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Resumo

Linhagens de Escherichia coli patogénica para aves (APEC) causam infec¢des extra-
intestinais e sdo responsdveis por significativas perdas econdmicas na industria avicola
mundial. Recentemente, foram descritos isolados de APEC geneticamente relacionados a
diversas outras E.coli extraintestinais (EXPEC) de origem humana, indicando a possibilidade
das mesmas constituirem risco zoondtico para humanos. Alguns dos conhecidos fatores de
viruléncia de APEC incluem adesinas, sistema de aquisi¢do de ferro, citotoxinas, entre outros.
Nesse trabalho, demonstramos que a linhagem de APEC SEPT 362, isolada do figado de uma
ave apresentando sinais clinicos de septicemia, expressa o Sistema de Secre¢do Tipo VI
(SST6), causa rearranjo do citoesqueleto de células epiteliais cultivadas in vitro, é capaz de
aderir e invadir células Hela e € vidvel dentro de macréfagos. Para estudar o envolvimento
do SST6 na patogénese da linhagem SEPT362, foram deletados trés genes desse sistema: hcp,
que codifica para uma proteina estrutural e secretada, clpV, que codifica para uma ATPase e
icmF (intracellular multiplication factor), gerando trés mutantes, respectivamente. Todos os
mutantes demonstraram uma diminui¢do nos processos de adesdo e invasdo a células HelLa,
formacdo de biofilme e viruléncia in vivo. Estudos de transcriptoma mostraram que a
expressdo da fimbria tipo 1 encontra-se diminuida nesses mutantes, o que poderia ser
responsavel pela diminuicdo do processo de adesdo e invasdo as células epiteliais. Nesse
trabalho, demonstramos que o SST6 é importante para o processo de patogenicidade, visto que
todos os mutantes tiveram sua viruléncia atenuada em experimentos realizados in vivo com
uma significativa diminui¢do de caracteristicas relacionadas a patogenicidade in vitro. Esses
resultados demonstram que os genes estudados do SST6 influenciam a expressdo da fimbria

tipo 1 e contribuem para a patogénese desta linhagem APEC.

Palavras chave: Escherichia coli, Patogenicidade, Sistema de Secre¢ao Tipo VI



Abstract

Avian pathogenic Escherichia coli (APEC) strains frequently cause extraintestinal
infections and are responsible for significant economic losses in the poultry industry
worldwide. APEC isolates are closely related to human extraintestinal pathogenic E. coli
(ExPEC) strains and may also act as pathogens for humans. Known APEC virulence factors
include adhesins such as type 1 fimbriae and curli, iron acquisition systems, and cytotoxins,
among others. Here we demonstrated that APEC strain SEPT362, isolated from a septicemic
hen, expresses a type VI secretion system (T6SS), causes cytoskeleton rearrangements,
invades epithelial cells, replicates within macrophages, and causes lethal disease in chicks. To
assess the contribution of the T6SS to SEPT362 pathogenesis, we generated three mutants,
Ahcp (which encodes a protein suggessed to be both secreted and a structural component of
the T6SS), AclpV (encoding the T6SS ATPase) and AicmF (intracellular multiplication factor).
All mutants showed decreased adherence and invasion to HeLa cells and decrease in several
other pathogenicity related characteristics. Transcriptome studies showed that the level of
expression of type 1 fimbriae was decreased in these mutants, which may account for the
diminished adhesion and invasion of epithelial cells. The T6SS seems to be important for the
disease process, given that both mutants (Ahcp and AclpV) were attenuated in an infection
model in chicks. These results suggest that the T6SS influences the expression of type 1

fimbriae and contributes to the pathogenesis of this APEC strain pathogenesis.

Key words: Escherichia coli, Patogenicity, Type VI Secretion System
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Introducao

O Brasil é, atualmente, o maior exportador mundial e o terceiro maior produtor de
carne de frango, estando atrds apenas dos Estados Unidos e da China (Associagdo de
Brasileira dos Produtores e Exportadores de Frango) (ABEF, 2011). Este cendrio demonstra
a importancia que a indudstria avicola representa para as economias interna e exportadora
brasileiras, gerando empregos e alimentos de alto valor protéico com relativo baixo custo. A
inddstria avicola apresenta fatores que podem afetar significativamente os seus rendimentos,
causar diminui¢do da produtividade e, por conseguinte, aumento de custo. Entre esses
fatores, destacam-se as infec¢cdes causadas por microrganismos patogénicos (virus, bactérias
e fungos) e, principalmente, pela bactéria Escherichia coli, agente significativo de morbidade
e mortalidade (GROSS, 1991).

Escherichia coli ¢ um bacilo gram negativo, anaerdbio facultativo, cuja temperatura
ideal de crescimento varia entre 25°C e 37°C, podendo crescer até a 45°C, e em faixas de pH
entre 44 e 9,0 (REED er al, 1994). O género Escherichia, pertencente a familia
Enterobacteriacea, possui diferentes grupos antigénicos, os quais sdo caracterizados por
diversas combina¢des do antigeno O (antigeno lipopolissacaridico somético constituinte da
membrana externa), antigeno K (antigeno polissacaridico capsular) e antigeno H (antigeno
protéico flagelar), o que origina aproximadamente 181 sorotipos, descritos atualmente
(PIATTI &BALDASSI, 2007). Algumas linhagens de E. coli fazem parte da microbiota
normal do trato intestinal do hospedeiro, sendo benéficas para os mesmos. Entretanto, ha
uma grande variedade de infecgdes entéricas e extraintestinais causadas por estes
microrganismos em diversos tipos de hospedeiros (RON, 2006).

As denominadas Escherichia coli patogénicas para aves (APECs) estdo associadas a
diversas doengas, entre as quais, destacam-se: septicemia, sindrome da cabeca inchada,
onfalite e celulite.

A septicemia, doenga causada pela linhagem em estudo, € uma doenca infecciosa
sistémica que inclui inflamagdo dos sacos aéreos, pericardite e perihepatite, com a faléncia

de multiplos 6rgdos das aves infectadas (RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005).
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Entre os fatores de viruléncia ja descritos mais estudados em amostras APEC, estdo as
fimbrias do tipo 1 e P, aerobactina, produ¢do de capsula, lipopolissacarideo (LPS), colicina
V, proteinas relacionadas a resisténcia ao soro e sistemas de aquisicao de ferro (EWERS et
al., 2007).

Ha, porém, diversos outros mecanismos de viruléncia conhecidos em Escherichia coli
e em outros patégenos bacterianos em geral. Um exemplo muito significativo € a secrecdo de
certas proteinas no meio exterior a bactéria e, também, diretamente no interior das células do
hospedeiro (ECONOMOWU et al., 2006).

Os mecanismos moleculares pelos quais proteinas sdo secretadas por bactérias gram-
negativas e positivas envolvem estruturas macromoleculares protéicas, os chamados sistemas
de secrecdo, que podem ser mais ou menos complexos em termos de composicao e regulacao
(BOYER et al., 2009). Estes complexos macromoleculares sdo capazes de influenciar a
resposta do hospedeiro ao agente infeccioso, liberando fatores de viruléncia para o ambiente
extracelular, ou os translocando para o interior de células hospedeiras. Para serem secretadas,
as proteinas necessitam destes sistemas para tornar possivel o processo de atravessar a
membrana interna, o espago periplasmdtico e a membrana celular externa de bactérias gram-
negativas (THANASSI & HULTGREN, 2000).

Os sistemas de secrecdo de proteinas exercem importantes fungdes na viruléncia e
sobrevivéncia bacteriana dentro de células eucaridticas, assim como na adaptacdo ao
ambiente, sendo amplamente distribuidos entre as bactérias (ECONOMOU et al., 2006).

Em bactérias gram-negativas ha seis classes de sistemas de secre¢do de proteinas
(Sistemas de Secrecdo Tipo I a VI) os quais tém sido caracterizados por mediarem o
transporte de proteinas para o exterior celular bacteriano. Os sistemas de secrecdo tipo I, III,
IV e VI exportam proteinas através das membranas interna e externa, em um tnico passo.
Outras protefnas sdo exportadas previamente para o espaco periplasmdtico via sistemas Sec
ou Tat (reconhecem sequéncia N-terminal hidrofébica e aminodcidos basicos de sequéncia
N-terminal de proteinas, respectivamente) e, entdo, translocadas através da membrana

externa via sistemas de secre¢do tipo II ou tipo V (TSENG et al., 2009).



13

Bactérias gram-positivas também dispdem dos mesmos sistemas de secrecdo
encontrados em bactérias gram-negativas e possuem, ainda, um sistema especifico deste
grupo, o Sistema de Secrecdo Tipo VII. Apesar de bactérias gram-positivas possuirem
somente uma membrana, algumas espécies de Mycobacterium, possuem uma parede celular
externa constituida por lipideos, chamada micomembrana. Por esta razdo, bactérias que
pertencem a este grupo possuem o sistema de secrecdo tipo VII, capaz de transportar

proteinas através desta parede celular (TSENG et al., 2009).

O Sistema de Secrecao Tipo VI

O enfoque deste trabalho é o Sistema de Secre¢dao Tipo VI (SST6), recentemente
descrito, o qual influencia na interacdo com o hospedeiro, promove sucesso na infec¢do e
auxilia na adapta¢do ao ambiente (BOYER et al., 2009; TSENG et al., 2009; BINGLE et al,
2008; FILLOUX et al., 2008; WU et al., 2008).

O “cluster” do SST6 € composto por 15 a 20 genes, conservados tanto em bactérias
patogénicas quanto em ndo patogénicas (FILLOUX et al., 2008; BOYER et al., 2009). Uma
ampla andlise de genomas bacterianos identificou um grupo de 13 proteinas conservadas, que
constitui o chamado “nicleo” do SST6 e um conjunto de proteinas ndao conservadas, com
funcdes regulatérias e acessorias. Subclasses do SST6 diferenciam-se no conteido dessas
proteinas acessdrias, sugerindo que este sistema evoluiu para se adaptar a vdrios
microambientes e ao desenvolvimento de fungdes especializadas (CASCALES, 2008;
BINGLE et al., 2008). Em Pseudomonas aeruginosa estes genes acessorios codificam
elementos de uma via de regulacdo pds-transcricional que modulam a atividade do Sistema
de Secrecdo através de mudancgas do estado de fosforilagdo da proteina Fhal (MOUGOUS et
al., 2007), o que estimula o funcionamento do SST6. Em outras espécies ja foram
caracterizados mecanismos regulatérios do operon do SST6 que envolvem ativadores
transcricionais da familia AraC ou ainda Sigma 54. Em muitos casos, estes elementos

regulatérios sdo também codificados dentro do operon (FILLOUX et al., 2008).
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Apesar da clara importancia do SST6 na patogénese bacteriana, muitas bactérias que
possuem este sistema ndo sdo patdgenos, nem simbiontes. Trabalhos prévios demonstram
que o SST6 agiria, também, limitando a replicacdo bacteriana ou viruléncia, favorecendo
relacdes comensais ou mutualisticas entre bactérias e seus hospedeiros. Um exemplo da
contribui¢cdo do SST6 favorecendo uma colonizagdo em longo prazo, foi uma muta¢do no
locus sciS (que codifica parte do SST6), de Salmonella typhimurium, a qual resultou em
aumento da replicacio bacteriana dentro de macréfagos e aumento na viruléncia em modelos
in vivo (PARSONS & HEFFRON, 2005). Fato similar ocorreu em Helicobacter hepaticus
(CHOW & MAZMANIAN, 2010). Entretanto, o SST6 também poder ser requerido para a
viruléncia de patégenos humanos e de outros animais, como Vibrio cholerae, Edwardsiella
tarda, Pseudomonas aeruginosa, Fransciella tularensis, e em patdgenos de plantas, como
Agrobacterium tumefaciens, Pectobacterium atrosepticum e Xanthomonas oryzae (BINGLE
et al., 2008; SHRIVASTAVA & MANDE, 2008; FILLOUX et al., 2008; WU et al., 2008;
CASCALES, 2008). Em bactérias patogénicas ja foi demonstrado que este sistema de
secrecdo estd relacionado a diversas caracteristicas da viruléncia, como a resisténcia a
predacdo por amebas em Vibrio cholerae e Burkholderia cenocepacia (AUBERT et al.,
2008; PUKATZKI et al., 2006), viruléncia global do patégeno Edwardsiella tarda (RAQO et
al., 2004) e inibicdo da atividade fagocitica de macréfagos em Aeromonas hydrophila
(SUAREZ et al., 2008). Também pode ser requerido para uma eficiente colonizagdo de raiz
pelas bactérias fixadoras de nitrogénio Mesorhizobium loti e Rhizobium leguminosarum
(BINGLE et al, 2008; BLADERGROEN et al, 2003). Alguns exemplos de bactérias nao
simbiontes que possuem genes do SST6 sdo Myxococcus xanthus, Dechlotomonas aromatica
e Rhodopirellula baltica, sugerindo que o mesmo pode contribuir, também, para a adaptacao
ambiental. Um trabalho recente sugere, ainda, que o SST6 pode mediar interacdes
antagOnicas entre bactérias, sendo que em uma competicdo bacteriana, seria favorecida a
espécie que o possuisse (JANI & COTTER, 2010).

Apesar de terem sido realizados diversos estudos sobre o SST6, as fungdes exatas dos
genes deste sistema ainda sdo especulativas. Acredita-se que as proteinas que ndo sio

secretadas, podem ser tanto componentes estruturais do aparato de secrecdo, quanto auxiliar
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no transporte de proteinas de alguma outra forma, como por exemplo, fornecendo a energia
necessdria para translocar os substratos através do canal de secrecdo (FILLOUX et al.,
2008).

Os componentes do SST6 que foram parcialmente caracterizados, até o momento,
incluem uma ATPase ClpV (caseinolytic protease V — membro da familia de proteinas
Hsp100/Clp), um gene homodlogo de Icm-F (intracellular multiplication F - proteina
transmembrana que estabilizaria o complexo protéico na membrana) e as proteinas
estruturais e secretadas Hcp (hemolysin coregulated protein — que forma o tubo hexamérico
transmembrana através do qual as proteinas sdo secretadas) e VgrG (Valine-glycine repeat
protein — estrutura pontiaguda localizada acima do tubo Hcp, que supostamente perfuraria a
célula hospedeira, para a secrecao das proteinas efetoras) (BINGLE et al., 2008; FILLOUX
et al., 2008; CASCALES, 2008). A maioria destes componentes estudados ndo é secretada,
mas € necessdria para a secre¢dao do efetor VgrG, que é, supostamente, estrutural e secretado

(BINGLE et al., 2008; CASCALES, 2008).

TR —
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T

(Figura explicativa retirada de FILLOUX et al., 2008)

A proteina ClpV

ATPases sdao frequentemente utilizadas por sistemas de secrecdo para fornecerem

energia para o processo do transporte. No caso do SST6, o gene clpV pertence a uma
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superfamilia de ATPases a qual energiza a formacdo de um canal hexamérico, através do
qual proteinas s@o transportadas num mecanismo também dependente de hidrdlise de ATP
(BINGLE et al., 2008; CASCALES, 2008). O gene clpV é um membro da familia
Hsp100/Clp. As proteinas desta familia agem em uma rede de controle de qualidade de
proteinas em células procaridticas para desagregar, degradar e redobrar proteinas mal
formadas ou agregadas (SCHLIEKER et al, 2005) A proteina ClpV, aparentemente, nao
possui atividade de desagregacdo, mas € capaz de realizar a fung¢do de transporte e
redobramento de proteinas (BINGLE et al., 2008; FILLOUX et al., 2008; CASCALES,
2008, SCHLIEKER et al, 2005). Em um estudo anterior, foi demonstrado que a mutacao de
clpV em Pseudomonas aeruginosa, ou mesmo a perda da regido protéica responsdvel pela
atividade ATPasica, € suficiente para abolir a capacidade de secre¢do deste sistema
(MOUGOUS et al., 2006).

Um trabalho apresentado por Bonemann e colaboradores (2009) desafiam este
conceito, por sugerir outro papel para a proteina ClpV de Vibrio cholera no SST6. Os dados
sugerem que Hcp e VgrG ndo interagem com ClpV. Os autores demonstraram que ClpV
interagiria com duas proteinas ndo caracterizadas do SST6, VipA e VipB (complexos
tubulares que integram o SST6), as quais sdo citosdlicas e ndo secretadas. VipA e VipB
seriam capazes de formar microtibulos e a atividade de ClpV resultaria na clivagem de
grandes complexos de VipA-B em pequenos complexos, que formariam o canal de secrecdo.
Este processo de “desmontagem” requereria o reconhecimento de VipA-B pela por¢do N-
terminal de ClpV. Esta seria uma teoria a mais sobre a montagem do canal de secrecido do

sistema.

As proteinas Hep e VgrG

Hcp (hemolysin coregulated protein) é uma proteina que forma anéis hexaméricos, que
se sobrepdem para dar origem ao tubo transmembrana através do qual as proteinas sdo
secretadas, enquanto VgrG (Valine-glycine repeat protein) € uma proteina que forma uma

estrutura pontiaguda localizada na extremidade superior do tubo Hcp e que, supostamente,
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perfuraria a célula hospedeira, para a secrecdo das proteinas bacterianas efetoras no interior
da mesma (BINGLE et al., 2008; FILLOUX et al., 2008; CASCALES, 2008).

Andlises das sequéncias de proteinas VgrG confirmam que algumas regides C-terminal
das mesmas possuem dominios que mostram similaridades com adesinas ou proteinas com
funcdes enzimdticas (CASCALES, 2008), enquanto outras extensdes C-terminal possuem
uma variedade de dominios conservados que estdo implicados em vdrias funcdes bioldgicas,
incluindo a ligacdo ao citoesqueleto de actina da célula hospedeira e degradacdo da camada
de peptidoglicano (PUKATZKI et al., 2009). Quando expresso em células eucaridticas, o
dominio de VgrG que favorece essa ligagdo na actina, causa colapso do citoesqueleto da
célula hospedeira (SHEAHAN et al., 2004). Esta intera¢do entre VgrG e actina é direta e
requer ATP como fonte de energia (PUKATZKI et al., 2007). Este conjunto de proteinas da
familia VgrG, que contém dominios ndo estruturais, que exercem um papel na patogénese,
sao chamados VgrGs “evoluidos” (PUKATZKI et al., 2007). Estas caracteristicas, porém,
ndo sdo gerais, pois uma grande quantidade de organismos que contém SST6 ndo codifica
proteinas VgrGs “evoluidas” (PUKATZKI et al., 2009).

Proteinas homologas de Hep e VgrG tém sido detectadas em sobrenadantes de cultura
celular da maioria das bactérias que possui SST6 e em fluidos de células eucaridticas
infectadas, sugerindo que essas proteinas sdo também exportadas (FILLOUX et al., 2008).
Mutagdes em genes hcp ou vgrG, em V. cholerae e Edwardsiella tarda, previnem a secrecao
de Hcp e VgrG, respectivamente, reforcando a hipétese de que essas proteinas sao
componentes secretdveis do aparato (FILLOUX et al., 2008). H4a evidéncias, em V.
cholerae, de que uma das proteinas VgrG secretada, que possui atividade de ligagdo no
citoesqueleto de actina, in vitro, tenha a funcio de realizar uma possivel translocacdo para
dentro de macréfagos, por um mecanismo dependente de SST6 (PUKATZKI et al., 2007).
Este estudo reforca a hipdtese que as proteinas VgrGs formam um complexo que pode agir
como uma estrutura que penetra a membrana, transportando o dominio efetor de VgrG para o
citoplasma do hospedeiro. Contudo, ainda ndo € claro se VgrG age como um transportador
ou como um efetor sob condi¢des fisiologicas, ou se ambas as funcdes sdo igualmente

importantes (PUKATZKI et al., 2007).
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Recentes cristalografias de proteinas das familias de Hcp e VgrG demonstraram que
elas apresentam grande similaridade com as proteinas do tubo e da cauda de bacteriéfagos,
sendo que estes sistemas seriam estruturalmente e evolutivamente relacionados (LEIMAN et
al., 2009; PELL et al., 2009). De acordo com esse modelo, muito similar ao proposto para
Vibrio cholerae, o SST6 seria uma cauda de bacteridéfago invertida (LEIMAN et al., 2009;
PELL et al., 2009) e as estruturas Hcp e VgrG formariam um pilus na superficie bacteriana.
As moléculas de VgrG possuiriam duas funcdes, uma seria como parte integrante da
estrutura, sendo localizada no final do tubo Hcp e responsavel pela perfuracio da membrana
da célula eucariética, e outra como molécula efetora injetada dentro desta mesma célula,
conforme j4 sugerido por alguns autores (PUKATZKI et al., 2007; BINGLE et al., 2008;
FILLOUX et al., 2008; CASCALES, 2008).

A proteina Icm-F

Os genes icm-F-like contém vérios dominios transmembrana, localizados na membrana
interna bateriana, sendo essenciais para replicacio intracelular em vérias linhagens (BINGLE
et al., 2008; SEXTON et al., 2004). A proteina IcmF, segundo o modelo proposto por
Cascales (2008), seria uma proteina transmembrana que, supostamente, interagiria com a
parte citosdlica do SST6, assim como com a ATPase ClpV (CASCALES, 2008). IcmF
apresenta uma proteina homoéloga constituinte do sistema de secre¢do dot/icm, inicialmente
caracterizado em Legionella pneumophila. Neste sistema, IcmF interagiria com a proteina
DotU, formando um complexo DotU/IcmF, com a fun¢ao de montar e estabilizar o complexo

responsdvel pela secrecdo de fatores de viruléncia (VANRHEENEN et al., 2004).

Devido a provédvel importancia que o SST6 tem para a patogénese de diversos agentes
bacterianos e ao fato de que nada relacionado a este tipo de sistema j tenha sido descrito em
qualquer linhagem de Escherichia coli patogénica para aves (APEC), neste trabalho

verificamos se estes genes estariam presentes na linhagem SEPT362 e se os mesmos
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poderiam estar relacionados as caracteristicas de patogenicidade apresentadas por esta
linhagem. Assim, apds identificarmos, por PCR e seqiienciamento dos nucleotideos, a
presenca dos genes icm-F, clpV e hcp do SST6 na linhagem SEPT 362, realizamos a
exclusdo dos genes, gerando trés mutantes, e verificamos as caracteristicas que 0s mesmos

apresentam em ensaios bioldgicos in vitro e in vivo e a correlagdo com a patogenicidade

apresentada por esta linhagem bacteriana.
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Objetivos

O Sistema de Secrecdo Tipo VI foi recentemente descrito (PUKATZKI et al., 2006;
MOUGOUS et al., 2006) e vem sendo relacionado como importante a viruléncia, varios tipos

de interacao bactéria — célula hospedeira e adaptagdo a uma grande variedade de ambientes.

O objetivo do presente trabalho foi verificar se o SST6 apresenta propriedades
relacionadas aos processos de patogénese existentes na linhagem APEC SEPT362, através da
construgdo de linhagens mutantes. Nestas linhagens mutantes foram realizados testes in vitro
(adesdo e invasdo celular, viabilidade dentro de macrofagos, andlise do rearranjo do
citoesqueleto de actina em células hospedeiras, andlise do perfil protéico, formacdo de
biofilme e motilidade) e in vivo (andlise da patogenicidade), para a correlagdo dos dados

obtidos.

Assim, o presente trabalho visou, pela primeira vez em uma linhagem APEC
(SEPT362), elucidar acdes do SST6 relacionadas a patogenicidade e, a0 mesmo tempo,

descrever possiveis funcdes de seus componentes relacionadas a expressdo génica global.
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Material e Métodos

Caracteristicas da linhagem estudada

A linhagem patogénica SEPT362 (SOROTIPO OR:H10), isolada do figado de uma ave
(galinha poedeira) com quadro clinico de septicemia, possui 5 plasmidios, com 2,7 MDa, 4,7
MDa, 43 MDa, 56 MDa e 88 MDa cada e resisténcia aos antibidticos Estreptomicina
(100ug/ml), Ampicilina (100pug/ml) e Tetraciclina (50ug/ml). A partir dessa linhagem
selvagem, foram deletados trés genes (hcp, icmF e clpV) do SST6, gerando trés mutantes,

conforme descrito na tabela 1.

SEPT362 Escherichia coli septicémica, linahgem selvagem
Ahcp Linhagem mutante, com dele¢do do gene hcp
AicmF Linhagem mutante, com delecdo do gene icmF
AclpV Linhagem mutante, com dele¢do do gene clpV
AhepC Linhagem com delecdo do gene hcp, complementada

AiecmFC Linhagem com dele¢do do gene Acp, complementada

AclpVC Linhagem com dele¢do do gene Acp, complementada

Tabela 1. Linhagens estudadas no trabalho
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Meios de cultura utilizados

¢ Luria-Bertani (LB):
Para 1 L de meio de cultura: Triptona - 1g; Extrato de Levedura - 0,5g; NaCl - 1g, pH 7,4
¢ DMEM: Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM 1x, Invitrogen®)

1000mg/L D-glicose; 584mg/L L-glutamina; 110mg/L piruvato de sodio;

Extracao de DNA gendmico

Para a extracdo de DNA gen6mico, 50 ml de cultura bacteriana foram cultivados por
18 horas, sem agita¢do, em meio LB, a 37°C. As células foram centrifugadas e ressuspendidas
em 3 ml de tampdo de isolamento (0,15M Tris/HCI; 0,1M EDTA — pH 8,0). A esse volume
foram adicionados 500ul de solugao SDS 20% (Dodecil Sulfato de Sédio, diluido em 4dgua
deionizada autoclavada). A amostra foi incubada a 65°C por 5 minutos e, a seguir, adicionados
a mesma, 6 ml de solucdo fenol:cloroférmio:dlcool isoamilico (23:24:1). A amostra foi
homogeneizada e centrifugada a 14000rpm a 4°C, por 5 minutos. A camada aquosa foi
descartada e ao volume restante adicionados, cuidadosamente, 10 ml de solucdo de etanol 95%
gelado. O sedimento formado foi removido com um bastdo de vidro e dissolvido em tampao
TE (10mM Tris/HCl; 1mM EDTA). Para a remo¢do de RNA, foram adicionados 4ul de
RNAse (10ug/ul) a 300ul da extracdo de DNA e a amostra incubada a 37°C por 3 horas. Para
re-precipitacdo, ao DNA gendmico tratado com RNAse, foram adicionados 900ul de solucio
de re-precipita¢do (88% isopropanol; 0,2M acetato de potdssio). A amostra foi centrifugada
por 10 minutos a 6000rpm e lavada com solu¢do de etanol 70% gelada. O sedimento foi seco

ao ar livre e ressuspenso em 300ul de tampao TE.
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Com este DNA gendmico foi realizado o seqiienciamento, utilizando-se os mesmos
iniciadores utilizados para a PCR de identificacdo dos genes do sistema de secrecdo tipo VI,
na linhagem septicémica 362. O seqiienciamento inicial dos genes foi realizado para a exata
construcdo dos iniciadores utilizados para a técnica de delecdo “Lambda Red”, abaixo

descrita.

Reacoes de PCR e iniciadores para detecc¢io e seqiienciamento dos genes do
SSTé6

Para a identificacdo dos genes do sistema de secrecdo tipo VI na amostra SEPT362,
foram realizados experimentos de PCR (Polymerase Chain Reaction — Rea¢do em cadeia da
Polimerase), com a enzima Platinum® Taq polymerase (Invitrogen®), conforme descrito na
tabela 2. Os ciclos utilizados nas reacdes de deteccdo e os iniciadores utilizados nas reagdes de

deteccdo e seqiienciamento dos nucleotideos estdo descritos na tabela 3 e 4, respectivamente.

Componentes Concentracao Final
10x Tampao de PCR 1x
Solugdo de dNTP 10mM 0,2mM cada
50mM MgCl, 1,5mM
Iniciadores (10uM cada) 0,2uM cada
DNA 100ng
Platinum® Taq DNA Polimerase 1,5 unidade
Agua deionizada autoclavada q.s.p S0ul

Tabela 2. Componentes utilizados nas reagdes de PCR para identificacdo dos genes estudados do SST6
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Fase Temperatura Tempo
Desnaturagdo Inicial 94°C 2 minutos
Desnaturagdo 94°C 30 segundos
Pareamento Genes 30 segundos
clpV e icmF: 51°C
hep: 50°C
Extensdo 72°C Genes

clpV e icmF: 3 minutos

hep: 1 minuto

Tabela 3. Ciclos das reacdes de PCR para identificacdo dos genes estudados do SST6.

Gene Iniciadores utilizados para deteccio e sequenciamento
dos genes do SST6 na amostra estudada
hep Direto: ATGGCGAATTTAATTTATTTAACAC
Reverso: ACTTAAAAAAGACGATCTTCCCATAAAC
icmF Direto: ATGGTCATCGGCCCGGC
Reverso: ACTCAGTACAGTGTGTCTGAC
clpv Direto: ATGATCCAGATTGATCTTCC
Reverso: ACTCATAAAACCGTTTCATCCT

Tabela 4. Iniciadores utilizados para deteccdo e seqiienciamento dos genes do SST6.
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Construcao dos mutantes Ahcp, AicmF e AclpV

Os genes hep, icmF e clpV foram excluidos do cromossomo da linhagem de E. coli
em estudo, através da técnica de “lambda red”, conforme descrito por Datsenko e Wanner

(2000).

Resumidamente, no primeiro passo, eletroporou-se o plasmidio pKD46 (plasmidio que
expressa a enzima recombinase, que nesse trabalho teve que ser modificado com a inser¢do de
um cassete de cloranfenicol - abaixo descrito - devido a impossibilidade de sele¢do bactéria
selvagem possuir resisténcia a ampicilina, resisténcia original do plasmidio pKD46) na

linhagem selvagem SEPT362.
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Em um segundo passo, utilizando-se o plasmidio pDK4 como molde, o cassete do gene
da canamicina foi amplificado por PCR (tabela 5 e 6). Os iniciadores (descritos na tabela 7)
para a amplificacdo do cassete de canamicina continham em suas extremidades, sequéncias de
50 nucleotideos, homdlogas aos genes que se desejava excluir. As reagdes de amplificacdo do
cassete foram submetidas a eletroforese, recortadas do gel de agarose e purificadas, para,
entdo, serem eletroporadas dentro da bactéria selvagem previamente eletroporada com o

plasmidio pKD46.
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Plasmidio pKD4. Datsenko & Wanner, 2000.
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Apés esse passo, as células foram plaqueadas em LB-dgar com canamicina (para
selecdo dos mutantes que sofreram recombinacdo homdloga e receberam o cassete de
canamicina no lugar do gene alvo) e crescidas a 42°C, para perderem o plasmidio pKD46 (que
possui uma origem de replicagdo termo-sensivel). Para a confirmag¢do da recombinagdo
homologa e perda do plasmidio pKD46, colonias resistentes a canamicina e sensiveis ao

cloranfenicol foram selecionadas.

No passo seguinte, o plasmidio “helper” pCP20 foi eletroporado em todas as linhagens
mutantes, pois este plasmidio contém uma recombinase (flp) que € responsdvel pela
eliminacdo dos nucleotideos que estdo entre as regides FRT, encontradas flanqueando o

cassete de resisténcia a canamicina, presente no interior do gene agora recombinado.
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Plasmidio pCP20. Doublet et al., 2008.
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Esta eliminacdo do cassete de canamicina favorece uma mutagdo apolar, garantindo
que a expressdo dos genes adjacentes a esta mutagdo ndo serd prejudicada. Nas etapas de
recombinacdo (entrada) e retirada do cassete de canamicina do interior do gene excluido,
foram feitas PCRs e sequenciamentos dos genes, para a confirmacdo das corretas mutagdes

apolares.

Para a construcdo dos fragmentos de DNA que foram utilizados na recombinagdo
homologa para geragdo das linhagens mutantes Ahcp, AicmF e AclpV, foram realizadas as
reacoes de PCR utilizando-se a enzima Platinum® Pfx DNA polymerase (Invitrogen®),
conforme descrito na tabela 5. Os ciclos dessas reacdes e os iniciadores utilizados estdo

descritos na tabela 6 e 7, respectivamente.

Componente Concentracao Final
10x Pfx tampao de amplificacdo 1x
Solucdo 10mM dNTP 0,3 mM cada
50mM MgSO, 1 mM
Iniciadores (10uM cada) 0,3uM cada
DNA utilizado 100ng
Platinum® Pfx DNA polimerase 1,5 unidades
Agua deionizada autoclavada q.s.p. 50ul

Tabela 5. Componentes utilizados nas rea¢des de PCR para amplificacio dos fragmentos de DNA para

recombina¢do homdloga.
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Fase Temperatura Tempo
Desnaturagdo Inicial 94°C 2 minutos
Desnaturacao 94°C 15 segundos
Pareamento Genes 30 segundos
clpV e icmF: 60°C F
hep: 58°C
Extensdo 68°C 2 minutos

Tabela 6. Ciclos utilizados na amplificacdo dos fragmentos de DNA para recombina¢do homéloga.
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Gene a

ser deletado

Iniciadores utilizados para recombinaciao homéloga

clpv

Direto:GTTGCGCCAGGCGCTGACGGTGGAGAACTACACAACCGCCCGTTCTG
CAGGTGTAGGCTGGGAGCTGCTTC

Reverso:CGCGAGACGGTGTGTTTCTCCTGGAATTCGGACATATTGATGGTGGT
CAG CATATGAATATCCTCCTTA

hep

Direto:ATGCTCCCATATAATTGACTCATAACTGAAAGAAACTGACTCTTCGGG
TTGTGTAGGCTGGGAGCTGCTTC

Reverso:TGATAATCAAGGGCTCATTTCAAGTGGTTGTTCATCACAACCATCCA
TTGCATATGAATATCCTCCTTA

icmF

Direto:CGCTGATGCGGATATCCTGCATCGCCGTCTGTGGGAACATGCCCTCGQ
CTGTGTAGGCTGGGAGCTGCTTC

Reverso: TCTGTTTGCTGAAGAAGATGTCACGGATTTTCTGCGCAGTTTCCAGT
TGCCATATGAATATCCTCCTTA

Tabela 7. Iniciadores utilizados para amplificacio do fragmento de DNA para a recombinagdo

homoéloga. *Em vermelho, iniciadores utilizados para amplificacdo do gene da canamicina; em preto,

50 nucleotideos de homologia com gene a ser recombinado.

Construcao do plasmidio pKD46 com a insercao do cassete de cloranfenicol

O plasmidio pKD46, que carrega o gene da recombinase e que deve ser introduzido na

bactéria na qual serd realizada a recombinagdo homdloga, foi modificado para esse

experimento. Uma vez que ampicilina (resisténcia original do plasmidio pKD46) € uma das

resisténcias encontradas em SEPT362, a selecdo de bactérias receptoras do plasmidio pKD46

seria impossibilitada, caso nao houvesse inser¢do de um cassete de resisténcia a outro

antibidtico. Para isso, o cassete de resisténcia ao antibidtico cloranfenicol foi amplificado,
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utilizando-se o plasmidio pACYC184 como molde. Os componentes utilizados nessa reacao
de PCR estao descritos na tabela 2. Os ciclos e os iniciadores utilizados estdo descritos nas

tabelas 8 e 9, respectivamente.

Fase Temperatura Tempo
Desnaturagao Inicial 94°C 2 minutos
Desnaturagdo 94°C 15 segundos
Pareamento 55°C 30 segundos
Extensao 72°C 1 minuto

Tabela 8. Ciclos da reacdo de PCR para amplificacdo do cassete de cloranfenicol.

Iniciadores utilizados na amplificacio do cassete de cloranfenicol

Direto: ACGGAAGATCACTTCGCA

Reverso: GCGTTTAAGGTCAACAATAACTGC

Tabela 9. Iniciadores utilizados na amplificacio do cassete de cloranfenicol.

O plasmidio pKD46 foi, entdo, digerido com a enzima de restricdo Xmnl, para a qual
o plasmidio possui um unico sitio de restri¢do, localizado logo ap6s o promotor do gene bla
(ampicilina). bla foi previamente retirado do plasmidio. O gene de resisténcia ao cloranfenicol
foi purificado do gel, pelo kit Qiaquick Gel Extraction (Qiagen), segundo protocolo do
fabricante, ligado ao plasmidio pKD46 e transformado na linhagem competente de E.coli
estudada, conforme descrito abaixo. As linhagens SEPT362, receptoras do plasmidio, foram

entdo crescidas em placas de LB adicionadas de 100pg/ml do antibidtico cloranfenicol.
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Preparo de células competentes, transformacao e eletroporaciao

A preparacdo de células competentes, transformacio e eletroporacao foram realizadas

segundo Sambrook et al. (2001).

Reacoes de ligacao

Todas as reacdes de ligacdo citadas no trabalho foram realizadas utilizando-se a
enzima T4 DNA ligase (New England Biolabs®), incubadas a 16°C por 14 horas, segundo

protocolo do fabricante.

Construcao das linhagens complementadas dos mutantes

Para a construcdo das linhagens complementadas dos mutantes, foi utilizado o
plasmidio pACYC184, de baixo nimero de cdpias, como vetor de expressdo. Os genes a
serem complementados foram amplificados com as seqiiéncias dos nucleotideos
correspondentes ao inicio e ao fim dos genes, flanqueados por sitios de restricdo das mesmas
enzimas que foram utilizadas para cortar o vetor plasmidial (BamHI e Sall — reacido abaixo
descrita). Os componentes das reacdes de PCR estdo descritos na tabela 5, os ciclos descritos
na tabela 6 e iniciadores indicados na tabela 10. Apds serem amplificadas e submetidas a
eletroforese, as bandas dos genes foram recortadas e purificadas do gel de agarose, utilizando-
se o kit Qiaquick Gel Extraction (Qiagen®), segundo protocolo do fabricante. Apds esta
purificacdo, os fragmentos foram, novamente, digeridos com as enzimas de restricdio BamHI e
Sall e, em seguida, purificados do gel de agarose. O plasmidio pACYC184 foi digerido com
as mesmas enzimas de restricdo e, também, submetido a eletroforese e purificacdo do gel de

agarose, utilizando-se o mesmo kit Qiagen®. A reacdo de ligagdo foi incubada a 16°C por 14
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horas, utilizando-se a enzima T4 DNA ligase (New England Biolabs®). Esta reacdo de ligag¢ao
foi submetida a eletroforese e os plasmidios corretamente ligados, recortados e purificados do
gel de agarose, utilizando-se o kit Qiaquick Gel Extraction (Qiagen®). Para a confirmacgao de
que os genes seriam inseridos em quadro de leitura correto, para que o promotor do cassete de
tetraciclina pudesse garantir a expressdo do gene complementado, foram feitos
seqiienciamentos dos plasmidios complementados. Apds ter sido realizada a eletroporagdo dos
plasmidios complementados nas respectivas bactérias mutantes, foi feita a selecdo das
bactérias complementadas em placa de LB- agar (LB adicionado de 1% de d&gar)
suplementadas com 50ug/ml do antibiético cloranfenicol. Para a verificagdo da expressdo do

gene complementado, foram realizadas reagdes de PCR em tempo real

Genes a serem Iniciadores
complementados
clpV Direto: TACGGATCCACATGATCCAGATTGATCTTCC

Reverso: TAAAGTCGACACTCATAAAACCGTTTCATCCT

hep Direto: TACGGATCCACATGGCGAATTTAATTTATTTAACAC

Reverso: TAAAGTCGACACTTAAAAAAGACGATCTTCCCATAAAC

Iem-F Direto: TACGGATCCACATGGTCATCGGCCCGGC

Reverso: TAAAGTCGACACTCAGTACAGTGTGTCTGAC

vgrG Direto: TACGGATCCACATGTCAACCGGATTACGTTTCA

Reverso: TAAGTCGACACATGTCAACCGGATTACGTTTCA

Tabela 10. Iniciadores utilizados nas reacdes de complementacdo das linhagens mutantes. *Em
vermelho, sitios de restri¢do para as enzimas utilizadas. Em amarelo, nucleotideos que indicam o inicio

da transcricao.
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Reacoes de cortes com as enzimas BamHI e Sall

Para a reacdo de complementacdo dos genes excluidos nas linhagens mutantes, foram
realizados cortes duplos no plasmidio pACYC184, utilizando-se simultaneamente as enzimas
BamHI e Sall (New England Biolabs®), pois ambas possuem uma eficiéncia de 100% com o
mesmo tampao (NEB3), nas seguintes condi¢gdes: 1x tampao de digestdo; 100ug/ml de BSA
(Albumina de Soro Bovino); 10 unidades de enzima de restri¢do; 1 ug de DNA; Agua miliQ

autoclavada para 50ul de reacdo, em uma hora de incubacdo a 37°C.

Verificacdo da expressao de genes clpV, hcp e icmF, na presenca e na auséncia
de células HeLa

Culturas bacterianas das linhagens selvagem e mutantes foram crescidas por 18 horas,
aerobicamente em meio LB, a 37°C, sem agitacdo. Foram, a seguir, diluidas 1:100 em meio
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium - 1x Liquido, Baixa Concentracdo de Glicose
(1000mg/L) — Invitrogen®) e crescidas a 150rpm até atingirem uma densidade Optica
(D.O.600) de 0,8. O RNA de triplicatas biolégicas foram extraidos utilizando-se o RiboPure-
Bacteria RNA isolation kit (Ambion®), de acordo com protocolo do fabricante. Para
comparacdes entre a expressdo de genes do SST6 na presengca e auséncia de células
eucarioticas, garrafas de 75 Cm3, previamente cultivadas in vitro com células HeLa em meio
DMEM foram infectadas com 1x10” células bacterianas. Garrafas sem células HeLa foram
utilizadas como controle negativo. Ap6s um periodo de 3 e 6 horas de infeccdo, as bactérias

foram recuperadas (como descrito para o teste de adesdo bacteriana) e o RNA extraido.
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Verificacdo da expressao do gene clpV in vivo

Para avaliar a expressdao do gene clpV durante uma infec¢do em aves SPF (“Specific
Pathogen Free”) White Leghorn de 21 dias de idade, foi realizado teste de patogenicidade in
vivo (conforme descrito adiante), injetando-se 107 bactérias no saco aéreo tordxico direito de
cada ave. Apds 24 horas de infecgdo, pericardio e saco aéreo foram recuperados de um grupo
de oito animais infectados com a linhagem selvagem SEPT362. O RNA foi extraido destas
estruturas, conforme acima descrito, com um passo prévio de maceracdo dos 6rgdos em
nitrogénio liquido. Controles negativos de PCRs foram realizados com RNA extraido do
pericardio e saco aéreo de aves ndo infectadas, para garantir que nao houve nenhuma reagao
cruzada dos iniciadores utilizados com RNA mensageiro de células eucaridticas que estavam

presentes na reagdo.

Cultivo de células HeLa

Para o cultivo das células HeLa foi utilizado o meio DMEM suplementado com 10%
de Soro Fetal Bovino (GIBCO, Invitrogen®). A cada dois dias as células eram lavadas trés
vezes com PBS 1x (Tampao Fosfato Salina - NaCl 137 mM, Fosfato 10 mM, KCI 2,7 mM, e
pH de 7.4) a 37°C e 0 meio DMEM substituido por um novo. Assim que a garrafa 75 cm’
atingiu uma confluéncia de 90%, foram adicionados 2 ml de tripsina (GIBCO — Invitrogen®) e
deixados por 5 minutos a temperatura ambiente, para que as células HelLa se desprendessem
da superficie a qual estavam aderidas. As células foram, a seguir, homogeneizadas, divididas
em 3 reservatorios iguais ao original (no caso de replicag@o celular), ou passadas para placas

de cultura celular (para testes in vitro), sendo nesse caso, distribuido 1 ml para cada pocgo.
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Reacao em cadeia da polimerase em tempo real (PCR em tempo real)

Os iniciadores utilizados nas reacdes de PCR em tempo real foram construidos
utilizando-se o programa computacional Primer Express v1.5 (Applied Biosystems®). Os
componentes, os ciclos e os iniciadores utilizados nas reacdes estdo descritos nas tabelas 11,
12 e 13, respectivamente. Os experimentos foram realizados utilizando-se a rea¢do de tnico
passo no sistema de deteccio ABI 7500 (Applied Biosystems®, EUA). A eficiéncia da
amplificacdo de cada par de iniciador foi verificada utilizando-se curvas padroes de
concentracoes de RNA conhecidas. O gene rpoA (subunidade A da RNA polimerase) foi

utilizado como controle endégeno.

A colecdo de dados foi analisada utilizando-se o programa ABI Sequence Detection 1.3
(Applied Biosystems®, EUA). Os dados foram normalizados aos niveis do gene rpoA e
analisados usando um comparativo critico threshold (Cr) como descrito no Applied Biosystems
Bulletin number 2. Os niveis de expressdao dos genes estudados em diferentes fases de
crescimento foram comparados utilizando-se o método de quantificacio relativa (WALTERS
& SPERANDIO, 2006). Os dados das PCRs em tempo real estdo apresentados como as
diferencas (n-fold) dos niveis de expressdo quando comparados com os niveis da amostra
SEPT362 (selvagem) ou com a amostra EHEC 86-24, de acordo com o experimento realizado.
Barras de erros representam os desvios padrdoes (SD) do valor _Cpr (WALTERS &
SPERANDIO, 2006). Significancias estatisticas foram determinadas por Teste T. Um valor P

<0,05 foi considerado significativo.
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Componentes Quantidades

2xSYBR master mix (Applied Biosystems) 10ul
MultiScribe Reverse Transcriptase (Applied Biosystems) 1ul
Rnase Inhibitor (Applied Biosystems) 1ul
Agua livre de DNase e RNase (Ambion) 6ul

Mix de iniciadores direto e reverso 50nM

RNA 100ng

Total 20ul

Tabela 11. Componentes utilizados nas reacdes de PCR em tempo real.

Ciclo Temperatura Tempo

1 ciclo 48°C 30 minutos

1 ciclo 95°C 10 minutos
40 ciclos 95°C 15 segundos

1 ciclo 60°C 1 minuto

Tabela 12. Ciclos utilizados nas rea¢des de PCR em tempo real.

Genes Iniciadores
clpVv Direto: CATGACAGAAGACGCCCGTA
Reverso: CGCAGCGCCAGCCCTTCAAT
hep Direto: GCTGAAACAGCACATTGATC
Reverso: CTTTGCCTAATAAGGGTGATGC
icmF Direto: CAACGCCTGTACCTTACGCC
Reverso: AGCCAGCCGAGGGCATGT
rpoA Direto: GCGCTCATCTTCTTCCGA

Reverso: CGCGGTCGTGGTTATGTG

Tabela 13. Iniciadores utilizados nas reacdes de PCR em tempo real.
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Extracao de RNA total

Culturas das linhagens SEPT362, Ahcp, AclpV e  AicmF foram crescidas
aerobicamente em meio LB, a 37°C, por 18 horas e diluidas 1:100 em DMEM. As novas
culturas foram crescidas sob agitacdo (150rpm), a 37°C, até atingirem a densidade Optica de
0,8 a 600nm. O RNA de cada linhagem foi extraido utilizando-se o kit RiboPure bacterial
RNA isolation kit (Ambion®, USA), conforme protocolo do fabricante.

Sintese de cDNA e preparacao dos fragmentos marcados para o microarranjo

Para se verificar a expressao génica global das linhagens estudadas, foram realizados
experimentos de microarranjo. Para este experimento, inicialmente € extraido o RNA das
amostras estudadas e logo apds, a partir deste RNA, é realizada a sintese do cDNA (em razao
da maior estabilidade da molécula de DNA, quando comparada com a de RNA). O
procedimento de sintese de cDNA, para a realizacdo de experimentos de microarranjo, foi
iniciado com 10ug de RNA total de cada linhagem, que foram extraidos conforme descrito
anteriormente. A primeira reacdo foi montada para uma hibridizagio RNA - iniciador,

conforme indicado na tabela 14 (segundo o protocolo Affymetrix).

Componente Volume Concentracao final
RNA total 10ug 0,33ug/ul
75ng/ul iniciadores randdémicos 10ul 25ng/ul
Controles Poly-A RNA 2ul varidvel
Agua livre de nucleases g.s.p. 30ul
Volume total 30ul

Tabela 14. Reagdo para hibridizagdo RNA - iniciador, para constru¢do de fragmento de cDNA.
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A reacdo de hibridizagdo RNA - iniciador foi feita com as seguintes temperaturas:

- 70 °C por 10 minutos
- 25 °C por 10 minutos

Ap6s esse passo de hibridizacdo RNA - iniciador, foi realizada a reacdo de sintese de cDNA,

conforme descrita na tabela 15.

Componentes Volume Concentracao final
RNA/ Iniciador hibridizados 30ul
5x First Strand Buffer 12ul 1x
100mM DTT 6ul 10mM
10mM dNTPs 3ul 0,5mM
SUPERase.in (20U/ul) 1,5ul1 0,5U/ul
SuperScript II (200U/ul) 7,5ul 25U0/ul
Volume total 60ul

Tabela 15. Componentes da reacdo de sintese do cDNA.

A reacgdo foi incubada nas seguintes temperaturas:
- 25°C por 10 minutos
- 37°C por 60 minutos

- 42°C por 60 minutos

- Inativacdo do SuperScript II a 70°C por 10 minutos

Ap0s a sintese de cDNA, houve a remog¢do de RNA, com a adi¢do de 20ul de NaOH

IN, com incubagdo a 65°C por 30 minutos e adicdo de 20ul de HCI IN para neutralizar a

reacao.
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ApOs a eliminacdo de qualquer traco de RNA, foi feita a purificacio do cDNA com a
utilizacdo do kit MiniElute PCR Purification Columns (Qiagen®). Os cDNAs foram
quantificados através de um espectrofotdmetro Nanodrop® e a concentracdo de cada amostra

foi determinada como sendo maior que 1,5ug.

Para que pudessem ser devidamente hibridizados  (hibridagdo  por
complementariedade de bases) com as sondas constituintes do aparelho de microarranjo, todo
cDNA deveria ser previamente fragmentado. Os componentes da reagdo de fragmentacao das

moléculas de cDNA estdo descritos na tabela 16.

Componentes Volume Concentracoes
10xone-phor-all buffer 2ul 1x
cDNA 10pl
DNase I X 0,6U/ug de cDNA
Agua livre de nucleases Qsp 20ul
Volume total 20ul

Tabela 16. Componentes da reacdo para fragmentacao das moléculas de cDNA.

A reacdo foi incubada a 37°C por 10 minutos e a DNase I inativada a 98°C por 10

minutos.

Para a andlise da digestao do cDNA, que deveria conter fragmentos entre 50 e 200
pares de base, as amostras foram aplicadas em um gel gradiente (4% a 20%) de agarose. A
corrida foi feita a 150V por aproximadamente 2 horas. Apds a corrida, o gel foi corado com

SYBR gold (Invitrogen®) e os tamanhos dos fragmentos digeridos analisados.
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O cDNA fragmentado foi aplicado diretamente a rea¢do final de marcacdo do cDNA,
conforme descrito na tabela 17. Esta marcacdo ocorre para garantir a devida detec¢do da

hibridizacdo no aparelho de microarranjo.

Componentes Volume
5x reaction buffer 10ul
GeneChip DNA labeling reagent, 7SmM 2ul
Terminal Deoxynucleotidyl transferase 2ul
cDNA fragmentado 20ul
Agua livre de nucleases 16ul
Volume total 50ul

Tabela 17. Reacdo de marcacdo do cDNA, para deteccdo da hibridizacdo no microarranjo.

A reacdo foi incubada a 37°C por 15 minutos e apds esse tempo, foram adicionados

2ul de EDTA 0,5M para parar a reagao.

Para a verificacdo da eficiéncia da marcagdo, foi realizado o seguinte procedimento:

Para cada reacdo a ser testada, foram separadas duas aliquotas de 200ng cada, do
cDNA fragmentado e marcado com biotina. A uma das aliquotas foram adicionados 5Sul de
NeutrAvidin (invitrogen®) (2mg/ml) e a reacdo incubada a temperatura ambiente por 5
minutos. As duas reacdes foram aplicadas a um gel gradiente de agarose (4% a 20%), que
depois da eletroforese, foi corado com SYBR gold (invitrogen®) e analisado. Foi observado
que a neutravidina se ligou a biotina, o que determinou que a reacido estava pronta para a

hibridizag¢do no microarranjo.
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Microarranjo e analise dos dados

O Affymetrix GeneChip E. coli Genome 2.0 array foi utilizado para comparar a
expressdo génica da linhagem SEPT362 (selvagem) com as linhagens mutantes Ahcp, AclpV e
AicmF. O GeneChip E. coli Genome 2.0 array inclui aproximadamente 10000 sondas para
todos os 20366 genes presentes em quatro linhagens de E. coli : K-12 (MG1655), CFT(073
(linhagem uropatogénica), EDL933 (linhagem enterohemorragica), e OI157:H7-Sakai
(linhagem enterohemorragica)

(http://www.affymetrix.com/products/arrays/specific/ecoli2.affx). Todo o processamento,

marcagdo e hibridizagdo do RNA previamente purificado foram realizados como descrito pelo
manual Affymetrix Gene Expression Technical Manual

(http://www.affymetrix.com/support/technical/manual/expression _manual.affx), conforme

descrito acima. Os resultados foram estudados pelo programa de andlise Genechip da
Affimetrix, sendo os dados obtidos comparados para a andlise da expressdo génica, diminuida

ou aumentada dos diversos genes.

Numero de acesso para os dados dos microarranjos

Todos os dados dos microarranjos podem ser acessados através do banco de dados

Gene Expression Omnibus (GEO), pelo niimero de acesso GSE21893.
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Adesao bacteriana a células epiteliais

Para testes qualitativos e quantitativos, linhagens de E.coli foram avaliadas quanto as
suas habilidades de adesdo a células HelLa, segundo protocolo previamente descrito
(TORRES et al., 2002), com algumas modificagdes. Resumidamente, as linhagens bacterianas
foram crescidas em meio LB por 18 horas, a 37°C e 1x10” bactérias foram adicionadas, em
quadruplicata, aos pocos das placas de cultura celular de 12 pocos, previamente cultidas in
vitro com células HelLa, em meio DMEM, suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino.
Ap6s a adicdo das bactérias, o experimento foi realizado por 3 horas, a 37°C, em uma estufa
com 5% de CO,. Uma das réplicas da cultura celular foi lavada trés vezes com tampao PBS
1x, fixada com metanol 100% e corada com corante Giemsa (0,75%), para avaliagdo
microscépica. As outras trés réplicas foram lavadas e lisadas com Triton X-100 (0,1%) diluido
em tampdo PBS 1x e plaqueadas em meio LB-4dgar para a quantificacdo do nimero de células
bacterianas aderidas. Os dados da aderéncia foram expressos como a média das unidades
formadoras de colonias (UFC) da triplicata. Diferencas estatisticas foram expressas em valor

de P, conforme determinado por Teste T.

Teste de motilidade

Para o teste de motilidade foram preparadas placas de meio LB semi-sélido em uma
concentracdo de 0,3% de dgar, sendo as linhagens semeadas, por picada, com uma agulha
esterilizada. Estas placas foram mantidas a 37°C para serem analisadas nos periodos de 8h,
12h e 16 horas apds o cultivo inicial. Para a avaliagdo da capacidade de motilidade, os
didmetros dos halos de crescimento formados foram medidos em milimetros e cada linhagem
foi comparada com a selvagem. Para analisar o motivo do fenétipo ndo mével da linhagem
AicmF, foram verificadas as expressoes de alguns genes flagelares, por PCR em tempo real,

conforme previamente descrito (SPERANDIO et al., 2002).
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RNA slot blots

As culturas bacterianas foram crescidas por 18 horas, aerobicamente, a 37°C e
diluidas 1:100 em DMEM. A seguir, estas culturas foram cultivadas sob agitagdo (150 rpm)
até atingirem uma densidade Optica (D.O.¢p0) 0,8. O RNA da linhagem selvagem e dos
mutantes foi extraido utilizando-se o RiboPure-Bacteria RNA isolation Kit (Ambion®, USA),
conforme protocolo do fabricante. Para preparacdao dos RNA slot blots foram utilizados 1pg
do RNA total, em triplicata. O RNA foi desnaturado por 60 minutos em 1M de glyoxal, 0,1M
MOPS (morpholine propanesulfonic acid) pH 6,8 a 65°C, e aplicado sobre uma membrana de
Nylon, utilizando o aparato Biorad® dot blot. Os pocos foram lavados com 500ul de SSC 20x
(Standard Saline Citrate: 3 M NaCl, 300 mM tri-sodium citrate, pH 7,0). As membranas foram
hibridizadas com diferentes sondas de DNA utilizando UltraHybTM, da Ambion, a 42°C.
Inicialmente, foram lavadas com SSC 2x/ 0,1% SDS e, a seguir, com 0,2x SSC/0,1% SDS a
42°C e expostas a filme de raio X. As sondas de DNA fimA e rpoA (controle negativo) foram
geradas por PCR com Tag DNA polimerase amplificando-se esses genes, com os iniciadores
descritos na tabela 18. Essas sondas foram marcadas por extensdo de iniciadores aleatdrios,
utilizando o Ready-to-go DNA labelling beads, da Amershan® e a32P-CTP, conforme as

instrucdes dos fabricantes.

Genes Iniciadores
JimA Direto: GGAAAGCAGCATGAAAATTAAAACTC
REVERSO: TAGGTTATTGATACTGAACCTTGAA
rpoA Direto: GCGCTCATCTTCTTCCGA
Reverso: CGCGGTCGTGGTTATGTG

Tabela 18. Iniciadores utilizados nas reacdes de RNA slot blots, para a verificacdo da expressao dos

genes desejados.
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Teste de invasao celular

Células HeLa previamente cultivadas em meio DMEM adicionado de 10% de Soro
Fetal Bovino, foram infectadas com as linhagens SEPT 362 e mutantes com uma MOI
(multiplicity of infection) de 100:1, conforme descrito anteriormente (FIERER et al., 1993;
FINLAY et al., 1991; PFEIFER et al., 1999). Apds 90 minutos de intera¢do bactéria - célula
Hela, em uma estufa a 37°C e 5%CQO,, as células foram tratadas com 50 pg/ml de
gentamicina por 90 minutos para matar qualquer bactéria extracelular. A seguir, as células
foram lavadas com PBS 1x a 37°C e incubadas por 3 horas com meio DMEM fresco. As
células foram, a seguir, lisadas com uma solucao de Triton X-100 a 1%, (diluido em PBS 1x),
por 5 minutos. Foram feitas diluicdes seriadas das bactérias, que foram plaqueadas em LB-

dgar para determinacdo de unidade formadora de colonia (UFC).

Teste de viabilidade em macréfagos

Para testar a viabilidade das bactérias selvagem e mutantes dentro de macréfagos, foi
utilizada a linhagem de macréfagos J774. Essa linhagem foi cultivada por 18 horas numa
placa de cultura celular de 24 pogos, numa estufa a 5% CO2, a 37°C, em meio DMEM
suplementado com glutamina (1%). As linhagens bacterianas foram crescidas em caldo LB
durante 18 horas, a 37°C e opsonizadas com soro de camundongo 20%, a 37°C, por 15
minutos e adicionadas numa concentracio de 1 x 10’, em quadruplicata, a macréfagos em
meio DMEM fresco. Apds 30 minutos de interagdo bactéria/célula eucaridtica, bactérias nao
aderentes foram removidas com trés lavagens com PBS 1x e expostas a 50ug/ml de
gentamicina, por 90 minutos, para matar qualquer bactéria extracelular. Apds esse periodo, a
placa foi novamente lavada por trés vezes e incubada por mais 3 horas, com meio DMEM
fresco. As células foram lisadas com Triton X-100 1% (diluido em PBS 1x) e dilui¢cGes
seriadas das bactérias foram plaqueadas em LB-dgar para quantificagdo de UFC

(VANRHEENEN et al., 2004; ZUSMAN et al., 2004; SEXTON et al., 2004).
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Extracao de proteinas de membrana

As linhagens bacterianas foram crescidas por 18 horas, a 37°C e diluidas 1:100 em
100ml de meio LB e novamente cultivadas sob agitacdo (150rpm), a 37°C até atingirem a
densidade optica (D.oso0) 0,8. A seguir, as células foram centrifugadas a 8000rpm por 15
minutos e lavadas por ressuspensdo em tampao TE (Tris 20mMm pH 7,5, EDTA 1mM) por
duas vezes, sendo a seguir, ressuspendidas em 1ml de TE adicionado de 1mg/ml de lisozima.
As amostras foram mantidas em gelo por 15 minutos e sonicadas, também em gelo, por 3
vezes, de 15 segundos cada. A seguir, as amostras foram centrifugadas a 12000rpm por 15
minutos, a 4°C e o sobrenadante transferido para um novo tubo, o qual foi centrifugado por 1
hora a 60000rpm. Ao sedimento, onde se encontrariam somente as proteinas de membrana, foi
adicionado tampao TE, novamente centrifugado por 1 hora a 60000rpm e, a seguir,
ressuspendido com 50ul de ULB (Urea lyses buffer — 7M uréia, 2M tiouréia, 2% CHAPS - 3-
[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate).
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Preparo do gel de poliacrilamida

O gel de poliacrilamida 12% para eletroforese de proteinas foi preparado em duas

partes, conforme abaixo descrito:

e Empacotamento

Solucdo de acrilamida 30% - bisacrilamida 2,7% ........ccceccvveeeevveeeeciieeeeiee e, 0,67ml
TriS HCTPH 6,8 ...ttt ettt et e e s e e saaeeens 0,5ml
SDSTOT0 vt 0,04ml
AGUA AESHIAAA GuS.Prververeeeeeeeee e 100ml
Persulfato de amoONio 1090 ......eeeeeeeeeeiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeee e 0,04ml
TEMED (Tetrametiletilenodiaming)............cceeeveeeeriereeeeeesieeeeeereereereeeeveeveeveeneenes 0,004ml

e Separacdo

Solucdo de acrilamida 30% - bisacrilamida 2,7% ........ccceccveeeeerieeenciee e, 8,0ml
TriS HCTPH 8,8 ...ttt sttt et et ee s eeeenaees 5,0ml
SDSTOT0 ..ottt ettt 0,2ml
AGUA AESHIAAA (S Prerereeeeeeeeeee oo 6,6ml
Persulfato de amoONio 1090 ......eeeeeeeeeiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 0,2ml
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Descoloracao e digestao dos peptideos

Para andlise e identificacdo das proteinas em MALDI-TOF, as bandas de interesse
foram cortadas do gel de poliacrilamida (cortes de aproximadamente lcm x Imm). Cada
fragmento foi cortado em pequenos pedacos de aproximadamente lmm e, para serem
descorados, foram adicionados 50ul de solu¢do 1 (2:1 acetonitrila, 25mM NH4HCO3), por 15
minutos. O sobrenadante foi removido e adicionados 50ul de solug¢do 2 (25mM NH4HCO:;3),
por 10 minutos. O sobrenadante foi removido e os dois primeiros passos repetidos. Apds o
procedimento de descoloracdo dos fragmentos, esses foram secos em centrifuga “speed vac”
por 30 minutos. Para a digestdo com tripsina, os fragmentos foram rehidratados em 12 ul de
solugdo 3 (12,5ng/ul de tripsina — Promega® - em 5S0mM de NH4sHCOs3). As amostras foram

mantidas a 37°C, por 16 horas e entdo levadas para andlise em MALDI-TOF.

Analise em MALDI-TOF

Um volume de 1ul de cada amostra foi adicionado a 1ul de matriz MALDI-TOF (o
cyano-4-hydroxicinnamic acid - CHCA) em uma placa de ouro para amostra de MALDI p100
e completamente secas (ambiente), para permitir a cristalizacdo da matriz e dos peptideos. O
aparelho utilizado foi um Voyager-DE™ PRO Biospectrometry Workstation (Applied
Biosystems®), com uma voltagem de aceleracdo de 20kV e intensidade do laser de 1900-
2000. Os picos coletados foram analisados no programa Protein Prospector (UCFS),

utilizando-se o banco de dados Swiss prot 2008.06.10.

Teste para visualizacao do citoesqueleto de actina (Fluorescent Actin Staining -
FAS)

Para a visualizagdo do rearranjo do citoesqueleto de actina das células hospedeiras,
devido a infec¢do bacteriana, foi utilizado o teste FAS, conforme descrito por Knutton et al.

(1989), com algumas modifica¢des. Culturas celulares bacterianas selvagem e mutantes foram
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crescidas aerobicamente, por 18 horas, em LB a 37°C. Essas bactérias foram utilizadas para
infectar monocamadas confluentes de células Hel a, cultivadas em laminulas de vidro, a 37°C
e CO, a 5%. As células Hela foram infectadas com 10’ bactérias, por 3 horas, a 37°C e 5% de
CO,. As laminulas foram fixadas com solu¢do de formaldeido 2% (diluida em PBS 1x pré
aquecido a 37°C), lavadas com PBS 1x, permeabilizadas com 0,2% de Triton X-100 (diluido
em PBS 1 X pré aquecido a 37°C) por 4 minutos e tratadas com FITC-faloidina (1pug/ml) por
20 minutos a 37°C, para visualizacdo do acimulo de actina. 500nM de iodeto de propidio
foram adicionados para corar as bactérias e entdo as laminulas foram lavadas com 2x SSC
(200mM NaCl, 30mM citrato de sodio, pH 7,0). As amostras foram visualizadas por
imunofluorescéncia, utilizando-se um microscopio Zeiss Axiovert. Foram examinadas trés
laminulas para cada linhagem e as imagens salvas para o estudo do rearranjo do citoesqueleto

de actina.

Teste para verificaciao de formacao de Biofilme

Para verificar a capacidade de formagdo de biofilme nas linhagens selvagem e
mutantes, foram realizados testes em triplicata, de acordo com Christensen et al. (1985), com
algumas modificac¢des. Culturas bacterianas foram crescidas por 18 horas em LB, a 37°C e, a
seguir, inoculadas em meio DMEM, diluidas 1:100, em placa de cultura celular de 24 pocos,
em um volume final de 1000ul. As placas foram incubadas a 37°C em uma estufa de CO, a
5%, por 24 horas. No final do periodo de incubacdo, o meio de cultura foi aspirado e o
provavel crescimento bacteriano aderido ao fundo da placa foi lavado por trés vezes com PBS.
A formacao de biofilme foi fixada com 1000ul de etanol 75% em cada pogo, por 10 minutos e
lavado por trés vezes com PBS 1x para remoc¢do do etanol. A coloracdo foi realizada
utilizando-se uma solucdo 0,5% de cristal violeta, por 5 minutos. Depois de quatro lavagens
com PBS, as placas foram secas a temperatura ambiente e o cristal violeta solubilizado com
adicdo de 1000ul de etanol 95% em cada poco. Apds dois minutos, 150 pl desta solu¢do foram

transferidos para uma placa microtitter e a absorbancia determinada espectrofotometricamente
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a 570nm com um enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA Multiskan® EX — Thermo

Isher Scientific, EUA). Todos os passos foram realizados a temperatura ambiente.

Experimento de patogenicidade in vivo

Para a verificagdo da alteracdo da patogenicidade das linhagens mutantes, foram
realizados testes de patogenicidade in vivo, em aves de corte linhagem Cobb de 1 dia de idade.
O teste foi realizado segundo de Pace et. al, 2010. As linhagens selvagem e mutantes foram
crescidas durante a noite em meio LB, a 37°C e, a seguir, lavadas duas vezes e ressuspendidas
em 0,85% (5,0ml) de solugao salina esterilizada. Um total de 10° UFC/ml de cada linhagem
foi injetada dentro do saco aéreo direito de grupos de dezesseis aves de 1 dia de idade. Os
grupos foram observados durante um periodo de sete dias e a sobrevivéncia analisada a cada

12 horas.

Analises estatisticas

Os dados foram expressos como médias das repeticdes e desvios padrdes. Grupos
bacterianos em todos os testes foram comparados utilizando-se o Teste-T para amostras
independentes. Diferencas foram consideradas significativas com o P<0,05. Andlises

estatisticas foram realizadas com o BioEstat versao 5.0.
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Resultados

A linhagem SEPT 362 expressa o Sistema de Secrecao Tipo VI

A linhagem APEC septicémica, denominada SEPT362, possui os mecanismos de
viruléncia ainda pouco conhecidos.

Neste trabalho, a detec¢do dos genes estudados foi realizada por experimentos de PCRs
e seqiienciamentos de DNA. Foram também comparados os transcriptomas da linhagem
SEPT362 com a ja estudada Escherichia coli Enterohemorragica EHEC 86-24, para a
identificacdo da expressdo dos genes hcp, clpV e icmF, assim como para verificacdo da
expressdo de outros possiveis genes relacionados a viruléncia. A linhagem EHEC 86-24
pertence ao departamento de Microbiologia e Bioquimica, da Universidade do Texas,
Southwestern Medical Center, onde os experimentos foram realizados. Conforme previamente
descrito para outras linhagens de APEC, SEPT362 expressa fimbrias tipo I, curli, entre outras,
assim como vdrias toxinas e sistemas de aquisi¢do de ferro. Por experimentos de PCR em
tempo real (Figura 1A), confirmamos os resultados do microarranjo, que demonstraram que a
linhagem SEPT362 expressa genes do SST6 em niveis significativamente maiores do que a
linhagem EHEC 86-24. A transcri¢do dos genes hcp, clpV e icmF foram, respectivamente, 5,0
vezes, 3,5 vezes e 2,0 vezes maiores na linhagem SEPT362 do que na linhagem EHEC 86-24.

Pelo fato de que o SST6 vem sendo descrito como mais expresso na presenca do
hospedeiro (FILLOUX et al., 2008), foram realizados experimentos que demonstraram que, na
linhagem SEPT362, esse sistema € expresso tanto in vitro, na presenca de células Hela,
quanto durante uma infeccio in vivo (Figura 1C). A figura 1B demonstra que a expressao dos
genes hcp, clpV e icmF € aumentada em 3 horas e ainda mais em 6 horas apds a infeccdo de
células HeLa. Juntos, esses dados demonstram que a linhagem SEPT362 expressa o Sistema
de Secrecdo Tipo VI e que esse sistema € mais expresso na presencga de células eucaridticas e

ainda mais durante um processo de infeccao in vivo.
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Figura 1

A - Comparagdo da transcri¢ao dos genes hcp, clpV e icmF in vitro, nas linhagens SEPT362 e
EHEC 86-24.

B - Transcri¢do dos genes hcp, clpV e icmF in vitro, na presenga de células HeLLa, 3h e 6h apds
a infeccdo.

C - Transcri¢dao do gene clpV em diferentes 6rgdos, comparado com a expressdo in vitro. O
resultado sugere que o SST6 € extremamente mais expresso in vivo, em aves de 21 dias de

idade.
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Construcao dos mutantes isogénicos e complementos

Para avaliar a relacdo de genes do Sistema de Secre¢do Tipo VI com caracteristicas
de viruléncia, foram construidos trés mutantes, excluindo-se os genes hcp (responsavel pela
montagem de um canal formado por anéis hexaméricos, através do qual a secrecdo €
transportada), clpV (ATPase, responsavel por energizar o processo de montagem do aparato,
assim como o transporte de proteinas) e icmF (proteina transmembrana que possivelmente
interage com a parte citosdlica do aparato de secrecdo). Para a exclusdo desses genes, foi
utilizada a técnica de “lambda red”, previamente descrita. Apds a construcdo dos mutantes,
houve a construcdo do vetor pACYC184 com os genes que haviam sido deletados do
cromossomo da linhagem selvagem, para complementagdo das linhagens mutantes. A figura 2
mostra os géis de agarose para a verificacdo das delecdes de cada mutante. A figura 3 mostra
os gréficos referentes aos PCRs em tempo real que foram realizados para a confirmacgdo da

expressdo dos genes complementados.
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Figura 2. Géis de agarose (1%) mostrando a recombinagdo homdloga e exclusido dos genes estudados

2.1 — Constru¢do do Mutante clpV: A — marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen®); B — Gene clpV selvagem; C e D — recombinagcdo homéloga com cassete de canamicina;
E e F — Mutacg@o resolvida (retirada do cassete de canamicina - favorecimento de mutacdo apolar,
delecdo do gene clpV)

2.2— Construgdo do Mutante icmF: A — marcador de peso molecular 1kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen®); B — Gene icmF selvagem; C — recombinagdo homéloga com cassete de canamicina; D e
E — Mutacio resolvida (retirada do cassete de canamicina — favorecimento de mutagdo apolar, delecéo
do gene icmF)

2.3 — Construcdo do Mutante hcp: A — marcador de peso molecular 1kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen®); B — Gene hcp selvagem; C — recombina¢do homdloga com cassete de canamicina; D e
E — Mutacao resolvida (retirada do cassete de canamicina — favorecimento de mutagdo apolar, delecdo

do gene hcp)
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Figura 3 - Comparagdo da transcri¢do dos genes hcp, clpV e icmF, nas linhagens selvagem, mutantes e

complementos.

O SST6 contribui para a aderéncia de SEPT362 a células HeLa

Para avaliar a contribuicdo dos genes hcp, clpV e icmF no processo de adesdo
bacteriana as células eucaridticas, foi realizado o teste de adesdo, conforme descrito
anteriormente. Conforme mostrado nas Figuras 4 e 5, todos os mutantes mostraram uma
significativa redugdo na aderéncia a células HeLa (P < 0,01), quando comparados a adesdo da
linhagem selvagem. A complementacdo dos mutantes restaurou a aderéncia aos niveis da
amostra selvagem. Esses dados sugerem que o SST6 estd envolvido na habilidade de
SEPT362 em aderir a células epiteliais.

Sabe-se, atualmente, que vdarias adesinas contribuem para a patogénese de APEC e
que as mais estudadas, até o presente momento, sdo as fimbrias tipo 1, P, curli e
“temperature-sensitive hemagglutinin” (Tsh) (RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005; EWERS et
al., 2007). As andlises dos microarranjos mostraram que a linhagem SEPT362 expressa
fimbrias tipo 1 e curli e que, nos mutantes, a expressdo da fimbria tipo 1 € muito diminuida

(Figura 6A), enquanto que para a fimbria curli ndo ha alteracdo. Experimentos de RNA slot
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blot (figura 6B), confirmaram estes resultados, mostrando que nos mutantes a expressdao da
fimbria tipo 1 estd drasticamente diminuida, o que sugere que as expressdes do SST6 e da
fimbria tipo 1 sdo coordenadas.

Considerando-se que genes fimbriais podem ser adjacentes aos “clusters” do SST6
haveria a possibilidade de que a falta de expressdao dos genes da fimbria tipo 1 poderia ser
devido a efeitos polares na mutagdo. Porém, nesse caso, esta possibilidade estd descartada,
pois foram realizadas delecdes apolares nos mutantes, construidos utilizando-se a técnica de
“lambda red”, e as chamadas “cicatrizes” (retirada do gene da canamicina) deixadas nos genes
excluidos foram seqiienciadas, para assegurar que nenhum efeito polar (prejuizo da funcdo de
genes adjacentes em razdo da delecdo do gene alvo) poderia ocorrer. Além disso, para mais
uma garantia de que niao houve nenhum efeito polar, as adesdes puderam ser complementadas

com os genes clpV, hep e icmF em trans.



Figura 4. Adesdo das linhagens estudadas a células HeLa.

A-

Adesao da linhagem selvagem SEPT362 a células HeLa;

Adesao da linhagem mutante Ahcp a células HeLa;

Adesao da linhagem mutante complementada Ahcp C a células HeL a;
Adesao da linhagem mutante AclpV a células HeLa;

Adesao da linhagem mutante complementada AclpV C a células HelL a;
Adesao da linhagem mutante AicmF a células HeL a;

Adesdo da linhagem mutante complementada AicmF C a células HeLa.

56
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Figura 5. Adesdo das linhagens estudadas a células HeLa, em meio DMEM. Os niimeros sio

apresentados em Unidades Formadoras de Coldnias.
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Figura 6. Heat map e RNA slot blots, mostrando a expressdo de genes estudados.

A-Heat Map mostrando as expressoes (obtidas no microarranjo) dos genes da fimbria tipo 1 nos
mutantes AicmF, AclpV e Ahcp.

B- RNA slot blot mostrando a expressdo do gene fimA (subunidade principal da fimbria tipo 1), com

trés repeticdes (R1, R2 e R3).

O Sistema de Secrecao Tipo VI contribui para a invasao de SEPT362 a células
epiteliais

Em razdo da linhagem APEC SEPT362 ser capaz de invadir células epiteliais e de ja
ter sido demonstrado que o SST6 afeta a polimerizacdo da actina de células hospedeiras

(PUKATZKI et al., 2007; LEIMAN et al., 2009; MA et al., 2009), foi avaliada uma possivel
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contribuicdo do SST6 na invasdo a células HeLa. Os resultados demonstraram que esse
sistema de secrecdo possui um papel na invasdo celular de SEPT362. No mutante Ahcp
observa-se uma diminui¢do significativa, de uma ordem de magnitude, na invasdo a células
HeLa, comparada com a linhagem selvagem, caracteristica esta que pode ser complementada
com esse gene em trans. Curiosamente, conforme demonstrado na figura 7, a linhagem AclpV
invade mais que a linhagem Ahcp, porém, ainda, em uma propor¢cdo menor que a linhagem
selvagem. Estes resultados demonstraram que este sistema de secrecdo, presente em SEPT362,
exerce um papel na invasdo a células HeLa. J4 a linhagem AicmF apresenta uma dréstica
reducdo na invasdo a células HeLa, perfil diferente do observado para os outros mutantes, o
que sugere que o gene icmF pode estar relacionado a invasao celular, independentemente do

SST6.
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Figura 7. Invasdo das linhagens estudadas as células HelLa, em meio DMEM. Os ndmeros sio

apresentados em Unidades Formadoras de Coldnias.

Teste para a analise do rearranjo do citoesqueleto de actina (Fluorescein Actin
Test — FAS)

A medida que o rearranjo de actina na célula hospedeira é fundamental para a invasio
bacteriana e que o SST6 contribui para a invasdo a células epiteliais (Figura 7), foram

realizados testes para a verificagdo do rearranjo do citoesqueleto de actina em células HeLa
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durante a infec¢do da linhagem selvagem e dos mutantes. A linhagem SEPT362 induz a
formacdo de estruturas parecidas com pregas no citoesqueleto de células HeLa, assim como o
mutante AicmF. Estas estruturas possuem certa similaridade, mas n@o s@o as conhecidas lesdes
“attaching and effacing”, provocadas pelo Sistema de Secre¢do Tipo III. J4 nos mutantes
AclpV e Ahcp, foi verificado que o nivel de rearranjo do citoesqueleto € significativamente
menor do que o causado pela SEPT 362 (Figura 8). Sabe-se que proteina VgrG (proteina que
provavelmente forma a estrutura pontiaguda da superficie do Sistema de Secre¢ao Tipo VI)
possui um dominio C-terminal que pode ligar-se a actina da célula hospedeira (BINGLE et
al., 2008; FILLOUX et al., 2008; PUKATZKI et al., 2009). Sugere-se, que as linhagens
mutantes AclpV e Ahcp ndo sejam capazes de formar esta estrutura no final do canal de
secrecdo, fazendo com que a actina ndo sofra as alteracdes que ocorrem na presen¢a do canal
integro (linhagem selvagem SEPT362). Curiosamente, o mutante AicmF ndo apresenta o
mesmo padrdo de modificacdo de actina sofrido pelos mutantes AclpV e Ahcp, por isso,
sugere-se que, ao contrdrio dos genes clpV e hcp, este ndo possua relagdo direta com o efetor

VerG, o qual proporciona alteracdes no citoesqueleto.

Figura 8. Alteracdo do arranjo do citoesqueleto de actina em células HeLa devido & infeccdo pelas
linhagens selvagem e mutantes.

A - linhagem SEPT362

B - linhagem 4hcp

C - linhagem 4clpV

D - linhagem AicmF
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Viabilidade dentro de macrofagos

Muitas bactérias que causam doengas septicémicas sdo capazes de sobreviver a
fagocitose e se multiplicarem dentro de macr6fagos (GRASSL & FINLAY, 2008).

Os resultados do teste de viabilidade dentro de macréfagos revelaram que a linhagem
SEPT362 sobrevive e € vidvel dentro de macréfagos e que nas linhagens mutantes Ahcp e
AclpV essa caracteristica ndo foi modificada, portanto, sugere-se os genes hcp e clpV ndo
participam dos processos de viabilidade intracelular. Porém, observou-se que o mutante
AicmF apresentou uma significativa reducio na viabilidade dentro de macréfagos (Figura 9).
Trabalhos anteriores também demonstraram essa relagio (VANRHEENEN ef al., 2004;
ZUSMAN et al., 2004; SEXTON et al., 2004), o que concorda com os resultados aqui

apresentados.
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Figura 9. Viabilidade das linhagens estudadas dentro de macréfagos J744.
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O Sistema de Secrecao Tipo VI influencia na formacao de biofilme

Como mostrado na figura 10, as mutacdes dos genes do Sistema de Secrecdo Tipo VI
fizeram com que houvesse uma diminuicdo na formagdo de biofilme pelas linhagens
estudadas, quando comparadas com a selvagem SEPT362. Os presentes dados corroboram
trabalhos anteriores que também mostraram uma relagdo entre o Sistema de Secrecdo Tipo VI
e capacidade de formacdo de biofilme (AUBERT et al., 2008; SCHWARS et al., 2010;
BERNARD et al., 2010). As linhagens complementadas puderam, parcialmente, recuperar o
padrdo de producdo de biofilme da amostra selvagem, com excecdo da linhagem AclpV C, que
recuperou essa capacidade totalmente. O fato das linhagens complementadas nao alcancarem
exatamente o mesmo padrdo da linhagem selvagem pode ocorrer devido a diferencas nas
dosagens génicas, devido ao fato dos genes terem sido clonados dentro de plasmidio, e nao

mais fazerem parte do genoma da bactéria.

0.35 4 Biofilme

0.2 4
0.15 |
0.1
0.05 - i
0 - . . : : : :

SEPT362  Ahcp Ahep C AclpV  AclpvC  AicmF  AiemFC

Absorhéancia

Figural0. Formacdo de biofilme em superficie abidtica pelas linhagens estudadas.
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O gene icmF pode regular a motilidade

O teste de motilidade mostrou que a linhagem AicmF perdeu completamente sua
capacidade de se mover (Figuras 11 B e C), enquanto que nos outros mutantes, essa
caracteristica ndo foi significativamente alterada (Figura 11 A). Para verificar o porqué do
mutante dicmF ter perdido esta caracteristica, foram analisadas as expressdes de alguns genes
que compdem a cascata de montagem flagelar, por PCR em tempo real (Figura 11 D). Os
resultados demonstraram que os genes flagelares flhC, flhD, figM, fliA e motA tiveram suas
expressoes diminuidas pelo menos 10 vezes no mutante dicmF, quando comparadas com a
expressdo da linhagem selvagem SEPT362. Dados do microarranjo (Figura 11 E) também
demonstram a diminui¢do da expressdo destes genes na linhagem mutante. Analisando-se as
expressoes de alguns reguladores globais e da cascata flagelar, constatou-se que a expressao
de ompR (outer membrane protein R) ndo sofreu mudancgas estatisticamente significativas,
enquanto que a expressdao de CRP (cyclic AMP receptor protein) foi de quase 0,5 vez menor
na linhagem AicmF, quando comparada a selvagem SEPT362. Estes dados indicam que a
delecdo do gene icmF pode ter influenciado na expressao da CRP, que também € um regulador
da cascata flagelar ou ainda, que a propria IcmF pode ser um dos reguladores. A

complementacgdo restaurou o padrao de motilidade da linhagem selvagem.
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Figura 11. Verificacdo da motilidade das linhagens estudadas

A e B — padrdes de motilidade das linhagens estudadas

C - Medicdes dos alos de motilidade das linhagens selvagem (SEPT362), mutante AicmF e
complemento AicmFC.

D — Expressao dos genes relacionados a montagem flagelar nas linhagens SEPT362 e AicmF.

E — Heat Map mostrando o resultado da expressdo dos genes responsdveis pela montagem do flagelo,

de acordo com experimentos de microarranjo.
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Foram analisados também os perfis das expressdes das proteinas de membrana da
linhagem selvagem SEPT362 e das amostras mutantes. Na figura 12, constatamos que a
amostra dicmF deixou de expressar uma proteina de 51KDa, que por meio da técnica de
MALDI-TOF, foi identificada como sendo a flagelina, o que reforca os resultados
relacionados a motilidade. Ainda no perfil protéico das proteinas de membrana, observa-se
que uma proteina de 55KDa estd ausente na amostra AclpV. Através de MALDI-TOF esta
proteina foi identificada como Glicose-6-fosfato-1-desidrogenase, que atua nos metabolismos
dos carboidratos. Esta enzima catalisa o primeiro passo no metabolismo da pentose, que gera
ribose para sintese de nucleosideos e NADPH para o metabolismo redutivo e para reagdes
reparadoras (CSONKA & FRAENKEL, 1997). Sugere-se entdo, que clpV contribua para a
energizagdo celular deste processo. Nao foi encontrado nada na literatura que relacione a
deficiéncia de glicose-6-fosfato-1-desidrogenase com patogenicidade bacteriana. Para ndo
mudar o foco do trabalho, optamos por nao investigar os efeitos metabdlicos desta proteina na
linhagem mutante AclpV. Trabalhos futuros poderdo ser realizados para a abordagem deste
tema.
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Figura 12. Perfil das proteinas de membrana

A - Marcador de peso molecular (Fisher® BioReagents EZ-Run Prestained Protein Ladder); B -
SEPT362 ; C - dicmF; D -AclpV; E -Ahcp;
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O Sistema de Secrecao Tipo VI é importante para a viruléncia in vivo

Em razdo de vdrias caracteristicas relacionadas a patogenicidade terem sido atenuadas
nos mutantes estudados, foi investigado se esse sistema de secre¢do também contribuiria para
a patogenicidade in vivo (Fig. 13). Para isso, um grupo de 16 pintos SPF machos, para cada
linhagem, foi infectado com as amostras selvagem, mutantes e os complementos. Os
resultados demonstraram que dentro de 24 horas 43,75% dos pintos infectados com SEPT362
sobreviveram, e 2 dias pés-infeccdo, somente 12,5% desses animais permaneceram vivos, até
o sétimo dia de experimento, quando foram sacrificados. Dos pintos infectados com a
linhagem mutante Ahcp, foi observado que 87,5% sobreviveram até o segundo dia, 62,5%
sobreviveram até o dia 3, 56,25% até o dia 4, 43,75% até o dia 5, € 25% se mantiveram vivos
até o ultimo dia do experimento, quando foram sacrificados. Para animais infectados com o
mutante AclpV, foi observado que 93,75% sobreviveram no primeiro dia, 68,75%
sobreviveram até o terceiro dia, 62,5% sobreviveram até dia 4, 50% até o dia 6 e 43,75%
sobreviveram até o ultimo dia do experimento.

A andlise estatistica desses dados indicam que os mutantes Ahcp e AclpV apresentaram
uma significativa atenuac¢io na patogenicidade in vivo e que o mutante AclpV apresenta uma
atenuacgdo ainda maior do que o mutante Ahcp, supostamente por participar da energizagcao de
outros mecanismos metabdlicos, além do SST6. Quanto ao mutante AicmF, observou-se que
75% dos pintos sobreviveram ao primeiro dia de experimento. Nos segundo e terceiro dias de
experimento, 37,5% dos pintos sobreviveram, e no quarto dia sobreviveram 31,5%. Do quinto
dia até o ultimo dia de experimento, 18,75% permaneceram vivos. Apesar de ter havido uma
pequena reducdo na patogenicidade do mutante AicmF, esta ndo foi estatisticamente
significativa. Nenhuma mortalidade foi observada para o grupo controle (ndo infectados).

A complementacdo dos mutantes in trans recuperou parcialmente o fendtipo da
linhagem selvagem, sendo mais patogénicos do que os mutantes, mas ndo tao virulentos como
a SEPT362. Isso pode acontecer devido ao fato de que esses genes complementados foram

clonados dentro de plasmidios e a diferente cinética de infeccdo dos complementos pode ser
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devido a diferenca das dosagens génicas, assim como a manutencao dos plasmidios durante a

infec¢do.
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Discussao

Infecgdes causadas por Escherichia coli patogénica para aves (APEC) resultam em
perdas econdmicas significativas na inddstria avicola mundial. Além disso, as APECs
pertencem a um grupo de E.coli extraintestinais e véem sendo consideradas como potenciais
patégenos para seres humanos, por apresentarem uma grande similaridade gendmica com
outras ExPECs patogénicas, como UPEC (Escherichia coli Uropatogénica) e NMEC
(Escherichia coli causadora de meningite em recém-nascidos) (MOULIN-SCHOULEUR et
al., 2007; JOHNSON & NOLAN, 2009).

As Escherichia coli, assim como outras bactérias, formam uma enorme diversidade de
associagdes, mutualisticas ou patogénicas, com uma vasta gama de hospedeiros. A secrecio de
proteinas tem um importante papel na modulacdo dessas interagdes. Dentre as vdrias
ferramentas utilizadas pela bactéria para influenciar a resposta do hospedeiro, aparatos que
secretam proteinas e toxinas sdo cruciais para viruléncia e sobrevivéncia bacteriana dentro do
hospedeiro (ECONOMOU et al., 2006; JANI & COTTER, et al., 2010; BINGLE et al., 2008).

Em bactérias gram-negativas, onde a secre¢do protéica e de outros subprodutos
envolve a translocacdo por entre as membranas interna e externa, atualmente sdo conhecidos
seis classes de sistemas de secrec@o de proteinas.

O Sistema de Secrecdo Tipo VI (T6SS) foi recentemente descrito e estd presente em
uma grande diversidade de bactérias patogé€nicas, comensais e simbiontes, que interagem com
células eucaridticas e entre si (BOYER et al., 2009; SHRIVASTAVA & MANDE et al., 2008;
CASCALES, 2008; JANI & COTTER, 2010). Por essa razdo, escolhemos investigar a
existéncia e estudar o papel de genes do SST6 na patogénese de uma linhagem de Escherichia
coli septicémica para aves. Para a verificacdo da presenca do SST6 na amostra de APEC
estudada neste trabalho (SEPT 362), foram feitas PCRs de identificacdo para os genes hcp,
clpV e icmF, constituintes do Sistema de Secrecdo em estudo. Depois de identificados, foram
realizados experimentos de PCR em tempo real e microarranjos para verificagdo e

confirmacdo da expressao dos mesmos (Figura 1A).



68

Estes genes foram, entdo, deletados do genoma da amostra selvagem SEPT362,
gerando trés mutantes, Ahcp, AclpV e AicmF.

Foi demonstrado, pela primeira vez, que os genes hcp, clpV e icmF, do SST6 podem
influenciar na expressdo da fimbria tipo 1, estdo envolvidos nos processos de adesdo e
invasdo, formagdo de biofilme, rearranjo do citoesqueleto de células hospedeiras e sao
importantes para patogenicidade in vivo, sugerindo que ha um forte papel na patogénese de
APEC.

Concordando com o fato de que a expressao do SST6 aumenta na presencga de células
hospedeiras (BERNARD et al, 2010; DAS et al., 2000; SHALOM et al., 2007), foi verificado
que os niveis da expressdo dos genes estudados do SST6 aumentam significativamente na
presenca de células HeLa (Figura 1B) e ainda mais durante uma infeccao in vivo (Figura 1C),
0 que sugere que este sistema participa do processo infeccioso.

Uma importante caracteristica que também foi observada, € que as linhagens mutantes
tiveram sua adesdo a células HeLa muito diminuida em relacdo a linhagem selvagem (Figuras
4 e 5). Apé6s analisados os microarranjos e ‘“slot blots” realizados através da expressido dos
RNAs destes mutantes (Figuras 6A e B), constatou-se que, para todos os mutantes, todos os
genes constituintes do operon da fimbria tipo 1 tiveram suas expressdes drasticamente
diminuidas. Esta fimbria, produzida por muitas linhagens de E.coli, ¢ um apéndice que
promove a aderéncia bacteriana a células eucaridticas, sendo o operon responsdvel pela
montagem desta fimbria, composto por 9 genes (BAHRANI-MOUGEOT et al., 2002;
BOUDEAU et al., 2001; GUNTHER et al., 2002; KHAN et al., 2007). Os resultados sugerem
que a diminui¢do da capacidade de adesdo dos mutantes a células HelLa foi, possivelmente,
devido a baixa expressdo da fimbria tipo 1. Esta fimbria € importante na viruléncia, estando
envolvida nos processos de adesdo e invasao de células eucaridticas, colonizacdo da traquéia e
trato intestinal (EDELMAN et al., 2003; BAHRANI-MOGEOUT et al., 2002; LA-RAGIONE
et al., 2000). Estes resultados sugerem que a ndo expressdo da fimbria tipo 1 poderia
contribuir também na alteracdo da viruléncia das linhagens mutantes. Experimentos de
microarranjo demonstram que estes mutantes ainda expressam normalmente outras fimbrias,

como a curli, o que explica o baixo nivel da capacidade de adesdo ainda existente nas



69

linhagens bacterianas mutantes. Estes dados revelam que, apesar do SST6 influenciar na
expressao da fimbria tipo 1, ndo altera a expressdo de outras fimbrias, o que sugere que a
associagdo do SST6 com a fimbria tipo 1 € especifica.

Também € fundamental ressaltar que a fimbria tipo 1 exerce um importante papel na
formacdo do biofilme, e que, conforme mostrado no presente e em prévios trabalhos, o SST6
também esta envolvido com esta caracteristica (BERNARD ef al., 2010; ASCHTGEN et al.,
2008; ENOS-BERLAGE er al., 2005; WAITE et al., 2006). Sugere-se entdo, que o
decaimento na formag¢do de biofilme nestes mutantes (Figura 10) tenha também relacdo com a

baixa expressao da fimbria tipo 1.

Além de fimbrias, sabe-se que linhagens de Escherichia coli normalmente sintetizam
flagelo, o que facilita a propuls@o e quimiotaxia bacterianas (APEL & SURETTE et al., 2008)
estando sua presenca, provavelmente, envolvido com a promo¢do de uma adesdo estivel e

colonizac@o de mucosas (OTTEMAN & MILLER, 1997).

Para analisar a razdo pela qual o mutante icmF teve sua motilidade abolida, foram
analisadas as expressdes de vdrios genes que participam da montagem flagelar, como
estruturais ou reguladores, para verificar se a expressdo poderia ter sido interrompida em

algum passo especifico.

Para uma breve explicagdao sobre a montagem flagelar, no topo da hierarquia da
expressao génica para montagem do flagelo estd o operon formado pelos genes flhD e flhC A
expressao deste operon é requerida para a expressdo de todos os outros operons constituintes
da cascata flagelar. O operon de classe II estd sob direto controle do operon flhD-flhC, e
contém, entre outros, o gene regulatorio fliA, que € requerido para a expressao do operon de
classe III e de alguns genes que estdo nos estdgios inicial e intermedidrio da cascata de
montagem flagelar (LIU & MATSUMURA et al., 1994). Além do fliA, ha outros reguladores,
como o flgM, que reprime a expressdo de alguns genes flagelares (GILLEN & HUGHES,
1991). Na classe III ainda encontra-se o gene motA (proteina motora A), que ajuda na

movimentacao flagelar.
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Nos experimentos realizados para analisar em qual passo a cascata de montagem
flagelar poderia ter sido interrompida por conta da dele¢ao do gene icmF, foram analisadas,
por PCR em tempo real e experimentos de microarranjo, as expressoes dos genes flhD, flhC,
flgM, fliA e motA (Figuras 11 D e E). Os resultados demonstraram que a expressdao destes
genes foi drasticamente diminuida em AicmF, comparado com a expressdao da linhagem
selvagem. Estes dados confirmam que o gene icmF possui relacio com a motilidade, pois a

delecdo do mesmo prejudica a expressao de genes flagelares.

Adicionalmente, foram analisadas a expressdo dos reguladores globais CRP (cyclic
AMP receptor protein) e OmpR (outer membrane protein R), que também regulam a expressao
de genes responsdveis pela montagem flagelar. Os resultados mostram que a expressao de
ompR nio foi alterada, porém a expressdo de CRP estd levemente menor. Estas andlises
sugerem que o gene icmkF poderia, de alguma forma, interagir com CRP, e a delecdo deste
gene alteraria a expressao do regulador, o que interferiria na expressdao de genes responsaveis

pela montagem do flagelo.

De acordo com estes resultados, observa-se que algumas proteinas regulatérias (como
CRP, entre outras), sio comuns para estruturas importantes que sdo expressas durante a
colonizagdo e no progresso da infeccdo, constituindo vdérios sistemas que agiriam
integradamente para promover um processo infeccioso de sucesso. Assim como demonstrado
no trabalho de Syed et al (2009), que o sistema regulatério flagelar de Vibrio cholerae modula
a expressdo de genes nao flagelares, como adesinas e fatores de viruléncia (SYED et al.,
2009), sugerimos que a delecdo de um unico gene poderia desestabilizar estes supostos
sistemas integrados, alterando certas caracteristicas que contribuiriam para a patogenicidade

bacteriana.

Considerando-se que icmF ja tenha sido previamente relacionado com motilidade
(DAS et al, 2002) outra hipétese € que a préopria IcmF poderia ser mais um regulador da
cascata flagelar e a exclusdo desta proteina levaria a alteracdo da expressdao dos genes para a
montagem do flagelo. Trabalhos adicionais para a confirmacdo desta hipdtese ainda

necessitam ser estabelecidos.
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Adicionalmente, notou-se que o mutante icmF foi o que apresentou uma maior redugdo
na formagdo de biofilme, decaindo quase 80% em relagdo a linhagem selvagem (Figura 10).
Ao mesmo tempo, este mutante apresentou a motilidade abolida (Figura 11B), conforme ja
demonstrado. De acordo com Pratt & Kolter (1998), a motilidade é também importante tanto
para a interacdo inicial quanto para o movimento ao longo da superficie na formagdo de
biofilme. Foi também demonstrada, em uma linhagem de Vibrio cholerae, esta relagcdo entre
motilidade e formacdo de biofilme, na qual genes regulatérios da cascata flagelar podem
regular positivamente a formacdo de biofilme (SYED et al., 2009). Assim, sugere-se que o
mutante icmF apresenta a menor taxa de formacdo de biofilme por ndo apresentar tanto a

expressdo da fimbria tipo 1 quanto a expressdo de genes flagelares.

Em relacdo a invasdo a células epiteliais, demonstrou-se que, embora em diferentes
graus, esta foi diminuida em todos os mutantes (Figura 7), fato que, mais uma vez,
possivelmente se relacione a diminuicdo da expressio da fimbria tipo 1, previamente
caracterizada por contribuir para este processo em E.coli (BOUDEAU et al., 2001; MULVEY
etal., 1998; MOBLEY et al., 1987).

Quanto ao rearranjo do citoesqueleto de actina, este foi muito mais notdvel nos
mutantes AclpV e Ahcp, enquanto nenhuma mudanca significativa ocorreu no mutante AicmF,
comparado com o padrdo de arranjo de actina da célula HeLa quando infectada com a
linhagem selvagem SEPT 362 (Figura 8). Este rearranjo de actina pelos mutantes AclpV e
Ahcp pode ter ocorrido possivelmente pelo fato dos mesmos interagirem diretamente com
VerG, que, conforme previamente demonstrado, além de ser uma proteina estrutural do SST6,
possui propriedades efetoras, capazes de rearranjar o citoesqueleto de actina da célula
hospedeira (BINGLE et al., 2008; FILLOUX et al., 2008; PUKATZKI et al., 2009). J4 o gene
icmF, que segundo o modelo de Filloux, 2008, estaria localizado ao lado do aparato, ndo
apresentaria esta interacdo direta com a proteina VgrG, o que faria com que a exclusdo deste
gene ndo alterasse a fun¢ao efetora de VgrG, de rearranjo de actina do hospedeiro.

Foi demonstrado, também, que a linhagem selvagem SEPT362 € capaz de se replicar
dentro de macréfagos. Porém, dentre os mutantes, somente a linhagem AicmF exibiu uma

diminuicao nesta caracteristica (Figura 9), o que corrobora trabalhos anteriores, que mostram
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que icmF € importante para a replicacdo bacteriana dentro de macréfagos e outras células
eucariodticas, como demonstrado em Legionella Pneumophila e Salmonela enterica (KIRBY et
al., 1998; PURCELL & SHUMAN et al., 1998; VANRHENNEN et al., 2004). Este resultado
sugere que o SST6 pode nio ter relacdo com multiplicacdo dentro de macréfagos, sendo que
somente o gene icmF atuaria nesta caracteristica, independentemente do sistema de secrecdo.

Trabalhos anteriores relacionam o SST6 com viruléncia e diversas outras associacdes
com as células hospedeiras em vdrias espécies bacterianas. Em Vibrio cholerae e
Pseudomonas aeruginosa, o SST6 € requerido para associacdes com Dictyostelium
discoideum (PUKATZKI et al., 2006; PUKATZKI et al., 2002), e o SST6 de P. aeruginosa
parece contribuir para a patogé€nese desta bactéria em pacientes que apresentam quadro de
fibrose cistica (MOUGOUS et al., 2006). Em modelos experimentais in vivo, utilizando-se
ratos infectados por Aeromonas hydrophila, a proteina Hcp € secretada dentro do hospedeiro,
via SST6, contribuindo para a viruléncia (SUAREZ et al., 2008). Este processo também foi
observado em hamsters infectados por Burkholderia mallei (SCHELL et al., 2007).
Adicionalmente, em Edwardsiella tarda, o T6SS é essencial para viruléncia em peixes
(ZHENG & LEUNG, 2007).

Neste trabalho, embora a linhagem mutante AicmF tenha apresentado uma pequena
queda na viruléncia in vivo, esta ndo foi estatisticamente significativa (Figura 13 C). Uma
grande diferenca observada neste mutante em relacdo as linhagens AclpV e Ahcp é que a
motilidade foi totalmente abolida. Para elucidar a relacdo entre motilidade e viruléncia,
verificamos que estudos anteriores relatam que Toll like receptors (TLRs) sdo receptores
celulares constituintes do sistema imune e que sido capazes de identificar uma infec¢@o através
do reconhecimento de proteinas presentes nos microrganismos e assim, dar inicio as respostas
do sistema imune. O Toll like receptor 5 (TLRS) especificamente detecta a flagelina, proteina
flagelar, que € conhecida também por ser um importante fator de viruléncia (FEUILLET et al.,
2006). Uma explicacdo para o fato de que a viruléncia é discretamente diminuida, porém nao
em uma propor¢do estatisticamente significativa na linhagem AdicmF, € o fato deste mutante
ndo apresentar a flagelina. A falta desta proteina resultaria no ndo reconhecimento desta

linhagem pelo TLRS, afetando assim, o desenvolvimento de uma resposta inflamatdria neste
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momento, o que poderia conter esta infeccdo em uma fase inicial. A falta do flagelo nesta
linhagem poderia ser vantajosa para a bactéria, evitando a percep¢do do sistema imune (via
TLRS) na progressdo da infecg@o sistémica. No entanto, a linhagem ndo possui o gene icmF,
que, conforme demonstrado neste trabalho, contribui para importantes caracteristicas
relacionadas a viruléncia, como adesdo e invasdo, viabilidade dentro de macréfagos e
formacdo de biofilme. Essas caracteristicas resultam em um balango intermedidrio entre as
viruléncias apresentadas pelos demais mutantes e pela linhagem selvagem, uma vez que a ndo
expressdo do flagelo levaria a um aumento da viruléncia e, por outro lado, a falta do gene
icmF contribuiria para a diminuicdo da mesma, por proporcionar uma atenuagdo das
caracteristicas relacionadas a patogenicidade.

Em relacdo aos demais mutantes, demonstramos que os genes clpV e hcp do SST6
contribuem significativamente para a viruléncia desta linhagem de APEC em aves (figuras
13B e 13C), adicionando entdo esta especializada via secretéria ao grande repertério de

caracteristicas de viruléncia de APEC.
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Conclusoes

Os genes aqui estudados, apresentam claramente uma relagdo com a regulacdao de
certas caracteristicas relacionadas a patogénese de APEC, como a fimbria tipo 1 e o flagelo. A
diminuicdo nas capacidades de adesdo, invasdo e formagdo de biofilme pelas linhagens
mutantes ocorreu provavelmente devido a ndo expressdo da fimbria tipo 1. Sugere-se que hd
uma “comunicacdo” através de possiveis reguladores transcricionais e pds transcricionais
comuns, entre SST6 e outros mecanismos de patogenicidade, a fim de se promover uma

infecc¢do sincronizada e de sucesso.

Com este trabalho, pode-se concluir que o recente descrito Sistema de Secre¢do Tipo
VI tem um importante papel na patogé€nese e viruléncia bacteriana da linhagem APEC

estudada.



75

Futuros Trabalhos

Estudos futuros vao ampliar o conhecimento do papel do SST6 na patogénese de APEC
e investigar os mecanismos moleculares associados com a montagem e fungdes metabodlicas
deste sistema. Analisar a frequéncia do SST6 em APEC e associd-lo com a patogenicidade

seria um importante passo para elucidar a principal func¢io deste sistema em APEC.

Estudos envolvendo protedmica também poderiam esclarecer ainda mais as supostas e as ja

definidas funcdes dos genes que compdem o SST6.

A grande associacdo do SST6 com a patogénese bacteriana faz com que este sistema seja um

alvo atrativo para terapéutica e desenvolvimento de futuras drogas antibacterianas.
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