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"Se eu vi mais longe, foi por estar sobre ombros
de gigantes."
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RESUMO

O operon bgl codifica as enzimas responsdveis pelo metabolismo de B-glicosideos, como
salicina e arbutina, na bactéria Escherichia coli. Entretanto, estudos apontam uma possivel
relacdo deste operon com a viruléncia de E. coli patogénicas extraintestinais (ExPEC). Em
estudos anteriores, um mutante da ExPEC avidria MT78, que teve operon bgl deletado,
apresentou atenuacdo da viruléncia tanto in vitro quanto in vivo, o que sugere uma influéncia
do operon na viruléncia desta cepa. O objetivo deste estudo foi analisar a influéncia do operon
bgl na viruléncia da cepa MT78 e tentar elucidar os mecanismos pelos quais essa influéncia
pode estar ocorrendo. Primeiramente, a funcionalidade do operon bg/ na cepa MT78 foi
confirmada através de testes de fermentacao de B-glicosideos e, entdo, o mutante MT78Abg/
foi submetido a testes fenotipicos para adesinas e motilidade. Constatou-se que ndo ha
alteragdo na producdo de fimbria do tipo 1, porém hd redugdo na motilidade do mutante.
Verificou-se também que a cepa MT78 ¢ capaz de hemaglutinagao resistente & manose, mas o
ensaio nao foi capaz de quantificar se ha alteracdo na hemaglutinacdo no mutante MT78Abgl
em comparagdo a selvagem. Outro mutante estudado, o MT78 bg/B::Tn5 (20E12), apresentou
uma atenuacdo na viruléncia ainda maior que o MT78Abgl/, além de ndo expressar fimbria do
tipo 1. Afim de verificar se possuia outras mutacdes que explicassem o fenotipo observado,
ele foi recriado por meio de outra técnica. Confirmou-se entdo, pelo novo mutante, que a
inser¢do do transposon Tn5 apenas no gene bg/B foi responsavel por abolir a expressdo de
fimbria do tipo 1, o que pode explicar a maior atenuagdo da adesdo e invasao in vitro a células
ndo-fagocitarias. Por fim, deu-se inicio a tentativa de criacdo de complementados do mutante
MT78Abgl com diferentes combinagdes dos genes do operon, que podem ajudar a elucidar os

mecanismo(s) pelo(s) qual(is) o operon bgl influencia a viruléncia em ExPEC.



ABSTRACT

The bgl operon encodes enzymes responsible for the metabolism of B-glycosides, such as
salicin and arbutin, in Escherichia coli. In addition to its metabolic role, studies indicate a
possible relationship of this operon with virulence of extraintestinal pathogenic Escherichia
coli (ExPEC). In our previous studies, a mutant of the avian EXPEC strain MT78 that had the
bgl operon deleted showed attenuation of virulence both in vitro and in vivo. Therefore, the
aim of this study was to analyze the influence of bg/ operon on virulence of the MT78 strain
and try to elucidate the mechanisms by which this influence occurs. The functionality of bgl/
operon in MT78 strain was first confirmed by fermentation of B-glycosides. Then, the
MT78Abgl mutant was subjected to a few distinct phenotypic tests for adhesins and motility.
It was found that there was no change in type 1 fimbriae production, but there was a reduction
in the motility of the mutant compared to the wild type. It was also found that the MT78 strain
was capable of mannose-resistant hemagglutination, but the assay was not sensitive enough to
quantify if there was a change in hemagglutination in the MT78Abg/ mutant. Another mutant
studied, MT78 bgl/B::Tn5 (20E12), showed an even greater attenuation in virulence than
MT78Abgl, and did not produce type 1 fimbriae. In order to verify if 20E12 had other Tn5
insertions that could explain its phenotype, the mutant was recreated by another technique.
The new mutant confirmed that the Tn5 insertion only into the bg/B gene was sufficient to
abolish type 1 fimbriae expression, which may explain the observed greater attenuation of
adhesion and invasion in non-phagocytic cell assays. Finally, attempts are under way to
complement the mutant MT78Abg! with distinct combinations of the genes of the operon, that
will help to elucidate the mechanisms by which the bgl/ operon influences virulence in

ExPEC.
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1. INTRODUCAO

1.1 ESCHERICHIA COLI

As Escherichia coli sdo bactérias gram negativas tipicamente comensais que
colonizam o trato digestivo de diversos animais, inclusive dos humanos. Comumente vivem
em uma relagdo de beneficio mituo com seu hospedeiro; entretanto ha grupos que adquiriram
fatores de viruléncia que os permitiram melhor se adaptarem a novos nichos,
circunstancialmente causando doengas aos hospedeiros.

Dependendo da combinagao dos fatores de viruléncia e das doencas causadas, as FE.
coli podem ser classificadas em diferentes patotipos. As E. coli patogénicas intestinais
(InPEC) causam essencialmente diarreias, e incluem as Escherichia coli enteropatogénicas
(EPEC), entero-hemorragicas (EHEC), enterotoxigénicas (ETEC), enteroagregativas (EAEC),
enteroinvasivas (EIEC) e de aderéncia difusa (DAEC). As E. coli patogénicas extraintestinais
(ExXPEC) sao responsaveis por diversas infeccdes fora do trato gastrointestinal, incluindo
infeccdes do trato urindrio, meningite neonatal e sepse em humanos, infeccdes em caes e

gatos de estimacao, e em animais de criagdo, como suinos € aves.

1.2 ESCHERICHIA COLI PATOGENICA EXTRAINTESTINAL

As ExXPEC mais bem estudadas sdo as E. coli uropatogénicas (UPEC), as causadoras
de meningite/sepse (NMEC) e as patogénicas aviarias (APEC). Apesar de diferenciadas em
patotipos, que refletem o local de onde foram isoladas, estudos mostram grandes
similaridades filogenéticas e de perfis de viruléncia entre cepas patogénicas humanas e
aviarias, o que sugere um potencial zoonético das cepas APEC (Moulin-Schouler 2007;
Tivendale et al. 2010) e aumenta o interesse no estudo de seus mecanismos de viruléncia.

Ha também uma alta similaridade entre cepas EXPEC e cepas de E. coli comensais
(Dobrint et al. 2011), o que refor¢a a hipdtese de que em geral as EXPEC sdo patogénicas
facultativas, vivem no intestino como comensais, onde seus genes de viruléncia podem

conferir vantagens na colonizacdo e, uma vez fora do intestino, essas cepas podem colonizar
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outras regides por acaso e causar infecgdes. Sperandio (2012) também ressalta a possibilidade
de que a viruléncia de cepas de E. coli seja ao acaso, que na verdade confiram uma vantagem
na competicdo por fontes de carbono durante a colonizagdo do intestino, e enfatiza a
importancia do estudo da relagdo entre metabolismo de carbono e a viruléncia para entender

as interagdes patdgeno-hospedeiro e possiveis implicagdes terapéuticas.

1.3 ADESINAS

As adesinas podem ser classificadas em adesinas fimbriais e afimbriais (Dziva and
Stevens 2008).

A fimbria mais comum em ExPEC ¢ a fimbria do tipo 1, codificada por um operon de
9 genes (fim). A proteina FimA, com cerca de mil copias repetidas interligadas, ¢ responsavel
pelo “corpo” da fimbria. As proteinas FimF, FimG ¢ FimH, com uma tunica unidade por
fimbria, formam a estrutura da “ponta”, sendo FimH a mais externa e responsavel pelo
reconhecimento de manose, que promove a aderéncia da bactéria as superficies mucosas
(Klemm et al. 2010).

A fimbria P ¢ outra fimbria importante para EXPEC, ¢ codificada pelo operon pap. Em
humanos esté ligada a infec¢do e colonizag@o dos rins (pielonefrite) por UPEC (Sauer et al.,
2000). Em aves, estaria associada a colonizagdo dos oOrgdos internos depois do
estabelecimento da infec¢do inicial (Pourbakhsh et al. 1997, La Ragione and Woodward,
2002).

Das adesinas afimbriais, a adesina Tsh (temperature-sensitive haemagglutinin) ¢ mais
importante para APEC por contribuir para as primeiras etapas da infec¢do, incluindo a
colonizacdo dos sacos aéreos (Dozois et al., 2000) e, assim como outras adesinas, esta ligada a

aglutinacao de hemaécias (Johnson, 1991).
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1.4 COLIBACILOSE E AVICULTURA BRASILEIRA

A produgdo de carne de frango no Brasil foi de 13,05 milhdes de toneladas em 2017,
numero que confere ao Brasil o segundo lugar no mundo em produ¢ao de carne de frango,
atras apenas dos Estados Unidos da América (18,59 milhdes de toneladas). Cerca de 67%
dessa producao foi destinada ao consumo pelo mercado interno, atingindo uma média de 42,7
kg de carne de frango por pessoa. Os estados da regido Sul do Brasil sdo os principais
responsaveis por essa producdo, contribuindo com 64,35% da produgdo nacional (ABPA
2018).

Infecgdes extraintestinais causadas por cepas de APEC, chamadas coletivamente de
colibacilose aviaria, podem manifestar-se de diversas formas, como infecgdes respiratorias,
peritonite do ovo, celulite (dermatite necrdtica), sindrome da cabeca inchada, onfalite
(infec¢ao do embrido), salpingite (infec¢do do oviduto), coligranuloma e colissepticemia,
sendo esta ultima a mais grave (La Ragione, 2002). A colissepticemia geralmente ¢ iniciada
pelo trato respiratdrio superior e culmina com a morte da ave. Na colissepticemia, o primeiro
passo para o estabelecimento da infeccdo ¢ a colonizagdo do epitélio do trato respiratorio da
ave. Depois de aderida ao epitélio, a APEC sobrevive ao influxo de heterofilos e macrofagos e
espalha-se para os oOrgdos internos. Porém, ainda ndo estd elucidado como a bactéria
ultrapassa a barreira epitelial (Pourbakhsh et al. 1997). A criagcdo de aves em confinamento
para producdo alimenticia cria ambientes propicios para a disseminagdo € para o
desenvolvimento da colisepticemia (La Ragione, 2002), que pode levar a condenagao total ou
parcial da carcaca no abatedouro.

A colibacilose avidria ¢ uma das principais causas de mortalidade e morbidade
associada a perdas economicas na produgdo avicola em todo o mundo. As perdas podem ser
devidas a reducdo das taxas de eclosdo, diminuicdo na producdo de ovos, mortalidade,
condenacao de carcaca no abate e custos associados ao tratamento e profilaxia (Guabiraba e

Schouler, 2015).
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1.5 A cepa MT78

A cepa APEC MT78 foi isolada da traqueia de uma galinha com colibacilose, na
Franca, em 1982 (Dho e Lafont, 1982). A MT78 apresenta alta patogenicidade em modelos in
vivo de infec¢do: causa septicemia apoOs infeccdo experimental do trato respiratdrio
(Pourbkhsh et al. 1997; Horn et al. 2012), e causou a morte de 7 entre 18 galinhas Cobb de
trés semanas infectadas intra-traqueia (Horn ef al., resultados ndo-publicados). In vitro,
interage fortemente com macrofagos avidrios, resistindo a sua capacidade fagocitica (Mellata
et al. 2003) e causando apoptose nessas células (Horn et al. 2012); e invade células do
microendotélio vascular cerebral humano (BMEC)(Germon et al. 2005), pneumocitos
humanos do tipo II (Chanteloup et al. 2011), hepatécitos (LHM)(Chanteloup et al. 2011) e
fibroblastos aviarios (Matter ef al. 2011).

Como citado anteriormente, estudos mostram grande similaridade filogenética e de
perfis de viruléncia entre cepas patogénicas humanas e avidrias, apesar de isoladas de
hospedeiros distintos. A MT78 ndo ¢ uma excecao, pois embora seja considerada APEC por
sua origem, possui genes ligados a NMECs, como ibeA, gimB, capsula K1, neuC, kpsMTII, e
ompA, e foi capaz de colonizar a bexiga em modelo murino de infec¢@o urinaria (Pavanelo et
al. 2018).

Dentre outras cepas APEC testadas, a MT78 foi a unica capaz de invadir fibroblastos
aviarios, superando inclusive o controle positivo Salmonella enterica Serovar Typhimurium
SL.1344 (Matter et al. 2011). O fato da cepa MT78 possuir uma capacidade tdo grande de
adesdo e invasdo, embora seu genétipo de viruléncia seja muito similar a outras APEC
nao-invasivas, indica que ela pode possuir genes ou mecanismos que influenciam em sua
viruléncia que ainda nao foram elucidados.

A procura de genes que podem influenciar na viruléncia desta cepa, Pavanelo D.B.
criou, por meio da técnica de STM (signature-tagged mutagenesis)(Hensel et al. 1995), uma
biblioteca de 1710 mutantes aleatorios da MT78, que foram triados a procura de atenuagao da
capacidade de invasdo a células ndo-fagocitarias. Entre os mutantes atenuados encontrados,
esta o mutante MT78bglB::Tn5 (20E12), que teve o gene para a enzima fosfo-p-glicosidase B
interrompido pela inser¢do de um transposon (Fig. 1). Para caracterizar a fungdo do operon
bgl foram criados os mutantes limpos, em que tanto o gene bglB (MT78AbglB) como todo o

operon bgl (MT78Abgl) foram removidos pela técnica lambda red de mutacdo apolar
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(Datsenko e Wanner, 2000). Ambos mutantes apresentaram atenuagao da adesao e da invasao

a fibroblastos, e o mutante MT78Abg/ apresentou atenuacao da colonizagdo da bexiga murina

in vivo (Pavanelo, 2017).

MT78

O) O O
| bgR | bgic ] bgIF bglB | boH > yiel ) yiek >
20E12 s o 5
[ bar Dl beic D] bglF ngBm boH > yiel ) yiek >
MT78Abgl -
—bgR——rT—tyre—r] e — i bgt——————yiet——T o=
MT78AbgIB - a &
baiR Dl boic D] bglF rmr I boH > yiel | yieK »

B Cene =
+F/—=- Delegio f

Insercéo de transposon

Antiterminador

Figura 1. Ilustracio do operon bg/ da cepa MT78 e seus mutantes. Operon integro na

cepa selvagem MT78, composto pelos genes bg/G, bglF, bglB, bglH, yieL e yieK; no mutante

20E12, em que o gene bgIB sofreu inser¢ao do transposon TnS; no mutante MT78Abg/, em

que todo operon foi deletado; e no mutante MT78Abgl/B, em que apenas o gene bg/B foi

deletado.

1.6 O OPERON BGL E O METABOLISMO DE [3-GLICOSIDEOS

Os B-glicosideos sdo agucares, em sua maioria de origem vegetal, que consistem em

uma molécula de glicose ligada por uma ligagdo B-1,4 a um grupamento alifatico ou
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aromatico. Os principais B-glicosideos sdo arbutina e salicina, cujos grupamentos laterais sao
2-hidroximetilfenil e 4-hidroxifenil, respectivamente (Harwani, 2014).

O operon bgl codifica todas as fungdes necessdrias para o captacdo e utilizagdo dos
acgucares P-glicosideos salicina e arbutina (Schnetz, 1995), sendo composto pelos genes bglG,
bglF, bglB, bglH, yieL (bgll) e yieK (bgIK) (Fig. 1). O gene bglG codifica um antiterminador
que age em dois terminadores rho-independentes que flanqueiam bg/G (Mahadevan et al.
1987, Schnetz and Rak, 1988). O gene bgl/F codifica uma permease PTS (sistema de
transferéncia de fosfato) que fosforila e transporta arbutina e salicina. Na auséncia de um
indutor, BglF fosforila BglG, impedindo sua fun¢do como antiterminador (Amster-Choder et
al. 1989, Schnetz e Rak 1990, Gorke e Rak 1999). O gene bg/B codifica uma
fosfo-B-glicosidase, que cliva salicina e arbutina fosforiladas (Harwani, 2014). A fungado de
BglH nao ¢ essencial para a utilizagdo de B-glicosideos; BglH ¢ uma porina de membrana
externa especifica para a absorcdo de carboidratos (Andersen et al. 1999). Nao ha fungdo
descrita para os genes yiel e yieK.

O operon bgl é um operon criptico, silenciado pela proteina similar a histona HN-S;
(Schnetz 1995), um regulador de transcricdo global em bactérias gram-negativas (Dorman
2007). Na cepa comensal K-12, nenhuma condigdo laboratorial foi capaz de desreprimir o
silenciamento, mas se sabe que a expressdo constitutiva dos genes leuO e bglJ, também
reprimidos por HN-S, é capaz de desreprimir o operon bgl. O gene leuO é um determinante de
viruléncia para Salmonella enterica; o gene bglJ, por sua vez, é codificado juntamente com o
gene yjjQ, que foi associado a patogenicidade de cepas EXPEC por afetar a captagdo de ferro
(Li et al. 2008; Sankar et al. 2009). Esses dados indicam uma possivel ligacao da regulagao
do operon bgl/ a viruléncia. Outro estudo que corrobora a ligagdo do operon bgl/ a viruléncia
identificou a expressao do operon por uma EXPEC em um modelo in vivo de infec¢ao de
figado (Khan e Isaacson, 1998).

Além da associacdo da expressdo do operon bg/ com genes ligados a viruléncia e da
identificacdo de sua expressdo in vivo, uma andlise do operon bg/ em uma colecdo de 171
1solados de E. coli mostrou que a evolugdo e estado funcional do operon estao relacionados a
filogenia de E. coli. Em isolados do grupo filogenético B2, embora criptico, o operon bgl se
mantém funcional e por vezes até apresenta um menor silenciamento pela H-NS. J& nos
grupos filogenéticos A e B1, o operon acumula mutagdes com perda de fun¢do, enquanto no

grupo filogenético D o operon apresenta perda de genes (Sankar et al. 2009), o que indica
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uma pressao seletiva neutra ou mesmo desvantajosa. O grupo B2 concentra isolados ExPEC
(Bingen et al. 1998; Johnson et al. 2001; Picard ef al. 1999), sugerindo que a funcionalidade

do operon bgl confere uma vantagem seletiva a esses patdgenos.

2. OBJETIVOS

O objetivo deste estudo € analisar a influéncia do operon bg/ na viruléncia da cepa
MT?78 e elucidar os mecanismos pelos quais essa influéncia ocorre.

Como objetivos especificos, este trabalho propde (1) verificar a funcionalidade e a
regulacdo do operon bgl na cepa selvagem MT7S8, (2) analisar fatores de viruléncia que
podem ser alterados nos mutantes para o operon bgl/, (3) complementar cromossomicamente o
mutante MT78Abgl (MT78Abgl::bgl), e (4) produzir os mutantes complementados
MT78Abgl::bglG e MT78Abgl::bglGFB.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 CEPAS BACTERIANAS, PLASMIDEOS E PRIMERS.

A principal cepa utilizada neste estudo foi a EXPEC MT78 (02:K1:HS5), ST95, isolada
de uma galinha com colibacilose associada & infecgdo com Mycoplasma sp. (Dho e Lafont,
1982), e seus mutantes derivados. A lista completa com a cepa, seus mutantes e os plasmideos

utilizados esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Cepas e plasmideos utilizados neste estudo.

Cepa Caracteristica Resisténcia Referéncia/fonte
MT78 Cepa selvagem ExPEC Acido (Dho e Lafont,
nalidixico 1982)

(intrinseca)




MT78AbglB Mutante bg/B::Km Acido (Pavanelo 2017)
nalidixico e

canamicina
MT78Abgl Mutante bg/::Km Acido (Pavanelo 2017)
(AbglGFBHAyielLK) nalidixico e
canamicina
Mutante MT78 20E12 Mutante STM bglB::Tn5  Acido (Pavanelo 2017)
nalidixico e
canamicina
MT78 20E12* Recriacdo da mutacdo Acido Este estudo
bglB::Tn5 nalidixico e
canamicina
DH5a Cepa-vetor; derivada da Nenhuma Bethesta
K-12 Laboratories
pKD46 Plasmideo que codifica a Ampicilina (Datsenko e
recombinase, usado para Wanner, 2000)
complementacao
pGPTn7-Cm Plasmideo usado na Ampicilina e (Crepin et al.
complementagao cloranfenicol 2012a)

Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados nesse estudo.

Nome Sequéncia 5°-3’ Funcao Referéncia

bgl compl F
TAAACTCGAGGCAGA Complementagdes do  Este estudo

AAAAGATAGCGATAA mutante Abgl/ (Sitio

A para Xhol)
bgl compl R
CTTTGAGCTCAGCGG Complementacdes do  Este estudo
AATGCTTTATCTATT  mutante Abg/ (Sitio
para Sacl)
1R

TAATGGCGGGCATTA  Complementacdes do  Este estudo
ACAGC mutante Abgl




2F
CTTTGTGATGTTCGGT Complementacdes do  Este estudo
CTGC mutante Abgl

2R
TATCCACACCATCGG Complementagdes do  Este estudo
CAATC mutante Abg/

3F
GATGGTTCGATACAG Complementacdes do  Este estudo
GACGA mutante Abgl

3R
TTCGTCTTTGGTCATC Complementagdes do  Este estudo
GGGT mutante Abg/

4F
TGCCGATAACAGCGT Complementagdes do  Este estudo
GACCT mutante Abgl

bglGFB_compl R
GGCAGAGCTCATAAT Complementacdes do  Este estudo
ATTTCGTCTAAACAT  mutante Abg/ (Sitio

para Sacl)

bglG_compl R
TGCGGAGCTCGTTCT  Complementagdes do  Este estudo
GGCTAACTCCGTCAT  mutante Abg/ (Sitio

para Sacl)

Dat_bglGFB_compl

AGCAAGGACCTTTTTTATAA  Complementagdes do  Este estudo
R ACAAAAAAACCCGACTTCAC

CAGTATTCTCTCAGAACGCTC
GGTTGCCGC

mutante Abg/

3.2 RECRIACAO DO MUTANTE MT78 20E12

17

A cepa selvagem MT78 contendo o plasmideo pKD46, que possui um sistema de A

Red recombinases induzido por arabinose, foi crescida em caldo LB overnight a 30° C com

ampicilina (100 mg/L). Trezentos microlitros foram entdo diluidos em 30 mL de caldo LB

contendo ampicilina e arabinose 0,1 M (para inducdo das recombinases), e incubados sob
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agitacdo a 30° C; ao atingir ODsso 0,6, arabinose foi novamente adicionada ao meio; as
células foram coletadas na ODss0 0,75 a e tornadas eletrocompetentes.

Utilizando os iniciadores (primers) 3F e 3R (Tabela 2), a regido do operon bg/ do
mutante MT78 20E12 que continha a inser¢do do transposon Tn5 foi amplificada
(aproximadamente 2,5 kb), e o amplicon entdo transformado na cepa selvagem MT78+pKD46
eletrocompetente. As recombinases, ao reconhecerem as regides de homologia ao redor do
transposon Tn35, inseriram-no na mesma regido do operon em que esta presente no mutante

MT78 20E12, criando assim o mutante MT78 20E12*.

3.3 COMPLEMENTACAO DO MUTANTE MT78ABGL

Devido a extensao de 8,3 kb do operon bgl, tive problemas em amplifica-lo em uma
unica reagdo; entdo, desenhei primers (bgl compl F, 1R, 2F, 2R, 3F, 3R, 4F e bgl compl R)
para amplificd-lo em 4 fragmentos de aproximadamente 2 kb cada, com complementaridade
de bases entre si em suas extremidades. Em uma primeira PCR, esses trechos foram
amplificados individualmente, misturados € o operon completo foi amplificado em uma
segunda reagdo. Posteriormente, com a utilizagdo de outras DNA polimerases, o operon pode
ser amplificado por completo em uma reagdo unica.

Apos a amplificagdo, o fragmento do operon bg/, bem como o plasmideo pGpTn7-cm,
foram digeridos pelas enzimas de restricdo Sacl e Xhol. Digeridos pelas enzimas, o plasmideo
e o fragmento possuem extremidades coesivas e complementares que possibilitam sua

ligacdo.

3.4 CrRIACAO DOS MUTANTES MT78ABGL::BGLG E MT78ABGL::BGLGFB

Foram utilizados os primers bgl compl F e bglG compl R para amplificar o gene
bglG e sua regido promotora, e os primers bgl compl F e bglGFB compl R para amplificar

um fragmento contendo os genes bglG, bglB e bglF e sua regido promotora.
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Apos a amplificacdo, os fragmentos e o plasmideo PgpTn7-cm foram digeridos pelas

enzimas de restri¢ao Sacl e Xhol, e entdo ligados.

3.5 ENSAIO DE AGLUTINACAO EM LEVEDURA

As cepas selvagem e mutantes foram crescidas em 5 mL de caldo LB a 37° C
overnight e entdo diluidas 1:100 em 20 mL de LB e crescidas sob agitagdo a 37° C até fase a
fase logaritmica (OD600 = 0,6) . As células foram coletadas por centrifugagdo (10 min a 3200
g) e suspensas em PBS at¢ uma OD600 de 30, e entdo serialmente diluidas 1:2 em uma
microplaca. Em cada pogo, um volume igual de uma solugao 1,5% de levedura foi adicionada.
Apos 30 minutos no gelo, a aglutinagao foi monitorada visualmente e titulada pelo pogo com

maior dilui¢do apresentando aglutinagao.

3.6 Ensaio de hemaglutinacao resistente & manose

Sangue humano do tipo O foi coletado em uma seringa contendo heparina, e entdo
centrifugado a 1800 g por 5 minutos; o plasma foi retirado e os eritrocitos foram
ressuspendidos em aproximadamente o dobro do seu volume em solucdo salina (0,85%
NaCl). Os eritrocitos foram centrifugados novamente a 1800 g por 5 minutos, o sobrenadante
foi retirado e o processo foi repetido 3 vezes. Ao final, suspensdes de 0,5% ou 1% de
eritrocitos foram aliquotados em solugdo salina na presenga ou auséncia de 3% de manose.

As cepas foram crescidas em 5 ml de caldo LB a 37° C overnight e entdo diluidas
1:100 em 20 mL de LB e crescidas sob agitagao a 37° C até fase a fase logaritmica. As células
foram coletadas por centrifugacao (10 min a 3200 g) e suspensas em PBS at¢ uma OD600 de
30 ou 60, e entdo serialmente diluidas 1:2 em uma microplaca. Em cada poco, foi adicionado
um volume igual de uma solug¢do 0,5% ou 1% de eritrocitos humanos com ou sem manose
3%. Apods 30 minutos no gelo, a aglutinacdo foi monitorada visualmente e titulada pelo pogo

com maior dilui¢do apresentando aglutinagao.
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3.7 FERMENTACAO DE f3-GLICOSIDEOS

As cepas foram plaqueadas em LB-4gar na presenca de salicina e azul de bromotimol
(indicador de pH) (Schnetz et al. 1987). Apo6s quatro dias de incubacdo a 37° ou 28° C, o
crescimento bacteriano foi analisado e as cepas que apresentaram fermentacao do agucar

foram replaqueadas e incubadas por mais quatro dias.

3.8 ENSAIO DE MOTILIDADE

Para verificar a capacidade de motilidade ligada ao flagelo, as cepas foram incubadas
overnight em LB a 37° C sob agitacdo. Um fio de platina foi mergulhado na cultura e
utilizado para perfurar o centro de uma placa de dgar LB semi-sélido (agar 0,25%); apés 7 h

de incubacdo a 37° C, o halo formado pelo movimento das bactérias foi registrado e medido.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 O OPERON BGL DA CEPA MT78 E FUNCIONAL, POREM CRIPTICO.

Como mencionado na Introdugao (secdo 1.5), o grupo filogenético B2, que apresenta o
operon bgl funcional e por vezes com uma menor repressao pela H-NS a 37° C, concentra
cepas de EXPEC (Bingen ef al. 1998; Picard ef al. 1999), o que sugere que o operon bg/ pode
conferir alguma vantagem justamente para cepas patogénicas.

Para testar se, como outras cepas do grupo B2, a cepa MT78 possui o operon
funcional, ela foi plaqueada em LB-4gar com salicina e azul de bromotimol . Apods trés dias
de incubacdo a 37° C, a MT78 apresentou papilas positivas (laranjas) para a fermentacao (Fig.
2), indicando que possui o operon bg/ funcional. Quando replaqueadas, as papilas
apresentaram fermentagao ja no primeiro dia de incubagao, indicando que o operon havia sido
desreprimido por mutagdes na regido reguladora.

E. coli apresenta, além do bgl, outros operons envolvidos com a fermentagdo de
p-glicosideos que podem ser ativados quando o bgl/ se encontra disfuncional (Desai et al.
2010). Para testar se o fendtipo de fermentacdo apresentado pela cepa MT78 era causado
apenas pela desrepressdo do operon bgl, o mutante MT78Abgl também foi testado e ndo
apresentou fermentagdo apos trés dias de incubagdo em nenhuma das temperaturas.

Embora o operon bgl seja considerado criptico em condi¢des laboratoriais, € que
necessite de mutagdes para ser desreprimido nas cepas onde se encontra funcional, o operon
bgl foi expresso em uma EXPEC em modelo in vivo de infec¢do de figado (Khan e Isaacson
1998). Essa observacao levanta a possibilidade que o operon bgl possa ser desreprimido na

cepa MT78 em uma infec¢do in vivo.
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3 dias de incubacao a 37°C 1° dia de incubagéo a 37°C

Replagueada

=S

Figura 2. Teste de fermentacio de [-glicosideos. A cepa MT78, ap6s 3 dias de incubagio,
apresenta papilas positivas (laranjas, seta vermelha); quando replaqueada apresenta fenotipo positivo

(cor laranja) desde o primeiro dia de incubagdo.

4.2 O MUTANTE MT78ABGL NAO APRESENTOU ALTERACAO NO TiTULO DE AGLUTINACAO DE LEVEDURA

O mutante MT78Abgl, gerado pela técnica lambda red de mutagdo apolar (Datsenko e
Wanner 2000) apresentou uma redu¢do na capacidade de coloniza¢do da bexiga, 48 h apds a
inoculagdo da bactéria via uretra em modelo murino de infec¢do urinéria (Pavanelo, 2017).
Para testar se essa reducao foi causada por alguma alteragdo na expressao de fimbria do tipo
1, adesina com receptores especificos & manose que ¢ de grande importdncia para a
colonizagao da bexiga (Kaper, 2004), a cepa selvagem e os mutantes MT78Abgl ¢ 20E12 -
que possui a inser¢ao do transposon Tn5 no gene bglB, criado originalmente pela técnica de
STM - foram submetidos ao teste de aglutinagcdo em levedura.

O mutante MT78Abg/ ndo apresentou variacao no titulo de aglutinacdo em relacdo a

cepa selvagem; portanto, ndo ¢ possivel atribuir a redugdo da viruléncia a alguma alteracao na
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fimbria do tipo 1. Entretanto, o mutante 20E12 ndo apresentou aglutinagao de levedura (Fig.

3) e sera discutido posteriormente (se¢ao 4.5).

Aglutinacao de Levedura LB SHK

T

3% ] 3% ]
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1 1
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g S NV 9
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Figura 3. Titulo de aglutinacido. Aglutinacdo de levedura apos crescimento bacteriano sob agitacdo

em caldo LB até fase mid-log. Foi considerado o titulo da ultima dilui¢do na qual houve aglutinagao.

4.3 O MUuTaNTE 20E12 NAO E CAPAZ DE AGLUTINAR ERITROCITOS HUMANOS

Para testar se outras adesinas que nao a fimbria do tipo 1 estariam sendo afetadas nos
mutantes MT78Abgl e 20E12, foi realizado o teste de hemaglutinagdo resistente a manose. A
hemaglutinagdo depende de varias adesinas (Johnson, 1991), inclusive da fimbria do tipo 1;
esta porém estd inibida pela adicdo de manose no meio. Quando as cepas sdo postas em
contato com eritrocitos humanos na presenca de manose, observa-se a aglutinagdo causada
por outras adesinas.

Tanto a cepa selvagem MT78 quanto o mutante MT78Abgl apresentaram
hemaglutinagdo resistente a manose apenas na dilui¢ao 1:1 (quantidades iguais de bactérias e
eritrocitos), de modo que nao foi possivel verificar se ha diferenga entre mutante e selvagem
(Fig. 4). Testes com diferentes concentracdes ou com eritrocitos de outros animais aos quais a

cepa pode ter mais afinidade ainda devem ser feitos para obter um resultado mais preciso.
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Como a cepa selvagem apresentou hemaglutinagdo resistente a manose, verificamos se
o mutante 20E12, cujo resultado de aglutinacdo em leveduras revelou que ndo expressa a
fimbria do tipo 1, seria capaz de aglutinar eritrdcitos na presenca de manose. Assim como
com leveduras, o mutante 20E12 nao apresentou nenhum tipo de hemaglutinacao (Fig. 4),
indicando que além da fimbria do tipo 1, a expressdo de outras adesinas foram afetadas nesse

mutante.

Manose

20e12 (i) @ rovtinacio

+ M -~ 5 inaca
anose If!_\ Nao aglutinagio

Figura 4. Representacio do fendtipo de hemaglutinacio observado. Solucdo de eritrocitos
humanos 0,5%, na presenga (coluna acima) ou auséncia (coluna abaixo) de manose 3%, incubados por

30 minutos no gelo com quantidades iguais de cada cepa ressuspendida em PBS.

4.4 Os mutantes MT78Abgl e 20E12 apresentam redugao na motilidade

Os flagelos sdo cruciais para a motilidade bacteriana e desempenham um papel
importante na colonizag¢do, penetracdo da camada mucosa, adesdo ou invasdo de células
epiteliais, e na exploragdao de inflamagdes para competir com a microbiota intestinal in vivo
(Duan et al. 2012).

Para verificar se o operon bg/ poderia ter alguma influéncia no flagelo e na motilidade,
a cepa selvagem MT78 e os mutantes MT78AbglB, MT78Abgl e 20E12 foram inoculados em
agar semi-solido (agar 0,25%) e ap6s 7 horas foram observados os halos formados pela
movimentagdo das bactérias no meio.

O mutante limpo para o operon apresentou motilidade reduzida em relagdo a a cepa

selvagem (Fig. 5), indicando que o operon bgl/ pode influenciar na motilidade da cepa.
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Embora a redugdo na motilidade nao explique a atenuagdo da invasao e adesdo a fibroblastos
aviarios observada no mutante MT78Abgl, este ¢ mais um indicio de que o operon bg/ pode
influenciar outras fungdes relacionadas a viruléncia e ndo apenas ao metabolismo de
B-glicosideos. O mutante 20E12 novamente demonstrou um fenétipo diferente dos outros

mutantes e ndo apresentou motilidade (Fig. 5).

Figura 5. Motilidade em agar semi-sélido. Halo formado em LB-agar 0.25% apds 7 horas de
incubacdo a 37°C. Da esquerda para direita: cepa selvagem MT78 e os mutantes MT78AbgIB e
MT78Abgl. O mutante MT78AbgIB ndo apresentou diferenca na motilidade em relagdo ao selvagem;

ja o mutante MT78Abgl, limpo para o operon, apresentou motilidade reduzida.

4.5 A RECRIACAO DO MUTANTE 20E12 CONFIRMA O FENOTIPO CAUSADO PELA INSERCAO DO

TRANSPOSON TNS NO GENE BGLB

O mutante 20E12 possui a inser¢ao do transposon Tn5 no gene bg/B, que codifica para
para a enzima fosfo-B-glicosidase B. Criado originalmente pela técnica de STM, esse mutante
apresentou atenuagdo na adesao e na invasao a fibroblasto aviarios, o que deu inicio ao estudo
da influéncia do operon bg/ na viruléncia da cepa MT78. Verificou-se que a dele¢do do gene
bglB causa atenuacdo da adesdo e da invasdo in vitro, e que a delec@o do operon inteiro causa
uma atenuacdo mais acentuada. Entretanto, o mutante 20E12 apresentou uma atenuacao ainda
maior que a dos outros (Pavanelo et al. 2017), e esse fendtipo pode ser explicado pela baixa

produgdo ou auséncia de fimbria do tipo 1, constatada pelos ensaios de aglutinacdo em
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levedura (Fig. 2) e alteragdo na producdo de outras adesinas resistentes a manose indicada
pelos ensaios de hemaglutinagao (Fig. 3).

O fato da desativacdo do gene bg/B pela insercao do transposon Tn5 ter causado uma
alteragdo no fendtipo mais acentuada que a delegdo do gene ou do operon pela técnica de
mutagdo apolar levantou a hipotese que o mutante 20E12 teria uma segunda inser¢ao causada
pela técnica STM que explicaria o seu fendtipo.

Para responder essa pergunta, a regido da insercdo no mutante foi amplificada e
inserida na mesma regido da cepa selvagem MT78, através de recombinacdo homoéloga. O
novo mutante, criado com a mesma inser¢ao do mutante 20E12 no gene bg/B, amplificada e
inserida exatamente na mesma regido com background da cepa selvagem, foi chamado de
20E12* e testado para aglutinagdo de levedura, o fendtipo mais caracteristico do mutante
20E12.

O mutante 20E12* apresentou o mesmo fendtipo de aglutinagdo do mutante 20E12,
sugerindo que ha uma tnica inser¢ao do Tn5 no gene bglB, responsavel pela alteracdo no
fenotipo mais acentuada do que a delecdo do operon inteiro, embora por mecanismos ainda
desconhecidos. Nao se sabe qual a extensdo do efeito dessa inser¢do, se causa um
silenciamento apenas no gene bg/B, se afeta todo o operon ou, até mesmo, genes proximos.
Portanto, antes de se responder a essas dividas, ainda ndo se pode associar o fenotipo do

20E12 exclusivamente ao interrompimento do gene bglB pelo Tn5.

4.6 COMPLEMENTACAO DO MUTANTE MT78ABGL

A complementacdo do mutante para o operon bgl/ estd em andamento.
Complementagdo de mutantes utilizando o transposon Tn7 j& foram descritas antes (Crepin,
Harel e Dozois 2012), porém pelo fato do operon bgl/ ser um fragmento extenso (8,3 kb),
houve dificuldades em amplifica-lo e purifica-lo, e alguns passos da complementagao tiveram
que ser repetidos e aperfeicoados. Por exemplo, a adicdo de DMSO na reagdo de amplificacao
que aumentou sua eficiéncia.

O plasmideo pGPTn7bgl-cm sera inserido por choque térmico em uma DHS5a Apir

quimiocompetente, porém como ha a possibilidade de que alguns plasmidios PgpTn7-cm
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ainda tenham sido ligados sem a inser¢dao do fragmento bgl, as colonias das bactérias
transformadas serdo isoladas e triadas por PCR, com a amplificagdo de um fragmento que
comece no plasmidio e termine no fragmento bgl.

Selecionadas coldnias recombinantes, o plasmidio PgpTn7bg/-cm sera extraido e a
cepa MGN-617 serda transformada com ele. Apos, serd conjugada com a cepa mutante
MT78Abgl contendo o plasmideo pSTNSK, que codifica uma transposase. A MGN-617 doara
o plasmideo PgpTn7hg/-cm e a trasposase codificada no plasmidio pSTNSK ird inserir o
operon bgl no cromossomo do mutante. O mutante complementado serd entao selecionado em
um meio na auséncia de DAP (acido diaminopimélico), que inibird o crescimento da cepa
MGN-617, e com os antibidticos canamicina, ao qual o mutante ¢ resistente, e cloranfenicol,
cujo gene de resisténcia esta presente no fragmento inserido com o operon bgl. A incubagao
sera feita a 42° C, o que impedira a replicagdo do plasmideo pSTNSK.

Uma vez criado o complementado, sera possivel avaliar por testes in vitro e in vivo se
houve a restauragdo do fendtipo selvagem, confirmando a influéncia do operon na viruléncia

da cepa MT78 .

4.7 CrIACAO DOS MUTANTES MT78ABGL::BGLG E MT78ABGL: :BGLGFB

O gene bglG afeta a regulacdo de outros genes (Harwani 2014), podendo ser a chave
para explicar a reducdo da viruléncia do mutante MT78Abgl. Para testar essa hipotese,
desenhei primers com diferentes sitios para enzimas de restricdo, e amplifiquei o fragmento
com o gene bglG e seu promotor. A digestdo com as enzimas de restrigao Sacl e Xhol gerou
duas extremidades coesivas no amplicon, que permitirdo liga-lo no plasmideo PgpTn7-cm.
Uma vez criada a constru¢do do plasmideo com o gene bg/G, ele serd amplificado juntamente
com o cassete de resisténcia a cloranfenicol utilizando primers com homologia ao promotor
do operon bg/ bgl compl F e Dat bglGFB compl R e usado na transformagdo por
eletroporacdo no mutante MT78Abg! contendo o plasmidio pKD46. Esse plamideo possui um
sistema de A Red recombinases, que irdo reconhecer as homologias entre as sequéncias do
fragmento e do cromossomo da cepa selvagem e entdo inserir o fragmento com o cassete de

resisténcia a canamicina no genoma da cepa selvagem.
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Usando essa mesma metodologia, também serd criado um complementado do mutante
MT78Abgl contendo os genes bglG, bglF e bglB, pois a enzima codificada pelo gene bglF
interage com a proteina BglG (Gorke e Rak 1999), ativando-a ou desativando-a através de
desfosforilacao e fosforilagdo mediada pela presenca de B-glicosideos. Nesse complementado,
o gene bglB sera inserido junto com os genes bg/G e bglF, pois bglF e bglB compartilham o
mesmo terminador.

Uma vez criados os complementados com apenas o gene bglG e com os genes bglG,
bglF e bglB sera possivel, por meio de ensaios celulares, avaliar a influéncia do gene na
viruléncia da cepa. Ademais, uma analise de transcriptoma podera ajudar a elucidar o

mecanismo pelo qual o operon bg/ influencia na viruléncia da cepa MT78.

5. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Esse estudo explorou a influéncia do operon bg/ na viruléncia da cepa EXPEC MT78.
Testes fenotipicos concluiram que a atenuagdo observada no mutante MT78Abg/ ndo se deu
por alteracao na produgdo de fimbria do tipo 1, tampouco pela alteragao de outras adesinas
envolvidas na hemaglutinagdo. Por outro lado, foi observada redu¢ao na motilidade do
mutante MT78Abgl, que embora ndo explique a redu¢do na adesdo e na invasdo a fibroblastos
aviarios observada no mutante, ¢ um indicio de que o operon bg/ pode influenciar outras
funcgdes além do metabolismo de B-glicosideos e que sdo relacionadas a viruléncia.

Procurou-se também explicar o fenotipo super atenuado do mutante 20E12. A
auséncia de aglutinacdo de levedura no mutante 20E12*, criado nesse estudo, sugere que ha
uma Uunica insercdo do Tn5 no gene bglB e que essa inser¢do causa a alteracao no fenotipo
ainda mais acentuada que a delecdo do operon. Porém, mais testes sdo necessarios para
concluir que o seu fenotipo decorre exclusivamente de um efeito no operon bgl.

Por fim, deu-se inicio a cria¢do de trés complementagdes do mutante MT78Abgl: os
complementados MT78Abgl::bgl, MTT8Abgl::bglG e MTT78Abgl::bglGFB. Ensaios celulares
com esses complementados servirdo paras avaliar a influéncia do operon na capacidade
adesiva e invasiva da MT78. Ademais, uma andlise de transcriptoma da cepa selvagem, do

mutante ¢ complementados podera elucidar o mecanismo pelo qual o operon bg/ atua nao
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apenas no metabolismo de B-glicosideos, mas também na expressdo de outros genes que

podem estar envolvidos na aptidao e viruléncia da cepa MT78.
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