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“Nao podemos compreender a maravilhosa complexidade
de um ser organico (...). Cada ser vivo deve ser considerado
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multiddo de organismos que se autopropagam,
inconcebivelmente diminutos e tdo numerosos quanto as

estrelas no céu.”

Charles Darwin, 1882.
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RESUMO

Embora as Escherichia coli de adesdo difusa (DAEC) sejam classificadas como um
dos seis grupos de E. coli diarreiogénicas, sua patogenicidade ainda € controversa. Diversas
linhagens de bactérias intestinais, incluindo Escherichia coli, Yersinia enterocolitica,
Shigella flexneri e Salmonella enterica, possuem em seu genoma uma ilha de
patogenicidade (PAI) contendo genes que codificam um Sistema de Secre¢do do Tipo III
(TTSS), responsavel pela transferéncia de proteinas efetoras do citoplasma da bactéria
diretamente para o citoplasma da célula hospedeira. A presenga de genes TTSS &, portanto,
um forte indicativo de viruléncia. Tendo em vista tais informagdes, este trabalho teve como
objetivos a identificacdo e caracterizagdo de potenciais genes TTSS de isolados de DAEC
recuperados de criangas diarréicas. Experimentos de PCR utilizando iniciadores
direcionados aos genes TTSS escD, espA, espD, espB e escF resultaram na detec¢ao de sete
provaveis genes em trés isolados de DAEC. Dentre as sequéncias obtidas, detectou-se a
presenga dos genes espA, espB e escF completos em dois desses isolados de DAEC.
Andlises de identidade desses genes em relacdo aos homologos de diversas linhagens de
enteropatdogenos sugerem que os isolados de DAEC sao bastante heterogéneos. Além disso,
as identidades dos genes TTSS de DAEC em rela¢do aos homdlogos de diferentes linhagens
de E. coli enteropatogénicas e enterohemorragicas sdo bastante elevadas, podendo atingir
100%. A construcdo de arvores filogenéticas empregando as sequéncias desses genes
confirmou tais resultados e demonstrou que os isolados C39 e C74 sdo evolutivamente mais
proximos entre si que em relagdo a DAEC C40, agrupada no mesmo clado da EPEC
prototipica E2348/69. Ensaios de transcricdo reversa utilizando RNA dos isolados C39 e
C74 revelaram ainda que alguns dos possiveis genes consistem em genes de fato, uma vez
que sdo transcritos sob indu¢do. Com a finalidade de verificar a expressdo dos genes TTSS
de DAEC foram também realizados experimentos de microscopia eletronica e de
microscopia de for¢a atdOmica, porém, as imagens obtidas por meio dessas técnicas foram
inconclusivas. Conjuntamente, os resultados apresentados neste trabalho sugerem
fortemente a presenga de uma PAI contendo genes TTSS em DAEC, e constituem

evidéncias a favor da patogenicidade desse grupo de E. coli.

Palavras-chave: Escherichia coli diarreiogénicas; Escherichia coli de adesdo difusa;

Viruléncia; Ilhas de Patogenicidade; Sistema de Secre¢do do Tipo Trés.
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ABSTRACT

Although diffusely adhering Escherichia coli (DAEC) are classified as one of the six
pathotypes of diarrheiogenic E. coli, their pathogenicity is still controversial. Several strains
of bacteria, including Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, Shigella flexneri and
Salmonella enterica, possess a pathogenicity island (PAI), containing genes that code for a
Type III Secretion System (TTSS), dedicated to inject effector proteins directly from the
bacterial cytoplasm into the host cell cytoplasm. Therefore, the presence of TTSS genes is
considered a strong evidence of virulence of a given microorganism. This work describes
the identification and characterization of potential TTSS genes in DAEC isolates recovered
from diarrheic children. PCR experiments using primers targeted to the TTSS genes escD,
espA, espD, espB and escF resulted in the detection of seven putative genes in three isolates
of DAEC. Among the sequences obtained, it was possible to detect the presence of the
complete espA, espB and escF genes in two of the DAEC isolates. Identity analyses of these
genes with different strains suggest that DAEC isolates are quite heterogeneous. Moreover,
the identities of TTSS genes of DAEC compared to enteropathogenic and
enterohaemorrhagic E. coli are very high, sometimes reaching 100%. The construction of
phylogenetic trees using the sequences of these genes confirmed these findings and showed
that the isolates C39 and C74 are evolutionarily closer to each other than to the C40 DAEC
isolate, which was grouped in the same clade of the prototypical EPEC E2348/69. Tests
using reverse transcription of RNA isolated from C39 and C74 also revealed that some of
the putative genes consist of true genes, since they were transcribed under induction
conditions. In order to analyze the expression of TTSS genes in DAEC, electron microscopy
and atomic force microscopy experiments were also carried out, however, the images
obtained by these techniques were inconclusive. Together, the results obtained in this work
strongly suggest the presence of a PAI containing TTSS genes in DAEC, and constitute
evidence for the pathogenicity of this group of E. coli.

Key-words: Diarrheagenic Escherichia coli; Diffusely adherent Escherichia coli; Virulence;

Pathogenicity Islands; Type Three Secretion System.
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INTRODUCAO

1. Escherichia coli diarreiogénicas

Escherichia coli ¢ o organismo anaerobio facultativo predominante da microbiota do
c6lon humano (Nataro e Kaper, 1998). Essa bactéria ¢ encontrada na camada de muco sobre
o epitélio intestinal e geralmente vive em simbiose com o hospedeiro. No entanto, a enorme
plasticidade do seu genoma, principalmente associada a processos de transferéncia
horizontal de genes, permite o surgimento de linhagens patogénicas a partir de linhagens
comensais. As linhagens patogénicas podem causar infec¢des do trato urindrio, diarréia,
septicemia e meningite, devido a presenca de fatores de viruléncia especificos nao
encontrados nas linhagens comensais (Kaper ef al., 1999).

Antes da identificagdo de tais fatores de viruléncia, anélises sorotipicas consistiam na
forma predominante de identifica¢do de linhagens patogénicas (Nataro and Kaper, 1998). A
sorotipagem ¢ realizada com base nos antigenos de superficie O (lipopolissacaridico), H
(flagelar) e K (capsular). No entanto, como a sensibilidade e a especificidade da
sorotipagem sdo limitadas e esse método ¢ dispendioso, outros ensaios para o diagnostico de
E. coli diarreiogénicas se mostraram mais vidveis. Um deles consiste no teste de adesdo a
células eucarioticas, que permite distinguir os trés padrdes de adesdo observados em E. coli
diarreiogénicas: localizado, difuso e agregativo (Scaletsky et al., 1984; Cravioto et al.,
1991). Atualmente, técnicas de biologia molecular, tais como hibridizagdo de colonias e
PCR, consistem em uma das principais ferramentas utilizadas para identificar fatores de
viruléncia especificos de cada patotipo.

Conforme pode ser observado na Figura 1, as E. coli diarreiogénicas sdo divididas em
seis grupos de patogenicidade ou patotipos: E. coli enterotoxigénicas (ETEC), E. coli
enteroagregativas (EAEC), E. coli enteroinvasivas (EIEC), E. coli enteropatogénicas
(EPEC), E. coli enterohemorragicas (EHEC) e E. coli de adesdo difusa (DAEC) (revisado
por Nataro e Kaper, 1998; Kaper et al., 1999; Kaper et al., 2004 e Schmidt et al., 2004).
Essa classificacdo ¢ baseada nos determinantes de viruléncia e no fenotipo de adesdo a

culturas de células eucarioticas (Scaletsky et al., 1984).
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Figura 1. Interacdo dos seis patotipos de Escherichia coli diarreiogénicas com a célula-
alvo. (A) EPEC aderem a enterocitos do intestino delgado, destréem as microvilosidades e
induzem a formacao de lesdes do tipo attaching and effacing (A/E). 1. Adesdo inicial; 2.
Translocacdo de proteinas pelo sistema de secre¢do do tipo trés; 3. Formagao do pedestal de
actina. (B) EHEC também induzem a formacdo de lesdes A/E, porém, no célon. Esse
patotipo produz a toxina Shiga (Stx), que ¢ liberada na corrente sanguinea podendo causar
faléncia renal. (C) ETEC aderem a enterocitos do intestino delgado e provocam diarréia
pela liberagdo de enterotoxinas termolabeis (LT) e/ou termoestaveis (ST). (D) EAEC
aderem ao epitlélio do intestino grosso e delgado, formam um espesso biofilme e secretam
citotoxinas e enterotoxinas. (E) EIEC invadem a célula epitelial do colon, lisam o
fagossoma e se movimentam pela célula por meio da nucleagdo de microfilamentos de
actina. (F) As DAEC ativam cascatas de sinalizagdo em enterdcitos do intestino delgado,
resultando na formacgdo de longas projecdes celulares que envolvem a bactéria. AAF:
aggregative adherence fimbriae; BFP: bundle-forming pilus; CFA: colonization factor
antigen; DAF: decay-accelerating factor; EASTI: enteroaggregative E. coli STI; LT: heat-
labile enterotoxin; ShET1: Shigella enterotoxin 1; ST: heat-stable enterotoxin. Adaptado de
Kaper et al., 2004.



1.1. Escherichia coli enterotoxigénicas (ETEC)

Linhagens de Escherichia coli enterotoxigénicas (ETEC) sdo a principal causa de
diarréia em criancas em processo de desmame e da “diarréia do viajante”. A colonizacdo da
mucosa do intestino delgado por essas bactérias ¢ mediada por uma ou mais estruturas de
superficie denominadas fatores de colonizacdo fimbrial (CFs), e bactérias desse patotipo
produzem pelo menos um membro dos dois grupos definidos de enterotoxinas: termoestavel

(ST) e termolabil (LT).

1.2. Escherichia coli enteroagregativas (EAEC)

Escherichia coli enteroagregativas (EAEC) sao definidas como linhagens que ndo
secretam enterotoxinas LT ou ST e que aderem a células HEp-2 em um padrdo conhecido
como adesdo agregativa (AA), em que as bactérias se aglutinam umas as outras em uma
configura¢do semelhante a uma pilha de tijolos (revisado por por Nataro ef al., 1998; Kaper
et al., 1999 e Schmidt et al., 2004). Esse fenotipo ¢ mediado pelas fimbrias AAF/I e AAF/II,
codificadas pelo plasmideo pAA e relacionadas a classe Dr de adesinas de DAEC. O
plasmideo pAA também codifica a enterotoxina Pet e 0 homologo de ST EAST1. A maioria
das linhagens de EAEC produz ainda o sider6foro yersiniabactina. As EAEC aumentam a
secre¢do de muco pela mucosa intestinal, o qual aprisiona a bactéria em uma espécie de
biofilme. Essas bactérias tém sido associadas a casos de diarréia persistente, de duragdo

igual ou superior a 14 dias.

1.3. Escherichia coli enteroinvasivas (EIEC)

Escherichia coli enteroinvasivas (EIEC) sdo bioquimica, genetica e patogenicamente
relacionadas a Shigella spp. Tanto EIEC quanto Shigella spp. secretam enterotoxinas e
invadem o epitélio do colon, onde sdo capazes de se multiplicar. Além disso, ambas
produzem aerobactina, uma proteina de liga¢do a ferro associada a viruléncia. Os genes de
viruléncia de origem plasmidial de EIEC e Shigella spp. incluem os que codificam um
sistema de secrecdo do tipo trés, cujos efetores estdo envolvidos na invasdo das células

epiteliais e na lise do vactiolo fagocitico.



1.4. Escherichia coli enteropatogénicas (EPEC)

Linhagens de EPEC sdo a principal causa de diarréia infantil nos paises em
desenvolvimento. Essas linhagens causam uma lesdo intestinal conhecida como A/E
(attaching and effacing), caracterizada por destruicdo das microvilosidades das células
epiteliais intestinais e pelo contato intimo entre a bactéria e a membrana da célula
hospedeira (revisado por Nataro e Kaper, 1998; Kaper et al., 1999 e Schmidt et al., 2004).
Imediatamente abaixo da bactéria aderida, observa-se o acimulo de actina polimerizada, o
que resulta na formacgao dos pedestais caracteristicos das lesdes A/E (Figura 2). A maioria
das linhagens de EPEC associadas a diarréia, conhecidas como EPEC tipicas, possui um
plasmideo denominado EAF (EPEC adherence factor); as linhagens que nao possuem esse
plasmideo constituem as EPEC atipicas. O plasmideo EAF possui genes que codificam a
proteina BFP, responsavel pela agregacado intercelular das EPEC, resultando na formagao de
microcoldnias caracteristicas do padrdo de adesdo localizada. As EPEC atipicas, que nao

expressam essa proteina, apresentam padrdo difuso de adesdo a células eucarioticas.

Figura 2. Lesdo A/E causada por EPEC e EHEC. Essa lesdo caracteriza-se por contato
intimo entre a bactéria ¢ a membrana da célula-alvo, destruigdo das microvilosidades dos
enterocitos e formacao de pedestais de actina. Fonte: Kaper et al., 2004.

1.5. Escherichia coli enterohemorragicas (EHEC)

O patotipo EHEC engloba linhagens que causam um tipo de diarréia sanguinolenta,
denominado colite hemorragica (HC), e a sindrome urémica hemolitica (HUS), que leva a
insuficiéncia renal aguda e pode resultar em morte. O principal fator de viruléncia desse
patotipo ¢ a toxina Stx, que inibe a sintese protéica. As EHEC também causam lesdes do

tipo A/E em células epiteliais (Figura 2) mas, ao invés do plamideo EAF, possuem um
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plasmideo de 93 kb, denominado pO157. Os sorotipos que produzem apenas a toxina Stx
como fator de viruléncia e ndo causam lesdes A/E recebem a denominacdo geral de STEC

(E. coli produtoras de toxina Shiga).

1.6. Escherichia coli de adesao difusa (DAEC)

O termo Escherichia coli de adesdo difusa - DAEC - foi inicialmente empregado para
designar qualquer linhagem de E. coli que ndo formasse microcoldnias de adesdo localizada
semelhantes as de EPEC tipicas (Scaletsky et al., 1984). As DAEC aderem em um padrao
em que as bactérias sdo homogeneamente distribuidas sobre a superficie da célula
hospedeira, denominado adesdo difusa. Com a descoberta das EAEC, passou-se a
reconhecer as DAEC como uma categoria independente de E. coli potencialmente
diarreiogénica (Nataro e Kaper, 1998). No entanto, varios estudos epidemioldgicos
apresentam resultados conflitantes e, por isso, o papel das DAEC como causadoras de
diarréia ainda ¢ controverso. Como esse patotipo € o objeto do presente estudo, serd

discutido com mais detalhes na proxima secao.

2. As Escherichia coli de adesiao difusa (DAEC)

2.1. Epidemiologia

Estudos epidemiolédgicos realizados no México (Giron et al., 1991), em Bangladesh
(Baqui et al., 1992), na Franca (Jallat et al., 1993) e no Chile (Levine ef al., 1993) revelaram
que E. coli de adesdo difusa foram isoladas com uma frequéncia maior de individuos com
diarréia que de individuos sadios. Por outro lado, estudos epidemiolédgicos realizados em
hospitais da Franga (Poitrineau et al., 1995; Forestier et al., 1996), da Australia (Gunzburg
et al., 1993) e do Brasil, nas cidades de Sao Paulo (Gomes et al., 1989; Gomes et al. 1998;
Scaletsky et al., 2002b), Natal e Sdo Luis (Scaletsky et al., 2001; Scaletsky et al., 2002a),
ndo encontraram correlacdo entre a presenca de DAEC e a diarréia, uma vez que esse
patotipo foi isolado com a mesma frequéncia dos pacientes e dos grupos-controle.

Apesar desses resultados, o estudo realizado em Sao Luis e Natal por Scaletsky e
colaboradores em 2002 demonstrou que, ap0s a estratificacdo em faixas etarias, a correlagdo
entre infec¢do por DAEC e diarréia em criangas maiores de 12 meses de idade era

significativa. Resultado semelhante foi obtido no estudo realizado por Gunzburg e
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colaboradores na Australia, onde a correlagdo entre diarréia e a presenca de DAEC foi
observada apenas em criancas com 18 meses de idade ou mais. No estudo realizado por
Levine e colaboradores no Chile, a frequéncia de isolamento desse patotipo aumentou com a
idade. Em alguns dos estudos em que DAEC ndo foram associadas a diarréia, as criancas
envolvidas possuiam menos de dois anos de idade (Forestier et al., 1996; Scaletsky et al.,
2001). Um resultado distinto foi apresentado por Piva (1998), ao investigar a incidéncia dos
patotipos de E. coli em criangas e adultos com diarréia em Brasilia. Seus resultados
revelaram que, embora DAEC tenha sido o patotipo mais frequentemente isolado de adultos
com diarréia, estas foram isoladas com frequéncias semelhantes nas populacdes de adultos e
criangas estudadas (18,6% e 20%, respectivamente), sendo sua incidéncia independente da
idade.

Os resultados apresentados pelos estudos epidemioldgicos sugerem que as Escherichia
coli de adesdo difusa ndo formam um grupo homogéneo. Em conformidade com essa
hipotese, os estudos realizados por Girén e colaboradores no México e por Lopes e
colaboradores no Brasil verificaram que as DAEC investigadas eram muito heterogéneas em
relacdo ao conteudo plasmidial e ao sorotipo. O estudo publicado por Lopes em 2005
relatou que metade das linhagens analisadas possuiam o gene do siderdforo aerobactina, e
7% produziam hemolisina, colicina ou apresentavam efeito citotoxico sobre células Vero.
Diversas adesinas foram identificadas, incluindo membros da familia Afa/Dr e as adesinas
agregativas AAF/I e AAF/IIl. Em algumas linhagens foram encontrados ainda genes que
codificam os fatores de viruléncia EASTI de EAEC e SheT-1 de Shigella. A maioria das
DAEC isoladas apresentou também resisténcia multipla a antibidticos e, curiosamente, 0s
genes de resisténcia e os de adesdo difusa estavam localizados nos mesmos plasmideos
conjugativos. Essa heterogeneidade poderia explicar o porqué dos resultados divergentes
obtidos nos estudos epidemioldgicos, e sugere que nem todas as linhagens classificadas
como DAEC sdo patogénicas, muito embora tal classe seja considerada um grupo de E. coli

diarreiogénicas.

2.2. Adesinas Afa/Dr

As DAEC possuem adesinas pertencentes a uma familia denominada Afa/Dr, cujos
receptores sdo proteinas da superficie de células eucarioticas, e todas atuam como fatores de
viruléncia (Servin, 2005; Le Bouguénec e Servin, 2006). Essa familia inclui adesinas

fimbriais e afimbriais. As adesinas fimbriais se estendem a partir da superficie bacteriana e

6



sdo expressas por linhagens uropatogénicas e diarreiogénicas. Estas incluem a adesina Dr,
encontrada em linhagens uropatogénicas, e a fimbria F1845, encontrada em um isolado
diarreiogénico denomindado C1845. As adesinas afimbriais consistem em estruturas
amorfas associadas 8 membrana externa.

As adesinas Afa/Dr sdo codificadas por operons compostos por pelo menos cinco
genes, cuja organizagdo ¢ bastante similar entre os membros da familia. Os genes que
codificam proteinas acessorias (reguladores transcricionais, chaperonas, proteinas
ancoradoras e invasinas) sdo altamente conservados, enquanto o gene que codifica a adesina
propriamente dita ¢ mais divergente. A proteina reguladora do sistema complemento DAF
(decay-accelerating factor) e as proteinas de superficie CEACAM (carcinoembryonic
antigen-related cellular adhesion molecule) sdo receptores das adesinas Afa/Dr, sendo

recrutadas para os locais onde as bactérias estdo aderidas.

2.3. Patogenicidade

Conforme mencionado anteriormente, as adesinas Afa/Dr sdo consideradas
importantes fatores de viruléncia de DAEC (Figura 3). Essas adesinas induzem o
alongamento das microvilosidades dos enterdcitos em decorréncia do rearranjo da rede de
actina nos dominios apical e basal das células (Bernet-Camard et al., 1996), por meio do
recrutamento de moléculas de transdugdo de sinal (Peiffer et al., 1998). A formagao de
longas projecdes a partir da superficie de células HEp-2 também foi observada por Cookson
e Nataro, em 1996. Com a progressao da infeccdo, ocorre a vesiculagdo das
microvilosidades e o arredondamento do enterécito (Bernet-Camard et al., 1996).

A infec¢do de células Caco-2 pela DAEC prototipica C1845 provoca também a
alteracdo da distribuicdo das proteinas ocludina e ZO-1 associadas as jungdes compactas,
resultando no aumento da permeabilidade paracelular (Peiffer et al., 2000). Uma vez que
essa alteracdo independe do rearranjo do citoesqueleto da célula induzido pela bactéria,
possivelmente outros fatores de viruléncia além da adesina fimbrial F1845 existam nessa
DAEC. Além disso, demonstrou-se que as DAEC C1845 e IH11128 prejudicam a atividade
enzimatica de proteinas associadas as microvilosidades e, paralelamente, diminuem sua
biossintese afetando a taxa de traducdo dessas proteinas (Peiffer ef al., 2001). Entretanto,
quando células Caco-2 sdo infectadas por linhagens recombinantes de E. coli expressando as
adesinas Afa/Dr das DAEC selvagens, os resultados obtidos com C1845 e IH11128 ndo se

repetem, sugerindo mais uma vez a existéncia de outros fatores de viruléncia envolvidos na
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patogenicidade de DAEC.
Além dos efeitos sobre o epitélio intestinal, as adesinas Afa/Dr induzem a diminui¢do
da fagocitose mediada pelos leucécitos polimorfonucleares (PMNLs) e provocam sua

agregacao e apoptose (Brest ef al., 2004), além de aglutinar eritrocitos (Servin, 2005).
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Figura 3. Interagdo de DAEC com células do epitélio intestinal. Inicialmente, as bactérias
expressando adesinas Afa/Dr s3o reconhecidas pelos receptores DAF ¢ CEACAM (1). O
reconhecimento recruta moléculas de sinalizagdo celular, como tirosina-quinases,
fosfolipase Cy, fosfatidilinositol 3-quinase, proteina-quinase C ¢ Ca®', o que dispara vias de
transducdo de sinal, resultando no rearranjo dos filamentos de actina e na consequente
destruicdo das microvilosidades (2). Altera¢des na distribuicdo de proteinas associadas as
jungdes compactas levam ao aumento da permeabilidade paracelular (3). Uma via de
sinalizacdo celular dependente de MAP quinase induz a secre¢do de interleucina 8 (IL-8)
pela regido basolateral da célula, o que resulta na migracdo transepitelial de leucdcitos
polimorfonucleares (4). A migracdo dos PMNLs ativa a produgdo das citocinas pro-
inflamatorias TNF-a e IL-1f pelo epitélio (5), as quais provocam o aumento da expressao
dos genes que codificam o receptor DAF e moléculas MHC de classe 1 (6). Apos a
migracdo, a taxa de apoptose dos PMNLs ¢ aumentada (7). Adaptado de Le Bouguénec e
Servin, 2006.

Embora varias alteragdes morfoldgicas dependentes do reconhecimento das adesinas
Afa/Dr sejam conhecidas, as DAEC continuam pouco caracterizadas em nivel molecular.

Vérios fatores de viruléncia de diferentes linhagens patogénicas de E. coli, como
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hemolisinas e sideréforos, foram observados em DAEC isoladas de pacientes com infecgdes
intestinais e extra-intestinais, mas até recentemente ainda ndao haviam sido encontrados
genes codificadores de sistemas de secrecdo (Blanc-Potard et al., 2002). A presenga de
genes de um provavel sistema de secre¢do do tipo trés (TTSS) em isolados de DAEC foi
inicialmente verificada por Kyaw (2004) e posteriormente por Lorenzoni (2009). O TTSS ¢
encontrado em bactérias Gram-negativas patogénicas, sendo os genes que o codificam

localizados em ilhas de patogenicidade, descritas na proxima secao.

3. Ilhas de patogenicidade

Os fatores de viruléncia e os sistemas responsaveis por sua secrecdo Sao
frequentemente codificados por regides do genoma denominadas ilhas de patogenicidade
(PAIs) (Hacker e Kaper, 2000). PAIs foram inicialmente descritas como regides
cromossomais, mas posteriormente descobriu-se que também sdo encontradas em
plasmideos e nos genomas de bacteriéfagos. O conceito de PAI foi introduzido no final dos
anos 80 por Jorg Hacker e colegas, na Universidade de Wiirzburg, Alemanha, durante uma
investigacdo sobre a base genética da viruléncia de linhagens uropatogénicas de E. coli
(UPEC). O grupo observou que havia ligacdo genética entre determinantes codificadores de
fimbrias e hemolisinas nessas linhagens, e que esse genes ligados poderiam sofrer co-
delegdo. A observacdo de que um tUnico evento de delecdo resultava na perda de dois
conjuntos de genes de viruléncia ligados, bem como de segmentos de DNA distantes mais
de 30 kb, levou a defini¢do do conceito de ilhas de patogenicidade. De acordo com Hacker e
Kaper (1999 e 2000), Winstanley e Hart (2001) e Schmidt e Hensel (2004) e, conforme
ilustrado na Figura 4, PAIs sdo regides do genoma que apresentam as seguintes

caracteristicas em comum;

® Estdo presentes no genoma de bactérias patogénicas e ausentes do genoma de
membros ndo-patogénicos da mesma espécie ou de espécies proximamente
relacionadas.

® Sdo relativamente grandes, apresentando de 10 a 200 kb ou mais.

® Contém genes que codificam um ou mais fatores de viruléncia (Figura 4 A),
como adesinas, invasinas, sistemas de captacdo de ferro, toxinas, e sistemas de
secre¢ao dos tipos [l e I'V.

® Diferem do restante do genoma em seu conteiddo G+C (Figura 4 B) e no uso
de cddons, uma vez que a PAI adquirida por transferéncia horizontal ainda possui a
composicao de bases da espécie doadora.



® S3o associadas a genes de RNA de transferéncia (tRNA) que, por serem
altamente conservados entre as espécies de bactérias, atuam como sequéncias-alvo
para a integracdo de DNA exdgeno (Figura 4 A).

® Sao flanqueadas por pequenas repeticdoes diretas (DR) de 16 a 20 pb,
utilizadas em processos de insercao e delecdo (Figura 4 A).

® Contém genes cripticos ou funcionais que codificam fatores de mobilidade
como integrases, transposases, ou sequéncias de inser¢do (IS) (Figura 4 A).

® Frequentemente representam regides de DNA instaveis. Dele¢des de PAls
podem ocorrer por meio das sequéncias DR de suas extremidades ou via elementos
IS e bacteridfagos.
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(DNA adquirido por transferéncia horizontal)
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Figura 4. Estrutura de uma PAI tipica. (A) PAIs sdo inseridas em sitios especificos,
frequentemente genes de tRNA. Elementos moveis como integrases (int) sdo encontrados no
inicio da ilha, proximo ao locus de tRNA. PAIs possuem um ou mais genes associados a
viruléncia (V1 a V4), que podem estar interespagados com outros elementos mdveis, como
IS (IS., elemento de inser¢do completo) ou remanescentes de IS (IS4, elemento de inser¢ao
defectivo). Os limites da PAI sdo determinados por repetigdes diretas (DRs). (B) O
conteido G+C da PAI difere do conteido G+C do genoma do hospedeiro. Adaptado de
Schmidt e Hensel, 2004.

O conteudo G+C distinto do restante do genoma, a presenga de DRs em suas
extremidades, a associacdo com genes de tRNA, a presenca de elementos modveis e a

instabilidade genética das ilhas de patogenicidade sugerem a aquisicdo dessas regides por
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transferéncia horizontal de genes (Hacker e Kaper, 1999; Schmidt e Hensel, 2004). Coerente
com essa hipodtese, PAls ocorrem em um amplo espectro de espécies, a maioria das quais €
Gram-negativa.

O surgimento de uma PAI ¢ frequentemente iniciado pela integragdo de plasmideos,
fagos, transposons conjugativos ou combinagdes desses elementos em genes-alvo
especificos, preferencialmente no cromossomo. A transferéncia de PAIs pode ocorrer por
transformac¢do natural, conjugacdo ou transducdo. Um elemento integrado ¢ denominado
pré-PAL pois tem potencial para se desenvolver em uma PAI ao longo do tempo. Pré-PAls
integradas em um determinado genoma podem ser imobilizadas e estabilizadas por dele¢ao
e/ou inativacdo dos genes que codificam integrases e excisases. As PAIs continuam a se
desenvolver por mutacdes adicionais e passam a exibir caracteristicas semelhantes as do

cromossomo cerne, incluindo o conteido G+C e uso preferencial de codons.

4. A ilha de patogenicidade LEE (locus of enterocyte effacement)

Uma ilha de patogenicidade cromossomal de aproximadamente 35 kb, denominada
LEE (locus of enterocyte effacement) por conter a maioria dos genes necessarios a indugdo
do fenodtipo A/E em células epiteliais intestinais, foi descrita em 1995 por McDaniel e
colaboradores. Essa PAI ndo esta presente em linhagens avirulentas de E. coli, mas ¢
encontrada nos patotipos EPEC (Elliott et al., 1998) e EHEC (Perna et al., 1998) e em
outras espécies que produzem a lesdo A/E, como o patdogeno de camundongo Citrobacter
rodentium (Deng et al., 2004) e Hafnia alvei (McDaniel, 1995).

Repeticdes flanqueadoras e elementos semelhantes a transposons, fagos ou plasmideos
ndo foram encontrados no LEE de EPEC, sugerindo que a aquisi¢do dessa PAI ndo ¢ muito
recente (McDaniel, 1995). Entretanto, observou-se que o conteudo G+C de LEE (38,36%)
difere significativamente dos 50,80% encontrados no genoma sequenciado da E. coli
avirulenta K-12.

O sequenciamento completo do LEE da linhagem E2348/69 de EPEC revelou que esta
ilha contém 41 orfs (quadros de leitura aberta) arranjadas em cinco operons policistronicos
(Elliott et al., 1998), denominados LEE1, LEE2, LEE3, LEE4 e LEES. LEE1, LEE2 ¢ LEE3
codificam componentes de um aparato de secre¢do do tipo trés (TTSA), o complexo
macromolecular do TTSS. O operon LEES contém os genes eae, tir ¢ cesT, os quais
codificam as proteinas intimina, Tir e CesT, respectivamente. A intimina ¢ uma proteina de

membrana externa envolvida no processo de adesdo ao enterdcito, cujo receptor Tir
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(Translocated Intimin Receptor) ¢ translocado para a membrana da célula hospedeira e
ativado por fosforilacdo. CesT corresponde a chaperona da Tir. O operon LEE4, por sua
vez, engloba os genes das proteinas secretadas pelo TTSA denominadas Esp (E. coli
secreted protein), algumas das quais sdo transferidas do citoplasma da bactéria para o
citoplasma da célula-alvo (revisado por Wilson et al., 2001).

Perna e colaboradores reportaram, também em 1998, o sequenciamento completo do
LEE da linhagem EDL933 da EHEC prototipica O157:H7. Esse sequenciamento revelou
que a PAI de EDL933 possui 0 mesmo ponto de integracdo cromossomal que o da EPEC
E2348/69, e que seu conteudo G+C (40,91%) também estd abaixo da média, quando
comparado ao conteudo da linhagem nao patogénica K-12; no entanto, algumas diferengas
sdo observadas entre essas duas LEEs. A ilha LEE de EHEC apresenta 43.359 pb sendo,
portanto, maior que LEE de EPEC, que apresenta 35.624 pb. A maior parte da diferenca de
tamanho ¢ explicada pela presenga de um provavel profago no LEE de EHEC (Figura 5),
que foi denominado 933L e possui 51,72% de G+C. Das 54 orfs identificadas no LEE de
EHEC, 13 correspondem ao provavel profago e 41 correspondem as orfs previamente
descritas para o LEE de E2348/69.

Conforme pode ser observado na Figura 5, a ordem e o nimero dos genes LEE de
EPEC ¢ de EHEC sao conservados, € o valor médio da identidade de nucleotideos ¢ 93,9%
(Perna et al., 1998). Os genes mais variaveis sdo os que codificam as proteinas secretadas;

os que codificam componentes do aparato de secrecdo, por sua vez, sdo altamente

conservados.
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Figura 5. Diagrama do LEE de E2348/69 e de EDL933. Os diferentes padrdes das setas
grandes indicam a divergéncia de nucleotideos entre os genes de EPEC ¢ EHEC. As setas

pequenas indicam os operons de LEE. O profago 933L estad presente em EHEC mas ndo em
EPEC. Fonte: Kaper et al., 1999.
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TTSSs também s3o encontrados em outras bactérias patogénicas (revisado por
Winstanley e Hart, 2001; Daniell et al., 2003; Schmidt e Hensel, 2004; Sani et al., 2006),
incluindo membros dos géneros Pseudomonas, Bordetella, Burkholderia, Chlamydia,
Erwinia, Ralstonia e Xanthomonas; ndo ha relatos da presenca de TTSS em bactérias Gram-
positivas. Os TTSSs podem ser plasmidiais, como em Yersinia e em Shigella spp., ou
cromossomais, como em Salmonella enterica ¢ em EPEC e EHEC. Algumas espécies
apresentam mais de um TTSS, incluindo S. enterica e espécies de Yersinia altamente
virulentas. Em muitos organismos, o contetdo G+C dos genes TTSS ¢ inferior ao do
restante do genoma hospedeiro, sugerindo que os genes do TTSS ancestral evoluiram em
um hospedeiro com menor conteido G+C. Um TTSS identificado em Chlamydia psittaci é

um candidato potencial para tal papel.

5. O Sistema de Secrecio do Tipo Trés (TTSS)

A maquinaria codificada pelos genes do TTSS forma um complexo responsavel pela
translocagdo de proteinas efetoras diretamente para o citoplasma das células do hospedeiro
eucariotico. Essas proteinas ativam vias de sinalizag¢do celular e podem interferir em uma
variedade de funcdes celulares, incluindo a dindmica de actina e tubulina, a expressdo de
genes, o trafego de vesiculas, a producdo de citocinas, a morte celular programada e a
progressdo do ciclo celular (revisado por Kubori ef al., 1998; Kimbrough e Miller, 2002;
Yip e Strynadka, 2006; Galan e Wolf-Watz, 2006).

Embora os tipos de efetores variem muito nas diferentes espécies, a maquinaria
molecular que medeia o processo de transporte dessas proteinas, o aparato de secre¢ao do
tipo trés (TTSA), também denominado secreton ou complexo-agulha (NC), ¢ estrutural e
funcionalmente conservado entre os diferentes TTSSs (Pallen er al., 2005). Mais de 20
componentes protéicos, muitos dos quais apresentam sequéncias idénticas em linhagens
distintas, sdo requeridos para o funcionamento adequado do TTSA. A maioria dessas
proteinas esta envolvida na constru¢ao do complexo macromolecular que se estende a partir
da membrana citoplasmatica da bactéria, atravessa o espago periplasmatico, a camada de
peptideoglicano, a membrana externa, o espaco extracelular e, finalmente, atinge a
membrana da célula hospedeira (revisado por Yip e Strynadka, 2006), conforme pode ser

observado na Figura 6.
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Figura 6. O aparato de secrecdo do tipo trés de EPEC e EHEC. A base ¢ ancorada as
membranas interna (IM) e externa (OM), atravessando a camada de peptideoglicano (PG).
A agulha se projeta a partir da superficie da bactéria e se estende até a membrana da célula
hospedeira eucariotica (EM), onde ¢ inserido o poro de translocacdo. Fonte: Pallen et al.,
2005.

O NC, inicialmente identificado em Salmonella typhimurium, é composto por uma
base formada por dois conjuntos de anéis concéntricos inseridos nas membranas interna e
externa da bactéria que ancoram a estrutura ao envelope bacteriano, e por uma proje¢ao
helicoidal rigida semelhante a uma agulha, que se estende varios nandmetros a partir da
superficie bacteriana (Kimbrough e Miller, 2000; Kubori et al., 2000; Tamano et al., 2000;
Blocker et al., 2001; Daniell et al., 2001; Zenk et al., 2007). Uma estrutura cilindrica interna
semelhante a um bastdo conecta a agulha a base do TTSA. Analises recentes de NCs
purificados de Shigella flexneri (Sani et al., 2006) demontraram que a base do TTSA dessa
espécie ¢ composta por sete anéis, conforme pode ser observado na Figura 7. O NC ¢
atravessado por um canal estreito (aproximadamente 2,5 nm de diametro), que se estende
desde o conjunto inferior de anéis até a extremidade da agulha, através do qual passam as
proteinas a serem secretadas (revisado por Kubori et al., 1998; Géalan e Wolf-Watz, 2006;

Yip e Strynadka, 2006).
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Figura 7. Aparato de secrecdo do tipo trés de Shigella flexneri. (A) Projecdo do NC
completo, resultado da combinag¢do de 1.500 imagens de particulas de NCs obtidas por
microscopia eletronica. O alinhamento foi feito em relacdo a base do NC, uma vez que o
comprimento da agulha é varidavel. (B) Micrografia eletronica de particulas do complexo-
agulha purificadas e contrastadas negativamente. NC: complexo-agulha; BB: corpo basal;
NR: NC sem os anéis da membrana interna; OMR: anéis da membrana externa. Fonte: Sani
et al., 2006.

Embora a organizagdo estrutural seja semelhante aquela do flagelo (Aizawa, 2001), a
agulha do TTSA ¢ mais delgada que o filamento flagelar (Daniell ef al., 2001). A agulha e o
flagelo possuem vérias proteinas de sequéncias homologas e, mesmo quando a identidade
entre as sequéncias € pequena, as propriedades fisico-quimicas s3o semelhantes. Tanto o NC
quanto o flagelo bacteriano consistem em anéis localizados nas membranas interna e
externa, uma ATPase associada & membrana citoplasmatica, estruturas extracelulares em
forma de hélice e um interior oco que funciona como um canal para a passagem de
proteinas. Além disso, os dois aparatos sdo considerados TTSA, pois ambos exportam
componentes estruturais da maquinaria durante sua montagem (revisado por Kubori et al.,
1998; Aizawa, 2001; Alfano e Collmer, 2004; Galan e Wolf-Watz, 2006; Yip e Strynadka,
2006). Apesar das similaridades, o flagelo provavelmente surgiu antes do complexo-agulha,
uma vez que esta presente em uma variedade maior de espécies de bactérias, tanto Gram-
negativas como Gram-positivas (Aizawa, 2001).

A montagem da base do TTSA precede a montagem do bastdo interno e da agulha
(Sukhan et al., 2001). Assim que ¢ organizada, a base comega a atuar como uma maquinaria

de secregdo do tipo trés, promovendo inicialmente a secre¢do de componentes estruturais do
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TTSS ou de proteinas necessarias para a montagem do bastdo interno e da agulha. Assim
que a montagem do NC ¢ completada, a maquinaria modifica sua especificidade e se torna
competente para a secrecdo de proteinas translocadoras e efetoras (revisado por Kubori et
al., 2000; Kimbrough e Miller, 2002; Géalan e Wolf-Watz, 2006; Yip e Strynadka, 2006).

O processo de secregdo € hierarquico, e as diferentes proteinas sdo secretadas em uma
ordem pré-determinada. Como a introdu¢do de mutacdes que alteram a fase de leitura nao
previne a secrecao de muitas delas, acredita-se que o sinal para a secrecdo possa residir nos
mRNAs que as codificam e ndo nos polipeptideos propriamente ditos. Especificidade
adicional pode ser conferida pelas chaperonas citosolicas, que se ligam a pelo menos
algumas das proteinas secretadas pelo TTSA. Alguns estudos sugerem que a estrutura
tridimensional da chaperona associada a sua proteina cognata poderia funcionar como um
sinal universal conservado para o reconhecimento pelo TTSS, o que condiz com a
observagdo de que a remoc¢do do dominio de ligagdo a chaperona de algumas proteinas do
TTSS previne sua secre¢do (revisado por Galan e Wolf-Watz, 2006).

Outra fungdo proposta para as chaperonas ¢ prevenir interacdes prematuras e
indesejaveis da proteina cognata a ser secretada com outros componentes da maquinaria de
secre¢do do tipo trés. Além disso, estas mantém o seu dominio de ligacdo na proteina
cognata em uma conforma¢do ndo globular, sugerindo que uma de suas funcdes seria
preparar as proteinas secretadas para o rapido desdobramento antes da secre¢do. Isso ¢
necessario porque o canal por onde as proteinas devem passar ¢ muito estreito para a
maioria das proteinas globulares, sugerindo que os efetores devem ser parcial ou
completamente desdobrados antes da translocagdo (revisado por Alfano e Collmer, 2004;
Galan ¢ Wolf-Watz, 2006).

O TTSS também codifica uma ATPase altamente conservada, cuja atividade ¢ critica
nos processos de recrutamento e desdobramento das proteinas a serem secretadas (revisado
por Gélan e Wolf-Watz, 2006). A ATPase interage com a chaperona e facilita a translocagdo
das proteinas, provavelmente por inserir o dominio desdobrado do efetor no TTSA (revisado
por Yip e Strynadka, 2006).

O NC por si s6 ndo ¢ capaz de mediar a injecdo de proteinas na célula hospedeira, e
requer proteinas translocadoras, também secretadas pelo TTSS. Acredita-se que estas sejam
inseridas na membrana da célula hospedeira e formem um canal, através do qual as
proteinas efetoras passam. Ide e colaboradores demonstraram em 2001 que as proteinas
translocadoras de EPEC, EspB e EspD, interagem entre si in vitro e formam poros com

didmetro externo de 55 a 65 nm na membrana de eritrécitos. O poro apresenta de seis a oito
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subunidades e se assemelha a um funil, possuindo uma abertura mais larga que se estreita a
medida que penetra na bicamada lipidica. Ensaios de osmoprotecdo revelaram que o
didmetro minimo ¢ de 3 a 5 nm. EspD parece ser o componente principal do poro de
translocagdo (Shaw et al., 2001); a distribuicdo de EspB entre o citosol e a membrana
plasmatica da célula hospedeira sugere que, além da atividade translocadora, essa proteina
apresenta atividade efetora (revisado por Neves et al., 2003).

Estruturas acessorias localizadas na extremidade distal da agulha, como o filamento de
EspA de EPEC (Knutton et al., 1998) e o complexo formado pela proteina LcrV de Yersinia
enterocolitica (revisado por Galan e Wolf-Watz, 2006; Yip e Strynadka, 2006), atuam como
uma ponte que liga a agulha aos translocadores na membrana da célula-alvo, como pode ser
observado na Figura 8 A. O filamento de EspA também ¢ encontrado em EHEC, mas as
proteinas EspA de diferentes sorotipos de EPEC e EHEC sdo polimérficas (Neves et al.,
2003). Filamentos semelhantes sdo observados ainda em Pseudomonas syringae € em
Ralstonia solanacearum, e podem representar adaptagdes ao hospedeiro. Patdégenos de
plantas devem ser capazes de penetrar a parede celular para alcangar a membrana da célula
vegetal, enquanto EPEC e EHEC precisam penetrar a barreira mucosa ¢ um glicocalix
espesso para atingir os enterocitos (Daniell et al., 2001). A progressdo da infec¢do por
EPEC e EHEC leva a formagao de lesdes A/E maduras, excluindo os filamentos de EspA do
sitio de adesdo intima. Entretanto, sua presenca na superficie restante da bactéria ainda ¢

visivel (Figura 8 B).

Figura 8. Micrografias eletronicas mostrando a adesdo de EPEC a células HEL. Antes da
formacao de lesdes A/E, estruturas de superficie filamentosas podem ser vistas na superficie
da bactéria, formando uma ponte entre a bactéria e a célula HEL (A). Os filamentos que
interagem com a superficie da célula sdo muito rigidos e parecem estar embebidos na
membrana da célula eucariodtica (A, setas). Filamentos também podem ser observados na
superficie exposta da bactéria ap6s a formacdo da lesio A/E madura (B, seta). A barra
corresponde a 0,25 um. Adaptado de Knutton ef al., 1998.
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O comprimento dos filamentos varia muito, ¢ vai de 75 a 260 nm (Daniell et al.,
2001), podendo chegar a mais de 600 nm (Sekiya et al., 2001). Em 2005, Crepin e
colaboradores demonstraram que o alongamento ocorre pela adicao de subunidades de EspA
a extremidade do filamento em crescimento. Sua estrutura consiste em um tubo helicoidal
de 12 nm de didmetro e um canal central oco de 2,5 nm de diametro, através do qual as
proteinas efetoras podem ser transportadas (Daniell ef al., 2003). Esse valor é semelhante ao
do didmetro minimo do poro de translocagdo, o que € consistente com a fun¢do do filamento
de EspA de ligacao da agulha ao poro.

Uma regido curta, de aproximadamente 50 nm do filamento de EspA, adjacente a
superficie bacteriana, ndo ¢ marcada com anticorpos anti-EspA. Com base nessa
observacdo, Wilson e colaboradores (2001) elaboraram a hipdtese de que essa regido seria
equivalente as agulhas observadas em Shigella e em Salmonella. A proteina EscF de EPEC
assemelha-se as proteinas Prgl de S. typhimurium (24% de identidade) e MxiH de Shigella
flexneri (25% de identidade), subunidades da agulha do TTSA. Por esta razio, foi sugerido
que a proteina EscF consiste no componente principal dessa subestrutura em EPEC e
EHEC. Neste mesmo trabalho, os autores demonstraram que a proteina EscF era requerida
para a secre¢do dos efetores do TTSS e para a montagem do filamento de EspA. Além
disso, verificou-se que EscF se liga a EspA, fornecendo evidéncias de que os filamentos de
EspA sao, de fato, uma extensdo do NC. Sekiya e colaboradores observaram, no mesmo
ano, que a infeccdo de células HeLa com mutantes de escF ndo provoca a formagdo de
lesoes A/E, e que EspA ndo ¢ detectada no NC desses mutantes, o que esta de acordo com
os resultados apresentados por Wilson.

Ao contrario de outras toxinas bacterianas, que exercem suas fungdes introduzindo
modifica¢des covalentes irreversiveis em suas proteinas-alvo, os efetores do TTSS parecem
agir mimetizando as fungdes das proteinas da célula-alvo (revisado por Gélan e Wolf-Watz,
2006). As proteinas EspA, EspB, EspD, EspF e Tir secretadas por EPEC s3o necessarias
para a inducdo de vias de transdu¢do de sinal nas células hospedeiras, e muitas das proteinas
efetoras do TTSS de patdogenos animais também suprimem respostas de defesa induzidas
pela imunidade inata. Observacdes semelhantes foram feitas nas células hospedeiras de
patdgenos de plantas, sugerindo que os efetores funcionam como “agentes duplos”, por
apresentarem tanto atividades de supressdo quanto de ativacdo (revisado por Alfano e

Collmer, 2004).
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6. A regulacdo da expressao dos genes do TTSS

Os mecanismos de regulacdo do TTSS ocorrem, principalmente, em nivel
transcricional, sendo especificos para cada TTSS. O primeiro gene de LEE1, /er, codifica a
proteina Ler (LEE encoded regulator) responsdvel por ativar a expressdo dos demais
operons LEE. Nas EPEC tipicas, a expressao de ler ¢é, por sua vez, induzida pelo regulador
Per (plasmid encoded regulator), codificado pelo operon perABC localizado no plasmideo
EAF (revisado por Schmidt e Hensel, 2004). O trabalho publicado em 2004 por Deng e
colaboradores revelou a existéncia de dois reguladores adicionais dos genes LEE, além de
Ler, designados Orf10 (ou GrlR, de global regulator of LEE-repressor) e Orfll (ou GrlA,
de global regulator of LEE-activator). Os genes LEE também sdo regulados pela
magquinaria de quorum sensing (Sperandio et al., 1999).

Acredita-se que o principal sinal para a indug¢ao da expressdo dos genes do TTSS seja
gerado pelo contato entre a bactéria e o enterdcito, o que ¢ condizente com sua expressao in
vitro sob condi¢cdes semelhantes as encontradas no trato gastrointestinal (Kenny et al.,
1997). Essa percepgdo pode estar ligada a alteragcdes conformacionais sofridas pela agulha
em contato com a célula hospedeira, semelhantes as modificacdes que ocorrem no bastdo
flagelar durante as mudangas na orientacdo do movimento da bactéria (revisado por Yip e

Strynadka, 2006).

7. Os genes TTSS como indicadores de viruléncia

Uma vez que os sistemas de secrecdo do tipo trés de bactérias Gram-negativas estdo
relacionados a patogenicidade bacteriana, a presenga de genes TTSS pode ser utilizada
como um indicador de viruléncia de microrganismos (Stuber et al., 2002).

Com base nessa observagao, e no fato de TTSSs de diferentes bactérias serem bastante
conservados (Pallen ef al., 2005), nosso grupo de pesquisa iniciou trabalhos visando a
detecgdo e caracterizagdo destes genes em isolados de DAEC, recuperados de criangas com
diarréia internadas no Hospital Universitario de Brasilia (Piva, 1998), a fim de melhor
caracterizar o potencial patogénico desse patotipo. Os primeiros resultados obtidos
revelaram a presenca de sequéncias homologas a genes dos operons LEE1, LEE2 e LEE3 de
EPEC (Kyaw, 2004; Lorenzoni, 2009). Assim, dando continuidade a esta linha de pesquisa,

o presente trabalho descreve a caracterizagdo estrutural e funcional de outros genes TTSS
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destes mesmos isolados de DAEC, a fim de melhor caracterizar a provavel ilha de

patogenicidade presente nestas bactérias.
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OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivos a caracterizagdo estrutural e funcional de uma

provavel ilha de patogenicidade de DAEC.

Objetivos especificos

1. Detectar e caracterizar genes TTSS de DAEC correspondentes aqueles encontrados
no operon LEE4 de organismos portadores da ilha LEE.

2. Detectar e caracterizar os genes de DAEC situados na regido correspondente ao
operon LEES, a qual em EPEC, EHEC e C. rodentium constitui o segmento de DNA
que contém importantes genes associados a viruléncia. Tal etapa possibilitard a
caracterizagdo dos provaveis genes associados a viruléncia de DAEC.

3. Realizar a andlise funcional e estrutural do TTSA de DAEC, por meio de

experimentos de RT-PCR, microscopia eletronica e microscopia de for¢a atdmica.
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MATERIAISE METODOS

1. Linhagens bacterianas

1.1. Linhagens de Escherichia coli de adesao difusa

As linhagens de DAEC utilizadas neste estudo foram recuperadas de criangas menores
de dois anos de idade com sintomas de diarréia, atendidas no Hospital Universitario de
Brasilia entre os anos de 1990 e 1991. Esses isolados haviam sido previamente classificados
como DAEC pelo grupo da Prof’. Dra. Loreny G. Giugliano, do Laboratério de
Microbiologia da Universidade de Brasilia (Piva, 1998). A presenca de adesinas da familia
Afa/Dr foi investigada por meio de ensaios de PCR e Southern blot, e a existéncia de genes
tipicamente associados aos demais patotipos de E. coli diarreiogénicas foi averiguada por
meio de experimentos de hibridizacdo de colonias e PCR. Para a caracterizacdo fenotipica
foram realizados testes de adesdo a células HeLa. O padrao difuso de adesdo, a presenga de
adesinas da familia Afa/Dr e a auséncia de genes classicamente associados aos demais
patotipos de E. coli diarreiogénicas permitiram caracterizar essas bactérias como DAEC. A

lista com todos os isolados utilizados neste trabalho ¢ apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas dos isolados de DAEC utilizados neste

estudo.

Isolado Sorotipo Adesdo Afa/Dr eae* tir* EAF** pfp**
C39 OlLH D + - - - -
C40 02:H4 D + - - - -
C74 OlLH D + - - - -

Legenda:

D: adesdo difusa; L: adesdo localizada; NT: ndo testado
*Genes encontrados em EPEC e em EHEC
**Genes tipicos de EPEC

1.2. Linhagens controle

* Escherichia coli K-12
Essa linhagem foi utilizada como controle negativo, pois ndo € patogénica e, portanto,
ndo possui a PAI LEE.
* Escherichia coli enteropatogénica O127:H6 E2348/69

Essa linhagem, isolada de criangas do Reino Unido em um surto em 1969, ¢ o
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prototipo das EPEC que induzem a formagdo de lesdes A/E. E2348/69 foi o principal
controle positivo utilizado neste trabalho, e a sequéncia de sua PAI LEE foi empregada
como molde para a constru¢do dos iniciadores necessarios aos experimentos de PCR.
* Escherichia coli enterohemorragica O157:H7 EDL933
Essa EHEC prototipica, utilizada como controle positivo em alguns experimentos de
PCR, foi isolada em 1983 apo6s dois surtos que ocorreram nos Estados Unidos, em

decorréncia da ingestao de carne moida contaminada servida por uma cadeia de restaurantes

fast-food.

1.3. Linhagens transformantes

* Escherichia coli DH5a.™ (Invitrogen)
F $80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (ry-, myt) phoA
supE44 X" thi'l gyrA96 relAl.

*  Escherichia coli XL10-Gold™ (Stratagene)
Tet'A(merA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl
lac Hte [F" proAB lacl"ZAM15 Tnl0 (Tet’) Amy Cam'].

2. Plasmideos

. pGEM®-T Easy (Promega)

O vetor pGEM®-T Easy apresenta 3.015 pares de bases ¢ é construido pela clivagem
de pGEM®-5Zf(+) com EcoR V e posterior adi¢io de uma timidina & cada uma das
extremidades 3’. Essas timidinas sdo complementares aos residuos de deoxiadenosina dos
produtos de PCR, adicionados as extremidades 3’ por algumas 7aqg DNA polimerases, e
também previnem que ocorra a religagdo do vetor. O vetor pPGEM®-T Easy contém a origem
de replicacdo do fago fl e um gene de resisténcia ao antibidtico ampicilina, além dos
promotores T7 e SP6 flanqueando a regido de clonagem, que esta localizada no interior da
sequéncia que codifica a enzima beta-galactosidase. A inativagdo do gene da beta-
galactosidade (lacZ) pela clonagem de um fragmento permite a identificagdo dos clones
recombinantes pela coloracdo branca de suas colonias. A regido de clonagem contém ainda

sitios de restri¢do para diversas enzimas.
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3. Meios de cultura

Meio Luria-Bertani (LB)

* Peptona de caseina 1% (p/v)
* Extrato de levedura 0,5% (p/v)
* NaCl 1% (p/v)

¢ Agua destilada
* pH final 7,2.

* Esterilizado em autoclave a 121°C/1 atm por 15 minutos.

Meio Luria-Bertani tamponado
* Meio LB tamponado com Tris-HC1 0,1 M, pH 7,5.

* Esterilizado em autoclave a 121°C/1 atm por 15 minutos.

Meio LB agar (LA)
* Meio LB adicionado de agar bacteriologico a 1,5% (p/v).
* pH final 7,2.

* Esterilizado em autoclave, a 121°C/1 atm por 15 minutos.

Meio DMEM (2X) - estoque
Para 1 litro de meio:
* 2 envelopes de DMEM (Gibco BRL)
* NaHCO; 740 g
e Aguadestiladaqsp 1 L
* pH final 7,2.

* Esterilizado por filtragao.

Meio DMEM (1X)

Para 200 mL de meio:
e DMEM 2X 100 mL
* Soro fetal bovino 10 mL (5% v/v)
*  Solugdo estoque de antibidticos 500 uL

 Agua destilada qsp 200 mL
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"Solugdo estoque dos antibioticos:

¢
¢
¢

Adicionar 5.000.000 U de Penicilina G
Adicionar 500.000 U de Streptomicina
Dissolver em agua destilada gqsp 10 mL e esterilizar por filtragdo. Estocar a -

20°C, ao abrigo da luz.

DMEM tamponado

4. Solucgodes

Meio DMEM 1X tamponado com Tris-HCI 0,1 M final, pH 7,5.

4.1. Solucdes de uso geral

Tampao TE

Tris-HCl 10 mM
EDTA 1 mM
Agua destilada

pH final 7,5.

Glicerol 70%

Glicerol 70% (v/v)
Agua destilada

Esterilizada em autoclave, a 121°C/1 atm por 20 minutos.

4.2. Solugdes para a extracao de DNA total

Fenol Saturado (BioAgency)

Fenol 10v
8-hidroxiquinolina 0,1% (p/v)
Saturado com tampao TE.

pH final 7,6 + 0,3.

Estocar a 4 °C ao abrigo da luz.
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Clorofil
* Cloroférmio 24 v
¢ Alcool Isoamilico lv
* Equilibrado com 0,25 v de tampao TE.

* Estocado ao abrigo da luz.

Lisozima

* Solugdo estoque: 100 mg/mL em 4gua Milli-Q.

Tampao TE
* Tris-HCl pH 7,5 25 mM
e EDTApHS,0 10 mM
* Glicose 50 mM

¢ Agua destilada

4.3. Solucdes para a extracgio e precipitacio de RNA

Acetato de sddio livre de RNase (estoque 3 M pH 5,2)
* Estoque: 3 M.
* Concentragao de uso: 0,3 M.

* pH final 5,2 (ajustar com acido acético glacial).

Agua Milli-Q livre de RNase
Alcool isopropilico livre de RNase
Cloroféormio

Etanol 75% livre de RNase
Etanol 100% livre de RNase
TRIzol® Reagent (Invitrogen)

4.4. Solucgdes para eletroforese em gel de agarose
Tampao de Corrida Tris-borato (TEB 10X)

* Trizma base 0,89 M
e Acido borico 0,89 M
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EDTA
Agua destilada
pH final 8,0.

0,02 M

Tampao de Corrida Tris-acetato livre de RNase (TAE 50X)

Para 1 litro de solugao:

Trizma base livre de RNase

Acido acético glacial livre de RNase
EDTA livre de RNase

Agua Milli-Q livre de RNase qsp 1 L
pH final 8,0.

Tampao de Amostra (10X)

Glicerol
Azul de bromofenol
Xileno cianol

Agua destilada

Tampao de Amostra livre de RNAse (10X)

Glicerol livre de RNase
Azul de bromofenol livre de RNase

Xileno cianol livre de RNase

Agua Milli-Q livre de RNase

Solucio de Brometo de Etidio

Solucido de Brometo de Etidio livre de RNase

Solugdo estoque: 10 mg/mL em 4gua destilada.

Concentracdo final de uso: 0,5 pg/mL.

2M
57,1 mL
0,05 M

50% (v/v)
0,1% (p/v)
0,1% (p/v)

50% (v/v)
0,1% (p/v)
0,1% (p/v)

Armazenada ao abrigo da luz, a temperatura ambiente.

Solugdo estoque: 10 mg/mL em agua Milli-Q livre de RNase.

Concentracdo final de uso: 0,5 pg/mL.

Armazenada ao abrigo da luz, a temperatura ambiente.
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4.5. Soluciao de dietilpirocarbonato

* DEPC (Sigma Aldrich) 0,1% (v/v)

4.6. Antibioticos e solugoes utilizadas na selecio de clones transformantes

Ampicilina
* Solugdo estoque: 100 mg/mL em agua destilada.
* Concentragado final de uso: 100 ug/mL.

* Esterilizada por filtragdo e armazenada ao abrigo da luz, a -20°C.

Cloreto de Calcio
* (Cloreto de calcio 100 mM
¢ Agua destilada

* Solugio esterilizada por filtragao e armazenada a 4°C.

IPTG
* Solugdo estoque: 200 mg/mL de IPTG em agua destilada.

* Solugao esterilizada por filtragdo e armazenada a -20°C.

X-Gal

* Solugdo estoque: 20 mg/mL de X-Gal em N,N-Dimetilformamida.

* Armazenada a -20°C, ao abrigo da luz.

4.7. Solugdes para os testes de adesao e de infeccao de células HeLLa

PBS

Para 1 litro de solugao:

¢ NaCl 8,00 g
¢ KCI 0,20 g
¢ Na,HPO, 1,50 g
« KH,PO, 0,20 g

e Aguadestiladaqsp 1 L
* pH final 7,2.
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Esterilizar por filtragao.

PBS glicosado

Para 1 litro de solugao:

NaCl

KCl

Na,HPO, - 7 H,O
KH,PO4

glicose

Agua destilada gsp 1 L
pH final 7.4.

Esterilizar por filtragao.

Armazenar a 4°C.

Solucio estoque de EDTA dissodico

Para 50 mL de solucao:

EDTA

Agua destilada gsp 50 mL
pH final 7,0

Esterilizar por filtragao.

Armazenar a 4°C.

Solucio estoque de tripsina

Para 100 mL de solugao:

Tripsina
Agua destilada gsp 100 mL
Ajustar o pH para 7,8.

8,00 g
0,20 g
2,16 ¢
0,20 g
1,00 g

6,30 g

5,00 g

Deixar uma noite a 4°C e reajustar o pH para 7,6.

Esterilizar por filtragao.

Estocar a -20°C.

Soluc¢io para repique de células HeLa

Para 20 mL de PBS glicosado, adicionar:

800 pL da solugdo estoque de tripsina

29



* 160 pL da solucdo estoque de EDTA dissodico

Triton X-100
*  Triton X-100 0,3% (v/v)
*  Diluir em agua Milli-Q

4.8. Solucdes para a Microscopia Eletronica de Varredura

Solu¢io estoque de paraformaldeido 10%
Para 100 mL de solugao:

* Adicionar 10 g de paraformaldeido a 90 mL de 4gua destilada.
* Aquecer a 60°C e dissolver com o auxilio de uma bailarina.
* Ainda quente, adicionar NaOH 0,1 M até clarear parcialmente a solugao.
* Esperar esfriar.
* Filtrar.
* pH final 7,2.
* Adicionar 4dgua destilada qsp 100 mL.
* Estocar a -20°C.

Solucio estoque de glutaraldeido
A solug@o é comercializada a 25%. O estoque ¢ mantido a -20°C, na concentracao

originalmente adquirida.

Solucio estoque de tampiao cacodilato de sodio
Para 100 mL de solugao:
* (Cacodilato de sodio (0,2 M final) 428 g
 Agua destilada qsp 100 mL
* pHfinal 7,2 - 7,4.

Solucio de fixador primario

*  Glutaraldeido 2%
* Paraformaldeido 2%
* Sacarose 3%
e Tampao cacodilato de sédio pH 7,2 - 7,4 0,1M
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CaClz 5mM

Pos-fixador (tetroxido de osmio e ferrocianeto de potassio)

Mistura de tetroxido de 6smio e ferrocianeto de potassio 1:1 (v/v), que deve ser

preparada no momento do uso contando-se as gotas de cada solugdo gotejadas sobre o

material.

A. Ferrocianeto de potassio 1,6%

Ferrocianeto de potassio 1,60 g
CaClz 10 mM
Tampao cacodilato de sédio pH 7,3 02M

Agua destilada gsp 100 mL
Estocar a 4°C.

B. Tetroxido de 0smio 2%

5. Enzimas

Preparar a solug¢do 2% em agua destilada previamente fervida.

Guardar na capela, ao abrigo da luz.

Deoxyribonuclease I — 1 U/uL (Invitrogen)

Elongase” (Invitrogen)

ImProm-II™ Reverse Transcriptase — 1 U/uL (Promega)
Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor — 40 U/pL (Promega)
Tag DNA polimerase — SU/pL (Invitrogen)

Tag DNA polimerase — SU/uL (Phoneutria)

Tag DNA polimerase — SU/uL (Cenbiot)

6. Marcadores de massa molecular (MM)

1 kb DNA Ladder (Promega — N° de catdlogo: G5711) - fragmentos de 250/253, 500,
750, 1.000, 1.500, 2.000, 2.500, 3.000, 4.000, 5.000, 6.000, 8.000 ¢ 10.000 pares de bases.
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High DNA Mass Ladder (Invitrogen — N° de catadlogo: 10496-016) - fragmentos de
1.000, 2.000, 3.000, 4.000, 6.000 e 10.000 pares de bases.

TTSS Ladder 1 (Laboratério de Microbiologia - Universidade de Brasilia) -
fragmentos de 556, 758, 856, 1.088, 1.278, 1.510 e 2.130 pares de bases, correspondentes a
genes do sistema de secrecao tipo III (TTSS) da linhagem E2346/69 de Escherichia coli.

TTSS Ladder 2 (Laboratério de Microbiologia - Universidade de Brasilia) -
fragmentos de 556, 826, 994, 1.088, 1.278, 1.510, 1.926, 2.130 pares de bases,
correspondentes a genes do sistema de secrecdo tipo III (TTSS) da linhagem E2346/69 de

Escherichia coli.

TTSS Ladder 3 (Laboratério de Microbiologia - Universidade de Brasilia) -
fragmentos de 556, 856, 1.088, 1.278, 1.510 e 2.130 pares de bases, correspondentes a genes
do sistema de secrecao tipo III (TTSS) da linhagem E2346/69 de Escherichia coli.

7. Kits utilizados

* “Deoxyribonuclease I, Amplification Grade”, Invitrogen
*  “DNeasy Blood & Tissue Kit”, Qiagen

* “DYEnamic™ ET Dye Terminator Kit”, GE Healthcare
 Elongase” Enzyme Mix (Invitrogen)

*  “FlexiPrep™ Kit”, Amersham Pharmacia Biotech

e “HiYield™ Plasmid Mini Kit YPD 100”, Real Genomics
*  “ImProm-II™ Reverse Transcription System”, Promega
e “pGEM"-T Easy Vector System I”, Promega

¢ “TRIzol® Reagent”, Invitrogen

e “Wizard® Genomic DNA Purification Kit”, Promega

e “Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System”, Promega

8. Manutencio da linhagens bacterianas

As linhagens bacterianas utilizadas neste trabalho foram armazenadas a -20°C em

meio LB contendo 35% de glicerol.
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9. Extracdo de DNA para a realizacio de experimentos de PCR

9.1. Cultivo das linhagens bacterianas

Aliquotas de 100 pL dos estoques de células foram inoculadas em 5 mL de meio LB e
incubadas em estufa a 37°C, por cerca de 16 horas. A partir das culturas crescidas foi entdo

extraido o DNA total a ser utilizado como molde nos ensaios de PCR, para a amplificagdo

de provaveis genes TTSS de DAEC.

9.2. Extraciao de DNA total

A extragdo de DNA foi realizada com os kits “Wizard® Genomic DNA Purification
Kit” (Promega) ou “DNeasy Blood & Tissue Kit” (Qiagen), segundo as instru¢des dos
fabricantes, ou ainda utilizando o protocolo de extragdo com fenol (baseado em Sambrook

et al., 2000) descrito a seguir.

1. Transferir cerca de 1,5 mL da cultura crescida por cerca de 16 horas para um
tubo tipo eppendorf e centrifugar a 3.500 g por 3 minutos. Descartar o
sobrenadante.

Repetir o procedimento descrito no item 1.

Ressuspender o sedimento em 200 pL de tampao TE.

Adicionar 10 pL de lisozima e incubar no gelo por 10 minutos.

Adicionar 200 puL de fenol hidratado.

Homogeneizar em vortex duas vezes por 4 segundos.

Centrifugar a 3.500 g por 6 minutos.

Coletar a fase aquosa e transferir para um tubo novo.

Adicionar 200 pL de clorofil.

A S A A

p—
=]

. Homogeneizar suavemente por meio de repetidas inversdes do tubo.

[a—
[a—

. Centrifugar a 6.220 g por 6 minutos.

p—
[\

. Transferir a fase aquosa para um tubo novo.

p—
(98]

. Adicionar NaCl para uma concentragdo final de 0,3 M.

p—
AN

. Homogeneizar suavemente por meio de repetidas inversdes do tubo.

p—
(9]

. Adicionar 2,5 volumes de etanol 100% gelado.

p—
[©))

. Homogeneizar suavemente por repetidas inversdes do tubo.
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17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.

Incubar durante a noite a -20°C.

Centrifugar a 16.430 g por 20 minutos.

Descartar o sobrenadante.

Lavar o sedimento com 500 pL de etanol 70% gelado.
Centrifugar a 16.430 g por 20 min.

Descartar o sobrenadante.

Deixar o sedimento secar.

Ressuspender em 50 pL de Tris-HCI 10 mM pH 7,5.

Armazenar a -20° C.

9.3. Extraciao de DNA plasmidial

O DNA plasmidial dos clones transformados foi extraido com os kits “FlexiPrep™

Kit” (Amersham Pharmacia Biotech) e “HiYield™ Plasmid Mini Kit YPD 100" (Real

Genomics). O protocolo de extragdo com o kit “FlexiPrep™ Kit” foi modificado a partir das

instrucdes do fabricante ¢, resumidamente, consiste em:

1.

o N ok

10.
11.
12.

Transferir 1,5 mL da cultura crescida por cerca de 16 horas para um tubo do
tipo eppendorf e centrifugar por 1 minuto a 4.760 g.

Remover o maior volume possivel de sobrenadante por aspiracao.
Ressuspender o sedimento em 200 ul de solugdo I e homogeneizar
vigorosamente.

Adicionar 200 uL de solugdo II e misturar por inversao do tubo.

Adicionar 200 uL de solugdo III e misturar por inversao do tubo.

Centrifugar por 10 minutos a 9.720 g.

Transferir o sobrenadante cuidadosamente para um tubo novo.

Adicionar 1 mL de etanol 100% gelado e misturar por inversdo do tubo.
Armazenar a -20°C por cerca de 16 horas.

Centrifugar por 25 minutos a 14.000 g e descartar o sobrenadante.

Adicionar 1 mL de etanol 70% gelado.

Centrifugar por 25 minutos a 14.000 g.

Descartar o etanol 70%, esperar o sedimento secar e ressuspender em 30 uL de

Tris-HC1 2 mM pH 7,5.
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10. Extracao de RNA

10.1. Cultivo das linhagens bacterianas e indu¢io da expressao dos genes TTSS

Aliquotas de 100 pL dos estoques de células da EPEC E2348/69 e dos isolados C39 e
C74 de DAEC foram inoculadas em meio LB e incubadas a 37°C por cerca de 16 horas, sob
agitacdo. A seguir, 100 pL de cada cultura foram transferidos para tubos de rosca contendo
10 mL de LB tamponado com Tris-HCI1 0,1 M pH 7,5 e crescidos a 37°C sob agitagao, a fim
de induzir a expressao dos genes TTSS (Kenny et al., 1997). Uma amostra de cada isolado
foi retirada do agitador nos seguintes tempos: 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 3,5 horas e 5

horas.

10.2. Extracao

Imediatamente apds a retirada das culturas crescidas em LB tamponado do agitador,
entre 5 ¢ 8 mL de células foram centrifugados em tubos de 2 mL do tipo eppendorf, a 1.550
g por cinco minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram descartados e as células coletadas
armazenadas a -20°C, até que todas as culturas de todos os tempos de indugdo fossem
centrifugadas.

Em seguida, procedeu-se a extracio de RNA utilizando o kit “TRIzol® Reagent”
(Invitrogen), de acordo com as instrug¢des do fabricante. Os RNas dos tempos de 30 minutos
e 1 hora foram ressuspensos em 30 pL de 4gua Milli-Q; os de 2 horas em 40 uL e os de 3,5

e 5 horas em 50 pL.

10.3. Tratamento dos RNAs extraidos com DNase I

A fim de eliminar o DNA contaminante, o volume total dos RNAs extraidos foi
tratado com DNase [ livre de RNase, empregando o kit “Deoxyribonuclease I,
Amplification Grade” (Invitrogen), de acordo com as instru¢des do fabricante. A eficacia do
tratamento foi comprovada por meio de um experimento de PCR utilizando os iniciadores
N1 e N2, direcionados ao gene da ATPase do TTSS.

O EDTA utilizado para inativar a DNase foi eliminado pela precipitagio do RNA. A

cada amostra foram adicionados acetato de so6dio para uma concentracdo final de 0,3 M e
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trés volumes de etanol 100%, ao que se seguiu incubagdo por cerca de 16 horas a -20°C. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 4°C por 20 minutos a 12.000 g, lavadas com 500
pL de etanol 75%, e novamente centrifugadas sob as mesmas condigdes. A lavagem com

etanol 75% foi repetida e as amostras foram centrifugadas a 4°C por 10 minutos a 12.000 g.

11. Ensaios de PCR para a amplificacdo de provaveis genes TTSS de DAEC

Neste trabalho os ensaios de PCR foram realizados sob diversas condigoes, a fim de
obter uma melhor eficiéncia com cada um dos pares de iniciadores empregados. Nesta se¢ao
serdo descritas as condi¢des gerais empregadas.

A primeira etapa consistiu na defini¢do e sintese dos iniciadores, que sdo apresentados
na Tabela 2. Os iniciadores foram desenhados com o auxilio do programa Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/), utilizando os genes TTSS da linhagem E2348/69 de
EPEC como moldes (Figura 9).

Tabela 2. Iniciadores utilizados nos experimentos de PCR.

Iniciador Sequéncia Tm Gene-alvo Produto
esperado
AD3 5° CAT GCT AAG AAA GAT TAT GAA GAG GT 3’ 590C espA 634 pb
espA REV 5> ACA TTA AGC ATA GTT ATC TCC GG 3’
espD FOR 5’ CCT TAT CTT TCT CAG GTG AAT AACG 3’ 60°C espD 866 pb
ADA4 5’ GAT AGT ATT CAT AAT AAACGCCTCTTTA 3
espB FOR 5> TGC GCG AGT GAA TAT CCG ¥ o
espB REV 5 CCT TCT GTA TTG TGT ACCC 3’ 46°C espB 1103 pb
escF FOR 5’ AAA CAG AAG ACG GAATTTGG 3’ 58°C escF 358 pb
escF REV 5> AGCTACAGCCGCCCAC 3
escD FOR 5" GCG GGA GAT GTT GAT ACC AT 3’ 50°C eseD 997 pb
escD REV 5> ATT TTG GAT TGA TGG GCA AC 3’
sepQ FOR 5> ATT ACG TCC GAA GGT CATGC 3’ 54-60°C sepQ 0
escD REV 5> ATT TTG GAT TGA TGG GCA AC 3’ escD '
N1 5’ CGC CTTTTA CAA GAT AGA AC 3’ 51°C eseN 856 pb
N2 5> CAT CAA GAATAG AGCGGAC 3’
GAPF 5> GTT CAC GCT ACT ACC GCT AC 3’

GAP R 5° GCT TTG ATC TGC TCG TAA GT 3’ >2°C GAPDH 253 pb
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Figura 9.

Esquema do LEE de EPEC E2348/69, utilizado como molde na

sintese dos

iniciadores. As setas indicam cada gene e seu tamanho em pares de bases. Os iniciadores
estdo representados em roxo, na posi¢ao aproximada onde ocorre o anelamento com o gene-

alvo.

Os experimentos foram realizados nos termocicladores PTC-100 (MJ Research) e, no

caso das PCRs com gradiente de temperatura, PCR Express (Thermo Hybaid). Apos a

combinagcdo de todos os componentes listados nas Tabelas 3 e 4, 4dgua Milli-Q foi

adicionada a fim de ajustar o volume para 30 (7ag DNA polimerase; Tabela 3) ou 50 uL

Elongase”; Tabela 4). Os ensaios empregando a enzima Elongase® foram realizados de
g preg

acordo com as instru¢des do fabricante.

Tabela 3. Componentes utilizados nos ensaios de
PCR com a Taqg DNA polimerase.

Componente Concentragao final
DNA 50 ng/ reagdo
Tampao de reacao 1X
MgCl, 1,5-2,5mM
Iniciador A 0,3 uM
Iniciador B 0,3 uM
dNTPs 0,2 mM

Taq DNA polimerase 1,5 ou2,0 U/ reagdo

As seguintes condi¢des foram empregadas nos ensaios de PCR com a 7ag DNA

polimerase:

I.

Desnaturagdo a 95°C / 2 minutos

2. Desnaturagdo a 95°C / 1 minuto
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Anelamento a 46 - 60°C / 1 minuto
Extensdo a 72°C / 2 minutos
Repeticao das etapas 2 a 4 por 34 vezes

Extensdo a 72°C / 5 minutos

N o v R W

Manutengao a 4°C

Tabela 4. Componentes utilizados nos ensaios
de PCR com a enzima Elongase”. A quantidade
dos tampdes A e B varia de acordo com o
concentragdo desejada de Mg*".

Componente Concentracao final
DNA 150 ng / reacao
Tampao A (5X) 5/3/0mM
Tampao B (5X) 5/7/10 mM
Mg** 1,5/1,7/2,0 mM
Iniciador A 0,2 uM
Iniciador B 0,2 uM
dNTP mix 0,2 mM
Elongase® 1,50u2ul

Nos experimentos de PCR com a enzima Elongase®, as seguintes condigdes foram
empregadas:
1. Desnaturacao a 94°C / 30 ou 45 segundos
. Desnaturacao a 94°C / 30 ou 45 segundos
. Anelamento a 54°C - 60°C / 30 ou 45 segundos

2

3

4. Extensdo a 68°C /9 ou 11 minutos

5. Repeticdo das etapas 2 a 4 por 35 vezes
6

. Manutengao a 4°C
12. PCR dos DNAs plasmidiais extraidos com os iniciadores Universal e Reverso
Com a finalidade de verificar a integridade dos insertos clonados no vetor pGEM®“-T
Easy, foram realizados experimentos de PCR com os iniciadores Universal e Reverso. Os

componentes empregados nessas PCRs e suas concentragdes finais sdo apresentados na

Tabela 5.
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Tabela 5. Componentes utilizados nos ensaios de
PCR com os DNAs plasmidiais.

Componente Concentragao final
DNA 1 uL / reacao
Tampao de reacdo 1X
MgCl, 1,5 mM
Iniciador Universal 0,2 uM
Iniciador Reverso 0,2 uM
dNTPs 0,2 mM
Taq DNA polimerase 2,0 U/ reagdo

As seguintes condi¢des de PCR foram empregadas:
1. Desnaturac¢do a 94°C / 3 minutos
. Desnaturacao a 94°C / 2 minutos
. Anelamento a 50°C / 1 minuto

. Extensdo a 72°C / 2 minutos

2
3
4
5. Repeticdo das etapas 2 a 4 por 38 vezes
6. Extensdo a 72°C /5 minutos

7

. Manutengao a 4°C
13. Transcricao reversa dos RNAs extraidos e PCRs empregando o cDNA gerado
13.1. Sintese da fita de cDNA
A transcri¢do reversa (RT-PCR) empregando os RNAs extraidos conforme descrito no
item 10 foi realizada com o kit “ImProm-II™ Reverse Transcription System” (Promega),

segundo as instrugdes do fabricante (Tabela 6). O volume final de cada reagdo foi 20 uL.

Tabela 6. Componentes utilizados nos ensaios de RT-PCR.

Componente Concentracao final
RNA experimental 1 pg/reagdo

Random Primer 0,5 png / reacao
Agua livre de nucelase gsp 20 uL -
ImProm-II"™ 5X Reaction Buffer 1X

MgCl, 6 mM
dNTP mix 0,5 mM
Recombinant Rnasin® Ribonuclease Inhibitor 20 U/ reagao
ImProm-II™ Reverse Transcriptase 1 uL / reacdo
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13.2. Ensaios de PCR para amplificacdo do cDNA produzido por RT-PCR

Cerca de 4,5 uL de cada cDNA produzido foram utilizados nos ensaios de PCR com
os pares de iniciadores AD3 / espA REV, espD FOR / AD4, espB FOR / espB REV e escF
FOR / escF REV, a fim de verificar se os provaveis genes TTSS espA, espD, espB ¢ escF de
DAEC sdo transcritos. As mesmas condi¢des descritas no item 11 para as reagdes de

amplificacdo com a enzima Taq DNA Polimerase foram empregadas nesses experimentos.

14. Analise dos produtos de PCR e das amostras extraidas de DNA total, RNA e DNA

plasmidial por eletroforese em gel de agarose

Os produtos das reacdes de PCR (empregando DNA ou cDNA como molde) e as
amostras extraidas de DNA total, RNA total e DNA plasmidial foram analisadas por meio de
eletroforese em gel de agarose. Os géis foram preparados com 0,8 - 1,0% (p/v) de agarose
em tampao TEB 1X ou TAE 1X, e posteriormente corados com brometo de etidio a uma
concentragdo final de 0,5 pg/mL. Ao fim da corrida, os géis foram analisados e fotografados
sob luz ultra-violeta (UV-B A = %295 nm).

Para os géis de RNA, a vidraria, as espatulas e as tiras de papel aluminio, utilizadas na
pesagem da agarose e na dissolugdo do p6 no tampao TAE 1X, foram deixadas em estufa a
180°C por cerca de 24 horas antes de seu uso, a fim de garantir a inativagdo das RNases. A
cuba de eletroforese e seus acessorios foram previamente tratados com uma solucdo de

DEPC 0,1%, também com o objetivo de inativar RNases.

15. Clonagem dos produtos amplificados por PCR no vetor pGEM®-T Easy

Os fragmentos amplificados nos ensaios de PCR foram purificados com o kit
“Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System” (Promega), quantificados com o auxilio do
equipamento GeneQuant pro RNA/DNA Calculator (Amersham Pharmacia) e
posteriormente clonados no vetor pGEM®-T Easy, de acordo com as instru¢des do
fabricante. Cerca de 5 pL dos sistemas de ligacdo foram utilizados para transformar células

das linhagens DH5a™ (Invitrogen) ou XL-10 Gold™ (Stratagene).
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16. Transformacao de Escherichia coli por choque térmico

16.1. Transformacao de Escherichia coli DH50. ™

Um volume de 50 puL do estoque da linhagem DH5a™ de E. coli foi inoculado em 5
mL de LB e incubado a 37°C em agitador rotatorio, durante a noite (pré-indculo). Na manha
seguinte, 300 uL do pré-indculo foram transferidos para 30 mL de LB e incubados sob
agitagdo, a 37°C, até a cultura atingir de 0,2 a 0,3 de Absggo (cerca de 2x107 células/mL). A
seguir, as células foram centrifugadas a 4.000 g, por 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento ressuspenso em 15 mL de solugdo gelada de CaCl, 100 mM. As
células ressuspensas foram mantidas no gelo por 20 minutos, e posteriormente centrifugadas
a 2.000 g, por 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi novamente descartado, ¢ o sedimento
ressuspenso em 1 mL de solugdo gelada de CaCl, 100 mM.

A 100 pL dessas células tratadas foram adicionados 5 pL do sistema de liga¢do, com
posterior incubagdo a 0°C por 30 minutos. O choque térmico consistiu na transferéncia
desse sistema do gelo para uma estufa a 37°C, onde foi incubado por 5 minutos. Em
seguida, adicionou-se 1 mL de LB e a cultura foi novamente incubada a 37°C por 1 hora.

A semeadura foi realizada utilizando esferas de vidro estéreis, em placas de LA
contendo 100 ug/mL do antibidtico ampicilina, que foram entdo incubadas a 37°C durante a
noite. Colonias brancas referentes a cada inserto foram inoculadas em LB contendo

ampicilina e posteriormente submetidas a extragdo de DNA plasmidial.

16.2. Transformacio de Escherichia coli XL-10 Gold™

Este procedimento foi similar aquele empregado para a linhagem DHS5a™, exceto

pelo choque térmico, que foi realizado a 42°C.

17. Sequenciamento automatico dos produtos obtidos por PCR utilizando como molde

DNA total ou DNA plasmidial extraido dos clones transformados

Os fragmentos amplificados por PCR e os DNAs plasmidiais extraidos dos clones
transformados foram purificados com o kit “Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System”

(Promega). As amostras resultantes foram entdo quantificadas por espectrofotometria com o
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equipamento “GeneQuant pro RNA/DNA Calculator” (Amersham Pharmacia), ou pela
andlise por meio de eletroforese em gel de agarose 0,8% utilizando o marcador de massa
molecular “High DNA Mass Ladder” (Invitrogen). Cerca de 150 a 200 ng de DNA foram
utilizados na rea¢do de sequenciamento nos sentidos forward e reverse, com 0s mesmos
iniciadores empregados nas reagdes de PCR.

As sequéncias nucleotidicas foram deduzidas por sequenciamento automdtico em
capilar, utilizando o sequenciador MegaBACE 500 e o kit “DYEnamic™ ET Dye
Terminator Kit” (GE Healthcare). A qualidade das bases resultantes foi avaliada pelo
eletroferograma gerado e pelo programa Phred (Ewing ef al., 1998). Quando mais de uma
sequéncia foi obtida para um mesmo fragmento de DNA, um contig foi construido a fim de
obter uma sequéncia consenso.

As andlises de identidade foram realizadas com o auxilio dos programas BLAST e
FASTA, disponiveis nos enderecos eletronicos http://www.ncbi.nlm.nih.gov e
http://www.ebi.ac.uk/fasta33, respectivamente. Os alinhamentos das sequéncias geradas
com alguns de seus homologos foram realizados utilizando o algoritmo ClustalW,
implementado na versdo 11.0.4 do programa MacVector (MacVector, Inc).

Com algumas excegdes, apenas as bactérias contendo homologos de todos os
provaveis genes de DAEC analisados neste trabalho depositados no banco de dados
GenBank foram incluidas nas tabelas de andlise de identidade, apresentadas para cada

provavel gene de DAEC.

18. Analises filogenéticas

A sequéncia de cada provavel gene TTSS de DAEC foi submetida aos programas
BLAST e FASTA, visando buscar homdlogos de espécies bacterianas evolutivamente
relacionadas. Os niimeros de acesso dos organismos cujas sequéncias foram coletadas no
banco de dados GenBank estao listados na Tabela 7. O genoma de alguns dos organismos
apresentados na Tabela 7 foi completamente sequenciado, no entanto, para a maioria apenas
as sequéncias dos genes TTSS sdo conhecidas. O alinhamento desses homoélogos com os
provaveis genes de DAEC foi gerado pelo algoritmo ClustalW (Thompson et al., 1994),
implementado no programa BioEdit (Hall, 1999).

Arvores filogenéticas foram construidas a partir dos alinhamentos, a fim de avaliar em
qual clado genético as DAEC investigadas se agrupam. As analises filogenéticas foram

realizadas pelo método de maxima parcimdnia utilizando o programa MEGA 4.0 (Tamura et
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al., 2007), e o modelo evolutivo escolhido foi Kimura 2 parametros (Kimura, 1980). Os
gaps e as bases ndo sequenciadas - missing data - foram considerados na andlise. A arvore
filogenética inicial foi gerada pela adicdo randomica das sequéncias (10 replicatas) e, em
seguida, as arvores mais parcimoniosas foram obtidas pelo algoritmo Close Neighbor
Interchange (Nei & Kumar, 2000). A confiabilidade dos ramos foi inferida a partir de 1.000
rearranjos aleatdrios - bootstrap - da matriz gerada pelo alinhamento (Felsenstein, 1985), e
somente os ramos com valor igual ou superior a 50% foram considerados na arvore
consenso (Major rule = 50). As arvores filogenéticas foram construidas com o auxilio do

TreeExplorer, implementado no proprio MEGA 4.0.

Tabela 7. Linhagens bacterianas cujos genes TTSS foram coletados do banco de dados
GenBank para analises de identidade e construc¢do de arvores.
N° de

ACESSO Organismo Origem
AB426060 EPEC O111:H- linhagem B171-1 humana
AE005174 EHEC O157:H7 linhagem EDL933 bovina
AF022236 EPEC O127:H7 linhagem E2348/69 humana
AF200363 EPEC O15:H- linhagem RDEC-1 cunicular
AF311901 Citrobacter rodentium linhagem DBS100 murina
AJ277443 STEC 026:H linhagem 413/89-1 bovina
AJ303141 STEC O103:H2 linhagem RW 1374 bovina
AP010953 EHEC O26:H11 linhagem 11368 humana
AP010958 EHEC O103:H2 linhagem 12009 humana
BA000007 EHEC O157:H7 linhagem Sakai humana
EUS871627 EPEC O55:H7 linhagem EDS-58 -
EU871628 EHEC O145:H- linhagem 33264 humana
FM201463 DA-EPEC 026:K60 linhagem B6 humana
FM201464 DA-EPEC O128:H2 linhagem 9812 humana
FM986650 E. coli linhagem DEC8SA -
FMO986651 E. coli linhagem IHIT 1190 -
FM986652 E. coli linhagem 537/89 -
AP010960 EHEC O111:H- linhagem 11128 humana

AF020808  Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium linhagem SL1344 -

AJ224892 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium linhagem LT2 -

19. Microscopia Eletronica

19.1. Cultivo das linhagens bacterianas para Microscopia Eletronica

Aliquotas de 100 pL dos estoques de células foram inoculadas em 5 mL de meio LB

tamponado e crescidas por cerca de 16 horas a 37°C, sob agitacdo. Posteriormente, 50 uL de
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cada cultura foram transferidos para 450 pL. de DMEM tamponado e incubados por 3 horas

a 37°C sob agitacdo, com a finalidade de induzir a expressao dos genes TTSS.

19.2. Teste de adesao de células HeLLa em meio abiotico

O teste de adesdo das células HeLa foi realizado segundo o seguinte protocolo:

1. Cultivar as células HeLa até o estado de semi-confluéncia em 5 mL de DMEM
1X suplementado com 5% de soro fetal bovino, em estufa a 37°C com 5% de
COs.

2. Descolar as células HelLa das paredes da garrafa de cultivo da seguinte
maneira:

* Descartar o meio antigo vertendo a garrafa de cultivo;

e Lavar a garrafa trés vezes com cerca de 2 a 3 mL da solucdo para repique de
células HeLa, deixando uma fina camada sobre as células apos a terceira lavagem,;

* Colocar a garrafa com a rosca frouxamente fechada em estufa a 37°C com
5% de CO,, por 10 minutos ou até que as células descolem da parede.

3. Adicionar 1 mL de DMEM 1X e homogeneizar.

4. Calcular a concentragao celular por contagem em Camara de Neubauer.

5. De acordo com a concentracdo celular encontrada e a concentracdo final
desejada (0,8 x 10° células por mL), definir o volume da cultura a ser diluido
em DMEM 1X de maneira a depositar em torno de 0,6 mL em cada poco da
placa de titulagdo.

6. Colocar uma laminula de vidro de dimensdes 13 x 13 mm em cada poco da
placa de titulacdo a ser utilizado. As laminulas de vidro devem ser previamente
lavadas da seguinte maneira:

* ferver em solucdo de agua destilada contendo 1% de detergente Extran;
* enxaguar com agua destilada fervente;

* adicionar a solucdo aquosa 4% de etanol e 1% de acido acético glacial;
* lavar com agua destilada;

* lavar com acetona P.A.;

* secar em forno a 60°C;

* guardar as laminulas empilhadas e intercaladas com papel-filtro.
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7.
8.

Homogeneizar e repicar sobre as laminulas os 0,6 mL definidos no item 5.
Incubar por 48 horas em estufa a 37°C com 5% de CO,, para a formagédo de

monocamada aderida.

19.3. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A. Infeccio de células HeLa

O teste de infeccdo de células HelLa para a MET foi realizado segundo o seguinte

protocolo:

A S

10.

11.

12.

13.
14.

Retirar o DMEM da placa de titulagdo e lavar a monocamada de células HeLa
trés vezes com 400 pL de PBS por lavagem.
Adicionar 400 uL. de DMEM tamponado.

. Adicionar 100 pL da cultura de bactérias a monocamada de células HeLa.

Para sincronizar a infec¢do, centrifugar a placa de titulagdo por 3 minutos a
1.000 g, em centrifuga refrigerada.
Lavar as células infectadas trés vezes com 500 pL de PBS em cada lavagem,
para remover as bactérias ndo aderidas.
Adicionar 400 pL. de DMEM tamponado e homogeneizar.
Incubar por 20 ou 45 minutos.
Retirar o DMEM e adicionar 700 pL de PBS.
Interromper a infec¢ao por lise das células HeLa. Adicionar:
250 pL de solugdo de tripsina 4% e incubar por 5 minutos.
250 pL de Triton X-100 0,3% e homogeneizar.
Coletar todo o material do pogo da placa de titulacdo e transferir para um tubo
do tipo eppendorf.
Centrifugar a 870 g por 5 minutos a 4°C, para remover o lisado de células
HeLa.
Descartar o sobrenadante.
Adicionar 1 mL de PBS para lavar as bactérias.

Centrifugar a 870 g por 5 minutos a 4°C.
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B. Purificacio dos filamentos de EspA

O protocolo de purificacdo dos filamentos de EspA foi adaptado de Daniell e

colaboradores (2003), e consiste em:

1. Ressuspender o sedimento contendo as bactérias em 100 uL de PBS.

2. Separar os filamentos de EspA do restante do TTSA por passagem da solugdo
através de uma agulha 25 gauge, pelo menos 3 vezes.

3. Remover as bactérias por centrifugacdo a 870 g por 5 minutos e visualizar o

sobrenadante em microscépio eletronico de transmissao.

C. Processamento das amostras e analise a0 microscopio

Uma gota de cada amostra foi pingada sobre uma telinha de cobre coberta por um
filme de formvar, e deixada a temperatura ambiente por cerca de 15 minutos. Em seguida,
foi realizada a contrastacdo negativa do material com acetato de uranila 3% por 5 minutos.
As amostras assim processadas foram analisadas ao microscopio MET JEOL JEM 1011 do
Laboratorio de Microscopia Eletronica e Virologia da Universidade de Brasilia, gentilmente

cedido pela Prof*. Dra. Sonia Nair B4o. A voltagem de operagao utilizada foi 80 kV.

19.4. Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A. Infeccio de células HeLa

O teste de infec¢do de células HelLa para MEV foi realizado segundo o seguinte

protocolo:

1. Retirar o DMEM da placa de titulagdo e lavar a monocamada de células HeLa
trés vezes com 400 pL de PBS por lavagem.

2. Adicionar 400 uL. de DMEM tamponado.

3. Adicionar as bactérias a cultura subconfluente de células HeLa. Utilizar 20 ou
40 pL de bactérias por mL de células HeLa (adaptado de Knutton et al., 1987).

4. Para sincronizar a infec¢do, centrifugar a placa contendo as bactérias e as

células HeLa por 3 minutos a 1.000 g, em centrifuga refrigerada.
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5. Lavar as células infectadas cinco vezes com 500 pL de PBS em cada lavagem,
a fim de remover as bactérias ndo aderidas.

Adicionar 400 pL. de DMEM tamponado e homogeneizar.

Incubar por 15, 30 ou 45 minutos.

Descartar o meio de cultura.

A S

Lavar duas vezes com 500 pL de PBS e verificar se as bactérias ainda se
encontram bem aderidas e espalhadas, a fim de garantir uma pequena

espessura de material a ser analisado.

B. Processamento das amostras e analise a0 microscopio

As amostras foram fixadas com a soluc¢do de fixador priméario por cerca de 14 horas a
4°C e, ap6s lavagem com tampao cacodilato de sodio 0,1 M, pos-fixadas com tetroxido de
6smio e ferrocianeto de potassio em propor¢do 1:1 (v/v), por uma hora. A desidratagdo foi
realizada pela imersdo das laminulas em solugdes com concentragdes crescentes de etanol
(30, 50, 70, 90 e 100%). Em seguida, as amostras foram submetidas a secagem ao ponto
critico com o equipamento Balzers CPD 030 e a pulverizagdo com ouro por 120 segundos.
As laminulas foram entdo analisadas ao microscopio Zeiss DSM 962 do Laboratorio de
Microscopia Eletronica da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa),
gentilmente cedido por Ana Claudia Guerra de Araujo. As voltagens de operagao utilizadas

foram 10 e 11 kV.
20. Microscopia de Forca Atomica
20.1. Cultivo das linhagens bacterianas
As DAEC C39 e C74, o controle positivo EPEC E2348/69 e o controle negativo K-12
foram crescidos em meio LB por cerca de 16 horas a 37°C. Em seguida, 100 pL de cada

cultura foram transferidos para 5 mL de LB tamponado, onde as bactérias cresceram por 45

minutos ou uma hora e meia em estufa a 37°C, sob agitagao.
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20.2. Preparaciao das amostras

Apbés a indugdo da expressio dos genes TTSS, as culturas crescidas foram
centrifugadas a 870 g por 5 minutos para baixar as células. Descartou-se o sobrenadante
resultante e o sedimento foi lavado trés vezes com agua Milli-Q. A seguir, cerca de 10 uL
de cada cultura foram pipetados sobre laminulas de vidro pré-tratadas com poli-L-lisina, e
as amostras secaram durante uma noite a temperatura ambiente em dessecador acoplado a

bomba de vacuo TE-058 (Tecnal).

20.3. Analise ao microscopio de for¢ca atomica

A obten¢do de imagens das bactérias aderidas as laminulas de vidro foi realizada com
o microscopio SPM-9600 (Shimadzu) do Laboratério de Espectrometria de Massa da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), gentilmente cedido pelo Dr.
Luciano Paulino da Silva. O conjunto cantilever/ponteira empregado foi o modelo PPP-
NCHR-20, da Nanosensors. O cantilever ¢ do tipo retangular, recoberto por aluminio, e
apresenta 125 um de comprimento, frequéncia de ressonancia de 320 kHz e constante de
mola de 42 N/m. Sua ponteira de silicio ¢ piramidal, com raio menor que 10 nm. As
amostras foram analisadas utilizando o modo dinamico de operacdo e o modo fase de
aquisi¢do, com taxa de varredura de 1 Hz e resolucao de 512 pixels/linha. O processamento
das imagens obtidas foi realizado com o auxilio do programa WSxM 5.0 Develop 1.3, da

Nanotec Electronica S.L.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Deteccio de provaveis genes TTSS de DAEC

1.1. Definicio dos genes a serem amplificados

Tendo em vista que a presenca de genes TTSS ¢ um forte indicio de viruléncia para
bactérias Gram-negativas (Stuber et al., 2002), nosso grupo de pesquisa, coordenado pela
Prof*. Dra. Cynthia Maria Kyaw, iniciou a busca por provaveis genes TTSS de DAEC,
identificando alguns dos mais conservados entre os diferentes TTSS (Deng et al., 2004;
Pallen et al., 2005): escR, escT, escC, escJ, escV, escN e sepQ (Kyaw et al., 2003; Kyaw,
2004; Lorenzoni, 2009), além de rOrfl, escE e cesAB. Uma vez que as sequéncias ja
identificadas encontram-se nos operons LEEl, LEE2 e LEE3 e na regido a montante de
LEE1, neste trabalho foram escolhidos genes do operon LEE4 e da regido entre LEE3 e
LEE4 para a sintese de iniciadores, a serem utilizados em experimentos de PCR (Figura 10).

Os genes do operon LEE4 escolhidos para a sintese de iniciadores foram espA4, que
codifica o filamento da agulha do TTSA (Knutton et al., 1998); espB e espD, cujos produtos
formam o poro de translocagdo que ¢ inserido na célula hospedeira (Ide ef al., 2001), e escF,
o gene que codifica a agulha propriamente dita (Wilson et al., 2001).

Além desses genes LEE4, optou-se por caracterizar ainda a regido que se encontra
entre sepQ e escD (Figura 10). Como as DAEC ndo possuem os genes eae, tir, cesT, 0s
quais constituem o operon LEES de EPEC, nem os genes que codificam as proteinas
efetoras EspH e Map, localizados entre LEE3 e LEES, ¢ possivel que essa regido contenha
genes das proteinas efetoras de DAEC.

O gene escD, localizado entre os operons LEES e LEE4 (Figura 10) e para o qual
também foram sintetizados iniciadores, codifica uma provavel proteina de membrana
interna, ¢ seu mutante em EHEC e em EPEC ¢ incapaz de montar o TTSA e de secretar as
proteinas EspA, EspB e EspD e o efetor Tir (Kresse et al., 1998; Ogino et al., 2006).
Conforme pode ser observado na Figura 6, a proteina EscD interage com o anel da

membrana externa, formado pela proteina EscC (Ogino ef al., 2006).
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Figura 10. Representacdo esquematica da PAI LEE da EPEC prototipica E2348/69,
utilizada como modelo para a identificagdo de regides e genes correspondentes em DAEC.
Os provaveis genes TTSS de DAEC ja identificados por nosso grupo de pesquisa estdo
destacados em roxo, e as regides que sdo objeto de investigagdo deste trabalho estdo
destacadas em laranja.

1.2. Sintese dos iniciadores

Apbés a definicido dos genes a serem amplificados por PCR, os iniciadores
apresentados na Tabela 2 foram desenhados com o auxilio do programa Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/), utilizando a sequéncia da PAI LEE da EPEC E2348/69
como molde.

Como os genes espA, espD, espB, escF e escD sdo mais conservados entre os
diferentes TTSS que os genes das proteinas efetoras, pelo fato de codificarem componentes
estruturais do TTSA (Pallen er al., 2005), esperava-se que os tamanhos dos produtos
amplificados com os pares de iniciadores direcionados a cada um deles fossem semelhantes
aos dos respectivos homologos da EPEC E2348/69. Por outro lado, a combinagdo de
iniciadores sepQ FOR / escD REV foi utilizada com a finalidade de amplificar genes de
supostos efetores de DAEC e, portanto, o tamanho do fragmento esperado deveria ser

diferente daquele do produto obtido para a EPEC.
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1.3. Identificacio e caracterizacdo do provavel gene escD de DAEC

A presenca de um provavel gene que codifica a proteina de membrana interna EscD
em DAEC foi investigada por meio de experimentos de PCR com os iniciadores escD FOR
e escD REV. O fragmento amplificado por esse par de iniciadores utilizando DNA do

controle EPEC E2348/69 como molde apresenta 997 pb (Figura 11).

eseD FOR IZ:)

eae escD sepL

c: escD REV

997 pb

Figura 11. Local de anelamento dos iniciadores escD FOR e escD REV no LEE da EPEC
E2348/69. O fragmento esperado de 997 pb ¢ representado por uma barra.

Embora tenham sido obtidos produtos empregando DNA dos isolados C2, C3, C39,
C52, C62 e C74 de DAEC como molde, apenas o resultado de C39 mostrou-se reprodutivel
(Figura 12).

C52 C62 C74

MM  C39 EPEC K12 H20

1000 pb —»

Figura 12. Perfis eletroforéticos dos produtos de PCR obtidos com os iniciadores escD
FOR e escD REV. Fragmentos do tamanho esperado foram amplificados empregando-se
DNA dos isolados C2, C3, C39, C52, C62 ¢ C74 de DAEC como molde, e também do
controle positivo EPEC E2348/69. Nao houve amplificacdo nos controles negativos K-12 e

agua (B). As setas apontam para as bandas de interesse do marcador de massa molecular
(MM) 1 kb DNA Ladder.
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O fato da mesma quantidade de DNA ter sido utilizada para todos os isolados levanta
a hipdtese de que a variagdo da Tm ideal entre as DAEC testadas depende de outros fatores,
tais como diferencas em seus genomas. Essas diferencas, se confirmadas, seriam uma forte
evidéncia a favor da heterogeneidade desse patotipo, ja observada por Lopes e
colaboradores em 2005.

A fim de gerar um banco dos provaveis genes TTSS de C39, amplificados com alta
eficiéncia nos experimentos de PCR descritos nesta e nas proximas se¢des, foi realizada a
clonagem e a transformagdo dos fragmentos obtidos com os iniciadores escD FOR e escD
REV. Além disso, a clonagem também permitiria o sequenciamento dos insertos com os
iniciadores Universal e Reverso, possibilitando assim a obtencao de sua sequéncia completa,
0 que nem sempre ocorre com os produtos lineares de PCR.

Os produtos amplificados a partir do DNA do isolado C39 foram ligados ao vetor de
clonagem pGEM®-T Easy e utilizados para transformar células de E. coli da linhagem
DH5a™. Apos a transformagdo, algumas colonias brancas contendo o plasmideo com o
inserto clonado foram selecionadas e submetidas a extragdo de DNA plasmidial, mas
somente uma das extragdes foi bem sucedida. Com o objetivo de verificar a integridade e a
homogeneidade do inserto, o DNA plasmidial dessa extracdo foi entdo utilizado em
experimentos de PCR com os iniciadores Universal e Reverso.

O DNA plasmidial e os produtos da PCR originados do isolado C39 foram
purificados, quantificados e submetidos ao sequenciamento automatico no Laboratério de
Biologia Molecular da UnB. Com o auxilio do programa Phred gerou-se um contig formado
por duas sequéncias correspondentes a insertos clonados e duas diretamente derivadas de
PCR.

O contig gerado, com 997 pb de extensdo, foi submetido a andlises de identidade
empregando os programas BLAST e FASTA. Os resultados obtidos revelaram que dois
genes de EHEC (uma de origem bovina e outra de origem humana, Tabela 8) apresentavam
maior grau de identidade com o provavel escD de C39. Em contrapartida, as linhagens
prototipicas de EPEC e de EHEC (E2348/69 e EDL933, respectivamente), bem como a
linhagem DBS100 C. rodentium, cujo modelo de infeccdo ¢ muito utilizado para estudar a
lesdao A/E (Deng et al., 2004), possuiam homologos com menor grau de identidade em

relag@o a sequéncia parcial do escD de C39.
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Tabela 8. Andlise de identidade do provavel gene escD do isolado C39 de DAEC.

Gene ;\;iz Organismo Origem  Identidade cog;l::ge* vall::lé**
escD  AJ303141 STEC O103:H2RW 1374  bovina  99,80% 100% 0
escD  AP010958  EHEC O103:H2 12009  humana  99,80% 100% 0
escD  AF200363  EPEC O15:H RDEC-1  cunicular  99,30% 100% 0
escD  AP010953  EHEC 026:H11 11368  humana  99,30% 100% 0
escD  FM201463  DA-EPEC 026:K60 B6 ~ humana  99,30% 100% 0
escD  AJ277443  STEC 026:H 413/89-1 bovina  99,20% 100% 0
escD  AB426060 EPEC Ol11:H B171-1  humana  99,10% 100% 0
escD  FM201464 DA-EPEC O128:H29812 humana  99,10% 100% 0
escD  FM986652 E. coli 537/89 - 95,00% 100% 1,2¢%%
escD  AE005174 EHEC O157:H7 EDL933  humana  94,90% 100% 2,2¢7%
ECs4558 BA000007  EHEC O157:H7 Sakai humana  94,90% 100% 2,2¢7"
escD  FM986651 E. coli THIT 1190 - 94,90% 100% 3,2¢7%
escD  EU871627  EPEC 055:H7 EDS-58 - 94,90% 100% 3,8¢2"
escD  FM986650 E. coli DEC8A - 94,80% 100% 8,5¢7"
escD  AP010960  EHEC O111:H 11128 humana  94.80% 100% 5,9¢>"
escD  EU871628  EHEC O145:H 33264 humana  94,60% 100% 6,5¢>"!
escD  AF022236 EPEC O127:H7 E2348/69 humana  93,70% 100% 4,1e"7

rCR9  AF311901  C.rodentium DBS100  murina __ 88,30% 100% 1,4¢'™
*Query coverage: representa a extensdo da sequéncia investigada que apresenta identidade com a
sequéncia de outro organismo.
**E-value: indica a probabilidade dos alinhamentos obtidos serem casuais.

1.4. Identificacio e caracterizacio de provaveis genes espA de DAEC

O gene espA do LEE de EPEC, EHEC e C. rodentium codifica a proteina EspA, que
forma bainha filamentosa que liga a agulha do TTSS aos translocadores inseridos na
membrana da célula hospedeira (Knutton et al., 1998). A fim de amplificar um possivel
homoélogo de DAEC, os iniciadores AD3 e espA REV (Figura 13) foram empregados em
varios experimentos de PCR, cujos perfis eletroforéticos dos produtos resultantes sao

apresentados na Figura 14.

AD3 I:>

sepL espA espD

C: espA REV

634 pb

Figura 13. Local de anelamento dos iniciadores AD3 e espA REV no LEE de EPEC. O
fragmento esperado da amplificacdo, de 634 pares de bases, esta representado pela barra.
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Figura 14. Perfis eletroforéticos dos produtos de PCR obtidos com o par de iniciadores
AD3 e espA REV. Fragmentos de tamanho esperado foram amplificados com o DNA dos
isolados C39 (A, B, D), C40 (D, E) e C74 (B, C, D) de DAEC, e também com o controle
positivo EPEC E2348/69. Os niimeros acima dos pocos do gel (C) indicam a temperatura de
anelamento (°C) utilizada na PCR de gradiente. Nao houve amplificacdo nos controles
negativos K-12 (A) e agua (E). As setas indicam as bandas de interesse dos marcadores de
massa molecular (MM) 1 kb DNA Ladder (A), TTSS Ladder 1 (B), TTSS Ladder 2 (C) e
TTSS Ladder 3 (D e E).

Conforme pode ser observado na Figura 14, produtos de tamanho esperado foram
obtidos a partir do DNA de C39, C40 e C74, sugerindo a existéncia de provaveis genes espA
nesses isolados de DAEC. Devido a baixa reprodutibilidade dos resultados obtidos para C2,
C3, C52 e C62 nos experimentos em busca do gene escD, apenas os isolados C39 e C74
foram utilizados nas primeiras PCRs com os iniciadores AD3 e espA REV. Ainda assim, foi
necessaria a realizacdo de uma PCR com gradiente de temperatura, a fim de otimizar a
temperatura de anelamento para C74 (Figura 14 C). Posteriormente, tentou-se amplificar um
possivel esp4 do isolado C40, tendo em vista que tal isolado apresentava provaveis genes
TTSS mais semelhantes aqueles de EPEC E2348/69 (Kyaw, 2004).

Como o provavel espA de C39 foi o unico amplificado com alto rendimento, apenas os

fragmentos de PCR obtidos a partir desse isolado foram ligados ao vetor de clonagem e
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utilizados na transformagdo de células DHSa™. Trés coldonias brancas foram entdo
escolhidas e submetidas a extragdo de DNA plasmidial. O DNA extraido de cada clone foi
utilizado em experimentos de PCR com os iniciadores Universal e Reverso (Figura 15), com
a finalidade de verificar a integridade dos insertos clonados. A Figura 15 revela que
provavelmente apenas os clones 2 e 3 continham um plasmideo com o inserto de tamanho

esperado.

Figura 185. Perfil eletroforético dos produtos de amplificagdo com os iniciadores Universal e
Reverso. Como moldes foram empregados os DNAs plasmidiais extraidos das células
transformadas. Os nimeros localizados acima de cada pogo do gel correspondem aos nomes
dos clones.

Os produtos de PCR amplificados a partir do DNA dos isolados C39, C40 e C74, bem
como o DNA plasmidial extraido dos clones 2 e 3 transformados com o provavel espA de
C39 foram purificados, quantificados e submetidos ao sequenciamento automatico. A partir
das sequéncias obtidas foram gerados contigs, os quais foram utilizados em analises de

identidade, cujos resultados estdo agrupados nas Tabelas 9, 10 e 11.

1.4.1. Provavel espA do isolado C39

O provavel gene espA do isolado C39 de DAEC estd completo, apresenta 579 pb de
extensdo e foi gerado a partir de cinco sequéncias independentes; trés correspondentes a
insertos clonados e duas diretamente derivadas de PCR. Sua sequéncia ¢ idéntica a dos
homologos das linhagens RW 1374 e 12009 de EHEC (Tabela 9), e foi depositada no
GenBank sob o numero de acesso EU7154009.
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Tabela 9. Andlise de identidade do provavel gene espA do isolado C39 de DAEC.
N° de Query E-

Gene Organismo Origem  Identidade % .
acesso coverage*  value

espA  AJ303141 STEC O103:H2RW 1374  bovina  100,00% 100% 3¢
espA AP010958  EHEC 0103:H2 12009 humana  100,00% 100% 1,5¢%

espA  AY223511  STEC O49:H12 NV92 bovina 97,90% 100% 1,1e'%
espA  AP010953  EHEC O26:H11 11368  humana  95,00% 100% 3,7¢"%°
espA FM201463  DA-EPEC O26:K60 B6 ~ humana  95,00% 100% 7,1e"%°
espA FM201464 DA-EPEC O128:H29812 humana  95,00% 100% 7,3¢"%°
espA  AB426060  EPEC O111:H B171-1 humana  95,00% 100% 6,4¢"%°
espA  AJ277443  STEC 026:H 413/89-1 bovina  95,00% 100% 7,1e"%°
espA  AF200363  EPEC O15:H RDEC-1  cunicular  95,00% 100% 8,3¢°
espA  AF022236 EPEC O127:H7 E2348/69 humana  88,60% 100% 14e!"
espA  AJ225019 EPEC 055:H6 ovina 88,40% 100% 1,8¢""
espA  AP010960  EHEC Ol11:H 11128 humana  87,73% 100% 1,9¢'"
espA  FM986650 E. coli DECSA - 87,70% 100% 3,5¢""
espdA  FM986651 E. coli THIT 1190 - 87,60% 100% 1,1e'
espA  FM986652 E. coli 537/89 - 87,40% 100% 32¢M
espA  EU871628  EHEC O145:H 33264  humana  85,80% 100% 9,9¢1°
espA  EU871627  EPEC O55:H7 EDS-58 - 85,50% 100% 1,0
ECs4556 BA000007  EHEC O157:H7 Sakai ~ humana  85,50% 100% 6,3¢""”
espA  AE005174 EHEC O157:H7 EDL933  humana  85,50% 100% 6,3¢""”
Cr24  AF311901  C. rodentium DBS100 murina  83,80% 100% 8,4¢™

*Query coverage: representa a extensdo da sequéncia investigada que apresenta identidade com a
sequéncia de outro organismo.
**E-value: indica a probabilidade dos alinhamentos obtidos serem casuais.

1.4.2. Provavel espA do isolado C40

Apesar da localiza¢do dos iniciadores AD3 e espA REV permitir a amplifica¢do do
gene espA completo (Figura 13), o provavel espA obtido do isolado C40 estd incompleto.
Partindo do pressuposto de que seu tamanho ¢ o mesmo dos homdlogos encontrados na
EPEC E2348/69 e nos isolados C39 e C74 de DAEC (579 pb), faltariam as 72 bases finais
da sequéncia. Esse resultado poderia ser explicado pelo fato do contig do provavel espA de
C40 ter sido formado por apenas duas sequéncias, cujas bases a jusante ndo apresentavam
boa qualidade.

A analise de identidade do provavel esp4 de C40 revelou 99,20% de identidade com o
gene espA da EPEC E2348/69. Indice semelhante foi obtido com a EPEC ovina O55:H6,
cujo espA possui 99% de bases idénticas a sequéncia de C40. Pode-se supor, no entanto, que
a identidade com o gene da EPEC E2348/69 seja de 100%, uma vez que as bases distintas

entre os dois homodlogos (Figura 16) ndo podem ser facilmente identificadas nos
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eletroferogramas das sequéncias que originaram o contig do possivel espA, devido a baixa
qualidade do sequenciamento dessa regido.

Os resultados das analises de identidade com o provavel esp4 de C40 sdo bastante
diferentes daqueles obtidos com os outros dois isolados de DAEC (Tabelas 9 e 11). Os
possiveis espA4 de C39 e C74 exibem maior similaridade com genes espA de varias outras
linhagens de E. coli que com espA das EPEC E2348/69 e O55:H6. No caso de C39,
observa-se 88,60 e 88,40% de identidade, respectivamente e, para C74 os valores

correspondem a 91,00 e 90,80%, respectivamente.

Tabela 10. Analise de identidade do provével gene espA do isolado C40 de DAEC.

Gene ;\i;siz Organismo Origem  Identidade cogsgge* valﬁé**
espA AF022236  EPEC O127:H7 E2348/69  humana 99,20% 100,00%  8,6e™*
espA AJ225019 EPEC 055:H6 ovina 99,00% 100,00%  2,8¢"*!
espA AP010960 EHEC O111:H 11128 humana 92,40% 100,00%  2,4e'
espA FM986650 E. coli DECSA - 92,40% 100,00%  3,7¢'
espA FM986652 E. coli 537/89 - 92,20% 100,00%  1,0e™®
espA FM986651 E. coli THIT 1190 - 92,00% 100,00%  3,2¢'%

espA AP010953 EHEC 026:H11 11368 humana 89,60% 100,00% 93¢
espA AB426060 EPEC O111:H B171-1 humana 89,60% 100,00%  1,2¢”
espA AI277443 STEC 026:H 413/89-1 bovina 89,60% 100,00%  1,4¢™®
espA FM201463 DA-EPEC 026:K60 B6 humana 89,60% 100,00% 1,4
espA FM201464  DA-EPEC O128:H29812  humana 89,60% 100,00%  1,5¢”
espA AF200363 EPEC O15:H RDEC-1 cunicular  89,60% 100,00%  1,7¢”
espA AP010958 EHEC 0103:H2 12009 humana 87,10% 100,00%  1,2¢”
espA AJ303141  STEC O103:H2RW 1374  bovina 87,10% 100,00%  1,4¢™

espA EU715409 DAEC O11:H0 humana 87,10% 100,00% 1,3¢
espA AY223511 STEC 049:H12 NV92 bovina 86,50% 100,00% 3,4e™"
cr24 AF311901 C. rodentium DBS100 murina 83,70% 100,00%  2,1e™
espA EU871628 EHEC O145:H 33264 humana 83,10% 100,00%  5,1¢™
espA EU871627 EPEC 055:H7 EDS-58 - 82,90% 100,00% 1,6e™

ECs4556  BA000007 EHEC O157:H7 Sakai humana  82,70% 100,00%  2,6e™
espA AE005174  EHEC O157:H7 EDL933  humana 82,70% 100,00%  2,6e™
*Query coverage: representa a extensdo da sequéncia investigada que apresenta identidade com a sequéncia de

outro organismo.
**E-value: indica a probabilidade dos alinhamentos obtidos serem casuais.

1.4.3. Provavel espA do isolado C74

O provavel gene espA da DAEC C74, assim como o homoélogo de C39, esta completo
e possui 579 pares de bases de extensdo. Este contig foi gerado a partir de sete sequéncias

independentes, todas diretamente derivadas de PCR. Sua sequéncia ¢ 100% idéntica a de
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genes homologos de oito linhagens de EHEC, EPEC e DA-EPEC de diversas origens,

algumas das quais sao apresentadas na Tabela 11.

Tabela 11. Analise de identidade do provavel gene espA4 do isolado C74 de DAEC.

° -
Gene N° de Organismo Origem  Identidade Query % E sk
acesso coverage* value

espA  AP010953 EHEC 026:H11 11368 humana  100,00%  100,00%  3,le’'*
espA  AB426060  EPEC Ol11:H B171-1 humana  100,00%  100,00%  4,0e"*
espA  AJ277443 STEC 026:H 413/89-1 bovina 100,00%  100,00%  4,5¢'*
espA FM201463  DA-EPEC 026:K60 B6 humana  100,00%  100,00%  4,5¢'*
espA FM201464 DA-EPEC O128:H29812  humana  100,00%  100,00%  4,6¢*
espA  AF200363  EPEC O15:H RDEC-1 cunicular ~ 100,00%  100,00%  5,3¢"*
espA  AP010958  EHEC O103:H2 12009 humana  95,00%  100,00%  6,7¢"
espA  AJ303141  STEC O103:H2RW 1374  bovina 95,00%  100,00%  7,6e"

espA  EU715409 DAEC O11:H0 humana  95,00%  100,00%  4,9¢"*
espA  AY223511 STEC 049:H12 NV92 bovina 95,00%  100,00%  4,9¢*
espA  AF022236  EPEC O127:H7 E2348/69  humana  91,00%  100,00%  2,0¢"'*
espA  AJ225019 EPEC 055:H6 ovina 90,80%  100,00%  2,6e'*
espA  AP010960 EHEC O111:H 11128 humana  90,50%  100,00%  3,4e'?
espA  FM986650 E. coli DECSA - 90,50%  100,00%  4,8¢'*
espA  FM986652 E. coli 537/89 - 90,20%  100,00%  4,4¢"*!
espA  FM986651 E. coli THIT 1190 - 90,00%  100,00%  1,4e"*

espA  EU871628 EHEC O145:H 33264 humana 87,70% 100,00%  3,5¢""
Ecs4556  BA000007 EHEC O157:H7 Sakai humana 87,60% 100,00%  7,0e""
espA  AE005174  EHEC O157:H7 EDL933  humana  87,60%  100,00%  7,0e™"
espA  EU871627  EPEC 055:H7 EDS-58 - 87,60% 100,00%  1,1¢™"

cr24  AF311901 C. rodentium DBS100 murina __ 86,20%  100,00%  4,3¢"”
*Query coverage: representa a extensdo da sequéncia investigada que apresenta identidade com a sequéncia
de outro organismo.
**E-value: indica a probabilidade dos alinhamentos obtidos serem casuais.

Conforme mencionado anteriormente, os genes que codificam as proteinas formadoras
da base do complexo-agulha sdo muito conservados. Os genes que codificam a adesina
intimina (eae), seu receptor Tir (tir), e as proteinas secretadas EspA, EspB e EspD (esp4,
espB e espD, respectivamente), por sua vez, sdo bastante variaveis (China et al., 1999;
Bertin et al., 2004; Garrido et al., 2006). Diversas combinagdes dessas variantes sao
conhecidas, e algumas s3o mais comumente associadas a linhagens patogénicas do que a
linhagens comensais (China et al., 1999). Assim sendo, a tipagem dos alelos eae, tir € esp €
uma ferramenta importante para diagnosticos de rotina e estudos epidemioldgicos e clonais.
Atualmente, 16 variantes de eae, quatro variantes de tir e de espA e trés variantes de espD e

espB ja foram identificadas (China ef al., 1999; Bertin et al., 2004; Garrido et al., 2006).
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As proteinas EspA de E2348/69, RDEC-1 e EDL933 pertencem as variantes a, 3 € v,
respectivamente (China et al., 1999; Garrido et al., 2006). A proteina predita a partir da
variante do gene espA descrita por Bertin e colaboradores em 2004 apresenta 92% de
identidade com EspAp de RDEC-1, 82% de identidade com EspAo de E2348/69 e 80% de
identidade com EspAy de EDL933, e foi denominada EspAfv. Essa variante ¢ encontrada
nas linhagens de STEC bovina NV92 (049:H12) e NV220 (O103:H2).

Uma vez que o provavel espA de C39 ¢ idéntico ao homdlogo da linhagem bovina de
STEC RW 1374, pertencente ao mesmo sorotipo da STEC bovina NV220, e apresenta
97,90% de identidade com o esp4 de NV92 (Tabela 9), ¢ possivel que também corresponda
a variante espAPv. O provavel gene de C40, por sua vez, apresenta um alto valor de
identidade em relagdo ao homologo da EPEC E2348/69 (Tabela 10), o que sugere que
pertenca a variante o. Finalmente, o provavel esp4 de C74 ¢ 100% idéntico ao espA da
EPEC de coelho RDEC-1 e, por isso, possivelmente corresponde a variante f3.

A Figura 16 mostra o alinhamento das sequéncias dos provaveis esp4 de C39, C40 e
C74 com os homologos das linhagens prototipicas EPEC E2348/69, EHEC EDL933 e C.
rodentium DBS100. As sequéncias espA de C39 e C74 apresentam 95% de identidade,
enquanto a sequéncia de C40 exibe 87 e 90% de identidade com C39 e C74,
respectivamente. Vale ressaltar que as bases que diferem entre o esp4 da EPEC E2348/69 e
o homoélogo de C40 podem ser, de fato, erros de sequenciamento. A base localizada na
posicao 439 corresponde a uma timina apenas na sequéncia de C40, sendo uma adenina em
todos os demais homologos analisados. Nas posi¢des 476, 477 e 478, por sua vez, ha
delegdes no provavel espA de C40, enquanto que nos homologos de C39, C74, E2348/69 e
EDL933 ha trés adeninas, e no gene de DBS100 uma adenina, uma timina e outra adenina.
Assim sendo, ¢ possivel que a regido sequenciada do provavel espA de C40 seja de fato

100% idéntica ao homoélogo da EPEC E2348/69.
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Figura 16. Alinhamento dos provaveis genes espA das DAEC C39, C40 ¢ C74 com os
homologos da EPEC E2348/69, EHEC EDL933 e de Citrobacter rodentium DBS100.

As sequéncias das proteinas EspA preditas de C39, C40 e C74 foram alinhadas com as
proteinas correspondentes dos prototipos E2348/69, EDL933 e DBS100 (Figura 17).
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Figura 17. Alinhamento das proteinas EspA preditas de C39, C40, C74, e EspA da EPEC
humana E2348/69, da EHEC bovina EDL933 e de C. rodentium DBS100. O residuo de
aminoacido 109 ¢ apontado pela seta vermelha. O inicio e o fim da regido variavel e das
regides hipervaridveis HV1 e HV2 estdo indicados pelas setas azuis, roxas e verdes,
respectivamente.

Apesar da elevada identidade de sequéncias entre os provaveis genes espA de C39 e

C74 (Tabela 11 e Figura 16), suas proteinas preditas ndo sdo idénticas (Figura 17). As

proteinas preditas de C40 e EPEC E2348/69, por sua vez, sdo praticamente idénticas,

diferindo apenas nas posi¢des 147, 159 e 160 da cadeia de aminodcidos. Essas diferencas

devem-se as bases que possivelmente consistem em erros de sequenciamento do provavel
espA de C40 (Figura 16).

Na Figura 17 observam-se setas que assinalam epitopos de EspA, cuja variabilidade ¢

responsavel pelo ndo reconhecimento da proteina de um determinado sorotipo por
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anticorpos dirigidos contra EspA de outros sorotipos (Neves et al., 2003; Crepin et al.,
2005). A regido hipervariavel 1 (HV1) estd contida na regido hipervariavel 2 (HV2), e
ambas fazem parte de uma regido variavel mais abrangente, delimitada pelas setas azuis. Em
2005, Crepin e colaboradores demonstraram que o residuo de aminoacido da posi¢ao 109 e
as regidoes HV1 e HV2 sdo responsaveis pela antigenicidade da proteina EspA da EPEC
E2348/69. Uma mutagao pontual no residuo 109 ¢é capaz de produzir filamentos de EspA
com antigenicidade dupla, reconhecidos tanto por anticorpos contra EPEC E2348/69 quanto
por anticorpos contra EHEC O157:H7, o mesmo sorotipo da linhagem prototipica EDL933.
Além disso, a troca do residuo de serina (S) por um residuo de aspartato (D) nessa posicao,
em combina¢do com mudangas em HV1 ou HV2, foi capaz de converter a antigenicidade do
EspA da EPEC, igualando-a a da proteina da EHEC. Um residuo de serina nessa posi¢ao
também ¢ encontrado no sorotipo O55:H6 de EPEC, proximamente relacionado a E2348/69,
ao passo que um residuo de aspartato ¢ observado na EPEC O55:H7, considerada o
ancestral das EHEC O157:H7.

A andlise da posi¢do 109 das proteinas preditas das DAEC C39, C40 e C74 revela um
residuo de aspartato em C39 e em C74, enquanto em C40 h4 um residuo de serina. Além
disso, as regides hipervariaveis de C39 e de C74 assemelham-se mais a regido equivalente
de EDL933 que a da EPEC E2348/69. Ja a HV1 e a HV2 de C40 sdo idénticas as regides
hipervariaveis do prototipo E2348/69. Esses resultados sdo fortes evidéncias a favor da
hipotese de que as EspA preditas de C39 e C74 seriam reconhecidas por anticorpos
dirigidos contra a proteina correspondente da EHEC EDL933, mas ndo por anticorpos
contra a EspA da EPEC E2348/69. Tal hipotese poderia justificar o resultado negativo
obtido em um experimento de Western blot realizado a fim de verificar a producdo de EspA
pelo isolado C39 (resultados ndo apresentados). Neste experimento, os anticorpos anti-EspA
eram dirigidos contra a respectiva proteina da EPEC E2348/69. A proteina EspA predita de

C40, por sua vez, seria reconhecida apenas por anticorpos contra o EspA da EPEC.

1.5. Identificacio e caracterizacdo de provaveis genes espD de DAEC

O par de iniciadores espD FOR e AD4 (Figura 18) foi desenhado com o objetivo de

identificar possiveis homologos do gene espD em DAEC, o qual codifica uma das proteinas

formadoras do poro de translocacdo (Ide et al., 2001).
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Figura 18. Regido de anelamento dos iniciadores espD FOR e AD4 no LEE de EPEC. O
fragmento amplificado ¢ representado por uma barra.

Os perfis eletroforéticos dos produtos de PCR amplificados com esses iniciadores e
DNA dos isolados C39, C40 e C74 de DAEC sao apresentados na Figura 19. Uma PCR com
gradiente de temperatura foi realizada a fim de otimizar a temperatura de anelamento
(Figura 19 A), principalmente para o isolado C74, cujo rendimento das amplifica¢des era

significativamente menor que o observado com a amostra C39.
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Figura 19. Perfis eletroforéticos dos fragmentos de PCR obtidos empregando os iniciadores
espD FOR e AD4. Produtos de tamanho esperado foram obtidos a partir das DAEC C39 (A,
B, C, D, F), C40 (E, F) e C74 (A, B, C, D, E, F), e do controle positivo EPEC E2348/69.
Nao houve amplificagdo utilizando os controles negativos K-12 (D) e dgua (F). Os nimeros
acima de cada pogo do gel (A) indicam a temperatura de anelamento (°C) utilizada na PCR
de gradiente. As setas apontam para as bandas de interesse dos marcadores de massa
molecular (MM) TTSS Ladder 3 (C, D, F) e High DNA Mass Ladder (HM) (C, D, E, F).
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Curiosamente, quanto maior a temperatura empregada nessa PCR, maior foi a
intensidade da banda obtida para o controle positivo EPEC E2348/69, sendo o inverso
verificado com as amostras C39 e C74. Essa observacdo sugere que a temperatura ideal de
anelamento varia também entre os diferentes patotipos de E. coli testados. Apesar desses
resultados, a melhor Tm obtida no termociclador convencional (PTC-100, MJ Research)
utilizado no Laboratorio de Microbiologia foi de 60°C (Tabela 2), proxima a temperatura
mais elevada empregada na PCR de gradiente (Figura 19), a qual se mostrou inadequada
com DNA dos isolados de DAEC. Esse resultado poderia sugerir que a temperatura indicada
por pelo menos uma das duas maquinas utilizadas nao corresponde ao valor real atingido.

Devido ao melhor rendimento obtido com o DNA do isolado C39 (Figura 19), foi
possivel clonar seus produtos de PCR no vetor pPGEM"-T Easy e transformar células de E.
coli DH5a™. Apos a transformagdo, seis colonias brancas foram submetidas a extragdo de
DNA plasmidial. Esses DNAs foram utilizados em experimentos de PCR com os iniciadores
Universal e Reverso (Figura 20), indicando que aparentemente apenas o clone 3 ndo

continha um inserto do tamanho esperado.

Figura 20. Perfil eletroforético dos produtos de amplificagdo com os iniciadores Universal e
Reverso. Como molde empregou-se os DNAs plasmidiais extraidos das células
transformadas. Os nimeros localizados acima de cada pogo do gel correspondem aos nomes
dos clones.

DNA plasmidial extraido dos clones 2 e 5 transformados com espD de C39, bem
como os produtos de PCR empregando os iniciadores espD FOR e AD4 foram purificados,
quantificados e submetidos ao sequenciamento automdatico. O mesmo procedimento foi
realizado com os fragmentos de PCR obtidos a partir de C40. Nao foi possivel sequenciar os
produtos de C74, pois o rendimento das amplificacdes foi muito baixo, ndo permitindo a
obtencao de quantidades adequadas de material (Figura 19).

Com o auxilio do programa Phred, contigs foram gerados a partir das sequéncias de
cada provavel gene. As andlises de identidade empregando esses contigs sdo apresentadas

nas Tabelas 12 e 13.
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1.5.1. Provavel espD do isolado C39

O provavel espD de C39 apresenta 834 pb e foi gerado a partir de 13 sequéncias
independentes; seis correspondem a insertos clonados e sete sdo derivadas de PCR. A
localizacdo do iniciador espD FOR, interna ao espD da EPEC E2348/69 (Figura 18), ndo
permitiu a amplificagdo do gene completo.

A sequéncia parcial do possivel espD de C39 ¢ idéntica a do homodlogo da EHEC
bovina RW 1374, e bastante similar aos homdlogos de outras linhagens de EHEC, EPEC e
DA-EPEC, de origem predominantemente humana (Tabela 12). Curiosamente, o provavel
gene apresenta maior identidade com cr25 de C. rodentium que com o homologo da EHEC

EDL933, resultado ndo observado com os demais possiveis genes TTSS desse isolado.

Tabela 12. Analise de identidade do provavel gene espD do isolado C39 de DAEC.

o -
Gene N° de Organismo Origem  Identidade Query % £ s
acesso coverage®*  value

espD  AJ303141 STEC O103:H2RW 1374  bovina  100,00% 100% 1,2¢2%
espD  AP010958  EHEC O103:H2 12009  humana  99,90% 100% 3,17
espD  AP010953  EHEC O26:H11 11368  humana  99,80% 100% 9,0e"

espD  FM201463  DA-EPEC 026:K60 B6  humana  99,80% 100% 1,22
espD  FM201464 DA-EPEC 0128:H29812 humana  99,80% 100% 1,3¢2
espD  AB426060  EPEC Ol11:H B171-1  humana  99,80% 100% 1,1e”
espD  AJ277443  STEC O26:H 413/89-1 bovina  99,80% 100% 1,22
espD  AF200363  EPEC O15:H RDEC-1  cunicular  99,80% 100% 1,42

espD  AF022236 EPEC O127:H7 E2348/69 humana  86,80% 100% 53¢
cr25  AF311901  C. rodentium DBS100 murina  86,30% 100% 3,7¢"

espD  AP010960  EHEC O111:H 11128 humana  85,40% 100% 1,4e !
espD  FM986650 E. coli DECSA - 85,40% 100% 1,9¢"!
espD  FM986651 E. coli THIT 1190 - 85,10% 100% 1,6e"
espD  FM986652 E. coli 537/89 - 85,10% 100% 1,5¢"
ECs4555 BA000007  EHEC O157:H7 Sakai ~ humana  83,50% 100% 4.2¢"%
espD  AE005174 EHEC O157:H7 EDL933  humana  83,50% 100% 4.2¢"%
espD  EU871627  EPEC 055:H7 EDS-58 - 83,30% 100% 1,9¢'%

espD  EU871628  EHEC O145:H 33264  humana  83,30% 100% 1,9¢'*
*Query coverage: representa a extensdo da sequéncia investigada que apresenta identidade com a
sequéncia de outro organismo.
**E-value: indica a probabilidade dos alinhamentos obtidos serem casuais.

1.5.2. Provavel espD do isolado C40

Conforme mencionado anteriormente, o iniciador espD FOR ¢ interno ao espD da

EPEC E2348/69 e impossibilita a amplificagdo do gene completo. Entretanto, o iniciador
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AD4 anela-se em espB, o que permitiria a sintese de toda a regido a jusante de espD,
inclusive o final do gene (Figura 18). Porém, no contig gerado com base nas sequéncias dos
produtos de PCR amplificados com esse par de iniciadores ¢ DNA de C40, ¢ encontrada
apenas a sequéncia do iniciador espD FOR, pois a regido a jusante apresentava-se de ma
qualidade, ndo sendo utilizada em sua constru¢do. O contig de 803 pares de bases foi obtido
a partir de duas sequéncias independentes, ambas diretamente derivadas de PCR.

Seguindo a tendéncia ja observada na Tabela 10, o homo6logo mais semelhante ao
provavel espD de C40 corresponde a EPEC E2348/69 (Tabela 13), seguido pelo espD da
DA-EPEC O119:H9:K61 (resultado ndo apresentado), com 96,30% de identidade. O
possivel espD de C39, por sua vez, bem como os genes correspondentes que possuem
identidade igual ou muito proxima de 100% em relacdo a sua sequéncia (Tabela 12), sdo
apenas 85% idénticos ao homologo de C40. E interessante notar que, em conformidade com
a observagao feita para o provavel espD de C39 (Tabela 12), o homologo de C40 também se

assemelha mais a cr25 de C. rodentium que ao espD de EDL933.

Tabela 13. Analise de identidade do provavel gene espD do isolado C40 de DAEC.
N° de Query E-

Gene Organismo Origem  Identidade % s
acesso coverage* value

espD  AF022236 EPEC O127:H7 E2348/69  humana  98,00%  100,00%  3,2¢"”
espD  AP010960  EHEC O111:H 11128 humana  91,00%  100,00%  1,5¢"%

espD  FM986650 E. coli DECSA - 91,00%  100,00%  2,1¢"%
espD  FM986652 E. coli 537/89 - 90,80%  100,00%  1,8¢®
espD  FM986651 E. coli THIT 1190 - 90,80%  100,00%  1,9¢®

cr25  AF311901 C. rodentium DBS100 murina  87,80%  100,00%  7,le"*
espD  AJ303141  STEC O103:H2RW 1374  bovina 85,40% 99,87%  1,3¢'*
espD  AP010958  EHEC O103:H2 12009  humana  85,30% 99,87%  3,5¢'%
espD  AP010953  EHEC 026:H11 11368  humana  8520% 99,87%  1,1e"'¥
espD  AB426060  EPEC O111:H B171-1  humana  8520% 99,87%  1,3¢¥
espD  AJ277443  STEC 026:H 413/89-1 bovina 85,20% 99,87%  14e'¥
espD  FM201463  DA-EPEC 026:K60 B6 ~ humana  8520% 99,87%  14e'¥
espD  FM201464 DA-EPEC O128:H29812  humana  8520% 99,87%  1,5¢'%
espD  AF200363  EPEC O15:H RDEC-1  cunicular  8520% 99,87%  1,6e'¥
ECs4555 BA000007  EHEC O157:H7 Sakai humana  78,00% 99,87%  7,1e""
espD  AE005174 EHEC O157:H7 EDL933  humana  78,00% 99,87%  7,1e"
espD  EU871628  EHEC O145:H 33264 humana  77,90% 99,87%  3,2¢'°

espD  EUS871627  EPEC 055:H7 EDS-58 - 77,90% 99,87%  3,3¢'"°
*Query coverage: representa a extensdo da sequéncia investigada que apresenta identidade com a
sequéncia de outro organismo.
**E-value: indica a probabilidade dos alinhamentos obtidos serem casuais.
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O alinhamento dos possiveis espD incompletos de C39 e C40 com as regides
homologas das linhagens prototipicas E2348/69, EDL933 e DBS100 ¢ apresentado na
Figura 21.

700 710 720 1150

Figura 21. Alinhamento entre os provaveis genes espD parciais de C39 e C40 e os
homologos das linhagens prototipicas EPEC E2348/69, EHEC EDL933 e Citrobacter
rodentium DBS100.

67



Observa-se que ha varias insercdes de bases no provavel gene de C40 em relagdo aos
homologos analisados, localizadas nas posi¢gdes 509, 525, 562, 622, 963 e 1.064, além de
uma delecdo na posicao 1.054. Como as insergdes € a delecdo sdo encontradas apenas em
C40, ¢ bastante provavel que sejam artefatos, devido a baixa qualidade das sequéncias que
formam o contig nos locais em que ocorrem (resultado ndo apresentado). Além disso, as
demais bases que diferem entre o possivel espD de C40 e o homologo da EPEC ndo podem
ser facilmente distinguidas nos eletroferogramas gerados para a DAEC, indicando que sua
confiabilidade ¢ pequena. A hipotese de erro de sequenciamento ¢ refor¢ada pelo fato do
provavel espD apresentado na Figura 21 ter sido formado por apenas duas sequéncias, o que
dificulta a constru¢do do contig nas regides em que a qualidade do sequenciamento €

inadequada, diminuindo também a confiabilidade do consenso obtido.
1.6. Identificacio e caracterizacio de provaveis genes espB de DAEC
A fim de obter sequéncias homologas ao gene que codifica EspB, a segunda proteina

formadora do poro de translocacdo em EPEC (Ide et al., 2001), foram utilizados os

iniciadores espB FOR e espB REV (Figura 22).

espB FOR l:>

espD espB cesD2

Cj espB REV

1103 pb

Figura 22. Regides de anelamento dos iniciadores espB FOR e espB REV no LEE de
EPEC. O tamanho esperado do fragmento amplificado ¢ 1.103 pares de bases.

Diversos experimentos de PCR foram realizados com esse par de iniciadores,
principalmente em virtude da baixa reprodutibilidade dos resultados obtidos para os isolados
C40 e C74 devido a dificuldade em otimizar a temperatura de anelamento para essas DAEC.
Os perfis eletroforéticos dos produtos de alguns desses experimentos sdo apresentados na
Figura 23.

De maneira geral, o rendimento da amplificacdo foi relativamente alto nas PCRs em
que se empregou DNA do isolado C39 como molde (Figura 23 D). Para C40 e C74, no
entanto, a quantidade de DNA amplificado foi baixa e, com frequéncia, ocorreram

amplifica¢des inespecificas (Figura 23 C, D, E e G). Nesses casos, os produtos de PCR do
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tamanho esperado foram excisados do gel de agarose e entdo purificados para o
sequenciamento automatico.

Conforme ja havia sido constatado para o par de iniciadores espD FOR e AD4 (Figura
19 A), a temperatura de anelamento ideal inferida a partir da PCR com gradiente de
temperatura (Figura 23 A) ndo correspondeu a Tm ideal no termociclador do Laboratério de
Microbiologia, onde foram realizadas as demais PCRs. Esse resultado reforca a hipdtese de
que a temperatura indicada por pelo menos uma das duas maquinas utilizadas ndo equivale
ao valor atingido de fato. Além disso, novamente verificou-se que, quanto maior a
temperatura empregada na PCR de gradiente, maior foi a intensidade do produto obtido para
o controle positivo EPEC E2348/69, sendo o inverso observado com DNA das DAEC C39 e
C74 (Figura 23 A).
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Figura 23. Perfis eletroforéticos dos produtos de PCR obtidos com os iniciadores espB
FOR e espB REV. Como moldes empregou-se DNA das DAEC C39 (A, B, C, D, F), C40
(E, G) e C74 (A, C, D, F), e do controle positivo EPEC E2348/69. Nao houve amplificacao
utilizando os controles negativos K-12 (B, C) e dgua (G). Os nimeros acima de cada poco
do gel (A) indicam a temperatura de anelamento (°C) utilizada na PCR de gradiente. As
setas apontam para as bandas de interesse dos marcadores de massa molecular (MM) TTSS
Ladder 3 (B, D, E, F, G), 1 kb DNA Ladder (C) e High DNA Mass Ladder (HM) (D).

Apods os experimentos de PCR com DNA do isolado C39 como molde, alguns

produtos obtidos para esse isolado foram clonados no vetor pGEM®-T Easy e utilizados
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para transformar células de E. coli XL10-Gold™. Cinco coldnias brancas foram
selecionadas e submetidas a extracdo de DNA plasmidial, que serviu como molde em um
experimento de PCR com os iniciadores Universal e Reverso (Figura 24), indicando que

apenas o clone 4 ndo continha um inserto do tamanho esperado.

MM 1 2 3 4 5

1278 pb —»

Figura 24. Perfil eletroforético dos produtos de amplificagdo obtidos com os iniciadores
Universal e Reverso, empregando os DNAs plasmidiais extraidos das células transformadas.
Os fragmentos amplificados com DNA dos clones 1, 2, 3 e 5, cujos tamanhos esperados sao
1.245 pb, correspondem ao provavel gene espB do isolado C39 de DAEC, em adicdo aos
142 pb de DNA plasmidial amplificados com esse par de iniciadores. A seta aponta para a
banda de interesse do marcador de massa molecular (MM) TTSS Ladder 1. Os nimeros
localizados acima de cada pogo do gel correspondem aos nomes dos clones.

DNA plasmidial extraido dos clones 1, 2, 3 e 5 e produtos de PCR amplificados com
DNA dos isolados C39 e C74 e o par de iniciadores espB FOR e espB REV foram
purificados, quantificados e submetidos ao sequenciamento automatico. Embora os
fragmentos do tamanho esperado obtidos nas PCRs com DNA do isolado C40 tenham sido
excisados dos géis de agarose para purificacdo, ndo havia a quantidade necessaria para seu
sequenciamento (Figura 23 E e G).

A partir das sequéncias geradas para C39 e C74 foram construidos contigs, cujas

analises de identidade sdo apresentadas nas Tabelas 14 e 15.

1.6.1. Provavel espB do isolado C39

Andlises de identidade utilizando o provavel espB de C39 e genes homdlogos de
outros organismos (Tabela 14) indicam que sua sequéncia de 945 pb esta completa. Esse
contig foi gerado a partir de 18 sequéncias independentes; sete correspondem a insertos
clonados e 11 sdo derivadas de PCR. Além disso, o possivel gene ¢ idéntico ao espB da
EHEC humana 12009 e apresenta alta identidade com sequéncias de EHEC, EPEC e DA-
EPEC de diversas origens (Tabela 14).
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Tabela 14. Analise de identidade do provével gene espB do isolado C39 de DAEC.

Gene ;\:;s(iz Organismo Origem  Identidade cog:rearge* valﬁ;‘,**
espB AP010958  EHEC 0103:H2 12009 humana  100,00%  100,00% 0
espB AJ303141  STEC O103:H2RW 1374  bovina  99,80% 100% 0
espB AF200363  EPEC O15:H RDEC-1  cunicular  99,70% 100% 0
espB FM201464 DA-EPEC O128:H29812  humana  99,70% 100% 0
espB FM201463  DA-EPEC 026:K60 B6 ~ humana  99,70% 100% 0
espB AP010953  EHEC 026:H11 11368 humana  99,60% 100% 0
espB AI277443 STEC 026:H 413/89-1 bovina  99,50% 100% 0
espB AB426060  EPEC O111:H B171-1 humana  99,40% 100% 0
ECs4554  BA000007 EHEC O157:H7 Sakai humana  78,40% 100% 1,1e™
espB AE005174 EHEC O157:H7 EDL933  humana  78,40% 100% 1,1e™
espB EU871628 EHEC O145:H 33264 humana  78,40% 100% 4,7¢™
espB EU871627  EPEC 055:H7 EDS-58 - 78,40% 100% 1,4e™

espB AF022236 EPEC O127:H7 E2348/69  humana  74,10% 100% 1,9¢7
cr26 AF311901 C. rodentium DBS100 murina 71,60% 100% 1,2¢%

espB - AP010960 EHEC O111:H 11128 humana  75,00% 91% 4,0¢7'%
espB FM986652 E. coli 537/89 - 74,60% 91% 1,8
espB FM986651 E. coli THIT 1190 - 74,60% 91% 1,8
espB FM986650 E. coli DECSA - 74,60% 91% 1,9¢™

*Query coverage: representa a extensdo da sequéncia investigada que apresenta identidade com a
sequéncia de outro organismo.
**E-value: indica a probabilidade dos alinhamentos obtidos serem casuais.

1.6.2. Provavel espB do isolado C74

O provavel espB de C74, assim como o homologo da DAEC C39, esta completo e
possui 945 pb de extensdo. Esse contig foi gerado a partir de quatro sequéncias
independentes, todas diretamente derivadas de produtos amplificados por PCR. Sua
sequéncia ¢ idéntica a do espB da linhagem de EPEC humana B171-1, e apresenta 99% de
identidade com os homdlogos de outras linhagens de EPEC, DA-EPEC ¢ EHEC, de origem
humana, bovina e cunicular, conforme pode ser verificado na Tabela 15.

E interessante notar que, contrariamente ao observado nas analises de identidade com
o provavel esp4 de C74 (Tabela 11), os genes espB da EHEC 11128 e das E. coli 537/89,
IHIT 1190 e DEC8A nao alinham com o possivel espB dessa DAEC ao longo de toda a sua
extensdo (Tabela 15). Curiosamente, a Tabela 14 traz a mesma informagdo para o isolado
C39. O alinhamento dos provaveis genes das duas DAEC com os homdlogos das linhagens
mencionadas ocorrem a partir da base 83 (resultado ndo apresentado), levantando a hipotese
de que os provaveis espB desses isolados talvez sejam menos conservados que os demais

possiveis genes TTSS.
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Tabela 15. Analise de identidade do provavel gene espB do isolado C74 de DAEC.

Gene ;\ic;siz Organismo Origem  Identidade cognlelrzrge* valﬁé**
espB AB426060  EPEC O111:H B171-1  humana  100,00% 100% 0
espB AF200363  EPEC O15:H RDEC-1  cunicular  99,70% 100% 0
espB FM201464 DA-EPEC O128:H2 9812 humana  99,70% 100% 0
espB FM201463  DA-EPEC 026:K60 B6  humana  99,70% 100% 0
espB AP010953  EHEC O26:H11 11368  humana  99,60% 100% 0
espB AJ277443  STEC 026:H 413/89-1 bovina 99,50% 100% 0
espB AP010958  EHEC O103:H2 12009  humana  99,40% 100% 0
espB AJ303141 STEC O103:H2 RW 1374  bovina 99,20% 100% 0
ECs4554 BA000007  EHEC O157:H7 Sakai humana  78,00% 100% 1,7¢*
espB AE005174 EHEC O157:H7 EDL933  humana  78,00% 100% 1,7¢™
espB EU871628  EHEC O145:H 33264 humana  78,00% 100% 6,9¢™*
espB EU871627  EPEC O55:H7 EDS-58 - 77,70% 100% 2,2¢™
espB AF022236 EPEC O127:H7 E2348/69 humana  73,90% 100% 1,47
Cr26  AF311901 C. rodentium DBS100 murina 71,50% 100% 3,8¢
espB AP010960  EHEC O111:H 11128 humana  74,20% 91% 9,8
espB FM986652 E. coli 537/89 - 74,20% 91% 1,2¢*
espB FM986651 E. coli THIT 1190 - 74,20% 91% 1,3¢™
espB FM986650 E. coli DECSA - 74,20% 91% 1,3¢

*Query coverage: representa a extensdo da sequéncia investigada que apresenta identidade com a

sequéncia de outro organismo.
**E-value: indica a probabilidade dos alinhamentos obtidos serem casuais.

Os contigs obtidos para os provaveis espB das DAEC C39 e C74 foram alinhados
com os homologos da EPEC E2348/69, EHEC EDL933 e C. rodentium DBS100 (Figura

25). A Figura revela que a identidade entre os dois contigs ¢ bastante alta (99,36%), e que

ha varias delegdes nas sequéncias de DAEC em relag@o aos genes das linhagens prototipicas

E2348/69 e DBS100. Entretanto, ¢ muito provavel que as dele¢des ndo sejam decorrentes de

erros de sequenciamento, mas sim de polimorfismos do gene, uma vez que os espB de duas

linhagens de EHEC e EPEC sdo 100% idénticos aos homoélogos de C39 e C74 (Tabelas 14 e

15). Além disso, uma dessas delecdes também ¢ encontrada no espB da EHEC EDL933.

72



Figura 25. Alinhamento dos provaveis espB das DAEC C39 e C74 com os genes
homologos das linhagens prototipicas EPEC E2348/69, EHEC EDL933 e Citrobacter
rodentium DBS100.
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1.7. Identificacio e caracterizacio de provaveis genes cesD2 de DAEC

Devido a localizag@o dos iniciadores espB REV (Figura 22) e escF FOR (Figura 26),
foi possivel amplificar parte de um provavel gene cesD2 dos isolados C39 e C74 de DAEC,
o qual codifica uma chaperona alternativa da proteina translocadora EspD (Neves et al.,
2003). As sequéncias obtidas estavam, portanto, incluidas nos produtos de PCR cujos perfis

eletroforéticos sao apresentados nas Figuras 23 e 27.

1.7.1. Provavel cesD2 do isolado C39

Empregando DNA do isolado C39 foram amplificadas as porcdes inicial e final do
provavel gene cesD2. Embora essas sequéncias sejam curtas (70 e 44 pb, respectivamente),
a qualidade dos sequenciamentos que as originaram foi bastante alta. O contig
correspondente a por¢do 5° foi gerado a partir de sete sequéncias independentes, cinco
correspondentes a insertos clonados e duas derivadas de PCR. A por¢ao 3’ do gene foi
construida a partir de seis sequéncias distintas, quatro insertos clonados e dois fragmentos
amplificados por PCR. Os dados das analises de identidade empregando o inicio e o fim do

possivel cesD2 de C39 foram agrupados nas Tabelas 16 e 17, respectivamente.

Tabela 16. Analise de identidade da por¢do 5° do provavel gene cesD2 da DAEC C39.

° -
Gene N° de Organismo Origem  Identidade Query % E .
acesso coverage* value

orf57  AJ303141 STEC O103:H2RW 1374  bovina  100,00% 100% 1,1
cesD2  AB426060 EPEC Ol11:H B171-1  humana  100,00% 100% 1,3¢"!
cesD2  AP010960  EHEC O111:H 11128 humana  100,00% 100% 9,5¢"
cesD2  AP010958  EHEC O103:H2 12009  humana  100,00% 100% 9,5¢"
cesD2  AP010953  EHEC 026:H11 11368  humana  100,00% 100% 9,5¢"

cesD2  FM986652 E. coli 537/89 - 100,00% 100% 1,4¢!!
cesD2  FM986651 E. coli THIT 1190 - 100,00% 100% 1,4¢!!
cesD2  FM986650 E. coli DEC8SA - 100,00% 100% 1,4¢!!

5139 AJ277443  STEC 026:H 413/89-1 bovina  100,00% 100% 1,4e"
cesD2  FM201463 DA-EPEC 026:K60 B6  humana  100,00% 100% 1,4¢™"
cesD2  FM201464 DA-EPEC O128:H29812 humana  100,00% 100% 1,5¢"
orf27  AF200363  EPEC O15:H RDEC-1  cunicular  100,00% 100% 1,7¢""

ECs4553 BA000007  EHEC O157:H7 Sakai humana  97,10% 100% 9,2¢"!

cesD2  AE005174 EHEC O157:H7 EDL933  humana  97,10% 100% 9,2¢™"!
- EU871628  EHEC O145:H 33264  humana  97,10% 100% 1,5¢"°
- EU871627  EPEC 055:H7 EDS-58 - 97,10% 100% 1,6
cesD2  AF022236 EPEC O127:H7 E2348/69 humana  97,10% 100% 1,7¢"
cr27  AF311901 C. rodentium DBS100 murina 87,10% 100% 4,5¢"
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*Query coverage: representa a extensdo da sequéncia investigada que apresenta identidade com a

sequéncia de outro organismo.
**E-value: indica a probabilidade dos alinhamentos obtidos serem casuais.

Tabela 17. Andlise de identidade da porcao 3’ do provavel gene cesD2 do isolado

C39 de DAEC.
Gene ;\ic;siz Organismo Origem  Identidade cog;l::gye* valﬁ;**
orf57  AJ303141 STEC O103:H2RW 1374  bovina  100,00% 100% 2,7¢
cesD2  AB426060  EPEC O111:H B171-1  humana  100,00% 100% 3,1
5139 AJ277443  STEC 026:H 413/89-1 bovina  100,00% 100% 3,6
cesD2  FM201463  DA-EPEC 026:K60 B6  humana  100,00% 100% 3,6
cesD2  FM201464 DA-EPEC O128:H29812 humana  100,00% 100% 3,7¢”
orf27  AF200363  EPEC O15:H RDEC-1  cunicular  100,00% 100% 43¢
cesD2  AP010958  EHEC 0103:H2 12009  humana  100,00% 100% 2,4e"
cesD2  AP010953  EHEC O26:H11 11368  humana  100,00% 100% 2,4e"
cesD2  FM986652 E. coli 537/89 - 97,70% 100%  0,00011
cesD2  FM986651 E. coli THIT 1190 - 97,70% 100%  0,00011
cesD2  FM986650 E. coli DEC8A - 97,70% 100%  0,00012
cr27 AF311901 C. rodentium DBS100 murina 86,40% 100% 0,05
ECs4553 BA000007  EHEC O157:H7 Sakai ~ humana  97,70% 98% 0,00015
cesD2  AFE005174 EHEC O157:H7 EDL933  humana  97,70% 98% 0,00015
- EU871628  EHEC O145:H 33264 humana  97,70% 98% 0,00025
- EU871627  EPEC 055:H7 EDS-58 - 97,70% 98% 0,00026
cesD2  AF022236 EPEC 0127:H7 E2348/69 humana  97,70% 98% 0,00028

*Query coverage: representa a extensdo da sequéncia investigada que apresenta identidade com a

sequéncia de outro organismo.
**E-value: indica a probabilidade dos alinhamentos obtidos serem casuais.

Nessas tabelas verifica-se que os dois fragmentos amplificados sdo idénticos a regides

homologas de diversas linhagens de EPEC, EHEC e DA-EPEC. No entanto, esse valor

talvez ndo corresponda a um retrato fiel da identidade do provavel cesD2 completo de C39

com os homologos listados, pois € possivel que as extremidades do gene sejam mais

conservadas que o restante de sua sequéncia.

1.7.2. Provavel cesD2 do isolado C74

A porcao final de um possivel cesD2 de C74, com 44 pares de bases de extensdo,

também foi amplificada em PCRs empregando o iniciador escF REV; essa sequéncia foi

obtida a partir de um unico produto de PCR. As andlises de identidade utilizando esse

fragmento sdo apresentadas na Tabela 18.
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Tabela 18. Andlise de identidade da porcdo 3’ do provavel gene cesD2 do isolado

C74 de DAEC.
Gene ;\ic;siz Organismo Origem  Identidade cog;l::ge* valﬁ:e**
cesD?2 AP010958 EHEC O103:H2 12009 humana 90,90% 100% 0,0029
cesD?2 AP010953 EHEC O26:H11 11368 humana 90,90% 100% 0,0029
orf57 AJ303141 STEC O103:H2 RW 1374  bovina 90,90% 100% 0,0032
cesD?2 AB426060 EPEC O111:H B171-1 humana 90,90% 100% 0,0035
st39 AJ277443 STEC O026:H 413/89-1 bovina 90,90% 100% 0,0038
cesD2  FM201463 DA-EPEC 026:K60 B6 humana 90,90% 100% 0,0039
cesD?2 FM201464 DA-EPEC O128:H2 9812  humana 90,90% 100% 0,0039
orf27 AF200363 EPEC O15:H RDEC-1 cunicular 90,90% 100% 0,0044
cesD?2 AP010960 EHEC O111:H 11128 humana 88,60% 100% 0,0099
cesD2  FM986652 E. coli 537/89 - 88,60% 100% 0,013
cesD2  FM986651 E. coli THIT 1190 - 88,60% 100% 0,013
cesD2  FM986650 E. coli DEC8A - 88,60% 100% 0,013
Cr27 AF311901 C. rodentium DBS100 murina 77,30% 100% 6,3

cesD?2 AE005174 EHEC O157:H7 EDL933  humana 88,40% 98% 0,019
ECs4553 BAO000007 EHEC O157:H7 Sakai humana 88,40% 98% 0,019
- EU871628 EHEC O145:H 33264 humana 88,40% 98% 0,027

- EU871627 EPEC O55:H7 EDS-58 - 88,40% 98% 0,028

cesD?2 AF022236 EPEC O127:H7 E2348/69 humana 88,40% 98% 0,03

*Query coverage: representa a extensdo da sequéncia investigada que apresenta identidade com a

sequéncia de outro organismo.
**E-value: indica a probabilidade dos alinhamentos obtidos serem casuais.

O alinhamento do provavel cesD2 de C74 com varios dos homoélogos depositados no
GenBank ocorre ao longo de toda a sua extensdo (Tabela 18). Apenas quatro bases diferem
entre o possivel cesD2 e as regides dos genes com as quais esse fragmento apresenta
identidade mais elevada; uma corresponde ao suposto cdédon de terminagdo. Essas
diferencas provavelmente devem-se a erros de sequenciamento, uma vez que a maior parte
das bases sequenciadas apresenta qualidade inferior a 20. Suporte adicional a essa hipotese ¢

fornecido pelo fato do possivel gene de C74 ter sido obtido a partir de uma unica sequéncia.
1.8. Identificacio e caracterizacdo de provaveis genes escF de DAEC
Os iniciadores escF FOR e escF REV (Figura 26) foram utilizados em experimentos
de PCR para amplificar um homoélogo do gene escF em DAEC, o qual codifica a

subunidade da agulha (Wilson et al., 2001) e provavelmente também do bastdo central do

corpo basal (Ogino et al., 2006) do TTSA de EPEC.
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Fragmentos do tamanho esperado foram obtidos empregando-se DNA das DAEC C2,
C39, C40 e C74 (Figura 27), porém produtos inespecificos foram amplificados com C2
(Figura 27 D) e C40 (Figura 27 E), apesar do uso de diversas temperaturas de anelamento.

escF FOR I‘

- escF REV

358 pb

Figura 26. Regido de anelamento dos iniciadores escF FOR e escF REV no LEE de EPEC.
O produto de amplificagdo esperado, de 358 pb, estd representado por uma barra.
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Figura 27. Perfis eletroforéticos dos produtos de PCR obtidos com os iniciadores escF FOR
e escF REV. Fragmentos foram amplificados empregando DNA das DAEC C2 (D), C39 (A,
B), C40 (E) e C74 (A, B, C), bem como dos controles positivos EPEC E2348/69 ¢ EHEC
EDL933. Nao houve amplificac¢do utilizando os controles negativos K-12 (B, C) e agua (E).
As setas apontam para as bandas de interesse dos marcadores de massa molecular (MM)
TTSS Ladder 1 (A, D) e TTSS Ladder 3 (B, C, E).

Uma aliquota do DNA amplificado a partir de C39 foi clonada no vetor pGEM®-T
Easy e transformada em células de E. coli XL10-Gold™. DNA plasmidial foi extraido de

seis coldnias brancas selecionadas e utilizado em experimentos de PCR com os iniciadores
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Universal e Reverso (Figura 28), revelando que todos os clones possuiam um inserto de

MM 1 2 3 4 5 6

Figura 28. Perfil eletroforético dos produtos de amplificagdo com os iniciadores Universal e
Reverso, empregando DNAs plasmidiais extraidos das células transformadas. Os
fragmentos amplificados a partir de todos os clones correspondem ao provavel gene escF do
isolado C39 de DAEC. A seta aponta para a banda de interesse do marcador de massa
molecular (MM) TTSS Ladder 1. Os nimeros localizados acima de cada pogo do gel
correspondem aos nomes dos clones.

tamanho esperado.

DNA plasmidial extraido dos clones 2 e 5 e produtos de PCR amplificados com DNA
dos isolados C39, C40 e C74 foram purificados, quantificados e submetidos ao
sequenciamento automatico. Devido a amplificagdo de produtos inespecificos em C40
(Figura 27 E), o fragmento do tamanho esperado foi excisado do gel de agarose e
purificado. Nao foi possivel sequenciar o produto obtido para o isolado C2, uma vez que a
eficiéncia da amplificagdo foi muito baixa (Figura 27 D) e ndo forneceu a quantidade
necessaria de DNA.

Contigs foram obtidos a partir das sequéncias dos provaveis escF de C39 e C74 e
empregados em analises de identidade com genes homologos de outros organismos (Tabelas
19 e 20). Devido a baixissima qualidade das sequéncias obtidas para C40, ndo foi gerado um

contig do possivel escF desse isolado.

1.8.1. Provavel escF do isolado C39

A sequéncia do possivel escF de C39 esta completa e foi depositada no GenBank sob
o numero de acesso EU715410. Esse contig de 222 pb de extensdo foi construido a partir de
oito sequéncias distintas; quatro insertos clonados e quatro derivadas de PCR. Sua sequéncia
¢ idéntica a de 11 genes homdlogos de outras linhagens de E. coli, incluindo EPEC, EHEC e
DA-EPEC. Curiosamente, foram encontrados ainda homologos do possivel escF em duas
linhagens distintas de Salmonella enterica. Em S. enterica, os genes ssaG e ssaH dos

isolados LT2 e SL1344 pertencem a ilha de patogenicidade 2 (SPI-2), cuja expressao €
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importante para a infec¢do sist€émica causada por essa bactéria em animais, no que diz
respeito a sobrevivéncia e a replicagdo em fagocitos (revisado por Schmidt e Hensel, 2004).
A identidade desses genes com o homologo de DAEC, no entanto, ¢ bem menor que a
observada em relacdo as linhagens de E. coli, sendo mais proxima da verificada com cr28

de C. rodentium (Tabela 19).

Tabela 19. Analise de identidade do provével gene escF do isolado C39 de DAEC.

Gene ;\ic;siz Organismo Origem  Identidade cog;l::gye* valﬁé**
escF AJ303141 STEC O103:H2RW 1374  bovina  100,00% 100% 9,7¢%°
escF AB426060 EPEC Ol11:H B171-1  humana  100,00% 100% 1,1e™
escF AJ277443  STEC 026:H 413/89-1 bovina  100,00% 100% 1,3¢™
escF FM201463 DA-EPEC 026:K60 B6  humana  100,00% 100% 1,3¢™
escF FM201464 DA-EPEC O128:H2 9812 humana  100,00% 100% 1,3¢
escF AF200363  EPEC O15:H RDEC-1  cunicular  100,00% 100% 1,5¢™

escF AP010958  EHEC O103:H2 12009  humana  100,00% 100% 7,0e%
escF AP010953  EHEC 026:H11 11368  humana  100,00% 100% 7,0e%

escF FM986652 E. coli 537/89 - 97,30% 100% 1,5¢™
escF FM986651 E. coli THIT 1190 - 97,30% 100% 1,6
escF FM986650 E. coli DEC8A - 97,30% 100% 1,6
escF AP010960  EHEC O111:H 11128 humana  97,30% 100% 1,0e7'%
ECs4552 BA000007  EHEC O157:H7 Sakai ~ humana  96,80% 100% 3,4¢7?
escF AE005174 EHEC O157:H7 EDL933  humana  96,80% 100% 3,4e™°
escF EU871628  EHEC O145:H 33264  humana  96,80% 100% 5,7¢>
escF EU871627  EPEC 055:H7 EDS-58 - 96,80% 100% 6,0e™>
escF AF022236 EPEC O127:H7 E2348/69 humana  96,80% 100% 6,4¢™>
cr28  AF311901 C. rodentium DBS100 murina 75,20% 100% 3,5¢7
ssaG AJ224892 S. enterica LT2 - 66,10% 56% 0,0043
ssaH  AF020808 S. entérica SL1344 - 66,10% 56% 0,0046

*Query coverage: representa a extensdo da sequéncia investigada que apresenta identidade com a
sequéncia de outro organismo.
**E-value: indica a probabilidade dos alinhamentos obtidos serem casuais.

1.8.2. Provavel escF do isolado C74

O provavel escF de C74 também estd completo e foi construido a partir de seis
sequéncias distintas, todas diretamente derivadas de PCR. Esse contig possui homologos
100% idénticos em 12 linhagens de EPEC, DA-EPEC, EHEC e DAEC (Tabela 20); essa
DAEC corresponde ao isolado C39. Assim, era de se esperar que os genes ssaG e ssaH dos
isolados LT2 e SL.1344 de S. enterica também fossem detectados nas andlises de identidade

empregando o possivel escF de C74 (Tabela 20).
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Tabela 20. Analise de identidade do provavel gene escF do isolado C74 de DAEC.

Gene ;\ic;siz Organismo Origem  Identidade cog;l::gye* valﬁé**
escF AP010958 EHEC 0103:H2 12009 humana 100,00% 100% 6,0e°
escF - AP010953 EHEC 026:H11 11368 humana 100,00% 100% 6,0e°
escF AJ303141  STEC O103:H2 RW 1374  bovina 100,00% 100% 7,0¢7%
escF AB426060  EPEC Ol11:H B171-1 humana 100,00% 100% 7,9¢7¢
escF - AJ277443 STEC 026:H 413/89-1 bovina 100,00% 100% 9,1¢
escF FM201463  DA-EPEC 026:K60 B6 humana 100,00% 100% 9,1
escF FM201464 DA-EPEC O128:H2 9812  humana 100,00% 100% 9,5¢¢
escF AF200363 EPEC O15:H RDEC-1  cunicular  100,00% 100% 1,1e™
escF EU715410 DAEC O11:H0 humana 100,00% 100% 9,5¢™>
escF AP010960 EHEC O111:H 11128 humana 97,30% 100% 7,7¢>
escF FM986652 E. coli 537/89 - 97,30% 100% 1,1e™
escF FM986651 E. coli THIT 1190 - 97,30% 100% 1,1e*
escF FM986650 E. coli DEC8A - 97,30% 100% 1,2¢7*
escF AE005174 EHEC O157:H7 EDL933  humana 96,80% 100% 2,5¢2
ECs4552  BA000007 EHEC 0157:H7 Sakai humana 96,80% 100% 2,5¢7>7
escF EU871628 EHEC O145:H 33264 humana 96,80% 100% 4,2¢
escF EU871627  EPEC 055:H7 EDS-58 - 96,80% 100% 4,4e>
escF AF022236  EPEC O127:H7 E2348/69  humana 96,80% 100% 4,7¢>
cr28  AF311901 C. rodentium DBS100 murina 75,20% 100% 3,1e?’
ssaG AJ224892 S. enterica LT2 - 66,10% 56% 0,0044
ssaH  AF020808 S. entérica SL1344 - 66,10% 56% 0,0047

*Query coverage: representa a extensdo da sequéncia investigada que apresenta identidade com a
sequéncia de outro organismo.
**E-value: indica a probabilidade dos alinhamentos obtidos serem casuais.

Embora os provaveis escF das DAEC C39 e C74 ndo sejam idénticos aos homodlogos

das linhagens prototipicas EDL933 e E2348/69, o alinhamento de suas proteinas preditas

demonstra que as sequéncias de aminoacidos das quatro E. coli sdo idénticas (Figura 29).

Esse resultado indica que as diferencas possivelmente se devem a mutagdes pontuais

silenciosas que ocorreram nos genes homodlogos em questdo, e/ou em genes de outros

organismos, a partir dos quais essas linhagens evoluiram.
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10 20 30
Cc39 MNLSEITQQOQMGEVGKTLSDSVPELLNSTDL
Cc74 MNLSEITQQOQMGEVGKTLSDSVPELLNSTDL
E2348_ 69 MNLSEI TQQOMGEVGKTLSDSVPELLNSTDL
EDL933 MNLSEIT MGEVGKTLSDSVPELLNSTDL
DBS100 MNL T|0|I T|E DM GIN\I A[D|T L(A|E|P|(VP|K|LL|SNP|DL

40 50 60
c39 VNDPEKMLELQFAVQQYSAYVNVESGMLKT
c74 VNDPEKMLELQFAVQQYSAYVNVESGMLKT
F2348.69 VNDPEKMLELQFAVQQYSAYVNVESGMLKT
VQoYs
INQFS

A
A
EDL933 |VNDPEKMLELQFA AYVNVESGMLEKT
pBS100 |V .N D P[olk M L[o|L[s]E[s] [SIrINLESGMIKT
70

c39 IKDLVSTI SNRSF
Cc74 IKDLVSTI SNRSF
E2348 69 IKDLV STI SNRSF
EDL933 IKDLVSTI SNRSF
DBS100 VKDLI STI SNRT|S

Figura 29. Alinhamento das proteinas EscF preditas das DAEC C39 e C74 e EscF de EPEC
E2348/69, EHEC EDL933 e Citrobacter rodentium DBS100.

1.9. Identificacio e caracterizacio de um provavel gene ces42 de DAEC

Devido a localizagdo do iniciador escF REV (Figura 26), foi possivel amplificar a
por¢do inicial de um provavel cesA2 da DAEC C39, com 51 pb de extensdo. Esse contig foi
construido a partir de sete sequéncias distintas; quatro insertos clonados e trés fragmentos
diretamente derivados de PCR. O gene ces42 codifica uma chaperona alternativa da
proteina formadora da bainha da agulha do TTSA (Su et al., 2008), necessaria para a
secrecdo tanto de efetores quanto de translocadores do TTSS (Deng et al., 2004).

O fragmento amplificado est4 incluido, portanto, nos produtos de PCR obtidos com os
iniciadores escF FOR e escF REV (Figura 27) e nos insertos dos clones 2 e 5 apresentados
na Figura 28, cujo DNA plasmidial foi extraido, quantificado, purificado e enviado para
sequenciamento automatico. As analises de identidade empregando o contig gerado a partir
dessas sequéncias sdo apresentadas na Tabela 21.

A porcao 5’ obtida para o provavel ces42 ¢ 100% idéntica a oito homdlogos
depositados no GenBank, pertencentes a linhagens de EHEC, EPEC e DA-EPEC de
diversas origens. Os valores elevados de identidade observados para os homdlogos das
demais linhagens, inclusive cr29 de C. rodentium, possivelmente devem-se a pequena
extensdo do fragmento e ndo correspondem necessariamente ao que seria obtido para a

sequéncia completa do provavel gene.
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Tabela 21. Analise de identidade da regido 5’ do provavel gene ces42 do isolado C39
de DAEC.

Gene ;\i;siz Organismo Origem  Identidade cog;l:;gye* valﬁ;**
orf54  AJ303141 STEC O103:H2RW 1374  bovina 100,00% 100% 1,4¢%
orf29  AB426060  EPEC O111:H B171-1 humana  100,00% 100% 1,5¢%
stdl AJ277443  STEC 026:H 413/89-1 bovina 100,00% 100% 1,7¢®
orf29  FM201463 DA-EPEC O26:K60 B6  humana  100,00% 100% 1,7¢™
orf29  AF200363  EPEC O15:H RDEC-1  cunicular  100,00% 100% 2,0e%
- AP010958  EHEC O103:H2 12009  humana  100,00% 100% 1,2

- AP010953  EHEC O26:H11 11368  humana  100,00% 100% 1,2
orf29  FM201464 DA-EPEC O128:H29812  humana 98,00% 100% 6,7¢%
- AP010960  EHEC O111:H 11128 humana 96,00% 98% 3,8¢"7
orf29  FM986652 E. coli 537/89 - 96,00% 98% 5,0
orf29  FM986651 E. coli THIT 1190 - 96,00% 98% 52¢"
orf29  FM986650 E. coli DECSA - 96,00% 98% 53¢
cesA2 ~ AE005174 EHEC O157:H7 EDL933  humana 94,10% 100% 7,07
ECs4551 BA000007  EHEC O157:H7 Sakai humana 94,10% 100% 7,0
- EU871628  EHEC 0145:H 33264 humana 94,10% 100% 1,0

- EU871627  EPEC 055:H7 EDS-58 - 94,10% 100% 1,1e%
orf29  AF022236 EPEC 0127:H7 E2348/69  humana 94,10% 100% 1,1
cr29  AF311901 C. rodentium DBS100 murina 90,00% 98% 3,3¢™

*Query coverage: representa a extensdo da sequéncia investigada que apresenta identidade com a

sequéncia de outro organismo.
**E-value: indica a probabilidade dos alinhamentos obtidos serem casuais.

1.10. Investigacio da regiio entre os provaveis sepQ e escD de DAEC - busca

pelos possiveis efetores de DAEC

Conforme mencionado anteriormente, ndo se esperava encontrar em DAEC
homologos dos genes da EPEC E2348/69 localizados entre sepQ e escD (Figura 9), uma vez
que suas sequéncias codificam proteinas efetoras envolvidas na lesdo A/E e suas
chaperonas, especificas dos patotipos EPEC e EHEC (Kaper et al., 2004). Assim, ¢ bastante
provavel que a regido localizada entre os possiveis sepQ e escD de DAEC contenha ao
menos alguns de seus efetores.

Como um possivel gene escD do isolado C39 de DAEC foi identificado neste trabalho
e provaveis sepQ de C39 e C74 foram previamente detectados por nosso grupo (Lorenzoni,
2009), experimentos de PCR foram conduzidos com o par de iniciadores sepQ FOR e escD
REV (Figura 30) e DNA dos isolados C39 e C74, a fim de identificar a natureza da regiao
que se encontra entre esses provaveis genes de DAEC. Devido a grande extensao do produto

obtido empregando como molde DNA da EPEC E2348/69, optou-se por utilizar a enzima
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Elongase”, capaz de amplificar fragmentos de até 20 kb. Obviamente ndio se esperava a
obtencdo de um fragmento do mesmo tamanho com DNA das DAEC testadas, uma vez que

esses isolados ndo possuem os mesmos fatores de viruléncia de EPEC (Piva, 1998).

sepQ FOR E:)

Orfl6|  sepQ espH |cesF| map tir cesT eae escD

€ escD REV

9534 pb

Figura 30. Regido de anelamento dos iniciadores sepQ FOR e escD REV no LEE de EPEC.
O produto esperado como resultado da amplificagdo esta representado por uma barra.

Embora diversas temperaturas de anelamento, concentragdes de MgCl, e quantidades
de DNA tenham sido testadas, todas as PCRs resultaram na obten¢do de diversos produtos
com tamanhos distintos, tanto para o isolado C39 quanto para C74 (Figura 31). Como o
rendimento dos produtos amplificados e a reprodutibilidade dos resultados foram sempre
muito baixos, ndo foi possivel enviar os fragmentos gerados para sequenciamento com o

objetivo de caracteriza-los.

EPEC C39 C74

2130 pb —
1926 gb —_—
1510 pb —
1278 pb —
1088 pb ——
994 pb —»
826 pb —

556 pb —»

287 pb —»

I
Figura 31. Perfil eletroforético dos produtos de PCR obtidos empregando DNA das
amostras C39 e C74 de DAEC e do controle positivo EPEC 2348/69, com os iniciadores
sepQ FOR e escD REV e a enzima Elongase”. A temperatura de anelamento foi de 50°C.
Os DNAs utilizados como moldes foram os produtos de uma amplificacdo prévia realizada

sob as mesmas condigdes. As setas indicam o tamanho das bandas do marcador TTSS
Ladder 2.
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1.11. Analise comparativa das identidades entre os provaveis genes TTSS

identificados em DAEC e os homoélogos depositados no GenBank

A partir das tabelas que apresentam as analises de identidade dos provaveis genes
TTSS escD, espA, espD, espB e escF de C39, espA e espD de C40 e espA, espB ¢ escF de
C74 com alguns de seus homologos depositados no GenBank, foi construida uma tnica
tabela em que todos os valores de identidade obtidos foram agrupados (Tabela 22). A média
aritmética das identidades de cada possivel gene em relacdo aos homologos analisados foi
calculada, permitindo a comparagdo das diferentes sequéncias identificadas neste trabalho.
Os provaveis cesD2 de C39 e C74 e cesA2 de C39 ndo foram incluidos nessas analises
devido a sua pequena extensdo, o que tornava desaconselhavel a extrapolagao dos valores de
identidade obtidos para o restante de suas sequéncias.

As médias aritméticas das identidades dos provaveis genes de C39 e C74 com seus
homologos revelam que o possivel gene mais conservado € escF e o mais divergente ¢ espB
(Tabela 22). A comparagdo entre sequéncias comuns aos isolados C39 e C74 revela que as
mais conservadas sao as de escF, 100% idénticas, e as mais divergentes sdo as de espA4, 95%
idénticas (resultados ndo apresentados).

A Tabela 22 mostra ainda que os dois organismos cujos genes TTSS apresentam os
maiores valores de identidade em relacdo ao homoélogos da DAEC C39 sdo as EHEC de
origem bovina e humana RW 1374 (ntimero de acesso AJ303141) e 12009 (nimero de
acesso AP010958), respectivamente. A E. coli que mais se assemelha ao isolado C40, por
sua vez, ¢ a EPEC prototipica E2348/69, de nimero de acesso AF022236. Finalmente, todos
os provaveis genes de C74 sdo 100% idénticos aos homologos da linhagem de EPEC
humana B171-1, cujo numero de acesso ¢ AB426060.

A variabilidade dos possiveis genes TTSS dos isolados C39 e C74 em relagdo ao
isolado C40, bem como os valores distintos de identidade obtidos para as sequéncias de
cada isolado de DAEC e seus homologos de outros organismos, poderiam ser explicados
por trés hipoteses distintas:

1. Cada provavel gene TTSS foi adquirido em um evento independente de
transferéncia horizontal,

2. Todos os provaveis genes foram adquiridos em um tUnico evento de transferéncia

horizontal e, posteriormente, sofreram mutagdes pontuais silenciosas;
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Tabela 22. Média aritmética das identidades dos provaveis genes TTSS dos isolados C39, C40 e C74 de DAEC em
relagdo aos homologos depositados no GenBank. Em negrito estdo destacados os valores de identidade mais elevados
obtidos para cada provavel gene.
N° de C39 C40 C74
acesso escD espA espD espB escl espA espD espA espB escF
AB426060 99,10%  95,00%  99,80%  99,40%  100,00% 89,60%  85,20% 100,00% 100,00% 100,00%
AE005174 94,90%  85,50% 83,50%  78,40%  96,80%  82,70% 78,00%  87,60%  78,00%  96,80%
AF022236 93,70%  88,60% 86,80%  74,10%  96,80%  99,20% 98,00%  91,00%  73,90% = 96,80%
AF200363 99,30%  95,00%  99,80%  99,70%  100,00% 89.60%  85,20% 100,00%  99,70%  100,00%
AF311901 88,30%  83,80% 86,30%  71,60%  75,20%  83,70% 87,80%  86,20%  71,50%  75,20%
AJ277443  99,20%  95,00%  99,80%  99,50%  100,00% 89.60% 85,20% 100,00%  99,50%  100,00%
AJ303141 99,80% 100,00% 100,00% 99,80% 100,00% 87,10% 85,40%  95,00%  99,20%  100,00%
AP010953 99,30%  95,00%  99,80%  99,60%  100,00% 89.60%  85,20% 100,00%  99,60%  100,00%
AP010958 99,80% 100,00%  99,90% 100,00% 100,00% 87,10% 85,30%  95,00%  99.,40%  100,00%
AP010960 94,80%  87,73% 85,40%  75,00%  97,30%  92,40% 91,00%  90,50% = 74,20%  97,30%
BA000007 94,90%  85,50% 83,50%  78,40%  96,80%  82,70% 78,00%  87,60%  78,00%  96,80%
EU871627 94,90%  85,50% 83,30%  78,40%  96,80%  82,90% 77,90%  87,60%  77,70%  96,80%
EU871628 94,60%  85,80% 83,30%  78,40%  96,80%  83,10% 77,90%  87,70%  78,00%  96,80%
FM201463 99,30%  95,00%  99,80%  99,70%  100,00% 89,60% 85,20% 100,00%  99,70%  100,00%
FM201464 99,10%  95,00% 99,80% 99,70%  100,00% 89,60% 85,20% 100,00%  99,70%  100,00%
FM986650 94,80%  87,70% 85,40%  74,60%  97,30%  92,40% 91,00%  90,50% = 74,20%  97,30%
FM986651 94,90%  87,60% 85,10%  74,60%  97,30%  92,00% 90,80%  90,00%  74,20%  97,30%
FM986652 95,00%  87,40% 85,10%  74,60%  97,30%  92,20% 90.,80%  90,20%  74,20%  97,30%
Média 96,43% 90,84%  91,47%  86,42%  97,13%  88,62% 85,73%  93,27%  86,15%  97,13%




3. Todos os provaveis genes foram adquiridos em um tUnico evento de transferéncia
horizontal, e novos eventos de transferéncia resultaram na aquisicdo de genes TTSS
adicionais, que sofreram recombinagdes homologas com os possiveis genes ja integrados ao
genoma.

Dentre as trés hipoteses, a segunda ¢ a que parece explicar as variagdes observadas da

maneira mais simples, embora a terceira também possa ser plausivel.

2. Construcio de arvores filogenéticas empregando as sequéncias dos provaveis genes

TTSS de DAEC

As sequéncias nucleotidicas dos provaveis genes escD, espA, espD, espB, cesD2, escF
e cesA2 para a DAEC C39, bem como as dos possiveis espA, espB e escF de C74 e espA de
C40 foram utilizados na constru¢do de arvores filogenéticas com os homoélogos de grande
parte dos organismos apresentados nas Tabelas 8 a 21. Nessas construgdes empregou-se o
critério da parcimonia em combinagdo com a definicdo de um grupo externo, que consistiu
nos genes TTSS de Citrobacter rodentium ou de Salmonella enterica. Assim, os membros
de cada arvore filogenética foram arranjados de modo a minimizar o numero de passos
evolutivos necessarios para derivar seus estados de carater avancados a partir dos estados
primitivos, representados pelos grupos externos incluidos na analise (Futuyma, 2003).

O provavel espD de C40 nao foi empregado devido as inser¢des e a delecdo existentes
em sua sequéncia, as quais poderiam ser consideradas gaps evolutivamente significativos
pelo programa utilizado e alterar a arvore gerada para esse gene, levando a interpretagdes
equivocadas. O fragmento do possivel cesD2 de C74 também ndo foi utilizado, pois sua
sequéncia apresenta baixa qualidade e substituicdes de bases que resultariam em
agrupamentos incorretos na darvore filogenética, principalmente em decorréncia da
substituicdo no suposto codon de terminagdo. Os gaps que aparentemente nao resultam de
erros de sequenciamento, bem como as bases ndo sequenciadas - missing data - de cada

provavel gene, foram considerados na construcdo das arvores.

2.1. Arvore filogenética com o provavel escD da DAEC C39

A arvore construida com o provavel escD de C39 e seus homologos ¢ apresentada na

Figura 32. De acordo com os resultados apresentados na Tabela 8, C39 esta incluida no
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mesmo clado da STEC bovina RW 1374 e da EHEC humana 12009, cujos escD sao 99,80%

idénticos ao possivel gene da DAEC.

STEC 41389 1
EHEC 11368
100 DAEPEC B6
EPEC B171 1
_‘IDD: DAEPEC 9812
EPEC RDEC 1
DAEC C39

10 STEC RW 1374
100
EHEC 12009

10— E.coli DEC8A
e FHEC 11128

100 E.coli IHIT 1190
_100: E.coli 537 89
EPEC E2348 69

EHEC 33264
EPEC EDS 58
EHEC EDL933

EHEC Sakai
C.rodentium DBS100

100

100

100

g1

Figura 32. Arvore filogenética construida a partir da sequéncia do provavel escD da DAEC
C39 e alguns homologos depositados no GenBank. O gene »CR29 de Citrobacter rodentium
foi escolhido como grupo externo. A confiabilidade de cada ramo foi averiguada por
bootstrap, e os ramos com percentual acima de 50% sdo mostrados.

2.2. Arvore filogenética com o provavel esp4 das DAEC C39, C40 e C74

A Figura 33 apresenta a arvore filogenética gerada a partir das sequéncias dos
possiveis espA dos isolados C39, C40 e C74 e varios homodlogos incluidos nas Tabelas 9, 10
e 11. Novamente C39 encontra-se agrupada com a STEC RW 1374 ¢ com a EHEC 12009,
j& que seus homologos sdo exatamente iguais, e essas trés linhagens estdo proximamente
relacionadas a STEC bovina NV92, cujo espA pertence a variante fv. A DAEC C74, por
sua vez, estd no mesmo clado que a STEC bovina 413/89-1, a EHEC humana 11368, as
EPEC RDEC-1 (variante ) e B171-1 de origem cunicular e humana, respectivamente, e as
DA-EPEC humanas 9812 e B6, pois suas sequéncias sao 100% idénticas. Embora C39 e
C74 nao se localizem no mesmo ramo, seus possiveis espA estdo evolutivamente mais

proximos entre si que do homologo de C40, o qual foi agrupado com o gene da EPEC
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E2348/69 (variante o). Esses resultados reforcam a hipdtese de que os provaveis espA de

C39, C40 e C74 pertencem as variantes Pv, o e , respectivamente.

STEC 41389 1
DAEPEC 9812
EPEC RDEC 1
EHEC 11368
DAEC C74
EPEC B1711
DAEPEC B6
STEC NV92
DAEC C39
STEC RW 1374
EHEC 12009
EHEC 33264
EPEC EDS 58
= _: EHEC EDL933
100 EHEC Sakai
DAEC C40
EPEC E2348 69
G pre—E coli DEC8A
EHEC 11128
100 E.coli IHIT 1190
_100: E.coli 537 89

C.rodentium DBS100

1a0

100

1a0

100

100

100

100

100

Figura 33. Arvore filogenética construida a partir das sequéncias dos provéveis espA dos
isolados C39, C40 e C74 de DAEC e alguns homoélogos depositados no GenBank. O gene
cr24 de Citrobacter rodentium foi escolhido como grupo externo. A confiabilidade de cada
ramo foi testada por bootstrap, e apenas os ramos com percentual acima de 50% sdo
mostrados.

2.3. Arvores filogenéticas com os provaveis espD da DAEC C39 e espB das
DAEC C39 e C74

Conforme pode ser observado nas Figuras 34 e 35, os provaveis genes espD e espB de
C39 também estdo mais proximos evolutivamente dos homologos das EHEC RW1374 e
12009, confirmando os resultados apresentados nas Tabelas 12 e 14 e seguindo o padrdo ja

observado para os possiveis escD e espA desse isolado (Figuras 32 e 33).
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EHEC 11368
DAEPEC 9812
STEC 41389 1
EPEC B171 1
DAEPEC B6
EPEC RDEC 1
DAEC C39
100 p STEC RW 1374
EHEC 12009
EPEC EDS 58
EHEC 33264
EHEC EDL933
EHEC Sakai
EPEC E2348 69
E.coli DEC8A
EHEC 11128
E.coli IHIT 1190
_100: E.coli 537 89

C.rodentium DBS100

100

100

100

100

100

Figura 34. Arvore filogenética construida a partir do provavel espD da DAEC C39 e alguns
homologos depositados no GenBank. O gene cr25 de Citrobacter rodentium foi escolhido
como grupo externo. A confiabilidade de cada ramo foi testada por bootstrap, e os ramos
com percentual acima de 50% sdo mostrados.

100 DAEC C74
_: EPEC B1711
EHEC 11368
100 DAEPEC 9812
EPEC RDEC 1
100 STEC 41389 1
DAEPEC B6
DAEC C39
100 STEC RW 1374
" EHEC 12009
EHEC 33264
EPEC EDS 58
EHEC EDL933
EHEC Sakai
EPEC E2348 69

100 E.coli DEC8A

100 _:EHEC11128
100 E.coli IHIT 1190

_100: E.coli 537 89

C.rodentium DBS100

1a0

100

Figura 35. Arvore filogenética construida a partir dos provaveis espB das DAEC C39 e C74
e de alguns de seus homologos depositados no GenBank. O gene cr26 de Citrobacter
rodentium foi escolhido como grupo externo. A confiabilidade de cada ramo foi testada por
bootstrap, e os ramos com percentual acima de 50% sdo mostrados.
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Na arvore filogenética construida para o gene espB (Figura 35) verifica-se que,
embora C74 esteja mais proximo das mesmas linhagens com as quais se agrupava na arvore
de espA (Figura 33), h4 um novo ramo dentro do grupo a partir do qual se destacam a
DAEC e a EPEC humana B171-1. A presenca desse ramo justifica-se pelo fato do
homologo de B171-1 ser 100% idéntico ao provavel espB de C74 (Tabela 15).

2.4. Arvore filogenética com os provaveis escF das DAEC C39 e C74

Na arvore filogenética construida para o gene escF (Figura 36), os isolados C39 e C74
de DAEC e os organismos mais proximamente relacionados foram agrupados no mesmo
clado, ndo havendo a divisdo anteriormente observada nas arvores de escD, espA, espD e
espB. Isso pode ser explicado pelo fato das sequéncias homoélogas das linhagens que

constituem esse ramo serem 100% idénticas, conforme ja verificado nas Tabelas 19 e 20.

DAEC C39
STEC 413891
EPEC B171 1
EHEC 11368
10 [ DAEPEC B6
STEC RW 1374
DAEPEC 9812
DAEC C74
EHEC 12009
EPEC RDEC 1
E.coli DEC8A

100

100 [r—F_coli HIT 1190

E.coli 537 89

EHEC 11128

EPEC EDS 58
EHEC EDL933
EPEC E2348 69
EHEC Sakai

EHEC 33264
C.rodentium DBS100
S.enterica SL1344

100

1an

100

S.enterica LT2

Figura 36. Arvore filogenética construida a partir das sequéncias dos provaveis escF dos
isolados C39 e C74 de DAEC e alguns homologos depositados no GenBank. Os genes ssaG
e ssaH das linhagens LT2 e SL1344 de Salmonella enterica foram escolhidos como grupo
externo. A confiabilidade de cada ramo foi testada por bootstrap, e os ramos com percentual
acima de 50% sdo mostrados.
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2.5. Arvores filogenéticas com os provaveis cesD2 e cesA2 da DAEC C39

Como os provaveis genes cesD2 e cesA2 de C39 também sdo idénticos as sequéncias
homologas dos isolados 413/89-1, RW 1374 e 11368 de EHEC, 12009, B171-1 ¢ RDEC-1
de EPEC e B6 ¢ 9812 de DA-EPEC (Tabelas 16, 17 e 21), era de se esperar que todas essas

linhagens fossem agrupadas em um tnico clado, conforme se observa nas Figuras 37 e 38.

STEC 41389 1
STEC RW 1374
EHEC 12009
DAEPEC B6
DAEC C39
EPEC B1711
—51|: DAEPEC 9812
EHEC 11368
EPEC RDEC 1
E.coli DEC8A
10 [rm— EHEC 11128
E.coli IHIT 1190
E.coli 537 89
EPEC E2348 69
EPEC EDS 58
EHEC 33264
EHEC EDL933
EHEC Sakai
C.rodentium DBS100

100

100

100

Figura 37. Arvore filogenética construida a partir da sequéncia do provavel cesD2 do
isolado C39 de DAEC e alguns homologos depositados no GenBank. O gene cr27 de
Citrobacter rodentium foi escolhido como grupo externo. A confiabilidade de cada ramo foi
testada por bootstrap, e os ramos com percentual acima de 50% sdo mostrados.

STEC RW 1374
DAEPEC 9812
DAEC C39
EPEC RDEC 1
EHEC 11368
DAEPEC B6
EHEC 12009
EPEC B171 1
STEC 41389 1
E.coli DEC8A
100 e E 0l 537 89
E.coli IHIT 1190
EHEC 11128
S0 EPEC E2348 69
EHEC EDL933
100 b EHEC Sakai

100 e EPEC EDS 58
EHEC 33264
C.rodentium DBS100

90

Figura 38. Arvore filogenética construida a partir da sequéncia do provavel cesd2 do
isolado C39 de DAEC e alguns homoélogos depositados no GenBank. O gene cr29 de
Citrobacter rodentium foi escolhido como grupo externo. A confiabilidade de cada ramo foi
testada por bootstrap, e os ramos com percentual acima de 50% sao mostrados.
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2.6. Arvore filogenética consenso, com os provaveis genes TTSS das DAEC C39,
C40 e C74

Uma arvore filogenética consenso, construida a partir de todos os provaveis genes e de
seus homologos analisados individualmente nos itens 2.1 a 2.5, ¢ apresentada na Figura 39 e
confirma os resultados obtidos nas arvores anteriores e na Tabela 22. Como as bases nao
sequenciadas (missing data) de cada um dos isolados de DAEC também foram consideradas
na analise, a drvore consenso ¢ bastante similar a arvore obtida para o provavel gene espA4
(Figura 33), o unico cuja sequéncia total ou parcial ¢ conhecida para as trés DAEC

investigadas.

100 DAEC C74
100 _: EPEC B171 1
DAEPEC 9812
100 DAEPEC B6
STEC 41389 1
EHEC 11368
EPEC RDEC 1
DAEC C39
100 STEC RW 1374
" EHEC 12009
EHEC 33264
EPEC EDS 58

- EHEC EDL933
W: EHEC Sakai
[~ DAEC C40

100 D EPEC E2348 69

100 E.coli DEC8A
_: EHEC 11128
100 E.coli HIT 1190

{ E.coli 537 89

C.rodentium DBS100

100

100

100

Figura 39. Arvore filogenética construida a partir das sequéncias dos provaveis genes TTSS
das DAEC C39, C40 e C74 utilizadas nas arvores anteriores e de alguns de seus homodlogos
depositados GenBank. Os genes de Citrobacter rodentium foram escolhidos como grupo
externo. A confiabilidade de cada ramo foi testada por bootstrap, e apenas os ramos com
percentual acima de 50% sdao mostrados.

Curiosamente, enquanto o isolado C39 aparece no mesmo ramo que duas EHEC
pertencentes ao sorotipo O103:H2 (RW 1374 e 12009), C74 ¢ agrupada com uma EPEC
(B171-1). Na Figura 39 também ¢ possivel verificar que C39 e C74 sdo evolutivamente

mais proximos entre si do que em relagdo a C40. Além disso, em relacdo as linhagens
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prototipicas de EHEC e EPEC, as DAEC C39 e C74 compartilham um ancestral comum
mais recente com EDL933 do que com E2348/69.

O isolado C40, por sua vez, ¢ agrupado com a EPEC E2348/69, resultado semelhante
ao observado na arvore filogenética construida para os possiveis escJ de C39 e C40 (Kyaw,
2004). Entretanto, o provavel escJ de C40, que na EPEC prototipica codifica uma proteina
da base do complexo-agulha, mostrou-se mais proximo do homoélogo da EHEC EDL933 do
que do homologo da EPEC E2348/69, resultado que difere do obtido neste trabalho para o
possivel espA desse isolado.

As grandes diferencas observadas entre os isolados C39, C40 e C74 quanto a
reprodutibilidade nos experimentos de PCR, a identidade dos provaveis genes TTSS em
relacdo aos homologos encontrados em outras bactérias diarreiogé€nicas, € a proximidade
evolutiva em relagdo a essas bactérias sdo fortes evidéncias a favor da heterogeneidade
desse patotipo (Kyaw, 2004; Lopes et al., 2005). Além disso, os relatos conflitantes no que
diz respeito a patogenicidade das DAEC (Forestier ef al., 1996; Girén et al., 1991; Gomes et
al., 1989; Gunzburg et al., 1993; Jallat et al., 1993; Levine et al., 1993; Poitrineau et al.,
1995; Scaletsky et al., 2001; Scaletsky et al., 2002a; Scaletsky et al., 2002b) sugerem que
esse grupo deveria ser analisado mais a fundo e dividido em subgrupos, que levassem em
consideracdo critérios como a patogenicidade e a combinagdo de fatores de viruléncia de

cada isolado patogénico.

3. Analise da expressao dos provaveis genes TTSS de DAEC por meio de experimentos

de transcricio reversa

3.1. Analise da expressao dos provaveis genes TTSS de DAEC sob condicdes de

inducio

A fim de verificar se os provaveis genes TTSS detectados em DAEC sdo de fato
transcritos, foram realizados experimentos de transcri¢do reversa (RT-PCR) empregando os
isolados C39 e C74 e o controle positivo EPEC E2348/69.

Embora na literatura o meio LB seja descrito como ndo indutor da expressao de genes
TTSS, sabe-se que meios tamponados induzem a secrecdo de proteinas pelo TTSA (Kenny
et al., 1997). Assim sendo, a expressdao dos genes TTSS de EPEC e dos homoélogos de
DAEC foi induzida por meio de seu crescimento, por diferentes tempos, em LB tamponado

com Tris-HCL. A seguir, os RNAs foram extraidos com o kit “TRIzol® Reagent” (Figura 40)
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e tratados com DNase para remover o DNA contaminante. A PCR confirmatéria do
tratamento com DNase foi realizada com os iniciadores N1 e N2, e o perfil eletroforético de
seus produtos ¢ apresentado na Figura 41. Esse par de iniciadores também foi desenhado
empregando o LEE da EPEC E2348/69 como molde e seu alvo ¢ o gene esch, bastante
conservado entre os diferentes TTSSs por codificar uma ATPase, cuja atividade ¢ essencial
aos processos de recrutamento e desdobramento das proteinas a serem secretadas pelo
TTSA (revisado por Galan e Wolf-Watz, 2006). A Tm empregada foi 51°C e, como
controles positivos da PCR utilizou-se DNA da EPEC E2348/69 e do isolado C39 de
DAEC.

30 mmutos 1 hora 2 horas

39 c4 “Ep C39 c14 “Ep C39 c74

3 horas ¢ 30 minutos 5 horas
A

g N A A
EP €39 €74 'EP (39 C4

Figura 40. Perfis eletroforéticos dos RNAs dos isolados C39 e C74 de DAEC e do controle
positivo EPEC E2348/69, extraidos apds 30 minutos, uma hora, duas horas, trés horas e
trinta minutos e cinco horas de indugdo da expressao dos genes TTSS.

30 minutos 1 hora 2 horas 30 h 30 min 5 horas
A A A A A

f N7 N/ N/ AV \
EP 39 74 EP 39 74 EP 39 74 EP 39 74 EP 39 74 EP 39

e

Figura 41. Perfil eletroforético dos produtos da PCR confirmatéria do tratamento com
DNase. Como moldes empregou-se os RNAs dos isolados C39 e C74 de DAEC e EPEC
E2348/69, extraidos apds diferentes tempos de inducdo. Os controles positivos da PCR
estdo destacados em vermelho. A Tm utilizada foi 51°C.
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Ap6s a confirmacdo de que ndo havia mais DNA contaminando os RNAs extraidos
(Figura 41) foram realizados experimentos de RT-PCR, e os cDNAs produzidos serviram
como moldes em ensaios de PCR com os iniciadores testados na se¢do 1. O controle
negativo consistiu em um sistema de reacdo de transcricdo reversa sem RNA, a fim de
avaliar se algum componente empregado na RT-PCR ou na PCR estava contaminado com
DNA. Como controle positivo das PCRs foi utilizado DNA da EPEC E2348/69.

Além disso, foram realizados experimentos de PCR com cDNA ou RNA das bactérias
testadas e os iniciadores GAP F e GAP R, direcionados ao gene que codifica a enzima da
via glicolitica gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, de expressdo constitutiva. O emprego
desse par de iniciadores com moldes de cDNA (Figura 42) e RNA (Figura 43) funcionou
como um controle positivo e um controle negativo adicionais, respectivamente. Conforme
pode ser observado nas Figuras 42 e 43, os resultados dessas PCRs estdo de acordo com o
esperado, pois fragmentos de 253 pb foram amplificados apenas quando se utilizou como

molde cDNA.

EPEC C39
A A

3° 1h 2h 3h30° SB MM 30° 1h 2h 3h30° Sh°

<«—— 556pb

C74
g - N\
300 1h 2h 3h30° 5h MM sRNA EP

«—— 556pb

Figura 42. Perfis eletroforéticos dos produtos amplificados por PCR com o par de
iniciadores GAP F e GAP R, empregando como molde cDNA gerado a partir da transcrigao
reversa dos RNAs da EPEC E2348/69 e dos isolados C39 e C74 de DAEC. Os diferentes
tempos de inducdo da expressdo dos genes TTSS sdo indicados. As setas apontam para a
banda de 556 pb do marcador de massa molecular TTSS Ladder 3.
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EPEC C39
A A

30° 1h 2h 3h30° SB MM 30° 1 2h 3h30° Sh'

<«—— 356 pb

C4

A
300 1h 2h 3W30° b MM
-‘_ﬁﬂ’b

Figura 43. Perfis eletroforéticos dos produtos amplificados por PCR com o par de
iniciadores GAP F e GAP R, empregando como molde os RNAs extraidos da EPEC
E2348/69 e dos isolados C39 e C74 de DAEC. Os diferentes tempos de indugdo da
expressdo dos genes TTSS sdo indicados. As setas apontam para a banda de 556 pb do
marcador de massa molecular TTSS Ladder 3.

O primeiro par de iniciadores testado nas PCRs com o cDNA foi escF FOR / escF
REV (Figura 44), e o resultado obtido indica que hé transcri¢do dos provaveis genes escF de

C39¢ C74.

EPEC C39

A
B0 1h b 3m30° Sk MM ‘30° 1h  2h 3h30° SR

«—— 556pb

C74

300 1h  2h 3h30° 5h MM sRNA EP

«—— 536 b

Figura 44. Perfis eletroforéticos dos produtos amplificados por PCR com o par de
iniciadores escF FOR e escF REV, empregando cDNA da EPEC E2348/69 e dos isolados
C39 e C74 de DAEC. Os diferentes tempos de inducdo da expressdo dos genes TTSS sdo
indicados. As setas apontam para a banda de 556 pb do marcador de massa molecular TTSS
Ladder 3; em vermelho estdo destacadas as amostras positivas, € em azul estdo os controles
negativo e positivo.
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Curiosamente, o possivel gene de C74 parece ter sido transcrito apenas trés horas e
meia apos o inicio da indu¢do, sugerindo que talvez o mecanismo de regulacdo da expressao
da provavel PAI dos dois isolados de DAEC testados seja diferente, o que seria mais uma
evidéncia a favor da ja reportada heterogeneidade do patotipo DAEC (Kyaw, 2004; Lopes et
al., 2005). Outra hipotese que poderia explicar as diferencas observadas em relagdo a
transcri¢do dos genes homologos desses isolados € a de que a extragdo de seus respectivos
RNAs ocorreu com eficiéncias distintas.

Em outro experimento de PCR foram empregados os inciadores AD3 e espA REV, e
os perfis eletroforéticos dos produtos amplificados sdo apresentados na Figura 45. A
transcri¢do ocorreu em todos os tempos de indugdo testados com o isolado C39, enquanto
que para o isolado C74 ndo houve transcricdo no tempo de 30 minutos. Novamente, esse
resultado pode ser devido a diferencas na eficiéncia de extracdo do RNA de C74 em relacao
a de C39, ou ainda devido a condi¢des de inducdo distintas necessarias a expressao dos

provaveis genes das duas DAEC.

EPEC C39
A A S
rSO' Th  2h 3h30° ‘h\ MM /30' 1h 2h 3h30° 5h

758 pb
5%

C74
A

2h 3h30° Sh\ MM sRNA EP

G0 m

758 pb
— 1:55651)

Figura 45. Perfis eletroforéticos dos produtos amplificados por PCR com o par de
iniciadores AD3 e espA REV, empregando cDNA da EPEC E2348/69 e dos isolados C39 e
C74 de DAEC. Os diferentes tempos de inducdo da expressdo dos genes TTSS sdo
indicados. As setas apontam para as bandas de 556 e 758 pb do marcador de massa
molecular TTSS Ladder 3; em vermelho estdo destacadas as amostras positivas, € em azul
estdo os controles negativo e positivo.

Os resultados da RT-PCR com os iniciadores espD FOR e AD4 (Figura 46) foram um
pouco diferentes dos observados para escF FOR/escF REV e AD3/espA REV. Apenas o
gene espD do isolado C39 de DAEC foi transcrito e, ainda assim, somente nos tempos de

inducdo de 30 minutos e uma hora. E pouco provavel que uma bactéria invista energia na
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transcri¢do dos genes que codificam a agulha do TTSA e sua bainha em todos os tempos de
inducdo testados mas ndo transcreva os genes que constituem o poro de translocacio,
necessario a secrecdo dos efetores no citoplasma da célula hospedeira. Além disso, ¢
possivel que o gene espD seja um dos Ultimos a serem transcritos, uma vez que a proteina
formadora do poro por ele codificada ¢ translocada apenas quando a base e a agulha do
TTSA ja estdo montadas. Se a transcri¢do de genes do operon LEE4 ja ocorre mesmo antes
do tempo de trinta minutos em EPEC e continua cinco horas apds o inicio da infecgdo
(Leverton e Kaper, 2005), era de se esperar que situagdo semelhante fosse observada
também com os isolados de DAEC, ja4 que a proteina EspD ¢ necessaria durante todo o

processo de translocagdo dos efetores para o citoplasma da célula hospedeira.

EPEC C39
A A

30° 1h 2h 3h30° 5h* MM ‘30° 1h  2h 3h30° Sk

!
=

c4
A
3 1h 2h 3h30° SB* MM sRNA X EP

<«—— 856pb

Figura 46. Perfis eletroforéticos dos produtos amplificados por PCR com o par de
iniciadores espD FOR e AD4, empregando como molde cDNA da EPEC E2348/69 e dos
isolados C39 e C74 de DAEC. Os diferentes tempos de indugdo da expressdo dos genes
TTSS sdo indicados. As setas apontam para a banda de 856 pb do marcador de massa
molecular TTSS Ladder 3; em vermelho estdo destacadas as amostras positivas, e em azul
estdo os controles negativo e positivo.

Esses resultados sugerem que as condi¢des de inducdo da expressdo dos provaveis
genes espD de DAEC nao foram adequadas e ainda necessitam de ajustes, ou ainda que o
tempo de expressdo dos genes TTSS pode variar entre os patotipos de E. coli
diarreiogénicas. Outra possibilidade ¢ a de que a temperatura de anelamento ndo tenha sido
ideal, embora seja a Tm mais eficiente dentre as testadas com DNA desses isolados de
DAEC. No entanto, como nio houve transcricado de um provavel espD de C74, também nao

deve ser excluida a hipdtese de que sua sequéncia ndo seja de fato transcrita nesse isolado.
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O experimento de PCR empregando cDNA dos isolados de DAEC e do controle
E2348/69 com os iniciadores espB FOR e espB REV resultou em produtos de amplificacao
apenas para os tempos de 30 minutos, duas horas e cinco horas do controle positivo
(resultado ndo apresentado). Como surgiram muitos problemas nos experimentos de PCR
utilizando DNA e esse par de iniciadores em relagdo a defini¢do da melhor temperatura de
anelamento, ¢ possivel que a Tm utilizada nessa PCR também ndo tenha sido a mais
adequada.

Desta forma, os experimentos de RT-PCR realizados com as amostras C39 e C74 de
DAEC permitem concluir que as sequéncias obtidas no decorrer deste trabalho

correspondem a verdadeiros genes TTSS e ndo a provaveis genes TTSS.

3.2. Analise da expressao dos provaveis genes TTSS de DAEC na auséncia de

condicoes de indugao

A fim de verificar se o meio LB tamponado de fato induz a expressao dos genes TTSS
de DAEC ou se essa expressdo ¢ constitutiva, foi realizada a extragdo de RNA no tempo
zero. Para esse controle, as células dos isolados de DAEC e EPEC crescidas por uma noite
em LB foram transferidas para LB tamponado e imediatamente centrifugadas. O RNA foi
extraido e submetido a transcricdo reversa, sendo o cDNA resultante empregado em
experimentos de PCR utilizando os pares de iniciadores AD3/espA REV, espD FOR/ADA4,
espB FOR/espB REV e escF FOR/escF REV. Conforme pode ser observado na Figura 47,
ndo houve transcri¢do dos genes espA, espD, espB e escF da EPEC E2348/69 e de seus
homologos em DAEC. Esse resultado confirma que o crescimento em meio de cultura
tamponado induz a expressdo dos genes TTSS, o que estd de acordo com as observagdes

feitas por Kenny ef al. em 1997.
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Figura 47. Perfis eletroforéticos dos produtos amplificados por PCR, empregando como
moldes os cDNAs obtidos a partir dos RNAs extraidos no tempo zero. Os pares de
iniciadores utilizados foram AD3/espA REV (A), espD FOR/AD4 (B), espB FOR/espB
REV (C) e escF FOR/escF REV (D). As setas pretas apontam para bandas do marcador
TTSS Ladder 3. Os sinais + e — indicam a utilizag¢do e a ndo utilizagdo, respectivamente, da
enzima transcriptase reversa nos experimentos de RT-PCR.

4. Analise da montagem do suposto complexo-agulha de DAEC por microscopia

eletronica e microscopia de forca atomica

Seria pouco provavel imaginar que as DAEC C39 e C74 transcrevam genes TTSS
(Figuras 44, 45 e 46) mas ndo montem o aparato de secrecdo do tipo trés, uma vez que o
investimento energético para a transcricdo de tantos genes ao longo de cinco horas ¢é
bastante alto. A fim de verificar a presenga de complexos-agulha na superficie desses
isolados, foram realizadas analises de microscopia eletronica de varredura, de microscopia
eletronica de transmissdo e de microscopia de forca atdomica. Os equipamentos utilizados
nessas andlises foram gentilmente cedidos pela Prof*. Dra. Sonia Nair Bdo (IB — UnB), pela
Dra. Ana Claudia Guerra de Araujo (CENARGEN) e pelo Dr. Luciano Paulino Silva
(CENARGEN).
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4.1. Busca por aparatos de secrecdo do tipo trés na superficie de DAEC por

meio de microscopia eletronica de varredura

Uma vez que um dos principais sinais fisiologicos para a ativagdo da maquinaria de
secre¢do do TTSS consiste no contato da bactéria com a célula hospedeira (revisado por
Galan ¢ Wolf-Watz, 2006), células HelLa aderidas a laminulas foram infectadas com os
isolados C39, C40 e C74 de DAEC e com a EPEC E2348/69. As bactérias haviam sido pré-
ativadas pelo crescimento em LB tamponado e posteriormente em DMEM tamponado. As
infecgdes foram realizadas em triplicata e interrompidas apos 15, 30 ou 45 minutos. Em
seguida, procedeu-se ao processamento das amostras e as laminulas cobertas com ouro
foram analisadas ao microscopio eletronico de varredura.

Devido as condi¢des de operacao do microscopio ndo terem sido as ideais e ao fato da
eficiéncia da desidratacdo nao ter sido de 100%, as imagens geradas ndo apresentaram boa
qualidade. Além disso, ndo foi possivel obter aumentos acima de 30.000 vezes, o que
dificultou ainda mais a analise.

Apesar destas dificuldades, estruturas semelhantes as observadas em micrografias
eletronicas de trabalhos anteriores foram obtidas para a EPEC e para as DAEC C39 e C74,
apos 30 minutos de infecgdo (Figura 48).

Em A e B ha projecdes a partir da superficie da EPEC e de C39 muito semelhantes
aquelas de D, que correspondem a filamentos de EspA de uma micrografia apresentada no
trabalho de Kaper e Hacker (1999). Em C ¢€ possivel observar um filamento que se projeta
lateralmente a partir da parede do isolado C74 que também se assemelha as projecdes
laterais que aparecem em D. Embora seja possivel que essas proje¢des correspondam a
filamentos de EspA, novas andlises sdo necessarias para a obtengdo de imagens mais limpas

e definidas, que permitam conclusdes mais seguras.
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Figura 48. Micrografias eletronicas de varredura de DAEC C39 e C74 (B e C) e do controle positivo EPEC
E2348/69 (A) trinta minutos ap6s a infec¢do de células HeLa. Supostos filamentos de EspA sdo apontados
pelas setas. Agulhas se projetando a partir da superficie de uma EPEC selvagem sdo apresentadas em D
(Kaper e Hacker, 1999).
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4.2. Busca por aparatos de secrecio do tipo trés na superficie de DAEC por

meio de microscopia eletronica de transmissao

Para o experimento de microscopia eletronica de transmissdo, células HeLa aderidas a
laminulas foram infectadas com DAEC C39 e com o controle positivo E2348/69 por 20 ou
45 minutos. A infeccdo foi entdo interrompida por meio da adi¢do de tripsina e Triton X-
100, e o lisado resultante de células HeLa foi eliminado por centrifugacdo. Em seguida, os
filamentos de EspA foram destacados do restante da maquinaria de secre¢do pela passagem
da solugdo contendo as bactérias através de uma agulha 25 gauge, um protocolo adaptado
daquele descrito por Daniell e colaboradores em 2003. Posteriormente, as células foram
descartadas por centrifugacdo. As agulhas purificadas foram entdo submetidas a
contrastacdo negativa com acetato de uranila e analisadas ao microscopio eletronico de
transmissao.

Assim como na microscopia eletronica de varredura, as micrografias obtidas ndo
apresentaram boa qualidade em decorréncia da formagdo de grande quantidade de
precipitado do contrastante. As estruturas de C39 apontadas por setas na Figura 49 A
assemelham-se aos filamentos de EspA observados por Veenendaal e colaboradores em
2007 (Figura 49 B), no entanto, o grande nimero de cristais e de precipitados nas imagens
reduz a confiabilidade dessa suposicdo. Além disso, nas telas do controle positivo havia
quantidade ainda maior de precipitado, impossibilitando a analise e, consequentemente, a
aquisicdo de imagens. Dessa forma, ndo havia pardmetro de comparacdo para as
micrografias obtidas empregando a DAEC, o que torna as conclusdes ainda mais
imprecisas.

Novamente, fica clara a necessidade de realizar experimentos adicionais a fim de

melhorar a qualidade das imagens produzidas e permitir analises mais confidveis.
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Figura 49. Micrografias eletrdnicas de transmissdo da DAEC C39 (A). Supostos filamentos de EspA sdo apontados pelas setas. A
imagem (B) € uma micrografia apresentada no trabalho de VVeenendaal e colaboradores em 2007.
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4.3. Busca por aparatos de secre¢do do tipo trés na superficie de DAEC por

meio de microscopia de forga atbmica

Devido a maior simplicidade na preparacdo das amostras para microscopia de forga
atdbmica (MFA) e, com base nos resultados obtidos por Ide e colaboradores em 2001,
experimentos de MFA foram conduzidos com a finalidade de visualizar os supostos TTSA
de DAEC.

A expressdo do complexo-agulha foi estimulada por meio do crescimento dos isolados
C39 e C74 e das linhagens E2348/69 e K-12 utilizadas como controles positivo e negativo,
respectivamente, em meio LB tamponado. A preparacdo das células para a MFA consisitiu
em uma adaptacdo da metodologia empregada por Li e colaboradores em 2007. O meio de
cultura foi descartado e seus residuos foram removidos por meio de repetidas lavagens com
agua Milli-Q. Um pequeno volume de cada cultura foi depositado sobre laminulas
recobertas com poli-L-lisina, as quais foram submetidas a desidratagdo em um dessecador a
vacuo. Em seguida, procedeu-se a andlise das laminulas ao microscépio de forca atdmica, e
as imagens obtidas foram editadas com o auxilio do programa WSxM (Horcas et al., 2007).

Embora flagelos com aproximadamente 20 nm de espessura tenham sido observados
em algumas células do controle negativo K-12 (resultado ndo apresentado) e da DAEC C39
(Figura 51), ndo foi constatada a presenca de TTSAs nessas linhagens ou no controle
positivo E2348/69 (Figura 50). Estruturas semelhantes a apéndices também foram vistas nas
laminulas da EPEC E2348/69 (Figura 50), no entanto, a espessura de aproximadamente 40
nm descarta a possibilidade de que sejam fimbrias, flagelos ou complexos-agulha, que
apresentam cerca de 7, 18 e 12 nm de diametro, respectivamente (Daniell et al., 2001).
Nenhuma imagem foi salva para o isolado C74 porque havia muitas células na laminula,
dificultando a andlise individual das bactérias.

Apesar da preparacdo das amostras para a MFA ter sido bastante eficiente, a
quantidade de células pipetada nas laminulas foi excessiva, o que dificultou muito as
andlises. Além disso, verificou-se a presenga de cocos nas amostras de C39 e de C74,
indicando contaminagdo. Assim, € necessario repetir os experimentos de MFA, utilizando
menos células, a fim de obter imagens mais claras e que permitam a visualizacdo de

bactérias isoladas.
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Figura 50. Estruturas semelhantes a apéndices se projetando a partir da superficie da
Escherichia coli enteropatogénica E2348/69. A esquerda esta a imagem gerada no modo
fase de aquisicdo, no centro a imagem correspondente de deflexdo, e a direita uma
reconstrugdo em 3D baseada nas informacGes de altura da imagem obtida no modo fase. A
area de varredura é de 3,9 x 3,9 um.

20nm

Figura 51. Imagens de microscopia de forca atdmica mostrando flagelos da DAEC C39. A
esquerda estd a imagem gerada no modo fase de aquisicdo, no centro a imagem
correspondente de deflexdo, e a direita uma reconstrugdo em 3D baseada nas informacdes
de altura da imagem obtida no modo fase. A &rea de varredura é de 3,1 x 3,1 um.
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CONCLUSOES

Neste trabalho foram identificados genes TTSS dos isolados C39, C40 e C74 de
DAEC, recuperados de criangas internadas com diarréia no Hospital Universitario de
Brasilia. Os fragmentos amplificados por PCR incluem homélogos dos genes escD, espA,
espD, espB, cesD2, escF e cesA2 da EPEC prototipica E2348/69, empregada como controle
positivo neste trabalho. A disposicdo dos possiveis genes de C39 e de C74 nos contigs € a
mesma observada no LEE de E2348/69.

Os genes espA, espB e escF dos isolados C39 e C74 estdo completos e apresentam
altos valores de identidade entre si (95, 99 e 100%, respectivamente), enquanto que 0S
possiveis genes incompletos de C40 sdo mais divergentes em relacdo aos homologos das
outras duas DAEC testadas, aproximando-se mais dos genes correspondentes da EPEC
E2348/69.

A construcdo de arvores filogenéticas empregando os genes TTSS identificados
revelou que C39 pertence ao mesmo clado que as EHEC de origem bovina e humana RW
1374 e 12009, ao passo que C40 é agrupada com a EPEC humana E2348/69 e C74 esta no
mesmo ramo que a EPEC B171-1, também de origem humana.

Experimentos de transcri¢do reversa demonstraram que 0s genes espA, espD e escF de
C39 e espA e escF de C74 s&o transcritos sob indugdo, por meio do crescimento desses
isolados em LB tamponado.

A busca por filamentos de EspA do complexo-agulha nos isolados C39 e C74 revelou
a presenca de estruturas semelhantes as encontradas em EPEC, porém, a baixa resolugéo das
imagens geradas no microscopio eletronico de varredura e a grande presenga de
contaminantes nas micrografias eletronicas de transmissdo tornam esses resultados

inconclusivos.
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PERSPECTIVAS

- Concluir a caracterizacdo dos genes TTSS ja identificados nas DAEC C39, C40 e
C74.

- Identificacdo dos demais genes TTSS de DAEC.

- ldentificacéo e caracterizagdo da regido da suposta PAl de DAEC correspondente ao
operon LEES da EPEC E2348/69.

- Sequenciamento completo da provavel PAI das DAEC C39, C40 e C74 por meio de
pirosequenciamento.

- Andlise da transcricdo dos genes TTSS por meio de experimentos de PCR em tempo
real.

- ldentificacdo de proteinas do possivel TTSS de DAEC utilizando a técnica de
Western blot.

- Novas andlises em busca de um suposto aparato de secrecdo do tipo trés em DAEC,

por meio de microscopia eletronica e microscopia de forca atdomica.
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