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Abstract

Our preliminary studies about bacterial adhesion and invasion showed 100% of 49 strains
of human sepsis-associated Escherichia coli (SEPEC) were able to adhere and invade Vero
(African green monkey kidney) and HUVEC (human umbilical vein) cells. In genotypic
analysis, high prevalence of fimH (98.0%), gene encoding for the type 1 fimbrial adhesin
was observed. However, all the strains analyzed were able to adhere and invade these
cellular lineages both in the presence and absence of the type 1 fimbriae adherence-
inhibitor a-D-mannopiranoside. Consequently, the outer membrane proteins of SEPEC
were analyzed in order to find potential adhesion and invasion factors expressed by these
strains. Through proteomic techniques, three proteins with affinity to cellular glycoproteins
were identified: OmpA (Membrane Protein A); FimA (major subunit of type 1 fimbriae -
F1) and YdeR (minor subunit of type 9 fimbriae - F9). These data were consistent with the
genotypic analysis of SEPEC strains because a high percentage of the genes encoding these
three proteins was observed, being that ompA™ (100%) fimA* (98%) and ydeR"* (100%).
Assays of adhesion and invasion of SEPEC (OmpA* / F1%) in Vero and HUVEC cells
showed that a-D-manopiranosideo and GIcNAc, when acting together, act as potent
inhibitors of adhesion and invasion, suggesting that these molecules could be occupying
sites of carbohydrate-binding displayed by adhesins from both F1 and/or OmpA,
respectively. To confirm this hypothesis, null mutants AfimA (OmpA*/F17) and AompA
(OmpA/F1%) were constructed, and the phenotypic results of bacterial adhesion and
invasion were similar to those obtained in the presence of inhibitors o-D-mannopiranoside
and GIcNAc. The mutant AydeR (OmpA* / F17), null mutant for YdeR protein of F9
fimbriae, showed a significant reduction in bacterial adhesion and invasion in Vero and
HUVEC (p < 0.05) just in the presence of inhibitors of cell adhesion mediated by F1 and
OmpA. These data suggest that F9 also can contribute to the adhesion and invasion of
SEPEC in Vero and HUVEC cells. Hold together, our data demonstrated that adhesion and
invasion of SEPEC are OmpA, F1 and F9 dependents, which can be complementary and
express synergistic activity leading to enhancing the ability of adhesion and invasion in

SEPEC strains.

Key words: Escherichia coli, Adhesins, membrane pronteins, sepsis, adhesion, cell
invasion
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Resumo

Estudos preliminares sobre adesdo e invasdao mostraram que 100% de 49 amostras de
Escherichia coli associada a sepse humana (SEPEC) foram capazes de aderir e invadir
células Vero (Rim de macaco verde africano) e Huvec (Veia umbilical humana). Em
andlise genotipica, foi observada uma alta prevaléncia dos genes fimH (98,0%) que
codificam para a adesina da fimbria de tipo 1 (F1). No entanto, as cepas analisadas
aderiram tanto na presen¢a quanto na auséncia de o-D-manopiranosideo, um inibidor da
adesdo mediada pela F1. Por esse motivo foram analisadas as proteinas de membrana
externa de SEPEC, com o objetivo de se avaliar potenciais fatores adesio e invasdo dessas
cepas. Por técnicas de protedmica, foram identificadas trés proteinas de SEPEC com
afinidade a glicoproteinas celulares: OmpA (Proteina de membrana A); FimA (Subunidade
maior da fimbria do tipo 1) e YdeR (Subunidade menor da fimbria do tipo 9 — F9). Esses
dados foram coerentes com a andlise genotipica das amostras SEPEC, pois foi observada
uma alta porcentagem dos genes que codificam para as trés proteinas descritas
anteriormente, sendo que 100% das amostras foram ompA*, 98,0% foram fimA* e 100%
foram ydeR"™ Os ensaios de adesdo e invasdo de SEPEC (OmpA*/ F17) em células Vero e
Huvec mostraram que o-D-manopiranosideo e GIcNAc, quando atuando juntos, agem
como potentes inibidores da adesdo e invasdo, sugerindo que essas moléculas poderiam
estar ocupando os sitios de ligacdo a carboidratos das duas adesinas F1 e/ou OmpA,
respectivamente. Para confirmar essa hip6tese, mutantes nulos para AfimA (OmpA*/ F1') e
AompA (OmpA/F1") foram construidos, e os resultados de adesdo e invasdo bacteriana
foram similares aos obtidos na presenca dos inibidores: a-D-manopiranosideo e GIcNAc.
Mutante nulo para a proteina YdeR da fimbria F9 (OmpA™/ F1¥), mostrou significativa
reducdo da adesao e invasdo bacteriana em células Vero e Huvec (p < 0,05) somente na
presenca dos inibidores da adesdo mediada por F1 e OmpA: o-D-manopiranosideo e
GlcNAc, respectivamente. Esses dados sugerem que F9 também contribui para a ades@o e
invasdo de SEPEC. Juntos, nossos dados demonstram que os processos de adesdo e invasao
de SEPEC sao dependentes de OmpA, F1 e F9, as quais podem ser complementares, e

devem atuar sinergicamente para a adesdo e invasdo de SEPEC.

Palavras chave: Escherichia coli, Adesinas, proteinas de membrana, sepse, adesao,
invasao celular.
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1. INTRODUCAO

Escherichia coli é uma bactéria bacilar da familia Enterobacteriaceae, Gram-negativa,
pertencente a microbiota intestinal normal do homem, assim como outros animais homeotérmicos
(aves e mamiferos) (Croxen e Finlay, 2009). Embora, sejam consideradas membros da microbiota
intestinal, E. coli podem carrear fatores de viruléncia (FV’s) que as tornam patogénicas. E. coli
patogénicas, por serem distintas quanto a fatores de viruléncia, hospedeiros e locais de infeccao,
classificam-se primeiramente dentro de dois grupos: intestinais (diarreiogénicas) e extra-intestinais

(ndo-diarreiogénicas) (Croxen e Finlay, 2009; Mora et al., 2009).

Existem ao menos seis patotipos bem caracterizados de E. coli diarreiogénicas: (1)
EPEC (E. coli Enteropatogénica) normalmente associadas com diarréia infantil, em paises
em desenvolvimento; (2) EHEC (E. coli Enteroemorrdgica) produtora de toxina Shiga
(Stx). Tanto EPEC como EHEC sdo capazes de produzir uma lesdo histopatolégica na luz
intestinal conhecida como “Attaching and effacing - AE”, onde ocasionam lesdes nas
microvilosidades intestinais. EHEC representa um subgrupo dentro de E. coli produtora de
toxina Shiga (STEC), que produz Stx, porem ndo possuem todos os genes que codificam
AE; (3) ETEC (E. coli Enterotoxigénica) produzem toxinas diarreiogénicas, tais como ST
(Toxina termo-estavel) ou LT (Toxina termo-labil); (4) EIEC (E. coli Entero-invasora)
invade células intestinais similar a Shigella sp., mas ndo produzem Stx; (5) EAEC (E. coli
Enteroagregativa) produzem um padrio de adesdo caracteristico em cultura de células
chamada de aderéncia agregativa, e alem disso podem expressar toxinas que sdo associadas
a diarréia persistente em criangas e adultos; (6) DAEC (E. coli de adesao difusa), definida
assim pelo padrdo difuso de aderéncia em células em cultura e associada a quadros de

diarréia, principalmente diarréia infantil (Kaper et al., 2004).

1.1. Escherichia coli patogénica extra-intestinal (ExPEC)

E. coli Patogénica Extra-intestinal (EXPEC) englobam diferentes patotipos dentro da
espécie extremamente heterogéneo quanto a fatores de viruléncia e locais de infec¢do no

hospedeiro. Dentro de EXPEC patotipos s@o denominados, principalmente de acordo com o
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local onde causam infec¢do, de modo que ExPEC pode ser dividido em: E. coli
uropatogénica (UPEC) (Kaper et al., 2004), E. coli associada a meningite neonatal (NMEC)
(Kaper et al., 2004) e E. coli associada a sepse (SEPEC) (Johnson e Russo, 2001). Alem
disso, embora o termo EXPEC tenha sido proposto para a classificacao de isolados em seres
humanos (Kaper et al. 2004), EXPEC também tem sido as principais causas de infeccoes
extra-intestinais em animais, como aves domésticas. E. coli patogénica avidria, ou APEC
sao freqiientemente associadas a infeccdes extra-intestinais em aves, como infecgdes de
trato respiratdrio e sepse (Dho-Moulin e Fairbrother, 1999; Barners et al., 2003). Segundo
Moulin-Schouleur et al. (2007) amostras EXPEC humanas e avidrias sdo soroldgica e

filogeneticamente similares, sugerindo que APEC englobam cepas EXPEC humanas.

E. coli podem ser classificadas dentro de 4 grupos filogenéticos, com base na colecdo
de referéncia de E. coli ECOR: A, B1, B2 e D (Clermont et al., 2000). Segundo esses
autores os grupos B2 e D representam os clones mais virulentos de E. coli e sdo geralmente
associados a EXPEC humanas. Segundo Sannes et al. (2004); Martinez et al. (2006);
Jauréguy et al. (2007); Bukh et al. (2009) e Santos et al. (2013), E. coli dos grupos ECOR:
B2 e D representam os principais clones virulentos de EXPEC isolados de bacteremias e/ou

sepse.

Por definicao, bacteremias sdo condicdes onde ocorrem bactérias na corrente
circulatdria, podendo ou ndo indicar a presen¢a de um foco de doenca (Salles et al. 1999).
No sangue, pode decorrer o quadro clinico da sepse que indica um estado em que as
bactérias estao causando infecgdes sist€micas no hospedeiro, e muitas vezes podem levar a
obito (Mokady et al., 2004). Por sua vez, sepse em seres humanos ocorrem principalmente
por via urindria, ou ascendente, sendo os rins e o endotélio renal as principais fontes de

propagacao da bactéria pelo sistema sanguineo (Kaper et al., 2004 e Mokady et al., 2005).

1.2. Adesao e invasao bacteriana

A adesdo e colonizacdo de tecidos extra-intestinais por E. coli representam as

principais etapas nas infeccdes causadas por esse microrganismo em seres humanos
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(Johnson e Russo, 2001; Kaper et al., 2004; Mokady et al., 2005). Fatores de viruléncia
bacteriana, também conhecidas por adesinas, sdo moléculas dispostas na superficie do
patdgeno capazes de interagir com receptores especificos na superficie da célula hospedeira
e promover a adesdo bacteriana durante a infeccdo, colonizacdo e persisténcia do agente

infeccioso (Johnson e Russo, 2000; Kaper et al., 2004).

Segundo Kochut e Dersch (2013) ha duas vias de invasdo bacteriana em células
eucariodticas: (1) Trigger mechanism (ou mecanismo de gatilho), onde proteinas efetoras sao
ejetadas no interior da célula hospedeira, levando a desarranjos do citoesqueleto celular
provocando a entrada da bactéria no interior celular; (2) Zipper mechanism (mecanismo de
ziper), onde moléculas na superficie bacteriana se ligam a receptores dispostos na
membrana citoplasmética da célula hospedeira, ativam vias intra-celulares que provocam
rearranjos do citoesqueleto e engolfam a bactéria aderida. Utilizam-se do mecanismo de
gatilho, bactérias como Shigella spp. € Salmonella spp.; € mecanismo de ziper: E. coli,

Streptococcus spp., Listeria sp., Yersinia sp., dentre outras.

1.2.1. Fatores que contribuem para a adesdo e invasao de E. coli

Fimbrias sdo longas estruturas que se estendem da superficie de muitas bactérias e
medeiam diversas fungdes como principalmente adesdo e formacdo de biofilme (Wurpel et
al.,, 2013). As adesinas fimbriais estdo freqiientemente dispostas no topo da fimbria,
reconhecem e se ligam a receptores especificos e por isso podem estar associadas ao
tropismo da bactéria por determinado tipo celular, ou tecido (Proft e Baker, 2009). Fimbrias
podem ser expressas por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas por diferentes vias e
sistema de secrecao bacteriana (Proft e Baker, 2009). A via mais comum pelo qual elas sdo
dispostas na superficie de bactérias Gram-negativas ¢ via “Chaperone-usher - CU”
(Secrecado tipo II), seguida da polimerizagdo e montagem das subunidades fimbriais (Kline
et al., 2009). A biogénese fimbrial via Chaperone-usher requer uma chaperona
periplasmatica e uma proteina chamada “’Usher’’ que atravessa a membrana externa e da
sustentacdo ou suporte para a montagem das outras subunidades fimbriais (Wurpel et al.,

2013). Em algumas fimbrias, como por exemplo, fimbria do tipo 1, sobre a proteina Usher
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sdo polimerizadas repeti¢cdes de uma subunidade estrutural chamada de subunidade maior,
formando corpo da fimbria, seguida por outras proteinas, chamadas de subunidades

menores que precedem a adesina fimbrial (Wurpel et al., 2013).

O tipo mais comum deste tipo de adesina € a fimbria do tipo 1 — F1 (Wurpel et al.,
2012). F1 € caracterizada por sua afinidade de ligacdo a manose, e representa uma das
fimbrias mais comuns de E. coli (Schembri et al., 2000). F1 € composta de repeti¢des de
uma proteina, chamada de FimA (sub-unidade maior) que constitui o filamento da fimbria.
Na extremidade do filamento formado por FimA, duas proteinas: FimF e FimG, servem de
suporte a lectina fimbrial que se encontra no topo, a proteina FimH (Figura 1) (Sperling et
al., 2006). No cromossomo bacteriano os componentes fimbriais assim como a maquinaria
envolvida na sua sintese sdo codificadas pelo operon fim composto por 8 genes,

JfimABCDEFGH (Mol e Oudega, 1996).

A FimH )

FimG > Extremidade do pilus

FimF

% Aste do Pilus
(500~3000 FimA subunits)

FimA

o
et

I | | Sec YEG translocon M I
Citoplasma

Figura 1 — Diagrama esquematico da estrutura da fimbria do tipo 1 (F1).
(http://2008.igem.org/Team:NYMU-Taipei/Project/Attachment)
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F1 é comum a cepas de E. coli comensais e em diferentes patotipos de E. coli, porem
representa um importante fator de viruléncia a cepas EXPEC. Segundo Sokurenko et al.
(1997) aproximadamente 80% de isolados fecais de E. coli a adesina FimH possuem
afinidade a receptores tri-manose, ao contrario de isolados de trato urindrio, onde cerca de
70% possuiam mutagdes dentro do gene fimH associadas a habilidade de reconhecer

receptores mono-manosilados.

Segundo Schembri et al. (2000) ocorrem naturalmente variantes no gene fimH
selecionadas por sua habilidade de reconhecer receptores especificos, associados
principalmente a adaptacdo de E. coli patogénica ao ambiente extra-intestinal, como o trato
urindrio. Dias et al. (2010) descreveram fimH variantes de isolados clinicos de E. coli, e
propuseram que tais variagdes podem ser distintas quanto a polimorfismos de nucleotideos
simples (Single-Nucleotide Polymorphisms), sendo tteis na distingdo E. coli comensais e

ExPEC.

A afinidade entre as variantes de FimH para os alvos manosilados, podem ser
alterados de acordo com a estrutura primdria da proteina (Duncan et al., 2005). Segundo
Sokurenko et al. (1997) e Duncan et al. (2005), embora F1 seja comum em E. coli
patogénicas ou ndo, mutagdes pontuais dentro do gene fimH levam a alteragdes no
peptideo/proteina associados a sua fungdo biologica como um fator de viruléncia. De
acordo com Sokurenko et al. (1997), a alteracdo em tunico aminoacido na regido de
interacdo de FimH/ manose podem alterar o fenétipo de ligacdo tri-manose para um
fendtipo mono-manose. Além disso, alteracdes adicionais podem promover o
fortalecimento da ligacdo mono-manose, possivelmente aumentando a uroviruléncia, e
também conferindo ligacdo ao coldgeno do tipo IV associado a meningo-viruléncia (Pouttu

et al., 1999).

F1 de E. coli uropatogénica (UPEC) € fundamental para a adesdo bacteriana ao
uroepitélio (Wu et al., 1996). Segundo Finlay e Cossart (1997) e Martinez et al. (2000) a
expressdo de F1 por UPEC aumenta a colonizacdo bacteriana e promove a invasdo das

células da bexiga.
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F9 representa uma fimbria estruturalmente similar a F1, e foi caracterizada
recentemente por Low et al. (2006) e Ullet et al. (2007). Seis genes foram preditos como
subunidades fimbriais devido as similaridades entre nucleotideos com os genes fim de F1:
fmlA (similar a fimA), fmIB (similar a fimC ), fmlC (similar a fimD), ydeR (similar a fimG),
vdeS (similar a fimF), fmID (similar a fimH) (Low et al., 2006; Ullet et al., 2007). F9 foi
descrita anteriormente em E. coli enterohemorrdgica (O157:H7) (Low et al., 2006) e
uropatogénica (CFT073) (Ullet et al., 2007), e estudos gendmicos em diferentes linhagens
de E. coli K-12 mostraram que o grupo de genes preditos que constituem a fimbria possuem
mutacdes e delecdes, que inviabilizam a expressdo de F9 em E. coli K12 (Korea et al.,
2010). Embora F9 e seus substratos sejam pouco conhecidos, a ligacdo de F9 a receptores

especificos de células endoteliais pode também contribuir para a invasdao de SEPEC.

Alem de fimbrias, proteinas de membrana externa (Outer Membrane Proteins)
também representam moléculas na superficie bacteriana, na interface entre o patdgeno e a
célula hospedeira (Molloy et al. 1998; Molloy et al., 2000). Dentro de OMP’s, a proteina de
membrana A (OmpA) representa a maior OMP de E. coli (Smith et al., 2007).

OmpA de E. coli é uma proteina homodloga a Opa de Neisseria meningitidis, um
importante agente causador de sepsis € meningite em humanos (Dehio et al., 1998).
Segundo autores como Prasadarao et al. (1996a); Kim (2000), Datta et al. (2003); Power et
al. (2006) tanto OmpA de E. coli associada a meningite neonatal — NMEC, quanto Opa de
N. meningitidis (Dehio et al., 1998) foram associadas a adesdo e invasdao de células
endoteliais humanas. OmpA possui em sua por¢do N-terminal dominios transmembranicos
compostos por oito folhas  em paralelo com quatro loops hidrofilicos voltados para a parte
externa (Kim, 2000) (Figura 3). Segundo Prasadarao et al. (1996a) a adesdo e invasdo de
NMEC ocorre por interagdes moleculares entre OmpA e epitopos GIcNAcP1-4GlcNAc
presentes em uma glicoproteina de superficie especifica de células endoteliais cerebrais,
Ecgp, que ndo € detectada em células endoteliais sistémicas (células Huvec). Segundo esses
autores essa interagdo seria o principal fator associado ao tropismo de NMEC ao endotélio
cerebral e ndo ao sistémico. Epitopos GIcNAcB1-4GIcNAc estdo presentes também em

outras glicoproteinas, e em diferentes linhagens celulares, porem, segundo Prasadarao et al.
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(1996b) a ligacdo de OmpAnmec a proteina Ecgp deve ser favorecida pela forma como

GlcNAcP1-4GIcNAc estdo dispostos na glicoproteina Ecgp.

Figura 2 - Proteina de membrana A (OmpA). (a) Parte da estrutural de OmpA,
mostrando os 4 loops hidrofilicos voltados para a parte externa da parede bacteriana
(Kim, 2001). (b) Estrutura protéica mostrando como OmpA esta disposta na parede
bacteriana. (Fonte: Smith et al., 2007)

Embora OmpA tenha sido descrita como uma importante adesina/invasina de NMEC,
Torres e Kaper (2003) mostraram que a fun¢do de OmpA como uma adesina ndo €
exclusiva deste patotipo e demonstraram que OmpA também contribui para a adesdo de E.
coli enterohemorrdgica (EHEC O157:H7) em células HeLa (Adenocarcinoma humano) e
Caco2 (Adenocarcinoma de c6lon humano). Em seguida, Datta e colaboradores (2003)
demonstraram que duas regides de OmpA (loops 1 e 2) correspondem as regides de
interacdo entre a bactéria e a célula hospedeira, e em 2006, Power e colaboradores
publicaram que OmpA possui ao menos dois alelos, ompAl e ompA2. Segundo Power et
al. (2006) a principal diferenga entre esses dois alelos € seqiiéncia de aminodcidos que
constituem os loops 2 e 3 da proteina. Interessantemente, o loop 2 representa uma das

porcdes da “adesina” de OmpA (Datta et al., 2003), e o loop 3 foi entdo sugerido por Power

et al. (2006) como uma das porg¢des da “invasina” de OmpA2 (figura 3).
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Muito embora diferencas nos loops 1 e 2 estejam associados a E. coli invasivas e nao
invasivas, ndo estd claro se Ecgp age como receptor de OmpA também nessas linhagens
celulares, ou se variantes de ompA devam influenciar na capacidade adesiva/ invasiva de

determinados patotipos.

1.3. Andlise protedomica

As proteinas sdo biomoléculas responsdveis por desempenhar as funcdes bioldgicas.
Com o desenvolvimento das técnicas de seqiienciamento de DNA e genomas completos,
grande quantidade informacao foi gerada e atualmente encontra-se disponivel em banco de
dados publicos. Porem apesar da grande quantidade de informacdo acumulada, poucas
foram as respostas bioldgicas a respeito de como as proteinas desempenham as suas
fungdes bioldgicas (Aebersold e Mann, 2003). Por definicdo protedma € o conjunto total de
proteinas expressas pelo genoma de um determinado organismo ou tipo celular (Aebersold
e Mann, 2003), mas devido a dindmica na expressio de proteinas de um organismo, tecido
ou cultivo celular, estar sujeita a diversas condi¢des, como ambientais e desenvolvimentais,
o estudo protedmico pode ser dividido ou direcionado estritamente as condi¢des de
interesse, com o objetivo de uma melhor compreensio dos mecanismos biolégicos

envolvidos (Aebersold, 2003).

Existem diferentes formas de se estudar o conjunto de proteinas de um determinado
sistema bioldgico. A abordagem mais classica € o estudo da expressao global de proteinas e
envolve a criacdo de mapas quantitativos das proteinas expressas, geralmente resolvidos
por eletroforese bidimensional e identificacdo por espectrometria de massas (Aebersold,
2003). O resultado final deste tipo de andlise leva a uma descri¢do ou catdlogo do conjunto
de proteinas que estd sendo expresso pelo genoma, e alem disso, fornece informacdes uteis
sobre as proteinas como ponto isoelétrico, massa molecular, expressdo, abundancia e

modificagdes pés-traducionais (Pandey e Mann, 2000).

A protedmica representa a ferramenta para o estudo de complexos protéicos e trata-se

de uma etapa essencial no estudo da gendmica funcional (Zhen et al., 2007). Para o uso da
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protedmica, hd dois métodos cldssicos: (1) separacdo em géis de poliacrilamida (1D-Page
ou 2D-Page), e (2) identificacdo por espectrometria de massas (MS) (Xu et al., 2006). A
separacdo em géis 2D-Page sdo tteis, pois fornecem informagdes importantes, como ponto
isoelétrico (PI) e massa molecular (Da), porem estudos tem demonstrado que apenas as
proteinas mais abundantes da célula podem ser identificadas (Haynes e Yates, 2000). Nesse
ponto, géis SDS-Page (1D Page) podem ter vantagens sobre 2D-Page pois junto a
sensibilidade das analises MS podem identificar proteinas pouco expressas em solucdes

complexas (Haynes e Yates, 2000).

A espectrometria de massas, utilizada para a identificacdo da(s) proteina(s) pode ser
dividias em 4 passos: (1) ionizacdo das moléculas, (2) separacdo dos fons, (3) conversao
dos feixes de ions em sinais elétricos, e (4) medicdo dos feixes elétricos. Durante a
ionizacao, as moléculas da amostra sdo convertidas em fons em fase gasosa e existem dois
processos de ionizacdo capazes de gerar ions a partir de proteinas e peptideos. Esses
processos sao “ionizagdo por dissociacdo da matriz por lazer” (MALDI — Matrix Assisted
Laser Desorption Ionization), e pulverizacdo de elétrons em microcapilares sob alta pressao
atmosférica e alta voltagem (ESI — Electron Spray Ionization) (Mann et al., 2001). O spray
gerado no processo ESI leva a formacao de goticulas carregadas formadas pela diferenca de
potencial entre um tubo capilar e um eletrodo que circunda a saida do capilar. Na saida do
capilar as goticulas atravessam uma camara contendo um gds secante que fazem as
goticulas se tornarem cada vez menores enquanto sdo ejetadas para a fase gasosa (Riveros
et al., 2010). Em seguida os ions sdo separados de acordo com suas cargas previamente
geradas (razdo massa/ carga, ou m/z), e o analisador de massas mede a aceleracdo das
particulas e a relacdo do tempo necessdrio para atingir o detector (TOF — Time of Flight)
(James, 1997). Enfim, os dados gerados sdo interpretados por consultas a banco de dados

publicos feito por programas de informética, por exemplo: MASCOT.
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2. Objetivos

2.1. Objetivos gerais

O presente trabalho teve por objetivo a identificacdo de potenciais adesinas de Escherichia

coli associada a sepse humana (SEPEC).

2.2. Objetivos especificos

- Identificacdo de determinantes bacterianos associados a adesdo e invasao de células Vero
(Rim de macaco verde africano) e Huvec (Veia umbilical humana);

- Estudo molecular e in silico de potenciais adesinas de SEPEC;

- Estudo funcional da adesdo e invasao bacteriana;

3. Material e métodos

3.1. Amostras bacterianas

Quarenta e nove (49) amostras de Escherichia coli associada a sepse humana
(SEPEC) foram inicialmente utilizadas neste trabalho. Todas as amostras foram isoladas de
pacientes clinicamente diagnosticados com sepse, obtidos por hemocultura entre os anos de
1998 e 2001 pelo Laboratério de Patologia Clinica (Se¢ao de Microbiologia Clinica) — HC
— Unicamp (Ananias e Yano, 2008).

Cepas de E. coli padrdes utilizadas no estudo sdo listadas na tabela 1. Todas as cepas

SEPEC e linhagens utilizadas encontram-se devidamente estocadas no Laboratério de



27

Fatores de Viruléncia em Bactérias — Departamento de Genética, Evolu¢do e Bioagentes,

Instituto de Biologia, Unicamp.

Tabela 1 Linhagens de E. coli utilizadas como controles positivos e negativos de
ensaios genotipicos.

Linhagens Caracteristicas fenotipicas

Adesiao Invasdo
HB 101 Negativo Negativo
K12.C600 Negativa (Na presenga de o-D-manopiranosideo) Negativo
ORN 115 Negativa (Na presenca de a-D-manopiranosideo) Negativo
(EHEC) O157:H7 str. EDL 933 Positivo Negativo
(NMEC) O18:K1:H7 Positivo Positivo
(UPEC) 04:K6 str. J96 Positivo Positivo

EHEC: E. coli enterohemorragica; NMEC: E. coli associada a meningite neonatal;
UPEC: E. coli uropatogénica.

3.2. Culturas celulares e ensaios de interacao bactéria/ células

As linhagens celulares Vero e Huvec foram cultivadas em Meio Essencial de Eagle
(MEM) acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB; Cultilab) sob atmosfera de 5% de CO,
por 36/48 horas (periodo de expansdo). As células foram transferidas para placas de 96 ou

24 orificios, de acordo com a necessidade de cada ensaio.

3.2.1. Condic¢des de cultivo bacteriano e preparo dos pré-indculos

SEPEC e as cepas controle foram cultivadas em meio TSB (Trypticase Soy Broth)
por 16-18h (overnight). Em seguida, 1mL do crescimento foi centrifugado a 6000XG por
10 min. a 4°C. O pellet bacteriano foi lavado 2 vezes em PBS estéril, e os pré-indculos
foram ajustados em espectrofotometro ODgyy de 0,4 em PBS estéril (+/- 0,1; ou

aproximadamente 10® bactérias/mL).

3.2.2. Ensaios de adesdo e invasao
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As células foram transferidas para placas de 96 ou 24 orificios de acordo com cada
ensaio de adesdo ou invasdo. Para todos os ensaios utilizou-se monocamada confluente.
Brevemente, as células foram infectadas com o pré-inéculos (item anterior), incubadas por
30 minutos a 37°C em condig¢des estdticas (tempo de infec¢do). Em seguida, os orificios
foram lavados trés vezes com PBS estéril para remover as bactérias que ndo aderiram e
foram acrescentados MEM em cada orificio. Em seguida, as placas foram incubadas
novamente durante trés horas sob mesmas condic¢des (tempo de multiplicagdo) (Scaletsky et
al.,, 1984). Nos ensaios de invasdo bacteriana, a monocamada celular foi novamente
incubada com MEM acrescida de 100ug/ mL de gentamicina para inviazilizar toda bactéria
extra-celular e se preservar as bactérias no interior celular. Apds esse periodo, os orificios
foram lavados 6 vezes com PBS estéril e prosseguiu-se para cada metodologia, conforme

descrito abaixo.

3.2.2.1. Microscopia eletronica de transmissao

O ensaio de microscopia eletrOnica de transmissdo foi realizado somente com células
Vero, em placas de 24 orificios sob laminulas de vidro. Neste ensaio foram analisadas
laminulas do ensaio de adesdo e invasdo. Apds o tempo de multiplicacdo (adesdo) ou com
antibidticos (invasdo), as laminulas contendo as monocamadas celulares foram fixadas por
30 minutos em solu¢do fixadora (2% paraformaldeido (Sigma, St Louis, USA) e 2% de
glutaraldeido (Electron Microscope Science, USA) em 10 mM tampao cacodilato, pH 7.4).
As laminulas foram desidratadas através de um gradiente em etanol e subseqiientemente
imersas em resina propileno 6xido/Epon s812 (Electron Microscope Science) (media de 1:1
e 3:1, respectivamente) por 6 horas antes da administragdo da resina pura (overnight). Apds
este processo, a resina foi mantida a 60°C por 72h para polimerizacdo . As secOes ultra
finas, obtidas em ultramicrétomo (Leika UCT, Austria), foram contrastadas duas vezes com 2%
de acetato de uranila (Fluka, Suica) 0.5% de citrato de chumbo antes da observagdo e
documentagdo em microscopio eletronico de transmissdo (LEO-Schot Zeiss EM906),

operando em tensdo aceleradora de 80 kV.
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3.2.2.2. Microscopia de fluorescéncia

Para andlise por fluorescéncia, o ensaio de adesao foi realizado em culturas celulares
cultivadas em placas de 24 orificios, sobre laminulas de vidro. Apds o tempo de
multiplicacdo, as células foram lavadas 6 vezes com PBS estéril e fixadas com
paraformoldeido (1,5%) por 15 min. Em seguida adicionou-se 100pL de tween 80 por 15
min. seguido de duas lavagens com PBS. Apds as lavagens, adicionou-se 100uL. de TRITC
(Tetrametil rodamina isotiocianato) e incubou-se a placa em auséncia de luz por 15 min. As
células foram lavadas duas vezes, por 5 min., com PBS e adicionou-se DAPI (4,6
diamidino-2-fenilindole) por 15 minutos. Foi realizada montagem das laminas, as quais

foram analisadas em microscépio de fluorescéncia.

3.2.2.3. Inibicdo da adesdo e invasao

Para o estudo funcional da adesdo e invasao de SEPEC, foram realizados ensaios de
inibicdo da adesdo e invasdo, utilizando-se carboidratos como antagonistas: a-D-
manopiranosideo (antagonista de F1, segundo Abgottspon et al., 2010); e polimeros 1,4
GlcNAc', antagonista de OmpA (Prassarao et al., 1996). Utilizou-se também glicoproteinas

obtidas de células Vero e Huvec.

3.2.2.3.1. Adesao bacteriana (quantitativo)

Primeiramente as monocamadas foram lavadas 3 vezes com PBS estéril e incubadas
com 500pL dos pré-indculos por 30 minutos a 37°C em condigdes estdticas (tempo de
infecc@o). Em seguida, as células foram lavadas trés vezes com PBS estéril para remover
as bactérias que ndo aderiram e foram acrescentados 5S00mL de MEM. As placas foram
incubadas por 3 horas sob as mesmas condi¢cdes (tempo de multiplicacdo). Apds este

periodo, a monocamada celular foi lavada 6 vezes com PBS estéril e lisada com Triton X-

! Chito-oligossacarideos foram obtidos a partir da hidrélise da quitina de camaro.
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100 (0,1%) gelado, para liberacdo das bactérias aderentes. A quantificacdo de bactérias
aderentes foi realizada por contagem de UFC (Unidades Formadoras de Coldnias) em
placas de Agar MacConkey por diluicdo seriada, conforme Barbosa et al. (1995). Os
resultados quantitativos da adesdo bacteriana foram comparados entre cada replicata
bioldgica por teste-t (student) através do software GraphPad Prism versdo 5 para Windows

(p<0,05).

3.2.2.3.2. Invasdo bacteriana (quantitativo)

O teste de invasdo das amostras de SEPEC foi realizado como uma extensdo do
ensaio de adesdo. Este ensaio foi realizado em placas de 96 orificios, de acordo com cada
ocasido. Apos 3 horas de multiplicacdo, a monocamada celular foi lavada 3 vezes com PBS
estéril, e acrescentou-se novo meio cultura acrescido de 100pg/mL de gentamicina para
inviabilizar qualquer bactéria extracelular. A microplaca foi incubada por 2 horas a 37°C.
Ap0s este periodo, a monocamada celular foi lavada 6 vezes com PBS estéril e lisada com
Triton X-100 (0,1%) gelado, para liberacdo das bactérias intracelulares. A quantificacdo de
bactérias intracelulares foi realizada por contagem de UFC (Unidades Formadoras de
Colonias) em placas de Agar MacConkey por diluicdo seriada, conforme Barbosa et al.
(1995). Os resultados quantitativos da adesdo bacteriana foram comparados entre cada
replicata bioldgica por teste-t (student) através do software GraphPad Prism versdo 5 para

Windows (p<0,05).

3.3. Estudo de proteinas associadas a membrana externa e potenciais adesinas de
SEPEC
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Uma amostra SEPEC (Amostra 53, sorogrupo O2) foi escolhida dentro de nossa
colecdo para o estudo de potenciais adesinas. Utilizou-se E. coli HB 101, como controle de

bactéria ndo aderente.

3.3.1. Condicdes de cultivo bacteriano

A amostra SEPEC foi primeiramente cultivada em Agar MacConkey e uma coldnia
foi repassada para pré-inéculos com 3mL de meio TSB, os quais foram cultivados a 37°C
sob agitacdo (150rpm/min) até atingir a turvacdo medida em ODgqp igual a 0,1 (+/- 0,01).
Em seguida, os pré-indculos foram repassados para Erlenmayers com 500mL do mesmo
meio, e cultivados por 24 horas a 37°C sob agitacdo (150rpm) (Resch et al. 2006). Os
crescimentos bacterianos foram centrifugados (6000XG, 15 min., 4°C) e os pellets foram
lavados 3 vezes em tampao Tris (40mM, pH 9,5). As bactérias lavadas foram submetidas a
processos diferenciais de extragdo de proteinas de membrana externa (Outer membrane

proteins — OMP’s), conforme descrito abaixo.

3.3.2. Extracdo aquosa (Etapa 1)

SEPEC foram re-suspensas em tampao Tris-base (40mM, pH 9,5). Em seguida, a
extracdo de proteinas associadas a membrana externa foi realizada em agitador (Polytron)
durante 6 minutos em banho de gelo (Girén et al., 1993, com modificacdes). O extrato
obtido foi centrifugado a 10000XG por 15 min. a 4°C e o sobrenadante obtido foi coletado
(Extrato 1). O pellet resultante foi utilizado, foi lavado duas vezes com tampao Tris-base
(40mM, pH 9,5), liofilizado e liofilizado. Do extrato 1 partiram-se duas aliquotas, sendo
que: (1) o extrato bruto foi utilizado; (2) o extrato foi concentrado em colunas Vivaspin

(GE Healthcare) com poros de 3KDa (Cut off).

3.3.3. Extrac¢do ndo aquosa (Etapa 2)
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O pellet liofilizado (item anterior) foi tratado com solucdo de extracdo 8M uréia, 4%
p/v CHAPS e 100mM DTT, durante 15 min. Em seguida, os extratos foram submetidos a
tratamento com ultrassom (ampl. 30% por 2min.) em banho de gelo. O extrato obtido foi
centrifugado a 10000XG por 15 min. a 4°C, o sobrenadante foi coletado e denominado
como “extrato 2”. O material insoluvel obtido nesta etapa (pellet) foi lavado 2X em tampao

Tris-base (40mM, pH 9,5) e liofilizado (Molloy et al., 1998).

3.3.4. Extracdo nao aquosa (Etapa 3)

O material insoluvel obtido no passo anterior foi tratado com 7M uréia, 2M tiouréia,
2% p/v CHAPS, 2% p/v SB 3-10 e 2mM TBP, durante 15 min. Em seguida, os extratos
foram submetidos a tratamento com ultrassom (ampl. 30% por 2min.) em banho de gelo e o
extrato obtido foi denominado como “extrato 3” (Molloy et al., 1998). O fluxograma da

extracdo diferencial de proteinas de membrana externa pode ser visto na figura abaixo.
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| Bactéria |

A\ 4
Extragdo aquosa (Passo 1):
40mM Tris-HCl,pH 9,5

Extrato1

]

A 4
Extragdo ndo aquosa (Passo 2):
8M uréia, 4% p/v CHAPS e
100mM DTT

]

Extrato 2

A4

Extragdo ndo aquosa (Passo 3): 7M
uréia, 2M tiouréia, 2% p/v CHAPS, Extrato3

2% p/v SB 3-10 e 2mM TBP

Figura 3 - Fluxograma da extracao diferencial de proteinas de membrana externa de
SEPEC.

3.3.5. Dosagem de proteinas

A dosagem de proteinas de cada extrato foi realizada utilizando o kit de reagentes de
Bradford (Bio-Rad). Os resultados foram comparados a curva padrao obtida com
quantidades conhecidas de albumina de soro bovino (BSA), sendo essas quantidades: 2ug,

4ug, 6 ug, 8 ug, 10 uge 12 pg, segundo Bradford (1976).

3.3.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese foi realizada segundo a metodologia descrita por Laemmli (1970), com

gel de concentragdo a 4% e gel de resolucdo a 13 ou 15%. Os extratos protéicos (50ug)
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foram combinadas com o tampdo de amostra (v/v) (0,125 M Tris-HCI pH 6,8; 4% SDS;
20% de glicerol; 5% de 2-mercaptoetanol; 0,02% de Azul de Bromofenol) e fervidas por
Smin. A eletroforese foi conduzida em duas etapas: 80V constantes por 30 min.; seguido de
100V por 190 min. Apds a eletroforese, as proteinas foram visualizadas pela coloragdo do

gel em solugdo de Coomassie blue R-250 (Sigma Aldrich).

3.3.7. Identificagao de proteinas de SEPEC com potencial para adesinas

Interacdes entre OMP’s de SEPEC e glicoproteinas celulares (Vero e/ou Huvec)
foram baseadas na interacdo biotina/ streptavidina, segundo Cole e Ashman (1987) e

blotting de acordo com Hartmann et al. (2010).

3.3.7.1. Biotinilagdo de glicoproteinas de superficie celular

A biotinilacdo de glicoproteinas de superficie de células Vero e Huvec foi realizada
conforme descrito por Cole e Ashman (1987). Inicialmente, as monocamadas confluentes
de células Vero e Huvec foram obtidas em placas de 150 x 20mm. Em seguida, as
monocamadas celulares foram lavadas duas vezes com PBS estéril e re-suspensas por
raspagem em PBS, e lavadas 2 vezes por centrifugacdo a 2000XG por 2 min a 4°C. Apods a
lavagem, as células foram tratadas em PBS contendo 10mg/mL de biotina (EZ-link sulfo-
NHS-LC-biotin) e incubadas por 1 hora a 37°C (biotinilagdo). Para remog¢do do excesso de
biotina, as células foram lavadas 3vezes com PBS sob as mesmas condi¢des e submetidas a
tratamento com ultrassom (ampl. 20% por 2min.) em banho de gelo. Os extratos contendo
as glicoproteinas biotiniladas foram separados do pellet insolivel por centrifugacdao a
10.000XG por 10 min. a 4°C. Em seguida, o excesso de biotina dos extratos foi removido
em coluna desalting (ZebaTM Spin Desalting Column) e as proteinas celulares biotiniladas
foram coletadas e armazenadas a -20°C até o momento do uso, em ensaios de blotting.

Foram também preparados extratos de glicoproteinas celulares ndo biotiniladas.
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3.3.7.2. Ensaios de blotting para deteccdo de OMP’s de SEPEC com afinidade de ligacao
com glicoproteinas celulares biotiniladas

Os extratos de OMP obtidos em géis SDS-PAGE foram transferidos para membranas
de nitrocelulose (Bio-rad). As membranas foram bloqueadas com solu¢do TBS-T (Tampao
Tris-Salina, suplementado com 0,1% de tween-20 e 5% de BSA) por 1 hora a 4°C. Em
seguida, as membranas foram incubadas overnight (16-18 horas) em solu¢do contendo
extrato de proteinas das células Vero ou Huvec, na propor¢ao 1:3000 em PBS
suplementado com 0,02% de tween-20 e 0,5% BSA (PBS-T-BSA). Apés esse periodo, as
membranas foram lavadas trés vezes, por 5 min., com TBS-T e em seguida incubada por 1h
com streptavidina conjugada com peroxidase 1:1000 em PBS, conforme recomendagdes do
fabricante (GE Healthcare). OMP’s com potencial para adesinas foram detectadas por

quimioluminescéncia.

3.3.7.3. Identificacdo por espectrometria de massas de OMP blot-positivas

Bandas blot-positivas foram identificadas nos respectivos géis, cortadas e processadas
como descrito por Shevchenko et al. (1996). Brevemente, a banda protéica foi digerida com
20ng/puL de tripsina (Promega Corp., Madison, WI) em 50mM de NH;HCOOH, pH 8.0. A
reacdo foi realizada por 16-18h (overnight) a 30°C. Os peptideos foram extraidos do gel
por solucdo de 50% de acetonitrila, contendo 5.0% de é&cido trifluoroacéptico, para

subseqiiente andlise.

As andlises dos peptideos foram realizadas por ESI-Q-Tof (Electrospray Quadrupole-
Time of Flight Mass Spectrometer - ESI-Q-Tof, Waters Corp., Milford, MA). As amostras
foram re-suspensas em 0,1% de acido férmico e aplicados em sisttema LC-MS/MS
(AcquityUPLC-ESI-Q-Tof,WatersCorp.) para a identificacdo das proteinas. O sistema foi
continuamente calibrado com 4cido fosférico em um fluxo médio de 0,2ul/min, e os
peptideos foram eluidos da coluna com fluxo de 0,6uL/min. As analises em LC-MS/MS
foram realizadas no Laboratério de Espectrometria de Massas do Laboratério Nacional

Brasileiro de Biociéncias, ABTLuS-CNPEM (Campinas, Sdo Paulo, Brasil). A
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interpretacdo dos espectros de massas, dedugdo das seqiiéncias de peptideos e identificacao

das proteinas foram realizadas pelo programa MASCOT (http://www.matrixscience.com/).

3.4. Técnicas de biologia molecular e bioinformatica aplicada

3.4.1. Obtencdo do DNA gendmico

A extracdo do DNA bacteriano foi realizada conforme Blanco et al., 1997, com
modificagdes. As amostras foram inicialmente pré-cultivadas em meio TSB (Tryptic Soy
Broth) a 37°C por 18 horas e, em seguida, foram semeadas em placas contendo TSA
(Trypticase Soy Agar) e incubadas a 37°C por 24h para a obtencdo de crescimento
confluente. Uma alcada foi suspensa em 500uL de dgua deionizada estéril e fervida a
100°C por 10 min. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 12000 rpm por 10min. O
pellet foi descartado e o sobrenadante, contendo o DNA de cada amostra, foi aliquotado e

armazenado a -20°C.

3.4.2. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A PCR foi realizada utilizando-se iniciadores especificos para cada gene, conforme
descrito abaixo. Para as reacdes foram utilizados kits (Fermentas) segundo recomendacdes
do fabricante. Resumidamente, cada reacdo foi realizada em um volume total de 30ul,
contendo 150ng de cada ANTP, Tampao 10X (10mM Tris-HCI com pH 8,3 e 50mM KCl),
50mM MgClI2 e Taq DNA polimerase 1U.

A caracterizacdo filogenética de SEPEC foi realizada de acordo com o proposto por

Clermont et al. (2000). As seqiiéncias dos iniciadores utilizados estdo listadas na tabela 3.
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Tabela 2 - Iniciadores propostos por Clermont e colaboradores (2000) para
caracterizacao filogenética de E. coli (ECOR).

Produto da
o o~ 3 .0
Gene Descricao Sequencia (5°-3) reaciio (ph)
Receptor de membrana (Sistema GACGAACCAACGGTCAGGAT
chuA de captacido de ferro) de E. coli 279
Entero-hemorrdgica (EHEC) TGCCGCCAGTACCAAAGACA
jaA Proteina Hipotética TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 211
na P ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC
Fragmento an6nimo de DNA GAGTAATGTCGGGGCATTCA
tspE4.C2  especifico para E. coli associado a CGCGCCAACAAAGTATTACG 152

meningite neonatal (NMEC)

Os iniciadores utilizados para estudos moleculares, genotipagem de nossa cole¢do

SEPEC (estudo de prevaléncia) e sequenciamento para estudos in silico sao listados abaixo:

Tabela 3 - Iniciadores desenhados para genotipagem das amostras para ompA, f1 e f9.

. < e s Produto da
Gene Descricao Sequencia (5°-3°) reaciio (ph)
x . TCATGGCGTATTTTGGATGA
ompA | ompA Proteina de membrana A CTTAAGCTTGCGGCTGAGTT 1034
fimA Subunidade maior da TACAGAACGACTGCCCATGT 631
fimbria do tipo 1 CGTAATGACGTCCCTGAACC
Sl
fimH’ Adesina da fimbria do GGCCAAAACCTGGTCGTAGAT 1023
! tipo 1 GCGCTTTGTTTATGCCAGAT
fimlA Subunidade maior da CTTGTTTTATAAGCAATAACAGAATGA 539
" fimbria do tipo 9 CGTAGCCATGCCACACAC
fimiB Subunidade da fimbriado CAAACTACGCGTACCCCCTA 456
tipo 9 (Chaperona) TGCATGGTTGCCTTAATACG
e e Subunidade da fimbriado AAAAGAGGCAGACGGCAGTA 652
tipo 9 (Usher) GCCATAAACCCCCGATAGAT
deR/S Subunidades menores da TGAACCAGCAGACAGCAATC 932
Y fimbria do tipo9 TGCAGATTGCGCGTATAAAG
fmiD Adesina da fimbria do ATCGAGGCGCTAATCAATGT 401
tipo 9 ATGACTGACTGGACGGTTCC

Todos os produtos da PCR foram seqiienciados e confirmados quanto a ORF correspondente por

BLASTn
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM-=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK LOC=

blasthome


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
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* Para as analises das seqiiéncias de pepideos das proteinas, os iniciadores ompA e
fimH foram desenhados upstream e downstream ao gene, de modo que os produtos das
reacoes representam o gene por completo.

3.4.4. Bioinformatica: estudos in silico

O estudo in silico foi realizado apenas com a proteina OmpA e FimH (Subunidade da
fimbria do tipo 1 com funcdo de adesina). Esse estudo foi realizado a partir das seqii€éncias
de DNA obtidas por PCR (Secdo 3.4.3.). A fim de evitar possiveis erros da PCR o
seqilienciamento foi realizado em duplicata, sendo que em cada replicata utilizou-se apenas
1 dos primers (foward ou reverse) descritos na tabela 4 (Ver iniciadores marcados com
“*7). Na andlise computacional, foram analisadas as seqiiéncias de peptideos deduzidas a
partir das seqiiéncias de nucleotideos. A matriz de leitura da seqiiencia de DNA correta, ou
CDS (complete coding sequence) foram obtidas no banco de dados NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e ferramentas disponiveis no mesmo banco, como ORF

Finder (Open Reading Frame Finder, disponivel em:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html). Todos os alinhamentos e tradugdo in silico

foram pelo programa Mega software versao 5.2 para Windows. Para estudos comparativos
com banco de dados publicos utilizou-se a ferramenta Blastp, NCBI
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE TYPE=BlastSearch&
LINK LOC=blasthome).

3.4.5. Dele¢ao génica

A delecdo génica foi realizada com o objetivo de se verificar fenotipicamente a
influéncia de cada gene/ proteina identificada na adesdo e invasdo bacteriana. As delecdes
no cromossomo bacteriano foram realizados através de mutagénese A red (Datsenko e
Wanner, 2000). Brevemente, SEPEC foram transformadas, por eletroporacdo com o

plasmideo pKD46 (plasmideo helper). Em seguida, carreando o plasmideo, SEPEC


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
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pKD46 foi crescida em meio TSB suplementado com 200mM de L-arabinose e 10ug/mL
de ampicilina, a 29°C sob agitacdo (150rpm) até ODggo atingir a turvacdo de 0,4 (Fase
Logaritmica). SEPEC pKD46" foram novamente eletroporadas e transformadas com
produtos da PCR contendo um cassete de resisténcia ao Cloranfenicol (amplificado por
PCR a partir do plasmideo pKD?3) flanqueado por 40 pares de base upstream e downstream
ao gene de interesse. A bactéria mutante foi selecionada por semeadura em 4gar
MacConkey suplementado com cloranfenicol. Para confirmar a inativagdo do gene de
interesse, foi realizada PCR usando iniciadores confirmatérios. Os iniciadores utilizados

sdo descritos na tabela abaixo:



Tabela 4 - Iniciadores desenhados para detecciao, construcao dos mutantes e confirmacao das mutacoes.

Gene Objetivo Sequencia (5°-3°)

F CTCGTTGGAGATATTCATGGCGTATTTTGGATGATAACGAGGCGCAAAAAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

zzrlsgzo R AAAGGCAAAAAAAACCCCGCAGCAGCGGGGTTTTTCTACCAGACGAGAACCATATGAATATCCTCCTTAG
ompA
Confirmagdo F TCATGGCGTATTTTGGATGAi
damutagio” R GACCGAAACGGTAGGAAACA™
Delecio F  GAACGACTGCCCATGTCGATTTAGAAATAGTTTTTTTAAAGGAAAGCAGCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
génica” R GCTGCTTTCCTTTAAAAAAACTATTTCTAAATCGACATGGGCAGTCGTTCCATATGAATATCCTCCTTAG
fimA
Confirmagio F GCGGCTCTGGCTGATACTAC
da mutacio. R CGTAATGACGTCCCTGAACC
Delecio F GCCGATGTCACTATCACTGTTAATGGTCGGGTAGTCGGTAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
génica” R TTCAGAACCAGGTTGTTGCAGATTGCGCGTATAAAGATCCCATATGAATATCCTCCTTAG
yvdeR
E;";flftfagj" F TTATTCACAGCAACTTT"
¢ R TTCAGAACCAGGTTGTT"

"Seqiiéncia de anelamento idéntica ao iniciador utilizado para confeccao dos produtos da PCR para mutacio (Ver seqii€éncias sublinhadas).

R TN . o~ . . o s e
Seqiiéncia de anelamento a uma regiao do DNA bacteriano, poucas bases antes do inserto, de modo que o produto da PCR com os iniciadores
amplifiquem a regido do inserto e comprovem que este inserto esteja no local correto.
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4. Resultados

4.1. Adesao e invasao de Escherichia coli associada a sepse humana (SEPEC)

Segundo dados prévios, todas as 49 amostras SEPEC sdo capazes de aderir e invadir
células Vero na presenca e auséncia de o-D-mannopiranosideo (Ananias e Yano, 2008).
Analises por microscopia eletronica de transmissdo permitiram verificar SEPEC (fimH")
aderidas em superficie celular e no interior de células Vero em cultura na presenca e

auséncia de a-D-manopiranosideo (figura 4).

Figura 4 - Eletromicrografias de transmissio da adesdo e invasio de SEPEC (fimH")
na presenca de 1,0% de o-D-mannopiranosideo em células Vero. A= Bactérias
aderidas em superficie celular e intracelular (seta). B= grupo de 4 bactérias, sugerindo
replicacao intracelular.

Os rins sdo considerados as principais vias de entrada de E. coli na corrente
sanguinea, mas € a invasdo e translocacdo da bactéria pelo endotélio que representam o
“ponto chave” de como ocorre a propagacdo da bactéria pela circulacio sist€émica. Estudos

in vitro da adesdo e invasdo das 49 amostras SEPEC mostraram que 100% das amostras
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também foram capazes de aderir e invadir células Huvec (Veia umbilical humana). Na

figura 5, adesdo de uma amostra SEPEC fimH" na presen¢a de a-D-manopiranosideo.

Figura 5 - Adesdo de SEPEC fimH" na presenca de 1,0% de a-D-mannopiranosideo.
Os ensaios de adesdo foram realizados em células Vero: Rim de macaco verde
africano e Huvec: Veia umbilical humana. A= Controle celular, Vero; B = Adesao
bacteriana. C= Controle celular, Huvec. D= Adesao bacteriana em células Huvec.
Aumentos: 400X.

4.2. Perfis protéicos em SDS-PAGE e extracao diferencial de proteinas de membrana

No processo de extragdo diferencial de proteinas de membrana externa (Quter

membrane proteins) foram gerados 3 extratos protéicos, dos quais S0ug de proteinas foram
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submetidos a eletroforese SDS-PAGE. Na figura 6 sdao mostrados os 3 perfis protéicos dos

extratos 1, 2 e 3 de SEPEC obtidos de 2 eventos independentes.

Extrato3  Extrato?  Extratol  Extrato3  Extrato2 Extrato1 '

VRO VW v
b= - ' — 140
[ ! =100
F ' e ~70

| » -
- - ) — 50

| r —
:-—. r— T ]
_. u - - - — ~30
- -— ~25

| L [ [ —
. ~15
. ~10

Figura 6 - Extracao diferencial de proteinas de membrana externa de SEPEC. Géis
SDS-PAGE realizados com 50ug de proteinas extraidas de cada passo: Extrato 1:
Proteinas obtidas pela extracao aquosa (passo 1); Extrato 2: Proteinas obtidas pela
extracdo nao aquosa, em 8M uréia, 4% p/v CHAPS e 100mM DTT (passo 2); e
Extrato 3: 7M uréia, 2M tiouréia, 2% p/v CHAPS, 2% p/v SB 3-10 e 2mM TBP.

4.3. Identificacao de potenciais adesinas de SEPEC por técnicas de protedmica

Proteinas de membrana externa (Outer membrane proteins, OMP’s) estdo na interface
entre o patégeno e o hospedeiro, e representam os “pontos chave” na infecg¢do bacteriana
aos tecidos, ou células alvos (Molloy et al., 1998; Molloy et al., 2000). Nesse sentido,
embora no DNA estejam contidos os genes de viruléncia bacteriana, sdo as proteinas as

responsaveis pela “fungdo bioldgica™ ou fenotipo atribuido a viruléncia bacteriana. Por esse
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motivo, aplicamos técnicas de protedmica para a identificacdo de OMP’s, dando €nfase nas

que contribuem para a adesao e invasdao de SEPEC.

Para identificar ligantes de SEPEC com afinidade para glicoproteinas de células Vero
ou Huvec, as células em cultura foram incubadas com biotina, para marcagdo
principalmente de glicoproteinas associadas a superficie celular (Cole e Ashman, 1987).
Em seguida, extratos obtidos por esse método, denominados como bVero e bHuvec, foram

3

utilizados como “sondas” para identificacio de potenciais ligantes bacterianos a essas
células, dentre os perfis protéicos obtidos em géis SDS-PAGE (vistos na figura 6). Os
ensaios de blot iniciais revelaram uma banda protéica de massa molecular de
aproximadamente 35KDa e outra proxima de 18KDa (figura 7). Como se observa na figura
4, a banda de 18KDa foi blot-positivo apenas no extrato 1, enquanto que a banda de 35KDa

foi blot-positiva nos trés extratos.

Extrato 3 Extrato 2 Extrato 1 Extrato3 Extrato 2 Extrato 1
v v v v v v

. — — ~140
e . ! — ~100

~70™" = : -

- - ' -

40—l — D c— — ~40

~35 = - _— ™

~25 - ™

o -
¥ ¥
s ~15

Figura 7 - Identificacao de potenciais adesinas de SEPEC. Na esquerda, os ensaios de
blotting revelados com glicoproteinas de células Huvec marcadas com biotina
(bHuvec). As setas mostram as bandas protéicas blot-positivas (esquerda)
identificadas no respectivo gel SDS-Page (Direita). Géis SDS-Page (15,0%) foram
corados com Comassie blue R-250. Para auxiliar na identificacido das proteinas blot-
positivas no respectivo gel, as membranas de nitrocelulose foram coradas com
Vermelho de Ponceau.
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As bandas blot-positivas foram identificadas e cortadas do gel SDS-PAGE,
submetidas a digestdo e analisadas por espectrometria de massas (MS). As proteinas
identificadas por MS correspondentes as bandas blot-positivas foram: (1) OmpA (Proteina
de membrana A), cuja cobertura de seqiiéncia foi de 29,8%, similar a OmpA de 37,292
KDa de E. coli O157:H7 str. EDL 933; (2) FimA (Subunidade maior da fimbria do tipo 1),
uma proteina similar a FimA de 18,727 KDa de E. coli patogénica aviaria, APEC Ol
(Cobertura de seqiiéncia de 74,0%), e YdeR (Subunidade fimbrial predita de E. coli K-12
str. MG 1655) (figura 8).

MKKTAIAIAV ALAGFATVAQ AAPKDNTWYT GAKLGWSQYH DTGFINNNGP
THENQLGAGA FGGYQVNPYV GFEMGYDWLG RMPYKGSVEN GAYKAQGVOL
TAKLGYPITD DLDIYTRLGG MVWRADTKSN VYGKNHDTGYV SPYFAGGVEY
Banda de OmpA | ATTPEIATRL EYQWTNNIGD AHTIGTRPDN GMLSLGVSYR FGOGEAAPVV
~35KDa APAPAPAPEV OTKHFTLKSD VLENFNKATL KPEGQAALDQ LYSQLSNLDP
KDGSVVVLGY TDRIGSDAYN OGLSERRAQS VVDY LISKGI PADKISARGM
GESNPVTGNT CDNVKQRAAL IDCLAPDRRYV EIEVKGIKDV VTQOPOQA

MKIKTLAIVV LSALSLSSTA ALAETTPTTV NGGTVHFKGE VVNAACAVDA
GSVDOTVOLG QVRTASLKQT GATSSAVGEN IQLNDCDTSV ATKAAVAFLG
FimA | TAIDSAHPKV LALQOSSAAGSATNVGVOQILD RTGNELTLDG ATFSAQTTLN
NGTNTIPFQARYYAIGEATP GAANADATFK VQYQ

Banda de
~18KDa

MKRLHKRFLL ATFCALFTAT LQAADVTITV NGRVVAKPCT IQTKEANVNL
GDLYTRNLQQ PGSASGWHNI TLSLTDCPVE TSAVTAIVTG STDNTGYYKN
EGTAENIQIE LRDDODAALK NGDSKTVIVD EITRNAQFPL KARAITVNGN
ASQGTIEALI NVIYTWQ

YdeR

Figura 8 - Sequéncias aminoacidica resultantes da analise MS. A= proteina de
membrana A [OmpA - E. coli O157:H7 str. EDL 933 (taxid:155864)]. B= subunidade
maior da fimbria do tipo 1 [FimA - E. coli APEC O1 (taxid:405955)]. C= subunidade
menor da fimbria do tipo 9 [YdeR — E. coli K-12 str. MG1655 (taxid:511145)]. Em
vermelho e sublinhado as seqiiéncias de coberturas dos peptideos identificados
(matches) para cada proteina.
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Deste modo, foram estabelecidos para continuacdo dos estudos sobre a adesdo e
invasdo de SEPEC: proteina de membrana A (OmpA), fimbria do tipo 1 (F1) e fimbria do
tipo 9 (F9).

4.4. Estudo fenotipico da adesao de SEPEC

4.4.1. Inibi¢do da adesdo de SEPEC OmpA™ / F1* com carboidratos e glicoproteinas

Tem sido demonstrado que a adesdo e invasio de NMEC OmpA™ pode ser bloqueada
por hidrolisado de quitina contendo polimeros GlcNAc (Chito-oligdmeros) (Prassararao et
al., 1996), e FimH" (F1) ¢ sensivel a o-D-manopiranosideo (Abgottspon et al., 2010). A
partir disso, foi verificado o efeito dos dois antagonistas quando utilizados em separado e
quando utilizados juntos. Quando separados, a-D-manopiranosideo foi inibidor da adesdo
de SEPEC a células Vero, mas nao teve o mesmo efeito em células Huvec (p < 0,05),
enquanto que chito-oligdmeros tiveram efeito inibidor nas duas linhagens celulares (p <
0,05). Por outro lado, os maiores valores inibitérios foram observados quando a-D-
manopiranosideo e Chito-oligdmeros foram utilizados a0 mesmo tempo, mostrando que
GlcNAc e a-D-manopiranosideo quando atuando juntos agem como potentes inibidores da
adesdo, provavelmente ocupando os sitios de ligacdo a carboidratos das duas adesinas F1

e/ou OmpA, respectivamente (figuras 9 e 10).
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Figura 9 - Inibicio da adesdo de SEPEC (F1'/ OmpAl®) em células Vero. Em I
inibicado com carboidratos: I= (M) a-D-manopiranosideo, (O) chito-oligossacarideos
(polimeros B 1,4 GlcNAc). Em II, inibicao com (V) glicoproteinas de células Vero ou
(H) Huvec.
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Figura 10 - Inibicio da adesdo de SEPEC (F1'/ OmpA1l®) em células Huvec. Em I
inibicio com carboidratos: I= (M) a-D-manopiranosideo, (O) chito-oligossacarideos
(polimeros B 1,4 GlcNAc). Em II, inibicao com (V) glicoproteinas de células Vero ou
(H) Huvec.

4.5. Estudo fenotipico da invasao de SEPEC

4.5.1. Invasdo de SEPEC F17/ OmpA*

O estudo fenotipico da invasdao de SEPEC 53 foi realizado na presenca e auséncia de
carboidratos como antagonistas de F1 e/ou OmpA, ou glicoproteinas das células
hospedeiras utilizadas no estudo: Vero ou Huvec. Os resultados da invasdao de SEPEC em
células Vero e Huvec podem ser vistos nas figuras 11 e 12 respectivamente. Acdes
antagonistas dos carboidratos inibidores também foram significativos no processo de
invasdo de SEPEC (p < 0,05), demonstrando que OmpA e F1 estdo contribuindo na invasdo

de SEPEC.
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Figura 11 - Inibicdo da invasdo de SEPEC (F1'/ OmpA®) em células Vero. Em I
inibicio com carboidratos: I= (M) a-D-manopiranosideo, (O) chito-oligossacarideos
(polimeros B 1,4 GlcNAc). Em II, inibicao com (V) glicoproteinas de células Vero ou
(H) Huvec.
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Figura 12 - Inibi¢do da invasio de SEPEC (F1°/ OmpA*) em células Huvec com
carboidratos: I= (M) a-D-manopiranosideo, (O) chito-oligossacarideos, ou II= (V)
glicoproteinas de células Vero ou (H) Huvec.

4.6. Estudo fenotipico da adesao e invasao de SEPEC selvagem e mutante para cada
gene: ompA, fimA e ydeR.

Para estudarmos como cada proteina identificada exerce seu papel na adesdo e
invasdo de SEPEC, nés decidimos por deletar cada ORF (Open Reading Frame)
correspondente as proteinas. Os resultados da adesdo e invasdo de SEPEC selvagem e
mutante sdo mostrados na figura 13. Como se observa na figura abaixo, a adesdo e invasao
de SEPEC foi drasticamente afetada pela delecdo de ompA (p<0,001). Redugdo dos valores

da adesdo e invasdao também foram significativos nas delecdes de fimA e ydeR (p<0,05).
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Figura 13 - Adesao e invasio de células Vero ou Huvec por SEPEC selvagens e
mutantes nulos construidos para cada proteina identificada: OmpA, FimA ou YdeR.
A= Adesao de SEPEC e B= Invasiao de SEPEC, ambos em células Vero. C= Adesao de
SEPEC e D= Invasao de SEPEC, ambos em células Huvec.

4.7. Papel de F9 na adesao e invasao de SEPEC

4.7.1. Adesao de SEPEC 53 F1"/ OmpA™/ F9* (Selvagem) e SEPEC 53 F17/ OmpA™/ F9
(Mutante AydeR)
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Embora F9 tenha sido descrita como estruturalmente similar a F1, ambas diferem
quanto ao substrato de adesdo. Segundo Low et al. (2006) e Ullet et al. (2007), F9 nao se
liga a substratos manosilados, como F1. Alem disso, nosso estudo sobre a acdo de
antagonistas na inibicdo da adesdo e invasdo de SEPEC sugere que deva haver outros
fatores bacterianos contribuindo para a adesdo e invasdo de SEPEC. Assim, a fim de
estudar fenotipicamente como F9 contribui para a adesdao de SEPEC 53, foi construido um

mutante F9, do qual foi deletado o gene ydeR.

Resultados obtidos em estudos funcionais da adesio de SEPEC selvagem e F9-
mutante mostraram agdes antagonistas de a-D-manopiranosideo (p< 0,05) (figuras 14 e 15).
Logo, por ter sido demonstrado em trabalhos anteriores, como publicagdes de Low et al.
(2006) e Ullet et al. (2007) que F9 € distinta de F1, quanto ao substrato de adesdo, esses

dados sugerem que F9 também esteja contribuindo para a adesao de SEPEC.
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Figura 14 - Adesao de SEPEC 53 selvagem e SEPEC 53 mutante AydeR em células
Vero. Em I e III ac6es antagonistas dos carboidratos (M) a-D-manopiranosideo, (O)
chito-oligossacarideos (polimeros B 1,4 GlcNAc), em SEPEC selvagem e F9-mutante,
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respectivamente. Em II e IV, inibicao com (V) glicoproteinas de células Vero ou (H)
Huvec.
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Figura 15 - Adesdao de SEPEC 53 selvagem e SEPEC 53 mutante AydeR em células
Vero. Em I e III acoes antagonistas dos carboidratos (M) a-D-manopiranosideo, (O)
chito-oligossacarideos (polimeros B 1,4 GlcNAc), em SEPEC selvagem e F9-mutante,
respectivamente. Em II e IV, inibicao com (V) glicoproteinas de células Vero ou (H)
Huvec.

4.7.2. Invasdo de SEPEC 53 F1"/ OmpA*/ F9" (Selvagem) e SEPEC 53 F1*/ OmpA*/ F9"
(Mutante AydeR)

O efeito da delecao do gene ydeR também afetou na invasdo de SEPEC em células
Vero e Huvec, quando na presencga do antagonista de F1 (p< 0,005) (a-D-manopiranosideo)
(figuras 16 e 17). Assim, se tomados juntos, nossos dados demonstram que assim como F1
e OmpA, F9 também representa um importante fator que contribui para a invasido de

SEPEC.



54

3,0 A

> | | T L " AV}
S —— —

1,5 4

UFC/mL (x 103)

0,5 -

0,0

PBS

=
1
PBS + M ——
PBS+0 [ _HH
PBS+M+0 | ——
PBS + H HH

PBS+V

PBS+M+0 |_HH
PBS +V m
PBS+H |_HH

SEPEC 53 (02) SEPEC 53 (02) - F9 mutante

Figura 16 - Invasao de SEPEC 53 selvagem e SEPEC 53 mutante AydeR em células
Vero. Em I e III acoes antagonistas dos carboidratos (M) a-D-manopiranosideo, (O)
chito-oligossacarideos (polimeros B 1,4 GlcNAc), em SEPEC selvagem e F9-mutante,
respectivamente. Em II e IV, inibicao com (V) glicoproteinas de células Vero ou (H)
Huvec.
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Figura 17 - Invasiao de SEPEC 53 selvagem e SEPEC 53 mutante AydeR em células
Huvec. Em I e III acoes antagonistas dos carboidratos (M) a-D-manopiranosideo, (O)
chito-oligossacarideos (polimeros B 1,4 GlcNAc), em SEPEC selvagem e F9-mutante,
respectivamente. Em II e IV, inibicao com (V) glicoproteinas de células Vero ou (H)
Huvec.
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4.8. Caracterizacao genotipica de SEPEC e estudo das prevaléncias das adesinas
estudadas

Analises moleculares realizadas com 49 amostras mostraram que, filogeneticamente
(ECOR), SEPEC pertencem: 53,2% ao grupo D (26 amostras), 38,8% ao grupo B2 (19
amostras), 4,0% ao grupo B1 (2 amostras) e 4,0% ao grupo A (2 amostras). A genotipagem
das amostras para os genes ompA, fimA e ydeR mostraram que 100% das amostras foram
ompA*, 98,0% foram fimA* e 100% foram ydeR". Em relacio as subunidades fimbriais
estudadas, foram incluidos na caracterizacdo genotipica iniciadores especificos para outras
subunidades fimbriais, como: f1: foi realizada genotipagem para os genes: fimA e fimH; f9:

foi realizada genotipagem para os genes: fmlA, fmIB, fmlC, ydeR/S e fmiD.

Desse modo, os resultados sobre as prevaléncias de f17 e 9" referem-se a amostras
(fimAH") ou (fmlABC", ydeRS™ e fmID"). Portanto, as prevaléncias foram: 100% (49
amostras) ompA”™, 98,0% (48 amostras) 1" e 63,3% (31 amostras) f9°. Em relacdo aos trés
fatores de adesdo, a genotipagem mostrou que: 61,2% de SEPEC (30 amostras) sdo ompA™/

F171f9%; 36,7% (18 amostras) sdo ompA™ /f1* [f9 e 2,1% (1 amostra) é ompA™ [f1"/ f9".

4.8.1. Andlises in silico das seqiiéncias primarias das proteinas OmpA e FimH (adesina da
fimbria do tipo 1)

O estudo in silico foi realizado com o objetivo de verificar a composi¢do alélica em
relacdo a ompA e fimH de SEPEC. Oito amostras SEPEC (f17/ ompA™) foram escolhidas:
SEPEC 17 e 53 (02, grupo B2), SEPEC 36 e 37 (O2, grupo D), SEPEC 8 e 39 (099 e O19,
respectivamente, ambas do grupo B1), e SEPEC 26 e 42 (O17 e Ol, respectivamente,
ambas do grupo A). Nessas andlises, também foram seqiienciados os genes ompA e fimH de
amostras positivas para esses genes, € que foram utilizados como controle: Amostras E. coli
patogénica extra-intestinal (ExXPEC): NMEC O18:K1:H7 e UPEC 04:K6 str. J96; E. coli
patogénica intestinal EHEC O157:H7 str. EDL933; e ndo patogénicas como: K12.C600,
HB 101 e ORN115. Também foram incluidas seqiiencias depositada em banco de dados,

como NCBI
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Esses resultados mostraram que dentre as 8 amostras selecionadas, 4 amostras
SEPEC possuem ompAl, assim como cepas patogénicas UPEC O4:K6 str. J96 e E. coli
patogénica intestinal EHEC O157:H7, ou ndo patogénicas como K12.C600, HB 101 e
ORNI115; e 4 possuem o alelo ompA2, como NMEC O18:K1:H7. A distingao entre ompA1

e ompAZ2 foi realizada segundo descrito por Power et al. (2006) (figura 18).
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(EHEC)O157H7-EDL933  SQYHDTGFINN [ NGPTH [ENQLG GRMPYK GSVEN GAYKAHD MVWRADTKSNDYG - -- - KNHHPGVS TNNIGDAHTIGTRPDNG
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Figura 18 - Seqiiéncias de aminoacidos das proteinas OmpA deduzidas das seqiiéncias de nucleotideos dos genes ompA.
Esses resultados representam os produtos da PCR obtidas para oito amostras SEPEC: 17 e 53, sorogrupos 02, filogrupo
B2; 36 e 37, sorogrupos 02, filogrupo D; 8 e 39, sorogrupos 099 e 019, filogrupo B1, respectivamente; e sorogrupos O17
e 01, filogrupo A. Foram seqiienciados também ompA de E. coli HB 101 (ndo aderente), E. coli K12.C600, E. coli ORN
115 (padrio para F17); UPEC 04:K6 str. J96 e E. coli O18:K1:H7 (associada a meningite neonatal, invasiva) e E. coli
0157:H7 (EHEC, nao invasiva).
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A seqiiéncia primdria da proteina FimH também foi deduzida a partir das seqiiéncias
de DNA dos genes fimH. Esses dados apontaram para mutagdes pontuais em dois cédons
no gene fimH que resultam na substituicdo de dois aminodcidos na proteina FimH em 7 das
8 amostras SEPEC. As substitui¢des aminoacidicas ocorreram nas posi¢des 36 e 44 da
proteina FimH, e sdo similares ao observado para FimH de NMEC. No aminoécido 36
ocorreu a troca de uma serina (S) por uma asparagina (N), mutagdo S-36-N, enquanto que
na posicao 44 ocorreu a troca de N por S, mutagdo N-44-S. Na amostra SEPEC 17 foi
observada apenas a mutagdo S-36-N. Essas muta¢des ndo foram observadas para E. coli
patogénicas como UPEC O4:K6 str. J96 ou ndo patogénicas como K12.C600 e ORN115
(figura 19).
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Figura 19 - Seqiiencias de aminoacidos das subunidades de FimH deduzidas das
seqiiencias de nucleotideos dos genes fimH. Esses resultados representam os produtos
da PCR obtidas para oito amostras SEPEC: 17 e 53, sorogrupos O2, filogrupo B2; 36
e 37, sorogrupos 02, filogrupo D; 8 e 39, sorogrupos 099 e 019, filogrupo Bl1,
respectivamente; e sorogrupos 017 e Ol, filogrupo A. Foram seqiienciados também
fimH de E. coli K12.C600, E. coli ORN 115 (padrio para F17); UPEC 04:K6 str. J96 e
NMEC O18:K1:H7.
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5. Discussao

A aderéncia e colonizac@o de Escherichia coli patogénica extra-intestinal (ExPEC)
sao as principais etapas nas infec¢des causadas por esse microrganismo em seres humanos
(Russo e Johnson, 2000; Johnson et al., 2001; Kaper et al., 2004; Mokady et al., 2005).
Dados obtidos por nosso grupo revelaram que E. coli associada a sepse humana (SEPEC)
formam um patotipo de E. coli heterogéneo quanto a fatores de viruléncia (Ananias e Yano,

2008) e sao capazes de aderir e invadir células eucaridticas in vitro (Figura 4 e 5).

No Presente estudo, nds observamos por microscopia eletronica de transmissao
(MET) pontos de adesdo bacteriana e bactérias intracelulares apés 3h de incubacdo com
células Vero na presenca ou auséncia de a-D-manopiranosideo (Figura 5), um antagonista
especifico da adesdo mediada por FimH (adesina da fimbria do tipo 1) (Abgottspon et al.,
2010), sugerindo que SEPEC estd hébil a aderir e invadir células renais por mecanismos
F1-independentes reforcando a hipétese de que os rins podem representar uma importante
via de entrada de SEPEC para a corrente sanguinea (Kaper et al., 2004; Melican et al.,
2011), e portanto, SEPEC deve possuir atributos ou fatores de viruléncia que as auxiliem na

adesdo e invasao de endoteliais durante o curso da infeccao.

Estudos fenotipicos de adesado e invasao in vitro demonstraram que SEPEC também ¢
capaz de aderir e invadir células endoteliais (Huvec), assim como foi observado para
células Vero. Géis SDS-Page, ensaios de interacOes moleculares entre proteinas de
membrana externa (OMP — Outer Membrane Proteins), blotting e espectrometria de massas
(MS) permitiram identificar trés OMP’s com afinidades de ligagdes a glicoproteinas de
células Vero e Huvec, sugerindo que essas proteinas representam potenciais adesinas
bacterianas. As proteinas identificadas por MS correspondentes as bandas blot-positivas
foram: OmpA (Proteina de membrana A), FimA (Subunidade maior da fimbria do tipo 1) e

(3) YdeR (Subunidade menor da fimbria do tipo 9).

A proteina de membrana A (OmpA) é uma proteina homologa a adesina/invasina Opa
de Neisseria meningitidis (Dehio et al., 1998), e o principal fator de adesdo e invasao de E.

coli associada a meningite neonatal (NMEC) de células endoteliais cerebrais (Prasadarao et
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al., 1996a; Kim, 2000; Datta et al., 2003; Power et al., 2006). FimA e YdeR sao duas
proteinas estruturais das fimbrias do tipo 1 (F1) e 9 (F9), respectivamente. F1 e F9 sao
fimbrias similares (Nuccio e Bamler, 2007 e Kline et al., 2009) porem funcionalmente
distintas (Low et al., 2006 e Ullet et al., 2007). Em relacao a F1, nossos dados sdo
compativeis com dados genotipicos anteriores e sugerem que F1 deve contribuir com outros
fatores de viruléncia de SEPEC. Para F9 ndo hd dados na literatura cientifica que mostram
seus mecanismos ou substratos de adesdao, mas segundo Low et al. (2006) F9 contribui para
adesdo de E. coli enterohemorrdgica (EHEC O157:H7) ao trato gastrointestinal e segundo
Ullet et al. (2007) também agem na adesdo de E. coli uropatogénica (UPEC) a células do

trato urindrio, assim como formacdo de biofilme em superficie inerte.

A adesdo de E. coli via OmpA ocorre por interagdes moleculares com dimeros
GlcNACc dispostos por glicoproteinas na superficie da célula hospedeira (Prasadarao et al.,
1996a; Kim, 2000). Por outro lado, a afinidade entre F1 e receptores celulares ocorre por
vias distintas quanto ao substrato de adesao, e ocorre por interacdes entre a adesina de F1, a
proteina FimH a receptores manosilados (glicoproteinas contendo manose) (Abgottspon et
al., 2010). Em relacdo a F9, embora seja estruturalmente similar a F1 (Prasadarao et al.,
1996), F9 possui especificidades distintas quanto ao substrato de adesdo (Low et al., 2006 e
Ullet et al., 2007).

A ligacdo da bactéria a superficie celular geralmente ocorre pela ligacdo entre
porcdes da proteina ligante (adesinas bacterianas) e carboidratos expostos pela célula
hospedeira (receptores celulares) (Schembri et al., 2000; Abgottspon et al., 2010). Sob esse
conceito, conhecendo-se a especificidade de ligagdo entre a adesina bacteriana e seu
substrato de ligacdo, as interacdes entre a bactéria e a célula hospedeira podem ser
bloqueadas na presenca do substrato em suspensdo por ocupagdo do sitio de ligacdo
exposto pela adesina bacteriana. Assim, estudos funcionais da adesao e invasdo bacteriana,
utilizando-se extratos protéicos obtidos de células Vero ou Huvec mostraram que ambos
possuem acao inibitdria (figuras 9, 10, 11 e 12), demonstrando que nos extratos celulares
estdo presentes os receptores que permitem a ligacdo da bactéria, e, portanto a adesdo e
posterior invasdo bacteriana. Alem disso, estudos funcionais, onde utilizamos a-D-

manopiranosideo e/ou chito-oligossacarideos (polimeros B 1,4 GlcNAc) mostram que
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ambos possuem ac¢do inibitdria tanto da adesdo como da invasdo, e que quando os dois
estdo presentes, maiores foram as diferencas observadas na adesdo e invasado (figura 9, 10,
11 e 12). Esses dados, sugerem fortemente que OmpA e F1 representam duas adesinas de
SEPEC que contribuem para sua adesdo e invasdo celular. Para testarmos essa hipétese,
mutantes nulos foram construidos para cada proteina: AompA ou AfimA. Estudos
funcionais da ades@o e invasdo mostraram similaridades entre a inibicdo observada para
chito-oligossacarideos € AompA (p < 0,05); e a-D-manopiranosideo e AfimA (p < 0,05).
Juntos, esses dados demonstram que OmpA e F1 participam da adesdo e invasdo de

SEPEC.

Em relacdo a OmpA nossos dados sdo similares aos observados por Kim (2000);
Datta et al. (2003); Power et al. (2006) para a adesdo e invasdo NMEC, mas ndo
consistentes com os resultados publicados por Prasadarao et al. (1996), pois segundo esses
autores OmpAnmec estd associada ao tropismo de NMEC ao endotélio cerebral e ndo
sist€émico, como nossos resultados apontam. Por outro lado, resultados similares aos nossos
também foram observados por Torres e Kaper (2003) para outro patotipo como E. coli
enterohemorragica (EHEC) e outras linhagens celulares. Alem disso, independentemente de
OmpA, nossos resultados também apontaram para F1 como importante fator de viruléncia
de SEPEC. Esses resultados foram similares aos descritos por outros autores como
Schembri et al., (2000) em estudos de adesdo e invasao de E. coli uropatogénica (UPEC) ao
trato urindrio. Portanto, se juntos, nossos resultados sugerem que a adesdo e invasdo de
SEPEC em células Vero e Huvec ocorrem por mecanismos sinérgicos entre os dois fatores

de viruléncia.

Por outro lado, temos também identificado F9 como adesina de SEPEC, e para
acessar como essa fimbria poderia estar associada a adesdo e invasdao de SEPEC, um
mutante nulo para a proteina identificada (ydeR) foi construido e ensaios de adesdo foram
realizados na presenca e auséncia dos carboidratos: a-D-manopiranosideo e/ou chito-
oligossacarideos. A adesdo e invasdo de SEPEC selvagem e mutante para F9 mostrou
significativa redu¢do da adesdo e invasdo na presenga dos carboidratos (p < 0,05)

mostrando que F9 também esta contribuindo para a adesdo e invasdo de SEPEC. Esses
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resultados foram similares aos observados por Low et al., (2006) e Ullet et al. (2007), para

EHEC e UPEC, respectivamente.

Em estudos in silico observamos que amostras SEPEC podem abrigar ompAl ou
ompA 2, segundo distingdo proposta por Power et al. (2006). Juntamente a isso, a seqii€ncia
priméria da proteina FimH também foi deduzida a partir das seqiiéncias de DNA dos genes
JfimH, e esses dados apontaram para mutagdes pontuais em dois cédons no gene fimH que
resultam na substituicdo de dois aminodcidos na proteina FimH em 7 das 8 amostras
SEPEC. As substituicdes aminoacidicas ocorreram nas posi¢oes 36 e 44 da proteina FimH,
e sdo similares ao observado para FimH de NMEC. No aminodcido 36 ocorreu a troca de
uma serina (S) por uma asparagina (N), mutacdo S-36-N, enquanto que na posicdo 44
ocorreu a troca de N por S, mutacdo N-44-S. Na amostra SEPEC 17 foi observada apenas a
mutacdo S-36-N. Essas mutacOes ndo foram observadas para E. coli patogé€nicas como

UPEC 04:K6 str. J96 ou ndo patogénicas como K12.C600 e ORN115 (figura 20).

Juntos, se considerarmos que E. coli ompA2" é associado a cepas mais invasivas do
que ompA1™ (Power et al., 2006), n6s podemos sugerir que SEPEC ompA2* podem ser mais
invasivas que SEPEC ompAl”, porem ompA ndo deve estar associado ao tropismo de
SEPEC por células renais e/ou endoteliais, visto que as seqiiéncias de OmpA1 sdo similares
entre SEPEC e outras linhagens de E. coli, e OmpA2 similar a NMEC. Por outro lado,
mutacOes pontuais observadas na proteina FimH sugerem que essa proteina possa
apresentar especificidades quanto a receptores especificos e patogenicidade de SEPEC.
Logo, os alelos ompAl* ou ompA2* podem coexistir com variantes FimH e contribuir

fenotipicamente para a patogenicidade de SEPEC.

Assim, nossos resultados mostram que a adesdo e invasdao de SEPEC, tanto em
células Vero como Huvec nio podem ser associados a um unico fator de viruléncia, e sim, a
combinacdes entre diferentes fatores bacterianos, e vias alternativas ou receptores distintos

na célula hospedeira.
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6. Conclusoes

- Proteina de membrana A (OmpA), fimbria do tipo 1 (F1) e fimbria do tipo 9 (F9)
contribuem para a adesdo e invasdo in vitro de Escherichia coli associada a sepse humana

(SEPEC).
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Abstract

The adhesins of extraintestinal pathogenic Escherichia coli are essential for mediating direct interactions between the microbes
and the host cell surfaces that they infect. Using fluorescence microscopy and gentamycin protection assays, we observed that
49 sepsis-associated E. coli (SEPEC) strains isolated from human adults adhered to and invaded Vero cells in the presence
of D-mannose (100%). In addition, bacteria concentrations of approximately 2 x 107 CFU/mL were recovered from Vero cells
following an invasion assay. Furthermore, PCR analysis of adhesin genes showed that 98.0% of these SEPEC strains tested
positive for fimH, 69.4% for flu, 53.1% for csgA, 38.8% for mat, and 32.7% for iha. Analysis of the invasin genes showed that
16.3% of the SEPEC strains were positive for tia, 12.3% for gimB, and 10.2% for ibeA. Therefore, these data suggest that
SEPEC adhesion to cell surfaces occurs through non-fimH mechanisms. Scanning electron microscopy showed the formation of
microcolonies on the Vero cell surface. SEPEC invasiveness was also confirmed by the presence of intracellular bacteria, and
ultrastructural analysis using electron transmission microscopy revealed bacteria inside the Vero cells. Taken together, these
results demonstrate that these SEPEC strains had the ability to adhere to and invade Vero cells. Moreover, these data support

the theory that renal cells may be the predominant pathway through which SEPEC enters human blood vessels.

Key words: Adhesion; Invasiveness; Escherichia coli; Sepsis

Introduction

Escherichia coli bacteria are commonly described as
the major causative agent of extraintestinal infections,
such as neonatal meningitis, bacteremia, pyelonephritis,
cystitis, prostatitis, and sepsis (1-4). Paradoxically, this
microorganismisalsoa predominant facultative member of
the normal human intestinal microbiota (5,6). The adhesion
of pathogenic bacteria to host cells represents the first step
in establishing an infection. Subsequent events include the
colonization of tissues and, in certain cases, cellular inva-
sion followed by intracellular multiplication or persistence.
The adhesion process is initiated when surface structures
known as adhesins bind to their specific ligands, host cell
receptors or extracellular matrix proteins (4,7).

Although the occurrence of E. coli bacteremia and
sepsis has increased in recent years (3,8), there are few
reports detailing the mechanisms of sepsis-associated E.

coli (SEPEC) pathogenesis. Furthermore, itis possible that
the virulence genotypes and phylogenetic backgrounds of
E. coli strains differ in diverse geographical regions (9).
Recently, a study on the genetic profile of SEPEC strains
reported heterogeneity in previously described extraintes-
tinal pathogenic E. coli (EXPEC) virulence factors (10).
The contamination by EXPEC strains is usually related
to the contamination of urinary or other catheters (3,11). The
urinary tract is the main gateway for ExXPEC, particularly in
cases of sepsis (4). Urinary infections often provoke bacte-
remia, especially in patients that are hospitalized because
of catheter contamination by ExPEC biofims (3). EXPEC
strains, such as uropathogenic E. coli (UPEC), neonatal
meningitis-associated E. coli (NMEC), and SEPEC, typi-
cally share many virulence factors that promote the colo-
nization of host surfaces, avoidance and/or subversion of
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host defense mechanisms, invasion and/or injury of cells
and tissues and the initiation of inflammatory responses
(4,9,12). In this study, we evaluated the presence of five
adhesin-encoding genes (fimH, flu, csgA, mat, and iha)
and three invasin-encoding genes (ibeA, tia and gimB) in
49 E. coli isolates from human sepsis patients and also
investigated the adhesive and invasive abilities of these
isolates in Vero cells.

Material and Methods

Bacterial strains

We analyzed a collection of 49 previously described
SEPEC strains (10) maintained in our laboratories as stocks
atroom temperature. All strains were screened forthe pres-
ence of adhesin/invasin-encoding genes and qualitatively
assayed for their adhesion to and invasion of Vero cells.
Based on these data, we selected four strains for further
analysis using scanning (SEM) and transmission electron
microscopy (TEM).

Genotyping characterization

Molecularanalysis assays. PCR amplifications were per-
formed in a final reaction volume of 30 uL. The primersused
for the analyses were selected from previously published
sequences: i) adhesins: type | finbriae (imH) (13), antigen
43 (flu) (14), curly structural gene (csgA) (7), curly regula-
tor gene (crl) (15), meningitis-associated and temperature
regulated fimbriae (mat), iron-regulated-gene-homologue
adhesion (iha); ii) invasins: pathogenicity island-associated
and meningitis-associated (gimB) (9), brain microvascular
endothelium cell invasion (ibeA) (9), and toxigenic invasion
locus in enterotoxigenic E. coli strains (tia) (9), and iii) K1
capsular polysaccharide (neuC) (16). The PCR amplifica-
tionswere performed using a GeneAmp PCR System 2400
thermocycler (Applied Biosystems, USA) under the following
conditions: denaturation for 5 min at 94°C, 30 cycles of 60
s at 94°C, 30 s at the annealing temperature and 60 s at
72°C, and a final extension step of 7 min at 72°C.

Adhesion and invasion assays

Qualitative adhesion assays. Monolayers of 105 Vero
cells (African green monkey kidney cells) obtained from
the American Type Culture Collection (ATCC, USA) were
grown on coverslips (Falcon Becton Dickinson, USA) in
24-well plates in Dulbecco's modified Eagle’s medium
(DMEM) (Gibco-BRL, USA) containing 10% fetal bovine
serum (FBS). The bacteria were grown in 3 mL trypticase
soy broth for 18 h at 37°C. Vero cell monolayers were sub-
sequently inoculated with approximately 3 x 108 bacteria/
mL (tube 1 on the MacFarland scale) and incubated at
37°Cfor3h (17). All assays were performedin duplicate on
different days, with or without D-mannose in the medium.
We analyzed 49 SEPEC strains and used E. coli C600 as
a negative control.
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After 3 h of infection, each well was washed with PBS,
and 0.1% Triton X-100 was added for 5 min. The coverslips
were washed again, and 10 ug/mL phalloidin was added to
each coverslip for 30 min in the absence of light. Following
thisincubation, the coverslips were washed and treated with
100 pg/mL RNase for 10 min. Propidium iodide was then
added tothe coverslipsat 1.7 uM for 5 min. The coverslips
were then analyzed by microscopy.

Scanning electron microscopy

An ultrastructural analysis using SEM was performed on
four SEPEC strains (SEPEC 8, 17, 19, and 53). After 3 h of
infection, Vero cells were fixed with 2% paraformaldehyde
(Sigma, USA) and 2% glutaraldehyde (Electron Microscope
Science, USA) in 10 mM cacodylate buffer, pH 7.4, mixed
with equal volumes of cell culture medium. Subsequently,
the slides were dehydrated with ethanol and immersed in
propylene oxide/Epon 812 (Electron Microscope Science;
ratios of 1:1and 3:1) for 6 h. Ultrathin sections were obtained
using an ultramicrotome and double-stained with 2% uranyl
acetate (Fluka, Switzerland) and 0.5% lead citrate (Fluka).
Finally, these sections were analyzed using a LEO-Schot
Zeiss EM906 TEM at 80 kV.

Quantitative invasion assays. The bacterial invasion
of Vero cells was measured using gentamycin protection
assays and the enumeration of the colonies of viable
intracellular bacteria (18). Prior to this assay, the minimal
bactericidal concentration of gentamycin that reduced
bacterial isolate counts by up to 99.9% was determined in
DMEM, and gentamycin was first tested at 50 and 100 pg/
mL. Because similar results were obtained independent of
gentamycin concentration, a final gentamycin concentration
of 100 pg/mL was used in subsequent experiments. After
3 h of infection, the cell monolayers were washed with
PBS, and 1.0 mL DMEM plus 2.0% FBS and 100 pg/mL
gentamycin was added to each well to kill the extracellular
bacteria. The plates were incubated for 2 h at 37°C before
being washed ten times with 1 mL PBS per well. The in-
tracellular bacteria were recovered by cell lysis with Triton
X-100 (1.0%), and bacterial cell invasion was determined
based on the number of colony-forming units (CFU/mL) on
MacConkey agar plates (19). All assays were performed in
duplicate on two different days, with or without D-mannose
in the medium. Our results were compared to a positive
control (enteroinvasive E. coli (EIEC) serotype O124:H-)
(18) and a negative control (E. coli C600).

Transmission electron microscopy. TEM analyses were
performed on four SEPEC strains (SEPEC 8, 17, 19, and
53). After 3 h of infection, Vero cell monolayers were fixed
with 2.5% glutaraldehyde, 4% paraformaldehyde and 10
mM calcium chloride in 100 mM cacodylate buffer, pH 7.4,
for 1 h at 25°C. Next, the cells were washed in cacodylate
buffer and post-fixed with 1% osmium tetroxide (OsO4) and
0.8% K4Fe(CN)g-3H,0 in 100 mM cacodylate buffer for 1
h. The samples were then washed in cacodylate buffer,
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dehydrated in a graded series of alcohol, and embedded
in Spurr resin. Ultrathin sections were obtained, stained
with uranyl acetate and lead citrate, and examined using
a Jeol 1200 EX TEM.

Results and Discussion

Studies demonstrating the adhesion and invasiveness
of human SEPEC strains are rare (10). In contrast to diar-
rheagenic E. coli, UPEC and NMEC, SEPEC strains do not
exhibit a well-defined molecular virulence profile (10,12), and
their pathogenicity mechanisms are not clear (4). SEPEC
has emerged as a distinct E. coli group that appears to
display a combination of the virulence characteristics of
the other E. coli groups, including diarrheagenic E. coli
and other EXPEC groups (4,10). In the present study, we
analyzed the bacterial adhesion and invasion properties
of SEPEC strains involved in 49 cases of human sepsis at
the University Hospital ofthe State University of Campinas,
Brazil. All of these studies were performed using Vero cells
to represent the urinary tract because the kidneys could
be an entry point of SEPEC into the bloodstream. The
three-dimensional (3-D) architecture of the extracellular
matrix of SEPEC isolates undergoing adhesion was also
examined, and the invasion process was visualized using
TEM. Vero cells are not derived from tumors and are an
analogous model for studying SEPEC infections in renal
cells, as previously published (10).

Currently, the mechanisms by which E. coli attaches to
surfaces are not well defined. However, some cellular and
extracellular structures, such as flagella, type | fimbriae,
antigen 43, curli fimbriae and exopolysaccharides (EPS),
are fundamental in establishing E. coli adhesion (20-22).
Flagella are important for the initial interaction with and the
movement of E. coli along surfaces (21), and type | fimbriae
are required for the initial adhesion of E. coli to substrates
(21). Both antigen 43, an outer membrane protein, and curli
fimbriae play important roles in auto-aggregation, increased
adhesion (23) and the persistence of bacteria on live tissues
(24,25). Additionally, EPS produced by adhered bacteria
builds extracellular matrices that are responsible for the
formation of 3-D micro-colonies and E. colipersistence on
different substrates (21).

In our study, the genotypic analysis of virulence factor
genes showed a high prevalence of adhesin-encoding
genes, with 48 isolates testing positive for fimH (98.0%),
34 for flu (69.4%), 26 for csgA (53.1%), 19 for mat (38.8%),
and 16 for iha (32.7%). However, a low prevalence of
invasin-encoding genes was observed, and only 8 isolates
were positive for tia (16.3%), 6 for gimB (12.3%) and 5 for
ibeA (10.2%) (Table 1). The neuC gene, which encodes K1
capsular polysaccharide, was amplified from only 24.5% of
the strains. Because epidemiological studies have linked K1
toNMEC (26,27), these data suggest a genetic relationship
between some SEPEC and NMEC isolates.
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Data demonstrating the high prevalence of adhesin
genes and the low prevalence of invasin genes in SEPEC
strains are consistent with the literature (10), suggesting that
SEPEC mostlikely adheres to cell surfaces by mechanisms
different from those of other E. coli strains. Additionally, it
is likely that SEPEC strains may express several other
adhesion factors that are not yet known to be involved in
their pathogenicity; these factors may also play a role in
tissue specificity and the adhesion of SEPEC to epithelial
and endothelial cells (data not shown).

Forfurther adhesion and invasion assays, we analyzed
four SEPEC strains using fluorescence microscopy, SEM
and TEM. The strains chosen were SEPEC 8 (fimH*/flu*),
SEPEC 17 (fimH*/flutliha*lgimB*), SEPEC 19 (fimH*/
gimB*), and SEPEC 53 (fimH*/flu*/csgA*).

SEPEC adhesion was observed using a fluorescence
assay, as shown in Figure 1.

SEM revealed the formation of microcolonies sur-
rounded by an extracellular matrix when SEPEC strains
adhered to Vero cells (Figures 2 and 3). Studies have
shown that adhesion is crucial for the establishment of
E. coliassociated extraintestinal infections (28), such as
urinarytract infections (29). In particular, bacterial adhesion
isimportantin establishing chronic cystitisand bloodstream
infections associated with catheters (3). However, there are
no consistent data on SEPEC adhesion to cell surfaces.

Overall, 98% of SEPEC strains were fimH-positive.
Although type | fimbriae are important fimbriae used by
UPEC to adheretoand invade bladder cells (13,29,30), the
role of type | fimbriae in virulence is not as well defined as
in other E. coli groups. However, because UPEC, SEPEC
and other EXPEC groups share many virulence factors,
fimH most likely has a similar function in SEPEC in the
urinary environment. Thus, adhesion and invasion assays
were performed in the presence of D-mannose. All SEPEC
isolates (100%) adhered to and invaded cellsin the presence
of D-mannose (data not shown). Our invasion results were
compared to those obtained for a positive control, and four
SEPEC strains were subsequently chosen for ultrastructural
analyses using SEM and TEM (Figure 4).

Using TEM, we observed that the bacteria adhered to
many points on the cell surface, and we observed individual
intracellular bacteria after 3 h of incubation with VVero cells in
the presence or absence of D-mannose (Figure 5A). Addition-
ally, bacterial subpopulations were observed, suggesting the
presence of intracellular bacterial replication (Figure 5B).

Thus, SEPEC strains adhered to Vero cells, formed
microcolonies, produced an extracellular matrix, invaded
cells, and probably replicated inside Vero cells. These
findings suggest the occurrence of two simultaneous yet
independent events. In fact, the adhesion to and invasion
of Vero cells by SEPEC strains can be important factors
involved in their pathogenicity, and these results may sug-
gest one of the possible steps of SEPEC entry into kidney
blood vessels.
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Table 1. Genotypic analysis of human sepsis-associated Escherichia coli (SEPEC) strains.

No. SEPEC strain K1 capsular polysaccharide Adhesins Invasins
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20.0 nm 20.0 um

Figure 1. The adhesion of human sepsis-associated Escherichia coli (SEPEC) strains to Vero cells was observed using a fluores-
cence assay. A, Negative control. B, SEPEC 8 (fimH*, flu*, csgA", mat", iha", gimB", ibeA-, tia", neuC-) adhering to the cell surfaces.

Figure 2. Scanning electron micrograph of human sepsis-associated Escherichia coli (SEPEC) 8 (fimH*, flu*,
csgA", mat, iha, gimB-, ibeA", tia”, neuC") adhesion after 3 h of incubation with Vero cells. A, The bacteria ad-
hered to the cell surface. B, Details of the points of microcolony formation. C, Microcolony details. D, Details of
the network of extracellular matrix surrounding the microcolonies on the cell surface.
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Figure 3. Scanning electron micrograph of human sepsis-associated Escherichia coli (SEPEC) 8 (fimH*, flu*, csgA", mat,
iha-, gimB-, ibeA", tia~, neuC") adhesion after 3 h of incubation with Vero cells. A, Bacterial adhesion to the cell surface,
with the formation of microcolonies surrounded by extracellular matrix (arrow). B, Early extracellular matrix production by
bacteria adhered to the cell surface (arrow).
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Figure 4. Colony-forming units (CFU/mL) of the human sepsis-associated Escherichia
coli (SEPEC) strains chosen for transmission electron microscopy and scanning elec-
tron microscopy that were recovered from the intracellular environment. All 49 strains
were recovered at higher concentrations (up to 2 x 107 CFU/mL) than the positive
control (EIEC O124:H) in the presence or absence of D-mannose in the medium. The
negative control, E. coli C600, did not invade Vero cells.
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Figure 5. Transmission electron micrographs of SEPEC 8 (fimH*, flu*, csgA", mat, iha", gimB-, ibeA", tia”, neuC")
adhesion and invasion after 3 h of incubation with Vero cells in the presence or absence of D-mannose. A, Bacte-
ria that adhered to the cell surface (arrow) and intracellular bacteria in the absence of D-mannose. B, A group of
four bacteria that suggests intracellular bacterial replication in the absence of D-mannose.

Extraintestinal infections caused by E. coli, such as
urinary infections, are common causes of bacteremia
(3,30), a condition that always precedes sepsis. Therefore,
SEPEC adhesion to host tissues, such as the kidney, could
be an important factor in the course of sepsis by providing
an entrance to the bloodstream. Once in the bloodstream,
SEPEC strains must have favorable genetic compositions
to survive in the blood and, in this way, induce sepsis (10).
Some investigators have described the importance of fimH
(31-33), ag43 (34,35) and csgA (25) in urinary tract and
meninges infections. In addition, csgA has been shown to
contribute to coagulation and blood pressure abnormalities,
thereby contributing to SEPEC-induced septic shock (7).

The mechanisms by which SEPEC adhere to and in-
vade Vero cells are not clear. However, these mechanisms
suggest a gateway for SEPEC entry into the bloodstream
during the course of sepsis. Although the adhesion to and
invasion of eukaryotic cells by other EXPEC groups have
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