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Resumo

As Escherichia coli de adesao difusa (DAEC) correspondem a um grupo
heterogéneo e pouco caracterizado quando comparado aos demais patotipos de
E. coli. O fato de algumas linhagens descritas serem patogénicas e outras nao
geram duvidas sobre a classificacdo precisa deste grupo. Contribui para isso, o
fato de ainda néo existir qualquer marcador molecular especifico para genes de
viruléncia de DAEC. Alguns patdgenos da mucosa intestinal fazem uso do
Sistema de Secrecao Tipo Trés (TTSS) para a injecado de proteinas efetoras em
células alvo. Neste trabalho, utilizando linhagens de DAEC isoladas de criancas
diarréicas do DF, realizamos experimentos de PCR com iniciadores definidos a
partir de genes do TTSS da linhagem E23468/69 de EPEC. Assim, foram
sintetizados iniciadores dirigidos as sequéncias rorfl, cesAB, escR, escT e sepQ.
Andlises de similaridade revelaram escores de até 100% entre alguns dos
produtos obtidos e linhagens de EPEC, EHEC, STEC. Foi possivel identificar o
fragmento de DNA referente ao provavel gene escR completo, bem como de
sequéncias de DNA extremamente conservadas da rorfl, cesAB, escT e sepQ.
Os produtos das amplificagbes correspondentes aos provaveis genes do TTSS
foram clonados, para a criacdo de um banco de sequéncias, visando futuras
analises. Devido ao éxito na deteccdo de alguns provaveis genes do TTSS em
nossas amostras e, uma vez que a expressao de genes do TTSS ainda néo foi
relatada em DAEC, experimentos visando analisar a expressao desses provaveis
genes foram realizados por meio de RT-PCR, empregando RNA isolado de
linhagens de DAEC em culturas submetidas a condicfes de inducdo dos genes
do TTSS. Tal abordagem nos permitiu demonstrar que houve transcricdo dos
provaveis genes escN, escR e escT, apesar dos resultados divergirem um pouco
em relagdo as amostras e genes testados. Nossas andlises indicaram claramente
a presenca e a expressao dos provaveis genes do TTSS em duas das amostras
de DAEC analisadas. Estudos complementares deverdo ser realizados a fim de
avaliarmos a funcionalidade deste sistema de secre¢édo e os resultados obtidos
certamente contribuirdo na elucidagcdo dos mecanismos de viruléncia deste ainda

controverso patotipo.
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Abstract

The diffusely adhering Escherichia coli (DAEC) is a heterogeneous group
and less characterized when compared to other pathotypes of E. coli. The fact that
some strains are pathogenic and others not, creates doubts about the exact
classification of this group. Contributes to it, the lack of molecular markers
corresponding to the virulence genes of DAEC. Some intestinal pathogens use the
Type Three Secretion System (TTSS) to inject effector proteins into target cells. In
this study, using strains of DAEC originated from diarrheic children of DF, we
performed PCR experiments employing primers based on genes of the TTSS of
EPEC strain E23468/69, directed to the sequences rorfl, cesAB, escR, escT and
sepQ. DNA analyses revealed similarity scores of 100% between some of the
products and EPEC, EHEC and STEC strains. It was possible to detect the
presence of a DNA fragment corresponding to the complete escR gene, as well as
highly conserved DNA sequences homologous to rorfl, cesAB, escT, and sepQ.
The amplification products corresponding to the probable TTSS genes were
cloned in order to create a database of sequences, to be submitted to further
analyses. The success obtained in detecting probable TTSS genes in our samples
and, since the expression of genes of the TTSS has not yet been reported in
DAEC, experiments were performed in order to examine the expression of these
candidate genes by means of RNA extraction and reverse transcription
procedures of cultures grown under TTSS genes induction conditions. This
approach allowed us to conclude that the escN, escR and escT genes were
transcribed, although the results differ somewhat among the samples and genes
tested. Our analyses clearly showed the presence and expression of TTSS genes
in two samples of DAEC. Additional studies should be conducted to assess the
functionality of this secretion system, and the results certainly help in elucidating

the mechanisms of virulence of this still controversial pathotype.
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Introducao

Escherichia coli diarreiogénicas

Escherichia coli, um bacillo Gram negativo membro da familia
Enterobacteriaceae, sédo as bactérias anaerdbicas facultativas mais abundantes
da microbiota intestinal colonizando normalmente a camada mucosa do coélon de
maneira comensal (Garmendia et al., 2005). Todavia, destacam-se como um dos
principais agentes etioldgicos das diarréias bacterianas em humanos, sendo
outros mamiferos como bovinos, suinos e coelhos, hospedeiros sintomaticos ou
nao desses microrganismos (Prescott, 1978; Lage et al.,1993; Blanco et al., 1996;
Coia, 1998; Chapman et al.,2006; Costa et al., 2006). Frequentemente estdo
relacionadas a surtos de infeccdo gastrointestinal tanto em paises em
desenvolvimento (Bhan et al., 1989; Girén et al.,, 1991b) como em paises
desenvolvidos (Ryley et al., 1983; Nataro & Kaper, 1998; Knutton et al., 2001), de
maneira que o estudo de linhagens patogénicas de E. coli € de grande
importancia médica e até mesmo comercial.

A maioria das linhagens de E. coli ndo sdo patogénicas pois ndo possuem
genes de viruléncia. Porém, algumas linhagens apresentam potencial patogénico,
podendo promover processos patolégicos entéricos de diferentes graus de
severidade em seus hospedeiros (Pizarro-Cerda & Cossart, 2006). Esse variado
perfil patogénico pode causar uma grande variedade de doencas incluindo
diarréias, disenteria, sindrome da uremia hemolitica, infec¢des renais, pneumonia,
meningite e septicemia, levando muitas vezes o hospedeiro a morte (revisado por
Kaper et al.,, 2004). Assim torna-se necessario distinguir e entender porque
diferentes linhagens de E. coli podem causar diferentes tipos de doencas e outras
nao.

A classificacdo das E. coli tornou-se entdo um tema recorrente em muitos
trabalhos e diversos critérios podem ser usados, de forma que ainda ndo ha um

consenso.
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Um critério historicamente utilizado e importante ainda hoje, consiste em um
sistema de classificacdo baseado na identificacdo de antigenos de superficie O
(somaticos), flagelares (H) e capsulares (K), permitindo assim reunir linhagens de
E. coli em sorogrupos e sorotipos, embora tais antigenos nado sejam
necessariamente 0s Unicos responsaveis pela viruléncia de certas linhagens
(revisado por Nataro & Kaper, 1998).

Outra metodologia empregada na identificacdo de E. coli patogénicas,
consiste na verificacdo do padrdo de adesdo das bactérias a culturas de tecido
(Cravioto et al., 1979; Donnenberg et al.,1997). Tal abordagem permite a
identificacdo de trés padrbes de adesado: agregativo, localizado e difuso. A
producdo de toxinas, capacidade de invaséao, tipos de leséo celular decorrentes
do processo infeccioso (Scaletsky et al., 1984; Cravioto et al., 1991) também sédo
usados adicionalmente na identificacdo. Por fim, pelo uso de diversas técnicas de
biologia molecular, passou-se também a analisar a presenca de genes
codificadores dos diferentes fatores de viruléncia presentes nas varias linhagens
patogénicas de E. coli.

Concomitantemente a esses estudos, diversas propostas de classificagéo
surgiram na literatura e, tendo em vista que a classificacdo proposta por Levine
1987; Nataro et al., 1987; Levine et al., 1988, revisado por Kaper (1998) &
amplamente aceita e empregada na literatura, também sera adotada ao longo

desse trabalho.

Classificacao e caracteristicas

As E. coli diarreiogénicas podem ser classificadas em seis diferentes grupos

de patogenicidade (figura 1), também denominados virotipos ou patotipos:
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Figura 1. Representacdo esquematica da interacdo do s seis tipos de E. coli
causadoras de diarréia com a célula alvo tipica. a. EPEC adere ao enterdcito,
destruindo as microvilosidades e induzindo a leséo A/E. b. EHEC também induz a
lesdo A/E, mas também é produtora da toxina Stx. c. ETEC ao se aderir induz
diarréia aquosa pela producao das enterotoxinas (LT) e/ou (ST). d. EAEC adere ao
epitélio intestinal com formacdo de biofiime e ainda possui enterotoxinas e
citotoxinas. e. EIEC invade as células epiteliais, lisa o fagossomo e move-se
usando microfilamentos de actina, migrande para as células adjacentes. f. DAEC
promove eventos de transducdo de sinal que resultam na formacéo de projecles
celulares que envolvem a bactéria. AAF, Fimbria de aderéncia agregativa; BFP,
pilus que forma feixes; CFA, antigeno fator de colonizagdo; DAF, fator de
aceleracao de decaimento; EASTL, E. coli enteroagregativa ST1; LT, enterotoxina
termol&bil; ShET1, enterotoxina 1 de Shigella; ST, enterotoxina termoestéavel. (fonte:
Kaper et al. , 2004).

As ETEC (E. coli enterotoxigénicas), sdo caracterizadas por produzirem dois
tipos de enterotoxinas: termolabil (LT) e termoestavel (ST) codificadas por um
plasmidio denominado ENT. Estdo relacionadas a surtos em animais (Blanco et
al., 1996) e em humanos (Wolf, 1997). Também possuem a fimbria CFS (fator de

colonizacéao), relacionada a viruléncia.
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STEC (E. coli produtoras de toxina Stx) destacam-se por produzirem as
toxinas Stxl1 e ou Stx2, também denominadas verotoxinas (VT1 e VT2). Sua
viruléncia causa desde diarréias brandas até colites hemorragicas (diarréia
sanguinolenta), sendo o grupo causador dessa forma severa de diarréia
denominado EHEC (E. coli entero-hemorragica) (revisado por Kaper et al., 2004).

EAEC (E. coli enteroagregativas), conhecidas por expressar um padrao de
adesdo semelhante a tijolos empilhados (Cravioto et al., 1991), possuem como
fatores de viruléncia a toxina EAST1 (Menard & Dubreuil, 2002), as serino-
proteases Pic e Pet e diferentes adesinas (Henderson et al., 1999). Formam
biofilme e sdo responsaveis por uma diarréia aquosa persistente em criangas.

EIEC (E. coli enteroinvasivas), possuem um mecanismo de a¢ao idéntico a
Shigella, sendo capazes de invadir e destruir o epitélio do colon e causar lesdes
ulcerativas e forte reacao inflamatoria ao se deslocarem para as células epiteliais
adjacentes. Possuem o plasmidio pINV e os genes ipaC e sen relacionados a
viruléncia.

DAEC (E. coli, de adeséo difusa), sao relatadas de maneira controversa na
literatura. Até o momento € o grupo menos estudado, de modo que sua
classificagcdo baseia-se principalmente no padrdo de adeséo difusa. Estas
colonizam a superficie das células HEp-2 e ndo formam microcolénias como as
EPEC (Scaletsky et al., 1984). Assim linhagens de EPEC atipicas freqientemente
sao tratadas como DAEC uma vez que seus fatores de viruléncia sdo poucos
conhecidos. Por se tratar do nosso objeto de estudo, este patotipo sera melhor
detalhado em uma sec¢éo especifica.

EPEC (E. coli enteropatogénicas), € o grupo mais amplamente estudado e
foi utilizado como modelo neste trabalho. Sdo o principal agente de diarréias
infantis em todo o mundo, especialmente em paises em desenvolvimento (Nataro
& Kaper, 1998). Este grupo apresenta um padréo de adeséao localizada, devido a
presenca de uma adesina denominada intimina, que promove a adesdo intima
aos enterdcitos humanos. O plasmideo EAF, o qual contém o operon bfp (“bundle
forming pilus”), codifica uma fimbria do tipo IV essencial ao fendtipo de adeséao
localizada (Giron et al., 1991a). Porém, a caracteristica mais marcante desse

grupo é a lesao tipica que causam apoés aderirem aos enterécitos, denominada
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lesdo A/E de *“attaching and effacing”, que resulta em uma destruicdo e
achatamento das microvilosidades, decorrentes do rearranjo do citoesqueleto das
células hospedeiras (Moon et al., 1983; Jerse et al., 1990; Donnenberg et al.,
1993). Vale ressaltar que a lesdo A/E nao é exclusiva de EPEC sendo também
observada em EHEC e em outros géneros como Citrobacter rodentium (Deng et
al.,, 2004). Os genes de viruléncia deste patotipo encontram-se associados
predominantemente a uma ilha de patogenicidade (PAI).

As PAls foram primeiramente descritas nos anos 80 em uma linhagem
uropatogénica de E. coli (revisado por Schmidt & Hansel, 2004), sendo
posteriormente detectadas em outros patbgenos humanos, de animais e também
de plantas (McDaniel et al., 1995; Jarvis & Kaper, 1996; Swenson et al., 1996;
Hueck, 1998; Lindsay et al., 1998; Chakraborty et al., 2000; Fleckenstein et al.,
2000; Brown et al., 2001). Segundo Hacker e Kaper (2000) e revisado por
Schmidt & Hansel (2004), pode-se listar varias caracteristicas em comum entre as
PAls: portam um ou mais genes relacionados a viruléncia; sdo encontradas
apenas em linhagens patogénicas, ndo sendo detectadas em linhagens nao
patogénicas de uma espécie ou de espécies estreitamente relacionadas;
consistem em regides gendmicas relativamente grandes (10 a 200 kb);
apresentam diferengcas no conteudo de G+C em relacao ao restante do genoma;
freqientemente estdo localizadas adjacentes a genes de tRNA, o que contribui
para a hipotese dos genes de tRNA atuarem como sitio de ancoragem de DNA
exégeno adquirido por transferéncia horizontal de genes; sao freqiientemente
associadas a elementos genéticos moveis como integrases, transposases e IS
(sequiéncias de insercao) e também sao flanqueadas por repeticdes diretas que
atuam como sequéncias de reconhecimento de enzimas envolvidas em processos
de excisdo ou insercdo de DNA; podem muitas vezes ser instaveis, sendo
deletadas ou ainda mobilizadas por bacteriéfagos e ainda podem ser encontradas

em plasmideos.
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Por codificarem fatores de viruléncia como adesinas, toxinas, invasinas,
sistemas de secrecdo de proteinas entre outros, o estudo das PAIs vem
contribuindo positivamente para a caracterizacdo da patogenicidade de diversas
espécies de bactérias.

McDaniel e colaboradores, em 1995, conferiram a denominacdo LEE (do
inglés, locus of enterocyte effacement) a ilha de patogenicidade de EPEC. Esta
possui 0S genes eae, que codifica a intimina, responsavel pela aderéncia intima
ao enterdcito, tir, que codifica o receptor de intimina, e uma série de outros genes
relacionados a regulagéo, sintese e secre¢do de proteinas efetoras.

A denominagdo LEE também é utilizada para as PAls de outras bactérias
causadoras de lesdo A/E (Perna et al., 1998; An et al., 2000; Tauschek et al.,
2002: Deng et al., 2004). Diversos estudos compararam ilhas de patogenicidade
no intuito de elucidar suas caracteristicas e grau de conservacdo dos genes, e
descobriu-se que muitos genes contidos em LEE codificam uma estrutura
supramolecular denominada Aparato de Secrecdo do Tipo Trés (TTSA, do inglés,

Type Three Secretion Aparatus), que sera detalhado mais a frente.

Organizacgao geral da ilha de patogenicidade LEE

Elliott e colaboradores, em 1998, pelo seqienciamento completo da LEE de

EPEC E2348/69, observaram que regido possui 35,6 kb, e contém 41 ORFs

preditas distribuidas em pelo menos cinco operons policistrénicos denominados
LEE1, LEE2, LEES3, LEES e LEE4, como ilustrado na figura 2.
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Figura 2. Organizacao estrutural dos genes da ilha LEE de EPEC/EHEC. As 41 ORFs
preditas desta ilha encontram-se esquematizadas. A orientacdo das setas refere-se ao
sentido de transcricdo dos genes em relacdo ao gene eae, situado no operon LEES5
(Adaptado de Garmendia et al., 2005).

A localizagdo cromossomal de LEE varia entre as diversas linhagens de
EPEC e EHEC, sugerindo eventos de aquisicdo multipla durante a evolugéo
desses patdgenos (Wieler et al.,, 1997; Garmendia et al.,, 2005;.0Ogura et al.,
2008).

Apesar do sequenciamento da llha LEE de diversos organismos, alguns de
seus genes ainda nao possuem funcéo determinada. Entretanto, pode-se dividir o
LEE em regides funcionais (Elliot et al., 1998; Zhu et al., 2001; Dahan et al.,
2004): no operon LEES estdo contidos alguns importantes genes de viruléncia
descritos para EPEC e EHEC, o gene eae que codifica a intimina, o gene tir,
receptor de intimina e o gene cesT que codifica uma chaperona responsavel pela
translocacdo de Tir. Os operons LEE1, LEE2, LEE3 e LEE4, contém os genes
responsaveis pela sintese, secrecao e regulagédo das proteinas que irdo formar o
TTSS. A estrutura multiproteica formada pelas diversas proteinas secretada pelo
TTSS pode ser denominada TTSA (aparato de secrecao do tipo trés). Os genes
presentes na LEE de EPEC e EHEC, cujas funcdes foram determinadas,
receberam denominagbes de acordo com uma nomenclatura baseada em
achados experimentais e funcdes preditas observadas, ou ainda por homologia,
tendo principalmente como modelo Yersinia spp. (Elliot et al., 1998; Cheng &
Schneewind, 2000; Aizawa, 2001; Clarke et al., 2003). Genes que codificam
proteinas secretadas receberam o prefixo genérico esp, de E. coli secreted
proteins. Componentes do aparato de secrecao receberam o prefixo Esc, de E.

coli secretion component. A partir de novos estudos, 0s genes e proteinas vém
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sendo nomeados ou renomeados de acordo com essa convencao, mas ha ainda
outras nomenclaturas baseadas em propriedades funcionais como: Ces, para as
chaperonas (chaperone encoded secretion), Ler (Lee encoded regulator) Grl
(Global regulator of LEE).

O Sistema de Secrecao do Tipo Trés

O Sistema de Secrecdo do Tipo Trés (TTSS, do inglés, Type Three
Secretion System) € essencial a patogenicidade de uma ampla gama de bactérias
de animais e plantas como Bordetella bronchiseptica, Burkholderia pseudomallei,
Chlamydia pitsitacii, Erwinia amylovora, Erwinia crysanthemi, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas syringae, Ralstonia solanacearum, Rhizobium spp.,
Salmonella typhimurium, Shigella flexneri, Xanthomonas campestris, Yersinia
spp., além das E. coli EPEC e EHEC (Hueck, 1998; Galan & Collmer, 1999;
Cheng & Schneewind, 2000; Schmidt & Hansel, 2004; Sani et al., 2006). Segundo
Tampakaki e colaboradores (2004) e Ando e colaboradores (2007), o TTSS é
considerado um complexo sistema de transferéncia de proteinas, capaz de injetar
diversos substratos protéicos através de ambas as membranas, bacteriana e da
célula eucariotica hospedeira, diretamente para o interior do citosol. Os genes do
TTSS séao ativados sob determinadas condi¢des, tais como o contato com a célula
hospedeira. Uma vez injetados no interior da célula hospedeira, os fatores de
viruléncia ou efetores irdo co-optar as vias de sinalizagdo da célula para promover
respostas benéficas ao patdégeno.

Nas diversas espécies de bactérias Gram negativas, 0s genes que
compdem o TTSS codificam uma estrutura supramolecular semelhante a uma
seringa, denominada Complexo Agulha (Needle complex) (revisado por Yip &
Strynaka, 2006). Esse complexo permitira que os efetores sintetizados no
citoplasma dos patdgenos atravessem as membranas interna e a externa e
alcancem diretamente o citoplasma da célula hospedeira (O’ Connel, 2004; Yip &
Strynadka, 2006).
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O TTSS é muito conservado em termos estruturais e funcionais nas
diferentes espécies, enquanto os efetores secretados sdo bastante diversos
(Galan & Colmer, 1999; Kubori et al., 2000; Tamano et al., 2000; Daniell et al.,
2001; Tampakaki et al., 2004; Pallen et al., 2005). De acordo com Aizawa (2001),
estudos também apontam para a similaridade ou homologia apresentada entre as
diversas proteinas que compdem o TTSS e o aparato flagelar de algumas
bactérias indicando que estes dois sistemas podem ter evoluido paralelamente. O

diagrama esquematico do TTSS de EPEC ¢ ilustrado na Figura 3.

MC

ME

Mi

Figura 3. Representacdo esquematica do TTSS de E. coli. MC, membrana celular
eucariotica. ME, membrana externa bacteriana. MI, membrana interna bacteriana
(Adaptado de Tampakaki et al., 2004)
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As proteinas EscR, EscS, EscT e EscU, codificadas pelo operon LEE1 de
EPEC, comp8em o anel interno que se insere na membrana citoplasmatica e
conferem sustentagédo ao aparato. (Tampakaki et al., 2004; Pallen et al.,2005). As
proteinas EscV, EscN e SepQ (EscQ) também estdo presentes no anel interno,
porém sdo codificadas pelo operon LEE3. EscV consiste em uma proteina
inserida  na membrana citoplasmatica, que apresenta sete dominios
transmembranicos (Gauthier et al., 2003). EscN corresponde uma proteina de
aproximadamente 49 kDa, caracterizada como uma ATPase que fornece energia
para a montagem do TTSS (Dahan et al., 2004; Galan e Wolf-Watz, 2006). SepQ
€ uma proteina situada na base do anel interno e ainda ndo teve a sua funcéo
plenamente esclarecida, mas estudos de homologia e de estrutura realizados por
Pallen e colaboradores (2005), demonstraram que SepQ possui um dominio FIiN
similar ao observado na proteina YscQ de Yersinia, sugerindo que estas devem
apresentar conformacgéo semelhante.

As proteinas EscJ e EscD, codificadas por genes de LEE2 e LEE 4,
respectivamente, projetam-se para o periplasma e conectam o anel interno ao
anel externo, situado na membrana externa. EscJ também esta associada a
translocacdo de EscC para a membrana externa, enquanto EscD também
interage com EscC (Creasey et al., 2003a). A proteina EscC, codificada pelo
operon LEE 2, compde o anel externo do aparato e ira permitir a exportacao de
proteinas através da parede celular. O operon LEE 4, também contém os genes
das proteinas EscF, que corresponde a agulha, um tubo oco através do qual as
proteinas efetoras sao deslocadas; EspA, que forma uma bainha ao redor de
agulha e que nao possui homdlogos descritos em outros TTSS (Shaw et al.,
2001). As proteinas EspB e EspD interagem, formando um poro de translocacao
na membrana da célula hospedeira (Ide et al., 2001). Tal estrutura ancora-se na
ponta da agulha conectando a bactéria a célula hospedeira. O complexo agulha
de Salmonella typhimurium e Shigella, bastante caracterizados, sao apresentados

na Figura 4.
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Figura 4. Representacdo do complexo agulha de  Salmonella typhimurium e Shigella
spp. (i) Microscopia eletronica de transmisséo exibindo o complexo agulha de Salmonella
(setas). A barra de escala representa 100 mm. (i) Microscopia eletrénica revelando o
TTSS de Shigella disperso no envelope bacteriano. A barra de escala representa 100 nm.
(iif) Micrografia eletrdnica corada negativamente do TTSS de Salmonella typhimurium (iv)
Representacao da superficie do TTSS (adaptado de Pizarro-Cerda & Cossart 2006).

Deng e colaboradores (2004), em um estudo bastante elaborado,
produziram diversas linhagens mutantes para cada um dos 41 genes da PAI de C.
rodentium e observaram que ha uma hierarquia no mecanismo de regulacédo que
controla a expressdo dos genes TTSS. Além das proteinas estruturais, foram
observados efetores, reguladores e também chaperonas, como CesAB,
relacionada a secrecdo das proteinas EspA e EspB. (Wainwright & Kaper, 1998;
Creasey et al., 2003b). CesAB também é essencial para a estabilidade de EspA
no citoplasma bacteriano. A complexa ativacdo e regulagcdo do TTSS ainda nao
foi plenamente estabelecida, mas é sabido que uma série de fatores como o
contato com a célula hospedeira, condicéo de pH, temperatura, disponibilidade de

nutrientes e até “quorum sensing” influenciam o processo de indu¢do, montagem

26



e ativacdo do TTSS (Tobe et al., 1991; Kenny et al., 1997; Sperandio et al., 1999;
Ando et al., 2007).

O patotipo DAEC

Este patotipo, apesar de reconhecido como uma das seis classes de E. coli
diarreiogénicas (Nataro & Kaper, 1998; Kaper et al., 2004), até 0 momento nao
possui um marcador genético especifico, sendo por isso relatada de maneira
controversa, inclusive muitas vezes equivocada, na literatura. Isto se deve ao fato
dos pardmetros para a sua classificacdo basearem-se em caracteristicas tais
como o padrdo de adesédo difusa (Skaletsky et al., 1984), anteriormente usado
como critério unico de classificacdo. Bilge e colaboradores (1996) caracterizaram
uma fimbria presente na linhagem C1845 de DAEC, isolada de crianca com
diarréia. Esta fimbria foi definida como o fator de aderéncia responsavel pelo
fendtipo DA (adeséao difusa), recebendo a denominacdo F1845. Por esta razéo, a
linhagem C1845 passou a ser considerada como protétipo de DAEC. A fimbria
F1845 pertence a classe de adesinas denominadas Afa/Dr (Nowicki et al., 2001).
Outra adesina, denominada AIDA-I (Benz & Shimidt, 1989) também foi associada
ao fendtipo de adesdo difusa. Contudo, tais adesinas nao foram unicamente
relacionadas a viruléncia deste patotipo. O estudo de Campos (1999) verificou
que a expressao de adesinas varia de acordo com as amostras analisadas.
Taddei e colaboradores (2005), descreveram a presenca do gene sat em DAEC,
mas este também foi descrito para UPEC (E. coli uropatogénica) (Guyer et al.,
2001). Portanto, ha uma dificuldade em estabelecer caracteristicas especificas
para este patotipo, sendo os estudos normalmente baseados na deteccédo de
caracteristicas tais como a presenca de adesinas e o fenétipo de adeséo difusa
(Campos, 1999; Scaletsky et al., 2002a; Lopes et al., 2005).

Os resultados de diversos estudos epidemiolégicos revelam que as DAEC e
alguns patotipos de E. coli sdo detectados em escala mundial, sendo isolados
tanto de pacientes com diarréia como de individuos sadios (Girén et al., 1991b;
Baqui et al., 1992; 1993; Poitrineau et al., 1995; Gomes et al., 1998; Rosa et al.,
1998; Okeke et al., 2000; Lopes et al., 2005; Meraz et al., 2006). Em alguns
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estudos, os autores observaram taxas similares de isolamento de DAEC a partir
de portadores assintoméaticos e individuos diarréicos, ndo relacionando a doenca
a presenca da DAEC. Entretanto, quando observaram a ocorréncia da diarréia e
DAEC em uma perspectiva idade-dependente, houve a correlacéo principalmente
em criancas (Gunzburg et al.,, 1993; Jallat et al., 1993; Germani et al., 1996;
Scaletsky et al., 2002b). De acordo com Spano e colaboradores (2008), em um
estudo epidemiolégico efetuado apenas com criancas, DAEC foi o patotipo mais
prevalente, sendo isolado de 40 pacientes sintomaticos (18,3%) e de 7 (8,1%)
individuos controle, de um total de 218 e 86, respectivamente.

Visando uma melhor descricdo desse patotipo em relacdo aos demais,
NOsSso grupo de pesquisa inclui uma terceira caracteristica a definicdo de DAEC: a
auséncia de genes classicamente associados a viruléncia dos demais patotipos.
Este dltimo critério torna-se importante, pois permite a distingdo entre as
linhagens de DAEC e EPEC “atipicas”, as quais nao albergam o plasmideo EAF,
tornando seu padrdo de adesao difuso quando em culturas de células (Scaletsky
et al., 1999; Trabulsi et al., 2002; Blanc-Potard et al. ,2002).

Assim, conforme discutido anteriormente, a andlise do potencial patogénico
de isolados de DAEC requer o emprego de uma estratégia alternativa, tal como a
detecgéo de genes do TTSS, uma vez que estes sao considerados indicadores de
potencial patogénico para bactérias Gram negativas (Hueck, 1998; Stuber et al.,
2002). Uma vez que os genes do TTSS estdo intimamente associados as ilhas de
patogenicidade, acreditamos que sua deteccdao em DAEC, iniciada por Kyaw e
colaboradores (2003), pode representar uma importante etapa na elucidacao do
potencial patogénico das diferentes linhagens deste patotipo. Neste sentido, este
trabalho visa a caracterizacdo de outros possiveis genes do TTSS em isolados de
DAEC.
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Objetivos

Uma vez que os genes do TTSS estédo intimamente associados as ilhas de
patogenicidade, este projeto tem como objetivos:

- A deteccéo, clonagem e caracterizagdo de sequéncias correspondentes a

genes do TTSS, em isolados de DAEC.

- A andlise da expressdo dos provaveis genes do TTSS em isolados de

DAEC.
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Materiais e Métodos

1. Linhagens bacterianas

1.1. Linhagens de Escherichia coli de adeséo difusa

As linhagens de DAEC utilizadas neste trabalho, C2, C12, C39, C40, C44 e
C74, pertencem ao banco de amostras previamente caracterizadas pelo grupo da
Prof. Dra. Loreny G. Giugliano, do Laboratorio de Microbiologia da Universidade
de Brasilia. Essas amostras, isoladas de criangas diarréicas, foram anteriormente
caracterizadas fenotipicamente por meio de testes de adesédo a células HelLa e
quanto a presenca de adesinas da familia Afa/Dr. Foram também analisadas
quanto a presenca de genes classicamente associados aos demais patotipos de
Escherichia coli por meio de experimentos de hibridizacdo de colbnias e/ou PCR.
(Piva 1998).

Tais amostras foram testadas previamente quanto a presenca dos genes
escC, escJ, escV e escN do TTSS, por meio de hibridizacéo de colonias e PCR
(Kyaw, 2004).

1.2. Linhagens controle

A linhagem utilizada como controle positivo nos experimentos de PCR
consistiu em uma E. coli enteropatogénica, denominada E2348/69, amplamente
usada como o prototipo em estudos de TTSS. Como controle nos experimentos
de extracdo de RNA, usamos também a amostra de EHEC EDL933, cujo genoma
ja foi totalmente sequenciado. Como controle negativo, empregamos a amostra E.
coli C600 (K-12) uma linhagem padréo, nao patogénica, gentiimente cedida pela

Dra. Loreny G. Giugliano.

1.3. Linhagem transformante
- E. coli DH5-a (Invitrogen)
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2. Plasmideo

-pGEM-T Easy (Promega”) - Este plasmideo é encontrado na forma linear,
apresentando uma timina em cada extremidade 3’, visando aumentar a eficiéncia
de ligacdo dos produtos de PCR, por fornecer extremidades compativeis com
produtos de PCR que tiveram adeninas acrescentadas as extremidades 5’ por

determinadas Taq DNA Polimerases.

3. Meios de cultura

Todos os meios foram esterilizados em autoclave a 121°C/1 ATM/20 minutos.

3.1. Meio Luria-Bertani (LB)

Peptona de caseina 1,0% (p/v)
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
NacCl 1,0% (p/v)
pH final 7,2

3.2.  Meio Luria-Bertani tamponado
Meio LB tamponado com Tris-HCI 0,1 M, pH final 7,5.

3.3. Meio LB agar (LA)

Meio LB adicionado de &gar bacteriolégico a 1,5% (p/v), pH final 7,2.

4. Solugdes, tampdes e enzimas

4.1. Solucbes de uso geral

Tampao TE
Tris-HCI pH 8,0 10 mM
EDTA 1 mM
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Glicerol 70%
Glicerol 70%(Vv/v)

4.2. Solucdes para eletroforese em gel de agarose

Tampéo de Corrida Tris-Borato-EDTA - TEB (10X)

Trizma base 0,89 M
Acido borico 0,89 M
EDTA 0,02 M
pH final 8,0

Tampao de Corrida Tris-Acetato — TAE (50x) livre de RNAse

Trizma base 2M
Acido acético glacial 57,1mL
EDTA 0,05M
pH final 8,0

Tampéo de Amostra (10 X)

Glicerol 50% (v/v)
Azul de bromofenol 0,1% (p/v)
Xileno cianol 0,1% (p/v)

Solucao de Brometo de Etidio

Brometo de Etidio 10 mg/mL

4.3. Antibidticos e solugdes utilizados na transfor macéo e selecdo de clones

Ampicilina
Solucéo estoque: 10 mg/mL em agua destilada.
Esterilizada por filtracdo e armazenada ao abrigo da luz, a -20°C.

Concentracéao final de uso: 100 pg/mL.
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IPTG
Solugao estoque: 100 mM de IPTG em agua.

Solucéo esterilizada por filtracdo e armazenada a -20°C.

X-GAL
Solucéo estoque: 2,5% de X-Gal em N,N-Dimetilformamida.

Armazenada a -20°C, ao abrigo da luz.

Cloreto de Calcio
Cloreto de calcio 100 mM

Solucéo esterilizada por filtragdo e armazenada a 4°C.

4.4. Enzimas

Tag DNA polimerase - 5U/uL (Invitrogen Life Technologies)
Taq DNA polimerase - 5U/uL (Cenbiot-RS)
DNAse | livre de RNase - 1U/uL (Invitrogen Life Technologies)

ImProm Il transcriptase-reversa (Promega)

4.5. Marcadores de Massa Molecular (MM)

1kb DNA Ladder (Promega Corporation - N° de catdlogo: G5711) —
mistura equimolar de 13 fragmentos de 250/253, 500, 750, 1000, 1500,
2000, 2500, 3000, 4000, 5000, 6000, 8000 e 10000 pares de base.

TTSS DNA Ladder (Laboratério de Microbiologia - Universidade de
Brasilia). Fragmentos de 287, 556, 826, 994, 1008, 1278, 1510, 1900 e
2151 pb, obtidos por meio de PCR utilizando o DNA de E. coli E2348/69 e
iniciadores correspondentes aos genes do TTSS, e ainda DNA de S.

aureus, utilizando o par de iniciadores dirigidos ao gene da proteina A.
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High DNA Mass Ladder (Invitrogen Life Technologies N° de catélogo:
10496-016) — mistura equimolar de seis fragmentos de 10000, 6000, 4000,
3000, 2000 e 1000 bp. Quatro uL de High DNA Mass Ladder resultam em
fragmentos contendo 200, 120, 80, 60, 40, e 20 ng de DNA,

respectivamente.
4.6. Solucdes para extracao e precipitacdo de RNA

TRIzol” Reagent (Invitrogen)
Isopropanol livre de RNAse
Etanol 100% livre de RNAse
Etanol 75% livre de RNAse
Cloroférmio

Acetato de sédio (estoque 3,0 M)
Agua Milli Q livre de RNAse

4.7. Solucéo estoque de dietilpirocarbonato (DEPC)
DEPC 0,1% (p/v)

5. Kits utilizados

“Wizard" genomic DNA purification Kit", Promega
“Wizard” SV Gel and PCR Clean-Up System”, Promega
“pGEMD- T Easy Vector System |”, Promega

“DNAse | Amplification grade”, Invitrogen Life Tchnologies
“FlexiPrep Kit", Amersham Pharmacia Biotech
“ImProm-II™ Reverse Transcription System”, Promega



6. Cultivo e manutengé&o das linhagens bacterianas

6.1. Para extracao de DNA:

A fim de padronizar os ensaios de PCR, 50 ul do estoque de células em
glicerol foram inoculados em 5 mL de meio LB e incubados por cerca de 18 horas
a 37°C. Procedeu-se a extracdo de DNA total com o Kit “Wizard genomic DNA
purification Kit” (Promega) em quantidade suficiente para todos os ensaios deste
trabalho.

Estoques foram mantidos em meio LB contendo 35% de glicerol, a -20°C.

6.2. Para extracao de RNA:

As amostras de EHEC EDL933, EPEC E2348/69 e DAEC C39 e C74 foram
inoculadas em meio LB e incubadas sob agitagdo a 37°C durante uma noite.
Visando promover a ativacdo dos genes TTSS, 50 pyL de cada cultura foram
incubados em 5 mL de meio LB tamponado com Tris-HCI 0,1 M pH 7,5, por
diferentes periodos de tempo (0,5h, 1h, 2h, 3,5h e 5h). Em cada intervalo de
tempo, aliquotas de 1,5 a 5 mL da cultura foram coletados por centrifugacdo a
4000 rpm por 5 minutos a 4°C e estocados a -20°C para a posterior extragdo de

RNA total, empregando-se o reagente TRIzol"

7. Extracdo de DNA total para a realizacdo de exper imentos de PCR
(Adaptado do protocolo do kit “Wizard genomic DNA purification Kit”, Promega)

Resumidamente, o protocolo consiste em:

1. Centrifugar 1 mL da cultura crescida por uma noite a 13000 g por 2 minutos

2. Adicionar 600 pL de “nuclei lysis solution”. Pipetar gentilmente até a total
ressuspensao das células.

3. Adicionar 3 pL de “RNAse solution” . Misturar e incubar a 37°C por 30
minutos, em seguida, resfriar a temperatura ambiente.

4. Adicionar 200 pL de “protein precipitation solution”. Agitar rapidamente.

5. Incubar no gelo por 5 minutos.
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6. Centrifugar a 13000 g por 3 minutos.

7. Transferir o sobrenadante para um tubo novo e adicionar 600 pL de
isopropanol a temperatura ambiente. Misturar.

8. Centrifugar a 13000 g por 2 minutos e descartar o sobrenadante.

9. Adicionar 600 pL de etanol 70% gelado.

10. Centrifugar a 13000 g por 2 minutos.

11. Descartar o etanol e deixar o tubo secar por 15 minutos.

12. Ressuspender o precipitado de DNA em 100 pL de “rehydratation solution”

por uma noite, a 4°C.

8. Extracdo de DNA plasmidial

As extracbes foram realizadas com o kit “FlexiPrep Kit” (Amersham
Pharmacia Biotech Inc), com modificacdes.
Resumidamente, o protocolo consiste em:
1. Transferir 1,5 mL da cultura para um tubo tipo eppendorf e submeter a
centrifugagéo a 13000 rpm por 30 segundos.
2. Descartar o sobrenadante e repetir o procedimento.
3. Ressuspender o sedimento em 200 pL de solucdo | e homogeneizar
vigorosamente.
4. Adicionar 200 pL de solugdo Il e homogeneizar invertendo o tubo
cuidadosamente algumas vezes.
5. Adicionar 200 pL de solucdo Il e homogeneizar invertendo o tubo
cuidadosamente varias vezes.
6. Centrifugar a 10000 rpm por 5 minutos e transferir o sobrenadante para outro
tubo.
7. Adicionar 2,5 V de etanol 100% gelado incubar a -20°C, por no minimo 30
minutos.
8. Centrifugar a 13000 rpm por 30 minutos.
9. Descartar o sobrenadante e lavar o sedimento com 1 mL de etanol 70%

gelado.

36



10. Centrifugar a 13000 rpm por 15 minutos.
11.Descartar o sobrenadante, deixar o sedimento secar e ressuspendé-lo em
agua Milli-Q.

9. Extracéo de RNA total

As células cultivadas conforme descrito no item 6.2, foram submetidas a
extracdo de RNA de acordo com o manual do fabricante do TRIzol” Reagent
(Invitrogen).

A tubos de 2 mL contendo as células, foram adicionados de 1 a 1,5 mL de
TRIzol, sendo as células lisadas por meio de repetidas pipetagens. Os
homogeneizados foram incubados por 5 minutos a temperatura ambiente, quando
adicionou-se de 200 a 300 pL de cloroférmio, dependendo do volume inicial de
TRIzol. Apos agitacdo por 15 segundos, os tubos foram centrifugados a 12000 g
por 15 minutos, a 4°C, a fim de separar as fases. A fase aquosa foi
cuidadosamente transferida para outro tubo novo e adicionou-se de 500 a 700 pl
de isopropanol para a precipitacdo do RNA. ApoGs incubacdo por 10 minutos a
temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas a 12000 g por 10 minutos
a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento (RNA) lavado com etanol
75%. O tubo foi entdo centrifugado a 7500 g por 5 minutos a 4°C, o etanol
descartado e o sedimento seco por 10 minutos a temperatura ambiente. Os
sedimentos foram ressuspensos em volumes que variaram de 30 a 60 pL de agua
Milli Q livre de RNAse.

9.1. Analise dos RNAs totais

Todo o material empregado para preparacdo do gel, bem como os
utensilios plasticos, espatulas, vidraria e cubas de eletroforese foram previamente
submetidos a 180°C por uma noite, ou tratados com solucdo DEPC, para
inativacdo de RNAses.

O gel de agarose na concentracdo de 0,8% foi elaborado em tampédo TAE
1X e brometo de etidio na concentracdo final de 0,5ug/mL. As amostras foi
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adicionado tampao de amostra para a concentracdo de 1X. Apos aplicacdo das
mesmas, o gel foi submetido a eletroforese em tampao de corrida TAE 1X e apés

a corrida, o RNA foi visualizado por meio de transluminador ultravioleta.

10. Tratamento do RNA total com DNAse | livre de RN  Ase

Apos a verificacdo da integridade e quantificacdo (com auxilio do High
Mass Ladder) dos RNAs em gel de agarose 0,8%, em condic¢des livre de RNAse
(Sambrook & Russel, 2001), o RNA total foi submetido ao tratamento com DNAse
| livre de RNAse (Invitrogen) a fim de eliminar qualquer presenca de DNA
contaminante.

Conforme o protocolo do fabricante, 1ul de enzima (1U) foi adicionado para
1 pg de RNA. Os sistemas foram incubados por 15 minutos a temperatura
ambiente e, em seguida, a DNAse | foi inativada pela adicdo de EDTA 2,5 mM,
sendo os tubos incubados a 65°C por 10 minutos.

Os RNAs foram novamente precipitados com etanol e o sedimento
ressuspenso no mesmo volume inicial. A eficiéncia do procedimento foi avaliada

por meio de eletroforese em gel de agarose, em condic¢des livres de RNAse.

11. CondicOes empregadas nos experimentos de PCR pa ra a amplificacao
de genes do TTSS.

Ao longo deste trabalho os ensaios de PCR foram realizados empregando

iniciadores especificos para os diferentes genes do TTSS (Tabela 1), sob vérias
condigbes. Assim, descrevemos apenas as condi¢des gerais empregadas.
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Tabela 1. Sequéncias dos iniciadores empregados nos ensaios de PCR.

Iniciador Sequéncia dos oligonucleotideos Tm em | Tamanho
50 mM | esperado
Na"
rorfl-for 5 cga gga tat cag git ¢ 3 45,2°C 781 pb
rorfl-rev 5 aat tgc att tttcat tgc 3’ 44,6C
Orf2-for 5 cga taa ctg agc tgg aag acg 3’ 55,2C 495 pb
cesAB-rev | 5’ tgg ctt tta gat ctt gct gga 3’ 54,1C
RST3-for |5 ctt agc att att cag gaa tga tga 3’ 52,4C 714 pb
escR-rev |5 gca cac ata att gaa caa aat atc 3' | 49,2C
escT-for 5 {tt gaa atg att ccg aag g 3 47,9C 837 pb
RST4-rev |5 qgtt ttt tgg gtg tgg cg 3’ 52,6C
sepQ-for 5 att acg tcc gaa ggt cat gc 3’ 55,0C 740 pb
sepQ-rev |5 gca ccc acc aaa aag atg at 3’ 53,6TC
*N1-for 5 cgccttttacaagatagaac 3 62,0 °C 856 pb
*N2-rev 5 catcaagaatagagcggac 3’ 58,0C
**gap for 5’ gtt cac gct act acc gctac 3’ 55,0C 253 pb
**gaprev |5 gctttgatctgctcgtaagt 3 55,0C

* Iniciadores empregados nas PCR controles visando testar a eficiéncia das condi¢des de
RT-PCR e também para checar a auséncia de contaminagdo das amostras de RNA por
DNA genémico.

** |niciadores especificos para o0 gene constitutivo da enzima da via glicolitica,
gliceraldeido-3-fosfato  desidrogenase empregados como controle interno de
amplificacao.

Os experimentos de PCR foram realizados em um termociclador PTC-100
(MJ Research) e no termociclador PCR Express (Thermo Hybaid) no caso de

PCR empregando gradiente de temperatura, utilizando-se sistemas com volume

final de 30 pL contendo:

DNA 50 ng
Tampao de reacao 1X

MgCl; 1,5mM
Iniciador 1 0,3 uM
Iniciador 2 0,3 uM
dNTPs 0,2 mM
Taqg DNA polimerase 2U/sistema
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As condicbes empregadas nos ensaios de PCR tiveram as temperaturas
de anelamento variando entre 46 a 62,2°C, dependendo dos diferentes pares de
iniciadores e da origem do DNA empregado como molde. De maneira geral as

condicbes foram:

. Desnaturacgéo a 95°C por 2 minutos.

. Desnaturacéo a 95°C por 1 minuto.

. Anelamento 46-62,2°C por 1 minuto.

. Extenséo a 72°C por 2 minutos.

. Repeticéo das etapas 2 a 4 por 35 vezes

. Extensao a 72°C por 5 minutos.

~N o o b~ 0N P

. Manutencéo da temperatura a 4°C

Cerca de ¥ da reacdo de amplificagcdo dos diferentes ensaios de PCR
usando como molde o DNA proveniente das amostras de DAEC com os
iniciadores especificos do TTSS, da PCR empregando como molde o cDNA
proveniente das reacdes de RT-PCR e do DNA plasmidial resultante da extracao
das células transformadas, foram analisados por meio de eletroforese em gel de
agarose na concentracdo de 0,8-1% confeccionado em tampé&o TEB 1X, contendo
brometo de etidio na concentracéo final de 0,4ug/mL. As amostras foi adicionado
tampdo de amostra para a concentracao final de 1X. Apds aplicacdo das mesmas,
o gel foi submetido a eletroforese em tampéao de corrida TEB 1X, sendo o DNA

visualizado em transluminador ultravioleta.

12. Condi¢Bes empregadas nos experimentos de RT- PC R para analise da

expressao de genes do TTSS.

12.1. Sintese da fita de cDNA
A reacdo de sintese da fita de cDNA foi realizada empregando-se 1ug de
RNA total das amostras descritas e cultivadas conforme o item 6.2, tratado com

DNAse | livre de RNA (como descrito no item 10), usando o Kit “ImProm-11™
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Reverse Transcription System” (Promega). De acordo com as instru¢bes do
fabricante, ao RNA foi adicionado 1pL de “random primer”, sendo a mistura
incubada a 70°C por 5 minutos, e em seguida incubada em gelo por 5 minutos.
Em seguida, para um volume final de 20uL, os seguintes reagentes foram
adicionados (nas concentracdes finais indicadas): tamp&o da transcriptase
reversa 5X; MgCl, 6 mM; dNTP MIX contendo 0,5 mM de cada nucleotideo;
inibidor de ribonuclease 20U; enzima ImProm-Il Reverse Transcriptase 1U e agua
livre de nuclease para completar o volume final. Os tubos foram colocados em um
bloco aquecido a 25°C por 5 minutos. Em seguida, foram incubados a 42°C por 1
hora. Por fim, a enzima foi inativada por incubacéo a 70°C por 15 minutos.

Para todos os sistemas foi realizado um controle da RT-PCR omitindo-se a
enzima transcriptase reversa, para a verificacdo de possivel contaminacédo por
DNA gendmico. Como controle foi também adicionado um sistema no qual o RNA
extraido foi omitido.

12.2. Reacéo de amplificacdo dos cDNAs do TTSS

Uma aliquota correspondente a aproximadamente 1/5 (4,5uL) da reagédo de
sintese de cDNA foi submetida a reacdo de amplificacdo em um volume final de
30 pL contendo: tampéo de reacéo 1X; 2,0 mM MgCl,; 0,2 mM dNTPs; 0,3 mM de
cada iniciador especifico e 2U da enzima Taq DNA Polimerase. As etapas de
amplificacdo foram as mesmas descritas no item 11, com a temperatura de
anelamento variando de acordo com as sequUéncias iniciadoras utilizadas na
reacdo. Os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose 0,8%, corado
com brometo de etidio na concentracao final de 0,4pug/mL. Como controle da
inducao da expressdo dos RNAs utilizamos o par de iniciadores GAP F e GAP R,
direcionados ao gene que codifica a enzima da via glicolitica gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase, de expressao constitutiva e ainda o par de iniciadores N1
e N2. (Tabela 1).
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13. Clonagem dos produtos amplificados pelos pares de iniciadores
especificos no vetor p GEM-T

Os fragmentos de DNA gerados pelas PCRs empregando os diversos
iniciadores foram purificados utilizando o kit “Wizard” SV Gel and PCR Clean-up
System” (Promega) e entdo clonados no vetor pGEM-T Easy (Promega), de
acordo com as instrucdes do fabricante. Cerca de 5uL dos sistemas de ligacao

foram utilizados para transformar células competentes de E. coli DH5-a.

14. Transformacdo de E. coli por choque térmico

Pré-indculo:

Cerca de 50 pL de uma cultura de células DH5-a foram inoculados em 5
mL de meio LB e incubados em agitador a 37°C, por uma noite.

Transformacgéo:
1- Do pré-inéculo crescido por aproximadamente 12 horas, foram retirados 300 pL
e transferidos para 30 mL de LB e incubados sob agitacdo, a 37°C, até a cultura
atingir 0,2 a 0,3 de Absggo NM (2x107 células/mL).
2- As células foram centrifugadas a 4000 g, por 10 minutos, a 4°C.
3- O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 1,5 mL de
solucéo gelada de CaCl, 100 mM.
4- As células ressuspensas foram incubadas em gelo por 20 minutos
5- Em seguida, estas foram centrifugadas a 2000 g, por 10 minutos, a 4°C.
6- O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 1,0 mL de
solugéo gelada de CaCl, 100 mM.
7- Em uma aliquota de 100 uL das células tratadas, foram adicionados 5 pL do
sistema de ligacéo, sendo o sistema incubado a 0°C por 30 minutos.

Choque térmico:
8- Em seguida, os tubos foram imersos em banho a 37°C por 5 minutos.
9- Apés este periodo 1,0 mL de LB foi adicionado a cada tubo, sendo estes

incubados a 37°C, por 1 hora.
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Semeadura:

Para cada inserto clonado foram utilizadas 4 placas de meio LA
previamente preparadas, contendo X-GAL, IPTG e ampicilina. Estas foram
semeadas com volumes de 100 uL em duas placas e 200 pL nas outras duas, por
espalhamento com o auxilio de pérolas de vidro, até completa absorcdo pelo
meio. Por fim, as placas foram incubadas em estufa a 37°C durante a noite.

Selecéo dos clones transformantes:

Foram considerados clones transformantes aqueles que cresceram no
meio contendo ampicilina e que apresentavam coloracdo branca, resultante da

inativacdo do gene de [B-galactosidase.

15. Sequenciamento automatico dos fragmentos de DNA produtos de PCR e
dos plasmideos recombinantes contendo como inserto 0s produtos das

PCRs e analise das sequiéncias de nucleotideos gerad  as.

As reacOes de seqlenciamento automatico foram realizadas no Laboratorio
de Biologia Molecular utilizando o sequenciador MegaBACE 1000 (Amersham
Biosciences), empregando-se cerca de 150ng do DNA proveniente dos ensaios
de PCR ou cerca de 200 ng dos plasmideos e ainda 5 picomoles de cada
iniciador. O kit utilizado foi “DyEnamic ET DYE Terminator Cycle Sequencing”.

As duas fitas de cada fragmento de DNA obtido foram sequenciadas a fim
de se obter a melhor qualidade do amplicom. As seqUéncias nucleotidicas
geradas pelo sequenciador automatico foram processadas no @ site
http://helix.biomol.unb.br/phph/index.html pelo programa PHRED (phred >20) e

CAP3, para a leitura das bases, montagem, andlise e visualizagdo dos contigs
individuais (Ewing et al.,1998; Gordon et al.,1998).

As analises de similaridade das sequéncias obtidas, foram realizadas com
o auxilio dos programas BLAST (Altschul et al., 1997) e FASTA (Pearson, 1990),

disponiveis nos sites http://www.ncbi.nlm.nih.gov e http://www.ebi.ac.uk/fasta33,

respectivamente. Os alinhamentos multiplos foram realizados utilizando-se a
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ferramenta de alinhamento ClustalW (Thompson et al., 1994), incluida no

programa MacVector (Oxford Molecular Group).



Resultados e Discussao

1. Definicdo dos genes TTSS e escolha das amostras  de DAEC

Uma vez que os provaveis genes escC, escJ, escN e escV foram
anteriormente detectados em amostras de DAEC (Kyaw et al., 2003; Kyaw, 2004),
buscamos determinar quais outros genes TTSS essas linhagens albergariam.

Para tanto, nosso grupo definiu um conjunto de novas sequéncias
iniciadoras, com base na ilha de patogenicidade LEE de E. coli E2348/69. Neste
sentido, foram escolhidas as sequéncia relativas a rorfl, cesAB, escR, escT e

sepQ conforme ilustrado nas figuras 5 e 6.

LEE1
rORF1 FOR ORF2 FOR RST3 escT-For
-om__l G ler "o AB _ Orfd 0:; R S.b 8 U
T ) ey, esc st esc o8t
- A & B R o s > -
] - e =
rORF1 REV cesAB REV escR-Rev RST4
LEE2
rorf3 0orflo0 Orfll cesD escC rOrfh asct rorfB sepZ
- - > < . - > - -«
LEE3 LEES
sep 0. FOR
POF
Orfl2 escV esc N Orfls Orflé sep 0 espH cesF map tir cesT ean se D
>—> o o e i e e R
sep 0 REV
LEE4
sepl > A > esp.D > esp B > eexD2 > escF > Oril9 > espF >

Figura 5. Esquema da ilha LEE de E. coli 2348/69, ilustrando os genes para 0s quais
novos iniciadores foram sintetizados (retdngulos amarelos). Em roxo séo
apresentados os iniciadores utilizados.
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4 sepQ - REV

740 pb

Figura 6. Esquema das sequéncias relativas a rorfl, orf2/ cesAB, escR, escT e sepQ,
com suas regifes flanqueadoras, conforme encontrado s na ilha LEE de EPEC
E2348/69. As setas correspondem as sequéncias iniciadoras utilizadas neste trabalho e a
barra escura, o tamanho do fragmento esperado na amplificacao.

Dentre as amostras de DAEC disponiveis em nosso laboratorio,
selecionamos as amostras isoladas de criancas diarréicas denominadas C2, C12,
C39, C40, C44 e C74, previamente caracterizadas fenotipica e genotipicamente
(Piva, 1998), conforme ilustrado na tabela 2. Também utilizamos nos ensaios o
controle positivo E2348/69 de EPEC e o controle negativo C600 (K12).
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Tabela 2. Caracteristicas das amostras de DAEC sele cionadas.

Amostra Isolado Sorotipo  Adesdo AFA/Dr' eae’ EAF® bfp?

C2 12.5 06:H5 loc/difusa +/- - - -
C12 20.4 O11:H" difusa + - - -
C39 69.5 O11:H" difusa + - - -
C40 75.1 0O2:H4 difusa + - - -
C44 93.5 02:H4 difusa + - - -
C74 190.5 O11:H" difusa + - - -

'Familia de adesinas classicamente associadas ao padrdo de adesdo difuso. “Gene
responsavel pela lesdo A/E. *Plasmideo (EPEC Adherence factor) relacionado a padrdo
de adesdo de EPEC. “Operon (bundle forming pilus) que codifica uma fimbria
classicamente associada a EPEC.

Embora inicialmente selecionadas, ao longo do trabalho algumas amostras
nao apresentaram reprodutibilidade satisfatéria durante os ensaios de PCR. Por
essa razao selecionamos apenas as amostras C39 e C74 para continuarmos 0s

ensaios de PCR, clonagem e sequienciamento.

2. Padronizacéo das condi¢cdes empregadas na PCR

A partir do estoque de DNA total previamente extraido e quantificado,
definimos os parametros e concentracdo dos reagentes a serem utilizados nos
experimentos de PCR, conforme descrito por Sambrook & Russel (2001).
Calculamos também as melhores temperaturas de anelamento para Nnossos
iniciadores levando em conta o conteado de A+T e G+C, conforme a equacao
proposta por Thein & Wallace (1986), onde Tm (em °C) = 2(A+T) + 4(G+C).

Estratégias distintas foram utilizadas nas amplificaces utilizando o DNA da

amostra C39 e da amostra C74 conforme sera detalhado nas secfes seguintes.
3. Isolamento e caracterizacdo de provaveis genes T  TSS
3.1. Detecgéo e caracterizagdo da provavel rorfl de DAEC
Pouco se sabe sobre o papel da rorfl em relagdo a sua funcdo ou

contribuicdo para viruléncia. Aparentemente, esta sequUéncia codifica uma

proteina de membrana externa em EPEC. Andlises de sequéncia indicam que o
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produto da rorfl é similar a uma proteina predita, relacionada a viruléncia em
Salmonella typhimurium (Cirillo et al., 1996; Elliot et al., 1998). A sequéncia rorfl &
também encontrada na ilha de patogenicidade de EHEC e de Citrobacter
rodentium (Deng et al., 2001). Embora conservada evolutivamente, tal sequéncia
encontra-se em locais distintos nos diferentes organismos, estando situada
anteriormente ao LEE1 em EPEC e EHEC, enquanto em C. rodentium localiza-se

apos o operon LEE4 (Deng et al., 2001).

3.1.1. Experimentos de PCR

A amplificacdo do provavel gene referente a rorfl tornou-se possivel ao se
estabelecer uma temperatura de 50°C para anelamento dos iniciadores, quando
utiizado o DNA da amostra C39, conforme ilustrado na figura 7B. Ja para a
amostra C74 a dificuldade de estabelecimento da temperatura ideal nos levou ao
uso da PCR empregando um gradiente de temperatura, o qual variou de 47°C a
62°C. Os produtos de amplificacdo empregando os DNAs das duas amostras
foram posteriormente reunidos, purificados e utilizados nas reacdes de
sequenciamento e clonagem.

E possivel notar nas Figuras 7b e 7C a diferenca na qualidade da
amplificacdo do DNA das amostras C39 e C74 em relacdo ao controle positivo,
mesmo sendo utilizada a mesma concentracdo de DNA. Tal diferenca torna-se
ainda mais evidente em relagcdo ao resultado obtido com o DNA da amostra
controle, EPEC E2348/69.
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Figura 7 - (A) Diagrama esquematico da rorfl e suas regides flanqueadoras em
EPEC E2348/69. Sdo assinalados os iniciadores utilizados neste trabalho (triangulos) e o
tamanho do fragmento esperado na amplificacdo (barra inferior). (B) Perfil eletroforético
dos produtos amplificados no experimento de PCR empregando-se os iniciadores rorfl
for/rorfl rev, com o DNA de C39 e dos controles negativo C600(K12) e positivo EPEC
E2349/68. MM: Marcador de massa molecular 1kb Ladder (Promega). (C) Perfil
eletroforético dos produtos de PCR em gradiente de temperatura, empregando 0s
iniciadores rOrf1 for/rOrfl rev, e o DNA de C74. MM: Marcador de massa molecular TTSS
Ladder.

3.1.2. Sequenciamento dos produtos de PCR

O produto amplificado a partir do DNA da amostra C39 foi clonado no vetor
PGEM-T Easy (Promega) e o plasmideo transformado em E. coli DH5a. Clones
brancos, provavelmente contendo o inserto, foram cultivados em meio contendo
ampicilina e posteriormente submetidos a extragdo de DNA plasmidial e PCR com
os iniciadores Universal e Reverso, a fim de verificarmos a presenca do inserto de

interesse (Figura 8). Foram selecionadas seis colbnias supostamente contendo o
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inserto, porém, ao observarmos o perfil eletroforético do DNA plasmidial, quatro
clones foram positivos quanto a presenca do inserto. A diferenca no perfil do DNA
plasmidial pode ser notada tanto no gel da extracdo plasmidial como no gel da

PCR utilizando como molde este DNA plasmidial.

Figura 8. (A) Perfil eletroforético do DNA plasmidi  al purificado a partir dos clones
transformantes contendo o fragmento de DNA correspo ndente da amostra C39 e
(B) da PCR empregando o DNA plasmidial e os iniciad  ores Universal e Reverso.

Os fragmentos de DNA obtidos nos experimentos de PCR e aqueles
clonados foram submetidos ao sequienciamento. Para o sequenciamento dos
produtos de PCR foram utilizados os iniciadores especificos rorfl for/ rorfl rev e
para o DNA plasmidial foram utilizados os iniciadores Universal e Reverso,
possibilitando assim o seqienciamento completo de todo o inserto.

A sequéncia rorfl de EPEC possui 1170 pb. Nossos iniciadores foram
desenhados a partir das regifes mais conservadas dos genes em relacéo a E. coli
E2348/69, de modo a parearem-se com provavel gene, de maneira que parte de
sua sequéncia nao foi amplificada. Assim, a PCR geraria um produto de 781 pb
Figura 7A). O tamanho dos fragmentos de DNA obtidos a partir do DNA gendémico
das amostras C39 e C74 observados em gel de agarose mostrava-se condizente
com o esperado (Figura 7B e 7C) e, a partir do seqlienciamento, foi possivel
confirmar a existéncia da sequéncia correspondente a rorfl.

Andlises de similaridade foram realizadas em relacdo aos genes e as

proteinas preditas disponiveis em bancos de dados utilizando os programas
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BLAST e FASTA. Quando possivel, realizamos as analises empregando 0s
contigs gerados com auxilio do programa PHRED, ap0s o sequienciamento de
varios produtos amplificados. Caso contrario, as sequéncias geradas foram
analisadas individualmente. Apesar de exaustivas repeticbes nos ensaios de
PCR, nao foi possivel obter material suficiente para clonagem do DNA da amostra
C74 sendo os resultados do sequienciamento referentes apenas ao DNA obtido
nas reacoes de PCR.

Conforme apresentado na Tabela 3, os fragmentos de DNA analisados
revelaram um maior grau de similaridade com a rorfl de linhagens de E. coli
isoladas de animais, como coelhos e bezerros, que com isolados de EPEC de
origem humana. Os valores de similaridade observados para os fragmentos
gerados a partir do DNA da amostra C74, apesar de elevados, foram inferiores
agueles observados para a amostra C39, talvez devido a menor qualidade das
seqUéncias geradas, quando analisadas pelo programa PHRED. Os maiores
graus similaridade encontrados para a amostra C39, foram com linhagens de E.
coli isoladas de animais, mas é interessante observar que os valores obtidos em
relacdo a linhagens patégenas para humanos também foi bastante elevado. Nota-
se que a linhagem B171-8 do sorotipo O111:H, também considerada uma
linhagem prototipo de EPEC (Ogura et al., 2008), apresentou maior grau de
similaridade que EPEC E2348/69, a linhagem utilizada como molde para a sintese
das sequéncias iniciadoras. Em relacdo a amostra C74, os valores de similaridade
encontrados foram menores, sendo, no entanto, bastante elevados em relacéo as
linhagens de EPEC, EHEC. As analises de similaridade foram focadas nos
maiores escores e também em linhagens patégenas de humanos associadas a
surtos, além da espécie Citrobater rodentium que possui uma ilha de
patogenicidade muito similar (Deng et al., 2004). Os resultados obtidos sugerem a

presenca de um TTSS conservado em nossas amostras de DAEC.
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Tabela 3 — Analise de similaridade dos fragmentos d e DNA gerados pelo par
de iniciadores rorfl for/ rorfl rev.

gene/amostra | acesso organismo origem identidade
AF453442 | REPEC 0103:H2 coelhos | 100% em 699nt
AJ277443 | STEC 026:H - bovinos | 99% em 699nt
rorf1/C39 | AB426060 | EPEC O111:H" humanos | 99% em 695nt

(699pb)  "AE005174 | EHEC O157:H7 EDL933 | humanos | 93% em 693nt
AF022236 | EPEC E2348/69 O127:H7 | humanos | 92% em 693nt

AF311901 | Citrobacter rodentium murinos | 87% em 695nt

AB426060 | EPEC O111:H" humanos | 85% em 763nt

AJ277443 | STEC 026:H" bovinos | 85% em 763nt

rOrfl/C74 | AF453441 | REPEC O15:H" coelhos | 85% em 763nt
(757pb) AF200363 | REPEC O15:H" coelhos | 85% em 763nt

AE005174 | EHEC O157:H7 EDL933 humanos | 80% em 732nt
AF022236 | EPEC E2348/69 O127:H7 | humanos | 80% em 732nt

Devido as diferencas nos valores de similaridade observados em relagdo
as amostras C39 e C74, realizamos alinhamentos multiplos entre nossas
amostras e as de maior escore, aléem de EPEC E2348/69, com o programa
ClustalW (Thompson et al., 1994). Foi interessante notar que EPEC E2348/69

hY

possui cerca de 46 nucleotideos distintos em relagdo a amostra C39 e as
amostras de REPEC 0103:H2 e EPEC O111:H". Também foi possivel observar
que a amostra C74 apresentava uma maior diferenca em relacdo as demais. Tal
fato poderia indicar uma possivel origem clonal distinta em relacdo as sequéncias
analisadas, no entanto, em virtude da baixa qualidade obtida no sequenciamento

(phred < 20), este devera ser repetido, a fim de confirmarmos tal observacéao.
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3.2. Deteccao e caracterizacdo da possivel orf2 e d o provavel gene cesAB

A orf2 e 0o gene cesAB encontram-se no operon LEE 1 de EPEC
E23468/69. Esse operon contém, além de genes que codificam proteinas
estruturais do TTSS, o gene cesAB, que codifica uma chaperona das proteinas
secretadas EspA e EspB. Sua funcéo foi elucidada por Creasey e colaboradores
(2003b), que demonstraram interacdes especificas entre CesAB-EspB e CesAB-
EspA, revelando que CesAB é essencial para a estabilidade de EspA no
citoplasma bacteriano. Estes autores também demonstraram que CesAB é
requerida para a secrecdo de EspA e EspB, uma vez que mutantes de cesAB nédo
secretavam essas proteinas. As proteinas EspA e EspB ja foram identificadas
como fatores de viruléncia e reconhecidas em infecgdes em humanos (Abe, et al.,
1998; Tacket et al., 2000; Li et al., 2000). Por outro lado, o papel da orf2 ainda
nao foi totalmente determinado, entretanto Pallen e colaboradores, em 2005,
realizaram um estudo emepregando analises de bioinformatica, as quais
revelaram homologia entre a orf2 de E. coli e o gene yscE de Yersinia spp.,

sugerindo inclusive a renomeacéao da orf2 para escE.

3.2.1. Experimentos de PCR

Utilizando o par de iniciadores orf2/cesAB rev (figura 10A), ensaios de PCR
foram realizados com as amostras C39 e C74. Esse par de iniciadores foi
desenhado de maneira a parear-se internamente na orf2 e no gene cesAB de
EPEC (figura 10). Ao estabelecer-se uma temperatura de anelamento de 50°C foi
possivel gerar o produto de tamanho esperado a partir do DNA da amostra C39 e
também para o controle positivo (figura 10B).

Em relagdo a amostra C74, esta temperatura mostrou-se pouco adequada,
uma vez que gerava produtos inespecificos e uma menor quantidade de DNA
amplificado em relacdo a amostra C39 e ao controle positivo. Para solucionar este
problema realizamos a PCR em gradiente de temperatura e foi curioso notar que
0 experimento resultou na amplificacdo de fragmentos de DNA em uma faixa de

temperatura mais baixa, em torno de 47°C, mas também outros apresentando



fragmentos de DNA provavelmente inespecificos e melhor amplificacdo em

temperaturas mais altas, 59,6, 61,7 e 62,2T (figura 10C). Contudo, ao tentarmos

novas amplificacbes na temperatura de 62°C ndo obtivemos qualquer

amplificacdo. Assim, mantivemos a estratégia de recuperar os fragmentos de

tamanho esperado a partir do gel de agarose. Todo o DNA recuperado foi

purificado e quantificado, sendo entdo utilizado nos procedimentos subsequentes.
A

~==750pb

- 500pb
250pb

M/M  47,1°C 47,5°C 48,3°C 49,7°C 51,4°C 53,4°C 55,3°C 57,3°C 59,6°C 61,0°C 61,7°C 62,2°C

826pb-
556pb——

287pb——

Figura 10. (A) Diagrama da orf2/ cesAB com suas regides flanqueadoras em EPEC
E2348/69. Sdo assinaladas, as seqUéncias iniciadoras utilizadas neste trabalho e o
tamanho do fragmento esperado na amplificacé@o. (B) Perfil eletroforético dos produtos de
PCR, empregando os iniciadores orf2 for/ cesAB rev, com DNA de C39 e dos controles
negativo C600(K12) e positivo E2349/68. MM: Marcador de massa molecular 1kb DNA
Ladder (Promega). (C) Perfil eletroforético dos produtos de PCR em gradiente de
temperatura, empregando os iniciadores orf2 for/ cesAB rev, com DNA de C74. MM:
Marcador de massa molecular TTSS Ladder.
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3.2.2. Sequienciamento e caracterizacéo dos produtos de PCR.

Os fragmentos de DNA do isolado C39 foram submetidos a clonagem no
vetor pGEM-T Easy (Promega) e células competentes da linhagem DH5-a foram
transformadas. As células que continham o inserto foram selecionadas e
submetidas a extracdo de DNA plasmidial e PCR com os iniciadores Universal e
Reverso para confirmacéo da presenca do inserto (Figura 11). Um total de quatro
clones transformantes foram selecionados e analisados quanto a presenca do
inserto. Para a amostra C74, os fragmentos de DNA provenientes da PCR foram
purificados, quantificados e submetidos diretamente ao sequienciamento com 0s

iniciadores especificos orf2-for/ cesAB-rev.

Figura 11. (A) Perfil eletroforético do DNA plasmid ial purificado a partir dos clones
transformantes contendo o fragmento de DNA correspo ndente da amostra C39 e
(B) da PCR empregando o DNA plasmidial e os iniciad  ores universal e reverso.(B)

Os produtos provenientes da PCR e aqueles clonados no vetor pGEM-T
Easy foram submetidos ao seqlienciamento automatico no seqlenciador
Megabace (Laboratério de Biologia Molecular, Universidade de Brasilia).

O fragmento de DNA amplificado pelo par de iniciadores ORF2/cesAB
possui apenas 495pb de extensédo, contemplando a maior parte da orf2 e também
grande parte do gene cesAB. O resultado do sequenciamento confirmou a
presenca de sequéncias similares a orf2 e ao gene cesAB em ambos os isolados
de DAEC. Valores de similaridade bastante elevados foram observados em

relacdo as linhagens patégenas tanto de humanos como de bezerros e coelhos.
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Novamente foi possivel verificar um alto grau de similaridade com a linhagem de
Citrobacter rodentium, confirmando assim o elevado grau de conservacdo dos

genes TTSS em diferentes espécies de patdgenos (Tabela 4).

TABELA 4. Analise de similaridade dos fragmentos de DNA gerad  os pelo
par de iniciadores ORF2/cesAB.

gene/amostra | acesso organismo origem identidade
AB426060 EPEC 0111: H™ humanos | 100% em 464nt
ORF2/cesAB | AJ277443 STEC 026:H" bovinos | 100% em 464nt
C39 AF453441 REPEC O15:H" coelhos | 100% em 464nt

(468 pb)  ["AE005174 | EPEC E2348/69 O127:H7 | humanos | 95% em 469nt
AF022236 | EHEC 0157:H7 EDL933 | humanos | 95% em 469nt
AF311901 Citrobacter rodentium murinos | 85% em 463nt

AB426060 EPEC 0111: H™ humanos | 98% em 434nt
ORF2/cesAB | AJ303141 EHEC 0103:H2 bovinos | 98% em 434nt
C74 AJ277443 STEC O26:H" bovinos | 98% em 434nt

(449 pb) AF022236 | EPEC E2348/69 O127:H7 | humanos | 93% em 435nt
AE005174 | EHEC O157:H7 EDL933 | humanos | 93% em 435nt
AF311901 Citrobacter rodentium murinos 83% em 437nt

Os escores de similaridade observados em relacdo as amostras C39 e C74
foram bastante proximos. A realizacdo de um alinhamento mdaltiplo entre as
sequéncias relativas as nossas amostras e aquelas de maior escore de
similaridade encontradas nos bancos de dados, além de EPEC E2348/69 e C.
rodentium (Figura 12) revela que as linhagens O26:H e 0111:H assemelham-se
mais entre si e em relacdo as nossas amostras. Nota-se também que a amostra
C74 difere em apenas 13 nucleotideos, aproximadamente 2,92%, em relacdo a
amostra C39. Tal observagdo deve ainda ser confirmada por meio de novos

sequenciamentos de tais DNAS.
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Figura 12. Alinhamento mudltiplo entre as sequéncias nucleotidicas relativas a

orf2/cesAB de STEC 026:H °, EPEC O111:H", EPEC E2348/69, Citrobacter rodentium
e das amostras C39 e C74 .

3.3. Deteccéo e caracterizacao dos provaveis genes escR e escT e sepQ

Os genes escR, escT, pertencentes ao operon LEE1 em EPEC 2348/69,
codificam componentes estruturais do TTSS. As proteinas EscR e EscT ancoram-
se a membrana interna bacteriana, conferindo sustentacdo ao aparato de
secrecdo (Figura 5). Tampakaki et al. (2004) demostraram que a morfologia
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dessas proteinas estruturais € bastante similar em Yersinia, E. coli e
Pseudomonas syringae, reforcando que o TTSS é conservado em varias
espécies. O gene sepQ, contido no operon LEE2, codifica uma proteina estrutural
do TTSS que se localiza na base do complexo. Embora sua funcdo exata nao
tenha sido elucidada até o momento, estudos recentes sugerem que 0 gene seja
renomeado, passando a denominar-se escQ devido a sua similaridade com o
gene YscQ de Yersina spp (Pallen et al.,2005), que forma o anel interno junto ao
corpo basal do TTSS (Jakson & Plano, 2000).

Figura 13. Representacdo esquematica do TTSS de EPE C e EHEC. Localizacdo das
proteinas EscR, EscS, EscT e SepQ na regido basal do aparato. IM, membrana interna;
PG, peptideoglicano; OM, membrana externa; EM, membrana eucarittica. (Pallen et al.,
2005).

3.3.1. Experimentos de PCR

Trabalhos previamente realizados por nosso grupo (Kyaw, 2004)
resultaram na amplificacdo de um fragmento de DNA correspondente aos
provaveis genes escR, escS e escT, empregando um par de iniciadores
denominados RST3 e RST4, que tinham como regides flanqueadoras a orf5 e 0
gene escU (Figura 11). No entanto, como néo foi possivel clonar tal fragmento de

DNA, foram realizados novos experimentos de PCR, empregando outros

59



2000pb
1752pb
1500pb

conjuntos de iniciadores, denominados RST3/escR rev para o provavel gene
escR, e escT for/RST4 para o provavel gene escT, na tentativa de clonar tais
genes (Figura 14a).

As reacoes utilizando como molde o DNA da amostra C39 foram positivas
na temperatura de anelamento de 50°C com os pares RST3/RST4, RST3/escR
rev e também escT for/RST4, que geraram fragmentos de DNA de
aproximadamente 1757pb, 714pb e 837pb, respectivamente (Figura 14b).

A
RET3-FOR P
AT A -
o escR - REV
estT- FOR P
e S - [
4 RST4-REV
837 pb
B
R T

1000pb
750pb

500pb

Figura 14. (A) Diagrama esquematico dos genes escR e escT e suas regides
flanqueadoras em EPEC E2348/69. Sao assinaladas as sequéncias iniciadoras
utilizadas neste trabalho e o tamanho do fragmento esperado na amplificacdo. (B) Andlise
eletroforética dos produtos de PCR, empregando os iniciadores RST3 for e RST4 rev,
RST3 for/escR rev e escT for/RST4 rev, a partir do DNA extraido da amostra C39 e dos
controles negativo C600(K12) e positivo E2349/68. MM: Marcador de massa molecular
1kb DNA Ladder.

Em relagdo & amostra C74 néo foi possivel obter o produto em quantidade
suficiente para sequenciamento e clonagem com o par de iniciadores
RST3/RST4. No caso do provavel gene escR obtivemos um fragmento de DNA de
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tamanho esperado, empregando 50°C como temperatura de anelamento. No
intuito de avaliarmos a eficiéncia de amplificacdo em outras faixas de
temperatura, submetemos o DNA da amostra C74 a uma PCR empregando um
gradiente de temperatura, que resultou na amplificacdo de um fragmento de DNA
em todas as temperaturas (figural5A). Outros ensaios de PCR foram realizados
usando os iniciadores especificos para o provavel gene escT, mas estes
resultaram na amplificacdo de mais de um fragmento de DNA. Por esta razao, foi
realizado um experimento de PCR empregando gradiente de temperatura, que
também resultou na amplificacdo de mais de um fragmento de DNA. Assim, foi
necessario realizar a purificacdo do fragmento de tamanho esperado a partir do
gel de agarose (figura 15B). Todos os produtos das reacdes de PCR foram entéo

purificados e quantificados para utilizacdo nos procedimentos subsequentes.

MM 47,1°C 47,5°C 48,3°C 49,7°C 51,4°C 53,4°C 55,3°C 57,3°C 59,6°C 61,0°C 61,7°C 62,2°C

1008pb i
826pb.

-_— e .
556pb 7 - - e .

M/M  47,1°C 47,5°C 48,3°C 49,7°C 51,4°C 53,4°C 55,3°C 57,3°C 59,6°C 61,0°C 61,7°C 62,2°C

994pb
826pb
556pb

B

Figura 15. Andlise eletroforética dos produtos de P CR em gradiente de temperatura,
empregando os iniciadores RST3/escR rev (A) e escT  for/RST4, a partir do DNA extraido
da amostra C74(B).

A amplificac@o do provavel gene sepQ a partir do DNA da amostra C39, foi
realizada empregando-se 50°C como temperatura de anelamento, os iniciadores

sepQ-for/sepQ-rev, a qual gerou um fragmento de DNA de aproximadamente
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740pb (Figura 16). No caso da amostra C74, praticamente ndao houve
amplificagéo nesta temperatura. Em uma PCR com gradiente de temperatura, foi
possivel amplificar o fragmento relativo ao provavel gene sepQ, apesar da
amplificacdo de outros fragmentos inespecificos. Por esta razdo, foi necessario
realizar a purificacdo do fragmento de tamanho esperado a partir de um gel de
agarose. Todos os produtos de amplificacdo foram purificados e eluidos, sendo

posteriormente utilizados nas reacdes de sequenciamento e clonagem.

A
sepQ- FOR P
o A -
o sepQ-REV
740 pb
B C

C39 C39 C600 EPEC M/M

MM 47.1°C 47,5°C 48.3°C 49,7°C 51,4°C 534°C 553°C 57 3°%C 596°C 61,0°C 61,7°C 62.2°C

1000pb  1008pb
B26pb

740pb
500pb

556ph-

Figura 16. Diagrama esquemético do gene  sepQ e suas regides flanqueadoras em
EPEC E2348/69. Sdo assinaladas as sequéncias iniciadoras utilizadas neste trabalho e o
tamanho do fragmento esperado na amplificacao (A). Analise eletroforética dos produtos
de PCR, empregando os iniciadores sepQ-for/ sepQ-rev, a partir do DNA extraido da
amostra C39 e dos controles negativo C600(K12) e positivo E2349/68 (B). Analise
eletroforética dos produtos de PCR em gradiente de temperatura, empregando 0s
iniciadores sepQ-for/ sepQ-rev, a partir do DNA extraido da amostra C74(C).
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3.3.2. Sequienciamento e caracterizacdo dos produtos de PCR

3.3.2.1. Provavel gene escR.

Os fragmentos de DNA provenientes da amostra C39 foram clonados no
vetor pGEM-T Easy (Promega) e células competentes da linhagem DH5-a foram
transformadas. Quatro col6nias brancas, provavelmente contendo o inserto, foram
selecionadas e submetidas a extracdo de DNA plasmidial e PCR com os
iniciadores Universal e Reverso, a fim de confirmarmos a presenca do inserto
(Figura 17). Para a amostra C74, os fragmentos provenientes das diversas PCRs
foram purificados, quantificados e submetidos diretamente ao sequenciamento

com os iniciadores especificos RST3 for/ escR rev.

Figura 17. (A) Perfil eletroforético do DNA plasmid ial purificado a partir dos clones
transformantes contendo fragmento de DNA de C39 e ( B) da PCR empregando o
DNA plasmidial, e os iniciadores Universal e Revers 0.

O sequenciamento dos fragmentos de DNA amplificados a partir do DNA
das amostras C39 e C74 revelou que estes consistem no provavel gene escR
completo, flanqueado por pequenas sequéncias correspondentes a orf5 e ao gene
escS. Notamos que o gene escR mantém-se bastante conservado nas varias
linhagens de E. coli isoladas de humanos, bovinos e coelhos, com valores de
100% de identidade entre essas linhagens e a amostra C39, e de até 96% para a
amostra C74 (Tabela 5).
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Tabela 5 — Andlise de similaridade dos fragmentos d e DNA gerados pelo par
de iniciadores RST3 for/ escR rev.

gene/amostra | acesso Organismo origem identidade
AB426060 | EPEC 0111: H™ humanos | 100% em 816nt
AJ277443 | STEC O26:H" bovinos 100% em 816nt
escR/C39 AF453441 | REPEC O15H coelhos 100% em 816nt
(816 pb) EPEC E2348/69 o
AF022236 0127'H7 humanos | 96% em 818nt
EHEC O157:H7 o
AEQ005174 EDL933 humanos | 96% em 818nt
AF311901 | Citrobacter rodentium murinos 88% em 818nt
AB426060 | EPEC 0111: H™ humanos | 96% em 670nt
AJ277443 | STEC O26:H" bovinos 96% em 670nt
escR/C74 AF453441 | REPEC O15H coelhos 96% em 670nt
(680 pb) EPEC E2348/69 o
AF022236 0127°H7 humanos | 94% em 672nt
EHEC O157:H7 o
AEQ005174 EDL933 humanos | 94% em 672nt
AF311901 | Citrobacter rodentium murinos 86% em 673nt

O alinhamento entre as proteinas EscR de EPEC O111:H", STEC O26:H",
REPEC O15:H e EPEC E2348/69 e a proteina predita do provavel gene escR das
amostras C39 e C74 revela que o fragmento de DNA obtido contém o provavel

gene escR completo na amostra C39 (Figura 18). Nota-se que as proteinas sao

altamente conservadas nos diferentes isolados sendo EPEC O111:H", STEC
026:H, REPEC O15:H e a DAEC C39 idénticas. Embora haja diferencas em
relagdo a sequéncia nucleotidica do gene escR entre EPEC E2348/69 e as
demais amostras, as proteinas diferem em apenas um amino&cido na posicéo
109, ocorrendo a substituicdo de uma isoleucina por fenilalanina.

A seqliiéncia do provavel gene escR da amostra C39 foi depositada no

banco de dados GenBank sob o nimero de acesso EU715411.
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Figura 18. Alinhamento mdltiplo entre a proteina Es cR de EPEC O111:H", STEC
026:H’, REPEC O15:H e EPEC E2348/69 e a proteina predita das amostras C39 e
C74.

3.3.2.2. Provavel gene escT

O DNA originado das PCR realizadas com a amostra C39 foi
utilizado para clonagem e utilizado na transformacédo de células competentes da
linhagem DH5-a. Pelo menos seis coldnias brancas provavelmente contendo o
inserto, foram selecionadas e submetidas a extragdo de DNA plasmidial. Apés
PCR com os iniciadores Universal e Reverso, confirmarmos a presenca do inserto
em trés das coldnias selecionadas (Figura 19). J4 para a amostra C74, os
produtos das diversas PCRs foram purificados, quantificados e submetidos
diretamente ao seqienciamento com os iniciadores especificos escT for/ RST4.
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Figura 19. (A) Perfil eletroforético do DNA plasmid ial purificado a partir dos clones
transformantes contendo fragmento de DNA da amostra C39 e (B) da PCR
empregando o DNA plasmidial, e os iniciadores Unive  rsal e Reverso.

Os resultados das andlises das sequéncias pelos programas BLAST e
FASTA, estdo resumidas na tabela 6. Estes revelam que o sequenciamento do
fragmento de DNA amplificado pelo par de iniciadores escT-for/RST4, a partir do
DNA da amostra C39 resultou em 99% de identidade em relacdo a amostras
isoladas de humanos e de bovinos. O resultado do sequenciamento da amostra
C74 revelou valores de identidade menores, em torno de 87%. E importante
ressaltar que esse resultado menor de identidade provavelmente advém da

qualidade inferior obtida no sequienciamento.
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Tabela 6 — Analise de similaridade dos fragmentos d
de iniciadores escT for/ RST4 rev.

e DNA gerados pelo par

gene/amostra | acesso organismo origem identidade
AB426060 | EPEC 0111: H™ humanos | 99% em 754nt
AJ303141 | EHEC O103:H2 bovinos | 99% em 754nt
AJ277443 | STEC O26:H" bovinos | 99% em 754nt
escT/C39 EPEC E2348/69
(753 pb) AF022236 0127:H7 humanos | 95% em 754nt
EHEC O157:H7
AEQ005174 humanos | 94% em 754 nt
EDL933
AF311901 | Citrobacter rodentium murinos | 87% em 755 nt
AB426060 | EPEC 0111: H™ humanos | 87% em 662nt
AJ303141 | EHEC O103:H2 bovinos | 87% em 662nt
AJ277443 | STEC O26:H" bovinos | 87% em 662nt
escT/C74 | AF200363 | REPEC O15-H- coelhos | 879% em 662nt
656 pb
(656 pb) EPEC E2348/69
AF022236 humanos | 86% em 588nt
0127:H7
EHEC O157:H7
AE005174 humanos | 85% em 589nt
EDL933

A partir do alinhamento dos fragmentos de DNA correspondentes ao

provavel gene escT das amostras de DAEC com 0s genes que apresentaram

maior identidade (Figura 20), observamos que a identidade n&o foi de 100% entre

C39 e EPEC O111:H e STEC 026:H devido a presenca de uma citosina na
posicdo 718 e um gap na posicdo 796. Para a amostra C74 podemos notar

também divergéncia em mais de 100 nucleotideos, além de algumas insercdes de

bases, provavelmente decorrentes de uma menor qualidade da sequiéncia gerada.

Para o provavel gene escT da amostra C39, o fragmento correspondeu quase a

totalidade do gene, faltando apenas cerca de 21 pares de bases do inicio do

gene.
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Figura 20. Alinhamento multiplo entre as seqiiéncias

partir da amplificacdo do DNA das amostras de DAEC

nucleotidicas do gene escT de
EPEC O111:H", STEC 026:H’, EPEC E2348/69 e os fragmentos de DNA obtidos a

C39 e C74.
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3.3.2.3. Provavel gene sepQ

Conforme os procedimentos realizados anteriormente, os fragmentos de
DNA obtidos nas PCRs com a amostra C39 para os fragmentos obtidos foram
utilizados para clonagem e transformados em células competentes da linhagem
DH5-a. Numa primeira etapa foram selecionadas cinco colbnias provavelmente
contendo o inserto e submetidas a extracdo de DNA plasmidial (Figura 21A). Em
outro procedimento, mais duas colbnias foram submetidas a extracdo de DNA
plasmidial (figura ndo mostrada). O DNA plasmidial extraido das sete coldnias foi
submetido a PCR com os iniciadores Universal e Reverso, confirmando a
presenca do inserto em trés das colbnias selecionadas (Figura 21B). Os
fragmentos de DNA provenientes da amostra C74 foram purificados, quantificados

e submetidos diretamente ao seqienciamento.

Figura 21. (A) Perfil eletroforético do DNA plasmid ial purificado a partir dos clones
transformantes contendo fragmento de DNA correspond ente da amostra C39 e (B)
da PCR empregando o DNA plasmidial e os iniciadores universal e reverso.

Os resultados das analises de similaridade empregando o provavel gene
sepQ sdo apresentados na Tabela 7. Valores elevados de identidade foram
observados em ambas as amostras, atingindo quase 100% em relacdo as
linhagens STEC 026:H de origem bovina e EPEC 0111: H"humana. Observamos
um menor grau de identidade entre as DAECs e a linhagem EPEC E2348/69 de
usada como referéncia para confeccao dos iniciadores e EHEC EDL933, também
utilizada nesse trabalho.
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Tabela 7 — Analise de similaridade dos fragmentos de DNA gerados pelo par
de iniciadores sepQ for/ sepQ rev.

gene/amostra | acesso organismo origem identidade
AJ277443 | STEC O26:H" bovinos | 99% em 719nt
AJ303141 | EHEC 0103:H2 bovinos | 99% em 719nt
AB426060 | EPEC 0111: H™ humanos | 98% em 719nt
sepQ/ C39 EPEC E2348/69
(718 pb) AF022236 0127:H7 humanos | 89% em 725nt
AEQ005174 EREC Ol57:HY humanos | 88% em 718 nt
EDL933

AF311901 | Citrobacter rodentium murinos | 84% em 708 nt

AJ277443 | STEC O26:H" bovinos | 98% em 714nt
AB426060 | EPEC 0111: H- humanos | 98% em 714nt
AJ303141 | EHEC O103:H2 bovinos | 97% em 714nt
sepQ/C74 EPEC E2348/69 ]
(704 pb) AF022236 O127-H7 humanos | 88% em 720nt
EHEC O157:H7
AE005174 EDL933 humanos | 87% em 720 nt

AF311901 | Citrobacter rodentium murinos | 84% em 653 nt

O alinhamento das sequéncias correspondentes ao provavel gene sepQ de

DAEC com os genes homologos de maior identidade (figura 22), revela que o

gene sepQ da linhagem EPEC O111:H" diverge em apenas 2 nucleotideos em
relacdo a C39. As amostras C39 e C74 apresentam grande similaridade, exceto

pela delecéo de oito nucleotideos na amostra C74 e a divergéncia em trés bases.
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Figura 22. Alinhamento mdltiplo entre as seqiéncias nucleotidicas do gene sepQ

de EPEC O111:H", STEC 026:H, EPEC E2348/69 e a seqiéncia de DNA das
amostras C39 e C74.
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4. Ensaios para expressdo dos provaveis genes do TT  SS de DAEC

Com o éxito obtido ao constatarmos a presenca de alguns provaveis genes
TTSS nas amostras C39 e C74, iniciamos os ensaios de extracdo de RNA e
transcricao reversa, no intuito de investigar se tais sequéncias correspondiam, de
fato, a genes funcionais.

Uma vez que a expressédo de genes TTSS ainda néo foi descrita em DAEC,
buscamos informacdes sobre as condigcbes para a inducdo da expressao dos
genes TTSS em outros organismos. De maneira geral, os ensaios relatam que o
uso de condicdes similares as encontradas in vivo, promovem a expressao destes
genes. Kenny et al., (1997) relataram que, para EPEC, uma condi¢cdo similar a
encontrada no trato gastrico seria eficiente para inducado. Segundo Francis et al.,
(2002), a temperatura parece ser em parametro chave para a inducao de fatores
de viruléncia de Shigella e Yersinia. Em Shigella, o aumento da temperatura para
37°C, ha a inducdo do ativador transcricional VirF, semelhante ao AraC,
resultando na ativacdo de uma cascata regulatéria mediada por VirB, que ira
ativar os genes requeridos para montagem do TTSS e secre¢édo dos substratos
envolvidos na invasao celular e disseminacdo do microrganismo (Tobe et al.,
1991). Em consenso a outros grupos de trabalho, Ando et al. (2007) relatam que a
expressdo e secrecao de fatores de viruléncia sao altamente reguladas e
respondem a estimulos ambientais como o pH, temperatura e disponibilidade de

nutrientes.

4.1. Inducao da expressao dos provaveis genes do TT  SS de DAEC.

Estabeleceu-se as condi¢cdes de cultivo para as amostras escolhidas,
visando a manutencdo do pH em torno de 7,5 e a temperatura em 37<C. Alguns
trabalhos relatam o uso de DMEM como o meio de cultura mais propicio para
crescimento e expressao, porém, apoés testes, obtivemos melhores resultados
utilizando o meio LB tamponado com Tris-HCI 0,1 M, pH 7,5.

A partir de inéculos das amostras EHEC EDL 933, EPEC 2348/69, C39 e

C74 crescidos em meio LB por uma noite, sob agitacao, a 37<C, utilizamos uma
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aliquota de 50 uL de cada cultura que foi transferida para tubos contendo 5 mL de
meio LB tamponado com Tris-HCI 0,1 M, pH 7,5. Para cada amostra, foram
preparados 5 tubos, um para cada tempo de inducdo, conforme descrito no item
6.2 dos Materiais e Métodos. Apds, procedemos a extracdo do RNA total (Figura
23) com o kit “TRIzol® Reagent”.

30 minutos 1 hora 2 horas

3 horas e 30 punutos 5 horas

Figura 23. Perfis eletroforéticos dos RNAs extraido s de C39 e C74 e dos controles
positivos EHEC EDL933 e EPEC E2348/69. Sao apresentados os tempos de 30
minutos, 1 hora, 2 horas, 3 horas e 30 minutos e 5 horas de inducédo da expressao dos
genes LEE.

Apés a extracdo procedeu-se tratamento para a eliminacdo de qualquer
traco de DNA contaminante. Para tanto, utilizamos a enzima DNAse |
Amplification grade (Invitrogen), na proporgéao de 1 pL (uma unidade) por 1 pg de
RNA. Em seguida, realizamos PCR nas mesmas condigdes dos ensaios
anteriores com DNA, com temperatura de anelamento de 51C e como molde, o
RNA tratado para confirmacao do tratamento com DNase I. (Figura 24). O par de
iniciadores N1/N2, tem como alvo parte do gene escN, que codifica uma ATPase,

cuja atividade é necessaria durante a montagem e secre¢do das proteinas do
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TTSS (revisado por Galan e Wolf-Watz, 2006). Os resultados obtidos revelaram
que o tratamento com DNase | foi bem sucedido, uma vez que néo foi possivel

evidenciarmos qualquer produto de amplificacdo a partir dos varios RNAs

testados.
30 munutos 1 hora 2 horas
{ & Al I & Al { & Al
EH EP 39 74 EH EP 30 74 EH EP 39 ™
EIY 1Y T im
- emee e
o
3 horas e 30 minutos 5 horaz
A
i 4 A
EH EP 39 74 EH EP 39 74 EP 39
Smee - ®ew 4
Figura 24. Perfil eletroforético dos produtos ampli ficados pelo par de iniciadores

N1/N2, apés tratamento com DNase |, empregando como  moldes os RNAs de C39 e
C74, EHEC EDL933 e EPEC E2348/69, extraidos nos cin co tempos de indu¢cdo. Em
vermelho os controles positivos com DNA das amostras EPEC e C39.

O RNA tratado obtido foi utilizado como molde para as reacdes de RT-PCR
em condicdes livre de RNAse, e o cDNA resultante foi utilizado em ensaios de
PCR com os pares de iniciadores para 0os genes cesAB, escT e escR, objeto
deste estudo. Como controle da expressdo dos RNAs utilizamos o par de
iniciadores GAP F/GAP R, direcionados ao gene que codifica a enzima da via
glicolitica gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, de expressao constitutiva, além

do par de iniciadores N1/N2.
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4.2. Analise da expressdo dos provaveis genes do TT SS de DAEC em
condig¢des de indugéo.

As primeiras analises da expressao dos genes TTSS foram feitas por PCR,
com o0 uso dos iniciadores escR/RST3 que, nos ensaios anteriores, gerou um
fragmento de DNA correspondendo ao gene escR completo, e ainda com o0s
iniciadores N1/N2 que, como mencionado anteriormente, amplifica parte do gene
escN, uma importante ATPase. Analises de expressédo génica da linhagem Sakai
de EHEC O157:H7 realizados por Dahan et.al., 2004, demonstraram a presenca
de escN em tempos iniciais e tardios de inducéo. Por esta razdo, empregamos 0s
iniciadores N1/N2, pois julgamos ter uma maior chance de observar a expressao
do gene escN.

A Figura 25 indica que o fragmento de DNA obtido na PCR apresentava o
tamanho esperado, de aproximadamente 856 pb. No entanto, a expresséo foi
bastante diferenciada entre as amostras e, contrariamente ao observado por
Dahan e colaboradores (2004), verificamos uma baixa eficiéncia de amplificacao.
Para EPEC, observamos amplificacdo somente aos 30 minutos e ap0s duas
horas de inducdo. No tempo de uma hora, ndo houve amplificacdo a partir de
qualguer amostra. O dado mais expressivo é observado em relacdo & amostra
C39, onde observamos amplificados em quase todos os tempos de inducédo
exceto em 1 hora e curiosamente, 0 oposto nota-se com a amostra C74, que néo

gerou produtos em nenhum dos tempos de indugéo.
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Figura 25. Perfil eletroforético dos produtos ampli ficados com o par de iniciadores
N1/N2, a partir do cDNA das amostras EHEC, EPEC, C3 9 e C74 nos diferentes
tempos de indugdo. Em azul o controle positivo da PCR, EP(DNA de EPEC), e os
controles da RT, positivo CAN(canamicina) e negativos s/IRNA (sem RNA) e s/TR (sem
transcriptase reversa). M/IM TTSS Ladder.

A PCR com iniciadores direcionados ao gene escR resultou na
amplificagdo de produtos em diversos tempos de indugdo, com resultados
melhores que os observados com o par de iniciadores N1/N2. Podemos notar a
presenca de fragmentos de aproximadamente 714pb em todas as amostras, em
todos os tempos de inducdo com excecdo da amostra C74, que novamente nao
gerou qualquer DNA amplificado (Figura 26).

Estes primeiros resultados podem indicar uma provavel diferenca nos
mecanismos de regulacdo da expressao dos genes do TTSS em relacdo as
amostras C39 e C74 e também aos controles. O fato do resultado de expresséo
para amostra C74 ser tdo distinto, pode corroborar os resultados obtidos nos
ensaios anteriores de PCR com DNA gendmico, onde observamos que 0S
produtos das amplificacdes desta, possuiam um menor grau de similaridade em

relacdo & amostra C39, talvez sugerindo uma origem distinta do TTSS.
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Figura 26. Perfil eletroforético dos produtos ampli ficados com o par de iniciadores
escR rev/RST3 com o cDNA das amostras controle EHEC , EPEC, C39 e C74 nos
diferentes tempos de indugdo. Em azul o controle positivo da PCR, EP(DNA de EPEC),
e os controles da RT, positivo CAN(canamicina) e negativos sem RNA e sem
transcriptase reversa. M/M TTSS Ladder

Para observar a eficiéncia da inducdo e de transcricdo dos genes de
nossas amostras de DAEC e dos controles, uma nova RT-PCR foi realizada,
porém deixamos como amostra controle apenas a EPEC 2348/69 por esta ter sido
usada como molde para o desenho dos pares de iniciadores. Desta vez
realizamos a PCR com uma temperatura de anelamento de 52<C, usando o cDNA
das amostras com o par de iniciadores GAP F e GAP R. Esta PCR demonstrou
gue a inducao nos diversos tempos propiciou a transcricdo do gene de interesse,
inclusive para amostra C74, revelando que o experimento de transcricao reversa

havia funcionado satisfatoriamente (Figura 27).
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Figura 27. Perfil eletroforético dos produtos ampli ficados com o par de iniciadores
GAP F e GAP R a partir do cDNA da amostra controle EPEC, C39 e C74 nos
diferentes tempos de indugdo. Controle negativo sS/RNA (sem RNA), controle positivo
EP (EPEC). M/M TTSS DNA Ladder.

Uma nova PCR foi realizada com o par de iniciadores N1/N2 (Figura 28),
utilizando uma temperatura de anelamento inferior, 46C. Os resultados revelaram
a presenca de produtos de amplificacdo apenas nos tempos de 30 minutos, 2h e
5 horas de inducdo para o controle EPEC, sendo este perfil também observado
pata a amostra C39. Ja para a amostra C74 novamente ndo observamos a
presenca de fragmentos de DNA amplificados.
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Figura 28. Perfil eletroforético dos produtos ampli ficados com o par de iniciadores
N1 e N2 a partir do cDNA da amostra controle EPEC, C39 e C74 nos diferentes
tempos de inducdo. Controle negativo sS/IRNA (sem RNA), controle positivo EP (EPEC).
M/M TTSS Ladder.

Em uma nova PCR com os iniciadores escR rev/ RST3, usando uma
temperatura de anelamento de 52<C, detectamos a pro ducdo de segmentos de
DNA de tamanho esperado em todos os tempos de inducdo, exceto com 30
minutos, para as amostras EPEC, C39 e também para amostra C74, apesar de
notadamente menos eficiente. Nesse caso, 0 aumento de temperatura de
anelamento em apenas 2T parece ter sido crucial para eficiéncia da amplificacédo
do cDNA da amostra C74. (Figura 29)
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Figura 29. Perfil eletroforético dos produtos ampli ficados com o par de iniciadores
RST3 / escR rev a partir do cDNA da amostra control e EPEC, C39 e C74 nos
diferentes tempos de indugdo. Controle negativo sS/RNA (sem RNA), controle positivo
EP (EPEC). M/M TTSS DNA Ladder.

Diante destes resultados, outros pares de iniciadores que previamente
haviam amplificado fragmentos de DNA relativos aos genes do TTSS em nossas
amostras de DAEC foram testados, especificamente os pares orf3/cesAB e escT
for/ RSTA4.

No caso do gene cesAB, com uma temperatura de anelamento de 51T,

apenas a amostra controle EPEC gerou fragmentos de DNA de tamanhos

esperado em todos os tempos de indugao (figura 30).
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Figura 30. Perfil eletroforético dos produtos ampli ficados com o par de iniciadores
cesAB for/orf3 rev a partir do cDNA da amostra cont  role EPEC, C39 e C74 nos
diferentes tempos de indugcdo. Controle negativo sS/RNA (sem RNA), controle positivo
EP (EPEC). M/M TTSS DNA Ladder

Os resultados obtidos com os iniciadores escT for/RST4, a 51<C, revelaram
que houve a expressao do gene escT em todos os tempos de inducéo para as
amostras EPEC e C39. Em relacdo a amostra C74, observou-se a geracao de
produtos de amplificacdo apenas no tempo de inducéo de 3 horas e meia. (Figura
31).
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Figura 31. Perfil eletroforético dos produtos ampli ficados o par de iniciadores escT
for/RST4 a partir do cDNA da amostra controle EPEC, C39 e C74 nos diferentes
tempos de inducdo. Controle negativo sS/IRNA (sem RNA), controle positivo EP (EPEC).
M/M TTSS DNA Ladder

De maneira geral, podemos inferir que as amostras C39 e C74 de DAEC
expressam 0s genes TTSS escN, escR, cesAB e escT. Porém, notadamente
observamos comportamentos distintos tanto nos tempos de inducdo entre as
amostras, como também na eficiéncia das amplificacfes utilizando o cDNA como
molde. Assim, novos experimentos devem ser realizados a fim de otimizarmos 0s
tempos e condigdes de indugao para cada amostra. Entretanto, nossos resultados
sugerem fortemente que as amostras de DAEC utilizadas neste trabalho possuem
um TTSS funcional.

4.3. Andlise da expressdo dos provaveis genes do TT SS de DAEC na
auséncia de condi¢des de inducéo.

Para finalizar os experimentos de expressdo, realizamos as etapas de
extracdo de RNA, eliminagdo do DNA contaminante e RT-PCR das amostras

EPEC, C39 e C74 na auséncia de condi¢gBes de indugéo (tempo zero de inducgéo),
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a fim de avaliarmos se o0s provaveis genes TTSS estavam sendo expressos
constitutivamente, ou se havia mesmo inducdo. Para isso, as amostras foram
cultivadas em meio LB ndo tamponado. Os resultados dos experimentos de PCR
mostram que para os iniciadores dirigidos aos genes cesAB, escR, escT (Figura

32) ndo houve a expresséo dos genes no tempo zero.

A

MM 38 38 74 74 EP EP H0 EP
c/RT s/RT c/RT s/RT c/RT

39 39 74 74 EP EP H:0 EP

MM URT sRT oRT s/RT cRT

39 39 74 74 EP EP H:0 EP

MM

c/RT s/RT c/RT s/RT co/RT s/RT c/RT

Figura 32. Perfil eletroforético dos produtos ampli ficados com o par de iniciadores
cesAB for/orf3 rev, RST3/escR rev, escT for/RST4 a  partir do cDNA de EPEC, C39 e
C74 nos diferentes tempos de inducdo.  Controle negativo s/RNA (sem RNA), controle
positivo EP (EPEC). M/M TTSS DNA Ladder
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Ja para o gene constitutivo GAP, podemos observar que este estava sendo
expresso no tempo zero conforme o esperado, mas, ndo em todas as amostras.
Para a amostra C74 nao houve amplificacdo, o que pode indicar algum problema
na condigéo de inducdo ou de amplificacao.

39 39 74 T4 EP EP H:0
¢/RT s/RT c¢/RT s/RT Cc/RT s/RT C/RT

MM

Figura 33. Perfil eletroforético dos produtos ampli ficados com o par de iniciadores
GAP F/GAP R a partir do cDNA de EPEC, C39 e C74 no tempo zero de indu¢cdo. M/M
TTSS DNA Ladder.



Conclusbes

Este trabalhou permitiu a identificacdo, em amostras de DAEC, das
provaveis rorfl e orf2, além dos possiveis genes cesAB, escR, escT e sepQ,
componentes do TTSS, com organizacdo semelhante a de outros organismos.

- as amostras C39 e C74 apresentam padrdes distintos de amplificacdo em
relacdo a temperatura de anelamento

- escores de similaridade de 100% foram obtidos nas analises dos
provaveis rorfl, orf2/cesAB e escR para a amostra C39 e linhagens de EPEC,
EHEC, STEC.

- a amostras C39 e C74 apresentam maior similaridade com linhagens
isoladas de coelhos e bovinos para a rorfl. Os provaveis genes cesAB, escR,
escT, apresentam similaridade maior com linhagens obtidas de humanos e
bovinos sendo esses genes 0s mais conservados nas linhagens analisadas. Ja o
provavel sepQ apresenta maior similaridade com linhagens de origem bovina do
que humana.

- O provavel gene escR de tamanho completo, foi obtido para amostra C39
e sua sequéncia depositada no banco de dados GenBank sob o numero de
acesso EU715411.

- Foi possivel clonar os fragmentos de DNA relativos aos genes rorfl,
orf2/cesAB, escR, escT e sepQ obtidos da amostra C39, visando futuras analises.

- Os provaveis genes cesAB, escR, escT e escN sdo transcritos quando
culturas sdo submetidas a condi¢cdes de inducao in vitro.

- As analise de expressao revelou padrdes de expressao distintos entre as
amostras C39 e C74.
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Perspectivas:

- Caracterizacao e clonagem dos demais genes que compdem TTSS.

- Caracterizar o operon LEE5, pois este contém o0s genes codantes de
fatores de viruléncia indutores da lesdo A/E causada por EPEC, nao
presente em DAEC.

- Aperfeicoar as condi¢des de inducéo da transcricdo de genes do TTSS.

- Deteccéao de proteinas do TTSS.

- Obtencéo de fragmentos completos de componentes do Complexo
Agulha através de Microscopia Eletrénica e Microscopia de Forgca Atdémica.
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