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1. Introducéo

Escherichia coli sédo bactérias méveis Gram-negativas que ocupam o trato
gastrointestinal do homem e de animais como comensais ou patdégenos Um dos
problemas sanitarios que mais causam prejuizo a suinocultura é a diarréia causada
por Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC). Esta € a causa infecciosa mais comum
de mortalidade em neonatos (Straw et al., 1999) e também no periodo pos desmame
(Zhang et al., 2007). O agente é comensal do intestino delgado e para causar a
doenca precisa ser capaz de aderir & mucosa (evitando sua eliminacdo com o
transito normal do intestino) e de produzir toxinas.

O flagelo faz parte do mecanismo sensorial da bactéria que permite ao
microrganismo responder a estimulos quimiotaticos ou simplesmente evitar um
ambiente desfavoravel. A flagelina € a principal proteina constituinte do flagelo, que
sdo apéndices superficiais que estdo envolvidos na locomocéo bacteriana. Devido a
mobilidade que propicia a bactéria é considerado um fator de patogenicidade
importante para bactérias que colonizam mucosas. Recentemente, foi demonstrado
gue o flagelo possui um papel importante na estimulacéo de células, na expressao e
secrecao de citocinas pro-inflamatoérias através da interacdo com receptores Toll-like
5 (TLR5) (Goldsby et al., 2003).

Quorum Sensing é um sistema de sinalizacdo entre as bactérias, os quais
produzem substancias denominadas de auto-indutores (Al). Quando os auto-
indutores alcancam uma determinada concentracédo, decorrente do aumento da
densidade celular ocorre uma ativagdo de fatores transcricionais que acabam
regulando a expressdo génica. Em bactérias Gram-negativas, o sistema Quorum
Sensing possui, basicamente, quatro caracteristicas principais: sintese e acumulo da
molécula indutora por uma proteina sintase; ligacdo do indutor a proteina receptora,
ligacdo da proteina receptora ativada a regido promotora do gene alvo, atuando
como regulador transcricional e ativacao ou repressao de caracteristicas fenotipicas
especificas (Gram et al., 2002). Esse sistema de sinalizacdo Quorum Sensing tem
sido utilizado para melhor entender a patogenicidade das bactérias (Sperandio et al.,
2001). Por exemplo, a patogenicidade de Pseudomonas aeruginosa € dependente
da sua capacidade de produzir e secretar diversos produtos extracelulares que estao
sob o controle de dois sistemas de Quorum Sensing. Estes sistemas séo do tipo
LuxR-LuxI e funcionam de modo hierarquico (Whitehead et al., 2001).

As catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) produzidas pelas células
nervosas, que utilizam a via de sinalizacdo do auto-indutor tipo 3 (AlF3) tém um
papel significante na expressao génica bacteriana, estimulando o crescimento (Lyte
& Nguyen, 1997), aderéncia epitelial e a expressdo de fatores de viruléncia de
Escherichia coli O157:H7 (Lyte et al., 1996). No que se refere as amostras de EHEC,
a ativacao do locus LEE, a producédo da Shiga toxina e a expressao do flagelo estéo
entre os principais fatores de viruléncia induzidos por A3 (Sperandio et al., 2003).
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Em ETEC, ndo foram encontrados relatos de expressdo génica envolvidas pelo
sistema de Quorum Sensing.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a acdo de auto-indutores
presentes no meio condicionado e da adrenalina na motilidade de Escherichia coli
K88.

2. Material e Métodos

2.1. Bactérias e meios de cultura

Escherichia coli K88, utilizada nesse experimento foi mantida a —18°C. Os
meios de cultura utilizados foram os caldos Infusdo Cérebro e Coracédo (BHI,
Acumedia) e Minimum Essential Médium Eagle (MEM, Sigma).
2.1. Reagentes

Foi utilizada a catecolamina Adrenalina (CgH13NO3, E1635, Hipolabor) em uma
concentracdo de 500 pM, filtrada com auxilio de um filtro de 0,22 um (Millipore) e
estocada a — 4°C até posterior uso.
2.1. Preparo do Sobrenadante

Escherichia coli K88 foi semeada em A&gar sangue por 24h a 37°C,
posteriormente colonias isoladas foram semeadas em meio MEM e incubada em
agitador orbital a 37°C por 7 horas. Apds este periodo, o cultivo foi centrifugado e o
sobrenadante filtrado e estocado a 4°C até uso. O sobrenadante filtrado foi utilizado
para condicionar o meio MEM (em duas concentracdes de 10 e 50% e associados
com adrenalina).

3. Metodologia
3.1. Ensaio de Motilidade em Placas

A motilidade foi avaliada em placas contendo 0,3% de agar em: T1- MEM
(controle), T2- MEM + adrenalina 500 uM, T3- MEM + 10% de MEM condicionado,
T4- MEM + 50% de MEM condicionado, T5- MEM + 10% de MEM condicionado e
500 pM de adrenalina e T6- MEM + 50% de MEM condicionado e 500 uM de
adrenalina. O experimento foi realizado em triplicata.

Escherichia coli K88 foi semeada em agar sangue de ovino a 5% e incubada a
37°C por 24 horas. Apds este periodo de incubagdo, coldnias isoladas foram
semeadas em caldo BHI e incubadas a 37°C por 24 horas. A quantificacdo
bacteriana do cultivo foi avaliada por densidade 6tica com o auxilio de
espectrofotdbmetro (A600nm). Apds o ajuste da densidade 6tica do cultivo (DO=1,0),
500 pL do cultivo foi semeado em 20 mL de caldo MEM e este foi incubado em
agitador orbital a 37°C por 7 horas, sendo utilizado como inéculo, semeando-se 1L
por placa. Os tratamentos foram incubados a 37°C e os halos de motilidade foram
medidos com 16 horas de cultivo.

3.2. Analise Estatistica

Diferengas entre os tratamentos foram determinadas usando analise de
variancia por medidas repetidas e o teste de Tukey para comparacao das médias,
usando o Programa Statitix (Statistix, 2003), onde valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.

4. Resultados e Discussao

O flagelo faz parte do mecanismo sensorial da bactéria que permite ao
microrganismo responder a estimulos quimiotaticos ou simplesmente evitar um



ambiente desfavoravel. A expressdo, sintese, montagem e motilidade exige a
expressao de mais de 50 genes divididos em ao menos 17 operons (Macnab et al.,
1996).

Os resultados obtidos em nosso estudo encontram-se na Figural.
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Figura 1:.Motilidade de Escherichia coli. Médias dos halos de motilidade
observados em Escherichia coli com auto-indutores, em 16 horas de cultivo. Letras
diferentes diferem significativamente, p < 0,05.

Nos tratamentos (T1) controle e (T2), adrenalina 500 uM, foram obtidas as
menores médias dos halos de motilidade, ndo diferindo entre si, mas diferindo dos
demais tratamentos.

Os resultados encontrados em (T3) 10% de MEM condicionado e (T4) 50% de
MEM condicionado foram similares. A adicdo de uma maior concentracdo de meio
condicionado nédo influenciou na motilidade, porém ambos diferiram do controle,
demonstrando a existéncia de auto-indutores no meio condicionado.

Os maiores halos de motilidade foram encontrados em (T6) 50% de MEM
condicionado e 500 puM de adrenalina, diferindo significativamente dos demais
tratamentos, demonstrando um efeito sinérgico entre a adrenalina e o0 meio
condicionado. Em (T5), 10% de MEM condicionado e 500 pM de adrenalina n&o
ocorreu 0 mesmo. Similar ao AF3 sendo produzidos pelas células bacterianas,
adrenalina e noradrenalina sao produzidas pelos mamiferos e liberadas pelo sistema
nervoso simpatico para comunicacdo celular (Bearson & Bearson, 2007). As
catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) produzidas pelas células nervosas, que
utilizam a via de sinalizacdo do auto-indutor tipo 3 (AF3) m um papel significante
na expressao génica bacteriana, estimulando o crescimento (Lyte & Nguyen, 1997),
aderéncia epitelial e a expressdo de fatores de viruléncia de Escherichia coli
O157:H7 (Lyte et al.,, 1996). Em Escherichia coli Enterohemorragica (EHEC), a
ativacdo do l6cus LEE, a producdo da Shiga toxina e a expresséo do flagelo estdo
entre os principais fatores de viruléncia induzidos por A3 (Sperandio et al., 2003).

Quando uma elevada concentracdo de auto-indutores € alcancada no meio
externo, o que corresponde a uma alta densidade celular, toda a populacdo pode
entdo iniciar uma acdo conjunta com a expressdo coordenada de determinados
genes (Tjalsma et al., 2004).

A maior expressao do flagelo em enterobactérias na presenca de auto-
indutores e adrenalina pode estar relacionada ao fator evolutivo. A expresséo de
fatores de viruléncia, quando ha uma maior densidade populacional, associado a
periodos de estresse onde ocorre a liberacdo de adrenalina pelo sistema simpatico,
pode contribuir significativamente para que a bactéria se estabeleca no hospedeiro.
Em patégenos, por exemplo, uma expressdo génica de fatores de viruléncia



reduzida é mantida quando a densidade populacional encontra-se baixa, evitando
que o organismo do hospedeiro inicie uma resposta imune. Quando um numero
suficiente de bactérias € alcancado, hd a expressdo dos genes de viruléncia e,
assim, as bactérias sado capazes de vencer as defesas do hospedeiro (Donabedian,
2003).

5. Conclusao

Nesse estudo observamos que a maior motilidade foi no tratamento que utilizou
a adrenalina associada com 50% de meio condicionado, demonstrando que
Escherichia coli utiliza moléculas do hospedeiro e moléculas proprias, para
potencializar seus fatores de patogenicidade.
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