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Resumo

Escherichia coli patogénica para aves (APEC) ¢é responsavel por inlimeras perdas no setor
avicola mundial, por causar uma série de doengas nas aves que se apresentam de forma sistémica
ou localizada as quais sdo, coletivamente, denominadas colibacilose. Os mecanismos de
viruléncia destas linhagens patogénicas para aves e, possivelmente, patogénicas para seres
humanos ainda nio foram totalmente elucidados. Este trabalho foi desenvolvido com o intuito de
estudar genes possivelmente envolvidos com a patogenicidade de uma linhagem APEC
causadora de Sindrome da Cabeca Inchada (SCI-07) ONT:H31, a partir de resultados obtidos em
um microarranjo realizado in vitro, o qual comparou a linhagem em estudo a linhagem padrao E.
coli EHEC 8624 (linhagem enterohemorragica). Nove genes, detectados como sendo super-
expressos no microarranjo, nas condigdes estudadas, foram selecionados para construcdo de
mutantes nulos e de seus complementos [feoA (transporte de ferro), nirC (transportador de
nitrito), fIgE ( gancho flagelar), #y#R (regulador de transcricdo da sintese de aminoacidos
aromaticos), potF (subunidade periplasmatica do transportador putrescina), yehD (possivel
fimbria), bfr (bacterioferrina), csgA ( subunidade principal da curlina) e entD (enteroquelina)].
Os mutantes construidos foram avaliados quanto as suas capacidades de adesdo e invasdo em
cultivos celulares, e quanto ao seu potencial patogénico em aves de um dia de idade em
comparacao a cepa selvagem. As linhagens Abfr, AcsgA e AnirC apresentaram diminuicao da
capacidade de adesdao em fibroblastos de aves (linhagem FEG) em comparagdo a linhagem
selvagem em ambos os modelos adotados: na presenga e auséncia de alpha-D-mannopyranoside;
a linhagem ApotF apresentou diminuicdo da adesdo apenas na auséncia de alpha-D-
mannopyranoside. Os mutantes AcsgA e AfyrR apresentaram reducdo na capacidade de invadir
linhagem de células de trato respiratério humano (linhagem Hep-2). Nenhum mutante avaliado
mostrou alteragdo na capacidade de invadir fibroblastos de aves (linhagem CEC-32). Os mutantes
AflgE e AtyrR mostraram diminui¢cdo na capacidade de invadir e sobreviver em macrofagos de
aves (linhagem HDI11). A motilidade das linhagens mutantes AcsgA, Abfr, AyehD, ApotF,
AentD, AnirC e AfeoA foi aumentada enquanto o mutante A#yrR mostrou redu¢do de motilidade
e o mutante AfIgE tornou-se imovel. Nenhuma linhagem mutante obtida mostrou a mesma
capacidade da linhagem selvagem em causar mortalidade em aves de um dia; AfeoA tornou-se
hipervirulenta e todos os demais mutantes apresentaram atenuacdo em diferentes graus, sendo a

linhagem AentD totalmente atenuada e, portanto, promissora quanto ao seu uso como linhagem
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vacinal.para 0 combate a colibacilose em aves, ou como linhagem carreadoras de epitopos

presentes em outras linhagens APEC.

Palavras-chave: FEscherichia coli patogénica avidria, colibacilose, Escherichia coli-

patogenicidade, dele¢do de genes, ave.
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Abstract

Avian Pathogenic Escherichia coli (APEC) is responsible for significant economic loses
in the poultry industry worldwide, by cause a range of systemic or localized diseases in poultry
collectively termed colibacillosis. The virulence mechanisms of these pathogenic strains for
poultry and possibly pathogenic for humans have not been fully elucidated. This work was
developed in order to study genes potentially involved in the pathogenicity of an APEC strain
isolated from a Swollen Head Syndrome case (SCI- 07) ONT:H31; since the results obtained in a
microarray performed in vitro, which compared the SCI-07 strain to the standard strain E. coli
8624 EHEC (enterohemorrhagic strain). Nine overexpressed genes in microarray under the
conditions studied were selected for construction of null mutants and their complements [feoA
(iron transport), nirC (nitrite transporter), fIgE (flagellar hook), tyrR (transcriptional regulator of
the aromatic amino acids biosynthesis), pofF (periplasmic putrescine transporter subunit), yehD
(putative adhesin), bfr (bacterioferritin), csgA (major curling subunit) and entD (enterochelin)].
The mutants constructed were evaluated for their capacity for adhesion and invasion in cell
cultures, and for its pathogenic potential in one-day-old chickens in comparison to the wild type
strain (WT). The Abfr, AcsgA and AnirC strains showed decreased adhesion capacity on avian
fibroblasts (CEF cells) compared to the WT in both models adopted: in the presence and absence
of alpha-D-mannopyranoside, the ApotF strain showed decrease on adhesion only in the absence
of alpha-D-mannopyranoside. The AcsgA and A#fyrR mutants had reduced ability to invade
human larynx cell line (Hep-2 cells). No mutant showed changes in the capacity of invade avian
fibroblasts birds (CEC-32cells). The AfIgE and AtyrR mutants showed decreased ability to invade
and survive into avian macrophages (HD11 cells). The motility of mutant strains AcsgA, Abfr,
AyehD, ApofF, AentD, AnirC and AfeoA was increased while the AfyrR mutant showed reduced
motility and the mutant Af/gE became nonmotile. No mutant strain showed the same capacity of
the WT in cause mortality in one-day-old chickes; AfeoA became hipervirulenta and all other
mutants showed attenuation in different degrees, including the AentD that was completely
attenuated and a promising vaccine candidate strain to combat colibacillosis in poultry, or as a
carrier strain of epitopes present in other APEC strains.
Keywords: Avian pathogenic Escherichia coli, colibacillosis, Escherichia coli- pathogenicity,

gene deletion, bird.
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1. Introducio

A carne de frango e ovos sdo fontes protéicas de alto valor nutricional, baixo custo e
importantes geradores de empregos e divisas. O Brasil ¢ o maior exportador e o terceiro maior
produtor de carne de frango do mundo, mantendo-se nesta posicdo ha dez anos. A carne de
frango produzida no Brasil, atualmente, ¢ exportada para mais de 150 paises e o setor avicola
responde por 1,5% do Produto Interno Bruto (PIB), empregando direta ou indiretamente, 4,5
milhdes de pessoas (Ubabef, 2013). A evolucdo da genética e das técnicas de manejo das aves
comerciais permitiu que a produgdo avicola moderna se tornasse altamente eficiente e rentavel. O
sistema de criagdo em alta densidade proporciona ao produtor a maximizacdao das instalacdes,
com maior rendimento em termos de quilos de aves por metro quadrado. Com o crescimento da
avicultura industrial, muitos patdégenos ganharam importancia, pois a aglomeragdo de animais

favorece a multiplicagdo e a disseminagao de agentes infecciosos dentro das instalagdes avicolas.

Linhagens de Escherichia coli patogénicas para aves sao denominadas APEC (“Avian
Pathogenic Escherichia coli’’) (Dho-Moulin & Fairbrother, 1999). Estas linhagens podem atuar
como agentes primarios ou secundarios de infeccdo, podendo causar infec¢des localizadas ou
sistémicas extra-intestinais em aves de praticamente qualquer idade. No entanto, acredita-se que,
em aves, E. coli infecte principalmente o trato respiratorio, podendo tornar-se uma doenga
sistémica quando had fatores predisponentes, como infec¢do viral e/ou bacteriana, alteracdes
ambientais, deficiéncias nutricionais, imunossupressao ou quando se trata de linhagens APEC
altamente patogénicas (Dho & Lafont, 1982; Gonzales ef al., 1990; Nakamura et al., 1992). A
infecgdao das aves pode ocorrer ainda, via casca do ovo, umbigo do pinto recém-nascido, trato
digestorio ou via ascendente pela cloaca. A via aérea €, no entanto, a principal via de infec¢ao em
condi¢cdes naturais (Silva, 1986). Diferentes patologias como a colisepticemia, coligranuloma
(doenga de Hajarre), doenca respiratéria cronica (DRC), celulite aviaria, sindrome da cabeca
inchada (SCI), peritonite, salpingite, osteomielite, sinovite, panoftalmia e onfalite estdo

associadas as E. coli aviarias (Barnes & Gross, 1997; Dho-Moulin & Fairbrother 1999).

Os genes de viruléncia em APEC estao localizados no cromossomo ou em plasmidios, e
as amostras de E. coli sdo, ainda, habeis a tornarem-se patogénicas pela aquisicdo horizontal de
fatores de viruléncia (Vidotto ef al;1990). Segundo Dho-Moulin & Fairbrother (1999), os

principais fatores de viruléncia sdo: antigenos de superficie O (lipopolissacarideo somatico), K
23



(polissacarideo capsular) e H (proteina flagelar); resisténcia a antibidticos; capacidade de
motilidade; adesinas; colicinas; sideroféros, em especial a aerobactina; resisténcia ao soro;
produgdo de hemolisina; produgdo de toxinas e produgdo da hemaglutinina sensivel a temperatura

(Tsh).

Apesar de inimeros trabalhos epidemiologicos terem sido realizados com o objetivo de se
verificar qual gene, ou grupos génicos, estdo presentes nas diferentes linhagens APEC, ainda nao
se estabeleceram genes de patogenicidade especificos para estas linhagens. Além disso, a maioria
dos estudos para entendimento da patogenicidade lida apenas com genes de viruléncia e se
esquecem de que os mecanismos de reconhecimento de tecidos e cé€lulas do hospedeiro (adesao,
invasao), bem como 0s necessarios para a sobrevivéncia da bactéria no interior do hospedeiro,
tais como utilizagdo de substratos disponiveis e aceptores de elétrons para respiragdo anaerobia

também sdo essenciais para este tipo bacteriano expressar sua viruléncia.

A linhagem estudada, neste trabalho, ¢ denominada SCI-07 e foi isolada de uma ave de
postura comercial de ovos de mesa, apresentando sinais clinicos de sindrome da cabeca inchada.
Esta linhagem foi tipificada pelo Instituto Adolfo Lutz (Dra. Kinue Irino) como possuindo
antigeno somatico O ndo tipavel, como a maioria das linhagens causadoras de SCI isoladas no

Brasil (Fantinatti ef al., 1994; Campos ef al., 2008) e antigeno flagelar H31 (ONT:H31).

Para este trabalho, partimos de um microarranjo realizado in vitro, selecionamos nove genes
0s quais mostraram expressao aumentada em comparagdo a expressao génica da linhagem
utilizada como padrao deste tipo de ensaio e construimos mutantes sitio-dirigidos para os genes:
feoA (transporte de ferro), bfr (bacterioferrina), yehD, (possivel fimbria), #rR (regulador
transcricional de aminoacidos aromaticos), fIgE (por¢ao do gancho flagelar), potF (transporte de
putrecina), csgA (curlina), entD (enteroquelina) e nirC (transporte de nitrito). Os nove mutantes

foram avaliados quanto seu potencial patogénico em cultivos celulares in vitro e em aves de um

dia de vida.
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2. Revisao de Literatura
2.1. E. coli patogénicas para aves e a colibacilose

Denomina-se colibacilose um amplo conjunto de doengas extra-intestinais, em aves
comerciais ou silvestres, causadas por E. coli. A colibacilose abrange doencas localizadas ou
sistémicas, incluindo: colisepticemia, coligranuloma ou Doenga de Hajarre, doenga do saco aéro
também conhecida como Doenca Respiratoria Cronica (CRD), celulite, peritonite, salpingite,
osteomielite/sinovite, panoftalmia, onfalite/infeccdo do saco da gema e Sindrome da Cabeca
Inchada (SCI) (Barnes & Gross, 1997). A colibacilose ¢ considerada tipicamente secundaria,
ocorrendo quando a resposta imune ou as barreiras naturais do hospedeiro estdo injuriadas,
embora existam linhagens altamente patogénicas capazes de desencadear quadro clinico e
mortalidade atuando como agentes infecciosos primarios. Coletivamente, as infeccdes causadas
por APEC sao responsaveis por perdas econdmicas significativas para a industria avicola. Por
exemplo, quase metade das carcagas condenadas em abatedouros apresentam lesdes condizentes

com colisepticemia (Yogaratnam, 1995).

A distribuicao dos varios sorotipos de E. coli € cosmopolita, habitando o trato entérico de
mamiferos e de aves saudaveis, onde é encontrada em uma concentracio maior que 10° bactérias
por grama de fezes. Este nimero tende a ser maior em aves jovens onde, ainda, nido se
estabeleceu a microbiota (Barnes & Lozano, 1994). Entre aves saudaveis, 10 a 15% dos
coliformes intestinais, compreendem sorotipos considerados altamente patogé€nicos, e as
linhagens intestinais normais de uma ave nao sao as mesmas que desencadeiam, por exemplo, um
quadro de pericardite nesta mesma ave (Barnes & Gross, 1997). A doenca clinica ¢,
frequentemente, relatada em frangos, galinhas, perus e patos. Na cama das aves e na poeira dos
galpdes avicolas podem ser isoladas de 10° a 10° E. coli por grama, sendo esta bactéria, ainda,
habil, a persistir no ambiente por longos periodos de tempo, bem como na ragdo, na agua e nas

fezes de roedores (Gross, 1994).

Aves normais e saudaveis, com defesas imunoldgicas intactas, sdo resistentes as infecgdes
naturais por E. coli. Infec¢cdes ocorrem quando ha fatores predisponentes como: pele ou mucosas
comprometidas, sistema de fagocitos mononucleares alterados, seja por infec¢des virais (ainda

que vacinais), parasiticas, bacterianas ou perda de microbiota natural; imunossupressao por
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infec¢des virais, toxinas ou deficiéncias nutricionais; quando ha exposicdo a agentes irritantes
como amodnia € poeira, 0os quais provocam deciliacdo no trato respiratorio superior ou, ainda,

quando as aves sao submetidas a estresse severo (Gross, 1994).

A mortalidade embriondria, ou de aves jovens, ¢ uma das manifestacdes mais comuns da
colibacilose. A transmissao de APEC intra-ovo ¢ muito comum, estando associada ao ambiente
de incubacdo, o qual ¢ muito propicio a rapida dispersdao de patdgenos durante a incubacdo e a
eclosdo dos ovos, acarretando alta mortalidade dos pintainhos (Barnes, 1994). A fonte de
contamina¢do mais importante para os ovos ¢ o material fecal da supertficie da casca do ovo que,
em seguida, ¢ penetrado levando a contaminagdo das membranas internas e do saco da gema
onde a bactéria desenvolve-se, tornando-se foco de infec¢dao. No entanto, infec¢des ovarianas e
salpingite também tém sido descritas como fonte de contaminacdo por APEC. Aves com infec¢ao
do saco da gema, frequentemente, apresentam infeccdo do umbigo ou onfalite, a apartir dos
primeiros dias de vida e, como conseqiiéncia, podem apresentar pericardite, indicando que houve
dispersdo da bactéria. Na maioria das vezes, se a ave nao morre pela infeccao da gema, observa-
se apenas a retencdo tardia desta e reducao por tempo indeterminado no ganho de peso da ave

sobrevivente (Barnes & Gross, 1997).

As infecgdes do trato respiratdrio por APEC estdo principalmente associadas aos virus da
Doenca de Newcastle e da Bronquite Infecciosa das Galinhas (ainda que cepas vacinais) € a
bactéria Micoplasma. O trato respiratdrio, ainda que minimamente danificado, ¢ altamente
susceptivel a invasao e colonizagdao por APEC (Barnes, 1994). A doenga resultante desse quadro
pode ser desde a aerossaculite, até septicemia e morte. A aerossaculite pode se espalhar por
tecidos adjascentes causando pneumonia, pleuro-pneumonia, pericardite, perihepatite e
septicemia. Menos comumente, pode haver a partir da infeccdo respiratoria, salpingite,
panoftalmia, infecgdes Osseas e sinoviais, como resultado da sepse. Infeccdes do saco aéreo sdo

muito comuns em aves de corte de 4 a 9 semanas de vida, acarretando perdas economicas

relacionadas a morbidade, mortalidade e condenacdo de carcaca (Gross, 1994).

A salpingite em aves de postura ou reprodutoras ocorre quando o saco aéreo abdominal
esquerdo ¢ infectado por APEC, com a salpingite cronica podendo se desenvolver apartir desta
infec¢do. Aves infectadas, frequentemente, morrem nos primeiros meses € as sobreviventes

raramente pdem ovos. A salpingite pode ocorrer, ainda, por via ascendente pela cloaca de
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poedeiras e este quadro parece estar associado a alta atividade estrogénica no oviduto (Gross,

1994).

A infeccao da cavidade peritoneal (peritonite), por APEC, ocorre em poedeiras, sendo
caracterizada por derramamento de gema na cavidade abdominal e mortalidade aguda. A infeccao
ocorre quando a bactéria ascende através do oviduto e cresce rapidamente na gema depositada na

cavidade peritoneal (Barnes & Lozano, 1994).

A septicemia aguda tem sido relatada, frequentemente, em perus. Neste tipo de
septicemia, as aves afetadas apresentam-se em bom estado fisico ao apresentarem o quadro, o que
caracteriza sua natureza aguda. De maneira diferente da septicemia por APEC associada a
infecgdo respiratoria, neste caso nao ha tendéncia a desenvolver pericardite ou perihepatite. O
figado esverdeado, a marcada esplenomegalia e a musculatura congesta sdo caracteristicos da
septicemia aguda. O Coligranuloma ou Doenca de Hajarre, muito importante em perus, ¢
caracterizado por lesdes serosas que lembram tumores, no figado, ceco, duodeno e mesentério

(Barnes & Lozano, 1994; Barnes & Gross, 1997).

A celulite aviaria ¢ um processo inflamatorio, infeccioso e cronico na pele das aves,
afetando abdomem, dorso e coxas de frangos de corte. Caracteriza-se por lesdes que se
apresentam como dobras caseosas, sendo uma das mais importantes causas de condenagdo de
carcaga nos abatedouros avicolas. Os sorotipos de APEC 02, O78 e O nao tipaveis (NT),
produtores de aerobactina e colicina sdo os mais frequentemente isolados destas lesdes. A
superpopulacdo resultante do adensamento associado a pobre qualidade da cama das aves sdo os
principais fatores predisponentes da celulite aviaria (Barnes & Lozano, 1994; Barnes & Gross,
1997). Além disso, uma celulite suave localizada na pele da regidao do umbigo € resultante muitas
vezes do quadro de onfalite. Recentemente, Quel et al (2013) verificaram a importancia do fator
vacuolizante de E. coli (ECVF), uma citotoxina termo-sensivel vacuolizante, na inducdo do

processo inflamatério da celulite por APEC.

A Sindrome da Cabega Inchada é uma enfermidade de carater inicial subcutaneo que
acarreta um quadro respiratorio, com edema facial e submandibular e posterior presenca de sinais
neurologicos (Barnes & Gross, 1997). Apresenta-se de forma aguda ou subaguda, tendo sido

descrita, pela primeira vez, na Africa do Sul, em aves que apresentavam um quadro associado de
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E. coli e coronavirus (Morley & Thomson, 1984). A doenca tem sido identificada em 4reas de
intensa produ¢do avicola no mundo todo (Nakamura et al., 1997; Georgiades ef al., 2001). Em
aves poedeiras e reprodutoras, acarreta queda na producdo e na qualidade dos ovos causando
mortalidade em torno de 1% a 3% e morte embriondria de 3% a 10% (Gross, 1991; Drowal &
Woolcock, 1994). Em frangos de corte, onde sdo observados secre¢do nasal, depressido e edema
subcutaneo, a taxa de mortalidade fica em torno de 1 a 5% podendo alcangar 30% em casos
severos (Gaudry, 1991). A patogénese da SCI ainda nao esta bem elucidada. Sabe-se que o tecido
linfoide associado a conjuntiva, quando da inflamacao por infec¢do viral ou irritagdo por amonia,
permite o acesso da APEC ao tecido subcutdneo (Morley & Thomson, 1994; Barnes & Gross,

1997).

A prevengdo da colibacilose deve ser realizada mediante medidas de boas praticas
sanitarias tais como, reducdo da exposi¢ao a virus, controle de roedores e qualidade da agua
integrada a técnicas adequadas de manejo como ventilagao adequada, utilizacao de ragdo peletada
e tratamento da cama, que visam reduzir a carga microbiana nestes ambientes. A utilizacdo de
vacinas vivas ou inativadas contra sorotipos O78:K80 e O2:K1 nos plantéis avicolas tem-se
mostrado eficiente garantindo razoavel protecdo experimental contra antigenos homologos e
pouca protecao contra heter6logos (Melamed ef al., 1991; Frommer ef al., 1994; La Ragione et
al., 2013). No entanto, vacinas vivas, as quais sao sabidamente mais eficientes preparadas com
linhagens nao patogénicas, naturalmente isoladas ou atenuadas por delecdo génica, para
utilizagcdo a campo, garantindo prote¢ao contra linhagens APEC endémicas em areas de intensa

producgdo avicola, ainda sdo escassas no mercado.
2.2, APEC e o possivel potencial zoonético

Alguns estudos tém mostrado correlagdo genomica positiva entre APEC e ExPEC
(“Extraintestinal pathogenic E. coli”) de origem humana, especialmente E. coli uropatogénica
(UPEC) e E. coli causadora de meningite em recém-nascidos (NMEC), o que sugere que algumas

linhagens de APEC podem ser consideradas agentes com potencial zoondtico (Ewers et al., 2007,

Moulin-Schouleur et al., 2007, Johnson et al., 2008).

A presenga comum de genes associados a viruléncia entre linhagens de APEC e UPEC,

bem como o modelo da doenca e a relacdo filogenética entre as linhagens sdo indicativos de uma
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relacdo genética entre APEC e UPEC (Kaper et al., 2004). Existe pouca informagdo na literatura
sobre a comparagdo da expressao de genes especificos entre UPEC e APEC, isoladas de casos de
clinicos. Alguns sorogrupos, também encontrados em APEC, ja foram implicados em infec¢des
urinarias sugerindo possivel transferéncia de linhagens de aves para humanos e vice-versa
(Burman et al, 2003). Estudos de prevaléncia mostraram que APEC E058 e UPEC U17
partilharam 20 dos 37 genes examinados, enquanto UPEC U17 e EHEC 933 partilharam 6 em 37
e UPEC Ul7 e E. coli K12 apenas 5 em 37 (Zhao et al., 2009). Estes resultados sugerem que
UPEC sao mais similares as APEC que as EHEC (E. coli entero-hemorragica) ou que a E. coli
K12. Recentemente, demonstrou-se, ainda que experimentalmente, o potencial de linhagens

UPEC em causar doenga em aves (Zhao et al., 2009).

Além da sobreposicao de genes cromossomicos, linhagens APEC e UPEC mostram
substancial sobreposi¢do em termos de sorogrupos € quanto a presenca de certos genes
associados com grandes plasmidios, os quais sio comuns e caracteristicos de APEC. Genes
plasmidias que codificam para ColV (colicina), sistema de captacdo de ferro e resisténcia ao soro,
os quais sao conhecidos por sua freqiiéncia e localizagdo exclusiva em grandes plasmidios
transmissiveis como o ¢ caso do plasmidio pTJ100 de APEC, contém muitos dos genes
associados a viruléncia deste tipo bacteriano. Plasmidios encontrados em APEC tém mostrado
forte similaridade de conteudo genético com plasmidios presentes em UPEC (Johnson et al.,

2002).

Por fim, muitos genes de FE.coli relacionados a aquisicdo de ferro sdo super expressos
durante infec¢des do trato urindrio de humanos (ITUs) da mesma forma que durante a infecgao
das aves, revelando que a aquisicao de ferro ¢ critica para E. coli sobreviver tanto no sangue
quanto no trato urinario. Este ¢ mais um fato que evidencia o potencial de uma APEC em atuar

como uma UPEC ou como um reservatorio de genes de viruléncia para esta (Zhao et al., 2009).
2.3. Viruléncia de APECs

Um grande numero de fatores de viruléncia tem sido identificado em linhagens APEC
isoladas de aves apresentando colibacilose. Até o momento, nenhum fator isolado,
reconhecidamente responsavel pela viruléncia e que permita distinguir todas as linhagens

patogénicas das ndo patogénicas foi identificado. Linhagens patogénicas ou ndo, podem
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permanecer no trato entérico das aves pelos mesmos periodos de tempo e sdo similares quanto as

caracteristicas bioquimicas e de sensibilidade a drogas.
2.3.1. Fatores de viruléncia descritos em APEC
Dentre eles destacam-se:

O antigeno O ou antigeno somatico ¢ uma endotoxina liberada pela lise das células
bacterianas lisas. E composto por complexo polissacarideo-fosfolipidio ligado a uma porcio
protéica resistente a fervura. Os sorotipos mais identificados causando doenca nas aves sdo Ol,
02, 08, 018, 035, 078, 088, 0109, O115 e O nao tipaveis (Dho-Moulin & Fairbrother, 1999;
Silveira et al., 2002). Sendo que os sorotipos O1, O2 e O78 sdo os mais frequentemente isolados
em casos de colibacilose ao redor do mundo, representando de 15 a 61% do total de isolados
(Dozois et al., 1992; Blanco et al., 1998) e sorotipos O nao tipaveis (NT) ou rugosos, mais
frequentemente isolados por nosso grupo de trabalho em amostras de APEC nacionais de casos

de onfalite e septicemia (Silveira et al., 2002).

O antigeno K, ou capsular, ¢ um polimero de acidos com 2% de agtcar. Os antigenos
capsulares K1 e K80 estdo relacionados a capacidade das APEC em resistir a destrui¢ao pelos
heter6filos e pelo soro normal da ave (Rosenberger ef al., 1985). Linhagens patogénicas de E.
coli, com mutacdo em genes do “operon” codificador da capsula mostraram-se muito menos
letais para aves com um dia de idade que as linhagens ndo mutagenizadas (Czirok et al., 1990;
Pourbakhsh et al. 1997).

E. coli produz adesinas fimbriais (tipo 1, P e curli), que a torna capaz de se fixar a varios
tecidos do hospedeiro, iniciando, facilitando, ou mantendo o processo de colonizacdao (Wooley e?
al. 1998). As fimbrias do tipo 1 sdo estruturas amplamente difundidas entre as enterobactérias.
Em linhagens patogénicas de E. coli, sua principal propriedade adesiva ¢ a colonizacdo das
células epiteliais do trato respiratério superior. Fimbrias do tipo 1 sdo bloqueadas por anti-soros
especificos e pelo carboidrato D-manose, que competem pelo mesmo receptor celular usado por
ela (Moon, 1990; Mol & Oudega, 1996). As Fimbrias do tipo 1 sdo proteinas codificadas pelo
operon fim, o qual esta localizado no cromossomo bacteriano (Orndorff, 1994). O gene fimA
apesar de nao estar diretamente relacionado as propriedades adesivas da fimbria, constitui a

porc¢do antigénica dela. Acredita-se que o alto polimorfismo genético caracteristico de fimA4 possa
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ser resultado da diversidade gerada pela necessidade de evasdo do sistema imunoldgico do

hospedeiro (Peek et al., 2001).

Além da fimbria tipo 1, algumas linhagens de E. coli isoladas de aves possuem o operon
da fimbria P, a qual ¢ geralmente expressa em pequenas quantidades e detectada através de
ensaios de micro-hemaglutinagdo D-manose resistente e imunofluorescéncia (Vidotto et al.,
1997). A adesina fimbrial P foi, inicialmente, descrita em linhagens de E. coli relacionadas as
infec¢des do trato urinario superior humano (Mol & Oudega, 1996). A fimbria P ¢ codificada
pelo “operon” pap, o qual compreende 11 genes localizados no cromossomo bacteriano
(Kariyawasam et al.; 2006). Através de estudos “in vivo”, Pourbakhsh et al. (1997) verificaram
que existe uma variacdo da expressdao das adesinas fimbriais P de acordo com a sua localizagao
no hospedeiro, e sugeriram que estas adesinas nao sao importantes apenas na colonizagao inicial
do trato respiratorio superior, mas apresentam importante papel nos estdgios mais tardios da

infeccao.

Fimbrias “curli” sdo estruturas filamentosas, finas e encaracoladas. Estas fimbrias sdo
encontradas na superficie de E. coli e Salmonella spp. e exercem sua funcdo na ligacao da
bactéria a matriz extracelular e as proteinas séricas fibronectina e laminina (Collinson et al.,
1993). Essas fimbrias sdo expressas in vifro a 25°C, na fase estacionaria de crescimento e em
meios de cultura com baixa osmolaridade (Maurer et al., 1998; Dho-Moulin & Fairbrother,
1999). Os genes responsaveis pela expressao da fimbria “curli”, na superficie bacteriana, estdo
organizados em um “operon” denominado csgAB. As linhagens bacterianas que produzem a
fimbria “curli” tém capacidade de se auto-agregar e de ligarem-se a fibronectina e a laminina.
Isto pode constituir uma vantagem seletiva a bactéria, permitindo a colonizagao inicial do trato

gastrointestinal (La Ragione & Woodward 2002).

Algumas amostras de E. coli apresentam a capacidade de sintetizar bacteriocinas,
denominadas colicinas, as quais liberadas no ambiente diminuem a competicdo por outras
bactérias do mesmo nicho (Williams & Warner, 1980). Colicinas sdo sintetizadas na forma de
complexos de duas proteinas, onde a subunidade maior é responsavel pela lesdo nas células alvo
e a subunidade menor tem a funcdo de autoprotecdo. Nas células-alvo, colicinas ligam-se aos
receptores da membrana externa utilizando o seu sistema de translocacdo para acessar o

citoplasma onde exercem seus efeitos toxicos, os quais incluem a despolarizacdo da membrana
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citoplasmatica, atividade DNAse, RNAse ou inibicdo a sintese de mureina. Os plasmidios
colicinogénicos (plasmidios pCol) possuem genes que sao responsaveis pela producao de 20
diferentes colicinas. A producdo de colicina V ¢ mediada pelo plasmidio pColV o qual esta
associado a invasao e patogenicidade de E. coli (Johnson et al., 2003). O plasmidio pColV pode,
ainda, codificar proteinas da membrana externa que sdo responsaveis por resisténcia ao soro e
sider6foros (Johnson et al., 2002; 2006). As linhagens que produzem colicinas, geralmente,
apresentam vantagem seletiva sobre as linhagens nao produtoras na colonizagdo do organismo
hospedeiro. Linhagens APEC mutantes deficientes para o plasmidio pColV demonstraram
diminuigdo na viruléncia, sugerindo que genes deste plasmidio estdo envolvidos no

estabelecimento da infec¢ao na ave (Skyberg ef al., 2008).

E. coli sintetiza diversos compostos com a finalidade de obter ferro do organismo
hospedeiro, como hemolisinas e siderdforos, que a permite crescer em tecidos com condigdes
limitantes deste ion. A aerobactina, codificada por genes plasmidiais, atua como quelante de ferro
(Sabri et al., 2006). A enterobactina, por sua vez, ¢ um quelante de ferro codificado por genes
cromossomicos (Kariyawasam et al., 2006). Silveira et al. (2002) verificaram que linhagens
APEC patogénicas expressaram o sistema de absorcdo de ferro, enquanto que as linhagens nao
patogénicas nao o expressaram. Recentemente, o “operon” sitABCDE (“Salmonella enterica
homologue system”) foi identificado em uma linhagem de APEC (Sabri et al., 2006; 2008).
Nesta linhagem, o “operon” sitABCDE constitui um sistema transportador de ferro e manganés
que, em combinacao com outros sistemas de absor¢ao de ferro, contribue para aquisicao de ions e

a sobrevivéncia da bactéria ao estresse oxidativo (Sabri et al., 2006).

E. coli pode, ainda, produzir hemolisinas (Smith, 1963). Hemolisina ¢ uma proteina com
atividade citolitica que causa lise de eritrocitos. Devido a sua atividade hemolitica ocorre
aumento da quantidade de fons Fe'™ livres que favorecem o crescimento bacteriano (Emery et al.,
1992). As hemolisinas mais prevalentes em APEC sdo hemolisina E e Tsh (Ewers et al., 2003)
mas as hemolisinas A e D as quais sdo comuns em UPEC, também ja foram descritas em APEC

(Kariyawasam et al., 2007)

Poucos estudos demonstraram, até hoje, que linhagens de E. coli de origem avidria sao
capazes de produzir toxinas. Emery ef al. (1992) demonstraram que 22,5% das bactérias isoladas

de aves com septicemia produziam “heat-labile toxin” (LT) com atividade citotoxica para células
32



Vero. Fantinatti et al. (1994) observaram atividade citotoxica para células Vero em apenas 3
bactérias patogénicas, entre as 17 isoladas de aves com septicemia ¢ Blanco et al. (1997)
demonstraram que apenas 7% das amostras de E. coli isoladas de aves com septicemia eram
toxigénicas, sugerindo que a capacidade patogénica, de linhagens isoladas de casos de
septicemia, parece nao estar relacionada a producao de toxinas. No entanto, em linhagens de E.
coli isoladas de aves com quadro clinico de Sindrome da Cabega Inchada, a producao de toxinas
foi verificada em 72% das linhagens isoladas (Parreira & Yano, 1998). Parreira & Yano (1998)
demonstraram, ainda nestas linhagens, a produ¢ao de uma citotoxina ativa em células Vero e

HelLa, a qual foi denominada VT2y.

A “temperature sensitive hemaglutinin® (Tsh) ¢ wuma hemaglutinina expressa
preferencialmente em baixas temperaturas (26-30°C) com atividade de hemaglutinacdo em
eritrocitos de galinha (Dozois ef al., 2000; Kostakioti & Staphopoulos, 2004). O gene tsh, em
muitas linhagens de E. coli, esta localizado no plasmidio pColV. Contudo, o gene tsh também foi
identificado em plasmidios de viruléncia e em Ilhas de Patogenicidade presentes em algumas
linhagens patogénicas de enterobactérias (Dozois ef al., 2000). Campos et al. (2005)
demonstraram a presenga do gene tsh entre 25 e 50% dos isolados clinicos de E. coli de origem
aviaria, e em 6% das bactérias isoladas de aves saudaveis. Esta observacao sugere uma relagao
entre a presenca do gene tsh e a patogenicidade de APEC. Recentemente, nosso grupo
demonstrou que APEC também pode induzir efeito enterotoxico em modelo de al¢a ligada em

coelho, e que este efeito ¢ mediado pelo Tsh (Maluta et al., 2014).

Alguns trabalhos tém demonstrado que mutagdes em genes especificos podem atenuar, ou
abolir a patogenicidade, indicando participacdo destes genes na viruléncia destas linhagens
APEC. Lamarche et al. (2005) demonstraram que a viruléncia da linhagem de APEC %7122 em
aves foi atenuada pela inativacdo do sistema Pst (sistema de transporte de fosfato). O mutante pst
causou menores lesdes extra-intestinais e menor numero de bactérias mutantes foram recuperadas
de diferentes tecidos das aves infectadas em comparagdo a linhagem selvagem. A linhagem de
APEC mutante para o gene yjjQ (codifica para uma proteina sem funcdo definida: hipotética)
tornou-se atenuada para aves infectadas no 5° dia de vida, colonizou pobremente todos os 6rgaos
analisados e foi incapaz de persistir nas aves (Li et al,. 2008). Janakiraman & Slauch (2000)

demonstraram que a mutagdo no gene sifB (sistema de transporte de ferro e manganés) de uma
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linhagem APEC tornou-a atenuada para aves. Outras linhagens APEC Asit apresentaram reduzida
capacidade de colonizagdo de figado, baco € pulmdo de aves infectadas experimentalmente em
comparagdo a linhagem selvagem (Sabri et al., 2008). Dele¢des no grupo de genes que codificam
para aerobactina e salmochelina resultaram em linhagens de APEC avirulentas e incapazes de
colonizar sitios extra-intestinais (Dozois et al., 2003). Caza et al. (2008) demonstraram que o0s
genes isolados iroN e iroC e, em conjunto iroD/iroE, todos relacionados a captagao de ferro, sao
criticos para a viruléncia de APEC, uma vez que os mutantes para estes genes ou conjunto génico
tiveram sua patogenicidade reduzida em aves. Chen ef al. (2008) mostraram que o mutante s/
(hemaglutinina sensivel a temperatura) teve sua patogenicidade reduzida em aves e Kariyawasam
& Nolan (2009) demonstraram atenuacao de mutantes Pap (fimbria P) de APEC em comparagao

com a linhagem original.

Mais recentemente, elucidou-se a participacdo de genes relacionados ao Sistema de
Secrecao Tipo 6 (SST6) na patogenicidade de APEC. Neste caso, os mutantes para os genes
clpV, hep e icmF do SST6 da linhagem de APEC SEPT 362, causadora de septicemia em aves,
mostraram reducao da patogenicidade em modelos in vitro e in vivo (Pace et al., 2010; Pace et

al.,2011)
2.3.2 Genes avaliados neste trabalho quanto sua participacio na viruléncia de APEC

Nove genes superexpressos no ensaio de microarranjo foram escolhidos para serem
idividualmente deletados e terem seus perfis de patogenicidade in vitro e in vivo avaliados em
comparagdo a uma linhagem APEC selvagem, causadora de Sindrome da Cabega Inchada. Estes

genes foram: yehD, potF, csgA, fIgE, tyrR, bfr, nirC, feoA e entD.

O gene yehD codifica para uma possivel adesina fimbrial para a qual ainda ndo ha

trabalhos descritos na literatura.

O gene potF codifica para uma proteina de membrana da familia de transportadores de
membrana ABC sendo responsavel por importar putrescina para dentro da célula bacteriana.
Putrescina € a poliamina mais importante em FE. coli e atua como um importante fator de

crescimento e como molécula de sinalizac¢do celular bacteriana (Van Dam et al., 2002; Igarashi &

Kashiwagi, 20006).
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O gene csgA codifica para a maior subunidade da fimbria curli e tem sido aceita como
importante caracteristica de viruléncia de APEC, envolvida em garantir a sobrevivéncia da
bactéria no ambiente e atuando no processo de colonizacdo das aves por APEC ( Olsen et al.,

1993).

O gene fIgE codifica para a proteina do gancho flagelar. Estudos anteriores, nos quais foi

realizada a dele¢do do gancho flagelar, demonstraram a abolicdo da motilidade das bactérias E.

coli e Salmonella (Saito et al., 1998; Bonifield et al., 2000).

O gene #yrR, por sua vez, codifica para um regulador transcripcional que atua como
indutor e repressor da transcricio de genes envolvidos no metabolismo de aminoacidos
aromaticos. Acredita-se que o nivel intracelular das varias formas da proteina TyrR seja critico
para os processos regulatorios (Pittard et al., 2005), sendo, o seu papel ainda ndo estudado em

APEC.

O gene bfr codifica para uma bacterioferritina ainda ndo caracterizada em APEC, a qual
desempenha um papel fundamental na homeostase celular do ferro atuando tanto como uma
proteina de armazenamento de ferro quanto de detoxificacdo deste ion (Abdul-Tehrani et al.,

1999).

O gene nirC codifica para uma proteina que atua como um canal especifico de transporte
de nitrito para a célula bacteriana em E. coli e Salmonella. O nitrito tem papel crucial no
metabolismo de nitrogénio, atuando como aceptor final de elétrons, e no processo de
detoxificagdo citoplasmatica, livrando a célula de altas concentragdes de nitrito, o qual € toxico
por se converter espontaneamente em Oxido Nitrico (NO). Recentemente, Das et al. (2009)
demostraram que nirC ¢ requerido para a patogenicidade em Salmonella, por atuar no
desligamento da producdo de NO por parte do macréfago hospedeiro em uma via dependente da

Ilha de Patogenicidade 2.

Como apresentado anteriormente, a concentracdo do ion ferro nos tecidos dos animais ¢
extremamamente baixa e as bactérias, por sua vez, necessitam de ferro para suas reagdes
metabdlicas como um elemento crucial e para obté-lo, desenvolveram inimeras moléculas de alta
afinidade para aquisi¢do deste escasso ion. Sdo descritos a0 menos cinco sistemas de absor¢do e

assimilacdo de ferro em APEC sendo que alguns deles ja tiveram seu papel na patogenicidade
35



descritos (Caza et al., 2011; Gao et al., 2012; Ling et al., 2013; Martin et al., 2013). Um destes
sistemas consiste no operon feo, que realiza o transporte de Fe™. Este “operon” ja foi
previamente descrito em E. coli, como importante na aquisicao de ferro em condi¢des anaerdbias
de crescimento (Kammler et al., 1993). O gene feoA € o primeiro gene deste “operon”. E. coli
extra-intestinais lancam mio de sideroforos, proteinas de altissima afinidade por Fe'" para o
sequestro deste ion durante o processo de infeccdo. Enterobactinas, Yersiniabactinas e
Salmoquelinas sao sidedroforos produzidos por APEC e, sabidamente, contribuem para a
viruléncia destas bactérias (Dozois et al., 2003). O gene entD codifica para 4’ fosfopanteteinil
transferase (PPTase), a molécula precursora da sintese de enterobactina (Gehring ef al., 1997) e

salmoquelina (Fischbach et al., 2005).
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3. Justificativa

Diante do apresentado e embasados em uma nova abordagem oriunda do aumento do
conhecimento da genética molecular de subpatotipos (Maturana ef al., 2011), na importancia das
linhagens APEC para a avicultura comercial € no potencial zoondtico de linhagens derivadas de
animais, construimos e estudamos alguns mutantes da linhagem APEC denominada SCI-07
isolada a campo de uma ave apresentando Sindrome da Cabeca Inchada, quanto ao potencial
patogénico in vivo e in vitro. Consideramos que esta linhagem ¢ representativa daquelas
responsaveis por causar colibacilose em aves, e seria, portanto, Util para posterior utilizagdo como

linhagem vacinal além de nos fornecer maior conhecimento da viruléncia de APEC.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo geral
Verificar se os genes da linhagem SCI-07, com expressdo aumentada em analise de
microarranjo, sdo relacionados a caracteristicas tais como: capacidade de adesdo e invasdo de
linhagens celulares cultivadas in vitro; capacidade de sobrevivéncia em macrofagos e potencial

patogénico em aves de um dia de idade.

4.2. Objetivos especificos

e Construcao de mutantes nulos em genes especificos.

e Avaliar nos mutantes nulos caracteristicas que incluam: capacidade de adesdao e invasdo de
linhagens celulares cultivada in vitro e viabilidade intracelular em macrofagos.

e Analisar o potencial patogénico dos mutantes nulos em aves de um dia de idade através da
comparacdo da mortalidade e grau de lesdo do grupo de aves desafiado com cultura das

linhagens mutantes em comparagao a linhagem selvagem.
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5. Material e Métodos
5.1. Linhagem bacteriana

A linhagem APEC SCI-07 (ONT:H31) foi isolada do seio infra-orbitario de uma ave de
postura apresentando quadro clinico de sindrome da cabega inchada. Esta linhagem pertence a
colegdo bacteriana do Laboratério de Biologia Molecular Bacteriana (LBMB), do Depto.
Genética e Evolucdo do Instituto de Biologia, da Universidade Estadual de Campinas-
UNICAMP. Essa linhagem APEC apresenta resisténcia aos antibioticos Estreptomicina
(100pug/ml), Gentamicina (50ug/ml) e Tetraciclina (50pg/ml) sendo capaz de causar

aerossaculite, pericardite, septicemia e sindrome da cabela inchada.
5.2. Microarranjo

Contamos com os dados do Microarranjo realizado em cooperagao com o Laboratério da
Dra. Vanessa Sperandio, Universidade do Texas, Dallas, USA. O “Affymetrix GeneChip E. coli
Genome 2.0 array” foi utilizado para comparar a expressao génica da linhagem SCI-07 ONT:H31
com a linhagem controle (padrao do “Aftfymetrix”’) a EHEC 8624 (linhagem enterohemorragica),
este Microarranjo contou com 4 genomas de diferentes linhagens de E. coli, os quais foram
utilizados como sondas, sdao eles: K-12 MG1655 (linhagem labortatorial), UPEC CFT073
(linhagem uropatogénica), EHEC EDL933 e EHEC Sakai O157:H7 (ambas linhagens enterro-
hemorragicas). A bactéria SCI-07 foi crescida em meio DMEM a 37°C em agitacao (150rpm) até
a D.O de 0,4. Assim sendo, o RNA total da cultura foi extraido com a utilizagao do “Qiagen
RNeasy Protect Bacteria Kit”. Todo o processamento, marcacao e hibridizacio do RNA
previamente purificado foi realizado como descrito pelo manual “Affymetrix Gene Expression
Technical Manual” (disponivel em

http://www.affymetrix.com/support/technical/manual/expressionmanual.affx). Os resultados

foram analisados pelo programa de analise “Genechip Affimetrix”, sendo os dados obtidos
comparados para a analise da expressdo génica, diminuida ou aumentada dos diversos genes
sondados. Os dados relativos ao Microarranjo foram depositados na base de dados GEO do NCBI
sob o numero de acesso 48015. A partir destes dados, agrupamos os genes com expressao
aumentada em trés grupos. Genes super-expressos, cuja expressio estava aumentada de 8,5 a 15

vezes; genes muito expressos (expressdo aumentada de 4 a 8§ vezes) e genes pouco expressos
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(expressao estava aumentada de 0,5 a 3,5 vezes). Os genes eleitos para delegdo bem com o grau

de super-expressao estdao dispostos na Tabela 01.

Tabela 1. Genes super-expressos no microarranjo e escolhidos para delegao.

Gene Proteina codificada Super-expressao
yehD  Possivel adesina fimbrial 7,9
flgE Gancho flagelar 6,8
potF  Transportador de putrescina da familia ABC 7,0
csgA  Subunidade principal da curlina 6,8
tyrR Regulador transcricional 10,9
Bfr Bacterioferritina 9,5
nirC ~ Maior transportador de nitrito 3,2
entD  4’fosfopanteteinil transferase 12,7
feoA  Transportador A de ion ferro 4,0

5.3. Sequenciamento

Foi realizado o sequenciamento da linhagem de Escherichia coli SCI-07 utilizando-se a
tecnologia 454 Life Sciences (Margulies et al., 2005) para obtencdo de sequéncias de
aproximadamente 400 pares de base (pb). A montagem foi realizada com o programa GS De
novo Assembler versdo 2.5.3 com parametros padrdo para genoma de bactéria. Os contigs
resultantes foram ordenados através de alinhamento com o genoma de referéncia de E. coli
APEC Ol (“Genbank Acession Number” CP000468.1) com auxilio do aplicativo Promer
(KURTZ et al. 2004) versao 3.0 e mapeamento "um para um" da opg¢do “show-tiling”. A
cobertura dos reads foi calculada assumindo como referéncia um genoma 5Mbp, assim como o
genoma de Escherichia coli APEC 01 (Johnson, et al. 2007). Este trabalho foi realizado em
colaboragdo com o Laboratorio de Gendmica e Protedmica sob a coordenagdo do Prof. Dr.
Gongalo Amarante Guimaraes Pereira, financiado pela Fapesp (Processo n® 2008/567396) e pela
Capes (Programa de PG-GBM, IB, UNICAMP). O genoma “draft” da SCI-07 est4 disponivel na
base de dados do NCBI sob o numero de acesso CP000468.1 (Rojas et al., 2012). Dados
gendmicos levaram a constatagdo de que a linhagem SCI-07 possui dois grandes plasmidios, os
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quais por alinhamento mostraram-se muito similares aos plasmidios pAPEC-02-ColV e pCollb-
P9. Os dados de sequencimaneto foram utilizados para identificacdo génica e para a construgdo

dos iniciadores para dele¢dao e complementacgao.

5.4. Confirmacao da presenca no genoma dos genes a serem deletados.

A confirmag¢do da presenga, no genoma da SCI-07, dos genes eleitos pela andlise do
Microarranjo para serem deletados foi realizada mediante a seguinte reagdo de PCR: SuL de
Tampao 10X para PCR Fermentas; 15,6 uLL de 4gua ultra pura; 5 pL. de DNTP mix (2mM cada);
0,4 uL. Taqg DNA polimerase; 2 uLL de MgCl, (25mM); 0,5 nL. de cada iniciador (10uM) (Tabela
2); 1,0 uL de DNA da linhagem SCI 07. O DNA foi extraido pelo Kit Wizard Genomic DNA
Purification Promega, de acordo com as recomendagdes do fabricante. O termociclador foi
programado com 1° estagio de 95°C/Imin (lciclo), 2° estagio de 95°C/20seg, 60°C/Imim,
72°C/1min (25 ciclos) e 3° estagio de 72°C/5mim (1 ciclo). Os amplicons foram submetidos ao
gel de agarose a 1% sobre campo elétrico de 100V. O gel foi corado em solu¢do de Brometo de

Etideo e visualizado sobre luz ultravioleta.

5.5. Delecido génica mediante utilizacdo da técnica de “Lambda red”

5.5.1. Obtencdo dos plamidios

O plasmidio pkD46 (Figura 1) hospedado em Escherichia coli linhagem DHIOB e o
plasmidio pKD3 (Figura 2) hospedado em Escherichia coli linhagem S17Apir foram extraidos
utilizando-se o Kit Qiagen Mini Prep Spin (Qiagen n° catalogo 27106). Culturas de DH10p
pKD46 foram preparadas em 10mL de caldo LB contendo 100pg/mL de Ampicilina e incubados
durante a noite a 29°C. A cultura total foi centrifugada a 10.000 rpm por 2 minutos, o sedimento

obtido foi submetido ao Kit Quiagen mini prep de acordo com as recomendagdes do fabricante.

Para o plasmidio pKD3 a cultura de S17pKD3 foi preparada em 4mL de caldo LB acrescido
de 20pg/mL de Cloranfenicol. A cultura foi incubada a 37°C durante a noite, posteriormente 1

mL da cultura foi centrifugado como descrito anteriormente e submetido ao Kit mini prep.
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Figura 1. Mapa do Plasmidio pKD46 o qual carrega o sistema de recombina¢ao denominado
“Lambda red” representado pelas proteinas beta , gama e exo sob o controle do promotor de

arabinose (pBAD) (Datsenko & Wanner, 2000).
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Figura 2. Por¢ao do plasmidio pKD3 o qual atua como molde para amplificagdo do cassete de
resisténcia ao cloranfenicol (cat), as regides P1 e P2 referem-se as sequéncias as quais os iniciadores

se anelam para a amplificagdo do inserto (Datsenko & Wanner, 2000).

5.5.2. Transformacao da linhagem SCI-07 com o plasmidio pKD46.

Uma cultura de 4mL da linhagem SCIO07 foi preparada em caldo LB contendo os antibidticos
Tetraciclina (40 pg/mL), Estreptomicina (100 pg/mL) e Gentamicina (10 pg/mL) e incubada a
37°C durante a noite. Desta cultura, inoculou-se 1 mL em 100mL de caldo LB mantido a
temperatura ambiente e procedendo-se a incubagdo a 29°C em agitagdo (150 rpm) até a obtencao
da ODggo 0,5 (2 horas e 30 min, aproximadamente). Esta cultura foi resfriada em gelo por 30min.
A cultura foi, entdo, centrifugada a 4000rpm por 15min a 4°C, o sobrenadante descartado e o
sedimento lavado trés vezes em solucdo gelada de glicerol 10% (4000rpm por 15min a 4°C).

Apds a tltima lavagem, o sedimento foi ressuspenso em 100uL de 4gua gelada, misturado a
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15uL do plasmidio pKD46 e depositado em cubeta de 0,2cm para eletroporacdo. A amostra foi
submetida ao eletroporador Bio Rad calibrado com 2,5 Kv de voltagem, 200 Ohms de resisténcia
e 25uFD de capacitancia. Apds o pulso elétrico, acrescentou-se, imediatamente, dentro da cubeta
de eletroporagao, 1,5 mL de caldo SOC e a bactéria foi, entdo, incubada a 29°C durante a noite.
Decorrido este periodo, a cultura foi centrifugada a 12000g por 2min, o precipitado
ressuspendido em 100ul. de PBS pH 7.4 e plaqueado em Agar LB contendo 100pg/mL de
Ampicilina (LB Amp). As placas foram incubadas a 29°C por 24 horas.

5.5.3. Selegao dos transformantes

Coldnias emergentes nas placas de Agar LB Amp foram inoculadas em caldo LB contendo os
antibidticos Ampicilina (100 pg/mL), Tetraciclina (40 pg/mL) e Gentamicina (10 pg/mL), e as
culturas foram incubadas a 29°C/24h. A presenca do plasmidio pkD46 foi confirmada através da
extracao de plasmidios e verificagdo em gel de agarose 0,8% apos eletroforese. Colonias da

linhagem SCI-07 positivas foram acrescidas de Glicerol (30% concentragdo final) e estocadas (-
80°C).

5.5.4. Iniciadores

Os iniciadores utilizados para confirmag¢ao da presenga dos genes a serem deletados no
genoma da SCI-07, para verificagdo da delecao e para a constru¢do dos complementos foram
desenhadas pelo programa “OligoPerfect Designer Invitrogen”
(http://tools.invitrogen.com/content.cfm?pageid=9716) e suas sequencias estdo dispostas nas

Tabelas 2 e 3.

Os iniciadores para delecao dos genes foram desenhados manualmente e submetidos ao

programa “Oligo Primer Check” (disponivel em

http://depts.washington.edu/bakerpg/primertemp/primermelttemp.html), para a deteccao de
possiveis dimeros ou grampos que pudessem ocorrer intra ou entre as sequéncias. As seqiiéncias
destes oligos estdo dispostas na Tabela 4. Estes iniciadores apresentam 70 pares de bases dos
quais 50 pares sdo homoélogos aos genes alvos da delecdo e atuam na recombina¢do homobloga.
Os 20 pares de base restantes sdo referentes ao cassete de cloranfenicol e estes, sim, atuam na

reagao de PCR.
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Figura 3. Quadro representativo da técnica de delecao por Lambda Red. (A) Representacao

do plasmidio pKD3. (B) Representacao do gene alvo de delecao no cromossomo da linhagem SCI-
07 flanqueado pelas sequencias de 50pb (al e a2) alvos da recombinagdo. (C) Representagao dos
oligonucleotideos de 70 pares de bases que amplificaram o cassete de resisténcia ao cloranfenicol a
partir do plasmidio pKD3. Nesta representacdo al e a2 referem-se aos 50 pares de bases homologos
ao gene alvo da delecdo (que ndo atuam na PCR, apenas na recombinagdo homologa) e rl e r2 aos
iniciadores que amplificam o cassete de cloranfenicol (Datsenko & Wanner, 2000). (D)
Representagao da amplificagdo do inserto por PCR utilizando os iniciadores longos. (E) Evento de

recombinacao homdloga.
5.5.6. Construgao do inserto

A reacdo de PCR para construgdo do inserto foi composta de SpL. de Tampao Pfx 10X; 38,1
pL de dgua ultra pura; 1,5 pL de DNTP mix (10mM cada); 0,4puL Platinum Pfx DNA polimerase;
1 uL de MgSO4 (50mM); 1,5 pL de cada iniciador (10uM) e 1,0 pL da solugdo de pKD3. Para
cada gene, foram preparados 200uL totais de reagdo de PCR. O termociclador foi programado

com 1° estagio de 94°C/5min (lciclo), 2° estagio de 94°C/15seg, 55°C/30seg, 68°C/1min (30
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ciclos) e 3° estagio de 68°C/10mim (1 ciclo). Os amplicons foram submetidos ao gel de agarose a
1% sobre campo elétrico de 100V. O gel foi corado em solucdo de Brometo de Etideo e

visualizado sobre luz ultravioleta.

5.5.7. Concentragao do inserto

Apo6s a confirmagdo do tamanho do inserto de 1,1Kb, os 200uL de produto da PCR foram
precipitados utilizando-se a técnica do cloreto de sodio SM (Sambrook et al., 2001). Aos 200uL
de produto de PCR foram acrescidos 8uL de cloreto de sodio 5SM e 550uL de etanol absoluto
gelado. Essa mistura foi homogeneizada por inversdo e incubada a -20°C por 25 min. Decorrido
este periodo, a mistura foi centrifugada em micro-centrifuga (12.000rpm) por 10 min a 4°C. O
DNA precipitado foi lavado trés vezes em 1 mL de etanol 70% (12.000 rpm) em micro-centrifuga
por 2 min a 4°C, o tubo contendo o sedimento permaneceu por 5 min. em estufa a 37°C para

evaporacao do etanol e o DNA ressuspendido em 10uL de dgua ultra pura.

5.5.8. Eletroporagao do inserto

Uma cultura de SCI-07 carreando o plasmidio pKD46 foi preparada em caldo LB contendo
100pg de Ampicilina e incubada a 29°C durante a noite. Desta cultura, transferiram-se 500mL
para 20mL de caldo LB fresco acrescido de 10puL de Ampicilina a 50mg/mL e SmL de L-
arabinose a 1M. A cultura foi incubada a 29°C em agitagdo (150rpm) até atingir a D.O. 0,5.
Atingida a D.O. desejada, um volume adicional de 5SmL de L-arabinose a 1M foi acrescido a
cultura que permaneceu mais 30 min a 29°C em agitacao (150 rpm). A cultura foi, entdo,
centrifugada a 4000rpm por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado
trés vezes em agua destilada, deionizada, autoclavada e gelada (4000rpm por 15min. a 4°C).
Apds a ultima lavagem, o sedimento foi ressuspenso em aproximadamente 80uLL de agua gelada,
misturado aos 10uL do inserto e depositado em cubeta de 0,2cm para eletroporagdo. A amostra
foi submetida ao eletroporador Bio Rad calibrado com 2,5 Kv de voltagem, 200 Ohms de
resisténcia e 25uFD de capacitincia. A suspensdo bacteriana, dentro da cubeta de eletroporagéo,
acrescentaram-se, imediatamente ap6s o pulso elétrico, 1,5mL de caldo SOC. A amostra foi, em
seguida, incubada a 37°C por 1h e 30min. Decorrido este periodo a cultura foi centrifugada a
12000rpm por 2min, o precipitado ressuspendido em 100uL. de PBS pH7.4 e plaqueado em Agar
LB contendo 5pg/mL de Cloranfenicol. As placas foram incubadas a 37°C por 24horas.
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5.5.9. Sele¢ao dos mutantes

Coldnias SCI-07 Cm" foram replaqueadas em Agar de MacConkey contendo 10pg/mL de
Cloranfenicol e incubadas a 37°C por 24h e, novamente, plaqueadas em agar LB e testadas por
PCR para confirmag¢do da recombina¢cao homologa entre o cassete de resisténcia ao antibiotico e
o gene alvo. A reagdo de PCR foi realizada da seguinte forma: SuL. de Tampao 10X para PCR
Fermentas; 15,6 pL de agua ultra pura; 5 pL de DNTP mix (2mM cada); 0,4 uL Taqg DNA
polimerase; 2 pL de MgCl, (25mM); 0,5 pL de cada iniciador (10uM) e 1 colonia. O
termociclador foi programado com 1° estagio de 95°C/3min (1ciclo), 2° estagio de 95°C/20seg,
55-60°C/1mim, 72°C/30 seg a 2 min (25 ciclos) e 3° estagio de 72°C/5mim (1 ciclo). Os
amplicons foram submetidos ao gel de agarose a 1% sobre campo elétrico de 100V. O gel foi

corado em solu¢ao de Brometo de Etideo e visualizado sobre luz ultravioleta.

5.6. Construcao dos complementos dos mutantes

Os complementos dos mutantes foram contruidos no vetor de clonagem pACYC177 (Figura
4). O genes originais com seus promotores, amplificados e clonados a partir do DNA genomico da
linhagem SCI-07, foram inseridos, neste plasmidio, entre os sitios das enzimas Xhol e HindIII para
genes feoA, entD, yehD, tyrR e bfr e entre os sitios Xhol e Smal para o gene potF pois este
apresenta sitio para HindIIl em sua sequéncia, ou entre os sitios Dralll e HindIII para os genes os
quais aproveitou-se o promotor da Kanamicina do vetor para expressao do gene complementado
(nirC, fIgE, csgA). Ao iniciador de clonagem direta acrescentou-se a sequéncia de nucleotideos para
corte pela enzima Xhol ou Dralll e ao iniciador reverso a sequéncia de nucleotideos para corte pela
enzima HindIIl ou Smal. O produto da PCR foi purificado utilizando-se o Kit PureLink PCR
Purification (Invitrogen), segundo protocolo do fabricante. O plasmidio pACYC177 foi extraido da

linhagem hospedeira como descrito anteriormente para o plasmidio PKD3.

Ap6s a purificacdo, os fragmentos amplificados e o vetor plasmidial pACYC177 foram
duplamente digeridos pelas enzimas de restricio (Fermentas) de acordo com as combinagdes
descritas acima, seguindo a seguinte reacdo: 1,5uL de cada enzima; 20uL de DNA; 5uL de Red
Buffer Fermentas e 22uL de dgua. Os 50puL finais de reagdo foram incubados a 37°C por 2 horas.
Ap6s a digestdo, o vetor foi submetido a eletroforese e purificado do gel de agarose, utilizando-se o
Kit “Qiaquick Gel Extraction” (Qiagen). Os insertos foram purificados pelo Kit “PureLink PCR

Purification” (Invitrogen). Em seguida, procedeu-se a reacdo de ligagdo utilizando-se a enzima T4
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DNA ligase (Fermentas), através da seguinte reagdo: Syl do plasmidio digerido; SpuL. do inserto
digerido; 1pL de ligase; 2uL de 10X buffer Ligase e 7uLL de agua, os 20uL finais de reagdo foram
incubados a 22°C por 16 horas. A seguir, os plasmidios ligados foram purificados utilizando o Kit
“PureLink PCR Purification” (Invitrogen), segundo protocolo do fabricante e eletroporados em E.
coli K12 linhagem DH10p, para a etapa de clonagem e multiplicacdo sendo posteriormente extraido
e eletroporado nas bactérias mutantes, as quais foram selecionadas assim com a linhagem DH10f
em placa de Agar LB suplementadas com antibidtico Ampicilina (100pug/mL). Para a confirmagio

da complementacdo foram realizadas reacdes de PCR seguindo o descrito no item 6.4.

Eco0109 3505, Nsbl 320
Bpil 349 Boll 421

Gsul 455
Psil 348
Smul 3470 iy

Aasl 339

BamHI 3320

pACYC1 77 _iailﬁ%: ;
3941 bp -

Figura 4. Mapa do vetor de clonagem pACYC177 utilizado para constru¢do dos
complementos (Fonte: New England Biolabs).
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Tabela 2. Sequéncia dos iniciadores utilizados para deteccao dos genes alvo de delecao no

genoma da linhagem SCI -07.

Gene Iniciador direto Iniciador reverso Pb* Tm**

flgE ATGGCCTTTTCTCAAGC GTTAACCAGCGTATTG 1250 52°C
GGT AGGATC

entD  ATCGTGTTGGCACAGC GGACATACGCTGCATT 600 57°C
GTTA TTGT

nirC CCCTTTTTGCATGGTCC CGTCACCCACAGCAGG 790 60°C
TGT TTAT

feoA TGGTCTCATGTCGCTGT TGATCGGTGGTGGAGA 460 60°C
CAA ATTG

tyrR CTTTTTTCAGGTGAAGG ACCATCAGGCATATTC 1650 52°C
TTCCC ACGC

yvehD  CCGATTAAAACCAGGG GCACTCATTCTATCCAG 300 53°C
TGGC GCA

potFF CCGAGCTATAGTCTCA  GTGGTGCGCCCGTCCG 1350 62°C
AACC GCAT

csgA TCAATCCGATGGGGGT GGCTTGCGCCCTGTTTC 500 62°C
TTTAC

Bfr AACCGGGAGGGTTCTC TCGTAAGCCGTTCTAC 500 54°C
CcC GCTTC

Pb tamanho do gene amplificado em pares de bases, **Tm temperatura de anelamento dos

iniciadores.
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Tabela 3. Sequéncia dos iniciadores utilizados na constru¢dao dos complementos dos mutantes na

linhagem SCI- 07.

Gene Iniciador direto Iniciador reverso Pb* Tm**

flgE AGTTCACTCTGTGTCTCAA GTAGAAGCTTTGGCTGG 1296 58°C
AATATGGCCTTTTCTCAAG CTGCTCCCA
CGGT

entD  AGTTCACTCTGTGTCTCAA GTAGAAGCTTGATGTTGT 700 50°C
AATGTGCGCGTAGTTCAT CAATTAAT
GCCGG

nirC AGTTCACTCTGTGTCTCAA GTAGAAGCTTAATCAGA 1007 58°C
AATATGTTTACAGACACT CAGTCGCGA
ATTAC

feoA AGTTCTCGAGAGCCATAT GTAGAAGCTTTTAACAG 500 59°C
CAACATTGAGTCAGATT GAAACCGCTTCCAC

tyrR AGTTCTCGAGTCGGTCAG GTAGAAGCTTTTACTCTT 1900 60°C
GTGAAAGAGACG CGTTCTTCTTCTGACTCA

G

vehD  AGTTCTCGAGTTAATCGT GTAGAAGCTTAATGCTG 450 59°C
AGCGATTTAACACGATT CGAATATTCTGCG

potFF AGTTCTCGAGAATTAGCT GTAGCCCGGGTCATAGT 1241 60°C
CGCAACCTTCGG GCTGCCGCGTT

csgA AGTTCACTCTGTGTCTCAA GTAGAAGCTTCGCATTCA 600 55°C
AATATGAAACTTTTAAAA TATTCTTC
GTAGC

Bfr CTCGAGTCAACCTTCTTCG GTAGAAGCTTGTCAGGC 700 58°C
CGAATCT TGTGCGCCAGT

*Pb tamanho do gene amplificado em pares de bases, **Tm temperatura de anelamento dos

iniciadores. As sequéncias sublinhas referem-se ao sitio para as enzimas, Xhol, HindIlI, Dralll

ou Smal.
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5.7. Ensaio de adesido a Fibroblasto de Embrido de Galinha (FEG)

Os mutantes obtidos e a linhagem selvagem foram avaliados quanto as suas habilidades
de adesdo as células de fibroblasto de embrido de galinha (FEG) na presenca e na auséncia de um
analogo da manose, methyl-alpha-D-mannopyranoside (Sigma, USA), um antagonista da Fimbria
do tipo 1 (Abgottspon et al., 2010). A aderéncia de E. coli as células FEG foi detectada pela
redugdo de tetrazolium dye MTT a formazana conforme descrito anteriormente (Zaas et al.,
2005) e pela determina¢do do niimero de bactérias viaveis aderidas a superficie das células pré-
fixadas. As células foram crescidas em placa de 96 pogos por 18 h em DMEM 10% soro fetal
bovino até atingir a confluéncia. As células foram fixadas gradativamente com solugdo de
paraformoldeido 0,75%, 1,15% e 1,5%, com 30 min de incuba¢do em cada solu¢do. Os pogos
foram lavados 3 vezes com PBS pH7.4 esterilizado e, em seguida, bloqueados utilizando 100uL
de DMEM BSA 2%, por 1 hora. O indculo bacteriano foi crescido em meio LB por 18 horas a
37°C, na presenca (1%) e na auséncia do andlogo de manose Methyl a-D-Mannopyranoside
(Sigma) e diluido até a D.O. 0,5. Os pocos foram lavados 3 vezes com PBS pH7,4, e para a
infecgdo, foram adicionados 50 pl do indculo bacteriano, por um tempo de 1 hora de incubagao a
37°C em 5% CO,. O meio foi, entdo, descartado, os pogos lavados 3 vezes com PBS pH 7.4 e,
100 pl de meio LB adicionados para incubacao por 3 horas a 37°C em 5% CO,. Em seguida, os
pocos foram lavados 6 vezes com PBS pH7,4, ¢ 100 ul de MTT (2 mg/ml) adicionados. A placa
foi envolvida por papel aluminio para incuba¢ao por 1 h a 37°C em 5% CO,. O MTT foi
removido e acrescentaram-se 100 pl da solugio de extracdo Alcool isopropilico e HC1 IN (24:1).
A absorbancia foi lida a 570 nm. A comparagao das médias foi realizada pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5% de significancia, utilizando o programa ASSISTAT Versao 7.6 Beta (2012). A

linhagem E. coli HB101 fo1 utilizada como controle negativo.
5.8. Ensaio de Invasdo em células CEC32 e Hep-2 cultivadas in vitro

Os mutantes obtidos e a linhagem selvagem foram avaliados quanto as suas habilidades
de invasdo em células de fibroblasto aviarias (CEC32) (Kaaden et a/.1982) e células humanas de
carcinoma de laringe (Hep-2). Ambos os tipos celulares foram crescidas por 48 h em DMEM em
placa de 24 pocos. Os pocos foram lavados 2 vezes com PBS pH7,4 esterilizado (37°C). A
infeccdo foi realizada em DMEM com 10% soro fetal bovino, adicionando-se as linhagens, em

multiplicidade de infec¢do (MOI) de 150 UFC por célula, e a placa incubada por 1 h a 37°C, em
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5% de CO,. O meio foi, entdo, descartado e os pogos lavados 2 vezes com PBS pH7,4. Em
seguida, 1 ml de DMEM 10% soro fetal bovino contendo 50 pg/ml de Ampicilina foi adicionado
a0s pocos, e a placa incubada por 1 h a 37°C em 5% de CO,. Apods a incubacgao, as células foram
lisadas e plaqueadas para contagem de suas bactérias. A suspensdo obtida foi diluida (em
diluigdes seriadas 1:10) e plaqueadas em meio agar de MacConkey. O nimero de unidades
formadoras de colonias por mL foi determinado e transformado em Log;o. Cada experimento foi
realizado em triplicata. A comparagao das médias foi realizada pelo teste de Tukey, ao nivel de
5% de significancia, utilizando o programa ASSISTAT Versao 7.6 Beta (2012). A linhagem E.

coli HB101 foi utilizada como controle negativo.
5.9. Ensaio de Sobrevivéncia em Macréfago

Neste ensaio, foi utilizada a linhagem de macrofago HD11 de galinhas transformadas com
o virus Mielocytomatosis (MC29) (Beug et al., 1979). Para a infec¢do, os macréfagos foram
cultivados por 18 h em placa de 24 pocos, a 7,5 x 10* células/cm® em meio de infeccdo
constituido de RPMI contendo 2 mM de glutamina e 10% de soro fetal bovino. Os pogos foram
lavados 2 vezes com PBS pH7,4 esterilizado (37°C). A infecgdo foi realizada em meio de
infec¢do, adicionando-se as linhagens, em multiplicidade de infeccao (MOT) de 150 UFC por
célula. A incubacgao ocorreu por 1 hora a 37°C, em 5% de CO,. O meio foi, entdo, descartado e os
pocos lavados 2 vezes com PBS pH7.,4. Em seguida, 1 ml de meio de infec¢ao contendo 50 pg/ml
de Ampicilina ou Canamicina apropriadas para cultivo celular (Sigma) foi adicionado aos pocos,
e a placa incubada por 1 h a 37°C em 5% de CO,. Apds a incubagdo, o meio foi descartado e os
pocos lavados 2 vezes com PBS pH7,4. O meio de infeccdo foi, novamente, adicionado (1 ml),
no entanto dessa vez, contendo 10pg/mL dos referidos antibidticos, seguido de incubagao por 3 e
18 horas a 37°C em 5% de CO,. O meio foi descartado e os pogos lavados mais uma vez com a
placa sendo incubada com Triton X-100 1% por 5 minutos a temperatura ambiente. A seguir, a
suspensdo obtida foi diluida (em dilui¢des seriadas 1:10) e plaqueadas em meio Agar de
MacConekey. O nimero de unidades formadoras de colonias por mL foi determinado e
transformado em Log;o. Cada experimento foi realizado em triplicata. A comparagdo das médias
foi realizada pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia, utilizando o programa
ASSISTAT Versao 7.6 Beta (2012). A linhagem E. coli HB101 foi utilizada como controle

negativo.
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5.10. Quantifica¢do da transcricdo através de qRT-PCR

Os iniciadores foram construidos utilizando-se o programa “Primer Express Software
Version 3.0” (Applied Biosystems®, EUA), e sdo apresentados na Tabela 5. Os experimentos
foram realizados em reagdo de passo unico utilizando o “ABI StepOne Plus Real-Time PCR”
(Applied Biosystems), segundo o programa: um ciclo de “Holding Stage” de 30 min a 48°C e 10
min a 95°C, 40 ciclos de “Cycling Stage” de 15 s a 95°C e 1 min a 60°C, e um ciclo de “Melt
Curve Stage” de 15 s a 95°C e 1 min a 60°C. Cada reacdo continha 6 pl de 2X SYBR Green
Reaction Mix with Rox, 0,25 ul de SuperScript III RT/Platinum Taq Mix (Invitrogen), 100 nM
de cada iniciador, 1 ng/ul RNA e agua DEPC suficiente para um volume final de 12 ul. A
eficiéncia da amplificagdo de cada par de iniciadores foi verificada utilizando-se curvas padroes
de concentragcdes de RNA conhecidas. Os dados foram normalizados utilizando niveis de
expressao do gene rpoA (subunidade A da RNA polimerase) e analisados utilizando o método
“comparative critical threshold” (Cr) (Walters et al., 2006). A colecao de dados foi analisada
utilizando-se o programa “Step One Software v.2.1” (Applied Biosystems®, EUA). As barras de

erros representam os desvios padrao dos valores Cr.

Tabela 5. Sequéncia dos iniciadores utilizados para PCR em tempo real.

Gene Iniciador direto Iniciador reverso

rpoA GCGCTCATCTTCTTCCGA CGCGGTCAGTGGTTATGTG

nirC GCCGGTAGATACCAGCATCGT TGCCGGTGCAGTGGTTTTA
nsrR CGGCATTCGCTTGGGTAA CGCACCCACATCACCAATACG

Hmp CGCTCAAACCATCGCTACAG GGTCCCGTTTCCACCAGTAA

VifE GGCGGTGTGACGTTATTGG GATGAAGCGGGCGAACTG
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5.11. Curva de Crescimento

Culturas crescidas a noite, em meio LB, foram ajustadas para a mesma densidade com
base na ODyggg, diluidas na propor¢ao 1:100 e cultivadas em DMEM e em LB a 37°C com
agitagdo de 150 r.p.m. A ODgoo foi medida a cada 0,5 h até que a cultura atingisse a fase

estacionaria.
5.12. Ensaio de motilidade do tipo “swimming”

Para esse ensaio, placas de Perri contendo 30 ml de LB com 0,3% de Agar foram
utilizadas. Pontos determinados nas placas foram inoculados com auxilio de um estilete
umedecido em culturas da linhagem SCI-07 e das linhagens mutantes, preparadas em caldo LB
por 18 h a 37°C. As placas foram incubadas a 37° por 12 h, e apos esse intervalo, procedeu-se a
afericao dos halos de motilidade. A comparagdao das médias foi realizada pelo teste de Tukey, ao

nivel de 5% de significancia, utilizando o programa ASSISTAT Versao 7.6 Beta (2012).
5.13. Ensaio de Formacao de Biofilme

O ensaio de formagao de biofilme foi realizado como descrito por Christensen et al.,
(1985), com algumas alteragdes. Brevemente, as linhagens foram crescidas por 18 h em LB, a
37°C e, a seguir, inoculadas em meio DMEM, diluidas 1:100, em placa de cultura celular de 24
pocos (placa de poliestireno de alta transparéncia), em um volume final de 1 ml. As placas foram
incubadas a 37°C (estufa de CO; a 5%), por 24 e 48 horas. Ap0s a incubagido, o meio de cultura
foi aspirado e os pogos lavados por duas vezes com PBS pH 7.,4. O biofilme foi fixado com 1 ml
de etanol 75% por 10 min e lavado por duas vezes com PBS pH 7,4, para remog¢ao do etanol. A
coloragao foi realizada utilizando-se solugdo 0,5% de cristal violeta, por 5 min. Apds trés
lavagens com PBS, as placas foram secas a temperatura ambiente e o cristal violeta solubilizado
com adi¢ao de 1 ml de etanol 95%, por dois minutos. Apos este periodo de tempo, inicou-se a
quantificagdo da formacao de biofilme. Para a quantifica¢do, 70 pul da solugdo foram transferidos
para uma cubeta e a absorbancia determinada utilizando o espectrofotometro Biospectrometer
(Eppendorf). A comparacdo das médias foi realizada pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de

significancia, utilizando o programa ASSISTAT Versao 7.6 Beta (2012).
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5.14. Ensaios in vivo

Todos os ensaios em animais foram aprovados pelo “Comité de Etica para Uso Animal-

CEUA-Unicamp” (Protocolo numero 2669-1) seguindo a legislacdo brasileira vigente N° 11794.

Para a determinagdo da patogenicidade das linhagens mutantes através da avaliacdo da
mortalidade, aves de corte da linhagem comercial Cobb com um dia de vida, ndo vacinadas no
incubatorio, foram inoculados pela via do saco aéreo. Grupos de 20 aves receberam 0,1 mL dos
in6culos contendo 10° UFC/mL. Os indculos constituiram-se de 10 mL de cultura das linhagens
mutantes, de seus complementos ou da linhagem selvagem, preparadas em caldo LB, incubadas a
37°C por 18 horas em agitacdao (150 rpm). As culturas foram centrifugadas a 4000 rpm por 15
min a 4°C. O sobrenadante foi descartado, o sedimento bacteriano ressuspendido em 10 mL de
PBS pH 7,4. Volumes de 0,ImL do lavado bacteriano foram injetados diretamente no saco aéreo
toracico direito, com o auxilio de uma seringa de insulina. As aves foram observadas a cada 12
horas contabilizando-se a mortalidade até sete dias apds a inoculacdo. Ao fim do periodo de
observagao, os sobreviventes foram sacrificados, procedendo-se a necropsia e avaliacdo das
lesdes. A taxa de mortalidade média das aves foi comparada pelo teste de Qui-quadrado, com

nivel de significancia de 5%.
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6. Resultados

6.1. Construcio dos mutantes pela técnica de “Lambda Red” e posterior

complementacio com plasmidio pACYC177.

A Figura 5 apresenta a confirmacao da presenca do plasmidio pKD46 na linhagem selvagem
SCI-07, este plasmidio carrega o sistema “Lambda Red” que permite as bactérias sofrerem
recombinacao homoéloga pela inser¢do de fragmentos exdgenos de DNA linear. Seguem a esta
figura uma série de outros nove conjuntos de figuras (Figuras de 6 a 14) os quais apresentam a
confirmacao da constru¢do dos nove mutantes nulos: AnirC, AtyrR, AcsgA, ApotF, AyehD, Abfr,
AfIgE, AfeoA e AentD, respetivamente, no genoma da SCI-07 (Figuras de 6 a 14 A) bem como a

construcao dos nove complementos dos mutantes no plasmidio pACYC177 (Figuras de 6 a 14
B).
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Figura 5. Eletroforograma em gel de agarose (0,8%) demonstrando a presenca do plasmidio
pKD46 na linhagem SCI0O-07. Na primeira coluna observa-se o marcador molecular 1Kb (usado
apenas para orientar a migracdo), na segunda coluna verifica-se a presenca do plasmidio

pKD46Amp extraido da cultura de SCI-07 transformada e na terceira coluna, o plasmidio

pKD46 extraido da linhagem DHI10.
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(A) (B)

750pb

Figura 6. Eletroforograma em gel de agarose (1%). (A) Confirmacao da constru¢do do mutante
SCI-07 AnirC através da amplificagdo do gene nirC na linhagem mutante SCI-07AnirC em
comparacao a linhagem selvagem SCI-07 pela utiliza¢dao de pares de iniciadores internos ao gene.
Na primeira coluna: marcador de tamanho molecular 1Kb, da segunda a nona coluna colonias
suspeitas de serem mutantes AnirC (auséncia de “amplicon”) e na décima primeira ¢ décima
segunda colunas a linhagem SCI-07 (controle 750pb). (B) Confirmagdo da construcdo do
plasmidio complementado pACYC177 carregando copia clonada do gene original nirC. Na
primeira coluna: marcador de tamanho molecular 1Kb da segunda a décima segunda colunas
gene nirC amplificado de plasmidios pACYC177 suspeitos de carregarem a construgdo € na

décima terceira e décima quarta colunas gene nirC amplificado a partir da linhagem SCI-07

(controle).
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Figura 7. Eletroforograma em gel de agarose (1%). (A) Confirmac¢do da construcdo do mutante
SCI-07 AtyrR através da amplificacdo do gene #yrR na linhagem mutante SCI-07 AfyrR em
comparacao a linhagem selvagem SCI-07 pela utilizagdo de pares de iniciadores externos ao
gene. Na primeira coluna: marcador de tamanho molecular 1Kb, da segunda a quarta coluna
coldnias suspeitas de serem mutantes AzyrR (“amplicon” de 1,1Kb) e na quinta e sexta coluna a
linhagem SCI-07 (controle 1,7Kb). (B) Confirmag¢ao da constru¢ao do plasmidio complementado
pACYC177 carregando copia clonada do gene original zy7R. Na primeira coluna: marcador de
tamanho molecular 1Kb da segunda a sétima colunas gene #rR amplificado de plasmidios
pACYCI177 suspeitos de carregarem a constru¢do € na oitava e nona colunas gene #yrR

amplificado a partir da linhagem SCI-07 (controle).
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Figura 8. Eletroforograma em gel de agarose (1%). (A) Confirmacdo da constru¢do do mutante
SCI-07 AcsgA através da amplificagdo do gene csgA na linhagem mutante SCI-07 AcsgA em
comparacao a linhagem selvagem SCI-07, pela utilizacdo de pares de iniciadores externos ao
gene. Na primeira coluna: marcador de tamanho molecular 1Kb, da segunda a sétima colunas
coldnias suspeitas de serem mutantes AzyrR (“amplicon” de 1,1Kb) e na oitava e nona colunas a
linhagem SCI-07 (controle 500pb). (B) Confirmag¢ao da construgao do plasmidio complementado
pACYC177 carregando copia clonada do gene original csgA. Na primeira coluna: gene csgA
amplificado de plasmidio pACYC177 suspeito de carregar a construgdo, na segunda e terceira
colunas gene csgA amplificado a partir da linhagem SCI-07 (controle) e na quarta coluna:

marcador de tamanho molecular 1Kb.
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Figura 9. Eletroforograma em gel de agarose (1%). (A) Confirmacao da constru¢do do mutante
SCI-07 ApotF através da amplificacdo do gene potF na linhagem mutante SCI-07 ApotF em
comparacao a linhagem selvagem SCI-07 pela utilizagdo de pares de iniciadores externos ao
gene. Na primeira coluna: marcador de tamanho molecular 1Kb, da sétima a nona colunas
colonias suspeitas de serem mutantes ApotF (“amplicon” de 1,1Kb) e na décima e décima
primeira colunas a linhagem SCI-07 (controle 1,2 Kb). (B) Confirmacdo da constru¢dao do
plasmidio complementado pACYC177 carregando copia clonada do gene original pofF. Na
primeira coluna: marcador de tamanho molecular 1Kb, da segunda a quinta colunas gene potF
amplificado de plasmidios pACYCI177 suspeitos de carregarem a constru¢ao (apenas um foi
positivo) € na sexta e sétima colunas gene potF amplificado a partir da linhagem SCI-07

(controle).
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Figura 10. Eletroforograma em gel de agarose (1%). (A) Confirmacao da constru¢do do mutante
SCI-07 AyehD através da amplificagdo do gene yehD na linhagem mutante SCI-07 AyeiD em
comparacao a linhagem selvagem SCI-07 pela utilizagdo de pares de iniciadores externos ao
gene. Na primeira coluna: marcador de tamanho molecular 1Kb, da segunda a décima colunas
colonias suspeitas de serem mutantes AyesD (“amplicon” de 1,1Kb) e na décima primeira e
décima segunda colunas a linhagem SCI-07 (controle 300 pb). (B) Confirmacao da construcao do
plasmidio complementado pACYC177 carregando cdpia clonada do gene original yeiD. Na
primeira coluna: marcador de tamanho molecular 1Kb da segunda a oitava colunas gene yehD
amplificado de plasmidios pACYCI177 suspeitos de carregarem a constru¢ao (apenas um foi

positivo) e na nona coluna gene yehD amplificado a partir da linhagem SCI-07 (controle).
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Figura 11. Eletroforograma em gel de agarose (1%). (A) Confirmacdo da construcdo do mutante
SCI-07 Abfr através da amplificagdo do gene bfr na linhagem mutante SCI-07 Abfr em
comparacao a linhagem selvagem SCI-07 pela utilizagdo de pares de iniciadores externos ao
gene. Na primeira coluna: marcador de tamanho molecular 1Kb, da segunda a decima terceira
colunas coldnias suspeitas de serem mutantes Abfr (“amplicon” de 1,1Kb) e na décima quarta
colunas a linhagem SCI-07 (controle 500 pb). (B) Confirmacdo da construgdo do plasmidio
complementado pACYC177 carregando copia clonada do gene original bfr. Na primeira coluna:
marcador de tamanho molecular 1Kb, da segunda a sétima colunas gene bfr amplificado de
plasmidios pACYC177 suspeitos de carregarem a construgdo (apenas dois foram positivos) e na

oitava e nona colunas gene hfr amplificado a partir da linhagem SCI-07 (controle).
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Figura 12. Eletroforograma em gel de agarose (1%). (A) Confirmacao da constru¢do do mutante
SCI-07 AfIgE através da amplificagdo do gene fIgE na linhagem mutante SCI-07 AfIgE em
comparacao a linhagem selvagem SCI-07 pela utilizagdo de pares de iniciadores externos ao
gene. Na primeira coluna: marcador de tamanho molecular 1Kb, na segunda e terceira colunas
coldnias suspeitas de serem mutantes AfIgE (“amplicon” de 1,6Kb) e na quarta e quinta colunas a
linhagem SCI-07 (controle 1,3 Kb). (B) Confirmacdo da construcdo do plasmidio
complementado pACYC177 carregando cdpia clonada do gene original fIgE. Na primeira coluna:
marcador de tamanho molecular 1Kb, da segunda a sétima colunas gene fIgE amplificado de
plasmidios pACYC177 suspeitos de carregarem a construcao (cinco foram positivos) € na oitava

e nona colunas gene fIgE amplificado a partir da linhagem SCI-07 (controle).
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Figura 13. Eletroforograma em gel de agarose (1%). (A) Confirmacao da constru¢do do mutante
SCI-07 AfeoA através da amplificacdo do gene feoA na linhagem mutante SCI-07 AfeoA em
comparacao a linhagem selvagem SCI-07, pela utilizacdo de pares de iniciadores externos ao
gene. Na primeira coluna: marcador de tamanho molecular 1Kb, da segunda a sétima colunas
coldnias suspeitas de serem mutantes AfeoA (“amplicon” de 1,1Kb), e na nona e décima colunas
a linhagem SCI-07 (controle 460 pb). (B) Confirmacdo da constru¢do do plasmidio
complementado pACYC177 carregando copia clonada do gene original feoA. Na primeira
coluna: marcador de tamanho molecular 1Kb, na segunda coluna gene feoA amplificado de
plasmidio pACYC177 suspeito de carregar a construcao € na terceira e quarta colunas gene feoA

amplificado a partir da linhagem SCI-07 (controle).

67



=

1,1Kb =

_’ :
700p8, e 700pb

Figura 14. Eletroforograma em gel de agarose (1%). (A) Confirmacdo da construcdo do mutante
SCI-07 AentD através da amplificacdo do gene enfD na linhagem mutante SCI-07 AentD em
comparacgao a linhagem selvagem SCI-07, pela utilizacdo de pares de iniciadores externos ao
gene. Na primeira coluna: marcador de tamanho molecular 1Kb, da segunda a nona colunas
colonias suspeitas de serem mutantes AenfD (“amplicon” de 1,1Kb), e na décima e décima
primeira colunas a linhagem SCI-07 (controle 600 pb). (B) Confirmag¢dao da construcdo do
plasmidio complementado pACYC177 carregando copia clonada do gene original enfD. Na
primeira coluna: marcador de tamanho molecular 1Kb, da segunda a quarta colunas gene entD
amplificado de plasmidio pACYCI177 suspeito de carregar a construcdo € na quinta e sexta

colunas gene entD amplificado a partir da linhagem SCI-07 (controle).
6.2. Avaliacao da motilidade do tipo “Swimming” e formacao de biofilme

Com o intuito de avaliar a influéncia das delecoes no fendtipo de motilidade do tipo
“swimming” o didmetro dos halos de motilidade em placas de LB contendo 0,3% Agar foi
mensurado apos 12 horas da inoculagdo com culturas das linhagens mutantes e selvagem. Os
mutantes AyehD, Abrf, AnirC e AcsgA mostraram se mais moveis que o da linhagem selvagem
SCI-07 (p<0,01; Figura 15 A), o halo de motilidade do mutante A#yrR foi menor que o da
linhagem selvagem, indicando comprometimento na motilidade pela delecao do gene tyrR
(p<0,01; Figura 15 A). O mutante AfIgE foi totalmente imdvel (Figura 15), no entanto a linhagem

flgE complementada ndo restaurou a motilidade.

A linhagem selvagem SCI-07 mostrou-se incapaz de formar biofilme pela metologia adotada
neste trabalho, por isso resultados referentes aos mutantes e complementos nao foram

apresentados.
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Figura 15. Motilidade do tipo Swimming. (A) Medidas dos halos do ensaio de motilidade apos
12 h. Diferenca estatistica determinada pelo teste de Tukey em comparagdo com a motilidade da
linhagem selvagem (**p<0,01). (B) Demostracdo do tamanho padrao de halo de motilidade da
linhagem SCI-07 e do mutante imovel AfIgE.

6.3. Adesao em células de fibroblasto de embriao de galinha (FEG)

A capacidade das linhagens mutantes em aderir as células FEG foi avaliada em
comparagao a linhagem selvagem, com o intuito de se entender a influéncia de cada deleg¢do neste
fenotipo. O niimero de bactérias que aderiram as FEG pré-fixadas foi significativamente menor
para os mutantes Abfr, AcsgA e AnirC na presenca (Figura 16 A) e na auséncia (Figura 16 B) do
alpha-D-mannopyranoside (p<0,01) sugerindo que esses genes sdo importantes para a adesdao da

linhagem SCI-07 em ambos os modelos adotados. O mutante ApotF mostrou dimui¢do da
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capacidade de aderir as células FEG apenas na auséncia do alfa-D-mannopiranoside (p<0,05;
Figura 16 B) sugerindo que este gene estd associado a capacidade de adesdao dependente da

fimbria do tipo 1. Nenhuma contagem foi obtida para o controle E. coli HB101.
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Figura 16. Quantifica¢do da adesdo a linhagem celular Fibroblasto de Embrido de Galinha (FEG)
na presenca (A) e na auséncia (B) do anilogo da manose methyl-alpha-D-mannopyranoside.

Diferenca significativa determinada pelo teste de Tukey em comparagdo a linhagem selvagem

(*p<0,05 ** p<0,01).
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6.4. Invasao em células CEC-32

A habilidade das linhagens mutantes em invadir as linhagens celulares CEC-32
(fibroblasto de embrido de galinha) em comparacao a linhagem selvagem SCI-07 foi testada.
Nenhuma diferenga significativa foi verificada no nimero de bactérias mutantes recuperadas das
céluas CEC-32 em comparagdo ao numero de bactérias selvagens recuperadas (p>0,05; Figura
17), no entanto, o mutante AfyrR mostrou uma diminuicdo na capacidade de invadir esta
linhagem celular, ainda que sem significado estatistico (Figura 17; p>0,05). Nenhuma contagem

foi obtida para o controle E. coli HB101.
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Figura 17. Ensaio de invasdao das linhagens mutantes em comparacao a selvagem em fibroblastos
de embrido de galinha, linhagem CEC32. Nao houve diferenca significativa determinada pelo

teste de Tukey dos mutantes em comparagdao com a linhagem selvagem (p>0,05).

6.5. Invasao em células Hep-2

A habilidade dos mutantes nulos em invadir a linhagem celular de laringe humana Hep-2
foi investigado em comparacao a linhagem selvagem SCI-07. Noés verificamos que os mutantes
AtyrR, AcsgA e AfIgE apresentaram menores niimeros de bactérias intraceluares recuperadas das
células Hep-2 em comparacao a linhagem selvagem, ainda que, sem significado estatistico para o

mutante AfIgE (Figura 18).
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Figura 18. Ensaio de invasdo das linhagens mutantes em comparacdao a selvagem em Hep-2.
Diferenca significativa determinada pelo teste de Tukey dos mutantes em comparagdo a linhagem

selvagem (*p<0,05).

6.6. Ensaio de sobrevivéncia em macroéfagos de ave

Os resultados mostraram que os mutantes AfIgE e AfyyrR apresentaram menor capacidade
de sobrevivéncia intra-macréfago que a linhagem selvagem apds 3 horas de infeccao (p<0,05;
Figura 19). O mutante AnirC, por sua vez apresentou a mesma capacidade de sobrevivéncia intra-
macrofago apds 3 horas de infec¢do, no entanto, apds 16 horas este mutante mostrou-se mais
habil em sobreviver dentro dos macrdéfagos de aves que a linhagem selvagem, indicando que o
gene nirC estaria envolvido em algum mecanismo de sobrevivéncia intra-macrofago. Nenhuma

contagem foi obtida para o controle E. coli HB101.
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Figura 19. Sobrevivéncia em macrofagos (linhagem HDI11). (A) linhagens mutante e selvagem
em macrétagos de aves apds 3 ou 16 horas pos-infeccao (hpi). Diferenca estatistica determinada
pelo teste de Tukey em comparacdo a linhagem selvagem para cada intervalo de tempo

(*p<0,05). (B) linhagens complementadas e selvagem em macrofagos de aves apds 3 horas de

infeccao.
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6.7. Avaliacao da mortalidade em aves

Ensaios in vivo foram utilizados para avaliar a patogenicidade das linhagens mutantes em
comparacao a linhagem selvagem SCI-07. Para tanto, grupos de 20 aves com um dia de vida
(linhagem COBB) foram infectados com as linhagens mutantes, complementadas e selvagem. A
linhagem selvagem alcangou 65% de mortalidade durante sete dias avaliados, esta porcentagem
foi alcancada apenas pelo mutante AcsgA. Para os outros mutantes a mortalidade cumulativa foi
de 60% para AyehD, 55% para AfIgE, 50% para Abfr, 45% para AtyrR, 35% para ApotF e 0%
para AentD, mostrando total atenuagdo deste mutante para aves de um dia (p<0,01) (Figura 20
A). O mutante AfeoA, por sua vez, tormou-se mais virulento que a linhagem selvagem causando
85% de mortalidade (p<0,05). Se considerarmos o primeiro dia de vida a capacidade inicial de
causar mortalidade do mutante ApofF foi significativamente inferior comparado a linhagem
selvagem (p<0,05). Todos as linhagens complementadas com excecdo de entD, restauraram o

perfil de mortalidade assemelhando-se ao selvagem.
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Figura 20. Mortalidade cumulativa em dias pos-infeccao (dpi) de aves infectadas pela via do
saco aéreo toracido direito. A) Mortalidade acarretada pelas linhagens mutantes em comparacao a
selvagem. Diferenca estatistica determinada pelo teste de Qui-Quadrado comparando os mutantes
com a linhagem selvagem (** p<0,01; *p<0,05). B) Mortalidade acarretada pelas linhagens

complementadas em comparacao a selvagem.
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6.8. Relacio do gene nirC com a sobrevivéncia intra-macrofagica

O mutante AnirC apresentou uma melhor sobrevivéncia dentro dos macrofagos de aves
(HD-11) que a linhagem selvagem apos 16 horas de infec¢do, mas equivalente a selvagem ap0s 3
horas (Figura 19A). Com o intuito de entender a relacdo entre a delecdo de nirC e a maior
sobrevivéncia do mutante em macrofagos, realizamos um ensaio de PCR em tempo real
utilizando o RNA total do ensaio de 16 horas de sobrevivéncia em células HD-11. A expressao
do regulador NsrR, o qual regula a expressdao da flavohemoglobina Hmp e YteE, e também as
expressoes destes mesmos genes foram avaliados na linhagem AnirC em comparagdo a selvagem.
Estes trés genes estdo relacionados ao mecanismo de sobrevivéncia ao estresse oxidativo

acarretado pelo oxido nitrico proveniente da atividade antibacteriana dos macrdfagos.

Nos verificamos que a expressdo do regulador NsrR estava fortemente aumentada e a
expressao de hmp e yteE era duas vezes maior na linhagem mutante AnirC em comparagdo a
linhagem selvagem, indicando portanto, que a dele¢do do gene nirC tornou a bactéria mais habil
a sobreviver a agdo bactericida dos macrofagos em um mecanismo relacionado ao regulador

NsrR.
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Figura 21. Analise da expressdo génica de genes relacionados a sobrevivéncia das
linhagens SCI-07 e AnirC em macréfagos aviarios apos 16 horas de infec¢do. Diferenga

estatistica determinada pelo teste de Tukey em comparacdo a linhagem selvagem (**p<0,01).
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6.9. Curva de crescimento do mutante atenuado

Com o intuito de descartar qualquer influéncia da taxa de crescimento da linhagem AentD
com sua atenuacao, uma curva de crescimento foi realizada, obtendo-se a medida de crescimento
através da leitura da densidade otica em 600nm a cada meia hora, durante oito horas. Verificamos
que ndao ha nenhuma deficiéncia de crescimento por parte do mutante atenuado AentD, o que
sugere que atenuacdo esta relacionada com alteracdo direta nas propriedades de viruléncia da

linhagem.
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Figura 22. Curva de crescimento comparando a linhagem atenuada SCI-07 ao mutante

atenuado AentD.
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7. Discussao

Eschericha coli patogénica para aves (APEC) esta tipicamente associada com doengas
extra-intestinais, principalmente infecgdes respiratorias ou sistémicas, coletivamente conhecidas
como colibacilose (Gross, 1991). Fatores associados, ou responsaveis pela doenga, bem como os
mecanismos responsaveis pela persiténcia da bactéria nas aves permanecem pouco entendidos.
Além disso, o conhecimento a respeito da fisiologia e metabolismo bacteriano ¢ considerado

como pré-requisisto para o entendimento dos mecanismos de patogenicidade (Cole, 2012).

Este trabalho ¢ embasado em um Microarranjo da linhagem APEC SCI-07, realizado in
vitro, o qual revelou uma série de genes super-expressos na linhagem em questao comparados a
linhagem padrdo EHEC 8624. Nove destes genes foram assumidos como sendo, possivelmente,
importantes para patogenicidade de APEC (yehD, fIgE, potF, csgA, tyrR, nirC, bfr, entD e feoA)
e entdo deletados para que os mutantes fossem avaliados in vitro e in vivo quanto as suas

respectivas contribui¢cdes na viruléncia da linhagem SCI-07.
7.1. Contribuicao dos genes csgA e yehD na patogenia da linhagem SCI-07

A capacidade bacteriana de aderir a tipos celulares e tecidos ¢, sabidamente, um pré-
requisisto para coloniza¢do e patogénese. As bactérias ligam-se especificamente a supertficies do
epitélio e de mucosas, frequentemente por estruturas fimbriais (Mims et al., 1995). Linhagens
APEC, comumente, expressam fimbrias do tipo 1, P e “curli” e possuem flagelos peritriqueos os
quais conferem motilidade e que também podem servir, em alguns casos, como adesinas. A
fimbria do tipo 1 confere adesdo e hemaglutinagdo manose sensivel, sendo expressa,
preferencialmente, no trato respiratorio das aves (La Ragione et al., 2000a). Estas fimbrias sao
encontradas em linhagens de APEC com frequéncia de 70 a 100% (Janssen et al., 2001; Dho-
Moulin & Fairbrother, 1999; Knobl et al, 2006).

Algumas linhagens APEC também elaboram fimbrias P, as quais medeiam adesdo e
aglutinagdo manose resistente e sdo consideradas essenciais para a viruléncia de linhagens de E.
coli uropatogénicas (UPEC) (Johnson, 1991). Um estudo da prevaléncia dos genes para fimbria P
(genes pap) em APEC, mostrou que 76% dos 1601 isolados perderam o “operon” pap (Stordeur

et al., 2002), indicando que esta fimbria ndo apresenta alta prevaléncia em APEC. Nossa
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linhagem em estudo a SCI-07 também ndo apresenta os genes codificadores da fimbria P. Ambas
as fimbrias, P e tipo 1 causam aumento da resposta de citocinas produzidas por c€lulas epiteliais,
com aumento da secrecdo de quimiocinas e recrutamento de neutrofilos in vivo (Godaly et al.,

1998; Hedges et al., 1995).

Fimbrias “curli” sdo estruturas encaracolas, codificadas pelo “operon” csgAB, descritas
por Olsen et al. (1989) encontradas na maioria das linhagens de E. coli, incluindo linhagens nao
patogénicas. Fimbrias “curli” tém fun¢ao na colonizagao tecidual, devido a suas habilidades de se
ligar as fibronectina, plasmina e ao plasminogénio (Hammar et al., 1995). Muitos trabalhos
demostraram que em E. coli e Salmonella as fimbrias “curli” estdo associadas a adesdo a tecidos
de origem aviaria e a persisténcia em aves infectadas com 1 dia de vida (La Ragione et al.
2000a), bem como demostraram a habilidade da fimbria “curli” em se ligar ao Complexo
Principal de Histocompatibilidade (MHC-I), com proteinas séricas, matriz extra-celular (Herwald
et al., 1998; Olsen et al., 1993), células intestinais de aves (La Ragione et al., 2000b) e eritrocitos
(Brown et al., 2001), sugerindo a contribui¢do desta fimbria para a infeccdo do hospedeiro por
APEC. No entanto, apesar destes dados experimentais, muito pouco de pratico e concreto €

sabido sobre o papel da fimbria “curli” na colibacilose aviaria.

Neste trabalho, verificamos que a mortalidade acumulada causada pelo mutante AcsgA
(subunidade principal da curlina) em aves de um dia de vida foi similar a causada pela linhagem
selvagem SCI-07, ainda que, inicialmente, o mutante AcsgA tenha causado menor mortalidade. O
perfil de motilidade do mutante AcsgA mostrou-se triplicado em comparacdo ao selvagem
(p<0,01), sugerindo que a delecdo do gene csgA ¢ benéfica a motilidade, o que sugere uma
possivel co-regulagdo da expressao de flagelos e fimbrias “curli”’. Nenhuma diferenga foi
verificada entre o numero de bactérias AcsgA e SCI-07 que sobreviveram em macrdfagos
aviarios (HD-11) ou invadiram fibroblastos (CEC-32). Considerando os dados de adesdo, o
mutante AcsgA mostrou forte reducido na capacidade de aderir a fibroblastos de aves (linhagem
FEG), em comparacdo ao selvagem (p<0,01), em ambos os ensaios adotados: dependente e
independente da fimbria do tipo 1 (por adicdo ou omissdo do alfa-D-mannopiranoside),
corroborando observagdes anteriores de que a fimbria “curli” é mediadora da adesao as células de
origem aviaria (La Ragione et al., 2000a; 2000b). O niimero de bactérias AcsgA que invadiram

as células HEP-2 foi significativamente menor que o nimero de bactérias selvagens (p<0,05),
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indicando que a redu¢do na capacidade de invasdo do mutante AcsgA, neste tipo celular, se deva,

possivelmente, a reducdo na sua capacidade de adesao.

Nossos resultados estdo em concordancia com observagdes anteriores de estudos in vitro
0s quais mostram a particular importancia da fimbria “curli” em mediar a adesdo e a persistencia
de APEC em tecidos do epitelio gastro-intestinal (La Ragione ef al., 2000a) e em aumentar a
colonizacdo bacteriana na superficie de células epiteliais (Collinson et al., 1993). Os resultados
de Mellata ef al. (2003) demostram que, embora a fimbria “curli” se ligue a proteinas séricas,
essa ndo contribui significativamente para a resisténcia ao soro, uma vez que a inativacao do gene
csgA nao afetou a resisténcia ao soro da linhagem APEC %7122 e, tampouco alterou sua

capacidade em causar lesdes e colonizar os 6rgaos das aves.

A linhagem mutante AyehD (possivel adesina fimbrial) mostrou a mesma habilidade da
linhagem selvagem SCI-07 em causar mortalidade em aves de 1 dia de vida. Também ndo foram
verificadas diferencas quanto a capacidade de adesdao em fibroblastos (FEG) e ao numero de
bactérias viaveis recuperadas da infeccao de macrofagos de aves (HD11), de fibroblastos (CEC-

32) e de células HEP-2. Verificou-se apenas um discreto aumento na motilidade do mutante

AyehD.

Coletivamente, estes resultados sugerem que, ao contrario da fimbria “curli”, a presenca
do gene yehD nao exerce um papel significativo na viruléncia da linhagem SCI-07,
provavelmente porque esta linhagem possui muitas outras possiveis fimbrias no genoma, tais
como APEC078 11260 (putative fimbrial-like adhesin exported protein), YadC, YehA, StcD
(ncbi/SCI-07shotgun genome, nimero de acesso CP000468.1) além das fimbrias tipo 1 e “curli”,

as quais, possivelmente, sao responsaveis pela adesao observada linhagem AyehD.
7.2. Contribui¢ao do gene fIgE na patogenia da linhagem SCI-07

A maioria das bactérias pode se mover através de ambientes liquidos, ou superficies semi-
solidas, através do movimento controlado de rotacdo de estruturas extracelulares, os flagelos.
Bactérias acessam ambientes mais favoraveis ou retiram-se de ambientes ndo favoraveis através
da motilidade proporcionada pelos flagelos (Lee & Hughes, 2006). A expressdo flagelar ¢
regulada temporalmente e a biossintese flagelar segue um ordenado processo hierarquico de

montagem (Karlinsey et al., 2000). Cada flagelo é composto por trés partes distintas: corpo basal,
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gancho e filamento (Aizawa, 1996). O gancho flagelar corresponde a uma estrutura curvada que
se extende do corpo basal, sendo composto primariamente pela proteina FIgE. As proteinas FlgK

e FlgD constituem a jung¢do gancho-filamento.

O mutante imével AfIgE ndo mostrou nenhuma diferenca na habilidade de causar
mortalidade em aves de 1 dia de vida, na capacidade de aderir a células FEG bem como na
capacidade de invadir fibroblastos da linhagem CEC-32, em comparagdo a linhagem selvagem.
No entanto, o mutante AfIgE apresentou redugdo na capacidade de sobreviver em macrofagos
avidrios (p<0,05) e uma reducdo ndo significativa no numero de bactérias vidveis AfIgE

recuperados das células Hep-2 comparados ao selvagem foi observado.

Embora o flagelo seja considerado uma estrutura relacionada a viruléncia em APEC,
previamente registrado mediando a penetracdo no muco que recobre as cé€lulas epiteliais (Smyth,
1988), contribuindo para adesdao em células epiteliais in vitro (La Ragione et al., 2000a; Allen-
Vercoe & Woodward, 1999), favorecendo a persisténcia no intestino das aves (La Ragione et al.,
2000b) e promovendo sobrevivéncia intracelular de E. coli (Parkinson ef al., 1983) e Salmonella
(Weinstein et al., 1984; Khoramian-Falsafi et al., 1990), nossos resultados na linhagem SCI-07
mostram que a delecao do gene fIgE nao alterou significativamente a patogenicidade da linhagem
estudada. Ainda que a diminuicdo da capacidade do mutante em sobreviver no interior de
macrdfagos favoreca a eliminagcdo da bactéria pelo sistema imune, ndo se pode assumir que
houve uma atenuagdo in vivo da linhagem AfIgE. De certo modo, estes resultados sao
compreensiveis, uma vez que consideravel porcentagem de linhagens de E. coli causadoras de
colisepticemia em aves sao imoveis, corroborando afirmacdes anteriores de que a motilidade nao

¢ essencial para completa viruléncia de APEC (McPeake et al., 2005).
7.3. Contribuicao do gene potF na patogenia da linhagem SCI-07

Poliaminas sdo aminas alifaticas amplamente distribuidas em procariotos e atuam como
importantes fatores de crescimento, estabilizando a estrutura de acidos nucleicos (van Dam et al.,
2002) e promovendo sintese de proteinas (Igarashi & Kashiwagi, 2006). De acordo com
Schneider ef al., (2013) o catabolismo de poliaminas ¢é parte central das respostas metabolicas ao
estresse bacteriano. Poliaminas primarias sdo putrescina, espermidina e espermina. Em E. coli,

putrescina estimula a traduc¢do de inimeros genes, incluindo numerosos fatores de transcri¢ao, os
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quais por sua vez, estimulam a transcri¢do de aproximadamente outros 300 genes (Yoshida et al.,
2004; Terui et al., 2009). Putrescina pode ainda, ser usada como fonte Unica de nitrogénio
(Tkachenko ef al., 1999).

A expressao de poliaminas, e a quantidade delas no interior das bactérias, sdo reguladas
por seus processos de biossintese, degradacdo, captacdo e excre¢do (Casero & Pegg 2009;
Igarashi et al., 2010). E. coli depende de ambos, da captacdo e da sintese para manter os niveis
intracelulares 6timos de poliaminas. Seis importadores de putrescina ja foram identificados em E.
coli: PotFGHI, PotABCD, PotE, PuuP, YdeSTUYV e PlaP (Kurihara et al., 2009). A captagao de
putrescina por PotFGHI, ao qual pertence a familia de transportadores conhecidas como ABC
(Pistocchi et al., 1993) ¢ dependete de energia proveniente de ATP e da formacdo de um

potencial de membrama (Terui et al., 2013).

O mutante SCI-07 ApotF apresentou atenuacgao parcial da patogenicidade, uma vez que a
habilidade de causar mortalidade inicial nas aves foi inferior aquela do selvagem (p<0,05). A
motilidade do mutante ApofF foi similar a da linhagem selvagem. As capacidades de invasao e de
sobrevivéncia intracelular do mutante ApotF nao foram alteradas em nenhum dos tipos celulares
utilizados nos ensaios (HD-11, CEC-32 e Hep-2). Provavelmente, o mecanismo de atenuacao in

vivo ndo esta associado a capacidade de sobreviver e se multiplicar no interior de macrdfagos.

O namero de bactérias ApofF aderidas as células FEG foi inferior ao nimero de bactérias
selvagens, quando na auséncia de alfa-D-manopiranose (p<0,05), o que sugere um efeito
negativo da delecdo de potF na adesdo mediada pela fimbria do tipo 1. Associagdes entre a
captagao de poliaminas e a adesao mediada pela fimbria do tipo 1 ja foram previamente relatadas
em E. coli K-12, refor¢gando nossas observagdes (Kurihara et al., 2011). A atenuacao de
mutantes para genes transportadores de poliaminas também foi verificada por Ware et al., (2006),
neste trabalho a delecdo do gene pofD em pneumococos acarretou marcada diminuicdo da
patogenicidade da bactéria, em ambos os modelos de doenca avaliados: septicemia e pneumonia.
Outros estudos mostram que a putrescina restaura a expressao de genes de viruléncia em Shigella
flexneri (Durand et al., 2003), influencia a formacao dos filamentos necessarios para a viruléncia
em Candida albicans (Herrero et al., 1999) e estd envolvida com a adesdo celular de
Trichomonas vaginalis (Garcia et al., 2005), como verificado neste trabalho. Poliaminas, em

geral, desempenham papel na viruléncia de outros patogenos intracelulares, incluindo Francisella
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tularensis e Legionella pneumophila (Durand & Bjork, 2003; Russo et al., 2011; Carlson et al.,
2009; Nasrallah et al., 2011). Dados de super-expressao de poliaminas em transcriptomas,
semelhantes ao microarranjo que embasaram este trabalho, também sdo verificados na literatura.
Um transcriptoma de S. Typhimurium mostrou super-expressdo de genes para captagdo de
putrescina e espermidina durante a infeccdo de células epiteliais e macréfagos (Eriksson et al.,

2003; Jelsbak et al., 2012).

Mutantes de S. Typhimurium para a sintese e transporte de putrescina apresentaram
deficiéncia na invasdo de células epitelias, reducao na sobrevivéncia e multiplica¢do intracelular

e atenuagdo no modelo murino de febre tifoide em comparagdo ao selvagem (Jelsbak et al.,

2012).

Estudos tém mostrado, ainda, o papel das poliaminas no processo de sinalizagdao celular
bacteriana do tipo “quorum sensing”. Quando as poliaminas sdao utilizadas como moléculas
sinalizadoras, ha necessidade por parte das bactérias, de dispor de sensores e transportadores de
membrana para a captacdo destas poliaminas extracelulares uma vez que nao ha transporte
passivo destas moléculas. E. coli utiliza a putrescina como molécula sinalizadora para sentir a
densidade celular, de forma que a concentracdo de putrescina no ambiente ¢ mantida pela
populacao de bactérias em niveis proporcionais a curva de crescimento (Schiller et al., 2000).
Além da informacdo de densidade populacional, as putrescinas quando utilizadas como
sinalizadores ambientais promovem, ainda, alteragdo na expressao génica, modulando viruléncia
e adaptagdo ao hospedeiro em bactérias de um mesmo nicho (Sturgill & Rather, 2004; Zhou et
al., 2007; Carlson et al., 2009; Russo et al., 2011; Jelsbak et al., 2012). Neste contexto,
receptores e transportadores de putrescina, tais como PotF, parecem essenciais ao processo de
sinalizagdo, podendo-se sugerir que este fato seja o responsavel pela atenuacao parcial observada

na linhagem SCI-07ApofF.
7.4. Contribui¢do do gene #yrR na patogenia da linhagem SCI-07

O gene tyrR ¢é responsavel pela sintese de um regulador transcripcional de genes
associados ao metabolismo de aminoacidos aromaticos. Em E. coli, a proteina TyrR regula a
expressdo de ao menos 8 genes responsaveis pela biossintese e transporte de aminodcidos

aromaticos: aroF, aroL, tyrP, tyrB, tyrR mtr, aroP, aroG e de folA que exerce fungdo na sintese
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de glicina, metionina e purinas (Pittard et al., 2005). TyrR em E. coli pode atuar como repressor
ou indutor de transcri¢ao, interagindo com os 3 aminoacidos aromaticos: tirosina, fenilalanina e
triptofano no mecanismo de regulacao positiva, no entanto, ainda ndo se descreveu o mecanismo
comum de regulagdo negativa (repressdo) da proteina TyrR (Pittard et al, 2005). TyrR ¢
considerado um regulador impar, pois ¢ habil em interagir com multiplos cofatores, fato
incomum entre os reguladores, e exercer ampla gama de efeitos regulatorios através de um
mecanismo de formagado de diferentes estruturas oligoméricas no DNA, estas estruturas permitem
ao regulador entrar em contato com algumas outras proteinas regulatorias, ativando ou

reprimindo a transcricao génica.

O mutante SCI-07 A#yrR apresentou menor capacidade de causar mortalidade cumulativa
(35%) que a linhagem selvagem (65%) (p<0,05) durante os sete dias avaliados, o que indica uma
atenuagao parcial. A delecdo do gene #rR acarretou diminuicdo de motilidade (p<0,05) e
reducdo na habilidade de sobreviver dentro dos macrofagos aviarios (p<0,05) quando comparado
a linhagem selvagem. A capacidade de adesdo do mutante A#yrR em céluas FEG ndo foi afetada
na presenga, ou auséncia, do alfa-D-manopiranosideo. Considerando os ensaios de invasdo, nao
houve diferenca entre o nimero de bactérias mutantes e selvagem recuperadas das células CEC-
32, enquanto um menor numero de bactérias A#yrR foi recuperado das células Hep-2 em

comparacao a linhagem selvagem (p<0,05).

Nenhum trabalho, até o momento, demonstrou o papel do gene #yrR nos mecanismos de
patogenicidade de nenhuma espécie de bactéria patogénica. No entanto, a atenuagdo de mutantes
para sintese de aminodcidos aromaticos (mutantes aro) ¢ largamente conhecida em muitas
espécies de bactérias (Sebkova et al., 2008; Strikzer et al., 2004) e, a maioria destes mutantes tém
sido utilizados extensivamente por décadas como vacinas vivas, inclusive para a colibacilose
(Hone et al., 1991; La Ragione et al., 2013). Dessa forma, podemos assumir que esses dados
corroboram indiretamente a importancia do “regulon” 7R no processo patogénico, verificado

em nosso trabalho.

A diminuicdo da motilidade, da capacidade de sobreviver em macrdfagos de aves e a
dimui¢do da patogenicidade final da linhagem SCI-07Az7R estariam possivelmente associadas
as alteragdes previamente vislumbradas nos mutantes aro, as quais sdo consequéncia, da

auxotrofia gerada pela incapacidade de biossintese de aminoacidos aromadticos, a0 menos em
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primeira instancia. Os resultados de Strikzer et al. (2004) assemelham-se muito aos nossos, neste
trabalho, mutantes aroE de Listeria monocytogenes mostraram forte redu¢do na capacidade de se
multiplicar em células epiteliais, de se replicar no interior de mondcitos e de colonizar figado e
bago de camundongos, estas alteracdes culminaram em forte redu¢do na capacidade do mutante

de causar mortalidade em camundongos.

Os mutantes de Salmonella Typhimurium aroA, aroD e aroC mostraram se sensiveis aos
efeitos bactericidas do soro, e a razdo desta sensibilidade foi atribuida a super-expressao do gene
murA, o qual esta relacionado a formacao da parede bacteriana. A super-producdo de mureina
causou a desestruturacdo da parede, e neste caso, a atenuacdo das linhagens mutantes esta
relacionada ndo a incapacidade da sintese de aminoacidos aromaticos, mas sim, ao defeito na
parede bacteriana, que acarretou maior sensibilidade aos componentes de resposta imune inata

(SebKova et al., 2008).

Embora todos estes dados sugiram a importancia do gene #yrR na patogenicidade, por
efeito indireto na sintese de aminoacidos aromaticos, experimentos extras, envolvendo a
expressao destes mesmos genes, nas linhagens selvagem e mutante, se fazem necessarios e

encontram-se em realizacao.
7.5. Contribuicao do gene nirC na patogenia da linhagem SCI-07.

E. coli e Salmonella tém duas vias independents de reduc¢do de nitrato e nitrito, uma
localizada no periplasma, e outra no citoplasma (Page et al., 1990). Nitrito (NO;") € o ponto
central no metabolismo de Nitrogénio em bactérias (Einsle & Kroneck, 2004) sendo, ainda,
utilizado como citotoxina por macrofagos como parte da resposta imune inata (Xie & Nathan,
1994). Anions NO, sdao gerados pela reducao do nitrato quando estes sdo utilizados como
aceptores finais de elétrons, durante a respiracdo anaerobia (Showe & DeMoss 1968), o proprio
NO; pode, ainda, ser utilizado como aceptor final de elétrons por nitrito redutases que o reduzem
ao ion amonio (Showe & DeMoss 1968). No entanto, NO,  ndo pode ser acumulado no interior
das bactérias, uma vez que este se converte expontaneamente no altamente danoso oxido nitrico

(NO), quando em solucdo aquosa (Kharitonov et al., 1994).

Diferentemente do NO que se difunde passivamente pela membrana citoplasmatica, o

nitrito requer transportadores especificos. NirC € o principal transportador de nitrito em E. coli e
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Salmonella, sendo necessario em Salmonella Typhimurium (STM) para completa viruléncia
deste patogeno no modelo murino de febre tifoide (Das ef al., 2009). O gene nirC de STM
partilha uma complexa relacdo com a Ilha de Patogenicidade 2 (SPI2) onde nirC garante a
sobrevivéncia de STM dentro do fagossoma do macrofago através da captagdo do NO,/NO
produzido pelo macréfago hospedeiro e o posterior desligamento da producao de NO por parte do
macréfago. O mutante STM AnirC mostrou-se atenuado para camundongos, incapaz de
transportar NO;,™ e a delecdo do gene nirC acarretou alta expressao de Oxido Nitrico Sintases

(1INOS) por parte dos macrofagos hospedeiros (Das ef al., 2009).

Os resultados obtidos em nosso trabalho mostraram-se divergentes dos visualizados em
STM. O mutante SCI-07 AnirC mostrou mortalidade acumulada similar ao da linhagem
selvagem. No entanto, a mortalidade causada pelo mutante foi crescente durante os 7 dias
avaliados e ndo pontual como observado com frequéncia para linhagens APEC (Pace et al., 2010,
2011), indicando uma demora por parte do sistema imune das aves em controlar a infec¢dao. O
nimero de bactérias AnirC recuperadas dos macrdfagos foi semelhante ao selvagem apds 3horas
de infeccdo mas superior a este apos 16 horas de infeccao (p<0,05), indicando uma maior
capacidade do mutante em sobreviver as agdes bactericidas desempenhadas pelos macréfagos. A
motilidade do mutante AnirC também mostrou-se superior a do selvagem (p<0,05). Por outro
lado, o nimero de bactérias AnirC aderidas as cé€lulas FEG foi muito inferior ao do selvagem
(p<0,01), na presenga e na auséncia de alfa-D-manopiranose, indicando que a delecdo afetou a
capacidade de adesdo da linhagem SCI-07 de forma dependente e independente da fimbria do

tipo 1. A habilidade de invasao em CEC-32 e Hep-2 ndo foram alteradas pela delecao.

Alguns estudos tém associado motilidade e formacao de biofilme a proteina reguladora
NsrR a qual medeia respostas adaptativas em E. coli e Salmonella durante o estresse nitrosativo,
incluindo a regulacdo positiva dos genes chave do processo de detoxificagdo por NO: hmp
(flavohemoglobina) e y#fE (iron-sulfur cluster repair di-iron proteina) (Constantinidou et al.,
2006; Mills et al., 2001). Hmp € a enzima chave no processo detoxificacdo celular por NO em
aerobiose e anaerobiose e, assim como o “regulon” NsrR regula a motilidade bacteriana na
presenca de NO. Com o intuito de comprovar que a maior motilidade e a maior capacidade de
sobrevivéncia do mutante AnirC dentro de macrofagos seria consequéncia da maior expressao

dos genes nsrR, hmp e yifE, a expressio destes foi verificada na linhagem mutante em
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comparagdo a selvagem. Encontramos expressdoes muito aumentadas na linhagem mutante AnirC
nos trés genes avaliados, comprovando nossa hipotese. Estes genes sao importantes para STM
durante os estagios tardios da infec¢do de macrofagos in vitro e desenvolvimento da febre tifoide,
quando a producao de NO esta aumentada (Mastroeni et al., 2000; Vazquez-Torres et al., 2000;
Vazques-Torres & Fang, 2001). Estas observacdes podem explicar o comportamento do mutante
nirC, o qual apresenta comportamento divergente considerando o estdgio inicial de infeccao e
estagios mais tardios como o aumento da capacidade de sobreviver aos macrdfagos apenas com

16 horas de infeccao.
7.6. Contribuicao do gene bfr na patogenia da linhagem SCI-07

A habilidade das linhagens APEC de sequestrar ferro (Fe), a partir do sangue e tecidos de
aves, ¢ considerada um ponto critico para a viruléncia destas linhagens. Um grande nimero de
mecanismos de aquisi¢ao de ferro tem sido descritos em APEC (Dho & Lafont, 1984; Kammler
et al., 1993; Grass, 2006; Johnson et al., 2006; Ling et al., 2013). Embora o ferro seja um
elemento essencial para muitos micro-organismos, atuando em incontaveis processos bioldgicos,
a disponibilidade biologica de Fe ¢ extremamente limitada. Além disso, o Fe € potencialmte
toxico, devido a sua habilidade em gerar o mais toxico de todas as espécies reativas de oxigénio
(ROS), o ion hidroxila OH". Ferritinas podem, de forma reversiva, sequestrar Fe na forma mineral
e mobiliza-lo para uso intracelular quando o suprimento deste se torna limitante, a0 mesmo
tempo em que minimizam a toxicidade causada pelo Fe (Velayudhan, ef al., 2007). Trés tipos de
ferritinas tém sido caracterizados em bactérias: FtnA a qual também ¢ encontrada em eucariotos,
bacterioferritina (Bfr), encontrada exclusivamente em bactérias e Proteina de Ligacdo ao DNA
(DPS), a qual esta presente em archea e bactérias. Muito pouco € conhecido a respeito da
mobiliza¢dao do Fe pelas ferritinas para o uso intracelular, mas presume-se que este processo seja

. ~ + .
mediado pela reducao do Fe; no “core” das ferritinas.

A funcao primaria das ferritinas € o estoque de Fe e a detoxificacdo. No entanto, ha uma
significante variacdo na fun¢do e regulagdo das ferritinas nas diferentes espécies bacterianas que
crescem em condic¢des limitantes de Fe, e muito pouco tem sido investigado a respeito do papel

das ferritinas em E. coli (Abdul-Tehrani et al., 1999).
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A linhagem mutante SCI-07 Abfr deste estudo ndo apresentou alteracdo na capacidade de
causar mortalidade em aves de 1 dia, bem como ndo alterou suas capacidades de sobreviver nos
macrofagos de aves e invadir células Hep-2 quando comparada a linhagem selvagem. Por outro
lado, o mutante Abfr apresentou maior motilidade (p<0,01) e uma forte redu¢do na adesdo em
fibroblastos, na presenca e auséncia de alfa-D-manopiranosidio (p<0,01). Nossos resultados sdo
muito similares aos apresentados por Velayudhan ef al. (2007) em Salmonella Typhimurium
(STM) e Denoel et al. (1997) em Brucella melitensis. No primeiro trabalho, o mutante de STM
Abfr apresentou apenas alteragdes nas propriedades avaliadas em analises in vitro, isto €, a
delecdo do gene bfr elevou a concentragdo in vitro do Fe extracelular no meio de cultivo e
aumentou a susceptibilidade da bactéria ao estresse oxidativo causado por H,O; (in vitro). No
entanto, ndo houve alteragdo na taxa de sobrevivéncia de camundongos desafiados com a
linhagem mutante Abfr e a linhagem selvagem, além de ndo ter ocorrido diferenca no niimero de

bactérias mutante e selvagem recuperadas dos 6rgaos dos animais.

O mutante Abfr de Brucella mostrou a mesma capacidade da linhagem selvagem em
invadir e em sobreviver no interior de mondcitos humanos, estes resultados sugerem que Bfr nao
¢ essencial para a sobrevivéncia intracelular de B. melitensis em mondcitos humanos, ainda que a

proteina Bfr seja um dos principais antigenos utilizados no diagnostico da brucelose (Denoel et
al., 1998; Al-Mariri et al., 2001).

Se considerarmos o patdogeno humano Neiserria gonorrhoeae, podemos verificar
trabalhos nos quais Bfr mostrou ser importante fonte de Fe durante momentos de privacao do ion,

e ainda, conferindo prote¢ao contra o estresse oxidativo, condi¢des estas avaliadas in vitro (Chen
& Morse, 1999).

Em Bacterioides fragilis, Bfr esta incluido entre os fatores in vitro que contribuem para

resisténcia ao estresse oxidativo e a aerotolerancia deste patogeno gastro-intestinal humano (Gaus

etal., 2012).

As razdes por traz destes comportamentos divergentes em relagdo ao papel do gene bfr
nas diferentes espécies bacterianas podem estar associadas as observag¢des de Tehrani et al.,
(1999), em E. coli, e Veluydan et al. (2007), em Salmonella Typhimurium. Ambos os trabalhos

indicam que falhas fenotipicas no armazenamento de Fe sdo mais evidentes quando as bactérias
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estdo na fase estacionaria de crescimento e em meio rico em ferro. Somada a isso, a provavel
razao para a nao alteracao no perfil de viruléncia de S. Typhimurium Abfr, B. melitensis Abfr, e
SCI-07 Abfr esta na co-existéncia de multiplas ferritinas dentro da S. Typhimurium, E. coli,
Mycobacterium tuberculosis, Clostridium acetobutylicum, Vibrio cholera (Andrews, 1998) e
Bacterioides fragilis (Gauss et al., 2012) o que sugere que elas cumprem papeis fisiologicos
diferentes e/ou que sdo expressas em condicOes diferentes nas diferentes espécies. Enquanto em
E. coli, FtnA realiza a maior contribui¢ao na capacidade de armazenar ferro, em Salmonella esta
funcao ¢ desempenhada por Bfr (Velayudhan et al., 2007). O gene Dps, por sua vez, € 0 mais
induzido em E. coli em resposta ao estresse por H,O, mas ndo ¢ importante para o
armazenamento de Fe (Zheng et al., 2001). Por fim, as razdes por tras da diminuicdo da adesdo

na linhagem SCI-07 Abfr sdo interessantes e necessitam de futuras investigagoes.
7.7. Contribuicao dos genes feoA e entD na patogenia da linhagem SCI-07

Como ja discutido, o ferro ¢ um elemento essencial para todos os micro-organismos. A
habilidade de aquirir quantidade suficiente de ferro do ambiente € vital para a maioria das
bactérias. Isto ¢ particularmente verdade para bactérias patogénicas que devem competir com o0s
mecanismos de remocao do ferro disponivel, realizado pelo hospedeiro como forma de defesa
(Cartron et al., 2006; Grass, 2006). Frequentemente, multiplos sistemas de obtengdo de ferro
estdo disponiveis nas epécies bacterianas promovendo o alcance das varias formas de ferro do
ambiente com especificidade e afinidade. Dentre eles destacam-se os complexos sideroforos,
grupos heme, complexos heme-proteinas, complexos transferrinas e ferro-citrato (Cartron et al.,
2006). Em Gram-negativas, transportadores de ferro, geralmente, consistem de um receptor de

membrana externa TonB-dependente, uma proteina de ligagdo periplasmatica, € uma permeasse

de membrana interna do tipo transportador-ABC (Cartron ef al., 2006).

O ion ferroso (Fe,") pode ser considerado a forma preferida de ferro a ser utilizada pelas
bactérias uma vez que ¢ relativamente solivel o que permite o transporte direto deste metal. No
entanto Fe,” predomina sobre a forma do fon férrico (Fe;') apenas em ambiente redutor

(anaerobiose), ou em baixo pH.
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Fe;' ¢ praticamente insolivel em pH neutro e muitos micro-organismos secretam

. , + - A
sideroforos, compostos quelantes de Fes de alta afinidade para obté-lo, sendo esta a forma

predominante do ferro em aerobiose.

Pouco se conhece sobre a captacdo do Fe,’, embora alguns micro-organismos usem
principalmente ou exclusivamente Fe," para o suprimento de ferro como, por exemplo, o
Bifidumbacterium (Bezkorovainy, et al., 1987). No patodgeno intracelular Legionella pneumophila
nenhum siderdforo foi identificado, até o momento, e assume-se que Fe;' é reduzido a Fe," para
que este possa ser usado como fonte de ferro por esta bactéria (Johnson, et al., 1991). O patdégeno
humano Streptococcus mutans é outro exemplo de bactéria que utiliza apenas Fe, " fornecido por
redutases da superficie celular. Todas estas bactérias vivem em ambiente restrito em 0xigénio
onde Fe," esta disponivel. E. coli é anaerdbia facultativa, de forma que possui o sistema de
transporte de Fe,” conhecido como feo. FeoA é uma pequena proteina solivel localizada no
citosol, FeoB ¢ uma proteina maior, com dominios citosolicos € de membrana interna, atuando
como permeasse, FeoC ¢ uma pequena proteina com funcdo e estrutura ainda ndo elucidadas
(Cartron et al., 1996). Proteinas Feo tem importante papel na captacio de Fe,' em condi¢des
anaerObias e microaerofilas, condigdes estas encontradas principalmente no trato gastro-entérico

e no interior de tecidos e na corrente sanguinea.

O transporte de Fe," em E. coli ocotre aerobicamente e anaerobicamente mas é induzido
apenas em anaerobiose. Mutantes Afeo de E. coli K-12 sdao, sabidamente, defectivos na
importacdo de Fe,” (Cartron et al., 2006). A dele¢io de feoB elimina o transporte de Fe," pela
bactéria, enquanto a delecdo de feoA diminui apenas 25% da captacao (Kammler et al., 1993).
Estes resultados sugerem que FeoB tem um papel maior na captagio de Fe,' que FeoA.
Provavelmente, por este fato, a literatura especializada carece de estudos utilizando mutantes

AfeoA de bactérias, mas ¢ abundante em dados utilizando mutantes AfeoB.

Através de mutantes AfeoB, de C. jejuni, descobriu-se que FeoB exerce papel essencial na
aquisicao de ferro, colonizagdo e sobrevivéncia da bactéria no trato entérico, no modelo de alga
ligada em coelho, na colonizacdo do ceco e no desencadeamento da infec¢do do trato intestinal
das aves (Naikare et al., 2006). Mutantes de Salmonella para feoB mostraram-se atenuados
quanto a habilidade em colonizar o intestino de camundongos, provavelmente pela incapacidade

de transportar Fe,' (Stojiljkovic et al., 1993; Tsolis et al., 1996). Por outro lado, o papel de Feo
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na infeccdo sistémica de Salmonella ¢ contrastante, a delecdo de feoB ndo afeta o potencial de
infec¢ao sistémica (Tsolis et al., 1996), bem como, ndo afeta a sobrevivéncia da bactéria em
macrofagos (Boyer ef al., 2002). Em H. pylori, FeoB parece prover a principal rota de captagao
de ferro, sendo requerido para colonizagdo da mucosa gastrica de camundongos, bem como para
o crescimento normal da bactéria em condi¢gdes limitantes em ferro (Velayudhan et al., 2000).
Em Shigella flexneri, a delecdo de feoB tem impacto muito pequeno no desenvolvimento da
bactéria em células Hela (Runyen-Janeckyn et al., 2003). FeoB ¢, ainda, requerido para
sobrevivéncia intracelular de Legionella pneumophila (Robey & Cianciotto 2002) e para a

viruléncia completa de P. gengivalis (Dashper et al., 2005).

A aquisi¢do de ferro por sider6foros € muito mais eficiente e, por isso, ha maior variedade
destes sistemas de obtengdo de ferro em enterobactérias, em geral. Quatro diferentes sider6foros
sao conhecidos em Escherichia coli extraintestinal (ExXPEC): enterobactina, salmoquelina,
yersiniabactina e aerobactina (Gao ef al., 2012). Estes sistemas de transporte partilham estrutura
comum e, os trés primeiros derivam de um mesmo precursor o 4’fosfopanteteinil transferase
(PPTase) codificado pelo gene entD (Martin et al., 2013). Em E. coli a PPTase EntD € envolvida
na sintese de enterobactina e salmoquelina. Um dos mais efetivos compostos quelantes de ferro €
o sideroforo enterobactina (Pollack & Neilands 1970), a salmoquelina, no entanto, € considerado
um fator de viruléncia mais potente por ter maior habilidade em evadir o sistema imune inato de
mamiferos (Goetz et al., 2002). O outro sider6foro que necessita de PPTase ¢ a yersiniabactina

codificada na Ilha de Alta Patogenicidade (HPT) (Schubert et al., 2002) de ExPEC.

O trabalho de Martin et al. (2013) evidenciou, pela primeira vez, o papel das PPTases
como promissores alvos para o desenvolvimento de drogas antibacterianas, uma vez que estas

enzimas sao cruciais para a biossintese de uma série de metabolitos e fatores de viruléncia.

Neste trabalho, resultados obtidos com os mutantes SCI-07AfeoA e SCI-07AentD
apresentaram resultados divergentes, mas muito interessantes. O mutante AfeoA mostrou-se
hipervirulento, causando maior mortalidade em aves (90%) que a linhagem selvagem (65%)
(p<0,05), embora a motilidade, as capacidades de aderir as células FEG, invadir células CEC-32
e Hep-2 e sobreviver no interior dos macr6fagos ndo tenham sido alteradas. O mutante entD, por

sua vez, comportou-se nas aves de forma totalmente atenuada (p<0,01), e a semelhanca de
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AfeoA, a delecdo de entD ndo levou a alteracdo da motilidade ou das capacidades de aderir,

invadir e sobreviver em cultivos celulares.

Nossos resultados poderiam ser, em parte, explicados pelo fato de que diferentes sistemas
de captagao de ferro sao sabidamente requeridos de acordo com o tipo de doenga causado, o tipo
de 6rgao infectado ou, ainda, durante os diferentes estagios do processo de doenca em uma
mesma espécie bacteriana. Por exemplo, em Bortedella pertussis a expressao dos sider6foros
alcaligina e enterobactina ocorrem inicialmente na infec¢ao do pulmao, enquanto o sistema de
transporte de Fe," atua de forma tardia na infec¢io (Brickman et al., 2006, 2008). Em Yersinia
pestis, o agente causal das pestes bulbonica e pneumonica, o sideréforo yersiniabactina € critico
para os estagios iniciais do desenvolvimento da doenca, enquanto Yfe, transportador de Fe,' ¢é
importante nos estagios finais do processo de infeccdo (Bearden et al., 1997; Bearden & Perry,
1999). No entanto, o mutante AfeoB de Y. pestis mostrou-se totalmente virulento tanto nos

modelos de peste bulbonica quanto pneumdnica (Fetherson et al., 2012).

Cada sideréforo, por sua vez, tem afinidade especifica por Fe;', sendo regulados de
maneira diferencial, conferindo diferentes vantagens para ExXPEC na adaptacdao aos diferentes
ambientes e em evadir da resposta imune inata (Fischbach et al., 2005; Gao et al., 2012). Em
APEC e UPEC, sabe-se que salmoquelina e aerobactina contribuem mais para viruléncia que
transportadores heme de ferro, sendo a salmoquelina mais importante para viruléncia que a
aerobactina (Gao et al., 2012). Um mutante duplo de EXxPEC, produtor apenas de aerobactina
(AentDAclbA), foi completamente atenuado no modelo de sepse. No entanto, os mutantes
individuais nao mostraram atenuagao (Martin et al., 2013). Na linhagem APEC %7122, o mutante
sideroforo negativo (AentDAiuc) mostrou-se atenuado em tecidos e sangue, enquanto o mutante

simples AentD, o qual produz apenas aerobactina, manteve a viruléncia completa (Caza et al.,

2011).

Poderiamos, diante de nossos resultados e do apresentando na literatura, sugerir que a
delegio de feoA causou super-expressao de outros transportadores de Fe, ', presentes na linhagem
em estudo tais como: MtnH, FeoB, FeoC e CorA, todos conhecidamente permeases envolvidos
no transporte de Fe," (Grass, 2006) e que mais eficientes que FeoA aumentaram a viruléncia da
bactéria ou, ainda, que a delecdo de FeoA foi benéfica para algum ou alguns genes de viruléncia,

aumentando dessa forma a viruléncia da linhagem SCI-07 AfeoA para aves. Para o mutante entD,
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de forma mais simplista, poderiamos sugerir que o gene enfD ¢é essencial para a viruléncia da
linhagem SCI-07 e que sua auséncia leva a atenuacdo do mutante para as aves. Para ambas as
hipdteses, ensaios especificos precisam ser conduzidos com o intuito de se entender melhor as

observagdes apresentadas aqui.
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8. Conclusoes

Pudemos verificar que todos os genes da linhagem SCI-07, com expressao aumentada
no microarranjo, os quais foram selecionados para este trabalho, com excecdo de yehD,
mostraram-se relacionados a caracteristicas tais como: capacidade de adesdo e invasido de
linhagens celulares cultivadas in vitro; capacidade de sobrevivéncia em macrofagos de aves e
ao potencial patogénico em aves de um dia de idade, em diferentes niveis para cada mutante

avaliado.

Nossos resultados destacam, ainda, a natureza multifatoral da patogénese de APEC,
levando em conta que a expressdo de genes de viruléncia é regulada por sistemas globais
conservados que verificam e adaptam a bactéria as mudancas ambientais. Neste trabalho, nos
demonstramos que a atenuagdo nem sempre ¢ acompanhada pela diminuigdo na capacidade de
adesdo, invasdo e sobrevivéncia em macrofagos, bem como, demonstramos que a diminuigao
na capacidade de ades3o e invasdo em APEC ndo significa a atenuagdo em aves. Nosso
trabalho oferece uma contribuicdo na elucidacdo dos mecanismos de viruléncia de APEC e o
desenvolvimento de ao menos trés novos candidatos a linhagens vacinais e/ou linhagens
carreadoras de epitopos presentes em outras linhagens APEC: SCI-07ApotF, SCI-07AtyrR e
SCI-07AentD.

Finalmente, para os mutantes SCI-07AfeoA, SCI-07AentD e SCI-07AtrR estudos
adicionais s30 necessarios para a melhor compreensao do mecanismo de agdo de cada um dos

genes citados no processo de patogénese da linhagem aqui estudada.
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Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO,

Certificamos que o projeto "CARACTERIZACAO MOLECULAR DE
LINHAGENS DE ESCHERICHIA COLI PATOGENICAS PARA AVES (APEC) E
UROPATOGENICAS (UPEC) PARA HUMANOS" (protocolo n° 2669-1), sob a
responsabilidade de Prof. Dr. Wanderley Dias da Silveira / Renato Pariz

Maluta, estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal
adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério
(SBCAL) e com a legislagéo vigente, LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE
2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais, e o
DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009.

O projeto foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 26 de marco de
2012

Campinas 26 de margo de 2012.
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(B/ofa Dra. Ana Méua/ A/ Guaraldo Fétima.Alefﬁ-;o

Presidente Secretaria Executiva

CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521-6358
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP - Brasil http://www.ib.unicamp.br/ceea/
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ANEXO 2

ADENDO
TERMO DE RESPONSABILIDADE PARA PESQUISA
COM USO DE ANIMAIS

1- Protocolo No. 2669-1(A)

2- Titulo do projeto: Caracterizacdo Molecular de Linhagens de Escherichia coli
Patogénicas para Aves (APEC) e Uropatogénicas (UPEC) para Humanos

2.1. Sub-projeto: MUTAGENESE SITIO- DIRIGIDA EM UMA LINHAGEM DE
Escherichia coli (APEC) CAUSADORA DE SINDROME DE CABECA INCHADA
EM AVES: ANALISE IN VITRO E IN VIVO

3. Periodo. Inicio: julho/2013 a Término: dezembro/2013

4. Executor(es): JACQUELINE BOLDRIN DE PAIVA

Nivel académico: Aluna de Doutorado

Nome do orientador: Prof. Dr. Wanderley Dias da Silveira
Unidade/Departamento: Laboratério de Biologia Molecular Bacteriana/Depto.
de Genética, Evolugéo e Biagentes

Telefone: (19) 3521-1160 E-mail: jackboldrin@hotmail.com
Agéncia Financiadora: Fapesp Projeto 2010/50596-9

Termo de Responsabilidade

Eu asseguro 4 CEUA/JUNICAMP que:

- Li os Principios Eticos para Uso de Animais de Laboratdrio (disponivel no
enderego: http://www.cobea.org.br/), elaborado pela SBCAL - Sociedade
Brasileira da Ciéncia em Animais de Laboratério - e concordo plenamente com
suas exigéncias durante a vigéncia deste protocolo; assim como a legislacdo
nacional vigente - Lei no 11.794, de 8 de outubro de 2008
(http:/mww.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2007-2010/2008/leill11794.htm).

- Este estudo ndo é desnecessariamente duplicativo, tem meérito cientifico e
que a equipe que participa deste projeto foi treinada e é competente para
executar os procedimentos descritos nesse protocolo;

- Comprometo-me a solicitar nova aprovacéo deste protocolo sempre que
ocorra alteragéo significativa nos experimentos aqui descritos;

- Tudo o que foi declarado nesse protocolo é a absoluta express&o da verdade.
Estou ciente que o ndo cumprimento das condi¢cdes aqui especificadas é de
minha total responsabilidade (pesquisador principal) e que estarei sujeito as
punig¢des previstas na legislagdo em vigor.

Data: 11 de fevereiro de 2014

Nome do Orientador: Prof. Dr. ias da Silveira
Assinatura: %

Nome do ExecutC' Jacquellne Boldnn de Pama_‘

Assinatura ?ﬁb{p o Ve Pl R o
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