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1. INTRODUGCRO

Ezcherichia cpll & a eresfed e i hacteriana
predominante  entre o8 anasrdbios facultativos da flora
normal de mamiferpgs e aves, desempenhando um  inportante
papel mna manutencio e fisiologia intestinal (Drasar e Hill,
19740 . Forem, dentro  desta espécie exishtem linhagens
patondnicas que devida & aguisigio tle fatores de
virulEncia, causam diferentes dosngas: sindromes diarvéicas
2 infeccles extraintestinais (humanos, bovinos & swinos,
2tc), bem como doengas respiratérias em aves {(galinhas,
peritts e patos).

fAe dnfecgles por E. coli s¥o resultantes de uma
interacio de fatores nue dependemn da amostra bacteriana e do
grganismn hospedeiro. Como  exemplos, a existéncia  de
determinantes de superficie bacteriana capaczes de reconhecer
receptores especificos do epitélio do hospedeiro, permitindo
a ades@o, multiplicacfo da bactéria e colonizagio deste
epitélioy A presenia  ou nao de receptores DRy 0S
deterninantes bacterianos nas células do  tecideo-alvay &
caparidade deo sistema imune do hospedeiro em evitar o
gpstabelecimento de infecobes.

Ma avicultuwra, as infeccles por £, coll acarretam
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grandes prejuizos econdmicos para os produtores em todo o
murdo (Gross, 1972). Taisn infecgbes, geralmente, estio

associadas oom colisepticemia, onfalites e peritonites em



ot
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aves jovens: salpingites e infecclies do saco aerec  (ou

Brogaculites) em aves adultas (Srinivasan et al., 1979).

&

z
A diversidade de dosngas infecciosas degoritas na
literatura médica e veterindria relacionando £. coll como o
agente causal  vem sofrendo atoalizagles cada ver mails
frequentes =om a deacmﬁerta de Nnovos mEcaniemnons ole
patogenicidade & também, com a elucidagiAo dos processos
infecociosons de doencas ja descritas (Levine, 1787).

Mo trato respiratdrio de aves encontran—-se virus
micoplasma gue causamn infecclies respilratdrias danificando e
destruindo os cilios da tragugia permitindo a colonizagio de
E. opli patogénicas gue levam a colisepticemia (Harry e
HMemsley, 1943). Somente em frangos de corte na regifio de
Pelmarva (Delaware, Marvland e Virginia}) nos Estados Unidos
da  America, as perdas anuails por problemas repiratdrios
foram estimados em 7,2 milhiies de ddélares. Na indistria
ey tes americana de criaciHo che QEriLE, RS infecglies
respliratdrias foram responsavels por 48% das perdas totals,
sendo as infeoclbes por . ool responsavels por 194 das
pardas (Boletim do Departamento Técnico, OCBM Laboratdrios,
Ltoda. ). Mo Brasil, o maior nuamero de  condenaglies por
carcacas, nos abatedouros com  Anspegdo federal sdo  por
aerosaculite causada por F. coll ocasionando perda total ow
parcial das aves (Vidotto., 1988).

A maicoria dos estudos epidesmioldgicos de £, ool

patogdnicas GEr & AVES irndicam gue &7 clas ampstras
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analisadas pertencemn aos sorotipos 01, 02 e 078 (Soika e
Carnaghan, 19613 Glantz et al., 1971). Entretanto, outros
soratipos  também demonstraram ser patoggEnicos sm diversas
gpocas & locals {(Srinivasan et al., 1979 Vidotto, 1988; kKim
e Tak, 1983 Barbouwr et al., 1983 Secher et al., 1981).

(s sorobtipos Ulg‘ 2 o U788, comp em £. coli do
trato wrindrio e entdérico, possusm pili ou fimbria que serve
Como adesinas CyLres podemn estayr relacionadas e
patogenicidadse (Naveh, 1984). Da mesma maneira gue eam
ampstras patogénicas de E. celi de mamiferos & presenga de
fatores de colonizaciio ou fTimbrias estd relacionada com
patogenicidade, em amositras provenientes de aves as fimbrias
desempenbam um papel significativeo neste processa (Nargaraja
et al., 19893; Suwanichikul e FPanigrahy, 17843 Suwanichikul e
Fanigrahy, 1988). Esta relag#o foi wverificada por Dho e
Lafont (1984), guando demonstraram que adesdo em £. «oli
pode ser mediada por fimbrias.

etudos das caracteristicas guimicas & bioldgicas

das fimbrias de £, <oli dos sorogeupos OL, 02 & 078
gemprnetram gque as amostras provenientes destes sorogrupos

possuen finhrias tipo I (caracteristicamsnte identificada

pela hemaglutinagido-manose—-saensivel com eritrdcitos cles
cobaial. Entretanta, Suwarnichlkol i Famnigrahy {19867,

demonstraram gque em tais sorogrupos £, ool de origem
avidria possuen tris diferentes tipos de fimbrias. A fimbria

do sorpgrupo OV8 & do tipo 1, mas as Timbrias dos sorogrupos



N1 & 02 sic de peso molecular diferente da fimbria tipo I
(Huwanichikul e Fanigrabhy, 1786&).

Da mesma maneira gue as fimbrias ou adesinas, as
ardoboxinas estdo associadas ao processo de patogenicidade @
tem sido muito estudadas em seinos, bovinos & bumanos. No
caso de  aves a pregenga‘ te  tosdinas  parecs nEo S8 0
responsdvel pela mortalidade em infecolies sistEmicas por E.
cali (Truscott, 1973). Entretanto, Tesuji et al. (1%38),
gatudando £, cali  isoladas de galinhas  com  diarréla,
vaerificaram a produclo de enterctoxina termo—1labil (LT) ogus
comparada com a toxina LT de origem humana moastrou-se
imunologica 8 Tisicoguimicamente semelhantes.

Varios determinarntes de viral@ncia, como produgdo
e toxinas 2 BXpreszsio de fimbrias relacionadas Coeam
ader@ncia apn epitélico do hospedeiro estdo associados a
plasmidios em amostras de £. coli gue causam diarrgia em
Fumanos & animais (Orskovy & Orskov, 1964; Bhipley st al.,
1978 Smith e Linggood, 19723 Evans et al., 19753 Reis et
al., 19801 Gyles & Falkow, 19741 Bmith & Halls, 1978).

Gmith (1974, estudande fatores de virwléncia
associados 2 plasmidios numa amostra isolada de frangos com
Bacteremia, verificouw o plasmidic guando transferido por
conjugacio, tornava a amostra receptora ndo patogé@nica em
patogénica gquandeo testada em frangos e canundongos. Esta
caracteristica & devido A& grande habilidade da amostra

receptora em sobreviver no sangue & fluidos peritoniais dos



animais infectados, podendn estar ligada ao  plasmidio
responmsavel pela expressdo ds colicina V.

Dentre as defesas do organismo frente as lnfecqlies
hacterianas, estd a baixa guantidade de ferro disponivel no
plasma sanguineo, que ndo pode ser wtilizado pela bactéria
2N SeUS PIrOCESSHss metabdlicos. Desta maneira, o ferro esta
fortements associado com proteinas transportadoras de ions
ferray as transferrinas no sora ¢ as  lactoferrinas nas
secreches corpdreas. Uma vez gue os microrganismos atilizam
ferro como elemento essencial para sua multiplicagio no
oarganisma do hospedeiro, torma-se Necessario a wtilizagio de
wh sistema de obtenclo de ferro a partir dessas proteinas.
Assim., as amostras de £. celi invasivas si3o capazes de
competir com as transferrinas do hospedeiro = ssgquestrar
ferro suficiente para seu orescimento, propococionando a
canacidade de provocar a doenga (Bullen et al., 1978;
Weinberag, 1984).

() mecanisme pelo gqual os microganismos obtém ferro
& a produgio de siderdforos, as gualils s8o proteinas de bhaixo
peso molecular secreltadaes pelos microganismos em resposta 4
deticiencia de ferrc (Willians e Roberts, 198%). Estas
proteinas  solubilizam o ferro livre ou captam—-non  de
complexos talis indwliilw] transferrinas ou Jactoaferrinas,
promovendo a internalizagio do ferro, atraves da interagao
com receptores esrecificos do complexo siderdforo-ferro na

auperficie da célula bacteriana (Willians e Roberts, 198%).



H= gideraforos am geral SHO classificados
guimicamente em dois tipos: os fenolatos {enteroguelina) e
o hidroxamatos (aerobactinas). $Sob condighes de falta de
farro as amostras de £. coli, patogénicas ou ndo, secretam o
siderdforo enteroguelina e sintetizam uma proteina de
membrana receptora para ehtermquelinanferra, resultante da
expressio do geng fep A (Willians e Roberts, 198%).

Amostras  mutantes de £l calil deficientes na
sintese de enteroguelina podem crescer somente em altas
concentracies de ferro livre, 0s quals poadem s
transportados através da membrana pela entrada passiva de
ferro ow pela adigio de compostos gque solubilizam o ferro,
tal como o 2 citrato ou  ferricromo. Entretanto, mutantes
deficientes para enteroguelina gque carregam o plasmidio col
Vo guprimam [ requerimento e citrato au ferricroma,
indicando a atividade de um mecanismo de captagfo de ferro
alternativae e eficiente. Tal mecanismo, & o sistema de
captacio tle ferro mediado pela aerobactina (Fraost. (=]
Rasemberg, 1973).

Serobactina & um siderdforo hidroxamato descrito
pela primeira vez em Aesrobacter aerogenes {Gibson e Magrath,
1969) e depois encontrado em amostras de Fhigella spp
(Favyne, 1%80) e Salmonella spp (Bindereif, 1981). Este
sicderdforo € codificado pelo plasmidio col Ve esta

relacionadn com a pateogenicidade nas infeccles por £. cell



@ Mumanog e animais (Willians, 1979: Braun, 1981; Btuart et
al., 1980).

A eliminagio do plasmidio cwml V das amostras
patogénicas, reduzem a viruléncia em animals experimentais,
sendo a virul¥ncia recuperada qguando o plasmidic col V &
introduzido em amostras Que nado possuem plasmidios. No
entanto, n3o ha correlaco entre a produgio de colicina V e
viruléncia, como foli verificado por Ruackenbusch e Fallkow
(1979), uma vez que inativando-se a produgdo de colicina ¥
através de mutag€nese com transposon & virwulgncia ndo €
alterada.

Milch et al. (1984), também verificaram gue a
producio de colicina n8o @ essencial para o @ aumento da
viruléEncia, no 'entantn, demonstraram que & perda do
plasmidio col V resulta na diminuigdo da mesma.

Willians e Warner (1980}, confirmaram o fato de
gque & captacido de Fferro mediada pela aerobactina é
independente da sintese s atividade da colicina ¥V atraves da
obtencio de mutantss gue deixaram de produzir colicina YV e
permanaceram com o sistema de captagio de ferro mediado pelo
plasmidio col V. Estes mitantes no perderam &
patogenicidade em infecgiies experimentals em camundongos.
Faor outro lado, matantes defectivos no ssguestro de ferro,
devido a mutacles no plasmidio col V, ndo deixaram de
produzir a colicina e tornaram—se menos virdlentas do que a

amastra parental.



Experimentos utilizando estes mutantes permitiram
a identificaco de dois componentes mediados por plasmidios.
Um deles o siderdforo asrobactina, codificado pelo gen juc,
@ wun composto difusivel transportado através da membrana nas
amostiras portadoras do plasmidio col V {(Stuart et al., 1980}
& 0 outro, refere-se a um cbmpunente n3lo difusivel, gue & um
receptaor de membrana para o complexo aercbactina—-ferro e
para a bactericcina identificada como cloacina DF L3E
sintetizada por amostras de Entercbacter cloacae (Grewal et
al., 198%: wvan Tiel-Menkveld et al., 1¥Y81). tste receptor &
uma proteina de membrana externa culo peso molecular e de 74
kda, codificada pelo gen 1ut presente no plasmidio col WV
sendn sua sintese regulada pela disponibilidads de ferro
(Rindereif &t al.,198%; Grewal et al., 1982).

Griffiths et al. (1983I), verificaram gue amoshtras
patogéeEnicas de E. coll produzem proteinas de  membrana

Hterna gue s3Ho  induzidas pela limitacio de ferro  "in
vitro", pela utilirac¥o de transferrina e "in vivo" durante
a infecgio.

Clancy & Savage (1981) descreveram, também, uinsz
outra propriesdade do plasmidio col V relacionado ao aumento
da wvirulé&ncia. Refere-se aoc fato de gue, as amostras gue
carregam a plasmidio col V aderem Yin vitro" ao epitélio
intestinal de camandongos duas a trEs veres mais gque  as
amastras que n3o possuemn o plasmidio ool V, sendo que a

introducio do plasmidio col V nestas amostras, aumenta a



capacidade de adesXo nas células epiteliais "in vitro®.
Também foi verificado através de microscopia eletranica, em
amostras que carregam o plasmidio col V, a presenga de pili
& as amostras gue perderam este plasmidio n3o possuem tal
estrutura (Clancy e Savage, 1981).

Associada & capadidade do hospedeiro em limitar a
quantidade de ferro disponivel no plasma sanguinen esta a
atividade bactericicda do SOro, cjuie contém agentes
inespecificos, tais como, complemento & fagocitos; & agentes
especificos como anticorpos, qque sozinhos ou em conjunto,
lisam ou impedem o crescimento da maioria das bactérias gue
chegam & circulacdo sanguinea (Ritter—Suermann et al.,
1984), As amostras de E. coli invaslivas sdo altamente
resistentes as atividades letais do soro devido a presenga
de componentes de superficie, tais como, proteinas  de
membrana externa e antigeno capsular, que parecem inibir a
ativac3o ou a funciio do coamplemento (Taylor, 1976). Tais
alteracties na superficie podem resultar na sintese de novos
componantes estruturais da membrana celular que: {a)
Frotegem o antigenos de superficie e previnem sua interagdo
ceam anticarpos especificos, impedindo A ativac®o do
complemento via classicaj; () Frotegem o5
lipopolissacarideos e o0s previnem da ativacHo direta do
conplemento via alternativa oui {c) Interfere com um ou mais
passns da acio do complemento na superficie da bactéria. A

regsisténcia  sérica pode também resultar na sintese de
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produtos quie diretamente inativam oS componentes dao
complemento (Moll =t al., 1980).

Mell et al. (1980), verificaram que o plasmidia
conjugativo R&~9 pode conferir resisténcile sérica para E.
coli. Através de técnicas de clonagem malecular, foai
possivel a obtengio e plasmidios recombinantes com
fragmentos que codificam & resisténcia sérica a, a
utilizacgdo do transposeon Tn 2 permitiu & obtengio de
plasmidios derivativos sensiveis ao soro. A andlise das
proteinas de membrana destes dois grupos de mutantes (os
plasmidios recombinantes & os derivativos) mostrod que o
produto do gene tra T & o responsavel pela resistEncia
serica.

A proteina codificada pelo gene 2ra T do plasmidio
R&-5% tem peso molecular de aproximadaments 25 Kd & localiza-
se na supesrficie da membrana externa, de mangira semelhante
as proteinas de membrana dos plasmidios F e RLOO (Manning et
al., 19803 Ferraza & lLevy, 1980). Os genes tra T e tra § do
aperon tra s¥o responsaveis pelo fenomeno de exclusdo de
superficie devido & inibic3do da Tormagio de agregados
estavels de células na conjugacio & a inibicgio da
transferdncia do DNA entre as celulas do agregado estavel
{Achtman et al., 19773 kKennedy et al.. 1977).

3= plasmidions R aumentam a resisténcla sérica em
Fo coli, sendo discutivel se estes aumentam a viruvl&ncia das

amostras de £, caoli. Entretanto, RBRinns st al. (1979,
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verificaram que o determinante de resistincia sérice aumenta
& virwlEncocia e E. coll, causando Lima redugHo e
aproximadamente 100 vezes a& DLIO para pintos.

Kinns =t &l. (1983), verificaram que a resisténcia
sérica em £. coli conferida peleos genes tra T do plasmido
RIOO e rxs do plasmidio cal V. I-EZ4, s8o semslhantes e
bloqueiam & agdo do complexo terminal do complemento & nio a
farmacio deste. Por outro lado, estes genes s3o distindos
uma vez que a sonda molecular do gene de resist@ncia sérica
do plasmidio RIOO n3e hibridiza com o gene Izs5 do plasmidio
col VY, I-K74 {(Ogata et al., 1983).

Millius & Bavage (1984), estuwdaram & relacido entre
as funches de transferéncia de véarios plasmidios col V e a
Fresistincis sérica. Dos 8 plasmidios col V transferidos por
conjugacio para £. coli K1Z, apenas I conferiram resistéEncia
sédrica para a célula hospedeira. Estes dados confirmam o que
foi verificado por Hugles (1982), isto &, & resisténcia nxo
& wum Ffenotipo wuniversal & codificado por todos os plasmidios
col V. Entretanto, os resultados indicaram gue a resistEncia
sérica esta relacionada com o sistema de transferéncia
plasmidial . Duas amostras de E. cali E1Z2 gus adguiriram
plasmidios col V diferentes, e que tiveram o operon de
transferéncia reprimido, ndo expressaram a resistdncia
sérica. Ouando o sistema de transfergéncia fol desreprimido
por mutacio, as bactérias portadoras destes plasmidios

expressaram pill sexuais & 2 resist€ncia  sérica. Assim,
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Nilliuws & Savage (1984), sugeriram que & resisténcia saérica
codificada pelos plasmidios ool V n3o estéd relacionado & um
uniceo gense do sistema de transferdncia, como ocorre nNos
plasmidios Ré~5 2 RIO00 antericrmente descritos e gque, existe
uma relacko complexa entre resistincia sérica e as funghes

da conjugacdo.

Demtre os inumeros trabalhos realizados com as
amostras de E£. ocoll invasivas de origem aviaria, até agora
nEe foi possivel compreender os varios fatores envolvidos no
processc  de patogenicidade. Assim, no presente trabalho
foram investigadas algumas caracteristicas envolvidas com £,
call dnvasivas, tais como: presencga de fimbria de aderdncia,
toxinas e colicinas, produc3o de hemolisina, resisténcia A
antimicrobianas, caracterizacio de plasmidios & de proteinas
de membrana externa, visando uma correlacdo de tels aspectos
com a patogenicidade. Este estuwdo tem por finalidade a
melhor compreensd3o dos  mecanismos  de  patogenicidade en
amastras de £E. coli de origen aviaria, que sio essencials e
necessirios para o dessnvolvimento de vacinas, as quais
poderiio atenuar ou controlar as  infecglies que provooam

grandes prejuizos no plantel aviario do pais.



2. MATERIAL

2.1 AMOSTRAS BACTERIANAS

fn amostras baclterianas de Escherichia coly de
prigem aviarisa (de 1 & l?) estudadas no presentse brabalhbo
foram cedidas pelo Departamento o Microbiclogia e
Imunologia (DMI} do Instituto de Biclogia da Universidade
Fotadual de Campinas.

MNos testes bioldgicos e nos sxperimentos genaticos
foram utiliradas como controles as amostras relacionadas na
tabela 1.

Todas as amostras bacterianas foram conservadas em
mein em LB contendo 15%% de glicerol & ~20° C e em meio LA

csemisdlido & temperatura ambisnte.



TABELA 1. dAmostras de Eascherichia cooli wubtilizadas como

caontroles nos testes bioldgicos & genéticos.

fmostras Racterianas Fenttipo Origea

E. coli M5104 tips i+, Nalr, lac- Silveira, 198s.
hospedeira de plés{idio

E. coli B4l K99+, Fai+, 8T I, 0101:K- Girardeau et al, 1988.

E.coli 195/1/7 Kag+

£. coit H-30 Padrio de VT DHI4

E. coli AD Padrio de Adesdo Difusa balr

E. coli AL Padrio de Adesdo incalizada L]

E. coli 407 Padrio de LT DHIY

E.coli V817 8 plassidios de referéncia PR Macrina et al., 1978,
{1,36 a 35,8 Hd}

E. coli 741 F- iact, hospedeira do plaseidio Souza, UFNGL,
p307 cujo PH & G4 Md.

E. coli 5419 #p, EM, hospedeira do Taylor et al., 1989.
plasmidio pRT 733

E. coli 22R80 K-12 RCW® Souza, UFMG.

E. cali 22R81 K-12 Lol I* Souza, LFMB,

E. coli 22R82 K-12 Col Ia* Souza, UFNG,

E. cali 22R83 £-12 Coi Ib® Souza, LFMG.

E. coli 22R673 £-12 Col E1® Souza, UFNG.

E. coli 22R&76 K-12 Col B2 Souza, UFMB,

£. coli 22R914 K-12 ROW-X* Souza, UFNG.

E. coli 22R91% K-12 Col ¥= Souza, UFNE.

E. coli 22R996 K-12 ROW-B+ Souza, UFMB,

Shigela sonnei Padrin de Invasic DKl

1 = sensivel 4 todas as colicinas

& = sensive]l a colicina correspondente
DMIt = Depto de Microbiclogia e Imunologia

UFMGE = Universidade Federal de Minas Berais
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2.2 LINHAGENS CELULARES

As  linhagens celulares de Hela & Vero, para
cultura "in vitro", foram adguiridas no Banco de Celulas do
Ingtituto Adal fo Lutz & Salshury Laboratdrios Ltda,
respectivamente, o mantidas no Departamernto de Microbiologia

& Imunologia do Instituto de Biologia, UNICARME.

2.3 ANIMAIS DE LABORATORIO

e pintos de um diz de idade wtilizados para
determinagio da DLS50O das linhagens bacterianas @ testes de
patogenicidade foram fornecidos pela Salsbury Laboratdrios
l.tda. @ pela Rhodia 574 . Durante os edperimentos os animails
foram alajiados em gaiolas, mantidos s aquecimanto

constants 2 alimentados com ragio para crescimento.

Uz cobaios wtilirados para realizagio do teste de
SDereny foram cedidos pelo  Cfentro Fluridisciplinar de
FPecquisas Quimicas, Biocldgicas e Agricolas da Unicamp. Os
camundongos recém-nascidos wtilizados pars verificacido da

producio da toxina termoestavel 57 1 foram fornecidos pelo

Bigtéric Uentral da UNICAME.



2.4 MEIOS DE CULTURA

Todos oz meios ubtilizados para manuvteng#o, cultive
m ensaio das  amostras  bacterianas  foram  preparados com
reagentes de grau F.A. & dgua destilada g esterilizados por

avtoclavagem & 119 [0 poe 20 min.g .

2.4.1 MEICG LB (Luris -~ Beetand Flediom)

1 meica LB foli wtilizado para o crescimento de
amostras bacterianas em pré-inoculeos, em extragio de DNA
plasmidial & extracio de proteinas de membrana. Este meio

foi preparado segundo a formulag3o de Miller (1973).

Triptona 10,0 g
Extrato de Levedura 8.0 g
Nalll a0 g
tHall destilads Qeusep. LOO0, 0 mi

ey

pH final 7,2

2.4.2 MEID LA (lauris — Bertand Ogas)

0 medg LA fol utilizado para o corescimento de
My e hacterianas ners ey parlmentos cle COMI UG ARG,
resiztineia a diferentes drogas antimicrobianas, produgdo de

calicinaes 2 resistincia s@rica.
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Agar bacterinldgica 15,0 ¢
Meio LB gH 7,38 100, 0 ml

2.4.3 MEIO CITRATO

] meio Bitratd EDifoo) ford utilizado P

caracterizacio biloguimica das amostras bacterianas. Este

meio fol preparado segundo as especificagies do fabricante.

2.4.4 MEIO MILI

0 meic Mili fol wtilizsdo na caracterizacio

bBicguimica das amostras bacterianas.

Futrato de Levedura 2.0 g
Triptona 10,2 g
Fepltona 10,0 g
L— lisina 10,0 g
Daxtrose 1,0 g
Agar bacterioldgico e o
Bromocresol pOarpura 20,0 mog
Ha( destilada o LPaQ0,. 0 ml

pH fimal &,5
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2.4.9 MEIO EPM (itugad Plodificado)

0 meig EPM foi wbkilizado na caracterizagio

bioguimica das amostras bacterianas.

&) Base A

Extrato de Carne 2,0 0
Triptona 10,0 g
NalCl 9.0 g
NahFO04, 50 a0 0
L— Triptofana 1,0 g
Soluco de azuwl de bromotimol (1,35%) 2.0 ml
Agar bactericldgico 11,0 g
Hall destilada qesafrs LOO0, 0 ml

pH finmnali 7,4

b} Base B

Citrato de Ferro 2,0 0
Tiossulfato de Sodio 2.0 9
HGlicose 10,0 g
Uréia 40,0 q

Hald destilada ges.p. 1000,0 mi
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Fsta soluclo fol aguecida em banho maria a &3 [
com agitaclo e esterilizada & mesma temperatura por 1 hora.

14 ml da Base B foram adicionados em 800 ml da
Fase A e entido distribuidos em tubos esterilizados gue foram

inclinados deivando uma base de 3,3 om.

2.4.6 CALDO NUTRIENTE

{1 meio de rcaldo nutriente foi uwtilirado para o

crescimentc das amostras bacterianas a serem usadas nos

testes de patogenicidade em pintos de um dia de idade.

Entrato de Carne 10,90 g
Feptona 10,0 o
Glicose Le g
Nal:l 5,0 g
Mo destilada ... FOO0,0 ml

pH fimal 7,5

Z.4.7 MEIO TSB ([ Tripticase Soy Rroth)

(1 meio TSR (Difco) foli utilizado no crescimento
das amostras bacterianas para o0 testes de ades3o em céelulas
Hela, segundo determinado por Scaletsky et al. (1984). Este
meio  foli  reconstituido dissolvendo-se 50,0 g do meio

preparado em 1000 ml de Hz(0 destilada.
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2.4.8 MEIO TSA (Tvipticases Soy Agar)
0 meio T84 foi wutilizado no crescimento das

amostras bacterianas para o0s testes de invas3o em celulas

Hel a, segundo determinado por Scaletsky et al. (1984).

Agar bacterioldgico 15,0 @

TEE g.m.p. 1000,0 ml

2.4.9 MEID AGAR GLICOSE

0 meio de Agar glicose foi utilirzado no
crescimento  das  amostras  bacterianas para o teste de

hemaglutinagio e foi preparado segundo a formulacg3o de Jones

& Rutter (1972).

al Caldo Simples

Extrato de Carne 1,0 qg
Feptona 10,0 g
Nal1l 5,0 g

Ha destilada geSapa 1GGO, 0 ml



b)Y Solucdo estogue de glicose 20 4

Glicose 20,0 g

Hall deatilads us.p. 0.0 ml
A solugdo de glicose foli esterilizads picr
filtracio em membrana Millipore 0,22 um (Swinex 0,47 mm) e

mantida a 4% (.

) Mein Ease

KHzCla Caffh g
ManHF{lq .81 0
Agar bacterioldgico 12,00 g
Caldo simples 1000G,00 ml

A glicose foi adicionada para uma concentragio

final de 0,1 % ag meio base depois de frio.

2.4.10 MEIDO CFA (Colonization Factor Agar)

O mein CF4 foi wutilizado para o crescimento de
amostras bacterianas gue fToram ensaladas para a capacidade
de  hemaglutinagdo com hemicias de diferentes origens, para
& ertracdco de proteinas totais e de membrana e para

visualizacgHo de fimbrias através de microscopia eletrénica.



J meio

{1980} .

filtragio

mantida a

fold

a) SoluciHo A

M3S0a . AHz0
Hazfl destilagdga Ges.pa

by Solucdo B

Mrilea. 7Hz0
Hail destilada Qosope

&t solugtes A e

em membrana Millipore

4 (1.

c)] Meia Hase

Extrato de Levedura
Casaminoacidas

Agar bacterioldgico
Ha(¥ destilada

Gutialla

pH final 7.4

preparado segundo a formulagio

de Evans et al.
0.5 g
By 0 omd
0,39 g
B0, 00 ml
faram esteriliradas facar
Q.22 um (Bwinex G, 47 @mm}) e

20 O

1000,0

3

il



ey
e

1 ml das soluctes de sails foi adicionado & cada

100 ml de meio base esterilizado.

2.4.11 MEIO MINCA

0 meio MINCA foi wtilizado no crescimento de
amostras bacterianas que foram ensaiadas para a capacidads
de hemaglutinag3o com bemacias de difersntes origens e para
visuwalizac#o de fimbrias através de microscopia gletrdnica.
{0 meic foi preparado segundo Guing et al. (1977), com

modificacties.

a) Solucio de Bais

M@g&tla. VHzO Lo g
MrCle. =0 Oul q
Fellx. &bl L3, mg
Callag. HHall G,04 g
Hae(l destilada quogafia 100L,0 ml

EFzsta soluglo fol essterilizada por filtragido em
membrana Millipore O, 22 um {Swinex 0,47 mm) e mantida a

q= (.



a4

h) Meio Base

Extrato de Levedura 1,00 g
Casaminoacidos 1,00 g
[ o ERU o L.36 g
NMamHi* (g . @Hell | 10,10 g
fAgar bacterioldgica 12,00 g
HZ) destilada g.s.p. 100G0,00 ml

I ml da& saolucip de sais foi adicionado a cada

100 ml de meio base depois de frio.

2.4.12 MEIO MINIMO

0O meio minimp foi wtilizado para o crescimento de
amoastras bacterianas gue foram ensaisdas para & capacidade
de hemaglutinagfo com hemacias de diferentes origens, para
varificagiio da produgiio de toxinas no teste de alga ligada
em chelhos e para vizualizegHo de fimbrias atraves de

microscopia eletrdnica.

a) Solugdon Estogue M.M. 20X

KMz () o £0.0 g

KMl 10,0 o

{NH4 ) 250a 2000 g



-
L

Citrato de Sodic i, g
Mo&la., 7Ha( P
Holl destilada gq.s.p. OGO .0 mil

pH final 7.4

0 meio minimo fol preparado adicionando-se 2 g de
agar bactericldgico em 100 ml de M0 destilada g.s.p. e
adtoclavado & 121° € por 20 min.. Apds resfriamento a &0=
o agar foli supiementado com 3 ml de solugdo estogue de M.M.

20X @ 2,5 ml de glicose Z0O A.

2.4.13 MEIO MAC CONKEY

0 meio Agar Mac Conkey foi wtilizado como meio
seletivo no reisolamento das ampstras bacterianas. Este meio
foi reconstituido dissolvendo—se 30,0 ¢ do melo preparado em

1000 ml de HEQ destilads.

2.4.14 MEIO VEAL

0 meio veal fopi utilizado para o corescimento de
amostras bacterianas nos  teshtes de  hemaglutinagio  com

hemacias de diferentes animais.

Extrato de carne 10,0 g

Froteose peptoana 10,0 g



2

pur

Malll 5,0 g
Hel) destilada desa. PG00, G oml

2.4.15% MEIO CAYE (Casaminoacicds — Yest Exteact)

0 meic cave foi‘utilizadm para o crescimento de
amostras bacterianas gue foram testadas para & produgiio de
tovina termoestavel %7 I em camundongos recém-nascidos g de
verpritotowina (VT em cultura de células Vero " in vitro',
{0 meic foi preparado segundo a formulacdo de Evans et al.

{19735).

a) SolugHo de Sais

M3 0a Sl
Feallax Du oo
MNCLz O.% g

A solucio de sals fol preparada dissolvendo-ge
todas as substinclias em HaBla 0,001 M. Esta solugdo fol

mestarilizada por filtracio em membrana Millipore O,.08 um

(Swinex 0,47 mm) & mantida a 4< (.,



b)) Meio Base

Extrato de Levedura 6,00 g
Casaminoacidos 20,00 g
NalC1l 2LE0 @
KaHF s | By
Mall destilacdsa gusap. 000,00 mt

pH final 8,3

1 ml da solugio de sais foi adicionado para cads

100 ml de meio base depois de frio.

2.4.16 MEIO AGAR SANGUE

{} meic agar sangue fol wiilizado no ensaio das
amostras bacterianas para a verificag3o da producdio de

hemolisina.

a) Bangue de Carneiro Desfibrinado

1 sangue de carnelro foli retirado em condigBies de
assepsia em recipiente esterilizado contendo pérolas de
vidro, sob agitac3o constante, sendo a seguir deixado em

repouss por 12-18 hoa 4 (O,



s

Yy Melio Base

Extrato de Carne 2.0 0q
Feptona S0 g
MNaitl 2,0 g
Agaur bacteriolégitm 15,0 g
Haoll destilada guosap. LOO0 .0 ml

0 sangue de carneireo desfibriresdo fol adicionado
an mein bhase esterilizado e resfriado a 60° O para uma
conceentracXo fipal de S %. As placas contendo agar sangue
foram incubadas a  E7% 0 ¢ por  12-18 h  para teste de

ecterilidade.

2.4.17 MEIO DE EAGLE

{0 meio de Eagle foi utilizado para o orescimento
de células Hela 2 Vera em cultura de tecido para os testes
e ades3n e invasio (Scaletsky et al., 1984) e produgio de
veraocitotoxina (Yano et al.,. 1988), respectivamente.

Faete meio foi preparado segundo as especificaclos
do  fabricante. O pH fol ajustado cos; uma  solugdo de
hicarbonatn de sédic & 10 W, easterilizado em  filtro

SHRTORIUS & mantido & 4 (.



Fara o cultivo celular o

suplementado .MM 2O fetal

<k

concentraces de 2% ou 10 %,

2.4.180 MEIO M 2

meio e

hiowyino

Eagle Toi

(Cultilab; &m

0 omeio M9 foi wtilizado no teste de produgdo de

aprabactinag das amostras bacterianas.

MNR-0) 4
KHzF Iy
Mall
NHAl]

Ml cestd Lada ousa

H.0 g

1.0 o

LOGG .0 ml

10 mi da soluglo de Calls foram adicionados ao
meio depalis de avtoclavado.

2.4.19 PEPTONA-GLICOSE

L} melo peptona-glicoss feod wtilizado no
crescimento cier amostras bacterianas para teaste de

resistEnclia Serica.



A0

a) Feptorna 1 %

Feptona
10,0 ml

O n S a Pa

Ha(l destilada

200 %

-

bl Soluclo estogque de glicose

A solugHEo  de glicose fol nreparacda segundo

descrito no item 2.4.9.
o ml da sorlugHo estogue de plicose foram
100 ml de peptona 1 % depols de resfriada.

adicionados &

2.5 S0LUCOES ESTORUE DE ANTIMICROBIANOS

(s agentes antimicrobianos wtilizedos foram: acido

ralididico, ampicilinag, cloranfenicol, estrepltomicing,

gentamicina & tetraciclina.

carnamicing.,
A concentractes wtilizadas Mmoo D EDarD dos
sestogues antimicraobianos =] 0% diluentes enpregados
encontram—se na tabela 2. As  soluclies foram armarenadas &

AP D o mEsoclEt.

e b
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TABRELA 2. Concentragies e diluentes dos estogques  de

antimicrobianos utilizados.

Drogass Concentracio
An (ampicilinal ' 29 mg/ml oem Herl mild &
Cm (cloranfenicol)} 25 mg/ml em etancl
Gm {(gentamicina) 8 mg/ml em Mzl mili
km  (canamicina) 25 mg/ml em Hz{ mili
Mal {(acido nalidisica) 25 mg/sml em MaOH O, N
Sm (estreptomicina)l 20 mgsmloem Hall mibi 0
T ttetraciclinal 12.5 mgs/ml em metanol

2.6 SOLUCDOES DE USO GERAL

2.6.1 SO0LUCAD SALINA 0,85 X

A soluclo salina fol uvutilizads para a diluligdo das

amostras bacterianas em diversos protocolos.

NaC1 8.3 g

Hal) destiladsa gaesap 1900,0 ml



2.6.2 "PODOL" DE SORO DE GAL INHA

Soro de galinha foi utilizado nos testes de
resistincia sérica das diferentes amostras bacterianas.
Sangue de & a 8 galinhas foi coletado sob condigbes de
assepsia & mantido a tempefatura ambiente por 1 a 2 h &, &
seguir, mantido a 4° ¢ até a formaclo do codgulo. O soro
coletade foli centrifugado a 4= O pop 10 min @ disteibudido am

frascos com 20 ml cada os quals foram armazenados a ~209 (0,

2.6.3 SOR0O FETAL BOVINO

0 soro fetal bovino (Cultilab) foli utilizado como
complemento do meio de cultura para crescimento de células

Hel.a & Vero in vitro.

2.7 50LUCAD PARA TESTE DE TOXINA 5T 1

2.7.1 SOLUGHRO AZUL DE EVANS 2 %

Azul de Evans 2.0 0

Solugdo salina 0,85 % 100,00 ml
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2.8 S0LUGDES PARA TESTE DE TOXINA LT

2.8.1 sSOLUGARO ESTORQUE DE TAMPAO TRIETA pH 7,4

MoS0a . Ml 1.2 0
CaCla. 2H=0 | 0.2
NalCl 73,0 g
Trigtanolamina 4.7 g
He( destilacda ¢esep. LOOGO ml

2.8.2 SOLUcGRO TAMPAD TRIETA PH 7,4

Soluglio estogue tampHo trieta 10,0 ml
Gelatina 0.3 g
Hall destilada YO0,0 ml

pH fimal 7,4

2.7 SOLUCDES PARA TESTE DE HEMAGLUTINAGAO

2.9.1 TAMPAO PBS PH 7,2

NamHF g . A 1418 g
kEC1 0,20 g
Malil 8,00 g
EHmF{a LO IR o I v
Hul destilada gus.p. LOOGG 00 ml

pH final 7,2



=4

2.9.2 SOLUGAD DE ALSEVER

Glicose 205 g
Citrato de Bddio 2,0 g
NalCl 4.2 Q
Hall destilada q"%;m" 1000, O ml

pH final &,

A solugio de Alsever foi esterilizada pot

filtraco em membrana Millipore 0,22 wum (Swinex 0,47 mm) e

mantida a 4< (.

2.9.3 50LUGCAD DE CITRATO DE SODIO 3,8 %

id

Citrato de Sodio g

Hald destilacda gosap. 100,00 mi

2.10 SOLUCDES PARA TESTE DE ADESAD E INVASAO DE CeLULAS

HELA IN VITRO

2.10.1 TAMPAD PBS pH 7.4

0 preparo do tampio FES pH 7.4 seguiu a mesma

formulacio do Tampo FES pH 7,2, exceto no ajuste do pH para

T4 com HZL 1 N



2.10.2 TAMPRO DE SORENSEN pH 7,3

0 TampXo Soresem fol uvtilizado para a diluigdo dos

corantes May Grunwald 2 Giemsa.

al) Solugdo A

N s Y e 1 I

He destilada Q-%.0s LOOG, 0% ml

) Solucdo B

NazHF e . #Hal 17087 g

HeO destilacda gosapa LOOO 00 ml

Aproximadamente 238 il cdda SolucHo (2] Toram

misturados gradualmente cen 7484 ml da Yolucdo B ate

atingir-se o pH 7,3.

metarnol

&

2.10.3 SOLUGRO ESTORUE DE MAY GRUNWALD 2 X

May Grunwald 2,0 g
Metanal L0600 ml

0 corante May Grunwald (Reagen) fol dissolvido em

mantido em banho maria a 609 C por 30 min.. A



solug3o foi filtrada em papel Whatman n® 2 & armazenada em

frasco escuro a 49 [,

2.10.4 CORANTE MAY GRUNWALD (1:2)

Soluglo Estoque Méy Grunwald 2 % 10,0 ml

Tampip Sorensem pH 7,3 10,0 ml

2.10.5 sSOLUCAD ESTOGQUE DE GIEMSA

Giemsa 1,0 g
Gliicerina 54,0 ml
Metanaol G& .0 ml

0 corante Oiemsa (Reagen} foi dissolvido =m
glicerina e mantido em banbo maria a 60° { por 1 hora e 30
min.. Depois de frio, adicionou-se o metancl e a solugio foi
filtrada em papel Whatman n® X, sendo armazenada em frasco

escuro a 4= (&,

2.10.46 CORANTE GIEMBA (1:3)

SoluciHo Estogue Giemsa 4,0 ml

Tampdo Sorensem pH 7,3 16,0 ml
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2.11 SOLUGCOES PARA VISUAL IZAGCAD DE FIMBRRIAS ATRAVES DE

MICROSCOFPIA ELETRSNICA

Z2.11.1 sOLUgAD DE PARLODIO ©,5%

Farlodio G,25 g

MRoetato de Amila gasap. S, 00 ml

 parladio (Sigma) foi dissoclvido no acetato de

amila em um frasco escuro & mantido & 4 C.

2.11.2 sOoLuUchD DE PTA 1% (Acido

Fosfotangstico)

Acido fosfoblngetioo Ou% g

HaO Fili-0 ssterilizada quos. B0, Goml

1 Acido fosfotldngstico (Sigma) fol dissolvido em
43 mi de He Mili-0 esterilizada & o pH da solugido foi
ajustado para pH 7.2 com KOH 10 N sendo, a seguir, o volume
completado. A solucio foil filtrada em membrana Millipore

0,22 wm (Bwinex 13 mm) diretamente em frascos esterilizados

Boarmazenada a 4 §0,



teste de

2.11.3 TAMPRO PBS pH 7,2

S

1 tamp3o PES pH 7,2 foi o mesmo atilizado para o

Remaglutinacio como especificade no diem 2.9.1.

2.12 SOLUCOES FPARA EXTRAGQD DE DNA PLASMIDIAL

mantida a

2.12.1 SOLUGARD I (Tris 25 mi pH 8,08 ELTA 1O mi)

Tris
EDTH

Hel ML Lli-f Gosalia

Egta solucio Tol avtoclavada a

4= (I.

2.12.2 SOLUGARD II (MaCl 0,7 M

al BolucXo de MNalH 10 N

MNaliH

Haty P40 esterilizada

Q.30 g
O.37 g

P00 006 mi

121 0 por 20 min e

mhi 150

40,0

100,00 ml



by Solucio de SDS 104

505 10,0 g
ey pliLi~ estearilizada L0, G ml

A solucHo I1 foi ﬁreparada com & mistura de 200 wul
da solucHo de MaH 10 N o= 100 ul da solugdo de SDE 10%,
completando-se o volume para 1,0 ml com HaD destilada. Esta
solugido fol homogenelizada & mantidse & temperatura ambiente

"

por o maxMimo E semanas.

2.12.3 S0LUCAD DE ACETATO DE SODIOD 3 M

14,31 g de acetato de sddio foram dissolvidos em
aproximadamente 30 ml de dgua destilada & o pH sjustado para
4,8 com Adcido acético glacial concentrado. O volums fol
completado com dgua destilada e é solugEo fol mantida a

4 (2

2.12.4 SOLUGRC-ESTORUE DE RNhNAse {Fkmme 10 mosmly

NMaCl 13 mMg Tris 15 mM pH 7,3)

HNAse 1000 my
Tris 18,2 mg
NalZl 8.8 q
Mea( M li-8 seterilizada LG, 0 ml

pH finmnal 7,5
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& solucXHo estogue RMNAse fol fervida em banho-maria

a loo® o opor 15 min, armarzenada em aldguotas de Ll.0 o ml g

mantida & —20° (0.

2.12.5 S0OLUGAOD DE RESSUSPENSAD &X (Fiooll 400 154y
azul de bromofercl O,28%Y; wileno cianol FF OOL,254%s FENAse 0,1

mepdmld

Ficoll 400 TL8 g

Arul de bromofenol 122,90 mg
Xileno cianol FF 12%,49 mg
SolucHo-estogue de RMAse Sy 0 ol

Hall FlEli- esterilizada asaefa G0, 0 mld

A solucio foi mantida & temperatura ambilente.

2.13 SOLUCOES PARA ELETROFORESE DE DNA EM GEL DE

AGAROSE

2.13%.1 TAMFAO TEER 5X

Tris 54,0 g
FAeico bordon 20 %
SolugHo de EDTA O,5 M S0 ml
Haoo 8 P LA -0 ewaterilizada 1000, G ml

pH final 2,0



2.13.2 TAMPRO TEB 1X

41

0 tamp¥o TBE 1X fol wutilizadeo no preparo de géls

de agarose & como tampdo de corrida para eletroforese de DNA

2.14

VIOLETA

mantida &

Tampio TER 5X ' 200,0 ml
Mal) destilada B0, O oml

pH firmal 8,0

SOLUCOES PARA VISUALIZAGAD DE DNA EM LUZ ULTRA-

2.14.1 SOLUCAC DE BROMETO DE ETIDIO 14

Brometo de etidio 1.9 g

Held dewstiladi Cosafhae 100G ml

Esta esolucio foli armazenada em frasco escuro

4= (1.

SOLUCDES FARA EXTRAGAO DE FPROTEINAS TOTAIS

2.15.1 TAMPAD TRIS HC1 30 maM pH 7,4

Tris U.& 9

Ha destilaca gas.efe L0000 ml

e
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0 pH Ffoi ajustado com HCL para 7,4 & o volume

completado para 1OO00,0 mi. Este tampio foi mantido a 4@ (-,

2.15.2 TAMPARD DE RESSUSPENSAL 22X {(Tris HC)1 100 @M
pH 6,83 glicerol 20%W; SDS 4% azul de bromofencl O,E%; 2~

mercaptoetannl 1043

Tris O,12 0
SDs 0,40 g
Azul de bromofenol 0L.02 g
Glicerwol 0,20 ml
2-mercaptoetanal G, 10 ml
M destilada g.s.p. 10,00 mi

pH final 4,8

2.16 SOLUCOES PARA EXTRACAD DE PROTEINAS DE MEMBRANA

2.16.1 7TAMPRO TRIS HC1 3,3 mM pH 7,4

Tris .4 q

Ha 0 destilada et TOO0.0 ml

{1 pH foi ajustado com HOlD para 7,4 & o volums

completado para 1000,0 ml, O tampao foi mantido a 4 I,



2.16.2 TAMPARO TRIS HC1 0,1 M; EDTA 10 mM pH 7,2

Tris 12411 g
EDTA Ss72 g
Hzl) destilada q.%.p. L0000, 00 ml

0 pH foi ajustado com HCL para 7,2. 0 tampiio foi

mantido a 4 (.

2.16.3 TAMPAO TRIS HC1 0,1 M; MgCl; 10 mM pH 7,2

Tris 12,11 g
MaClz., aHal) 24038 g
Hz0 destilada getiep. 1000.,00 mil

y

G pH foi ajustado com HC1 para 7,2. O tampdo foi

manticdo a 4= [,

2.16.4 TaMPBEO GLICINA @©O,1 M; SACARDSE 0,75 M

pH 9,2

Glicina T34 g
Sacaroase 286,73 g

Ha(d destilada gquesepa FOOG, 00 ml



mantido a

mantido a

mrotocolo

44

O pH fol ajustado com MalOH para 92,2. 0 tamp3o foi

—20e 0.

2.16.0 TAMPAO TRIS HC1l 85 mM pH &,8

Tris 1,0% g
Haafl clestilada gesap. 100,00 ml

0 pH foi ajustadeo com HEL para 4,8. 0 tamp3o foi

4= .

2.16.6 S0LUCAT TRITCON X 100 10%

Triton X 100 D.0 ml
He( destilada gesap. HOL0 ml
A solucdo fol manticda & 4< (0,

2.16.7 TAMPRO DE RESSUSPENSAO 2X

0 tampsico de ressuspensHo fol o mesmeo wtilizado no

para extracio e proteinas totais COmD

spapecificado no item 2.10.2.



2.17 S0OLUCDOES PARA SD5—PAGE

A fomulagHo das solugles e tampes wbtilizados no
prepara dos géis de poliacrilamida-85D5 descontinuos, segundo
o sistema de Laemmli (1970), seguiu s especificagles do
"Hosfer Electroforesis Dataiog and Exercises (1790-1921)".

2.17.1 SOLUGAD DE MONBMERD (30% Ty 2.7% Cooim)

Acrilamida 58,4 g
Bis—~acrilamida 1.6 g
He O MILE~0 esterilizadsa gas.p. 0,0 ml

v

A sclugdo foi filtrada em papel Whatmann n® 3 @

aramarenada 4< ([,

2.17.2 TAMPRO PARA GEL DE SEPARACAD 4X (Tris HOI

1,8 M pH 8,8)

Tris BhyEE g
Mzl i li~0 esterilizada Qos.p. 200,00 ml

] nH da solucio feoili ajustado com HOL para 85,8 8 o
valume foli completado para 200 ml. O tampdo foi filtado em

papel Whatmann n® 3 o armazenado a 4= [,
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2.17.3 TAMPAD PARA GEL DE EMPACOTAMENTD 48X (Tris

HZ1 0,% M pH &,.8)

Tris JOLT B myg

He( P10 esterilizada ges.p. S0 md

0 pH da solucgic ajustado com HI1 para 6,8 & o©
volume completads para 200 ml. I tampdo foi filtrado em

papel Whatmann n® 3 e armazenado & 4< O,

2.17.4 PERSSULFATO DE AMONIO 10%

Ferssul fato de aménio 5,0 g
Hall Mili-G esterilizada gasa e S, 0 ml

g

A solugdo foi filtrada em papel Whatmann n™ 3 @
distribuida em Eppendorffs (300 ul por tubol), e & seguir,
armazenada a —&Z0% . Um tubo foil descorgelade & temperatura

ambiente imediatamente antes da swa utilizagio.



2.17.5 TAMPAOD DE CORRIDA (Trig 0,025% M pH 8,3;

glicinma ©,19% M3 SDE 0,1%)

Tris 12,114 g
Glicina 57,60 g
8DEs 10% ‘ 40,00 ml
Hall destilada ges.pr 000,00 ml

0 pH deste tamp3o ndo precisa ser ajustado. Este

tampio fol mantido a temperatura ambiente.

2.18 SOLUGDES PARA COLORAGAD DE GEIS DE PROTEINAS

TAOTAIS COM COOMASSIE BLUE

0 preparo das solucles para coloracio de Coomassie

Blug seqguic o "Hoefer Electroforesis Catalog and Esgrcises

{19G0~1991)".

2.18.1 SOLUGAO-ESTOQUE DE COOMASSIE BLUE R-250 1%

Coomassie blue R-2080 La g

L P I I A A A R Y o SO 10G.0 ml

A solucHo foi filtrada em papzl Whatmann n 3 @

armazenada em frasco escuro & temperatura amblente.
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2.18.2 SOLUGCAD CORANTE DE COOMASSIE BLUE R-250

(Coomassie blue R-280 0,128y metanol 40%; Acido acético 7%)

SGolucio-est. de coomassie blue &E .5 ml
Metanol 400,00 ml
Aocido acetico glacial FO.0 ml

Hall destilada gesan. 1OO0,.0 ml

A soiuciHo fol filtrada em papel Whatmann n® 3 e

armazrzenada en frasco escuro a temperature ambiente.

2.18.3 S0OLUSAD DE DESCOLDRAGAD I (fMetanol  BON:

Aoido acética LO%}

Metanal HOO,0 ml
Oosido acdtioco glacial L0 ml

Hall destilada 400,40 ml

3] solucko foi armazenada 2m frasco @ECLra

hermeticamente fechado & mantida & temperatura ambiente.

2.18.4 SOLUGAOD DE DESCOLORAGAD II (Metanol #Xg

Acido acetico 74

Metanol 00,0 ml
Aoddo acédtico glacial P, 0oml

Mz destilada B, O ol
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£ solucHo foil armazenada €20 fraseo EGILLITD
hermeticamente fechado 2 mantida & temperatura ambiente.

s soluclies e descoloragdo 1 e I foram
reutilizadas removendo-se o0 corante com carvdo ativado. As
solugties foram mantidas no  carv3o  ativado por alguns

sequridos 8 A seguir, filtadas em papel de filtro duplo.

2.19 SDLUCDES PARA IMPREGNAGCAQ DDS GEIS DE FROTEINAS DE

MEMBRANA COM PRATA

0 preparo das solugles para impregnacio com prata

sequin formulacio de Blum et al (Réé).

2.19.1 FIXADOR (Metanol &S0OY%3; &Acido acético 124y

formaldedido 374 0,5 ml/1)

Metanol HOG,0 ml
Acido acético glacial LEGQ ml
Formaldeido A7% Q.5 ml
Hz(Y destd Lada SE0 .0 m)

A soluclo armazenada em frasco hermeticamente

fechado & mantida & temperatura ambiente.



2.19.2 SOLUGRO DE ETANDL 50%Z

Etanol 500,00 ml

Hexf) destilada B0, 0 ml

(&1 sSolucH fou armazenads &m Trasoo = Fud K )

hermeticaments fechado & mantida & temperatura ambiente.

2.19.3 50LUGHC DE TIOSSULFATO DE SODIO 0,024

Nagpfiz(ly « Hkle G, G g
Haa(d vles b lada SO0 .00 ml

2.19.4 SO0LUGCARO DE NITRATO DE PRATA (Nitrato de

prata 0,8%) formaldeido 374 0,75 @l 1)

AgND = Duds )
Formaldeida 7% RaB.0 ul
Hall deastilada HOGL0 ml

2.12.% SOoLUcAO REVELADDRA (Carbonato de sodio &4

tinssulfato de sd4dio 4 mg/mly 0,5 ml/1 de farmaldeido E7%)

MNa il 18,0 g
Sol. de tiossulfato de sddio fa0 ml
Formaldeitdo 374 150,00 ul

Ml clevs b i Lads EH00L,0 ml
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2.19.6 SOQLUCHKD *5T0P" {FMextanol G0Ny Acido

acetico 12%)

Metanaol 150,00 ml
Acido acdtioo 3,0 ml
Mol deatilada 14,0 mi

~ soluclo frai armazenada em frasco % ouUrn

hermeticamente fechado & mantida a temperatura ambiente.

2.12.7 SOLUGAD DE METANOL 50%

Metanol 150,00 ml

Hall destilada LRG0 mi

(A1 s01UcHO foi armazenada £ frasco =3 T adR o or

hermeticamente fechado e mantida & temperatura ambiente.

2.20 SOLUCOES PARA SECAGEM DOS Ge£IS DE POLIACRILAMIDA-

5DS

2.20.1 SOLUSAD DE PRESERVACAD I (Flelanol J0OH)

Metanol ' P, 0 ml

Hold destilacs 210,0 ml



(B
it

[&] solucio ferd armazenada =14] frasco =l WY i}

hermeticamente fechado & mantida & temperatura ambiente.

2.20.2 SOLUCAO DE PRESERVAGCAD II (Glicerol 3

Glicernl 7.0 ml

Hz(l deatilada 29 .0 ml

A soluciHo foi armazenada em frasco escuro

hermeticamente fechado & mantida a temperatura ambiente.

2.21 MARCADORES DE PESO MOLECULAR PARA SDS-PAGE

Foi utilirzado o Kit de marcadores de peso
melecular para géis de poliacrilamida-5SPE de procedéncia

da Sigma (MW — SDS5-707.



TABELA 3 Fadrties de peso moleoalar de protednas.

Froteinas Feso Molecular
L.isozima 14,200
Eeta-lactoglobulina 18.400
Tripsinogénica 240 00
Fepsina 24,700
Albubina de Ovo 45,000

Albumina Bovina &b, Q00
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3. METODOS

3.1 ISOLAMENTO DAS AMDSTRAS

fs amastrazs  bacterianas witilizadas no presente
trabalho foram testadas quéntm & pureza atraveés do indculo
em tubn contendo 2,0 ml de meio LE & incubado por 12-18 h =
Ve 0. 0 crescimento bacteriane foi semeado por esgotamento
de alga em placas contendo agar Mac Donkey e incubadas por
1218 b a 37= (.

Uma colénia istlada, caracteristica, foi
transferida para tubos contendo meios LB, Citrato, EFM e
Mili para confirmacio das caracteristicas bloguimicas e A&
seguir incubados por 132-18 h a 27 (.

Apts a confirmacio das caracteristicas biloguimicas
{rnos meios Citrato, Mili = EFMI, ¢ crescimento bacteriano
m meian LE foi transferido para tubos contendo meic LA
semi-stlido e LB para manutencilo das ampstras de £, codi. Us
tubos com LA semi-salido foram incubados por 12-18 h & 379 (0
2, & seqguir, fechados com rolha de borracha e mantidos A
temperatura ambiente no escuro. Acs  tubos  com LB foram
adicionados glicerol para uma concentragdo final de 15 % e

mantidos a —20% [,



3.2 TESTE DE FATOGENICIDADE

s amostras  bacterianas  oe origem aviaria foram
semeadas @0  tubos contendao 2,0 ml de caldo nutriente e
incubadas a A7 € por 146 h. 0,1 ml deste crescimento
bacteriano foram tranﬁf@ridos D é grlenmeyers corntendo
10 ml de caldo nutriente, o0os gquais foram incubados sob
agitacHo a 3I7=  por 4 h. Apos este periodo de temptr, para
cada ampstra., Toram efetuadas diluigles de -1 a -5 & O,4 ml
de cada diluigio foram inocculados em 4 ow 3 pintos de um dia
de idade.

Faralelamente, o mimero de wnidades formadoras de
calénias (UFC), para cada amostra, foli determinado atraves
da diluiclio destas amostras em solugdo salina 0,854 seéuido
do plagueamento em meio LA. Estas piacaﬁ foram incubadas a
BT 0 e L8 b

A oampstra fol considerada patogénics guando no
pericndo de 4 dias de ocbservaci#o matou mais da metade dos

pintos.

3.3 DETERMINAGRO DO PADRAD DE HEMAGLLUTINAGRD

3.3.1 CRESCIMENTO DAS AMOSTRAS BALTERIANAS

s amostras bacterianas foram crescidas em 5,0 ml

de meio LB e incubadas por 12-18 b oa 379 L. fAs culituras
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foram semeadas por esgotamento com alga de platina em placas
de Feltri contendo diferentes meilos de cultura (MM, , TSA,
Lé, CFA. AG., MINCA, Mac Conkey) sendo asg mesmas, & seguir,
invertideas e incubadas a 37 € por 1218 h. Fara os oeios
minimo e Minca o tempo de incubagdo fol de 36 h. O mesmo
procedimento fol realizado.cmm o mels Veal (liguidao) & o

tubsy foi mantido a& Z7° O par 78 h.
3.3.2 LAVAGEM DOS ERITROCITOS

BSangue de bol, cavalo & carneiro foram coletados
zoh condiclBes de assepsia & homogeneizados com lgual volume
de solucio de Alsever. As suspenslies, assim obtidas, fTaram a
mepguir, distribuidas em tubos de ensaio esterilirados e
mantidas & 4= (2,

Sangue de cobaio, humano, coslbo & galinha frrram
coletados com igual volume de solugHo de citreato de sédio
R = imediatamente utilizados para teste de
hemaglutinacio.

Fara o preparo das suspensies de eritrocitos nos
tubosg estocados a 4 (0, o sobrenadante foi removido por
aspiracio antes do processo de lavagem, entio, adicionou-se
soluglo salina 0,8% % (1VY/1V) aos tubos, 0% guals foram
homogenelzadas suavemente. & solucHo foid, ent3Ho,

cegntrifugada a 1400 g por 10 min. & o sobrenadante foi
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aspirado. A sequir, o sedimento fol ressuspendido em 10 ml
de FRE pH 7,2 e novamente centrifugado.

Fara o teste de hesmagiotinagio em 1&Emina  fol
preparada uma solugic a 10 % de "papa" de hemdcias em 20 mi

de Tampio PRES pH 7,2 adicionando-se 1 4 de D-manose.

3.3.3 TESTE DE HEMAGLUTINAGRO EM LAMINA

Um pegueno raspado do  crescimento bacteriano,
obtido a partir da supesrficie das placas incubadas a 37 (2,
foi homogeneizado delicadamente em 20wl e FRBES pH 7,2
com D-manose 1 %4 . em uma placa de vidro colocado sobre
gelo. Come controle para a verificagdo da presenga  de
fimbrias tipo I, o mesmo procedimento foli efetuado coam
gritréacitos de cobaio preparados com FBES pH V.2 sem mannse.

Na hemaglobinagio, foram adicicnados sobre as
suspensies bagterianas 20 ul de suspensdio de hemdcias a 10 %
em FES pH 7.2 com D-manose e os resultados foram observados

apds I min. de homogensizagan das suspensiies.

3.4 TESTE DE PRCDUCRO DE TOXINA TERMOESTAVEL (ST 1)

A verificacio da producdo de ST1fol feitas atraves
d teshte do camundongo recem—nascildo (Dean et al., 19735).
As ambstras bacterianas foram inoculadas em 10 ml

de meio de CAYE ¢ incubadas sob agitacEo (140 rpm) & 279 (0
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por 14 M. Apds psle periodo de tempo, a suspensdEo bacteriana
foi gentrifugada a 000 1400 g por 40 min., S8psrandno-se o
sobrenadante. Um volume de 1,% ml deste sobrenadante foi
transferido para wum  Eppendorff esterilizado & o mesmo
cerrtrifugado a 12000 ¢ por 5 min.. Este sobrenadante foi,
novamente, transferido ﬁara mTHE o ol Eppendorff, sendn
adicionados H ol de uma solucdo estogue de gentamicina
(8 mgsml) & a segquir mantido a 209 (0,

Para o teste da produgdo de towxina S8TI am
camundongos recéam-nasocidos  (acdmulo de fluidos a nivel
intestinal) Foram adicionados ao sobrenadante, preparado
como descrito anteriormente, 100 ul da soluglo de azul de
Evans 1 Y. Esta solugcio fol homogeneizada e aliguotas de
0.1 ml ingouladas, via intragdstrica, em 3 camundongos com
tres dias de idade.

Us animais foram sacrificados pela inalag8o de
éter, 2 h apdSs a inoculagio e os intestinos e carcagas de
cada animal foram pesados separadamente e uma relagsio peso
dos  intestinos/peso  das  carcagas  superior a 0,085 foi

considerada positiva guanto a prodoucio de 87T 1.
3.9 TESTE DE PRODUCAO DE VEROTOXINA (VT)
A verificacio da producHo de VYT foi feita em

cultura de células Vero, ssqgqundo a metodologia de Yano et

al. {(19g&1).,
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As  amostras bacterianas  foram preparadas comao
gescrito anteriormente para o teste de 87T 1, no item J.4.

As placas de cultura de tecido com 96 orificios
{fundo chato) ocontendo células VYero foram fornecidas pela
Companhia Salsbury Laboratdrios Ltda, sendo incubadas a
D70 ey acbmosfera e Gl izzlc;n" 249 kv

0 mein de cultura das placas foi removido e 100 ul
e meio Eagle com 20 ul  de sobrenadante das  culturas
barterianas foram adicionados sobre as celulas. Para cada
ampestra 2 repeticlies foram realizadas.

As placas foram incubadas a 37* C em atmosfera de
Clz @ & leitura dosz resultados foi efetuada, com auxilic de
microsoopio optico invertido, apds 24 e 48 h de incubagio.

fAs amostras foram consideradas positivas para a
producio de verotoxina, guando malis de S0 UL das celulas Vero
apresentavam—se arredondadas 2/0u em suspens3o no meio de

cltura.
3.6 TESTE DE PRODUGAD DE TOXINA TERMOLARIL (LT}

A veritficagio da produgdo de LT foi felta altraves
do teste de imuno-hemslise radial, descrita por Yano et al.
{19a2).

A ammstras  bacterianas  foram  preparadas como
descrito anteriorments para o teste de 57 I, segundo o item

R
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A dimuno-hemdlise radial consiste na preparagdco de
um el de imunodifusHo radial preparsdo com heméciazs  de
carpnelire, Para o preparo do gel, as hemacias de carneiro
Fforam lavadas com tampdo Trieta pH 7.4 e padronizadas para
uma  suspens3o de & %Y., O gel de diouwnodifusdo radial  foi
preparada Com agarnses 1 “ & quando gstava ZCHn
aprotimadamente a 409 O, acrescentou-se a suspensdo  de
hemacias pacronizadas para uma concentracdo final de & ¥%. O
el foi vertido sobre uma placa de acrilico @ resfriado.
Apde gelificacio, orificios de 4 mm de didmetro foram feitos
o gel 8 20 ul do sobrenadante de cada cultura bacteriana

foram aplicados nos orificios individuais.

L

fApds este procedimenton, o gel fol incubado A
temperatura ambiente durante a noite em cdEmara umida & 20 ul
de wuma solucdo de antitoxina colérica diluida 1:010 Toram
adicionados em cada orificio. 0 gel foi, a seguir, incubado
& temperatura ambiente por 4 b oem cEmara tmida & 4 ml de
soro de cobaio (complemsnito) diluido 1:10 foi vertido sobre
o ael de imunodifusiic. A placa, contendo o gel, fol incubada
g A7 0 por 2 h 8 & seguir o complemnto retirado para A
leitura do resultadno.

O resultado fol considerado positivo para produagdo
de toxina LT gquando formava-se wum halo de lise ao redor dos

orificios.
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3.7 TESTE PARA PRODUCAQ DE HEMDL ISINA

A1-3 amostras bacterianas foram semaeadas, com

auxilio de uma multialca, em placas contendo agar sangue, &
partir de um pré—-indculo em meio LB incubado a IV C por
12-18 h. Apds a absorcdo dés coldnias pelo meioc de cultura,
as placas foram invertidas e incubadas a 37° O por 18 b,

A produciio de hemolisina foi evidenciada pela

formagio de halo de hemdlise ao redor das coldnias.
3.8 TESTE DE SERENY

fAs amostras bacterianas foram semeadas emn placas
com mein LA, a partir de um pré—-indculo em meico LB incubado
por  12-18 K a AV (. 0 crescimente  bacteriano  foi
ressuspendido em soluclic salina 0,85% e ent3o diluido para
uma concentrac3o correspondentse a turvagiHo do tubo n® 9 da
Egrala Mac Farland. Uma suspensdio de 30 ul foi incculada no
aibho direito de cada cobaio albino & observacgiies foreaem
feitas durante 7 dias a partir do dia da inoculagdo.

a formagio de wuma ceratoconjutivite no olho do
animal indicou gue & amostra =ra do tipo invasiva. Coaomo
controle positivo, uma suspensdo contendo uma linhagem de
Shigella sonneil também foi inoculada em olho de cobaio

albing.
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3.9 TESTE PARA PRODUCA(L} DE AERDBACTINA

2 produsio de agrobactina pelas diferentes
amostras bacterianas seguiun & metodologia descrita por
Carbonetti et al. (1984), utilizando-se como indicadora de

Xl

produciio de asrobactina a linhagem LG 1522,

_it

A lirmhagem LG 1522, crescida em meio LB paor

12-18 h a IV® [, foli semeada sobre placa de Petri contendo
meio M? suplementado com 0,4 4 de glicose - dipiridil
para una concentracio final de ZO0 uM & a mesma deixada a
temperatura  ambiente até estar sSeca. Sobre a amostra
indicadora, as amostras bacterianas a serem testadas foram
inoculadas com o apdilio de alga maltipla a partir de um
pré—-indculo corescido em meio LB por 12-18 h a 37 . &l
sequir, as placas foram incubadas por 1218 h a 37% (.

A formacdo de um halo de crescimento da linhagem
indicadora ao redor das amostras a sgrem testadas indicou a

produc#o de aerobacting.

3.10 TESTE PARA DETERMINAGRD DE RESISTENCIA SeERICA

fe ampstas bacterianas foram inoculadas em tubos
contendo 2,0 m)l de meio peptona-glicuse A partir oe wum
pré-indculo em meio LB incubado a 537 O por 12-18 h. s
tubos contendo meio peptona-glicose foram incubados a 37 O

por 5 e



J3.11.2 CULTIVO DE CELULAS Hela

Az celulas Mela (Instituto Adolfo Lutz, BF) foram
mantidas em garrafas de cultura com meio Eagle suplementado
com 10 % de Soro Fetal Bovino (SFE) as guals foram incubadas
a A7 ¢ por 72 h. Apos a férmagéo da monoramada celular, o
meio de Eagle foi removido e as células lavadas com 5,0 ml
de FRE pH 7.4. & seguir, as células foram tripsinizadas e
diluidas para LU concentracio de aproximadamente
Lo10® pcdinlassml com meio Eagle suplementado com 5FR.

Aliquotas de 1,0 ml da suspensio de células foram
transferidas para tubos de Leighton contento uma laminula
{11424 mm}), sendo os mesmos incubados a 379 O em atmostfera

de O por 24 b
3.11.3 TESTE DE ADESAN

0 teste de adesidic em células Hela seguiuv  a
maetodolaogia desorita por Scaletsky et al. 1984,

Fara & realizac¥o do teste de adesido o meio de
cultura dos tubos de Leighton toi descartado, as células
foram lavadas com 1,0 ml de FRS pH 7,4 82 & seguir, 1,0 ml de
Meio Eagle suplementado com 2 % de S5FB foi acrescentada a
estes tubps. 30 ul da suspensdo bacteriana foram adicionados
aps tubos de Leighton. os guais foram incubados a 37 O por

EZ0 min. (periodo de infecgio). Apos esse periodo, o melio de
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culitura foli descartado a2 as relulas lavadas & vezes Com
1.0 ml de FES pH V.4, Em seguida, adicionou-se 1,0 ml de
meio Eagle conterndo & A de oFR & 1 %4 de D-manose 8
incubou-se novamente os toubos a 37 0 por B Ob {periocdoe de
multiplicacdo).

fApts este perimdﬁ de tempo, o selio de cultura foi
descartado, as células lavadas 3% vezes com 1,0 ml de FBS
pH 7.4 & as laminulas fixadas com metanol duramte 30 min.,
seEndo as mesmas A seguir, coradas com corante May Srunwald
po D omin. .

Apds a2 coloragdo com o corante May  Grunwald
adicionou-sse o corante Giemsa por 10 min.. As laminulas
foram lavadas véarias veres ocom FBS pH 7,4 e montadas com
Balgamo do Danadd sobre l1&Emina de microscopia dptica.

£ adesdo bacterliana I & e celulas Hel & T
visualizada em microscoplia dtica comum sob aumento de 4000 e
1LOo00x e fotografada com filme Kodak Panatomic—X (32 456) em
fotomicroscépio com filtro azul. O filme e as fotografias em

papel F3 (kodak) foram processados seqgundo as instrugles do

fabricante.



3.12 TESTE DE INVASAO EM CELULAS Hela

3.12.1 CRESCIMENTO DAS AMOSTRAS BACTERIANAS

fim amostras bacterianas foram inocouladas em tubos
com S0 mi de meic TEA inclinado a partir de um pre-indoulo
em THE o gual foi incubado 2 379 0 poe 1818 b, Os tobos
foram incubados a 379 O por 18 he O grescimenlto bacteriano
foi ressuspendido em 1,0 ml de PBS pH 7.4 & 100 ul desta
suspensdo foram adicionadeos em 2,0 ml de meio BEagle com L %

L3

de D-manose & os meEsmis manitidos mantidos a 279 O por 2 b

3.12.2 CULTIVO DE L£LULAS Hela

An celulas Hela utilizadas no teste de invasHo
foram cultivadas como descrito para o teste de ades3o no

item F.11.2.

3.11.3 TESTE DE INVASAO

1 teste de invasBio em células Helas seguia a
metodologia descrita por Scaletsky et al. 1984,

Fara a realizagdno do teste de invasiic em células
Hela, o meio de cultura gus sstava nos tubos de lLeighton com
s referidas células fol descartado & as mesmas lavadas com

1,0 ml de FES pH 7,4 p em seguida com 1,0 ml de Meio Eagle



com 2 W ode GFE . 100 gl da suspensdio bacteriana obtida comno
descrito no item F.14.1 foram adicionados nos  tabos de
Lledoghton conterndn as células Hela &, em seguida, incubados a
AFe L opor 90 min. {(pericodo de infecclio). Apds este periocdo
de tempd., o meig de colturs fol descartadeo, as células
lavadas 10 veres com 1,0 .ml de FES pd 7,4, f seguir,
adicionou—-se, ao tubo, 1,0 mi de meio Eagle suplementado com
2% de SFH, 1 % de D-mappse e 10 wul  de antibidticos
(L0000 U, de Penicilina & 10 mg de Estreptomicina por ml) 2
incubou-ss novanente o mesmo tubo a 37 0 por 3 h {(periodo
de multiplicacio).

0 meio de cultura fTol descartedo 2 as células
lavadas 3 vezes com 1,0 ml de FES pH 7,4, As laminulas foram
fivadas, retiradas dos tubos & coradas como descrito,
antericormente, para o teshe de ades¥o.

A invas#o bacteriana fol visualizada em
microscopia Otica cooum sob aumento 10000 e fotograftada com
filme FKodak Faneatomic—-X (32 A54) em Tfotomicroscopio oom
filtro azul. O filme e as foltografiazs em papel F3 (Fodak)

foram processados segundo as instrugles do fabricante.

F.13 DETERMINACAD DO NIVEL DE RESIGTENCIA A DROGAS

ANTIMICROBIANAS

Fara a determinagiio do nivel de resisténcia a

drogas antimicrobianas {ampicilina—ap, cloranfenicol-Cm,
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capamicins—ikm, estreptomicina—5m, tetraciclina~Te & 4&cido
nalidivico~Nal), &% amostras bacterianaes foram inoculadas
com auxilio dg uma multi-alcga, a partir de um pré—-indocdlo en
2,0 ml ode meio LB incubado a 37 O por 1E-18 by oom placas de
Fetri contendo 20,0 ml de meio LA contendo diferentes
concentracies dos antibiétiémg.

As concentracles antimicrobianss ensailadas foram:
O, 8, lo, 2[00, S0, 100, 13%0, 200, 350, 500 e 1000 ug/ml. As
placas foram invertidas e dincubadas a 37% [ por 18 b
Considerou-se o nivel de resisténcia, de uma determinada

amostra bacteriana, como sendo agquela concentragiio médxima am

gue a referida amostra ainda apresentou crescimento.

3.14 TESTE PARA PRODUGAO DE COLICINAS

A nroduco de colicinas pelas diferentes amostras
hacterianas seguil a meitcodologia descrita por Silvedira,
(1984&4) utilirando~se comn indicadoras as amostras descritas
na tabela 2.

fHs amostras bacterianas foram inoculadas, conm
auxilio de uma multialca, em placas de Fetri contendo melio
ey & partir de um pré-indculo em tubo com 3,0 ml de meio LB
crescidos a 37 O poaye 1818 b oA oseguir, as placas foran
incubadas a 37 C por 18 h e entlo invertidss sobre uma
superficie plamna. hNas tampas das placas foram colocados

2,0 ml de clorofdrmic & sstas foram mantidas fechadas por
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A min.. Apdz este periodo de tempo, as placas  foram
entreabertas dentro de Lma estufa a 379 L por cerca de
4% min. para gue o residouo de clorofdrmio evaporasse. 100 ul
de cada cultura bacteriana indicadora crescida a partir de
um pré-indculeo em meio LB, foram misturados com 4,0 ml de
meio LB semi-solido e vartidmﬁ sobre as placas, sendo estas
a seguir incubadas a 37 0 por 18 b,

A formacqo de wm halo de inibigiHo da coldnia
indicadora ao redor da coldnia a ser testada indicou a

producdo de colicinas.

3.15 VISUALIZACATD DE FIMBRIAS ATRAVES DE MICROSCOPIA

ELETRONICA

%.15.1 PREPARO DAS TELAS DE MICROSCOFPIA ELETRONICA

As telas de cobre com didSnmetro de 400 "Mesh”
utiliradas para microscopia eletronica foram  preparadas
através da deposigiico de uma pelicula de parlddio e, =
sagulr, metaliradas com carbono, segundo as especificagles

do Centro de Microscopia Eletrdnica da UNICAMPE.
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3.15.2 PREPARO DAS AMOSTRAS BACTERIANAS, COLORAGHD
NEGATIVA COM PTA E WVISUALIZAGCAD DE FIMBRIAS ATRAVES DE

MICROSCDOPIA ELETRABNICA

e amostras bacterianas foram semeadas em placas
contando os meios CFA, .Minca =] M.M., & partir de um
pré-indoulo em F,0 ml de meioc LB o gqual foi incubado por
12-18 h a 37= C. fAs placas foram invertidas e incubadas por
18 h a 37= (.

Com o0 auxilio de palitos achatados de madeira, um
raspado do crescimenta bacteriano foi delicadamente
ressuspendido em 100 ul de FTA 1 %4 & mantido a 4= (.

Lima tela de cobre agtilizada em microscopia
eletrédnica foi colocada sobre papel Farafilm e uma gota da
suspansiio de bactérias foi depositada sobre a mesma. Apos
2 min. o excesso fol removido com papel absorvente e a tela

colocada em um porta telas para secagen.

As telas sEcas foram visualizadas em um
microscapio eletrénico de transmissdo deiss Modelo B2, sab
aumen tos de G460 = I i . [a] fotomicrogratias

gletrénicas  foram feitas  &m ftilme kodalite (kKodalk) e

ampliadas em papel fotografico Kodak F3.
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3.146 EXTRAGAOC DE DNA PLASMIDIAL

O meétodo utilizado para extragiio do DNA plasmidial
fui bhaseado na técnica de lise alcalima de Birboin & Doly
{1979} com modificagles.

As amostras bacterianas foram inoculadas em 2.0 ml
de meio LE e incubadas a 37° ¢ por 12-1% h. 1,0 ml do
cresciments  hacteriano foi transferido para wum  ftubo  de
Eppendorff e, entdo, centrifugado a 12000 g por 2 min.. O
sobrenadante foli desprezado & o sedimento ressuspendido em
100 ul de solugio I gelada. Este tubo foi mantido em banho
de gglo por 8 min., sendo a seguir, 200 ul de solugdHo 11
adicionados e o conteltdo do tubo misturado por invers3o
suave £ vagarosa dos mesmos. Apds o tubo ter sido mantido em
panho de gelo por ndo mais gue 3 min., 15¢ wul da solucso I11
foram acrescentados ao conteddo do mesmo 2 entdo, novamente,
invertidaos swavemente e mantidos em  banho de gelo por
1% min.. A suspens3o feol centrifugada a 12000 g por & min. e
400 ul do sobrenadante  transferido para outro tubo  de
Eppendorff. A este volums, adicionou-se 1,0 ml de etanol
100 % gelado (-~ 20= ) & o tubo fol lnvertido varias veres
para a mistura das sclucles. Apds este procedimento, o tubo
foi mantido a ~2Z0° 3 por pelo menos 1 hora.,

1 DN& plasmidial fol precipitado por centrifugacio
a 12000 g por 6 min., ressuspendido com 50 ul de soluglo 1

gelada & mantido a —20% I atd o momento de wso.
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Fara uso, aliquotas da suspens3o de DNA plasmidial
com volumes de 10 wl ouw 15 ul foram transferidas para tubos
de Eppendorff contendo 5 uwl de solugdo de ressuspensao &X,
homogeneizadas com auxilio de wuma micropipsta = entdo

aplicadas &m canaletas de géls de agaross.

3.17 ELETROFORESE DE DMNA PLASMIDIAL EM GEL DE AGAROSE

DNA plasmidial foi viswalizado atraves do sistema
de eletroforese horizontal com gel de agarose submerso. A
concentraciEo do gel de agarose utilizada foi de 0.4 %4 e
Db % variando conforae o tamanho do DNA plasmidial a ser
visualizado. A agarose foi fundida em  tamp®o  THE 11X,
resfriada e vertida sobre uma placa de vidro selada
lateralmente com auxilio de fita adesiva contendo sobre a
mesma um pente de acrilico para a formagio das canaletas.

Apts a qgelificagdo, o gel foi transferido para
cuba de eletroforese horizontal submarina contendo tampao
TER 11X & asz amostras de DNA plasmidial aplicadas nas
canaletas. Como pré-corrida, aplicou-se iniclialmente uma
amperagem de 10 a 17 mA até gue todo o corante azul
pernetrasse no gel. Apds este procedimento a voltagem foi
aumentada para 100 VYV até gue o marcador azul alcangasse a
extremidade oposta do gel.

fApts o término da corrida, o gel fol transferido

para cuba contendo solugdo de coloracgio de brometo de etidio
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@ & visualizac¥o das barndas foli feits no transiluminador de
uz wltra violeta no @scurd.
Fara registro dos resul tados 33 cie e fotram

fortograftados com filme preto e branco ASA 100 Kodak ow Fujil

com O auxilio de um filtro vermelho.

3.18 TRANSFERENCIA DE DNA PLASMIDIAL POR CONJUGAGAQ

fis amostras bacterianas a serem conjugadas foram
inceuladas em mein LB e incubadas & 27 U por 13 h em
presencs dos antimicroblanos para os UALS Az mesmas eram
resistentes. Uma diluicdo 1:20 da amostra doadora fol
transferida Dara Lm tubo contendo mex i L& mais
antimicrobianos e incubado & 37 [ até alcangar & Tase
exponsncial de crescimento. Apos este procedimento, 100 wl
de amostra doadora & 300 ul de receptora foram centrifugsdas
A LA000 g por 2 min. e os precipitados, lavados com maico LB
para completa retirada dos antimicroblianos & & seguir,
ressuspaendidos delicadamente em 100 ul de meio LEB.

As duazs amostras foram misturadas e depositadas
mobre uma membrana de filtro (0,2 um) g incubadas a 37< [
durante a noite. Apds sste periodo de tempo, o crescimento
Bacteriang sobre o Tiltro feol ressuspendido em 1,0 ml de

salina 0,85 ¥ esterilizada. Este suspensdo Tol entdo diluida

ated 107 @ s cid L Toram semeadas sm placas oo terdo

meios selebllivos.



Como controle as amostras parentais foram sameadas
nos meios aeletivos parsa verificar & ccooreéncia de matantes

resisterntes.

3.19 MUTAGADO COM TRANSPOSON Tnpho A

s amostras Bacterianas I62 e BM1O pir
(pRT7EZ3:: Thnphao 6) foram crescidas em meio LB, incubadas a
E7e 0 por 18 Rk e a seguir, conjugadas conforme metodologia
descrita no item 2.20. A selecdio dos mutantes foi feita em
placas contenda meio L adicionado de 40 wug/ml de XF
(S~bromo—4-cloro-3-indolil fostfato) e (Wl antibidticos Km
(B0 wug/miy e Ap (200 ug/ml). Coldnias sazuwis obtidas neste
meio  dde cultura  foram estriades em placa ocontendo LA
adicionado com XP, Km & Ap 2 incubados a 27 C por 18 h. As
colédnias azuis isoladas, indicando a produciio de fosfatase
alcalina, foram estocacdas em meic LA seml solido para
analise dos perfis eletroforéticos de proteinas de membrana,
plasmidios = experimentos bioldgicos {teste de
patogenicidade =m pintos de um dia de idade, testes de
adesdo & invas3o em  celulas  Hela, resisténcisa sérica e

orodugiio de colicinas).
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.20 CURA DE PLASMIDIOS ATRAVES DE TRATAMENTO COM S5DS

£ @liminagio cle plasmidios das amostras
hacterianas sequiu a metodologisa descrita por Tomoeda et al.
{19468), com modificeglies.

e

A ampstra bacteriana foi inoculads em a0 ml de
meio LE @ incubada a 27 0 por 12-18 h. A seguir, uma
aliquote com 100 ul dessa cultura foi transferida para tubos
contendo meio LE & concentragles de 2 %, 5 X & 10 ¥ de SDS
sendo o8 mesmnos incubados a A7 O por 12-18 k. Do tubo
contendo 10 % de BP%, 100 ul da cultura bacteriana {foram
transferidos para outro tubo com meio LB com 10 % de 5D5 e
este incubado & 37 [ por 1Z-18 h. Este processo  Toil
repetido por mals 2 veres 2 a bactéria inoculada por estria
em placaes contende meiog LA, Estes placas foram incubadas &

E7e 0 opor 12 18 n e as coldnies isoladas analisadas qguanto

an perfil plasmidial & a produgio de bacterioccina.

3.21 EXTRAGHAD DE PROTEINAS TOTAIS

A sptragdo de proteinas totais  das  amostras
hacterianas ssguiu a metodologia descrita por Jackman &
Whiley (19%9%0).

fm amostras bacterianas foram semsadas em meio DFA
a partir de um indculo em H,0 ml de meio LHE o qual foi

incubado a 372 0 por 12-18 k. As placas foram incubadas &



74

Eie U opor 18 h e o crescimento bacterianc fol raspado com
auxilio de palitos esterilizados & & seguir ressuspendido em
tubo Eppencdorftf contendo O,5% ml de Tris HZL S0 mM pH 7,4
gelado. A suspensiio bacteriana foi centraifugada a 12000 g
por R omin. & o sedimento obtido ressuspendido em L00 ul de
Mol P34 H. @& esla auﬁp@ﬁmmm“ adicionaram-—ass 100wl de
tampdo de ressuspens3o Zx honogensizando-se com auxilio de
uma micropipeta, A SEciLlr, a SUSDENSHO foi fervida am
banho-maria por % min. e, @ent3o, centrifugada por 3 min. a
L2000 q. Apas este nrocedimento, o sobrenadants froai
transferido para ocuitro tubo Eppendorfft e o mesmo mantido a
AR L

Fara a maioria das amostras bacteriamas 10 uwl da
SUSPENSAO o precrb el rias fol wtilizada rno gel dle

poliacrilamida-5D5E.

3.22 EXTRAGADO DE PROTEINAS DE MEMBRANA

A extracio de proteinas de membrana das amostras
hacterianas seguiu a metodologia descrita por Benedelbt:
{1991y, wom modifiocaciies.,

s amostras bacterianas foram semeadas em placas
contendn meio CFA & partir de um indcoulo em 3,0ml de meio LB

iy, estas placas

incubado & 3V 00 por dE-l8 e Bow

Foram incubadas a 37 O por 18 b



e amostras bacterianas cularide tratadas Com
dipiridil, foram incculadas em erlenmevres com 354 ml de melo
LE @, 2 saguir, incubadas com agitacHo (150 ropm) a 379 O por
1318 R, Opds sBste procedimento, @ ocwliura bacteriana foi
centrifugada a 3000 1400 g por 10 min., o sobrenadante
descartado 8 o pFEGipitadG'FEEﬁUEpEﬁdidO em 10 m)l de melio
LER. Foete volume foi dividido entre & erlemmavers contendo
50 ml de LE e 50 ml de LE suplementado com 200 oM de
dipiridil, respectivamente, £ 9208 2 M(@ENOS, incubados sob
agitacdio a I7° (I por 4 h.

fs culturas foram centrifugadas e ressuspendidas
em 10 ml de tampi3io Trisz HOI 3,3 oM pH 7,4 gelado. Esta
suspensdo bacteriana fol homogenelzads em OmniMixer (Sorval)
por L min., na velocidade 4, em banho de gelo 8 a seguir,
foi centrifugada & 8000 g & 4% 0 por % min.. 0 scobrenadante
foi descartado & o pgrecipitado ressuspsndido em 10 ml de
tamp3o Tris HCL 0,1 M-ERTA L0 mM pH ¥,2 gelado. Esta
suspensio fol centrifugadsa a BOOO g a 4= C por 5 min. & o
precipitade obtido ressuspendido em 19 ml de Tris HCOL 0,1 M
1 MgUle 410 mPt pk 7,00,

A suspensdo bacteriana, fol entdo centrifugsada 8 o
precipitado ressuspendido em 19wl de  tampdo glicina
BRCAIOSE pH 92,2 suplementado com lisozima O,) mg/ml. Apds
EO omin. em banho de oelo, & suspensdo bacterliana Toil

sonicada por 4 ciclios de 30 seg. a 20 Mz, FOo-90 W, Este

—— ety
UNIC A ran 1

"““'———--u._..



procedimnento fol sempre reallizado em banho de gelo com
intervalos de 1 min. enire cada ciclo de sonicag3o.

Fpas o processo de sonicagiio, a suspensido fol
cantrifugada por  B800C¢ g por 5 min. & 0o @ sobrenadante
transferido para  tubos  limpos o0 gquais  foram novamente

centrifugadns a J7000 g por 20 min.. O sedimento obtideo foi

il pH 7.4 e

ressuspendide em 10 ml de tamp3o Tris HCL

cerntrifugado nas mesmas condigiies.

&3 proteinas de membrana obtidas, = Fulul-3 a
centrifugacHo, Toram ressuspendidas em 400 ul de tampao

Tris HCL 8% mM pM 4,8, solubiliradas com 100 ul de Triton X
1900 a uma concentragio de 10% & a seguir transferidas para

mir.,

tubos de Eppendorff. Estes tubos foram agitados
a temperatura ambiente & centrifugados a 12000 g por 5 min..
0 sobremnadante fol  recuperado 20 5300 wul  de  tamp3o  de
tratamento Tw tol adicionado ao mesno. A solucgdo obtida
foi fervida por 3 min. em  bhanho maria e a seguir mantida
a —Ro= (0,

€1 o lume che proteins aplicado reo gel de
poliacrilamida-8DE variou de 5 ul a 230 ul para as diferentes

amostiras.
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3.23 ELETROFORESE bE PROTEINAS EM GEL- DE

POLIACRILAMIDA-SDS.

fe eletroforesss de proteinas totais e de membrana
foram reallzadas wthilizando-se slstema descantinue
gdisgogiante de Lasmli (1?76). & montagem do gel seguiu as
gapacificaclies do "Heoefer Electroforesis Catalog arcl
Exnercises (1990-1991)".

A montagem  do gel te wseparagio (L0 e de

empacotamento (4%) seguiu a tabela 4.

TABELA 4. Solugles para el de Foliacoridlamdida-fDE,

Bel de Separagiio Gel de Empacotamento

Solugiio de MondSmero @1 ml Dabd ml
Tris—-HCT (1,5 M) pH 8,8 1% ml -

Tris-HCL (0,5 M) pH &,8 - E,0 mi
508 146 YU G ml 0,2 ml
Hell St oml i s ml
Fersulfato de Amdnio )l 1O0 wl

TEMED 20wl 10 ul



=20

& amperagem aplicada para a realiracdo da corrida
de elstroforese de proteinas foi de 10-13% mA/gel por  um
periodo de 10-132 h oaté o azul de bromofenol atingir o finsld

do gel de separacHo.

Z.24 COLORASARD DE G£IS DE PROTEINAS TOTAIS COM

COOMASSIE BLUE

A coloraco  de gels de proteinas  totais  com
Coomassie Hlue sesguin a metoadologis descrita no "Hoetfer
Electroforesis Datolog and Exercises {(1990-19%213".

Aptds a corrida, o gel de poliacrilamida-HDRE foi
colocado sm oum recipiente com sclugdo corante de Loomassie
Blue e mantido ma mesma por 12«18 h sob agitacgdo occasional.
Bpds este periodo de tempo, & soluglo de coloragio  fol
removida & o gel imerso na sclugio de descoloracdo I e
mantido sob agitago constante por 1 hora. A seguir, a
solucio de descoloregio 1 fol  trocada pela solug3o  de
descoloracio 11 & o gel pernanecel sob agltacso constante
durante aprovimadamente 2 h. O procedimento foil repetido com
a soluciHo de descolorag3o I ate a completa remogro da

colorago de fundo existente no gel de poliacrilamida-~Bbh&.
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3.25 IMPREGNACARO DOS Ge£IS DE PROTEINAS DE MEMBRANA COM

& dimpregnacio por prata das proteinas de membrana
spguin as especificactes descritas por Blum et al. (1987},

A sequiéncia da técnica de impregnacio por prata
encontra-se na tabela %. s tempos em cada soclugdo foram
maritidos estritamente & a revelac3o interrompida quando
todas as bandas tornaram—se bem visiveis. 0 gel foi mantido
sk constante agitacio durante todos (k=) passos da

impregnacH#o por prata.

TABELA 5. Solugtes para dmpregnagdo com prata.

Solucbes Tempo
Firador 2L hors
Etanol 30 % Ixn de 20 seq.
Tiossulfato de Sdodieo 0,02 % 1 mir.

Ha0 destilada Hxo ke 20 wed.
Nitrato de Frata ©O,2 % 20 min.

Mol deastidlada ¥ ode 20 sed.
SolucHo Reveladora +/— 10 min.
He() cestilada Sk W omin.
Solucio "Stop” 10 min.
Metarnol D0 Y 220 min.
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3.26 SECAGEM DOS GeEIS DE POLIACRILAMIDA-SDS
Fara secagem & pressrvacdo, o gel foi removido da
soluciio de metanol H0 4, mantido num recipliente com metanol
EOQOY por 30 minm. 8 a seguir, mantido em um reclipiente com
glicerol 3 Y por mals 20 miﬁ..
Apds este procedimento, o gel fol colocado snire
duas folhas de papel celofane, apolado sobre uma placa de

vidro & mantido a temperatura ambiente por 3 & 4 dias ate

completa secagem.



4. RESULTADOS

4.1 TESTE DE PATUGENICIDADE

Os resultados do teste de patogenicidade em pintos
de um dia de idade, segundo & metodologla descrita no tem
ZeR. encontram-se na tabela &. Das 17 amostras inoculadas, &
{8, & ® 14) foram consideradas n3do patogénicas, uma vez gue
inocuwlando~ss um ndmeroa elevado de bactérias (0 > LO**
Bact/mi}., taiszs amostras mataram 1 ou 2 pintos no pericdo de
A cldses.

A maioria das amostras fol considerada patog@nica.

matandn de 2 a 4 pintos no periodo de observagd3o. 3 amostras

T oe L13) foram consideradas altamente patogénicas, wma

ver gue mataram todos os pintos inoculados, mesmo gquando o

ne de hactdrias  per dndoudo Fod o pegpreno (S0 LY baoctsml .



4

TABELA & Teste de patogenicidade de amostras de Dscherichia

colil de origem avidria em pintos de wn dia de idade.

Amostras A% e o Lows LI
Bacterianas a0 der dnoculacionss

1 /4 RO R Rl
7 274 1.6 . 107

e

x 4/4 2.4 . 107

l (:} 3.

4,2 . o=
7 B4 A R
& Ei4 TuR L. 10w
7 454 1.7 .« 1o
1 454 T, Lo
i1 {444 R i@*”
1 474 I N R
135 578 4.3 . Lo®
14 245 B,& . Lot
15 4./%5 20 . l07
14 S5 1.8 . 101=
i? E/4 1.2 o 1o



4.2 CARACTERIZAGCAO BIOLBOBGICA DAS AMOSTRAS DE E. celi DE

ORIGEM AVIARIA.

4.2.1 PRODUGCAD DE TOXINAS GBTI, VI E LT;

HEMDLISINA; AERDBACTIANA E CAPACIDADE DE INVASAD.

U resultados obtidos com os testes para produgHEo
de  toxinas S5T1, YT e LT, hemolisina, aerocbactina e
capacidades de invas¥io verificada através do teste de Sereny
Hdas amostras de £E. cali, encontram—-se na tabela 7.

MNen huma das ampstras bacterianas estudadas
apresentou a produci3o de toxina termosstavel ST1, avaliada
sequndo a metodologia descrita no item 3.4,

A towina VT (Verotoxina ouw Shige-like Toxin) foi
detectada somente om & amostras (X%, 1% e L3y de E, colf.

£ toxina termolabil I avaliada segunds &
metodologia descrita no item 3.8 ndo fol detectada nas
amostras bacterianas estudadas.

Mer huma tlas amoastras bacterianas estudadas
apresentaram produciio de hemolisina o aerobactina, segundo
as metodologias descritas nos itens .9 ] .11,
respectivamente.

{1 teste de S&reny, wbtilizado para caracterizar
amostras enteroinvasivas Tol negativo para as  amostras

testadas.



8&

TABELA 7 Caraclerizagico bioldgica de amosltras de Sxofweryaobya

coll o de origem aviAria.

Asostras Produc¥o de Toxinas H f s A IN

Bacterianas 5T1 VT LT
i - - - - - - + -
2 - - - - - - + -
3 - + - - - - - -
] - - - - - L + -
3 - - - - - - + -
) - - - - - ND + +
7 - - - - - ND + -
8 - - - - - XD + +
] - - - - - L - t
18 - - - - - - + +
1 - - - - - KD - -
12 - - - - - D + -
13 - + - - - - + -
14 - - - - - - + -
13 - + - - - D t -
18 - - - - - ND t -
17 - - - - - 11 - -

ND= nao determinado TH= Teste de Sereny

H= Hemolisina Al= Adesdo

A= Aerobactina I= Invasio
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4.2.2 PADRAD DE HEMAGLUTINAGAQ

Os resultados do teste de hemaglutinagio das
amostras bacterianas ensaladas com hemdcias de carneiro,
cavalo, boi, humano, coslho, galinha & cobaio sncontram-—se
na tabela 3.

A maioria das amostras apresentaram hemaglutinaglo
com eritrdcitos de cobaio sem D-manose, indicando & possivel
pcarrécia de fimbria tipo .

Os meios de cultura ager glicose, melo minimo &
MINCA, fToram os mais indicados para o cultivo de amostras
bacterianas gquando testadas com bhemacias de animais na
presenca de D-manose, indicando & ocorréncia de outros tipos

e adesinas.
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TABELA B Fadr#o de hemaglutinag®o de amostras de Fsocherioahia

sl de origem aviaria.

Amostras Cobaio Coglhn Galinha Hoi Carneiro Humano Cavalo

PBacterianas 5/M C/M

e
5 + ~ MM A3 MM - MM
e MM,MI MI M1
é + MI  AG e - - - -
VT L0 MM
,?’ — — —— - ‘Q‘ G o . -

10 + - 216 - - - -— -
M, L

AG,C

At - -

+ MI  AB ~ - - - -
MM

14 + MI  AG - MI - - -

b b
-
;
¥
:

15 + - - - MI - - -
16 + - - - - - -

17 + - AB - - - , -
Talold

MM= Meio minimo MI= Minca
T TGH Lo LA
A= Agar glicose V= Veal

= CFA
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4.2.3 RESISTENCIA SeRICA

e teste tle resisténcia SErLoa, segundo A
metodologia descrita no item 3.12, permitiv a verificacdo da
spmnsibilidade das amostras de EF. <oli de origem aviaria ao
suro de galinha.

Das 17 amostras estudadas gquanto & resisténcia
sérica, % (1, 9, 10, 11 e 16) foram altamente resistentes,
guando comparadas com & amostra 1%, sendo capazes de crescer
no soro de galinha (Figura 1)3 2 (& e &) foram GERhsivels
(Figura =) e 7 (3%, 4, S, 7, 8, 12, 1%, 14, 1% e 17}
apresentaram resisténcia intermedidria  com uma  queda no
crescimento  bacteriano apds 1 h na presence do sorag de

galinha. (Figuras Ja. e IZb.).
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FIGURA 1 Curvas de resicténcia sérica das amostras  de

Fermhmerichia <olf de origem evidria altamente resistentes 20

sore de galinhea.
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FIGURA 3Ia Curvas de resistEncia serica das
Fseherichia oo kI e O LW aviaria g}t

intermedidria ao soro de galinha.
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4.2.4 ADESAO EM CELULAS Hela

Dag 17 amostras estudadas guanto ao  padrio de
adeesiio em células Hela, 11 amostras apresentaramn aderéncia
& amostras foram negativas guanto 4 adesio (Tabela 7).

A figura 4 indica a ades3o en bacterias em celulas

Heal s,



FIGURA 4

Teste de Adesdo em Cdlulas Hela

a: Ades¥o Fositiva de Fscherichia coli amostra &

b: Adeslo Negativa

Aumento 1.800 X.
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4.2.5 INVASAD EM CeELULAS Hela

Pas 17 amostras bacterianas estuwladas guanto a

capacidade e invasdo T ceelulas Hel.a apenas 4

amosteras {6, B, % e 10} apresentaram capacidads de invasio

(Takhala 7).

& figura 5 dindica & invesdo de bacteérias &m

celulas Hel.a., apdse 2 h de incubac3Ho a 279 o



FIGURA S5 Inwvas®Fo de

Hel.a .

Eaarlwerfohiia oold

Aumento 7.Z00 X.

{amcrsbira

102

97

e (i lolas



98

4.2.6 RESISTENCIA A DROGAS ANTIMICROBIANAS

= recsuwl tados e resisténcia & drogas
antimicroblianas as diferentes amashras bacterianas
ensaiadas segundo a metodologia descrita no item E.014,

encontram—se na tabesla 9.

1z valores nunéricos indicados mna tabela mostram a
concentracko maéxima do antibidtico que ainda permitiag o
crescimento da ampstra bacteriana.

Das 17 amosiras estudadas 5% (1, 2, 7. 8 & 107
foram sensivels As drogas ensaladas. Resisténcia mialitipla
fod encontrada em 4 amoastras (05, Hey L& e 17), sendo gue &

resisténcia &4 Toc e & U foram mais freqguentes.



e

TABELA 9 Nivel de resistincia as drogas antimicroblianas das
amastras bacterianas de origem aviaria.

famostiras Antibiégticos

RBacterianas AR Cm km Sm Tc Nal

i}
on
i

e = 100 =
4 & ® = = 100 5
b = = 5 & 100 =

& &= 200 &5 = ) =

1]
Fif]

) 5 & =3 =

i
i

=] = =) = £

4 b= 100 % = = 5

H o,
T3 —
i in
lk >3
i [
i ]
HY n
[
iy £
Hi i

}.—‘
L
o
0
in
e
&
a0
B

S0 @

-
it
@
ivn
i
i

1é AHG 100 = & 10a £

17 1 100 [

|
n
it

5= sensivel a concentac3o menor gue 5 oug/ml.
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4.2.7 PRODUGARO DE COLICINAS

Das 17 amostras testadas, 11 foram produtoras de
colicinas (tabela 10) as guais foram caracterizadas pelas
ampetras indicadoras segundo a metodologia descrita no item

SalB.
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TABELA 10 [Froduogiio de colicinas pelas amostras bacterianas

de origem aviaria frente &s indicadoras de colicinas.

AmOstras Aamastras Indicadoras® Tipo ole
Hacterianas & ] & i £ F G H 1 Colicinas

i + 4 -+ + “+ - e + + EL e EX
= + + + + + - "? + s Fl & EX
4 e - + + + . - + + Ia, Ib,

Ve 1

&_‘ - - — a— — — - - - —

7 + - - + + - + + + Ia,ib e V

= - — - - —- - - .

3 o+ + + + + - - + + El e EX
10 + + + + - -~ - - - EXZ.Ia e Ib
11 - + + + + - + + + s
13 -+ + + + - - - - - EL ., E2

EZ = H
+ - - e “+ - + + + Ia,Ib & V

4 J— s . - — — —— - . -
15 + + + + + - - + + Ia,Ib & ¥V
14 MDORD O WD ND O ND O OND O OND MDD NB N

17 S A A Eil & EX

ND= n#Ho determinado
+ = producio de halo de inibiglo frente & amostra indicadora
- = n¥o producHo de haleo de inibigio frente & amostera
indicadors
* 4. 2ERDO D. Z2ZRBE G. ZOR&TS

B. 23R81 E. 20R914- H. Z20OR&T4

2. 2E2RBZ F. ZORYLE 1. ZO0RY9S
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4. 2.8 VISUALIZACHD DE FiMRIAS ATRAVES DE

MICROSCOFIA ELETRONICA

A microscopia eletrdnica permitia a visuwalizagio
de estruturas semelhantes a fimbrias nas amostras 2, 5, 5,
10, 1P, 1%, 1%, 16 e 17 qguando crescidas em meio solido e
incubadas a 379 £, sendo gue as amostras 1, 2y 4. 7. 8. P
11 & 14 nde apressntaram tais estruturas guando inoubacdas
mas mesnas condiglies.

(&3 amostras E, b, 12 e 13 guando incubadas &
16 [ deixaram de expressar ag fimbrias gque estavam

presentes a F7Y 0 e oas amostras Do 6 mantiveram a @xprasnsdio

L

das fimbrias tanto a 37° O guanto a 1é<= L.
& figura & indica a presenga de estruturas
semsl hantes & fimbrias na amoastra 5, qguando crescida a 37° 0

em meio soelido.
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FIGURA & Micrografia eletronica de Escherichia coli
{amostra §5) crescida a 37 O em colorag®o negativa com FTé.
o Flmbeia

fanmento 50,000 X.
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4.3 CARACTERIZAGCAD ELETROFORETICA DAS AMODSTRAS DE

E. coli DE ORIGEM AVIARIA.

4.3.1 PERFIL ELETROFORETICO DE DNA PLASMIDIAL

A andlise do perfil plasmidial das  amostras de
F. eoli o de origem avidaria, ssgundo a metodologia descrita
nos ibtens S.ld e F.17,. encontra-se nas Figuwras 7 & 8.

Com excecio da amostra &, gue n#3Ho apresenton
plasmidicos e das amostras RE e 11 gque apresentaram apenas
plasmidios de baixo Feso Molecular, as demals amnostcas
bacterianas apresentaram plasmidios de alto FPeso Molecular e
de  baixo Peso Molecular, wvariando entre 56,2 & 0,73 Md

fTamemla L1).



TARELA 11 Fesos

Eascherichia

famoetiras

Bacterlianas

oo d ¥

Alto FoM.

moleculares

105

dos plasmidios das amostras de

de origem aviaris.

Flasmidios

{Md) Baixo F.M. (Md}

1 49,5 L B8
2 48, % T8y 1.7 & 4,1
A 54,43 50,7 e 44,8 Tebi 4.4 m 1,4

e 46,9

e 49,5

5,07 @ 1,4

TGy Tl e 1,4
DLEr E,5; 2.1 e 1.4

[t
PRI I

46,7

47,8 L A T

5,07 =
4éy, G 3,07 & 1,42

T 0y

L2

A4, 5 e E7,4 Eedy Dady 18 e 0,9
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- 54

- 3204

- 519

- 348
— 303

- 224
- 169

- 125

FIGURA 7 Ferfil eletroforético de DNA plasmidial das
amostras de Escherichia «oll de origem aviaria em gel de

agarose 0.6 %“.

A, V 817 E. 13 I. 10
B. p 307 F. 14 : Tl
Gy A5 G. R2 K. &

D. 14 H. 12
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Md

- 54
- 3204

519

-« 348
- 303

- 224

- 169
-t 151

- 1.25

FIGURA 8 Perfil pletroforético de DNA plasmidial das
amostras de Fscherichia coli de origem avidria em gel de

agarose 0.6 %“.

A USL7 E. 4 : T 43
B. 1 F. 7 : s (O s
e 12 G. 8 K. p 507

Da 3 H. 2
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4_.3.2 PERFIL ELETROFUORETICO DAS PROTEINAS TOTAIS

A analise dos resultados de sxxtragio de proteinas
totais das amostras de £, coli, segundo a meltodologia
descrita nos <tem 3.31, enconiva-se nas Figuras 9 & 10,

Ma preparacio de  proteinas totals ndo o am
visvalizadas diferengas significativas no padrdo de bandas

de proteinas das amostras estudadas (Figuras 9 e 10},
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Kd

-143

FIGURA 9 Perfil eletroforético de proteinas totais das
amostras de Escherichia coli de origem aviaria em gel de

Foliacrilamida—3DS 10 % corado com coomassie blue.

A. Padraio de F.M. D. 12 Ge %
(Bigma S8DS5-70) .
B. 13 E. 17 I

€., Lé Er. Al
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Kd

--414.3

FIGURA 10 Ferfil eletroforético de proteinas totais das

amostras de Escherichia coli de origem aviaria em gel de

Foliacrilamida-8DS 10 % corado com coomassie blue.

A. Fadrio de P.M. B B 1. 6.

(Sigma SDS-70)

B = B F " 14 & J - 4
c - :?-:' L Gl : lg
B, 7 Me
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4.3.3 PERFIL ELETROFORETICO DAS PROTEINAS DE

MEMBRANA

£ andlise dos resultados de extragio de proteinas
de membrana das amostras de E. coli, segundo a metodologia

ey ”

Hescritea nos item 3.22, encontra-se nas Figuras 11 e 12,

0 perfil eletroforético das proteinas de membrana
foi bastante semelhante gquando comparamos as  diferentes
ampstras de £, coli de origem aviaria. A comparagio do
pertil eletroforético da amostra 135, considerada muwito
patogéEnica, com a8 ampstras ndo patogEnicas Citd Com
patogenicidade dimirmuida indicou a ausincia e duas
proteiray de membrana cujos pesos moleculares s3o de 36,3 Kd
g de 23,8 Kd respectivamente.

& ampstra 92 possul uma proteina de membrana cujo
pruo molecular & de 37,6 Kd que estd ausente no perfil

gletroforétice da proteinas de membransa da amostra &

{Figura 11, canaleta G).
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FIGURA 11 Ferfil eletrofordético de proteinas de membrana das

amostras de Escherichia coli de origem avidria em gel

Foliacrilamida—-8DS 10 % corado com prata.

A. Padr3o de F.M. D. 12
(Sigma SDS5~70)
R 158 E. 17

B .o Flao kX

de
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FIBURA 12 Ferfil eletroforético de proteinas de membrana das
amostras de EFscherichia coli de origem avidria em gel de
Foliacrilamida—-38DS 10 % corado com prata.
A. Padrio de FP.M. B2 I: &
(Sigma SD5-70)
E. 8 F. 14 e
C. 3 G. 10

D. 7 Ha. 3
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4.4 TRANSFERENCIA DE PLASMIDIOS ATRAVES DE CONJUGAGAD.

A conjugaciio entre as amostras 13 {(doadora) =
MSLOL (receptora) conforme deserito no item 3,18, resualtou
na obtencao de transconjugantes selecionados [rAra
resisténcia a Ap (Figura, 13). Os transconjugantes  com
resicstincia & Te ou & TO & Ap ndio foram obtidos. O perfil
eletroforético de DA plasmidial s transconjugantes
(Figura 13) mostra que os plasmidios de 56,2 e 46,9 Md n3o
foram transteridos através de conjugagso.

A amostra 1371, A gqual possuUl o plasmidio
responsavel pela resisténcia a Ap (F.M.= 43,8 Md) foi
transferido atraves de CconjugasEo para a amostra 14
gibtendo—se a amostra 14 col. 1 {(Figura 143.

A conjugaglo entre as amostras 17 {(doadora) e
ME10L (receptora) resultou na transfergncia dos plasmidios
de alto pesc molecular com aproximadamente 60,2 e 46,3 Md

ghterndo-se os transconjugantes 17/1 e 1772 (Figura 13).



!—-l-
=t

n

FIGURA 13 Ferfil eletroforético de DA plasmidial dos

transconjugantes resistentes a Ap am gel de agarose 0,6 %.



A B c D E B A Md

- 54
3203

- 348
- 303

- 169
- 151

FIGURA 14 Ferfil plasmidial dos transconjugantes em gel de
agaraose 0,48 %.

ALV BLT D. 14 col. 1



Md

— 54
-« 3203

dos transconiugantes resul tantes

FIGURA 15 Ferfil plasmidial

‘da conjugacia 17//M8101 em gel de agarose 0.6 .

Y. V917 b 17

. VW Ol



4.5 MUTACAOD COM Tnpho A

A conjugacio entre as ambstras 123 {receptoral) e
5M10 pir {doadora), resultou na obtencio de amostras gue
Liveram o transposon inserido tanto no plasmidioc gquanto no
cromossomo. Tais amostras foram selecionadas através de duas
caracteristica assocliadas: resist@ncia & km e colénias
AFille.

A Figura 16 mostra o perfil plasmidial de um
mutante resistente a4 ¥m o gual teve o transposon inserido no

plasmidio cujo peso molecular & de 56,2 PMd.



Md

- 56.2
- 54

- 32,03

FIGURA 1& Ferfil cletroforédtico de DNA plasmidial em gel de=

S
agarose 0.4

8. VS1T T i
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4.6 CURA DE PLASMIDIOS COM SDS 104

# amastera iz, tratacda com SDS segundo A
metodologia descrita no item 3.20, resultou na obtencgdoc de
m omutante (1372 cujo plasaldio com alto peso moleculasr de

54 ,2% Md foi eliminado (Figura 17).



A B C D C B A Md

—56.2
-« 54

- 3203

FIGURA 17 Ferfil eletroforético do DNA plasmidial em gel de
agarose 0,46 4.
. pl07  ELI S

B. M1 D. 13/3
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4.7 ANALISE DAS CARACTERISTICAS ERIOLOGICAS DOS

TRANSCONJUGANTES

Os transconiugantes abhtidos na COoONnjugacao
LES/MBLOL foram analisados guanto a patogenicidade, segundo
o método descrito no dtem F.2. s transconjugantes obtidos
ndo foram patogénicos para pintos de 1 dia de idade durante
o perigdo de  observaglio. Estes transconjugantes  foram
submetidos aao teste para verificacgdo da producdo de
policinas 2 nenhum deles apresentou haleo de inibiglo de
crescimento frente as amostras indicadoras.

A amostra 14 col. I resultante da conjugacgdo
1477131 foi testada quanto & patogenicidads em pintos de
1 dia de idade g tal amostra n3o fol patogénica.

Os transconjugantes selecionados da oconjugacdo
17/7/7MB8101 faram analisados guanto a patogesnicidade segunda o
método descrito no {item 2.2, 0 transconjugantes 1771 foi
considerado patogEnico, uma ves que matow mais gue & metade
dos pintos durante 0 pericdo de observagfo (DL 50 = 5,10+%)
guando comparado com & amoshtras receptora ndio patogénica. 0
transconjugante 1L7/2 n¥o matou os pintos durante o periodo
de observacgio. [0 transconjugante 17/1 apresentou Halm ile
inibhic¥%o frente &as amostras indicadoras de colicinas sendo
considerado produtor clg colicinas Elﬂ o G W t ]

transconiugante 1772 n¥3o apresentouw halo de inibic3o. Esses



e
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transconjugantes apresentaramn resisténcia Sgrica
intermediaria (Figura 18).
ls transconjugantes obtidos na conjugaegao 13 e

2,

Trpha A) testados qQuanto &

SM1O pir (piT
patogenicidade em pintos de um dia de idade mostraram-—se
altamente patogénicos com exceglo de duas amostras, 13716 e
12TI%, o8 quais ndio mataram os pintos durante o periodo de
observaciio. A amostra 13716 produziu colicinas la, Ih, V. K,
B e Ex quando testada frente s dndicadoras. alguns matan tes
foram Snsalados guanto & capacidede de adesdco emn células
Hel.a e duss amostras apresentaram adesdo {amostrasg 13717 e
IETL?) .

0 perfil eletroforetico des proteinas de membrana
dos transconjugantes (Figura 20) mastram que os outantes
13716 e 132T19 ndo apresentaram as proteinas de membrana com
peso molecular de 36,3 g 23,8 Kd guando comparadas com a
amosstira 1% o os demals matantes.

A amostra 1373, a gual teve o plasmidio de alto peEso
molecular (54,2 Md) eliminado pelo tratamento com S5DS, e
guandsc inoculada subcutaneamente em pintos de an dia de
idade apresentou-se altamente patogédnica (DL 50 = 3, 10%),
proadutora de colicimas frente As amostras indicadoras &
guanto tsstada guanto a produg3o de toxina em teste de alga

ligada de coelho meE L ron-s5e positiva. Mo perfil

eletroforético de proteinas de membrana a amostra

aupressa o proteinas de membrana com pesa malecular de
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RE.EF e lbH.1 Ed, respectivaments, as guais ndoc  estio
preasentes na amostra L5 (Figura 20).

As amastras 13, 17 2 seus respectivos mutantes
foram analisadas cuanto A0 perfil egletroforstico das
proteinas de memnbranas gquando tails amostras foram orescidas
pm omein LB acrescentado com 200 uM de  — dipiridil {(Figuras
2L s 2E).

O autantes da amostra 13 foram ensasiados guanto a
Fresistincia sérica, ss=gundo descrito no item 3L.13. Desta
maneira, a amostra 13T1é foi altamente resistente ao soro de

3

galinha, a amostra A5 apresarntou LM A resistEncia
intermedidria com crescimento bacteriano no soro apas 3 R
poréen inferior ab da amostra 13 (Figuara 193).

A Tigura 21 mostra oue o perfil eletroforetico de proteinas
e membrana das amostras crescidas sm omeio LB contendo -
dipiridil apresenta diferencas gquando comparado com o perfil
gletroforaetico dez proteinas  de  mesnbrana  das amosTras
crescidas em meio LB senm o gquelante de Fe. & amostra 13
quando  submetida ao  tratamento  com dipiridil  passoun A

expressar 3 oprotedinas de membrana oulo pesos moleculares s3Ho

de TR,%: A2,2 e 50,% Ed, respectivamente, sendo que tais

protednas mnaco eetdn presentes ra mesma amostra SEM

tratamernto. 0 motante 1373, gque teve sew plasmidio 2liminado
pelo tratamento com SDE 10 %, quando crescido em meio LE
contendoe  dipiridil deigou de sxHpressar & proteiras de

membrana  cujo peso molecular & de 75,5 Kd o oe manteve a



o gz
LA

pupressiic das outras 2 proteinas de membrana  presentes
nasmostra 1%. 0 mubante 13716 ocrescido em meio LB contendo
dipiridil expressou as 3 proteinas de membrana presentes na
amoshra L3,

& Figura 27 mostra as diferengas entre os perfils
gletroforéticos das proteinas de membranas das amostras 17,
1771 & 17/7 crescidas em meio LE contendo dipiridil e sem
dipiricdil. A amostra 17 guando  tratada com  dipiridil
EHREessa < proteinas de membranas cujos pesos molecl ares
s8o de 77.5% & 38,8 #Hd gue ndEo estdo presentes na mesma
amostra crescida em LB sem o quelante de Fe. Fara as

amostras 1771 e 1772 n3io foram verificadas alteraglies nos

perfis eletroforéeticos de proteinas de membtrana.
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FIGURA 20 Ferfil eletroforético de proteinas de membranas
dos mutantes da amostra 13 em gqel de Foliacrilamida-S8DS 10O %
corado com prata.
A. Fadriio de P.M. D. 13719 G. 13T20
(Bigma H5D5-70) b
e 13 SR H. 13721

G EBTLE Fao 13TLS L, 13722



FIGURA 21 Fertil sletroforético de proteinas de menbiranda ol o
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>

mutantes da amostras 13 tratadas com dipiridil em Gel de

Foliacrilamida—8Ds 10 % corado com prata.
4. Fadrao de F.M. D ABZE

(Sigma SD5-70)

B. 1% Ea sli558
(G i Fo L3TLS

% As amostras foram crescidas sm meio LB

G AETEGE

com dipiridil.
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FIGURA 22 Ferfil eletroforético de proteinas de membrana dos
nutantes da amostras 17 tratadas com dipiridil em gel de
Foliacrilamida—-SDS 10 % corado com prata.
A. Padr3c de F.M. D. 17/1 G. 17/2*
(Sigma SDE-70Q)
B. 17 E. 17/1%* H. M81G1
Ce E7* Fo 1272 T MEBLOL*

¥ A= amostras foram crescidas em meioc LB com dipiridil.



5. DISCUSSA0

com F. oolio o de oricem avidria tER sideo

WAL

clarecar o mecanisoo o

Fealizados oom o ablistivo de e

baotéria wtiliza TR TR CELVE S

patogenioidadsa CjLies G

os pesul tados obbidos nests

2 &

SO E TR AdlvErSos [WERE- moci e L am COTAS L T
-

1eola @i o anoshras de £. Jolr osm

. patogenicidade em pintos de wun dia de

£
@

via o suhg

s abtravés da  dAnoculag

mos by £ a virulidncia de amostras de £. coli sephloéEnicas

e A maloria das

pode  variar de uma para oultvra, s

amoastras mostrou-se altamsnits patogenica.

£ producio de btoxins, guando associada ol naEo as

pu fatores de colonizac8o, @ considerada am Tator

ard

clex s cles @inos, bovinogs & humanos (Sodth

ot @l 19743 Baeckenbeek et al., 19773

e Dy L,

Igacson &% al., 1978; Guindgde e Jansen

Ewvans &
PPy Emith et al., 19793 Moon et oal., 19803 Leving et al..

Fremin wmt al., 19803 Uravictho et al., 19803 Ferneranda st

al., L%80: MoConnel et al., 1981 Gasstra & de Gratt, L9055
Gatti &t al., 1%85)1. Entbretanto, os resulitados obtidos no

te para producdo de toxinass 81T gue atua glevando o nivel

e GMPc e LT gue elesva o nivel de AMPC resultando na

cregHo de Tiguideo PEra & Tors intestinal provocando

diarréia, foram negativos en . coll de origem avidrila.



132

{ine concordam conm o0s obssryvados por Yidotto et

Cetors resul b

ai., 1990,

B VMerotoxina (VMTY ou "Shiga-like'" & uma toxina gue
embora btenha um moedo de aclo diferente das toxinas 3T = LT,
Tambsm . & ronsiderada wwm fabor  de  viruldncia  bastante

importante =2m £, coli (87 Brien et al., 19833 Jobnson et

. Dis resultados enconterados neelbe eshbudo mostraram

aloa.
que somente 5 amostras (3, 13 ¢ 13) apresentaram produgio
:

de tesina ¥1. Estas amostras foram consideradas altamente

JEVE O

pact o

i3 wacidade de ades3io das amostreas em estudo pode

Com

aer verificada abtraves dos testes de hemsglating
sritracitosg de diferentes animals, teste de =sdesBo  en
celulas Hel.a £ visualizacgio of e fimbriss atraves cles
microscoplis eletronica. (3 teste de hemaglutinacio com

wrlbracitos de diferenbes animadls indicow gue a malaria dasg

apressnta adesinss,  as ARl provave lmente

resempenban um papsl isportsnte de adesio das baatéviaﬁ Mes
células da tragudls das aves durants a infecoio natural.

& Mipgtess o g cules -3 colilsapticenia 5
pesencialmente uma infeccdo respiratdria causada por outros
agentss (virus & bactérias) gue debilitam o sistens imuneg
das aves Tacilitandeo & colonizaclo por E. oli, exige que
tais amostras tenhamn a capacideade de ades3o &s celulas do
trato respiratario e consequentemente invasdo  (Harry @

Memsley . 198%). Entretanto, os resultados obtidos neste



petudn,. mostraram que este os modelos de adesio e invasdio anm
ceElulas Hel.a rdo @ Sproor Lados W= =) ] g Tudn olez

pnicidade em aves. As amostras 5, 4 e 14 que ndo 230

faa
patoginicas para pintos de wm dia de idade, mostraram
capacidade de adesio em c#lulas Hela, enqueanto gue, as
amcstras 3, 9. 11 & 17 mos i aran—se patog¥nicas & ndo foram
caparss de  aderir nas mesmas celulas. Estes resultados,
entretantno, ndo invalidam & hipdtese de gque a ades3o das
amostras e £. coll de origem aviaria naes células spiiteliails
e traguéia & um passo essencisl nae patogenicidade, visto
oue @ via de inoculacgio subcoutdEnes ubtilizada no teste de
patogernicidade elimina esta stapa na infecgdo natural.
Algumas amostras foram submetidas ao  teste de
Bereny para verificar a capacidade de invasdo. Us resultados
obtidoas neste  teste  foram negabtivos, indicandn que o

b ividade das anostras de B ool de

merandesno e

T

origem aviaria n¥c & o mesmo dtilizado pelas L. ool
enteroinvasivas @sm huamarnos  (DufFont et al., 1971y Levine,
Twiyy .

Em geral, a presencga de plasmidios nas amostras de
F. ool esta associada & patogenicidade, wuma vesr gue o0

MESMOS CAFFEQam gQenes de viruvigEncia, tais comer producio de
b %

srterotoxinas (37 & LT} (Gyles & Baroum, 1%Y89) Smith & Hall,

1978, expressio de fimbrias relacionadeas com & aderincia ao

o hospedeiro {(Orskov & Orskov, L19%663 Dmith e

19732y Evang et al., 1%973: Reis &t &l., 175803
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FPeneranca =t al., Smith et al., 1974}, sistemss de

de Fferro {(Bullen et al., L978:; Weinberg, 15443

captagin

Wiitiians & Robsris, 19839y Frost =  Rosemberg, A N I

colicinas (Williams., 19793 Fraun, 19813 stuart et al., L¥80j

Ciancy © Savage, 1781) e capacidade de resisir 2 AgH
Martericida do soro (Clancy 2 Savage, 1981y Tayvlor, 19746;
Mol et al., L9BO; Binns et al., 1982; Nillius e Bavage,

i9H4). Como  foi observado neste sstudo, esta assocliagio

também pode ser sugerida para as amostras de £, coli de

aves, wviseto oue dentre as 17 amostras ectudacas apenats uma

fEn apresentou plasmidios & & MESMA n¥o foi patogénics

gquando testada em pintos de um dia de idade.

0 plasmidic col ¥, responsavel pela produgHEo de
eolicina WV, geralmente ssta assocliado A patogenicidade em
amostras de E£. coli septicémicas (8mith, 1974). Entretanto,

Y onXxo @ o determinamte de virul®nolsa, visto ous

amostras ndo prodetoras de colicina ¥V, mas  que  pOSSUED
plasmidios de alto peso molecular semelhante as  amostras

colicinoginicas, apresentam virulfncia guando testadas @m

arimais {Huakenbusch @ FalkoW, 1979; Milch et al.. 1979).
Fete fato, fol verificado no presente trabalho uma ves gue a
maioris das amoshtras sstudadas apresentam plasmidios de alto

pe molecular & , no entanto, apenas 4 amostas 04, 7, 13

e 1% s¥do produtoras de colicina V.
Os  plasmidios col V carregam, freguentemsnts,

geres gue aunsniam a capacidade das celulas hacterianas em



aobhreviver frente As defesas do organismo do hospedeird.
Oomo exenplos, o genes  responsdvels pela expressdo do
stderatorg  asroblactinag no sistema de captagdo de ferro
(Willians, 1979} @ oz genes responsdaveils pela codiflcagdo de
proateina de membrana externa relaclionada com & capacidade de

stEncia an soro (Binng et. al.. 1979).

S

1 ferra @& um slensnic essencial no oetabolismo
Bacteriano proporoionandoe & multiplicagdo  do mesme 0o
Mospedeiro. & limitaclo deste {ion no organismo do hospedeiro
7 comnsiderada  wam dos mecanismos  de  defese  oontra as

infeccides Dacterianas uma  ver gque o ferro gncontra-se

& proteinas (transferrinas) presentes no sangue 2
fluidns linfaticos. Asasim, & 3o disponibilidade de ferro
para a bactéria dificullba sua sueltiplicacgiso {(Bullsn et al,

1978 Weinberg. 19834}, VaArias bactérias sio capazes  de

proaduzir  compostos  gue competem  com as  transfercinas  do

zario para sen metabolismo.

warngue & transferem ferro nece
Fetes oompostos,. denominados  sideroforos, solubilizam o
ferro 3l captam-no das transferrinas peomoyvendo &

ster don atraves da interacHo do complexo

internalizacio de
siderdfora—-Fferyrs com veceptores especificos na membrana da

bactéria (Willians & Hoberts I

Ou siderdtoros sio classificados quimicamente em 2

arupos:  os fenolatos (snteroguslinas) & os  hidroxamablos

(asrgbactianas). Us genes responsaveis pela axpr

1terogquelina esstHo no oromossonn (Willians 2 0 Roberts,




L2989y, enguanto gque, o8 genss que oodificam a edpressHo da

aeroabactina =R assoclados & plasmidios cexl v oL

CTENMENS S OMLYE o
B outilizacio ge ferro pelas anmostras de B, coll de

origem aviaris verificada através da produciio de asrobactins

gquanto as NEC

mostron que tanlto as amostiras
patogénicas, ndo apresentam o sistema de oaptagio de ferro
mediado por plasmidio, o gue discords dos resultados obtidos
por Dho e Lafont  (1%84),. Estes sautores enconbtraram  wma

ertre a capacidade de crescimento des amostran de

corrsla

7T A C e aviaria 241 cordilgles limitadas e ferra & &

e

13
i

patogenicidade. £ possivel qgues as anoshras estudsdas n

trabalho., apgnas ndo estejam edxpressando & caracteristica de

captacio de ferro “in vitro', ndo poderndo ssr excluida a
¥ B

possibilidade da ocorridncia deste sistema durante a infecgio

#Bria via suboutiEnes  =m

pala dnooulagio da

v ohia de Ldade.

B oandlise do pertil esletroforgtico de proteinas

dee  membrana  des  amostras pabtogénicas & 0 ss=us  mutantes

& M&EQ patogénicos) uanco stibmetidos #

(patogéEnio
lTimitacHo ches ferro clr am b C crescimento bacteriano
demonstron gue  este  Lndur & expressio de proteinas de
menbrana de alto peso molecular cujos genss cerltamente 30
cromossHmicos, uma ver gque a Talta de plasmidios mantaem a

sHo de todas as proteinas de nembrana,

]

H
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i3 capacidade de resistic & atividade bactericida

coy wmoro em  amostrs e £ coll o sstad assocliada & gEnes

plasmidiais presentes tanto no plasmidio col V {Binns et
al., 1979} qgquantoe nos plasmidios B (Moll et al., 1980).
Fnbtretanto  os 0 resultados obtidos no presente brabalbao,
andicaram gus 5 oamostras (l; S B, 11 e 13) apressntaram-se
sensivels aos antibidticos testados sendo que com excecio da
amnstira £, as demais mostraraem-ss resistentes ao soro de
galinha no teste de resisténcia sérica . Estes resultados

indicamn gue o genss responsavels pela resisEncia sérica

podem ¢ ar docalizados em outros olasmicdios fTails como ool
Yol-kw4 w plasmidios F ocoma foi verificado por Manming et
al . 1980 & Ferraza & Levy, 1980,

{} mecanismo pelo gual as amostras de . ool
irvasivas sSdo resistentes ao soro & devido & presenga de
componantes de supsrficie, protedinas da membrana externa =
arntigeno capsular 0% guels parecem iniblr & ativagia ou
funclo do complemento (Taylor, 1978}, A proteina de meabrana
gxterna, proteina tre T, codificada pelo gens tra T de

mlasmidic cornjugaivos B e a protedina codificada pelo gene

do plasmidio col Vo os3oc bastante semelhantes & estio
prvolvidos na resistiEncia sérica  (Binns et al., L279).
Fmitora oS dados nEo sejam conclusivos, parsece oue sstas
proteinas blogueiam & aglo do  complemento  terminal na

supsrficie da céiula (Hinnnsg et al., 1584,



A deterninacio da resisténcia sErica nas amosbras
de B, oolil ode origem avidrie demopnsbtrou guse A mesma Dossue
win papel signiticativo na patogenicidade, pois a mailoria das

amostras sstudadas gue foram capazes de resistir & atividade

baciericida do SCHT, mombraran-—-se patogénicas cpranco

testadas em pintos de um dia de {dade. Estes resultados

o Midotho et al., (1990). For

[

ans  obticdos

gamel hant
cutre lado & werificagio de gue & amostra 2 mostrou-se
sErnsivel an soro de galinha e patogénica para pintos de um

philidade de ocutrois) fatori{es)

clia oe ldade, indica a poss
eies virulé@ncia estaremn envolvidos na  patogenicidade de
alogumas ampstrag de £. cold de origem aviaria.

B patogenicidade das amostras de £. coli de origem
avidria também fol estudada, no presente trabalbo, guanto &
localiracio dos geENes responsayels pela sapressdo da sesma.

Ly amonsiras

s tals transferEncla cje2 plasmidios

s & nEo patogenicas, mutagEness com TEAanSPoson

patogini

Thnpho & & cura de plasmidios com 505 foram realizados. Tals

edperimentos Toram feltos com & amostra 13, gue entre tods
az  estudadas, foid considsrada muito patogdnica  guando
inooculada em paintos de um dia de ddade.

s resultados ne conjugacEo da amostra 13 & @
Feceptors MSEL0L mostraram que os plasmidios, GO0 @MC@ssE0
dos plasmidios de alto peso melecular com 56,2 & 46,7 Mda,

wwotivamente, s3Eo condugatives. O perfll plasmidial dos

FE

T Aarsoon o an tes GirEsen tou tin plasmidion com 435,83 Md e



putros de baixo peso oolscular gue foran btransferidos psra a

tes de patogenicidade em pintos de

amostra receptora. s te
ui dia de idade msostraram gue estes  transconjugantes ndEo
foram patogdEnicoss &, portanto, taeis plasmidios n¥o =30 os

responsdvels pela viruldncia da amostra 135,

BT ese realizada com o transposon Tnpho A

Fesultow na obterc¥o de mutanites que tiveram 2ste transposon
inserido no plasmidio oujo peso molecular @ de 36,0 Mda
(Figura 1&). Esses mutantes quando testados em pintos de um

dia de idads perderam 2 virwléncoila, o que Indicaria gue o

CleRrys onsavel pela patogenicidade dests amostra £. coflil

poderia estar localizado no referido plasmidio.
4 cura do plasmidio, cuio peso molecular £ cher
B4H,% Md, com 85D5 resuitou na obtengio de uma amostra

patoagiEnica guando testada em pintos de um dia de ildade

e reswltados  dndicam gue  no caso de

mutaginess oom o beansooson, o mesmo tambdém foi inserido no
cromossomo, cadsardo uma mutagio em genss envolvidos oom a
patogenicidade na amdstra 13.

Visto gue na literatura, as proteinas de mambrana

terna tEm papel importante na petogenicidade de amostras

de F. coll invasivas, o perfil eletroforético das proleinas

e meabranae  das amostras oem estuado fgid realizacks. Qs

resultadns aostrados nas Tiguras 11 e 132 indiocam  gue o

deradas 3o patogiEnicas (5, & e L4 rE

dluass prateinas ohe meErm e ana O [ e
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moieculares de & A Kda,  fAs amostras 5 o8 14,

ntaram resistincia sérica intermedidria, o

entretanto, apres
pus indica  ogue  tals  proteinss ndEo estio envolvidas na
rapacidade de resistir és atividades becltericidas do so0ro.

Faete resultado fol confirmado pela curva de resisténcia

2 seus qmubtantes (pabtog@nico — amostra

amostra

1E/E & nlo patogfnico - amostre 137140, onde a amosira

LA/14a, considerads nEo patoginica e ogue possus as protedinss

JEow 3&5.3 Kda, apresenton resistinoia

e membrana e

sarics intermediaria.

Gegqunde Vidotto et al. (19901, & patogenicidads
das amostras de F. coli de origem aviaria & um  fandmeno
multifatorial onde a producio de colioinas ¥V, producéo de
aprobactina, resishincia serica 8 invasio celular participam

carachteristicas

na virulEnclia dams amastiras.

) canpacidade clen

[ CpoE L O am
rasistisr  am sistema de defesa do hospedelro e também a

competir com as bransterrinas na captagiio de ferro cadsando

& mepticemia e invasi3o celular. Os reswltados obtidos no

piessen be trabalho congordam wlalit o tato cig CHAE &

5

~idade em amostras cde £. coli de origem avidria & um

Fersneno multifatorial, entretanto, a resisténcia serica tam

parocial rna patogenicidade senoo B

LM partiolps

8 o 25,3 Kda 0% principais

proteinas de meombrana com

determinantes da patogenicidades.
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&. CONCLUSOES

A partir da andlise dos resultados dos testes
realizados neste estudo com as amostras de E. coli de origem

avigaria, foi possivel concluir gue:

- g producico de toxinas 5T & LT e hemolisinas ndo
mutHo relacionadas com & patogenicidade uma vez gue as

amostras fToram negativas para estes testes.

- 3 produgifiao de toxina VT aumentouw a virulé@ncia de

pelo menos 3 amostras em estudo.

- {lm modelos de adesio e invasSo em células Hela

ndo sf3o adeqguatdos para o estudo de patogenicidade.

— 3= testes de hemaglubtinscio & visuwalisagdo de
fimbrias em microscopia eletrinica wndicaram & presenga de
petruturas semslhantes & fimbrias gue peodem facilitar &

adesdao r rélulas epitelialis de traguéia das aves.

.
By

n
i

i rapacidade de resistiv & atividade bactericida
do moaro n#o @ a principal caracteristica da patogenicidads
embora conbtribua para um aumento na virwl&ncia de algumas

amoastras.
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= {1 perfil de proteinas de membranas das amostras
mm estudo mostraram a presenga de duas profteinas CUjos Resos

moleculares sdo de 2

kda, respectivamente, nas

amostras patogéEnicas.

- {ls estudos gendiicos de mutaginess & cura de

plasmidios indicaram que 0% (JEEITE s codificadores clas

vy

proteinas de membrana com 25,8 @

.

Eobda, respectivamente,

SHO CFOMOSSHMI S0S .



7. RESUMO

Amostras de Ezcherichia coli, isoladas de aves com
sephticemia, foram estudadas visando determinar os Tatores
envolvidos na patogenicidade. Tais amostras Tearam,
inicralmentea, caracterizadas por testes bioguimicos,
seguidos por testes de patogenicidade em pintos de wum dia de
idade, hemaglutinacdo, visuvaliracgdo de fimbrias através de
microscopia eletrénica, produgdo de toxinas, hemolisinas e
colicinas, capacidade de ades3o e invasdo de células Hela e
de captacio de Fg mediado por plasmidios, resist@ncia as
drogas antimicrobianas & & acdc bactericida do  zoro,
caracterizaciio eletroforética do perfil plasmidial 8 de
proteinas totais e de membrana em SDE-FAGE; alem de, sstudos
genéticos de mutagénese com transposon Thpho A & cura de
plasmidios visando & localizacdio dos genes envolvidos na
patogenicidade.

O resultados mostraram gue a produgdo de toxinas
@ hemolisinas ndo estdo relacionadas com & patogenicidade,
uma wer gue & maioria das amostras foram negativas para
estes testes. Os testes de ades3o e invasdo celular
demonstraranm gue os mesneos ndo podemn ser utilizados como
modelo para estudos de patogenicidade em Escherichia coli de
origem aviidria. Os resultades obtidos na hemaglutinacg3o e
visualizacio de fimbrias em microscdpio sletrinico indicaram

gqus & maioria das amostras estudadas possuem fimbrias gue
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podem facilitar a adesio nss células epiteliais da tragudia
das aves. A producio de colicinas fol verificada na maioria
das amostras, entretanto, a colicina V estava presente em
apenas % das anpstras e que foram consideradas patogénicas
para pintos de um dia de idsde. A capacidade de resistir a
atividade hactericida do  soro fol Lma caracteristica
verificada raes amoastiras patogenicas entretanto, a
resistincia sérica mediada pelos plasmidios col V e R ndo &
& primncipal caracteristica da patogenicidade aembora
corntribua para um aumento na virwléncia de algumas anostras.

e estudos de eletroforese em gel de agarose
mostraram que estas amostras apresentam plasmidios de alto
pest molecular. As caracteristicas de patogenicidade de uma
das amostras de origem avidria ndo foram transferidas por
conjugacio para uma amostra de Ezcherichia coll receptora
K12, A mutaginese de uma amoastra patogénica om Lransposon
Tnpho A resultou na obtenciic de dois matantes (13716 e
13717 nue  perderam & patogenicidade (uma vez Qque o

oy

traneposon fol insserido ne plasmidio com 32,2 Md e também no

cromassomnal. A cura do plasmidio de alto pesso molecular
{B6H,7 M) resultou ne obtenciéio de uma amostra gue manteve a
patogenicidade guando inecculada em pintos de um dia de
idade. Estes resultados indicam gue os fatores envolvidos
com  a patogenicidade, nesta  amostra, possivelmente sHo

mediados por genes coromossdmicos. O perfil eletroforetico de

protainas de membrana de unma amostra selvagem, patogénica, e
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seus  mutartes oostraram a ausdncis de duses subunidades
proteicas cujios pesos aoleculares s3o de 20,8 =2 6,05 Kd que
eutavan adsentes nas Ultimas. Estes resultados indicam gue
taiz proteinas podem estar envolvidas na patogenicidade das
amoastras de Eszscherichisa <oli de origem aviaria, alem de

outros fatores, comn resistincia sdrica & 2 produgio  de

colicina, 0s guais foram avaliados neste estuda.
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