbria por treA passa por outro mecanismo,

gue néo o de orientagdo do promotor, para esta cepa.
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Figura 7. Aglutinacdo de leveduras. A expressao da fimbria do tipo 1 foi medida em diferentes condicdes: (A) apds crescimento estatico durante a noite em

caldo LB; (B) ap6s crescimento sob agitacao até a fase mid-log em caldo LB; (C) apés crescimento durante a noite sob agitacdo em urina humana.
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Mid-log sob agitacdo 24 h estatico
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Figura 8. Verificacdo da orientacdo de fimS. A regido fimS foi amplificada e digerida
com a enzima de restricdo Hinfl, gerando fragmentos de tamanhos diferentes de acordo
com a orientacdo. Apenas a por¢cdo superior do gel é mostrada. Os fragmentos que

indicam as posicoes ON e OFF estéo indicados.
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4.7. A diminuicdo da expressado da fimbria do tipo 1 pelo mutante treA nao
é explicada pelo acumulo de trealose no periplasma

Uma possivel explicagcdo para a diminuicdo da expressao da fimbria do tipo
1 no mutante MT78AtreA seria 0 acumulo de trealose no periplasma bacteriano, ja
que a enzima responsavel pela degradacdo da molécula em duas moléculas de
glicose, a trealase periplasmatica, estd ausente no mutante. Para testar essa
hipotese foram criados mutantes para os genes otsBA, que codificam as enzimas
trealose-6-fosfato  sintase (OtsA) e trealose-6-fosfato fosfatase (OtsB),
responsaveis pela sintese de trealose a partir de duas moléculas de glicose, no
citoplasma bacteriano, conforme mostrado na Figura 2. Os genes otsB e oOtsA
estdo em tandem sob promotores independentes. O duplo mutante MT78AotsBA
e o triplo mutante MT78AtreAotsBA foram testados quanto a expresséao da fimbria
do tipo 1 pelo teste de aglutinagao de leveduras. Conforme mostrado na Figura 9,
o duplo e o triplo mutantes apresentaram titulos de aglutinacdo ainda menores
que o mutante MT78AtreA, sugerindo que toda a rota de sintese e degradacéo
periplasmatica de trealose esta, de certa forma, envolvida na expressao da
fimbria do tipo 1, e que a diminuicdo de sua expressdo por parte do mutante
MT78AtreA ndo pode ser explicada pelo excesso de trealose que se acumula no

periplasma na auséncia de TreA.
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Figura 9. Aglutinacédo de leveduras pelos mutantes da rota de sintese e degradacao
periplasmética da trealose. Aglutinacdo de leveduras apds crescimento estatico durante
a noite (A) ou sob agitacdo até a fase mid-log (B). Média * erro padrao de pelo menos

trés replicatas bioldgicas.
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4.8. O mutante MT78AtreA colonizou menos a bexiga de camundongos em
modelo de infec¢do urinaria em relacéo a cepa selvagem

A fimbria do tipo 1 é uma importante estrutura para a colonizacdo da
bexiga por EXPEC em infec¢Bes do trato urinario (Kaper et al., 2004). Como o
mutante MT78AtreA apresentou uma diminuicdo no titulo de aglutinacdo de
leveduras, sua capacidade de causar infeccdo do trato urinario foi testada em um
modelo com camundongos CBA/J. Os animais foram infectados intra-uretra com 2
x 10° UFC e sacrificados ap6s 48 h. A contagem bacteriana da bexiga e dos rins
foi determinada. Conforme mostrado na Figura 10, o mutante MT78AtreA
apresentou colonizacdo na bexiga 10 vezes menor que a cepa selvagem (p <
0.0001). Em um ensaio independente, a cepa complementada recuperou a
capacidade de colonizacdo da bexiga da cepa selvagem (p < 0.01). Essa reducéo
na colonizacdo da bexiga apresentada pelo mutante MT78AtreA pode ser
consequéncia de uma redugcdo na expressdo da fimbria do tipo 1. N&o foi

observada diferenca estatistica na colonizac¢do dos rins.
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Figura 10. Infeccao in vivo do trato urinédrio de camundongos. Cada ponto representa
a contagem de um animal. As medianas das contagens estdo indicadas pelo trago
horizontal. Duas infec¢gfes independentes foram realizadas, uma com a cepa selvagem e
0 mutante, a outra com a cepa selvagem e a complementada. Os rins foram coletados e
processados individualmente. O teste Wilcoxon signed-rank (two-tailed) foi usado para
determinar significancia estatistica. O teste Mann-Whitney foi usado para determinar
diferencas estatisticas entre a cepa selvagem e o mutante. **: p < 0.01; ***: p < 0.001;

***% p < 0.0001.
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4.9. A complementagdo plasmidial ndo recuperou todos os fendtipos do
mutante treA

Além da complementacdo cromossdmica do mutante treA, que gerou uma
cepa que recuperou todos os fendtipos atenuados para o mutante (Fig. 6, 7 e 10),
foi feita a complementacdo do gene com um plasmideo de baixo nimero de
copias, conforme descrito em 3.4. O mutante com complementacdo plasmidial
recuperou o fendtipo atenuado do mutante treA para aglutinacdo de levedura e
adesao a fibroblastos aviarios da linhagem CEC-32 (Fig. 11ABC). No ensaio de
invasao, entretanto, o0 mutante complementado comportou-se como 0 mutante
treA (Fig. 11D). Uma possivel explicacdo para esse comportamento é a propria
dindmica do ensaio de invasdo, no qual as bactérias sdo incubadas em contato
com as células por 4 h sem o antibiotico cuja resisténcia esta codificada pelo
plasmideo; ou seja, € muito provavel que o mutante com complementacao
plasmidial tenha perdido seu plasmideo ao longo do ensaio devido a falta de seu
antibiético de selecdo. Fendmeno semelhante aconteceria no ensaio in vivo, em
que as bactérias ficam 48 h dentro dos camundongos sem contato com
antibiéticos. Por essa razdo apenas 0 mutante com complementacao

cromossOmica foi testado na infecc¢ao in vivo.
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Figura 11. Efeito da complementacé&o plasmidial no mutante treA na aglutinacdo de
leveduras e em ensaios em fibroblastos aviarios da linhagem CEC-32. A.
Aglutinacdo de leveduras ap0s crescimento estatico durante a noite. B. Aglutinacdo de
leveduras ap0s crescimento sob agitacdo até a fase mid-log. C. Adeséo aos fibroblastos
CEC-32. D. Invaséo aos fibroblastos CEC-32. Média + erro padrao de trés replicatas

biolégicas.
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4.10. O mutante MT78AtreA tem a mesma capacidade de adeséao a células
de bexiga da linhagem 5637 que a cepa selvagem

As células uroteliais da linhagem 5637 foram usadas como modelo de
infeccdo urinéria in vitro. Para os ensaios de invasdo, as bactérias foram
inoculadas em urina humana e incubadas sob agitacdo por 24 h. Os indculos
foram centrifugados, a urina retirada e os sedimentos ressuspendidos em meio
RPMI com soro fetal bovino para a infecgdo. Para manter os efeitos da urina
sobre as bactérias, as células foram centrifugadas por 5 min e a incubadas por
apenas 30 min, em vez de 1 h como no protocolo da linhagem CEC-32. Nao foi
feito ensaio de invasdo porque a cepa selvagem MT78 ndo é capaz de invadir
essa linhagem celular (resultados n&o-mostrados). Apesar de apresentar
diminuicdo da expressao da fimbria quando crescido em urina (Fig. 7C) e uma
forte diminuicdo na colonizacdo de bexigas de camundongo (Fig. 10), o mutante
MT78AtreA apresentou uma capacidade de adesdo similar & da cepa selvagem

(Fig. 12).
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Figura 12. Adeséo as células uroteliais da linhagem 5637. Média + erro padrdao de

cinco replicatas bioldgicas.
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4.11. A mutacdo em treA néo teve efeito na expressao da fimbria do tipo 1
da cepa CFTO073

O mutante CFTO73AtreA foi gerado para que pudesse ser feita uma
comparacao do efeito deste gene em duas cepas EXPEC de origens diferentes,
uma aviaria e uma urinaria. O teste de aglutinacdo de leveduras ndo mostrou
qualquer diferenca na expresséo da fimbria do tipo 1 entre as cepas CFT073 WT
e CFTO73AtreA, assim como os ensaios de adeséo aos fibroblastos aviarios da
linhagem CEC-32 (resultados ndo-mostrados). A cepa CFT073 é incapaz de
invadir tais células. Esses dados sugerem que o efeito da rota de sintese e
degradacédo de trealose sobre a expressdo da fimbria do tipo 1 podem ser cepa-
especificos.

4.12. A adesina FimH da cepa MT78 é idéntica a de cepas ndo-invasivas

Uma possivel explicacdo para o fendtipo invasivo da cepa MT78 poderia
ser diferencas na proteina adesiva de sua fimbria do tipo 1, a proteina FimH. As
sequéncias de aminoacidos das cepas MT78, CFT073 e da cepa
filogeneticamente similar APEC IMT5155 foram alinhadas (Fig. 13). As cepas
CFT073 e IMT5155 nao invadem fibroblastos da linhagem CEC-32 (Daniel
Pavanelo, resultados nao-publicados; Matter et al., 2011). Conforme mostrado na
Figura 13, h& apenas duas diferencas entre as cepas: uma substituicdo G180 por
S180, comparado com as duas cepas; e uma substituicAdo A184 por V184,
comparado com CFTO073. Essas duas diferencas séo substituicbes conservativas,
ja que alanina e valina sdo aminoacidos apolares e glicina e serina sao polares.

Portanto, € improvavel que as diferencas apresentadas por essas cepas quanto
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as suas capacidades invasivas a células possam ser unicamente atribuidas a

diferencas na sequéncia de aminoacidos de suas adesinas FimH.
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Figura 13. Alinhamento dos aminoacidos de FimH. As sequéncias de aminoacidos da

proteina FimH das cepas MT78, CFT073 e IMT5155 foram alinhadas com o servidor

Cristal Omega. Somente duas mutacdes sdo observadas na cepa MT78, S180G e

A184V. Cores diferentes indicam as caracteristicas dos aminoacidos. Verde: residuos

polares;

positivamente; vermelho: residuos apolares.

azul: residuos carregados negativamente; rosa: residuos carregados
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4.13. Os mutantes bgIlB e do operon bgl ndo fermentam os B-glicosideos
arbutina e salicina

As cepas selvagens MT78 e CFTO073, os mutantes para o gene bglB
MT78AbgIB, CFTO73AbgIB e MT78 bgIB::Tn5 (20E12) e os mutantes para o
operon bgl MT78Abgl e CFTO73Abgl foram testados para a fermentagdo dos [3-
glicosideos salicina e arbutina. O meio com azul de bromotimol, que é um
indicador de pH, faz com que as colbnias fermentadoras do aclUcar apresentem
cor de laranja (pH mais acido, Fig. 14A), ao passo que as ndo-fermentadoras
apresentam cor branca (pH mais alcalino, Fig. 14B). Apds 96 h de incubacédo
Umida a 37 °C em meio contendo azul de bromotimol e salicina ou arbutina,
apenas as cepas selvagens apresentaram coloragéo laranja (papilas), tal como na
Figura 14A, indicando a funcionalidade do operon bgl. Nenhum dos mutantes,
seja apenas do gene bglB ou de todo o operon bgl, foi capaz de fermentar os -

glicosideos testados.
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Figura 14. Crescimento em 4gar contendo azul de bromotimol com os B-glicosideos
salicina ou arbutina. A. Padrdo de crescimento com fermentacdo dos B-glicosideos
(observar colénias cor de laranja — papilas). Esse padrédo foi observado para as cepas
selvagens nos dois agucares. B. Padrdao de crescimento sem fermentagdo dos pB-
glicosideos (observar colénias brancas). Esse padrdo foi observado para todos os

mutantes nos dois agucares.
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4.14. Os mutantes bgIB e do operon bgl ndo apresentam varia¢do no titulo
de aglutinacdo de levedura em relagdo a cepa selvagem

O mutante 20E12, cuja insercdo do transposon foi identificada no gene
bglB, foi incapaz de aglutinar leveduras, ou seja, hdo expressa a fimbria do tipo 1.
Esse fendtipo explica o baixo nivel de adeséo e a invaséo nula aos fibroblastos da
linhagem CEC-32 (Fig. 4). Surpreendentemente, quando testados para
aglutinagdo de levedura, os mutantes especificos MT78AbglB e MT78Abgl
apresentaram o mesmo titulo de aglutinacdo da cepa selvagem, assim como 0s
mutantes CFT073AbgIB e CFT073Abgl (resultado ndo-mostrado). Uma possivel
explicacdo para essa discrepancia de fendétipo entre os mutantes MT78 bgIB::Tn5
e MT78AbgIB seria a inser¢cdo de um segundo transposon no mutante 20E12, o
gue seria um artefato no momento da confeccédo da biblioteca de mutantes STM.
Essa hipétese, entretanto, ainda nao foi averiguada.

4.15. Os mutantes MT78AbgIB e MT78Abgl apresentam menor adesao e
invaséo a fibroblastos aviarios em relacéo a cepa selvagem

Apesar de ndo apresentarem reducdo no titulo de aglutinacdo de levedura,
os mutantes MT78AbgIB e MT78Abgl apresentaram reducéo na adesdo e na
invasdo aos fibroblastos aviarios da linhagem CEC-32. O mutante MT78
bgIB::Tn5, usado como controle nesses ensaios, apresenta drastica redugcdo na
adesdo e na invasao. Os resultados sdo mostrados na Figura 15. Nao foi
realizado teste na presenca de D-manose, de modo que ndo € possivel atribuir a
perda na capacidade de adeséo e invasdo somente a uma menor expressao da

fimbria do tipo 1.
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Figura 15. Adesdo e invasdo dos mutantes MT78AbgIB, MT78Abgl e MT78
bglB::Tn5 a fibroblastos aivarios da linhagem CEC-32. Média * erro padrdo de pelo

menos trés replicatas bioldgicas.
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4.16. O mutante MT78Abgl colonizou menos a bexiga de camundongos em
modelo de infec¢do urinéria em relagcéo a cepa selvagem

Assim como MT78AtreA, o mutante MT78Abgl foi testado quanto a sua
capacidade de colonizar o trato urinario de camundongos CBA/J, ja que o mutante
bgIB::Tn5 ndo apresenta fenotipo de expresséo de fimbria do tipo 1 e essa é a
estrutura mais importante para causar infeccao urinaria. O teste foi feito apenas
com o mutante de todo o operon bgl porque, por se tratar de um operon, o
promotor encontra-se antes do primeiro gene (bglG), de modo que nédo é possivel
complementar corretamente o mutante MT78AbgIB uma vez o gene bgIB nédo
possui promotor proprio. Conforme mostrado na Figura 16, o mutante MT78Abgl|
apresenta uma contagem bacteriana dez vezes menor que a cepa selvagem na
bexiga (p < 0,001). Tal efeito ndo é observado nos rins. Esse resultado sugere
gue a fimbria do tipo 1 pode estar sendo menos expressa no mutante MT78Abgl|,
tal como no MT78AtreA. Um ensaio com o mutante complementado deve ser feito

para verificar a restauracao do fenoétipo selvagem.
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Figura 16. Infecgcdo in vivo do trato urinario de camundongos. Cada ponto
representa a contagem de um animal. As medianas das contagens estdo indicadas pelo
traco horizontal. Os rins foram coletados e processados individualmente. O teste
Wilcoxon signed-rank (two-tailed) foi usado para determinar significancia estatistica. O
teste Mann-Whitney foi usado para determinar diferencas estatisticas entre a cepa

selvagem e o mutante. ***: p < 0,001.
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5. DISCUSSAO

Muitos grupos tém usado a técnica de STM para identificar genes de
viruléncia em uma série de patdgenos e modelos (Hensel et al., 1995, Badger et
al., 2000, Li et al., 2005, ANTAO et al., 2009, Dziva et al., 2013). A triagem de
mutantes da nossa biblioteca STM resultou na identificagcdo do regulador ibeR,
que regula a expressédo de ibeA e acaba por interferir na expresséo da fimbria do
tipo 1; genes do proprio operon da fimbria do tipo 1, fimA e fiml; genes cuja
funcdo ndo esta associada a expressdo da fimbria ou a qualquer outra proteina
relacionada a invasao ou a viruléncia de EXPEC, ydeO e ymgA; e dois genes
relacionados ao metabolismo de acucares, treA e bgIB. Os trés primeiros, ibeR,
fimA e fiml, serviram como validadores da selecdo dos mutantes; treA foi
caracterizado nesse trabalho; bglIB foi parcialmente caracterizado, mostrando-se
importante para a viruléncia in vitro e in vivo; ydeO e ymgA ainda ndo foram
caracterizados, assim como parte dos possiveis mutantes atenuados pré-
selecionados que nao foram testados individualmente. O uso da técnica de STM
para gerar uma biblioteca de mutantes mostrou-se, portanto, uma fonte para a
descoberta de potenciais genes associados a viruléncia bacteriana e sua
regulagao.

Na cepa E. coli K-12, a proteina TreA converte trealose em duas moléculas
de glicose no periplasma sob estresse osmoético, quando um aumento na
osmolaridade é necessario para compensar a pressdo osmotica do ambiente
externo (Boos et al., 1987). Assim, é l6gico esperar que 0 mutante treA seja
potencialmente sensivel ao estresse osmotico. O mutante MT78AtreA, entretanto,

foi capaz de crescer em diferentes concentracdes de cloreto de sédio (Fig. 5),
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comportando-se de maneira oposta ao mutante K-12AtreA (Boos et al., 1987) e
sugerindo um papel diferente para esse gene, que ndo o de resposta ao estresse
osmotico, na cepa MT78.

Em um trabalho recente, foi descrito o envolvimento da proteina TreA com
a viruléncia em Burkholderia pseudomallei (Vanaporn et al., 2017). Devido ao fato
de o mutante MT78AtreA ter apresentado capacidade atenuada de adesédo e
invaséo a fibroblastos aviarios (Fig. 6), foi feito o teste de aglutinacéo de levedura
para verificar se a expressao da fimbria do tipo 1 também estaria afetada.
Conforme mostrado na Figura 7, o mutante apresentou uma reducdo na
expressédo da fimbria do tipo 1 comparado a cepa selvagem, e essa redu¢do nao
seria explicada pela orientacdo da regido fimS, jA& que ndo foram observadas
diferencas entre a cepa selvagem e o mutante (Fig. 8).

A expressao da fimbria do tipo 1 de EXPEC é regulada por muitos
mecanismos, como os reguladores globais H-NS, Lrp, IHF e FNR (Barbieri et al.,
2014, Corcoran and Dorman, 2009), recombinases FimB e FIimE, alguns genes
associados a viruléncia, como ibeA e ibeT (Cortes et al., 2008) em certas cepas e
um operon de metabolismo de fosfato, pst (Crepin et al., 2012b), entre outros.
Nossos resultados mostraram uma reducdo na aglutinacdo de levedura mais
pronunciada quando as bactérias foram crescidas sob agitacéo até a fase mid-log
do que quando crescidas estaticamente até a fase estacionaria (Fig. 7). Nos
ensaios de interacdo com células, a reducdo das capacidades de adesdo e
invasdo também foram mais claras quando as cepas foram crescidas sob
agitacdo até a fase mid-log (resultado ndo-mostrado). Esse tipo de regulacédo é

similar a regulacdo do operon fim pelo sensor metabdlico CRP-cAMP (CRP:
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cAMP receptor protein; cAMP: AMP ciclico) (Muller et al., 2009). Devido ao fato do
cAMP ser uma molécula-chave para sinalizar a auséncia de glicose em bactérias,
o efeito da TreA sobre a expressao da fimbria do tipo 1 poderia estar relacionado
a esse regulador de transcricdo global. Por outro lado, o CRP-cAMP afetou a
orientacao da regiéo fimS, diferentemente do observado no mutante MT78AtreA.
Uma possivel explicacdo para a reducéo na expressdo da fimbria do tipo 1
no mutante MT78AtreA seria o acumulo de trealose no periplasma bacteriano,
que poderia levar a um desequilibrio estrutural na membrana e,
consequentemente, uma perturbacdo na montagem ou na ancoragem das
fimbrias, que ocorrem no periplasma e na membrana externa, respectivamente.
Para testar essa hipbtese, foram criados mutantes para as enzimas da
biossintese de trealose, OtsA e OtsB. Conforme mostrado na Figura 2, essas
enzimas sintetizam trealose no citoplasma, a partir de duas moléculas de glicose,
e a trealose é exportada para o periplasma, onde vai ser degradada novamente
em duas moléculas de glicose pela trealase periplasmatica TreA, de acordo com a
necessidade osmotica da bactéria (Giaever et al., 1988, Strom and Kaasen,
1993). Conforme mostrado na Figura 9, o duplo mutante MT78AotsBA apresentou
um titulo de aglutinagdo de levedura menor que o do mutante MT78AtreA, e o
triplo mutante MT78AtreAotsBA, um titulo ainda menor. Como o efeito na
expressdo da fimbria do tipo 1 foi somado pela mutacdo nos genes da
biossintese, e ndo anulado, a hipotese de que é um acumulo de trealose no
periplasma que causa a reducdo na expressado da fimbria do tipo 1 foi rejeitada.
Ao contrario, esse resultado sugere um envolvimento ndo sé da enzima TreA,

mas de toda a rota de biossintese e degradacdo de trealose na expressao da
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fimbria do tipo 1 na cepa MT78. A falta de trealose intracelular parece ter outros
efeitos além de afetar a expressdo da fimbria em E. coli. Um estudo recente
mostrou que o mutante otsA para uma cepa E. coli tende a ser mais sensivel ao
estresse oxidativo e a aumentar a sinalizagdo por indol, o que favorece a
formacao de células persisters (Kuczynska-Wisnik et al., 2015).

N&o é o primeiro relato que um gene relacionado ao metabolismo de
carboidratos estaria envolvido na viruléncia da cepa MT78. Uma Ilha Genbmica
associada a Sel-C, de nome AGI-3, foi encontrada no genoma da MT78 contendo
trés genes que codificam proteinas envolvidas no metabolismo de agucares: um
regulador transcricional da familia Lacl, um transportador hexuronato e uma a-
glicosidase. Sem esses genes, a cepa MT78 perdeu parte de sua capacidade de
metabolizar carboidratos, incluindo trealose, e apresentou menor habilidade de
causar bacteremia e de colonizar o figado de galinhas White-Leghorn de trés
semanas 24 h e 48 h apdés a infeccdo (Chouikha et al., 2006). O operon
metabdlico frz também foi encontrado no genoma da MT78 e, quando deletado, a
cepa foi menos capaz de interagir com células pulmonares (A549), hepéticas
(LHM) e intestinais (Caco-2), de colonizar o intestino de pintos de um dia White
Leghorn axénicos e, assim como em nosso trabalho, de expressar a fimbria do
tipo 1 (Rouquet et al., 2009). O mecanismo pelo qual a perda de genes de
metabolismo de acglcar afeta a expressdo da fimbria do tipo 1, entretanto, ainda
precisa ser elucidado.

Além do operon frz e dos genes de metabolismo de acucares da ilha AGI-3,
foi descrito para a MT78, também na ilha AGI-3, um operon funcional de

metabolismo de frutoligossacarideos (Schouler et al., 2009). Esse operon, apesar
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de ndo estar envolvido em viruléncia, confere uma vantagem adaptativa a cepa
MT78, permitindo que ela colonize a porcao cecal do intestino, onde normalmente
nao séo encontradas cepas de E. coli (Porcheron et al., 2012). No que se refere
ao metabolismo de acgucares, pode-se dizer que a cepa MT78 ndo é uma E. coli
tipica, pois possui um arsenal de possibilidades em seu genoma. O operon bgl faz
parte desse arsenal. Apesar de estar presente também na cepa K-12, encontra-se
silenciado (criptico) na maior parte das E. coli (filogrupos A e B1) e ausente em
outras (filogrupo D), porém funcional nas E. coli do filogrupo B2, como a MT78 e a
CFTO73 (Sankar et al.,, 2009). Conforme mostrado na Figura 14, as cepas
selvagens MT78 e CFT073 foram capazes de fermentar os B-glicosideos salicina
e arbutina, confirmando a funcionalidade do operon bgl nessas cepas.

Cepas que possuem o operon bgl funcional tém a expressédo do gene oppA
aumentado, e isso lhes confere uma vantagem de crescimento na fase
estacionaria (Harwani et al., 2012), entretanto ndo ha relatos na literatura sobre o
envolvimento do operon bgl com viruléncia de E. coli. Nossos dados mostram que
o mutante MT78Abgl demonstra menor capacidade de adesdo e invasédo a
fibroblastos aviarios (Fig. 15) e coloniza menos a bexiga de camundongos que a
cepa selvagem (Fig. 16). O fato de o mutante original da biblioteca STM bgIB::Tn5
nao ser capaz de aglutinar leveduras, e de o mutante MT78Abgl ter uma
diminuicdo na adesdo e invasdo de fibroblastos aviarios e na capacidade de
colonizar a bexiga indicam que o operon bgl afeta a expresséo da fimbria do tipo
1 na MT78. Essa suposi¢cdo, porém, ndo se confirmou quando os mutantes
MT78AbglB e MT78Abgl foram testados para aglutinacdo de levedura apdés

crescimento em LB estatico e sob agitacdo. Uma possivel explicacdo para a
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discrepéancia entre os fenotipos de aglutinagcédo do bglB::Tn5 e do MT78Abgl seria
uma dupla inser¢édo de transposon no mutante bglB::Tn5; alternativamente, seria
um efeito polar causado pela inser¢cdo do transposon. A complementacdo dos
mutantes bgIB::Tn5 e MT78Abgl pode ajudar a esclarecer tais diferencas
fenotipicas. Apesar dessas diferencas, € possivel concluir que o operon bgl de
alguma forma afeta a viruléncia da cepa MT78.

Conforme mostrado na Figura 11 e comentado na secdo 4.9, a
complementacao plasmidial do mutante MT78AtreA n&o foi suficiente para a
recuperacgdo de todos os fenétipos do mutante. Para demonstrarmos que todos 0s
fendétipos observados no mutante MT78AtreA foram devidos somente a auséncia
do gene treA, foi necessaria a complementacdo cromossdmica do gene.
Primeiramente, foi feita a complementacdo na regido cromossOmica attTn7
(Crepin et al., 2012a). A cepa complementada, porém, além de nao recuperar o
fendtipo do mutante, apresentou um crescimento mais lento e colénias menores
guando crescida em agar LB (resultados ndo-mostrados). Uma nova estratégia de
complementacao foi desenvolvida (Secéo 3.5. e Figura 3), utilizando parte da
técnica descrita por Crépin e colaboradores (Crepin et al., 2012a) e parte descrita
por Datsenko e Wanner (Datsenko and Wanner, 2000).

Uma vez que a expressao de TreA esta envolvida na resposta ao estresse
osmotico na cepa K-12, e a auséncia da TreA causou uma diminuicdo na
expressdo da fimbria no mutante MT78AtreA, seria a expressdo da fimbria
regulada pelo estresse osmotico? Estudos relatados até o momento sao
inconclusivos. Em 2002, Schwan e colaboradores mostraram que uma diminui¢ao

na expressao da fimbria do tipo 1 aconteceu sob estresse osmaético causado por
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NaCl e baixo pH na cepa UPEC NU149 (Schwan et al., 2002). Em 2004, Snyder e
colaboradores fizeram um transcriptoma da cepa CFT073 durante uma infec¢do
do trato urinario e a expressao da fimbria do tipo 1 estava aumentada juntamente
com genes que sdo regulados pela resposta ao estresse osmotico (Snyder et al.,
2004). Em 2013, Withman e colaboradores mostraram, também para CFT073,
que a fimbria do tipo 1 estava mais expressa sob estresse osmaético por aumento
de ureia, mas nao respondeu a um aumento de NaCl (Withman et al., 2013).
Finalmente, em 2015, Greene e colaboradores concluiram que, para a cepa
UPEC UTI189, a fimbria do tipo 1 € menos expressa em urina humana (Greene et
al., 2015). Nossos resultados mostraram um titulo de aglutinacdo de leveduras
maior na urina humana do que em LB (Fig. 7), mas a variabilidade da composicao
da urina poderia explicar essa diferenca. Ndo é possivel definir estritamente
papéis para o estresse osmotico na regulacdo da fimbria do tipo 1 em E. coli, seja
baseando-se em nosso trabalho ou nos supracitados, pois todos foram feitos em
cepas E. coli diferentes, cada uma delas podendo apresentar um mecanismo
diferente de regulagdo da fimbria do tipo 1. Entretanto, de acordo com os dados
do nosso trabalho, é seguro afirmar que TreA tem papel na invasao celular pela
cepa MT78 e em seus niveis de producéo de fimbria do tipo 1.

A adesina FimH da cepa MT78 é quase idéntica a FimH da CFT073 e da
cepa APEC 5155 (Fig. 13). Apesar de essas trés cepas apresentarem
comportamentos diferentes frente ao contato com células eucaridticas, elas
possuem uma FimH de alta afinidade, devido & presenca de um residuo de
aspartato na posicdo 188. Esse aminoacido em particular foi descrito como

responsavel por aumentar a afinidade de FimH a manose, e cepas com essa
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caracteristica tendem a apresentar uma adesdo mais focal e a se espalharem
menos pelo hospedeiro (Eris et al., 2016). Mutagbes nas posi¢des 27, 62, 70, 78 e
128 também poderiam explicar diferencas na afinidade FimH-manose (Eris et al.,
2016); entretanto, essas trés cepas possuem 0S mesmos residuos nessas
posicdes, que normalmente variam muito. Como a fimbria do tipo 1 é uma
importante adesina e a proteina responsavel por fazer propriamente a adesdo,
FimH, é altamente similar para essas trés cepas E. coli, apesar de elas
demonstrarem diferengas em adeséo e invasao celular, outras diferengas entre
essas cepas ou uma regulacao distinta da fimbria do tipo 1 devem contribuir para
a capacidade que a cepa MT78 invada uma ampla variedade de células
eucaridticas.

E. coli é um colonizador natural de animais de sangue quente, mas alguns
clones tornaram-se patogénicos e podem causar doenca em Vvarios nichos. Cepas
EXPEC causam doencas em humanos e outros animais e possuem potencial
zoondtico. Cepas NMEC foram capazes de colonizar galinhas em um modelo de
coliceptissemia de pintos de um dia, assim como cepas APEC foram capazes de
causar meningite em um modelo de meningite neonatal de ratos (Tivendale et al.,
2010). Além disso, Skyberg e colaboradores mostraram que a introdugdo dos
plasmideos de uma APEC O2 em uma cepa E. coli comensal de galinhas
aumentou a capacidade da cepa em colonizar o trato urinario de camundongos
(Skyberg et al., 2006). Em nosso trabalho, a cepa APEC MT78, cujo sorotipo € 02
e pertence ao sequence type ST95, comum entre cepas EXPEC, mostrou-se

capaz de causar infeccdo urinaria em camundongos em niveis comparaveis a
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cepas UPEC humanas, como a CFT073. Esse resultado também reforca o
potencial zoondtico de certas cepas EXPEC.

Criamos uma biblioteca de mutantes usando a técnica de mutagénese
marcada com assinatura para melhor entendermos o fendétipo invasivo da cepa
MT78 a células do hospedeiro. Os mutantes atenuados mostraram inser¢cdes do
transposon em genes do operon fim e em genes que afetam a expressdo da
fimbria do tipo 1. Nossos resultados sugerem fortemente que a fimbria do tipo 1 é
uma estrutura essencial para a invasdo da cepa MT78 a células eucaribticas.
Especificamente, nossos resultados também demonstram que o gene treA é
necessario para a maxima expressdo da fimbria do tipo 1 nessa EXPEC em
particular e que a perda desse gene reduz significativamente a capacidade de
invasao celular e de colonizacdo da bexiga em um modelo murino de infeccao

urinéria.
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6. CONCLUSOES

6.1. A selecdo de mutantes atenuados da biblioteca criada por STM
resultou em sete genes potencialmente envolvidos no fenoétipo invasivo da cepa
MT78.

6.1.1. A fimbria do tipo 1 esta diretamente envolvida, umas vez que
0S mutantes com os genes fimA e fiml interrompidos mostraram-se
incapazes de invadir fibroblastos aviarios.

6.1.2. Ha envolvimento dos reguladores de transcricdo ibeR, por
meio da expressdo da fimbria do tipo 1, e ydeO, por mecanismo ainda
desconhecido.

6.1.3. O gene ymgF, que codifica uma proteina envolvida na divisdo
celular, estd potencialmente envolvido, por mecanismo ainda
desconhecido.

6.1.4. Os genes treA e bglB, que codificam, respectivamente, a
trealase periplasmatica e a 6-fosfo-B-blicosidase B, estdo envolvidos,
mostrando que o metabolismo de agucares pode regular a viruléncia.

6.2. O gene treA é necessario para a maxima expressao da fimbria do tipo
1 na cepa MT78; o gene bgIB tem efeito no fendtipo invasivo dessa cepa por um
mecanismo ainda a ser elucidado.

6.3. Os genes treA e bglB tém influéncia na viruléncia da cepa MT78 em
modelo murino de infec¢do urinaria, contribuindo para a méaxima colonizacdo da

bexiga, mas sem influéncia na colonizacgéo renal.
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