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RESUMO

Neste trabalho foi estuda a interacdo da E. coli patogénica aviaria (APEC), agente etiol6gico da
colibacilose aviaria, e células ndo fagocitarias. A APEC é uma EXPEC (E. coli extra-intestinais),
grupo que também inclui a UPEC (E. coli uropatogénica) e a NMEC (E. coli de meningite
neonatal). Foi analisado o comportamento de 8 cepas APEC - MT78, IMT2470, A2363, UEL31,
UEL13, UEL17, IMT5155, UEL29 - frente a duas linhagens de células ndo-fagocitarias,
fibroblastos aviarios CEC-32 e células endoteliais humanas EAhy926. Foi realizada a
genotipagem de 33 genes associados a viruléncia, verificou-se capacidade de associacdo (adesao
e invasdo), de invasdo e de multiplicacdo intracelular, de citotoxicidade e de ativacdo das
caspases 3/7 das cepas ap6s infeccdo de fibroblastos aviarios. Foi observado que enquanto todas
as cepas foram capazes de aderir aos fibroblastos aviérios, somente a cepa MT78 foi capaz de
invadi-los em niveis comparaveis a bactéria invasiva Salmonella Typhymurium SL1344. As
cepas APEC ndo induziram ativacdo de capases 3/7, nem foram citotoxicas aos fibroblastos.
Uma vez que a cepa invasiva, MT78, e a ndo invasiva, IMT2470, apresentam gendtipos de
viruléncia muito similares, foi realizado o estudo da expressdo por RT-PCR dos genes de
viruléncia da bactéria crescida com e sem fibroblastos aviarios, por 3 h. Os resultados mostraram
a expressdo de adesinas, siderdéforos e protectinas/estruturas de resisténcia ao soro para ambas as
cepas na auséncia e presenca de fibroblastos. A analise da expressdo dos genes fimH, ompA,
ibeA e gimB pela técnica RT-qPCR revelou a represséo do gene fimH na MT78, mas indugdo do
mesmo na IMT2470. Ja as invasinas, gimB e ibeA, estavam induzidas em MT78 e reprimidas em
IMT2470, enquanto o0 gene ompA estava sendo expresso em ambas as cepas. A expressdo das
invasinas gimB e ibeA explica em parte o fenétipo invasivo da MT78. No presente estudo
também foi analisado o comportamento das 8 cepas APEC em relagdo ao perfil de associacéo,
invasdo e multiplicacdo intracelular ao infectarem células EAhy926. As cepas ndo mostraram
capacidade de invadir as células mas apresentaram um nivel de associagdo muito superior ao dos
fibroblastos aviarios (até 14 vezes superior para algumas cepas). Este trabalho mostrou que o
ensaio in vitro com CEC-32 é um modelo adequado para o estudo da interacdo celular entre
APEC e células eucaritticas e agregou mais conhecimento sobre o patotipo.

Palavras-chave: colissepticemia, adesinas, invasinas, E. coli patogénica aviéaria.
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ABSTRACT

In this work the interaction between avian pathogenic E. coli (APEC), the etiological agent of
avian colibacillosis, and non-phagocytic cells was studied. APEC is an EXPEC (extraintestinal E.
coli), a group that also includes UPEC (uropathogenic E. coli) and NMEC (E. coli neonatal
meningitis). We analysed the behavior of 8 APEC strains - MT78, IMT2470, A2363, UEL31,
UEL13, UEL17, IMT5155, UEL29 - against two non-phagocytic cell lines, avian fibroblasts
(CEC-32) and human endothelial cells (Eahy926). Strains were genotyped for 33 virulence
associated genes, and investigated the association capacity (adhesion and invasion), the invasion
ability, intracellular multiplication, cytotoxicity and activation of caspases 3/7 of the strains after
infecting avian fibroblasts. While all strains were able to adhere to avian fibroblasts, only the
strain MT78 was able to invade them at levels comparable to the invasive bacterium Salmonella
Typhymurium SL1344. APEC strains could not induce activation of caspases 3/7, nor were
cytotoxic to fibroblasts. Since the invasive MT78 and the non-invasive IMT2470 strains
presented very similar virulence genotypes, the expression of virulence genes of the bacteria
grown in the absence and presence of avian fibroblasts by 3 h was analysed by RT-PCR. Results
showed the expression of adhesins, siderophores and protectins/serum resistance structures for
both strains in the two culture conditions, with and without fibroblasts. Analysis of the
expression of fimH, ompA, ibeA and gimB by RT-qPCR revealed the repression of fimH in
MT78, but the induction in IMT2470. In relation to ibeA and gimB invasins, they were induced
in MT78 but repressed in IMT2470, while the ompA gene was expressed in both strains. The
expression of invasins partly explains the invasive phenotype of MT78. It was also analysed the
behaviour of the strains in relation to the association profile, invasion and intracellular
multiplication when infecting EAhy926 human endothelial cells. The strains showed no ability
to invade endothelial cells but showed a high level of association (up to 14 times higher than for
fibroblasts cells for some strains). This study showed that the CEC-32 in vitro model is suitable
for the study of cellular interaction between APEC and eukaryotic cells, and added more
knowledge about the pathotype.

Key-words: colisepticemie, adhesins, invasins, Avian pathogenic E. coli
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1 INTRODUCAO

1.1 A importancia da avicultura na economia brasileira

A avicultura brasileira ocupa lugar de destaque na economia do pais,
empregando mais de 4,5 milhdes de pessoas, direta ou indiretamente. Sua produgéo
supera 12 milhdes de toneladas de carne por ano e representa sozinha cerca de 1,5% do

produto interno bruto (PIB) nacional (www.aviculturaindustrial.com.br). A producédo da

avicultura mantém o pais no terceiro lugar entre os maiores produtores mundiais, atras
somente de Estados Unidos e China (ABEF, 2009/2010). O Brasil teve participacdo de
42 % nas vendas no mercado internacional, mantendo sua posicao de maior exportador
mundial de carne de frango, a qual é lider absoluto desde 2004, possuindo como maiores
mercados o Oriente Médio e a Asia (www.uba.org.br). Assim, medidas que garantam a

qualidade e a seguranca na producdo e no produto sdo de interesse nacional.

1.2 Agente patogénico: Escherichia coli

Escherichia coli é um bacilo Gram-negativo, ndo esporulado, anaerébio
facultativo, descrito pela primeira vez em 1885 por Theodor von Escherich. E uma
bactéria que tem ampla distribuicdo na natureza e uma grande diversidade genética e
comportamental. Ela faz parte da microbiota normal do intestino de animais de sangue
quente e répteis. Entretanto, a aquisicdo, através de elementos genéticos moveis
(transposons, profagos, integrons, plasmidios, etc.), de uma combinacdo de genes
associados a viruléncia leva determinadas cepas a causarem doencas intestinais e extra-
intestinais (revisado em Kaper et al, 2004; Croxen e Finlay, 2010; Langille et al, 2010).

A perda e a aquisicdo de elementos genéticos moveis tém funcdo central na
montagem do genoma da bactéria patogénica. Muitos dos fatores de viruléncia da E. coli
encontram-se em ilhas de patogenicidade alocadas nos plasmidiosou no cromossomo, as
quais ndo sdo encontradas em bactérias nao-patogénicas (Croxen e Finlay, 2010). A
aquisicdo de novos genes geralmente fornece vantagens a bactéria, permitindo-a
colonizar um novo nicho, no qual a pressdo seletiva seleciona cepas capazes de
sobreviver e se multiplicar neste novo ambiente.

Entre os patotipos capazes de causar infeccdes no trato intestinal, pode citar-se:
EPEC (E. coli enteropatogénica), ETEC (E. coli enterotoxigénica), EIEC (E. coli
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enteroinvasiva), EHEC (E. coli enterohemorragica), EAEC (E. coli enteroagregativa),
DAEC (E. coli difusamente aderente) e AIEC (E. coli aderente e invasiva). Entre as E.
coli causadoras de doengas extra-intestinais, chamadas coletivamente de EXPEC, estéo a
UPEC (E. coli uropatogénica), NMEC (E. coli de meningite neonatal), SePEC (E. coli
associada a septicemia) e APEC (E. coli patogénica para aves) (revisado em Ferreira e
Knobl, 2000; Kaper et al., 2004). Cada patotipo tem seu proprio mecanismo
caracteristico de interagir com a célula hospedeira, embora as vezes tenham como alvo a
mesma maquinaria do hospedeiro (Croxen e Finlay, 2010).

Estudos reportam que cepas de APEC apresentam-se genética e fenotipicamente
semelhantes as EXPEC humanas UPEC e NMEC. Essa constatacdo foi realizada por
sequenciamento multilocus (MLST), sorotipagem, filotipagem por EcoR, genotipagem
dos fatores de viruléncia e andlise da expressdo in vivo de UPEC, NMEC e APEC em
modelos de infeccdo em camundongos e galinhas (Zhao et al., 2009; Tivendale et al,
2010; Bauchart et al., 2010). Alguns autores sugerem que pode existir pouca ou
nenhuma dependéncia de especificidade ao hospedeiro entre as E. coli humanas e
aviarias e, consequentemente, a APEC poderia constituir um risco zoondtico
(Rodrigues-siek et al., 2005; Ewers et al., 2007; Peigne et al., 2009; Chanteloup et al.,
2011). Além disso, estudos relacionando a APEC com cepas de E. coli intestinais
aviarias e ambientais verificaram muita semelhanca de certos isolados em relacdo a
presenca dos fatores de viruléncia, a sequéncia no multilocus, ao sorogrupo, a resisténcia
ao soro, a filogenia pelo EcoR, e a patogenicidade in vivo, confirmando a possibilidade
do intestino aviario ser o reservatorio de cepas patogénicas de animais e humanos
(Ewers et al., 2009).

O conhecimento dos mecanismos de interacdo da bactéria com a célula do
hospedeiro é muito mais conhecidos para as E. coli patogénicas intestinais, a UPEC e a
NMEC. Em relacdo as APEC, sdo escassas as informac@es a respeito dos mecanismos
celulares e moleculares que permitem a instalacdo da doenca. Apesar de haver muitos
estudos sobre fatores de viruléncia, existe uma caréncia de informacg6es no que se refere

as combinagdes dos genes essenciais para induzir uma infec¢ao por APEC.

1.3 Relagdo das EXPEC com E. coli intestinais humanas

Algumas cepas de EXPEC apresentam caracteristicas semelhantes as cepas
patogénicas intestinais. Apesar da AIEC estar associada a Doenca Inflamatdria Intestinal
14



(IBD), estudos recentes classificam-a como uma EXPEC devido ao grau de semelhanca
em relacdo ao grupo filogenético, genes de viruléncia e sorogrupo com E. coli
envolvidas em sepse, infeccbes do trato urindrio (Martinez-Medina et al., 2009) e
colibacilose aviaria (Moulin-Schouleur et al., 2006). Para Mangues et al. (2008), a
AIEC seria uma EXPEC que reside no intestino e que se aproveita do microambiente
formado pela IBD. J& Abe et al. (2008) reportou que 6,9% das cepas de uma colecao de
225 isolados de EXPEC exibiam um fendtipo difuso-aderente, o qual é caracteristico da
bactéria patogénica intestinal DAEC. Ademais, diversos genes de viruléncia de patotipos
intestinais, sobretudo da EAEC, ja foram encontrados em algumas EXPEC, indicando
que certas EXPEC podem carregar genes de viruléncia de E. coli diarreigénicas. Essas

observacOes sugerem que EXPEC podem causar infeccfes intestinais e vice-versa.

1.4 E. coli patogénica aviaria (APEC) e a colibacilose

A colibacilose é considerada a doenga mais comum e de maior custo para a
industria aviaria em animais entre 2 a 12 semanas de idade (Arné et al, 2000). A doenca
pode instalar-se em diferentes locais anatdmicos da ave e apresentar sintomatologia
variada. Entre as manifestacdes mais comuns estdo: doenca respiratoria, que
frequentemente culmina em septicemia; celulite, tambeém chamada dermatite necrotica;
sindrome da cabeca inchada (sinusite com colonizacdo da E. coli nos tecidos
subcutaneos faciais); onfalite (infec¢cdo do embrido); e salpingite (infeccdo do oviduto).
No caso da colissepticemia, a infeccdo geralmente inicia-se pelo trato respiratdrio
superior e dissemina-se para os Orgdos internos, causando normalmente a morte do
animal (Dho-Moulin e Fairbrother, 1999; Dziva e Stevens, 2008). Essa situacdo ocorre
provavelmente devido a inalacdo de poeira contaminada, ou infeccdo viral, sendo que
qualquer condi¢do que cause um aumento na producdo de muco ou perda dos cilios das
vias respiratérias facilita a infeccdo por APEC em aves. Apo0s atingir o bago, a infeccao
pode culminar em uma septicemia freqientemente fatal, acompanhada de lesbes em
varios 6rgdos, como aerossaculite, periepatite e pericardite (Dho-Moulin e Fairbrother,
1999; revisado em Ferreira e Kndbl, 2000).

Fatores externos ao animal, considerados ambientais, como altas concentracfes
de aménia no ambiente, deficiéncia no sistema de ventilagdo, exposi¢do a extremos de
temperatura, espago limitado para a criacdo e deficiéncia no processo de desinfeccéo
contribuem para a infeccdo das aves por APEC e instalacdo da doenca. Alem desses
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fatores, a existéncia de infecces por outros agentes, como Mycoplasma gallisepticum,
Mycoplasma synoviae, Pasteurella multocida, Haemophilus paragallinarum,
Pneumovirus, virus da Bronquite Infecciosa, doenca de Marek e de New Castle, bem
como a presenca de micotoxinas na racdo, podem deixar a ave pré-disposta a infeccao
por APEC. De modo geral, qualquer fator que possa lesionar o epitélio respiratério,
inclusive vacinas com virus atenuado, pode tornar a ave susceptivel a doenga (revisado
em Ferreira e Kndbl, 2000).

Na maioria dos paises, O1, O2, 08, 018 e O78 representam 0S Sorotipos
predominantes de E. coli na colibacilose aviaria (revisado em Dziva e Steves, 2008;
Ewers et al, 2007; Rodriguez-Siek et al, 2005); no Brasil Ferreira e Kndbl (2000) alegam
que o0s sorotipos mais comuns sdo: 02, 021, 036, 050, 078, 088, 0119 e 0152,

A colibacilose é uma doenca que pode ser controlada por agentes
antimicrobianos, no entanto, o uso destes agentes é indesejado em funcéo dos residuos
gque permanecem na carne e da inducdo ao aparecimento de cepas bacterianas
resistentes. Ademais, o tratamento deveria ser realizado na fase inicial da doenca, para
as consequéncias serem minimas; entretanto, nessa fase a sintomatologia ainda nédo é
evidente. A utilizacdo de vacina tem levado a soroprotecdo de cepas e de sorotipos
especificos, sendo de pouca abrangéncia (revisado em Dziva e Steves, 2008),
necessitando ser desenvolvida uma vacina de protecdo cruzada para total prote¢do. O
entendimento dos mecanismos celulares e moleculares da doenca fornecerad subsidios
para o desenvolvimento de formas mais eficientes e racionais de combate e prevencédo

da doenca.

1.5 Viruléncia e fatores de viruléncia

Como ja comentado, cepas bacterianas patogénicas diferem das comensais pela
aquisicdo e expressdo de conjuntos de genes de viruléncia especificos que favorecem a
sua disseminacdo no hospedeiro. Em geral, patdgenos expressam fatores de viruléncia
tais como moléculas de adesdo, sistemas de invasdo, enzimas, toxinas, moléculas de
resisténcia ao soro e sistemas de captura de ferro (sider6foros) como estratégias para
penetrar, se disseminar e encontrar um lugar conveniente para se multiplicar no
hospedeiro (revisado em Magalhaes et al., 2007).

Vérios sdo 0s genes associados a viruléncia de APEC ja descritos. No entanto,
ndo existe um conjunto especifico de genes que caracterizem o patotipo, inclusive para
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um mesmo sorogrupo. Cepas APEC podem carecer de um ou mais genes associados a
viruléncia e ainda assim serem virulentas, sugerindo multiplos mecanismos alternativos
mediando a patogenicidade (Dziva e Stevens, 2008).

Mesmo as cepas distintas geneticamente podem produzir a mesma infeccgdo, pois
podem apresentar fatores de viruléncia que, apesar de diferentes, possuem a mesma
funcéo e atuam no mesmo sitio do hospedeiro. Dessa forma, parecem existir estratégias
comuns que tornam a bactéria um patdgeno eficiente (Ewers et al., 2004).

Os fatores de viruléncia mais estudados em APEC sdo as adesinas, sistema de
aquisicao de ferro, fatores envolvidos na resisténcia ao soro e a fagocitose, toxinas e
invasinas (Dziva e Stevens, 2008; La Ragione e Woodward; 2002). Segue abaixo uma

descricdo breve dos genes comumente associados a viruléncia em APEC.

1.5.1 Adesinas

A aderéncia bacteriana as superficies do hospedeiro ocorre nos primeiros
momentos da interacdo da bactéria com o hospedeiro e representa um importante passo
para a colonizagdo dos tecidos. As estruturas que realizam a aderéncia possuem
afinidade a receptores especificos da célula eucariotica, e a expressdo diferencial das
adesinas pode regular a preferéncia por colonizar diferentes érgdos durante a infec¢éo.
Nas bactérias Gram-negativas, essas estruturas podem ser fimbriadas ou afimbriadas
(revisado em Ant&o et al., 2009).

Na maioria das vezes, as adesinas formam estruturas morfologicamente distintas,
chamadas fimbrias. Tem sido encontrada uma variedade muito grande de adesinas nas
EXPEC, entre elas: fimbria tipo 1, fimbria P, curli, fimbria S, fimbria F1C, fimbria Dr,
adesinas afimbriadas, hemaglutinina sensivel a temperatura, aglutinina resistente ao
calor, adesina homdloga ao gene regulador de ferro, fimbria associada a meningite e
regulada pela temperatura, entre outras (revisado em Antdo et al., 2009).

Muitas delas sdo capazes de aglutinar eritrocitos e por isso sdo consideradas
hemaglutininas.

E importante lembrar, no entanto, que nem todas as adesinas s&o necessariamente
fatores de viruléncia, pois bactérias ndo patogénicas também podem possuir adesinas,
por exemplo, aquelas utilizadas para fixacdo as mucosas do trato gastrointestinal e que

ndo causam danos ao hospedeiro (Vidotto et al., 1997; La Ragione & Woodward, 2002).
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As E. coli intestinais também possuem adesinas, como por exemplo as fimbrias
do tipo 1, F1C e curli, importantes na colonizacao intestinal. Elas podem desempenhar
um papel importante tanto para as comensais como para as patogénicas intestinais. Neste
trabalho, serdo descritas as fimbrias importantes as EXPEC.

1.5.1.1 Fimbria do tipo 1 (F1)

A fimbria do tipo 1 (F1), primeira estrutura com caracteristica de fimbria
identificada, é a adesina mais comum em E. coli, tanto em cepas patogénicas como em
ndo-patogénicas. Ela consiste em um filamento de 0,1 a 2 um de comprimento presente
na superficie bacteriana. Até o0 momento, sabe-se que para a sua sintese é necesséria a
expressdo de nove genes localizados no operon fim (Type 1 fimbriae D-mannose specific
adhesin) (Hinde et al., 2005).

A sua montagem envolve as proteinas FImC (chaperona) e FimD (usher —
condutor para a membrana externa), a subunidade maior FimA e as subunidades
menores FimF, FimG e FimH. Na extremidade externa da fimbria estd localizada a
FimH, responsavel pela funcéo adesina da estrutura e sensivel a manose. A expressdo do
operon fimAICDFGH é fase variavel e é mediada por elemento de insercdo (EIl) que
contém o promotor do operon fim. Dependendo da orientacdo deste promotor (on ou off)
ocorre a transcricdo dos genes e a expressao da fimbria. A percentagem de bactérias em
uma cultura que possui 0 promotor na orientacdo ligada determina a percentagem de
bactérias que expressam a fimbria tipo 1. A orientacdo do EI é regulada por varios sinais
ambientais como a temperatura, osmolaridade, pH, presenca de aminoéacidos, e €
mediada por recombinases sitio-especificas (FimB e FImE) e outras proteinas de ligacdo
ao DNA (Cortes et al., 2008; Hinde et al., 2005).

A fimbria tipo 1 tem a capacidade de se ligar a D-manose, 0 que permite a
ligacdo a vaérias células eucarioticas, tais como intestinais, pulmonares, de bexiga,
epitélio renal e células inflamatdrias. Apresenta também fungdo aglutinina quando em
contato com eritrocitos (La Ragione e Woodward, 2002).

Na colibacilose, a fimbria tipo 1 tem sido associada aos processos de adesao e
colonizagdo das vias respiratérias da ave (Dozois et al., 1994; Pourbakhsh et al., 1997
a,b,c La Ragione et al., 2000; Arné et al., 2000). No entanto, em experimento in vivo um
mutante fim colonizou a traquéia, pulmao e 6rgaos internos da ave na mesma proporgao

que a cepa selvagem (Marc et al., 1998), sugerindo a existéncia de outras adesinas que
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seriam expressas e compensariam a falta da fimbria. Em APEC, a fimbria do tipo 1 pode
ser encontrada em 70 a 100 % dos isolados (Ewers et al., 2007; Dho-Moulin e
Fairbrother,1999). Além disso, a fimbria do tipo 1 confere resisténcia aos efeitos
bactericidas dos macrofagos apds a fagocitose da bactéria (Baorto et al., 1997).

Foi verificado também que E. coli comensais expressam variaveis da FimH que
se ligam com alta afinidade em residuos de trimanose, enquanto bactérias
uropatogénicas apresentam moléculas de FimH com alta afinidade por residuos de
monomanose, 0s quais sdo encontrados em grande quantidade no trato urinario (Hung et
al., 2002).

De uma maneira geral, trabalhos mostram que a expressdo da fimbria tipo 1 €
bastante sensivel e alterada em resposta as condi¢cbes do ambiente, tais como alta
osmolaridade, variacdo do pH e da temperatura. Além disso, também ja foi observado
que a expressao € induzida no inicio da fase estacionaria e diminuida em meio sob
agitacdo (Crépin et al., 2008; Gally et al., 1993; Schwan et al., 2002).

1.5.1.2 FimbriaP ou F11

Outra fimbria que pode também estar presente em APEC € a fimbria P (P blood
antigen), também chamada F11, codificada pelo gene cromossémico pap
(Pyelonephritis-associated pilus) e descrita em UPEC como um pilus associado a
pielonefrite (Sauer et al., 2000). Ela é morfologicamente semelhante a fimbria tipo 1, no
entanto, ela se liga ao carboidrato a-D-Galactopiranosil-(1-4)-B-D-galactopiranosideo do
antigeno especifico glicoesfingolipideo do grupo sanguineo P encontrado na superficie
das células epiteliais do rim (Korhonen et al., 1982). Por microscopia imunoeletrnica
verificou-se que a fimbria P € um heteropolimero composto por uma subunidade maior
papA, por duas menores papE e papF, e pela adesina papG (Lindberg et al., 2008).
Variaveis da PapG reconhecem diferentes mas relacionados receptores de Gala-(1-4)-
Gal distribuidos nos tecidos de um hospedeiro ou de uma populagdo de hospedeiros,
assim a expressdo diferencial da adesina PapG conduz a especificidade ao tecido e ao
hospedeiro (Pizarro-Cerda e Cossart, 2006).

Estudos tém mostrado que mais de 80% das cepas isoladas de pielonefrite
humana expressam a fimbria P e que esta desempenha um importante papel nas
infeccOes do trato urinario (Tewari et al., 1994). Em aves infectadas experimentalmente

com cepas APEC, a expressdo desta fimbria ndo foi observada durante a colonizagdo da
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traquéia, mas foi observada durante e colonizacdo dos sacos aéreos, pulmdes e 0rgaos
internos (Pourbakhsh et al., 1997a; Pourbakhsh et al., 1997b). Desta maneira, ao
contrario da fimbria F1, a fimbria P aparentemente ndo é importante para a colonizacao
inicial do trato respiratorio superior, mas pode ser determinante nos estagios posteriores,
na colonizacdo dos 6rgdos internos, a fim de causar infeccao sistémica (Dozois et al,
1995; Pourbakhsh et al., 1997b; La Ragione & Woodward, 2002).

Em geral, o gene pap tem sido encontrado em 25-30% dos isolados de APEC
(Stordeur et al., 2002, Ewers et al., 2007); devido a sua baixa prevaléncia, a fimbria P

ndo tem sido considerada essencial a patogénese da colibacilose.

1.5.1.3 FimbriaSe Fimbria F1C

A fimbria S, outra adesina encontrada em APEC, é codificada pelo conjunto de
genes cromossdmicos sfa (S fimbriae sialic acid-specific). Esse conjunto consiste em
sfaA, gque codifica a subunidade maior SfaA, e SfaS, SfaH e SfaG, que codificam as trés
subunidades menores. A subunidade protéica distal SfaS tem funcdo adesina e reconhece
residuos de &cido sialico, o que da origem ao seu nome (Antéo et al, 2009). A expressao
de sfa esta relacionada as condi¢cGes do ambiente, como temperatura, osmolaridade e
presenca de glicose no meio (Balsalobre et al., 2003).

A fimbria S é similar morfologicamente as fimbrias P e F1 e faz parte de uma
familia de adesinas fimbriadas produzidas por E. coli extra-intestinais (Hacker et al.,
1993). Ela ocorre principalmente em UPEC, mas tem sido associada também as cepas
causadoras de sepse e meningite em recém-nascidos. Nas EXPEC, sua prevaléncia é
cerca de 50% em UPEC, 24% em NMEC e 4,2-9,2% em APEC (Ewers et al., 2007).

Estudos mostram que a fimbria S tem a capacidade de se ligar ao endotélio
vascular de grandes vasos no rim, endotélio capilar do intersticio e epitélio dos
glomérulos, os quais sdo cobertos por acido sidlico (Antdo et al., 2009). Além disso, a
fimbria S tem a capacidade de se ligar aos componentes da matriz extracelular
fibronectina, laminina e sialoglicoproteinas das células do endotélio microvascular
cerebral, 0 que poderia auxiliar na migragéo através da barreira hematoencefalica (Ant&o
et al., 2009).

A fimbria FIC é uma fimbria estruturalmente semelhante a F1, porém néo
aglutina eritrocitos humanos. Ela contribui para a adesdo da UPEC aos ductos coletores

e tubulos distais do rim e desempenha um papel importante na colonizacéo intestinal de
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cepas comensais. E codificada pelo gene foc, o qual apresenta grande homologia ao sfa
(fimbria S), apresentando inclusive epitopos proteicos comuns, no entanto, diferem na
especificidade de seus receptores. Até 0 momento 0 exato receptor ainda permanece
desconhecido, 0 que se sabe € que tem a capacidade de se ligar as ceramidas (Antdo et
al., 2009).

1.5.1.4 Fimbria Dr

Essa fimbria consiste em uma estrutura com funcdo hemaglutinina resistente a
manose, independente do grupo sanguineo P. Ela é expressa normalmente por cepas
UPEC pertencentes ao sorogrupo O75 e tem afinidade por estrutura semelhante ao
cloranfenicol. A denominacdo Dr vem do fato dela se aderir a antigeno do grupo
sanguineo Dr da membrana basal tubular e da capsula de Bowman do rim humano. Ela é
qguimicamente similar as demais fimbrias, mas morfologicamente diferente pois esta
arranjada de forma enrolada. A fimbria Dr é codificada por um operon denominado dra
(Dr antigen-specific adhesin) no qual os quatro genes drA, drC, drD e drE sé&o
requeridos para a expressdo completa do fenétipo de hemaglutinina resistente & manose
(Antdo et al., 2009).

Em EXPEC, a prevaléncia da fimbria Dr € baixa: 1,3% em APEC, 6,1% em
UPEC e 3,8% em NMEC (Ewers et al., 2007).

1.5.1.5 Curli

E uma estrutura enrolada encontrada na superficie externa da maioria das cepas
de E. coli. Ela é composta por um Unico tipo de subunidade, a curlina. A proteina do
curli é codificada pelo gene crl localizado no cluster csg (curlin subunit gene). A
expressdo do curli é complexa, envolvendo dois operons (csgB, csgA, csgC e csgD,
csgE, csgF, csgG) e uma série de elementos controle como H-NS, RpoS e OmpR. Sua
expressao sofre reducdo quando em temperatura superior a 30 °C e alta osmolaridade,
para a maioria das cepas (Olsen et al., 1993a; Olsen et al., 1993b). Apesar da maioria
dos isolados, patogénicos e ndo patogénicos, possuir 0 gene, somente certas cepas sdo
capazes de montar as subunidades. A proteina curli é capaz de aderir a diferentes

proteinas da matriz celular e do plasma, como fibronectina, laminina, plasminogénio,
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ativador do plasminogénio e Complexo Maior de Histocompatibilidade (Olsen et al,
1998).

Gophna et al. (2001) verificaram gque o aumento da expresséo do curli na cepa K-
12, proporcionado pela insercdo de plasmideo com o cluster csg, causava a
internalizacdo da bactéria em HelLa, T24, HEp-2 e células embrionéarias de retina de
galinha. Os autores também verificaram que o cluster csg da cepa APEC O78 (de
septicemia aviaria) induzia a internalizacdo da bactéria em niveis mais altos do que o
encontrado na cepa K-12 n&opatogénica. Segundo os autores, a diferenca estava na
sequéncia de dois aminoacidos na por¢do CsgD, posicdes 19 e 110, e que esta sequéncia
era similar ao do cluster da Salmonella enterica sorovar Typhymurium.

Apesar de certas evidéncias da participacdo do curli no processo de invasdo de
APEC em células eucaridticas (Gophna et al., 2001) e de tecido aviario (La Ragione et

al., 2000b), a sua fungdo como invasina ainda ndo esta estabelecida.

1.5.1.6 Adesina afimbriada

Entre as adesinas afimbriadas encontra-se a AFA, codificada pelo gene afa. Ela
apresenta caracteristica hemaglutinina resistente a manose. Ela consiste em uma
estrutura fina, de dificil visualizacdo, com propriedades bioquimicas diferentes das
fimbrias. A subunidade AfaE é a mais interna e tem sido considerada adesina, enquanto
a extremidade mais externa, AfaD, é uma invasina. A AfaD tem sido relacionada a
invasdo de células epiteliais por bactérias enteropatogénicas, a qual ocorre quando a
bactéria expressa um determinado nivel de AfaD na sua superficie (Bouguénec, 2005).

O gene afa esta localizado em uma familia de pelo menos 4 operons denominada
afa, a qual inclui também o operon da fimbria Dr. A purificacdo e caracterizacdo da
proteina mostrou que AFA é encontrada tanto na superficie da bactéria quanto livre no
meio de cultivo, apresentando-se como um agregado macromolecular formado por um
polipeptideo de uma unica subunidade repetida (Antéo et al., 2009; Bouguénec, 2005).

Pelo fato das adesinas Afa e Dr pertencerem a operons relacionados e
apresentarem similaridade genética, elas sdo designadas adesinas Afa-Dr. Elas sdo
responsaveis pelo modelo de aderéncia difusa da DAEC em células HelLa e HEp-2
(Croxen e Finlay, 2010). Em APEC o gene afa é raramente encontrado (Ewers et al.,
2007).
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1.5.1.7 Hemaglutinina Sensivel a Temperatura

A Tsh (Temperature sensitive hemagglutinin) é uma hemaglutinina resistente a
manose cuja hemaglutinagdo dos eritrécitos é alta a temperatura de 26° C, baixa a 37°C e
nula a 42 °C (Provence & Curtis, 1994).

O gene tsh esta presente em 50-70% dos isolados de APEC (Ewers et al., 2007),
sendo mais freqlente em isolados com alta letalidade. O gene tsh é plasmideal e
encontra-se associado a colicina V, quando ambos estdo no mesmo plasmideo (Dozois et
al., 2000). Sua presenca é consideravelmente menor em UPEC (4,5%) e NMEC (11,5%)
(Ewers et al., 2007).

A sequéncia da proteina Tsh apresenta homologia com proteinas da familia de
auto-transportadores secretadas por bactérias Gram-negativas (Stathopoulos et al., 1999;
Henderson et al, 2004). A Tsh contribui para os estagios iniciais da infeccéo, incluindo a
colonizacao dos sacos aéreos e pulmdes, porém nédo parece contribuir para a colonizagéo

generalizada (Dozois et al., 2000).

1.5.1.8 Adesinas homdélogas

O gene iha (lron-regulated-gene-homologue adhesion) codifica uma adesina,
inicialmente caracterizada em E. coli O157:H7, que confere a bactéria a habilidade de
aderir ao uroepitélio, e é encontrado frequentemente em cepas de E. coli uropatogénicas
humanas (Johnson e Russo, 2005).

A fimbria Mat, descrita pela primeira vez por Pouttu et al. (2001), é codificada
pelo gene mat (meningitis associated and temperature regulated fimbriae), e sua
presenca estd associada com isolados de E. coli que causam meningite em recém-
nascidos. A NMEC é capaz de montar a fimbria quando cultivada em caldo LB a 20°C,
sendo a sua expressao influenciada pela temperatura, pois a 37°C a sua produc¢do é bem
menor. Essa mesma fimbria € denominada ECP (E. coli common pilus) em ETEC,
EHEC e em E. coli comensais, sendo o gene chamado ecp ou yagZ (Rendon et al., 2007;
Blackburn et al., 2009). A EHEC (0O157:H7) produz ECP quando crescida em meio
DMEM a 37°C e 26°C, mas ndo em LB, e a presenca de 5% de CO, tem sido um fator
estimulante para a producdo de ECP em ambas temperaturas. A ECP tem se mostrado
importante para a aderéncia de E. coli O157:H7 e de E. coli da flora normal as células
eucarioticas in vitro (Rendon et al, 2007). O alto percentual de ETEC (80%) com o0 gene
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ecpA sugere que a sua presenca pode representar uma vantagem bioldgica e ecoldgica
para este patotipo (Blackburn et al., 2009).

A Hra, codificada pelo gene hrlA (heat resistance agglutinin), é uma proteina da
membrana externa bacteriana, amplamente distribuida em cepas UPEC (Srinivasan et
al., 2003). Ela é uma adesina ndo fimbriada que promove a aderéncia as células
humanas do cdlon e cuja atividade de aglutinacdo de eritrocitos humanos e de animais

ndo é influenciada pelo calor (Srinivasan et al., 2003).

1.5.2 Invasinas

Em geral, 0 nimero de invasinas descritas até 0 momento para EXPEC é bem
mais restrito e menos investigado do que de adesinas.

O gene ibeA (Invasion of brain endothelium) tem sido considerado importante no
processo de invasdo de NMEC em endotélio vascular cerebral humano, estando
associado aos casos de meningite no recém-nascido causada por esta bactéria. Segundo
Germon et al. (2005) o gene ibeA (Invasion of brain endothelium) pode ter fungéo
similar no processo de invasdo de células aviarias por cepas de APEC, visto participar
da invasdo de BMEC humanas, no entanto, ndo seria o Unico gene ja que a sua delecdo
diminui mas ndo elimina o fendtipo de invasdo. Esse gene tem apresentado uma
prevaléncia entre 20-26 % em APEC (Ewers et al., 2007).

Outra invasina ja detectada em APEC é a proteina Tia (toxigenic invasion locus),
descrita inicialmente em E. coli enterotoxigénica. Esta proteina influencia a adesédo e a
invasdo de ETEC em células de cultura ileocecal humana e epitélio coldnico
(Fleckenstein et al., 1996; Croxen e Finlay, 2010). Em APEC o gene tia estéa localizado
na ilha de patogenicidade PAIl lapeco1, @ qual também possui o operon pap
(Kariyawasam et al., 2006). Em APEC € estimada uma prevaléncia entre 18-23%
(Ewers et al., 2007).

Outra invasina citada em EXPEC, GimB (Genetic island associated with newborn
meningitis), consiste em uma ilha de patogenicidade contendo aproximadamente 5.200
pares de base. Ela é composta por seis ORFs (Open Reading Frame) relacionadas ao
metabolismo do fosfato (GenBank AY170898.1). GimB é altamente prevalente em
NMEC (55-66%) e estd associada a manutencdo dos altos niveis de bacteremia e ao
processo de invasdo da bactéria no tecido endotelial cerebral (Bonacorsi et al., 2002). Ja

em APEC aparece em niveis mais baixos, entre 10-23% (Ewers et al., 2007).
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1.5.3 ColicinaV

A colicina é uma substancia antimicrobiana expressa por genes contidos em
plasmidiosColV (gene cvi/cva, Structural genes of colicin V operon). Embora ndo esteja
estabelecido se a propria colicina é ou ndo um fator de patogenicidade (Binns et al.,
1979), Zhao et al. (2009) observaram que a expressdo de cvi/cva estava aumentada em
modelo de infec¢do de galinhas, sugerindo que a ColV por si pode ser importante para o
estabelecimento da doenca. Muitas APEC (57-72%) possuem o plasmideo que contém o
gene da colicina V (Ewers et al., 2007). Esse plasmideo normalmente carrega outros
genes ligados aos fatores de viruléncia, como genes para motilidade, resisténcia ao soro,
sistemas de captura de ferro (sideréforos) e a adesina Tsh (La Ragione & Woodward,
2002; Dziva e Stevens, 2008). Em Dziva e Stevens (2008) que a transformacéo de uma
cepa avirulenta de E. coli com um plasmideo recombinante codificando a colicina V

permitiu 0 aumento da colonizacao da bactéria na traqueia de galinhas.

1.5.4 Resisténcia ao soro

A resisténcia ao processo de lise e a opsonizagdo pelo complemento também sdo
considerados fatores de viruléncia em APEC (Vidotto et al., 1990; Nolan et al., 1992,
2003).

O gene cromossdmico ompA (Outer membrane protein), codifica uma proteina
da membrana externa produzida por E. coli e outras enterobactérias. Em NMEC
desempenha papel importante de protecdo a resposta imunoldgica do hospedeiro, bem
como, juntamente com a fimbria tipo |, participa da adesdo da bactéria ao macrofago e
invasdo do endotélio cerebral (Kim, 2008; Croxen e Finlay, 2010). A OmpA, presente
na maioria dos isolados de APEC, possui as fungdes de adesina e invasina, participa da
formacdo de biofilmes, age como um marcador imunolégico e serve de receptor para
varios bacteriofagos (Nolan et al., 2003; Smith et al., 2007). Tem sido encontrada em
95-99% dos isolados de APEC (Ewers et al., 2007).

A lipoproteina Iss, localizada na membrana externa da bactéria, apresenta
propriedades contra o efeito do soro. Ela é codificada pelo gene iss (increased serum
survival), encontrado no plasmideo ColV. Acredita-se que a Iss previna a deposic¢éo do
complexo de ataque a membrana, formado pelo complemento, por um mecanismo ainda
desconhecido. O gene iss tem sido mais frequente em APEC (82%) do que em isolados
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comensais de aves (18%) (Rodriguez-Siek et al., 2005a). Quando comparada a capsula
K1 e ao lipopolissacarideo, a proteina Iss tem uma acdo inferior na resisténcia ao soro
mas importante na viruléncia em geral da APEC (Mellata et al., 2003; Tivendale et al.,
2004). Por outro lado, a resisténcia ao complemento pode ser necessaria, mas nao
suficiente para explicar a instalacdo da doenca (Dziva e Stevens, 2008).

Outro fator importante na resisténcia ao soro é a proteina codificada pelo gene
traT (Transfer Protein), que pode estar presente no plasmideo ColV ou em outros
grandes plasmideos. Assim como a Iss, a TraT é uma lipoproteina da membrana externa
da bactéria. Foi demostrado que a proteina TraT aumenta a sobrevivéncia das bactérias
na presenca do soro por impedir a opsonizacdo pelo C3 e inibir a formacdo do complexo
C5b6 (Dziva & Stevens, 2008).

A cépsula K1, composta por polissacarideos de acido polissialico, é codificada
pelo gene neuC (K1 capsular polysaccharide) e tem sido associada as infeccbes extra-
intestinais. Ela tem funcdo antifagocitaria e permite a resisténcia ao soro. Em APEC, foi
identificada como fator de viruléncia no isolado O2:K1 (La Ragione & Woodward,
2002), enquanto em NMEC é considerada essencial para causar a meningite no recém-
nascido, por proteger a bactéria da resposta imunolégica do hospedeiro e da destruicdo
no interior das células endoteliais (Kim, 2003).

Ja os genes kpsMT Il (Group Il capsule antigens) codificam as proteinas KpsM,
uma proteina de membrana, e KpsT, uma ATPase. Elas constituem o transportador
ABC2, envolvido na exportacdo de polissacarideos da membrana celular (Arecubieta et
al., 2000).

1.5.5 Sistemas de aquisicdo de ferro

A concentracdo de ferro livre no meio fisioldgico animal ndo é suficiente para
permitir o crescimento bacteriano. Muitas bactérias patogénicas desenvolveram, entdo,
sistemas de alta afinidade para capturar o ferro. Esses sistemas competem com 0S
siderdforos do hospedeiro, como as trasferrinas, e permitem o crescimento bacteriano
em locais de baixas concentragtes de ferro (Dho-Moulin & Fairbrother, 1999, Dziva &
Stevens, 2008).

E conhecido um grande ndmero de sistemas sider6foros em patdgenos Gram-
negativos. A habilidade da bactéria patogénica sequestrar o ferro dos fluidos do

hospedeiro tem sido fundamental na viruléncia. Os sistemas de captura de ferro
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juntamente com as adesinas (fimbria tipo 1 e Tsh), proteina de resisténcia ao soro (Iss) e
o plasmideo ColV tém sido considerados os fatores de viruléncia mais frequentemente
associados com a APEC (Dozois et al., 2000; Ewers et al., 2007; Johnson et al., 2008a).
Apesar das evidéncias de que as cepas patogénicas requerem sempre adesinas e pelo
menos um sistema de captura de ferro (Caza et al., 2008), ndo esta claro qual
combinacdo especifica € necessaria para a viruléncia.

Em APEC, o sistema aerobactina é o sider6foro melhor caracterizado. Ele é
codificado pelo operon composto pelos genes iuCABCD e iutA, que geralmente estdo em
plasmidiosColV ou outros plasmidios(pAPEC-O2-ColV [NC_007675], pTJ100 [AY553855], pAPEC-
01-ColBM [NC_009837], Vidotto et al., 1991; Johnson et al., 2006). O sistema aerobactina
tem sido um dos VAGs mais frequentes entre isolados de septicemia e de celulite
causadas por APEC em aves (Dozois et al., 2000; Ewers et al., 2007; Johnson et al.,
2008; Brito et al, 2003).

Outro sistema de captura de ferro encontrado em APEC é o sistema
salmoquelina. Ele é codificado pelos genes iroBCDEN (catecholate siderophore
salmochelin receptor), os quais localizam-se em uma ilha de patogenicidade encontrada
no plasmideo ColV. Foi demonstrado que a expressdo da proteina IroN é regulada de
acordo com a concentracdo de ferro presente no meio e aumentada na presenca de urina
humana, fluido ascitico ou sangue, de acordo com a origem das respectivas cepas de E.
coli utilizadas (Sorsa et al., 2003; Caza et al., 2008). Cepas de APEC mutantes para 0s
sistemas aerobactina e salmoquelina tornaram-se avirulentas, incapazes de colonizar
sitios extraintestinais de galinhas (Dozois et al., 2003). Caza et al. (2011), analisando a
importancia de cada gene dos sistemas da enterobactina e da salmoquelina, verificaram
que os genes entS e iroC, da enterobactina e salmoquelina, respectivamente,
responsaveis pela secrecdo do siderdfaro, sdo primordiais para a viruléncia da cepa
quando outros siderdforos ndo estdo presentes.

O sistema transportador de ferro codificado pelo gene sitABCD (Salmonella iron
transport system gene), é outro exemplo de sideréforo que pode ser encontrado tanto no
cromossomo quanto no epissomo de APEC. O sitABCD codifica permeases (proteinas
de membrana) que conferem a cepa APEC um aumento na multiplicacéo celular devido
ao aumento na captura de ferro e manganés. O sistema sit também atua contra o estresse
oxidativo, sendo possivelmente requerido durante a interagdo com fagdcitos (Sabri et al.,
2006; 2008).
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Outros genes relacionados a aquisi¢do de ferro pela bactéria sdo fyuA (Ferric
yersinia uptake - yersiniabactin receptor) e irp2 (Iron repressible protein yersiniabactin
synthesis), descritos pela primeira vez em Yersinia enterocolitica e j& encontrados em E.
coli patogénica humano e em cepas APEC. O gene fyuA codifica uma proteina que atua
na captacao de ferro, e irp2 codifica uma proteina reguladora de ferro (La Ragione &
Woodward, 2002; Schubert et al., 2002). A localizacdo desses genes é cromossdmica
(Janssen et al, 2001).

O sideroforo codificado pelo gene chuA (Heme receptor gene - E. coli haem
utilization) foi detectado em uma investigacdo por STM (signature-tagged mutagenesis)
de APEC O2 (IMT5155) em frangos, sugerindo seu envolvimento nos mecanismos de
viruléncia (Li et al., 2005).

O gene ireA (lron-responsive element), identificado por Russo et al. (2001) em
um isolado de UPEC, também esta relacionado a captacdo de ferro. Sabe-se que ireA
possui sua expressao aumentada na urina de humanos e contribui significativamente

para a colonizacdo da bexiga de camundongos (Russo et al., 2001).

1.5.6 Toxinas Bacterianas

Muitas sdo as enzimas e toxinas produzidas pelas E. coli. Algumas estdo
relacionadas a exfolia¢do celular (EAEC, UPEC), invasdo celular (EIEC) e desequilibrio
eletrolitico causando a diarréia (ETEC) (Croxen e Finlay, 2010). Serdo abordadas
brevemente aqui somente aquelas pesquisadas neste trabalho por PCR.

A toxina autotransportadora vacuolizante, produto do gene vat (vacuolating
autotransporter toxin), induz a formacdo de vacuolos intracelulares, resultando em um
efeito citotoxico similar aos efeitos causados pela toxina VacA de Helicobacter pylori
(Parreira & Gyles, 2003). Esse efeito foi verificado em fibroblastos de embrido de pinto
e em células renais de galinha infectados por APEC. Sabe-se que 0 gene vat esta
localizado em uma ilha de patogenicidade denominada VAT-PAI e que a toxina é
secretada para 0 meio externo (Salvadori et al., 2001).

A EASTL1 (heat stable cytotoxin associated with enteroaggregative E. coli),
proteina codificada pelo gene astA, esta localizada em um transposon e apresenta alta
similaridade com a toxina estavel ao calor de EAEC. Sabe-se que astA e amplamente
distribuida entre diferentes categorias de E. coli patogénicas intestinais, tanto de

humanos quanto de animais (Janssen et al., 2001).
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A hemolisina A, produzida por algumas bactérias Gram-negativas, foi descrita
pela primeira vez em APEC por Nagai et al. (1998). Ela é codificada pelo gene hlyA
(Hemolysin A), e secretada por um sistema de secrecdo do tipo | (Finlay e Falkow,
1997; La Ragione e Woodward, 2002). Concentragdes subliticas de hemolisina A
produzida por UPEC levam a apoptose e exfoliacdo do epitélio do trato urinario. Em 625
APEC testadas Blanco et al. (1997) encontrou somente 2,6% de cepas produtoras de
entero-hemolisina.

A toxina codificada pelo gene cnf 1/2 (Cytotoxic necrotizing factor) esta
relacionada a formacédo de células gigantes, multinucleadas que levam a morte células
Vero (De Rycke et al., 1999). Em cepas NMEC ela é considerada uma invasina por
participar ativamente no processo de penetracdo da bactéria em BMEC e na barreira
hematoencefélica humana (Kim, 2008). O receptor para o CNF1l na célula
hematoencefalica ¢ a laminina. A toxina apresenta o dominio carbdxi-terminal com
atividade desaminase, a qual ativa a familia das Rho-GTPases, envolvidas no rearranjo
da miosina, importante na invasdo da bactéria no tecido endotelial (Kim, 2008; Croxen
e Finlay, 2010).

O gene sat (secreted autotransporter toxin), por sua vez, codifica uma proteina
de 107 kDa, descrita pela primeira vez por Guyer et al. (2000). A Sat possui atividade
serino-protease, e € citotoxica para células Vero (renais), HK-2 (de bexiga) e HEp-2
(epiteliais de laringe), sendo mais comumente expressa em isolados de UPEC de
pacientes com pielonefrite (Guyer et al., 2000). A Sat tem sido responsabilizada pelas
lesGes nas juncdes intercelulares e por aumentar a permeabilidade na regido intestinal
colonizada por DAEC (Croxen e Finlay, 2010).

Certas toxinas ainda ndo foram identificadas, somente o seu efeito observado,
como é o caso do que foi verificado no trabalho de Blanco et al (1997), em 625 isolados
de APEC, 7% apresentavam efeito citotdxico em HeLa mas ndo em células Vero,
indicando apenas que ndo era uma toxina Shiga-like. Ja em macréfagos de camundongo,
linhagem J774, a APEC UEL17 induziu a apoptose nas células via caspase 3/7 (Bastiani
et al., 2005).

1.5.7 Outros fatores de viruléncia

Existem outros fatores de viruléncia, que ndo se enquadram nas descrigdes
anteriores por apresentarem diferentes atividades. A proteina codificada pelo gene pic
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(Serine protease autotransporter) foi originalmente identificada em cultura de E. coli
enteroagregativa e possui atividade serino-protease (Heimer et al., 2004).

Ja as ilhas de patogenicidade malX (Pathogenicity-associated island marker),
anteriormente consideradas apenas marcadores de patogenicidade, sdo atualmente
consideradas contribuintes para a patogenicidade da septicemia aviaria (Johnson et al.,
2005).

1.6 Sistema de Regulacdo da Viruléncia

A expressdo da viruléncia bacteriana é regulada por um conservado sistema
sensivel as mudancas do ambiente, levando a adaptacdo. Um dos sistemas conhecidos
em APEC é o BarAUvrY, o qual regula a viruléncia por inibir a expressdo da fimbria
tipo 1 e da Pap, pelo aumento da suscetibilidade ao estresse oxidativo e pela reducgéo do
nivel de polissacarideo na superficie (Herren et al., 2006).

Tem sido observado, em experimentos in vitro e in vivo, que mutacdes no
sistema de transporte especifico de fosfato (pst), levam a uma ativacdo do regulador
Pho, aumentando a sensibilidade da APEC ao soro, aos antimicrobianos, as variacdes de
pH, a presenca de perdxido de hidrogénio e reduzindo a expressao de genes envolvidos
nos componentes de superficie celular como a fimbria tipo 1 (Crépin et al., 2008;
Bertrand et al., 2010).

1.7 Componentes Celulares Receptores de Adesinas

As adesinas normalmente reconhecem diferentes componentes na superficie dos
tecidos do hospedeiro, 0s quais podem servir como receptores no processo de adesdo
e/ou invasdo celular. Na matriz extracelular, as adesinas podem reconhecer colageno,
laminina, elastina, proteoglicanos e hialurona; no plasma podem identificar as
glicoproteinas vitronectina, fibrinogénio e fibronectina; e na membrana plasmatica,

integrinas, caderinas, selectinas e CEACAMs (Pizarro-Cerda e Cossart, 2006).
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2 JUSTIFICATIVA

A colibacilose tem causado grande prejuizo econdmico na industria aviaria
devido ao comprometimento no desenvolvimento da ave ou na produgdo de ovos, pela
condenacdo da carcaca ou pela morte do animal. A manifestacdo mais grave da doenca é
a colissepticemia que, geralmente, inicia no trato respiratorio superior, alcanca a
circulacdo sanguinea e atinge varios orgaos, podendo levar a morte da ave (revisado em
Ferreira e Knobl, 2000; Gyles e Fairbrother, 2010).

Diversos estudos tém sido realizados com o objetivo de determinar os fatores que
favorecem a infeccdo por APEC e esclarecer melhor a patogenia da colibacilose. A
colonizacao do trato respiratéorio é considerada uma etapa inicial critica na patogénese da
colissepticemia e a adesdo um importante passo neste processo, porém ainda nédo
totalmente esclarecida. Outro aspecto ainda desconhecido é a maneira pela qual a
bactéria atinge a circulacdo sanguinea. Nao esta estabelecido como a bactéria vence a
imunidade inespecifica e ultrapassa a barreira do epitélio. Ja foi constatada a presenca de
bactéria no sangue em até 3 h apds inoculacdo dos sacos aéreos (Pourbakhsh et al.,
1997a; Stordeur et al., 2004). No entanto, ndo foi comprovado ainda se a bactéria entra
via macrofagos ou por invasao dos tecidos e se esta invasdo seria ap6s um dano tecidual
ou por inducdo da endocitose. Pourbakhsh et al. (1997c¢) ao analisar por microscopia
eletrnica de transmissdo os sacos aéreos de uma galinha inoculada com APEC,
verificaram que a bactéria ndo sé aderiu ao epitélio, mas também estava presente dentro
de células epiteliais. Essa observacdo sugere que a colonizacdo do epitélio respiratério
pode ter como consequéncia a invasdo das células epiteliais do hospedeiro. Sabe-se
também que APEC sdo internalizadas por heterdfilos e macréfagos e que sobrevivem
intracelularmente nestas células por até 48 h (Mellata et al., 2003), e que, portanto, esta
poderia ser uma porta de entrada. Porém, até o presente trabalho pouca informacao
existia sobre a invasdo de células ndo fagociticas por APEC, o que motivou esta
pesquisa.

A camada epitelial da mucosa, seja do trato respiratorio ou gastrointestinal,
forma uma importante barreira de protecdo do hospedeiro e representa o primeiro sitio
de contato para a bactéria. Para as cepas patogénicas atravessarem essa camada e terem
acesso aos 0Orgaos internos, elas precisaram desenvolver estruturas e mecanismos para
aderir e invadir essa barreira (Vasquez-Torres e Fang, 2000). A invasédo dos tecidos pode

ser obtida por intermédio do efeito citotoxico (Roberts et al., 2001; Kehl-Fie e Geme Ill,
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2007); efeito apoptdtico (Hilbi et al., 1998; Jesenberger et al., 2000; Denecker et al.,
2001; Thumbikat et al., 2009); por intermédio de células fagocitarias, as quais
transportam o patdgeno internamente (Huang et al., 2000); e por Gltimo, pelo uso de
sistemas de invaséo celular direto ou transversal. As EXPEC, como a NMEC e a UPEC,
utilizam o mecanismo de invasdo como uma das etapas do processo de infeccdo, e
muitas das estruturas envolvidas na adesdo bacteriana também estdo envolvidas no
processo de invasdo (Kim, 2008; Thumbikat et al., 2009; Kline et al., 2009; Martinez e
Hultgren, 2002).

A fimbria tipo 1 tem sido associada aos processos de adesdo, invasdo e apoptose
em infeccbes por UPEC. A interacdo entre a adesina FimH da UPEC com uroplacina
Illa do epitélio da bexiga leva a eventos de fosforilacdo que estimulam uma via de
sinalizacéo, ainda desconhecida, causando invaséo e apoptose (Thumbikat et al., 2009).
Outros receptores, como as integrinas a3 e B1, também interagem com a FimH,
causando o rearranjo do citoesqueleto, engolfamento e internalizacdo da bactéria aderida
na célula epitelial do trato urinario (Martinez e Hultgren, 2002; Eto et al., 2007).

Em NMEC a penetracdo da barreira hematoencefalica humana tem sido mediada
pela ligacdo das proteinas IbeA, FimH, OmpA e CNF1 a receptores da célula eucaridtica
(Kim, 2008). Na superficie das células endoteliais dos microvasos cerebrais, a adesdo €
mediada pela fimbria do tipo |1 a0 CD48, e pela OmpA ao receptor ECGP96 (Croxen e
Finlay, 2010, Khan et al., 2007). Assim, FimH e OmpA estariam envolvidas no
rearranjo do citoesqueleto de actina, enquanto o CNF1 estaria envolvido no rearranjo da
miosina, proporcionando a invasao da bactéria no tecido endotelial (Kim, 2008; Croxen
e Finlay, 2010).

Segundo Germon et al. (2005), o gene ibeA (Invasion of brain endothelium)
poderia ter funcdo similar em cepas de APEC (sorogrupo O2), permitindo a penetracédo
da bactéria em células aviarias. A ilha de patogenicidade gimB (Genetic island
associated with newborn meningitis) € outro fator relacionado a invasdo e que pode ser
encontrada em APEC. E uma regido no DNA associada aos isolados de NMEC, sendo
envolvida na manutencdo dos altos niveis de bacteremia caracteristicos da meningite
(Bonacorsi et al., 2002).

Neste contexto, este trabalho objetivou verificar o comportamento da APEC ao

infectar células ndo fagocitarias.

32



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar o comportamento de cepas de APEC ao infectar células ndo fagocitarias.

3.2 Objetivos Especificos

=
1

Verificar a capacidade de associacdo, invasdo, multiplicacdo intracelular,
citotoxicidade e habilidade em ativar as caspases 3/7, de cepas APEC quando

infectando fibroblastos aviarios;

N
1

Caracterizar o geno6tipo dos fatores de viruléncia das cepas bacterianas usadas

para o estudo;

w
1

Associar o fendtipo de adesdo e invasdo das APEC a presenca de adesinas e

invasinas;

4

Analisar a capacidade de associacdo, invasdo e multiplicacdo intracelular de
cepas de APEC em células endoteliais humanas;

(@]
1

Caracterizar o patotipo APEC pela analise da expressao dos genes de viruléncia;

()]
1

Estudar a expresséo dos genes fimH, ompA, ibeA e gimB em uma cepa invasiva e

em uma cepa nao invasiva quando em contato com fibroblastos aviarios.
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4 RESULTADOS

41 AVIAN PATHOGENIC Escherichia coli MT78 INVADES
CHICKEN FIBROBLASTS

4.1.1 Introduction
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4.1.2 Materials and Methods

4.1.2.1 Bacterial strains

4.1.2.2 Chicken fibroblast cell line CEC-32

4.1.2.3 Determination of bacterial association to fibroblasts

4.1.2.4 Analysis of viability of internalized bacteria and intracellular bacterial
growth (gentamicin protection assay)
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4.1.2.5 Confocal microscopy of internalized MT78

4.1.2.6 Cell cytotoxicity assay

4.1.2.7 Analysis of caspase-3/7 activation
4.1.2.8 Virulence genotyping

4.1.2.9 Statistical analysis

4.1.3 Results

4.1.3.1 Bacterial association, invasion and intracellular viability
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4.1.3.2 Cytotoxicity and caspase-3/7induction by APEC
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4.1.3.3 Genes related to adhesion and invasion

4.1.4 Discussion
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4.2 AVIAN PATHOGENIC Escherichia coli STRAINS ADHERE TO
BUT DO NOT INVADE HUMAN UMBILICAL ENDOTHELIAL
CELLS

Leticia B. Matter &2 Roberta Reis ® and Fabiana Horn

!Departamento de Biofisica, Laboratério de Microbiologia Celular, Programa de P6s-Graduacdo em
Biologia Celular e Molecular, UFRGS, Porto Alegre, RS
Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missées, Santo Angelo, RS

4.2.1 Introduction

Avian pathogenic E. coli (APEC) is a member of the extraintestinal pathogenic
Escherichia coli (EXPEC) group, which includes uropathogenic E. coli (UPEC) and
neonatal meningitis E. coli (NMEC). APEC is responsible for localized or systemic
avian infections, affecting poultry industries economy (Kaper et al., 2004; Dziva and
Stevens, 2008).

Characterization of EXPEC strains using various typing methods, phylogenetic
and comparative genomic studies, virulence-factor pattern analysis and serotyping, have
shown close relationships between EXPEC strains of human and avian origin
(Rodriguez-Siek et al., 2005; Moulin-Schouleur et al., 2006; Zhao et al., 2009; Johnson
et al., 2007). These observations raise the hypothesis that there is no host dependence in
these different EXPEC pathotypes. Tivendale et al. (2010) tested APEC and NMEC in
meningitis and avian colisepticemia models and showed that some strains were able to
cause both infections, providing support for that hypothesis. In addition, Bauchart et al.
(2010) verified that APEC displays a similar transcriptional profile at human (37 °C) and
avian (41 °C) temperatures. Recently, Peigne et al. (2009) have shown that a virulent
NMEC strain harbors a large plasmid with high homology to APEC plasmids (pAPEC-
02-ColV and pAPEC-01-ColBM). These evidences suggest that poultry may be a
reservoir for human EXPEC strains; alternatively APEC may contribute as a reservoir for
virulence-associated genes of human ExPEC.

The capacity of NMEC to invade human brain microendothelial cells (HBMEC)
is central for its virulence and establishment of meningitis; in contrast NMEC is unable
to invade the closely related human umbilical vein endothelial cells (HUVEC)

(Prasadarao et al., 1996). The APEC strain BEN2908 also invades HBMEC (Germon et
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al., 2005) but nothing is known about APEC-HUVEC interaction. To gather more
knowledge on the similarity between APEC and NMEC, we examined the association
profiles, invasiveness and intracellular surviving of APEC strains in human umbilical

endothelial cells.

4.2.2 Materials and Methods

4.2.2.1 Bacterial Strains

The avian pathogenic E. coli (APEC) strains used in this work, and the adhesion
genes they present, are shown in Table 1. All strains were isolated from cases of
septicemia in chickens and represent different phylogenetic lineages as well as different
geographic origins (Brazil, Germany, USA and France). Strain IMT5104, isolated from
feces of a clinically healthy chicken (Afeca) and E. coli K-12 (DH5a) were also tested for
comparative purposes.

Strains were maintained in glycerol stocks at -80° C. For the experimental
procedures, bacteria were seeded on Luria Bertani (LB) agar plates overnight at 37 °C;
one colony was grown in 5 ml of LB broth until the stationary-phase (overnight at 37
°C). Two hundred ul of this inoculum were diluted in 20 ml of fresh LB broth and
bacteria grown at 37° C under 150-180 rev/min until the culture reached an ODgo
corresponding to about 2 x 10® CFU (colony forming units)/ml. Bacteria were harvested
by centrifugation at 4,000 g for 10 min at 4 °C, resuspended in endothelial cells culture

medium (see below) and used in the experiments.

Table 1. Bacteria adhesins repertory

Genes for adhesins

Strains Afa/draB; csg fimC hrlA/hek papC tsh mat Reference

iha;

sfa/focCD
K12 - + + - - - - Matter et al, 2011
UEL13 + + + - - - Matter et al, 2011
UEL17 + + + - - + Matter et al, 2011
UEL29 + + + - - - Matter et al, 2011
UEL31 + + - - - + Matter et al, 2011
IMT5104 + - - + Li et al, 2005
IMT5155 + + - + + Antéo et al, 2008
IMT2470 + + + + + + Matter et al, 2011
A2363 + + - - + + Matter et al, 2011
MT78 + + + - - - Matter et al, 2011
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4.2.2.2 Human Endothelial Cell line EAhy926

A stable transfected human umbilical endothelial cells (HUVEC EAhy926 line)
kindly donated by Dra. Cora-Jean S. Edgell (University of North Carolina, EUA) was
used as a non-phagocytic cell to test APEC-endothelial cell interactions. Endothelial
cells were cultivated in DMEM cell culture medium (Dulbecco’s modified Eagles
medium - Gibco, Grand Island, NY), 10% of fetal calf serum (FCS, Gibco, Grand
Island, NY), 2 mM of glutamine, 1% of HAT (Hipoxantina/Aminopterina/Timidina), at
37 °C and 5% of CO, (Edgell et al., 1983).

4.2.2.3 Determination of bacterial association to endothelial cells

In order to verify the association profile of APEC to EAhy cells, cells (3.0 x 10*
cell/well) were plated onto 96-well plate in cell culture medium. When confluent, cells
were infected. Before infection, cells were counted to estimate the cell number per well.
Cells were then washed once with PBS (phosphate buffered saline) and infected with
APEC strains at a multiplicity of infection (MOI) of 20 bacteria per cell in cell culture
medium. After 1 h of incubation (at 37 °C and 5% of CO,) the medium was removed,
cells were washed three times with PBS and lysed with Triton X-100 (Sigma, Steinheim,
Germany) 1 % (v/v) for 5 min at room temperature and serial dilutions in PBS were
plated on LB agar for CFU determination. The experiment was done three times in

quadruplicates for each strain.

4.2.2.4 Analysis of internalized bacteria and intracellular bacterial growth
(gentamicin protection assay)

In order to quantify the number of viable internalized bacteria, EAhy926 cells
were plated and infected in the same way as described for the association assay. After 1
h of infection, cells were washed three times with PBS and reincubated with cell culture
medium containing 50 pg ml™ of gentamicin for another 3 h and 23 h. After this time, cells were
washed once with PBS and lysed with Triton-X 100 1 % for 5 min at room temperature, diluted
in PBS and plated on LB agar for CFU determination. The experiment was done three times in

quadruplicates for each strain.

4.2.2.5 Scanning Electronic Microscopy (SEM)

For scanning electron microscopy, CEC-32 and EAhy926 cells were plated over

coverslips on a 24-well plate and infected for 1 h; cells were then washed three times with PBS
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and fixed with 2.5 % glutaraldehyde (in PBS) for one week. Coverslips were washed in PBS and
dehydrated in an ascending series of acetone solutions (30% - 100%), critical point dried by the
CO2 and coated with a layer of gold. Visualization of samples was carried out in a JSM 6060

scanning electron microscope at 10 KeV and 20 KeV accelerating voltage.
4.2.2.6 Fimbriae genotyping

Avian E. coli strains were examined for the presence of genes for five fimbriae
(F4, F5, F6, F18 and F41), using multiplex PCR as previously described (Costa et al.,
2006). Bacterial DNA was prepared from whole organisms (cultured overnight in LB
agar at 37 °C) by the boiling method. The amplicons were: F4 (499 pb), F5 (230 pb), F6
(520 pb), F18 (313 pb) e F41 (613 pb).

4.2.2.7 Statistical Analysis

Results are presented as average with standard deviations. Statistical testing was
done by using Prism Package (version 5.0). Multiple comparisons were calculated with

Tukey’s test considering P value < 0.05 for statistical significance.

4.2.3 Results

4.2.3.1 Cell association

In order to verify the association capacity of APEC to human umbilical
endothelial cells, cells were infected for 1 h and the extracts were plated on LB agar for
CFU counting. As shown in Fig. 1, all strains associated to endothelial cells, with some
APEC strains having a higher capacity to adhere than others. Interestingly, the number
of IMT5104 (Areca) bacteria associated to EAhy cells did not differ statistically from
other APEC strains, even though IMT5104 contains only two known adhesin genes (crl
and mat) (Table 1).
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Figure 1. Association profile of APEC, K12 and Ageca (IMT5104) to
EAhy endothelial cells after 1 h of infection. Only strains IMT2470
and A2363 differ statistically from K12, while A2363 differs also
from APECs UEL29, UEL31, UEL13, MT78 (P<0.05).

i Figure 2. SEM of APEC strain A2363
A L adhering to EAhy endothelial cells after
18 44m % 1 hof infection (MOI 20).

Strain A2363 presented a high adherence capacity to human endothelial cells
(Figure 2), 12 times more than to avian fibroblast cells (Matter et al., 2011).

4.2.3.2 Fimbriae genotyping

The fact that IMT5104 has only two adhesins and an association profile like
APEC moved us to investigate the presence of fimbria other than the ones usually
associated with EXPEC. Thus, we looked for fimbria F4 (K88), F5 (K99), F6 (987P),
F18 (F107) e FA1, which are usually present in ETEC, and are responsible for bacterial
adherence to mammalian intestinal epithelium (Gyles and Fairbrother, 2010). In ETEC,

F4 and F18 are considered the predominant fimbrial adhesin and are associated with
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postweaning disease in pigs (Post et al., 2000). Table 2 shows the prevalence of the

fimbriae genes detected by PCR in the strains used in this work.

Table 2. Bacteria adhesins repertory
Adhesins
Strains F4 F5 F6 F18
K12 - -
UEL13
UEL17
UEL29
UEL31
IMT5104
IMT5155
IMT2470
A2363
MT78

o+ 4+ o+ o+ o+

+
+
Iy
++ R

+
+

4.2.3.3 Scanning Electronic Microscopy

Scanning electron micrographs of APEC infecting endothelial cells revealed the
presence of fibers extending micrometers away from the surface of the bacilli. The fibers
looked like they are binding bacteria together and helping them to adhere to the
endothelial cell surface (Figure 3A). They are peritrichious fibers, not having a specific
place over the bacterium body. These filamentous appendages were also evident on the
bacteria adhering to avian fibroblast cell surface (Figure 3B), and even on the bacteria
growing in LB broth (Figure 4) despite in a lower amount. It was also possible to
observe a reduction in the number of appendages in MT78 strain when invading
fibroblast cells (Figure 3C and 3D). Analyzing the pictures more closely we could see

the appendages of A2363 strain getting into the cell surface (Figure 5 and anexo E).
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Figure 3. Appendages of APEC MT78 observed by SEM. (A) MT78 strain adhering to
EAhy926 endothelial cells after 1 h of infection (MOI 200). Appendages are indicated by white
arrows. (B) MT78 strain adhering CEC-32 cells after 1 h of infection (MOI 20). Appendages are
indicated by white arrows. (C) and (D) MT78 strain invading CEC-32 cells after 1h of infection
(MOI 20). Black arrows indicate the bacterium and white arrows the involving eukaryotic cell.

Figure 4. Appendages of MT78 strain grown
in LB broth during ~2 h at 37 °C (180
rev/min) observed by SEM. White arrow
e indicates the appendages.
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Figure 5. Appendages of A2363 strain getting into
EAhy926 endothelial cells, seen by SEM. Cells were
infected for 1 h (37 °C) at MOI 20. Appendages are
indicated by white arrows.

4.2.3.4 Invasion and intracellular bacterial viability

To investigate the invasiveness and intracellular viability of bacteria, endothelial
cells were infected for 1 hour, treated with gentamicin for 3 and 23 h, lysed and the
extracts plated on LB agar.

Fig. 6 shows that virtually no bacteria could be recovered from inside the
endothelial cells at 4 h p.i. (black bars), and the number of internalized viable bacteria at
24 h p.i (white bars) was even lower for most strains. The only strain that had higher
numbers of intracellular viable bacteria at 24 h p.i. was strain MT78 (136%, taking the
number of internalized bacteria at 4 h as 100 %, although without statistical
significance). Thus, the APEC strains did not invade nor multiply within human
endothelial cells. The same assay was carried out with Salmonella Typhimurium
SL1344, which increased 509% after 24 h of incubation (which was significantly
different of 4 h, P < 0.05).
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Figure 6. Gentamicin-resistance assay of APEC in EAhy926 endothelial cells after
4 (black bars) and 24 h (white bars) p.i. Data represent the average of at least 3
experiments. Values do not differ statistically for both times.

4.2.4 Discussion

Bacterial adherence to host tissues is a complex process that, in many cases,
involves the participation of several distinct adhesins, which may act at the same time or
at different times/stages during infection. E. coli appendages, such as fimbriae, usually
facilitate the initial attachment to cells and subsequent successful colonization of the
tissue (Dziva and Stevens, 2008).

In this work, association assays showed that APEC pathotype has affinity to
human endothelial cells since a high adhesion was observed, greater than observed for
avian fibroblast cells (Matter et al., 2011). Strains UEL17, A2363, IMT5155, IMT5104
and IMT2470 adhered five to fourteen times more to human endothelial than to avian
fibroblast cells (adhesion results with endothelial and fibroblasts cells differ statistically
to strains A2363 and IMT2470, P < 0.05). Fimbriae genotyping (Tables 1 and 2) did not
explain the high association results for A2363 and IMT2470 or even for fecal strain
IMT5104.

Chanteloup et al. (2011) had already observed that BEN2908, a Nal® derivative
of MT78, adhered similarly to both human pneumocytes and avian hepatocytes. Since
adherence is the first step for tissue colonization, the high adhesion to human endothelial
cells observed here may be associated with a zoonotic risk of APEC, already suggested
in many works.

By SEM we observed filamentous appendages that resemble E. coli common
pilus (ECP), usually found in ETEC, EHEC (0157:H7) and commensal E. coli when

infecting epithelial cells (Rendon et al., 2007, Blackburn et al., 2009). ECP is important
51



for bacteria to adhere to cell surfaces because an ecpA mutant of EHEC became
deficient in adhering to epithelial cells (Blackburn et al., 2009). This gene is the same as
mat in EXPEC. However, strains UEL13, UEL29 and MT78 were negative for this gene
by PCR (Table 1). Nevertheless it is possible that the lack of amplification of mat was
due to some nucleotide alteration in the sequence of this gene, and not the lack of the
gene itself (Rendon et al., 2007; Blackburn et al., 2009). Immunofluorescence against
specific structures like curli, ECP and type 1 fimbria would help to identify the nature of
these filamentous appendages of APEC.

In relation to the invasion ability, no strain was capable of invading human
endothelial cells (Figure 6). Strain MT78, which displayed an invasive phenotype in
fibroblast cells (1.4 CFU/10 cells), was unable to invade human umbilical endothelial
cells (0.08 CFU/10 cells). This fact could be explained by dependence on a host species-
specific interaction. However strain BEN2908 invaded human Brain Microvessel
Endothelial Cells (2.5%; percentage of invasion defined as [100 x (no. of intracellular
bacteria recovered)/(no. of bacteria inoculated)]) and human type Il pneumocytes
(0.75%) at levels comparable to invasion of CEC-32 avian fibroblasts (0.75%) (Germon
et al., 2005; Chanteloup et al., 2011; Matter et al., 2011), suggesting that the invasion
capacity is rather cell-specific instead of host species-specific. In agreement with that
interpretation, Chanteloup et al. (2011) observed that 23% of BEN2908 invaded avian
hepatocytes, showing that even in the same species there exist different levels of
invasion. Altogether, these results suggest that MT78 strain (APEC K1) behaves like
NMEC K1 strains, only invading HBMEC and not systemic endothelial cells (HUVEC)
(Prasadarao et al., 1996).

The reason for the lack of invasion of NMEC K1 in HUVEC is the unavailability
of GlcNacB1-4GIcNAc moieties in the glycoprotein of HUVEC cells, which are present
in BMEC and allow OmpA binding (Prasadardo et al., 1996). For the authors, OmpA
interaction with GIcNAcb1-4GIcNAc epitopes may be a key step for the invasion of E.
coli into BMEC.

4.25 Conclusion

This work pointed out two important results that reinforce the idea of a close
relationship between APEC and human EXPEC, more specifically NMEC. The first one
IS in respect to the high affinity to systemic human endothelial cells, represented by high

adhesion capacity of some APEC strains, what is relevant since adhesion is the first step
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for tissue colonization. The second one is in relation to the negligible invasion in
HUVEC what is also characteristic of human NMEC.
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ENTRE Escherichia coli PATOGENICA AVIARIA INVASIVA E
FIBROBLASTOS AVIARIOS
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RESUMO

A colisepticemia € uma das manifestacfes extraintestinais mais graves causadas pela
Escherichia coli patogénica aviaria e que normalmente inicia pela infeccdo das vias
aereas da ave. O conjunto de genes associados a viruléncia, que caracteriza este patotipo,
e 0S mecanismos moleculares responsaveis pela patogénese ainda permanecem néo
elucidados. Em trabalho anterior, verificamos que algumas cepas APEC apresentaram
capacidade de invadir fibroblastos aviarios, o que pode ser um dos mecanismos usados
por algumas cepas para acessar a circulagdo sanguinea da ave. No mesmo trabalho,
verificamos que a cepa invasiva MT78 apresenta um perfil de genes associados a
viruléncia (VAGSs) semelhante ao de cepas ndo invasivas, como a IMT2470. Neste
trabalho analisamos a expressao dos VAGs das cepas APEC MT78 e IMT2470 durante
a infeccdo de fibroblastos aviarios CEC-32 por 3 h, a fim de identificar quais os fatores
de viruléncia importantes para o fenotipo invasivo da cepa MT78. A analise da
expressdao dos VAGs, por RT-PCR, mostrou a expressdo de trés grupos de genes
associados a viruléncia: adesinas (crl, fimC e hrlA); sideréforos (chuA, ireA, iroN e
iucD) e protectinas/estruturas de resisténcia ao soro ( iss, neuC, kpsMTII, ompA e traT);
em ambas as cepas, tanto na presenca quanto na auséncia de fibroblastos. A presenca de
genes para varios sistemas de aquisi¢do de ferro, mas somente a expressao de alguns
(chuA, ireA, iucD, iroN) supde uma grande plasticidade do patotipo, sugerindo que o
mesmo possua muitos mecanismos alternativos ou compensatorios de viruléncia nos
diferentes estagios de infeccdo. Por outro lado, a técnica RT-PCR ndo apresentou
sensibilidade suficiente para detectar diferencas na expressdo que explicasse o fendtipo
de invasdo da cepa MT78. A analise, porem, por RT-qPCR, da expressdo de fimH,
ompA, ibeA e gimB, genes responsaveis pela invasdo de NMEC em células endoteliais
cerebrais humanas (HBMEC), mostrou a represséo do gene fimH na MT78, mas indugéo
do mesmo na IMT2470. Ja as invasinas gimB e ibeA apresentaram-se induzidas na
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MT78 e reprimidas na IMT2470, enquanto 0 gene ompA encontrava-se expresso em
ambas as cepas. A transcricdo do gene fimH, adesina da fimbria tipo 1, apresentava-se
reprimida na cepa invasiva, provavelmente pelo fato da bactéria encontrar-se em
processo de invasdo, ndo sendo mais necessaria a sintese da mesma. Assim, a cepa
invasiva estaria direcionando a sua energia a sintese de invasinas, visto estas estarem em
niveis aumentados na cepa. Para concluir, a analise da expressdo sugere a participacao

dos genes gimB e ibeA no processo de invasdo da cepa MT78.

4.3.1 Introducgéo

A colibacilose € uma doenca que se manifesta de maneira localizada ou sistémica
na ave, e tem sido associada a perdas econdmicas na industria aviaria. Seu agente
etiologico é a Escherichia coli patogénica aviaria, patotipo pertencente ao grupo das
EXPEC (Escherichia coli patogénica extraintestinal) (Dziva e Stevens, 2008).

Apesar das investigaches e dos avancos feitos em relagdo aos fatores
determinantes para a viruléncia de cepas de APEC, atualmente ndo se tem um consenso
sobre quais sdo as caracteristicas indispensaveis para o patdgeno causar colibacilose,
conhecimento que permitiria buscar alternativas mais eficientes de controle da doenca.
Diversas cepas patogénicas tém sido isoladas de aves doentes com o objetivo de
caracterizar o patotipo por meio da genotipagem dos genes associados a viruléncia
(VAGSs), bem como de entender a patogénese. No entanto, 0 que se observa é que ndo
existe um fator especifico ou um conjunto de fatores identificados que caracterizem o
patotipo, inclusive dentro do mesmo sorogrupo existe uma grande variabilidade
(Tivendale et al., 2010; Ewers et al., 2007, Zhao et al., 2009).

A mais grave manifestacdo da colibacilose é a septicemia, que inicia no trato
respiratorio superior e progride, alcancando os érgdos vitais. A colonizacdo do trato
respiratério € considerada um passo inicial critico na patogénese da septicemia aviéria.
Em trabalho anterior, mostramos a capacidade que certas cepas de APEC possuem em
aderir a fibroblastos aviarios (CEC-32), sendo que a cepa MT78 foi capaz de invadi-los
em niveis comparaveis a bactéria invasiva Salmonella Typhymurium SL1344, sugerindo
fortemente a possibilidade deste ser o mecanismo utilizado por algumas cepas APEC
para acessar a corrente sanguinea da ave (Matter et al., 2011). A cepa invasiva MT78
apresenta um perfil de VAGs semelhante ao de cepas ndo invasivas, como o da

IMT2470. A cepa MT78 também é conhecida por invadir células endoteliais cerebrais
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humanas (Germon et al., 2005) e tem sido associada a risco zoonético (Chanteloup et
al., 2011; Bauchart et al., 2010).

Neste contexto, este trabalho estudou a expressao dos VAGs das cepas de APEC
MT78 e IMT2470 durante a infeccdo de fibroblastos avidrios CEC-32, a fim de
caracterizar os fatores de viruléncia importantes para a APEC, e assim procurar explicar

o fendtipo invasivo da MT78.

4.3.2 Materiais e Métodos

4.3.2.1 Células

Fibroblastos aviarios, linhagem CEC-32 (“chicken embryo cells”), foram
utilizados como células ndo fagocitarias no ensaio de associacao entre bactéria e célula
eucariotica, conforme descrito em Matter et al., 2011. Essas células foram gentilmente
cedidas pelo Prof. Bernd Kaspers (Universidade de Munigque, Alemanha).

A linhagem CEC-32 foi escolhida por ser uma célula ndo fagocitéria de origem
aviaria, a qual simula mais fielmente o ambiente que a bactéria ird encontrar in vivo. As
células foram cultivadas em DMEM (Dulbecco’s modified Eagles medium, Gibco,
Grand Island, NY) com 10% de soro fetal bovino inativado (65°C/30 min) (SFB - Gibco,
Grand Island, NY) e 2 mM de glutamina, e incubadas a 37 °C e 5% de CO,.

4.3.2.2 Cepas Bacterianas

As cepas APEC utilizadas neste estudo foram: MT78 (02:K1:H7) (Bauchart et
al., 2010; Dho-Moulin et al, 1982) e IMT2470 (O2:H5) (Ewers et al., 2005). Dentre 33
VAGs testados, ambas MT78 e IMT2470 apresentaram no genoma as adesinas crl, fimC
e hrlA/hek, as invasinas gimB e ibeA, os sider6foros chuA, fyuA, ireA, iroN, irp2, iucD,
sitD chr. e sitD ep., as protectinas/estruturas de resisténcia ao soro iss, neuC, kpsMT I,
ompA e traT, e o marcador de ilha de patogenicidade CFT073 (malX); a IMT2470 se
distingue da MT78 por apresentar as toxinas astA e vat, ausentes na MT78. No entanto,
a cepa MT78 invade fibroblastos aviarios em niveis comparaveis a Salmonella
Typhymurium SL1344, enquanto a IMT2470 ndo invade essas células (Matter et al,
2011).

As cepas foram mantidas em glicerol a -80° C. Para 0s experimentos, as
bactérias foram semeadas em agar Luria Bertani (LB), posteriormente inoculadas em 5

mL de caldo LB e crescidas até a fase estacionaria (18 h a 37 °C). Em seguida, 200 pL
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desse indculo foram diluidos em 20 mL de caldo LB e incubados a 37° C sob agitagédo
(150-180 ver.min™) até a fase logaritmica (DOgy = ~0,500). O nlimero de bactérias
viaveis neste ponto foi determinado por diluicGes em série plagqueadas em agar LB. Para
a infeccdo, o indéculo foi centrifugado (4.000 g por 10 min a 4 °C) e as bactérias

ressuspendidas em meio de cultura DMEM.

4.3.2.3 Ensaio para a extracdo de RNA

As células CEC32 foram plaqueadas em garrafas de 150 cm?com DMEM e 10%
de SFB e, quando confluentes (~9 x 10° células), foram lavadas com PBS, acrescentado
meio novo e infectadas com a cepa MT78 ou IMT2470 em uma multiplicidade de
infecgdo (MI) de 200 UFC por célula.

Previamente, determinou-se a concentracdo de 10®° UFC/mL como a
concentracdo bacteriana minima para a extracdo de uma quantidade de RNA suficiente
para a sintese de cDNA, conforme verificado a partir da PCR do gene constitutivo tus. A
MI de 200 foi usada por fornecer a concentracdo bacteriana necessaria a extracdo de
RNA sem, no entanto, causar excesso de bactérias na superficie do fibroblasto. Ap6s 3 h
de infeccdo, o meio foi homogeneizado manualmente, coletado e as bactérias
sedimentadas para extracdo do RNA. A escolha pelas bactérias extracelulares ao invés
das internalizadas permite analisar o que a bactéria estaria sintetizando para entrar na
célula, ou seja, verificar o que a presenca da célula eucaridtica estaria induzindo na
bactéria. Para esta comparacdo os ensaios foram realizados na presenca e na auséncia de
células. O periodo de incubacdo escolhido foi de 3 h por fornecer parametros de
comparacao com outros trabalhos de analise in vivo (Chouikha et al., 2008).

Apos a centrifugacdo (4.000 g por 10 min a 4 °C), o sedimento bacteriano foi
ressuspendido em 1 mL de trizol (Invitrogen) em agitador vortex, acrescentado 200 puL
de cloroférmio, homogeneizado por 15 segundos, incubado por 3 minutos e centrifugado
a 12,000 g por 15 min a 4°C. Em seguida, a fase aquosa foi transferida para outro tubo,
onde foi adicionado 500 pL de isopropanol, homogeneizado, incubado por 10 min e
centrifugado a 12.000 g por 10 min. O sedimento foi, entdo, ressuspendido em 1 mL de
etanol 75%, centrifugado a 7.500 g por 5 minutos, e secado a temperatura ambiente. A
amostra foi estocada a - 80°C, apos ter sido ressuspendida em 40 pL de agua tratada com
DEPC.
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4.3.2.4 Sintese de cDNA

A integridade do RNA extraido foi verificada em gel eletroforese (gel 1%, 80 V,
1 h 30 min.) e a pureza foi verificada em espectrofotdmetro (Azso/Azs0). ApPOS a
quantificacdo (NanoDrop ND1000, Technologies, Wilmington, DE), o RNA foi tratado
com DNAse (Promega, Madison, USA) para a retirada de residuos de DNA, conforme
especificagdes do fabricante. A seguir, o cDNA foi sintetizado a partir de 2 pg de RNA,
1 pg de oligonucleotideo iniciador aleatério (Promega, Madison, USA), tampao para M-
MLV (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase) 5X (Promega, Madison,
USA), dNTPs 10 mM (cBiot, Porto Alegre, Brasil), 25 U de inibidor de ribonuclease
(Promega, Madison, USA) e 200 U de enzima transcriptase reversa M-MLV (Promega,
Madison, USA) em um volume final de 25 pL, de acordo com as instrugcdes do

fabricante da enzima.

4.3.2.5 Expressdo do gene constitutivo tus por RT-PCR

Com o objetivo de verificar a qualidade do RNA tratado com DNAse e do cDNA
sintetizado, uma PCR do gene tus (constitutivo) era efetuada antes da RT-PCR multiplex
de cada amostra. A qualidade era verificada pela auséncia de amplificacdo do gene tus
(sense CGATAACCTTTCGCAAGCAGCGTT e antisense
GGCAAATGACGATGCACCCATTCA) (Lie et al.,, 2011) nas amostras de RNA
tratado com DNAse e a amplificacdo do gene no cDNA. Os reagentes e as
concentracdes da RT-PCR utilizadas foram conforme descrito para a PCR em Ewers et
al. (2007), sendo as condi¢cdes do termociclador (Peltier Effect Cycling, MJ Research
Inc) as seguintes: 3 min a 95°C; 30 ciclos de 20 segundos a 95°C, 30 segundos a 58°C,
10 segundos a 72°C, e por final 72°C por 5 minutos. A amplificacdo foi visualizada em
gel de agarose (0,8% em TBE), migrado em 80 V por 1 h e corado com brometo de
etideo. Como controle positivo, usou-se 0 produto de uma PCR do gene amplificado a
partir do genoma bacteriano, extraido pelo método de fervura; no controle negativo ndo

foi adicionado &cido nucléico.

4.3.2.6 Expressdo dos genes de viruléncia por RT-PCR multiplex

A expressdo dos genes associados a viruléncia das cepas MT78 e IMT2470 foi
analisada sob contato com os fibroblastos e comparada com o cultivo, nas mesmas

condicOes, na auséncia de fibroblastos, isto é, apenas em DMEM suplementado com
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10% de SFB por 3 h. A RT-PCR foi realizada com os oligonucleotideos iniciadores,
reagentes e as concentracfes descritas na PCR por Ewers et al. (2007), sendo as
condicgdes do termociclador (Peltier Effect Cycling, MJ Research Inc) as seguintes: 3
min a 94°C; 25 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 58°C, 3 min a 68°C, e 72°C
por 10 minutos. A amplificacdo foi visualizada por eletroforese em gel de agarose (0,8%
em TBE) migrado em 80 V por 1 h e corado com brometo de etideo. As reagdes de

controle positivas e negativas foram feitas como descrito acima (item 2.5).

4.3.2.7 Oligonucleotideos para RT-qgPCR

A fim de avaliar quantitativamente a expressdo dos genes fimH, ompA, ibeA e
gimB das cepas MT78 e IMT2470 quando em contato com fibroblastos, realizou-se a
RT-gPCR. Os oligonucleotideos iniciadores para os genes foram desenhados no
programa Primer Express v 3.3 (Applied Biosystems, UK) a partir das sequéncias
obtidas no Genbank, conforme mostrado na Tabela 1. O gene tus (Li et al., 2011;
oligonucleotideos iniciadores sense CGATAACCTTTCGCAAGCAGCGTT e antisense
GGCAAATGACGATGCACCCATTCA, amplicon de 138 pb) foi utilizado como controle
enddgeno. Testou-se também o gene constitutivo frr (oligonucleotideos iniciadores
sense GCGTAGAAGCGTTCAAAACC e antisense CAAGATCGGACGCCATAATC; Chouikha
et al., 2008), no entanto, 0 mesmo apresentou amplificacBes inespecificas nas condigdes

da reacéo.

Tabela 1. Genes analisados na PCR quantitativa

Gene Numero de Sequencia (5°-3”) Tamanho do

alvo acesso amplicon

fimH EG10315 sense: CCCTGGTTCAGTGCCAATTC 100 pb
antisense: AATCGAGTTGCCCGCATCT

ompA EG10669 sense: TAACCCGTATGTTGGCTTTGAA 100 pb
antisense: TTGAACGCCCTGAGCTTTGT

ibeA  AY248744.1 sense: ATGACGGTGGGAACAAGAGAA 100 pb
antisense: CCCCTATTGAATCCGCATGA

gimB  AJ810519.1 sense: AGCCGCCCAGGAATCAG 100 pb

antisense;: CGTGTCACCAATACCCGATACA

A reacdo da PCR quantitativa foi realizada com 80 ng de cDNA, 7,5 uL de
SYBR master mix (2x) (Applied Biosystems, Warrington, UK) e 200 nM de cada
iniciador para um volume final de 15 pL. Cada amostra foi amplificada em duplicata e o
equipamento utilizado foi o Step One Plus (Applied Biosystem). As condi¢des da reacdo
foram: 50 °C durante 2 minutos, 95 °C durante 10 minutos e 40 ciclos de 95 °C por 15

segundos e 60 °C por 1 minuto. A eficiéncia da amplificacdo de cada par de iniciador foi
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verificada inicialmente com 80 e 160 ng de RNA. A pureza do produto amplificado foi
verificada na curva de melting e em gel de eletroforese (agarose 1,5%) corado com
brometo de etideo. Os dados foram coletados e analisados pelo Software StepOne v.2
(Applied Biosystems), transportados para o software LinReg, para o céalculo da
eficiéncia da reacdo. A expressdo foi calculada usando a equacdo 1 de Pfaffl, tendo
como normalizador os Cts do gene constitutivo tus. O nivel da expressdo dos genes de
interesse, quando em contato com a célula, foi obtido usando 0 método de quantificagcdo
relativa aplicado a expressdao do mesmo gene quando a bactéria era incubada apenas no
meio de cultura celular (Pfaffl, 2001).

4.3.2.8 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi executada com o programa PRISM, aplicando o teste de

Tukey para a andlise dos dados e considerando P < 0,05 para a significancia estatistica.

4.3.3 Resultados

A Tabela 2 mostra o perfil de expressédo dos VAGs das cepas APEC MT78
(invasiva) e IMT2470 (n&o invasiva), verificado por RT-PCR, com o propdsito de
caracterizar 0s genes de viruléncia expressos pelas mesmas em meio com e sem célula

eucariotica, e estabelecer diferencas entre elas.
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Tabela 2. Expressao génica das cepas MT78 e IMT2470 na presenca e auséncia de fibroblastos

aviarios
Gene(s) Descricdo do gene MT78 MT78 MT2470 IMT2470
em em em em
DMEM Célula DMEM Célula

Adesinas

crl Curli fiber gene * * * *

fimC Type 1 fimbriae (D-mannose specific - - + +
adhesin)

hrlA/hek Heat-resistant agglutinin + + + +

Invasinas

gimB Genetic island associated with newborn ~ ) ) i
meningitis

ibeA Invasion of brain endothelium - - - -

Aquisicao de ferro

chuA Heme receptor gene (E.coli haem * * * *
utilization)

fyuA Ferric yersinia uptake ) ) ) *
(yersiniabactin receptor)

ireA Iron-responsive  element  (putative * * * *
catecholate siderophore receptor)

iroN* Catecholate siderophore (salmochelin) ) * i
receptor

irp2 Iron repressible protein i i i i
(yersiniabactin synthesis)

iucD* Aerobactin synthesis * * * i

sitD chr. Salmonella iron transport system gene ~ ~ i i i

sitD ep. Salmonella iron transport system gene ) ) ) i

Protectinas/Resisténcia ao soro

.1 . + + + +

iSS Increased serum survival

. + + + +

neuC K1 capsular polysaccharide

KpsMT 11 Group Il capsule antigens — APEC01 * * * *

ompA Outer membrane protein * * * i

traT* Transfer Protein * * * *

Outros

malX Pathogenicity-associated island marker i i i

CFT073

Na analise por RT-PCR foi detectada a expressdo de genes para adesinas,

sider6foros e protectinas, mas ndo para invasinas (ibeA e gimB) e para o marcador de
IPA malX, nas cepas MT78 e IMT2470 (Tabela 2).
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Em relacdo as adesinas, o curli foi expresso por ambas MT78 e IMT2470
(Tabela 2), principalmente na presenca de células. Da mesma forma, foi expresso o gene
responsavel pela aglutinina resistente ao calor (hra). J& a fimbria tipo 1 (fimC)
apresentou expressdo visivel apenas para a cepa IMT2470.

Dos oito genes relacionados aos sideréforos (chuA, fyuA, ireA, iroN, irp2, iucD,
sitD chr., sitD ep.) presentes nas cepas, pelo menos trés encontravam-se sempre sendo
expressos, tanto na presenca como na auséncia de fibroblastos para ambas as cepas,
inclusive com chuA e ireA sendo expressos intensamente (semelhante ao gene
constitutivo tus). A cepa IMT2470 ainda apresentou a expressao do iroN quando
cultivada apenas em DMEM (com SFB) e fyuA quando cultivada com fibroblastos
(Tabela 2).

Em relacdo aos genes associados as estruturas de resisténcia ao soro, o estudo
mostrou a expressdo de todos (iss, neuC, kpsMT Il, ompA e traT), tanto na presenca
quanto na auséncia de fibroblastos, com excecdo do gene ompA, cuja expressao pela
IMT2470 estava reprimida na presenca de fibroblastos (Tabela 2). Os genes
relacionados a sintese da capsula (neuC e kpsMT I1) apresentaram alta expressdo, com
bandas na intensidade do gene constitutivo tus.

Chouikha et al. (2008) observaram que a expressdo do gene ibeA in vivo era 400
vezes menor do que a do gene constitutivo frr, mostrando tratar-se de um gene pouco
expresso. Este fato pode explicar a ndo visualizacdo da expressdo deste gene e de outros
como gimB por RT-PCR convencional, exigindo uma analise pela técnica mais sensivel
de RT-gPCR.

Desta forma, analisamos a expressao por RT-qPCR dos genes fimH, ompA, ibeA
e gimB, genes responsaveis pela invasdo de NMEC em células endoteliais cerebrais
humanas (HBMEC) (Kim, 2008), afim de detectar diferencas na expressdo que
explicasse o fendtipo de invasao da cepa MT78.

Apos 3 h de contato entre fibroblastos e as cepas bacterianas, a transcri¢cdo do
gene fimH encontrava-se reprimida na cepa MT78, mas induzida na IMT2470. J& a
expressdo das invasinas gimB e ibeA estavam induzidas em MT78 e reprimidas em

IMT2470, enquanto 0 gene ompA encontrava-se expresso em ambas as cepas (Figura 1).
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Figura 1. Expressdo de genes nas cepas invasiva MT78 e ndo nvasiva
IMT2470 quando incubadas com fibroblastos aviarios por 3 h. Medidas
realizadas por RT-qPCR, sendo a expressao relativa calculada em funcgéo
do crescimento da cepa no meio de cultura celular sem fibroblasto (eixo em
log). Média de trés experimentos. Os valores de gimB diferem
estatisticamente para ambas as cepas (P < 0.05). os demais ndo.

4.3.4 Discussao

4.3.4.1 Analise da expressdo para caracterizacédo do patotipo APEC

A tentativa de caracterizacdo do patotipo de APEC tem sido realizada largamente
atraveés da genotipagem de genes associados a viruléncia (VAGS). Acredita-se que (1) as
adesinas e invasinas respondam pela colonizacdo dos sitios extra-intestinais, como por
exemplo, o epitélio respiratério, que (2) as proteinas de resisténcia ao soro sejam
importantes para a bactéria resistir ao efeito bactericida do soro e evadir 0s sistemas
fagociticos de defesa do hospedeiro, e que (3) os sistemas sideréforos permitam a
sobrevivéncia bacteriana nos liquidos do hospedeiro. A importancia desses fatores de
viruléncia é evidenciada pela presenca de varios genes dedicados a mesma funcdo. Por
outro lado, o fato da combinacao dos varios genes para uma mesma funcéo na viruléncia
poder variar muito de cepa para cepa dificulta a caracterizacdo do patotipo de APEC.
Assim, como a genotipagem dos VAGs ndo necessariamente distingue a viruléncia ou
explica o fendtipo das cepas de APEC, a analise da expressdo permite evidenciar tais
diferengas.

O transcriptoma dos VAGs das APEC MT78 e IMT2470, obtido por RT-PCR,

revelou a expressao dos trés principais grupos de viruléncia: as adesinas (crl, fimC e
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hrlA), as protectinas/estruturas de resisténcia ao soro (iss, neuC, kpsMTII, ompA e traT)
e os siderdforos (chuA, ireA, iroN e iucD) (Tabela 2). Zhao et al. (2009) verificaram a
expressdo de sideroforos e estruturas de resisténcia em modelo in vivo, confirmando a
importancia destes dois grupos para a viruléncia de APEC. As adesinas, no entanto, ndo
foram testadas pelos autores.

Em relacdo as adesinas, o curli tem sido associado ao aumento da aderéncia da E.
coli shiga-like em células de linhagem do colon (Rosser et al., 2008) e, segundo Gophna
et al. (2001), ele € responsavel pela invasdo bacteriana a diversas células eucaridticas. Ja
a aglutinina resistente ao calor (hra), por sua vez, é uma adesina amplamente encontrada
em UPEC (Srinivasan et al., 2003). Em nosso experimento, tanto o crl quanto a hra
foram expressos pelas MT78 e IMT2470, na presenca e auséncia de células (Tabela 2),
tal fato pode estar associado a capacidada de ambas as cepas em aderir aos fibroblastos
(Matter et al., 2011). J& em relacdo a fimbria tipo 1, observou-se a expressdo do gene
fimC, responsavel pela codificacdo da chaperona da fimbria, apenas pela cepa IMT2470.

A presenca de varios genes associados aos sider6foros nessas duas cepas, mas
somente a expressdo de alguns (chuA e ireA intensamente e iucD e o iroN fracamente)
sugere uma grande plasticidade do patotipo, indicando que 0 mesmo possua muitos
mecanismos alternativos ou compensatorios para a captacdo de ferro e que podem ser
acionados nos diferentes estagios de infeccdo. Além disso, a inexisténcia ou a baixa
prevaléncia de sistemas de aquisicdo de ferro na K12 (Matter et al., 2011) e em outras
cepas ndo patogénicas e a alta prevaléncia deles em cepas patogénicas (Ewers et al.,
2009; Matter et al., 2011; Brito et al., 2003), aliado ao fato de que a expressao de alguns
destes genes esta sempre presente nas situacGes analisadas neste e em outros estudos
(Zhao et al., 2009, Chouikha et al., 2008), mostra que os sideréforos representam um
fator de viruléncia essencial para APEC. Uma anélise da expressdo in vivo da BEN2908
(MT78 Nal®) mostrou a expressao do iutA (receptor de membrana da aerobactina) nos
sacos aéreos e pulmdes da ave logo apds 1 h da inoculagdo, sendo que apds 3 h da
inoculacdo os niveis de expressdo estavam muito altos (22 a 125x) (Chouikha et al.,
2008).

Os genes associados as estruturas de resisténcia ao soro iss, neuC, kpsMT I,
ompA e traT foram expressos pelas duas cepas tanto na auséncia quanto na presenca de
células, com excecdo do gene ompA, cuja expressao pela IMT2470 ndo foi detectada na
presenca de células. As proteinas da membrana externa e antigeno capsular K1

(polissacarideo) estdo associados a resisténcia ao soro de cepas de SEPEC (Escherichia
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coli septicémica). A capsula tem sido citada como uma das mais importantes estruturas
de resisténcia a fagocitose em SEPEC pela sua hidrofobicidade e carga elétrica negativa
(Gyles, 2010).

4.3.4.2 Analise da expressdo para caracterizacéo do fenotipo invasivo da APEC

A cepa MT78 possui em seu genoma 0s genes para as invasinas IbeA e GimB e
apresenta a capacidade de invadir fibroblastos aviarios, enquanto a cepa IMT2470
possui, além dos genes ibeA e gimB, o gene para a invasina Tia, porém, ndo apresenta o
fendtipo invasivo (Matter et al., 2011). Tal fato poderia ser explicado pela diferenca na
expressao de tais genes, ou alternativamente, devido a existéncia de genes de invasdo
ainda desconhecidos em APEC.

Muitos fatores associados a viruléncia tém sido relacionados ao fenotipo de
invasdo da E. coli. Entre eles estdo a OmpA, IbeA, GimB e FimH, os quais participam
do processo de invasdo de cepas NMEC em células BMEC (Kim, 2008, Germon et al.,
2005, Prasadardo et al., 1996, Wang et al., 2011; Bonacorsi et al., 2002). A fimbria tipo
| tem sido relacionada também ao processo de invasdo de UPEC em células epiteliais de
bexiga, 0 que explicaria os casos de reincidivas da doenga (Thumbikat et al., 2009).

Pela analise por RT-PCR, no entanto, ndo foi possivel distinguir nenhuma
diferenca na expressdo dos genes relacionados as adesinas, invasinas e ompA que
pudesse explicar os fendtipos invasivo e ndo-invasivo da MT78 e IMT2470,
respectivamente (Tabela 2). Devido a importancia de OmpA, IbeA, GimB e FimH no
processo de invasdo da EXPEC NMEC, analisamos a expressdo desses genes nas duas
cepas APEC, na auséncia e presenca de fibroblastos, por RT-gPCR. Ao utilizarmos essa
técnica mais sensivel, observamos a inducdo da expressdo dos genes ibeA e gimB apds o
contato com fibroblastos na cepa invasiva MT78, mas ndo na cepa ndo invasiva
IMT2470. Esses resultados sugerem a participacdo dos genes gimB e ibeA no processo
de invasdo fibroblastos aviarios por APEC, e explicam ao menos em parte o diferente
fenotipo das duas cepas.

Assim como ndo detectamos a expressdao de fimC por RT-PCR, também nao
detectamos a expressao da adesina fimH por RT-gPCR na MT78, ao contrario do
observado na cepa ndo invasiva, cuja expressdo da fim foi detectada pelas duas técnicas
A expressdo da fimbria tipo 1 no processo de colonizagdo da APEC a célula eucaridtica
tem sido extensamente comprovada (La Ragione et al., 2000a; La Ragione et al.,

2000b), inclusive existem evidéncias da sua participacdo na invasdo da cepa MT78 em
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fibroblastos, visto tratamento das bactérias com D-manose (receptor para a fimbria tipo
1) diminuir 100 vezes o nivel de invasdo da bactéria (comunicacdo pessoal de Daniel
Pavanelo). Acreditamos, porém, que esta interferéncia seja mais devido a importancia
da adesdo no processo de invasdo do que necessariamente a sua acao direta no processo
de invasdo, ja que a cepa IMT2470 apresentou também a expressao da fimbria tipo 1
(verificada por RT-PCR e RT-gPCR) e capacidade de aderir (Matter et al., 2011), porém
ndo foi capaz de invadir os fibroblastos.

Uma explicagdo para a transcricdo do gene fimH, que codifica a adesina da
fimbria tipo 1, estar reprimida na cepa invasiva ¢ o fato da maioria das bactérias
encontrar-se em processo de invasdo, ndo necessitando mais da sintese da adesina.
Assim, a cepa invasiva estaria direcionando a sua energia a sintese de invasinas (por
exemplo ibeA e gimB), visto estas estarem em niveis aumentados na cepa. Por esta
razdo, uma analise da expressdo em diferentes periodos ap6s a infeccdo mostraria
evidéncias sobre a sua participacdo efetiva na adesao a célula eucariética.

Existem evidéncias de que pode existir um regulador comum entre os diferentes
genes de viruléncia. Cortes et al. (2008) verificaram uma relacdo de regulacdo da
expressao entre 0 gene invasivo ibeA e a fimbria do tipo 1. Os autores observaram que a
mutacdo no gene ibeA levava a diminuicdo na expressdo das recombinases FimB e
FimE, estando assim, a regido promotora da fimbria tipo 1 na orientacdo off e com isso,
expressando menos fimbria e, conseqlientemente, aderindo menos na célula HBMEC.
Wang et al. (2011) também observaram a reducdo no nivel de expressao dos gene fimC e
tsh para 0 mutante AibeA.

Outro exemplo de relagéo entre a regulacdo génica de genes de viruléncia refere-
se a fimbria P e o sider6faro aerobactina, em UPEC. Foi verificado que a regido
reguladora da fimbria P sofre um aumento na expressdo quando a fimbria entra em
contato com a célula eucaridtica e que uma mutacdo nesta regido torna a cepa incapaz de
sintetizar siderofaro aerobactina quando a cepa estd em ambiente com baixas
concentragdes de ferro (Zhang e Normark, 1996). Outra relacdo de regulacéo entre os
fatores de viruléncia, refere-se aos genes ompA e fim. Teng et al (2006) verificaram por
microarray que 0 mutante AompA apresentava uma diminuicdo significativa na
expressdo dos genes do cluster da fim. O mecanismo exato deste efeito ainda néo se
encontra elucidado.

Recentemente De Pace et al. (2010) verificaram a presenca do sistema de

secre¢do do tipo 6 (T6SS) em APEC isolada de septicemia. Tal estrutura pode
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representar mais um fator de viruléncia nestas cepas e com possibilidade de estarem
relacionados a invasdo. Segundo os autores, mutacdes nos genes do T6SS hcp e clpv
ocasionaram a reducao da ades@o (Ahcp e Aclpv) e invasdo da APEC (Ahcp) em células
HELA; reducdo da expressdo da fimbria tipo 1 (Ahcp e Aclpv) e diminuicdo da
patogenicidade verificada in vivo (Ahcp e Aclpv). A relacdo do SST6 com a expressdo
da fimbria tipo 1, porém, ainda permanece desconhecida, bem como a funcdo desta na

patogenicidade. Em relagéo ao curli nenhuma alteracéo foi verificada com as mutacoes.

4.3.5 Conclusoes

Genes relacionados as adesinas, sider6foros e de resisténcia ao soro mostraram
ser importantes no processo de crescimento das APEC MT78 e IMT2470, independente
do fendtipo de invasao. Este fato, aliado a constante presenca destes genes nos isolados
de APEC, reforca a idéia de que estes trés grupos sejam essenciais para o patotipo
APEC. Por outro lado, o0 aumento da expressdo dos genes relacionados as invasinas,
ibeA e gimB, pela cepa invasiva MT78 sugere a participacdo desses genes na invasao
dos fibroblastos aviarios, assim como também acontece nas cepas causadoras de
meningite do recém-nascido. J& a fimbria tipo 1 ndo mostrou ter participagdo direta no

processo de invasao.
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5 DISCUSSAO GERAL DA TESE

Neste trabalho, foram utilizados fibroblastos aviarios CEC-32 e células
endoteliais humanas EAhy926 para verificar o comportamento da APEC ao infectar
celulas ndo fagocitérias in vitro. Embora existam trabalhos sobre a adesdo da APEC em
diversas células e explantes (La Ragione et al., 2000a; 2000b; Silveira et al., 2002;
Ramirez et al., 2009), este trabalho representou a primeira quantificacdo intracelular de

varias cepas APEC em ceélulas ndo fagocitarias aviarias.

Os resultados em fibroblastos aviarios sugerem a possibilidade da APEC usar o
mecanismo de invasdo para atravessar a barreira epitelial do trato respiratério da ave e
chegar a via sisttmica. Esse mecanismo provavelmente envolve o rearranjo dos
filamentos de actina, j& que 0 uso da citocalasina D, um inibidor da polimerizacdo da
actina, inibiu a invasdo da cepa MT78 nos fibroblastos. Cepas de APEC nao invasivas

certamente chegam ao sistema circulatorio através de outras rotas.

Apesar de algumas ExXPEC, como por exemplo a UPEC (Thumbikat et al.,
2009), usarem a citotoxicidade e a apoptose no processo de infeccdo da célula do
epitélio urinario humano, as APEC ndo desencadearam este efeito em fibroblastos. Ja
em macrofago J774 (de camundongo), a cepa UEL17 (usada também neste trabalho) foi
capaz de desencadear a apoptose e apresentar efeito citotoxico a célula (Bastiani et al.,
2005).

Em relacdo a adesdo, todas as cepas mostraram capacidade de aderir aos
fibroblastos aviarios, o que deve ter importancia no processo de colonizacdo do tecido,
visto ser a adesdo importante nas primeiras etapas da colonizacdo. Em se tratando dos
processos de adesdo e invasdo, as adesinas e as invasinas sdo as estruturas
respectivamente envolvidas. Existem trabalhos que mostram, no entanto, a participagao
das adesinas também no processo de invasao. Esse € o caso da fimbria tipo 1, a qual esta
envolvida também nos processos de invasdo da NMEC no endotélio cerebral humano e
da UPEC no epitélio urinario. No caso da NMEC, a participacdo da F1 é direta,
polimerizando as fibras de actina e levando a mudanca da morfologia celular para o
englobamento da bactéria pela célula. Em nosso laboratorio, foi observado que a invaséo
da cepa MT78 em fibroblastos (CEC32) foi reduzida 100 X quando as fimbrias tipo 1

eram bloqueadas com D-manose (Daniel Pavanelo, resultados ndo publicados),
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mostrando a participacdo dessa adesina no processo de invasdo. No entanto, acredita-se
que na interacdo MT78-fibroblasto a sua participacdo seja indireta, através da influéncia
no processo de adesdo e ndo especificamente no processo de invaséo, visto que no
momento da invasdo (3 h de contato) ndo ocorre mais a expressao da fimbria tipo 1 e
sim das invasinas ibeA e gimB. Como a adesdo é uma etapa que antecede a invasao,
qualquer interferéncia nela tem como consequéncia a interferéncia também no processo
de invasdo. Curiosamente, Chanteloup et al. (2010) quando realizaram 0 ensaio de
adesdo e invasao com a cepa DM34 (BEN2908 fim"), verificaram uma reducao no nivel
de invasdo (25,5%) semelhante ao da adeséo (31,8%) quando comparado com 0s ensaios

realizados com a cepa ndo mutada BEN2908.

O fato dos genes para as invasinas ibeA e gimB estarem sendo expressos na cepa
com fendtipo invasivo e ndo na cepa nao invasiva sugere a participacdo dessas no
processo de invasdo. Ja foi constatada a influéncia de ibeA na invasdo da BEN2908
(MT78 acido nalidixico resistente) em BMEC e de NMEC em HBMEC (Germon et al.,
2005; Prasadardo et al., 1996). Em relacdo ao gimB, foi verificada a sua participacdo na

invasdo de NMEC em endotélio cerebral humano (Bonacorsi et al., 2002).

Contudo, a interacdo MT78-CEC32 pode representar um adequado e util modelo
experimental para estudar o mecanismo molecular usado pela APEC para invadir células
ndo fagocitarias aviarias. O estudo da expressdo por RT-gPCR dos genes fimH, ompA,
ibeA e gimB em APEC, no momento da interacdo com fibroblastos, confirmou ser este
um modelo in vitro adequado para o estudo do mecanismo usado pela bactéria para
invadir, ja que evidenciou alteracfes na sintese da adesina fimbria tipo 1 e das invasinas

ibeA e gimB no processo de invasao.

O fendtipo de invasdo da MT78, porém, ndo foi evidenciado em células
endoteliais umbilicais humanas (HUVEC), mostrando que as cepas podem apresentar
um comportamento diferente em funcdo do tipo celular e afinidade aos receptores
especificos encontrados. Entretanto, a auséncia do poder invasivo da APEC em HUVEC
também é conhecida em NMEC, o que sugere similaridade de comportamento entre 0s
dois patotipos. Outro resultado importante observado na interagdo APEC-HUVEC diz
respeito a alta capacidade de adesdo da APEC as células endoteliais humanas, indicando
que as adesinas de APEC tém alta afinidade pelos receptores celulares do endotélio

sisttmico humano [mostrando a afinidade das adesinas pelos receptores celulares do
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endotélio sisttmico humano]. Tal fato pode favorecer a adesdo bacteriana a tecidos que

possuem receptores da mesma natureza, e levar a colonizacao das bactérias neste tecido.

O conhecimento dos mecanismos de patogenicidade, bem como das estruturas
bacterianas envolvidas neste processo, possibilitard o desenho de drogas que bloqueiam
tais substancias, interferindo na via induzida pela bactéria, conhecimento que também

podera ser aplicado a outros tipos de interacéo bactéria-hospedeiro.

Visto o grande nimero de adesinas e sua comprovada acdo na adesdo, pode-se
supor que exista um mecanismo compensatdrio entre elas para que a bactéria sobreviva
e se multiplique em determinado sitio. O mesmo se pode pensar para as invasinas e
demais fatores de viruléncia. Trabalhos mostram que mutagdes pontuais em qualquer um
destes genes tém levado a reducdo do processo em questdo mas nunca a abolicdo do
mesmo (Germon et al., 2005; Chanteloup et al., 2010; Cortes et al., 2008; Marc et al.,
1998).

A grande variedade de genes de viruléncia e a existéncia de diferentes fenédtipos
distribuidos entre os isolados APEC pode sugerir a existéncia de possiveis subpatotipos
dentro do grupo, com diferentes mecanismos de patogenicidade, assim como ocorre com

as cepas causadoras de doencas intestinais.
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6 PERSPECTIVAS

1. Verificar a influéncia da fimbria tipo 1 (F1) em ensaio de adesdo com células
endoteliais (HUVEC — Eahy926) e de adesdo e invasao com fibroblastos
aviarios (CEC-32) pelo tratamento da MT78 e A2363 com D-manose.

Questionamento: qual o grau de participacdo da fimbria tipo 1 na adesdo da
APEC as EAhy926 e na adeséo e invasdo da MT78 em fibroblastos?

2. Realizar a técnica de imunofluorescéncia, com as cepas A2363 e MT78, para as
adesinas de superficie F1, mat e curli quando infectando fibroblastos aviarios e

células endoteliais.

Questionamento: estariam as adesinas F1, mat e curli sendo expressas nos

processos de adesdo e invasdo nas diferentes células?

3. Pesquisar a presenga de mat por PCR, na cepa MT78, utilizando diferentes

oligonucleotideos.

Questionamento: teria uma alteracdo na sequéncia do gene mat que néo
permitiu sua identificacdo na MT78, visto as estruturas visualizadas por SEM

serem semelhantes ao Mat?

4. Confirmar por mutacdo a influéncia de gimB na invasdo da cepa MT78 em

fibroblastos aviarios.

Questionamento: seria a ilha de patogenicidade gimB responsavel pela invasdo

da cepa MT78 em fibroblastos aviarios?

5. Analisar a expressdo por RT-qPCR dos genes fimH, ibeA e gimB em diferentes

periodos do processo de infeccdo de fibroblastos CEC32.

Questionamento: teria uma ordem na expressdo dos genes acima citados

dependente da etapa de infec¢do?
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6. Analisar por microscopia, de varredura e de transmissdo, a adesdo da MT78 e da
A2363 em CEC-32.

Questionamento: a interacdo entre uma cepa invasiva e outra nao invasiva em

fibroblastos aviarios teriam diferencas visiveis por microscopia?
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8 ANEXOS

8.1 Anexo A: Oligonucleotideos usados para a deteccdo de genes

associados a viruléncia em cepas APEC.

Tabela 1. Oligonucleotideos usados para a deteccdo de genes associados a viruléncia em

cepas APEC.
Gene(s) ou Descricao Sequencia do oligonucleotideo iniciador ~ Tamanho do
operon (5”-3"; senso/antisenso) amplicon
Mulltiplex |
sfa/focCD S fimbriae (sialic acid-specific) GTCCTGACTCATCTGAAACTGCA 1222 pb

and F1C fimbriae

CGGAGAACTGGGTGCATCTTA

malX Pathogenicity-associated island GGACATCCTGTTACAGCGCGCA 921 pb
marker TCGCCACCAATCACAGCCGAAC
neuC K1 capsular polysaccharide GGTGGTACATTCCGGGATGTC 675 pb
AGGTGAAAAGCCTGGTAGTGTG
iha Iron-regulated-gene-homologue TAGTGCGTTGGGTTATCGCTC 608 pb
adhesin AAGCCAGAGTGGTTATTCGC
hrlA Heat-resistant agglutinin TCACTTGCAGACCAGCGTTTC 540 pb
GTAACTCACACTGCTGTCACCT
fimC Type 1 fimbriae (D-mannose GGGTAGAAAATGCCGATGGTG 496 pb
specific adhesin) CGTCATTTTGGGGGTAAGTGC
pic Serin protease autotransporter ACTGGATCTTAAGGCTCAGG 410 pb
TGGAATATCAGGGTGCCACT
kpsMT Il Group Il capsule antigens GCGCATTTGCTGATACTGTTG 269 pb
CATCCAGACGATAAGCATGAGCA
Mulltiplex 11
sitDep.  Salmonella iron transport system  CTATCGAGCAGGTGAGGA 1032 pb
gene TTGAGAACGACAGCGACTTC
ompA Outer membrane protein AGCTATCGCGATTGCAGTG 918 pb
GGTGTTGCCAGTAACCGG
iroN* Catecholate siderophore ATCCTCTGGTCGCTAACTG 846 pb
(salmochelin) receptor CTGCACTGGAAGAACTGTTCT
gimB Genetic island associated with TCCAGATTGAGCATATCCC 736 pb
newborn meningitis CCTGTAACATGTTGGCTTCA
sitD chr.  Salmonella iron transport system  ACTCCCATACACAGGATCTG 553 pb
gene CTGTCTGTGTCCGGAATGA
traT Transfer Protein GTGGTGCGATGAGCACAG 429 pb
TAGTTCACATCTTCCACCATCG
ibeA Invasion of brain endothelium TGGAACCCGCTCGTAATATAC 341 pb
CTGCCTGTTCAAGCATTGCA
chuA Heme receptor gene (E. colihaem GACGAACCAACGGTCAGGAT 278 pb
utilization) TGCCGCCAGTACCAAAGACA
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Mulltiplex 111

vat Vacuolating autotransporter toxin ~ TCCTGGGACATAATGGTCAG 980 pb
GTGTCAGAACGGAATTGTC
tsh Temperature sensitive hemagglu- ACTATTCTCTGCAGGAAGTC 823 pb
tinin CTTCCGATGTTCTGAACGT
iucD Aerobactin synthesis ACAAAAAGTTCTATCGCTTCC 710 pb
CCTGATCCAGATGATGCTC
cvilcva  Structural genes of colicin V operon TCCAAGCGGACCCCTTATAG 597 pb
CGCAGCATAGTTCCATGCT
papC Pilus associated with pyelonephritis TGATATCACGCAGTCAGTAGC 500 pb
CCGGCCATATTCACATAAC
irp2 Iron repressible protein AAGGATTCGCTGTTACCGGAC 286 pb
(yersiniabactin synthesis) TCGTCGGGCAGCGTTTCTTCT
iss Increased serum survival ATCACATAGGATTCTGCCG 309 pb
CAGCGGAGTATAGATGCCA
astA EAST1 (heat stable cytotoxin TGCCATCAACACAGTATATCC 110 pb
associated with enteroaggregative =~ TCAGGTCGCGAGTGACGGC
E. coli)
Mulltiplex IV
mat Meningitis associated and TATACGCTGGACTGAGTCGTG ~ 200pb
temperature regulated fimbriae CAGGTAGCGTCGAACTGTA
YUA" " Ferric yersinia uptake GCGACGGGAAGCGATGACTTA  /74Pb
(yersiniabactin receptor) CGCAGTAGGCACGATGTTGTA
tia Toxigenic invasion locus in ETEC AGCGCTTCCGTCAGGACTT 512 pb
strains ACCAGCATCCAGATAGCGAT
IreA Iron-responsive element (putative =~ ATTGCCGTGATGTGTTCTGC 384 pb
catecholate siderophore receptor) CACGGATCACTTCAATGCGT
criA Curli fiber gene TTTCGATTGTCTGGCTGTATG ~ 2/0Pb
CTTCAGATTCAGCGTCGTC
Mulltiplex V
afa/drab  Afimbrial/ Dr antigen-specific TAAGGAAGTGAAGGAGCGTG 809 pb
adhesin CCAGTAACTGTCCGTGACA
sat Secreted autotransporter toxin TGCTGGCTCTGGAGGAAC 667 pb
TTGAACATTCAGAGTACCGGG
cnf 1/2 C . . 446 pb
ytotoxic necrotizing factor TCGTTATAAAATCAAACAGTG
CTTTACAATATTGACATGCTG
hlyA Hemolysin A GTCCATTGCCGATAAGTTT 350 pb
AAGTAATTTTTGCCGTGTTTT
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8.2 Anexo B: Grafico do ensaio de invasdo com citocalasina
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Figura 1. Ensaio de invasdo com fibroblastos aviarios com e sem citocalasina.
Metodologia descrita no artigo 1.
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8.3 Anexo C: Gréafico do ensaio de invasao com fibroblastos e células
endoteliais EAhy926
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Figure 2. Gentamicin-resistance assay for APEC in Eahy926 endothelial cells (black
bars) and and CEC-32 fibroblast (white bars) after 4 p.i. Data represent the average of
at least 3 experiments. Values differ statistically only for MT78 strain.
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8.4 Anexo D: Grafico do percentual de invasdo em fibroblastos
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Figure 3. Percentual de invasdo das bactérias em fibroblastos aviarios
mostrado no eixo Y a direita. Calculo usado: 100 x (nUmero de bactérias
intracelulares recuperadas)/(nimero de bactérias inoculadas).
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8.5 Anexo E: Microscopia de varredura mostrando a cepa A2363

aderindo na ceélula eucariotica EAhy926 através de estruturas

filamentosas.
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