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RESUMO

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) € um patotipo emergente responsavel por
diarreia aguda e persistente, caracterizado por marcante heterogeneidade quanto
aos potenciais fatores de viruléncia entre os isolados. EAEC pode ser classificada
em tipica (tEAEC) e atipica (aEAEC) com base na presenca do regulon AggR,
sugerindo-se uma maior viruléncia para tEAEC, embora aEAEC esteja relacionada a
surtos de diarreia. Tivemos como objetivo determinar a relacdo genética e o
potencial de viruléncia in vivo de isolados de tEAEC e aEAEC de criangas de
comunidades quilombolas. Para andlise da heterogeneidade clonal, empregamos a
técnica de eletroforese em campo pulsado (PFGE) ap6s digestdo com enzima de
restricdo Xbal em 73 amostras previamente caracterizadas quanto ao repertério de
genes de viruléncia. A viruléncia de 20 amostras de EAEC (10 tEAEC e 10 aEAEC)
além de cepas referéncia de tEAEC (EAEC 042), aeAEC (C1096) e E. coli nédo
patogénica HB101 foi investigada em modelo de Galleria mellonella. Foi analisada a
sobrevivéncia das larvas apés inoculacédo de 10* a 10’ UFC/larva e determinada a
carga bacteriana da hemolinfa apés inoculagdo de 10° UFC/larva das cepas
referéncia, em diferentes periodos apds infeccdo. Além disso, avaliamos
caracteristicas fenotipicas de viruléncia de 10 amostras de EAEC, (producdo de
enzimas, sideroforos e de biofilme). Para andlise epidemioldgica a nivel global, 10
isolados foram submetidos a tipagem molecular pela técnica de Multilocus Sequence
Typing (MLST). Evidenciamos 58 pulsotipos distintos e sem relagdo com o perfil de
genes de viruléncia e a comunidade de origem, para a maior parte das amostras. No
modelo de G. mellonella, observamos que: (i) mortalidade das larvas foi dependente
da concentracdo inoculada de tEAEC e aEAEC; (ii) cepas e amostras de aEAEC
foram tao virulentas quanto de tEAEC, porém, a viruléncia média foi maior para as
tEAEC; (iii) Nao houve relagéo entre numero de genes de viruléncia e a viruléncia no
modelo; (iv) em contraposicdo as cepas EAEC 042 e EAEC C1096, a cepa E. coli
HB101 ndo provoca melanizacdo e € eliminada da hemolinfa com 2 horas apos
infeccdo. Em relacdo as caracteristicas fenotipicas de viruléncia: (i) nenhuma
amostra produziu fosfolipase, protease ou esterase; (i) apenas uma amostra
produziu hemolisina; (iii) todas as amostras analisadas produziram sideréforos; (iv)
somente uma amostra ndo produziu biofilme. As 10 amostras analisadas pelo MLST

pertencem a STs distintos e, portanto, representam diferentes linhagens evolutivas.



Os STs: 443, 730, 1178, 1286 e 2481, detectados nas nossas amostras, ndo haviam
sido descritos para EAEC até o momento. Em concluséo, os resultados obtidos
demonstram uma alta heterogeneidade de EAEC nas comunidades quilombolas
mesmo estas sendo semi-isoladas, visto que a maior parte das amostras nao
apresentou relacao genotipica entre si. Além disso, novos STs foram observados em
amostras de EAEC e ao contrario do que se sugere na literatura, pelo modelo de

estudo, as aEAEC podem ser tdo virulentas quanto as tEAEC.

Palavras-chave: EAEC, heterogeneidade, Galleria mellonella, viruléncia.



ABSTRACT

Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) is an emerging pathotype responsible for
acute and persistent diarrhea. It is characterized by high heterogeneity of the
potential virulence factors among the isolates. EAEC can be classified as typical
(tEAEC) and atypical (aEAEC) based on the presence of the AggR regulon,
suggesting a higher virulence for tEAEC, although the aEAEC is related to outbreaks
of diarrhea. We aimed to determine the genetic relationship and in vivo virulence
potential of tEAEC and aEAEC isolates from children of quilombola communities. To
analyze the clonal diversity, we used the electrophoresis pulsed field gel
electrophoresis (PFGE) after digestion with Xbal restriction enzyme in 73 strains
previously characterized according to the repertoire of virulence genes. The virulence
of 20 EAEC strains (10 tEAEC and 10 aEAEC) in addition to reference strains of
tEAEC (EAEC 042), aEAEC (C1096) and non-pathogenic E. coli HB101 was
investigated with Galleria mellonella model. The survival of the larvae was analyzed
after inoculation of 10* to 10’ CFU/larvae and the bacterial load in the hemolymph
was determined after inoculation of 10° CFU/larvae of the reference strains, at
different periods after infection. In addition, we evaluated phenotypic characteristics
of virulence of 10 EAEC isolates (enzyme, siderophores and biofilm production). For
epidemiological analysis at the global level, 10 isolates were submitted to molecular
typing using the Multilocus Sequence Typing (MLST). We observed 58 distinct
pulsotypes, with no relationship between the virulence gene profile and the
community of origin, for most of the strains. Concerning G. mellonella model, we
observe: (i) mortality of the larvae was dependent on the inoculated concentration of
tEAEC and aEAEC,; (ii) strains of aEAEC were as virulent as those of tEAEC, but the
mean virulence was higher for tEAEC; (iii) There was no relationship between the
number of virulence genes and the in vivo virulence; (iv) in contrast to EAEC 042 and
EAEC C1096, E. coli HB101 does not cause melanization and is eliminated from the
haemolymph at 2 hours post infection. Regarding the phenotypic characteristics of
virulence: (i) no strain produced phospholipase, protease or esterase; (i) only one
strain produced haemolysin; (iii) all analyzed strains produced siderophores; (iv) only
one strain did not produce biofilm. The 10 isolates analyzed by MLST belong to
distinct STs and, therefore, represent different evolutionary lineages. The STs: 443,
730, 1178, 1286 and 2481, detected in our strains, had not been described for EAEC



to date. In conclusion, the results obtained demonstrate a high heterogeneity of
EAEC from quilombola communities, even though they are semi-isolated, since most
of the strains had no genotypic relationship between them. In addition, new STs were
observed in EAEC strains and, in contrast to what is suggested in the literature, in

the model of the study, aEAEC may be as virulent as tEAEC.

Keywords: EAEC, heterogeneity, Galleria mellonella, virulence
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1 INTRODUCAO

A diarreia é considerada a segunda causa de mortalidade em criangas menores de
cinco anos no mundo e pode ser classificada em aguda ou persistente conforme
duracdo inferior ou superior a 14 dias, respectivamente (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2012). Embora sejam varios os agentes etiolégicos da diarreia de
natureza infecciosa, os bacterianos se sobressaem em especial nos paises em
desenvolvimento e, dentre eles, os patotipos diarreiogénicos de Escherichia coli
(DEC) sé@o um dos principais contribuintes (CROXEN et al., 2013).

E. coli enteroagregativa (EAEC), um dos seis patotipos diarreiogénicos de E. coli,
tem sido o mais frequentemente encontrado como causa de diarreia aguda e
persistente, em pessoas de todas as idades em diversas regides do mundo e
também no Brasil, incluindo estudos com criangas com diarreia atendidas no
Hospital Estadual Infantil de Vitéria e em criancas quilombolas do Norte do Espirito
Santo (BANGAR, MAMATHA, 2008; SPANO et al., 2008; MORENO et al., 2010;
OKHUYSEN, DUPONT, 2010; AMAYA et al., 2011; LOZER et al., 2013; SPANO et
al., 2017).

Sua patogénese é dividida em trés etapas principais: (i) adesao inicial a superficie
da mucosa, (ii) formacdo de biofilme, e (iii) inducdo de resposta inflamatéria e
liberacdo de toxinas (HARRINGTON, DUDLEY, NATARO, 2005; NAVARRO-
GARCIA et al., 2010; JENSEN et al., 2014). Porém, os fatores de patogenicidade
como adesinas, capacidade de producdo de biofiime e toxinas, néo estao
uniformemente presentes entre as amostras de EAEC isoladas de diferentes areas
geograficas e nem em uma mesma area geografica, o que faz esse patotipo ser
caracterizado por uma grande heterogeneidade (OKEKE et al., 2000; SUZART et al.,
2001; SARANTUYA et al.,, 2004; UBER et al, 2006; OKEKE et al., 2010).
Metodologias moleculares para inferir diversidade bacteriana, como pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) e multilocus sequence typing (MLST) tem sido utilizadas
para analisar essa heterogeneidade de EAEC tanto a nivel local quanto a nivel
global, respectivamente (KAHALI et al., 2004; REGUA-MANGIA et al., 2009; OKEKE
et al., 2010).

EAEC pode ser classificada em tipica (tEAEC) e atipica (aEAEC) com base na
presenca do regulon AggR. Estudos sugerem que as amostras de tEAEC sejam
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mais virulentas e, portanto, mais propensas a causar diarreia do que as aEAEC
(SARANTUYA et al., 2004; MORIN et al., 2013). No entanto, aEAEC também tem
sido relatada como um patégeno entérico de surtos (COBEL J | L e t ITGH et
al., 1997). Porém, nenhum estudo até o momento avaliou diferenca de viruléncia em
modelos in vivo entre tEAEC e aEAEC, sendo ainda necessario elucidar se existe
diferenca na patogenicidade entre esses dois grupos e entre aquelas com maior
repertério de genes de viruléncia. Diversos estudos utilizam modelos animais,
principalmente roedores, como forma de elucidar aspectos da patogénese de EAEC
(MORIN et al., 2010; ROCHE et al., 2010). Nos ultimos anos, por questdes éticas e
de menores custos, tém-se implementado o uso de modelos invertebrados para
estudos de diversos microrganismos, até mesmo para EAEC (FRANCA et al., 2013;
JONSSON et al., 2016; KHALIL et al., 2016). Nesse contexto, as larvas de Galleria
mellonella tém sido utilizadas por apresentar diversas vantagens, tanto morfolégicas
quanto fisiolégicas e imunoldgicas, frente a outros modelos animais (RAMARAO;
NIELSEN-LEROUX; LERECLUS, 2012; TSAI, LOH, PROFT, 2016).

As enzimas podem desempenhar um papel importante na patogénese de EAEC,
como as proteases, visto que seu efeito citotéxico envolve a secrecdo de serine
protease autotransporters of the Enterobacteriaceae (SPATES), e a hemolisina, que
provoca citotoxicidade pela formacéo de poros na membrana da célula hospedeira
(GUIGNOT et al.,, 2000; RUIZ-PEREZ; NATARO, 2014). Enzimas como a
fosfolipase, descrita como importantes para a patogénese de outros microrganismos
por degradarem constituintes das membranas celulares - os fosfolipidios (RAMOS;
BRANQUINHA; SANTOS, 2016), ainda n&o foram analisadas em EAEC.

Diante do exposto, deve-se ainda elucidar aspectos relacionados tanto a diversidade
de EAEC quanto a sua patogenicidade, incluindo o impacto de comunidades semi-
isoladas em sua heterogeneidade, a ocorréncia de Sequence Types (STs) de EAEC
no Brasil, diferencas de viruléncia entre tEAEC e aEAEC e relacdo entre fatores

genotipicos e fenotipicos e viruléncia in vivo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Escherichia coli

E. coli é um bacilo Gram-negativo, anaerobio facultativo, pertencente a familia
Enterobacteriaceae (NATARO, KAPER, 1998). Faz parte da microbiota comensal do
trato gastrointestinal de mamifero, coloniza a camada mucosa do célon e
normalmente ndo causa infeccdo, exceto em individuos imunocomprometidos ou
com violacdo das barreiras intestinais. Entretanto, evolutivamente, algumas cepas
adquiriram atributos de viruléncia codificados em elementos genéticos moveis,
gerando os patotipos de E. coli, que Ihes permitiram se adaptar a novos nichos e
causar doencas em individuos saudaveis (KAPER, NATARO, MOBLEY, 2004). As
sindromes clinicas resultantes podem incluir: (i) gastroenterite, disenteria e sindrome
hemolitico-urémica, causadas pelos patotipos DEC; (ii) infeccdo do trato urinério,
causada por E. coli uropatogénica (UPEC); (iii) sepse e meningite, causadas por E.
coli associada a meningite neonatal (NMEC) (KAPER, 2005).

Conforme as caracteristicas fenotipicas, de viruléncia e manifestagdes clinicas, os
seguintes patotipos DEC foram descritos: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroinvasora
(EIEC), E. coli de aderéncia difusa (DAEC) e E. coli enteroagregativa (EAEC)
(HARRINGTON, DUDLEY, NATARO, 2005) (Figura 1). Por ser o objeto do nosso
estudo, a EAEC seré abordada a seguir.
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Figura 1 - Esquema da patogénese dos seis patotipos DEC. a) EPEC - aderéncia aos enterdcitos no
intestino delgado, com destruicdo das microvilosidades e formacdo da lesdo attaching and effacing
(A/E). b) EHEC - formacéo da lesdo A/E e producdo da toxina de Shiga (Stx), associada a Sindrome
hemolitico-urémica. ¢) ETEC - aderéncia aos enterdcitos no intestino delgado e producéo das toxinas
termolabil (LT) e termoestavel (ST). d) EAEC - aderéncia ao epitélio intestinal, formacéo de biofilme e
producdo de enterotoxinas. e) EIEC 1 invasdo de células epiteliais, lise do fagolisossomo,
movimentacdo pela célula através da polimerizagdo de filamentos de actina e invasdo de células
adjacentes. f) DAEC - inducdo de projecBes celulares longas que envolvem a bactéria aderida.

(Adaptado de KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).
2.2 Escherichia coli Enteroagregativa (EAEC)
2.2.1 Caracterizagcao

EAEC foi descrita pela primeira vez em 1987 por Nataro e colaboradores em um
estudo para avaliar diferentes padrbes de aderéncia em cultura de células HEp-2 de
amostras de E. coli coletadas de criangas chilenas com e sem diarreia. Neste estudo
foi observado o padrdo de aderéncia na forma de it i j ol o damp nd hado

superficie das células quanto na laminula livre de células, que foi denominado
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Afader °nci a agr BATARO etaa., 198R)A(Figura 2). Os genes
responsaveis pelo fendtipo AA estdo codificados em plasmidios de 55-65 MDa,
chamados coletivamente de pAA (plasmid Aggregative Adherence) (VIAL et al.,
1988).

Figura 2 - Padrdo de aderéncia agregativa em células HEp-2 , na formamgel Hadqg ol

(NATARO, 2004).

EAEC pode ser classificada como tipica (tEAEC) e atipica (aEAEC) com base na
presenca ou auséncia do regulon AggR, respectivamente, que regula uma série de
genes de viruléncia, como fimbrias de aderéncia agregativa (AAF) e a proteina de
superficie dispersina. Estudos sugerem que as amostras de tEAEC sejam mais
virulentas e, portanto, mais propensas a causar diarreia do que as aEAEC
(SARANTUYA et al.,, 2004; MORIN et al., 2013). No entanto, aEAEC também foi
relatada como patégeno entérico de surtos de origem alimentar (COBEL J | L
1996; ITOH et al., 1997).

2.2.2 Fatores de viruléncia, patogénese e manifestagcdes clinicas

Apesar de ainda ndo se ter conhecimento sobre quais fatores sao realmente
essenciais para a patogénese de EAEC, varios fatores de viruléncia codificados em
plasmidios ou cromossomos como adesinas, toxinas e siderérofos tém sido descritos
(Figura 3) (Tabela 1), porém a prevaléncia desses fatores & muito variavel e nenhum
destes foi detectado apenas em amostras isoladas de pacientes sintomaticos
(CZECZULIN et al., 1999; OKEKE et al., 2000; MENDEZ-ARANCIBIA et al., 2008.).

et
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Figura 3 - Fatores de viruléncia de EAEC (Adaptado de ESTRADA-GARCIA, NAVARRO-GARCIA,
2012). AAF: Fimbria de aderéncia agregativa; Pet: Toxina codificada por plasmidio; HIyE: Hemolisina
E; EAST1: Enterotoxina termoestavel de EAEC; ShET 1: Enterotoxina de Shigella 1; Pic: Proteina

envolvida na colonizacao intestinal.

Tabela 1 - Principais fatores de viruléncia de EAEC

Proteina (gene) Classificacao/Funcéo Localizacao Referéncias
AggR (aggR) Regulador transcricional Plasmidio Nataro et al.,
1994
Fimbria de Adesina / Aderéncia Plasmidio Nataro et al.,
aderéncia agregativa 1992
agregativa | (aggA)
Fimbria de Adesina / Aderéncia Plasmidio Czeczulin et
aderéncia agregativa al., 1997
agregativa Il (aafA)
Fimbria de Adesina / Aderéncia Plasmidio Bernier et al.,
aderéncia agregativa 2002
agregativa lll
(agg3A)
Fimbria de Adesina / Aderéncia Plasmidio Boisen et al.,
aderéncia agregativa 2008
agregativa IV
(hdaA)
Dispersina (aap) Proteina de membrana Plasmidio Sheikh et al.,
externa / Dispersao da 2002
EAEC na mucosa intestinal
Shf (shf) Relacionada a formacédo de  Plasmidio / Czeczulin et
biofilme Cromossomo al., 1999
Enterotoxina Toxina / Alteragéo no Plasmidio Savarino et
termoestavel de transporte de ions al., 1991
EAEC (EAST1)
(astA)
Toxina codificada Toxina / Degradacéo de Plasmidio Navarro-
por plasmidio (Pet) espectrina Garcia et al.,
(pet) 1999
Enterotoxina de Toxina / Acumulo de liquido  Cromossomo Fasano et
Shigella 1 (ShET1) al., 1995

(setlA)
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He mo | i shiyA) a Toxina / Formacédo de poros

Enterotoxina de
Shigella 2 (ShET2)

(sen)
Toxina

autotransportada

(Sat) (sat)

Irp2 (biossintese de
yersiniabactina)

(irp2)

lucA (sintetase
envolvida na
sintese de

aerobactina) (iucA)

Chu (chuA)

Antigeno 43
(agn43)

na membrana celular
Toxina / Diarreia aquosa

Toxina / Atividade citopatica
e proteolitica

Sideroforo / Quelante de
ions férricos

Sideréforo / Quelante de
ions férricos

Receptor de heme na
membrana externa
Proteina de membrana
externa / Agregacao
bacteriana e formacéo de
biofilme

llha de
patogenicidade
Plasmidio

llha de
patogenicidade
Cromossomo
Plasmidio /
Cromossomo
Cromossomo

Cromossomo

Guignot et
al., 2000
Nataro et al.,
1995

Guyer et al.,
2000

Czeczulin et
al., 1999

Lorenzo;
Neilands,
1986

Torres;
Payne, 1997
Kjaergaard et
al., 2000

A patogénese da infeccdo por EAEC ainda nao é totalmente compreendida, visto a

grande heterogeneidade do patotipo, apesar disso, tém sido proposto um modelo de

patogénese representado em trés etapas principais: (i) adeséo inicial a superficie da

mucosa, (ii) formacédo de biofilme, e (iii) liberacdo de toxinas e inducdo de resposta
inflamatéria (HARRINGTON, DUDLEY, NATARO, 2005; JENSEN et al., 2014)

(Figura 4).
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Figura 4 - Estagios da patogénese de EAEC. (1) Aderéncia ao epitélio intestinal facilitada por fimbrias
(2) Hipersecrecao de muco (3a) Secre¢éo de toxinas (3b) Inducéo de resposta inflamatéria (Adaptado
de http://pt.slideshare.net/Wishofnightl3/master-thesis-presentation-11402753).

A transmissao de EAEC ocorre pela via fecal-oral, através de ingestdo de agua e
alimentos contaminados, atingindo assim o intestino, onde poderd iniciar o processo
infeccioso (OKEKE, NATARO, 2001; HUANG et al., 2006).

O primeiro passo para a colonizagdo do intestino por EAEC é a adesédo ao epitélio
intestinal. Essa adesdo é mediada, principalmente, por adesinas fimbriais ou
afimbriais e sdo responsaveis pelo padrdo AA em células HEp-2. As adesinas
fimbriais primeiro caracterizadas foram as fimbrias de aderéncia agregativa - AAF |,
Il e lll (NATARO et al., 1992; CZECZULIN et al., 1997; BERNIER et al., 2002). Estas
fimbrias sao codificadas em plasmidios pAA e sdo responsaveis pelo padrédo AA nas
cepas referéncia EAEC 042 e 17-2 (NATARO et al.,1992; ELIAS et al.,, 1999).
Posteriormente foram descritas outras duas variantes da familia AAF: AFF IV (Hda),
também codificada por plasmidio pAA e presente em amostras que nao produzem
as AAF I, Il e lll (BOISEN et al., 2008), e AAF V, que foi mais prevalente que as AAF
Il e lll em estudo realizado na Dinamarca (JANSSON et al., 2015). Apesar de serem
bem caracterizadas, essas adesinas estao presentes em uma baixa porcentagem

das amostras de EAEC estudadas, indicando que outras estruturas ainda
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desconhecidas sdo responsaveis pelo padrdo AA nestes isolados (ESTRADA-
GARCIA, NAVARRO-GARCIA, 2012).

A proteina dispersina, codificada pelo gene aap que estd presente no plasmidio
pAA2 (SHEIKH et al., 2002), favorece a dispersdo de EAEC pela superficie
intestinal. Essa proteina é secretada pela bactéria e se liga de maneira ndo
covalente ao LPS, neutralizando sua carga negativa, permitindo que as fimbrias que
possuem carga positiva, se tornem livres para se ligar a componentes da matriz
extracelular das células epiteliais intestinais (HUANG et al., 2006) como laminina,
colageno tipo IV e fibronectina (IZQUIERDO et al., 2014).

O regulador transcricional AggR foi descrito pela primeira vez em 1994 por Nataro e
colaboradores, onde se demonstrou a importancia deste regulador na expresséo de
varios fatores de viruléncia codificados por plasmidios e envolvidos na sua
patogénese, como AFF, dispersina e o sistema de secrec¢éao tipo VI (NATARO et al.,
1994; DUDLEY et al., 2006). Além de seu papel na regulacédo de genes plasmidiais,
AggR também é responséavel pela regulacdo de ilhas de patogenicidade presentes
no cromossomo de EAEC (DUDLEY et al., 2006).

Apoés a colonizacdo do intestino pela EAEC, ocorre uma secrecao excessiva de
muco por estimulo de células caliciformes, e formacdo de biofilme bacteriano
(NAVARRO-GARCIA et al., 2010; JENSEN et al., 2014). Esta etapa da patogénese
justifica o fato de que EAEC pode provocar diarreia persistente com fezes mucoides
em criancas (HUANG et al., 2006), visto que a formacao de biofilme permite que as
bactérias escapem do sistema imunologico local e se tornem menos acessiveis a
acao de antimicrobianos (VAN HOUDT et al., 2004).

A terceira etapa da patogénese de EAEC consiste na liberacdo de varias toxinas e
desencadeamento de uma resposta inflamatoéria. Exemplos de toxinas envolvidas na
patogénese sao: (i) plasmid encoded toxin (Pet), que cliva espectrina do
citoesqueleto, resultado em deformacdo e exfoliacdo das células intestinais
(NAVARRO-GARCIA et al., 1999); (ii) protein involved in intestinal colonization (Pic)
gue possui atividade de mucinase, degradando a camada mucosa que protege as
células, permitindo assim o contato da bactéria com a célula intestinal
(HENDERSON et al., 1999); (iii) EAEC heat-stable enterotoxin (EAST1), semelhante
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a toxina ST de ETEC, causa aumento da secrecédo de ions cloreto levando a diarreia
secretéria (MENARD; DUBREUIL, 2002).

As enzimas podem também desempenhar papel importante na patogénese de
EAEC, principalmente as proteases, visto que seu efeito citotoxico envolve a
secrecdo das proteinas autotransportadoras SPATEs (RUIZ-PEREZ; NATARO,
2014), incluindo Pet e Pic. Além das proteases, outra enzima presente em alguns
isolados de EAEC é a hemolisina que provoca citotoxicidade pela formacéo de poros
na membrana da célula hospedeira (GUIGNOT et al., 2000).

As manifestacdes clinicas e sinais da infeccdo por EAEC incluem diarreia aguda e
persistente, fezes mucoides, dor abdominal, nduseas, vomitos, e, ocasionalmente,
febre (CROXEN et al., 2013). Porém, muitos estudos nédo foram capazes de
estabelecer a importancia de EAEC como causa de doencga, visto que esse patotipo
é isolado de individuos com diarreia, assim como de individuos saudaveis em
proporcdes semelhantes (SCALETSKY et al., 2002; REGUA-MANGIA et al., 2004;
BUERIS et al.,, 2007; SPANO et al., 2008), evidenciando a necessidade de se

compreender ainda mais sobre a patogénese deste microrganismo.
2.2.3 Modelos utilizados para estudos de patogénese de EAEC

A fim de compreender as interacbes que ocorrem entre EAEC e o hospedeiro,
diversos estudos tém empregado modelos animais como alternativas para elucidar a
sua patogénese. Dentre os modelos mamiferos ja foi utilizado o modelo suino, com
0 qual se pode observar os efeitos prejudiciais de EAEC na mucosa do co6lon, com
desenvolvimento de doenca muito semelhante a observada em humanos (TZIPORI
et al.,1992). Apesar de ser um modelo ideal para o estudo de doencas do trato
gastrointestinal humano, este modelo ndo permite o trabalho em larga escala, além
de ser mais laborioso que o uso de roedores (PHILIPSON; BASSAGANYA-RIERA,;
HONTECILLAS, 2013). O modelo de roedores € o mais utilizado atualmente para
EAEC como para varios outros microrganismos (MORIN et al., 2010; ROCHE et al.,
2010), porém, por questdes éticas e de menores custos de criacdo, tém-se
empregado, nos Udltimos anos, modelos invertebrados como o nematéide

Caenorhabditis elegans (FRANCA et al., 2013) e as larvas de Galleria mellonella
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(JONSSON et al., 2016; KHALIL et al., 2016). Como larvas de G. mellonella foram

utilizadas em nosso estudo, este modelo sera descrito a seguir.

2.3 Galleria mellonella

Galleria mellonella é um inseto, também conhecido como traca da cera, pertencente
a ordem Lepidoptera e a familia Pyralidae. Suas larvas tém sido utilizadas como
modelo de infec¢cdo para diversos microrganismos, incluindo fungos e bactérias,
como: Candida albicans (BRENNAN et al., 2002; MOWLDS, KAVANAGH, 2008),
Aspergillus fumigatus (REEVES et al., 2004), Cryptococcus neoformans
(MYLONAKIS et al., 2005), Enterococcus spp (GASPAR et al., 2009; MARTINI et al.,
2015), Staphylococcus aureus (DESBOIS; COOTE, 2011) Listeria monocytogenes
(JOYCE; GAHAN, 2010), Pseudomonas aeruginosa (JANDER, RAHME, AUSUBEL,
2000; ANDREJKO, MIZERSKA-DUDKA, 2011), Klebsiella pneumoniae (INSUA et al.,
2013), Acinetobacter baumannii (PELEG et al., 2009), E. coli (LEUKO, RAIVIO,
2012; MORGAN, ORTIZ, RIORDAN, 2014; CIESIELCZUK et al., 2015; JONSSON et
al., 2016), dentre outros. Além de ser utilizado como modelo para avaliar viruléncia,
as larvas de G. mellonella também tém sido empregadas para analise de eficacia de
antimicrobianos in vivo, servindo como um modelo alternativo para o screening de
novos farmacos ou para combinacdes de drogas ja existentes (DESBOIS, COOTE,
2011; THOMAS et al., 2013; BETTS et al., 2014).

O modelo de G. mellonella apresenta vantagens em relacao aos modelos mamiferos
e outros modelos invertebrados como Caenorhabditis elegans e Drosophila
melanogaster. As principais vantagens sédo: (i) baixos custos de criacdo, pois hao
necessitam de equipamentos laboratoriais especiais (TSAI, LOH, PROFT, 2016); (ii)
possuem um tamanho relativamente grande (aproximadamente 2 cm e 250 mg), o
que facilita a manipulacdo e permite a injecdo de doses precisas de bactéria
(RAMARAO; NIELSEN-LEROUX; LERECLUS, 2012); (iii) ndo ha restricdes éticas
como os modelos de mamiferos (TSAI, LOH, PROFT, 2016); (iv) seu sistema
imunoldgico apresenta uma elevada similaridade, tanto estrutural como funcional,
com o0 sistema imunoldgico inato de vertebrados, sendo hemdcitos as células
analogas aos neutrofilos humanos, responsaveis pela fagocitose dos
microrganismos (BROWNE; HEELAN; KAVANAGH, 2013); (v) sobrevivéncia a 37°C,
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0 que permite a investigacao de fatores de viruléncia dependentes da temperatura,
diferentemente dos outros modelos invertebrados (TSAI, LOH, PROFT, 2016).

Além da resposta imunoldgica celular, mediada pelos hemdcitos, G. mellonella
também apresenta uma resposta imunolégica humoral constituida por moléculas
efetoras, incluindo opsoninas (PARK et al., 2005; SHAIK, SEHNAL 2009), peptideos
antimicrobianos (LEE et al., 2004; BROWN et al., 2009) e melanina (SODERHALL,
CERENIUS, 1998). O processo de melanizacdo, que tem por objetivo encapsular o
patégeno, ocorre pelo desencadeamento de uma cascata de serino proteases que
culmina com a conversdo da pro-fenoloxidase, produzida pelos hemdcitos, em
fenoloxidase. Essa enzima oxida substancias fendlicas a quinonas, que se
polimerizam e formam a melanina que, por sua vez, se deposita em volta do
microrganismo; além disso, produz espécies reativas de oxigénio que sdo toxicas
para o patogeno (TSAI, LOH, PROFT, 2016).

Alguns estudos vém utilizando este modelo para avaliacao de viruléncia de patotipos
de E. coli, tanto extra-intestinais (EXPEC) quanto patotipos de DEC, incluindo dois
estudos recentes com EAEC (LEUKO; RAIVIO, 2012; WILLIAMSON et al., 2014,
JONSSON et al., 2016; KHALIL et al., 2016).

O primeiro estudo foi publicado em 2012 por Leuko e Raivio que avaliaram o uso de
G. mellonella para estudo de viruléncia de EPEC. Observaram que EPEC é capaz
de matar as larvas, mas cepas mutantes para fatores de viruléncia como o sistema
de secrecao tipo trés e bundle forming pilus (BFP) ndo apresentaram o mesmo
resultado que as cepas selvagens, indicando a importancia destes fatores para a
patogénese de EPEC. Por sua vez, Morgan e colaboradores (2014) analisaram a
viruléncia de cepas selvagens e mutantes de EHEC, demonstrando o importante
papel da proteina TolA na sua patogénese. Estudo com EXPEC demonstrou
correlacdo entre nimero de genes de viruléncia e sobrevivéncia das larvas, ou seja,
isolados de EXPEC com mais genes de viruléncia matavam as larvas mais
rapidamente que os isolados com menor quantidade de genes, validando o modelo

para estudos posteriores com este patotipo (WILLIAMSON et al., 2014).

Em relacdo aos dois Unicos estudos publicados com EAEC, tanto Khalil et al. (2016)
guanto Jgnsson et al. (2016) investigaram apenas tEAEC, analisando ou a viruléncia

de isolados clinicos ou padronizando o modelo de G. mellonella para estudos da
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patogenicidade, respectivamente. Nenhum dos estudos investigou aEAEC, restando
ainda a ser elucidado, por exemplo, se existiria diferenca de patogenicidade entre as
tEAEC e aEAEC e entre isolados com diferentes repertorios de viruléncia em modelo
de G. mellonella.

2.4 Andlise de diversidade bacteriana

Metodologias de tipagem molecular, como padrdo de fragmentacdo do DNA
cromossOémico e separacdo em gel por eletroforese de campo pulsado (PFGE) e
multilocus sequence typing (MLST), tém sido amplamente empregadas para anélise

de diversidade bacteriana.

A metodologia de PFGE, que se baseia no corte do DNA gendmico total por enzimas
de restricdo em 15-35 fragmentos e separacdo destes em eletroforese com campos
elétricos alternados, é a técnica considerada padrdo-ouro e, portanto, a mais
utilizada para tipagem de diversas bactérias, inclusive em casos de investigacao de
surtos de origem alimentar (NEMOY et al., 2005; VIMONT et al., 2008; HYYTIA-
TREES et al., 2007; DURMAZ et al., 2009). Essa metodologia possui um alto poder
discriminatério entre as cepas, porém depende de um procedimento laborioso e
requer uma padronizacdao rigorosa de protocolos para que seja possivel uma
comparacao inter-laboratorial, sendo pouco aplicavel para comparacbes a nivel
global e por longos periodos de tempo (HYYTIA-TREES et al., 2007). Portanto, a
técnica de PFGE é mais apropriada para estudos de epidemiologia local em um
curto periodo de tempo. Estudos analisando isolados de EAEC pela técnica de
PFGE demonstraram alta diversidade clonal entre os isolados de diferentes regides
geograficas, incluindo um estudo realizado no Rio de Janeiro (ADACHI et al., 2001;
KAHALI et al., 2004; REGUA-MANGIA et al., 2009).

Por outro lado, a técnica de MLST, que se baseia no sequenciamento de cinco a dez
genes constitutivos, sobrepde as dificuldades descritas para o PFGE, visto que
sequencias de nucleotideos podem ser prontamente comparadas com outros
laboratoérios via MLST website (MAIDEN et al., 1998). Além disso, como 0S genes
constitutivos sofrem pouca pressao seletiva, as mudancas ocorrem de maneira mais

lenta, tornando essa ferramenta aplicavel para estudos de evolugcdo de
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microrganismos (HYYTIA-TREES et al., 2007). Desta forma, o MLST pode ser
aplicado para investigacdes epidemiolégicas em longo prazo e de amostras néo
relacionadas geograficamente, além de fornecer aspectos evolutivos das linhagens
bacterianas, podendo ser utilizada complementarmente a técnica de PFGE. Neste
sentido, ja foram descritos 197 STs de EAEC no banco de dados, mas a maioria dos
dados disponiveis refere-se a isolados da Europa, Asia e Africa e somente um
registro de ST de EAEC no Brasil (ST164)
(http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli/search_strains). Estudos
epidemioldgicos analisaram a diversidade de EAEC pela técnica de MLST em
amostras provenientes da Nigéria (OKEKE et al., 2010) e de Bangladesh
(CHATTAWAY et al., 2017), demonstrando a sua grande heterogeneidade. Até o
momento, de nosso conhecimento, somente um estudo utilizou essa técnica em
isolados de EAEC do Brasil o qual analisou amostras de EAEC com potencial extra-
intestinal e observou o ST10 como o mais prevalente (NUNES et al., 2017).

Além dessas metodologias, procedimentos relativamente mais simples como a
deteccdo do repertorio de genes de viruléncia e do perfil de plasmidios também séo
utilizadas para a andlise de diversidade bacteriana. A PCR, empregada para
deteccdo de genes de Vviruléncia, € uma metodologia reconhecida para
caracterizacdo de populacdes bacterianas, e, quando utilizados protocolos bem
estabelecidos, proporciona resultados reprodutiveis, sensiveis e especificos
(REGUA-MANGIA et al., 2009). A comparacado de perfis de plasmidios também é
capaz avaliar a possivel relacdo de isolados clinicos de uma espécie bacteriana em
estudos epidemiolégicos e investigacdo de surtos (DUTTA et al., 2002; FARSHAD et
al., 2006). Em se tratando de EAEC, essas metodologias s&o usualmente aplicadas,
considerando a grande heterogeneidade de repertérios de genes de viruléncia dos
isolados e que grande parte dos genes de viruléncia é codificada por plasmidios
(VIAL et al., 1988; HUANG et al.,2007; TOKUDA et al., 2010; FRANCA et al., 2013).
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3 JUSTIFICATIVA

EAEC tem se destacado como patégeno entérico emergente, causando diarreia
tanto em adultos como em criangas em diversas regides do mundo, principalmente
em paises em desenvolvimento, incluindo o Brasil (SPANO et al., 2008; MORENO et
al.,, 2010; LOZER et al., 2013; SPANO et al.,, 2017). Esse patotipo tem como
caracteristica marcante sua heterogeneidade quanto aos potenciais fatores de
viruléncia, com nenhum deles estando uniformemente presente em todos o0s
isolados (OKEKE et al., 2000; SUZART et al., 2001; OKEKE et al., 2010). Entretanto,
de nosso conhecimento, ndo ha ainda descricdo na literatura se isolados de
individuos que vivem em areas geograficas semi-isoladas refletiriam no mesmo grau

de heterogeneidade.

As comunidades quilombolas no norte do Espirito Santo s@o caracteristicamente
rurais e semi-isoladas, o que restringe a transmissdo de amostras bacterianas entre
individuos de diferentes comunidades. Entretanto, estudo anterior de nosso
laboratorio que analisou a presenca e distribuicdo plasmidial nas mesmas amostras
de aEAEC e tEAEC revelou grande diversidade de plasmidios de baixo peso
molecular, especialmente entre aEAEC, sem restricdo geografica entre as
comunidades quilombolas (SILVA, 2016). A fim de analisarmos se as areas
geograficas semi-isoladas, cuja populacéo tem restrito o contato com a area urbana,
impactam na heterogeneidade ou disseminacédo de diferentes cepas de EAEC,
utilizamos metodologias moleculares como PFGE e MLST para realizar uma analise
epidemioldgica mais acurada sobre a heterogeneidade e distribuicdo geogréafica
destas cepas nestas comunidades. Além disso, pouco se sabe sobre os STs de
EAEC que sdo encontrados na América do Sul, inclusive no Brasil, considerando
que a maior parte das cepas registradas até o momento no banco de dados de
MLST de E. coli referem-se a isolados da FEuropa, Asia e Africa

(http://fenterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli/search_strains).

Sugere-se na literatura que as tEAEC sejam mais virulentas, por carrearem o
regulon AggR que regula uma série de genes de viruléncia (SARANTUYA et al.,
2004; MORIN et al., 2013), porém, nenhum estudo avaliou in vivo diferenca de
viruléncia entre tEAEC e aEAEC. Considerando que os estudos contemplando as

aEAEC s&o escassos na literatura, que as aEAEC foram mais prevalentes que as
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tEAEC nas comunidades quilombolas (MONFARDINI, 2012) e que o modelo de G.
mellonella apresenta diversas vantagens em relacdo a outros modelos animais com
importante correlacdo com modelos mamiferos (PELEG et al, 2009), propusemos
entdo analisar com esse modelo se existe diferenca na viruléncia entre isolados de
tEAEC e aEAEC, além da possivel relacdo entre o potencial de viruléncia in vivo e

0s aspectos genotipicos e fenotipicos de viruléncia das amostras de EAEC.

A patogénese de EAEC ainda ndo é totalmente compreendida devido a sua grande
heterogeneidade. Sabe-se que as enzimas podem desempenhar um importante
papel na patogénese de diversos microrganismos (GUIGNOT et al., 2000; RUIZ-
PEREZ; NATARO, 2014; RAMOS; BRANQUINHA; SANTOS, 2016), porém, até o
momento ndo se investigou fenotipicamente a producdo de enzimas como
fosfolipase e esterase em isolados de EAEC. Sendo assim, investigamos a producéo
destas e outras enzimas por tEAEC e aEAEC como potencial caracteristica de

viruléncia.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Determinar a relacdo genética e o potencial de viruléncia de isolados de Escherichia

coli enteroagregativa de criancas de comunidades quilombolas.

4.2 Objetivos Especificos

vi.

Verificar relagao clonal entre isolados de EAEC de comunidades quilombolas;
Verificar a distribuicdo geogréfica de pulsotipos de EAEC isolados de
diferentes comunidades quilombolas;

Investigar a sobrevivéncia de larvas de Galleria mellonella inoculadas com
cepas referéncia e isolados de tEAEC e aEAEC, além de cepa de E. coli ndo
patogénica;

Avaliar o crescimento bacteriano na larva durante a infecgcdo por cepas
referéncia de tEAEC, aEAEC e E. coli ndo patogénica.

Relacionar potencial de viruléncia in vivo com genes e aspectos fenotipicos
de viruléncia;

Evidenciar o sequence type de isolados de tEAEC e aEAEC e relacionar com

STs mundialmente descritos.
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5 METODOLOGIA
5.1 Caracterizagdo das amostras bacterianas

Foram analisadas 73 amostras de EAEC (22 tEAEC e 51 aEAEC ) isoladas de fezes
de criancas, com e sem diarreia, de até 11 anos de idade que vivem em 22
comunidades quilombolas no norte do Espirito Santo, sendo de 1 a 12 amostras por
comunidade (Figura 5). Estas amostras foram previamente caracterizadas quanto a
presenca de genes de viruléncia relacionados com aderéncia bacteriana, producao
de toxinas, captacao de ferro e producao de biofilme (MONFARDINI, 2012) (Anexo
1). As tEAEC apresentam repertério de genes variando de cinco a dez por amostra,
e as aEAEC, de zero a cinco por amostra (Anexo 1). Todas as amostras se
encontram armazenadas na bacterioteca do LabViG (Laboratério de Gastroenterite
Infecciosa e Virologia i UFES) em solucéo de sacarose 24% (p/v) em freezer -20°C.
Nos ensaios de viruléncia, também foram analisadas as cepas referéncia EAEC 042
(tEAEC) e C1096 (aEAEC), além da cepa de E. coli ndo patogénica HB101, que foi
utilizada como controle negativo. Os ensaios realizados no presente estudo estédo

representados na Figura 6.
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Figura 5 - Mapa do Espirito Santo, com destaque para 0os municipios do norte do estado Conceigcéo
da Barra (norte) e Sdo Mateus (sul) com localizagédo estimada (circulos vermelhos) das comunidades
Quilombolas do Norte do Espirito Santo de onde foram obtidas as amostras de EAEC; mapa de
satélite da comunidade Angelim Il (Fonte: Google e Image @2013 Digital Glpleejdenciando a
distribuicdo das moradias (Adaptado de LOZER, 2011).
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Figura 6 i Fluxograma dos ensaios realizados no presente estudo (em vermelho) e em estudos
anteriores de nosso laboratério (em azul).

5.2 Eletroforese em campo pulsado (PFGE) ap6s digestdo com enzima de

restricao

As 73 amostras de EAEC foram semeadas em agar nutriente (Kasvi 1 Italia) e
incubadas a 37°C por 24 horas. Apés esse periodo, as colbnias foram suspensas

em 1 mL de tampao CSB (100 mM Tris-HCI [pH 8,0], 10 mM EDTA) e ajustadas até

escala 4 de McFarland (12x10® UFC/mL). Em seguida, 2 0 0 desta suspensao
bacteriana foram transferidos para microtubo e adicionados 2 00 €L delowagar o
melting a 2% (p/v) em CSB (Promega, EUA) e 1% (p/v) de SDS (Sigma-Aldrich). A

mistura foi homogeneizada e distribuida em moldes para blocos de agarose (plugs).

ApoOs a solidificacéo, os plugs foram transferidos para tubos contendo 500 oL d
tampéo de lise CLS-1 (50 mM Tris-HCI [pH 8,0], 50 mM EDTA) , 25 €L Lisozi
mg / e (Bigma-Aldrich) e 15 €L de Pr ot ei fSigmaAldich),(e50 mg
incubados 37°C por 1 hora. Apés a incubacdo, a solucdo foi removida, foram
adicionados 5 0 0 de tampéo de lise CLS-2 (EDTA 0,5 M e Sarcozil 1%),4 e L de
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Protei nase Kk ogtob0s, incgbadod a 55°C por 2 horas. Em seguida, a
solucéo de lise foi removida e os plugs foram lavados trés vezes com 2 mL de agua
ultra pura estéril pré-aquecida (50°C) e trés vezes com 2 mL de tampé&o TE (10 mM
Tris-HCI, 0,1 mM EDTA pH 7,6), com incubacdes de 15 min a 50°C entre as
lavagens. A solucdo de lavagem foi removida e os plugs foram armazenados em 3
mL de tamp&o TE pH 7,6.

Para a digestdo com a enzima de restricdo, um terco do plug foi cortado e
transferido para um microtubo contendo 90 € Lde agua ultrapura estéril e 10 ¢ Ldo
tampao da enzima (10X) e incubado a 37°C por 30 min. Em seguida, o tampao foi
removido e foram adicionados 90 €L de 8gua ul t rdatarppiada
enzima de restricdo 10X, 4 ¢ L d a Xleah(8igma-aldrich) (40 U) e o microtubo

foi incubado a 37°C por 3 horas.

Apos a digestédo, os fragmentos foram submetidos a eletroforese em campo pulsado
(CHEF-DR llI® i Bio-Rad, EUA) em gel de agarose 1% (p/v) (Bio-Rad, EUA)
preparado em TBE 0,5X. Foram utlizadas as seguintes condicdes para a
eletroforese: tempo de pulso crescente de 5 a 30 segundos, por 20 horas a 6 V/cm,
temperatura de 14°C e angulo de 120°. Foi utilizado como marcador de tamanho
molecular Lambda Ladder PFGE Marker (50 - 1.000 kb) (New England Biolabs). Em

segui da, o gel f oi corado em s o levisudizados e

em sistema de documentacdo de géis MiniBIS® Pro (BioAmérica). A andlise dos
perfis de fragmentacéo foi realizada através do dendograma gerado pelo software
"GelJ" (HERAS et al., 2015) (Figura 7). A porcentagem de similaridade foi estimada
utilizando o coeficiente de Dice e foram consideradas amostras pertencentes ao
mesmo pulsotipo aquelas que apresentaram similaridade C80%.

est

br
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Figura 7 i Fluxograma simplificado da técnica de PFGE. CSB: Cell suspension buffer; CLS: Cell lysis
solution.

5.3 Ensaio de viruléncia em larvas de Galleria mellonella

Foram aleatoriamente selecionadas vinte amostras de EAEC, sendo dez tEAEC e
dez aEAEC, contendo de seis a dez genes e de nenhum a cinco genes de viruléncia,
respectivamente, cujos repertérios podem ser observados no Quadro 1. Também
foram analisadas as cepas referéncia de tEAEC (EAEC 042), aEAEC (C1096) e de
E. coli ndo patogénica (HB101l). Todos os testes foram realizados em triplicata
biologica.
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Quadro 1 - Perfil de genes de viruléncia das amostras aleatoriamente selecionadas para o ensaio de
viruléncia (MONFARDINI, 2012).

Grupo | Isolado | Gene |
(n) %

aggA
aafA
agg3A
hdaA
aap
shf
astA
pet
setlA
hlyA
sen
sat
irp2
IUCA
chuA
agn43

Q028B 6
Q154A 8
Q226A 8
9
7
7

Q255D
Q266B
Q269D
Q287A | 10
Q320A
Q323A | 8
Q434A
628
89A
104A
110C
133A
155E
Q015B
Q110A
Q185E
Q437A

tEAEC

[EEN
o

aEAEC

OO O(FR|OIN|IEFL|DN

5.3.1 Analise de sobrevivéncia de larvas de Galleria mellonella infectadas com
isolados de EAEC

As amostras selecionadas foram semeadas em agar nutriente e incubadas por 18-24
horas a 37°C. ApOs o crescimento da bactéria, colénias foram suspensas em caldo
Luria Bertani (LB) (Kasvi i Itélia) até densidade 6ptica (DO) de 0,1 em comprimento
de onda de 620 nm, equivalente a 1,5x10® UFC/mL. Em seguida as amostras foram
incubadas a 37°C por 4 h para que atingissem a fase exponencial de crescimento,
tempo previamente determinado por curva de crescimento das amostras. Apos a
incubacéo, 1 mL da suspensédo bacteriana foi centrifugado, o pellet foi ressuspenso
em tampdao fosfato-salino (PBS) e foram feitas diluicbes seriadas. Foram testadas
concentracdes que variaram de 10* a 10” UFC/larva. Cada concentracao foi testada

em 20 larvas e cada larva foi inoculada com 10 pL de suspensdo bacteriana na
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hemocele utilizando seringas de insulina (Becton Dickinson). As larvas infectadas
foram alocadas em placas de Petri, incubadas a 37°C e a mortalidade foi monitorada
a cada 24 h por até 96 h apos a infeccdo. Foram consideradas mortas as larvas que
nao respondiam ao toque. O controle foi constituido por larvas inoculadas com PBS
estéril e com cepa de E. coli ndo patogénica HB101 (Figura 8). Foram consideradas
amostras de alta viruléncia as que provocaram menos de 40% de sobrevivéncia ao
final do experimento na concentracdo 10° UFC/larva, moderada viruléncia as que
provocaram de 40 a 60% de sobrevivéncia e baixa viruléncia mais de 60% de

sobrevivéncia.
5.3.2 Determinacdo da carga bacteriana na hemolinfa apos a infeccéo

As cepas referéncia de EAEC (EAEC 042 e C1096) e a cepa ndo patogénica HB101
foram inoculadas na hemocele na concentracdo de 10° UFC/larva. A concentracéo
de bactéria na hemolinfa foi monitorada em 0 h, 2 h, 4 h, 6 h e 24 h apds a infeccao.
Foram utilizadas como controle negativo larvas inoculadas com PBS estéril. Em
cada tempo foi feita a antissepsia da superficie das larvas com etanol 70% (v/v),
seguido de um corte no ultimo pseudo-pé com remocdo de dez microlitros de
hemolinfa, que foram transferidos para microtubos estéreis, diluidos seriadamente,
semeados em agar MacConkey (Oxoid T Reino Unido) e incubadas a 37°C por 24 h.
Esse procedimento foi realizado para trés larvas individualmente em cada tempo.
Para o célculo da concentracdo bacteriana em UFC, foi considerada a média das
larvas testadas (Figura 8).
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Figura 8 i Fluxograma dos ensaios de viruléncia em larvas de Galleria mellonella. A esquerda
representa a analise de sobrevivéncia e a direita, a determinag¢éo da carga bacteriana na hemolinfa.
LB: Luria Bertani, UFC: Unidade Formadora de Coldnia.

5.4 Caracterizacao fenotipica de fatores de viruléncia

A caracterizacao fenotipica de fatores de viruléncia foi realizada para dez amostras
que foram utilizadas no teste de viruléncia em G. mellonella, por meio do ensaio de
producdo de enzimas hidroliticas (fosfolipase, protease, esterase e hemolisina) e de
sideroforo, conforme descrito por Searle et al. (2015), com modificacdes, e da
producdo de biofilme, conforme descrito por Sheikh et al (2001), brevemente

apresentados a seguir.
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5.4.1 Ensaio de producédo de enzimas hidroliticas e de sider6foro

Para ambos os ensaios foram utilizados 200 ¢L de suspensdo bacteriana na
concentracdo de 1,5x10® UFC/mL, conforme previamente descrito, adicionados a 2
mL de caldo LB e incubados a 37°C por 24 h. Em seguida, 5 €L da suspensao foram
inoculados no centro de placas de Petri com (i) os meios de cultura contendo o
substrato da enzima hidrolitica a ser testada (Anexo 2) e (ii) agar chrome azurol S
(CAS) para ensaio de producédo de sideroforo (LOUDEN, HAARMANN, LYNNE,
2011), seguido por incubacgéo a 37°C por 48 h.

A atividade enzimética, observada pela formacdo de um halo de degradacdo ao
redor da colbnia bacteriana, e a producao de sideréforos, observada pela formacao
de um halo alaranjado ao redor da colbnia, foram quantificados pelo indice Pz,
determinado pela razdo entre o diametro da col6nia e o didametro do halo (PRICE,
WILKINSON, GENTRY, 1982).

O indice Pz foi classificado em quatro categorias conforme Price, Wilkinson, Gentry
(1982) (Quadro 2).

Quadro 2 - Classifica¢é@o do indice Pz (PRICE, WILKINSON, GENTRY, 1982).

indice Pz Interpretacéo
1,000 Negativo

0,99971 0,700 | Fraco produtor
0,69971 0,400 | Bom produtor
0,39971 0,100 | Excelente produtor

5.4.2 Ensaio de formagéo de biofilme em superficie abiotica

Além das dez amostras utilizadas no teste de viruléncia em G. mellonella, o ensaio
de formacéo de biofilme foi realizado também para a cepa referéncia EAEC 042 e
para a E. coli HB101, utilizada como controle negativo, conforme descrito por Sheikh

et al. (2001), com modificacdes. Todas as amostras foram testadas em triplicata.

Uma col6nia de cada amostra ou cepa referéncia obtida em &agar nutriente foi

suspensa em 2 mL de caldo LB e incubada a 37°C por 18 h com agitacdo a 110 rpm.
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Em seguida, a suspensdo foi ajustada para concentracdo de 1,5x10°® UFC/mL,
conforme previamente descrito, e 2 € Lda suspensao foram adicionados a 200 £ Lde
meio essencial minimo de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Cultilab 7 Brasil)
suplementado com 0,4% (p/v) de glicose em pocos de microplaca de poliestireno de
96 pocos. As microplacas foram incubadas a 37°C por 24 h para a formacao do
biofilme e as células ndo aderidas foram removidas por meio de trés lavagens com
PBS.

O biofilme foi fixado com 100 ¢ Lde metanol por 15 min e a microplaca foi seca a
temperatura ambiente. Para a coloragédo, foram adicionados 100 ¢ Lde solucdo de
cristal violeta 0,3% por 20 min e a microplaca lavada com agua destilada. Em
seguida, foram adicionados 150 ¢ Lde &cido acético 33% por 5 min e 100 ¢ Lforam

transferidos para uma nova microplaca para medida da DO.

A classificacdo daamostrabact eri ana em fihxmomddomadaor ao
foi realizada considerando-se a média (¢ e o desvio padrdo (DP) do controle
negativo testado. Amostras bacterianas apresentando DO superior a média mais

trés vezes o DP do controle negativo foramconsi der adas Af or mador a
(STEPANOVIC et al., 2007).

5.5 Multilocus Sequence Typing (MLST)

Os dez isolados de EAEC analisados nos testes fenotipicos de viruléncia foram
submetidos a técnica de MLST. Esta técnica se baseia na analise das sequéncias de
sete genes conservados par a det er mi n aequeace tymngos e(uSTH e
posterior comparacdo com banco de dados internacional. O procedimento foi
realizado conforme estabelecido por Wirth et al.(2006) com modificacbes e descrito

a sequir.
5.5.1 Amplificagdo dos genes por PCR

Duas colbnias de cada amostra analisada foram suspensas em 100 puL de agua
deionizada (Milli-Q® / Millipore), submetidas a lise térmica a 100°C por 5 min,
seguido por centrifugacdo a 10.000 x g por 1 min. O sobrenadante contendo DNA
bacteriano foi mantido congelado a -20°C em aliguotas de 20 pL e descongeladas

no momento do uso.
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A reacdo de amplificacdo foi realizada com 5 pL do DNA extraido adicionados a 20

eL da mistura de rea-«o0 para P@a@aMoQuwudrod or me

Quadro 3 - Mistura de reagentes para PCR para deteccdo dos genes analisados na técnica de
MLST.

Reagentes Concentracéo
H20 gsp 25 L
Tampéao de reacao (10X) 1X
dNTP (2,5 mM) 200 UM
MgCl, (50mM) 1,5mM
Iniciador (F) 0,4 uM
Iniciador (R) 0,4 uM
Tag polimerase (5U/uL) 0,02 U/uL
DNA 10 ng/uL

F: Forward; R: Reverse.

Os iniciadores e as condi¢cdes de amplificacdo para os sete genes utilizados na
técnica de MLST estédo descritos no site
http://mlist.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli/documents/primersColi_html e apresentados
no Quadro 4. Todas as reacdes de amplificacdo foram realizadas no termociclador
Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems®). Ap6s a amplificacdo, os produtos
foram analisados por meio de eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v) em TBE
05X, corados com brometo de etzdio (EtBr)

ultravioleta em sistema de documentacao de géis MiniBIS® Pro (BioAmérica).



Quadro 4 - Iniciadores e condi¢cdes de amplificacdo dos genes analisados na técnica de MLST.
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. . . Fragmento ) .
Gene Descricao Direcao Sequéncia (5' - 3") (o) Condicdes de amplificacéo
p
_ _ F ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG 95°C/2min, 30x (95°C/1min; 54°C/1min;
adk | Adenilato cinase 583 . ,
R CCGTCAACTTTCGCGTATTT 72°C/2min), 72°C/5min
fume Fumarato F TCACAGGTCGCCAGCGCTTC 806 95°C/2min, 30x(95°C/1min; 54°C/1min;
um
hidratase R GTACGCAGCGAAAAAGATTC 72°C/2min), 72°C/5min
. F TCGGCGACACGGATGACGGC 95°C/2min, 30x(95°C/1min; 60°C/1min;
gyrB DNA girase 911 . .
R ATCAGGCCTTCACGCGCATC 72°C/2min), 72°C/5min
Isocitrato/ ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTC _ _ _
_ ' F 95°C/2min, 30x(95°C/1min; 54°C/1min;
icd Isopropilmalato CGGCACA 878 . .
. 72°C/2min), 72°C/5min
desidrogenase R GGACGCAGCAGGATCTGTT
dh Malato F AGCGCGTTCTGTTCAAATGC 932 95°C/2min, 30x(95°C/1min; 60°C/1min;
m
desidrogenase R CAGGTTCAGAACTCTCTCTGT 72°C/2min), 72°C/5min
A Adenilsuccinato F CGCGCTGATGAAAGAGATGA 816 95°C/2min, 30x(95°C/1min; 54°C/1min;
ur
P desidrogenase R CATACGGTAAGCCACGCAGA 72°C/2min), 72°C/5min
A Sitio de ligacéo F CGCATTCGCTTTACCCTGACC 280 95°C/2min, 30x(95°C/1min; 58°C/1min;
rec
de ATP/GTP R TCGTCGAAATCTACGGACCGGA 72°C/2min), 72°C/5min

F: Forward; R: Reverse; pb: pares de base.




5.5.2 Purificagéo do produto de PCR
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Os iniciadores e nucleotideos ndo incorporados foram eliminados purificando-se 5

pL do produto da PCR com 1 uL d a

prepara-«o

enzi

mgt i

Healthcare), com incubacéo a 37°C por 15 min e a 80°C por 15 min. O produto

purificado foi mantido a -20°C até sua utilizacéo na reacao de sequenciamento.

5.5.3 Reacgéo de sequenciamento

A reacdo de sequenciamento foi realizada com o kit Big Dye Terminator v3.1

(Applied Biosystems®), conforme instrucbes do fabricante e descrito no Quadro 5,

seguindo condi¢des de amplificacdo apresentadas no Quadro 6.

Quadro 5 - Mistura de reagentes utilizados na reac¢é@o de sequenciamento.

Reagentes Volume
Produto purificado 10¢eL
BigDye Terminator 10¢eL
Tampéo 5x 15¢L
Primer F (3,2 pmol) 10¢eL
H>0 Milli-Q (gsp 10 L) 55¢lL

Quadro 6 - Condicbes de amplificacdo da reagdo de sequenciamento.

Etapa Temperatura/ Tempo
Desnaturacéo inicial 96°C /1 min
35 ciclos

Desnaturacéao 95°C/10s
Elongacao 50°C/5s
Extenséo 60°C /4 min
Extensao final 72°C /10 min
Manutencao 40 C |/
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5.5.4 Purificacéo da reagéo de sequenciamento

O produto da reagao de sequenciamento foi purificado por meio da precipitagdo com
etanol / EDTA para eliminacdo de iniciadores e dideoxinucleotideos né&o

incorporados, conforme descrito a seguir.

Em cada tubo, foram adicionados 5 pyL de EDTA (125 mM, pH 8,0) e 60 pL de etanol
PA seguido por incubacdo a temperatura ambiente por 15 min, e centrifugacdo a
3000 x g por 30 min. Ao sedimento foram adicionados 60 pL de etanol 70% (v/v) e
submetidos a centrifugacdo a 1.650 x g por 15 min. O sedimento foi seco a 60°C por
10 min, eluido em formamida e submetido a eletroforese capilar no equipamento ABI
310 (Applied Biosystems®).

5.5.5 Determinacéo do ST

As sequéncias obtidas foram alinhadas utilizando o programa SeaView v4.5.4,
editadas utilizando o software Bioedit v.7.2.5 e comparadas com sequéncias
disponiveis no banco de dados de MLST de E. coli

(http://mist.warwick.ac.uk/mist/dbs/Ecoli) para a determinacéo de cada ST.

5.6 Andlise estatistica

Para analise da viruléncia em modelo de G. mellonella foram feitas curvas de
sobrevivéncia utilizando o método Kaplani Meier. A andlise estatistica para observar
se existe diferenca significativa na sobrevivéncia das larvas frente as amostras de
tEAEC e aEAEC foi realizada pelo teste Log-Rank. Para analisar a diferenca na
producdo de enzimas hidroliticas, de sider6foros e de biofilme entre os grupos de
tEAEC e aEAEC, foi realizado o Teste T de Student. Todas as andlises foram
realizadas utilizando o programa Graphpad Prism 6 e o grau de significancia

estatistica considerado foi de 95% (p<0,05).
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6 RESULTADOS

6.1 Eletroforese em campo pulsado (PFGE) ap6s digestdo com enzima de
restricao

A caracterizacdo genotipica pela técnica de PFGE, realizada para os 73 isolados de
EAEC, revelou a presenca de 58 pulsotipos distintos. Alguns dos pulsotipos
encontrados podem ser observados na Figura 9. A maioria dos pulsotipos (75,9% -
44/58) era composta por apenas uma amostra, 22,4% (13/58) eram compostos por
duas amostras e apenas 1,7% (1/58), por trés amostras (Figura 10). A andlise de
PFGE demonstrou uma alta heterogeneidade clonal com indice de similaridade de

Dice variando de 6 a 100%.

I 2 3,4 5 6. 880951023132 13 14 15

Figura 9 - Foto ilustrativa da eletroforese de campo pulsado (PFGE) evidenciando alguns dos
padrdes de fragmentacdo do DNA cromossdmico das amostras de EAEC. Linhas: 1, 15: Marcador de
tamanho molecular, variando de 48.5 a 727.5 kb; 2: amostra Q399A; 3. amostra Q416A; 4. amostra
Q419B; 5. amostra Q421A; 6. amostra Q426A; 7. amostra Q428A; 8. amostra Q433F; 9: amostra
Q434A; 10: amostra Q436B; 11. amostra Q437A; 12: amostra Q440A; 13: amostra Q445C; 14:
amostra Q455A.
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Figura 10 - Dendograma gerado pelo software "GelJ" das 73 amostras de EAEC com as respectivas
comunidades quilombolas de origem. tEAEC destacadas com retangulo cinza.
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Foi observado que, dos 14 grupos de amostras de mesmo pulsotipo (13 compostos
por duas amostras cada e um composto por trés amostras), sete foram de amostras
da mesma comunidade e sete, de comunidades distantes. Somente dois grupos

foram constituidos por amostras com o0 mesmo repertorio de genes de viruléncia.

N&o foi observada relacdo entre o perfil de genes de viruléncia (Anexo 1), o
pulsotipo e a comunidade de origem para a maior parte das amostras com excecao
de dois grupos provenientes da comunidade S&o Cristovdo e de sua comunidade
vizinha Serraria. O primeiro grupo, constituido por duas amostras de aEAEC,
apresentou o mesmo pulsotipo e o mesmo perfil de genes de viruléncia. O segundo
grupo, composto de trés amostras de tEAEC, em que duas apresentavam perfil de
genes de viruléncia e de PFGE idénticos e foram provenientes de comunidades
vizinhas, enquanto o outro isolado de mesmo pulsotipo diferia em apenas um gene e
era da mesma comunidade de um dos outros dois isolados (Sao Cristovao) (Figura
11).

0 0 g Amostra ¢ ¢ o & < < g ¥
FESTRTI I gg%gg&:s% %ig.{i SE%
@ @ @ @ £ @ & @ o & 4 9 23 @

Q3568 Séo Cristovao

Sao Cristovao

Q355A

Amostra

aggrR
aggA
aafA
agg3A
hdaA
aap
shf
astA
pet
set1A
hiyA
sen
sat
ip2
fucA
chuA
agn43

Q268A Sao Cristovdo

Q269D Serraria

Q2668 Sao Cristovao

Figura 11 - Perfil de PFGE, genes de viruléncia e comunidade de origem de amostras pertencentes
ao mesmo pulsotipo.

O perfil de fragmentacdo e a relacdo clonal entre as vinte amostras selecionadas
para o ensaio de viruléncia em G. mellonella podem ser observados na Figura 12. A
maior parte das amostras selecionadas nao apresentou relacédo genotipica entre si,
com excecao dos isolados de tEAEC Q266B e Q269D que apresentavam 0 mesmo
perfil de genes de viruléncia e 0 mesmo pulsotipo. Os isolados 155E, Q110A e
110C, que apresentavam o mesmo perfil de genes de viruléncia, ndo apresentaram
um padrao de fragmentacédo semelhante, assim como as amostras Q320A e Q323A.
Os isolados Q226A e Q320A, que possuiam o mesmo perfil de genes de viruléncia,
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nao foram classificados como pertencentes ao mesmo pulsotipo, pois apresentaram

menos de 80% de similaridade.
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Figura 12 - Dendograma e perfil genético das amostras de tEAEC (em negrito) e aEAEC analisadas no ensaio de viruléncia em G. mellonella.
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6.2 Ensaio de viruléncia em larvas de Galleria mellonella

Dez isolados de tEAEC, dez de aEAEC, as cepas referéncia EAEC 042, (tEAEC) e
C1096 (aEAEC) e a cepa de E. coli ndo patogénica HB101, foram analisadas quanto
ao potencial de viruléncia in vivo nas larvas de G. mellonella em concentracdes que

variaram de 10*a 10’ UFC/larva.

Foi observado que somente os isolados de EAEC foram capazes de provocar
melanizacao das larvas, enquanto que a cepa de E. coli ndo patogénica nao induziu

este processo (Figura 13).

RS LT}

Figura 13 - Larva de G. mellonella: A) ndo inoculada; B) ap6s 96 h de infeccdo com a cepa E. coli
ndo patogénica HB101; C) apos 96 h de infeccdo com isolado de EAEC.

Os isolados de tEAEC e aEAEC provocaram a mortalidade das larvas de maneira
dependente da concentracdo inoculada, uma vez que as larvas apresentaram alta
sobrevivéncia com inéculo de 10* UFC/larva (entre 40 e 100%) e 100% de
mortalidade com inéculos de 10° e 10’ UFC/larva. Portanto, a concentracdo 10°
UFCllarva foi a que apresentou maior diferenciacéo entre os isolados, sendo esta a
concentracdo escolhida para as andlises de viruléncia (Figura 14A). Além disso,
observamos que o modelo de G. mellonella é capaz de realizar diferenciacdo de
niveis de patogenicidade, como podemos observar pela variedade de curvas de

sobrevivéncia na Figura 14A.

Realizando-se a andlise comparativa entre os grupos tEAEC e aEAEC, observamos
gue as larvas inoculadas com as tipicas apresentaram menor sobrevivéncia média

ao final das 96h do que as larvas inoculadas com as atipicas (p = 0,04) (Figura 14B).



53

(h)

(h)

Figura 14 - Gréficos das curvas de sobrevivéncia de G. mellonella inoculadas com os vinte isolados
de EAEC na concentracdo de 10° UFC/larva. A) Curvas de sobrevivéncia individualizadas por
amostra inoculada, com as linhas continuas representando as tEAEC e linhas tracejadas, as aEAEC.
B) Curva de sobrevivéncia por grupos de amostras tEAEC e aEAEC (p = 0,04).



