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RESUMO

SILVA, Vitor de Oliveira, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, abril de 2013.
Formacdo de Biofilmes em Meio Bi6tico e Abidtico por Escherichia coli
Isoladas de Mastite Bovina na Presenca de Antimicrobianos. Orientadora:
Maria Aparecida Scatamburlo Moreira. Coorientadores: Abelardo Silva Janior e
Hilario Cuquetto Mantovani.

Escherichia coli € um micro-organismo de origem ambiental altamente
adaptativo e sua habilidade em formar biofiimes em determinadas condi¢des
pode ser fundamental para sua resisténcia a tratamentos com antimicrobianos.
O objetivo desse estudo foi avaliar os perfis de expressdes dos genes |uxsS,
fliC, csgA e fimA envolvidos com a formacgao de biofilmes em E. coli obtidos de
leite mastitico na presenca de antimicrobianos em meio biético e abiotico. Foi
avaliado o perfil genético de 27 isolados por meio de gel de eletroforese em
campo pulsado (PFGE) com a digestdo enzimatica Xbal. Quatro isolados de E.
coli , dois fortes produtores de biofiimes (GPB) e dois fracos produtores (FPB)
que possuiam os genes da sintase do autoindutor-2 (luxS), flagelina (fliC), su-
bunidade maior da fimbria curli (csgA) e subunidade maior da fimbria do tipo |
(fimA) foram selecionados por PCR convencional. Foi avaliada a concentracdo
inibitéria minima (MIC) dos antimicrobianos para realizacdo dos demais testes
com a concentracéo de ¥ MIC. A producéo de biofilme foi detectada na pre-
senca de antimicrobianos e visualizada em microscopio eletrénico de varredura
(MEV). Foram realizados ensaios de adesao/invasdo de células bacterianas em
cultivo de células alveolares mamérias bovinas (MAC-T) na presenca de anti-
microbianos, quantificados em UFC/mL, e visualizadas por meio de microsco-
pia confocal. Posteriormente, foram analisados os perfis de expressédo dos ge-
nes luxS, fliC, csgA e fimA em diferentes tempos e em superficie de inoculacéo
abidtica e bidtica. Nove (I a I1X) grupos filogenéticos diferentes com similaridade
>90 % foram identificados pelo PFGE. Os resultados revelaram a presenca de
luxS, fimA e csgA em todos os 27 isolados, enquanto o gene fliC foi detectado
em 16. As MICs variaram entre 0,05 a 8 ug/mL, sendo os maiores valores obti-
dos para gentamicina (8 pg/mL) e para ampicilina (6 pug/mL). A enrofloxacina e
o cotrimoxazol induziram a formacao de biofiime em pelo menos um isolado

FPB, ampicilina e gentamicina em um GPB. Também foi observado efeito redu-
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tor da enrofloxacina e cotrimoxazol em pelo menos um isolado GPB. N&o foi
observado aumento na capacidade de adeséo/invasao dos isolados de E. coli
na presenca de antimicrobianos, no entanto observou-se aumento na internali-
zacdo do isolado FPB quando tratado com os antimicrobianos através da mi-
croscopia confocal. Os quatro genes foram diferencialmente expressos quando
submetidos a concentracdo de ¥2 MIC dos antimicrobianos com alteracdes da
ordem de 1,5-22 vezes. O crescimento em superficie bibtica favoreceu a ex-
pressao dos genes IuxS e fimA em relagdo a abidtica. A concentracdo subinibi-
toria dos antimicrobianos estudados foi capaz de induzir a formagéo de biofil-
mes por alguns isolados, além de induzir a invasdo as células hospedeiras,
situacdo que poderia estar ocorrendo in vivo, resultando em um reservatorio de
bactéria no Ubere do animal, o que poderia explicar também, o crescente au-

mento de casos de mastites persistentes nos rebanhos.
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ABSTRACT

SILVA, Vitor de Oliveira, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, April, 2013.
Biofilm Formation on Abiotic and Biotic environments by Escherichia
coli Isolated from Bovine Mastitis in the Presence of Antimicrobials. Advi-
ser: Maria Aparecida Scatamburlo Moreira. Co-advisers: Abelardo Silva Janior
and Hilario Cuquetto Mantovani.

Escherichia coli is a microorganism of environmental origin that is highly
adaptive; its ability to form biofilms under certain conditions can be critical to its
resistance to antimicrobial treatments. The aim of this study was to evaluate the
expression profiles of the genes luxS (autoinducer synthase-2), fliC (flagellin),
csgA (large subunit of the fimbriae curli ) and fimA (largest subunit type | fimbri-
ae), which are involved in biofilm formation, in E. coli obtained from mastitic milk
in the presence of antimicrobials on abiotic and biotic environments. The genet-
ic profile of 27 isolates was evaluated by pulsed field gel electrophoresis
(PFGE) with Xbal enzyme digestion. Four isolates of E. coli, two strong biofilm
producers (GBP) and two weak producers (WBP) which possessed the genes
luxS, fliC, csgA and fimA, were selected by conventional PCR. The minimum
inhibitory concentration (MIC) of antimicrobials was assessed for performing
other tests at the concentration of %2 MIC. The biofilm production was detected
in the presence of antimicrobials and visualized through scanning electron mi-
croscopy (SEM). Assay of adhesion/invasion of bacterial cells in bovine mam-
mary alveolar cell (MAC-T) culture in the presence of antimicrobials was quanti-
fied in CFU/mL and visualization was achieved by confocal microscopy. Subse-
quently, the expression profiles of the genes luxS, fliC, csgA and fimA were
analyzed at different times after inoculation on abiotic and biotic surfaces. Nine
(I to IX) different phylogenetic groups with similarity > 90% were identified by
PFGE. The results revealed the presence of the genes luxS, fimA and csgA in
all 27 isolates, whereas the fliC gene was only detected in 16. The MICs ranged
from 0.05 to 8 pg/mL, with the highest values obtained for gentamicin (8 pg/mL)
and ampicillin (6 pug/mL). Enrofloxacin and cotrimoxazole induced biofilm for-
mation in at least one isolated WBP, and ampicillin and gentamicin in one iso-
lated GBP. Also, the reducing effect of enrofloxacin and cotrimoxazole was ob-

served in at least one isolated GBP. There was no increase in the ability of ad-
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hesion/invasion of the isolates of E. coli in the presence of antibiotics, but an
increase in the internalization of the WBP isolate when treated with antimicrobi-
als was observed through confocal microscopy. The four genes were differen-
tially expressed when exposed to %2 MIC concentrations of antimicrobials with
changes in the order of 1.5 to 22 times. The growth on the biotic surface fa-
vored the expression of luxS and fimA genes in relation to abiotic surfaces. The
sub-inhibitory concentrations of the antimicrobials studied were able to induce
the formation of biofilms by some isolates, as well as inducing invasion into host
cells, which is a situation that might be occurring in vivo. This could result in a
reservoir of bacteria in the udder of the animal, which could explain the increase

in cases of persistent mastitis in herds.

Xiv



1. INTRODUCAO

E. coli € um importante agente etioldgico causador de infeccbes intramama-
rias em ruminantes e estao associados, principalmente, a mastite clinica e ambien-
tal. Entretanto, tem sido demonstrado que alguns isolados de E. coli possuem uma
maior capacidade em aderir e replicar no tecido mamario podendo determinar infec-
cOes persistentes no hospedeiro. Estimam-se perdas da ordem de bilhdes de litros
de leite por ano decorrentes da mastite na bovinocultura. Além das implicacdes eco-
némicas, h& que se considerar ainda a importancia na saude publica, uma vez que o
leite e seus derivados, podem se tornar potenciais veiculos de transmisséo de pato-
genos e toxinas, além do risco de sua contaminacdo com residuos de antimicrobia-
nos utilizados para o seu tratamento.

Estudos demonstram que a terapia com antimicrobianos ndo vem obtendo re-
sultados satisfatérios no controle da mastite. Isto € evidenciado pelo aumento de
isolados resistentes aos antimicrobianos e pelo crescente niumero de casos de mas-
tites recorrentes, muitas vezes causados pelo mesmo isolado bacteriano. Uma das
recentes hipoteses para explicar este fato é a capacidade de micro-organismos for-
marem biofilmes no tecido da glandula mamaria, desenvolvendo assim uma resis-
téncia a maioria dos agentes antimicrobianos e as defesas do sistema imunoldgico.
Biofilmes sdo comunidades estruturadas de micro-organismos altamente organiza-
dos no interior de uma matriz de exopolissacarideos, aderidos a uma superficie viva
ou inerte com funcdo de proteger o micro-organismo de ambientes de estresse e
estdo diretamente associados a reducéo da eficacia dos tratamentos a base de an-
timicrobianos, terapia usada no tratamento da mastite. Além disso, ha evidéncias
gue determinados antimicrobianos usados no tratamento podem estimular a produ-
cao de biofilmes pelos micro-organismos.

Este estudo tem como objetivo avaliar os perfis de expressdes de quatro ge-
nes envolvidos na formacéo de biofilmes de Escherichia coli isoladas de leite masti-
tico na presenca de antimicrobianos usados na terapia dessa doenca em meio bio6ti-
co e abiotico, visando estudar a influéncia desses antimicrobianos na expressao

desses genes.



2. REVISAO DE LITERATURA

Mastite designa os fenbmenos inflamatorios, mais comumente de natureza in-
fecciosa, que acometem a glandula mamaria dos mamiferos (Bradley, 2002). Trata-
se de uma enfermidade de cunho multifatorial que tem nas inter-relacdes entre o
hospedeiro, 0 ambiente e 0os agentes infecciosos os fatores determinantes para sua
ocorréncia (LeBlanc et al., 2006).

Epidemiologicamente, a mastite bovina divide-se em mastite contagiosa e
ambiental (Andrews et al., 2008). Na mastite contagiosa os patdgenos predominan-
tes sdo Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium bovis,
Streptococcus dysgalactiae e Mycoplasma spp. Na mastite ambiental os micro-
organismos mais frequentemente isolados séo representados por bactérias Gram-
negativas, como Escherichia coli, Klebsiella spp. Enterobacter spp., Pseudomonas
spp. e Proteus spp. (Oliver et al., 2011).

A mastite ambiental caracteriza-se por alta incidéncia de casos clinicos, ge-
ralmente, de curta duracdo e, frequentemente, com manifestagdo sistémica e com
maior frequéncia nos periodos imediatamente pré- e pés-parto, coincidindo com um
periodo de imunossupressao por qual passa o animal (Burvenich et al., 2003). No
entanto, observam-se infeccGes intramamarias (IMI) clonais persistentes (Dopfer et
al., 1999), com prevaléncia estimada entre 5 e 24 % de todos os casos de mastite
causada por E. coli (Dopfer et al., 1999; Bradley e Green, 2001). E um problema de
maior relevancia em rebanhos com baixa prevaléncia de patdgenos contagiosos e
em vacas com contagem de células somaticas menores que 150.000 células/mL,
sendo E. coli o agente mais importante e o mais frequentemente isolado nessa for-
ma da doenca (Bradley e Green, 2001; Oliver et al., 2011).

A preocupacao com a mastite se justifica no sentido que se estima perdas da
ordem de 35 bilhdes de ddélares anuais em todo o mundo (Huijps et al., 2009). Nos
rebanhos brasileiros a prevaléncia estimada € de 20 a 38 % desta enfermidade que
representa uma perda de producédo entre 12 a 15 %, sendo a causa de perda eco-
ndémica mais significativa no setor lacteo nacional. Devem ser contabilizados ainda
0s gastos com medicamentos, leite descartado, servi¢os veterinarios, descarte pre-
maturo e a diminuicdo do valor comercial dos animais (Santos e Fonseca, 2007).
Costa (1999) estimou que os prejuizos decorrentes da mastite nos rebanhos brasilei-
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ros eram da ordem de US$332/vaca/ano o que representa cerca de dois a trés bi-
lhdes de litros perdidos por ano. Mais especificamente, para a mastite clinica,
Hogeveen et al. (2011) relatam que as perdas mundiais variam de €61 a €97 por
vaca acometida por ano, entretanto, esses valores podem variar conforme o tipo de
exploracdo, ambiente e o tipo de manejo do rebanho. Steeneveld et al. (2011) en-
contraram custos variando de US$224 a US$275 por animal/ano acometido pela
mastite clinica em rebanhos holandeses. Além destas perdas, ha ainda um risco po-
tencial a saude publica, visto que, a disseminacdo dos patdgenos, via leite e deriva-
dos, embora rara na era da pasteurizagdo, continua a ser um risco, principalmente
em nichos de mercado de produtos lacteos ndo pasteurizados, comércio de leite in-
formal ou durante falhas no processo de pasteurizacdo (Altalhi e Hassan, 2009).
Além disso, ha uma preocupacédo crescente com 0 uso intensivo de antimicrobianos
no tratamento e controle da mastite, preocupacao esta devida ao aumento de linha-
gens bacterianas resistentes e a transferéncia de residuos antimicrobianos para a
cadeia alimentar (Andrews et al., 2008; Al-Hasan et al., 2009).

Estudo desenvolvido por Fernandes et al. (2011) no Laboratério de Doengas
Bacterianas (LDBAC), DVT/UFRV, investigou a presenca de fatores de viruléncia em
E. coli isolados de mastite bovina, caracterizando-os quanto a producéo de biofilme
e verotoxina, resisténcia a atividade litica do complemento sérico e a presenca dos
genes f5, f41, 17, f165, eae, sta, It1, It2, cnf, cldt, pap, afa, sfa, saa, ehly, hly, ipaH,
fimH, stb, cs31a, vt2, eastl, kps e iucD e avaliou a conex&o entre esses fatores e a
infeccdo utilizando ferramentas fenotipicas e genotipicas. Estes autores observaram
gue os isolados de E. coli sdo patdgenos oportunistas com diferentes fatores de viru-
|éncia indicando que ndo h& patotipos especificos causadores da mastite. Estudos
realizados por Kaipainen et al. (2002) e Bean et al. (2004) também obtiveram resul-
tados semelhantes.

E. coli € um patdgeno que apresenta uma grande variedade de linhagens e
fatores de viruléncia. Métodos de genotipagem rapidos e discriminativos tem sido
usados para determinar a relacédo clonal de isolados de surtos nosocomiais ou do-
meéstico (Rotariu et al., 2010; Nagano et al., 2012). Tornou-se uma técnica padrao
entre agéncias de saude publica devido a sua preciséo e reprodutibilidade entre dife-

rentes laboratorios (Gautom, 1997). E um importante instrumento para conhecer a



origem das bactérias associadas aos casos de mastite ambiental adquiridos pelos
rebanhos (Kanatani et al., 2012; Mezzatesta et al., 2012)

A grande diversidade genética desse micro-organismo esta associada a dife-
rentes mecanismos de adeséo e colonizacédo bacteriana (Croxen e Finlay, 2010). A
adeséo de micro-organismos as células hospedeiras € o primeiro passo na coloniza-
cdo da superficie do hospedeiro (Frost, 1975; Falkow, 1991; 1997; Finlay e Falkow,
1997). E. coli isolados de mastite sdo capazes de aderir a células epiteliais mama-
rias bovina em condi¢des in vitro, podendo alcancar o interior dessas células onde
podem escapar de mecanismos de defesa do hospedeiro e formar um reservatério
de infecgéo persistente (Dopfer et al., 2000). E possivel que, apds a adesio e inva-
sdo de células epiteliais mamarias, um reservatorio de bactérias seja formado no
Ubere. Este reservatério poderia ser a fonte de casos recorrentes de mastite clinica
durante infec¢des intramamarias (IMI) persistentes. Estudo realizado por Dogan et
al. (2006) avaliou amostras de bidpsia de uma vaca persistentemente Infectada por
E. coli através de hibridizac&o in situ fluorescente (FISH), revelando a presenca de
bactérias dentro de células epiteliais mamarias e ducto mamario, fornecendo suporte
a hipotese anteriormente levantada.

E. coli é capaz de produzir biofilmes, um importante mecanismo de protecéo e
resisténcia a antimicrobianos (Melchior et al., 2006; Hoiby et al., 2010) e sob deter-
minadas condi¢cdes sdo capazes de aderir e interagir com superficies vivas ou iner-
tes, iniciando a reproducéo celular (Burvenich et al., 2007). Essa multiplicagéo celu-
lar da origem a coldnias e, quando a massa celular é suficiente para agregar nutrien-
tes, residuos e outros micro-organismos, estabelece-se o biofiime (Fuquay, 2011).
Estes representam provavelmente os mais importantes mecanismos de colonizagao
e fixagcdo pelos micro-organismos na natureza (Costerton et al., 1999; Fuquay,
2011). Biofilme é uma comunidade estruturada de micro-organismos organizados
dentro de um complexo de estruturas e aderidos a uma superficie viva ou inerte
(Costerton et al., 1999). Constitui um modo de protecdo em ambientes de estresse e
possui papel importante na viruléncia do micro-organismo (Van Houdt e Michiels,
2005).

Os biofilmes permitem que as bactérias sejam capazes de aderir as superfi-
cies e ancorar em ambientes aquosos, de modo que as células adquirem vantagens

especificas ao invadir os tecidos, tais como a resisténcia ao stress causado por an-



timicrobianos e forcas de cisalhamento. Cada etapa na formacéo do biofilme requer
a reprogramacao da expressao génica, e esta reprogramacao ocorre em resposta as
mudancas ambientais (Vidal et al., 1998; Pruss et al., 2006).

Desde o inicio da ultima década, varios estudos vém sendo conduzidos no
sentido de avaliar e caracterizar os biofilmes produzidos por diversas espécies bac-
terianas (Melchior et al., 2006; Dyer et al., 2007; Fuquay, 2011). O metabolismo, os
fatores envolvidos na modulacdo, os genes responsaveis pelo desenvolvimento,
bem como o mecanismo responsavel pela comunicacdo (quorum sensing) entre cé-
lulas organizadas nos biofilmes tém sido, frequentemente, o alvo destes estudos
(Dyer et al., 2007; Fuquay, 2011). Sabe-se que a producédo de biofilmes esta relacio-
nada a inUmeros genes que, em resposta a estimulos externos, codificam diversas
estruturas, como proteinas e substancias poliméricas extracelulares (EPS), envolvi-
das no desenvolvimento e estabelecimento dos biofilmes (Domka et al., 2007; Dyer
et al., 2007; Flemming et al., 2007; Landini, 2009).

Mecanismos de sinalizacdo de célula para célula desempenham um papel
na organizacdo da comunidade microbiana. A regulacdo da expressao génica em
resposta a densidade de populacédo de células é chamada de quorum sensing e en-
volve a producdo de moléculas de sinalizacao extracelulares chamadas autoinduto-
res, responsaveis pela coordenacdo da expressao génica na populacédo (Schauder
et al., 2001). Em E. coli foi observado envolvimento de uma molécula semelhante ao
autoindutor-2 (Al-2) produzido por Vibrio harveyi, cuja sintase é expressa pelo gene
luxS, na formacéo de biofilme. Quando presente no meio extracelular em uma con-
centracdo limite € capaz de iniciar uma cascata de transducdes de sinais que culmi-
na com uma mudanca no comportamento da populacdo de células (Bassler, 1999;
de Kievit e Iglewski, 2000).

Diferentes estruturas desempenham papéis importantes durante a formacéo
de biofilme em diferentes fases na superficie bacteriana, por exemplo, os flagelos,
em que o componente principal é codificado pelo gene fliC (flagelina), sdo responsa-
veis pela motilidade, impulsionando as células em direcdo a superficie favoravel a
colonizacdo (Pruss et al., 2006). Além disso, os flagelos podem estar diretamente
relacionados com a fixacdo permitindo que as bactérias alcancem a superficie a ser
colonizada, facilitando a multiplicacdo e a disseminacdo (Pratt e Kolter, 1998). O

processo de ligacao irreversivel requer que as células percam os flagelos e desen-



volvam organelas adesivas como a fimbria curli ou outras adesinas para fixacdo a
superficie (Schembri et al., 2003). Pratt e Kolter (1998) observaram que mutantes de
E. coli K-12 com a auséncia ou a paralisacao de flagelos sdo severamente prejudi-
cados nos estagios iniciais da formacado do biofilme. Além disso, foi verificado que a
auséncia da fimbria tipo | resulta em praticamente nenhuma fixacdo a superficie a
ser colonizada, o que comprova sua importancia para a interacao inicial com super-
ficies abidticas. A fimbria do tipo I, cuja subunidade maior € expressa pelo gene fi-
mMA, é a adesina mais comum produzido por E. coli e medeia a adesédo a glicoprotei-
nas contendo manose encontradas nas superficies de muitas células eucarioticas
(Connell et al., 1996).

A fimbria curli, em que a subunidade principal é codificada pelo gene csgA,
desempenha um papel importante na adeséo de E. coli K-12 C600 quando em con-
tato com o hospedeiro (Gophna et al., 2002), interagindo especificamente com prote-
inas da matriz tais como fibronectina, laminina e plasminogénio para iniciar a adesao
e colonizacao (Olsen et al., 1989; Sjobring et al., 1994).

Até o presente momento, diversos estudos vém sendo realizados com o in-
tuito de descobrir os genes diferencialmente expressos durante a formacao de bio-
filme por E. coli através da técnica de microarrays de DNA (Schembri et al., 20083;
Beloin et al., 2004; Ren et al., 2004; Domka et al., 2007). No entanto, pouco se sabe
sobre a indug&o de biofilme por agentes antimicrobianos usados no tratamento de
doencas.

Assim, os biofilmes tém sido alvos de preocupacado nas areas de medicina e
odontologia, ocorrendo principalmente em razdo do sangue, linfa e outros fluidos
corpOreos representarem excelentes meios de cultivo para 0s micro-organismos.
Estima-se que biofilmes estejam envolvidos em 65% das infeccbes humanas de ori-
gem bacteriana (Nascimento et al., 2007). Os dispositivos médicos que apresentam
colonizacdo por biofilmes, como os cateteres, sdo 0s responsaveis diretos pelo fra-
casso de muitos dos tratamentos tradicionais (Sepandj et al.,, 2003; Soto et al.,
2007), em razéao dos micro-organismos aderidos apresentarem maior resisténcia aos
agentes antimicrobianos comumente usados na clinica médica (Smith e Hunter,
2008). Estudos in vitro demonstram que células bacterianas organizadas em biofil-
mes, sésseis, tornaram-se de 10 a 1000 vezes mais resistentes aos efeitos dos

agentes antimicrobianos quando comparadas com as células em livres dispersas no



meio, planctdnicas, dos mesmos isolados (Hoiby et al., 2010; Shafahi e Vafai, 2010;
Antunes et al., 2011). Estudo realizado por Costa (2011) no LDBAL/DVT/UFV verifi-
cou que as células sésseis de E. coli isolados de mastite foram até 2500 vezes mais
resistentes ao tratamento com antimicrobianos em relacdo as células plancténicas.
Dados epidemioldgicos sugerem que mais de 40 % dos casos de mastite foram re-
correntes apos o fim do tratamento (Hillerton e Berry, 2005).

O tratamento com antimicrobianos € somente capaz de eliminar células plan-
ctbnicas, deixando as formas sésseis vivas para propagacao quando o tratamento
cessar (Schwarz et al., 2001). Além disso, ha evidéncias que determinados antimi-
crobianos podem estimular a producdo de biofilmes pelos micro-organismos
(Melchior et al., 2006; Bradley e Green, 2009; Costa et al., 2012). Trés classes de
antimicrobianos, incluindo tetraciclinas, quinopristina-dalfopristina e eritromicina, es-
timulam a expressdo de genes ica envolvidos na producdo de biofilmes por Sta-
phylococcus epidermidis (Melchior et al., 2006; Oliveira et al., 2007). Chen et al.
(2010) observaram inducao dos genes acrA, agn43, csgA, csgD, ompF and pgaA,
envolvidos na resisténcia a antimicrobianos e na producgéo de biofilmes, em isolados
de E. coli obtidos de suinos sob diferentes concentracdes de aminoglicosideos. Em
estudo anterior, Hoffman et al. (2005) demonstraram que concentracdes subinibito-
rias de aminoglicosideos, como gentamicina, tobramicina e amicacina, induzem a
producédo de biofilmes em Pseudomonas aeruginosa e E. coli isoladas de pacientes
com fibrose cistica. Em trabalhos desenvolvidos por Costa (2011) e Costa et al.
(2012) no LDBAC, DVT/UFV, verificaram-se que concentracdes subnibitorias de
gentamicina (aminoglicosideo) e enrofloxacina (quinolona) os quais sao usados no
tratamento da mastite clinica induzem a formacédo de biofilmes por E. coli isolados
de mastite.

Tendo em vista implicacdes econdmicas na bovinocultura brasileira e mundial,
da representatividade que E. coli tem nos casos clinicos e do possivel envolvimento
dos biofilmes nos casos de mastite persistente e/ ou recorrente, o0 conhecimento dos
perfis de expressbes dos genes fliC, csgA, fimA e luxS, os quais sdo responsaveis
pela adesao inicial e pela motilidade das células bacterianas no estagio inicial da
formacdo do biofilme e a avaliagcdo da capacidade de adesé&o/invasao de E. coli as
células alveolares mamérias bovina (MAC-T) na presenca de antimicrobianos usa-

dos no tratamento da mastite, fornecera informacgdes para o delineamento de novos



tratamentos ou sinergismos com os tradicionais para obtencéo de resultados satisfa-

torios no controle da mastite.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os perfis de expressfdes dos genes luxS, fliC, csgA e fimA envolvidos

com a formacéao de biofilmes por E. coli produtores de biofilme isolados de leite mas-

titico na presenca de antimicrobianos utilizados no tratamento da mastite.

3.2 Objetivos especificos

Comparar o perfil genético de isolados de E. coli obtidos de leite mastitico
bovino através do gel de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE);
Avaliar a presenca dos genes fliC, csgA, fimA e luxS em 27 isolados de E.
coli produtores de biofilmes para selecdo de quatro isolados (dois fracos e
dois fortes produtores de biofilme);

Avaliar a concentracao inibitéria minima (MIC) dos antimicrobianos e verificar
a producdo de biofilme dos isolados selecionados quando submetidos a
antimicrobianos na concentracao de %2 MIC;

Determinar os perfis de expressdao dos genes fliC, csgA, fimA e luxS de
células de E. coli em meio bidtico e abidtico na presenca e auséncia de
diferentes antimicrobianos e comparar a influéncia dessas superficies;
Determinar a adesao/invasao de células de E. coli em cultivo de células MAC-

T na presenca de diferentes antimicrobianos;

4. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos nos laboratorios de Doencas Bacteria-

nas (LDBAC), Virologia Animal (LVA), Biologia Molecular (BIOMOL), pertencentes ao

Departamento de Veterinaria (DVT) e no Nucleo de Microscopia e Microanalises

(NMM), todos localizados no campus da Universidade Federal de Vigosa (UFV), Vi-

cosa, MG. Este projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso Animal da UFV
(C.E.U.A.) sob o protocolo 336/2011.



4.1 Gel de eletroforese em campo pulsado — PFGE

O perfil genético de 27 isolados de E. coli provenientes de amostras de leite
bovino com mastite clinica de sete fazendas leiteiras localizadas nas regides de Vi-
cosa e Juiz de Fora, no Estado de Minas Gerais, Brasil, classificados segundo a
producdo de biofilme (Fernandes et al., 2011), foi comparado através da técnica de
PFGE realizada de acordo com Moreira et al. (2009) e Chang e Chui (1998). Plugs
de DNA cromossomal foram preparados utilizando 102 células de E. coli e tratados
com 50 unidades de enzima de restricdo Xbal (Promega, Madison, Wisconsin, EUA).
O marcador Lambda (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA) foi utilizado como
padréo de peso molecular de 48,5- 1.018,5 kb. Os fragmentos foram separados utili-
zando o sistema CHEF-Dr Ill (BioRadLaboratories, Hercules, CA, EUA) durante 17 h,
a 12°C com um pulso inicial de 2 s, e um pulso final de 20 s; angulo 120°C; a 6 VI/s.
Apés a separacéo, o gel foi corado com GelRed™ NucleicAcidStain (1X) durante 1 h
e fotografado em sistema captura de imagem L-PIX HE (Loccus Biotecnologia, Co-
tia, SP, Brasil).

Os pulsetypes foram comparados dentro do software BioNumerics ( versao
6.6, AppliedMaths NV, Sint-Martens-Latem, Bélgica), utilizando o coeficiente de Dice
com tolerancia 5 % e algoritmo de média aritimética de grupo pareado ndo pondera-
do (UPGMA). Os isolados que apresentaram similaridade > 90 % foram considera-

dos grupos homogéneos.

4.2 Reacéo da polimerase em cadeia (PCR)

Foi avaliada a presencga dos genes luxS, fliC, csgA e fimA nos 27 isolados de
E. coli, para selecionar quatro isolados, dois fracos produtores de biofilme (FPB),
isolados 5 e 30, e dois fortes produtores de biofilme (GBP), isolados 51 e 53, que
continham os quatro genes. As reagfes de PCR de colonia foram realizadas
utilizando o reagente PCR Master Mix (Promega BioSystems, Inc., Seoul, Coréia do
Sul). Os oligonucleotideos estdo descritos no quadro 1. Uma reagédo contendo 25 pL
foi constituida de 12,5 pL PCR Master Mix (2X), 1 uL (10 mM) de oligonucleotideo
forward, 1 pL (10 mM) oligonucleotideo reverse, trés a quatro coldénias da bactéria e
10,5 pL de nuclease-free water (Promega BioSystems, Inc., Seoul, Coréia do Sul). O
ciclo do PCR foi conduzido a 94°C por 4 min, depois 30 ciclos a 94°C por 30 segq,
60°C por 30 seg e 72°C por 30 seg seguido pela etapa final de extensao a 72°C por
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4 min e foi conduzido utilizando o termociclador 96 x 0,2 mL, com gradiente (Axygen
Scientific, Union City, CA, E.U.A.). Foi utilizada E. coli K-12 como controle positivo e
nuclease-free water como controle negativo. Foi realizado o sequenciamento no
Laboratério de Genbmica localizado no Instituto de Biotecnologia Aplicado a
Agropecuaria (BIOAGRO)/UFV de dois isolados para a confirmagdo dos amplicons
obtidos.

Os amplicons foram visualizado por eletroforese em gel de agarose 1 %
(Invitrogen, Grand Island, NY, E.U.A.) em tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) corado
com 1 pL GelRed™ Nucleic Acid Stain (6X) (Biotiuminc, Hayward, CA, EUA) para
cada 5 pL DNA utilizando-se radiacdo UV em sistema captura de imagem L-PIX HE.

4.2.1 Oligonucleotideos

Os oligonucleotideos especificos para cada gene, incluindo o controle end6-
geno gapA (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase), foram desenhados utilizando a
ferramenta Primer-BLAST, disponivel no endereco

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cqgi?LINK LOC=BlastHome ,

utilizando as sequéncias de referéncias de E. coli depositadas no GenBank para ca-
da gene como mostrado no quadro 1. Os oligonucleotideos foram sintetizados pela
Integrated DNA Technologies, Inc. (Coralville, lowa, E.U.A).

Quadro 1 — Genes, oligonucleotideos e tamanho dos amplicons utilizados para
reacao de PCR convencional e PCR em tempo real quantitativa.

Gene Oligonucleotideos Tamanho do amplicon (pb)
lUXS F.:.5 ATGAGCAGCGTGTTGCTGATGC 3’ 122
R.: 5 CAACGAGTGCATCTGGTAAGTGC 3’
flic F.. 5 ATTAACAGCGCGAAGGATGACG ¥ 180
R.: 5 TACCGTCAGTTCACGCACACG 3’
csgA F.: 5 GATCTGACCCAACGTGGCTTCG & 178
R.: 5 GATGAGCGGTCGCGTTGTTACC 3
fimA F.: 5 CTCTGGCAATCGTTGTTCTGTCG ¥ 119
R.: 5 GCAAGCGGCGTTAACAACTTCC &
gapA* F.. 5GATTACATGGCATACCTG3’ 244
R.: 5CAGACGAACGTTCAGGTCAA3’

luxS: Gene da sintase do autoindutor 2; fliC: gene da flagelina; csgA: Gene da subunidade
maior da fimbria curli; fimA: Gene da subunidade maior da fimbria do tipo I; gapA: Gene da
enzima gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase; * Controle endégeno da PCR em tempo
real quantitativa.
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4.3 Meios de cultura e condi¢cbes para estocagem

Selecionados aleatoriamente os quatro isolados contendo os genes luxs, fliC,
csgA e fimA , esses foram armazenados em microtubos contendo caldo Brain Heart
Infusion (BHI, Oxoid, Powai, Mumbai, india) acrescido de 20 % de glicerol e estoca-
dos a -80°C.

Como ponto de partida para a execucao das diversas etapas do experimento,
tomou-se como base a concentragdo de 1,0x10° UFC/mL das culturas de E. coli.
Para isso, colonias de cada isolado foram transferidas para tubos de ensaio conten-
do caldo BHI pré-aquecido a 37°C e agitados a 2000 rpm até atingir o valor de 0,3 de
absorvancia®, determinada por meio de espectrometria (Bio-tech ELx800, Winooski,
E.U.A.) em comprimento de onda de 550 nm. A partir dessa concentracdo, quando
necessario, diluicdes subsequentes foram realizadas a fim de se atingir a concentra-

céo adequada para a realizacdo de cada uma das etapas do experimento.
4.4 Preparo dos antimicrobianos

Previamente foram preparadas solucbes estoques, na concentracdo de 50
mg/mL, dos seguintes antimicrobianos: ampicilina, cotrimoxazol, enrofloxacina e
gentamicina obtidos em farmécia de manipulacdo (Formullarium Farmécia de
Manipulacdo) e empregados no tratamento da mastite clinica. Estas solu¢des foram
novamente diluidas, de forma seriada (sem base definida), em agua destilada para
as diferentes concentragdes utilizadas, filtradas em membrana com poro de 0,22 um
de diametro (Schleicher & Schuell BioScience GmbH, Dassel, Alemanha),
aliguotadas e armazenados a temperatura de -20°C até o momento das analises,

respeitados os periodos de viabilidade destas drogas.
4.5 Concentragéo inibitéria minima - MIC

Os quatro isolados foram submetidos ao teste de sensibilidade a
antimicrobianos entre as faixas de 1 a 10 pg/mL, 0,1 a 1 pg/mL e 0,01 a 0,10 pg/mL,
guando necessario, para a obtencdo da MIC conforme Moreira et al. (2005) com
modificacdes. Para isso, 190 uL de cultura de cada isolado, diluida a 6,6x10°

UFC/mL, foram adicionadas aos orificios de placas de microtitulacdo de 96 orificios

' 0.3 de absorvancia corresponde a uma concentracéo de 1,0x10® UFC/mL de Escherichia coli
neste experimento.

11



(Nunc-Immuno Plates, Rochester, NY, E.U.A.), juntamente com 60 ul das solugbes
dos antimicrobianos, em diferentes concentragdes. O caldo BHI no volume de 190
uL acrescido de 60 uL das solugbes antimicrobianas nas diferentes concentragbes
foi usado como controle negativo. Para o controle positivo, utilizou-se 190 ul das
culturas diluidas juntamente com 60 uL de agua destilada autoclavada.

O crescimento dos isolados foi acompanhado em um aparelho leitor de ELISA
(Titertek multiskan® Plus-MKIl, Flow Laboratories, Inc., McLean, VA, E.U.A.) com
comprimento de onda (A) de 550 nm em intervalos de tempo de uma em uma hora
até a estabilizacéo dos valores. A curva de crescimento foi construida com a média
estabelecida das triplicatas e plotada em programa Excel 2010 (Microsoft
Corporation, Redmond, Washington, E.U.A.). A MIC foi definida como a menor
concentracdo do antimicrobiano que impediu o crescimento bacteriano até duas
horas apdés o tempo correspondente ao inicio da fase estacionaria do controle

positivo. Todos os procedimentos foram realizados em triplicata.
4.6 Producéao de biofilmes na presenca de antimicrobianos
4.6.1 Avaliacdo quantitativa - Espectrofotometria

Para a execucédo deste experimento foi utilizada a concentracdo subinibitéria
igual a ¥2 MIC de cada antimicrobiano. Estudos mostram que antimicrobianos
presentes em concentragdes sub-MIC, podem induzir significativamente a formacao
de biofilme em diversas espécies bacterianas in vitro (Hoffman et al., 2005; Kaplan
et al., 2011; Dong et al.,, 2012). Além disso, ha o fato de que as bactérias séo
expostas a concentragcdes sub-MIC dos antimicrobianos durante o inicio e o final de
um regime de dosagem (entre as doses) ou de forma continua durante a terapia de
baixa dose (Odenholt, 2001).

O procedimento foi realizado segundo a metodologia de Stepanovic et al.
(2000) com modificagcdes. Um volume de 190 pl de cultura diluida em meio BHI a
6,6x10° UFC/ml de cada isolado juntamente com 60 pl de solucdo de cada
antimicrobiano foi adicionado aos orificios de placas de microtitulacdo de 96 orificios.
Para o controle positivo, empregou-se 190 pl de cultura adicionada de 60 ul de agua
destilada autoclavada e para o controle negativo, foi utilizado 190 pl de caldo BHI
adicionado de 60 pl de solugdo antimicrobiana. As placas foram incubadas a 37°C

por 24 h e a quantificacdo da producdo dos biofilmes foi analisada pela medida de
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absorvancia. Os orificios da placa foram lavados trés vezes com agua destilada
autoclavada e secos a temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 250 pl
de metanol (Labsynth, Diadema, S&do Paulo, Brasil) e permaneceram durante 15
min. Apos secagem, os orificios foram corados com cristal violeta (Reagen, Rio de
Janeiro, Brasil) por 10 min e lavados com 4gua destilada autoclavada, e novamente,
secos a temperatura ambiente. Finalmente foram acrescidos 250 ul de acido acético
glacial 33 % (Chemco, Campinas, Brasil) por orificio.

A formacdo do biofilme foi medida por absorvancia, em um aparelho leitor de
ELISA, com comprimento de onda (A) de 550 nm. A formag&o de biofilme foi
avaliado comparando-se a densidade Optica do tratamento com o controle (sem
antimicrobiano). O orificio contendo apenas BHI foi usado como controle negativo.

Todos os procedimentos foram realizados em triplicata.
4.6.2 Avaliacdo qualitativa - Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A metodologia utilizada foi adaptada a partir de Abdi-Ali et al. (2006). Foram
preparados cupons de poliestireno medindo 5x5 mm, simulando a superficie das
placas de microtitulacdo utilizadas. Os cupons, anteriormente as analises, foram hi-
gienizados da seguinte maneira: imersdo em solucdo de hipoclorito de sédio a 2 %
durante 30 min; lavagem em agua destilada autoclavada; imersdo em alcool 70 %;
lavagem em agua destilada autoclavada. Apés higienizacdo, foram secos por 5 min
e expostos a radiacao ultravioleta (UV) por 20 min em cabine de fluxo laminar.

A MEYV foi executada para dois isolados escolhidos aleatoriamente (um FPB e
um GPB) cultivados em caldo BHI contendo o antimicrobiano indutor da formacéo de
biofilme, de acordo com os resultados do item 4.6.1. Como controle utilizou-se a cul-
tura do micro-organismo em caldo BHI sem adi¢cdo de antimicrobiano. Os cupons
foram colocados em placas de poliestireno de 24 orificios contendo 920 uL de cultu-
ra de cada isolado, diluida a 5,4x10°> UFC/mL adicionados aos orificios das placas
para obtencdo de uma concentracdo final de 5,0x10° UFC/mL, juntamente com 80
pL das solugbes dos antimicrobianos, para obtencdo de uma concentragao final igual
a ¥2 MIC. As placas foram incubadas a 37°C por 24 h e, apés a incubacéo, os cu-
pons foram fixados em glutaraldeido 2,5 % em tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,2 por um
periodo de 2 h em temperatura ambiente.

Apés a fixacdo, os cupons foram tratados com tetroxido de 6smio a 1 % (Sig-
ma-Aldrich, St. Louis MO, E.U.A.) por uma hora a temperatura ambiente, seguidos
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de desidratacdo em alcool 30, 50, 70, 80, 95 e 100 % por 10 min, sendo a ultima
etapa repedida trés vezes, secagem em ponto critico (Balzers CPD 030, Bal-Tec
A.G., Balzers, Liechtenstein), montagem em suporte de aluminio e cobertura com
ouro em “sputter coater” (Balzers SCA 010, Bal-Tec A.G., Balzers, Liechtenstein). Na
sequéncia, o material foi analisado em microscépio eletrénico de varredura (1430VP,
LEO Electron Microscopy Ltd., Cambridge, Reino Unido) em diferentes magnitudes

de aumento.

4.7 Perfis de expressdes dos genes luxS, fliC, csgA, fimA e gapA em

superficie abidtica
4.7.1 Inoculacdo em superficie abibtica

Placas de poliestireno de 24 orificios foram utilizadas para inoculacédo de E.
coli. Para isso, 920 uL de cultura de cada isolado, diluida a 5,4x10°> UFC/mL, foram
adicionados aos orificios das placas para obtencdo de uma concentracao final de
5,0x10°> UFC/mL, juntamente com 80uL das solu¢bes dos antimicrobianos para
obtencdo de uma concentracao final igual a %2 MIC. O caldo BHI no volume de 920
pL acrescido de 80puL das solugbes antimicrobianas nas diferentes concentragdes foi
usado como controle negativo. Para o controle positivo, utilizou-se 920 pyL das
culturas diluidas a 5,4x10°> UFC/mL, juntamente com 80 pL de Agua destilada
autoclavada. Todos os procedimentos foram realizados em triplicata. As amostras
incubadas a 37°C por 24 h conforme Costa et al. (2012). Amostras do sobrenadante
foram colhidas nos tempos 0, 6, 12 e 24 h e das células aderidas no tempo 24 h

para serem processadas para gRT-PCR, conforme descrito no item 4.7.2.
4.7.2 PCR em tempo real quantitativa (QRT-PCR)
Preparacao das amostras para qRT-PCR

Para realizacdo da qRT-PCR, tanto as células bacterianas presentes no so-
brenadante, quanto as aderidas/invadidas foram submetidas a extracdo de RNA
apos o tempo de incubacéo.

Os sobrenadantes foram coletados utilizando micropipeta e transferidos para
microtubos de 1,5 mL. Tanto a camada de células bacterianas aderidas na superficie
de poliestireno como as células bacterianas aderidas/invadidas a camada de células

MAC-T foram lavadas trés vezes com PBS para remocédo das células ndo aderidas
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(Dopfer et al., 2000). Em seguida foram submetidas ao processo de extragdo de
RNA.

Extracdo de RNA

O RNA total foi obtido utilizando solu¢céo de TRIzol (Invitrogen, Grand Island,
NY, E.U.A.), conforme as recomendacdes do fabricante. As células coletadas do so-
brenadante foram centrifugadas a 13.000 x g por 2 min e o sobrenadante foi descar-
tado. Ao precipitado, as células bacterianas aderidas e as células bacterianas aderi-
das/invadidas a camada de células MAC-T foram adicionados 750 uL do reagente
TRIzol, que foi homogeneizado e incubado por 5min a temperatura ambiente. Foi
adicionado 0,2 mL de cloroférmio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, E.U.A.) e o tubo foi
homogeneizado vigorosamente por 15 seg, e incubado a temperatura ambiente por
3 min. O tubo foi centrifugado a 12.000 x g por 15 min a 4°C e apdés a centrifugacao,
a mistura ficou separada em trés partes: no fundo do tubo uma fase avermelhada
(fenol+cloroférmio), uma interfase, e uma fase aquosa superior, onde estava contido
o RNA. A fase aquosa foi transferida para um novo microtubo e onde foram adicio-
nados 380 uL de alcool isopropilico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, E.U.A)), sendo a
proporcao de meio mililitro para cada mililitro de TRIzol utilizado. O tubo foi incubado
a temperatura ambiente por 10 min e centrifugado a 12.000 x g por 10 min a 4°C. O
RNA precipitado formou um pellet em forma de gel no fundo e nas paredes do tubo.
O sobrenadante foi removido e o pellet foi lavado uma vez com etanol 75° (Sigma-
Aldrich, St. Louis MO, E.U.A.) a 4°C, sendo a proporgdo de um mililitro por mililitro
de TRIzol utilizado. O tubo foi misturado e centrifugado a 7500 x g por 5 min a 4°C.
No fim do procedimento o pellet foi secado a temperatura ambiente por 5 min. Por
fim, o RNA foi dissolvido em 20 uL de agua tratada com DEPC-treated Water (Invi-
trogen, Grand Island, NY, E.U.A.) passando a solucéo pela ponteira algumas vezes
e incubado por 10 min a 37°C. O RNA eluido foi tratado com DNase (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, E.U.A.) a 37°C por 10 min e foi realizado uma analise de PCR con-
vencional e RT-PCR utilizando os primers especificos (Quadro 1). A falta de um pro-
duto de PCR na amostra tratada com DNase foi utilizada como um critério para indi-
car que os produtos amplificados no ensaio subsequentes nao foram derivados de
tracos de DNA gendmico. Uma reacdo paralela, que incluiu DNA genémico de E. coli
foi executada como um controle positivo para a reagcao de PCR. Este material foi
mantido a -80°C até o momento da transcricao.
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Quantificacdo de RNA

Na sequéncia foi realizado a quantificacdo do RNA total pela medida de ab-
sorvancia utilizando o espectrofotometro NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific,
Inc., Waltham, MA, E.U.A.) segundo as instru¢des do fabricante. A integridade do
RNA foi confirmada com a visualizacao dos fragmentos em gel de agarose a 1 % em
tampéo Tris-Borato-EDTA (TBE).

Sintese de cDNA

ApoOs a constatacdo da qualidade e pureza do RNA, a transcricdo reversa do
RNA para cDNA foi feita com a enzima Moloney Murine Leukemia Virus Reverse
Transcriptase (M-MLV RT) (Invitrogen, Grand Island, NY, E.U.A.), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Em microtubos estéreis de 0,2 mL foi adicionado 300
ng de RNA total, 100 ng (0,5 pL) de primer randémico hexamer (Fermentas Inc.,
Maryland, E.U.A.), 1 pL da mistura de desoxirribonucleotideos (10 mM) (dATP, dTTP
dCTP, dGTP) (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, E.U.A.) a 10 mM e 10,5
uL de nuclease-free water, a mistura foi incubada a 65°C por 5 min e em seguida, foi
submetida ao frio por um minuto. Em seguida foram adicionados 4 pL de 5X First-
Strand Buffer (Invitrogen, Washington, DC, E.U.A.), 2 pL de DTT (0,1 M) (Invitrogen,
Grand Island, NY, E.U.A.), 40 unidades (1 pL) RNaseOUT® (Invitrogen, Grand Is-
land, NY, E.U.A.) e as amostras foram incubadas a 37°C por 2 min. Posteriormente,
foram adicionadas 200 unidades (1pL) da enzima M-MLV Reverse Transcriptase
(Invitrogen, Grand Island, NY, E.U.A.) e as amostras foram incubadas a 25°C por 10
min, 37°C por 50 min e em seguida, para uma reacao de inativacdo, a 70°C por 15

min. As amostra de cDNA foram armazenadas em freezer -20°C.
Reacgédo de PCR em tempo real

As reac0Oes foram realizadas em placas com 48 micros compartimentos indivi-
duais em quadruplicatas, no equipamento Eco™ Real-Time PCR System (Illlumina
Inc., San Diego, CA, E.U.A.) e foi utilizado o kit Maxima® SYBR® Green/ROX gPCR
Master Mix (Fermentas Inc., Maryland, E.U.A.) segundo o manual de instru¢cdo do
fabricante.

Para cada reacdo da PCR em tempo real foram utilizados 10 uL de MIX (2X);
1 pL de cada oligonucleotideo na concentracao final de 100 nM; 7 yuL de agua nu-
clease-free, 1 uL de cDNA na concentracédo de, aproximadamente, 15 ng/uL, totali-
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zando 20 uL por reacdo. O sistema de PCR em tempo real foi programado da se-
guinte forma: incubacgéo por 2 min a 50°C, seguida de ativacdo da polimerase por 10
min a 95°C. ApoOs este pré-tratamento, as amostras foram submetidas a 40 ciclos
nas seguintes condicdes: 95°C por 30 seg, 60°C por um minuto. Ao final, uma etapa
adicional de dissociacéo foi realizada (95°C por 15 seg, 55°C por 15 seg e 95°C por
15 seg) para a geracao da curva de melting. A analise desta curva permitiu verificar
a especificidade da reacao, ou seja, se ndo havia a presenca de bandas inespecifi-
cas e/ou dimero de oligonucleotideos. PCR em tempo real foi realizado simultanea-
mente para os genes alvos e para o controle endégeno (gliceraldeido 3-fosfato desi-
drogenase). Os resultados dos valores médios do Cts foram utilizados para calcular
a expressao génica relativa dos genes alvos através do método comparativo utili-

zando a férmula 222! (Livak e Schmittgen, 2001).
Analise estatistica

Os resultados da reacdo de PCR em tempo real foram analisados no software
GraphPad Prism® 5 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, E.U.A.). Os dados das
amostras de um planejamento de um experimento fatorial no delineamento experi-
mental inteiramente casualizado, onde a variavel resposta é quantitativa, foi utilizada
a analise de variancia (two-way ANOVA) para verificacdo da significancia estatistica
dos fatores (antimicrobiano, tempo). Para comparacédo multipla de médias foi utiliza-

do o teste de Bonferroni. O nivel de significancia adotado foi de 5 % (P=0,05).
4.8 Ensaio de adesdo/invasao de E. coli em cultivo de células MAC-T
4.8.1 Cultivo das células MAC-T

A linhagem de células alveolares mamarias bovina (MAC-T) doadas
gentilmente pelo Dr. Yung-Fu Chang, do Colégio de Medicina Veterindria da
Universidade de Cornell, Ithaca, NY, E.U.A., foi cultivada em frasco de cultura de 25
cm? (Corning Incorporated - Life Sciences, Big Flats, NY, E.U.A.) em meio de
manutencdo (Huynh et al.,, 1991). Este constituido de meio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) (Gibco-BRL, Grand Island, NY, E.U.A.) suplementado com 10 %
de soro fetal bovino (FBS) (Cultilab, Campinas, SP, Brasil), penicilina (100 pg/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL). As células foram incubadas a 37°C com 5 % de CO; e

95 % de O, por 24 h. O crescimento das células foi visualizado e acompanhado em
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um microscopio invertido Olympus 1X70 (Olympus Corporation, Shinjuku, Tokyo,
Japao).

4.8.2 Quantificacdo das células de E. coli

Para quantificar o total de bactérias intracelulares e aderidas a superficie das
células MAC-T, foi utilizado a metodologia adotada por Almeida et al. (1996) e Do-
pfer (2000) com algumas modificacBes. Na fase estacionaria, previamente detecta-
da, as bactérias foram centrifugadas, lavadas duas vezes com um mililitro de tampé&o
fosfato salina (PBS) (Laborclin - Produtos Para Laboratérios Ltda, Parana, Brasil),
pH 7,4, e o pellet foi ressuspenso em PBS. As monocamadas confluentes de células
MAC-T (3x10° células) obtidas em placas de 24 orificios foram lavadas trés vezes
com PBS e infectadas com uma multiplicidade de infeccdo (MOI), a proporcdo de
bactérias em relacdo ao numero de células, de 100. As amostras foram incubadas
em DMEM suplementado com 10 % de FBS com a adi¢cdo de antimicrobianos, para
obtencdo de uma concentracgao final igual a %2 MIC, a 37°C com 5 % de CO, e 95 %
de O,. Foi realizado teste de citotoxicidade dos antimicrobianos a concentracdo de
10 pg/mL sobre as células MAC-T. Em placas de 24 orificios com as monocamadas
confluentes de células MAC-T (3x10° células) formadas, foram incubadas a 37°C
com 5 % de CO;, e 95 % de O, em DMEM suplementado com 10 % de FBS com a
adicdo de antimicrobianos. A determinacdo da citotoxicidade foi avaliada de forma
qualitativa através do exame microscoépico das células para verificacdo de mudancas
na morfologia geral, vacuolizag&o, destacamento, lise celular ou de membrana.

Apés uma hora de incubacéo as células foram lavadas trés vezes com PBS e
tratadas com 1 mL/orificio de tampé&o de lise contendo 0,25 % de tripsina (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, E.U.A.)) e 0,25 % de Triton X-100 (Amersham, Arlington
Heights, IL, E.U.A.) em PBS durante 10 min. Os lisados de células MAC-T foram di-
luidos em série e plaqueados em agar BHI, e as colbnias foram enumeradas apés
incubacédo durante 24 h. A adesao/invasao foi expressa em UFC/ml recuperadas por
orificio da placa de cultivo. Cada ensaio foi realizado em triplicata.

Foi utilizado como controle placas de 24 orificios com células MAC-T incuba-

das juntamente com as bactérias sem antimicrobianos.
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4.8.3 Coloracéao diferencial das bactérias

Foi realizado o mesmo procedimento de infec¢éo descrito no item 4.8.2. Apés
uma hora de incubacéo, as células foram lavadas trés vezes com PBS e incubadas
com PBS adicionado 10 % de FBS por 5 min para bloqueio de ligacdes nao especifi-
cas. Apés incubacgdo, as células foram fixadas com formaldeido 3,7 % (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, E.U.A.) durante 15 min. A coloracdo por imunofluorescéncia
das bactérias foi realizada como descrito por Ramarao et al. (2000) e Dogan et al.
(2006) com modificacbes. As células foram tratadas com anticorpo policlonal de coe-
lho anti-E. coli (B65001R, Biodesign, Saco, ME, E.U.A.) diluido 1:50 em PBS com
FBS 10 % (anticorpo primario) por 30 min a temperatura ambiente. Logo apos, as
células foram lavadas trés vezes com PBS. As bactérias extracelulares foram cora-
das com isotiocianato de fluoresceina (FITC)-conjugado com anticorpo de cabra an-
ti-lgG de coelho (FO0382, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, E.U.A.) diluido 1:100 em PBS
com FBS 10 % (anticorpo secundario) e incubadas por 30min no escuro. Logo apos,
as células foram lavadas trés vezes com PBS. As células foram tratadas com PBS
contendo 0,1 % de Triton X-100 (Amersham, Arlington Heights, IL, E.U.A.) por 15
min para permeabilizacdo das células MAC-T. Foram realizadas mais trés lavagens
com PBS e, em seguida, foi realizado novo bloqueio utilizando PBS com FBS 10%
por 5 min. As bactérias intracelulares foram tratadas com anticorpo policlonal de
coelho anti-E. coli (B65001R, Biodesign, Saco, ME, E.U.A.) diluido 1:50 em PBS
com FBS 10 % (anticorpo primério) por 30min a temperatura ambiente. Logo apés,
as células foram lavadas trés vezes com PBS. As células foram coradas com isotio-
cianato de tetrametilrodamina (TRITC)-conjugado com anticorpo de cabra anti-IgG
de coelho (T677, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, E.U.A)) diluido 1:50 em PBS com
FBS 10 % (anticorpo secundario) por 30min. Logo apds, as células foram lavadas
trés vezes com PBS.

Apbs a coloracéo, as laminulas foram fixadas em lamina de vidro com esmal-
te. As células foram visualizadas em um microscépio confocal de varredura a Laser
(LSM510 META, Carl Zeiss Inc., Thornwood, NY, E.U.A.).

4.9 Perfis de expressdes dos genes luxS, fliC, csgA, fimA e gapA em

cultivo celular

As células MAC-T foram cultivadas em placa para cultura de células de 24 ori-

ficios em meio de manutencao e visualizadas em um microscépio invertido Olympus
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IX70. A camada celular foi lavada trés vezes com um mililitro de PBS para remocao
das células nao aderidas a superficie da placa de cultivo. Uma MOI igual a 100 UFC
em suspensdo em DMEM do indculo foi adicionada sobre a superficie da camada
celular pré-formada. As amostras foram incubadas em DMEM suplementado com 10
% de FBS com a adicdo de antimicrobianos, para obtencdo de uma concentracéo
final de %2 MIC, a 37°C com 5 % de CO; e 95 % de O,. Amostras das células aderi-
das foram colhidas nos tempos 0 h, 30 min, 1 h e 2 h e processadas para gRT-PCR,

conforme descrito no item 4.6.2.
4.10 Analise estatistica

Para avaliar se os dados obtidos no trabalho seguem a distribuicdo normal,
empregou-se o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Foi realizado teste de
Kruskal-Wallis para identificar possiveis diferencas entre o numero de UFC/mL obti-
das do ensaio de adesé&o/invasdo dos diferentes antimicrobianos testados. Posteri-
ormente, empregou-se o teste de Dunn's para localizar as diferencas entre os gru-
pos. Foi realizado, separadamente, o teste de Mann—Whitney para identificar possi-
veis diferencas entre o numero de UFC/mL obtidas do ensaio de adesao/invaséo
entre os fracos e fortes produtores de biofilme.

Foi realizada uma analise de variancia de um fator (one-way ANOVA) para
identificar possiveis diferencas entre a producéo de biofilmes pelos isolados subme-
tidos as diferentes concentragdes de antimicrobianos. Posteriormente, os dados fo-
ram submetidos ao teste de Tukey, necessario para localizar as diferencas entre o0s
grupos.

Os testes foram realizados em trés repeticdes e o nivel de significancia ado-
tado foi de 5 % (P=0,05). Para a realizacdo dos referidos testes estatisticos foi em-
pregado o software GraphPad Prism® 5.

A comparacdo da influéncia da superficie de interface do poliestireno e da
camada celular MAC-T foi realizada por meio de estatistica descritiva, avaliando-se
através das médias de expressao obtidas os efeitos causados por essas superficies
aos perfis de expressdo dos genes luxS, fliC, csgA e fimA em E. coli produtores de

biofilme isolados de leite bovino com mastite.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

E. coli é um patégeno que apresenta um grande namero de linhagens e di-
versos fatores de viruléncia associados. A digestdo enzimatica forneceu fragmentos
qgue variaram de 50,5 kb a 485 kb (Figura 1). Dois isolados, 1 e 5, de E. coli foram
excluidos do ensaio pois nao foi possivel observar a formacao de bandas, o que po-
deria ter sido causado pela presenca de capsula, dificultando a acdo da enzima de
restricdo. Com base nos padrbes da PFGE, observou-se grande heterogeneidade
entre os isolados obtidos de leite oriundos de animais com mastite clinica. Foram
identificados nove (I a IX) grupos filogenéticos diferentes com similaridade >90%.
Srinivasan et al. (2007) identificaram 85 padrdes genéticos diferentes a partir de 135
isolados de E. coli obtidos de leite mastitico de rebanhos da raca holandesa do es-
tado de Nova York, USA. Dopfer et al. (1999) relataram que 63% dos E. coli isolados
de mastite também apresentaram diferentes genaotipos.

Os resultados mostraram que os isolados de E. coli estudados obtidos de leite
bovino mastitico sdo geneticamente diferentes quanto submetidas a PFGE/Xbal,
indicando possivelmente diferentes origens geograficas. Apenas em dois grupos, Il
e VI, foram observados agrupamentos de isolados FPB e moderados produtores de
biofilmes (MPB), respectivamente (Figura 1). Os demais grupos apresentaram diver-
sidade em relacéo a producéo de biofilmes e aos genes de viruléncia associados. E.
coli 21 (MPB) apresentou maior distancia em relagdo aos demais, portanto foi agru-
pado separadamente, obtendo um coeficiente de similaridade menor que 72%, por-
tanto, néo foi epidemiologicamente relacionado aos outros isolados, 0 que sugere
gue este isolado origina-se de uma fonte diferente dos demais. Estes resultados fo-
ram publicados na revista Canadian Journal Of Microbiology sob o titulo “Clonal rela-
tionship of Escherichia coli biofilm producers isolates obtained from mastitic milk”
(Apéndice A).

A presenca dos genes luxS, codificador da enzima sintase do autoindutor-2,
fimA, codificador da subunidade maior da fimbria do tipo I, e csgA, codificador da

subunidade maior da fimbria curli, foi observada em todos os 27 isolados analisados.
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Figura 1. Agrupamento filogenético de 27 isolados de E. coli obtidos de leite mastitico utilizando o padrdo de bandas gerado
pelo PFGE pela digestédo com a enzima Xbal e resultado da PCR dos genes de viruléncia relacionados ao biofilme. Os iso-
lados utilizados nos experimentos estao indicados com uma seta vermelha. GPB: Forte produtor de biofilme; MPB: Modera-

do produtor de biofilme; FPB: Fraco produtor de biofilme.
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O gene fliC, codificador da flagelina, foi encontrado em 16 isolados. Embora os pro-
dutos destes genes estejam ligados ao desenvolvimento de biofilmes, verificou-se
neste estudo que a presenca destes nao esta relacionada com a capacidade de pro-
ducao de biofilme. Isso sugere que outros fatores e/ou eventos podem estar ligados
a producéo de biofilmes, como sinais ambientais e/ou genes responsaveis pela regu-
lacdo da expressédo ao nivel molecular desses genes (O'Toole et al., 2000; Sharma
et al., 2010). Além disso, mutacbes também podem estar envolvidas. Roe et al.
(2001) observaram em E. coli produtoras de verotoxinas (VTEC) 0157 uma delecédo
16 pb na regidao de regulagéo génica do gene fimA a qual impossibilitava a expres-
sao desse gene.

A importancia desses genes no processo de formacao de biofilme foi estuda-
da por muitos pesquisadores. Surette et al. (1999) identificaram a presenca do gene
luxS em Vibrio harveyi, E. coli e Salmonella typhimurium, sendo altamente conser-
vada entre essas espécies. Ha evidéncias de que o produto da catalise enziméatica
desse gene, o Al-2, esta envolvido com a producéo de biofilme. Este fato foi obser-
vado por Gonzalez Barrios et al. (2006) em que a adi¢do do Al-2 ao meio de cresci-
mento levou a um aumento de 30 vezes na biomassa de biofilme de E. coli K-12
MG1655, indicando que essa molécula é capaz de induzir a producdo de biofilme.
As fimbrias de tipo | sdo encontradas em cerca de 70% das linhagens de E. coli
(Drskov et al., 1982), no entanto, foi verificado a presenca do gene fimA em todos
isolados pesquisados neste estudo. Pratt e Kolter (1998) verificaram que a fimbria
do tipo | e flagelos sé&o importantes para o processo inicial de formacédo de biofilme,
uma vez que a auséncia de uma dessas estruturas leva a uma grande perda na ca-
pacidade de formacao de biofilme. Neste estudo, apenas 16 isolados apresentaram
o gene fliC, sendo observado 3/5 GPB, 5/11 MPB e 8/11 FPB. Essa distribuicdo su-
gere que a presenca do flagelo ndo seria um fator essencial a formacéo de biofilme,
mas uma combinacédo de fatores. Os resultados da fimbria curli estdo de acordo com
pesquisa realizada por Maurer et al. (1998) e Delicato et al. (2003) que observaram
a presenca do gene csgA em todos os isolados analisados, sugerindo sua ubiquida-
de entre linhagens de E. coli, sendo sua presenca fator importante para a coloniza-
cao da superficie primaria e, possivelmente, subsequente desenvolvimento de bio-

filme.
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Foram observados valores da MIC variando entre 0,125 a 8 pg/mL para os
quatro isolados analisados (Tabela 1). Os maiores valores foram obtidos para gen-
tamicina, variando entre 1,0 e 8 ug/mL, e ampicilina, entre 4,0 e 6 pug/mL. Para os
demais, os valores da MIC obtidos foram baixos, variando de 0,05 a 0,125 pg/mL
para enrofloxacina e 0,5 a 1 pg/mL para cotrimoxazol. E. coli 30 (FPB) foi o isolado
gue apresentou maiores valores da MIC ao conjunto de antimicrobianos testados. A
partir destes dados foram estabelecidos os valores da %2 MIC para cada antimicrobi-
ano testado.

O ensaio para avaliar a producédo de biofilme na presenca de antimicrobianos
revelou efeito indutor sobre alguns isolados (P<0,05), como observado na figura 2. A
inducao foi diferente entre os isolados, até mesmo dentro dos grupos formados pe-
los fracos e fortes produtores. Observou-se inducéo na producao de biofilme na pre-
senca da ampicilina e gentamicina em E. coli 51 (GPB) (P<0,05) (Figura 2C) e enro-
floxacina em dois isolados FPB, E. coli 5 e 30 (P<0,05) (Figura 2A e 2B). No entanto,
a enrofloxacina também causou reducéo significativa na capacidade de producao de
biofilme em E. coli 53 (GPB) (P<0,05) (Figura 2D). Na presenca de cotrimoxazol,
tanto aumento, verificado no E. coli 30 (Figura 2A), quanto efeito redutor, E. coli 51 e
E. coli 53 (Figura 2C e 2D), foram observados na formacéao de biofilme (P<0,05).

Boehm et al. (2009) verificaram inducdo na formacdo de biofilme em linha-
gens derivadas de E.coli K-12 MG1655 por B-lactamicos (ampicilina, amoxicilina e
penicilina G), por fluorquinolonas (enoxacina e ciprofloxacina) e por sulfametoxazol,
uma sulfonamida presente no antimicrobiano cotrimoxazol. Boehm et al. (2009) tam-
bém ndo observaram inducdo na formacao de biofilme pela gentamicina, contudo,
outros aminoglicosideos, como apramicina e amicacina, apresentaram efeito indutor.
Neste trabalho, foi observado efeito indutor da gentamicina na E. coli 51. O trimetro-
pim, componente do antimicrobiano cotrimoxazol, também ndo apresentou efeito
indutor. Essa diferenca entre os resultados encontrados pode ser atribuida a dife-
rencas das linhagens utilizadas. Em estudos anteriores, Costa (2011) e Costa et al.
(2012) verificaram que concentracBes subnibitérias de gentamicina (aminoglicosi-
deo) e enrofloxacina (quinolona), os quais sdo usados no tratamento da mastite cli-

nica, induzem a formacéao de biofilmes em E. coli isolados de mastite.
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Tabela 1. Concentracédo inibitéria minima (MIC) dos antimicrobianos em quatro
isolados de E. coli produtores de biofilme isolados de leite bovino mastitico

Isolado Prqdugéo Antimicrobiano (ug/mL)
de biofilmes  Ampicilina Enrofloxacina Gentamicina Cotrimoxazol
E. coli 5 FPB 4.0 0,2 8,0 0,5
E. coli 30 FPB 6,0 0,125 8,0 1,0
E. coli 51 GPB 6,0 0,05 1,0 1,0
E. coli 53 GPB 6,0 0,03 1,0 0,5

Fraco produtor de biofilme

Forte produtor de biofilme

FPB: Fraco produtor de biofilme; GPB: Forte produtor de biofilme.
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Figura 2. Formacao de biofilmes em quatro isolados de E. coli produtores de
biofilme submetidos a concentracdo de ¥2 MIC de ampicilina, enrofloxacina,
gentamicina e cotrimoxazol. Controle: Crescimento na auséncia de antimi-
crobiano. * Significativo a P<0,05.
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Hoffman et al. (2005) também demonstraram que concentra¢des subinibitorias de
aminoglicosideos, como gentamicina, tobramicina e amicacina, induzem a producao
de biofilmes em E. coli K-12.

Os dados do presente estudo confirmam os resultados obtidos por Costa
(2011), nos quais antimicrobianos presentes em concentragao sub-MIC, podem in-
duzir significativamente a formacao de biofilme em E. coli obtidas de leite mastitico in
vitro. Esse fato pode ter relevancia clinica porque as bactérias sdo expostas a con-
centracdes sub-MIC dos antimicrobianos durante o inicio e o final de um regime de
dosagem (entre as doses) ou de forma continua durante a terapia de baixa dose
(Odenholt, 2001).

A andlise da MEV confirmou os resultados observados na inducdo da forma-
céo de biofilme em E. coli FPB e GPB quando submetidos a dose subinibitéria dos
antimicrobianos. Além disso, foram observadas diferencas entre os estagios de de-
senvolvimento do biofilme, sendo verificadas diferencas entre a quantidade de célu-
las aderidas como, também, na producédo de matriz extracelular (Figuras 3 e 4). As
micrografias dos biofilmes formados pela E. coli 5 (FPB) revelaram a presenca de
células aderidas a superficie, porém, em nenhuma delas demonstrou-se formacao
visivel de matriz extracelular, tanto no controle (Figura 3A) quanto na presenca de
antimicrobianos (Figuras 3B e 3C). Em relacdo a E. coli 51 (GPB), no tratamento
com gentamicina observa-se 00 biofilme com uma maior biomassa, sendo possivel
observar um ndamero visualmente maior de células bacterianas aderidas e quantida-
des expressivas de estruturas de aspecto fibroso e disforme, possivelmente fibras de
exopolissacarideos (EPS), envolvendo as células (Figura 4B). No entanto, ndo foi
observado o mesmo efeito do antimicrobiano ampicilina sobre o desenvolvimento do
biofilme da E. coli 51, mostrando que a maturacédo do biofiime pode depender do
mecanismo de acao do antimicrobiano, pois observou-se a formacéo de uma estru-
tura com maior complexidade (biofilme maduro) na presenca de gentamicina, um
inibidor da sintese protéica, em relacdo a ampicilina, que atua sobre a sintese da
parede celular. Analisando a figura 4B é possivel observar protuberancias e cama-
das que sdo caracteristicos da arquitetura tridimensional dos biofilmes bacterianos
(Flint et al., 2011).
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Figura 3. Células de E. coli 5 aderidas (fraco produtor de biofilme) apds 24 horas de
incubacédo em caldo BHI com antimicrobianos. Magnitude: 3000x. (A) Controle (sem
antimicrobianos); (B) Enrofloxacina ¥2 MIC; (C) Cotrimoxazol ¥2 MIC.
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Figura 4. Células de E. coli 51 aderidas (forte produtor de biofilme) apés 24 ho-
ras de incubagdo em caldo BHI com antimicrobianos. Magnitude: 5000x. (A)
Controle (sem antimicrobianos); (B) Gentamicina ¥z MIC; (C) Ampicilina %2 MIC.

28



Estes resultados confirmam os dados obtidos por Costa (2011) e Costa et al. (2012)
que observaram apenas a presenca de células aderidas a superficie para isolados
FPB apés 24 h de crescimento na presenca de antimicrobianos, sem a formacgéao
visivel de matriz extracelular, e a formacéo de estruturas complexas pelos isolados
GPB. Segundo Steinberger e Holden (2004), a produgao de matriz extracelular varia
em funcdo da espécie bacteriana, do isolado e das condi¢cdes de crescimento, fato
gue pode ser observado em E. coli 51 (GPB) quando tratado com gentamicina, onde
formou-se biofilmes com maiores biomassas e em E. coli 5 (FPB) uma quantidade
minima a qual foi visualizada pela MEV.

Chen et al. (2010) também verificaram uma grande produc@o de matriz ex-
tracelular em E. coli (GPB) obtidos de suinos sob a superficie de silica gel de uso
médico, fato que néo foi verificado quando se utilizou isolados FPB. Santos (2009)
também encontrou resultados semelhantes aos obtidos pelo presente trabalho, sen-
do visualizadas apenas células aderidas para os isolados FPB e células envoltas por
intensa formacado de EPS para os isolados de S. aureus GPB obtidos de leite arma-
zenado em tanques de refrigeracao.

N&o foi observado aumento significativo na capacidade de adesé&o/invasao
dos isolados de E. coli as células MAC-T na presenca de antimicrobianos (Tabela 2).
N&o houve efeito citotbxico dos antimicrobianos testados a concentracdo de 10
pg/mL sobre as células MAC-T.

Isolados GPB apresentaram maior adesdo/invasdo em relacdo aos FPB
qguando tratados sem a adicdo de antimicrobianos, diferentemente dos resultados
obtidos por Dogan et al. (2006) em que néo foi observado diferenca (P<0,05) entre a
adesaol/invasdo de isolados de E. coli obtidos de mastite persistente e nao-
persistente. Assim, pode-se inferir que a maior capacidade de adesao do isolado E.
coli 51 (GPB) pode favorecer o desenvolvimento de biofilme na glandula mamaria,
propiciando o surgimento de um reservatério dessa bactéria no Ubere do animal, o
gue justificaria os casos de mastite recorrente causados pela mesma linhagem bac-
teriana, como observado por Bradley e Green (2001) e Dopfer et al. (1999).

As imagens obtidas por microscopia confocal (Figura 5 e 6) confirmaram os
resultados obtidos pelo ensaio de adesao/invasdo em que E. coli 51 (GPB) apresen-

tou maior nimero de células aderidas em relagéo a E. coli 5 (FPB).
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Tabela 2. Nomero de unidades formadoras de coldénias/mL de E. coli produtores de biofilme obtidos de leite bovino com
mastite no ensaio de adesdo/invasdo as células alveolares da glandula maméria bovina na presenca de diferentes anti-

microbianos

Isolado Producéo Antimicrobiano

de biofilme Controle Ampicilina Enrofloxacina Cotrimoxazol Gentamicina
= coli > FPB  4,50x10°3,5x10" 2,20x10°:5,3x10" 1,90x10°1,4x10* 4,10x10°:4,2x10* 5,00x10°5,7x10°*
E. coli 30 FPB 3,13x10°3,0x10* 2,15x10°:6.4x10* 6,00x10*2,8x10° 4.37x10°485x10° 1,20x10°+2,8x10°*
E. coli 51 GPB 3,06x10°t4,5x10° 5,95x10°+4,4x10" 7,34x10°t3,3x10" 8,18x10°+2,9x10* 7,41x10°+2,9x10*
E. coli 53 GPB 1,83x10°4,6x10° 6,78x10°+3,7x10"  6,92x10°+4,5x10" 5,78x10°+3,5x10"  6,55x10°+3,8x10"

FPB: Fraco produtor de biofilme; GPB: Forte produtor de biofilme. * Significativo a P<0,05.
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Analisando as imagens pode-se inferir que um dos fatores para essa maior ca-
pacidade de adesao/invasao esteja envolvido com a presenca de flagelos, pois
observou-se a formacao dessas estruturas na E. coli 51 (GPB) o que nao € ob-
servado na E. coli 5 (FPB). As figuras 5B e 5C revelaram aumento visivel na
internalizacdo da E. coli 5 (FPB) quando tratada com os quatro antimicrobia-
nos, o que sugere uma indugdo no processo de internalizacdo causada pelo
antimicrobiano presente no meio. Em nenhum momento foi observado interna-
lizacdo da E. coli 51 (GPB), tanto no controle (Figura 6A) quanto nas culturas
tratadas com os quatro antimicrobianos (Figura 6B e 6C), o que indica que es-
sa capacidade de internalizacdo nao esté relacionada apenas a capacidade de
adeséao bacteriana, como observado por Dogan et al. (2006). Contudo, o tempo
de incubacao de 1 h poderia nao ter sido suficiente para que a E. coli 51 (GPB)
ativasse seu processo de internalizagcdo. Observou-se que um maior tempo de
incubacdo com MOI igual a 100 inviabilizou a recuperagdo das células MAC-T,
pois causou morte celular, ocorrendo desprendimento das mesmas dos fundos
da placa de cultivo.

Estes resultados mostram que algumas linhagens de E. coli sdo capa-
zes de se internalizarem, o que pode possibilitar o escape da acao dos antimi-
crobianos presentes no meio, além de fornecer uma vantagem de sobrevivén-
cia, permitindo resistir melhor a deteccdo e eliminacdo pelos mecanismos de
defesa do sistema imune inato e adaptativo, e tem sido descrita para agentes
patogénicos mamarios tais como Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis
e Streptococcus dysgalactiae (Matthews et al., 1994; Calvinho e Oliver, 1998;
Lammers et al., 1999). Dopfer et al. (2000) foi um dos primeiros a observar a
invasdo de culturas de células MAC-T por linhagens de E. coli associadas a
mastite, sugerindo que este fendmeno seja responsavel pelo desenvolvimento
de um reservatério de E. coli durante a patogéneses de IMI crénicas.

As expressdes dos genes luxS, fliC, csgA e fimA de E. coli durante o
crescimento do biofilme foram diferentes do observado no controle. Ocorrem
alteracdes da ordem 1,5-22 vezes na expressao dos genes, sendo variavel de
acordo com a capacidade de producéo de biofilme, o gene alvo e os diferentes

tempos de coleta dos dados.
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Figura 5. Células de E. coli 5 aderidas (fraco produtor de biofilme) ap6s 1 h de incu-
bacdo em cultivo celular com antimicrobianos e visualizadas em microscopia confo-
cal. (A) Controle (sem antimicrobianos); (B) Ampicilina a concentracédo de %2 MIC; (C)
Enrofloxacina a concentracdo de %2 MIC. As setas brancas indicam células de E.coli
internalizadas.
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Figura 6. Células de E. coli 51 aderidas (forte produtor de biofilme) apds 1 h de incu-
bac&o em cultivo celular com antimicrobianos e visualizadas em microscopia confo-
cal. (A) Controle (sem antimicrobianos); (B) Cotrimoxazol a concentragdo de ¥2 MIC;
(C) Gentamicina a concentracao de % MIC.
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Uma regulagéo positiva foi verificada na maioria dos perfis de expres-
sOes dos genes tratados com concentragdes de %2 MIC dos antimicrobianos
testados. Observou-se aumento na expressao do gene luxS nas células plan-
ctbnicas na presenca dos antimicrobianos testados, tanto em isolados FPB
como em GPB em diferentes tempos (Figura 7A, 7B, 7C e 7D), sendo o maior
aumento entre os tempos 12 e 24 h. As células sésseis também apresentaram
grande aumento na expressao do gene luxS, sendo observada a maior expres-
sdo no tratamento da E. coli 51 com enrofloxacina, atingindo um valor igual a
22 vezes (P<0,05) maior em relacdo ao controle néo tratado (Figura 7C). Dife-
rente dos resultados encontrados para a expressao do gene luxS em superficie
abidtica, as células bacterianas aderidas ao cultivo celular na presenca dos
antimicrobianos testados apresentaram aumento na expressao durante todos
os tempos (0,5, 1 e 2 h) de forma regular (Figura 8A, 8B, 8C e 8D), podendo ter
sido causado tanto pela interacdo com as células MAC-T quanto por sinais am-
bientais, como pH, disponibilidade de nutrientes, concentracdo de O, e con-
centracdo de CO,, presentes no meio (Mekalanos, 1992).

A inducdo observada na expressao do gene luxS, no entanto, néo
apresentou uma relagéo entre o aumento na expressao desse gene e a indu-
cdo na formacdo de biofilme ou adesado/invasdo ao cultivo de células MAC-T,
pois 0 gene é expresso tanto em condi¢cdes que induziram a formacao biofilme
quanto nas que reduziram. Este fato foi observado para E. coli 30 e 51 quando
tratados com enrofloxacina e gentamicina (P<0,05), respectivamente, onde ob-
serva-se aumento na expressao do gene luxS (Figuras 7B e 7C) com concomi-
tante aumento na formacéo de biofilme (Figuras 2B e 2C). Observou-se tam-
bém em E. coli 51 e 53 quando tratados com cotrimozaxol (P<0,05), um au-
mento na expressao do gene luxS (Figuras 7C e 7D) mesmo com a diminuicéo
na formacéao de biofilme (Figuras 2C e 2D).

Os resultados desse estudo estdo em concordancia com os dados ob-
servados por Domka et al. (2007) que verificaram em linhagens de E. coli K-12
BW25113 em um sistema de fluxo continuo em meio Luria—Bertani (LB) que as
concentracOes intracelulares Al-2 em biofilmes e em células em suspenséo
podem variar em diferentes tomadas de tempo. Observa-se que esse gene é
diferencialmente expresso quando submetido a dose subinibitoria de antimicro-

bianos, em superficie abiotica ou em cultivo celular. No entanto, n&o foi possi-
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vel associar o aumento da expressao da sintase do Al-2 com a inducéo na for-
macéo de biofilme mesmo com estudo comprovando que o aumento na con-
centracdo de Al-2 causa um aumento na formagdo do biofilme (Gonzalez
Barrios et al., 2006). Uma possivel explicacdo para este fato seria que apesar
do aumento da sintase do Al-2 intracelular, o produto final poderia ndo estar
sendo sintetizado, pois os intermediarios necessarios para a sintese do Al-2,
proteina transportadora de acil acilado (acil-ACP) ou acil-CoA que fornecem a
cadeia acil enquanto S-adenosilmetionina (SAM) fornece a unidade de lactona
homosserina (More et al., 1996; Jiang et al., 1998), podem nao estar disponi-

veis para a catélise enzimatica.
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MIC de antimicrobianos cultivados em superficie abiotica em diferentes tempos. (AD) Células s
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Assim como para o gene luxS, observou-se aumento na expressao do
gene fliC na presenca dos antimicrobianos testados nas células plancténicas
em FPB e GPB produtores de biofilme em diferentes tempos (Figura 9A, 9B,
9C e 9D), sendo observado maior aumento entre os tempos 12 e 24 h, com o
maior valor de expressao relativa observado igual a 13 vezes (P<0,05) para a
E. coli 5 quando tratado com cotrimoxazol (Figura 9A). Ao contrario do obser-
vado para as ceélulas planctonicas, as células sésseis apresentaram baixa ex-
pressdo da flagelina, o que era esperado, pois as células se encontram fixas
sobre a superficie, ndo necessitando se locomover. A expressao do gene fliC
em células bacterianas aderidas ao cultivo celular apresentou resultados seme-
Ihantes aos encontrados em superficie abidtica, com aumento na expressao
durante todos os tempos (0,5, 1 e 2 h) (Figura 10A,10B, 10C e 10D).

Resultados semelhantes foram encontrados por Domka et al. (2007)
gue observaram grande inducao de genes flagelares, sendo verificado aumento
de até 10 vezes no perfil de expressédo do operon de biossintese flagelar flgB-
CEF. A auséncia ou paralisacédo dos flagelos podem levar a uma grande dimi-
nuicdo na formacéo de biofilme, pois dificulta o alcance das células a superficie
a ser colonizada. Além disso, supde-se que os flagelos possam facilitar o pro-
cesso de disperséo, permitindo que as células se espalhem ao longo da super-
ficie (Pratt e Kolter, 1998). Ao contrario do observado Domka et al. (2007), no
presente estudo a expressao do gene flagelar manteve-se praticamente inalte-
rada em relacdo as células presentes no biofilme, estando de acordo com o0s
resultados obtidos por Sauer et al. (2002) que nao observou motilidade durante

a maturacao do biofiime em Pseudomonas aeruginosa.
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Figura 9. Perfis de expressfes do gene fliC em isolados de E. coli produtores de biofilme submetidos a concentracéao de %2
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A expressdo do gene csgA apresentou aumento na presenca dos anti-
microbianos testados nas células plancténicas em FPB e GPB em relagdo ao
controle em diferentes tempos, sendo observado maior aumento no tempo 24 h
(Figura 11A, 11B, 11C e 11D), com expressao igual a 13 vezes (P<0,05) para a
E. coli 5 quando tratado com gentamicina a ¥2 MIC (Figura 11A). Verificou-se
também grande atividade desse gene nas células sésseis, chegando a alcan-
car 5 vezes (P<0,05) para a E. coli 30 quando tratado com enrofloxacina (Figu-
ra 11B). A expressao do gene csgA em células bacterianas aderidas ao cultivo
celular apresentou resultados semelhantes aos encontrados em superficie abi-
Otica (Figura 12A, 12B, 12C e 12D), com aumento na expressao durante todos
os tempos (0,5, 1 e 2 h).

Os resultados mostram que ocorreu inducdo na expressédo da subuni-
dade maior da fimbria curli antes mesmo do inicio da fixacédo a superficie inerte,
indicando possuir um papel importante para o aumento da fixagdo bacteriana.
Pesquisas mostraram que a fimbria curli é necessaria para a formacéo de bio-
filme e para a autoagregacdo bacteriana (Vidal et al., 1998; Prigent-Combaret
et al., 2000). A presenca de antimicrobianos no meio de crescimento forneceu
condi¢cbes que favoreceram a expressao desse gene, fato que pode auxiliar no
surgimento do biofilme, pois esta estrutura é essencial para a adeséo inicial a
superficie a ser colonizada, além de mediar a interacao célula-célula em linha-
gens E. coli K-12 quando submetidas a estresse nutricional (Prigent-Combaret
et al., 2000). Ao contrario do observado por Schembri et al. (2003) que avalia-
ram a expressao génica de Escherichia coli K-12 MG1655 através de microar-
ray utilizando um sistema de fluxo em meio minimo com 0,2% de glicose, neste
estudo os flagelos e a fimbria curli apresentaram aumento na expressao, vari-
ando de 1,5-13 vezes, o que poderia ter sido ocasionado pela diferenca na
composicdo do meio de crescimento, pelo modelo de formacdo de biofilme e

pelos isolados utilizados.
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Como observado para os genes luxS e fliC, a expresséao do gene fimA
apresentou aumento nas células planctonicas em FPB e GPB em diferentes
tempos, sendo observado maior aumento nos tempos 12 e 24 h (Figura 13A,
13B, 13C e 13D). Os antimicrobianos que mais induziram a expressa foram a
ampicilina e gentamicina, com o maior valor de expressao relativa observada
igual a 22 vezes (P<0,05) para ao E. coli 5 quando tratado com gentamicina
(Figura 13A) e 8 vezes para a E. coli 51 com ampicilina (Figura 13C). Nas célu-
las sésseis foi verificada baixa atividade desse gene. A expressao do gene fi-
mA em células bacterianas aderidas ao cultivo celular apresentou maior ex-
pressao quando comparado aos encontrados em superficie abidtica (Figura
14A, 14B, 14C e 14D), com aumento na expressao durante todos os tempos
(0,5, 1 e 2 h). Essa diferenca pode ter ocorrido devido a presenca de glicopro-
teinas na superficie das células MAC-T que podem ter estimulado a expressao
desse gene, uma vez que as fimbrias do tipo | medeiam a adesé&o a glicoprote-
inas contendo manose encontradas nas superficies de muitas células eucario-
ticas (Connell et al., 1996).

Os resultados mostram que o gene da subunidade maior da fimbria do
tipo | apresentou aumento na sua expressao quando submetidas a dose subi-
nibitoria de antimicrobianos tanto nos casos de inducédo da formacao de biofil-
me, como observado na E. coli 51 quando tratado com gentamicina (Figura 2C)
guanto nos casos de inibicdo, como observado para a E. coli 53 quando tratado
com cotrimoxazol (Figura 2D). Contudo, o0 aumento na expressao do gene fimA
nos casos que ocorreram inducdo na formacao de biofilme foi muito superior ao
encontrado quando o antimicrobiano causou inibicdo na formacéo de biofilme,
alcancando um aumento de até 16 vezes, indicando possivel envolvimento
dessa estrutura na fixacao inicial e autoagregacédo bacteriana. Estudos obser-
varam a inducéo do gene fimbrial fimA em células plancténicas durante o pro-
cesso de formacao de biofilme por E. coli (Schembri et al., 2003; Domka et al.,
2007). Domka et al. (2007) atraves dos dados de microarray observaram au-
mento de até 9 vezes no gene fimA, como também foi observada repressao de
até 16 vezes em alguns isolados submetidos ao mesmo tratamento. Os resul-
tados sdo compativeis com os observados nesse experimento, sendo necessa-
rios mais estudos para esclarecer o papel da fimbria do tipo | na formacéo de
biofilmes por E. coli.
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A avaliagdo do perfil genético realizado atraveés do PFGE revelou que as
bactérias ndo compartilham da mesma origem. Nao foi possivel associar a ca-
pacidade de producédo de biofilmes com a presenca/auséncia de genes relacio-
nados e com o0s pulsetypes gerados, mostrando que as linhagens de E. coli
causadoras de mastite ambiental apresentam diferentes patotipos.

Os resultados deste estudo mostraram que genes envolvidos na adesao
(csgA e fimA), motilidade (fliC) e quorum sensing (luxS) foram significativa-
mente mais expressos na presenca de agentes antimicrobianos a concentracao
de Y2 MIC durante o desenvolvimento de biofilme em E. coli obtidos de leite
mastitico bovino. Nao foi possivel associar a expressao dos genes estudados
com a inducgéo ou reducdo da formacéo de biofilme ou com a adeséao/invasao
das células MAC-T, mostrando que outros fatores podem estar associados. Um
deles poderia ter sido auséncia do produto génico final funcional, seja um men-
sageiro quimico ou uma proteina, que necessite da expressao de diversos ge-
nes para a formacao da estrutura funcional. Esse fato pode ser observado no
gene fliC que apresentou aumento em sua expressao em um isolado FPB, no
entanto ndo foi observada visualmente o flagelo (Figura 5A, 5B e 5C). O flagelo
necessita de aproximadamente 49 genes e cerca de 2% do total de energia da
célula para sintetizar e movimentar essas estruturas de forma funcional em E.
coli (Macnab, 1996).

Além disso, observou-se que os gene luxS e fimA apresentaram compor-
tamento diferente em relacdo as superficies de cultivo utilizadas podendo ter
sido causado tanto pela interacdo com as células MAC-T quanto por sinais am-
bientais como pH, disponibilidade de nutrientes, concentracdo de O, e concen-
tracdo de CO,, presentes no meio (Mekalanos, 1992).

Os dados obtidos do ensaio de inducdo de biofilme juntamente com o
ensaio de adesao/invasdo de células de E. coli ao cultivo celular mostrou que
deve-se reforgar os cuidados na escolha do tratamento antimicrobiano correto
para infec¢bes intramamarias em bovinos, pois verificou-se que a concentracédo
subinibitéria de antimicrobianos é capaz de induzir a formacg&o de biofilmes por
alguns isolados, além de induzir a invaséo as células hospedeiras. Esses fatos
poderiam estar ocorrendo em animais in vivo, fornecendo mecanismos para
evadir do sistema imune e da ag¢édo do antimicrobiano. Isso é preocupante, ten-

do em vista estes mecanismos de protecdo podem propiciar 0 surgimento de
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um reservatério dessa bactéria no Ubere do animal, o que explicaria o crescen-

te aumento de casos de mastites persistentes nos rebanhos.

6. CONCLUSAO

e PFGE revelou que os isolados bacterianos apresentam diferentes perfis

genéticos, ndo compartilhando a mesma origem;

e Os genes luxS, csgA e fimA estao presentes em todos isolados bacterianos

estudados, enquanto o gene fliC esta presente em apenas alguns isolados;

¢ Nao foi possivel associar o perfil genético com a capacidade de producéo

de biofilmes e com a presenca/auséncia de genes;

e Os antimicrobianos, ampicilina, enrofloxacina, gentamicina e cotrimoxazol,
sdo capazes de induzir a formacdo de biofiilme em isolados de E. coli

obtidos de leite mastitico;

e Genes envolvidos na adesdo (csgA e fimA), motilidade (fliC) e quorum
sensing (luxS) foram significativamente mais expressos na presenca
agentes antimicrobianos utilizados no tratamento da mastite a

concentracéo de Y2 MIC;

e Nao foi possivel associar a expressao destes genes com a inducdo ou
reducdo da formacgédo de biofilme ou com a adesdo/invasdo das células
MAC-T;

e Os gene luxS e fimA apresentaram comportamento diferente em relacéao as

superficies de cultivo;

¢ Os antimicrobianos testados ndo aumentam a capacidade de isolados E.
coli obtidos de leite mastitico em aderir/invadir células MAC-T, no entanto

sao capazes de induzir a internalizacdo em alguns isolados;

e Os gene luxS, fliC, csgA e fimA sao diferencialmente expressos quando

submetidos a concentracdo subinibitéria de antimicrobianos;
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e Fortes e fracos produtores de biofilme apresentam relevancia clinica, pois
aumentam a formacdo de biofilmes e internalizacdo, respectivamente, na

presenca de antimicrobianos usados no tratamento da mastite por E. coli.
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ABSTRACT In this paper [E]

Escherichia coli is capable of producing sewveral virulence factors involved in the pathophysiology
of bovine mastitis. Cell surface structures such as flagella, pili and other outer membrane
adhesins are i ial for biofilm tion on abiotic surfaces. The aim of this
study was characterize the molecular profile of E. coli isolales obtained from mastitic milk using
the i of PFGE and ling results within the formed with the presence of
wvirulence genes involved in biofilm production. Twenty-seven E. coli biofilm producing isolates
were obtained from mastitic milk samples ing to Brazlian Agri

Corporation; these were analyzed by PFGE. We identified nine (1 to IX) different phylogenetic
groups with similarity of 90% and the presence of fimA (large subunit of the fimbriae type 1) and
csgAgene (large subunit of curii imbriae) were observed in all isolates. Sixteen isolates had the
gene fiiC (flagellin). Evaluation of the genetic profile carried out through the PFGE showed that
the bacteria do notshare the same origin. It was not possible to associate the biofilm production
capacity with the presence/absence of related genes. Therefore, strains of enironmental
mastitis-causing E. coli present difierent pathotypes.
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