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RESUMO

Escherichia coli de adesdo difusa (DAEC) é considerada uma categoria
diarreiogénica de E. coli. Essas cepas séo identificadas pelo padrdao de adeséo
em cultura de células. A maioria das cepas DAEC possui adesinas da familia
Afa/Dr. Sua patogenia tem sido muito discutida, embora alguns fatores de
viruléncia ja tenham sido propostos. O objetivo principal deste trabalho foi
comparar cepas DAEC Afa/Dr isoladas de criangcas e de adultos, a partir da
andlise de caracteristicas relacionadas a viruléncia e a formacédo de biofilmes.
Cepas DAEC Afa/Dr oriundas de criancas e adultos apresentaram marcantes
diferencas na distribuicdo de caracteristicas. Na colecdo de adultos, uma nova
adesina da familia Afa/Dr foi associada aos casos de diarreia. Cepas de
criangas, principalmente as de controles, apresentaram grande diversidade de
adesinas Afa/Dr, nenhuma delas associada a diarreia. As cepas DAEC
mostraram habilidade aumentada de formacé&o de biofilme quando associadas
a uma cepa de Citrobacter freundii. O aumento da formacdo de biofilme foi
associado a maior capacidade de adesédo a células cultivadas, indicando que
cepas DAEC podem apresentar maior capacidade de colonizacdo, dependendo
dos parceiros, o que por sua vez, poderia aumentar a efetividade de uma
toxina, como SAT - encontrada em numero significativamente superior em
cepas isoladas de casos de diarreia em criangas. A expressao de curli em meio
CRI por cepas DAEC produziu um fenoétipo adicional aos conhecidos em
Enterobacteriacea. A frequéncia de curli foi significativamente associada aos
casos de diarreia em adultos, sugerindo que curli € um possivel fator de
viruléncia nessas bactérias. Genes do TTSS e sorogrupos classicos de EPEC
foram encontrados apenas nas cepas de criangcas. Somados, os resultados
indicam que cepas DAEC Afa/Dr isoladas de adultos e de criancas constituem

duas populacdes diferentes.

Palavras-chave: DAEC, adesao difusa, biofiimes



ABSTRACT

Diffusely adherent Escherichia coli (DAEC) is considered a diarrheagenic
category of E. coli. Those strains are identified by their adhesion pattern in cell
cultures. Most DAEC strains possess adhesins belonging to the Afa/Dr family.
Their pathogenicity has been widely discussed, although some virulence factors
have already been proposed. This work’s main goal is to compare DAEC Afa/Dr
strains isolated from children and adults, by analyzing characteristics related to
virulence and biofilm formation. DAEC Afa/Dr strains from children and adults
present remarkable differences in the distribution of the studied characteristics.
Among strains from adults, a new adhesin from the Afa/Dr family was
associated to cases of diarrhea. Strains from children, especially those isolated
from control, present great diversity of Afa/Dr adhesins, none associated with
diarrhea. DAEC strains showed an increase in biofilm formation when
associated to a strain of Citrobacter freundii. The increase in biofilm formation
was associated to a greater adhesion capacity in cultivated cells, indicating that
DAEC strains can present a greater capacity for colonization depending on its
partners, which, in turn, could increase the effectiveness of toxins, such as SAT
- found in significantly higher numbers in strains isolated from cases of diarrhea
in children. The expression of curli in the CRI medium produced an additional
phenotype, as well as others previously described for Enterobacteriacea. The
prevalence of curli was significantly associated to cases of diarrhea in adults,
indicating that curli could be a possible virulence factor in those bacteria. Genes
from the TTSS and classical EPEC serogroups were found exclusively in strains
from children. Taken together, these results indicate that DAEC Afa/Dr strains
isolated from adults and children constitute two different populations.

Keywords: DAEC, diffuse adhesion, biofilms
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1- INTRODUCAO

As doencas diarreicas sdo uma das principais causas de morbimortalidade
em criancas menores de cinco anos de idade. Estima-se que cerca de 10,5%
das mortes nesta faixa etaria tenham sido causadas por diarreia em 2010 (Liu
et al., 2012). Entretanto, as diferencas regionais sdo imensas, e a proporcao de
mortes por diarreia pode chegar a niveis bem mais elevados nos paises menos

desenvolvidos (Fischer Walker et al., 2012).

No Brasil, a mortalidade por diarreia entrou em declinio nas ultimas
décadas; o numero de mortes por diarreia entre os menores de um ano de
idade caiu 93,9% em 25 anos (de 1980 a 2005), passando de segunda para
quarta causa de mortalidade infantil. No mesmo periodo, o numero total de
mortes infantis caiu 71,3% (MS, 2012). No entanto, 0 mesmo fen6meno n&o
ocorreu com a incidéncia da doenca. O numero de casos cresceu mais de
quatro vezes no periodo entre 2000 e 2010 (MS, 2012). Em Brasilia, no
periodo de 1995 até 2005, cresceu o numero de internacdes pela doenca, o
que pode indicar aumento do numero de casos graves (Oliveira e Latorre,
2010). Dessa forma, apesar dos avancos conquistados nos ultimos anos, as

diarreias ainda constituem um relevante problema de saude publica.

Diferentes agentes, de diferentes classes, como virus e parasitas podem
estar envolvidos na etiologia da diarreia infantil. Contudo, nos paises menos
desenvolvidos, o patégeno mais comum € Escherichia coli (Abba et al., 2009).
E. coli € um bacilo Gram-negativo que coloniza o trato gastrointestinal humano
horas apds o nascimento e convive pacificamente com seu hospedeiro com
beneficios para ambos (Kaper et al., 2004). Poucas linhagens sao de fato

patogénicas e a maior parte das cepas de E. coli € membro da microbiota

intestinal normal humana.

A colonizagdo do intestino humano pelas bactérias que compde sua
microbiota € um processo gradual. Logo apds o nascimento, a microbiota
materna € normalmente a principal fonte de inoculacdo (Tameliené et al., 2012;

Vaishampayan et al., 2010; Gueimont et al., 2006). Fatores como o tipo de
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parto — normal ou via cesareana - (Tameliené et al., 2012; Dominguez-Bello et
al., 2010; Biasucci et al., 2008) e o tipo de alimentacédo (Guaraldi e Salvatori,
2012) afetam a composicédo da microbiota em formacéo. Durante os primeiros
meses, com uma dieta a base de leite, bactérias como as Bifidobacterias,
altamente adaptadas a metabolizar os oligossacarideos presentes no leite sdo
geralmente abundantes (Sela et al., 2008). Porém mesmo ingerindo apenas
leite, pode haver grandes variagcbes no microbioma (repertério genético dos
microbios) dos bebés. Palmer et al. (2007) documentaram flutuacdes na
abundéancia dos principais grupos de bactérias, aléem de variacdes temporais

diferentes em diferentes individuos.

A variacdo interpessoal na microbiota € maior entre as criancas do que
entre os adultos. Além disso, os microbiomas intestinais das criancas sao mais
diversificados e exibem maior diversidade de fun¢des genéticas que o0s

microbiomas de adultos (Kurokawa et al., 2007).

Com a introducao de alimentos sélidos inicia a transicdo para um padréao de
microbiota semelhante ao do adulto (Palmer et al., 2007), embora 0 aumento
da complexidade da microbiota seja gradual. A maturacdo da microbiota em
direcdo a microbiota de adultos, mais estavel (Vanhoute et al., 2004), é um
processo que dura varios anos (Yatsunenko et al., 2012; Agans et al., 2011).

E. coli estd presente na microbiota intestinal tanto de adultos como de
criancas, embora sua abundancia relativa varie conforme a idade, ja que esta
espécie é dominante em criancas e subdominante em adultos (Mariat et al.,
2009). O nicho de E. coli é a camada mucosa do colon; a bactéria é um
concorrente de grande sucesso neste local, sendo a mais abundante bactéria
anaerobia facultativa. No entanto, existem varios clones altamente adaptados
que adquiriram fatores de viruléncia especificos, os quais Ihes conferem
capacidade de se adaptar a novos nichos e permitem-lhes causar um largo
espectro de doencas: infecgbes entéricas/diarreias, infec¢des do trato urinario e

sepse/meningite (Kaper et al., 2004).

O fato desta bactéria ser habitante do intestino complica o diagnostico das

diarreias por E. coli e torna necessario o estabelecimento de critérios claros
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para a distincdo das cepas patogénicas. Com base na presenca de
determinadas caracteristicas fenotipicas e/ou genotipicas, as cepas
diarreiogénicas de E. coli foram divididas em seis categorias amplamente
reconhecidas: EPEC (E. coli enteropatogénica); ETEC (E. coli
enterotoxigénica); EHEC (E. coli enteroemorragica); EIEC (E. coli
enteroinvasiva); EAEC (E. coli enteroagregativa) e DAEC (E. coli de adeséo
difusa). Cada uma dessas categorias distingue-se por um mecanismo de
viruléncia especifico: ETEC e EHEC pela producédo de toxinas, EPEC e DAEC
pela formacédo de lesbes histopatoldgicas, EIEC por invasédo celular e EAEC
pela formacao de biofilmes (Kaper et al., 2004). Recentemente foi proposta a
inclusdo de duas novas categorias: AIEC (E. coli aderente e invasiva) e
STEAEC (E. coli enteroagregativa produtora de Shiga toxina) (Clements et al.,
2012). Esta ultima foi proposta apds o surto que teve inicio na Alemanha em
2011 e se espalhou por diversos paises da Europa, além da América do Norte,
tendo grande impacto sobre o comeércio internacional de alimentos. Esse surto
foi atribuido a uma cepa de E. coli O104:H4, com caracteristicas mistas de
EAEC e EHEC. Outras categorias também tém sido, as vezes, propostas.

Entretanto, até o0 momento ndo existe consenso sobre novas categorias.

No Brasil, durante muito tempo, EPEC foi a classe de Escherichia coli mais
frequentemente isolada de casos de diarreia em criancas, especialmente entre
as menores de um ano. Por esta razdo, muitos laboratorios realizam
rotineiramente testes para deteccéo dos sorotipos (combinac6es dos antigenos
somaticos “O” e flagelar “H”) ou sorogrupos (somente o antigeno O) mais
comumente associados a essa categoria de E. coli. Nos ultimos anos, no
entanto, tem-se registrado uma diminuigéo da incidéncia de EPEC (Rodrigues
et al., 2004) e um incremento na de outras categorias de E. coli diarreiogénicas
entre elas, DAEC (Rodrigues et al., 2002; Spano et al., 2008).

Apesar de incluida entre as E. coli diarreiogénicas, DAEC é ainda uma
categoria bastante controvertida. Essas bactérias sdo implicadas como agente
etiologico de diarreia em criangcas em alguns estudos (Baqui et al., 1992; Guion
et al., 2008; Opintan et al., 2010) enquanto em outros sdo encontradas em
frequéncias similares em casos de diarreia e controles assintomaticos (Gomes
et al., 1989; Scaletsky et al., 1999; Rajendran et al., 2010).
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Suscetibilidade dependente da idade tem sido proposta para as infec¢des por
DAEC. Alguns estudos epidemiolégicos tém mostrado que DAEC séo
associadas a casos de diarreia apenas em criangas mais velhas, com pelo
menos seis meses de idade (Scaletsky et al., 2002; Ochoa et al., 2009 a).
Essas bactérias sdo também encontradas como agentes de diarreia em adultos
(Meraz et al., 2008), inclusive aqui no Distrito Federal (Piva, 1998; Almeida,
2003).

Outro fator que possivelmente tenha contribuido para a controvérsia
sobre a patogenicidade de DAEC é o critério utilizado para sua identificacéo,
gue consiste em sua capacidade de aderir difusamente a células cultivadas. O
termo “adesao difusa” foi utilizado inicialmente para cepas de E. coli que
aderiam as células de cultura da linhagem Hep-2 sem formar
“microcolbnias”(Figura 1B), que séo tipicas de EPEC (Scaletsky et al., 1984).
Mais adiante, com a definicdo da categoria de E. coli enteroagregativa (Levine
et al., 1988),como aquelas que possuem adesdo agregativa (Figura 1A), o
termo adesdao difusa ficou restrito as cepas que aderem de modo homogéneo,
mais ou menos espalhado, sobre as células (Figura 1C). No entanto, adeséo
difusa por si parece ndo ser um bom critério para definicdo de uma categoria.
Este padrédo de adesédo ocasionalmente ocorre em cepas que sao consideradas
como pertencentes a outros patotipos. Um exemplo sdo as EPEC “atipicas”,
que ndo possuem o plasmidio EAF, geralmente presente em EPEC
(Hernandes et al., 2009). Desta forma, a utilizacdo do padrdao de adesao como
anico critério para classificacdo de cepas de E. coli parece levar a agrupar
bactérias pouco relacionadas entre si, gerando confusédo. Lopes et al. (2005)
encontraram uma grande heterogeneidade entre cepas de adeséo difusa, tanto

em termos de fatores de viruléncia como de adesinas.

Algumas adesinas implicadas no fenétipo de adeséo difusa ja foram
descritas. Yamamoto et al. (1996) descreveram uma proteina de membrana
externa de 57 kDa. Benz e Schimidt (1989) descreveram uma proteina de 100
kDa que foi chamada AIDA (adhesin involved in diffuse adhesion). No entanto,
essas adesinas ndo sdo comuns em DAEC, nédo sendo detectadas ou
aparecendo em freqiiéncia muito baixa nos estudos epidemiolégicos (Jallat et
al., 1994; Germani et al., 1996; Scaletsky et al., 2002).
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Figura 1 — Padrb8es de adesdo de cepas de E. coli em células HeLa. A — Exemplo de
bactéria ndo aderente; B- Bactéria mostrando padrdo agregativo de adesédo; C — Padrao
difuso de ades&o. Aumentos: 400 vezes.
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Em 1989 foi descrita a fimbria F1845, uma proteina de 14,3 kDa
caracterizada a partir de uma cepa de adeséao difusa (C1845) isolada de uma
crianca com diarreia (Bilge et al., 1989). A partir da sequéncia genética dessa
fimbria foi desenvolvida a sonda daaC como uma alternativa aos testes de
adesdo em cultura de células. O trabalho de Germani et al. (1996) mostrou
que, entre as cepas de adesao difusa, apenas as que hibridizavam com a
sonda daaC apareciam em frequéncia significativamente maior em casos de
diarreia do que em controles assintomaticos. A partir dai, a sonda daaC passou
a ser amplamente utilizada e ajudou a difundir a ideia de que F1845 era a

fimbria comum (ou fimbria tipo) em DAEC.

Mais adiante, verificou-se que a sonda daaC ndo é especifica para
F1845, mas reconhece uma regido conservada presente em outras adesinas
da familia Afa/Dr, caracterizada justamente em razdo da similaridade de

organizacao genética entre seus membros.

Estima-se que 75% das DAEC ao redor do mundo possuam adesinas da
familia Afa/Dr (Kaper et al., 2004). Embora DAEC sejam definidas como as
cepas que aderem difusamente a células cultivadas, na pratica, a ampla
utilizacdo da sonda daaC e de iniciadores de PCR que reconhecem porcdes
conservadas dos genes Afa/Dr tém levado a identificar cepas DAEC tanto pelo
padrdo de adesédo difuso em células de cultura como pela presenca dos genes

das adesinas Afa/Dr.

A familia Afa/Dr inclui as adesinas afimbriais Afa-I, I, I, V, VIl e VIII,
Nfa-1, as fimbrias Dr-1 e II, AAF-I, II, lll e F1845 (tabela 1). Em DAEC de
origem intestinal sdo encontradas Afa-l, Il, Il e V e F1845 (Servin, 2005).

Apesar das primeiras adesinas afimbriais terem sido descritas em E. coli
uropatogénicas (UPEC) (Labigne-Roussel et al.,, 1984; Labigne-Roussel e
Falkow, 1988) sua ocorréncia parece ser comum em cepas de origem intestinal
(Almeida, 2003), enquanto F1845 parece ocorrer mais raramente (Campos et
al., 1999). Embora aparentemente menos frequentes, outras adesinas tém sido
eventualmente descritas, como DrbE121 e DrbE131 (Zhang et al., 1997).
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Tabela 1 — Adesinas da familia Afa/Dr

Adesina Tipo Hospedeiro Receptor(es) e/ou Categoria
ligantes E. coli

AfaE-| Afimbrial/fibrilar  Humano DAF DAEC

AfaE-ll Afimbrial Humano DAF DAEC

AfaE-lll Afimbrial Humano DAF/CEACAMs DAEC

AfaE-Vv Afimbrial Humano DAF DAEC

AfaE-VII Afimbrial Animal DAF

AfaE-Vlli Afimbrial Animal/humano DAF

Dr Fimbrial Humano DAF/CEACAMs UPEC
colageno tipo IV

Dr-ll Nao fimbrial Humano DAF UPEC

F1845 Fimbrial Humano DAF/CEACAMSs DAEC

NFa-I Nao fimbrial Humano DAF UPEC

AAF-I| Fimbrial Humano Desconhecido EAEC

AAF-II Fimbrial Humano GRP94,EGFR, EAEC
TSP1*

AAF-II Fimbrial Humano Desconhecido EAEC

*Ligacdo a fibronectina, laminina e coladgeno do tipo IV, entre outras, também ja foi

demonstrada (Konar et al., 2012; Farfan et
Adaptado de Servin, 2005.
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Figura 2 — Organizagé@o genética dos operons afa/dr. Os operons da familia Afa/Dr sé&o
constituidos de pelo menos cinco genes, nomeados de A a E. Alguns deles possuem
genes adicionais (F e P), que codificam reguladores. Adaptado de Servin, 2005.



Apesar de diferir fenotipicamente, as adesinas Afa/Dr apresentam uma
mesma organizacao genética, com operons constituidos de pelo menos cinco
genes, nomeados de A até E (Figura 2). O gene A codifica uma proteina
regulatoria, B codifica uma chaperona, e C, uma proteina ancora de
membrana. Na adesina afimbrial Afa-lll, as proteinas D e E formam a estrutura
adesiva, onde E € a adesina propriamente dita (Garcia et al., 1996). Os genes
A até D representam um segmento altamente conservado, enquanto 0os genes
E mostram maior variabilidade entre as sequéncias (Jouve et al., 1997). Mesmo
algumas sequéncias “E” mostram acentuada similaridade entre si, como Afa-lll
e hemaglutinina Dr, que diferem em apenas 3 aminoacidos (Le Bouguenec et
al., 1993). Todavia elas divergem tanto do ponto de vista morfolégico como
bioquimico. Por exemplo, a hemaglutinacdo conferida por Dr pode ser
bloqueada pela adicdo de cloranfenicol, ao passo que aquela dada por Afa-lll

nao é afetada (Zhang et al., 1997).

A maioria das adesinas Afa/Dr compartilha DAF (decay accelerating
factor; CD55) como receptor (Servin, 2005). Esta proteina de membrana, de
ampla distribuicdo nos tecidos do corpo, protege as células de serem lisadas
por complemento aut6logo. Moléculas relacionadas a CEA (carcinoembrionic
antigen; CD66e) conhecidas como CEACAMs (CEA-related cell adhesion
molecules) também servem como receptores para a fimbria Dr, F1845, Afa-1 e
Afa-lll (Tabela 1) (Berger et al.,, 2004; Servin, 2005). Tanto DAF como o0s
CEACAMs séo recrutados em torno da bactéria apds a ligacdo desta a célula

hospedeira (Guignot et al., 2000; Berger et al., 2004).

Nos ultimos anos, diversos estudos envolvendo F1845 e Dr apontaram
um papel para as adesinas Afa/Dr na patogenia de DAEC. Bernet-Camard et
al. (1996) demonstraram que a ligacdo da cepa C1845 foi capaz de promover
desmonte da rede de actina em células de linhagem intestinal (CaCo-2)
totalmente diferenciadas, culminando no alongamento das microvilosidades
nestas células. Peiffer et al. (1998) demonstraram que as alteracdes no
citoesqueleto descritas por Bernet-Camard resultam da ativacdo de rotas de
transducdo de sinal dependentes da ligacdo de célcio ao GPI
(glicosilfosfatidilinositol) que ancora DAF a membrana da célula hospedeira. O

resultado foi obtido tanto com cepa selvagem como com cepa recombinante,
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mostrando a importancia da interacdo adesina-receptor para deflagar a cascata
de transducgao de sinal. Esses resultados séo corroborados pelo trabalho de
Goluszco et al. (1999) mostrando que tanto bactérias expressando fimbria Dr,
como esferas recobertas com a fimbria purificada, eram internalizadas pelas
células. Eles observaram ainda que a agregacdo do receptor em torno das

bactérias € associada com a redistribuicdo de proteinas associadas ao

citoesqueleto, como erzina e tropomiosina, além da actina.

O conjunto dos conhecimentos sobre a patogenia de cepas DAEC
Afa/Dr levou ao desenvolvimento de um modelo cuja principal caracteristica € o
desmonte das microvilosidades de enterdcitos (Figura 3). A idéia de que
alteracOes do citoesqueleto com deformacéo de microvilosidades podem estar
na base da patogenia de DAEC é apoiada pelos estudos com cepas de EPEC.
Nessas Ultimas, a adesdo e o contato intimo da bactéria com a célula
eucariotica sdo um primeiro passo na formagao das lesdes do tipo “attaching
and effacing”. A seguir a bactéria injeta proteinas efetoras na célula através do
TTSS (type three secretion system ou sistema de secrecdo do tipo Ill), um
sistema do tipo agulha (Nataro e Kaper, 1998), que é encontrado em um
grande numero de bactérias Gram-negativas, a maioria patégenos, seja de
plantas ou de animais, de vertebrados ou de invertebrados (Tampakaki, 2004).
Evidéncias da presenca de um sistema de secrecdo do tipo Il em DAEC
isoladas de casos de diarreia infantil foram demonstradas por Kyaw et al.
(2003). A presenca concomitante de adesinas Afa/Dr nessas cepas sugere a

hipétese de uma via adesina-receptor-proteinas efetoras.

Embora o papel das adesinas fimbriais Dr e F1845 na patogenia
encontre algum consenso na literatura, elas sdo raramente encontradas em
DAEC diarreiogénicas, de forma que para aceitar que essas adesinas sejam
responsaveis pela patogénese, seria preciso extrapolar os resultados obtidos
nos trabalhos para outros membros da familia Afa/Dr. Além disso, cepas Afa/Dr
positivas também podem ser encontradas em frequéncias similares em casos
de diarreia e controles em alguns trabalhos (Ochoa et al., 2009 b), mesmo
guando se consideram apenas as criancas mais velhas (Albert et al., 1999),
sugerindo que um fator ou fatores adicionais devem estar presentes nas cepas

que causam diarreia.
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Figura 3 — Modelo de patogenia proposto para cepas de DAEC Afa/Dr. | — Interacdo de
cepas DAEC Afa/Dr com células epiteliais; Il — Perda de microvilosidades; Ill — Producgéao
de IL-8 e recrutamento de PMNs; IV — Internalizagdo da bactéria via dominios lipidicos.
Circulos: 1- Interacdo de DAEC Afa/Dr com os receptores (DAF e CEACAMSs) das
adesinas Afa/Dr nas células hospedeiras; 2- via de sinalizagdo envolvendo tirosina
guinase, fosfolipase C e aumento do influxo de Ca2+; 3- levando ao rearranjo das
proteinas F-actina e vilina, do citoesqueleto; as lesbes estruturais sdo acompanhadas
pela diminuicdo da expressdo das proteinas funcionais Sl, DPP IV, transportador de
glicose SGLT1, e transportador GLUT5; 4 - O aumento da permeabilidade paracelular é
associado com a reorganizacdo das proteinas associadas as juncdes oclusivas ZO-1 e
occludina; 5- Um mecanismo de sinalizagdo MAPK-dependente leva a producédo da
citocina pré-inflamatdria IL-8, 6- 0 que desencadeia a migracao transepitelial de PMNLs;
7 — DAEC Afa/Dr interagem com PMNLs transmigrados, 8- promovendo a producéo de
TNF-a e IL-1B, 9 — aumento na expressdo de DAF e MICA e expressdo anormal de DAF no
dominio basolateral; 10 — Internalizacdo da bactéria através de um mecanismo que
envolve dominios lipidicos e microtubulos dindmicos; 11- Sobrevivéncia da bactéria em
vacuolos secundarios que resultam da fusdo de vacuolos iniciais. Fonte: Servin, 2005.
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Taddei et al. (2003) encontraram a toxina Sat (secreted autotransporter
toxin), codificada pelo gene sat, em 100% das cepas Afa/Dr isoladas de
infecgbes urinarias e em 44% dos isolados de origem intestinal. Esta toxina,
que foi a primeira a ser relatada em DAEC, foi originalmente identificada em E.
coli uropatogénicas (Guyer et al.,, 2000) e pertence a familia de serino
proteases autotransportadoras de Enterobacteriaceae (SPATES). Demonstrou-
se que SAT é capaz de promover lesdes em “tight junctions” de células da
linhagem intestinal CaCo-2, alterando a distribuicdo das proteinas ZO1, ZO3 e
ocludina e diminuindo sua expresséo; tais alteracfes foram associadas a um
aumento de permeabilidade nessas células (Guignot et al., 2007). Essa toxina
esta presente nas cepas protétipos de DAEC Afa/Dr: C1845, KS52, A30 e
IH11128 (Guignot et al., 2007).

Outro fator que poderia estar envolvido na patogenia é a capacidade das
cepas DAEC de induzir a secrecéo da citocina pro-inflamatoria IL-8. No estudo
epidemioldgico de Meraz et al. (2007), alto nivel de secrecdo de IL-8 em
células de cultura foi o Unico fator, além da presenca das adesinas Afa/Dr,
significativamente associada a diarreia por DAEC em criancas de um a quatro

anos de idade.

Nas diarreias causadas por EAEC, a presenca de IL-8 nas fezes
correlaciona-se com a gravidade da infeccdo. Nessas bactérias, o grande
aumento na secrecdo desta citocina foi associado ao gene fliC, que codifica
flagelina (Steiner et al., 2000). Em DAEC, a capacidade de estimular a
producédo de IL-8 ja foi atribuida a ligacdo da adesina Afa/Dr a DAF (Bétis et al.,
2003 a), a fimbria do tipo | (Sémiramoth et al., 2009), ao flagelo (Arikawa e
Nishikawa 2010) e a fimbria Dr (Diard et al., 2009). Nesse Ultimo caso, o
aumento da secrecao de IL-8 € dependente da quinase ERK1/2, e induzido
pela fimbria liberada no meio, cuja liberacéo, por sua vez, ocorre em resposta a

presenca de norepinefrina, numa complexa interacdo bactéria-hospedeiro.

Uma vez que as células tenham produzido IL-8, a producédo de fator de
necrose tumoral alfa (TNFa) e interleucina 1-beta (IL-18) que se segue
promove a regulacdo positiva de DAF (Bétis et al.,, 2003 a). O aumento da

expressdo de DAF, por seu turno, poderia permitir que um maior numero de
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bactérias se ligasse ao enterdécito, sugerindo que o estimulo da secrecéo de IL-
8 possa exercer, ainda que indiretamente, um papel facilitador da colonizacéo
do epitélio por cepas DAEC.

Outra consequéncia ja& demonstrada da producao de IL-8, apés a ligacao
de cepas DAEC, foi o recrutamento e a migracdo de leucocitos
polimorfonucleares (Bétis et al., 2003 b). Cepas DAEC mostram um nivel
reduzido de fagocitose pelos neutrdéfilos transmigrados, em relacdo a cepas
nao patogénicas de E. coli, e sdo capazes de induzir a apoptose dos neutrofilos
(Brest et al., 2004).

A fagocitose de células apoptéticas induz a sintese de TGF-3 (Serhan e
Savill, 2005) que, entre outras funcdes, medeia a diferenciacdo dos linfocitos
Thl7 e T reg (Stockinger e Veldhoen, 2007), implicados na manutencédo da
homeostase intestinal (Honda e Takeda, 2009), com func¢des opostas: as Treg
sdo células supressoras, enquanto as Thl7 sao inflamatérias e atuam na
resposta imune contra bactérias extracelulares (Stockinger e Veldhoen, 2007).
Dessa forma, a modulacédo da resposta imune a DAEC estaria mais uma vez

ligada a sua capacidade de ativar a producao de IL-8.

Recentemente foi demonstrado que a cepa padrdo de DAEC C1845 é
capaz de induzir “netose” em neutréfilos cultivados (Marin-Esteban et al.,
2012). A netose (também chamada etose em outras linhagens celulares) é um
processo ativo de morte celular em neutrofilos que leva a liberacdo de NETs
(neutrophil  extracellular traps), que sdo complexos de cromatina
descondensada com proteinas, a maioria granulares. NETs possuem atividade
antimicrobiana: formam estruturas que aprisionam microrganismos, além de
conter proteinas capazes de mata-los ou inibi-los, ou ainda, proteinas que
clivam fatores de viruléncia especificos (Brinkmann e Zychlinsky, 2012). Marin-
Esteban et al. demonstraram que NETs induzidos pela infeccdo com a cepa
C1845 sao capazes de matar a bactéria, mas também de lesar o citoesqueleto
de células de linhagem intestinal. Dessa forma, a acdo dos NETs pode estar
relacionada aos efeitos deletérios da infecgdo por C1845 — e talvez de outras
DAEC Afa/Dr.

25



Atualmente, muita atencdo vem sendo dada ao papel dos biofilmes nas
infeccbes. Em E. coli diarreiogénicas, o interesse vem aumentando a partir dos
estudos com EAEC. Esta, que tem sido apontada como uma das categorias
mais frequentes em casos de diarreia (Huang e Dupont, 2004) ndo forma
lesBes histopatoldgicas tipicas e a capacidade de formar biofilmes € seu Unico
fator de viruléncia consensual (Huang et al., 2006). Recentemente, formacao
de biofilme e comportamento multicelular tém sido descritos em outras
categorias de E. coli, como EPEC atipicas (Weiss-Muszkat et al., 2010) e
STEC (Biscola et al., 2011). Em DAEC, autoagregacao e formagéo de biofilme
foi relatada, até o momento, apenas para cepas que expressam a adesina
AIDA (de ocorréncia rara em DAEC), isoladas tanto de humanos como de
animais (Sherlock et al., 2004; Ravi et al., 2007).

Um biofilme é definido como uma comunidade microbiana séssil,
caracterizada por células que estéo irreversivelmente ligadas a um substrato -
ou a uma interface ou umas as outras - sdo embebidas numa matriz de
substancias poliméricas extracelulares que elas produziram, e exibem um
fendtipo alterado com respeito a taxa de crescimento e transcricdo génica
(Donlan e Costerton, 2002). Esta definicdo ndo inclui as colbnias bacterianas
crescidas em agar, que apesar de aderidas a um substrato exibem

caracteristicas fisiologicas semelhantes as das células plancténicas.

Entre os beneficios que uma comunidade bacteriana pode obter a partir
da formacédo de biofilmes estdo: resisténcia a antimicrobianos, protecdo contra
predacao por protozodrios e protecao contra as defesas do hospedeiro (Mah e
O'Toole 2001; Matz e Kjelleberg 2005; Anderson e O'Toole 2008).

7

A resisténcia aumentada a antibidticos € o principal problema a ser
enfrentado nas infec¢des envolvendo biofilmes. Diversos fatores podem estar
implicados na resisténcia a antibidticos, dependendo da(s) espécie(s)
envolvida(s). A presenca da matriz que dificulta sua penetracéo e a diminuicao
da taxa metabdlica sao fatores inerentes aos biofilmes. Outra possivel razao
pode ser o aumento da propor¢cdo de células persistentes (Lewis, 2005).
Apesar de geneticamente idénticas ao resto da populacéo, essas células nao

se dividem e sdo resistentes a muitos antibidticos, possivelmente porque
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expressam sistemas toxina-antitoxina onde o alvo dos antibioticos é bloqueado

pela toxina (Lewis, 2005).

A formacédo de um biofilme € um processo que compreende pelo menos
cinco etapas: adesdo inicial, adesdo irreversivel, adesdo célula a célula,
maturacdo e dispersdo. Na etapa inicial as células plancténicas podem mover-
se ativamente ou serem levadas a superficie de adeséo pelo fluxo de liquido. A
adesdo torna-se irreversivel pela producdo de matriz extracelular e/ou de
adesinas especificas, que podem incluir pili ou fimbrias. A adesao célula a
célula é importante na formacao do biofilme propriamente dito e sua posterior
maturacdo. Finalmente ocorre a dispersao de células que se destacam do

biofilme e retornam ao estado planctonico (Van Houdt e Michiels, 2005).

A maturacdo de um biofilme corresponde ao seu crescimento
tridimensional. Biofilmes maduros exibem um aspecto em forma de
“‘cogumelos”, sdo formados por microcolénias e possuem canais de agua em
seu interior. Principalmente devido as interacdes célula a célula, este processo
leva a formacdo de um ambiente fisico no qual as bactérias exibem
caracteristicas fisioldgicas que os distinguem de seus homdlogos plancténicos
(Beloin et al., 2008).

Bactérias Gram-negativas respondem a estresse ambiental sintetizando
fatores sigma alternativos. Em E. coli, esses fatores sigma estdo sob o controle
de Rpos (0°), o regulador de resposta geral de estresse que compete com o
fator sigma RpoD vegetativo (c'°) e outros fatores sigma. Biofilmes de cepas
rpos’ apresentam densidade mais elevada e um aumento do nimero de
organismos viaveis (Adams e McLean, 1999); Rpos ¢é ativado durante a fase de
crescimento lento, sugerindo que as condi¢cdes que provocam retardamento do
crescimento bacteriano, tais como a limitacdo de nutrientes ou acumulo de
metabdlitos téxicos, favorecem a formagéo de biofilmes de E. coli. Por sua vez,
limitacdo de nutrientes e aumento de concentragfes tOxicas de metabdlitos
estdo associados a alta densidade populacional que ocorre nos biofilmes.
Quando as células de E. coli entram em fase estacionaria, alternam da
modalidade planctbnica para uma potencialmente séssil expressando fimbrias

curli. Esta transicdo é mediada por Rpos (Nguyen et al., 2012). Entre os genes
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sob o controle de Rpos, muitos sdo genes envolvidos na regulacao inversa da
motilidade e adesdo mediada por curli, provavelmente através do mensageiro
secundério c-di-GMP (Pesavento et al., 2008; Weber et al., 2006).

Fimbrias (ou fibras) curli sdo apéndices adesivos proteicos, de natureza
amiloide, que permitem as células aderir umas as outras e a varias superficies
(Barnhart e Chapman, 2006). Além de curli, diversos componentes, como
fimbrias, celulose, pili conjugativos e polissacarideos podem fazer parte da
matriz extracelular dos biofilmes de E. coli. Em bactérias crescidas em placas
contendo o corante vermelho congo (congo red), a expressao simultanea de
curli e celulose determina o morfotipo rdar (red, dry and rough). Esse morfotipo
— identificado pelo aspecto das colénias em meio CRI - esta associado, além
da formacdo de biofiime, a outros comportamentos multicelulares, como
agregacdo em liquido e formacdo de pelicula na interface ar/liquido (Zogaj et
al., 2003).

Em cepas de E. coli e Salmonella, a expressao de curli é favorecida por
temperaturas abaixo dos 30°C. Entretanto, isolados clinicos, como cepas de E.
coli isoladas de casos de septicemia, expressam curli a 37°C (Barnhart e
Chapman, 2006). Vérios estudos tem associado a expressdo de curli a
viruléncia em Enterobacteriaceae. Ela é considerada um fator importante para
a colonizacao, ja que é capaz de se ligar a moléculas de ampla distribuicdo no
organismo, como a fibronectina (Olsén et al., 1989) e o MHC de classe | (Olsén
et al., 1998). Em E. coli que causam infec¢cdes em aves (APEC), a auséncia de
curli reduz em cerca de 80% a capacidade de colonizacdo do intestino (La
Ragione et al., 2000). Cepas de Salmonella enteritidis deficientes na producao

de curli tem seu crescimento reduzido em ovos (Cogan et al., 2004).

Além de ser um fator de colonizacao (Barnhart e Chapman, 2006), o fato
de curli ser um amiloide leva ao estimulo da resposta inflamatoria no
hospedeiro (Bian et al., 2000; Tukel et al., 2009), a qual é mediada por
TLR1/TLR2 (Tukel et al., 2009). A expressao de curli foi associada ainda ao
aumento das taxas de invasdo de células epiteliais por Gophna et al. (2001) e
também por Uhlich et al. (2002) que relataram ainda aumento da viruléncia de

EHEC expressando curli em modelo murino.
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Biofilmes mistos, ou seja, formados por espécies diferentes, estao
envolvidos em varias infec¢des de relevancia clinica, tais como infec¢des orais
(Periasamy e Kolenbrander, 2009), respiratorias (Murphy et al., 2009; Eberl e

Tummler, 2004) e em usuarios de cateteres (Douglas, 2003).

Em um trabalho recente, Uhlich et al. (2010) demostraram que cepas
EHEC, que normalmente ndo mostram habilidade de formar biofiime em
monocultura, formavam biofilmes quando associadas a cepas nao patogénicas
de E. coli, o que pode estar associado a persisténcia dessas bactérias em

superficies.

Evidéncias de que biofilmes mistos podem estar diretamente envolvidos
no estabelecimento de diarreia por E. coli vém de trabalho recente realizado
neste laboratério. Uma cepa de Citrobacter freundii, uma espécie considerada
comensal e que, no entanto, foi isolada de uma crianca com diarreia grave,
mostrou ser capaz de intensificar a adesdo de cepa patogénica de EAEC
isolada do mesmo caso (Pereira et al., 2010).
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2- OBJETIVOS

2.1 - Objetivo geral

Comparar cepas DAEC Afa/Dr isoladas de criancas e de adultos, a partir da
andlise de caracteristicas relacionadas a viruléncia e a formagéo de biofilmes

em cepas isoladas de casos de diarreia e controles assintomaticos.

2.2 - Objetivos especificos

- Determinar a frequéncia de cepas de Escherichia coli de adesédo difusa em

casos de diarreia e em controles assintomaticos;

- Definir o perfil genético em relacéo as adesinas Afa/Dr portadas pelas cepas
DAEC;

- Avaliar a presenca e identificar possiveis novas adesinas da familia Afa/Dr

nas cepas DAEC,

- Determinar a frequéncia dos genes sat, csgA, traA, que codificam,
respectivamente, a toxina SAT, a subunidade estrutural das fimbrias curli e

pilina F, além dos genes escJ e escV, que fazem parte do TTSS;

- Caracterizar fenotipicamente as cepas DAEC em relacdo a motilidade,

producao de celulose e fibras tipo curli;

-Determinar a capacidade de formacdo de biofilmes por cepas de E. coli de

adeséo difusa (DAEC), sozinhas ou em combinagao com C. freundii;

- Verificar a capacidade de estimular a secrecdo de IL-8 em células Hela;
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3- MATERIAL E METODOS

3.1 — Amostras bacterianas

Foram utilizadas amostras de Escherichia coli, pertencentes a duas
colecdes deste laboratdrio; a primeira consiste de amostras obtidas de criangas
de até cinco anos de idade, que foram atendidas no Hospital Universitario de
Brasilia (HUB) e no Hospital Materno Infantil de Brasilia (HMIB), no periodo de
dezembro de 2000 a julho de 2002. Os casos de diarreia foram definidos como
0S que apresentaram um numero aumentado de evacuacbes diarias com
presenca de fezes amolecidas (pastosas ou liquidas). Foram coletadas 127
amostras fecais de criancas com diarreia e 127 de criancas assintomaticas. Os
controles foram definidos como aqueles que ndo apresentaram diarreia no
periodo de quatro semanas antes da coleta. Individuos que tivessem feito uso
de antibitticos 15 dias antes da coleta foram excluidos do estudo. Os controles
foram pareados por idade e nivel sécio-econdmico e coletados no periodo de
até 15 dias apo6s a coleta do caso correspondente. Em geral, cinco isolados
foram obtidos de cada amostra fecal, totalizando 1253 isolados. No momento
da coleta, foram obtidos dados gerais sobre a saude e alimentacdo das

criancas.

A segunda colecdo € composta por amostras de Escherichia coli
isoladas de fezes de 143 adultos com diarreia e 119 adultos assintoméaticos, as
quais foram previamente classificadas como DAEC e parcialmente
caracterizadas (Piva, 1998; Almeida, 2003). A colecdo consta de 27 cepas
provenientes de adultos diarreicos e 15 cepas provenientes de adultos

assintomaticos.

Todas as amostras foram submetidas a pesquisa dos sorogrupos de
EPEC: 026, O55, 086, O111, 0114, 0119, 0125, 0126, 0127, 0128, 0142
and O158 (OMS, 1987). As cepas utilizadas como controle nos testes estao

indicadas na tabela a seqguir (tabela 2).

As amostras foram preservadas em agar nutriente e criopreservadas em
glicerol 20% a - 20°C.
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Tabela 2 — Cepas bacterianas utilizadas como controle neste estudo

Cepa Caracteristica

E. coli C600 Controle negativo

E. coli KS 51 operons afa/Dr e afaE-1

E. coli A 22 afaE-2

E. coli A 30 afaE-3

E. coli AL 851 afaE-5

E. coli IH 11128 Fimbria Dr

E. coli C 1845 F1845/adesao difusa

E. coli 042 Biofilme/ adeséo agregativa
E. coli 17.2 Biofilme/adesao agregativa
E. coli EPEC 8 eae/adeséo localizada/TTSS
C. freundii - Cf 205 Biofilme

Shigella flexneri 46

Producéo de IL-8
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3.2- Critérios de definicdo de cepas DAEC

Foram selecionadas cepas de Escherichia coli que apresentaram
resultado positivo, por PCR, para a presenca da regido conservada dos genes
afaB-C, correspondente a um fragmento de 750 pb da regido conservada dos
operons afa, que codificam as adesinas Afa/Dr. Uma vez que cepas atipicas de
EPEC (E. coli enteropatogénica) podem possuir essas adesinas, as amostras
também foram testadas quanto a presenca da regido conservada do gene eae,
que caracteriza as cepas EPEC; amostras positivas foram excluidas deste

estudo. Os iniciadores utilizados estdo listados na tabela 3.

As amostras Afa/Dr'/eae” foram submetidas aos testes de adesdo em
células cultivadas. Foram incluidas neste trabalho as amostras apresentando
adesao difusa. Amostras causando descolamento celular também foram

incluidas.

3.3- Critérios de excluséao

Foram excluidos da amostra os casos nos quais tenham sido isolados
outros patdgenos bacterianos, tais como Salmonella sp. e Shigella sp, e cepas
de E. coli pertencendo a outras categorias diarreiogénicas de E. coli (EPEC,
EAEC, STEC/EHEC, ETEC e EIEC).

3.4- Identificacdo de adesinas Afa/Dr

Os genes afakE-1, afaE-2, afakE-3/dre afaE-5 e daaE, que codificam,
respectivamente, a porcdo estrutural das adesinas Afa-l, I, 1lI/Dr, Afa-V e
F1845 foram identificados por PCR. Os iniciadores estéo listados na tabela 3. A
diferenciagcdo entre cepas que possuem Afa-1ll e Dr foi feita fenotipicamente
através de testes de hemaglutinacdo manose-resistente em presenca de

cloranfenicol (Le Bouguenec et al., 1993).
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3.5- Caracterizacao genética das cepas DAEC

A presenca dos genes afaB-C que codificam as adesinas Afa/Dr, gene
sat, que codifica a toxina Sat e genes escV e escJ, que fazem parte do sistema
de secrecédo do tipo lll, foi investigada por PCR. As condicbes empregadas
para a PCR foram as seguintes: 30 ciclos a 94°C por 1 minuto, 30 ciclos na
temperatura de anelamento de cada par de iniciadores por 1 minuto, e a 72°C
por 1 minuto, seguidos de um ciclo de extensao final a 72°C por 5 minutos.
Todos os fragmentos utilizaram parametros semelhantes, exceto pela

temperatura de anelamento. Os iniciadores estéo listados na tabela 3.

Para extracdo do DNA, 1 mL de cultura foi centrifugada (3000g/3 min) e
o precipitado ressuspenso em 500 puL de agua destilada. Essa suspenséao foi
colocada em banho-maria a 97°C e centrifugada novamente. O sobrenadante
foi utilizado como fonte de DNA total para as reacOes de amplificacdo. Os
produtos de amplificacdo foram resolvidos em géis de agarose 2%, em tampao
acetato pH 8,2 (Anexo A, p 106).

As condi¢des gerais para amplificacdo foram as seguintes:
10 mM Tris-HCI pH 8,8

1,5 mM MgCl,

50 mM KClI

200 uM cada dNTP

1 U Taq polimerase

10 pM cada iniciador
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Tabela 3 — Iniciadores utilizados neste trabalho

Tamanho Temperatura
do de

fragmento  anelamento

Gene Descricéao Sequéncia dos iniciadores Referéncia

Regido 5" GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC 3’
Le Bouguenec et
afaB-C conservada dos 750 pb 62°C | 1992
operons afa/dr 5/ CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG 3/ al, 99
. 5" CGAAAACGGCACTGACAAG 3
Adesina )
afaE-1 fimbrial Af 230 pb 61°C Almeida, 2003
afimbrial Afa-| 5 AGGCTTCCGTGAATACAACC 3’
. 5" TTAGACCGTACTGTTGTGTTACC 3
Adesina Zhang et al,
afaE-2 fimbrial Afall 375 pb 48°C 1997
alimbriat Ata- 5 GTTTCCCAGTAGACTGGAATGAAGC 3 9
Adesina
afaE- afimbrial Afa- 5 TTAGACCGTACTGTTGTGTACC 3 Le Bouguenec et
3/d 1/h lutini 408 pb 65°C l., 1993
re emaglutining 5 A CCATTGTCGGTCGTCCAGGC 37 al, 1
Dr
. 5 TTAGACCGTACTGTTGTGTTACC 3
Adesina Zhang et al,
afaE-5 S 429 pb 48°C
afimbrial Afa-V , 1997

5" AGCATCGGCGCGGTATACGGT 3’

. L 5" TGACTGTGACCGAAGAGTGC 3
Adesina fimbrial _
daaE F184 380 pb 48°C Almeida, 2003
845 5" TTAGTTCGTCCAGTAACCCCC 3’

Toxina SAT 5 GCAGCAAATATTGATATATCA 3
sat (autotransporter 630 pb 57°C
toxin) 5 GTTGTTGACCTCAGCCAAGGAA 3

Taddei et al
2003

5" GTCAATGTTGATGTCGTATCTAAG 3
escJ TTSS 826 pb 54°C
5" CACTAAGCTCGATATATAGAACCC &

Kyaw et al,
2003

5 GATGACATCATGAATAAACTC 3
escV TTSS 2130 pb 54°C
5 GCCTTCATATCTGGTAGAC 3

Kyaw et al,
2003

Pereira et al.,

traA Pilina F 5 AAGTGTTCAGGGTGCTTCTG & 385 pb 60°C 2010
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5 TATTCTCGTCTCCCGACATC 3’

5 CCCGAATTCGGCACAAGCATAAGC 3’
eae Intimina 881 pb 52°C
5 CCCGGATCCGTCTCGCCAGTATTCG &

Oswald et al.,
2000

) 5  ACTCTGAACTTGACTATTACC 3
csgA Curli 3 . 230 pb 53°C Este estudo
5 AGATGCAGTCTGGTCAAC 3

. . 5 TTAGACCGTACTGTTGTGTACC 3
Putativa adesina

afax fal ¢ 800 pb 58°C Este estudo
Afa/Dr (AfaX) 5 CCGKYSAGGDTCAGDGTGTA 3'*

*K-TouG;Y-TouC;S-GouC;D-A, TouG.

3.6- Determinacdo da motilidade das cepas

A capacidade de motilidade das cepas DAEC foi determinada pelo
padrdo de crescimento em agar semissoélido (Anexo A, p. 101) em tubos
verticais. As amostras bacterianas crescidas em LB (Anexo A, p. 100) foram
inoculadas com auxilio de agulha bacterioldégica, em profundidade de 1 cm a
partir da superficie do meio. As amostras foram crescidas a 37°C por 24 horas
e depois a temperatura ambiente por mais sete dias. Cepas que n&o
mostraram motilidade neste periodo foram repicadas para novo meio. Foram
consideradas negativas as cepas que ndo mostraram motilidade apoés trés

repiques (21 dias).

3.7- Ensaios de formacéao de biofilme

A formacao de biofilme foi avaliada utilizando o método descrito por Wakimoto
et al. (2004), que emprega placa de poliestireno contendo 96 pocos, com
modificagdes. Concisamente, 200 pL de DMEM-manose (Anexo A, p. 101) por
poco foram inoculados com 5 pL de cada cultura bacteriana. As placas foram
incubadas por 18 h a 37°C e os biofilmes formados foram corados com cristal
violeta (Anexo A, p. 105) por 15 minutos e lavados com 200 pL/pogo de PBS

(Anexo A, p. 103). Os biofilmes foram quantificados utilizando a média do CV

36



adsorvido (OD 630 nm) no fundo do poco somado ao CV solubilizado por
etanol (200 pL/poc¢o). O resultado foi dado pela média de trés experimentos

independentes.

A cepa 205 de Citrobacter freundii, isolada de um surto de diarreia no
Distrito Federal, foi utilizada como controle positivo. Esta cepa € capaz de
formar, nas condicbes do teste, um biofime de baixa intensidade, com
presenca de uma matriz que pode ser visualizada por microscopia oOtica. Os
valores das leituras (OD = 0,2) desta cepa foram utilizados como ponto de
corte. As cepas que tiveram leituras iguais ou maiores do que as de Cf 205
foram consideradas formadoras de biofilmes, enquanto aquelas que
apresentaram leituras menonores do que Cf 205 foram consideradas incapazes
de formar biofiime. As cepas EAEC 042 e C600 foram utilizadas como
controles internos dos testes (biofilmes intensos e controle negativo,

respectivamente).

Para contagem das unidades formadoras de col6nia (UFC), os biofilmes
foram formados sobre laminulas de vidro circulares com 13 mm de
circunferéncia. Apos 18 horas, as laminulas foram lavadas com PBS para
remover as bactérias ndo aderidas, e as bactérias foram deslocadas das
laminulas com 20 mL de PBS contendo 0,5 % de triton, por agitacdo. Cinco a
dez microlitos de cada suspensdo foram semeados em placas de agar
MacConkey e crescidos por 18 horas a 37°C, quando as UFC foram contadas.
A diferenciacdo das cepas de E. coli e C. freundii foi feita com base na
diferenca de velocidade de fermentacao de lactose por essas bactérias, (sendo
a primeira um fermentador rapido e a segunda, lenta) que resulta em col6nias
de cores diferentes nas condi¢des do ensaio. O resultado foi dado pela média

de trés experimentos independentes.

3.8- Manutencéao de células HelLa

As células foram mantidas em frascos com 25cm? de area, em meio
DMEM (Anexo A, p. 101) contendo antibidticos (Anexo A, p. 101) e 5% de soro

fetal bovino, a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. Apds atingirem confluéncia
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na superficie do frasco, as células foram repassadas para novos frascos ou
placas para realizagdo dos testes. Para deslocamento do tapete celular, as
células eram lavadas trés vezes com PBS glicosado (Anexo A, p. 102)
contendo uma solucdo de tripsina/EDTA a 0,4% (Anexo A, p. 102). Apés as
lavagens, a solucédo foi parcialmente descartada e os frascos mantidos a 37°C
por 10 minutos, apds os quais os frascos foram agitados manualmente para
permitir o descolamento das células. Estas foram homogeneizadas com 2ml do

meio DMEM e distribuidas na propor¢éao de 0,5ml a 1ml por novo frasco.

3.9- Ensaios de adesao

Os ensaios de adesdo em células de cultura foram realizados conforme
previamente descrito, com adaptaces (Scaletsky, 1984). Células HelLa (0,6 x
10° céls/orificio) cultivadas em DMEM (5% SFB e antibi6ticos) em atmosfera
de 5% de CO,, a 37°C, em placas de 24 orificios, montadas com laminulas de
vidro até atingir cerca de 5-70% de confluéncia foram infectadas com 50 pl de
cultura bacteriana. Nos ensaios de adesdo mista, foram utilizados 25 ul de
cada cultura bacteriana. As bactérias foram incubadas por 3 horas, apds as
quais as células foram lavadas com PBS e as laminulas fixadas com metanol,
coradas com May-Grinwald e analisadas por microscopia Otica para

determinar os niveis de adeséao.

Para contagem das unidades formadoras de UFC, ap0s os testes de
adesdo, os pocos foram lavados seis vezes com PBS para remover as
bactérias ndo aderidas, e as células foram lisadas com PBS contendo 0,5 % de
triton. Dez microlitos de cada lisado, diluido 1:500 e 1:1000, foram semeados
em placas de agar MacConkey e crescidos por 18 horas a 37°C, quando as
UFC foram contadas. A diferenciacéo das cepas de E. coli e C. freundii foi feita
com base na diferenca de velocidade de fermentacéo de lactose por essas
bactérias, (sendo a primeira um fermentador rapido e a segunda, lenta) que
resulta em colonias de cores diferentes nas condi¢cdes do ensaio. O resultado

foi dado pela média de trés experimentos independentes.
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3.10- Producéo de curli e celulose

A producdo de curli e celulose foram determinadas semeando as
amostras de forma pontual em meio CRI (Anexo A, p. 100), de acordo com o
descrito por Soloman et al., 2005. As amostras foram divididas de acordo com
os fendtipos descritos por Zogaj et al.,, 2003: rdar (red, dry and rough),
indicando producé&o de curli e celulose; bdar (brown, dry and rough), indicando
producdo apenas de curli; pdar (pink, dry and rough) indicando producdo de
celulose; e saw (smooth and white), indicando falta de producédo de celulose e

curli (Figura 4A).

A produgédo de celulose foi detectada visualizando a florescéncia das cepas
crescidas em meio calcofltor (Anexo A, p. 101), sob luz ultravioleta (Figura 4B)
(Soloman et al., 2005).

Saw

pdar

bdar

rdar

Figura 4: Aspecto de colbénias bacterianas cultivadas nos meios CRI e calcofldor. A
producao de curli e celulose determinam os morfotipos saw, pdar, bdar e rdar em meio
CRI (A). A producdo de celulose pode ainda ser visualizada pela fluorescéncia das
colénias em meio calcofltor (B). Fonte: Bokranz et al., 2005.
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3.11- Extracédo de proteinas de superficie

As colbnias de DAEC crescidas até a confluéncia em LB Agar (Anexo A,
p. 100) foram raspadas e ressuspensas em PBS. A extracdo das proteinas
superficiais foi feita submetendo-se as suspensdes a agitacao intensa a 65°C
seguida de centrifugacdo a 5000 RPM por 30 minutos para remoc¢ao dos restos
celulares. As proteinas foram precipitadas com sulfato de aménio a 70%,
ressuspensas em pequeno volume de PBS e submetidas a didlise para

remocao do sal.

3.12 - Obtencgéo de anticorpo anti-AfaX

Anticorpos policlonais foram obtidos, em camundongos “Swiss”, de
acordo com metodologia padrdo. Cada animal foi inoculado com 5 pg de
proteina obtida conforme item anterior. A proteina diluida em um volume
pequeno (25 ul) de PBS estéril foi inoculada via intramuscular na coxa do
animal em 3 doses, com intervalos de 15 dias: a primeira, com adjuvante
completo de Freund, a segunda com adjuvante incompleto e a terceira, apenas
a proteina. Decorridos 15 dias apos a Ultima imunizacdo os animais foram
anestesiados com éter e exsanguinados através de incisdo na veia subclavia.
Todos os procedimentos com animais seguiram as normas recomendadas pelo

CEUA e foram realizados somente ap6s aprovacao de projeto por este comité.

3.13 - Ensaio de “Western blot”

Apos a eletroforese em SDS-PAGE das proteinas de superficie de E.
coli, as bandas proteicas foram transferidas para membrana de nitrocelulose. A
membrana foi previamente incubada em solugcao de bloqueio (Anexo A, p. 102)
contendo 1% de albumina sérica bovina por 18 horas. Ap6s o bloqueio, a
membrana foi lavada em TBS (Anexo A, p. 103), incubada com o anticorpo
anti-AfaX diluido na proporcéo de 1:500 em solucéo de bloqueio e incubado por

18 horas com agitacdo branda. Apos a incubacdo com o primeiro anticorpo, a
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membrana foi lavada 3 vezes com TBS por 15 minutos cada. Em seguida
procedeu-se a reagcdo com 0 anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado
com fosfatase, diluido na propor¢cdo de 1:1000 na solucdo de bloqueio. A
incubacdo foi de 2 horas a temperatura ambiente sob agitacdo branda. A
membrana foi novamente lavada com TBS e o complexo foi revelado com uma
solucéo contendo partes iguais de BCPI (5-bromo-4-cloro-indolyl phosphate) e

NBT (nitro blue tetrazolium).

3.14 - Contrastacao negativa (Microscopia eletrénica de transmisséo)

As amostras bacterianas foram cultivadas em LB agar (Anexo A, p. 100)
por 18 horas a 37°C. Apdés o crescimento, uma quantidade da cultura
bacteriana equivalente a uma Unica coldnia foi ressuspensa em solucao salina.
Uma gota dessa solucao foi aderida a uma tela de cobre com malha de 200
“‘mesh” recoberta com pelicula de formvar (0,6%). O excesso de liquido foi
removido com papel filtro e, na sequéncia, as telas foram depositadas em uma
gota de solucdo de acetato de uranila a 0,1%. ApoOs alguns minutos, as telas
foram lavadas em agua destilada, o excesso de liquido foi removido e as telas
colocadas para secar. As telas foram visualizadas ao microscopio de
transmissdo Jeol, com corrente de 80kV, no laboratério de microscopia

eletrbnica da UnB.

3.15 — Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para analise por MEV, as amostras foram fixadas em solucdo de
Karnovsky (5% de glutaraldeido mais 4% de formaldeido em tampéao cacodilato
de sodio 0,1 M) por duas horas a temperatura ambiente ou por 18 horas em
geladeira. ApoOs, as amostras foram fixadas por uma hora em tampdao
cacodilato contendo 0,5% de tetroxido de 6smio e 0,8% de ferrocianeto de
potéssio. Seguiu-se a desidratacdo em acetona (30-100%), secagem ao ponto
critico de CO2 e deposicdo da camada de ouro (20nm) sobre as amostras. As
amostras foram visualizadas no microscopio de varredura do laboratério de

microscopia eletrénica da UnB.
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3.16 — Sequenciamento

O sequenciamento dos genes foi realizado de forma automatizada pelo
laboratorio de Biologia Molecular da UnB, utilizando o equipamento MegaBACE
500 Plus (Molecular Dinamics) e pela empresa Ludwig Biotec, utilizando o

equipamento ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

3.17 — Bioinformética

A analise da sequéncia de afa-X e da proteina correspondente foi feita

utilizando programas disponiveis publicamente, tais como:

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1990), disponivel
em: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi.

ExPASYy (Gasteiger et al., 2003), disponivel em:http://web.expasy.org/translate/

Os iniciadores foram desenhados com o auxilio dos programas BLAST (acima)
e Genefisher2 (Giegerich et al., 1996), disponivel em: http://bibiserv.techfak.uni-

bielefeld.de/genefisher2/

3.18 - Anéalise estatistica

A analise estatistica foi feita utilizando o programa SPSS versdo 13.0.
Frequéncias foram analisadas por meio do teste de Fisher ou Qui-quadrado,
quando indicado. Médias entre grupos foram comparadas por meio do teste t
de Student. Resultados com valores de P< 0,05 foram considerados

significativos.
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4- RESULTADOS

4.1- Frequéncia de DAEC Afa/Dr

Um total de 1253 amostras de E. coli, isoladas das fezes de 127 casos
de diarreia em criancas, e de 127 controles assintomaticos, foram examinadas
quanto a presenca de genes da regido conservada dos operons afa (afaB-C),
que codificam as adesinas da familia Afa/Dr. Isolados positivos foram
investigados quanto a presenca da regido conservada do gene eae, cuja
presenca € caracteristica de EPEC. Cento e dezoito isolados tiveram resultado
positivo para afaB-C e negativo para eae. Nos testes de adeséo, a maioria das
cepas (80,5% - 95/118) mostrou adeséao difusa. Nove cepas (7,7%) foram néo
aderentes e uma (0,8%) aderiu num padrao indeterminado; estas cepas foram
excluidas deste estudo. Apesar de outras 13 cepas (11%) terem causado
descolamento celular, bactérias aderindo difusamente puderam ser observadas
nas células remanescentes, e elas foram incluidos no estudo. Cento e oito
cepas, sendo 50 de casos de diarreia e 58 de controles assintomaticos foram
considerados DAEC Afa/Dr (tabela 4).

Em relacdo ao numero de criancas estudadas, cepas DAEC Afa/Dr
foram detectadas em de 21 dos 127 casos de diarreia (16,5%), e em 25 de 127
de individuos assintoméaticos (19,6%). Ndo houve, portanto, diferenca entre a
frequéncia de DAEC em casos de diarreia em criancas e em seus controles.
Cepas de DAEC Afa/Dr foram recuperadas de 27 dos 143 (18.8%) casos de
diarreia em adultos, e de cinco dos 119 (4.2%) controles (Tabela 4).
Consequentemente, cepas DAEC foram encontradas em maior frequéncia em
casos de diarreia em adultos (P<0.01). Vinte e sete cepas foram obtidas de

adultos com diarreia e quinze de adultos assintomaticos. (Tabela 4).

43



Tabela 4 — Distribuicdo das cepas DAEC Afa/Dr isoladas de adultos e

criangas

Criancas Adultos Total
Grupo

Casos Controle Casos Controle
Numero de sujeitos de pesquisa 127 127 143 119 516
Portadores de DAEC Afa/Dr 21 25 27* 5* 78
% portadores de DAEC Afa/Dr 16,5% 19,6% 18,9% 4,2% 15,7%
Cepas DAEC Afa/Drisoladas 50 58 27 15 150

*(P<0.01)
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4.2 - Adesinas Afa/Dr

Utilizando iniciadores especificos para o segmento “E” dos operons afa,
0s genes que codificam os diferentes tipos de adesinas da familia Afa/Dr
presentes na amostra foram identificados. Sua distribuicdo estd mostrada na
tabela 5.

Cepas isoladas de criancas e adultos exibiram perfis muito diferentes de
adesinas Afa/Dr. Cepas isoladas de criancas mostraram maior diversidade,
enguanto as cepas isoladas de adultos mostraram baixa variabilidade de genes

afaE com distribuicdo distinta para as cepas de casos e controles.

Os genes afak-1, afaE2, afaE3/draE, afaE5 foram encontrados tanto em
cepas de adultos como de criancas. O gene afakE-1 foi o mais frequente e
distribuiu-se de modo bastante uniforme em todos o0s grupos: criancas
diarreicas, criancas assintomaticas, adultos diarreicos e controle. Os genes
afaE2, AfaE3/draE também se distribuiram de modo semelhante, porém em
frequéncias bem menores. Todas as cepas afaE3/draE® mostraram
hemaglutinacéo resistente ao cloranfenicol, e portanto possuem Afa-lll e néo
Dr.

O gene afaE5 foi mais frequente em cepas de adultos, sendo detectado
em frequéncia significativamente maior (P<0,01) nos controles assintomaticos
(46,7% - 7/15) do que nos casos de diarreia (3,7% -1/27).

O gene que codifica a adesina F1845 foi frequente em cepas isoladas de
criangas, especialmente em cepas de controles (15,5% -9/58). Esse gene néo

foi encontrado em cepas de adultos.

Associagdes entre mais de um tipo de adesinas Afa/Dr foram detectados
em 12% (6/50) das cepas isoladas de criancas diarreicas, e em 29,3% (17/58)
das cepas isoladas de criancas assintomaticas. Todas as combinacgfes
genéticas envolveram afaE-1 ou daaE. A associacdo afaE-1/afaE-2 foi
encontrada apenas em casos de diarreia em crian¢as (P<0,05). Combinacdes

de adesinas ndo foram encontradas em cepas de adultos.
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Uma cepa positiva para afakE-1/afakE-2, escolhida aleatoriamente, teve as
sequéncias de ambos os genes afaE parcialmente sequenciadas. A analise
dessas sequéncias mostrou que um dos segmentos possui 98% de identidade
com afaE-1 e o outro mostrou 100% de identidade com afaE-2 (Anexos B e C).

Em 20% (30/150) das cepas afaB-C positivas, 0 gene da adesina
especifica ndo pode ser identificado. Cepas com gene afaE indeterminado
foram denominadas "afa-X". Cepas com afak indeterminado foram encontradas
em ambas as colecdes, de criancas e adultos. Nas cepas de adultos, afa-X foi
encontrado em 40,7% das cepas de diarreia, ndo sendo detectado em cepas
de controles, portanto significativamente associado a diarreia em adultos
(P<0,01).
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Tabela 5 — Distribuicdo dos genes das adesinas Afa/Dr em cepas DAEC

isoladas de casos de diarreia e de controles assintomaticos

Numero (%) de cepas isoladas de

Criangas Adultos

Diarreia Controle Total Diarreia  Controle Total
Gene afaE (N=50) (N=58) (N=108) (N=27) (N=15) (N=42)
afaE-1 22 (44) 19 (32,8) 41 (38) 12 (44,4) 5(33,3) 17 (40,5)
afaE-2 5(10) 3(52) 8(7,4) 1(3,7) 2(13,3)  3(7,1)
afaE-3/draE 1(2) 1(1,7) 2(1,8) 2 (7,4) 1(6,7) 3(7,1)
afaE-5 1(2) 2(35) 3(2,8) 13,72 746,77 8(19)
afa-X 12 (24) 7 (12) 19 (17,6) 11 (40,7)° O° 11 (40,7)
daaE 3 (6) 9(155) 12(11) O 0 0
afaE-1 + 2 5(10° 0° 5 (4,6) 0 0 0
afaE-1+ 3 0 1(1,7) 1(0,9) 0 0 0
afaE-1+5 0 6 (10,3) 6 (5,1) 0 0 0
afakE-1+ daaE 1(2) 5 (8,6) 6 (5,1) 0 0 0
afaE-1 + 2 +
daakE 1(1,7) 1(0,9) 0 0 0
afaE-2 + daaE O 2 (3,5) 2(1,8) 0 0 0
afaE-5 + daaE 0 235 2(1,8) 0 0 0

a,b,c - P<0.05 (casos x controle)
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4.3- Caracterizacao de Afa-X

A sequéncia genética da adesina Afa-X foi amplificada por PCR com o
uso de um par de iniciadores do qual um era parcialmente degenerado (tabela
3). Embora a degeneracéo tenha limitado o sequenciamento a uma das fitas,
foram sequenciadas 783 bases, um fragmento maior do que o esperado para o
gene de interesse. O uso do programa blastn indicou que parte da sequéncia
possui 95% de identidade (315/332 pb) com a sequéncia de “drbE121”, uma
adesina Afa/Dr identificada por Zhang et al. (1997) (Figura 5). A sequéncia
mostrou semelhancgas também com sequéncias de genes que codificam outras
adesinas Afa/Dr (Anexo D).

A sequéncia de afa-X mostrou trés possiveis quadros abertos de leitura
(open reading frames). O uso do programa blastx mostrou que a sequéncia da
proteina deduzida a partir de um destes quadros de leitura € semelhante com
as sequéncias de adesinas Afa/Dr (Anexo E). A maior proximidade foi
encontrada para DrbE-121 (86% de identidade). A analise revelou ainda a
presenca de um dominio conservado (dominio de ligacdo ao receptor) que €
compartilhado pelas adesinas DrbE-121, Dr, Afa-I, Afa-lll, DrbE-122 e Afa-V;
todas pertencentes a familia Afa/Dr (Anexo F). Paralelamente, as proteinas de
superficie de cepas Afa-X e de cepas padrdo de DAEC foram submetidas a
eletroforese. Todas as cepas de adultos diarreicos apresentaram uma proteina
de superficie de aproximadamente 11 kDa, um tamanho comparavel ao das
adesinas Afa/Dr conhecidas (Le Bouguenec et al., 1993; Swanson et al., 1991;
Labigne-Roussel et al., 1984) (Figura 6A). O “western blot” mostrou que o
anticorpo anti-Afa-X foi capaz de reagir tanto com Afa-X como com proteinas
de superficie de cepas padréo portando as adesinas Afa-l, Afa-l1l, Afa-lll e
adesina Dr, confirmando que as cepas “Afa-X" portam proteinas de superficie
relacionadas as adesinas Afa/Dr. Nao foi verificada reacdo cruzada com

material proveniente de cepas positivas para F1845 (Figura 6B).
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Afa-X 180

GCACATAAACGACATACCGAATTGCACGACCGGGCGGTTCTGGGAGAAGTCTCCGTCAGT

FEErrrrrrrrrr o
FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre
drbE121 145

GCAAATAAACGACAGAGCGAATTGCACGACCGGGCGGTTCTGGGAGAAGTCTCCGTCAGT

afa-X 240

GGGGTGGGTTGCGGTACCGACCAGCGCGTGGCGGTGAGTGCGGGTAATTTTTATGACGGA

drbE121 205

GGGGTGGGTTGCGGTACCGACCAGCGCGTGCCGGTGAGTGCGGGTAATTTTTATGACGGA

afa-X 300

ACCTTTGGCTTTTTTATGACCCAAGACGGCGGGACATAAAAACTGACCGCCCACCTAGCC

drbE-121 265

ACCAATGGCTTTTTTATGACCCAAGACGGCGGGACAGAAAAACTGACCGTCGACCTAGCC

afa-X 360

ACTAATGGCGACCAATGGAAAAAGGATAACGGCGTGTATTACCGCGCCGCCGGTGGGGAC

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
drbE-121 325

ACTAATGGCGACCAATGGAAAAAGGATAACGGCGTGTATTACCGCGCCGCCGGTGGGGAC

afa-X 420

TGGACTGTATAGATCGCTATTATTGTACGGGGAGAACAGGTGAACAAACCGACCGGTAAA

drbE-121 385

TGGACTGGAAAGATCGGTATTATTGTACGGGGAGAACAGGTGAACAAACCGACCGGTAAA

afa-X 480 TACACCATGCACCCAGATGT-GGTTTCTGGGC 510

R N e RN
drbE-121 445 TACACCATGAACCTAGATGGCGGCTACTGGGC

476

239

204

299

264

359
|

324

419

384

479

444

Figura 5- Alinhamento entre a sequéncia de afa-X e a sequéncia de drbE121. O programa

blastn mostrou 95% de identidade entre as duas sequéncias.
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Figura 6 — Andlise da proteina Afa-X. A: Eletroforese de proteinas de superficie de
cepas portando adesinas Afa/Dr em gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE). Amostras:
1:Marcador de massa molecular (MM); 2 - Afa-l; 3 - F1845; 4 - Afa-lll; 5 a 10 — AfaX.
B: “western blot” de proteinas de superficie utilizando anticorpo anti-afaX. Amostras: 1:
Afa-X - amostra utilizada na preparacdo do anticorpo; 2: Afa-X - outra cepa de adulto
diarreico; 3: AL851 (Afa-V); 4. C1845 (F1845); 5: C600; 6: A 30 (Afa-lll); Marcador de
massa molecular (MM).
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4.4 - Distribuic&o de caracteristicas associadas a viruléncia

As cepas DAEC Afa/Dr foram examinadas em relacdo a caracteristicas
possivelmente associadas a viruléncia. O resultado est4 sumarizado na tabela
6.

O gene que codifica a toxina SAT foi frequente em cepas de adultos,
tanto diarreicos (66,7% -18/27) como assintométicos (86,6% -13/15). Em
contrapartida, em cepas de criangas, o0 gene sat foi encontrado em maior
frequencia (P<0,05) em casos de diarreia (46%- 23/50) do que em controles
(18,9% -11/58), apontando a importancia de SAT nas diarreias infantis
induzidas por DAEC.

A presenca dos genes escV e escl, que sdo parte do Sistema de
Secrecdo do Tipo Trés (TTSS), foi investigada nas cepas DAEC
Afa/Dr. Em cepas de adultos, esses genes foram detectados em apenas uma
cepa, isolada de um caso de diarreia (3,7% - 1/27). Surpreendentemente,
51,7% (30/58) das cepas isoladas de crian¢cas assintomaticas foram positivas
para escV ou escJ; esses genes foram encontrados em apenas 6% (3/50) das

cepas de criancas diarreicas (P<0.05).

A motilidade das cepas DAEC foi determinada em meio agar
semissolido. A maioria das amostras (88,6% - 130/150) mostrou motilidade,

independente da origem.

Entre as cepas testadas para secrecao de IL-8, 53,4% (31/58) das cepas
controle e 28% (14/50) das cepas de diarreia em criancas foram capazes de
estimular a secrecao desta citocina por células HelLa (P<0,01). Com relacéo as
cepas de adultos, 26,6% (4/15) das cepas isoladas de controles assintomaticos
estimularam secrecdo de IL-8. Todas as cepas de adultos que estimularam
secrecdo de IL-8 eram de um mesmo caso e provavelmente representam um
clone. Cepas de adultos diarreicos capazes de estimular producéo de IL-8 n&o

foram detectadas.
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O nivel médio de secrecdo de IL-8 por células estimuladas por cepas
DAEC foi 60 pg/mL, atingindo o maximo de 350 pg/mL. A maioria das cepas,
tanto de adultos (4/4 — 100%) como de criancas (33/43 — 73,3%) mostrou niveis
baixos de secrecdo de IL-8 (até 100 pg/mL). Secrecdo de IL-8 ndo foi
detectada em células HelLa néo infectadas nem em células infectadas com E.
coli C600.

A capacidade de estimular secrecdo de IL-8 em células HelLa néo foi
associada a motilidade, tipo de adesina Afa/Dr ou qualquer outra caracteristica

examinada neste estudo.
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Tabela 6 — Caracteristicas associadas a viruléncia em cepas DAEC Afa/Dr

isoladas de criancas e adultos

N (%) de cepas isoladas de:

Criangas Adultos

Caracteristica Diarreia Controle  Diarreia  Controle

sat 23 (46)? 11 (18,9)* 18 (66,7) 13 (86,6)
Motilidade 45 (90) 55(94,8) 19 (70,3) 14 (93,3)
TTSS 3 (6)° 30 (51,7)° 1(3,7) 0
Secrecdo de 14 (28)° 31 (53,4)° 0° 4 (26,6)
IL-8
Total 50 58 27 15

ab,c,d

P<0.05 (casos x controles)

TTSS: presenca dos genes escJ e/ou escV

sat: gene da toxina SAT (secreted autotransporter toxin)
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4.5 - Componentes dos biofilmes

Alguns dos componentes da matriz dos biofilmes de E. coli foram

investigados e o resultado est4 indicado na tabela 7.

Uma vez que pili conjugativos podem ter papel no estabelecimento dos
biofilmes de E. coli, foram realizados ensaios de PCR para detec¢cdo do gene
traA, que codifica pilina, unidade estrutural dos pili F. Cepas traA positivas

foram detectadas em alta frequéncia em todos os grupos estudados.

A expressdao de curli e celulose podem ser determinadas pelos
morfotipos exibidos em meio CRI (congo red indicator); Alternativamente, a
producdo de celulose pode ser visualizada em meio contendo o corante
calcofltor. As cepas DAEC foram testadas nesses dois meios, sendo crescidas

a temperatura de 37°C, para simular as condi¢cdes no hospedeiro humano.

Quando as bactérias foram cultivadas no meio CRI, cinco fenétipos
foram observados. Além dos quatro morfotipos descritos na literatura, muitas
exibiram uma coloracdo alaranjada (tabela 8). Essas amostras foram todas
negativas para producéo de celulose em meio contendo calcofltor. Estudos de
microscopia eletronica de transmissédo foram realizados com duas cepas de
cada morfotipo e confirmaram os resultados obtidos em meio CRI. As cepas de
coloracdo alaranjada mostraram estruturas de superficie compativeis com curli
(Figura 7). Assim, essas amostras foram consideradas positivas para curli e

negativas para celulose.

A frequéncia de curli foi dada pela soma de todos os morfotipos
associados a producao de curli — rdar, bdar e o de coloracdo alaranjada.
Considerados isoladamente, a frequéncia dos morfotipos néo diferiu em casos

e controles (tabela 8).

Cepas positivas para curli foram detectadas em frequéncias similares em
casos de diarreia em criancas (62% - 31/50) e em controles (67,2% - 39/58).
Em contraste, em cepas de adultos a expresséo de curli foi maior (P<0,05) em

cepas de casos de diarreia (59,2% - 16/27) do que nos controles (6,7% - 1/15).
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As cepas também foram cultivadas em meio CRI a 28°C. Cinco cepas
isoladas de adultos, quatro de casos de diarreia (14,8% - 4/27) e uma (6,7% -
1/15) de controles assintomaticos, foram positivas para producéo de curli. Entre
os isolados de criancas, 36% (18/50) das cepas de casos de diarreia e 37,9%
(22/58) dos controles foram positivos para curli a 28°C. Portanto, entre as
cepas DAEC Afa/Dr, mais cepas expressaram curli a 37°C do que a 28°C. A
maioria das cepas que exibiram uma coloragdo alaranjada a 37°C exibiu o
morfotipo saw (auséncia de curli ou celulose) quando crescida a 28°C. Juntos,
esses resultados sugerem que a expressao de curli por cepas DAEC é

favorecida a 37°C.

A maioria das cepas (92% - 138/150) foi positiva para o gene csgA. O
gene, que codifica a subunidade estrutural principal de curli, foi encontrado em
alta frequéncia em todos os grupos (tabela 7). No entanto, a expresséao de curli
foi varidvel: algumas cepas foram positivas nos testes fenotipicos apenas a
37°C, apenas a 28°C, em ambas as temperaturas e outras ainda, apesar de

positivas para csgA, ndo expressaram curli.

Algumas cepas foram positivas para expressao de celulose em
calcoflior e negativas em meio CRI, ou vice-versa. Os resultados sobre
producdo de celulose apresentados na tabela 7 indicam os resultados obtidos
em meio calcofltor. Apenas uma cepa isolada de adultos (de um caso de
diarreia) foi positiva para producdo de celulose em meio calcofluor. Em cepas
de criancas, a frequéncia de producédo de celulose foi maior (P<0,05) entre
cepas isoladas de controles (29,3% - 17/58) do que nas isoladas de casos de
diarreia (10% - 5/50).
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Figura 7 — Microscopia eletrOnica de transmissédo (contrastacdo negativa). Micrografias
de cepa com morfotipo saw (curli negativo) (A) e de cepa com coloracdo alaranjada em
meio CRI (B) mostrando estruturas compativeis com fimbrias do tipo curli (seta).
(Aumentos: A: 15000 vezes; B: 20000 vezes).
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adultos e criancas

Numero (%) de cepas isoladas de:

Criangas Adultos

Caracteristica Diarreia Controle Diarreia Controle
traA 45 (90) 47 (81) 19 (70,3) 13 (86,6)
csgA 49 (98) 55(94,8) 20 (74) 14 (93,3)
Curlia37°C  31(62) 39(67,2) 16(59,2)% 1(6,7)2
Curlia28°C  18(36) 22(37,9) 4(148) 1(6,7)
Celulose 5(10)°  17(29,3)° 1 (3,7) 0

Total 50 58 27 15

2P P<0.05 (casos x controles)

traA: gene da unidade estrutural de pili F

csgA: gene da unidade estrutural de curli

Tabela 7 — Componentes da matriz de biofilmes detectados em cepas de
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Tabela 8 — Morfotipos exibidos por cepas DAEC Afa/Dr em meio CRI a

37°C
N (%) de cepas isoladas de:
Criancas Adultos
Morfotipo Coloracéo Producéo de: Diarreia  Controle Total Diarreia  Controle Total

da coldnia
rdar Vermelha celulose’/curli* 8 (16) 22 (37,90 30(27,8) 6 (22,2) 0 6 (14,3)
bdar Marrom celulose/curli 12 (24) 8 (13,8) 20 (18,5) 4 (14,8) 0 4 (9,5)
pdar Cor-de-rosa celulose*/curli’ 4 (8) 2 (3,5 6 (5,6) 0 0 0
saw Branca celulose’/curli 15 (30) 17 (29,3) 32 (29,6) 9 (33,3) 15 (100) 26 (61,9)

Alaranjada celulose/curli™ 11 (22) 9 (15,5) 20 (18,5) 8 (29,6) 0 8 (19)
Total 50 58 108 27 15 42

*provavel
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4.6 - Associacao entre curli e afak

Nas cepas de adultos, foi observada uma relagdo entre alguns tipos de
gene afak e a expressédo de curli a 37°C (tabela 9). Cepas positivas a0 mesmo
tempo para expresséo de curli e afa-X foram encontradas somente em casos
de diarreia, e representam 25.9% dessas cepas (7/27). Cepas positivas para
afaE-5 e negativas para curli foram encontradas somente em controles
assintomaticos. Essas cepas correspondem a 46,6% (7/15) das cepas isoladas
de adultos assintométicos. Esse tipo de associacdo nao foi observada para as
cepas de criancas, que mostraram grande diversidade de adesinas Afa/Dr.

4.7 - Sorogrupos classicos de EPEC

As cepas DAEC Afa/Dr foram submetidas a pesquisa de sorogrupos
classicos de EPEC. Eles foram detectados em 30,5% (33/108) das cepas
isoladas de crianca. Os sorogrupos 086, 0158, 0142 e 0127 foram
identificados. O sorogrupo 086 foi 0 mais frequente, tanto em casos de diarreia
como em controles (Tabela 10). Cepas com sorogrupos de EPEC e as demais
cepas mostraram perfis similares em relagdo as demais caracteristicas

pesquisadas neste estudo.

Sorogrupos classicos de EPEC nao foram detectados em cepas isoladas

de adultos.
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Tabela 9 — Associacao entre curli e afaE em cepas de adultos

Numero (%) de cepas expressando curli em:

Casos de diarreia

Controles assintomaticos

Tipo afakE
1

2

Total

Positivo
6 (50)

1 (100)
2 (100)
0

7 (63,6)

16

Negativo Total

6 (50)
0

0

1 (100)
4 (36,4)

11

12

1

27

Positivo
0
0
1 (100)
0

0

Negativo Total

5(100) 5
2 (100) 2
0 1
7 (100) 7
0 0
14 15
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Tabela 10 — Sorogrupos classicos de EPEC em cepas isoladas de

criangas
Numero (%) de cepas apresentando
Sorogrupos 086 0127 0142 0158 Outros Total
Diarreia 13(26) O 1(2) 5(10) 31(62) 50
Controle 7(12,1) 2(3,4) O 5(8,6) 44(759) 58
Total 20 2 1 10 75 108

61



4.8 - Formacao de biofilme

A capacidade de formacédo de biofilme em superficie abidtica por cepas
DAEC foi avaliada comparando-se os valores de absorbancia dos biofilmes
formados aos de cepas padrédo que formam ou nédo biofilmes. A cepa 205 de
Citrobacter freundii (Cf 205), isolada de um caso de diarreia no Distrito Federal,
foi utilizada nos ensaios de biofilme misto e forma biofilmes de baixa

intensidade, aqui considerados como nivel minimo de formacao de biofilme.

Nos ensaios realizados com DAEC isoladas de criancas, 96 cepas
(88,9%), quando em cultura pura, mostraram niveis de adsorcao inferiores aos
da cepa Cf 205. Essas cepas foram consideradas incapazes de formar biofilme
nas condicdes estudadas. As cepas restantes, (11% - 12/108) formaram
biofilmes de baixa intensidade (comparaveis aos de C. freundii) (Figura 8 A). A
frequéncia de cepas de criangcas capazes de formar biofilmes foi maior
(P<0,01) entre os controles (18% - 11/58) do que entre casos de diarreia (2% -
1/50).

Testes realizados com cepas DAEC isoladas de adultos mostraram que
73,8% (31/42) ndo formaram biofilmes. Onze cepas (26,2% - 11/42) formaram
biofilmes, sendo um deles (2,4% - 1/42), intenso (Figura 8C). A frequéncia de
formacao de biofilmes né&o diferiu entre casos (25,9% - 7/27) e controles (26,6%
- 4/15).

A frequéncia de cepas DAEC capazes de formar biofilmes foi maior (P<0.05)
entre cepas isoladas de adultos (26,2% - 11/42) que de criancas (10,2% -
12/118).

4.9 - Biofilmes mistos

Com o intuito de avaliar o efeito de combinacdes bacterianas na

formacdo de biofilmes, ensaios de biofilmes mistos foram realizados usando
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coculturas de cepas DAEC e a cepa Cf 205 de C. freundii (que forma biofilmes
fracos em monocultura). Formacao de biofilmes mistos foi observada em 83%
(90/108) dos consorcios envolvendo cepas de criangas enquanto 16,6%
(18/108) ndo formaram biofilmes (Figura 8B). Em 23,1% (25/108) dos
consorcios foram formados biofilmes intensos (iguais ou mais intensos que 0s
da cepa 042 de EAEC), indicando um efeito sinergistico da interacdo DAEC- C.
freundii. Biofilmes mistos de modo geral foram detectados tanto em cepas de
casos de diarreia (82% - 41/50) como de controles (84,5% - 49/58). Entretanto,
a frequéncia de biofilmes intensos foi maior (P<0,05) entre as cepas isoladas
de controles assintomaticos (34,5% - 20/58) do que entre as isoladas de casos
de diarreia (10% - 5/50).

Em 80,9% (34/42) dos consoércios envolvendo cepas de adultos foi
observada formacg&o de biofilmes. Em 11,9% (5/42) dos consércios foram
formados biofilmes intensos (Figura 8D). Analisando a frequéncia geral de
formacdo de biofilmes de cepas de adultos, ndo foi encontrada diferenca
significativa entre cepas isoladas de casos (81,5% - 22/27) ou controles (80% -

12/15), independente da intensidade do biofilme.

A capacidade de formar biofilmes mistos ndo foi associada a presenca de
nenhuma das caracteristicas avaliadas para DAEC, tais como adesinas Afa/Dr,

TTSS, motilidade, curli ou celulose.

Para determinar o aumento relativo na intensidade dos biofilmes, a
densidade 6tica (OD) observada para cada cocultura DAEC - C. freundii foi
comparada a OD da respectiva cepa DAEC em monocultura. O efeito da
associacao com C. freundii foi mais pronunciado para cepas DAEC isoladas de
criancas. Mais da metade (53%) das coculturas com cepas de adultos
mostraram aumentos de até 100%. Ja para a maioria (75%) das amostras de
criangas, os aumentos foram maiores do que 100% (Figura 9). O aumento
maximo observado para as cepas de adultos foi de trés vezes, enquanto em

cepas de criangas atingiu seis vezes.
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Figura 8 — Formacéo de biofilmes simples e mistos por cepas DAEC Afa/Dr. Cepas
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Figura 9 — Aumento relativo na formacéo de biofilmes mistos. O incremento na formacé&o
de biofilme, quando em cocultura é maior nas cepas de criangcas do que nas cepas de
adultos. 1: cepas que ndo apresentaram aumento; 2: aumento de até 1 vez ; 3: aumento
de até 2 vezes; 4: aumento de até 3 vezes; 5. aumento de até 4 vezes; 6: aumento
superior a 5 vezes.
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4.10 - Adesao a células HelLa

Para avaliar se o aumento na formacdo de biofilmes mistos estava
associado ao aumento da adesao a células epiteliais, foram realizados ensaios
de adesdo utilizando coculturas de cepas DAEC e da cepa Cf 205 de C.

freundii que haviam mostrado biofilmes aumentados.

A microscopia Otica mostrou que, nos consorcios, 0 numero de bactérias
aderidas as células era maior do que o encontrado para cada uma das cepas
separadamente. O padrdo de adesdo produzido mostrou-se semelhante ao

agregativo, porém com uma maior proporcéo de bactérias aderidas (Figura 10).

Entre os consoércios DAEC — Cf 205 que mostraram adesdo aumentada
a células, trés, escolhidos aleatoriamente, foram utilizados para a realizagdo de
testes de adesdo em células HelLa seguidos da contagem média de unidades
formadoras de colbénias (UFC). Nao foi observada inibicdo de crescimento das
cepas utilizadas nos ensaios, quando em cocultura (dados ndo mostrados). Os
testes mostraram que o cocultivo aumenta o numero de bactérias aderidas as
células. Contudo, o numero de bactérias recuperadas, bem como a relacdo
DAEC/C. freundii variou nos consorcios analisados. Em dois casos, o nimero
de UFC de ambas as espécies nao diferiu significativamente (DAEC 1 e DAEC
2) e no terceiro, a média de UFC de C. freundii foi maior (figura 11). Todavia,
em todos os casos, 0 numero de UFC de cepas DAEC recuperadas das
coculturas foi maior que nas monoculturas. O menor aumento registrado no
namero de bactérias aderidas foi de 3,2 vezes (DAEC 3) e o maior (DAEC 1),

foi de 53 vezes.
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Figura 10 — Ensaios de adesdo a células HeLa. A ades&o apdés 3 horas de incubacéo é
intensificada quando cepas DAEC e a cepa Cf 205 de C. freundii sdo inoculadas juntas. A:
Adeséo difusa tipica de cepa DAEC (DAEC 1) em monocultura; B: C. freundii mostrando
adesédo agregativa; C e D: ensaios de adesdo utilizando coculturas de C. freundii/DAEC 1 (C) e
C. freundii/DAEC 3 (D). Aumento: 400 vezes.
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Figura 11 — Ensaio quantitativo de ades&o sobre células HeLa. A contagem média de UFC
recuperadas de monoculturas de DAEC ou C. freundii aderidas sobre células HelLa foi
comparado a média de UFC de cada uma das bactérias, quando aderidas concomitantemente
sobre as células. As barras escuras representam a contagem média de UFC de C. freundii, e
as barras claras, de DAEC Afa/Dr. 1: C. freundii; 2: DAEC 1; 3: DAEC 2; 4. DAEC 3; 5a 7 -
ensaios de adesado mista. 5: C. freundii/DAEC 1; 6: C. freundii/DAEC 2; C. freundii/DAEC 3. As
letras indicam diferencas significativas (P<0,05) na comparac&o entre os dois grupos.
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4.11 - Inibicdo da formacéao de biofilmes por zinco

Os ensaios de biofilmes de cepas DAEC, sozinhas ou em associacdo com a
cepa Cf 205 de C. freundii, foram realizados em presenca de zinco em concentracao

suficiente para inibir pili conjugativos (F) sem afetar o crescimento bacteriano.

Inibicdo por zinco foi verificada em 39,1% (9/23) dos biofilmes simples e em
57,3% (71/124) dos biofilmes mistos (Tabela 11), sugerindo que pili F podem ter
papel importante na formacdo de biofiimes de DAEC, especialmente quando em
associagao com C. freundii. Para verificar a participagdo de pili F, alguns biofilmes
mistos que haviam mostrado inibicdo por zinco foram submetidos a miscroscopia
eletrbnica (para os ensaios de microscopia ndo foi adicionado zinco). A analise
revelou pili tnicos mediando a adeséo célula-a-célula e também a superficie abidtica
(Figura 12 A e C). A presenca de matriz, mas n&o de pili, pdde ser observada em

biofilmes néo afetados por zinco (Figura 12 B e D).
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Tabela 11 — Inibic&o por zinco de biofilmes simples e mistos

Criangas Adultos
Casos Controle Casos Controle Total
N(%) N(%) N(%) N(%) N(%)
Biofilmes Inibidos por Zn 0 4 (36,4) 5(71,4) 0 9(39,1)
simples  N&o inibidos 1 (100) 7 (63,6) 2 (28,6) 4 (100) 14(60,9)
Total 1 11 7 4 23
Biofilmes Inibidos por Zn 26 (63,4) 26(53,1) 12(54,5) 7(58,3) 71 (57,3)
mistos N&o inibidos 15 (36,6) 23(46,9) 10(45,5 5 41,7) 53 (42,7)
Total 41 49 22 12 124
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Figura 12 — Micrografias eletrbnicas de biofilmes mistos. A e C mostram provaveis pili F (setas
brancas) em biofilmes passiveis de inibicdo por zinco. Estruturas compativeis com curli
também puderam ser observadas em alguns destes biofilmes (seta preta). Biofilmes que néo
sdo passiveis de inibicdo por zinco, mostrando presenca de matriz (seta cinza) sdo mostrados
em B e D. Aumentos: A e B —15000 x, C - 2700 x, D — 2000 vezes.
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5- DISCUSSAO

O intestino humano € colonizado por uma microbiota complexa e
diversificada. As bactérias no trato gastrointestinal desempenham multiplos papéis
na saude humana, como reacdes metabdlicas ausentes em humanos (Backhed et
al., 2005), modulacao da morfologia e fisiologia intestinais (Chowdhury et al., 2007) e
desenvolvimento do sistema imune (Kelly et al., 2007; Heavey e Rowland, 2004,
Bjorkstén et al., 2001). A colonizacdo comec¢a no nascimento, mas a maturacao da
microbiota € um processo continuo que dura véarios anos (Yatsunenko et al., 2012;
Palmer et al., 2012; Agans et al., 2011).

Um dos primeiros anaerébios facultativos a colonizar o intestino humano é E.
coli (Eggesbg et al., 2011; Brandt et al., 2011). Existe um intenso debate se cepas
de E. coli de adeséo difusa (DAEC) representam habitantes normais do intestino ou
cepas diarreiogénicas, porgue muitos estudos epidemioldgicos tém mostrado
resultados conflitantes, alguns deles implicando DAEC em casos de diarreia (Baqui
et al., 1992; Guion et al., 2008), em que aparecem por vezes em frequéncia elevada
(Jallat et al.,, 1993) enquanto em outros estudos sado isoladas em frequéncias

similares em casos e controles (Gomes et al., 1989; Scaletsky et al., 1999).

Um aspecto importante a ser considerado é o delineamento dos estudos. Em
alguns casos utilizam-se amostras de conveniéncia, tais como a dos pacientes de
um hospital, podendo mesmo inexistir um grupo controle (Por exemplo, Jallat et al.,
1994). Nesses casos, embora conhecendo a frequéncia de DAEC em casos de
diarreia, ndo ha como saber o quanto esta difere da populacdo em geral.

Uma vez que alguns autores tém atribuido a controvérsia sobre a patogenia
de DAEC a suscetibilidade dependente da idade (Scaletsky et al., 2002; Opintan et
al., 2010; Ochoa et al., 2009 a; Gunzburg et al., 1993; Levine et al., 1993; Meraz et
al., 2007) nés comparamos DAEC isoladas de quatro grupos diferentes: criancas
com diarreia, criangas assintomaticas, adultos com diarreia e adultos controle. O
trabalho utilizou duas abordagens diferentes, uma para as cepas isoladas de
criangas e outra para as de adultos. A colecdo de criancas é parte de um estudo do

tipo caso-controle, o que significa que possiveis fatores de confusdo, como a idade,
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0 nivel soOcio-econdmico ou local de procedéncia dos participantes, foram
minimizados. Ja para a cole¢do de adultos foram estudados 143 casos de diarreia e
119 individuos assintomaéticos.

Neste trabalho foram utilizadas somente DAEC que possuem adesinas
Afa/Dr. Embora DAEC sejam definidas pelo padrdo de adesdo sobre células de
cultura, entre as adesinas que ja foram implicadas neste fenotipo, somente as da
familia Afa/Dr aparecem em frequéncias consideraveis em cepas de adesao difusa,
enguanto outras adesinas sao raras (Jallat et al., 1994; Scaletsky et al., 2002; Kaper
et al., 2004). Além disso, desde que o trabalho de Germani et al. (1996) demonstrou
gque somente DAEC positivas para a sonda daaC (que indica a presenca das
adesinas Afa/Dr) eram encontradas em frequéncia superior em casos de diarreia,

esse grupo passou a ser alvo de maior interesse por parte dos pesquisadores.

Cepas DAEC Afa/Dr foram encontradas em frequéncias semelhantes em
casos de diarreia em criancas e em controles assintomaticos. Mesmo se
consideradas as criancas maiores de seis meses ou as maiores de um ano, ndo ha
diferenca entre a frequéncia de DAEC em casos e controles. Na colecdo de adultos,
DAEC Afa/Dr foram significativamente mais frequentes nos casos do que em

controles.

Grande parte dos mecanismos de viruléncia ja propostos para essas bactérias
dependem da presenca das adesinas Afa/Dr. Foi demonstrado que a ligacdo da
adesina ao receptor deflagra a ativacdo de rotas de transducao de sinal (Peiffer et
al., 1998) que levam ao desmonte da rede de actina (Bernet-Camard et al., 1996),
além da redistribuicdo de outras proteinas nos microvilos (Goluszco et al., 1999), o
gue poderia levar a falhas na absorcdo e a consequente diarreia. Esses trabalhos
descreveram um possivel modelo para a patogenia de DAEC baseado na presenca
das adesinas fimbriais F1845 ou Dr, presentes nas cepas padrdo utilizadas na
conducdo dos estudos. Se o desmonte de microvilos € desencadeado como
consequéncia da ligacdo de outras adesinas Afa/Dr, que sdo comuns em DAEC, é

guestdo que permanece obscura.

Neste estudo, a adesina mais frequente foi Afa-l. Ela foi detectada em
frequéncias similares em todos os grupos, independente de isolados ou ndo de

casos de diarreia, ndo estando associada, portanto, a doenca. F1845 foi encontrada
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em frequéncia consideravel nas cepas de criancas — 21,3%, se considerada a
frequéncia em que aparece sozinho ou combinado a outros genes - porém com
frequéncia maior (P<0,05) entre os controles assintomaticos (32,7%) do que entre 0s
casos (8%). Nas amostras de adultos ndo chegou a ser detectada. Logo, a despeito
dos mecanismos ja descritos, a presenca de F1845 falha em explicar o
estabelecimento de doenca diarreica nesta colecdo de cepas. Idem para a fimbria
Dr, que né&o foi encontrada.

Em 20% (30/150) das cepas afaB-C positivas, o gene E ndo pode ser
identificado e as cepas foram denominadas “afa-X”. Cepas com afak indeterminado
tém sido encontradas eventualmente em trabalhos sobre DAEC. Zhang et al. (1997),
que relataram novas variantes das adesinas Afa/Dr, foram os primeiros a referir
essas cepas. Arikawa et al. (2005), encontraram 26,3% (5/19) de cepas isoladas de
casos de diarreia em adulto com afaE indeterminado — que eles denominaram
afaEX. J& Fujihara et al. (2009) encontraram cepas afaEX isoladas de adultos
assintomaticos. E provavel que existam muitas variantes ainda ndo descritas de
adesinas Afa/Dr. Korotkova et al. (2007) mostraram que essas adesinas tendem a
evoluir através de mutacdes de ponto, que resultam em variabilidade fenotipica e
diferencas nas propriedades adesivas. Entretanto, neste trabalho, todas as cepas
afaX de adultos parecem portar uma mesma adesina, que foi significativamente
associada a diarreia. Essa adesina foi parcialmente caracterizada, confirmando estar
relacionada com as adesinas Afa/Dr. Estudos ulteriores sao necessarios para

confirmar seu envolvimento na patogénese de DAEC em adultos.

Alguns estudos sugerem que DAEC podem ser patogénicas ou nao,
dependendo da faixa etaria. Scaletsky et al. (2002) encontraram DAEC associada a
diarreia apenas em crian¢as com mais de um ano de idade. Ja Opintan et al. (2010)
encontraram DAEC como o Unico patotipo de E. coli associado a diarreia em adultos
e criancas maiores de trés anos de idade. Uma possivel explicacdo poderia estar na
diferenca de expressao do receptor das adesinas Afa/Dr, DAF, em adultos e
criangas. Segundo Waitumbi (et al., 2004), a expressdo de DAF nos glébulos
vermelhos varia de acordo com a idade do individuo, sendo mais baixa em criancas
pequenas, subindo em criangas mais velhas ou adolescentes, e se mantendo alta
nos adultos. Odhiambo et al. (2008) demonstraram que 0s niveis mais baixos de

expressédo de DAF em células vermelhas foram encontrados em criangas entre 24 e
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36 meses de idade, uma faixa etaria bastante explorada nos estudos sobre diarreia.
Nao se sabe se a expressdo de DAF em enterécitos segue o padrdo que foi
observado em eritrécitos. Se for o caso, uma menor expressdo do receptor nas
criancas justificaria a dificuldade das bactérias em colonizar eficientemente o
intestino das criancas, e consequentemente de causar doenca. Neste quadro, uma
mesma linhagem de DAEC poderia ser patogénica em adultos, e ndo patogénica em

criangas.

Em 21,3% das cepas de criancas foram encontradas mais de uma adesina
Afa/Dr. Afa-l e F1845 estiveram sempre presentes nessas associacdes. Ambas
reconhecem DAF como receptor, e F1845 também reconhece CEACAMs. Caso a
expressdo de DAF em enterdcitos siga o padrdo visto para os eritrocitos, poderia
explicar ainda a vantagem das cepas de criancas em possuir adesinas capazes de

se ligar a outros receptores além de DAF.

No final dos anos cinquenta do século XX, o desenvolvimento de ensaios de
soroaglutinacdo levou ao estabelecimento dos sorogrupos classicos de EPEC, a
partir dos sorogrupos das cepas que estavam frequentemente associadas a casos
de diarreia infantil, bem como a surtos (Levine et al., 1985). A Organizacdo Mundial
de Saude reconhece 12 sorogrupos classicos de EPEC: 026, O55, 086, O111,
0114, 0119, 0125, 0126, 0127, 0128, 0142 and 0158 (OMS, 1987). Em razao da
caracterizagdo molecular adotada atualmente na classificagdo dos patotipos de E.
coli, hoje se sabe que alguns dos chamados “sorogrupos de EPEC” sao partilhados
por outros patotipos (Pereira et al., 2007; Campos et al., 2004; Paciorek, 2002). No
presente estudo, nés encontramos 30,5% das cepas DAEC Afa/Dr isoladas de
criancas pertencendo aos sorogrupos 086, 0127, 0142 ou O158. O sorogrupo O86
foi o mais frequente, correspondendo, sozinho, a 20% das cepas isoladas de
criancas. Esse € um sorogrupo que parece ser amplamente distribuido em E. coli
pertencentes a diferentes patotipos, uma vez que pode ser encontrado em EAEC
(Pereira et al., 2007), STEC (Sang et al., 2012) e DAEC (Paciorek, 2002). De modo
interessante, n0s ndo encontramos cepas DAEC isoladas de adultos pertencendo
aos sorogrupos de EPEC, sugerindo que essas cepas podem ter origem distinta das

cepas de criancas.
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Em cepas de EPEC, o TTSS é parte da ilha de patogenicidade LEE (locus of
enterocyte effacement). Ilhas de patogenicidade (PAIls) sdo conjuntos flexiveis de
genes que codificam fatores de viruléncia, se localizam em regibes epecificas do
genoma, cujo conteudo de G + C normalmente difere do restante do genoma e que
estdo presentes em patdgenos mas ndo em cepas nao patogénicas da mesma
espécie, (Dutta e Paul, 2012). Neste estudo, genes que sdo parte do TTSS foram
encontrados em cepas isoladas de criancas assintomaticas, em frequéncia bastante
elevada. Nao se sabe se essas cepas possuem ou ndo um TTSS funcional. Blanc-
Potard et al. (2002) demonstraram que as cepas padrdo de DAEC Afa/Dr C1845 e
IH11128 possuem parte de uma PAI originalmente descrita em uma cepa
uropatogénica de E. coli. De modo analogo, algumas cepas DAEC isoladas de
criancas poderiam possuir uma versao truncada de LEE, incluindo parte do TTSS,
mas ndo necessariamente o aparato funcional completo. E interessante que os
genes do TTSS tenham sido encontrados apenas nas cepas de criangas, aquelas
em que também foram encontrados alguns dos sorogrupos classicos de EPEC —
levando-nos a especular que as cepas de criancas talvez possam ser mais

relacionadas a EPEC em termos evolutivos.

Embora grande énfase seja dada ao papel do TTSS na patogenia, sua presenca ja
foi registrada em bactérias ndo patogénicas, como Pseudomonas fluorescens
(Preston et al., 2001), um simbionte de plantas, e no simbionte da mosca tsé-tsé,

Sodalis glossinidius (Dale et al., 2001).

Formacdo de biofilmes havia sido relatada para cepas que possuem a
adesina AIDA (Sherlock et al., 2004; Pritchard et al., 2004), mas nao para as DAEC
Afa/Dr que constituem a maior parte das cepas de adesédo difusa. Uma vez que
formacdo de biofilmes vem sendo considerada importante para a viruléncia, por
exemplo, em EAEC, nds decidimos realizar ensaios para determina-la. Raras foram

as cepas capazes de formar biofilme em monocultura.

De um trabalho anterior (Pereira et al., 2010), foi selecionada uma cepa de C.
freundii (Cf 205) capaz de aumentar a formacdo de biofiimes de EAEC. Como a
maioria das cepas DAEC nédo forma biofilmes ou o faz fracamente, nés decidimos

investigar o efeito da interacdo dessas cepas com Cf 205 em ensaios de biofilmes
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mistos. Quando as cepas foram cocultivadas com Citrobacter freundii, a maioria foi

capaz de formar biofilmes, alguns de grande intensidade.

No estudo de Pereira et al. (2010) a formacdo de biofilmes mistos entre C.
freundii e EAEC foi maior entre os isolados de casos de diarreia, sugerindo estar
envolvida em sua etiologia. Aqui, um grande aumento na formacdo de biofilme foi
observado especialmente quando as cepas de criancas assintomaticas foram
empregadas nos ensaios de biofilmes mistos. Isso talvez se deva a maior
diversidade de adesinas existente nessas cepas, que poderiam facilitar as interacdes
com C. freundii. Além disso, essas cepas também mostraram maior producdo de
celulose, que é um importante componente da matriz dos biofilmes de E. coli e

poderia facilitar a adeséo dos consorcios bacterianos.

Outros componentes provavelmente envolvidos na formacédo dos biofilmes
mistos sdo os pili F. A presenca de pili grossos, de aparéncia flexivel, que nao
formam feixes, foi confirmada pela microscopia de varredura. Endossando essas
observacdes, essas estruturas foram observadas somente nos biofilmes inibidos por
zinco, de cepas traA positivas, nos quais também foi possivel observar fimbrias do
tipo curli. Nenhuma dessas estruturas pode ser observada nos biofilmes néo
afetados por zinco. May e Okabe (2008) mostraram que a expressao de curli a 37°C,
durante a formacao de biofilme, é induzida pela presenca do plasmidio conjugativo.
Cepas de E. coli portando plasmidios conjugativos produzem biofilmes nos quais,
nos estagios iniciais, pili F sdo as primeiras estruturas extracelulares a serem
visualizadas. Em seguida, sdo produzidas fimbrias curli, necessarias a formacéo de
um biofilme maduro. Nossos achados, portanto, estdo em concordancia com os de
May e Okabe.

Os consorcios DAEC — C. freundii mostraram, além do aumento na formacéao
de biofilme, grande aumento na adeséo a células epiteliais. Isso sugere que cepas
DAEC podem ter sua habilidade de colonizacdo aumentada dependendo de outras

bactérias que possam encontrar no intestino e das relacdes que estabelecerem.

A microbiota infantii em desenvolvimento ndo é formada por grupos de
bactérias ao acaso, mas por consoércios bacterianos que interagem entre si (Koenig
et al., 2011). Dessa forma, a chance de uma determinada cepa de E. coli de se

estabelecer no intestino deve ser determinada, em grande parte, pelos parceiros que
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encontrara ao chegar ao intestino e pelas relagdes que estabelecer com eles.
Biofilmes formados por multiplas espécies, que mantém complexas relacdes entre si,
sdo o quadro predominante no intestino humano (Probert e Gibson, 2002). Logo, a
capacidade de persistir em biofilmes que envolvem outras espécies bacterianas é
provavelmente parte dos requisitos para que uma bactéria possa sobreviver e

prosperar neste ambiente - e eventualmente desencadear um quadro patoldgico.

Quando Taddei et al. (2003) descreveram pela primeira vez a producdo de
uma toxina associada a diarreia infantil por DAEC, eles encontraram SAT em 44%
das cepas isoladas de casos. NOs encontramos SAT em frequéncia praticamente
igual (46%) nas cepas isoladas de casos de diarreia em criancas; essa frequéncia foi
significativamente maior do que nas de controles assintométicos (18,9%),
corroborando os resultados de Taddei. Em contrapartida, a frequéncia de SAT na
colecdo de adultos foi bastante alta, tanto em isolados de casos de diarreia (66,7%)
como de controles (86,6%), sugerindo que essa toxina esteja associada a diarreia

somente em criangas.

O efeito de uma toxina e a resultante associacdo com diarreia depende da
sua efetiva concentracdo no sitio de infeccdo, que por sua vez depende da
densidade das células bacterianas que produzem a toxina. Embora SAT tenha sido
encontrada em alta frequéncia em cepas de adultos, associacdo com diarreia foi
encontrada apenas em criangcas — justamente as cepas que demonstraram maior
diversidade de adesinas, maior expressdo de celulose e de formagédo de biofilmes
mistos, ou seja, que possuem maior capacidade de colonizacao.

Este trabalho descreve, até onde sabemos pela primeira vez, a frequéncia de
curli em DAEC. A expressao de curli pode ser determinada pelos morfotipos em
meio CRI. Aqui, foi encontrado um morfotipo adicional, de coloracdo alaranjada,
além dos registrados para Enterobacteriaceas. A existéncia de morfotipos adicionais
em CRI ja havia sido descrita para cepas de E. coli por Bokranz et al. (2005) que
encontraram nada menos que oito diferentes morfotipos em cepas comensais e onze
em isoladas de infec¢des urinarias. Todavia, eles ndo descreveram todos eles,
impedindo uma comparacgéo com o morfotipo alaranjado encontrado aqui. O trabalho
de Bian et al. (2000), mostrou a existéncia de niveis diferentes de expresséao de curli,

BN

associadas a intensidade da cor das coldénias em CRI. As cepas alaranjadas
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encontradas aqui correspondem a descri¢ao das colénias (positivas para curli) “uma
cruz” ou “duas cruzes” descritas por Bian. Pelo fato do ensaio em CRI basear-se na
adsorcao de um corante de cor vermelha, e porque as cepas alaranjadas foram
negativas para celulose, nés creditamos esta coloracdo a expressao de curli - talvez
em niveis menores aos observados para os morfotipos rdar ou bdar. A presenca de
curli nas cepas alaranjadas foi confirmada pelos estudos de microscopia. A
coloracdo alaranjada a 37°C nao corresponde ao morfotipo rdar (vermelho) a
temperaturas mais baixas, pois quase todas as cepas alaranjadas exibiram o
morfotipo saw, ou seja, foram incapazes de expressar curli a 28°C. Esse resultado
contraria o que foi obtido para cepas de Salmonella por Rémling et al. (2003). Mais
estudos sobre a expressdo de curli nas cepas de morfotipo alaranjado sé&o

necessarios.

A expressdo de curli foi frequente em cepas de criancas. Curli € uma estrutura
bacteriana envolvida tanto na adeséo a vegetais frescos (Berger et al., 2010; Shaw
et al., 2008; Boyer et al., 2007) como a varias proteinas de ampla distribuicdo nas
células ou matriz extracelular em humanos, como MHC de classe |, TLR2,
fibronectina e laminina (Barnhart e Chapman, 2006). Muitas das cepas DAEC Afa/Dr
de criancas que expressam curli a 37°C também o fazem a 28°C. Assim, curli
poderia facilitar a colonizagdo por cepas de E. coli adquiridas pela ingestdo de

vegetais.

Segundo a literatura, a producédo de curli € favorecida a temperaturas abaixo
de 30°C, embora isolados clinicos expressem curli a 37°C (Barnhart e Chapman,
2006). De modo geral, uma propor¢ao maior de cepas produziu curli a 37°. Porém, a
expressdo de curli em funcdo da temperatura foi variavel: algumas cepas foram
positivas apenas a 37°C, algumas apenas a 28°C, outras em ambas as
temperaturas e outras ainda, apesar de positivas para csgA, ndo expressaram curli,
sugerindo que a expressao de curli pode ser altamente regulada nessas cepas. O
morfotipo rdar vem sendo associado a cepas patogénicas (Uhlich et al., 2006). N6s
nao encontramos um morfotipo em particular associado a diarreia. Em lugar disso,
nos encontramos cepas DAEC expressando curli a 37°C em frequéncia
significativamente superior em casos de diarreia em relagdo aos controles
assintomaticos nas bactérias isoladas de adultos, sugerindo que curli pode ter um

papel nas infec¢des entéricas. Nos ultimos anos, varios estudos tém associado curli
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a viruléncia em E. coli e outras enterobacteriacias (Lawley et al., 2006; Antéo et al.,
2009). Além de ser um fator de colonizacdo (Barnhart e Chapman, 2006), curli leva
a estimulacéo da resposta inflamatoria no hospedeiro (Bian et al., 2000; Tukel et al.,
2009), a qual é mediada por TLR1/TLR2 (Tukel et al., 2009). Curli foi ainda
associada a maiores taxas de invasao de células epiteliais (Gophna et al., 2001) e

aumento de viruléncia em modelo murino (Uhlich et al., 2001).

Curli compartilha muitas caracteristicas com amiloides humanos (Chapman et
al., 2002). Sabe-se que amildides possuem acédo citotoxica (Kourie et al., 2002).
Depésitos de amiloides induzem inflamacdo crbnica, que por sua vez resulta em
injurias teciduais associadas a doencas neurodegenerativas das quais a doenca de
Alzheimer é a mais notoria. Algumas linhas de evidéncia sugerem que células de
individuos mais velhos, pelo menos no caso de neurbnios, podem ser mais
suscetiveis a acdo de amiloides (Brewer, 1998; Patel e Brewer, 2008; Brewer et al.,
2005). De modo analogo, enterécitos de adultos poderiam ser mais suscetiveis a
acao de amiloides do que os de criangas, ajudando a explicar porque curli pode ser

associada a diarreia em adultos, mas ndo em criancas.

Arikawa et al. (2005) mostraram que a capacidade de cepas DAEC Afa/Dr em
estimular a secrecdo de IL-8 por células epiteliais poderia estar envolvida no
estabelecimento de diarreia. A importancia do estimulo da secrecdo de IL-8 na
patogenia de DAEC foi reforgada pelo estudo de Meraz et al. (2007). Em um trabalho
mais recente, Arikawa e Nishikawa (2010) mostraram que altos niveis de secrecao
de IL-8 por células epiteliais estavam associados ao estimulo pelo flagelo, via TLR5.
Nés encontramos cepas DAEC Afa/Dr capazes de estimular secrecao de IL-8 por
células Hela. Entretanto, associacdo com a motilidade das cepas e,
consequentemente, ao flagelo, ndo foi encontrada. Isso possivelmente se deve ao
fato de que a quase totalidade das cepas aqui estudadas eram maoveis. N0s também
encontramos mais cepas capazes de estimular IL-8 entre as isoladas de criangas
assintomaticas. A maioria, porém, estimulou apenas baixos niveis de secrecéo, o
gue poderia ao mesmo tempo explicar a falta de associacdo com diarreia e com a

presenca do flagelo.

Estudos recentes no campo da ecologia microbiana que tiram vantagem de

meétodos independentes de cultivo estdo elucidando o processo de colonizacdo do
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intestino. Neste estudo, ndés encontramos cepas DAEC Afa/Dr refletindo muitos
principios que se aplicam a microbiota em geral. Primeiro, do mesmo modo que a
microbiota de criancas difere da de adultos, n6s mostramos que DAEC Afa/Dr
isoladas de criancas e de adultos representam duas populacdes diferentes, com
perfis distintos em relacdo as caracteristicas aqui estudadas. Segundo, do mesmo
modo que a microbiota intestinal parece ser mais diversificada em pessoas
saudaveis do que em pessoas com diarreia (Mai et al., 2006), DAEC isoladas de

controles assintomaticos apresentam maior diversidade.

Quiroga et al. (2000) demonstraram que cepas de E. coli de quatro diferentes
categorias — inclusive DAEC e EPEC — podem ser encontradas colonizando criancas
assintomaticas ja nos primeiros meses de vida. Aqui, nos refinamos a analise para
cepas DAEC Afa/Dr e encontramos cepas potencialmente patogénicas como parte
da microbiota em criancas. N6s também demonstramos que muitas DAEC Afa/Dr

pertencem a sorogrupos associados a EPEC, talvez refletindo uma relacéo evolutiva.

A participacdo de DAEC como agentes etiologicos de diarreia ainda é motivo
de controvérsia. NOs encontramos que cepas de adultos e de criancas
provavelmente possuem distintos mecanismos de viruléncia. DAEC Afa/Dr de
criangas aparentemente possuem maior habilidade de colonizar o trato
gastrointestinal, o que pode contribuir para a acdo de uma toxina, como SAT. NOs
também demonstramos que curli pode ter um papel na patogénese induzida por
cepas DAEC Afa/Dr em adultos. Estudos posteriores sdo necessarios para

demonstra-lo de forma conclusiva.

A utilizag&o de probidticos consistindo de um Unico microrganismo (ou de uma
mistura de uns poucos) tem sido investigada em varios tipos de doencas
gastrointestinais como uma tentativa de substituir uma microbiota anormal ou
patogénica por uma mais saudavel. Contudo, os resultados desses estudos tém se
mostrado pouco promissores (Shanahan, 2010). Em contraste, os transplantes de
microbiota fecal — também conhecidos como transplantes fecais ou bacterioterapia
fecal — vém ganhando visibilidade, principalmente por sua utilizagdo no tratamento
de infecgdes por Clostridium difficile refratarias a outros tipos de tratamento (Bakken
et al.,, 2011). Apesar de antiga, recentemente essa técnica vem recebendo grande

atencdo, mostrando-se como uma alternativa promissora também para outros
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distarbios gastrointestinais como a colite ulcerativa (Borody et al., 2003) ou doenca
inflamatoria intestinal (Landy et al., 2011). No caso das infeccdes por C. difficile, sua
efetividade fica em torno de 90% (Agito et al., 2013), similar a dos tratamentos
convencionais com antibioticos (Venugopal e Johnson, 2012) e bastante superior a
dos probioticos (Bakken et al., 2011). O sucesso terapéutico dos transplantes de
microbiota fecal representa um exemplo claro da importancia das interacdes
microbianas no intestino para a saude humana. Aqui, nés demonstramos a
importancia das interacdes com outras bactérias para a formacéo de biofilmes por
cepas DAEC, com provaveis implicacdes para a patogenia dessas bactérias. Esses
exemplos mostram que o estudo centrado num Unico microrganismo muitas vezes
ndo é suficiente para explicar o desenvolvimento das doencas causadas por
microrganismos. Em lugar diso, estudos abrangendo as relacbes entre diferentes

microrganismos deverdo ocupar um papel central em Microbiologia.
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6- CONCLUSAO

Cepas DAEC Afa/Dr isoladas de criancas e adultos mostraram perfis muito
distintos quanto a distribuicdo das caracteristicas analisadas neste estudo.
Caracteristicas associadas a viruléncia mostraram-se menos frequentes nas cepas

de adultos, que parecem constituir um grupo mais homogéneo.

Com excecdo de SAT, marcadores de viruléncia foram mais comuns em
cepas DAEC Afa/Dr isoladas de criancas assintomaticas. Nas cepas de adultos, curli

€ um possivel fator de viruléncia.

Cepas isoladas de criancas possuem maior diversidade do que as cepas de
adultos. A maior diversidade foi encontrada para as cepas de criangas
assintomaticas. A maior diversidade de adesinas pode estar relacionada a maior
eficiéncia na formacdo de biofilmes e, consequentemente, na maior eficiéncia na
colonizacdo, a depender das parcerias que as cepas DAEC estabelecerem no
intestino. Por seu turno, o aumento no numero de células, tal como visto em grande
parte dos consoércios DAEC — C. freundii, ao resultar numa maior densidade

populacional povera potencializar a acdo de uma toxina como SAT.

Genes do TTSS e sorogrupos classicos de EPEC foram encontrados nas
cepas DAEC Afa/Dr de criancas, mas ndo nas de adultos, sugerindo que essas
cepas possuem origem distinta. Tomados juntos, os resultados indicam que DAEC
Afa/Dr isoladas de criancas e adultos representam duas populacdes bacterianas
diferentes.
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7- PERSPECTIVAS

A realizagdo dos ensaios de biofilmes mistos utilizando zinco mostrou que
existem biofilmes mistos que podem ser inibidos por zinco, enquanto outros Sao
insensiveis a sua presenca. Esses biofilmes mostraram-se diferentes a microscopia
eletrbnica, com estruturas que possivelmente correspondem a pili conjugativos no
primeiro caso, e com maior quantidade de matriz no segundo. Assim, apesar do
efeito final ser idéntico nos dois casos — aumento na formacgédo de biofilmes e da
adesdo — ha, aparentemente, dois tipos distintos de interaces DAEC/C. freundiii.
Estudos posteriores deverdo esclarecer se ha realmente dois tipos distintos de
biofilmes mistos e quais estruturas medeiam o aumento de adesdo em cada um dos

casos.

Outra questdo que se impde € se a formacao de biofilmes mistos mostrada
agui se trata de um fendmeno isolado associado exclusivamente a C. freundii ou se
cepas DAEC podem estabelecer relagdes semelhantes com outras espécies
bacterianas que fazem parte da microbiota humana. Assim, testes de biofilmes
mistos envolvendo outras linhagens de C. freundii e outras espécies bacterianas

estado sendo realizados.

Ha ainda a ser considerada a questdo da relacao entre a formacéo de biofilmes
mistos e patogenia. Biofilmes mistos desempenham papel relevante nas infeccdes
associadas ao uso de cateteres, por exemplo. A formacgéo de biofilmes mistos com
cepas DAEC poderia estar associada ao desencadeamento de doencas,

dependendo do microrganismo envolvido nestas associacoes.
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9- ANEXO A — Meios de cultura e solugdes utilizados

Meios de cultura para bactérias
1.1.1.- LB - Luria Broth

Peptona

NacCl

Extrato de levedura

Agua destilada g.s.p

O pH foi ajustado para 7,4 e 0 meio
(1kgf/cm?) por 20 minutos.

1.1.2 - LB Agar
Peptona
NacCl

Extrato de levedura

Agar

Agua destilada g.s.p

O pH foi ajustado para 7,4 e 0 meio
(1kgf/cm?) por 20 minutos.

1.1.3- CRI - Congo Red Indicator
Casaminoacidos

Extrato de levedura

Agar

Congo Red

Comassie Blue

Agua destilada g.s.p

O pH foi ajustado para 7,4 e 0 meio

(1kgf/cm?) por 15 minutos.

109
109
59
1L

esterilizado em autoclave a 120°C

109
109
59
2049
1L

esterilizado em autoclave a 120°C

109
19
2049
50 mg
20 mg
1L

esterilizado em autoclave a 120°C

99



Meio Calcofluor

Peptona 10g
NaCl 109
Extrato de levedura 50
Calcofluor 200 mg
Agar 20¢g
Agua destilada g.s.p 1L

O pH foi ajustado para 7,4 e o meio esterilizado em autoclave a 120°C

(1kgf/cm?) por 15 minutos.

Meio agar semissolido

Peptona 59
Extrato de carne 30
Agar 49
Agua destilada g.s.p 1L

O pH foi ajustado para 7,2 e o meio esterilizado em autoclave a 120°C

(1kgf/cm?) por 15 minutos.

1.2- Utilizados para cultivo de células eucaridticas

Utilizadas para cultivo de células HelLa

1.2..1- DMEM

Para manutencao das células foi utilizado meio DMEM (Gibco) com glicose
(4,5 g/L) suplementado com 5% de soro fetal bovino inativado e 0,2% de
antibidticos - ampicilina/estreptomicina. O meio foi esterilizado por filtracdo em

membrana 0,22 um e estocado a 4°C.

2.1.2 — Solugéo estoque de antibioticos

Penicilina G 5000000 U/ml
Sulfato de estreptomicina 500000 U/ml

A solucao foi esterilizada por filtragdo em membrana 0,22 um e estocada a -
20°C.
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2.1.3- solucéo estoque de EDTA 0,33 M

A solucéo teve o pH ajustado para 7,0 e com NaOH 5 M. A solucéo foi
esterilizada por filtracdo em membrana 0,22 uym e estocada a 4°C. No
momento do uso, 16 pL desta solucdo foram diluidos em 10 mL de PBS

glicosado.

2.1.4- Solucéo estoque de tripsina 5%

A solucéo teve o pH ajustado para 7,8 com NaOH 1M e, apos ter sido mantida
em repouso durante a noite a 4°C, o pH foi reajustado para 7,6. A solucéo foi
clarificada por filtracdo em papel Whatman n° 1, esterilizada por filtracdo em
membrana 0,22 pm e estocada a -20°C. No momento do uso, 40 pL desta

solucéo foram diluidos em 10 mL de PBS glicosado acrescido de EDTA.

2.1.5- PBS glicosado — Tampao salina fosfato glicosado

NaCl 89
KCI 0449
Na,HPO4.12H,0 0,39¢
Glicose 119
Agua destilada g.s.p 1L

A solugcéo teve o pH ajustado para 7,4, foi esterilizada por filtracdo em

membrana 0,22 um e estocada a 4°C.

2.1.6- Solucéo estoque de manose 20%

A solucdo teve foi esterilizada por filtragdo em membrana 0,22 um e estocada

a 4°C.

2.2 - Utilizadas para eletroforese de proteinas e Western blot

2.2.1- Solucéo de bloqueio

Tris-HCI 10 mM pH 8,0 1mL
NaCl 049
BSA 0549

101



Agua destilada g.s.p 50 mL
A solucéo foi armazenada a 4°C.

2.2.2- TBS — Tampao salina tris
Tris-HCI 10 mM pH 7,4 1L

NaCl 9¢g

2.2.3- Tampao para fosfatase

Tris-HCI 2M pH 9,5 0,1L
NaCl 5,844 g
MgCl, 1,016 g
Agua destilada g.s.p 1L

2.2.4- Tampao de transferéncia

Trizma base 5849
Glicina 293¢
SDS 0,37 g
Metanol 200 mL
Agua destilada g.s.p 1L

2.2.5- PBS — Tampéao salina fosfato

NacCl 8¢
KCl 0,29
Na,HPO,4 1,44 g
KH,PO4 0,24 g
Agua destilada g.s.p 1L

2.2.6- Solucéo acrilamida/Bis 30%

Acrilamida 29,2 ¢
N’N’-bis-metileno-acrilamida 0,8¢g
Agua destilada g.s.p 0,1L

A solugéo foi filtrada em filtro 0,45um e estocada a 4°C em frasco escuro.

2.2.7- Tampao Tris-HCI 1,5M
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Trizma base 18,15¢
Agua destilada g.s.p 0,1L
O pH foi ajustado para 8,8 com HCI 6M e estocado a 4°C.

2.2.8- Tampao Tris-HCI 0,5M

Trizma base 6,05 g
Agua destilada g.s.p 0,1L
O pH foi ajustado para 6,8 com HCI 6M e estocado a 4°C.

2.2.9- Tampao de corrida 5X

Trizma base 159
Glicina 729
SDS 59
Agua destilada g.s.p 1L

O pH foi ajustado para 8,3 e a solucao foi estocada a 4°C.

2.2.10- Tampao de amostra

Tris-HCI 0,32M pH 6,8 6,4 mL
Sacarose 48¢
SDS 0,8¢g
B-mercaptoetanol 0,8 mL
Azul de bromofenol 0,02 g
Agua destilada g.s.p 10 mL

A solucéo foi estocada a 4°C.

2.2.11- Solucéo corante

Solucéo A

Azul de comassie G-250 0,59
Acido fosforico 2% 5,85 mL
Sulfato de ambnio 50 ¢
Agua destilada g.s.p 0,5L

Na hora do uso, foram utilizados 80% da solucdo A e 20% de metanol.

2.2.12- Solucéo descorante
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Metanol 200 mL
Agua destilada g.s.p 1L

A solucao foi armazenada a temperatura ambiente.

2.2.13- Solucéo plastificadora

Glicerol 5mL
Metanol 150 mL
Agua destilada g.s.p 0,5L

A solucéo foi armazenada a temperatura ambiente.

2.3- Utilizadas para coloracao

2.3.1- Solucédo aquosa de cristal violeta (CV)
Cristal violeta em concentracdo de 0,1% foi mantido em frasco escuro a
temperatura ambiente. No momento do uso, a solugdo foi filtrada em

membrana de 0,22uM.

2.3.2- Solucao de May-Grunwald
No momento do uso, a solugéo alcéolica de May-Grunwald foi diluida 1:20 em

tampéo Sgrensen e filtrada em membrana de 0,22uM.

2.3.3- Tampao Sgrensen

Solugéo A 0,908% KH,PO,4
Solucéo B 0,947% Na,HPO,

O tampé&o Sgrensen foi obtido ajustando o pH da solu¢édo B em 7,3 utilizando
a solucdo A. No momento do uso, o tampdo foi diluido (1:2) em &agua
destilada.

2.2.4- Solucéo estoque de Giemsa

Giemsa 0,362 g
Metanol 30,43 mL
Glicerol 19,56 mL
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A solucédo foi mantida a temperatura ambiente em frasco ambar. No momento
do uso, esta solucdo foi diluida 1:40 em tampdo Sgrensen e filtrada em

membrana 0,22 pm.

2.3 Utilizadas em eletroforese em géis de agarose
2.3.1- Tampao acetato (TAE) 40X

Trizma base 193,8 g
Acetato de sodio 108,9 g
EDTA 149¢
Agua destilada g.s.p. 1L

O pH foi ajustado para 8,2 e a solucdo foi acondicionada a temperatura
ambiente. No momento do uso, 25 mL dessa solucdo foram diluidos em 975

mL de agua destilada.

2.3.2- Tampao de amostra para DNA

Sacarose 65% (m/V)
Tris-HCI pH 8,0 10 mM
EDTA 10 mM
Azul de bromofenol 0,3% (M/V)

2.3.3- Solucao de brometo de etidio para deteccao de fragmentos de DNA
Brometo de etidio 100 mg
Agua destilada g.s.p. 10 mL

A solucao foi mantida a 4°C em frasco ambar. No momento do uso, 25 pL
desta solugéo foram diluidos em 500 mL de agua destilada.
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Query 86 TGGIGITCATCGTACGAAATGACCAARCAGCACCTACCAACCGGCAAGTACACCCIGAACC 145
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IIIII NN,
Sbjct 341 ATGGGACCCAAGACGGCGGTGTATATTATATCAACCGGGACGGGAACTGGAACGGGCAGA 400
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Sbjct 401 TGGTGTTCATCGTACGAAATGACCAACAGCACCTACCAACCGGCAAGTACACCCTIGAACC 460
Query 146 TCGAAGGCGGITICTGGACAAAATAATCTGACCGCGGT-CIGGITIG 190
TEORRREERD PR e bl reeind
Sbjct 461 TCGAAGGCGGGTICTGGACAAARTAATCTGACCGCGGTICIGEGIIG 506
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Sbjct 5690 TIGGIGTTCATCGTACGAAATGACCAACAGCACCTACCAACCGGCAAGTACACCCIGAACC 5749
Query 146 TCGAAGGCGGTTICTGGACAAAATAATCTIGACCGCGGICIGG 187
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@IDownload v GenBank Graphics ¥ Next A Previous 4 Descriptions
Escherichia coli isolate G2184 Dr adhesin gene, complete cds
Sequence ID: gblDQ386042 1| Length:491 Number of Matches: 1
Related Information
Range 1: 341 to 491 k hi Next Match us Ma
Score Expect Identities Gaps Strand
255 bits(138) 7e-65 147/151(97%) 1/151(0%) Plus/Plus
Query 27  ATGGG-CCCCAGACGGCGGTGTATATTATATCAACCGGGACGGGAACTGGAACGGGCAAA 85
OO EEE PR e e bbby |
Sbjct 341 ATGGGACCCAAGACGGCGGTGTATATTATATCAACCGGGACGGGAACTGGAACGGGCAGA 400
Query 86 TGGIGITCATCGTACGAAATGACCAACAGCACCTACCAACCGGCAAGTACACCCIGAACC 145
NN nasnnannyynsy
Sbjct 401 TGGIGTITCATCGTACGARATGACCAACAGCACCTACCAACCGGCAAGTACACCCTIGAACC 460

Query 146 TCGAAGGCGGTTTICTGGACAARRTAATICTGA 176
EEREREEEE FLEEELEErrnttd
Sbjct 461 TCGAAGGCGGGTTCTGGACAAAATAATCTGA 491
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Escherichia coli isolate G2185 Dr adhesin gene, complete cds
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246 bits(133) 4e-62 142/146(97%) 1/146(0%) Plus/Plus

Query 27  ATGGG-CCCCAGACGGCGGIGTATATTATATCAACCGGGACGGGAACTGGAACGGGCARR

PLERE LEE FEEER Rt bbb |
Sbjct 341 ATGGGACCCAAGACGGCGGTGTATATTATATCAACCGGGACGGGAACTGGAACGGGCAGA
Query 86 TIGGIGITCATCGTACGARATGACCAACAGCACCTACCAACCGGCAAGTACACCCIGAACC

Ny
Sbjct 401 TGGTGTTCATCGTACGAAATGACCAACAGCACCTACCAACCGGCAAGTACACCCTGAACC

Query 146 TCGARGGCGGTTICTGGACAARATAA 171
EERRREEEE FERRRERErrrritl
Shiet 481 TCRAAGGOGGGTTCTGGACARRATAR 486

85

400
145
460

¥ Next A Previous 4 Descriptions

Related Information

108



[@Download v GenBank Graphics

Escherichia coli isolate SM624 Dr adhesin gene, complete cds
Sequence ID: gb|DQ386038.1| Length:486 Number of Matches: 1

¥ Next A Previous 4 Descriptions

Related Information

Range 1: 341 to 486 k Graphics Next Match Previous Match
Score Expect Identities Gaps Strand
246 bits(133) 4e-62 142/146(97%) 1/146(0%) Plus/Plus
Query 27  ATGGG-CCCCAGACGGCGGIGTATATTATATCAACCGGGACGGGAACTGGAACGGGCAAA 85
FLEEE EEE R e nninn |1
Sbjct 341 ATGGGACCCAAGACGGCGGTGTATATTATATCAACCGGGACGGGAACTGGAACGGGCAGA 400
Query 86 TGGIGTTCATCGTACGAAARTGACCAACAGCACCTACCAACCGGCAAGTACACCCIGRACC 145
Ny
Sbjct 401 TGEIGTTCATCGTACGAAATGACCAACAGCACCTACCAACCGGCAAGTACACCCTIGAACC 460
Query 146 TCGAAGGCGGTTTCTGGACAARATAA 171
LELEREEEEE FEEEEERErrrretl
Sbjct 461 TCGAAGGCGGGTTCTGGACAAAATAA 486

[ Download v GenBank Graphics

Escherichia coli isolate SM247 Dr adhesin gene, complete cds
Sequence ID: gblDQ386037.1] Length: 486 Number of Matches: 1

¥ Next A Previous 4 Descriptions

Related Information

Range 1: 341 to 486 k Graphics Next Previo
Score Expect Identities Gaps Strand
246 bits(133) 4e-62 142/146(97%) 1/146(0%) Plus/Plus
Query 27  ATGGG-CCCCAGACGGCGGTGTATATTATATCAACCGGGACGGGAACTGGAACGGGCARA 85
FEORL EEE PR e bbb bbb et o
Sbjct 341 ATGGGACCCAAGACGGCGGTGTATATTATATCAACCGGGACGGGAACTGGRACGGGCAGR 400
Query 86 TGGTGTTCATCGTACGAAAT! CCTACCAACCGGCAAGTACACCCTGAACC 145
NNy
Sbjct 401 TGGIGTTCATCGTACGAAATGACCAACAGCACCTACCAACCGGCAAGTACACCCTGAACC 460
Query 146 TCGAAGGCGGITTICIGGACAAAATAA
FEELREEEEE FERRRERErrrrett
Sbjct 461 TCGAAGGCGGGTICTGGACAARATAA
[@Download v GenBank Graphics ¥ Next A Previous 4 Descriptions
Escherichia coli isolate SM248 Dr adhesin gene, complete cds
Sequence ID: gb|DQ386036.1] Length: 486 Number of Matches: 1
Related Information
Range 1: 341 to 486 Bank hi Matc u
Score Expect Identities Gaps Strand
246 bits(133) de-62 142/146(97%) 1/146(0%) Plus/Plus
Query 27  ATGGG-CCCCAGACGGCGGTGTATATTATATCAACCGGGACGGGAACTGGAACGGGCARA 85
R LR PRt e bbb o
Sbjct 341 ATGGGACCCAAGACGGCGGTGTATATTATATCAACCGGGACGGGAACTGGRACGGGCAGR 400
Query 86 TGGTGTTCATCGTACGAAATGACCAACAGCACCTACCAACCGGCAAGTACACCCTGAACC 145
NNy
Sbjct 401 TGGIGTTCATCGTACGAAATGACCAACAGCACCTACCARCCGGCAAGTACACCCIGAACC 460
Query 146 TCGAAGGCGGTTTCTGGACARAATAR
FELLREEEEE LEERRERErrrretl
Sbjct 461 TCGAAGGCGGGTTCTGGACARAAT 486
[Download v GenBank Graphics ¥ Next A Previous 4 Descriptions
Escherichia coli isolate SM23 Dr adhesin gene, complete cds
Sequence ID: gb|DQ386035 1| Length:486 Number of Matches: 1
Related Information
Range 1: 341 to 486 Bank Graphics Previous Match
Score Expect Identities Gaps Strand
246 bits(133) 4e-62 142/146(97%) 1/146(0%) Plus/Plus
Query 27 ATGGG-CCCCAGACGGCGGTGTATATIATATCAACCGGGACGGGAACTGGAACGGGCARA &5
OO ERE PR R e e et e b bbb el o
Sbjct 341 ATGGGACCCAAGACGGCGGTGTATATTATATCAACCGGGACGGGAACTGGRACGGGCAGR 400
Query 86 TGGTGTTCATCGTACGAAATGACCAACAGCACCTACCAACCGGCAAGTACACCCTIGAACC 145
NNy
Sbjct 401 TGGTGTTCATCGTACGAAATGACCAACAGCACCTACCAACCGGCAAGTACACCCTIGAACC 460
Query 146 TCGAAGGCGGTTTCTGGACARAATAR 171
FEERRLEERE LERERErrrnrrttl
Sbjct 461 TCGAAGGCGGGTTCTGGACAAAAT! 486

[IDownload v GenBank Graphics

Escherichia coli isolate SM18 Dr adhesin gene, complete cds
Sequence ID: gblDQ386034 1| Length: 486 Number of Matches: 1

¥ Next A Previous 4 Descriptions

Related Information

Range 1: 341 to 486 k Graphics Match revio
Score Expect Identities Gaps Strand
246 bits(133) 4e-62 142/146(97%) 1/146(0%) Plus/Plus

Query

27

ATGGG-CCCCAGACGGCGGTGTATATTATATCAACCGGGACGGGAACTGGAACGGGCARA 85
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L T III\IIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIII |
ATGGGACCCAAGACGGCGGTGTAT. ATCAACCGGGACGGGAACTGGAACGGGCAGA

TGGIGITCATCGTACGARATGACCRACAGCACCTACCARCCGGCARGTACACCCTIGAACT 145
NNy
IGGIGITCATCGTACGARATGACCRACAGCACCTACCARCCGGCARGTACACCCIGRAACT 480

Sbjct 341
Query &6
Sbjct 401
Query 146 TCGAAGGCGGTITICTGGACARARTAA

[EIDownload v GenBank Graphics

Escherichia coli isolate SM250 Dr adhesin gene, complete cds
Sequence ID: gblDQ386033 1| Length: 486 Number of Matches: 1

¥ Next A Previous 4 Descriptions

Related Information

Range 1: 241 to 486 Bank Graphics Next Match Previous

Score Expect Identities Gaps Strand

246 bits(133) de-62 142/146(97%) 1/146(0%) Plus/Plus

Query 27 ATGGG-CCCCAGACGGCGGTGTATATTATATCAACCGGGACGGGAACTGGAACGGGCARA 85
FLLLE EEE PR il |

Sbjct 341 ATGGGACCCAAGACGGCGGTGTATATIATATCAACCGGGACGGGAACTGGAACGGGCAGA 400

Query 26 TGGIGITCATCGTACGARATGACCAACAGCACCTACCARCCGGCAAGTACACCCTGAACC 145
RN Ry

Sbjct 401 TGGIGITCATCGTIACGARATGACCAACAGCACCTACCAACCGGCAAGTACACCCIGRACC 480

Query 146 TCGRAGGCGGITICIGGACARARTAA
LEEPRLEREE RLERErinnrntl
Sbjct 461 TCGAAGGCGGGTICTGGACARARTAR 486

[BDownload v GenBank Graphics
Escherichia coli isolate G2105 Dr adhesin gene, complete cds
Sequence ID: gblDQ386032.1] Length: 486 Number of Matches: 1

¥ Next A Previous 4 Descriptions

Related Information

Range 1: 341 to 486 GenBank Graphics Next Matc eviou

Score Expect Identities Gaps. Strand

246 bits(133) de-62 142/146(97%) 1/146(0%) Plus/Plus

Query 27  ATGGG-CCCCAGACGGCGGIGTATATIATATCAACCGGGACGGGARCIGGAACGGGCARR 85
FEELE REE PR it |

Sbjct 341 ATGGGACCCARGACGGCGGIGTATATIATATCARCCGGGACGGGAACTGGAACGGGCAGR 400

Query &6 TGGIGITCATCGTACGARATGACCAACAGCACCTAC! TACACCCTGARCC 145

CARCCGGCAAG’
NN NNy
Sbjct 401 TGGIGITCATCGTACGAAATGACCAACAGCACCTACCAACCGGCAAGTACACCCTGAACC 460
Query 146 TCGAAGGCGGITICTGGACAARRTAR 171
FEVRRLELEL DLttt

Sbjct 461 TCGARGGCGGGTITCTGGACARARTAR 486

[Download v GenBank Graphics

Escherichia coli isolate G2116 Dr adhesin gene, complete cds
Sequence ID: gb|DQ386031.1] Length: 486 Number of Matches: 1

Range 1: 341 to 486 GenBank Graphics Next M

¥ Next A Previous 4 Descriptions

Related Information

Score Expect Identities Gaps Strand
246 bits(133) 4e-62 142/146(97%) 1/146(0%) Plus/Plus
Query 27 AIGGG-CCCCAGACGGCGGIGTATATIATATCARCCGGGACGGGAACTGGAACGGGCAAA 85

1 ||| ||I\I|I||||I|I|I|llllll[llllllIIHIIIIIIIIIIIIII |
Sbjct 341 ATGGGACC! ATCAACCGGGACGGGAACTGGAACGGECAGA 400

Query ©£6 IGGIGITCATCGIACGAAATGACCAACAGCACCIACCAACCGGCAAGIACACCCIGAACC 145
RNy,
Sbjct 401 TGGIGITCATCGTACGARATGACCRACAGCACCTACCARCCGGCAAGTACACCCTIGRACC 460

Query 146 TCGRRGGCGGTTTICTGGACRRARTAR 171
PLLPRRERED DLERErinrrntl
TCGARGGCGGGTICT!

Sbjct 461 GGACRRRRTRR 486

[Download v GenBank Graphics

Escherichia coli isolate G2103 Dr adhesin gene, complete cds
Sequence ID: gb|DQ386030 1| Length: 486 Number of Matches: 1

¥ Next A Previous 4 Descriptions

Related Information

Range 1: 341 to 486 Bank Graphics Next Matct Prev
Score Expect Identities Gaps Strand
246 bits(133) 4e-62 142/146(97%) 1/146(0%) Plus/Plus
Query 27 AIGGG-CCCCAGACGGCGGIGTATATTATATCARCCGGGACGGGAACTGGAACGGGCAMA 85
N
Sbjct 341 ATGGGACCCAAGACGGCGGIGTATATTATATCARCCGGGACGGGARCTGGRACGGGCAGA 400
Query 86 IGGIGITCATCGTACGARARTGACCAACAGCACCTACCARCCGGCARGIACACCCIGAACC 145
NNy,
Sbjet 401 TGGIGTTCATCGTACGARATGACCAACAGCACCTACCAACCGGCAAGTACACCCIGAACC 460
Query 146 TCGARGGCGGTTTCTGGACAARARTAA
TELERLELEL TLELELELErntnnd
Sbjct 461 TCGARGGCGGGTTICTGGACARARTAA

EIDownload v GenBank Graphics

Cerharirhia ~ali icalata 22490 Or adhacin nana ramnlata ~de

¥ Next A Previous 4 Descriptions
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Sequence ID: gb|DQ386029.1| Length:486 Number of Matches: 1

Range 1: 341 to 486 GenBank Graphics lext t
Score Expect Identities Gaps Strand
246 bits(133) 4e-62 142/146(97%) 1/146(0%) Plus/Plus

Query 27  ATGGG-CCCCAGACGGCGGTGTATATTATATCAACCGGGACGGGAACIGGAACGGGCAAA 85
L L PR et e e |
Sbjct 341 ATGGGACCCAAGACGGCGGTGTATATTATATCAACCGGGACGGGAACTGGAACGGGCAGA 400

Query 86 TGGIGITCATCGTACGARATGACCAACAGCACCTACCAACCGGCRAGTACACCCIGAACC 145
||||l|||||||||l|||||||||I||[l|llIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIII|[l
Sbjct 401 TGGIGITCATCGTACGAAATGACCAACAGCACCTACCAACCGGCAAGTACACCCTGAN 460

Related Information

Query 146 TCGAAGGCGGITTCTGGACAAAATAA 171
LEERRRRREE FEEERrrrrrnnl
Sbjct 461 TCGAAGGCGGGTTCTGGACAARATAR 486

[@Download v GenBank Graphics ¥ Next A Previous 4 Descriptions

Escherichia coli isolate G2124 Dr adhesin gene, complete cds
Sequence ID: gb|DQ386028.1| Length:486 Number of Matches: 1

Range 1: 341 to 486 GenBank Graphics ext Mat
Score Expect Identities Gaps Strand
246 bits(133) 4e-62 142/146(97%) 1/146(0%) Plus/Plus

Query 27  ATGGG-CCCCAGACGGCGGTGTATATTATATCAACCGGGACGGGAACTGGAACGGGCAAA 85
FEUEE LR DR R e bbb |
Sbjct 341 ATGGGACCCAAGACGGCGGTGTATATTATATCAACCGGGACGGGAACTGGAACGGGCAGA 400

Related Information

Query 86 TGGIGTTCATCGTACGAAATGACCAACAGCACCTACCAACCGGCAAGTACACCCIGAACC 145
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII[IIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIl
Sbjct 401 TGGIGITCATCGTACGAAATGACCAACAGCACCTACCAACCGGCAAGTACACCCIGAACC 460

Query 146 TCGAAGGCGGITICIGGACAARATAA 171
LEERREREEE FEEERERErrninnl
Sbjct 461 TCGARGGCGGGITCIGGACAARATAR 486

BDownload v GenBank Graphics ¥ Next A Previous 4 Descriptions

Escherichia coli isolate G2092 Dr adhesin gene, complete cds
Sequence ID: gbIDQ386027 1| Length: 486 Number of Matches: 1

Range 1: 341 to 486 GenBank Graphics E 3

Score Expect Identities Gaps Strand

246 bits(133) 4e-62 142/146(97%) 1/146(0%) Plus/Plus
SPJCT 341 ALGUCALLLAACALOLLUULICIALALLALALCAALLOUCALUULAAL LOUAALULLLAGA  SUY
Query 86 TGGIGTTCATCGTACGAAATGACCAACAGCACCTACCAACCGGCAAGTACACCCTGAACC 145

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIlIIIIII
Sbjct 401 TGGTGITCATCGTACGAAATGACCAACAGCACCTACCAACCGGCAAGTACACCCTGAACC 460

Query 146 TCGAAGGCGGITICTGGACAARATAR 171
LEERRRERRE FEEERTrirennnl
Sbjct 461 TCGARGGCGGGTICTGGACAAAATAR 486

Related Information

Loading alignment. ..

BLAST is a registered trademark of the National Library of Medicine
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11- ANEXO C - afaE-2 (sequéncia parcial) de cepa afaE-1"/
afaE-2*

<> BLAST® My NCBI B
-

Home RecentResults Saved Strategies Help

~ »NCBI BLAST/ blastn suite/ Formatting Results - F2VXN7BZ015
Edit and Resubmit Save Search Strategies > Formatting options  ® Download Change the result displ ack to traditional format
YoulfTfLearn about the enhanced report  Blast report description
Nucleotide Sequence (302 letters)
Query ID Icl|1505 Database Name nr
Description None Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type nudleic acid Program BLASTN 2.2.27+ b Citation

Query Length 302
Other reports: » Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results

©Graphic Summary

Distribution of 4 Blast Hits on the Query Sequence &

[Mouse over to see the defline, click to show alignments

Color key for alignment scores
<40 4050 50-80 80-200 >=200
ey ] [ ]
1 60 120 180 240 300
(©Descriptions Provide fi k on the new report
Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
1t Alignments O
Description Maxlaos|Queny gt .Max Accession
score score cover value  ident
[E] Escherichia coli isolate G2064 Dr adhesin gene, complete cds 558 558 100% 7e-156 100% 86016.1
[£] Escherichia coli isolate G2081 Dr adhesin gene, complete cds 558 558 100% 7e-156 100% DQ386015.1
[F] Escherichia coli isolate G2177 Dr adhesin gene, complete cds 558 558 100% 7e-156 100% DQ386014.1
[0 E.coli afaE-2 gene 558 658 100% 7e-156 100% X85782.1
S Alignments Provide feedback on the new report
[Download v GenBank Graphics ¥ Next A Descriptions

Escherichia coli isolate G2064 Dr adhesin gene, complete cds
Sequence ID: gb|DQ386016.1] Length:495 Number of Matches: 1

Related Information
Range 1: 6 to 307 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
558 bits(302) 7e-156 302/302(100%) 0/302(0%) Plus/Plus

Query 1 ARACAAAACGCTTATGACCATGATACTATGCGGGACCTTTGTTGGGACTACGCACGCAGC 60
FERRERRE Rttt
Sbjct 6 ARACAAAACGCTTATGACCATGATACTATGCGGGACCTTTGTTGGGACTACGCACGCAGC 65

Query 61  GGIGGATAAACACGCAACAGGCACCTACACACTAAACGTGACCGARGAATGIGCCGIGCA 120
LLLLEEEEEEEE bbbt
Sbjct 66  GGTGGATARACACGCAACAGGCACCTACACACTARACGTGACCGARGAATGIGCCGIGCA 125

Query 121 CCTAACCGACAACACCGARTCATTACGCAAGACTGACTTAACAGARGGTARACTCCICGC 180
NNy,
Sbjct 126 CCTAACCGACAACACCGAATCATTACGCAAGACTGACTTAACAGAARGGTARACTCCICGC 185

Query 181 AGGCGTTGGCCTTTCCGCCACAGGATGCGCAAACTCTAAGGTTIGCCTICTCGGCCGACGC 240
EERLLEEEERR bbb e e et
Sbjct 186 AGGCGITGGCCTTTCCGCCACAGGATGCGCAAACTCTARGGTTGCCTTICTCGGCCGACGC 245

Query 241 CGGGAACCTCAAGGGCACARRTATCCTGCICARGGGCGCCGACARRACGAGCTICATICC 300
NNy,
Sbjct 246 CGGGAACCTCAAGGGCACAAATATCCIGCTCAAGGGCGCCGACAAAACGAGCTICATICC 305

Query 301 AG 302
Il
Sbjct 306 AG 307
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[@Download v GenBank Graphics

Escherichia coli isolate G2081 Dr adhesin gene, complete cds
Sequence ID: gb|DQ386015.1] Length:495 Number of Matches: 1

Range 1: 6 to 307 GenBank Graphics Next Match

Score Expect Identities Gaps Strand
558 bits(302) 7e-156  302/302(100%) 0/302(0%) Plus/Plus

Query 1 ARACARARCGCTTATGACCATGATACTATGCGGGACCTTTGTTGGGACTACGCACGCAGC
IIIIIIIIIIIIIlIIIIlIlIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIIIIII
Sbjct 6 AAACAAAACGCTTATGACCATGATACTATGCGGGACCTITGTTGGGACTACGCACGCAGT
Query 61  GGTGGATAAACACGCAACAGGCACCTACACACTARACGTGACCGAAGAATGIGCCGIGCA
IIIlIIIIIIIllIIIII!IIIIIIIIIHIIIIIII||IIIIIIHIIII!IIIIIIII
Sbjct 66  GGTGGATAAACACGCAACAGGCACCTACACACTARACGTGACCGAAGRATGIGCCGIGCA
Query 121
Sbjct 126
Query 181
Sbjct 186
Query 241 CGGGAACCTCAAGGGCACARATATCCTGCICAAGGGCGCCGACAARRACGAGCTICATICC
IIIIIIIIIIIlIIIIIIlIlIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIlIlIIIIII
Sbjct 246 CGGGAACCTCAAGGGCACARATATCCIGCTCAAGGGCGCCGACAARACGAGCTICATICC
Query 301 AG 302
11
Sbjct 306 AG 307

CCTARCCGACAACACCGARTCATTACGCARGACTGACTTAACAGARGGTARRCTCCICGC
NNy,
CCTARCCGACAACACCGAATCATTACGCARGACTGACTTAACAGARGGTARACTCCICGC

AGGCGTTGGCCTTTCCGCCACAGGATGCGCAAACTCTAAGGTTGCCTTICTCGGCCGACGC
FEELELREEEEEEEE ettt
AGGCGTTGGCCTTTCCGCCACAGGATGCGCAAACTCTAAGGTTGCCTTCTCGGCCGACGC

60

65

120
125
180
185
240
245
300
305

¥ Next A Previous 4 Descriptions

Related Information

[Download v GenBank Graphics

Escherichia coli isolate G2177 Dr adhesin gene, complete cds
Sequence ID: gblDQ386014 1| Length:495 Number of Matches: 1

Range 1: 6 to 307 GenBank Graphics Next Match

Score Expect Identities Gaps Strand

558 bits(302) 7e-156 302/302(100%) 0/302(0%) Plus/Plus

Query 1 ARACAAAACGCTTATGACCATGATACTATGCGGGACCTTTGTTGGGACTACGCACGCAGT
NNy
Sbjct & ARACAAAACGCTTATGACCATGATACTATGCGGGACCTTTGTTGGGACTACGCACGCAGC
Query 61  GGTGGATARACACGCAACAGGCACCTACACACTAAACGTGACCGAAGAATGIGCCGIGCA
LELEEEEE R e e it
Sbjct 66  GGTGGATAAACACGCAACAGGCACCTACACACTARACGTGACCGAAGAATGTGCCGIGCA
Query 121
Sbjct 126
Query 181
Sbjct 186
Query 241
Sbjct 246
Query 301 AG 302
11
Sbjct 306 AG 307

CCTARCCGACAACACCGAATCATTACGCAAGACTGACTTAACAGARGGTARACTCCICGC
NNy
CCTARCCGACAACACCGAATCATTACGCAAGACTGACTTAACAGARGGTARACTCCICGC
AGGCGTTGGCCTTTCCGCCACAGGATGCGCAAACTCTAAGGTTGCCTTICTCGGCCGACGC
FEELELREEEEE i b et
AGGCGTTGGCCTTTCCGCCACAGGATGCGCARACTCTARGGTTGCCTICTCGGCCGACGC

CGGGAACCTCAAGGGCACARATATCCTGCTCAAGGGCGCCGACARAACGAGCTICATICC
NNy,
CGGGARCCTCAAGGGCACARATATCCTGCTCAAGGGCGCCGACARAACGAGCTICATICC

60

65

120
125
180
185
240
245
300
305

¥ Next A Previous 4 Descriptions

Related Information

[IDownload v GenBank Graphics

E.coli afaE-2 gene
Sequence ID: emb|X85782.1| Length: 846 Number of Matches: 1

Range 1: 169 to 470 GenBank Graphics

Previc

Score Expect Identities Gaps Strand
558 bits(302) 7e-156 302/302(100%) 0/302(0%) Plus/Plus

Query 1
Sbjct 169
Query 61  GGTGGATARACACGCAACAGGCACCTACACACTAAACGTGACCGAAGAATGIGCCGIGCA
LELEEEEE Rt et
Sbjct 229 GGIGGATARACACGCAACAGGCACCTACACACTAARCGTGACCGAAGRATGIGCCGIGCR
Query 121
Sbjct 283
Query 181 AGGCGITGGCCTTTCCGCCACAGGATGCGCAAACTCTAAGGTIGCCTICTCGGCCGACGC
NNy
Sbjct 349 AGGCGTTGGCCTTTCCGCCACAGGATGCGCAAACTCTAAGGTTIGCCITCTCGGCCGACGC
Query 241
Sbjct 403
Query 301 AG 302
Il
Sbjct 469 AG 470

AAACAAAACGCTTATGACCATGATACTATGCGGGACCTTTGTTGGGACTACGCACGCAGC
RNy nasyans.
ARACAAAACGCTTATGACCATGATACTATGCGGGACCTTTGTTGGGACTACGCACGCAGC
CCTAACCGACAACACCGARTCATTACGCAAGACTGACTTAACAGAAGGTAARACTCCICGC
RN nnnnnnyss:
CCTAACCGACAACACCGARTCATTACGCAAGACTGACTTAACAGAAGGTAAACTCCICGC

CGGGARCCTCARGGGCACARRTATCCTGCTCARGGGCGCCGACARAACGAGCTICATICC
RNy
CGGGAACCTCARGGGCACAARTATCCTGCTCARGGGCGCCGACARRACGAGCTICATICC

60

228
120
288
180
348
240
408
300
468

Vv Nexi A Previous 4 Descriptions

Related Information
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12- ANEXO D - Gene afa-X

BLAST®
(T

Home  RecentResults Saved Strategies Help

» HCBI/ BLAST! blastn suite/ Formatting Results - F2SWE983015

Edit and Resubmit Save Search Strategies »Formatting options & Download Change the result display back to traditional format
YoulflEjLearn about the enhanced report  Blast report description

Nucleotide Sequence (783 letters)

Query ID Icl[11379 Database Name nr
Description None Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.2.27+ b Citation

Query Length 783

Other reports: & Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results]

EGraphic Summary

Distribution of 1 Blast Hits on the Query Sequence &

|Muuse over to see the defline, click to show alignments |

Color key for alignment scores
40 40-50 50-80 80-200 *=200
G u e |
] | 1 | 1 |
1 150 300 450 600 750
EDescriptions Provide feedback on the new report

Sequences producing significant alignments:
Select” All Mone Selected 0

i Alignments o]
Description LTS TR TR P Accession
score | score | cover | value | ident
[ Escherichia coli Dr-family adhesin (drbE121) gene, complete cds 512 512 42% 2e-141 95% U87540.1
S Alignments Provide feedback on the new report
[EIDownload v GenBank Graphics 4 Descriptions

Escherichia coli Dr-family adhesin {(drbE121) gene, complete cds
Sequence ID: gblUS7540 1|[ECUSTE40 Length: 483 Number of Matches: 1

Related Information
Range 1: 145 to 476 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
512 bits(277) 2e-141 314/332(95%) 1/332(0%) Plus/Plus
Query 180 GCRCATARRCGRCATACCGRATTGCACGACCGGGCGETICTGGGAGRAGTCTCCGTCAGT 239
[N N N NN NNy,
Sbjct 145 GCRAATARRCGRACAGAGCUGRATTGCACGACCEGGCGGTICIGGGAGRAGICICCGICAGT 204

Query 240 GGGGEIGEEITGCGGTACCGACCAGCGLCTGGCGETGRAGIGCGGETARTTITIATGRACGER 299
PR e e b e e e i rernd
Sbjct 205 GGEETGEETTGCGGTACCGACCAGCGCCTGCCGETEAGTGCGGETARTTITTATGACGER 264
Query 300 ACCTTTGGCTITTITATGACCCAAGACGGCGEGRCATARRRACTGACCGCCCACCTAGCC 353
PEE TR e e e brrr et o rerrrrnl
Sbjct 265 ACCRATGGCTITTITATGACCCRAGACGGCGGGACAGRRARLCTGACCGICGRCCTAGCC 324
Query 360 ACTARTGGCGACCRATGGRAARAGGATARCGGCGIGTATIACCGCGCCGCCGETIGEEERC 419
PRI REE e b e bbb bbbt bbb rrrnl
Sbjct 325 ACTAATGGCGACCAATGGAARRAGGATARCGECETGTATTACCGCGOCGCCGETEEEERC 384
Guery 420 TGEACTGTATAGATCECTATTATTGTACGEGEACARCAGETGARACARACCEACCEATRARE 479
PR T e L e e et e eyl
Sbict 385 TGGACTGGRRAGATCGGTATIATIGTACGGGGAGRACAGETGRACARACCGACCGGTARR 444
Query 480 TACRCCATGCACCCRGRIGI-GGITICIGGGC 510
PELEEEETE PEE b i bttt
Sbjct 445 TACRCCATGRACCIRGRIGGCGGCIACIGGGC 476
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13- ANEXO E - Putativa proteina Afa-X

<> BLAST®

-
Home RecentResults Saved Strategies Help

9
Edit and Resubmit ~ Save Search Strategies > Formatting options > Download hange the result displ. k to traditional form:
YoufTfLearn about the enhanced report  Blast report description
Protein Sequence (201 letters)
Query ID Icl|96920 Database Name nr
Description None Description All non-redundant GenBank CDS
Molecule type amino acid translations+PDB+SwissProt+PIR+PRF excluding
Query Length 201 environmental samples from WGS projects
Program BLASTP 2.2.27+ b Citation
Other reports: > Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [Related Structures] [Multiple alignment]
DELTA-BLAST, a more sensitive protein-protein search (o)
©Graphic Summary
(© Show Conserved Domains
Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
1 25 S0 7 100 1 150 175 201
Query seq.
Superfanilies Adhesin_Dr
Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence &
[Mouse over to see the defline, click to show alignments |
Color key for alignment scores
<40 40-50 50-80 80-200 >=200
Query
1 40 80 120 160 200
©Descriptions rovide fi k on th 0
Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
it Alignments o
Description M potat Queiy) SF .Max Accession
score | score cover value ident
Dr-family adhesin DrbE-121 [Escherichia coli] 195 195 55% 5e-60 86% AAB9GE39.1
Chain B, Dage Adhesin >pdb|2BCIIA Chain A Daae Adhesin >pdb|2BCMIC Chain C. Dage 71.2 71.2 56% 1e-12 36% 2BCM B
fimbrial pre ichia coli 161 >reflZP 1| fimbrial protein herichia 70.9 70.9 52% 1e-12 37% ZP_19739801.1
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1 i ) o i A

70.9

69.7

69.7

69.3

68.9

68.9

68.6

68.6

68.6

68.2

68.2

68.2

68.2

68.2

hypothetical protein WEQ 05263 [Escherichia coli KTE21] »qblELC33465.1| hypothetical pro 67.8
i richi i] > %! hesi richia coli 67.8

Dr adhesin [Escherichia colil 67.4
Dr adhesin [Escherichia colil 67.4
r adhesin richi i 674
Dr adhesin [Escherichia colil 674
Dr adhesin [Escherichia colil 674
Dr adhesin [Escherichia colil >gb|ABD93415.1| Dr adhesin [Escherichia coli] 674
Dr adhesin [Escherichia colil 67.0
Chain A Complex Of E. Coli Drae Adhesin With Chloramphenicol >pdb|1USQIB Chain B, Co 67.0
RecName: Full=Dr hemaaqglutinin structural subunit; Flags: Precursor >gblAAA23709.1]Drh 67.0
i A From ichi: i >} 1UT1 i Al il 66.6
67.0

66.2

65.9

65.9

65.9

65.5

65.1

64.7

64.7

64.3

64.3

63.9

64.3

64.3

RecName: Full=Afimbrial adhesin AFA-Ill: Flags: Precursor >emb|CAA48847 1| AFA-Ill adhes 64.3
r adhesin richi | 63.2
hypothetical protein ATUW 03967 [Escherichia coli KTE80] >qblELE67542.1| hvpothetical pr 62.8
Dr adhesin [Escherichia colil 62.8
Dr adhesin [Escherichia colil 62.0
Dr adhesin [Escherichia colil 60.1
r adhesin [Escherichia coli 60.1
Dr adhesin [Escherichia colil 59.7
AfaE-V adhesin [Escherichia colil 59.3
hvpothetical protein WGO 05036 [Escherichia coli KTE85] >gblABD93356.1| Dr adhesin [Es 58.2
hypothetical protein A15K_03092 [Escherichia coli KTE2051 >refiZP_20262695.1| hypothetic: 57.4
r adhesi richi i 574
Dr adhesin [Escherichia colil 56.6
Dr adhesin [Escherichia coli] 56.6
i > 72,1 56.2

70.9
69.7
69.7
69.3
68.9
68.9
68.6
68.6
68.6
68.2
68.2
68.2
68.2
68.2
67.8
67.8
674
674
674
674
674
674
67.0
67.0
67.0
66.6
67.0
66.2
65.9
65.9
65.9
65.5
65.1
64.7
64.7
64.3
64.3
63.9
64.3
64.3
64.3
63.2
62.8
62.8
62.0
60.1
60.1
59.7
59.3
58.2
574
574
56.6
56.6
56.2

52%
53%
59%
45%
45%
45%
45%
45%
45%
51%
53%
53%
53%
53%
53%
53%
53%
53%
53%
53%
53%
53%
53%
53%
53%
53%
53%
72%
45%
53%
53%
53%
53%
50%
56%
50%
53%
53%
53%
53%
53%
55%
55%
53%
55%
55%
55%
47%
56%
55%
55%
55%
55%
55%
56%

2e-12
3e-12
3e-12
5e-12
6e-12
8e-12
8e-12
9e-12
1e-11
1e-11
1e-11
1e-11
1e-11
1e-11
2e-11
2e-11
2e-11
2e-11
2e-11
2e-11
3e-11
3e-11
Je-11
3e-11
3e-11
3e-11
3e-11
Te-11
Te-11
9e-11
9e-11
1e-10
1e-10
2e-10
2e-10
2e-10
2e-10
3e-10
3e-10
3e-10
3e-10
7e-10
8e-10
9e-10
2e-09
7e-09
9e-09
1e-08
2e-08
4e-08
7e-08
8e-08
1e-07
2e-07
2e-07

37%
40%
36%
42%
42%
42%
42%
42%
42%
37%
36%
40%
35%
39%
35%
35%
35%
35%
35%
40%
35%
39%
39%
39%
39%
39%
35%
32%
41%
35%
39%
38%
38%
37%
32%
37%
38%
38%
38%
38%
38%
32%
32%
37%
31%
33%
34%
38%
33%
31%
31%
31%
30%
31%
30%

AAB47759.1
ABD93378.1

ABD93410.1
ABD93364.1
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56.2 53% 2e-07 36% ABD93399.1

485 31% 3e-05 41% 11490057

48.1 52% 2e-04 33% ABD934431

454 42% 0.001 34% AFJ79746.1

451 42% 0.002 34% AFJ79745.1
39.7 28% 0.19 41% AAA23981.1
B 374 54% 28 30% YP 16664.1
370 54% 35 30% YP 11
37.0 54% 3.5 30% ZP 093452041
370 54% 35 30% YP 0045927941
370 54% 35 30% YP 0022400251
a 370 54% 35 30% YP 0013341371
370 54% 3.5 30% ZP 06549537.1
370 54% 35 30% YP 0029181771
37.0 54% 3.8 30% NP 4594822
370 54% 3.8 30% ZP 03375836.1
37.0 54% 3.8 30% ZP_10409398.1
370 54% 3.8 30% ZP 134208121
370 54% 3.8 30% ZP 148707711
370 54% 3.8 30% ZP 171266021
37.0 54% 3.8 30% ZP 093343831
370 54% 3.8 30% ZP 117678381
370 54% 3.8 30% ZP _12131780.1
370 54% 3.8 30% YP 0047293381
370 54% 3.8 30% ZP 116919221
370 54% 3.8 30% YP 0068847711
370 54% 3.8 30% ZP 063539421
370 54% 3.8 30% ZP _04560937.1
370 54% 3.8 30% ZP 02656536.1
370 54% 3.8 30% YP 001589280.1
370 54% 3.8 30% YP 0014542191
370 54% 3.8 30% QSPFK7.2
370 54% 3.8 30% Q578772
370 54% 3.8 30% YP 2155151
370 54% 38 30% YP 1514331
370 54% 3.8 30% YP 0052316221
37.0 54% 3.8 30% NP 4550831
370 54% 3.8 30% YP 0015714501
362 33% 48 31% XP 0031001181
362 54% 58 30% YP 0022144401
362 54% 6.0 30% ZP 133991481
362 54% 60 30% YP 111

©Alignments Provide feedback on the new report
[@Download v GenPept Graphics ¥ Next 4 Previous 4 Descriptions
Dr-family adhesin DrbE-121 [Escherichia coli]
Sequence ID: gblAAB9I6839.1| Length: 160 Number of Matches: 1
Related Information

Range 1: 48 to 160 GenPept Graphics Next Match Previous Match

Score Expect Method Identities Positives Gaps
195 bits(496) S5e-60 Compositional matrix adjust. 97/113(86%) 103/113(91%) 2/113(1%)

Query 59  VAHKRHTELHDRAVLGEVSVSGVGCGTDQRVAVSAGNFYDGTFGFEMIQDGGT-KLTAHL 117

+A+KR +ELHDRAVLGEVSVSGVGCGIDQRV VSAGNFYDGT GFEMIQDGGT KLT L
Sbjct 48  IANKRQSELHDRAVLGEVSVSGVGCGIDQRVPVSAGNFYDGINGFFMIQDGGTEKLIVDL 107
Query 118

DWI-VIAIIVRGEQVNKPTGKYTMHPDGGFWAN 169
WA
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ODJCT  1UT ALNGUYNKAUNGVIIKAAGCGUNIGKICLLIVRCGEYVNRFIGAIIMNLUCGINAD 10U

@Download v GenPept Graphics ¥ Next A Previous 4 Descriptions

Chain B, Daae Adhesin
Sequence ID: pdb|2BCMIB Length: 165 Number of Matches: 1

> See 2 more title(s)

Related Information
Range 1: 34 to 148 GenPeot Graphics —
Score Expect Method Identities Positives Gaps .:.FEHIQH_Q' 3D structure
71.2 bits(173) 1e-12 Compositional matrix adjust. 42/116(36%) 62/116(53%) 3/116(2%) e

Query &5 IEIBDRAVI.GEVSVSG\KSCGT DQRVAVSAGNFYDGTFGFFMIQDGGTKLTAHL-AINGDQ 123
+L D +6+V++6C Q + +¥YDT +MT KL L AT+G
Sbjct 34 SMMMMMMGWPW-NLMSMWTDGSS 92

Query 124 WKKDNGVYYRAAGGDWI-VIAIIVRGEQVNKPTGKYTIMHPDGGFWANYRIKTIIIRS 178
W NGV+Y+ GGHW + I V G Q +KPIG+YI++ GGHWN +I S
Sbjct 93  WIYGNGVFYKIEGGNWGGHVGISVDGNQTDKPTGEYTLNLIGGYWINDNKQTFQAS 148

[BDownload v GenPept Graphics
fimbrial protein [Escherichia coli KTE216]

¥ Next A Previous 4 Descriptions

Sequence ID: refiZP_19739801.1] Length: 159 Number of Matches: 1
> See 3 more title(s)
Related Information

Range 1: 54 to 159 GenPept Graphics Next Matck Previous Mat
Score Expect Method Identities Positives Gaps
70.9 bits(172) 1e-12 Compositional matrix adjust. 40/107(37%) 59/107(55%) 3/107(2%)
Query 65 TEI.HDRAW.GEVSVSGVGCGTDQRVAVSAGNHDGIFGFMQDGGTKIJAHI-MNGDQ 123

++L D 4G + V+ +GC + + YDT +MT KL L AT+G
Sbjct 54 smmnmmnmemmnpmnu-mmmmmvm@xmss 112

Query 124 WKKDNGVYYRAAGGDWI-VIAIIVRGEQVNKPTGKYIMHPDGGFWAN 169
W NGV+Y+ GGHW  + I V G Q +KPTG+YT++ GG+W N
Sbjct 113 WIYGNGVFYKTEGGNWGGHVGISVDGNQTDKPTGEYTLNLIGGYWIN 159

[@Download v GenPept Graphics

¥ Next A Previous 4 Descriptions

RecName: Full=F1845 fimbrial protein; AltName: Full=Fimbrial adhesin F1845 antigen; Flags: Precursor

Sequence ID: sp|P13719.1|DAAE_ECOLX Length: 159 Number of Matches: 1
> See 1 more title(s)

Range 1: 54 to 159 GenPept Graphics Ne:

Related Information

Score Expect Method Identities Positives
70.9 bits(172) 2e-12 Compositional matrix adjust. 40/107(37%) 59/107(55%)

Gaps
3/107(2%)

Query 65 TELHDRAVLGEVSVSGVGCGT! mvsmnmmmqmnrm-nman
+LD +6+V++6C Q +¥DT KL
Sbjct 54 smmumcvrmcmmpmnu—mmsmnmmrmss

Query 124 WKKDNGVYYRAAGGDWI-VIAIIVRGEQVNKPTGKYIMHPDGGFWAN 169
W NGV+Y+ GG+W + I V G Q +KPTG+YT++ GG+W N
Sbjct 113 WIYGNGVFYKTEGGNWGGHVGISVDGNQIDKPTGEYTLNLIGGYWIN 159

123
112

[@Download v GenPept Graphics
Dr adhesin [Escherichia coli]
Sequence ID: gb|ABD93416.1] Length: 160 Number of Matches: 1

Range 1: 51 to 159 GenPept Graphics

¥ Next A Previous 4 Descriptions

Related Information

Score Expect Method Identities Positives
69.7 bits(169) 3e-12 Compositional matrix adjust. 44/111(40%) 61/111(54%)

Gope
6/111(5%)

Query 62 KRHTELHDRAVLGEVSVSGVGCGIDQRVAVSAG--N!'YDG‘IFGFMQDGGIKLIAHL-A
K +LDA+ V¥V +C QVA+AG NF GFF ++ + KL
Sbjct 51  KIRGQLIDAAPIGPVIVQALGCNARQ-VALKAGTDNFEQGKF- FLISDNNRDIG.YVNIRP

Query 119 INGDWKKI}NGVYYRAAGGWI-VIAIIVRGEQVNKPTGKYTHBPDGGM 168
T+ W DNGV+Y+ GW +I IVGH NP G YI+
Sbjct 109 TDNSAWITDNGVFYKNDVGSWGGI. IGIYVDGQQ‘D!TPPGNYTLILIGGM 159

118
108

[EDownload v GenPept Graphics
DafaE [Escherichia coli]
Sequence ID: gb|AAK17183 1|/AF325672_5 Length: 161 Number of Matches: 1

Range 1: 33 to 159 GenPept Graphics

¥ Next A Previous 4 Descriptions

Related Information

Score Expect Method Identities Positives
69.7 bits(169) 3e-12 Compositional matrix adjust. 46/127(36%) 65/127(51%)

Gaps
7/127(5%)

Query 48 WSRSN'NCGGDVABRRB‘IELEDM ----IGEVSVSGVGCGTDQRVAVSAG—N!’YDGI!‘G
QRVA+ G YDTG
Sbject 33 DLIITEEGZVIVESKSESFI.RSSLV!NRHITNIEIQSTGCGT GQmLKLGAGSYDDTNG

Query 103 mm—urmmammevmmm-mmmwmekm
MI + GT KL D GVYY  G+W  + IVR +Q + PIGKYT+
Sbjct 93 mmmmnxsmrmzmewnmmquGML
Query 161 HPDGGEW 167
+GGFW

+
Sbjct 153 NLEGGFW 159

102
92

160
152
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[IDownload v GenPept Graphics ¥ Next A Previous 4 Descriptions

Dr adhesin [Escherichia coli]
Sequence ID: gb|ABD93380.1] Length: 161 Number of Matches: 1
> See 11 more title(s)

Range 1: 65 to 159 GenPept Graphics €
Score Expect Method Identities Positives
69.3 bits(168) 5e-12 Compositional matrix adjust. 40/95(42%) 55/95(57%) 3/95(3%)

Query 76 VSVSGVGCGIDQRVAVSAG-NFYDGTFGFFMIQDGGT-KLTAHLATNGDOWKKDNGVYYR 133
++ GCGT QRVA+ G YDTG MI + GT KL + + +D GVYY
Sbject 65 LGIQSTGCGTGQRVALKLGAGSYDDINGAHMTHENGTDKLLVNMGSATGDGTQDGGVYYI 124

Query 134 AAGGDWI-VIAIIVRGEQVNKPTIGKYIMHPDGGEW 167
G+W + IVR +Q + PIGKYI++ +GGFW
Sbjct 125 NRDGNWNGQMVFIVRNDQOHLPTGKYTLNLEGGEW 159

Related Information

[IDownload v GenPept Graphics ¥ Next A Previous 4 Descriptions

Dr adhesin [Escherichia coli]
Sequence ID: gblABD93385 1| Length: 161 Number of Matches: 1

Range 1: 65 to 159 GenPept Graphics ie
Score Expect Method Identities Positives Gaps
68.9 bits(167) 6e-12 Compositional matrix adjust. 40/95(42%) 54/95(56%) 3/95(3%)

Related Information

Query 76 VSVSGVGCGTDQRVAVSAG-NFYDGTFGFFMIQDGGT- KLIAHLAINGDWKKDNGVYYR 133
++ GCGT QRVA+ G YD T G MI + GT KL + +D GVYY
Sbjct 65 LGIQSTGCGIGQRVALKLGAGSYDDINGAHMI! HENG‘IDI(I.LVSHGSAI GDGNQDGGVYYI 124

Query 134 AAGGDWI-VIAIIVRGEQVNKPTGKYIMHPDGGFW 167
G+W  + IVR +Q + PIGKYT++ +GGFW
Sbject 125 NRDGNWNGOMVFIVRNDQOHLPTGKYTLNLEGGFW 159

BIDownload v GenPept Graphics ¥ Next A Previous 4 Descriptions

Dr adhesin [Escherichia coli]
sequence ID: gblABD93381.1] Length: 161 Number of Matches: 1

Range 1: 65 to 159 GenPept Graphics at
Score Expect Method Identities Positives Gaps
68.9 bits(167) 8e-12 Compositional matrix adjust. 40/95(42%) 54/95(56%) 3/95(3%)

Related Information

Query 76 VSVSGVGCGIDQEVAVSAG—NHDGTFGFMQDGGT RLIAHLATNGDQWKKDNGWYR 133
GCGT QRVA+ G YD T G MI + GT KL +D GVYY
Sbjct 65 LGIQSIGCG'IGQRVALKLGAGSYDDTNGAM HENG‘IDKI.LV'KHGSAIGDGIQDGGVYYI 124

Query 134 AAGGDWI-VIAIIVRGEQVNKPTGKYIMHPDGGFW 167
G+W + IVR +Q + PIGKYI++ +GGEW
Sbjct 125 NRDGNWNGOMVFIVRNDQQOHLPTGKYTLNLEGGFW 159

[BIDownload v GenPept Graphics ¥ Next A Previous 4 Descriptions
dr-family adhesin [Escherichia coli MS 21-1]
10: refiZP_07154171.1] Length: 161 Number of Matches: 1
> See 12 more title(s)
Range 1: 65 to 159 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
68.6 bits(166) 8e-12 Compositional matrix adjust. 40/95(42%) 54/95(56%) 3/95(3%)

Related Information

Query 76 VSVSGVGCGIDQRVAVSAG-NFYDGTFGFFMIQDGGT-! KLTAHLAINGDQWKKDNGVYYR 133
++ GCGT QRVA+ G YD T G MI + GT KL +D GVYY
Sbjct 65 LGIQSTGCGTGQRVALKLGAGSYDDINGAHMT! HENGTDKI.LVSHGSAIGDGIQDGGVYYI 124

Query 134 AAGGDWI-VIAIIVRGEQVNKPTGKYIMHPDGGFW 167

G+W + IVR +Q + PIGKYT++ +GGFW
Sbjct 125 NRDGNWNGOMVFIVRNDQQHLPTGKYTLNLEGGEW 159

Loading alignment...

BLAST is a registered trademark of the National Library of Medicine.

_..Copyright | Disclaimer | Privacy | Accessibiiity | Contact | Send feedback
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14- ANEXO F - Dominio conservado presente na putativa
proteina Afa-X e outras proteinas Afa/Dr

CS NCBI %nnmhﬁ

965 =
SITE MAP Entrez [ CDD [ Structure Protein Help

Dr-family adhesin

This family of adhesins bind to the Dr blood group antigen component of decay-accelerating factor. This mediates adherence of
uropathogenic Escherichia coli to the urinary tract. This family contains both fimbriated and afimbriated adherence structures. This
protein also confers the phenotype of mannose-resistant hemagglutination, which can be inhibited by chloramphenicol. The N
terminal portion of the protein is though to be responsible for chloramphenicol sensitivity.

Molecular strudture of the Dr adhesin: nudeotide sequence and mapping of receptor-binding domain by
Statistics use of fusion construdts. ifect immur. 1991 Jar; 59(1):261-268

?
9 Distrbution of drb genes coding for Dr binding adhesins among uropathogenic and fecal Escherichia coli

isolates and identiication of new subtypes. infect immun. 1907 Juig: 65(6)2011-2018

= PubMed References

pfam04619 is a member of the superfamily cl04628.

Sequence Alignment ?

Format: | Compact Hyper‘textm Row Display: | All 7 rows E| Color Bits: | 2.0 bit E| Type Selection: |top listed sequences E|

10Tz E iz 88
query -0 111
gl 75345448 23 .[ 100
gi 75340409 23 .[ 98
gi 2506404 23 .1 101
gi 75340410 23 .[ =)
gi 75345449 23 [ =k

1UT2_E
query

gl 75345448
gl 753404089
gi 2506404
gi 75340410
gi 75345449

1UT2_E 149
query 169
gi 75345448 160
gi 753404089 164
gi 2506404 161
gi 75340410 1. 160
gi 75345449 D A, [1]. 1le0

1 Marchler-Bauer A et al. (2013), "CDD: conserved domains and protein three-dimensional structure.”, Nucleic Acids Res. 41(D1):D384-52.

| Disclaimer | Privacy statement | Accessibility |

Obs.: 1UT2_E : Afa-lll
Qi 75345448: DrbE-121
gi 75340409: Afa-II

gi 2506404: Afa-I

gi 75340410: Afa-V

gi 75345449: DrbE-122
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15- ANEXO G - Artigo originado a partir deste trabalho

As paginas a seguir apresentam o contetudo do artigo originado a partir deste
trabalho, publicado no periédico BMC Microbiology, de acesso livre, em 01 de
fevereiro de 2013, doi:10.1186/1471-2180-13-22.
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