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RESUMO

BRAGA, Ricardo Luis Lopes. Analise celular e ultraestrutural dos mecanismos de
patogénese de cepas de Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) invasoras em células
intestinais in vitro e ex vivo. 2017. 97 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) - Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

A sindrome diarreica é considerada um grave problema de saude publica em todo o
mundo e é considerada uma das principais causas de morbidade e mortalidade nos paises em
desenvolvimento. A patogénese de Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) permanece
incerta e tem sido investigada extensivamente pela utilizacdo de modelos in vitro e, em menor
grau, de modelos ex vivo. A competéncia de EAEC para aderir ao epitélio intestinal do
hospedeiro é um papel fundamental para a colonizacdo e o desenvolvimento da doenca. Além
disso, EAEC pode invadir celulas intestinais e causar alteracdes graves no epitélio intestinal.
O presente estudo investigou a interacdo de cepas EAEC invasoras isoladas de diarreia
infantil com mucosa ileal e colénica de coelho ex vivo. As cepas EAEC também foram
avaliadas quanto a capacidade de persisténcia intracelular associada a producéo de citocinas
na linhagem intestinal T84. A viabilidade celular e ocorréncia de apoptose/necrose na
linhagem T84 também foi avaliada. Os ensaios de aderéncia foram realizados com as cepas
co-incubadas com fragmentos de intestino de coelho durante um periodo de 6 horas e foram
analisadas por microscopia eletronica de varredura (MEV). A persisténcia intracelular e a
producdo de citocinas por ELISA em ‘“sanduiche” foram avaliadas em 24 horas e as
microscopias por contraste de fase e de fluorescéncia e citometria de fluxo foram conduzidas
apos 6, 16 e 24 horas de interacdo com células T84 infectadas. Através da MEV, observamos
que todas as cepas de EAEC aderiram a ambos os sitios intestinais (ileo e célon) com o
padrdo de aderéncia agregativo tipico de "tijolos empilhados”, porém o maior grau de
aderéncia foi observado na mucosa colbnica. As taxas de sobrevivéncia de EAEC H92/3,
149/3 e 042 foram 1,4x10% 3,2x10° e 0,5x10° UFC/ mL, respectivamente. Todas as cepas
EAEC testadas induziram quantidades significativas de 1L-8, IL-6 e TNF-o. em comparagao
com células T84 ndo infectadas. A microscopia de contraste de fase mostrou perda de
viabilidade em células infectadas por periodos de 16 horas. Por microscopia de fluorescéncia,
observamos que as células infectadas com EAEC H92/3 e 149/3 apresentaram danos nos
nacleos. Além disso, por citometria de fluxo, nossos dados revelaram que EAEC provocou
apoptose tardia e necrose de células T84. Esses dados mostraram que as cepas de EAEC
invasoras podem ter um alto tropismo para o c6lon humano. As cepas invasoras podem
sobreviver dentro da linhagem celular intestinal, induzindo uma resposta imune
proinflamatdria e desencadeando processos apoptéticos e/ou necroticos em células T84. As
diferentes vias de viruléncia investigadas no presente estudo contribuem para o entendimento
do mecanismo de patogenicidade de EAEC invasoras.

Palavras-chave: EAEC. IVOC. Células T84. Persisténcia. Citocinas proinflamatorias. Morte

celular.



ABSTRACT

BRAGA, Ricardo Luis Lopes. Cellular and ultrastructural analysis of pathogenesis
mechanisms of strains of invasive enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) in in vitro
and ex vivo intestinal cells. 2017. 97f. Tese (Doutorado em Microbiologia) - Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

The diarrheal syndrome is considered a serious public health problem all over the
world and is considered a major cause of morbidity and mortality in developing countries.
The pathogenesis of enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) remains uncertain and has
been investigated extensively by the use of in vitro and, to a lesser extent, ex vivo models. The
competence of EAEC to adhere to the intestinal epithelium of the host is a key role to the
colonization and disease development. Further, EAEC can invade intestinal cells and cause
severe alterations in the intestinal epithelium. The present study investigated the interaction of
invasive EAEC strains isolated from childhood diarrhea with rabbit ileal and colonic mucosa
ex vivo. EAEC strains were also evaluated for the ability of intracellular persistence
associated with cytokine production in the T84 intestinal line. The viability of cells and
occurrence of apoptosis/necrosis in in vitro T84 cell line was also evaluated. The adhesion
assays were performed with the strains co-incubated with fragments of rabbit intestine over a
period of 6 hours and were analysed by scanning electron microscopy (SEM). The
intracellular persistence and production of cytokines by sandwich ELISA were evaluated
upon 24 hours and the phase contrast and fluorescence microscopy and flow cytometry were
conducted after 6, 16 and 24 hours of interaction with infected T84 cells. Through SEM we
observed that all EAEC strains adhered to both intestinal sites (ileum and colon) with the
typical aggregative adherence pattern of “stacked bricks”, however the highest degree of
adherence was observed on colonic mucosa. The survival rates of EAEC H92/3, 149/3 and
042 were 1.4x10° 3.2x10° and 0.5x10° CFU/mL, respectively. All EAEC strains tested
induced significant amounts of 1L-8, IL-6 and TNF-a compared to uninfected T84 cells.
Phase contrast microscopy showed loss of viability in cells infected for periods of 16 hours.
By fluorescence microscopy, we observed that cells infected with EAEC H92/3 and 149/3 had
nuclei damages. Furthermore, by flow cytometry, our data revealed that EAEC provoked late
apoptosis and necrosis of T84 cells. These data showed that invasive EAEC strains may have
a high tropism for the human colon. Invasive strains can survives within intestinal cell line,
inducing a proinflammatory immune response and triggering apoptotic and/or necrotic
processes in T84 cells. The different pathways of virulence investigated in the present study
contribute to the understanding of the mechanism of pathogenicity of invasive EAEC.

Keywords: EAEC. IVOC. T84 cells. Persistence. Proinflammatory cytokines. Cell death.
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INTRODUCAO

Relevancia

A sindrome diarreica representou 9% de todas as mortes entre criangas menores de
cinco anos em todo o0 mundo no ano de 2015, o que resultou em mais de 1.400 mortes a cada
dia ou cerca de meio milhdo de oObitos de criangas por ano (UNICEF, 2017). Em todo o
mundo, ha quase 1,7 bilhdo de casos de doenca diarreica a cada ano, sendo a segunda
principal causa de morte em criancas menores de cinco anos, levando a 6bito anualmente
cerca de 760 mil criancas (CHOWDHURY et al., 2015; YANG et al., 2017).

As doencas diarreicas sdo um grave problema de salde publica e uma grande causa de
morbidade e mortalidade em lactentes e criancas. Os paises em desenvolvimento na Asia,
Oriente Médio, Africa e América Latina s3o as regides mais afetadas tendo como desfecho
oObitos relacionados principalmente as condicGes precarias de vida. No Ird, estima-se que
ocorrem cerca de 2,5 milhdes de mortes de criancas por ano (GUERRANT et al., 2015;
GOMES et al., 2016; SALMANI et al., 2016; MIRI et al., 2017).

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) é um importante agente causador de
diarreia aguda e persistente entre criancas e adultos em todo o mundo sendo o patotipo mais
frequentemente detectado entre criancas de paises em desenvolvimento e desenvolvidos. O
estudo multicéntrico entérico global (GEMS) que compreendeu estudos de casos e controles
de diarreia moderada & grave em quatro locais na Africa Subsaariana e trés no sul da Asia
revelou que EAEC foi identificada em alta frequéncia entre criancas menores de cinco anos
(IKUMAPAYI et al., 2017).

EAEC foi reconhecida como um importante agente bacteriano de doenca diarreica
aguda sendo identificada em criancas da América Latina, Asia, Africa e leste da Europa mais
frequentemente do que qualquer outro patdgeno bacteriano. Nos Estados Unidos da América
(EUA), Europa e Israel, EAEC também foi associada com doencas diarreicas em criancas,
sendo nos EUA a causa bacteriana mais comum de diarreia infantil, superando
Campylobacter e Salmonella. Ainda, EAEC foi o patdgeno bacteriano mais prevalente em
criancas hospitalizadas por diarreia aguda em regides em desenvolvimento e industrializadas;

ao passo que, entre adultos é mais prevalente em paises industrializados. Nos departamentos
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de emergéncia e clinicas ambulatoriais dos EUA, entre adultos com diarreia, EAEC foi a
bactéria mais comumente identificada (ESTRADA-GARCIA et al., 2014).

Estudos epidemiolégicos no mundo indicaram uma taxa de diarreia de
aproximadamente 3,2 episodios por crianca, estimando que 3 a 20% correspondam a diarreia
persistente. Do ponto de vista da saude publica, o impacto mais significativo da diarreia
persistente por EAEC é sobre criancas de areas menos desenvolvidas e com historico de ma
nutricdo. A Organizacdo Mundial de Satde (OMS) estimou que 32% das criancas com menos
de cinco anos de idade tem o desenvolvimento atrofiado em areas empobrecidas, onde agua e
saneamento inadequados e cargas pesadas de infec¢des entéricas sdo comuns. Infelizmente, os
déficits de crescimento linear que ocorrem no inicio da vida ndo sdo totalmente reversiveis e
estes sdo um marcador de perda persistente de potencial humano. O colapso nédo s6 ocorre em
criancas de paises em desenvolvimento pobres, mas também naqueles que vivem em favelas
de paises de média renda (ESTRADA-GARCIA et al., 2014; PLATTS-MILLS et al., 2017;
ROGAWSKI et al., 2017).

A maioria dos casos de surtos causados por Escherichia coli transmitidos por
alimentos durante a ultima década foram atribuidos ao consumo de alimentos ndo cozidos
contaminados por E. coli patogénica na fonte e durante o processo de preparacdo. O alimento
inseguro microbiologicamente também apresenta grandes riscos econdémicos, especialmente
em um mundo globalizado. De acordo com o site da OMS, o surto E. coli O104:H4 causou
uma perda de US$ 1,3 bilhdo para agricultores e indUstrias da Alemanha e exigiu pagamentos
de US$ 236 milhdes em ajuda de emergéncia para 22 Estados membros da Unido Europeia
em 2011. A melhoria da qualidade do saneamento ambiental e da higiene pessoal pode ser a
melhor maneira de prevenir a infeccdo por E. coli patogénica e os surtos relacionados a
transmissao por alimentos (MARA et al., 2010; YANG et al., 2017).

Apbs os grandes surtos causados por alimentos envolvendo EAEC no Japdo e na
Europa, os sistemas de vigilancia dos paises desenvolvidos passaram a incluir a sua
identificacdo na rotina diagnostica. A alta prevaléncia de EAEC na diarreia infantil e o seu
papel na diarreia persistente, inflamacdo intestinal e atrofia em criangas de paises pobres e de
paises de média renda também apontam para a necessidade de estudos mais amplos desses
micro-organismos. O principal obstaculo na identificacdo do seu mecanismo de patogénese €
a heterogeneidade entre as cepas. Embora varios estudos tenham demonstrado que as cepas de
EAEC estdo associadas a desfechos clinicos desfavoraveis, a importancia na saude publica
mundial continua a ser investigada (ESTRADA-GARCIA et al., 2014).
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Escherichia coli

Desde a sua identificacdo em 1885 pelo pediatra alemao Theodor Escherich, E. coli
tornou-se uma das espécies bacterianas mais exaustivamente estudadas. Quando comparadas a
outros micro-organismos mais exigentes, suas cepas sdo féceis de cultivar em laboratérios,
sdo passiveis de manipulacdo genética e adquirem naturalmente elementos genéticos moveis,
tornando a espécie notavelmente versatil e diversificada (CLEMENTS et al., 2012).

E. coli sdo classificadas como bacilos Gram-negativos, anaerdbicos facultativos,
moveis e ndo formadores de esporos, pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Em sua
maioria coexistem no trato gastrintestinal como simbiontes comensais inofensivos
colonizando-o nas primeiras horas de vida. Durante o desenvolvimento continuam a ser 0s
anaerobios facultativos mais predominante dentro da microbiota do c6lon do homem e dos
animais endotérmicos, raramente causando doencas em individuos saudaveis (PHILIPSON;
BASSAGANYA-RIERA; HONTECILLAS, 2013; GOMES et al., 2016).

Em determinadas circunstéancias, ocorre uma batalha no microbioma intestinal entre a
microbiota normal e invasores microbianos que desenvolveram mecanismos patogénicos.
Quando os patdgenos se estabelecem, podem desencadear no hospedeiro desde infeccdes
assintomaticas, infeccBes sintomaticas que podem alterar a barreira intestinal e funcdes da
absorcdo até diarreia desidratante fatal, megacolon téxico ou choque. As cepas de E. coli
podem elicitar um leque de sindromes clinicas que incluem infeccdes intestinais e extra-
intestinais (PAWLOWSKI; WARREN; GUERRANT, 2009; CLEMENTS et al., 2012,
GOMES et al., 2016).

Sindrome diarreica

O trato gastrintestinal, com sua extensa superficie, representa um importante alvo para
agentes patogénicos que, uma vez suplantando as condicdes adversas a sua colonizagéo,
desenvolverdo um processo infeccioso que pode se traduzir em diarreia. A diarreia € 0
resultado da reversdo do estado de absor¢do normal de agua e de eletrdlitos para a secrecdo
desses elementos (TOMAR, 2001; YANG et al., 2017).
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De acordo com a OMS, a diarreia é definida como a passagem de trés ou mais fezes
semissdlidas ou liquidas por dia. Os agentes patogénicos que causam a doenga diarreica sao
transmitidos principalmente pela via fecal-oral, através do consumo de alimentos e agua
contaminados (CLASEN et al., 2015; MIRI et al., 2017).

Os episddios de diarreia aguda ou persistente devido a infeccBes por E. coli
diarreiogénicas (DEC) sdo um importante problema de satde publica entre criancgas e adultos
nos paises em desenvolvimento, devido a sua associacdo com a morbidade e a mortalidade de

criancas menores de cinco anos (GOMES et al., 2016).

Diarreia aguda

A diarreia aguda é definida pelo aumento inesperado de evacuac@es de inicio abrupto e
duracdo maxima de 14 dias, potencialmente autolimitada (WHO, 2010; SHEN et al., 2016). A
administracdo oral de probidticos reduz em aproximadamente um dia a duracdo da doenca
diarreica aguda em criangcas (FARTHING et al., 2013).

A diarreia infecciosa aguda € responsavel por morbidade e mortalidade substanciais
em todas as regifes do mundo e entre todas as idades, com mais de 2 milhdes de dbitos
ocorrendo a cada ano, particularmente entre criancas menores de cinco anos (SHEN et al.,
2016).

Cada crianga menor que cinco anos de idade experimenta em média 3 episddios anuais
de diarreia aguda. Globalmente, nesta faixa etéria, diarreia aguda é a segunda principal causa
de morte (apds pneumonia) e tanto a incidéncia quanto o risco de mortalidade por doencas
diarreicas sdo maiores. Outras consequéncias diretas da diarreia em criancas incluem
crescimento insuficiente, desnutricdo e desenvolvimento cognitivo prejudicado em paises de
recursos limitados (FARTHING et al., 2013).

EAEC tem sido identificada como causa comum de doenga diarreica aguda em
criangas e adultos em unidades de internacdo e de emergéncia em todo os EUA (KAUR,;
CHAKRABORTI; ASEA, 2010; PHILIPSON; BASSAGANYA-RIERA; HONTECILLAS,
2013). Outros patdgenos bacterianos importantes como causa de diarreia aguda incluem E.
coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enterohemorragica (EHEC) e Shigella (PAWLOWSKI;
WARREN; GUERRANT, 2009).
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Recentemente, foi realizado em Shenzhen, na China, um estudo prospectivo de um
ano quanto a etiologia da diarreia aguda em um hospital sentinela. A infecc¢éo bacteriana foi a
principal causa de diarreia, superando a infeccdo viral e parasitaria. Entre as bactérias, DEC,
Salmonella sp. e Campylobacter jejuni foram os agentes mais frequentemente identificados
(SHEN et al., 2016).

Diarreia persistente

A diarreia persistente é geralmente definida como a passagem de fezes amolecidas por
mais de 2 semanas, com progressdo para diarreia crénica a partir de 4 semanas. Ha trés causas
de diarreia persistente ou cronica: infeccdo persistente; infeccdo recorrente, 0 que ocorre
principalmente em regides de recursos limitados com méas condic¢des higiénicas; e sindrome
do intestino irritdvel pos-infecciosa (PI-IBS) apds a eliminacdo do agente infeccioso. A
morbidade a longo prazo, € devida provavelmente a ma absor¢do de nutrientes essenciais
causada pelo embotamento das vilosidades, ruptura do epitélio e inflamagdo da submucosa
(PAWLOWSKI; WARREN; GUERRANT, 2009; DUPONT, 2016).

Nos paises em desenvolvimento, os parasitas, principalmente os protozoarios, sdo 0s
agentes infecciosos comumente causadores da diarreia persistente; entre 0s patdgenos
bacterianos destacam-se, especialmente entre as criancas, E. coli enteropatogénica (EPEC) e
E. coli enteroagregativa (EAEC). Nos paises desenvolvidos Clostridium difficile é
reconhecido como uma causa de diarreia persistente. Outras bactérias patogénicas que causam
a diarreia persistente incluem cepas dos géneros Shigella, Campylobacter e Salmonella. Em
pacientes imunocomprometidos, infec¢bes por virus e micobactérias atipicas também devem
ser consideradas (PAWLOWSKI; WARREN; GUERRANT, 2009; DUPONT, 2016).

Patotipos

Com base na sua associacdo clinica, ensaios fenotipicos e fatores de viruléncia,
tradicionalmente esses micro-organismos patogénicos sdo divididos em pelo menos seis

categorias diferentes de DEC que tém sido associadas com diarreia e doenga gastrintestinal
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em humanos. Sao elas: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.
coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC) e E. coli difusamente aderente (DAEC) (CLEMENTS et al., 2012; ESTRADA-
GARCIA et al., 2014; GOMES et al., 2016).

Recentemente dois outros patotipos foram propostos para inclusdo de grupos
emergentes expandindo a categoria de DEC para oito patotipos. E. coli aderente invasiva
(AIEC) representa um grupo de isolados encontrados na mucosa ileal de pacientes com
Doenca de Crohn (CD), que ndo possuem os fatores de viruléncia classicos encontrados em
outros patotipos de E. coli que causam infeccdo diarreiogénica, mas esta associada a doenca
inflamatoria do intestino. E. coli enteroagregativa produtora de toxina Shiga (STEAEC)
associada ao surto de E. coli que resultou em muitos casos de sindrome hemolitico-urémica
(HUS) na Alemanha em 2011 (ARENAS-HERNANDEZ; MARTINEZ-LAGUNA;
TORRES, 2012; CLEMENTS et al., 2012; GOMES et al., 2016).

Além das infeccBes entéricas, as infeccbes por E. coli extra-intestinais patogénicas
(EXPEC) acometem o homem e sdo principalmente do trato urinario (causada por E. coli
uropatogénica, UPEC) e sépsis/meningite (meningite neonatal causada por E. coli, NMEC)
(CLEMENTS et al., 2012).

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC)

EAEC foi primeiramente descrita por Nataro e colaboradores, em 1987, a partir da
identificacdo de cepas de E. coli oriundas de criancas chilenas apresentando diarreia. Essas
cepas exibiam um padrdo de aderéncia tipico quando submetidas a ensaios de interacdo com
células da linhagem HEp-2 (carcinoma de laringe humana). Desde entdo, EAEC ¢ definida
pela sua aderéncia agregativa (AA) ou fenotipo de “tijolos empilhados” em celulas HEp-2,
enguanto na mucosa intestinal forma um biofilme com bactérias envoltas numa camada de
muco espesso (CLEMENTS et al., 2012; ESTRADA-GARCIA et al., 2014).

Desde a sua descoberta, cientistas tém estudado a resposta do hospedeiro a EAEC com
0 objetivo de identificar os fatores patognomonicos implicados na formacdo da lesdo no
intestino e doencas entéricas relacionadas. Em uma meta-anélise que utilizou toda a literatura
publicada de 1987 a 2006, EAEC foi identificada como responsavel por doencas diarreicas,

entre muitas subpopulacdes diferentes em regides em desenvolvimento e industrializadas do
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mundo, sendo o agente causador de diarreia em criangas, adultos, individuos
imunocomprometidos e viajantes (PHILIPSON; BASSAGANYA-RIERA; HONTECILLAS,
2013). O aumento alarmante da atencdo a EAEC levou a sua inclusdo em 2002 na lista da
categoria B do Instituto Nacional de Salde de organismos infecciosos de importancia
potencial como arma de bioterrorismo (HUANG et al., 2004).

EAEC promove estrategicamente uma resposta inflamatdria na mucosa do intestino do
hospedeiro independentemente da auséncia ou presenca de diarreia. A infiltracdo de células
imunitérias inatas, o rompimento da barreira epitelial e o aumento da producdo de muco
explicam os sintomas mais comumente relatados como diarreia agquosa, com ou sem sangue e
muco, dor abdominal, nauseas, febre e vomito. No entanto, a resposta inflamatoria por vezes
ndo é suficiente para facilitar a depuracéo de patdgenos, resultando em danos prolongados ao
tecido hospedeiro (PHILIPSON; BASSAGANYA-RIERA; HONTECILLAS, 2013;
ESTRADA-GARCIA et al., 2014; GOMES et al.,, 2016). De fato, EAEC pode persistir
subclinicamente facilitando um estado inflamatorio cronico que pode prejudicar a absorcao de
nutrientes e o desenvolvimento da parede intestinal (OKHUYSEN; DUPONT, 2010). O local
de colonizacdo preferencial sdo o ileo terminal e o cdlon. O tempo de incubagdo varia de 8 a
52 horas (HEBBELSTRUP JENSEN et al., 2014).

Fatores de viruléncia e Patogenia

Desde que os fatores de viruléncia sdo codificados majoritariamente em plasmideos,
bacteriéfagos e ilhas de patogenicidade, os atributos patogénicos sdo facilmente transferidos
para novas cepas emergentes, ratificando a ampla plasticidade genética e a heterogeneidade de
EAEC (JAFARI; ASLANI; BOUZARI, 2013; PHILIPSON; BASSAGANYA-RIERA;
HONTECILLAS, 2013; GOMES et al., 2016).

Estes micro-organismos desencadeiam a patogenia por uma complexa estratégia
coordenada em mudltiplos estagios. Esses estagios requerem fatores de colonizacdo e adesao
eficazes seguido de proteinas efetoras ou toxinas que podem ser secretadas para 0 meio ou
injetadas na célula hospedeira. Como resultado, h4 a destruicdo das microvilosidades
intestinais que culmina na secrecio de agua e diarreia (ARENAS-HERNANDEZ;
MARTINEZ-LAGUNA; TORRES, 2012; CLEMENTS et al., 2012).



23

De acordo com os estudos epidemioldgicos, o grande nimero de fatores de viruléncia
e a combinacgdo destes, fornece a variedade necessaria para a ocorréncia de doencas clinicas
em sitios especificos. E plausivel que a exposi¢do do hospedeiro e a imunidade desempenhem
um papel importante na sua patogenicidade. Atualmente, a natureza mosaica dos genomas de
EAEC descritos até o presente momento parece ratificar que a patogenicidade seja muito
dependente da condicdo do hospedeiro e do ambiente que o circunda (HEBBELSTRUP
JENSEN et al., 2017).

Um modelo de trés estagios € proposto para a patogénese de EAEC: (i) a adesdo no
padrdo AA & mucosa intestinal é facilitada pelas adesinas sendo o primeiro passo na
colonizagdo bacteriana do intestino; (ii) uma vez aderida, células epiteliais sdo estimuladas a
produzir uma camada de muco espesso acima dos enterdcitos formando um biofilme; e (iii)
secrecdo de enterotoxinas e citotoxinas putativas provocam uma intensa resposta inflamatéria
no hospedeiro (PHILIPSON; BASSAGANYA-RIERA; HONTECILLAS, 2013;
HEBBELSTRUP JENSEN et al., 2014; GOMES et al., 2016; YANG et al., 2017).

Adesinas

Adesinas fimbriais e afimbriais sdo responsaveis pela AA, mas os genes que codificam
para este fenbmeno ocorrem em baixa prevaléncia, o que é indicativo de uma elevada
diversidade de adesinas responsaveis pelo padrdo caracteristico. Um repertério em expansao
de proteinas da membrana externa (OMP) ndo estruturais, que variam de 18-58 KDa, foram
demonstradas em diferentes sorotipos isolados de EAEC que contribuem para a colonizacéo,
autoagregacao e formacéo de biofilmes. A diversidade de perfis OMP observados demonstra a
heterogeneidade de adesinas neste patotipo (MONTEIRO-NETO et al., 2003; JAFARI,
ASLANI; BOUZARI, 2013).

As adesinas estruturais até agora identificadas em diferentes cepas EAEC sdo
conhecidas coletivamente como fimbrias de aderéncia agregativa (AAFs) e sdo um
componente importante para a patogénese de EAEC, auxiliando o micro-organismo na
colonizagdo do intestino (CHATTAWAY et al., 2013; HAVT et al., 2017). Cinco variantes da
principal subunidade estrutural de AAF foram descritas: AggA (AAF/I), AafA (AAF/II),
Agg3A (AAF/IIT), AggdA (AAF/IV) e AggshA (AAF/V). Os genes que codificam estas

fimbrias estdo localizados no plasmideo de Aderéncia Agregativa (pAA) de 60-65 MDa e sua
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biogénese emprega a via de secre¢do chaperona-Usher. Pertencentes a familia de adesinas
Afa/Dr, a estrutura AAF compreende uma subunidade principal (A) e uma subunidade
putativa menor (B). (NATARO et al., 1992; CZECZULIN et al., 1997; BERNIER,;
GOUNON; LE BOUGUENEC, 2002; BOISEN et al., 2008; JONSSON et al., 2015; BOLL et
al., 2017). Jonsson e colaboradores, em 2015, observaram que AAF/V apresenta um fendtipo
aderente significativamente melhor que AAF/III, com o qual compartilha genes acessorios.
Além disso, um pili de tipo IV cujo gene estd localizado em um plasmideo de grupo de
incompatibilidade Incll é mostrado ser responsavel pela AA de EAEC atipicas as células
epiteliais e as superficies abidticas (CDUDLEY et al., 2006).

Recentemente, ®Jonsson e colaboradores, em 2017, otimizaram um ensaio da PCR
multiplex AAF anteriormente descrito, com alvo para todas as fimbrias e testaram uma
colecdo dinamarquesa de 162 isolados clinicos de EAEC. Curiosamente, 3% das cepas
abrigavam genes que codificavam duas das subunidades de pilina, agg3A e agg5A,
codificados por um novo plasmideo, pAA®"*®  que abriga um conjunto de genes AAF/III
completo e um agrupamento de genes AAF/V truncado. Além dos genes fimbriais, os isolados
continham varios genes de viruléncia ndo encontrados no plasmideo pAA previamente
descrito.

As interaces diretas entre EAEC e o epitélio intestinal sdo provavelmente restritas as
superficies apicais das células. As fimbrias ligam-se aos componentes da matriz extracelular
(ECM) das células epiteliais intestinais, tais como laminina, colagéno IV, citoqueratina 8 e
fibronectina. No entanto, uma vez que nenhum desses componentes esta presente na
superficie apical do epitélio saudavel, outros receptores ainda nao identificados
provavelmente medeiam o contato bacteriano inicial. A autoagregacgéo contribui para o padréo
AA, onde a aderéncia a células epiteliais também envolve interacbes entre bactérias
(HEBBELSTRUP JENSEN et al., 2014; YANEZ et al., 2016; BOLL et al., 2017).

Estudos recentes abordando aspectos estruturais e funcionais de AAF/V demonstraram
uma alteracdo estrutural de AggbA, que torna a proteina deficiente na ligacdo a fibronectina,
bem como a outras moléculas de ECM, sugerindo uma adaptagdo evolutiva a um receptor
hospedeiro alternativo ("JONSSON et al. 2017).

Como as duas variaveis de fimbria (AAF/1I1 e AAF/V) tém diferentes especificacfes
de ligacéo, as variantes podem ser favoravelmente expressas em ambientes especificos. Esta
relacdo foi demonstrada para cepas uropatogénicas de E. coli e sua capacidade de alternar
entre a expressao de fimbria de tipo 1 e de fimbria P ao colonizar o trato urinario inferior e
superior, respectivamente (*JJONSSON et al., 2017).
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A fim de promover a colonizacdo e a difusdo, EAEC secreta uma proteina de baixo
peso molecular denominada dispersina (codificada pelo gene aap). A proteina de superficie
hidrofobica carregada positivamente se liga de forma ndo-covalente a superficie celular
bacteriana neutralizando a carga negativa do lipopolissacarideo (LPS) e permitindo a projecédo
das fimbrias (SHEIKH et al., 2002). Assim, a dispersina, translocada pelo sistema
transportador antiagregante (AaT), auxilia nas propriedades de aderéncia e permite que as
bactérias escapem das restricdes do biofilme, diminuindo a autoagregacdo bacteriana e
permitindo a sua dispersdo ao longo da mucosa intestinal (JAFARI; ASLANI; BOUZARI,
2013; ESTRADA-GARCIA et al., 2014; HEBBELSTRUP JENSEN et al., 2014).

O regulador global aggR, codificado pelo grande plasmideo de viruléncia (pAA), é de
grande importancia para propriedades de aderéncia e patogénese de EAEC, onde cepas que 0
possuam sdo conhecidas como EAEC tipicas. O gene aggR é um ativador transcricional que
promove a expressdo de ambos fatores de viruléncia, cromossomicos e plasmidiais, incluindo
AAFs e dispersina (HEBBELSTRUP JENSEN et al., 2014; YANG et al., 2017).

Toxinas

Apbs a etapa de adesdo, hd a producdo de varias toxinas. Os efeitos citotoxicos de
EAEC envolvem a secrecdo de SPATEs (Serine Protease Autotransporters of the
Enterobacteriaceae), subgrupo de proteinas autotransportadas (ATs) via Sistema de Secrecao
Tipo V (SST5), que possuem o dominio serina protease conferindo a capacidade de clivar
diferentes substratos. A familia SPATE esta organizada em duas classes filogeneticamente
distintas: classe |, citotoxica a células epiteliais, incluem proteinas codificadas pelos genes
pet, sigA e sat; e classe Il, ndo citotdxica, varidvel em relacdo ao fenotipo, conferindo efeitos
diversos. Esta classe inclui as proteinas codificadas pelos genes pic e protease extracelular de
Shigella (SepA) (BOISEN et al., 2009; LIMA et al., 2013; HEBBELSTRUP JENSEN et al.,
2014).

A toxina EAST1 (EAEC heat-stable enterotoxin 1) de 4,1 kDa codificada pelo gene
astA localizado no plasmideo pAA, ndo SPATE, detectada inicialmente em EAEC 17-2 e
agora associada a outras cepas de DEC estd relacionada com a diarreia induzida por
enteropatdgenos (MENARD; DUBREUIL, 2002). EAST1 se liga ao dominio extracelular da

Guanilato Ciclase (GC) na membrana apical do enterocito, induzindo altos niveis de producao
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de GMPc dentro das células que inibem o sistema de transporte Na'/ClI. A reducéo
significativa da absorcéo de eletrolitos e 4gua a partir do intestino nas pontas das vilosidades
resulta em secrecdo elevada de agua em células da cripta, 0 que sugere que a toxina promova
a fase inicial de diarreia aquosa observada em muitos pacientes (TELLI et al., 2010).

A toxina Pet (Plasmid encoded toxin) de 104 kDa localizada no plasmideo pAA,
SPATE classe I, é uma proteina de alta toxicidade em células epiteliais humanas resultando
em dano celular estrutural. Apés internalizacdo através de endocitose mediada por receptor,
por meio de trafico retrogrado, € entregue ao citoplasma hospedeiro, onde € clivada a proteina
de ligacdo a actina, espectrina, interrompendo o citoesqueleto de actina e causando
arredondamento e descolamento/destacamento celular (ESLAVA et al., 1998; NAVARRO-
GARCIA et al., 1999; ROCHA-RAMIREZ et al., 2016). Esta proteina é altamente
imunogénica e ambos os is6topos de anticorpos IgG e IgM especificos para Pet tém sido
detectados em criancgas convalescentes (JAFARI; ASLANI; BOUZARI, 2013).

Sat, como o seu homdlogo Pet, acredita-se que cliva a proteina intracelular espectrina
e causa danos ao citoesqueleto de juncdes entre as células epiteliais intestinais. Da mesma
forma, SigA, SPATE, em grande parte associada a patogénese de Shigella flexneri é capaz de
induzir a degradacdo de alfa-fodrina causando alteragBes morfoldgicas em células.
Curiosamente, embora moderadamente prevalente em EAEC, SepA é a SPATE mais
fortemente associada com a doenca diarreica grave, embora o seu papel na patogénese
permanece ndo caracterizado (GUIGNOT et al.,, 2007; PHILIPSON; BASSAGANYA-
RIERA; HONTECILLAS, 2013).

Ilhas de patogenicidade

Diferentes ilhas de patogenicidade (PAIs) foram identificadas em EAEC. Espécies de
Shigella apresentam a ilha de patogenicidade she que é encontrada em algumas cepas EAEC
codificando as SPATEs Pic e ShET1 (HEBBELSTRUP JENSEN et al., 2014). Pic (“Protein
involved in colonization”) € uma proteina de 109,8 kDa localizada no cromossomo, SPATE
classe 11, e parece ter um papel central na colonizagdo. Possuindo atividade mucinolitica e
hemaglutinante é capaz de penetrar a camada de muco intestinal e, eventualmente, promover
0 crescimento de EAEC, a partir da utilizacdo de nutrientes de mucina (HENDERSON et al.,
1999; HARRINGTON et al., 2009). Além de induzir a hipersecre¢do de muco intestinal com

aumento do numero de células caliciformes também é imunogénica (CLEMENTS et al.,
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2012; JAFARI; ASLANI; BOUZARI, 2013). Recentemente, foi descoberto que Pic medeia a
evasdo imunoldgica através da clivagem direta das proteinas do complemento, reduzindo
significativamente sua ativacdo pelas trés vias (classica, da lectina e alternativa), favorecendo
a invasao e aumentando a gravidade dos disturbios causados por EAEC (ABREU et al., 2015;
HAVT etal., 2017).

A toxina ShET 1 (“Shigella enterotoxin 1”) é membro da familia de toxinas AB5,
consistindo de uma Unica proteina SetA de 22 kDa associada a um pentdmero de cinco
subunidades B de 7 kDa, que parece induzir a secrecao intestinal através de AMPc e GMPc,
porém muito da bioquimica e do mecanismo de acdo ainda sdo desconhecidos (JAFARI;
ASLANI; BOUZARI, 2013; PHILIPSON; BASSAGANYA-RIERA; HONTECILLAS,
2013).

Duas ilhas de patogenicidade associadas a EXPEC, a ilha de alta patogenicidade de
Yersinia e a ilha de patogenicidade hly também foram encontradas em isolados de EAEC
(HEBBELSTRUP JENSEN et al., 2014). Na primeira, um gene de sideroforo, irp2, codifica
uma proteina necessaria a biossintese de Yersiniabactina, relacionada a captacdo de ferro
(SCHUBERT et al. 1998; CZECZULIN et al. 1999). Em EAEC, irp2 foi associado a
producdo de biofilme (MOHAMED et al., 2007). Na segunda, o gene hlyE, codifica uma
proteina hemolitica de 34 KDa, identificada pela primeira vez em E. coli K-12, e detectada no
genoma de EAEC 042 (CHAUDHURI et al., 2010). A oligomerizagdo da proteina configura
uma toxina formadora de poros, causando efeitos citoliticos e citopaticos nas células
cultivadas (JAFARI; ASLANI; BOUZARI, 2013).

Muitos determinantes de viruléncia sdo codificados na ilha de patogenicidade pheU.
Dois grupos de genes, os clusters sci-1 e sci-2, que codificam proteinas envolvidas no Sistema
de Secrec¢do Tipo VI (SST6) foram encontrados em EAEC. O sistema sci-1 é responsavel pela
secrecdo da proteina SciD, uma Hcp-like e codifica o gene sciN, essencial para a secrecdo de
SciD e para a formacdo de biofilme (ASCHTGEN et al., 2008). O sistema sci-2 carrega 0
Operon aaiA-aaiY, que é responsavel pela secrecdo da proteina AaiC e é controlado pelo
ativador transcricional AggR ("DUDLEY et al., 2008).

Biofilme

A formacdo de biofilmes em superficies bidticas e abioticas € um fendtipo
multifatorial em EAEC (JAFARI; ASLANI; BOUZARI, 2013). A capacidade de formar
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biofilme estd intimamente relacionada a persisténcia bacteriana e muitas infecgbes cronicas
estdo associadas a producdo de biofilme (TELLI et al., 2010). Para melhorar a colonizagéo,
EAEC cerca-se com células de biofilme e recruta células bacterianas formando micro colonias
intercaladas dentro de canais cheios de liquido, permitindo que as bactérias evadam o sistema
imune local e evitando o transporte de fatores antibacterianos, incluindo antimicrobianos
(PHILIPSON; BASSAGANYA-RIERA; HONTECILLAS, 2013; HEBBELSTRUP JENSEN
etal., 2014).

Quando o intestino é colonizado por EAEC, ha secrecdo de muco excessiva seguida
pela formacéo de biofilme. A formagdo do biofilme é uma importante caracteristica de sua
patogenicidade e se da principalmente no célon; no entanto, a formacdo de biofilme no
intestino delgado também foi relatada (HICKS; CANDY; PHILLIPS, 1996). Por isso, tem
sido proposto que as alteracGes celulares no hospedeiro durante a infeccdo por EAEC resulte
em anomalias digestivas da absorcdo causadas pelas bactérias formadoras de biofilme,
prolongando a diarreia (ARENAS-HERNANDEZ; MARTINEZ-LAGUNA: TORRES, 2012).

Em varios estudos, a expressdo de AAF demonstrou ser essencial para a formacao de
biofilme. Outros fatores envolvidos na formacéo de biofilme incluem o gene shf associado a
producéo de biofilme em EAEC 042. Ainda sdo de importancia na formagéo de biofilme os
genes yafK e fis, provavelmente devido ao seu envolvimento na regulagéo da expressdo de
AAF. Além disso, em estudos epidemioldgicos, o gene aatA localizado no plasmideo, que
codifica o transportador de dispersina; o gene setlA; e o gene aggR tém sido associados com a
formagdo de biofilme (HEBBELSTRUP JENSEN et al., 2014; HEBBELSTRUP JENSEN et
al., 2017).

Epidemiologia

O reservatorio de EAEC ainda ndo foi determinado, embora a maior prevaléncia em
humanos e pacientes saudaveis sugira que seja 0 homem (OUNDO et al., 2008; WANG et al.,
2017). Estudos recentes demonstraram que EAEC foi raramente isolada de fontes animais e
ndo ha dados conclusivos apontando que 0s animais Sdo reservatdrios potenciais ou
hospedeiros acidentais devido ao contato préximo com seres humanos (PUNO-SARMIENTO
etal., 2013; GOMES et al., 2016; WANG et al., 2017).
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Recentemente, um estudo sobre a colonizacdo de EAEC e STEC (ou EHEC) em
galinhas e humanos no sul do Vietnd, dada o grande grau de sobreposi¢do entre os ambientes
agricolas e domésticos das fazendas de "quintal”, concluiu que a populacdo humana é o
reservatorio mais provavel dos genes aggR e stx (Toxina Shiga) transportados por E. coli do
que a populacdo de frango, ratificando que o homem seja provavelmente o reservatdrio
principal de EAEC no cenério estudado (TRUNG et al., 2016).

A transmissdo de EAEC é frequentemente descrita como sendo de origem alimentar
ou atraves da agua contaminada, e acredita-se ser transmitida pela via fecal-oral (JIANG et
al., 2002; GOMES et al., 2016). Um estudo investigou a sobrevivéncia de EAEC na agua
potéavel, onde bactérias foram adicionadas a diferentes fontes de gua mineral. Sua viabilidade
foi mantida por até 60 dias a temperaturas normais de armazenamento. A sobrevivéncia das
bactérias foi prolongada em agua mineral em compara¢do com agua de nascente, sugerindo
que as maiores quantidades de Ca*™ e Mg*? em agua mineral, induziram competéncia genética
(VASUDEVAN et al., 2003). EAEC também foi detectada na agua da superficie de riachos,
rios e drenos em Brisbane, na Australia (SIDHU et al., 2013) e em amostras de agua de locais
aquaticos em Bangladesh (AKTER et al., 2013).

Outra possivel rota de transmissdo de EAEC sdo os alimentos contaminados e sua
manipulacdo. No México, EAEC é o agente patogénico mais comum isolado a partir de
alimentos (KOO et al., 2008). Uma pesquisa identificou manipuladores de alimentos,
especialmente em hotéis turisticos, como portadores primarios de EAEC e mais de 65% dos
isolados foram resistentes a multiplas drogas, 0 que representa uma ameaca significativa a
salde publica (OUNDO et al., 2008). Ainda, a falta de saneamento, condi¢des de superlotacédo
e instituicdes como creches aumentam a propensdo de EAEC se disseminar pelo contato
direto pessoa a pessoa devido a ma higiene (PAWLOWSKI; WARREN; GUERRANT, 2009;
PHILIPSON; BASSAGANYA-RIERA; HONTECILLAS, 2013).

Os estudos sobre a etiologia da diarreia infantil nos paises em desenvolvimento
revelaram que EAEC é altamente prevalente, inclusive no Brasil (HICKS; CANDY;
PHILLIPS, 1996; STEINER et al., 1998; LIMA et al., 2013; HAVT et al., 2017). EAEC foi
detectada pelo ensaio de células HEp-2 e pela sonda AA em criancas de uma favela urbana
brasileira. As criancas EAEC-positivas tiveram retardo de crescimento e aumento dos niveis
de marcadores fecais da inflamacéo independente das manifesta¢des clinicas (STEINER et al.,
1998). Em outro estudo, em Mali, com criancas entre 0 a 59 meses EAEC apresentou alta taxa
de portadores assintomaticos. Apds 1 ano de vigilancia, EAEC foi encontrada como a Unica
DEC em 60 criangas com diarreia e 61 sem diarreia (BOISEN et al., 2012).
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A prevaléncia de EAEC na etiologia de episodios diarreicos nos paises
industrializados é elevada. EAEC foi detectada como o terceiro micro-organismo mais isolado
em criancas com diarreia (2%), depois de Salmonella (13,4%) e EHEC (3,1%). Em um estudo
nacional de vigilancia conduzido de 1993-1996 e de 2008-2009 no Reino Unido,
aproximadamente 3,3% das doencas infecciosas intestinais foram associadas a EAEC a partir
da amplificacdo quantitativa pela PCR de um produto correspondente a sonda CVD432
(CHATTAWAY etal., 2013).

A diarreia também tem sido sugerida como uma importante causa de morbidade nos
individuos imunocomprometidos. Um estudo suico conduzido entre 1996 e 1998 investigou a
doenga diarreica relacionada com o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), onde EAEC
foi detectada pelo ensaio de células HelLa, sonda CVD432 e iniciadores da PCR
complementares & sonda. Dos 7 pacientes HIV" que apresentaram diarreia, 4 sofreram diarreia
persistente ou cronica intermitente (DURRER et al., 2000). Em estudo realizado no Senegal,
EAEC foi detectada por PCR correspondente a sonda CVD432 em 19,6% dos 158 pacientes
infectados pelo HIV com diarreia e em 1,8% dos 160 pacientes infectados pelo HIV sem
diarreia. Nesse estudo, EAEC foi definida como um patdgeno oportunista (GASSAMA-SOW
et al., 2004).

A diarreia do viajante é definida como a presenca de trés ou mais fezes de pouca
consisténcia a liquida em 24 horas, além de apresentar pelo menos um dos seguintes
sintomas: dor abdominal tipo coélica, tenesmo, nauseas, vomitos e febre. Esta associada
principalmente em viajantes de paises com alto nivel socioeconbmico que viajam por
diferentes razdes para paises de baixa ou média renda (VILA et al., 2016).

EAEC é a segunda causa mais comum de diarreia dos viajantes apds ETEC e sua
prevaléncia em endemia e epidemia estd se tornando bem reconhecida (CLEMENTS et al.,
2012; HEBBELSTRUP JENSEN et al., 2014; VILA et al., 2016). A maioria dos doentes tém
doenca autolimitada, porém pode ser incapacitante até 24-48 horas impactando negativamente
os planos de viagem. Apesar de menos de 1% necessitar hospitalizacdo, estudos demonstram
que complicacBes entéricas e extra-intestinais de longo prazo ndo sdo descartadas, onde 4-
11% desenvolvem PI-1BS. Destino é o fator de risco mais importante para o desenvolvimento
de diarreia do viajante. As regides com maior risco sdo Africa, sul da Asia, América Latina e
Oriente Medio. Fatores de risco adicionais incluem idade, imunossupresséo, susceptibilidade
genética, antecedentes de patologia gastrica e de doenca inflamatdria intestinal (YATES,
2005; PAWLOWSKI; WARREN; GUERRANT, 2009; VILA et al., 2016; TRIBBLE, 2017).
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Indmeros surtos de gastroenterite ligados a EAEC tém sido relatados. Em uma
enfermaria do bercario neonatal servio, EAEC foi detectada em 12 dos 19 bebés pelo ensaio
de células HEp-2 e caracterizada como pertencente ao sorogrupo O4 (COBELJIC™ et al.,
1996). Um dos maiores surtos relatados de EAEC, além do surto aleméo de 2011, ocorreu na
prefeitura de Gifu, Tajimi, Japdo onde 2.697 criangas desenvolveram sinais de intoxicagéo
alimentar ap6s consumir merenda em 16 escolas. Espécimes fecais foram recolhidas a partir
de 30 criangas com diarreia severa prolongada, e 12 deram positivo para EAEC pelo ensaio de
células HEp-2 e pela PCR para 0 gene astA; todas as cepas foram O néo tipaveis:H10 (ITOH
etal., 1997).

Em maio de 2011 na Alemanha, um grande surto de origem alimentar de E. coli a
partir de brotos de feijdo foi causado por uma cepa EAEC O104:H4 que tinha adquirido
fenotipos tipicos de EHEC, principalmente a producdo de toxina Shiga (Stx2). A infec¢édo
com STEAEC 0104:H4 resultou em alta percentagem de pacientes que desenvolveram HUS
e uma taxa de mortalidade de 1%; 852 casos de HUS, resultando em 32 mortes e 3469 casos
de ndo HUS-STEAEC, resultando em 18 mortes (CLEMENTS et al., 2012; YANG et al.,
2017).

Em junho de 2013 em Incheon, Coréia do Sul, ocorreu um surto de origem alimentar,
onde EAEC foi isolada das fezes de estudantes e de um item alimentar (troteiros fritos
misturados com vegetais) servido na cafeteria da escola, contaminados por alguns
manipuladores de alimentos assintomaticos carreando EAEC. Este estudo caso-controle
destaca e reforca a importancia da preparacéo segura de alimentos (SHIN et al., 2015).

Surtos de infeccdo do trato urinario (UTI) associados a EAEC também ja foram
descritos na literatura. Em um estudo dinamarqués, uma cepa EAEC que também possuia
genes de EXPEC promoveu um surto em Copenhaga onde 18 pacientes que sofriam de UTI
estavam infectados por cepas do mesmo sorotipo O78:H10 e grupo filogenético (grupo A)
(OLESEN et al., 2012). Em outro caso, uma mulher imunocomprometida apresentou infeccéo
mista por EAEC e EPEC causando UTI e bacteremia. Embora conhecida por ocasionalmente
causar UTI, EAEC ndo tinha sido anteriormente associada a sepse. Isso indica que os fatores
de viruléncia associados a EAEC incrementam seu potencial para infeccdes extraintestinais
(HERZOG; ENGELER DUSEL; HUGENTOBLER, 2014).
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Diagnostico

O diagnostico pela sorotipagem de cepas EAEC é inadequado devido a ampla
diversidade entre as cepas e 0 grande nimero de cepas "rugosas"”, que ndo expressam um
antigeno O (REGUA-MANGIA et al., 2009). Além disso, a autoaglutinacdo causada pelo
fenotipo agregativo é outro obstaculo para a sorotipagem, levando a um grande numero de
cepas ndo tipificaveis (SHEIKH et al., 2002; BOISEN et al., 2012). A sorotipagem e a
tipagem filogenética de EAEC tém, portanto, relevancia apenas em casos associados a surto
devido a consideravel diversidade genética observada entre as cepas (COBELJIC™ et al.,
1996; OLESEN et al., 2012; HEBBELSTRUP JENSEN et al., 2016).

O padrdo AA esta associado ao grande plasmideo de 60-65 MDa que carrega diversos
fatores de viruléncia, incluindo as AAFs e toxinas. Uma sonda de DNA denominada CVD432
(ou sonda AA) foi construida a partir do plasmideo pAA para a deteccdo de EAEC por
hibridizacdo de DNA. A especificidade da sonda foi reportada como elevada, mas com
diferentes sensibilidades em comparacdo com o ensaio de células HEp-2 (BAUDRY et al.,
1990).

O padrao-ouro para a identificacdo de EAEC é o ensaio de aderéncia em células HEp-
2. Entretanto esse ensaio apresenta algumas limitagGes: € um teste caro, requer pessoal bem
treinado, é realizado apenas em laboratérios de cultivo celular e ndo distingue cepas
patogénicas e ndo patogénicas (NATARO et al., 1987; HUANG et al., 2006; ESTRADA-
GARCIA et al., 2014; HEBBELSTRUP JENSEN et al., 2017). O ensaio de aderéncia permite
a classificacdo de EAEC em padrdo AA tipico ou atipico, dependendo da presenca ou
auséncia do regulador aggR, respectivamente (JAFARI; ASLANI; BOUZARI, 2013;
GOMES et al., 2016; HEBBELSTRUP JENSEN et al., 2017). Ensaios para quantificar a
formacéo de biofilme também foram sugeridos como possivel método de triagem para EAEC
patogénicas (BANGAR; MAMATHA, 2008).

Técnicas moleculares tém sido desenvolvidas para detectar EAEC como a
amplificagdo pela PCR de genes especificos associados a viruléncia (SCHMIDT et al. 1995) e
a avaliacéo pela PCR multiplex que detecta trés genes de origem plasmidial: aggR, aap e aatA
(CORDEIRO et al., 2008). No entanto, nenhum ensaio molecular foi descrito com 100% de
especificidade. A heterogeneidade genética e a viruléncia multifatorial de EAEC torna

desafiador a diferenciacdo entre cepas patogénicas e ndo patogénicas (PHILIPSON;
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BASSAGANYA-RIERA; HONTECILLAS, 2013; HEBBELSTRUP JENSEN et al., 2014;
GOMES et al., 2016).

Recentemente, uma PCR multiplex foi baseada em dois genes codificados no
plasmideo e dois genes cromossomicos para aumentar a capacidade de detectar cepas EAEC
tipicas e atipicas. Os genes aggR e aatA e 0s genes aaiA e aaiG utilizados no ensaio de
deteccdo demonstraram 94,8% de sensibilidade e 94,3% de especificidade, e 0 ensaio foi
capaz de detectar eficazmente ambos os grupos entre E. coli isolados de culturas de fezes
(ANDRADE; GOMES; ELIAS, 2014).

Atualmente a coleta cuidadosa do histérico do paciente e testes simples, como a
andlise de leucdcitos fecais ou marcadores inflamatérios sdo utilizados no diagnostico e
selecdo de terapia. O desafio atual é identificar os principais genes de viruléncia que definem
as cepas de EAEC tipicas associadas a doenca e a inflamacédo intestinal. (PAWLOWSKI,;
WARREN; GUERRANT, 2009; ESTRADA-GARCIA et al., 2014).

Aderéncia, internalizacdo e persisténcia intracelular

Uma etapa essencial da patogénese de quase todos os patdgenos entéricos é a
colonizacdo da mucosa gastrintestinal, que é mediada por fatores especificos de aderéncia. O
conhecimento dos estagios de patogenicidade foi obtido a partir de estudos de culturas
celulares in vitro, modelos animais e pacientes infectados por EAEC (ESTRADA-GARCIA et
al., 2014; HEBBELSTRUP JENSEN et al., 2014).

A morfologia das linhagens intestinais € caracterizada pela presenca de
microvilosidades apicais e jungdes intercelulares (MURAKAMI; MASUI, 1980). As células
Caco-2 (linhagem celular de adenocarcinoma colo-retal humano) expressam enzimas da borda
em escova, fenotipicamente proximas as celulas epiteliais do intestino delgado; as células T84
(linhagem celular de carcinoma de c6lon humano) sdo fenotipicamente similares a células
colénicas (NATARO et al., 1996). Em EAEC, células T84 polarizadas tém sido utilizadas
como modelo mais favoravel para adesdo e mediacdo do dano ao tecido por citotoxinas
(OKEKE; NATARO, 2001).

Do mesmo modo, experimentos de cultura de 6rgéo in vitro (IVOC), in vivo e ex vivo
indicam fortemente que EAEC pode aderir ao epitélio jejunal, ileal e col6nico no padrao

agregativo caracteristico, formando biofilme forte em camada de muco, seguido de efeitos
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citotoxicos e pro-inflamatorios. Os fragmentos do ileo terminal e do colon excisado de
pacientes pediatricos e adultos foram incubados com cepas de EAEC capazes de colonizar a
mucosa ileal e col6nica no padrao tipico de “tijolos empilhados” sobre uma camada de muco
espessa (ANDRADE; FREYMULLER; FAGUNDES-NETO, 2011; GOMES et al., 2016).

A internalizacdo de bactérias é uma estratégia de escape do sistema imunoldgico do
hospedeiro, permitindo a multiplicacdo e/ou disseminacdo de uma célula para outra. Esta
caracteristica pode contribuir para inflamacdo da mucosa e aumento da persisténcia do micro-
organismo no epitélio prolongando a doenca diarreica (SUZUKI; SASAKAWA, 2001).

Em cultura de células foi detectada a internalizacdo de EAEC, onde bactérias foram
encontradas no interior de células HelLa (linhagem celular de carcinoma de cérvix uterino
humano) (BENJAMIN; FEDERMAN; WANKE, 1995), Caco-2 (WEINTRAB, 2007) e T84
(NATARO et al., 1996; ABE et al.,, 2001) resultando em vacuolizacdo, destruicdo de
microvilosidades, perda do contetdo citoplasmatico com desorganizagdo dos tapetes
celulares. Ainda, na mucosa colénica humana a cepa EAEC 236 (O111:H12) mostrou-se
capaz de invadir células epiteliais e destruir o tecido favorecendo a penetracdo e a invasao de
células presentes na submucosa (ABE et al., 2001).

Ainda, a sobrevivéncia de EAEC dentro de células eucaridticas, como 0s enterdcitos,
pode facilitar sua persisténcia na mucosa infectada, apesar da terapia antimicrobiana
adequada. Estudo realizado em nosso laboratério comprovou que cepas EAEC internalizadas
pelas células T84 permaneceram viadveis por até 72 horas de tratamento continuo com
amicacina. Esta caracteristica pode representar o estabelecimento de um reservatério para a
colonizacdo persistente e, consequentemente, para a doenca diarreica persistente causada por
EAEC (PEREIRA et al., 2008).

Inflamacdo e producédo de citocinas

Compreender as complexas interacGes patdgeno-hospedeiro € crucial para revelar a
dindmica de doencas infecciosas. O epitélio intestinal & constantemente exposto a diferentes
micro-organismos e enfrenta o desafio de coexistir pacificamente com bactérias comensais
inofensivas, enquanto rapidamente responde a patdgenos. A capacidade de resistir a
colonizagdo bacteriana ou a infecgdo é determinada por interagcdes celulares e moleculares

cuidadosamente arranjadas entre hospedeiro e patdgeno na interface mucosa. A barreira
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epitelial fornece a primeira linha de defesa contra micro-organismos patogénicos. Se um
patdgeno entérico atravessa as camadas de muco chegando a lamina propria, padrdes
moleculares associados a patdgenos (PAMPS) conservados evolutivamente expressos nas
superficies microbianas sdo reconhecidos pelos receptores de reconhecimento de padrdes
(PRRs) expressos nas superficies basolaterais de células epiteliais intestinais (IECs), tais
como os receptores Toll-Like (TLRs) (PHILIPSON; BASSAGANYA-RIERA,
HONTECILLAS, 2013; YU; GAO, 2015).

Os TLRs sdo expressos por uma variedade de células, incluindo IECs polarizadas,
onde TLR2, 4 e 5 estdo localizados na membrana plasmatica basolateral. Entretanto, TLR2 e
4 também foram encontrados na superficie apical de células T84 polarizadas. Sob condicGes
homeostaticas, IEC mostra baixa expressao de TLR2 e TLR4, ndo respondendo aos estimulos
de TLR. No entanto, em condig¢des inflamatdrias, a expressdo epitelial de TLR é aumentada, o
que contribui tanto para a inflamacao assim como para a tolerancia imunolégica (KIVIT et al.,
2014; YU; GAO, 2015).

Os TLRs ativam potentes respostas inatas desencadeando as vias de sinalizacdo que
regulam a transcricdo de genes, levando a producdo de um repertério de mediadores pro
inflamatorios para orquestrar o influxo de leucdcitos. Mais especificamente, a secrecao de IL-
8 e CXCL1 por enterdcitos gera um gradiente quimiotatico promovendo o recrutamento dos
neutrdfilos para facilitar a depuracdo de bactérias por meio de fagocitose. Em adicdo, células
epiteliais produzem potentes proteinas antimicrobianas, como beta-defensinas, catelicidinas e
calprotectina em resposta a estimulacéo de patdgenos entéricos ou citocinas pré inflamatorias,
as quais contribuem para a defesa contra uma infeccdo. Os esfor¢cos combinados das respostas
imune inata e adaptativa com a influéncia benéfica da microbiota gastrintestinal, geralmente,
contribuem para o sucesso da erradicacdo da doenca em individuos saudaveis (PHILIPSON;
BASSAGANYA-RIERA; HONTECILLAS, 2013).

EAEC induz a producdo de IL-8 pelas células do epitélio intestinal, levando ao
recrutamento e transmigragédo de neutrofilos, causando danos a mucosa intestinal que podem
promover a colonizacgdo bacteriana. Tanto a producdo de citocinas como a transmigragéo de
neutrofilos contribuem para a patogénese de EAEC e sdo uma marca registrada da diarreia
infecciosa inflamatoria (ESTRADA-GARCIA et al., 2014).

A diarreia € o0 resultado de uma complexa interacdo patdgeno-hospedeiro.
Curiosamente, quase simultanea a adesdo, EAEC induz uma resposta inflamatoria inicial a
infeccdo, dependente do sistema imune inato do hospedeiro e das caracteristicas da cepa. A

IL-8 € uma citocina responsavel pela quimioatracdo e recrutamento de neutréfilos no local da
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infeccdo, sendo um marcador amplamente usado para avaliacdo da resposta inflamatdria
induzida por agentes patogénicos (YANEZ et al., 2016). A presenca de varios fatores de
viruléncia como flagelina, AggR, AAFs e dispersina correlaciona-se com niveis elevados de
citocinas fecais, como interleucina (IL) -1ra, IL-1pB, IL-8, IFN-y e marcadores inflamatorios
que incluem lactoferrina, leucdcitos fecais e sangue oculto. A interacdo da cepa protétipo
EAEC 042 em Caco-2, induziu a producéo de citocinas pro inflamatoérias como a IL-1p, IL-6,
IL-8, IL-12, TNF-a; ¢ IL-10, uma citocina anti-inflamatoria reguladora (ESTRADA-GARCIA
etal., 2014).

Ainda, EAEC secreta duas toxinas Pet e Pic, ambas pertencentes a familia SPATE.
Enquanto Pet é um fator quimioatraente de células mononucleares, Pic tem a capacidade de
diminuir a quimiotaxia e a transmigracao de leucdcitos. A expressao de duas moléculas com
efeitos antagbnicos pela mesma bactéria confirma a capacidade de alguns micro-organismos
permanecerem no hospedeiro usando diferentes estratégias de sobrevivéncia (ROCHA-
RAMIREZ et al., 2016).

Recentemente, Boll e colaboradores, em 2017, observaram que as mucinas
transmembranares sdo receptores para as adesinas AAF de EAEC no epitélio intestinal.
MUC1 é uma mucina transmembranar expressa pelos tecidos epiteliais glandulares humanos e
em todo o trato gastrintestinal em baixos niveis. Este achado sugere que MUC1 desempenha
um papel Unico e critico na mediacdo das respostas inflamatérias do hospedeiro a EAEC e
pode atuar como um sensor de infeccdo bacteriana que recruta células hospedeiras para
montagem de uma resposta inflamatoria.

Em um estudo recente da resposta imune, GUPTA e colaboradores, em 2016,
avaliaram a interacdo de EAEC em bidpsias mucosas duodenais de crian¢as usando o modelo
de IVOC, mimetizando condi¢fes in vivo. A infeccdo com EAEC mostrou uma regulacédo

positiva da expressdo de IL-8, IL-1B, IL-6, TNF-a. e TLR-5 em comparagéo ao controle.

Apoptose e necrose celular

De modo a colonizar o hospedeiro, bactérias devem exibir a capacidade de aderir as
células epiteliais, componente integrante do sistema imune das mucosas. Além disso, a

internalizacdo bacteriana pode conduzir a libertacdo de moléculas associadas a patdgenos
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ativando receptores de reconhecimento inatos e, por conseguinte, a indugdo de respostas
imunes inatas (NIEMANN; SCHUBERT; HEINZ, 2004; CAMPODONICO et al., 2008).

A capacidade de bactérias aderir e invadir as células hospedeiras e induzir apoptose ou
necrose sugerem que estes mecanismos podem ser considerados fatores contribuintes para o
desenvolvimento da doenca por micro-organismos invasores. Espécies de diversos géneros da
familia Enterobacteriaceae desencadeiam a morte celular das células do hospedeiro apds a
invasdo bacteriana. A apoptose e a necrose constituem os principais mecanismos de morte
celular programada do hospedeiro. Cada tipo de morte € caracterizado por alteracdes
morfolégicas particulares e vias de sinalizagdo moleculares distintas (COSTA et al., 2011).

A apoptose, também denominada morte celular programada, estd comumente
envolvida na infeccdo bacteriana e na patogénese. Durante a infeccdo bacteriana, fatores de
viruléncia produzidos e secretados a partir de agentes patogénicos desencadeiam sinais
apoptéticos. Em geral, células sofrem apoptose através de duas vias principais, a via
extrinseca ou a via intrinseca (LIN et al., 2010; LAI et al., 2015).

A apoptose extrinseca é a morte celular via receptor de morte que sdo receptores da
superficie celular que pertencem a superfamilia do fator de necrose tumoral (TNF) e
interagem com seus ligantes para formar complexos de receptor de morte. Em diversas
enterobactérias proteinas distintas servem como FasL (Fas Ligante). A apoptose intrinseca é
um mecanismo de controle centralizado na via mitocondrial mediado por permeabilizacdo da
membrana mitocondrial externa (MOMP). Ambas as vias sdo dependentes de caspases.
Enterotoxinas, invasdo e endocitose de agentes patogénicos inteiros dentro das células
infectadas causam sinalizacdo apoptética por ambas as vias (LIN et al., 2010; LAI et al.,
2015).

A necrose é causada por fatores extracelulares e intracelulares, como infeccBes
bacterianas e virais, toxinas ou traumatismo. Moléculas intracelulares como espécies reativas
de oxigénio (ROS), Ca*?, calpainas, catepsinas, fosfolipases e ceramida estdo envolvidas.
Caracterizada por alteracdes fisiopatoldgicas graves, incluindo inchagco mitocondrial, perda de
integridade da membrana plasmatica, vazamento dos conteddos celulares e falta de
caracteristicas apoptdticas tipicas, como clivagem do DNA e condensagdo nuclear, a necrose
é independente de caspases. Sob condicdes de apoptose deficiente, a estimulacdo com FasL
ou TNF-a induz a morte celular com caracteristicas morfoldgicas de necrose. Além da via de
receptor de morte, a sinalizagdo de receptores de reconhecimento de patégenos como TLR
(TLRs 3 e 4) e danos extensos ao DNA podem levar a morte celular por necrose (LIN et al.,
2010; LAl et al., 2015).
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Justificativa

Entender as interacGes patdgeno-hospedeiro é um desafio constante na compreenséao
da dindmica de doencas infecciosas, principalmente quando se trata de uma categoria de DEC
completamente heterogénea, como EAEC. Como ponto central, o mecanismo de
patogenicidade de EAEC ainda parcialmente elucidado, justifica o estudo das etapas
envolvidas na producédo da doenca diarreica.

O estudo aborda etapas importantes da patogénese de EAEC desde a sua aderéncia ao
epitélio intestinal, sua persisténcia intracelular nos enterdcitos até a etapa que culmina numa
resposta inflamatoria decorrente da acdo das proteinas ejetadas pelo micro-organismo na
célula hospedeira, assim como pelas citocinas produzidas pelas células intestinais como
arsenal de defesa inata para debelar a infeccdo, gerando ainda mais inflamacdo tecidual.
Somam-se ainda estudos visando compreender os mecanismos de morte celular programada,
como a apoptose e a necrose, que pode ao mesmo tempo favorecer a disseminagdo de micro-
organismos de célula a célula, como também eliminar o patégeno a partir da destruicdo da

célula infectada.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivos gerais

Estudar mecanismos celulares, ultraestruturais e inflamatérios envolvidos na

patogénese de cepas de Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) invasoras em células

intestinais in vitro e ex vivo.

1.2 Objetivos especificos

a) Analisar a etapa de aderéncia pela interacdo de EAEC com epitélio intestinal de coelho

ex vivo cultivado in vitro (IVOC);

b) Analisar a persisténcia intracelular pela interacdo de EAEC com células intestinais
T84,

c) Avaliar a producdo de citocinas pré-inflamatorias e anti-inflamatérias pela interacéo
de EAEC com células intestinais T84;

d) Avaliar a producdo de 6xido nitrico (NO) pela interacdo de EAEC com células

intestinais T84;

e) Avaliar a possivel inducdo de apoptose e/ou necrose pela interacdo de EAEC com

células intestinais T84.
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ABSTRACT - Background — The diarrheal syndrome is considered a serious public health problem all over the world and is considered a major cause
of morbidity and mortality in developing countries. The high incidence of enteroaggregative Escherichia coli in diarrheal syndromes classified as an
emerging pathogen of gastrointestinal infections. After decades of study, your pathogenesis remains uncertain and has been investigated mainly using
in vitro modcls of adhesion in ccllular lincs. Objective — The present study investigated the interaction of cnteroaggregative Escherichia coli strains
isolated from childhood diarrhea with rabbit ileal and colonic mucosa ex vivo, using the in vitro organ culture model. Methods — The in vitro adhesion
assays using cultured tissue were performed with the strains co-incubated with intestinal fragments of ileum and colon over a period of 6 hours. Each
strain was tested with three intestinal fragments for cach region. The fragments were analysed by scanning clectron microscopy. Results — Through
scanning clectron microscopy we observed that all strains adhered to rabbit ileal and colonic mucosa, with the typical aggregative adherence pattern
of “stacked bricks™ on the epithelium. However, the highest degree ol adherence was observed on colonic mucosa. Threadlike structures were found in
greater numbers in the ileum compared to the colon. Conclusion - These data showed that enteroaggregative Escherichia coli may have a high tropism
for the human colon, which was ratified by the higher degree of adherence on the rabbit colonic mucosa. Finally, data indicated that in vitro organ

culture of intestinal mucosa from rabbit may be used to elucidate the enteroaggregative Escherichia coli pathogenesis.

HEADINGS - Escherichia coli. Intestinal mucosa, ultrastructure. Organ culture techniques. Rabbits. Scanning electron microscopy.

INTRODUCTION

EAEC is an emerging diarrheal pathotype described in the
diarrheagenic E. coli group (DEC) and has been characterized by
the aggregative adherence (AA) pattern where bacteria adhered to
the HEp-2 cells (line derived from human laryngeal carcinoma) in
a similar arrangement of “stacked bricks™".

Associated with cases of acute and persistent diarrheal disease
EAEC affect children and adults in all regions of the world, patients
in developing countries infected with human immunodeficiency
virus (HIV), travelers from industrialized countries visiting less
developed regions and residents of industrialized countries with
foodborne gastroenteritis outbreaks'®.

Several putative virulence factors are involved in the patho-
genesis, which remains uncertain duc to it is complexity. It was
suggested a three-stage model: i) adhesion of bacteria to the
intestinal mucosa; ii) mucus secretion stimulated by bacteria form-
ing a biofilm, which could favor the persistent colonization; and
iii) production of toxins and inflammatory response involved in
the damage to the intestinal mucosa''".

Most of the knowledge about the interactions of bacteria
and intestinal organs has been obtained from studies with human
biopsies collected during surgical intervention or from samples
obtained from elderly individuals at autopsy®. In order to elu-
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cidate the mechanisms of EAEC pathogenesis, models of study
in organ culture in vitro (IVOC) from intestinal fragments from
different portions of the small or/and large intestines of pediatric
patients'' 1523 and of adults®!'**» have been developed. Here we
propose a more feasible animal study model in order to apply our
understanding on the pathogenesis mechanism of EAEC strains.

METHODS

Bacterial strains

EAEC strains were isolated from the faeces of children under
two years of age with acute diarrhea coming from the urban area
of Rio de Janeiro, Brazil. Diarrhea was defined as the occurrence
of one or more climination of liquid facces in a period of 24
hours®”. As a positive control, the prototype strain EAEC 042,
isolated from children with diarrhea in outbreak in Peru'® was
used to infect the ileal and colonic fragments. As a negative control,
non-infected intestinal fragments were used. The EAEC strains
were previously characterised by DNA hybridization probe® or by
polymerase chain reaction (PCR)?" for putative virulence factors
of EAEC"", Adhesion assays in intestinal cell lines after 6 hours
of incubation was used to characterize the aggregative pattern
(Table 1). All strains were stored at -70°C in Trypticase Soy Broth
(TSB, Merck) supplemented with 20% glycerol.
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TABLE 1. Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) and prototype strains and their serotypes, phylogenetic groups, virulence factors and adherence

patterns
Adherence Patterns®

Strains Serotype * Phylogenetic Group Virulence factors "
Caco-2 T84
H92/3 086:H18 D PAA*, ageA, aggR. aap. [yul, irp2, pic AA AA
118/2 086:H11 D PAA*, ageR, aap. fyuA, irp2 AA AA
134/4 O111:H21 D PAA*, agg3A, aggR, aap, astA, fyuA, irp2, pet, pic AA AA
149/3 026:H27 A PAA*, agg3A, aggR. aap, astA, irp2, pet, pic NA AA
042 044:H18 D PAA¥, aafA, aggR, aap, astA, fynd, inp2, pet, pic AA AA

*0), somatic antigen polysaccharide; H, flagellar antigen. "pAA, aggregative adherence plasmid; aggA, aggregarive adherence fimbriae 1; aggR, transcriptional regulator; aap, dispersin; fyuA and

irp2, genes involved in iron caption; pic, protein involved in colonization; agg3A, aggregative adherence fimbriae 111; aitA, thermostable protein: pet, plasmid enconded roxin; aafA, aggregative

adherence fimbriae 11. *derection by hybridization with DNA probe. © AA, aggregative adherence; NA, non-adherence.

Rabbit selection and preparation

New Zealand white male rabbits (1.0-1.5 kg) supplied by biote-
rium of Institute Vital Brazil (Rio de Janeiro, RJ) were used to ob-
tain intestinal tissue for experiments. Previously, rabbit faeces were
collected, seeded in TSA (Difco lab), Mac Conkey agar (Merck) and
CLED agar (Merck) and incubated at 37°C for a period of 24 hours
to certify that the animals were not infected with enteropathogens.
Samples tested did not show growth of microorganisms, The rabbits
were subjected to fasting for 24 hours before experimental proce-
dures. They were observed for any gastrointestinal manifestations
and were used only if found to be symptom-free.

Rabbit in vitro organ culture adhesion assay

To obtain intestine fragments of ileum and colon, the animals
were anesthetized and euthanized by intravenous application Tio-
pentax (sodium thiopental, 10 mg/kg, Cristalia, Sao Paulo, Brazil).
Then the trichotomy of the abdominal region was performed and,
subsequently, asepsis of the incision site with iodized alcohol. The
gastrointestinal tract was exteriorized through a ventral midline
incision and the mucosa was washed with saline and it was made
identification of anatomical sites of the intestinal tract.

The adhesion assays were performed as previously de-
scribed®! with some modifications. Briefly, 2- to 3-mm? frag-
ments of tissues were oriented mucosal surface upward on sterile
foam squares placed into a 6-well plate (about 35-mm-diameter).
The foam was saturated with Dulbecco’s Modified Eagle’s Me-
dium (DMEM; Gibco) supplemented with 10% fetal calf serum
(FCS) and 0.5% D-mannose. The level of DMEM medium was
adjusted to cover the biopsy specimens with a thin film of medium
by capillary action.

Bacterial strains were inoculated in 3 mL of TSB (Merck) and
incubated for 18 hours at 37°C and aliquots of 50 uL standard-
ized bacterial suspensions (approximately 107 CFU mL"') was
inoculated on the mucosal surface of the fragments and the 6-weel
tissue culture plate was then incubated at 37°C in an atmosphere
with 5% CO, for 6 hours. The culture medium was changed com-
pletely every 2 hours to maintain pH and nutrient levels, without

reinoculation with the bacterial culture. After these incubation
periods, biopsy samples were washed and prepared for scanning
electron microscopy (SEM). EAEC strains were tested with three
intestinal fragments of each intestinal region.

Tissue processing

The fragments collected were washed with 0.9% sterile saline
and 0.1M sodium cacodylate buffer, pH 7.2 and fixed with 2.5%
glutaraldehyde and 2% formaldehyde in 0.1 M sodium cacodylate
buffer, pH 7.2. Later, the fragments were washed three times in
0.1 M sodium cacodylate buffer, pH 7.2 and dehydrated through
a graded series of ethanol solutions (30%, 50%., 70%, 90% and
100%). Then, the fragments were transferred to baskets and
subjected to the drying apparatus chambre (Bal-Tec CPD 030)
by the critical point of carbon dioxide method, to be performed
replacing absolute ethanol by carbon dioxide. Subsequently,
specimens were mounted on stubs with the vili upward with the
aid of a stereoscopic microscope, coated with gold in sputter
(Balzers Union FL-9496) to become conductors. The observa-
tions were performed in the Ultrastructure Cellular Laboratory
Hertha Meyer of the Universidade Federal do Rio de Janeiro
(LCU, UFR]J) in scanning electron microscope (QUANTA 250,
FEI) operating at 15 Kv.

Ethical considerations

The study protocol used was approved by Ethic Committee
(Comité de Etica Para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais)
of Biology Institute Roberto Alcintara Gomes of Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (UERT) n° CEA/236/2008.

RESULTS

EAEC strains interaction with ileal mucosa fragments

Analysis by SEM of non-infected ileum showed that fragments
presented the mucosa preserved (Figure 1A). The prototype EAEC
042 strain adhered to the ileal mucosa in the aggregative charac-
teristic pattern of “stacked bricks” (Figure 1C).
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FIGURE 1. A) (1000X; bar- 10 pm), B) (1000X; bar- 10 pm), C) (5000X;
bar-10 pm), D) (5000X; bar-10 pm) and E) (1000X; bar- 5 pm). Micro-
graph of the intestinal rabbit mucosa ex viv, after 6 hours of incubation,
observed by scanning clectron microscopy. Mucosa preserved on the ileum
(A) and on the colon (B) epithelium non-infected. Infected tissue with
EAEC 042 showed large bacterial aggregates in a “stacked bricks” pattern
(=) adhered to the epithelium of the ileum (C) or forming a thick three-
-dimensional biofilms on the colon (D). The opened and dilated crypts
(¥) with discharge of mucus (*) showed in the colon (E).

The intestinal fragments infected with the EAEC strains re-
vealed bacterial aggregates as observed in cell lines Caco-2, cell
line of human colorectal adenocarcinoma with phenotypic char-
acteristics of the ileum, adhered directly on the epithelium with
isolated points of mucus produced above the mucosa (Figures 2A
and 2C). Although the 149/3 strain did not display the standard
AA in Caco-2, this was presented in IVOC rabbit model.

Threadlike structures (Figure 2E) were found in all strains,
except the positive control, in greater numbers in the ileum com-
pared to colon fragments apparently mediating bacteria-bacteria
and bacteria-epithelium interactions.

EAEC strains interaction with colonic mucosa fragments

Analysis by SEM of the colonic [ragments non-infected showed
mucosa preserved (Figure 1B). The prototype EAEC 042 strain
adhered to the colonic mucosa in the aggregative characteristic
pattern of “stacked bricks” and were able to form a thick three-
dimensional biofilm (Figure ID). Also it was observed the opening
of colonic crypts with discharge of mucus (Figure 1E).
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FIGURE 2. A) (3500X; bar- 10 pm), B) (3500X; bar- 10 pm), C)
(3500X; bar-10 pm), D) (5000X; bar-10 pm) and E) (5000X; bar- 1
pm). Micrograph of the EAEC strains interaction with intestinal rabbit
mucosa ex vivs, after 6 hours of incubation, observed by scanning elec-
tron microscopy. Interaction with 134/4 strain with bacterial aggregates
(=) and isolated points of mucus (¥) above the ileum (A) and colonic
(B) epithelium. Interaction with 149/3 strain with bacterial aggregates
(=) and isolated points of mucus (*) directly on the ileum epithelium
(C) and intense adherence with large bacterial aggregates on the colonic
epithelium (D). Tleal mucosa showed threadlike structures (=) mediating
the link between bacteria-bacteria and bacteria-cell (E).

The intestinal fragments infected with the EAEC strains
revealed intense adherence with large bacterial aggregates as ob-
served in cell lines T84, cell line of human colon carcinoma with
phenotypic characteristics of the colon, adhered directly on the
colonic epithelium (Figures 2B and 2D).

The analysis of adherent bacteria by SEM revealed the highest
number of bacteria adherent in the colon fragments when compared
to the ileum fragments.

DISCUSSION

Since EAEC has been isolated [rom several patients suffering
from acute or chronic diarrhea in a number of regions of the world
and from various socioeconomic strata your research is also chal-
lenging. In addition to this the genetic heterogeneity of the pathotype
which considerably complicates our understanding of the patho-
genicity, the therapeutic approaches and international surveillance™.
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The study of EAEC in several models, such as in the i vitro/in
vivo assays in animals®*) in the in vitro organ culture in cellular
lines"*'® and with human intestinal fragments"!*'>3) hag been
widely used by more faithfully mimic the EAEC action in the host.

Thus, IVOC represents ideally a good model for study of the
bacterial pathogenesis in intestinal explants which remain structur-
ally intact for periods of hours in culture"”, This technique has
utilized human tissue biopsies, tissue fragments extracted during
colonoscopy and even of animals.

In the present study, the EAEC strains challenged in the ex vivo
rabbit model were able to adhere to both intestinal fragments, ileum
and colon, in the analysis by SEM, and they formed bacterial ag-
gregates with a similar pattern of “stacked bricks™ adhered directly
on the epithelium with isolated points of mucus in some strains.
Still, it was possible to infer a higher number of bacteria adherent
to colon fragments when compared to the ileum fragments.

Studies conducted by Yamamoto et al.* and Nataro ct al.!®
are consistent with ours. Yamamoto ct al.*¥ showed that the
EAEC strain 0127:H2 exhibited lower levels of adherence in the
jejunal and ileal mucosa and higher levels of adherence to colonic
mucosa fixed in formalin. Already Nataro et al.™® from jejunal,
ileum and colon mucosa explants obtained from three pediatric
patients revealed that the number of bacteria adherent to colon
specimens was significantly higher than the adhering bacteria to
mucosal samples of small intestine.

The adhesion of EAEC to the large intestine but not to the
mucosa of human small intestine, not only demonstrates that
EAEC possess properties enteroadherent, but also suggests that
this may be the preferred site of colonization of this pathotype.
Still, the lack of adhesion to ileal mucosa could be due to a lack of
receptors for EAEC!?, Additionally, Kang et al."¥ suggested that
the degree of cell differentiation and maturation may also affect the
receptor concentration and such differences in receptor expression
may have an important role in determining the EAEC binding site.

Andrade et al."” analyzing the interaction of EAEC strains
with pediatric and adults human intestinal fragments of ileum
and colon, demonstrated that all EAEC strains adhered to both
regions evaluated on a layer of thick mucus and sometimes directly

to the mucosa. In all cases in which the strains were adherent to
the mucosa in significant numbers, they did into aggregates with
the pattern of “stacked bricks” similar to that observed in HEp-2
cell culture.

In the present study threadlike structures were observed in all
strains, except the positive control, in greater numbers in the ileum
compared to colon fragments. The aag and agg3 genes encode
AAF/1 and AAF/IIL, respectively, and are long and flexible fimbriae
which are involved in the cohesion of bacterial aggregates and bind-
ing with intestinal cells“?. This may explain why these structures
were observed in our strains and was not observed in EAEC 042
strain, which has a short and rigid imbriae.

Our results are consistent with studies conducted by Andrade et
al.”’ that observed non-characterized fimbrial structures on bacte-
rial surface interacted with the human ileum fragments, apparently
mediating bacteria-bacteria and bacteria-cell interactions. Pereira
ct al." observed that bacterial aggregates forming biofilms in
abiotic surface were mediated by non-bundle forming, flexible pili
and that the increased adherence might be mediated by putative F
pili expressed by EAEC strains, The 118/2 strain not possess any
of the genes described for the fimbriae AAFs. Possibly the visual-
ized threadlike structures could be a novel aggregative adherence
fimbria variant (AAF/V) as suggested recently by Jonsson et al."?.
Further investigation is needed to better understand the main role
of these structures in the pathogenesis of these heterogeneous
pathotype, once that a wide diversity of adhesive structures include
uncharacterized nonfimbrial and fimbrial adhesins.

In conclusion, all challenged EAEC strains adhered to both
intestinal fragments, with the highest tropism in the colon, ratifying
the use of the IVOC model as a tool for studying the pathogenesis
of this pathotype. Finally, the present study is pioneer in the use
of rabbit IVOC to evaluate the pathogenic role of EAEC strains.
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RESUMO - Contexto — A sindrome diarréica ¢ considerada um grave problema de saude publica em todo o mundo ¢ ¢ considerada uma das princi-

pais causas de morbidade e mortalidade nos paises em desenvolvimento. A elevada incidéncia de Escherichia coli enteroagregativa nas sindromes
diarreicas a classificou como um patogeno emergente de infecgdes gastrintestinais. Depois de décadas de estudo, sua patogénese ainda € incerta e tem
sido investigada usando principalmente modelos in vitro de adesio em linhagens celulares. Objetivo -~ O presente estudo investigou a interagdo de
cepas de Escherichia coli enteroagregativa isoladas de diarreia infantil com mucosa ileal e colonica de coelho ex vivo, utilizando o modelo de cultura
de orgao in vitro. Métodos — Os ensaios de adesdo in vitro utilizando tecido cultivado foram realizados com as cepas co-incubadas com fragmentos
intestinais de ilco ¢ de colon durante um periodo de 6 horas. Cada cepa foi testada em trés fragmentos intestinais para cada regido. Os fragmentos
foram analisados por microscopia cletronica de varredura. Resultados — Através da microscopia cletronica de varredura observamos que todas as cepas
aderiram a mucosa ileal e colonica de coelho, com o padrio de aderéncia agregativo tipico de “tijolos empilhados” no epitélio. Entretanto, o maior
grau de adesdo foi observado na mucosa do colon. Estruturas filiformes foram encontradas em maior nimero no ileo em comparagdo com o colon.
Conclusdo - Esses dados mostraram que Escherichia coli enteroagregativa pode ter um maior tropismo para o colon humano, o que foi ratificado
pelo maior grau de aderéncia na mucosa do célon de coelho. Finalmente, os dados indicaram que a cultura de orgdo in vitro da mucosa intestinal de
coelho pode ser utilizado para elucidar a patogénese de Escherichia coli enteroagregativa.

DESCRITORES  Escherichia coli. Mucosa intestinal, ultraestrutura. Técnicas de cultura de 6rgios. Coelhos. Microscopia eletronica de varredura.
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Abstract

Background - The competence of enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) to adhere to
the intestinal epithelium of the host is a key role to the colonization and disease development.
The virulence genes are crucial for EAEC pathogenicity, as during adherence, internalization
and persistence in the host. The overwhelming majority of antigen encounters in a host occurs
on the intestine surface, which is considered a part of innate mucosal immunity. Intestinal
epithelial cells (IECs) can be activated by microorganisms and induce an immune response.
Objective - The present study investigated the interaction of invasive EAEC strains with T84
intestinal epithelial cell line in respect to bacterial invasiveness, persistence and cytokines
production. Methods - We evaluated intracellular persistence of invasive EAEC strains
(H92/3, 149/3 and the prototype 042) and production of cytokines by sandwich ELISA in T84
cells upon 24 hours of infection. Results - The survival rates of the prototype 042 was
0.5x10° CFU/mL while survival of 149/3 and H92/3 reached 3.2x10° CFU/mL and 1.4x10°
CFU/mL, respectively. Infection with all EAEC strains tested induced significant amounts of
IL-8, IL-6 and TNF-o compared to uninfected T84 cells. Conclusion - These data showed
that infection by invasive EAEC induce a proinflammatory immune response in intestinal
epithelial T84 cells.

Headings: cell culture; enteroaggregative Escherichia coli (EAEC); persistence;

proinflammatory cytokines.
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Resumo

Antecedentes - A competéncia de Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) para aderir ao
epitélio intestinal do hospedeiro é um papel fundamental para a colonizacdo e o
desenvolvimento da doenca. Os genes de viruléncia sdo cruciais para a patogenicidade de
EAEC, como durante a aderéncia, a internalizagéo e a persisténcia no hospedeiro. A grande
maioria dos encontros de antigenos em um hospedeiro ocorre na superficie do intestino, que é
considerada parte da imunidade inata da mucosa. As células epiteliais intestinais (IECs)
podem ser ativadas por micro-organismos e induzir uma resposta imune. Objetivo - O
presente estudo investigou a interacdo de cepas invasoras de EAEC com a linhagem celular
epitelial intestinal T84 em relagdo em relacdo a invasdo bacteriana, a persisténcia e a
producdo de citocinas. Métodos - Avaliamos a persisténcia intracelular de cepas invasoras de
EAEC (H92/3, 149/3 e o protdtipo 042) e a producdo de citocinas por ELISA “sanduiche” em
células T84 apo6s 24 horas de infeccdo. Resultados - As taxas de sobrevivéncia da cepa
protétipo 042 foi de 0,5x10° UFC/mL, enquanto a sobrevivéncia de 149/3 e H92/3 atingiu
3,2x10® UFC/mL e 1,4x10° UFC/mL, respectivamente. A infeccdo com todas as cepas EAEC
testadas induziu quantidades significativas de IL-8, IL-6 e TNF-a em compara¢do com células
T84 ndo infectadas. Conclusédo - Estes dados mostraram que a infeccdo por EAEC invasoras

induzem uma resposta imune pré-inflamatdria em células epiteliais intestinais T84.

Descritores: cultura celular; Escherichia coli enteroagregativa (EAEC); persisténcia;

citocinas pré-inflamatorias.
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Introduction

Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) were first associated with persistent
diarrhea in children in developing world. Since then, it has been widely linked with the acute
and persistent diarrhea in infants and children in developing and industrialized countries, also
in individuals infected with the human immunodeficiency virus (HIV). Besides, it has been
recognized as a significant cause of traveler’s diarrhea and in foodborne outbreaks®. In
Brazil, EAEC infection were identified as the most common cause of diarrhea in children

younger than five years of age® > ¥.

The ability of EAEC to adhere to the intestinal epithelium of the host represents,
undoubtedly, a key piece to their subsequent colonization and disease production®. Clinically,
the symptoms may be watery diarrhea, often accompanied by fever, nausea and vomiting®.
The variations of symptoms are due to factors such as genetic susceptibility and immune
response of the host, heterogeneity of virulence among strains and the amount of bacteria

ingested”.

EAEC adherence to the human intestinal mucosa requires expression of aggregative
adherence fimbriae (AAFs), which promote the formation of a thick biofilm. Mucosal
secretion may then be induced by the production of bacterial enterotoxins and cytotoxins®.
After adhering and colonizing, EAEC is able to invade intestinal cells® ® 2. Thus, the
virulence genes are integral for EAEC pathogenicity which are employed by bacteria during
adherence, internalization and persistence in the host, as well as mediating mucosal toxicity

by induction of inflammatory responses®?.

The overwhelming majority of antigen encounters occur on the intestinal surface,
which is considered a part of innate mucosal immunity. Intestinal epithelial cells (IECs) play a
significant role in regulating the response to the microbiota through multiple pattern
recognition receptors (PRRs) that recognize microbial-associated molecular patterns
(MAMPs) and facilitate crosstalk with luminal bacteria and their antigens. Among PRRs are
Toll-like receptors (TLRs) which are expressed on apical or basolateral membranes of IECs.
Bacterial recognition by PRRs induces IECs activation, leading to the production of different

cytokines which will orchestrate the course of infection* 2.
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Some cytokines, as IL-8, IL-6 and TNF-a, act recruiting and activating different cells
leading to a proinflammatory immune response. On the other hand, cytokines as IL-10 acts as
anti-inflammatory, downmodulating the immune response, an important mechanism in
maintaining intestinal homeostasis“®. The goal of this study was to evaluate interaction of

invasive strains of EAEC with T84 intestinal epithelial cells and the production of cytokines.

Material and Methods

Bacterial strains

EAEC strains were isolated from the faeces of children under two years of age with
acute diarrhea coming from the urban area of Rio de Janeiro, Brazil. Diarrhea was defined as
the occurrence of one or more elimination of liquid faeces in a period of 24 hours™®. The
prototype strain EAEC 042, isolated from children with diarrhea in outbreak in Peru® was
included in the present study. The EAEC strains H92/3 and 149/3 were previously
characterized by DNA hybridization probe or by polymerase chain reaction (PCR) for
putative virulence factors of EAEC™ 1. Adhesion assays in the intestinal cell line T84 after
6 hours of incubation was used to characterize the aggregative pattern (Table 1). All strains

were stored at -70°C in Trypticase Soy Broth (TSB, Merck) supplemented with 20% glycerol.

Cell culture

The human intestinal colon carcinoma T84 cell line (ATCC CCL248)“® was cultured
in a 1:1 mixture of Ham F12 culture medium (Gibco-BRL) and Dulbecco's modified Eagle
Minimum Essential Culture Medium (DMEM; Gibco-BRL), supplemented with 10% Fetal
Bovine Serum (FBS; Gibco-BRL), 2.5 mM L-glutamine, 50 pg/mL gentamicin and 2.5
ug/mL fungizone. The cell line was maintained at 37°C in 5% CO, atmosphere. For epithelial
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cell infection and intracellular persistence assays, cells were cultured in appropriate medium

in 24-well plates (Nunc International, USA).

Epithelial cell infection

Infection of T84 cells with EAEC strains was performed as previously described by
Harrington et al.*® with modifications. After confluence and polarization of cells, the wells
were washed with Dulbecco’s phosphate buffered saline (PBS-D) pH 7.2, added of DMEM
with 2% FBS and 1% D-mannose.

Bacterial strains were cultured in 3 ml of TSB (Merck), incubated for 18 hours at 37
°C and aliquots of 100 pL standardized bacterial suspensions (approximately 10’ CFU ml™)
was inoculated on the cell monolayers in triplicates, then the plate was centrifuged for
synchronization (Eppendorf Centrifuge 5810R, Hamburg, Germany) and incubated at 37°C in
5% CO, atmosphere for 3 hours. Subsequently, cells were washed with PBS-D, added of
DMEM with 2% FBS, 1% D-mannose and 100 pg/ml amikacin [250 mg/ml] (Teuto, Brazil)
and incubated for more 21 hours. After 24 hours of incubation, the supernatant was

centrifuged and immediately stored at -20°C.

Evaluation of cytokine production

The cytokines IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10 and TNF-a were measured in the supernatants
of infected and non-infected T84 cell by a sandwich ELISA, using a commercial kit from
R&D Systems (Wiesbaden, Germany) according to the manufacturer's instructions. The kit
contains two monoclonal antibodies specific for each cytokine, one of which is biotinylated.
The reaction was then developed with streptavidin-HRP using as substrate 3,3, 5,5'
tetramethylbenzidine (TMB - R&D Systems).
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Nitrites

For nitric oxide (NO) assay, supernatants from T84 cultures were immediately mixed

with an equal volume of Griess reagent to detect nitrites production®.

Intracellular persistence of EAEC in T84 cells

The evaluation of intracellular persistence in T84 cells infected with EAEC strains was
performed as previously described by Pereira et al.“? with modifications. After infection of
the epithelial cells and 24 hours of incubation the cell monolayers were washed with PBS-D
followed by lysis with 1% Triton X-100 (Riedel, Germany) in PBS-D for 30 minutes. After
vigorous homogenization of each well, 200 ul of the obtained lysate was diluted in ratio 10 in
a 96-well plate and 10 pl aliquots of each dilution were plated in TSA medium (Merck). The
plates were incubated at 37°C in 5% CO, atmosphere for 18 hours, followed by counting the

colonies, obtaining the number of colony forming unit/mL (CFU/mL) of the lysate.

Statistical analysis

Intracellular persistence assays were expressed as mean + one standard deviation (SD)
of three experiments performed independently. Cytokine levels were expressed as mean of
three experiments performed independently and standard error of the mean (SEM). The
statistical analysis was calculated using a one-way ANOVA followed by multiple paired
comparisons with Bonferroni error correction for ELISA and Unpaired t test for persistence
assay using Graph-Pad Prism Version 5.03. Statistical significance results were considered

when p < 0.05.
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Results

Persistence of EAEC in T84 cells

The intracellular persistence of H92/3 and 149/3 EAEC strains and the prototype 042
in T84 cells were investigated after 24 hours of incubation and survival rates were
approximately 1.4 x 10% 3.2 x 10° and 0.5 x 10° CFU/mL, respectively. All strains were
statistically significant (0.01 < p < 0.05) when compared to non-infected T84 cells (Figure 1).

Inflammatory responses of EAEC-infected T84 cells

Confluent T84 cells were infected for 24 hours with different EAEC strains. The
prototype EAEC strain 042 induced a strong production of IL-8 compared to uninfected cells
(p < 0.0001), a chemokine for neutrophils (Figure 2A). The strains H92/3 and 149/3 also
induced high production of IL-8 (Figure 2A, p < 0.0001 and p < 0.01, respectively). We also
evaluated the production of IL-6 by infected T84 cells. As shown in Figure 2B, all EAEC
strains induced significant production of IL-6 compared to non-infected T84 cells (p <
0.0001). Interestingly, the strain 149/3 induced high amounts of IL-6 compared to 042 and
H92/3 strains (p < 0.0001). In this system, we don’t detect significant changes of IL-13
secretion, independently of different strains tested (data not shown). The TNF-a response was
also investigated, since this cytokine is an important cellular activator. Infection by the
prototype 042 and 149/3 induced significant secretion of TNF-a (p < 0.01 and p < 0.0001,
respectively) compared to uninfected T84 cells (Figure 2C). In our system, we did not detect
significant differences of TNF-a levels when T84 cells were infected by H92/3 strain (Figure
2C). Infection by the different EAEC strains did not induce changes in the amount of I1L-10
secretion by T84 cells (data not shown). In addition, we did not observe upregulation in nitric
oxide (NO) secretion (data not shown), although these strains were able to induce high

amounts of inflammatory cytokines (Figure 2).
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Discussion

Diarrhoea is a leading killer of children, accounting for 9 per cent of all deaths among
children under age 5 worldwide in 2015. This translates to over 1,400 young children dying
each day, or about 526,000 children a year®. Common amongst the Diarrhoeagenic
Escherichia coli (DEC) strains is the ability to colonize the intestinal mucosa, evade the

immune system, multiply and cause tissue host damage®?.

The diarrhea caused by EAEC is the result of a complex interaction pathogen-host. In
different clinical settings, the diseases induced by EAEC is accompanied by activation of an
inflammatory response®®. The pathogenicity of bacteria frequently includes colonizing,
adhesion of the intestinal tract and the ability to invade and persist within enterocytes®. A
previous study in our laboratory has shown that EAEC invaded and persisted in Caco-2 and
T84 cells in extended periods of incubation, 6 to 72 hours®. In the present study,
intracellular persistence assays showed that the same EAEC strains are able to survive in T84
cells after 24 hours of incubation. The strains tested had distinct genotypes with a wide range
of virulence factors and we noticed that the strain 149/3 which contain the aggregative

adherence fimbriae agg3A gene (AAF/III) showed higher persistence levels®?.

The mucosal surface is an important barrier to pathogens, and it can be represented by
IECs in the gastrointestinal tract. Also, IECs are able to induce an inflammatory response

upon infection, recruiting and activating immune cells, as neutrophils and T lymphocytes®*
13)

IECs respond to many inflammatory stimuli by secretion of proinflammatory cytokines
and chemokines such as 1L-8. IL-8 is one of the most important chemokines that recruits
neutrophils to the site of infection®™. According to our results, Harrington et al.*® also
observed upregulation of IL-8 gene in 042-infected non-polarized T84 cells. Upregulation of
IL-8 by infected IECs has also been reported by others, using different systems: the
hemorrhagic coli pilus of enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC)®®, enteropathogenic
Escherichia coli (EPEC)®*?" and EAEC® 1 19.22.24)

Another proinflammatory cytokine is IL-6, a potent inducer of acute-phase proteins
and is also known to upregulate T and B-cell maturation. Besides, TNF-a acts on endothelial

cells upregulating adhesion molecules, enabling cells to migrate into inflammatory foci and
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also activates neutrophils, increasing their degranulation and respiratory burst, a potent
microbicidal mechanism®. In our study T84 cells infected with EAEC strains produced IL-8,
IL-6 and TNF-a.

The H92/3 and 149/3 strains and the prototype strain EAEC 042 have the AAFs and
the transcriptional regulator aggR, which could explain the high production of IL-8, IL-6 and
TNF-o by T84 infected cells, as previously observed with different EAEC also expressing
aggR®®. Cennimo et al.®® used a human intestinal adenocarcinoma cell line, HCT-8, to
determine genes and cytokine responses of EAEC isolates from adult patients presenting to an
urgent-care clinic in the USA. The authors inferred that aggR-positive EAEC elicited higher
levels of IL-6, IL-8 and TNF-o compared with aggR-negative EAEC. Furthermore,
individuals infected with EAEC containing the gene aggR in conjunction with the genes aap,
aatA, astA, pet and/or set were more likely to have markers of inflammation present in their
stool examination. These findings suggest that one or more of these genes may be a marker
for virulence and are associated with inflammation during diarrheal illness®®. The strains

used in the present study have at least two at most four of these genes, ratifying our results.

Coordinated expression and upregulation of IL-8, IL-6, TNF-a and others
proinflammatory cytokines were observed by Bandyopadhaya et al.?® in the intestinal
epithelial cell line Int407 upon Vibrio cholerae infection. These proinflammatory cytokines

@9 showed that

also showed increased expression in T84 cells, except for IL-6. Medeiros et al.
EAEC 042 strain induced IL-8 and TNF-a expression, but not IL-6, and reduced TGFp
expression, in intestinal epithelial cell line IEC-6 in the early stages (180 min) of infection.
Recently, Gupta et al.™V studying EAEC with different AAF types in duodenal biopsies using
in vitro organ culture (IVOC) observed an increased expression of 1L-1f, IL-8, IL-6 and TNF-

a. Our results were similar, although we didn’t detect significant changes in IL-1p secretion.

The nitric oxide (NO), that is synthesized in large amounts by the inducible NO
synthase (iNOS) under pathophysiologic conditions acts as a potent effector of the innate
immune system, which plays a major role in the development of inflammation and in the fight
against pathogens®V. It was observed NO induction by enteropathogenic bacteria as
Salmonella Dublin®? and enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC)®Y. Although we did
not observe NO production by T84 cells infected with EAEC in our system, it may also be
possible that the bacteria inhibited its production as an escape mechanism of the immune

system. Further investigation would be necessary in order to elucidate this question.
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Here, we reinforced that infection together with intracellular persistence of EAEC
strains induce a proinflammatory response leading to intestinal inflammation that could result

in diarrhea and even death.
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Table 1 Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC), prototype strain and their serotypes,

phylogenetic groups, virulence factors and adherence patterns

Strains  Serotype®  Phylogenetic Virulence factors ° Adherence
Group Pattern ©
H92/3 086:H18 D pAA*, aggA, aggR, aap, fyuA, irp2, pic AA
149/3 026:H27 A pAA*, agg3A, aggR, aap, astA, irp2, pet, pic AA
042 044:H18 D pAA*, aafA, aggR, aap, astA, fyuA, irp2, pet, pic AA

0, somatic antigen polysaccharide; H, flagellar antigen

®pAA, aggregative adherence plasmid; aggA, aggregative adherence fimbriae I; aggR, transcriptional regulator;
aap, dispersin; fyuA and irp2, genes involved in iron caption; pic, protein involved in colonization; agg3A,
aggregative adherence fimbriae Il1; astA, thermostable protein; pet, plasmid enconded toxin; aafA, aggregative
adherence fimbriae 11

* detection by hybridization with DNA probe

¢ AA, aggregative adherence
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CFU/mL (10%)

Figure 1 Intracellular survival of EAEC H92/3, 149/3 and 042 strains on T84 cells after 24
hours of incubation. The non-infected T84 cells were used as negative control of each
experiment. Persistence assays were expressed as mean + one standard deviation of three
experiments performed independently. Statistical analysis was performed by Unpaired t test. *

p <0.05, ** p<0.01.
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Figure 2 Cytokine production by infected T84 cells. T84 cells were infected with EAEC
H92/3, 149/3 and 042 strains. After 24 hours of infection, supernatants were collected and
tested for IL-8 (A), IL-6 (B) and TNF-a (C). The basal production of cytokines was measured
on non-infected T84 cells. Cytokine responses were expressed as mean and SEM of three
experiments performed independently. Statistical analysis was performed by one-way
ANOVA followed by comparisons of pairs using Bonferroni error correction. ** p < 0.01,
*** 1 < 0.0001.
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Abstract

Enteroaggregative Escherichia coli is a pathogen frequently associated with diarrheagenic
syndrome. This pathotype of E. coli exhibit aggregative adherence in epithelial cells and
contains the plasmid of aggregative adherence that carries virulence genes. Among putative
virulence genes, it may be found sequences that codes for adhesins, fimbriae and toxins.
Pathogenicity of EAEC includes adhesion and production of biofilm in intestinal mucosa and
often inflammation. A set of EAEC strains can invade intestinal cells and cause severe
alterations in morphology and disrupt intestinal epithelium. Previous study revealed invasive
and persistence properties of EAEC H92/3 and 149/3 strains isolated from acute diarrhea
cases. To investigate the results of bacteria invasion, we selected cells infected with the two
EAEC strains and conducted phase contrast and fluorescence microscopy and flow cytometry.
The aim was to evaluate viability of cells, the occurrence of apoptosis and necrosis. Phase
contrast microscopy, showed loss of viability in cells infected for periods of incubation of 16
hours. By fluorescence microscopy, we observed that cells infected with EAEC H92/3 and
149/3 had nuclei damages, suggesting these strains could interact with nuclear membrane and
provoke apoptosis and necrosis. Additionally, by flow cytometry, our data revealed that
EAEC provoked late apoptosis and necrosis of T84 cells. These data revealed that EAEC has
different virulence pathways and all of them contributes to the pathogenicity of bacteria and

its success on the host environment.

Key words: adherence; apoptosis; enteroaggregative E. coli; T84 cells; fluorescence
microscopy; invasion; pathogenesis; phase contrast microscopy; necrosis.



65

1. Introduction

Diarrheic diseases still are an important health problem that affects developing
countries. World health organization have estimated 3 million of deaths due to diarrheic
syndrome in these countries. Besides, persistent diarrhea and recurrent acute diarrhea are one
of the causes of death of children under 5 years and patients with acquired immune deficiance
syndrome [1, 2]. Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) is a pathogen frequently
associated to diarrheic syndrome. EAEC was recognized by the ability to produce the
aggregative adherence pattern (AA) in human cells lines HEp-2 and HelLa. The majority of
EAEC carry a high molecular weight plasmid denominated aggregative adherence plasmid
(pAA). This contain several putative virulence genes that codes adhesins, fimbria and toxins.
These proteins are essential to EAEC pathogenesis beings utilized in adhesion, invasion and
production of a thick biofilm over the intestinal mucosa [3]. The steps involved in EAEC
establishment within host include: adherence to intestinal mucosa, increased mucus
production with biofilm formation and inflammation accompanied by cytokine release [4]. A
pathogenicity study showed EAEC strains from acute diarrhea cases that were capable of
invading intestinal cells, such as Caco-2 and T84 cells, these strains also persisted and
replicated in cells. Internalization was accompanied by morphological alterations in cells [5].
An additional virulence property of EAEC might be the ability to utilize the cytoskeleton
while invading cells. Often, we have seen other pathogens utilizing actin filaments,
microtubules and kinases to enter and persist in cell host. Moreover, the use of kinases may be
related with apoptosis in hosts cells. A study of diarrheagenic E. coli showed that prototype
EAEC 042 caused cytotoxicity and fragmented DNA of macrophages. These suggested that
EAEC not only invades host cell but also provokes death when needs to escape to nearby cells
or tissues [6]. This also may contribute to immunological response improving damage in

intestinal mucosa as seen in other enteric pathogen, such as Salmonella [7].

The aim of this study was to analyze if T84 cells infected with two invasive EAEC
strains had loss of viability, nuclear alteration and evaluate the occurrence of apoptosis and

necrosis.
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2. Results

2.1. Reduced viability of T84 cells infected with EAEC observed by phase contrast

microscopy

Through phase contrast microscopy, we evaluated the interaction of EAEC H92/3 and
149/3 with T84 cells qualitatively for 6, 16 and 24 hours of incubation. After 6 hours, we
observed discreet coloring with trypan solution, exhibiting viable cells with membranes well
defined. On the other hand, after 16 and 24 hours, we observed cells with nuclei well colored
and irregular membranes indicating reduced cellular viability of infected cells. Non-infected

cells did not show modifications any period of incubation (Figure 1).

2.2. Altered nuclei observed in T84 cells infected with EAEC by fluorescence microscopy

By fluorescence microscopy, T84 cells showed cytoplasmic and nuclei membranes
with irregular morphology when they were infected with both EAEC H92/3 and 149/3 after 16
hours of incubation. We visualized also chromatin condensation within nuclear membrane,
this characterized DNA fragmentation. Cells infected with EAEC H92/3 showed condensed
chromatin restricted to the nuclei, this indicates that cell death may have occurred by
apoptosis. A slightly different result was found in cells infected with EAEC 149/3, where the
condensed chromatin seemed dispersed through the cytoplasm of cells and the morphology of
the whole cell was compromised, this indicates that the mechanism of cell death might have

been necrosis (Figure 2).

2.3. Apoptosis and necrosis revealed by flow cytometry

Some pathogens may induce apoptosis in infected cells through the introduction of
proteins that activate caspases and trigger events that lead to death of host cell enabling the

escape to near tissues. By flow cytometry, we evaluated the occurrence of apoptosis in T84
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cells after interaction with EAEC H92/3 and 149/3 for 6 and 16 hours of incubation. After 6
hours of interaction, we saw that EAEC H92/3 caused the apoptosis of 33.19% of cells and
only 8.95% revealed death by necrosis. EAEC 149/3 caused apoptosis of 41.01% and late
apoptosis of 19.23% of cells and 3.79% was dead by necrosis. Prototype EAEC strain 042
caused the death of only 23.15% of cells by necrosis and in 6.14% of cells occurred only
Annexin binding or apoptosis and in 4.83% of cells occurred the binding of Annexin and
stained with propidium iodide revealing late apoptosis (Figure 3). In assays performed after
16 hours of incubation, cells infected with EAEC strain H92/3 showed 3.88% of apoptosis,
45.12% of necrosis and 47.32% of late apoptosis. Infection with 149/3 revealed 12.86% of
apoptosis, 9.32% of necrosis and 77.63% of late apoptosis. Prototype strain 042 caused
apoptosis in 2.46% of infected cells, 34.12% of necrosis and 14.35% of late apoptosis (Figure
4). In both periods of incubation analyzed we compared the infected monolayers with results
obtained from non-infected cells and cells treated with hydrogen peroxide (H20,). High
number of T84 cells treated with hydrogen peroxide showed necrosis in 6 and 16 hours of
incubation. We noticed that non-infected cells showed extreme sensitivity when monolayers
were full of cells, the best results were obtained in monolayers with 2 days of culture, even

though we had a counting for initial apoptosis.

3. Discussion

EAEC represents a heterogenic category of diarrheagenic bacteria and understanding
its pathogenicity is essential to prevent persistent and acute diarrhea, specially, in children and
immunocompromised. Previous studies showed that EAEC strains from both types of diarrhea
cases could invade intestinal cells [5, 8]. These invasive strains may persist within cells and
may be responsible for triggering programed cell death, such as initial or late apoptosis.
Besides, the presence of bacteria in the cytoplasm may result in severe alteration of cell
morphology due to mobilization of cytoskeleton and the beginning of host cell death [9]. In
our previous study, Pereira et al., 2008, these two strains among other EAEC strains from
acute diarrhea cases were characterized as invasive and persistent strains in Caco-2 and/or

T84 cells. In the present study, we selected two invasive EAEC strains from acute diarrhea
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cases to evaluate the ability to induce apoptosis and necrosis. The strains showed classic AA
pattern and their genetic markers are listed on Table 1.

Interaction between intestinal cells and bacteria may result in reduction of cellular
viability [10]. Our findings included the loss of viable cells after interaction with EAEC
strains H92/3 and 149/3. Both strains tested caused death of most cells in periods of 24 hours
of incubation (Figure 1). A study conducted with macrophages revealed that cells infected
with EAEC 042 showed reduced viability after long periods of incubation, this reduction may
be the result of several cell damages, including membranes and nucleus alterations [6]. Our
finding reassures that EAEC strains from acute diarrhea cases can invade and alter normal cell

functions causing death of cells, destruction of cells monolayers and detaching.

Frequently, intracellular bacteria may cause damage to eukaryotic nuclear membrane
[11]. Cellular modifications, specially of nuclear membranes, were seen in T84 monolayers
infected with EAEC H92/3 and 149/3 after 16 hours of incubation (Figure 2). This suggest
that these strains may have interacted with cellular DNA and induced cell modifications.
Infected and apoptotic cells are targeted for engulfment by incoming macrophages, thus
perpetuating the cycle of cell-to-cell spread as we have seen described for systemic
Salmonella infection [7]. Our results included alteration of the cytoplasmic membrane as the
modification of nuclear membrane, both indicates that bacteria could induce apoptosis and/or
necrosis in intestinal line T84, revealing the pathogenic potential of EAEC to the colon
mucosa since these cells are similar to the enteric ones. A study of diarrheagenic E. coli
showed that prototype EAEC 042 caused cytotoxicity and fragmented DNA of macrophages,

plus revealed apoptosis of 50% of infected cells [6].

Invasive pathogens often are seen inducing programmed cell death, this mechanism
protects the host preventing the survival of many bacteria within the host. Besides, apoptotic
and necrotic cells are often phagocyted by macrophages to remove dead cells and clearance
pathogens [12]. As EAEC may induce those processes this may contribute to spread EAEC to
macrophages and other sites of the host because bacteria may block or induce the process
when its required for their dispersion since this category of E. coli was seen inside cells after
six hours of incubation and bacteria persisted even after 72 hours of interaction [5]. The
present study revealed that while EAEC interacts with T84 cells monolayers and many cells
were destroyed by apoptosis and/or necrosis (Figures 1 and 2). Modifications of cytoplasmic
and nuclear membrane revealed by DAPI dyed suggested that both those processes could be

occurring in infected cells.
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Therefore, flow cytometry was performed in T84 cells infected with the two invasive
EAEC strains and EAEC prototype strain 042. We observed that infected cells showed
apoptosis on initial tests of 6 hours. We noticed apoptosis was predominant, when we
compared levels of apoptosis and necrosis (Figure 3). After 16 hours, we observed that
infected T84 cells showed late apoptosis and noticed necrosis was predominant in cells
infected with EAEC H92/3 and apoptosis in cells infected with 149/3. All infected cells
showed low level of viable cells after 16 hours of incubation (Figure 4). These findings along
with other studies have shown the capacity of EAEC interfere in the normal functions of host
cells, both macrophages and enterocytes [6, 13] and reveals the potential of EAEC lead to cell
death which improves the virulence of microorganisms. Cells infected with prototype EAEC
042 exhibit necrosis, however the level of viable cells was significant. This event may suggest
the heterogenic behavior of EAEC related to the mechanisms involved in host cell death. As
seen for Salmonella, the induction of apoptosis may happen by association between structures
of the cytoplasm, with caspases. In this model of infection: actin filaments and microtubules
associated with initial proteins caspases triggers apoptosis [7, 14]. Since invasive EAEC
strains could disrupt cells and alter their morphology, it may be a signal that the cytoskeleton

of cells plays an important part during infection, persistence and cell death.

Additionally, we concluded that EAEC invasive strains could cause loss of viability in
cells monolayers showing nuclear damage of T84 cells, condensed chromatin, apoptosis and
necrosis with most of cells infected dying after late apoptosis which differs from EAEC
prototype 042 that induced necrosis. Our EAEC strains have shown a set of virulence
properties that include the ability of adhesion, invasion, persistence and the induction of cell
death by programmed mechanisms revealing an important pathway utilized by this pathotype

to remain or be dispersed in host environment.
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4. Materials and methods

4.1. Bacterial strains

Two EAEC strains analyzed in the present study were isolated from cases of acute
infantile diarrhea, examined in Rio de Janeiro, Brazil [15]. The EAEC were previously
characterized by adherence and invasion assays and polymerase chain reactions (PCR) for
putative EAEC virulence factors (Table 1). Control strain used in epithelial cell infections is
also listed in Table 1. All strains were stored at -70°C in tryptic soy broth with 20% glycerol.

4.2. Cell culture

The human colon adenocarcinoma line T84 was cultured in a 1:1 mixture of Ham F12
and DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Sigma) supplemented with 10%
fetal calf serum (FCS; Gibco-BRL, USA), 5 mM glutamine and antibiotics. Cells were
maintained in 5% CO, atmosphere at 37°C. For cell interaction assays and microscopy assays,
cells were re-suspended in appropriate medium in 24-well or 6-well plates (Nunc
International, USA).

4.3. Phase contrast microscopy of T84 cells stained with Trypan 0.5%

The damage caused by EAEC strains H92/3 and 149/3 to T84 cells was evaluated
through phase contrast microscopy. After 6, 16 and 24 hours of infection with EAEC, T84
cells were stained with a solution containing Trypan 0.5%. Before prepare glass slides, the

cells were washed with Phosphate Buffer Solution (PBS) to discard excessed stain.
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4.4. Fluorescence microscopy in cells dyed with DAPI (4°6’-diamidino-2-phenylindole)

The nuclei damages of T84 cells due to infection with EAEC strains H92/3 and 149/3
were evaluated with fluorescent DAPI dye. After 16 hours of incubation with strains, cells
were washed with PBS and fixed with methanol for 1 minute. Then, washing with PBS was
performed and DAPI dye was added to cells for 5 minutes. After PBS washing, glass slides
were prepared with tamponed glycerol.

4.5.  Analysis of T84 cells by flow cytometry for apoptosis and necrosis

Flow cytometry was utilized to identify apoptosis and necrosis in cells infected with
EAEC strains H92/3, 149/3 and 042. T84 cell cultivated for 48 hours in 6 well microplates
containing DMEM were submitted to interaction with EAEC strains for 6 and 16h at 37°C in
5% CO, atmosphere. After infection cells were trypsinizated, transferred to sterile tubes and
centrifuged for 10 minutes. Then, cells were washed with DMEM, centrifuged again and
resuspended in PBS, following cells were treated with Annexin V and propidium iodide (PI)
with TACS Annexin V-FITC detection kit of apoptosis and necrosis according to the
manufacturer's instructions. The samples were analyzed for the binding of annexin and the
uptake of propidium iodide in FACScan flow cytometer (Becton-Dickinson
Immunocytometry Systems Europe, Erembodegem, Belgium), equipped with an air-cooled 15
mW argon-ion laser operating at 488 nm. The standard filter configuration was used for data
acquisition. Flow cytometric analysis was performed using the Cell-Quest software program
(Becton-Dickinson). Logarithmic fluorescence intensity of Annexin V-FITC was plotted
versus the fluorescence intensity of Pl in a dot plot. Data from 10.000 epithelial cells were

analyzed for each plot.
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Table 1 Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC), prototype strain and their serotypes,
phylogenetic groups, virulence factors and adherence patterns

Strains  Serotype®  Phylogenetic Virulence factors ° Adherence
Group Pattern ©
H92/3 086:H18 D pAA*, aggA, aggR, aap, fyuA, irp2, pic AA
149/3 026:H27 A pAA*, agg3A, aggR, aap, astA, irp2, pet, pic AA
042 044:H18 D pAA*, aafA, aggR, aap, astA, fyuA, irp2, pet, pic AA

0, somatic antigen polysaccharide; H, flagellar antigen

®pAA, aggregative adherence plasmid; aggA, aggregative adherence fimbriae I; aggR, transcriptional regulator;
aap, dispersin; fyuA and irp2, genes involved in iron caption; pic, protein involved in colonization; agg3A,
aggregative adherence fimbriae Il1; astA, thermostable protein; pet, plasmid enconded toxin; aafA, aggregative
adherence fimbriae 11

* detection by hybridization with DNA probe

¢ AA, aggregative adherence
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Figure 1. T84 cells colored with 0.5% trypan solution. Aspect of non-infected cells (A). Cells
after interaction with EAEC 149/3 for 6, 16 and 24 hours of incubation, respectively (B, C and
D). 1000X.
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Figure 2. T84 cells died with DAPI after 16 hours of incubation with EAEC strains. Aspect of
non-infected cells (A). Cells after interaction with EAEC H92/3 (B) and EAEC 149/3 (C)
revealed nuclei with irregular aspect and condensed structures spread within nuclear
membrane (J). 1000X.
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Figure 3. Flow cytometric analysis of phosphatidylserine externalization (Annexin V binding)
and cell membrane integrity (Pl staining) in T84 cells infected with EAEC H92/3 and 149/3
for 6 hours. (A) Control population; (B) H,O; (positive control); (C)EAEC prototype 042; (D)

EAEC H92/3; (E) EAEC 149/3; (F) Percentage of apoptotic () and necrotic (E) cells.
The density plots combine Annexin V-FITC and Pl fluorescence and show the viable cell
population in the lower left quadrant (AnnexinV'/PI’), the early apoptotic cells in the lower
right quadrant (AnnexinV*/PI), the late apoptotic cells in the upper right quadrant
(AnnexinV*/P1%), and the necrotic cells in the upper left quadrant (AnnexinV/PI").
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Figure 4. Flow cytometric analysis of phosphatidylserine externalization (Annexin V binding)
and cell membrane integrity (PI staining) in T84 cells infected with EAEC H92/3 and 149/3
for 16 hours. (A) Control population; (B) H,O, (positive control); (C)EAEC prototype 042;

cells. The density plots combine Annexin V-FITC and PI fluorescence and show the viable

cell population in the lower left quadrant (AnnexinV’/PI’), the early apoptotic cells in the

lower right quadrant (AnnexinV*/PI"), the late apoptotic cells in the upper right quadrant

(AnnexinV*/PI"), and the necrotic cells in the upper left quadrant (AnnexinV/PI").
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5 DISCUSSAO

A fim de garantir o processo de colonizagdo, patdgenos bacterianos expressam varias
moléculas ou estruturas capazes de promover a ligacao a células hospedeiras. Assim, adesinas
dependem de interagfes com receptores especificos da superficie da célula hospedeira ou de
proteinas solUveis que atuam como uma ponte entre bactéria e hospedeiro. Somente ap6s essa
etapa 0 micro-organismo podera invadir e/ou secretar toxinas, culminando no sucesso da
colonizacdo que resulta em infeccdo (LETOURNEAU et al., 2011).

Além dos modelos de aderéncia tradicionais a partir da utilizacdo de linhagens
celulares, o estudo de EAEC em modelos in vitro/in vivo em animais (YAMAMOTO et al.,
1991; TZIPORI et al., 1992) e em IVOC em linhagens celulares (NATARO et al., 1996; ABE
et al., 2001; HARRINGTON et al., 2005) ou em fragmentos intestinais humanos
(YAMAMOTO et al., 1991; KNUTTON et al., 1992; HICKS; CANDY; PHILLIPS, 1996;
NATARO et al., 1996; ABE et al., 2001; ANDRADE; FREYMULLER; FAGUNDES-
NETO, 2011) tém sido amplamente utilizados por mimetizarem mais fidedignamente a agédo
de EAEC no hospedeiro (ANDRADE; FREYMULLER; FAGUNDES-NETO, 2011).

Deste modo, IVOC representa idealmente um bom modelo para o estudo da
patogénese bacteriana em explantes intestinais que permanecem estruturalmente intactos por
periodos de horas em cultura (HICKS; CANDY; PHILLIPS, 1996). Esta técnica tem utilizado
biopsias de tecidos humanos, fragmentos de tecidos extraidos durante colonoscopias e até
mesmo de animais.

No presente estudo, as cepas de EAEC desafiadas no modelo de coelho ex vivo
conseguiram aderir a ambos os fragmentos intestinais, ileo e célon, na analise por MEV e
formaram agregados bacterianos com um padrdo similar de "tijolos empilhados" aderidos
diretamente ao epitélio com pontos isolados de muco em algumas cepas. Ainda assim, foi
possivel inferir um maior numero de bactérias aderentes a fragmentos de célon quando
comparados aos fragmentos de ileo.

Estudos realizados por Yamamoto e colaboradores, em 1991, Knutton e
colaboradores, em 1992, e Nataro e colaboradores, em 1996, sdo consistentes aos nossos.
Yamamoto e colaboradores, em 1991, mostraram que a cepa EAEC O127:H2 exibiu niveis
mais baixos de adesdo a mucosa jejunal e ileal e maiores niveis de aderéncia a mucosa
coldnica fixada em formalina. Knutton e colaboradores, em 1992, ao analisarem uma colegéo

de cepas EAEC mostraram que todas as cepas aderiram ao célon, mas ndo a mucosa
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duodenal. J& Nataro e colaboradores, em 1996, dos explantes de mucosa do jejuno, do ileo e
do célon obtidos de pacientes pediatricos revelaram que o numero de bactérias aderentes aos
especimes colbnicos era significativamente maior do que o de bactérias aderentes aos
espécimes do intestino delgado.

A adesdo de EAEC ao intestino grosso, mas ndo a mucosa do intestino delgado
humano, ndo s6 demonstra que EAEC possui propriedades enteroaderentes, mas também
sugere que este pode ser o sitio preferencial de colonizacdo deste patotipo. Entretanto, a falta
de adesdo a mucosa ileal pode ser reflexo da deficiéncia de receptores para EAEC
(KNUTTON et al., 1992). Além disso, Kang e colaboradores, em 2001, sugeriram que o grau
de diferenciacdo e de maturacdo celular também podem afetar a concentracéo de receptores e
estas diferencas na expressao destes podem ter um papel crucial na determinacédo da regido de
ligacdo de EAEC.

Andrade e colaboradores, em 2011, analisando a intera¢cdo de EAEC com fragmentos
intestinais pediatricos e adultos de ileo e de cdlon, demonstraram que todas as cepas aderiram
a ambas as regifes avaliadas em uma camada de muco espessa e as vezes diretamente sobre a
mucosa. Em todos os casos em que as cepas foram aderentes a mucosa em numeros
significativos, fizeram-no em agregados com o padrdo caracteristico de "tijolos empilhados"
semelhante ao observado em cultura de células HEp-2.

No presente estudo, foram observadas estruturas filiformes em todas as cepas, exceto o
controle positivo, em maior nimero nos fragmentos de ileo em comparacdo com os de colon.
Os genes aag e agg3 que codificam AAF/I e AAF/INI, respectivamente, sdo fimbrias longas e
flexiveis envolvidas na coesdo de agregados bacterianos e na ligacdo com células intestinais
(CZECZULIN et al., 1997; BERNIER; GOUNON; LE BOUGUENEC, 2002). Isso pode
explicar porque essas estruturas foram observadas em nossas cepas e ndo foram encontradas
na cepa EAEC 042, que tem uma fimbria curta e rigida.

Nossos resultados séo consistentes com os estudos conduzidos por Andrade e
colaboradores, em 2011, que observaram estruturas fimbriais ndo caracterizadas na superficie
bacteriana que interagiram com os fragmentos de ileo humano, aparentemente mediando as
interacOes entre bactérias-bactérias e bactérias-células. Pereira e colaboradores, em 2010,
observaram que os agregados bacterianos que formam biofilmes na superficie abidtica foram
mediados por pili flexivel ndo formador de feixes e que o aumento da aderéncia pode ser
mediado pelo pili F putativo expresso pelas cepas de EAEC. A cepa 118/2 ndo possui nenhum
dos genes descritos para as fimbrias AAFs. Possivelmente, as estruturas visualizadas como

filamentos poderiam ser uma nova variante de fimbria de aderéncia agregativa (AAF/V) como
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sugerido recentemente por Jonsson e colaboradores, em 2015. Investigagbes mais
aprofundadas sdo necesséarias para melhor compreender o papel dessas estruturas na
patogénese desse patotipo heterogéneo, ja que uma grande diversidade de estruturas adesivas
inclui adesinas afimbriais e fimbriais ndo caracterizadas.

Com base nos resultados obtidos pelo presente estudo consideramos que o modelo de
interacdo com mucosa intestinal ex vivo de coelho representa uma ferramenta apropriada para
a analise abrangente da viruléncia de EAEC. Novos estudos serdo necessarios para avaliar
aspectos relacionados a invasdo, persisténcia e ativacdo da resposta inflamatoria utilizando
esse modelo.

Uma caracteristica comum entre as categorias de DEC é a capacidade de colonizar a
mucosa intestinal, evadir do sistema imunoldgico, se multiplicar e causar danos ao tecido do
hospedeiro (EDWARDS et al., 2011). A diarreia é o resultado de uma complexa interacéo
patdégeno-hospedeiro, e em diferentes contextos clinicos, as doencas induzidas por EAEC sédo
acompanhadas pela ativacdo de uma resposta inflamatéria (ROCHA-RAMIREZ et al., 2016).

A patogenicidade das bactérias frequentemente inclui colonizacdo, adesdo ao trato
intestinal e a capacidade de invadir e persistir dentro dos enterécitos (ABE et al., 2001). Um
estudo anterior realizado em nosso laboratério demonstrou que EAEC invadiu e persistiu em
células Caco-2 e T84 em periodos prolongados de incubacgéo, de 6 a 72 horas (PEREIRA et
al., 2008). No presente estudo, 0s ensaios de persisténcia intracelular mostraram que as
mesmas cepas de EAEC sdo capazes de sobreviver em células T84 apds 24 horas de
incubacdo. As cepas testadas tiveram gendtipos distintos com uma ampla gama de fatores de
viruléncia e notamos que a cepa EAEC 149/3 que contém o gene agg3A da fimbria de
aderéncia agregativa (AAF/I11) apresentou maiores niveis de persisténcia (PEREIRA et al.,
2008).

O epitélio intestinal contém grande parte do sistema imunol6gico presente no corpo
humano e esta constantemente exposto a muitos antigenos, que sdo derivados, entre outros, de
alimentos e micro-organismos, incluindo a microbiota comensal ou patégenos invasores.
Aproximadamente, 70% das células do sistema imunoldgico estdo presentes no intestino e
estdo continuamente discriminando entre antigenos inofensivos e patogénicos (KIVIT et al.,
2014).

A superficie da mucosa € uma barreira importante aos agentes patogénicos e pode ser
representada por IECs no trato gastrintestinal. Além disso, as IECs sdo capazes de induzir
uma resposta inflamatoria apos a infeccdo, recrutando e ativando células imunes, como
neutrofilos e linfocitos T (KAWAI; AKIRA, 2011; KINNEBREW; PAMER, 2012).
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As IECs respondem a muitos estimulos inflamatorios por secre¢do de citocinas e
quimiocinas pro inflamatorias, como IL-8 (KHAN; KANG; STEINER, 2004). A IL-8 é uma
das citocinas mais importantes que recruta neutrofilos para o local da infeccdo (BORISH;
STEINKE, 2003). De acordo com nossos resultados, Harrington e colaboradores, em 2005,
também observaram a regulacdo positiva do gene IL-8 em células T84 ndo-polarizadas
infectadas com EAEC 042.

A regulacdo positiva de IL-8 por IECs infectadas também foi relatada por outros
autores, utilizando diferentes sistemas: o pilus de EHEC (LEDESMA et al., 2010), EPEC
(ZHOU et al., 2003; EDWARDS et al., 2011) e EAEC (KHAN; KANG; STEINER, 2004;
HARRINGTON et al., 2005; EDWARDS et al., 2011; GUPTA et al., 2016; DIAS et al.,
2016).

Outra citocina pr6 inflamatdria é a IL-6, um potente indutor de proteinas de fase aguda
e também conhecida por regular positivamente a maturacéo das células T e B. Além disso, 0
TNF-a atua sobre células endoteliais regulando positivamente as moléculas de adesdo,
permitindo que as células migrem para focos inflamatdrios e também ativa os neutrofilos,
aumentando a degranulacdo e a explosdo respiratéria, um potente mecanismo microbicida
(BORISH; STEINKE, 2003). Em nosso estudo, as células T84 infectadas com cepas de
EAEC produziram IL-8, IL-6 e TNF-a.

As cepas EAEC H92/3 e 149/3 e a cepa prototipo EAEC 042 possuem as AAFs e 0
regulador transcricional aggR, o que poderia explicar a alta producéo de IL-8, IL-6 e TNF-a
por células infectadas com T84, como observado anteriormente em diferentes cepas de EAEC
também expressando aggR (CENNIMO et al., 2009). Cennimo e colaboradores, em 2009,
usaram uma linhagem celular de adenocarcinoma intestinal humano, HCT-8, para determinar
genes e respostas a citocinas de isolados de EAEC obtidos de pacientes adultos que se
apresentaram a uma clinica de atendimento de emergéncia nos EUA. Os autores inferiram que
EAEC positiva ao aggR provocou niveis mais elevados de IL-6, IL-8 e TNF-o em
comparacdo com EAEC aggR-negativa. Além disso, os individuos infectados com EAEC
contendo 0 gene aggR em conjunto com 0s genes aap, aatA, astA, pet e/ou set foram mais
propensos a ter marcadores de inflamagdo presentes no exame de fezes. Esses achados
sugerem que um ou mais desses genes podem ser um marcador de viruléncia e estdo
associados a inflamacdo durante a doenca diarreica (CENNIMO et al., 2009). As cepas
utilizadas no presente estudo possuem pelo menos dois, no maximo quatro desses genes

ratificando nossos resultados.
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A expressdo coordenada e a regulagdo positiva de IL-8, IL-6, TNF-a e outras citocinas
pré inflamatérias foram observadas por Bandyopadhaya e colaboradores, em 2007, na
linhagem de células epiteliais intestinais Int407 apds a infeccdo por Vibrio cholerae. Essas
citocinas pré inflamatorias também mostraram expressao aumentada em células T84, com
excecdo de IL-6. Medeiros e colaboradores, em 2013, mostraram que a cepa EAEC 042
induziu a expressdo de IL-8 e TNF-a, mas ndo de IL-6 e expressdo reduzida de TGFp, na
linhagem de células epiteliais intestinais IEC-6 nos primeiros estagios (180 minutos) de
infeccdo. Recentemente, Gupta e colaboradores, em 2016, estudando EAEC com diferentes
tipos de AAFs em biopsias duodenais utilizando o modelo de IVOC observaram uma
expressao aumentada de IL-1B, IL-8, IL-6 e TNF-a. Nossos resultados foram semelhantes,
embora ndo tenhamos detectado alteracdes significativas na secrecéo de IL-1.

O oxido nitrico (NO), que ¢ sintetizado em grandes quantidades pela atividade da NO
sintase induzivel (iNOS) sob condi¢fes fisiopatoldgicas, atua como um potente efetor do
sistema imune inato, que desempenha um papel importante no desenvolvimento da
inflamacéo e na defesa contra patdgenos (VAREILLE et al., 2008). Observou-se a inducgéo de
NO por bactérias enteropatogénicas como Salmonella Dublin (CORNISH et al., 2002) e
EHEC (VAREILLE et al., 2008). Embora ndo tenha sido observada a produgdo de NO por
celulas T84 infectadas por EAEC em nosso sistema, também pode ser possivel que a bactéria
iniba sua producdo como um mecanismo de escape do sistema imunoldgico. Investigacdes
mais aprofundadas sdo necessarias para elucidar esta questéo.

Estudos anteriores mostraram que as cepas de EAEC de diarreia aguda e persistente
poderiam invadir células intestinais (ABE et al., 2001; PEREIRA et al., 2008). As cepas de
EAEC invasoras podem persistir no interior das células intestinais e podem ser responsaveis
por desencadear a morte celular programada, como a apoptose inicial ou tardia. Além disso, a
presenca de bactérias no citoplasma pode resultar em alteracdes severas da morfologia celular
devido a mobilizacdo do citoesqueleto e ao inicio do processo de morte da célula hospedeira
(KONAR; GHOSH, 2012). Um estudo anterior realizado em nosso laboratorio, demonstrou

que cepas EAEC provenientes de casos de diarreia aguda foram caracterizadas como
invasoras e persistentes em células Caco-2 e/ou T84 (PEREIRA et al., 2008). No presente
estudo, selecionamos duas cepas invasoras EAEC H92/3 e 149/3 para avaliar a capacidade de
induzir apoptose e necrose.

A interagdo entre células intestinais e bactérias pode resultar na reducgéo da viabilidade
celular (MOAL; SERVINA, 2013). Nossos achados incluiram a perda de células viaveis apds

a interacdo com as cepas de EAEC H92/3 e 149/3. Ambas as cepas testadas provocaram a
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morte das células no periodo de 24 horas de incubac¢do. Um estudo realizado com macréfagos
revelou que as células infectadas com EAEC 042 apresentaram viabilidade reduzida apds
longos periodos de incubacdo, a qual pode ser consequéncia de danos celulares a membrana
citoplasmatica e nuclear (LAI et al., 1999). Nossos dados ratificam que as cepas de EAEC de
casos de diarreia aguda podem invadir e alterar as funcbes celulares normais, causando a
morte celular, a destruicdo de monocamadas de células e o destacamento celular.

Frequentemente, bactérias intracelulares podem causar danos a membrana nuclear
eucaridtica (MIAO et al., 2010). As modificacdes celulares, especialmente das membranas
nucleares, foram observadas em monocamadas de células T84 infectadas com EAEC H92/3 e
149/3 apds 16 horas de incubacgdo. 1sso sugere que essas cepas podem ter interagido com o
DNA celular e induziram a modificacdes celulares. As células infectadas e apoptoticas sdo
alvo de fagocitose por macrofagos, assim perpetuando o ciclo de disseminacéo célula a célula
como descrito para a infecgdo sistémica por Salmonella (GUINEY, 2005). Nossos resultados
incluiram alteracdo da membrana citoplasmatica e modificacdo da membrana nuclear, ambas
indicam que as bactérias podem induzir apoptose e/ou necrose na linhagem celular intestinal
T84, revelando o potencial patogénico de EAEC na mucosa colénica, uma vez que essas
células sdo semelhantes aos enterdcitos. Um estudo de DEC demonstrou que a cepa protétipo
EAEC 042 causou citotoxicidade e fragmentacdo do DNA de macréfagos, além de apoptose
em 50% das células infectadas (LAI et al., 1999).

Os patdégenos invasores frequentemente induzem morte celular programada, este
mecanismo protege o hospedeiro evitando a sobrevivéncia de muitas bactérias dentro da
célula hospedeira. Além disso, as células apoptéticas e necroticas geralmente sdo fagocitadas
por macrdfagos para remover células mortas e a depuracdo de patégenos (POON; HULETT;
PARISH, 2010). Como as cepas de EAEC podem induzir esses processos, isso pode
contribuir para o espalhamento das bactérias para os macrofagos e outros sitios do hospedeiro
porque as bactérias podem bloquear ou induzir apoptose/necrose quando necessario para a sua
dispersdo, ja que esta categoria de E. coli foi vista dentro das células ap6s 6 horas de
incubacdo e persistiram apds 72 horas de interagdo (PEREIRA et al., 2008). O presente estudo
revelou que enquanto EAEC interage com monocamadas de células T84, muitas células foram
destruidas por apoptose e/ou necrose. As modificacfes da membrana citoplasmatica e nuclear
reveladas por marcagdo com DAPI sugeriram que ambos 0S processos poderiam estar
ocorrendo em células infectadas.

Assim, a citometria de fluxo foi realizada em células T84 infectadas com as duas

cepas de EAEC invasoras e a cepa prototipo EAEC 042. Observamos que as células
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infectadas apresentaram apoptose nos ensaios iniciais de 6 horas e que a apoptose foi
predominante, quando comparamos 0s niveis de apoptose e necrose. Apds 16 horas,
observamos que as células T84 infectadas apresentaram apoptose tardia, porém a necrose foi
predominante nas células infectadas por EAEC H92/3 e a apoptose nas células infectadas por
EAEC 149/3. Todas as células infectadas apresentaram baixo nivel de células viaveis ap6s 16
horas de incubagdo. Esses achados, juntamente com outros estudos, demonstraram a
capacidade de EAEC interferir nas fungbes normais das células hospedeiras, ambos
macrofagos e enterdcitos (LAI et al., 1999; PRIYA et al., 2017) e revela o potencial de EAEC
de induzir a morte celular aumentando a viruléncia dos micro-organismos. As células
infectadas com a cepa prot6tipo EAEC 042 exibiram necrose, entretanto, o nivel de células
viaveis foi significativo. Este evento pode sugerir o comportamento heterogéneo de EAEC em
relacdo aos mecanismos envolvidos na morte das células hospedeiras. Como visto para
Salmonella, a inducdo de apoptose pode ocorrer pela associagdo entre as estruturas ou
proteinas presentes no citoplasma, como caspases. Neste modelo de infeccdo: filamentos de
actina e microtubulos associados a proteinas iniciais das caspases desencadeiam a apoptose
(GUINEY, 2005; HARDY; SERRANO; ERON, 2017). Uma vez que as cepas EAEC
invasoras podem romper as células e alterar a sua morfologia, pode ser um sinal de que o
citoesqueleto das células desempenha um papel importante durante a infeccdo, persisténcia e
morte celular.

Adicionalmente, concluimos que as cepas de EAEC invasoras podem causar perda da
viabilidade em monocamadas de células, demonstrando danos ao nucleo de células T84, como
por exemplo, a cromatina condensada, a apoptose e a necrose, com a maioria das células
infectadas apresentando apoptose tardia; entretanto, difere da cepa protétipo EAEC 042 que
induziu necrose. Nossas cepas de EAEC demonstraram um conjunto de propriedades de
viruléncia que incluem a capacidade de adesdo, invasdo, persisténcia e inducdo de
mecanismos de morte celular programada que revelam uma importante via utilizada por este

patotipo para permanecer ou se dispersar nas células do hospedeiro.
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CONCLUSOES

a) O modelo pioneiro de IVOC em coelho é ideal como ferramenta para o estudo e a
investigacdo dos mecanismos de patogénese de EAEC, ainda pouco elucidados, uma

vez que se aproxima das condigdes in vivo;

b) Embora todas as cepas aderiram a ambos os fragmentos intestinais, ileo e colon, o
maior tropismo pelo epitélio colénico de coelho indica o sitio preferencial de

aderéncia de EAEC para manifestacéo da doenca;

c) A persisténcia de EAEC em linhagem celular intestinal T84 simula a sua
sobrevivéncia intracelular in vivo nos enterdcitos, que contribui para a manutencao da
bactéria no intestino, possivelmente influenciando a evolu¢do do quadro diarreico

para diarreia persistente e/ou cronica;

d) A regulacdo positiva de mediadores inflamatdrios, como as citocinas IL-8, IL-6 e
TNF-0, demonstra o arsenal de defesa inata inicialmente estabelecido em linhagem
celular intestinal T84 para debelar a infeccdo por EAEC no intestino, resultando em

inflamacao;

e) Em nosso sistema a auséncia de alteracdes significativas quanto a dosagem de 6xido
nitrico em linhagem celular intestinal T84 demonstra que EAEC pode inibir sua
producdo como um mecanismo estratégico de escape do sistema imunologico para a

sua sobrevivéncia;

f) A perda da viabilidade celular e as modificagdes das membranas citoplasmatica e
nuclear observadas em linhagem celular intestinal T84 demonstram que EAEC pode
desencadear processos apoptéticos e/ou necréticos, ratificando seu comportamento
heterogéneo em relagdo aos mecanismos de morte, do mesmo modo que revela seu

potencial de incremento de viruléncia.
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