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RESUMO

DUARTE, Daniela. Determinacdo do potencial do polissacarideo O157 como
antigeno vacinal contra a Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC).
2024. 41 p. Trabalho de Conclusédo de Curso (Especializacdo em Biotecnologia para
a Saude — Vacinas e Biofarmacos) — Escola Superior do Instituto Butantan, S&o Paulo,
2024.

As doencas diarreicas persistem como uma preocupacao global devido ao seu
impacto significativo na saude. A diarreia, responsavel pela morte de 370 mil criancas
em 2019 no mundo, é a segunda principal causa de Obito em criangas menores de
cinco anos. Fatores diversos, como infeccbes por patdégenos parasitarios, virais ou
bacterianos, desencadeiam episédios de diarreia, destacando-se Escherichia coli,
associada a sindrome hemolitico-urémica (SHU). O sorotipo E. coli O157:H7,
reconhecido por sua producdo de toxinas Shiga, esta associado a infec¢bes
gastrointestinais e SHU, especialmente em criancas. O tratamento envolve
principalmente medidas de suporte, pois a exposicdo a antibidticos pode intensificar
0s sintomas, aumentando o risco de SHU e outras complica¢des. Devido a associacdo
deste sorotipo com surtos alimentares, é essencial uma vigilancia rigorosa na
producao de alimentos, praticas sanitarias e processos que resultem na prevencao de
infecdes causadas por esses patdgenos. Esse estudo, portanto, avalia o potencial do
polissacarideo O157 como agente vacinal contra E. coli produtora de toxina Shiga
(STEC). Os resultados mostraram que anticorpos gerados contra o polissacarideo
0157 foram capazes de reconhecer E. coli O157:H7 mesmo na presenca de capsula.
Eles também auxiliaram o sistema complemento na lise dessas bactérias bem como
inibiram a adesdo das mesmas a células epiteliais humanas. Em suma, os resultados
sugerem que o polissacarideo 0157 pode ser considerado um bom candidato a
antigeno em formulag@es vacinais contra E. coli produtoras de toxina Shiga.

Palavras-chave: Polissacarideo O157. E. coli O157:H7. STEC. Antigeno vacinal.



ABSTRACT

DUARTE, Daniela. Determination of the Potential of Polysaccharide O157 as a
Vaccine Antigen Against Shiga Toxin-Producing Escherichia coli (STEC). 2024.
41 p. Monograph (Specialist in Biotechnology for health — Vaccines and
Biopharmacy) — Escola Superior do Instituto Butantan, S&o Paulo, 2024.

Diarrheal diseases persist as a global concern due to their significant impact on health.
Diarrhea, responsible for the death of 370,000 children worldwide in 2019, ranks as
the second leading cause of mortality in children under five. Diverse factors, such as
infections by parasitic, viral, or bacterial pathogens, trigger episodes of diarrhea, with
Escherichia coli standing out, associated with hemolytic-uremic syndrome (HUS). The
E. coli O157:H7 serotype, known for its Shiga toxin production, is linked to
gastrointestinal infections and HUS, particularly in children. Treatment primarily
involves supportive measures, as antibiotic exposure can exacerbate symptoms,
increasing the risk of HUS and other complications. Due to this serotype's association
with foodborne outbreaks, strict surveillance in food production, sanitation practices,
and processes is essential to prevent infections caused by these pathogens. This study
evaluates the potential of O157 polysaccharide as a vaccine candidate against Shiga
toxin-producing E. coli (STEC). Results indicate that antibodies generated against
0157 polysaccharide could recognize E. coli O157:H7 even in the presence of a
capsule. They also assisted the complement system in lysing these bacteria and
inhibited their adherence to human epithelial cells. In summary, the findings suggest
that O157 polysaccharide could be considered a promising antigen in vaccine

formulations against Shiga toxin-producing E. coli.

Keywords: 0157 polysaccharide. E. coli 0157:H7. STEC. Vaccine antigen.
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1 INTRODUCAO

As doencas diarreicas continuam a ser uma preocupacao constante devido ao
seu impacto significativo na saude global. Apenas em 2019, a diarreia foi responsavel
pela tragica morte de 370 mil criancgas, colocando-a como a segunda principal causa
de Obito em criancas com menos de cinco anos de idade apds pneumonia (UNICEF,
2021).

Diversos fatores podem desencadear episédios de diarreia, incluindo infec¢des
por uma variedade de patdégenos, sejam eles parasitarios, virais ou bacterianos. Entre
0s principais agentes bacterianos, destacam-se Campylobacter spp, Clostridioides
difficile, Salmonella spp, Shigella spp, Yersinia enterocolitica e Escherichia coli, sendo
E. coli o principal agente etioldgico de origem bacteriana responsavel por diarreia.
(AKHONDI; SIMONSEN, 2023)(KAPER et al., 2004)(SILVA et al. 2022).

1.1 Escherichia coli

Escherichia coli € um bacilo Gram negativo predominantemente anaerobio
facultativo, de significativo interesse clinico, pertencente a familia Enterobacteriaceae.
Sao comumente encontradas no trato gastrointestinal de humanos e animais. No
entanto, podem ocorrer cepas com caracteristicas patogénicas, sendo possivel
classificd-la em dois principais grupos: as EXPEC (E. coli patogénicas extra-
intestinais) e as DEC (E. coli diarreiogénicas), que, por sua vez, podem ser
subdivididas em varias categorias (NATARO; KAPER, 1998)(GOMES et al., 2016).
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Tabela 1 - Classificacdo das cepas de Escherichia coli.

Classificacao Subcategoria

APEC (E. coli patogénica aviaria)

MNEC (E. coli associada em meningite neonatal)

ExXPEC . .
SEPEC (E. coli associada a sepse)
UPEC (E. coli uropatogénica)
DAEC (E. coli difusamente aderente)
EAEC (E. coli enteroagregativa)
EIEC (E. coli enteroinvasiva)
DEC

EPEC (E. coli enteropatogénica)

ETEC (E. coli enterotoxigénica)

STEC (E. coli produtora de toxina Shiga)
Fonte: adaptado de NATARO; KAPER, 1998.

1.2 Escherichia coli diarreiogénicas

As Escherichia coli diarreiogénicas (DEC) referem-se a cepas especificas
dessa bactéria que desencadeiam infeccdes gastrointestinais. Essas cepas sao as
principais responsaveis pela ocorréncia de diarreia, sobretudo em areas onde as
condicdes sanitarias sao precéarias. Como descrito na tabela 1, E. coli diarreiogénicas
(DEC) podem ser classificadas de acordo com seu mecanismo de viruléncia,
epidemiologia, tipo de adeséo a células epiteliais e manifestacdes clinicas em seis
categorias diferentes: DAEC, EAEC, EIEC, EPEC, ETEC e STEC (NATARO; KAPER,
1998).

1.2.1 E. coli difusamente aderente (DAEC)

A DAEC destaca-se por sua habilidade de aderir difusamente as células
intestinais, formando um revestimento uniforme nas mucosas e desencadeando
eventos cruciais no desenvolvimento de infec¢cbes gastrointestinais. Essa cepa
apresenta uma gama de fatores de viruléncia que facilitam a aderéncia e colonizagao
do trato gastrointestinal, contribuindo para a persisténcia da infeccdo (KAPER et al.,
2004)(SERVIN; AL, 2014).
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Figura 1 - Mecanismo de viruléncia da DAEC.

DAEC

Fonte: KAPER et al., 2004.

Este sorotipo é caracterizado por adesinas, proteinas especializadas que
permitem a ligacdo especifica da bactéria as células intestinais. As adesinas
estabelecem uma conexao especifica entre a DAEC e as células intestinais, sendo o
tipo de adeséo caracterizado como adeséo difusa. Outro fator de viruléncia produzido
por DAEC sdo toxinas capazes de quebrar as mucinas, proteinas altamente
glicosiladas que revestem o epitélio intestinal (KAPER et al., 2004)(SERVIN; AL,
2014).

A maioria das cepas de DAEC produz a adesina fimbrial F1845 ou uma adesina
relacionada. F1845, pertencente a familia Dr, e em conjunto com a proteina de
superficie celular DAF, desencadeia a ativacdo da cascata de transducéo de sinal,
incluindo a ativacao da PI1-3 quinase (KAPER et al., 2004)(SERVIN; AL, 2014).

1.2.2 E. coli enteroagregativa (EAEC)

Figura 2 - Mecanismo de viruléncia da EAEC.
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Fonte: KAPER et al., 2004
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A EAEC é responsavel por causar diarreia em criangas e adultos em todo o
mundo, incluindo em paises desenvolvidos. Tem capacidade de aderir as células
intestinais, formando um padrdo de adesdo agregativa, resultando em camadas
espessas que impactam a absorcao de nutrientes, levando a manifestacéo de diarreia
persistente. Um de seus fatores de viruléncia € a capacidade do sorotipo de induzir a
producdo de muco na mucosa intestinal consequentemente formando uma densa
camada de biofilme. Além disso, a EAEC tem a capacidade de secretar toxinas, como
a toxina de aderéncia e desencadear respostas inflamatorias no intestino, contribuindo
para 0s sintomas gastrointestinais observados durante a infeccdo (KAPER et al.,
2004)(VASCONCELLOS; FM, 2009).

1.2.3 E. coli enteroinvasiva (EIEC)

A EIEC distingue-se por compatrtilhar caracteristicas em comum com a Shigella
spp, causadora de disenteria bacilar, uma forma grave de diarreia com febre, dor
abdominal e evacuacfes frequentemente sanguinolentas. Transmitida principalmente
por via fecal-oral, € prevalente em areas com condicfes sanitarias precérias, sendo a
ingestdo de agua ou alimentos contaminados uma via comum de infeccédo (KAPER et
al., 2004)(VAN DEN BELD; REUBSAET, 2012).

Figura 3 - Mecanismo de viruléncia da EIEC.
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Fonte: KAPER et al., 2004

ApOs a ingestdo, a EIEC atravessa a barreira intestinal, invadindo e
multiplicando-se nas células epiteliais. Esse processo resulta em danos ao tecido
intestinal, inflamacéo e liberagdo de toxinas associadas aos sintomas clinicos da

infecc@o. Essas caracteristicas destacam a gravidade das infec¢des por EIEC e a
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importancia de medidas preventivas em ambientes com condigbes sanitarias
inadequadas (KAPER et al., 2004)(VAN DEN BELD; REUBSAET, 2012).

1.2.4 E. coli enteropatogénica (EPEC)

A EPEC é uma cepa especifica da bactéria Escherichia coli que se destaca
como uma das principais causadoras de infeccfes gastrointestinais. Este grupo €
reconhecido como uma significativa causa de diarreia em criancas, especialmente em
regides com condi¢cOes sanitarias precarias, frequentemente associada a surtos em
ambientes com aglomeracdo de criancas e instituicbes infantis (OCHOA,
CONTRERAS, 2011)(PEARSON et al., 2016).

Figura 4 - Mecanismo de viruléncia da EPEC.
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Fonte: KAPER et al., 2004

Uma vez aderidas as células hospedeiras, a EPEC induz a formacao de lesdes
caracteristicas conhecidas como pedestais de actina, estas sao formacfes de
proteinas que se projetam da superficie da célula hospedeira, proporcionando um
ambiente favoravel para a fixacdo das bactérias. Essa cepa € capaz de causar lesbes
A/E (attaching and effacing) nas células intestinais, reorganizando a estrutura das
células hospedeiras e resultando em uma area "apagada" na superficie celular, onde
as bactérias estao firmemente aderidas. A intimina e a proteina Tir sdo cruciais nesse
processo, desempenhando papéis importantes na ligacao entre a bactéria e a célula
hospedeira. Essas altera¢cfes na estrutura das células intestinais podem levar a uma
reducdo na absorcdo de nutrientes, resultando em diarreia (OCHOA; CONTRERAS,
2011)(PEARSON et al., 2016).
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1.2.5 E. coli enterotoxigénica (ETEC)

A ETEC é reconhecida como uma das principais causadoras de diarreia
globalmente, porém sua prevaléncia € notavel em regides onde 0 acesso a agua
potavel € limitado e as condi¢cbes sanitarias sdo inadequadas, sendo uma das
principais preocupacdes em paises em desenvolvimento (ISIDEAN et al.,
2011)(YAMAMOTO; BB, 2016).

Figura 5 — Mecanismo de viruléncia da ETEC.
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Fonte: KAPER et al., 2004

A caracteristica distintiva desse sorotipo esta associada a producao de toxinas
termolabeis (LT) e termoestaveis (ST), desempenhando um papel crucial nos
sintomas da infeccdo. A toxina termolabil atua de maneira semelhante a toxina da
cblera, aumentando a producdo de AMP ciclico (cCAMP) nas células intestinais,
resultando em um aumento na secrecdo de agua e eletrélitos no intestino. Por outro
lado, a toxina termoestavel estimula a producdo de guanosina monofosfato ciclico
(cGMP), também contribuindo para o0 aumento na secrecéo intestinal (ISIDEAN et al.,
2011)(YAMAMOTO; BB, 2016).

1.2.6 E. coli produtora de toxina Shiga (STEC)

A STEC, é caracterizada pela presenca do antigeno somatico (O), e
atualmente, mais de 200 sorotipos de STEC sao identificados. A transmissao dessa
cepa ocorre por meio do consumo de agua e alimentos contaminados ou até mesmo
pelo contato direto com animais. O gado bovino € considerado um importante

reservatorio natural da STEC, e a contaminacdo ambiental, especialmente da agua
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potavel, pode contribuir para a disseminacao dessa bactéria (KAPER et al., 2004)(KIM
et al., 2020).

Figura 6 — Mecanismo de viruléncia da STEC.
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Fonte: KAPER et al., 2004

Este grupo é notavel por sua producéo de toxinas Shiga (Stx1 e Stx2), similares
as produzidas pela bactéria Shigella dysenteriae. Essas toxinas inibem a sintese
proteica nas células hospedeiras, causando danos ao endotélio vascular e
contribuindo para complicacbes como coagulacdo intravascular disseminada e
disfuncao renal. As toxinas Shiga podem entrar na corrente sanguinea, provocando
lesdes nos rins e desencadeando o desenvolvimento da sindrome hemolitico-urémica
(SHU). A SHU é uma condicéo grave que envolve a destruicdo de gldbulos vermelhos,
insuficiéncia renal e trombocitopenia (KAPER et al., 2004)(KIM et al., 2020).

O tratamento da infeccéo por STEC frequentemente se baseia em medidas de
suporte, como a reposicéo de liquidos para prevenir a desidratagdo. O uso rotineiro
de antibiéticos ndo é recomendado, pois pode aumentar o risco de complicacdes,
incluindo a liberagdo acelerada de toxinas Shiga (KAPER et al., 2004)(KIM et al.,
2020).

Dentro deste grupo, diversos sorotipos merecem destaque, sendo o O157:H7
um dos mais significativos. Este sorotipo, devido a sua producéo de toxina Shiga, esta
frequentemente associado a numerosos casos de SHU, além disso é um dos
principais sorotipos associados a epidemias (NATARO; KAPER, 1998)(MEAD;
GRIFFIN, 1998).
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1.3 Escherichia coli O157:H7

A Escherichia coli O157:H7 é uma cepa especifica associada a infec¢bes
gastrointestinais, destacando-se por sua producéo significativa de toxinas Shiga (Stx).
Essa cepa ganhou proeminéncia devido a sua ligagdo com surtos alimentares e a
sindrome hemolitico-urémica (SHU), especialmente em criangas. A cepa O157:H7 se
distingue pelos antigenos 0157 e H7, fundamentais para sua identificacdo (MEAD;
GRIFFIN, 1998)(TARR; NEILL, 2001).

Notéria por sua alta patogenicidade, a E. coli O157:H7, ao produzir a toxina
Shiga, desencadeia sintomas gastrointestinais graves, SHU e, em casos extremos,
insuficiéncia renal e morte. A principal fonte de infec¢cdo € o consumo de alimentos
contaminados, especialmente carne bovina crua ou mal cozida, produtos lacteos nao
pasteurizados, vegetais crus e 4gua contaminada. Além disso, a transmissao direta
de pessoa para pessoa € possivel. (MEAD; GRIFFIN, 1998)(TARR; NEILL, 2001)
(NATARO; KAPER, 1998)

Embora tenha distribuicdo global, o sorotipo 0O157:H7 provoca surtos
epidémicos em nacgbes desenvolvidas, como Estados Unidos, Canada, Japdao, entre
outros. Alguns estudos indicaram que de 50% a 80% das infecgdes por STEC nos
Estados Unidos sdo causadas pela cepa O157:H7 (NATARO; KAPER, 1998).

Um dos surtos mais significativos ocorreu entre os anos de 1992 e 1993 no
oeste dos Estados Unidos, houve um surto de infecgbes por E. coli O157:H7
associado ao consumo de hamburgueres contaminados. Esse evento resultou em
numerosos casos da doenca e levou a uma reavaliacdo dos padrbes de seguranca
alimentar e regulamentacdes relacionadas a carne (TUTTLE et al., 1999).

Outro surto relevante aconteceu em 2011 na Alemanha, onde houve uma
epidemia de infec¢Bes por E. coli O157:H7 causando um grande nimero de casos de
SHU (FRANK et al., 2011).

Também ocorreram surtos epidémicos relacionados a alimentos contaminados
com a cepa O157:H7 no Japao em 1996 (MICHINO et al., 1999) e no inicio dos anos
2000 no Canada (ALI; SH, 2004).

O tratamento, frequentemente, envolve medidas de suporte, focando na
reposicéo de liquidos para prevenir desidratacdo, com a abordagem antibiotica sendo
desaconselhada devido ao risco de complicagfes. Esta bactéria, quando exposta a

antibioticos, pode sofrer lise bacteriana, resultando na liberacdo de toxinas Shiga
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armazenadas nas células bacterianas. Este fenbmeno pode intensificar os sintomas
da infeccdo e aumentar o risco de desenvolvimento de SHU (TARR; NEILL, 2001).

Quando as bactérias sdo expostas a antibidticos que causam danos ao DNA a
resposta SOS pode ser ativada. A ativacéo do sistema SOS é uma estratégia da célula
bacteriana para lidar com o estresse e danos no DNA induzidos pelos antibioticos. A
ativacdo desse sistema pode desencadear mutagénese, levando a bactéria a
introduzir mutacfes em seu genoma como uma estratégia de sobrevivéncia. Assim
como, pode conduzir & adaptacdo genética, aumentando o risco de desenvolvimento
de resisténcia aos antibioticos (MASLOWSKA et al., 2019).

Sendo assim, essa cepa exige vigilancia rigorosa na producao de alimentos e
praticas sanitarias para minimizar os riscos. Como desdobramento, este estudo avalia
o potencial do polissacarideo O157 como agente vacinal contra a Escherichia coli
produtora de toxina Shiga (STEC) visando contribuir ndo apenas para a compreensao
aprofundada da cepa O157:H7, mas também para avancos na prevencao eficaz de

suas infecc¢des.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

O objetivo do presente estudo foi verificar o potencial do polissacarideo 0157
de ser utilizado como antigeno em formulagcfes vacinais contra para Escherichia coli
produtora de toxina Shiga (STEC).

2.2 Especificos

e Verificar a capacidade dos anticorpos anti-O157 em auxiliarem no
reconhecimento da bactéria capsulada;

e Determinar a influéncia dos anticorpos anti-O157 em auxiliar o sistema
complemento na lise bacteriana;

e Verificar a capacidade dos anticorpos anti-O157 de interferir na adesao
bacteriana em células epiteliais;

e Determinar a capacidade dos anticorpos anti-O157 de interferir na

fagocitose por macrofagos.
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3 METODOLOGIA

3.1 Cepa bacteriana

A cepa bacteriana que foi utilizada neste estudo € uma amostra de Escherichia
coli diarreiogénica pertencente ao sorotipo O157:H7 proveniente da colecdo de
bactérias patogénicas do Laboratério de Bacteriologia do Instituto Butantan, Séo

Paulo - Brasil.

3.2 Anticorpo

O soro de coelho contra o polissacarideo 0157 foi adquirido da empresa
PROBAC, Sao Paulo - Brasil.

3.3 Linhagem Celular

Para o teste de fagocitose foi utilizada a linhagem celular de macréfagos
J774A.1 e para o teste de inibicdo de ades&o bacteriana foi utilizada as células da
linhagem HEp-2, ambas as células foram adquiridas do Instituto Adolfo Lutz, S&o

Paulo — Brasil.

3.4 Teste de sensibilidade a antibi6ticos

O teste de suscetibilidade a antibioticos foi realizado de acordo com a
metodologia descrita por Kirby-Bauer. Uma coldnia da bactéria previamente crescida
em TSA (Tryptic Soy Agar) foi coletada e ressuspendida até a concentracdao 0,5 na
escala Mcfarland, em seguida a suspenséao bacteriana foi semeada seguindo a técnica
de difusdo em discos Kirby-Bauer em agar Muller-Hinton. Os antibi6ticos utilizados
foram amicacina (30 pg), amoxicilina/acido clavulanico (30 pg), ceftazidima (30 ug),
cefotaxima (30 ug), ciprofloxacina (5 ug), gentamicina (10 pg), imipenem (10 pg),
levofloxacino (5 pg), sulfametoxazol/trimetoprima (25 pg) e tetraciclina (30 pg).
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3.5 Teste de deteccédo de capsula bacteriana

Para a deteccao da capsula bacteriana foi realizado o método de coloracéo de
Maneval, esta é uma coloracdo negativa, sendo assim a capsula é a regido nao
corada. Para tal, a suspensdo bacteriana foi inoculada através da técnica de
esgotamento em meio TSA e incubada a 37°C por 24 horas. Apés o tempo de
incubacéo, foi realizado um esfregaco sobre a lamina de vidro, utilizando 2 gotas do
corante Vermelho Congo (1%) e 1 col6nia da bactéria, o qual foi seco em temperatura
ambiente. O esfregaco foi tratado com a solu¢ao de Maneval por 1 minuto. Logo apés,
foi realizada a observagéo da lamina em microscopia Optica (1000 x em imerséo).

3.6 Producéo de biofilme

A cepade E. coli0157:H7 foi inoculada em caldo triptona de soja (TSB — Tryptic
Soy Broth) e incubada a 37°C por 24 horas. A seguir, uma aliquota da cultura de 200
ul foi semeada em triplicata, em uma microplaca de 96 pocos. Apés incubacédo de 24
horas, a placa foi lavada 3 vezes com PBS, as bactérias foram fixadas com etanol
75% por 10 minutos e seca a temperatura ambiente. O corante cristal violeta (1%) foi
colocado por 5 minutos na placa. Apés 3 lavagens com PBS para a remocao do
corante e adicao de etanol 95% para solubilizar o cristal violeta por 2 minutos, a placa
foi colocada no leitor de ELISA (Multiskan) (595 nm).

3.7 Determinacédo da capacidade de anticorpos anti-O157 de reconhecerem o
polissacarideo 0157 em Escherichia coli O157:H7 com e sem a presenca de

capsula.

3.7.1 Remocéao da capsula e formalinizacdo das amostras.

A cepa de E. coli 0157:H7 foi cultivada em caldo TSB a 37°C por 24 horas. Foi
colocado 1 ml de TSB com bactéria crescida em 16 microtubos, sendo que 8 deles
foram submetidos ao procedimento de remocé&o da capsula descrito a seguir. Os
microtubos foram aquecidos no termobloco por 30 minutos, as bactérias foram
centrifugadas a 8000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado, enquanto o
pellet que continha as bactérias sem a capsula foi homogeneizado e ressuspendido

ao volume original em Formalina 0,5% PBS. Os 8 microtubos que néo passaram pelo
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procedimento de remocao da capsula foram centrifugados a 8000 rpm por 10 minutos,
apos o descarte do sobrenadante, o pellet foi ressuspendido ao volume original em
Formalina 0,5% PBS. Todas as amostras foram incubadas em refrigerador a 4°C

overnight.

3.7.2 Teste de ELISA.

Em uma microplaca de 96 pocos foram adicionados 5 pL da cultura bacteriana
de E. coli O157:H7, previamente cultivada em TSB em 200 pL de TSB por pogo, em
triplicata. A seguir é realizada uma incubacao overnight no refrigerador a 4°C. Apos a
incubagéo, a microplaca foi lavada 3 vezes com PBS Tween 0,05% e bloqueada por
2 horas na estufa a 37°C com PBS 3% Molico. Ap6s o bloqueio, a microplaca foi
lavada 3 vezes e foi realizada a diluicdo seriada (1/200) com soro de coelho anti-O157
em PBS 1% Molico, em seguida foi incubada por 2 horas em 37°C. Apés a incubacdo,
a placa foi lavada 3 vezes novamente e incubada por 1 hora com o conjugado (anti
IgG de coelho) em diluicdo (1/5000) em PBS 1% Molico. A placa foi lavada, revelada

com o substrato e colocada no leitor de ELISA (Multiskan) (405 nm).

3.8 Teste de lise do sistema complemento

Para avaliar a capacidade do sistema complemento em lisar a bactéria, 5 pL da
amostra de Escherichia coli O157:H7, previamente cultivada em TSB, foram
adicionados a uma microplaca de cultura de 96 pocos. A placa foi incubada por 16
horas a 37°C, com a adicdo de 50 pL de soro anti-O157 de coelho, juntamente com
15 pL de soro normal humano (SNH), tanto em conjunto quanto individualmente, ou
seja, na presenca exclusiva de soro anti-O157 ou apenas do SNH. A determinacéo da
viabilidade bacteriana foi conduzida seguindo a metodologia descrita por Baron e
Beck, mediante a contagem do nimero de unidades formadoras de colénias (UFC)
(BARON; F, 2006)(BECK; NK, 2009).

3.9 Fagocitose
Para o teste de fagocitose foram usados macrofagos J774A.1 a uma

concentracdo de 5 x 10° células/mL cultivados em RPMI com 10% de soro fetal bovino.

Os macrofagos foram semeados em uma placa de cultura de 24 pogos (500 uL/poco)
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e incubados por 24 horas a 37°C em incubadora de 5% de CO2. Simultaneamente, 10
UL da amostra bacteriana crescida em TSB ( 10’ UFC/mL) foram incubados por 1 hora
a 37°C com soro de coelho anti-O157 diluido (1/10) em RPMI. Como controle, as
bactérias foram incubadas na auséncia do soro anti-O157. ApoOs a incubacéo, as
amostras foram adicionadas em triplicata as células e incubadas por mais 2 horas a
37°C. Posteriormente, a placa foi lavada 3 vezes com PBS e ent&o incubada por 30
minutos com solucao de 10 pg/mL de gentamicina em PBS. Em seguida, a placa foi
lavada 6 vezes com PBS, as células foram lisadas com solucéo de 0,1% de Triton X-
100 em PBS (0,5 mL/pogo) por 30 minutos em temperatura ambiente e os lisados
foram submetidos a diluicdes seriadas (1/10) em soro fisiolégico. A seguir, 10 pL de
cada diluicao foram adicionados em triplicata as placas de TSA para determinar o
namero de unidades formadoras de colénias (UFC). O numero de UFC foi
determinado de acordo com a metodologia descrita por Baron e Beck (BARON; F,
2006)(BECK; NK, 2009).

3.10 Teste de inibicdo de adesé&o bacteriana em células epiteliais

As células HEp-2 foram cultivadas até 70% de confluéncia em laminulas
circulares em pocos de placas de cultura de tecidos de 24 pocos na presenca de
DMEM sem antibiéticos. 20 pL de cultura bacteriana (E. coli O157:H7) na
concentracdo de 107 UFC/mL previamente incubada por 1 hora a 37°C com soro de
coelho contra polissacarideos O157 diluido 1/2 em DMEM contendo 1% de soro fetal
bovino foram adicionados em duplicata nos pocos (1 mL/poc¢o) e incubados durante 3
horas a 37°C em 5% de CO2. Como controle positivo para adesdo bacteriana, as
células foram incubadas apenas com bactérias na auséncia de anticorpos. Apos a
incubacao, a placa foi lavada 6 vezes com PBS estéril e depois fixadas com metanol
100% por 10 minutos, coradas por 5 minutos com corante May-Grunwald diluido 1/2
em tampdo Sorensen e finalmente coradas por 20 minutos com corante Giemsa
diluido 1/3 em tampé&o Sorensen. O excesso de corante foi descartado e as laminulas
com as celulas coradas foram fixadas em laminas de microscépio para a visualizagao

em microscopia optica (ocular, 10x; objetiva, 100x).
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3.11 Anédlise estatistica

A analise estatistica foi conduzida utilizando o software GraphPad Prism
(versdo 8.0), por meio do teste-t ndo pareado. A significancia estatistica foi

estabelecida considerando p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 |ldentificacdo da capsula bacteriana

O resultado da coloracdo de Maneval revelou a presenca da capsula bacteriana
na cepa Escherichia coli O157:H7, conforme ilustrado na imagem abaixo (figura 7).

Figura 7 - Visualizacao da capsula bacteriana.

Fonte: préprio autor.
Legenda: A visualizacdo da capsula bacteriana em E. coli O157:H7 foi realizada por meio da técnica
de Maneval.

4.2 Suscetibilidade a antibi6ticos

O teste de suscetibilidade a antibiéticos foi executado de acordo com a
metodologia de difusdo em discos, visando analisar a resposta da bactéria a acdo de

diversos antimicrobianos (tabela 2).
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Tabela 2 - Suscetibilidade frente a antibioticos da cepa E. coli O157:H7.

Classe dos Halo de
. o o Resultado do
Antibioticos antibioticos Inibicdo em
Teste
mm
Amicacina (30 ug) Aminoglicosideo 28 Sensivel
Amoxicilina/Acido Penicilinas ]
. 25 Sensivel
Clavulanico (30 ug)
o Cefalosporina 32 ]
Ceftazidima (30 ug) . 25 Sensivel
geracgdo
_ Cefalosporina 32 ]
Cefotaxima (30 pg) . 37 Sensivel
geracgéo
Ciprofloxacina (5 pg) Fluoroquinolonas 40 Sensivel
Gentamicina (10 pug) Aminoglicosideo 25 Sensivel
_ Betalactamico — L
Imipenem (10 ug) _ o 22 Intermediario
tienamicinas
Levofloxacino ( 5 pg) Quinolona 30 Sensivel
Sulfametoxazol/trimetoprima | Sulfonamidas
32 Sensivel
(25 ug)
Tetraciclina (30 pg) Tetraciclina 30 Sensivel

Fonte: préprio autor.

Legenda: Utilizando a metodologia de difusdo em discos conforme descrito por Kirby-Bauer, procedeu-
se 4 analise da sensibilidade ou resisténcia da cepa de E. coli O157:H7.

4.3 Formacao de biofilme

A cepa E. coli O157:H7 foi testada para avaliar sua capacidade de formacao de

biofilme. Os resultados demonstraram que a bactéria ndo € produtora de biofilme

(figura 8).
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Figura 8 - Identificacdo da capacidade de formacé&o de biofilme pela E. coli
O157:H7.

#8 EAEC 042
E. coli O157:H7
3.500- Bm E. coli DH5a

4.000+

3.000+

2.500+

2.000+

D.O (595nm)

1

EAEC 042 E. coli O157:H7 E. coli DHSa.

Fonte: préprio autor.
Legenda: Para controle negativo foi utilizada a cepa E. coli DH5a e a cepa de E. coli 042 (EAEC) para
0 controle positivo.

4.4 Capacidade dos anticorpos anti-O157 de reconhecerem o polissacarideo
0157.

Os resultados evidenciaram a capacidade dos anticorpos anti-O157 em
reconhecer o polissacarideo 0157 através do método de ELISA em bactérias
capsuladas e ndo capsuladas (figura 9). A bactéria Escherichia coli DH5a foi utilizada

como controle negativo.
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Figura 9 - Reconhecimento do polissacarideo 0157 pelo anticorpo anti-O157.

2,500

2,000

1,500

(405 nm)

1,000

D.O

0,500

== =

0,000

1:200 1:400 1:800 1:1600  1:3200 1:6400 1:12800 1:25600
DiluigSes

—&— 0157 com capsula —#=—0157 sem capsula DH5a =—@—Sem antigeno

Fonte: proprio autor.
Legenda: O teste de ELISA foi empregado para avaliar a capacidade dos anticorpos anti-O157 em
reconhecer E. coli 0157:H7 (com e sem cépsula). Como controle, utilizou-se E. coli DH5-a.

4.5 Influéncia do anticorpo anti-O157 na resposta do sistema complemento

A influéncia do anticorpo na lise bacteriana pelo sistema complemento foi
examinada através da incubacdo de amostras bacterianas de E. coli O157:H7 na

presenca de anticorpos contra o polissacarideo 0157 (figura 10).
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Figura 10 - A influéncia do anticorpo anti-O157 na lise bacteriana pelo sistema

complemento.

B E. coli O157:H7

mm E. coliO157:H7 + SNH

W E. coliO157:H7 + SNH + a-0157
* P =0,05

*

3
]

.
-

E. coli O157:H7 E. coli O157:H7 E. coli O157:H7
+SNH + SNH + 0-0157

Fonte: proprio autor.

Legenda: A avaliagdo da lise bacteriana pelo sistema complemento na cepa de E. coli O157:H7 ocorreu
mediante incubacdo de amostras bacterianas com anticorpos anti-O157. O soro normal humano (SNH)
foi utilizado como fonte de complemento. A eficacia foi determinada pela contagem de unidades
formadoras de colbénias (UFC), sendo considerado estatisticamente significativo quando o valor p foi <
0,05.

4.6 Fagocitose

A avaliacao da influéncia do anticorpo anti-O157 na fagocitose envolveu a incubacéo
de macrofagos J774A.1 com a bactéria. Os resultados demonstraram que tanto na
presenca quanto na auséncia do anticorpo anti-O157 a fagocitose da bactéria

mantem-se a mesma (figura 11).
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Figura 11 - Influéncia dos anticorpos anti-O157 na fagocitose.

@ E. coli O157:H7

B E. coliO157:H7 + J7T74A 1
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E. coli O15T:H7 E. coli O157:H7 E. coli O15T:H7
+J774A1 +J774A1
+a-0157

Fonte: proprio autor.

Legenda: Os macréfagos foram incubados com E. coli O157:H7, em presenca ou auséncia de soro
contendo anticorpos anti-O157. A quantificacdo das bactérias fagocitadas foi realizada contando o
numero de unidades formadoras de coldnias (UFC), sendo considerado estatisticamente significativo
quando o valor p < 0,05.

4.7 Inibicdo de adesé&o bacteriana em células epiteliais

Os testes de inibicdo de adesdo revelaram que os anticorpos anti-O157 foram

capazes de inibir a adeséo de E. coli 0157:H7 as células HEp-2 (figura 12).
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Figura 12 - Inibicdo de adesdo de amostras de E. coli O157:H7 em células HEp-2.

(a) i

Fonte: proprio autor.
Legenda: Células epiteliais HEp-2 foram incubadas por 3 horas com a bactéria O157:H7. A amostra
bacteriana foi incubada na auséncia (A) ou na presenca (B) de anticorpos anti-O157.
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5 DISCUSSAO

O uso de antibidticos desempenha um papel crucial no tratamento das
infeccbes causadas pela Escherichia coli. Entretanto, € preciso ter cautela ao
considerar a utilizacdo desses medicamentos em casos envolvendo cepas produtoras
da toxina Shiga, desde que sua utilizagcdo pode acarretar um aumento no risco de
complica¢gBes, como a Sindrome Hemolitico-Urémica (TOSHIMA et al., 2007).

Este estudo investigou a suscetibilidade da bactéria E. coli O157:H7 a diversas
classes de antibiéticos, como aminoglicosideos, penicilinas, cefalosporinas,
fluoroquinolonas, betalactamicos, quinolonas, sulfonamidas e tetraciclina. A bactéria
demonstrou sensibilidade a maioria dessas classes, incluindo aminoglicosideos e
tetraciclina, que atuam na inibicdo da sintese proteica, sendo algumas das poucas
classes que podem ser indicadas no inicio do tratamento de infec¢Bes por cepas
produtoras de toxina Shiga (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010). Contudo, é de
extrema importancia ressaltar que, mesmo sob essas circunstancias, o uso de
antibioticos é recomendado com ressalvas, dada a associagdo com riscos
significativos relacionados a SHU e outras complicacfes graves.

A elaboracao de uma vacina eficaz contra STEC revela-se um passo importante
diante dos desafios apresentados por esse grupo de patdégenos. A vacinacdo
especifica contra a E. coli O157:H7 desempenha um papel vital na contencdo da
disseminacéo desse patdgeno, sobretudo em regiées endémicas. Este sorotipo esta
associado a surtos severos de doencas gastrointestinais, representando uma ameaca
significativa a saude publica (NESTA; PIZZA, 2018).

Portanto, este estudo investigou o potencial do polissacarideo 0157 como
antigeno vacinal. Inicialmente, foi examinada a possibilidade da presenca da capsula
bacteriana dificultar o reconhecimento do polissacarideo pelos anticorpos, uma vez
que ela atua como uma barreira de protecdo (WHITFIELD; C, 2006). Contudo, os
resultados revelaram que os anticorpos efetivamente identificaram a bactéria, mesmo
na presenca da capsula.

Os resultados ndo apenas demonstraram a eficacia do reconhecimento
imunoloégico mesmo na presenca da capsula bacteriana, mas também evidenciaram
gue os anticorpos desempenham um papel fundamental em diversas frentes.

Observou-se que 0s anticorpos contribuiram para a lise bacteriana e colaboraram na
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inibicdo da adesao bacteriana as células epiteliais, um passo importante no processo
de colonizagéo que precede a infeccao.

Todavia, ndo houve influéncia dos anticorpos na fagocitose. Os anticorpos
utilizados nesse estudo sdo industrializados, desta maneira € possivel sugerir que a
presenca de componentes exdgenos que podem ter interferido nas células,
prejudicando a fagocitose. No entanto, sdo necessarios estudos adicionais para
confirmar essa possibilidade.

Em resumo, os resultados desta pesquisa indicam que o polissacarideo 0157
apresenta-se como um possivel candidato a antigeno vacinal. Sua capacidade de
gerar anticorpos capazes de reconhecerem a bactéria, mesmo na presenca da
capsula bacteriana, aliada a sua eficacia em diversas etapas do processo
imunoldgico, o coloca como uma opg¢ao promissora para servir como antigeno no

desenvolvimento de vacinas contra E. coli pertencentes ao sorotipo O157:H7.
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6 CONCLUSOES

Em sintese, este estudo buscou avaliar o potencial do polissacarideo 0157
como um candidato promissor para antigeno vacinal contra a Escherichia coli
produtora de toxina Shiga (STEC).

Frente aos resultados apresentados, destacamos a influéncia positiva dos
anticorpos anti-O157 na lise bacteriana, evidenciando sua contribuicdo para a
resposta imunologica. Além disso, observamos a capacidade destes anticorpos em
interferir na ades@o bacteriana em células epiteliais. Tais resultados ndo apenas
corroboram a viabilidade do polissacarideo 0157 como um possivel candidato a
antigeno vacinal, mas também ressaltam sua eficacia em diferentes fases do processo
imunoldgico.

No entanto, € vital ressaltar a necessidade de conduzir pesquisas adicionais e
estudos mais aprofundados com o intuito de aprimorar ainda mais nossa
compreensao e, portanto, impulsionar o desenvolvimento de uma vacina abrangente
e eficaz contra esse patdégeno, promovendo uma contribuicdo significativa para a

saude publica.
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