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Resumo

A estrutura clonal, a expressdo de fimbrias e de flagelos foram analisadas em 49 linhagens
de Escherichia coli associadas a diferentes tipos de doengas em aves (24 originarias de aves com
septicemia, 14 linhagens isoladas de aves com sindrome da cabe¢a inchada e 11 originarias de
aves com onfalite), e em 30 linhagens isoladas de aves saudaveis (originarias da flora normal do
trato gastrointestinal), para se verificar a relagio destas estruturas com a patogenicidade
bacteriana de APEC. A presenca de fimbrias foi verificada através dos testes de adesio em
epitélio traqueal de aves, microhemaglutinagio frente a diferentes tipos de eritrocitos,
visualiza¢do em microscopia eletronica e detecgdo dos genes fimA (fimbria tipo 1), papA (fimbria
P), crl, csgA (fimbrias “curli’) e tsh (hemaglutinina termo-sensivel) através da reacdo da
polimerase em cadeia (PCR). A expressao de flagelos foi verificada através do teste de motilidade
e da observacgdo da estrutura flagelar em microscopia eletronica de transmissdo. A presenca de
ades@o manose sensivel sugeriu que a fimbria tipo 1 pode mediar a ligag@o bacteriana ao epitélio
de traquéia de aves enquanto que, a ocorréncia de adesio manose resistente neste mesmo tecido
demonstrou que outros tipos de adesinas podem estar envolvidas na colonizagdo do trato
respiratério das aves. Os resultados obtidos nos testes de microhemaglutinacdo e visualizagio de
fimbrias em microscopia eletronica demonstraram que um grande nimero de adesinas ainda ndo
descritas podem ser encontradas na superficie das linhagens. A maior freqiiéncia dos genes fim4,
papA, crl, csgA e tsh nas linhagens patogénicas (aproximadamente 90% nas linhagens originarias
de aves com septicemia e sindrome da cabeca inchada, de 54,5% nas linhagens isoladas de aves
com onfalite e de 30% nas linhagens da flora normal) sugeriu relagio entre a presenga dos
mesmos € a patogenicidade bacteriana. A estrutura clonal obtida a partir da determinagdo dos

perfis de RFPL do gene fliC , com o uso da enzima Rsal/, permitiu o agrupamentos de grupos



clonais patogénicos, formados por linhagens com capacidade de adesdo em epitélio de traquéia e
de grupos clonais formados por linhagens patogénicas sem capacidade de adesdo em epitélio de
traquéia. Estes dados demonstram que a patogenicidade de E. coli de origem aviana resulta de
processos multifatorais que envolvem a presenca de fimbrias e outros genes de viruléncia ainda

nido determinados.



Abstract

The clonal structure, fimbriae and flagella expression were analyzed in 49 Escherichia coli
strains associated with different types of avian diseases (24 isolated from chickens with
septicaemia, 14 from chickens with swollen head syndrome and 11 from chickens with
omphalitis), and 30 from healthy chickens (gastrintestinal normal flora strains) to verify the
relation of these structures with bacterial patogenicity of APEC. The fimbriae presence was
verified by the trachea epithelial adherence and hemagglutination assays, electron microscopy
analysis and detection by PCR of genes fimA (type 1 fimbriae), pap4 (P fimbriae), crl, csgA
(curli fimbriae) and #sh (termo-sensible hemagglutin). The flagella expression was verified by the
motility assays and electron microscopy analysis. The occurrence of mannose sensitive adherence
suggested that type 1 fimbriae could mediate the bacterial attachment to the avian trachea
epithelium and the mannose resistant adherence onto the same tissue showed that other adhesin
types could be involved in bacterial colonization of avian upper respiratory tract. The results of
hemagglutination assays and electron microscopy analysis showed that diverse adhesins could be
found on the bacterial surface. The higher frequency of fimA, papA, crl, csgA and ish genes
(observed in 90% of septicaemic and swollen head syndrom avian strains, in 54,5% ompbhalitis
strains and in 30% commensal avian strains) suggest the relationship of these genes to the
bacterial pathogenicity of APEC. The clonal structure of the fliC gene was obtained by RFLP
determination, with Rsal enzyme, and allowed the clustering of pathogenic strains having positive
adherence and the clustering of pathogenic strains having negative adherence. These data suggest
that the pathogencity of avian E. coli results of multi-factorial processes that involve the

occurrence of different strategies selected during the infections development.
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Introducio

Introduciao

Apesar de Escherichia coli estar presente na microflora normal do trato intestinal de aves
¢ de mamiferos, existem clones bacterianos de E. coli altamente adaptados que possuem fatores
de viruléncia que os habilitam a causar um amplo espectro de doengas (in: Nataro e Kaper, 1998;
in: Dho- Moulin e Fairbrother, 1999).

Em aves, linhagens patogénicas de FEscherichia coli (denominadas APEC) estdo
freqiientemente associadas a infecgdes extra intestinais, principalmente do trato respiratorio, ou a
infecgBes sistémicas que resultam em uma variedade de doengas responsaveis por severos
prejuizos econdmicos & industria aviaria (in: Dho-Moulin e Fairbrother, 1999).

Infecgdes do saco da gema por APEC sdo frequientemente observadas apos o periodo final
de incubagdo do ovo, geralmente decorrentes de contaminagio fecal de sua superficie, podendo
resultar em mortalidade do embrido ou morte das aves jovens (até trés semanas de idade). A
permanéncia de infeccdes do saco da gema e onfalite também sdo doengas freqientemente
observadas. Entretanto, a sindrome mais importante associada com APEC inicia-se como uma
infeccdo do trato respiratério superior, secundaria a infecgdes com “Newcastle Disease Virus”
(NDV), “Infectious Bonchitis Virus” (IBV) e/ ou Mycoplasma gallisepticum ou ainda devido a
aplicagio de vacinas para as estas viroses. Se ndo forem tratadas, as infecges do trato
respiratorio superior causadas por APEC podem evoluir para bacteremia e infec¢@o generalizada
(in: Dho-Moulin e Fairbrother, 1999).

A suscetibilidade das aves as infecgdes causadas por APEC aumenta devido a deciliagdo
das células epiteliais do trato respiratorio superior, seguida pela exposicdo a aménia e poeira
contaminada presentes no ambiente imediato das aves. Em aves de postura, APEC pode infectar

o oviduto via saco aéreo abdominal esquerdo levando a salpingite e perda da habilidade de

4



Introducio

postura. Por outro lado, APEC pode, esporadicamente, invadir a cavidade peritonial via oviduto
levando a peritonite e morte. Em aves, APEC também pode causar sindrome da cabega inchada
que ¢ caracterizada por celulite e edema dos tecidos faciais da pele e dos tecidos periorbitais (in:
Dho-Moulin e Fairbrother, 1999).

Varios fatores de viruléncia ja foram identificados em linhagens APEC. Dentre estes estdo
incluidas a habilidade de adesdo ao epitélio do trato respiratdrio superior, resisténcia as defesas
imunologicas do hospedeiro, multiplicagdo da bactéria em liquidos fisiolégicos através da
expressio de sideroforos, produg@o de hemolisinas, colicinas, toxinas e motilidade (Vidotto ez al.,
1990; Fantinatti et al., 1994; Vidotto et al 1997; Silveira et al., 1998; Parreira et al., 1998; in:
Dho- Moulin e Fairbrother, 1999; Knobl ef al., 2001; Silveira et al., 2002).

A adesio mediada por fatores de colonizagdo provavelmente representa uma fungdo
critica no desenvolvimento de doengas bacterianas associadas a E. coli por possibilitar a mesma
sua ligagdo e permanéncia nas superficies epiteliais (Moon, 1990). Estruturas responsaveis pela
"adesdo bacteriana sdo denominadas adesinas € podem estar organizadas como estruturas fimbriais
(Moon, 1990) ou adesinas afimbriais (in: Mol e Oudega, 1996).

Segundo Isaacson (1985), qualquer estrutura presente na superficie celular bacteriana que
medeia sua adesdo a uma célula animal é uma adesina. Adesinas que ligam-se a eritrocitos sao
denominadas hemaglutininas. Apesar destas estruturas reconhecerem eritrocitos como c€lulas
adequadas para interagir, provavelmente este tipo celular ndo ¢ reconhecido na infec¢do natural
do hospedeiro. Em alguns casos, os eritrocitos possuem receptores similares aos presentes nas
células alvos (reconhecidas pelas bactérias) e, por isto, estas reagdes sdo utilizadas para
caracterizagio inicial de adesinas bacterianas.

Fimbrias sdo filamentos de estruturas poliméricas, protéicas, localizadas na superficie das

células bacterianas que apresentam propriedades adesivas especificas. Podem ser identificadas

5
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sob analise em microscopia eletronica, através da observagdo de suas capacidades
hemaglutinantes testadas em experimentos de hemaglutinagdo e, também, através de sua
identifica¢do sorolégica (Mooi e De Graaf, 1985; Moon, 1990; in: Mol e Oudega, 1996).

A expressio de estruturas fimbriais, assim como de outros fatores de patogenicidade
bacteriana, varia em resposta as condi¢bes ambientais comuns que regulam a transcricio de
diferentes operons. Em linhagens enteropatogénicas de E. coli a transcri¢do de operons fimbriais
geralmente € reprimida em ambiente com alta osmolaridade e baixas temperaturas (Mooi € De
Graaf, 1985; White-Ziegler et al., 2000). Apesar disso, existem adesinas presentes na superficie
de linhagens de E. coli aviaria que expressam-se a 25°C e sdo reprimidas a 37°C (Olsén ef al.,
1993; Provence e Curtiss II1, 1994).

Diferentes tipos de fimbrias ja foram identificados em linhagens patogénicas de origem
aviaria (Vidotto ef al., 1990; Fantinatti et al., 1994; Marc e Dho- Moulin, 1996, Parreira ef al.,
1998; Maurer et al 1998; Marc e Arné, 1998; Vidotto et al.,1999; La Ragione et al, 1999, 2000;
Stordeur er al, 2002). A diversidade de adesinas encontradas na superficie bacteriana de
linhagens patogénicas de E. coli de origem aviaria demonstra que varios tipos de estruturas
podem estar relacionadas a colonizagdo bacteriana e a patogenicidade destas linhagens (Dho-
Moulin ef al, 1990). As fimbrias tipo 1, tipo P, curli e TSH sdao adesinas que ja foram
identificadas e caracterizadas nessas (Olsén et al, 1993; Provence e Curtiss III, 1994,

Pourbakhsh ez al., 1997; Stathopoulos ef al., 1999).
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Fimbria tipo 1

A fimbria tipo 1 possui capacidades adesivas que permitem a bactéria aderir as células
epiteliais do trato respiratorio superior (Wooley ez al., 1998; La Ragione ef al., 1999 ; 2000).
Suas propriedades adesivas sio bloqueadas por antisoros especificos e pelo carboidrato D-
manose, receptor celular da fimbria tipo 1, caracteristica que € utilizada em sua identificagdo
(Moon, 1990; in :Mol e Oudega, 1996).

A fimbria tipo 1 consiste de uma subunidade protéica principal (FimA) associada com
proteinas auxiliares (FimF, FimG) e com a adesina FimH. Estas subunidades sdo codificadas pelo
grupo génico fim pertencente ao “operon” pil localizado no cromossomo bacteriano. Os genes
fimA, fimF ¢ fimG codificam as subunidades estruturais da fimbria. Os genes fimC e fimD, por
sua vez, participam da reuniio das subunidades, enquanto fimB e fimE determinam a variagdo da
fase fimbrial (Mol e Oudega, 1996). Devido & aglutinagio D-manose resistente, observada em
linhagens pil+, acredita-se que este “operon” também seja responsavel pela expressdo de outras
fimbrias D-manose resistentes, além da fimbria tipo 1 (Vidotto et al., 1997).

Apesar da presenca da fimbria tipo 1 ser mais freqiiente em linhagens patogénicas
de E. coli aviaria do que em ndo patogénicas, foi demonstrado que outros fatores de viruléncia
s30 necessarios a patogenicidade bacteriana. Estudos realizados in vivo por Pourbaksh et al.
(1997) sugerem que a fimbria tipo 1 possivelmente esta associada a colonizagdo inicial do trato
respiratorio superior € que adesinas fimbriais P podem estar envolvidas no estabelecimento da
populagdo bacteriana nos 6rgdos mais profundos das aves. Experimentos realizados por Wooley
et al. (1998) também sugerem que a fimbria tipo 1 € necessaria a colonizagdo inicial do trato
respiratorio superior, mas que fatores adicionais, como motilidade e produgio de colicina ColV,

resultariam no aumento da colonizaco e das lesdes na traquéia.
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Fimbria P

A adesina fimbrial P foi inicialmente descrita em linhagens de E. coli associadas a
infecgdes do trato urinario superior de humanos (in: Mol e Oudega, 1996). E codificada pelos
grupos génicos pap e prp. O grupo génico pap, localizado no cromossomo, compreende 11 genes
que sd3o responsaveis pela expressio do complexo fimbrial P. Os genes papl e papB séo
seqiiéncias reguladoras responsaveis pela variagdo de fase da fimbria. O gene pap4 codifica a
subunidade estrutural principal da fimbria P. O gene papFE codifica a extremidade da subunidade
fimbrial e o gene papG codifica a adesina fibrilar. Além dos genes citados anteriormente, existem
seqiiéncias genéticas (papH, papJ, papF e papK), que codificam proteinas necessarias a
integridade da associagdo conformacional de todo o complexo fimbrial, e genes que codificam
proteinas transportadoras das subunidades estruturais (papD) e proteinas que coordenam a
reunido ordenada do complexo fimbrial P (in: Mol e Oudega, 1996; in: Dho-Moulin e
Fairbrother, 1999).

A especificidade receptora da fimbria P € conferida pela adesina terminal papG que
reconhece diferentes isoreceptores que contém o-D-galactosil-(1-4)-B-galactopiranosideo
(dissacarideo gal-gal) e € encontrada em 3 variantes moleculares (I, II e III) (Hoschiitzky et
al.,1989). A adesina papGIII aglutina eritrocitos de carneiros que apresentam glicolipideos de
Forssman e eritrécitos humanos que contém o digalactosideo com o glicolipideo gal-sialosil. A
variante papGII aglutina eritrocitos humanos tipo P e de carneiros. A adesina PapGI, por sua vez,
aglutina eritrocitos humanos tipo P e possui um variante molecular denominada papGIl™ que
possui capacidade de aglutinagio semelhante a PapGIII (Johnson ez a/.,2001).

Linhagens patogénicas de E. coli isoladas de aves também expressam adesinas fimbriais P

(Dozois et al.,1995; Dozois et al.,1996; Pourbaksh et al., 1997; Vidotto et al.,1997). Em geral,
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estas adesinas sio observadas em baixa freqiiéncia nas amostras estudadas (Dozois ez al.,1995;;
Vidotto et al,1997). Dozois et al. (1996) observaram a expressdo de adesinas P fimbriais
somente em sorotipos O1 e O18 de E. coli septicémicas para aves.

Anilises genéticas do grupo génico pap demonstraram que este grupo genético ocorre em
proporg¢des elevadas entre linhagens de E. coli aviaria, apesar da expressdo de fimbria P nfo ser
freqiientemente observada entre linhagens de APEC (Dozois et al.,1995; 1996). Dozois et al.
(1996) encontraram seqiiéncias pap em 31% das amostras septicémicas analisadas. Contudo,
analises com PCR e “Southern blot”, realizadas nestas amostras, demonstraram que somente as
amostras que expressaram a adesina fimbrial P apresentaram copias completas do grupo génico
fel (que codifica adesinas P fimbriais). Por outro lado, linhagens que ndo expressaram a fimbria P
apresentaram seqiiéncias divergentes ou parciais de pap que impossibilitam sua expressdo.

A fungdo da fimbria P na patogenicidade de E. coli de aves ainda ndo esta elucidada.
Através da realizacdo de estudos in vivo, Pourbaklsh et al (1997) evidenciaram a variag@o da
expressdo das adesinas P fimbriais de acordo com a sua localizagdo, sugerindo que as adesinas P
fimbriais nio sdo importantes na colonizagdo inicial do trato respiratorio superior mas sim nos
estagios mais tardios da infecg:éo. Estudos realizados com linhagens pap-, demostraram que a
adesdo D-manose sensivel em células de traquéia pode estar relacionada a expressdo da fimbria
tipo 1, representando o primeiro passo da colonizagdo dos pulmdes e saco aéreo, enquanto que a
adesdo D- manose resistente em epitélio traqueal deve-se a outra(s) fimbria(s), mas ndo a adesina

fimbrial P (Dozois et al., 1995; Vidotto et al., 1997).
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Fimbrias “curli”

Fimbrias “curli” s3o estruturas filamentosas finas e encaracoladas encontradas na
superficie de E. coli e Salmonella sp., que realizam a ligagdo da bactéria a matriz extracelular e
proteinas séricas tais como fibronectina e laminina (Collinson ef al,1993). Sio, também,
responsaveis pela autoagregacdo e sedimentagio bacteriana em culturas estaticas (Olsén ef al,
1993). Fatores de colonizagdo “curli” sdo expressos in vitro a 26°C, na fase estacionaria de
crescimento e em meios com baixa osmolaridade (Maurer et al, 1998; in: Dho-Moulin e
Fairbrother, 1999).

Inicialmente acreditava-se que a subunidade estrutural da fimbria “cur/i” era codificada
pelo gene crl (Olsén et al., 1989), contudo, estudos realizados por Olsén ez al. (1993), com
linhagens de E. coli K12, mostraram que o gene csgd € responsavel pela codificacdo da
subunidade estrutural da curlina (mondmero constituinte da fimbria “curli”).

Desde que analises de alinhamento de seqiiéncias de aminoacidos da proteina curlina
demonstraram que esta fimbria ndo apresenta homologia com subunidades protéicas de outras
estruturas de superficie bacteriana, como pili ou flagelo, acredita-se que a biogénese de “curli”
seja diferente daquelas presentes na superficie bacteriana apresentando, possivelmente,
mecanismos de secre¢do distinto dos que ja foram caracterizados em E. coli (Olsén ez al., 1993).

Os genes responsaveis pela expressdo de “curli” na superficie bacteriana estdo
organizados em um operon denominado ¢sgBA que € constituido por dois genes estruturais: csgA
e csgB e varios genes reguladores. O gene c¢sgd codifica a subunidade estrutural da fimbna
(curlina) e csgB codifica um componente protéico que € requerido para estabilizar as proteinas
CsgA (curlina) e organiza-las em estruturas fibrilares (Hammar ef al., 1995). Além disso, existem

genes que participam da regulagdio da expressdo das subunidades estruturais e da biogénese da
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fimbria: os genes csgE, csgF e csgG sdo requeridos para exportar os mondmeros de curlina, € o
gene csgD é o ativador transcricional de csg4 e csgB (Hammar ef al., 1995). Os dois operons
estruturais ainda sdo regulados pelos genes crl, e todos os genes envolvidos na expressdo de
“curli” sio regulados pelo fator sigma rpoS (Olsén, et al., 1993; Hammar et al., 1995).

Apesar de Maurer ef al. (1998) encontrarem gene csg4 entre todas as linhagens de E. coli
isoladas de aves doentes analisadas por eles, a fungdo da fimbria “curli” no processo de
patogenicidade ndo esta elucidada. Mutagdes no gene csgd, e subsequente colonizagdo
experimental em aves, podem fornecer informagdes sobre seu papel no desenvolvimento de
infeccdes. Sabe-se que a produgdo de “curli” estd relacionada a capacidade da bacténa
autoagregar-se e ligar-se a fibronectina e laminina, podendo constituir uma vantagem seletiva a
bactéria, permitindo a colonizagio da matéria orgénica no ambiente externo ao hospedeiro e,
também, a colonizacdo inicial do trato gastrointestinal. A fun¢@o de “curli” pode ser a de adaptar
E. coli ao meio ambiente, fora do trato digestivo, facilitando sua sobrevivéncia e provavelmente

sua passagem entre hospedeiros (Olsén ez al, 1993).

Hemaglutinina termo-sensivel (Tsh)

A atividade de hemaglutinagdo de eritrocitos de galinha, preferencialmente expressa a
baixas temperaturas (26°C) e reprimida a 37°C e 42°C em APEC, ¢ um fendmeno denominado
hemaglutinacio temperatura sensivel (Provence e Curtiss III, 1994). O gene que codifica a
hemaglutinina Tsh produz uma proteina de 140kDa que apresenta alta homologia as proteases de
IgA de Haemophilus imfluenzae e Neisseria gonorrhoeae, podendo apresentar atividade

proteolitica e de hemaglutinagdo (Provence e Curtiss III, 1994; Stathopoulos ef al.,1999).
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Estudos realizados por Stathopoulos ef al. (1999) sugerem que Tsh € proteoliticamente
processada durante sua maturagdo resultando em 2 proteinas: (i) uma proteina secretada de
106KDa (denominada Tshs) e, (ii) uma proteina da membrana externa de 33KDa (denominada
TshP). Observacdes de que a secre¢do de Tshs ocorre principalmente a 42°C (temperatura
corporal das aves), € que a atividade de hemaglutinagdo ocorre somente em baixas temperaturas
(26°C), sugerem que a forma ndo processada de Tsh € responsavel pela atividade de
hemaglutinagdo e que a secre¢do de Tshg ocorre no interior do hospedeiro.

A presenca do gene zsh em 46% dos isolados clinicos de E. coli e sua completa auséncia
nos isolados de aves saudaveis sugere alguma relagdo com a patogenicidade de APEC (Maurer et
al., 1998). Infecgdes experimentais de galinhas com um derivado deletado isogénico tsh da
linhagem de E. coli aviaria %7122 demonstrou que Tsh contribui para a formagio de lesdes e
deposigio de fibrina no saco aéreo (Dozois et al., 2000). Assim, a identificagdo de Tsh com
atividade de hemaglutinagdo termo-sensivel em eritrocitos de galinha (Provence e Curtiss 111,
1994), sugere que esta estrutura pode atuar como uma adesina, particularmente nos estagios
iniciais da infec¢do do trato respiratorio de aves, apresentado-seé como uma protease com

substratos especificos no saco aéreo nos estagios posteriores da infec¢do (Dozois et al., 2000).

Motilidade e diversidade genética de fIliC

A motilidade, mediada por flagelos, possibilita & bactéria seu direcionamento a ambientes

favoraveis, bem como sua evasio de ambientes adversos (Macnab, 1987). Acredita-se que a

expressio de flagelos esteja também relacionada a patogenicidade bacteriana por favorecer a
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adesdo e invasio de células eucariotas (Finlay e Falkow, 1989; Allison er al., 1992; Salyers e
Whitt, 1994) estando, provavelmente, envolvida na colonizagdo da traquéia de aves por E. coli
(Allison et al., 1992). Contudo, La Ragione et al. (2000a) propdem que o flagelo seja responsavel
pela penetragdo no muco pela bactéria, ndo sendo diretamente responsavel pela adesdo bacteriana
as superficies epiteliais.

A observagio de que 62% das linhagens de E. coli isoladas de aves com sindrome da
cabeca inchada apresentaram motilidade sugere que, juntamente com a produgdo de colicinas e
aerobactinas, a expressdo de flagelos seja um dos fatores de viruléncia mais freqiientes associado
a esta sindrome (Parreira ef al., 1998). Estudos realizados com linhagens de E. coli de origem
aviaria mostraram que linhagens mutantes aflageladas apresentaram menor capacidade de
colonizagio e invasdo do que linhagens flageladas, sustentando a hipotese que a motilidade pode
constituir um importante fator de viruléncia para a patogénese destas linhagens (La Ragione et
al., 2000b).

Além de estar relacionado a patogenicidade bacteriana, o flagelo também ¢ utilizado
como um dos principais métodos de sorotipagem de linhagens patogénicas de E. coli, que €
baseado na presenga de lipopolissacarideo (O) e do antigeno flagelar (H) (Orskov ez al., 1975). A
variabilidade do antigeno H € encontrada dentro do filamento flagelar, que € um polimero de uma
Unica proteina (denominada flagelina) codificada pelo gene fliC (Kuwajima et al.,1989).
Sequienciamentos do gene f7iC em linhagens patogénicas de E. coli com diferentes antigenos H,
mostraram que as regides N- e C- terminal (responsaveis pela secrecdo e polimerizagdo da
flagelina) dos alelos sdo altamente conservadas enquanto que a regido central (produtora da
por¢do antigénica exposta na superficie bacteriana) € muito polimorfica e altamente
diversificada (Reid et al.,1999). Analises de seqiienciamento comparativo do gene fliC de E. coli

revelaram que dois eventos de recombinagdo podem ser responsaveis pela variagdo antigénica: (1)
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a tranferéncia horizontal e posterior divergéncia de linhagens a partir de um ancestral comum e,
(i) eventos de recombinagio intragénica que produzem um novo alelo com uma estrutura em
mosaico (Reid et al.,1999).

Por serem altamente conservados, os finais 5’ e 3 do gene fliC constituem alvos para a
sintese de iniciadores para a realizagdo da PCR. As seqiiéncias conservadas de cada final
permitem a amplificagido de uma variedade de alelos com a utilizagdo de um unico par de
iniciadores. Além disso, o desenvolvimento de testes PCR-RFLP possibilita a diferenciagdo de
grupos de antigenos flagelares entre linhagens patogénicas de E. coli, além de permitir verificar a
ocorréncia de clones bacterianos geneticamente relacionados, dentro de uma populagéo estudada
(Fields et al., 1997). Somente em linhagens H7 ja foram encontrados 62 sitios polimorficos, o
que demonstra a grande variabilidade genética de fliC ocorrida dentro de um mesmo SOrogrupo

(Wang et al.,2000).

Este estudo visou verificar a presenga de fimbrias e de flagelos em 79 linhagens de
Escherichia coli isoladas de aves (30 linhagens isoladas de aves saudaveis, 24 originarias de aves
com septicemia, 14 linhagens isoladas de aves com sindrome da cabega inchada e 11 originanas
de aves com onfalite) e a ocorréncia de clones bacterianos geneticamente relacionados atraves da
comparagdo do RFLP do gene fliC. A obtengdo da estrutura clonal da populagd@o em estudo,
juntamente com a observacdo da ocorréncia de fimbrias e de flagelos, foram utilizados para
verificar a possivel relagdo destas estruturas com o desenvolvimento das diferentes patologias em

que as linhagens estdo associadas.
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Objetivos

(i) Verificar a expressdo de fimbrias e/ou adesinas presentes em linhagens de

Echerichia coli de origem aviaria atraves de:

- teste de adesdo em epitélio de traquéia de embrides de aves,

- teste de microhemaglutinago,

- visualizagdo da morfologia das fimbrias em Microscopia Eletronica de
Transmissao,

- detecgdo dos genes fimA (fimbria tipo 1), cr/ (gene regulador de curli),
csgA (gene estrutural de curli), papA ( gene estrutural da fimbria P) e £sh (gene estrutural da
hemaglutinina TSH) e sua correlagdo com as capacidades de adesdo e hemaglutinagdo

apresentados pelas diferentes linhagens;

(ii) Verificar a ocorréncia de motilidade e expressio de flagelos através do teste de
motilidade e visualizagio de flagelos em microscopia eletronica de transmissdo e da

amplificacdo por PCR do gene fIiC,
(iii) Obter a estrutura clonal da populagdo bacteriana em estudo através da
determinacdo do perfil de RFLP do gene fIiC apos digestdao com enzima de restri¢go;

(iv) Correlacionar os dados acima com os diferentes tipos de doengas associadas as
linhagens em estudo, assim como com os possiveis genes de patogenicidade apresentados

pelas mesmas.
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Material

1. Linhagens Bacterianas

Material e Métodos

Neste estudo foram analisadas 79 linhagens de Escherichia coli de origem aviaria sendo

30 isoladas de aves sadias (N1-N30), 24 linhagens isoladas de aves septicémicas (S1-S24),14

linhagens provenientes de aves com sindrome da cabega inchada (SCI1-SC4, SCI6-SCI1S5) e 11

linhagens isoladas de aves com onfalite (O1-O11). A identificagdo de cada linhagem bacteriana

esta relacionada na Tabela I:

Tabela I: Origem e identificacdo das linhagens de Escherichia coli de origem

avidria.
Linhagem Origem Linhagem Origem

N1 Flora | intestinal de aves S11 Aves septicémicas

N2 Flora intestinal de aves S12 Aves septicémicas

N3 Flora intestinal de aves S13 Auves septicémicas

N4 Flora intestinal de aves S14 Aves septicémicas

N5 Flora intestinal de aves §15 Aves septicémicas

Né Flora intestinal de aves S16 Auves septicémicas

N7 Flora intestinal de aves S17 Aves septicémicas

N8 Flora intestinal de aves S18 Aves septicémicas

N9 Flora intestinal de aves S19 Aves septicémicas
N10 Flora intestinal de aves $20 Aves septicémicas
N11 Flora intestinal de aves $21 Aves septicémicas
N12 Flora intestinal de aves S22 Aves septicémicas
N13 Flora intestinal de aves S23 Aves septicémicas
N14 Flora intestinal de aves S24 Aves septicémicas
N15 Flora intestinal de aves SCI1 Aves com Sindrome da cabega inchada
Ni6 Flora intestinal de aves SCI2 Aves com Sindrome da cabega inchada
N17 Flora intestinal de aves SCI3 Aves com Sindrome da cabega inchada
N18 Flora intestinal de aves SCI4 Aves com Sindrome da cabega inchada
N1%9 Flora intestinal de aves SCIé Aves com Sindrome da cabega inchada
N20 Flora intestinal de aves SC17 Aves com Sindrome da cabega inchada
N21 Flora intestinal de aves SCI8 Aves com Sindrome da cabega inchada
N22 Flora intestinal de aves SCI9 Aves com Sindrome da cabega inchada
N23 Flora intestinal de aves SCI10 Aves com Sindrome da cabega inchada
N24 Flora intestinal de aves SCI11 Aves com Sindrome da cabega inchada
N25 Flora intestinal de aves SCI12 Aves com Sindrome da cabega inchada
N26 Flora intestinal de aves SCI13 Aves com Sindrome da cabega inchada
N27 Flora intestinal de aves SCIi4 Aves com Sindrome da cabega inchada
N28 Flora intestinal de aves SCI13 Aves com Sindrome da cabega inchada
N29 Flora intestinal de aves 01 Aves com onfalite
N30 Flora intestinal de aves o2 Aves com onfalite

S1 Aves septicémicas 03 Aves com onfalite

S2 Aves septicémicas 04 Aves com onfalite

S3 Aves septicémicas 05 Aves com onfalite

S4 Aves septicémicas 06 Aves com onfalite

85 Aves septicémicas o7 Aves com onfalite

S6 Aves septicémicas 08 Aves com onfalite

S7 Aves septicémicas 09 Aves com onfalite

S8 Aves septicémicas 010 Aves com onfalite

S9 Aves septicémicas 011 Aves com onfalite

S10 Aves septicémicas
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2. Meios de cultura

2.1 LB (Luria Bertani) (Miller, 1972)

TOPLONA. ....oooiiiii e 10,00g
NaCL ..o 10,00g
Extrato de Levedura ......................oo 5,00g
H,O destilada G.S.p....coooooviiieiie 1000,00mL

ApOs o preparo, o meio de cultura foi esterilizado em autoclave a 121,6°C durante 20

minutos.

2.2 LA (Luria Bertani - Agar)

Para o preparo de meio solido LA foram adicionados 1,5g de 4gar para cada 100mL de
meio LB. Apos o preparo, o meio de cultura foi esterilizado em autoclave a 121,6°C durante 20

minutos.
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2.3 Meio Minimo (Sambrook ez al., 1989)

Solugio estoque de sais para Meio Minimo concentrada 20X

KHaPO4 oo 60,00g
KoHPO4 oo, 14,00g
(NHA)2S04 ..o 20,00g
Citrato de SOdio ...........oocoiiiiiiii 10,00g
MgSO4. THzO ..o 2,00g
H,0 destilada q.8.p. ...cooovvvviiiiiii 1000,00mL

A solugdo de sais de Meio Minimo foi esterilizada por filtragdo em membrana Millipore
0,22um e armazenada a 4°C. Foram autoclavados (121,6°C durante 20 minutos) 2g de agar em
100mL de agua destilada sendo, apds o resfriamento, adicionados SmL de Sais de Meios Minimo

e 2,5mL de glicose 20% previamente filtrada.

2.4 Meio CFA (Evans et al., 1980)

Solug¢do de sais para CFA

MgSO4THO. oo 0,50g
HyOdestilada....................................... 50,00mL
MnCL7TH2O ..o 0,39¢
HyOdestilada.......................................... 50,00mL

As solugdes foram misturadas, filtradas em membrana Millipore 0,22um e armazenadas a

4°C.
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Meio Base

Extrato de Levedura ...................ccoooi 1,50g
Casaminoacidos ...........ooeiviieriiiiicce 10,00g
Agar bacteroldgiCo .............cooceeeii 20,00g
HoO o 1000,00mL

Foi adicionado 1mL da solugdo de sais para CFA, em condigdes de assepsia em cada

100mL de meio base resfriado apOs a esterilizagdo em autoclave (121,6°C por 20 minutos).

2.5 Meio TSA (Tripcase Soy Agar)

Agar bacteriologico............................... 15,00¢g
TSB. . 50,00g
H;O destilada . s. p.ooooovvvvveeeiiii 1000,00mL

Apos o preparo o meio de cultura foi esterilizado em autoclave (121,6°C por 20 minutos).

2.6 Meio Minca (Guiné ef al, 1977)

Meio Base

Extrato de Levedura ... 1,00g
Casaminoacidos .........coovvevriieiiiiieieiii, 1,00g
KHoPOu oo 1,36g
NasHPOs2H2O0. oo 10,10¢g
Agar bacterologico ..., 12,00g
HoO destilada........cooooooovi . 1000,00mL

O meio base foi esterilizado em autoclave a 120°C durante 20 minutos. Apds 0 seu

resfriamento, foi adicionado 1mL da solugdo de sais de Minca para cada 100mL de meio base.
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Solug¢do de sais de Minca

MgSO4.TH20 ..o 1,000g
MnCL;.4H20 ..o 0,100g
FeCl3.6Hz0 ..o 0,013g
CaCly.2HoO oo, 0,040g
Hz0 Q8P i 100,00mL

Material e Métodos

A solugdo de sais de Minca foi esterilizada através de filtragdo em membrana Millipore

0,22um e armazenada a 4°C.

2.7 Meio Eagle

O meio de cultura Eagle utilizado foi o da formulagio fornecida pela Nutricell ®.
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3. Solucoes

3.1 Solucio de Hogness

KoHPO4 ..o 6,30g
NazCe¢Hs0.2H,0 ..o 0,45g
MgSO4.THz0 ..o 0,09¢g
(NHa)2 SO4 oo 0,90g
KHoPOy oo 1,80g
Glicerol.......oo 44 00mL
H,0 deionizada q.p.S...ooveeeiiiiiiiiee 100,00mL

Apbs o preparo a solugdo foi esterilizada sob vapor fluente durante 30 minutos. Foram
utilizados 400uL de solugdo de Hogness e 400uL de meio LB inoculado com cada cepa

bacteriana para a realiza¢do de estoque (mantido a -70°C).

3.2 Solugées utilizadas no teste de adesio em anéis de traquéia de aves

PBS 0,05M pH7,2

KoHPO4. THZ0 oo 1,15¢
KHoPOy4 oo, 0,20g
KCl .o 0,20g
NaCl...o 8,00¢g

KH,PO, foi dissolvido em cerca de 20 mL de agua destilada e utilizado para o ajuste de
pH do tampdo. Apos o preparo, a solugdo foi esterilizada através de autoclavagdo a 120°C

durante 20 minutos e armazenada a 4°C até a utilizagdo.
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Solugéo Salina 0,85%

HyOdestilada................................ 100,00mL
Ap6s preparo, a solugdo foi esterelizada sob autoclavag@o durante 20 minutos a 121°C e

armazenada a 4 °C.

Solucao de D- manose 10%

H,0 q.s.p. destilada....................... 100,00mL
A solugio foi esterilizada através de membrana Millipore 0,22um, aliquotada e

armazenada a -20°C.

Solucio estoque de corante Giemsa

Foi adicionado 1g do corante Giemsa em 54mL de glicerina. Esta solugdo permaneceu em
banho maria a 60°C durante 90 minutos. Apés resfriamento foram adicionados 84mL de metanol.
Para a realizacio da coloragdo em laminas, a solugdo estoque foi diluida 1:5 em Tamp@o de

Sorensen, filtrada em papel de filtro e armazenada em frasco escuro a 4 °C.

Tampio de Sérensen pH7,3

Solugdo A

KHoPOs o 9,08¢g
HyO qsp oo, 1000,0mL
Solugdo B.......... 9,47¢g
H2O0 Q.SPioiiieececec 1000,0mL

Para obter pH 7,3 foram misturados 23,2mL da solugéo A e 76,8mL da solugdo B.
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3.3 Solucdes utlizadas no teste de microhemaglutinag¢io

O preparo das solugdes de PBS e solugdo salina 0,85% foi descrito na segéo 3.2.

3.4 Solugdes utilizadas para visualizagio de fimbrias e flagelos em microscopia eletronica de

transmissao

Solugio de Acido fosfotingstico (PTA) 1%
Acido fosfotingistico................cccccocoeereiine 1,00g
H,O deionizada esterilizada ....................... 100,00mL

Apbs o preparo a solugdo foi armazenada em frasco escuro a temperatura de 4°C.

Solucao de Formvar

Cloroformio.........ccccoeveeee... 10,00mL
A solugdo foi preprarada em ambiente isento de umidade e armazenada a temperatura

ambiente.

3.5 Solucées utilizadas na extracio de DNA gendmico

Lisozima
Lisozima.. ........cccooooiiiiiiiiiiiniennn 1,00g
H,0O deionizada......................... 10,00mL

A solugdo foi filtrada em membrana Millipore 0,22um e estocada a temperatura de -20°C.
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Proteinase K

RNAse
RNASE ..o 0,50g
H;O deionizada ...................... 10,00mL

Apds esterilizagdo, em vapor fluente durante 20 minutos, a solugdo foi aliquotada e

armazenada a -20°C.

Cloroformio-ilcool isoamilico (24:1)
Cloroformio......................... 240,00mL

Alcool isoamilico................. 10,00mL

Apos o preparo a solugio foi armazenada a 4°C.

Tampao Tris-EDTA pH 8,0 (TE pH 8,0)
Para o preparo do tampdo Tris-EDTA, o tampao Tris-HCI pH 8,0 foi utilizado a uma

concentracgdo final de 10,0mM e EDTA a concentraggo final del,0mM.

Solugio de Tris - HCI (pH 8,0) 1M
121,1g de Tris-base foram adicionados a 800mL de agua destilada e 42mL de acido

cloridrico concentrado. Agua destilada foi adicionada até atingir o volume total de 1000mL.
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Solucio de EDTA (pH 8,0) 0,5M
86,1g de EDTA dihiidratado foram misturados em 800mL de agua destilada. Apos
agitagdo vigorosa o pH foi ajustado com solugdo 10N de hidroxido de sodio.
A solugdo foi distribuida em pequenas aliquotas, autoclavada a 120°C por 20 minutos e

armazenada a -20°C.

CTAB (“Hexadecyltrimethyl-Amoniun-Bromide”) NaCl (0,25M)

8,0 g de brometo de cetramdnio e 4,1 g de NaCl foram dissolvidos em 80mL de agua
deionizada pré-aquecida a 65°C. Apds estes procedimentos, o volume foi completado a 100mL

com agua deionizada a 65°C e a solugéo foi estocada a temperatura ambiente.

NaCl 5SM
NaCl ... 292 20g
HOqspooooioiiiii, 1000,00mL

Apds o preparo a solugio foi armazenada a temperatura de 4°C.

Tampao de Ressuspensio de DNA
Os corantes azul de bromofenol e xileno cianol foram adicionados na concentragéo final

de 0,25%, para cada um dos corantes, a um solugdo de sacarose 50%. Apds o preparo a solugdo

fot estocada a 4°C.
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3.6 Solucdes utilizadas na eletroforese e visualizacao do gel de agarose

Tampio Tris - Borato - EDTA (TEB) 5X

Tris-base......c.ccoooviiiiiiiiiecee e 54,00¢g
Acido bOTICO. .....ooovoiooe, 27,50g
Solu¢do de EDTA 0,5M.................... 20,00mL
H,O destilada q.s.p....cc.ooveeeieinnn 1000,00mL

Ap0s o preparo a solugdo foi estocada a temperatura de 4°C.
Suspensio de Agarose a 1,5%
Tampdo TEB 1X pH8,0 ..................... 80,00mL

Para o preparo do gel de agarose, a solugdo foi aquecida em forno microondas até a

dissolugdo completa da agarose, resfriada e colocada em cuba de eletroforese horizontal.
Solucio corante de brometo de etidio (0,5ug/mL)

Brometo de etidio 1%.................cccc. 0,05mL

H,O destilada q.5.p. «vooooviieeiiii 100,00mL
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Métodos

4. Teste de adesdo em anéis de traquéia de embrides de aves

O teste de adesdo em anéis de traquéia de aves foi realizado como descrito por Dozois ef al.
(1995), com modificagdes.

Cortes de Smm de espessura foram realizados em anéis de traquéia retirados de embrides de
aves com 18 a 21 dias de idade. Apos a retirada do muco por lavagem com PBS pH 7.2, os
segmentos cortados foram colocados em microplacas contento 25ul. de meio Eagle com 5% de
soro bovino fetal (SFB), na auséncia e presenca de D-manose (1%).

Uma suspensdo de 50uL das amostras bacterianas (10° células/mL) cultivadas em 4mL de
LB a 37°C foi adicionada aos anéis de traquéia e estes foram levemente homogeneizados e
incubados durante 6 horas a 37°C. A seguir, os anéis de traquéia foram fixados em formol
tamponado (PBS pH7,2 —formalina 10%) durante 24 horas, desidratados em etanol (seguindo-se
a série: etanol 70%, 80%, 90%, 95% 100%) e diafanizados em alcool-xilol, xilol I e xilol II. Os
anéis de traquéia foram mantidos durante 30 minutos em cada solugdo de desidratagdo e
diafaniza¢do. Os segmentos de traquéia foram emblocados em banhos de PARAPLAST® a
60°C. Cortes histologicos de Sum foram fixados em laminas tratadas com ovoalbumina. Este
material foi, entdo, hidratado (seguindo-se a série xilol II, xilol I, xilol-alcool, etanol 100%,
95%, 90%, 80% e 70% por 15 minutos em cada solugio) e corado com Giemsa 20% durante 10
minutos. Apos 18 horas as ldminas foram tratadas com xilol por 10 minutos sendo, a seguir, as

laminulas adicionadas e fixadas com Entellan (Merck).
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5. Teste de microhemaglutinacio

A partir de um pré-indculo de 18horas, a 37°C em 4mL de LB, as linhagens bacterianas
foram cultivadas nos meios TSA, LA, Minimo, CFA e Minca por 24 horas a 37°C.

No teste de microhemaglutinagdo (Evans et al, 1980) foram utilizados eritrocitos
humanos (tipo O), bovinos, equinos, ovinos, de cobaia e de galinha. Para a separagdo das
hemacias, cada tipo de sangue foi centrifugado por 10 minutos a 2000 rpm. Os eritrocitos foram
lavados duas vezes em solugdo salina 0,85% sob centrifugacdo (10 minutos a 2000 rpm). Parte
destes foram lavados em PBS e o restante foi lavado com PBS acrescido de 0,5% de D-manose.
Apbs a lavagem, os eritrocitos foram ressuspensos na concentragio de 1,5% em PBS, acrescidos
ou ndo de 0,5% de D-manose.

Para a realizagdo do ensaio de microhemaglutinagio, foram utilizadas placas de

microtitulo de fundo cdncavo. Foram adicionados 100ul. de PBS ou PBS acrescido de 0,5% de

D-manose na primeira fileira de cada placa e S0uL. do mesmo tamp@o nas fileiras restantes para
se obter diluigdes em série de razio 2. Com um palito esterilizado fez-se um raspado da cultura
da amostra a ser testada e diluiu-se este raspado na primeira concavidade, até a ultima,
desprezando-se os 50ul da amostra a ser testada. A seguir, foram adicionados S0uL de cada
eritrocito a ser testado. As placas de microtitulo foram, entdo, levemente agitadas e incubadas a
4°C durante um periodo de no minimo 1 hora. A seguir, foi realizada a leitura do ensaio de
microhemaglutinagdo, onde as hemacias que formavam uma rede depositada no fundo da
concavidade indicavam reagdo positiva para aquela concentragdo de bactérias. Considerou-se
teste positivo aquele em que a formagdo da rede depositada foi superior a uma diluigdo maior ou
igual a 1:8. Onde houve depdsito de hemacias, sob a forma de botdo, o teste foi considerado

negativo.
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6. Teste para verificacio da expressio de flagelos (motilidade)

Cada linhagem bacteriana foi inoculada com uma agulha em um tubo de ensaio contendo 7 mL
de LA 0,3% e incubada a 37°C. Os tubos foram, entdo, observados por 18 horas, 24 horas ¢ 72
horas ap6s a realizagdo do indculo. As amostras bacterianas que turvaram o tubo de cultura foram
positivas para motilidade. Por outro lado, as linhagens que cresceram apenas no local do indculo

foram consideradas negativas para o teste de motilidade.

7. Visualizacdo de fimbrias e flagelos em Microscopia Eletronica de

Transmissao

Para a visualizagdo em microscopia eletrdnica, a linhagem S13 foi cultivada em diferentes
meios solidos (LA, TSA, CFA, Minca e Minimo) e liquidos (LB, TSB, CFA, Minimo € Minca) a
37°C durante 18 horas. Pelo fato das linhagens bacterianas terem sido cultivadas em meio LB
para o teste de ades3o em anéis de traquéia de embries de aves, e tendo em vista que a linhagem
S13 apresentou fimbrias quando cultivada neste meio (Figura 2), optou-se pelo cultivo das
demais linhagens em LB (37°C por 18 horas) para a visualizagdo em microscopia eletronica.

Para a observagio em micoroscopia eletréonica, um raspado da cultura bacteriana cuitivada
em meio solido foi cuidadosamente ressuspensas em 200ul de solugdo salina 0,85%. As
amostras cultivadas em meio liquido, por outro lado, foram centrifugadas durante 30 segundos a
12000g e cuidadosamente ressuspensas em 200uL de solugdo Salina 0,85%.

Uma tela de niquel para Microscopia Eletronica “mesh” 400, coberta com Formvar foi

despositada, por 1 minuto, sobre uma gota de cada suspensdo bacteriana (com a superficie da
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cobertura de Formvar em contato com a suspensdo) colocada sobre uma superficie de papel
Parafilme. A seguir, a tela foi seca com papel absorvente e depositada novamente com a
superficie coberta com Formvar sobre uma gota de PTA a 1% durante 30 segundos. Apds 24
horas, as telinhas foram secas em Evaporador de Carbono e observadas em Microscopio

Eletronico de Transmissdo (modelo LEO 906) (Sperandio e Silveira, 1993).

8. Extracio de DNA genémico

A extragio do DNA gendmico das linhagens bacterianas foi realizada conforme descrito
por Ausubel ef al. (1988).

Para a extragdo do DNA gendmico, as linhagens foram cultivadas em 4mL de LB a 37°C
por 18 horas. A suspensdo celular foi centrifugada (3 minutos a 12000 g) e o precipitado lavado
duas vezes com o tampdo Tris-EDTA pH 8,0 (TE), através de centrifuga¢do a 12000g por 1
minuto. Ao precipitado seco foram adicionados 50 uL de lisozima (10mg/mL) e 10 ul. de RNAse
(Smg/mL). A suspensio foi homogeneizada em vortex e incubada a 37°C durante duas a trés
horas. Apos este periodo, foi adicionada uma mistura de 70uL de SDS 10% e SuL de proteinase
K a 10mg/mL. A suspensio foi homogeneizada em vortex e incubada a 65°C por 10 minutos.
Foram adicionados 100uL de NaCl 5SM e a mesma quantidade de uma solugdo pré-aquecida a
65°C de CTAB/NaCl. A suspensdo foi agitada em vortex até a formagdo de um liquido de
aspecto leitoso e incubada a 65°C durante mais 10 minutos. Apoés este processo, foram
adicionados 750uL de cloroformio-alcool isoamilico (24:1), sendo a mistura agitada em vortex
por 10 segundos. O material foi centrifugado por 5 minutos a 12000g e o sobrenadante aquoso

cuidadosamente transferido para outro tubo. O DNA foi precipitado com 0,6 volumes de
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isopropanol a -20°C e a mistura mantida a -20°C durante 30 minutos. Apds este periodo, a
solugdo foi centrifugada a 12000g por cinco minutos e o sobrenadante descartado. O sedimento
foi lavado por centrifugacdo (12000g por S minutos) com etanol 75% a -20°C. O DNA foi seco a
temperatura ambiente e ressuspensso cuidadosamente em tampdo TE. A dosagem de DNA foi
realizada a partir da leitura em espectrofotometro a de 260nm e 280nm, de acordo com Sambrook

et al (1989).

9. Amplificacdo gendomica
A amplificagdo dos genes fimA, papA, crl, csgA e de fliC foi realizada de acordo com as

especificacdes do fabricante da enzima Taq polimerase (GIBCO BRL®), que estdo descritas a

seguir.

Tabela II: Condic¢des de reagdo da amplificagdo gendmica

Componentes da reagio Concentragio Volumes utilizados para ~ Volumes utilizados para
de amplificagdo final amplificacdo de fimA4, crl, amplificacdo de fliC
csgA e papA
Tampdo 10X 1X 5.0 uL 10uL
DNTPs 0,2mM de cada DNTP  1,0uL (solucdo estoque de  2,0ul(solugdo estoque de
DNTPs com 0.2mM de DNTPs com 0.2mM de
cada DNTPs) cada DNTPs)
MgCl, 1.5mM 1.5ul 3,0ul
Iniciadores 0.5uM 1.0pL 2.0ul
DNA - 5,0ul 7.0uL
Enzima Tag DNA 2.5U 0,5ul 0,5ul
polimerase (SU/uL)
Agua deionizada At€ completar o volume Até completar 50uL Até completar 100uL
esterilizada final




Os iniciadores utilizados na reagdo de amplificagdo genOmica estdo descritos na tabela a

seguir;

Tabela III: Iniciadores utilizados para a detecgdo dos genes fimA, crl ,csgA,papA e fliC

em linhagens de Escherichia coli de origem aviaria

-
Iniciadores (5°-3”) Tamanho esperado

do fragmento
amplificado (pb*)

Material e Métodos

Referéncia

fimA 331
fimA05

5’-GTTGATCAAACCGTTCAG- ¥’

fimAl6

5’-AATAACGCGCCTGGAACG-3’

Marc et
al., 1996

csgA 200
M464

5°-ACTCTGACTTGACTATTACC-3’

M465

5°-AGATGCAGTTCTGGTCAAC-3’

Maurer et
al., 1998

crl 250
M571

5*-TTTCGATTGTCTGGCTGTATG-3’

M570

5’-CTTCAGATTCAGCGTCGTC-3’

Maurer et
al., 1998

tsh 420
M74

5’-GGGAATGACCTGAATGCTGG-3’

M75

5’-CCGCTCATCAGTCAGTACCAC-3’

Maurer et
al., 1998

papA 328
papl

5’-GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG-3’

pap2

5’-ATATCCTTTCTGCAGGGGATGCAATA-3’

Vidotto et
al.. 1997

fic variavel
fiiCl1

5’-ATCGCACAAGTCATTAATACCCAAC-3’

fiC2

5’-CTAACCCTGCAGCAGAGACA-3’

* pares de base

Fields et
al. 1997
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Os ciclos utilizados para a amplificagdo de cada gene alvo estdo descritos na tabela a

seguir:

Tabela IV: Ciclos de amplificagdo utilizados para a detecgdo dos genes fimA, crl ,csgA ,papA e fliC

em linhagens de Escherichia coli de origem aviana.

Gene “Hot start” Denaturagio Anelamento Extensdo N° de ciclos  Extensdo
final
fzmA 10min. -94°C 1 min. - 94°C imin.-51,5°C 1 min. - 72°C 30 10min. -
72°C
csgA 10min. - 94°C 1 min. - 94°C 1min.-52°C 1 min. - 72°C 30 10min. -
72°C
crl 10min. - 94°C 1 min. - 94°C Imin.-54°C 1 min. - 72°C 30 10min. -
72°C
papA4 10min. - 94°C 1 min. - 94°C 1min. -65°C 1 min. - 72°C 30 10min. -
72°C
tsh 10min - 94°C 1 min. -94°C Imin. - 61°C 1 min. - 72°C 30 10min. -
72°C
fliC 4min. - 95°C 30segs - 95°C 1 min. 59°C 2 min. - 72°C 35 10min. -
72°C

10 uL do volume de cada reagdo foram analisados através de eletroforese horizontal em
gel de agarose a 1,5% (submerso em tampdo TEB 1X ). Apos a eletroforese, o gel foi colocado
em uma cuba com soluc¢do de brometo de etidio, previamente diluido em agua destilada (100uL
para 100mL de agua). Apos 30 minutos, o gel foi visualizado em luz ultra-violeta em camara

escura.
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10. Obtencio de RFLP (polimorfismo de comprimento de fragmento de

restri¢ciio) a partir do produto de amplificacdo do gene fliC
A obtengdo de RFLP do gene fliC foi realizada conforme sugerido por Fields ez al. (1997). O
produto da amplificagdo do gene f7iC, previamente purificado, foi digerido com a enzima de

restricio Rsa I de acordo com as especificacdes da GIBCO que estdo descritas a seguir:

Tabela V: Condi¢des da reago da digestdo do gene fIiC, utilizadas para a obten¢do de RFLP

Componentes da reacdao Concentragio final Volumes utilizados
Tampéo da enzima Rsal 1X 2ul
10X
Enzima Rsal 10U/uL 1U 0,2uL
Fragmento amplificado lug 10ulL
(fliC)
Agua deionizada =0 -——-- Até completar o volume de
esterilizada 20uL

20uL da reagio de digestdo enzimatica de fliC foram analisados em eletroforese
horizontal em gel de agarose a 1,5% (submerso em tampdo TEB 1X ) e visualizados através da
adicio de brometo de etidio. Apos a eletroforese, o gel foi colocado em uma cuba com solugao de
brometo de etidio previamente diluido em agua destilada (100uL para 100mL de agua). Apos 30
minutos, o gel foi visualizado em luz ultra-violeta em cimara escura.

Os perfis de RFLP de cada linhagem foram comparados entre si e a partir destes dados foi
obtido o dendrograma da populagdo em estudo (através da utilizagdo do Software POPGENE

versdo 3.2).
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Purificacio do produto da amplificacio do gene fliC

Para a purificagdo do produto da amplificagdo do gene fliC foi adicionado a0 DNA a ser
precipitado NaCl 5M para uma concentragio final de 200mM em 100uL. de DNA amplificado e
250uL dé etanol 100% a -20°C. Apos 30 minutos a -20°C este material foi centrifugado por 5
minutos a 12000 g e lavado duas vezes, sob centrifugaggo (1 minuto a 12000g) com etanol 70%
a -20°C. O material foi seco a temperatura ambiente e ressuspenso em agua deionizada

esterilizada.

11. Teste de adesio em cultura de células HeLa e Hep-2 e teste de

patogenicidade (LD 5¢).

Embora nio realizados neste estudo, ocorréncia de adesdo em cultura de células Hela e
Hep-2 e a LDs, foram verificadas nas linhagens bacterianas (Silveira ef al., 2002). Os resultados
obtidos neste teste foram analisados juntamente com os dados observados no presente estudo.

O teste de LDsy foi utilizado como indicador de patogenicidade. Linhagens que

apresentaram LDso maior que 10'° U.F.C/mL foram consideradas nio patogénicas.
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Resultados

1. Adesdo em anéis de traquéia de embrides de aves

A adesdo em anéis de traquéia de aves (Figura 1) foi considerada negativa quando as
linhagens de Escherichia coli ndo se encontravam em contato com o epitélio da traquéia e
positiva quando as linhagens bacterianas apresentaram-se em contato com epitélio traqueal, seja
sobre os cilios, seja em regides onde ndo existiam cilios. Do total das linhagens estudadas, 45
(57%) apresentaram adesdo em epitélio traqueal de aves. Destas 45 linhagens, 20 linhagens
(44%) apresentaram adesdo manose sensivel e 25 linhagens (55%) exibiram adesdo manose
resistente (Tabelas VI e XIII).

A adesio manose resistente em anéis de traquéia foi observada em dez das 30 linhagens
originarias de aves saudaveis (33,3%), oito linhagens das isoladas de aves septicémicas (33,3%),
. seis das 14 linhagens isoladas de aves com sindrome da cabeca inchada (43%) e em apenas uma
linhagem isolada de aves com onfalite (9%). A adesdo do tipo manose sensivel, por outro lado,
apresentou-se em dez das 30 linhagens isoladas de aves saudaveis (33,3%), em trés das
linhagens originarias de aves com septicemia (12,5%), quatro das 14 linhagens isoladas de aves
com sindrome da cabega inchada (28,5%) e em trés das linhagens originarias de aves com
onfalite (27,2%).

A adesdo negativa foi observada em dez das linhagens isoladas da flora normal de aves
(33.3%), em 12 das linhagens isoladas de aves septicémicas (50%) e em quatro das linhagens
originarias de aves com sindrome da cabega inchada (28,5%). Sete das linhagens originarias de

aves com onfalite (65%) ndo aderiram em epitélio traqueal de aves.
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Figura 1: Teste de adesdo de linhagens Escherichia coli de origem aviaria em epitélio de traquéia de
embrides de aves. A: linhagem S13 (adesdo positiva com adicdo de D-manose). B: linhagem Ol
(adesdo negativa). C: (linhagem S23 adesdo positiva sem adigdo de D-manose). D: linhagem S23

(adesdo positiva com adigdo de D-manose). Aumento de 1000X.
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2. Teste de microhemaglutinaciao

Os resultados dos testes de microhemaglutinagdo frente a diferentes eritrécitos (bovinos,
eqilinos, ovinos, humanos, de cobaia e de galinha) com as linhagens cultivadas em diferentes
meios de cultura (TSA, LA, Minimo, CFA, Minca) estdo demonstrados na Tabela V1.

Entre as linhagens isoladas de aves saudaveis (indicadas como N1 a N30), a aglutinagdo
de eritrocritos bovinos foi observada somente quando as linhagens foram cultivadas em meios
TSA e CFA. Sete das 30 linhagens originarias de aves saudaveis aglutinaram eritrocitos bovinos
(23%), sendo que trés (10%) exibiram aglutinagdo quando cultivadas em meio CFA, duas quando
cultivadas em meio TSA (6%) e duas quando cultivadas em CFA e TSA (6%). Entre estas
mesmas linhagens, e que aglutinaram hemacias bovinas quando cultivadas em meio CFA, duas
(N9 e N11) apresentaram aglutinagio manose resistente e uma (N15) apresentou hemaglutinagio
manose sensivel. Quando o cultivo foi realizado em meio TSA, a linhagem N14 apresentou
aglutinagdo manose sensivel e N21 exibiu hemaglutinagio manose resistente. As linhagens N10 e
N24 aglutinaram eritrocitos bovinos quando cultivadas em meios TSA e CFA, sendo que a N10
apresentou hemaglutinagdo manose sensivel quando cultivada no meio TSA e manose resistente
quando cultivada no meio CFA. A linhagem N24, por outro lado, exibiu hemaglutinagdo manose
sensivel de eritrocitos bovinos quando cultivada nos meios TSA e CFA.

A aglutinagdo de eritrocitos eqiinos foi observada em 13 das linhagens isoladas de aves
saudaveis (43%). Neste caso, todos os meios de cultura utilizados (TSA, LA, Minimo, CFA €
Minca) possibilitaram a ocorréncia de aglutinagdo de eritrocitos equinos. Quatro linhagens
cultivadas em Meio Minca (13%) (N1, N2, N3 e N26) apresentaram hemaglutinagdo manose
sensivel, sendo que uma destas (N3) também exibiu hemaglutinagdo manose sensivel quando

cultivada em Meio Minimo. A hemaglutinagdo manose sensivel de eritrdcitos eqiiinos também
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foi observada em linhagens cultivadas no meio CFA (N9, N28), em meio Minimo (N9 e N20) e
em TSA (N14). A linhagem N10 apresentou hemaglutinagio manose sensivel de eritrocitos
eqiiinos quando cultivada em Meio Minimo e meio CFA. Frente aos eritrocitos eqiiinos apenas
trés das linhagens isoladas de aves saudaveis exibiram hemaglutinagdo manose resistente (10%).
Entre estas linhagens, as amostras N21 e N22 apresentaram aglutina¢do quando cultivadas em
meio TSA, sendo que a N21 também exibiu hemaglutinagdo manose sensivel quando cultivada
em meio Minimo. A linhagem N15 exibiu hemaglutinagdo manose resistente quando cultivada
em meio CFA e também hemaglutinagdo manose sensivel quando cultivada em meio TSA, frente
a estes eritrocitos.

A aglutinaggo de eritrocitos ovinos em linhagens isoladas de aves saudaveis foi observada
apenas quando estas linhagens foram cultivadas nos meios TSA, CFA e meio Minca. Nove destas
linhagens exibiram aglutinacéo de eritrocitos ovinos (30%) sendo que apenas uma (3% - N21)
apresentou hemaglutinagdo manose resistente. Entre as linhagens que apresentaram
hemaglutinago manose sensivel, apenas uma a exibiu quando cultivada em meio Minca (N26),
trés linhagens a apresentaram quando cultivadas em meio TSA (N27, N23 e N15) e quatro
hemaglutinaram eritrocitos ovinos quando cultivadas em meio CFA. Assim, a hemaglutinagdo de
eritrocitos ovinos foi observada em maior nimero quando as linhagens isoladas de aves
saudaveis foram cultivadas em meio CFA.

Frente aos eritrocitos humanos, 11 das linhagens isoladas de aves saudaveis apresentaram
hemaglutinagio positiva (36%), sendo esta mais freqiiente quando as linhagens foram cultivadas
em meio minimo [(sete linhagens) (23%)]. Entre estas linhagens, duas apresentaram
hemaglutinagio manose sensivel (N7 e N8) e duas exibiram hemaglutinagdo manose resistente,
N16 e N17. As outras trés linhagens também aglutinaram eritrécitos humanos quando cultivadas

em outros meios de cultura: as linhagens N14 e N22 apresentaram hemaglutinacio manose
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resistente em meio Minimo e hemaglutinagcdo manose sensivel quando cultivadas em meio CFA;
a linhagem N30 apresentou hemaglutinagio manose resistente quando cultivada nos meios
Minimo e LA. Duas linhagens aglutinaram eritrocitos humanos quando cultivadas em meio TSA:
N1 exibiu hemaglutinagio manose sensivel e N11 manose resistente (além de apresentar
hemaglutinagdo manose sensivel quando cultivada em meio CFA). Além disso, duas linhagens
aglutinaram eritrécitos humanos somente quando cultivadas em CFA, sendo que uma exibiu
hemaglutinagdo manose sensivel (N24) e outra aglutingdo manose resistente (N13).

Grande parte das linhagens isoladas de aves saudaveis aglutinou eritrocitos de cobaia (21
linhagens, 70%), sendo que dentre estas, 17 (56%) o realizaram quando cultivadas em meio CFA.
Doze linhagens exibiram hemaglutinagdo de eritrocitos de cobaia quando cultivadas em pelo
menos dois meios de cultura diferentes. Dentre as linhagens com hemaglutinagdo positiva de
eritrocitos de cobaia, nove (30%) a apresentaram quando cultivadas em apenas um dos meios de
cultura testados. Dentre as linhagens com esta caracteristica, sete foram cultivadas em meio CFA,
uma em TSA (N10) e outra em Meio Minca (N13). A hemaglutinagio manose sensivel de
eritrocitos de cobaia foi observa em 13 linhagens isoladas de aves sadias (43%), sendo que nove
destas linhagens também exibiram hemaglutinagdo manose resistente € quatro apenas
hemaglutinagdo manose sensivel. Sete das linhagens isoladas de aves saudaveis (23%) exibiram
hemaglutinagdo manose resistente frente aos eritrocitos de cobaia.

A aglutinagdo de eritrocitos de galinhas foi observada em 14 das linhagens isoladas de
aves saudaveis (46%), sendo que nove (30%) destas linhagens a apresentou quando cultivadas em
meio CFA (Tabela VI). Seis linhagens exibiram hemaglutinago manose sensivel para eritrocitos
de galinha quando cultivadas em meio CFA, sendo que uma destas linhagens (N4) também
exibiu aglutinagio manose sensivel quando cultivada em meio Minca e outra (N14) também

apresentou hemaglutinagio manose resistente quanto cultivada em meio TSA. As linhagens N9,
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N13 e N16 apresentaram hemaglutinagio manose resistente quando cultivadas em meio CFA,
sendo que a linhagem N9 também exibiu hemaglutinagio manose sensivel quando cultivada em
meio Minca e a linhagem N16 também apresentou hemaglutinagio manose resistente quando
cultivada em meio TSA. As linhagens N15, N24 e N28 aglutinaram eritrocitos de galinha apenas
quando foram cultivadas no meio TSA e a linhagem N8 somente o realizou quando foi cultivada
em meio Minca. Apenas uma linhagem apresentou aglutinagio positiva de eritrocitos de galinha
quando cultivada em meio LA (linhagem N2, sendo a aglutinagio do tipo manose sensivel).

Concluindo, para as linhagens isoladas de aves saudaveis, o cultivo em meio CFA
favoreceu a aglutinagdo manose resistente de eritrocitos bovinos, manose sensivel de eritrocitos
ovinos, manose resistente de eritrocitos de cobaia € manose sensivel de eritrocitos de galinha. Ja
o cultivo em meio Minimo favoreceu a aglutinacdo de eritrocitos humanos.

Frente aos eritrocitos bovinos, 17 (71%) das 24 linhagens isoladas de aves septic€micas
(indicadas como S1-S24) apresentaram aglutinagiio positiva. Dentre estas, 11 linhagens (46%)
exibiram hemaglutinacdo manose resistente, quatro (16%) apresentaram hemaglutinagdo manose
sensivel e duas (8%) apresentaram os dois tipos de hemaglutinagdo. A hemaglutinagdo manose
resistente de eritrocitos bovinos foi exibida por trés linhagens que foram cultivadas em meio
Minca (linhagens S1, S2, e S3) e por uma linhagem cultivada em meio CFA (524). A linhagem
S4 exibiu hemaglutinagio manose resistente de eritrocitos bovinos quando nos meios CFA e
Minca. Além disso, quatro linhagens exibiram hemaglutinagdo manose resistente quando foram
cultivadas nos meios LA e CFA (linhagens S6, S7, S9 e S15 ) e apenas uma linhagem exibiu esta
caracteristica quando cultivada nos meios LA, CFA e Minca (S13). Duas linhagens que exibiram
hemaglutinagdo manose resistente também apresentaram hemaglutinagdo manose sensivel: a
linhagem S10 exibiu hemaglutinagdo manose resistente quando cultivada nos meios LA e CFA e

manose sensivel quando cultivada em meio Minca, a linhagem S11 exibiu hemaglutinagido
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manose resistente quando cultivada em meio CFA e manose sensivel quando cultivada em meio
LA. A hemaglutinagic manose sensivel de eritrocitos bovinos também foi observada nas
linhagens S8, S20 e S21. A linhagem S8 aglutinou esses eritrocitos quando cultivada nos meios
LA e Minca;, a linhagem S20 apenas quando cultivada em meio Minca e a linhagem S21
apresentou hemaglutinagio de hemacias bovinas quando cultivada em meio LA.

A hemaglutinagdo de eritrocitos eqiiinos foi observada em 15 das 24 linhagens isoladas de
aves septicémicas (62,5%) sendo que duas (8%) apresentaram hemaglutinagdo manose resistente
(S1 e S4), 11 (45%) exibiram hemaglutinagio manose sensivel e duas linhagens (8%)
apresentaram os dois tipos de hemaglutinagdo (S12 e S24). Dez linhagens (13%) apresentaram
hemaglutinagdo manose sensivel quando foram cultivadas em meio Minca. Destas linhagens,
duas também apresentaram hemaglutinagio manose sensivel quando cultivadas em CFA (S11 e
S12) sendo que a linhagem S12 também exibiu hemaglutinagdo manose resistente quando
cultivada em LA; duas linhagens também apresentaram hemaglutinagdo manose sensivel quando
cultivadas em meio TSA (S16 e S24), sendo que a linhagem S24 também apresentou
hemaglutinagio manose resistente quando cultivada em meio CFA. A linhagem S13 exibiu
hemaglutinagdo manose sensivel quando cultivada em meio CFA e a linhagem S7 a apresentou
quando cultivada em meio LA.

Dezenove das 24 linhagens originarias de aves septicémicas (79%) aglutinaram eritrocitos
de carneiro, sendo que 12 (50%) exibiram hemaglutinagdo manose-sensivel, 5 (20%) manose
resistente e duas linhagens (8%) exibiram os dois tipos de hemaglutinagdo (S10 e S15). Dentre as
linhagens que exibiram hemaglutinagdo manose sensivel, seis foram cultivadas em meio LA (nas
quais as linhagens S11 e S18 também apresentaram hemaglutinagdo manose sensivel, quando
cultivadas em meio CFA), quatro em meio minimo (das quais a linhagem S22 exibiu

hemaglutinagdo manose sensivel quando cultivada em meio Minca), um em meio CFA (823) e
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uma (S7) em meio Minca. Duas linhagens (S4 e S5) exibiram hemaglutinacdo manose resistente
quando cultivadas em LA, CFA e Minca e uma (S12) quando cultivada em meio TSA.

Onze linhagens isoladas de aves com septicemia (45%) aglutinaram eritrécitos humanos,
sendo que cinco (20%) apresentaram hemaglutinagdo manose resistente, cinco (20%) manose
sensivel e uma (4%; linhagem S16) exibiu os dois tipos de hemaglutinagdo. As cinco linhagens
que apresentaram hemaglutinacio manose resistente a exibiram quando cultivadas em meio CFA,
sendo que 1 também mostrou hemaglutinagdo manose resistente quando cultivada em meio TSA.
Entre as cinco linhagens que apresentaram hemaglutinagdo manose sensivel, as linhagens S12 e
S14 a exibiram quando cultivadas em meio CFA, S17 em meio Minimo, S18 em meio LA e a
linhagem S23 em meio TSA. Nenhuma linhagem isolada de aves com septicemia aglutinou
eritrocitos humanos quando o cultivo foi realizado em meio Minca.

Dezesseis das 24 linhagens isoladas de aves septicémicas (66%) aglutinaram eritrocitos de
cobaia, sendo que sete linhagens (29%) exibiram hemaglutinagdo manose sensivel, duas (8%)
manose resistente e sete linhagens (29%) apresentaram os dois tipos de hemaglutinagdo (Tabela
VI). Oito linhagens (33%) aglutinaram eritrocitos de cobaia quando cultivadas em meio Minca.
Dentre estas linhagens, quatro (S4, S6, S11, S15) apresentaram hemaglutinagdo manose
resistente em meios Minca ¢ CFA e também aglutinagdo manose sensivel quando cultivadas em
outros meios de cultura; uma apresentou apenas hemaglutinagdo manose resistente (S10); duas
linhagens apresentaram aglutinagio manose sensivel sendo que uma também exibiu
hemaglutinagdo manose resistente quando cultivada em meio CFA (S18) e uma exibiu apenas
hemaglutinagdo manose sensivel (S13). Entre as linhagens que ndo exibiram aglutinagdo de
eritrocitos de cobaia quando cultivadas em meio Minca, trés linhagens aglutinaram eritrocitos de

cobaia quando cultivadas em meio CFA (S1, S12 e S20), uma quando fo1 cultivada nos meios
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CFA e Minimo (S22), uma quando foi cultivada em meio Minimo (S23), uma quando cultivada
em meio LA (S8) e uma quando cultivada em meio TSA (S24).

Frente aos eritrocitos de galinha 11 das 24 linhagens isoladas de aves septicémicas (46%)
exibiram aglutina¢@o positiva. A hemaglutinagio manose sensivel foi observada em trés (12,5%)
linhagens sendo que duas a exibiram quando cultivadas em meio TSA (S22 e S23) € uma
linhagem quando cultivada em meto LA (S11). A hemaglutina¢do manose resistente foi
observada em 8 linhagens (33%) sendo que sete a exibiram quando cultivadas em meio LA € uma
quando cultivada em meio CFA (S19). Entre as sete linhagens que exibiram hemaglutina¢do
manose resitente quando cultivadas em meio LA, duas também a apresentaram quando cultivadas
em meio CFA (S14 e S17), uma também a exibiu quando cultivada em meio TSA (S24) e duas
quando cultivadas em Meio Minimo (S15 e S18). Nenhuma destas linhagens apresentou os dois
tipos e hemaglutinagdo. Além disso, ndo foi observada hemaglutinagio quando o cultivo foi
realizado em meio Minca.

Concluindo, para as linhagens originarias de aves com septicemia 0 meio de cultura CFA
favoreceu a aglutinagdo manose resistente frente a eritrocitos bovinos € humanos. A aglutina¢do
tipo manose resistente com eritrocitos de eqiiinos € manose sensivel com eritrocitos de cobaia foi
observada em maior freqiiéncia quando o cultivo das linhagens foi realizado em meio Minca. Por
outro lado, o meio LA favoreceu a aglutinagdo manose resistente frente a eritrocitos ovinos e de
galinha.

Linhagens originarias de aves com Sindrome da Cabec¢a Inchada (indicadas como SCI1 a
SCI4, SCI6 a SCII15) aglutinaram eritrocitos bovinos apenas quando cultivadas nos meios
Minimo e LA. Seis destas linhagens apresentaram hemaglutinagdo manose sensivel (43%), entre
as quais quatro (28%) (SCI2, SCI3 SCI4 e SCI5) a exibiram quando cultivadas em meio Minimo,

uma (7%) quando cultivada em meio LA (SCI 10) e uma (7%) apresentou hemaglutinagdo
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manose sensivel quando cultivada em meio Minimo e manose resistente quando cultivada em
meio LA (SCI12).

Apenas as linhagens SCI10 e SCI15, dentre as 14 isoladas de aves com Sindrome da
Cabega Inchada, aglutinaram eritrocitos eqiinos. As duas exibiram hemaglutinagdo manose
sensivel sendo que SCI10 quando cultivada em meio CFA e SCI15 quando cultivada em meio
Minca.

Cinco linhagens originarias de aves com sindrome da cabega inchada (36%) apresentaram
aglutina¢do positiva em eritrocitos ovinos sendo que apenas uma (SCI10) exibiu hemaglutinagdo
manose resistente (7%). Dentre as quatro linhagens com hemaglutina¢do manose sensivel, duas a
exibiram quando cultivadas em meio Minca (SCI9 e SCI12), uma quando cultivada em meio
Minimo (SCI14) e uma quando cultivada nos meios TSA, Minimo e Minca (SCI15).

Frente aos eritrocitos humanos, apenas as linhagens isoladas de aves com sindrome da
cabeca inchada cultivadas em CFA e Minca apresentaram hemaglutinagdo positiva (Tabela VI).
Quatro linhagens aglutinaram eritrocitos humanos quando cultivadas em CFA (28%) sendo que
duas apresentaram hemaglutinagio manose sensivel (SCI8 e SCI10) e 2 manose resistente (SCI12
e SCI13). A linhagem SCI 15 exibiu hemaglutinagdo manose sensivel quando cultivada em meio
Minca e manose resistente quando cultivada em meio CFA.

Sete linhagens originarias de aves com sindrome da cabeca inchada (50%) aglutinaram
eritrocitos de cobaia sendo que apenas uma (7%) apresentou aglutinagdo manose resistente
(SC110). Dentre as linhagens que exibiram aglutinagdo manose sensivel, trés a realizaram quando
cultivadas em meio Minimo (SCI3, SCI6 e SCI13), uma quando cultivada em meio TSA (SCI1),
uma quando cultivada nos meios TSA e Minimo (SCI15) e uma quando cultivada nos meios

Minca e CFA (SCIB).
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Seis das 14 linhagens originarias de aves com sindrome da cabega inchada (43%)
apresentaram aglutinagdo positiva frente a eritrocitos de galinha. Entre estas linhagens, trés
(21%) a exibiram quando cultivadas em meio LA, sendo que uma linhagem apresentou
hemaglutinagio manose sensivel (SCI14) e duas exibiram hemaglutinagio manose resistente
(SCI12 e SCI13). Além disso, trés linhagens exibiram hemaglutinagio manose sensivel: a
linhagem SCI8 a exibiu quando cultivada nos meios Minimo, CFA e Minca; SCI9 apenas quando
foi cultivada em meio Minimo e a linhagem SCI10 quando cultivada em meio Minca € manose
resistente ao ser cultivada nos meios TSA, LA e CFA.

Concluindo, para as linhagens isoladas de aves com sindrome da cabega inchada, o
cultivo em meio Minimo favoreceu a aglutinagdo manose sensivel com eritrocitos bovinos e de
cobaia; a utilizacdo de meio Minca favoreceu a aglutinagdo manose sensivel com eritrocitos
ovinos, enquanto o cultivo em meio CFA favoreceu a aglutinagdo manose resistente de ertrocitos
humanos e o cultivo meio LA favoreceu a aglutinagdo manose resistente de eritrocitos de galinha.

Cinco linhagens isoladas de aves com onfalite (45%) apresentaram aglutinagdo positiva
frente a eritrocitos bovinos. Destas linhagens, trés (27%) apresentaram hemaglutina¢do manose
sensivel (linhagens O5, 06 e 010), a linhagem O11 (9%) exibiu hemaglutinagdo manose
resistente € as linhagens O4 e Q9 exibiram os dois tipos de hemaglutinagdo. As linhagens com
hemaglutinagdo manose sensivel a exibiram apenas quando cultivada em meio Minimo. Contudo
as linhagens que mostraram os dois tipos de hemaglutinagdo apresentaram hemaglutina¢do
manose sensivel quando cultivadas em outros meios: a linhagem O4 apresentou hemaglutinagio
manose sensivel quando cultivada em meio Minca e manose resistente quando cultivada nos
meios LA e CFA; a linhagem O9, por outro lado, exibiu hemaglutinagdo manose sensivel quando

cultivada em meio TSA e manose resistente em meio CFA.
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A aglutinagdo de eritrocitos eqiiinos foi observada em cinco linhagens isoladas de aves
com onfalite (45%). Apenas uma linhagem (9%) exibiu hemaglutinagdo manose resistente (O11).
Dentre as quatro linhagens com hemaglutinagio manose sensivel, duas a exibiram quando
cultivadas em meio CFA (03 e 05) e uma quando cultivada em meio Minca (O6); a linhagem O4
exibiu hemaglutinacdo manose sensivel ao ser cultivada nos meios TSA, CFA e Minca.

A aglutinagdo de eritrocitos ovinos também foi observada em cinco linhagens isoladas de
aves com onfalite (45%). Quatro destas linhagens (36%) exibiram hemaglutinagdo de eritrocitos
ovinos ao serem cultivadas em meio TSA, sendo que trés (27%) exibiram aglutinagdo manose
sensivel (05, O7 e 09) e uma linhagem (9%) manose resistente (O11). A linhagem Ol exibiu
hemaglutinagdo manose sensivel ao ser cultivada em meio Minimo.

Apenas a linhagem O11, entre as isoladas de aves com onfalite, aglutinou eritrocitos
humanos. A aglutinagdo manose resistente de O11 foi observada quando a linhagem foi cultivada
nos meios TSA e CFA.

Oito das 11 linhagens isoladas de aves com onfalite (72%) aglutinaram eritrocitos de
cobaia, dentre estas, cinco (45%) exibiram hemaglutinagio manose sensivel, duas linhagens
(18%) (05 e O9) manose resistente e uma (9%) apresentou os dois tipos de hemaglutinagdo
(O11). Entre as linhagens com hemaglutinagdo manose sensivel, trés a exibiram quando
cultivadas em meio CFA (02, O3 e O7), uma quando cultivada nos meios TSA, CFA e Minca
(linhagem O4) e uma ao ser cultivada nos meios TSA e Minimo (linhagem 010).

Apenas duas linhagens isoladas de aves com onfalite (18%) aglutinaram eritrocitos de
galinha; a linhagem O7 apresentou hemaglutinagdo manose resistente ao ser cultivada em meio
Minca e O11 quando cultivada em meio TSA.

Concluindo, para as linhagens isoladas de aves com onfalite (indicadas como O1 a O11),

a utilizagio do meio minimo favoreceu a aglutinagdo manose sensivel de eritrocitos bovinos, o
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cultivo em meio CFA favoreceu a hemaglutinagio manose sensivel de eqiinos e a utilizagdo de
meio TSA favoreceu a aglutinagdo manose resistente de eritrocitos ovinos.

Analisando-se o nimero total das linhagens (79), verificou-se que a hemaglutinagdo de
eritrocitos de cobaia foi a mais freqiiente, sendo observada em 52 linhagens (65%). A aglutinagéo
de hemacias humanas foi observada em 42 linhagens (53%) e a aglutinagéo de eritrocitos ovinos
foi verificada em 38 linhagens (58%). A aglutinagdo de eritrocitos equinos e de galinha foi
observada em 35 linhagens (54%).

A determinagiio do padrio de hemaglutinagdo manose resistente, observado apds o cultivo
em cada meio de cultura, permitiu que as linhagens bacterianas fossem divididas em 40 grupos
(Tabela VII). As linhagens N10, O9, 04, S7 e S10 apresentaram padrdo de hemaglutinag@o
semelhante ao descrito para a adesina CFAII/CS3 presente em linhagens de EPEC de origem
humana (Mooi & De Graaf, 1985). As linhagens SCI13, SCI15, SCI12 e Ol1 apresentaram
.padrio de hemaglutinagdo semelhante ao exibido pela adesina FB171, descrita por Girdn et al.
(1993), presente em linhagens de Escherichia coli de origem humana. As demais linhagens
exibiram padrdes de hemaglutinagdo ainda ndo relacionados a expressio de fimbrias ja descritas

na literatura.
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Tabela VI: Microhemaglutinagio, adesdo em traquéia de aves e observacdo de fimbrias em microscopia eletronica
de transmissdo para linhagens de Escherichia coli isoladas de aves saudaveis (N1 a N30), aves com septicemia (S1 a
S24), aves com sindrome da cabega inchada (SCI1 a SCI4, SCI6-SCI15) e de aves com onfalite (O1 a Ol11)
cultivadas em meio TSA (1), meio LA (2), meio minimo (3), meio CFA (4) e meio Minca (5).

Linhagens Microhemaglutinagdo / Eritrocitos Adesdo em fraquéia  MET
Bovino Equino Ovino Humano Cobaia Galinha de embrides de aves
N1 - MS5 - MS1 MS1;3 - MR +
N2 - MSs5 - - MS2:4;5/MR1 Ms2 MR +
N3 - MS3;5 - - - - MR -
N4 - - - - - MS4.s MS -
NS - - - - - - MS -
N6 - - - - - - MS -
N7 . - - MS3 MR4 - MR -
N8 - - B MS3 MS3.4/MRS MSS Ms +
N9 MR4 MS4 Ms4 - MR4 MSS/MR4 MS -
N10 MS1/MR4 MS3:4 - - MsS1 - MR -
N1 MR4 - - MS4/MR1 MS3/MR4 - MS -
NI2 - - - - - - MR -
N13 - - - MR4 MRS MR4 MR +
Ni4 MS! MS1 - MS4/MR3 MSS/MR1 MS4/MR1 MS -
Nis MS4 MS1/MR4 MS1 - MR4 MR1 - +
N16 - MS2 . MR3 - MR1;4 MR -
N17 - - - MR3 MR4 Ms4 MsS -
N18 - - - - - - - -
N1§% - - MsS4 - - - MR +
N20 - MS3 MS4 - MS4.5 MS4 MS +
N21 MRI MS3/MR1 MR1.4 - MR4 - - -
N22 - MR1 B MS4/MR3 MSS/MR1;4 Ms4 - +
N23 - - MS1 - MR4 MS4 MR -
N24 MS1:4 - Ms4 MS4 MS1;5’MR4 MSI - -
N25 - - - - MS3,5/MR1;4 - - -
N26 - MS5 MSs - MS3/MR4 - - -
N27 - - MS1 - - - MS -
N28 - MS - - MS3:4 MR} - -
N2¢9 - - - - MR4 - - -
N30 - - - MR2:3 MS5/MR4 - - -
St MRS MR2 MS2 - MS4 - - +
s2 MRS - - - - . MS -
S3 MRS - MS2 - - - MR -
sS4 MR4;5 MR2 MR2;4;5 MR4 MS3/MR2;4;5 - Ms -
S5 - MSs MRZ:4,5 - - - MR -
S6 MR2.4 - - MR4 MSI1/MR4;5 - MS -
7 MR2;4 MS2 MSs5 - MS2:4;5 - - +
S8 MS2;5 MSs MS2 - MS2 - - -
S9 MR2:4 - MS2 - - - MR he
S10 MSS/MR2;4 MS2;4 MS2/MR4 - MR2;4;5 - - -
S11 MS2/MR4 MS4.;5 MS2:4 MR4 MS2/MR4;5 MS2 - -
S12 MR4 MS4;5/MR2 MRI1 MS4 MR4 - - -
S13 MR2;4;5 MS4 MR2:4,5 - MS2;5 - MR +
S14 MS4 - - MS4 - MR2;4 - -
S15 MR2;4 MSL;S MS1;5MR2;4 - MS1/MR4;5 MR2:3 MR -
S16 - MS5 - MS3;MR4 MS1 MR2:4 MR -
S17 - - MS3 MS3 - MR2 MR -
S18 - - MS2;4 MS2 MS5/MR4 MR2;3 - -
St9 - MSS MS3 - - MR4 - -
S20 MSs - MS3 - MsS4 - - -
S21 Ms2 - MRS - - MR2 - +
S22 - MSS MS3;5 MR4 MS3/MR4 Ms1 - -
§23 - MS5 MS4 MS1 MS3 MS1 MR +
S24 MR4 MS1.5MR4 - MR1 MS/R1 MRI;2 - -
SCI1 - - - - MS1 - MS +
SCI2 MS3 - - - - - MR -
SCI2 Msz - - - MS3 - MR -
SCI4 MS3 - - - - - MR +
SCI6 MS3 - - - MS3 . -
SCI7 - - - - - . MR +
SCI3 - - - Ms4 MS4.5 MS3:4:5 MS e
SCI9 - - MSS - - MS3 MR -
SCI10 Ms2 MS4 MR2;4 MSs4 MR2:4,5 MS5/MR1;2:4 MR -
SCI11 - - - - - - - -
SCI12 MS3/MR2 - MSs MR4 - MR2 - -
SCI13 - - - MR4 - MR2 MS -
SCI14 - - MS3 - MS3 MS2 MS
SCIH5 - MS5 MS1:3.5 MS5/MR4 MS1:3 - -
o1 B B MS3 B B - N B
o2 - - - - Ms4 - - -
o3 - MS4 - - Ms4 - - -
o4 MS5/MR2:4 MSI:.4.5 - - MSI1,4.5 - - -
(051 MS3 MS4 MSI - MR1;4 - MS -
013 MS3 MSs - - - - - -
o7 - - MSI] - MS4 MRS - -
o8 - - - - - - MS -
o9 MS1/MR4 - MS! - MRI1 - - -
ol10 MS3 - - - MS1;3 - MS -
O11 MR1 MRI MR1 MR1;4 MS3/MR1 MR1 MR -

MR resisténcia a adi¢io de D-manose;, MS: sensibilidade a adi¢go de D-manose;. MET: observagio de fimbrias em Microscopia Eletronica de Transmissao.
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Tabela VII. Padrdes de microhemaglutinagdo observados nas linhagens de Escherichia coli isoladas
de aves cultivadas nos meios TSA, LA, minimo, CFA ¢ minca frente a eritrocitos bovinos, eqiiinos,

ovinos, humanos, de cobaia € de galinha.
M

Hemaglutinacdo Meio de cultura Linhagens Observagdes

Boi, cobaia e galinha CFA N9 Nao descrito

Boi CFA N10,09,04,87,S10 Semelhante ao descrito para
CFAIVCS3 (Mooi & De
Graaf, 1985)

Boi Minca $2,83,89,51 Nio descrito

Boti LA $9.87.86,511 N3o descrito

Boi, humano e cobaia CFA S6,811 Nio descrito

Cobaia Minca $6.S11,N13,8CI10,S10 Nao descrito

Bot e cobaia CFA N11,812 Nio descrito

Humano TSA N11 Nao descrito

Humano e galinha CFA N13,816 Nio descrito

Humano Minimo N14,N16,N17, N22,N30 Nio descrito

Cobaia e galinha TSA Ni4 Nio descrito

Cavalo ¢ cobaia CFA N15 Nio descrito

Galinha TSA N15.N28,SCI10 Nio descrito

Galinha CFA N16,819,814 Nio descrito

Humano e galinha CFA S16 Nio descrito

Humano CFA SCI13,SCI15,8CI12,011 Semelhante ao descrito para
FB171 (Giron, er al., 1993)

Galinha LA SCI13,817,818,524.514.821 N3o descrito

Cobaia CFA N17,N30,N6,N23,N24,N25.N26,N29,05 N3o descrito

Humasw < Cobaia CFA S22.N22 Nao descrito

Boi, cavalo e camneiro TSA N21 Nio descrito

Carmeiro e cobaia CFA N21.8CI10 Nio descrito

Cavalo LA $12,81,84 Nio descrito

Carneiro TSA S12 Nio descrito

Cavalo ¢ cobaia TSA N22 Nio descrito

Boi,cameiro, humano e cobaia CFA S4 Nio descrito

Boi. carneiro e cobaia Minca sS4 Nio descrito

Carneiro LA $5,8CI10 Nio descrito

Caneiro CFA S5 Nao descrito

Carnetro Minca 85,821 Nio descrito

Boi. Cobaia LA S10 Niao descrito

Galinha Minca o7 Naio descrito

Galinha Minimo S18 Nio descrito

Boi, cavalo CFA S24 Nio descrito

Humano, cobaia e galinha TSA S24 Nio descrito

Boi e galinha LA SCI12 Nio descrito

Boi TSA 09 Nio descrito

Boi, carneiro, humano, cobaia, TSA Ol1 Nio descrito

galinha e cavalo

Cobaia LA N2 Nio descrito

Cobaia TSA 035 Nio descrito

Boi e carneiro CFAMincae LA S13 Nio descrito

U S —
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3. Visualizac¢iao de fimbrias em microscopia eletrénica de transmissao

Para a visualiza¢do de fimbrias em microscopia eletronica de transmissdo, a linhagem S13
foi utilizada como padréo positivo de expressdo de fimbrias por apresentar adesdo e invasdo em
cultura de células HelLa e Hep2. A linhagem S13 foi cultivada em cinco meios de cultura (LB,
TSB, Minca, CFA e Minimo) para verificar qual deles melhor poderia favorecer a expressdo de
fimbrias nesta linhagem. Foram observadas estruturas fimbrias na superficie de S13 em todos os
meios de cultura utilizados (Figura 2). Como a linhagem S13 expressou estruturas fimbriais
visualmente diferentes apos o cultivo em todos os meios de cultura utilizados, e como o teste de
adesdo em anéis de traquéia foi realizado com as linhagens cultivadas em meio LB, a observagéo
das demais linhagens bacterianas foi realizada apds crescimento em meio LB a 37°C durante 18
horas.

As estruturas fimbriais observadas na superficies das linhagens foram encontradas em
quatro tipos morfoldgicos: fimbrias bem delimitadas envolvendo toda a superficie bacteriana
semelhantes ao observado em S13 (Figura 2D); sob a forma de fibrilas, como o observado na
linhagem S19 (Figura 3B); fimbrias de formato irregular semelhante ao observado em S11
(Figura 3-A) e fimbrias longas semelhante ao observado em SCI14 (Figura 3C).

Entre as linhagens isoladas de aves saudéveis (indicadas N1 a N30), foram observadas
estruturas fimbriais em nove linhagens (30%). Entre estas linhagens, quatro apresentaram adesao
manose resistente em epitélio traqueal (N1, N2, N12 e N19), trés apresentaram adesio manose
sensivel (N8 e N20) e duas exibiram adesdo negativa (N15 e N18) (Tabela VI).

Dez (41,6%) linhagens originarias de aves com septicemia (indicadas como S1 a S24)

exibiram fimbrias em sua superficie, sendo que quatro apresentaram ades@o manose resistente em
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epitélio traqueal de aves (S5, S9, S13 e S23), uma linhagem exibiu adesdo manose sensivel (S4) e
cinco ndo aderiram em epitélio traqueal (S1,S7,S11,S12 e S21) (Tabela VI).

Sete linhagens isoladas de aves com sindrome da cabega inchada (50%) apresentaram
fimbrias em sua superficie (Tabela VI). Destas linhagens, trés apresentaram adesdo manose
resistente em epitélio traqueal de aves (SCI4, SCI7 e SCI9), trés linhagens exibiram adesdo
manose sensivel (SCI1, SCI8 e SCI14) e uma linhagem apresentou adesdo negativa em epitélio
traqueal de aves (SCI15).

Apenas trés linhagens isoladas de aves com onfalite exibiram estruturas fimbrias em sua
superficie (Tabela VI). As linhagens O2 e O3 néo apresentam capacidade de adesdo em epitélio
de traquéia de aves e a linhagem O7, por outro lado, exibiu ades@o manose sensivel em epitélio

traqueal de aves.
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i C ‘ et jl. D 8,10um

Figura 2: Visualizagdo de fimbrias (indicada pelas setas) da linhagem S13 de Escherichia coli
isolada de ave com septicemia em Microscopia eletronica de transmissdo. A: Cultivo em meio
TSB (56000X). B: Cultivo em meio Minca (61500X). C: Cultivo em Meio Minimo (80000X).

D: Cultivo em meio CFA (32500X). E: Cultivo em meio LB (32500X).

54



Resultados

Figura 3. Visualizagdo de fimbrias (indicadas pelas setas) de linhagens de Escherichia coli de
origem avidria em microscopia eletronica de transmissdo. A: Linhagem S11 (60000X). B:

Linhagem S19 (127000X). C: Linhagem SCI14 (27000X).
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4. Deteccio dos genes papA, fimA, crl, csgA e tsh através de PCR

Os resultados obtidos na amplificacdo dos genes papA, fimA, crl, csgA e tsh estdo
relacionados nas tabelas VIII e IX.

O gene relacionado a expressdo da fimbria P (papA - Figura 4) foi encontrado em 11
linhagens (14%) sendo, dentre os genes analisados, 0 que em menor freqiiéncia apareceu. O gene
responsavel pela codificagio da subunidade estrutural da fimbria tipo 1 (fimA - Figura 5) foi
observado em 24 linhagens (30%). A presenca de dois genes relacionados a expressdo da fimbria
“curli” foi analisada nas linhagens estudadas: o gene cr/ (Figura 6) foi encontrado em 21
linhagens (26,5%) e o gene csgA (Figura 7) foi observado em 35 linhagens (44,3%). O gene tsh
(Figura 8), relacionado a presen¢a da hemaglutinina termo-sensivel (Tsh), foi encontrado em 16
linhagens (20%).

Nas linhagens isoladas de aves saudaveis foram encontrados apenas os genes fimA, crl e
tsh (Tabelas VIII e IX). O gene fimA foi observado em cinco destas linhagens (16,6%), cr/ em
trés (10%) e o gene tsh foi encontrado em trés linhagens.

Duas linhagens isoladas de aves saudaveis (6%) apresentaram dois dos genes analisados
(tabela IX); na linhagem N2 foram detectados os genes fimA4 e tsh e na linhagem N10 foram
encontrados os genes fim4d e crl Além destas linhagens, o gene fimA foi detectado nas
linhagens N7, N11 e N22. O gene cr/ foi observado nas linhagens N14 e N27 e o gene tsh foi
observado nas linhagens N15 e N19. Os genes papA e csgd ndo foram detectados nas linhagens
1soladas de aves saudavesis.

Os cinco genes relacionados a presenca de fatores de colonizagdo estudados e descritos

em APEC foram encontrados nas linhagens isoladas de aves com septicemia. O gene papA, e
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gene tsh, foram encontrados isoladamente em seis (25%) destas linhagens (tabela IX). Os genes
fimA e crl, por outro lado, foram observados em sete das linhagens isoladas de aves septicémicas
(29,1%). O gene csgA foi o mais encontrado entre as linhagens originarias de aves septicémicas,
sendo detectado em 20 destas linhagens (83,3%) e o gene fsh foi detectado em seis destas
mesmas linhagens (25%) (tabela IX).

Seis das linhagens originarias de aves com septicemia (25%) apresentaram apenas um
dos genes analisados (tabela VIII); apenas o gene papA foi encontrado na linhagem S8; nas
linhagens S4, S9, S14, S16 e S19 somente o gene c¢sgAd foi detectado. Em 11 das linhagens
isoladas de aves com septicemia (46%) foram encontrados dois dos cinco genes analisados: nas
linhagens S1, S2 e S23 (3/24 ou 12,5%) foram detectados os genes cr/ e csgA, nas linhagens S5,
S6 e S11 (3/24 ou 12,5%) foram encontrados os genes papA4 e csgA4; na linhagem S15 (1/24 ou
4%) foram detectados os genes fimA4 e csgA; na linhagem S7 (1/24 ou 4%) foram encontrados os
genes fimA e crl e nas linhagens S20, S22 e S24 (3/24 ou 12,5%) foram observados os genes
csgA e tsh.

Cinco das 24 linhagens isoladas de aves com septicemia apresentaram trés dos genes
analisados; na linhagem S3 foram detectados os genes cr/, csgd e tsh; nas linhagens S10 e S12
(2/24 ou8%) foram encontrados os genes papA, fimA e csgA; na linhagem S13 (1/24 ou 4%)
foram observados os genes fimA, crl e tsh; na linhagem S17 (1/24 ou 4%) foram encontrados os
genes fimA, crl e csgA e, finalmente, na linhagem S21 (1/24 ou 4%) foram detectados os genes
fimA, csgA e tsh.

Nenhum dos cinco genes analisados neste estudo foi encontrado na linhagem S19.

Os cinco genes relacionados a presenga de fatores de colonizagio estudados, descritos em
APEC, foram encontrados nas linhagens isoladas de aves com Sindrome da Cabega Inchada

(tabelas VIII e IX). O gene papA foi observado em 5 (35,7%) destas linhagens, os genes fimA e
57



Resultados

csgA foram encontrados em nove linhagens (64,2%) e os genes cr! e tsh foram detectados em 7
destas linhagens (50%).

Doze das 14 linhagens originarias de aves com sindrome da cabeca inchada (86%)
apresentaram mais de um dos genes analisados. Por outro lado, somente o gene csgd foi
detectado na linhagem SCI7 e nenhum dos genes analisados foi encontrado na linhagens SCI13
(tabela VIII).

Trés linhagens isoladas de aves com sindrome da cabega inchada (21%) apresentaram
dois dos genes analisados (tabela IX); na linhagem SCI4 (1/14 ou 7%) foram encontrados os
genes fimA e csgA, na linhagem SCI8 (1/14 ou 7%) foram detectados os genes fim4 e crl e na
linhagem SCI14 (1/14 ou 7%) foram observados os genes papA e tsh (tabela VIII).

Trés, entre os cinco genes analisados, foram encontrados em seis linhagens isoladas de
aves com sindrome da cabega inchada (tabela IX); na linhagem SCI2 (1/14 ou 7%) foram
encontrados os genes fimA, csgA e tsh; na linhagem SCI3 (1/14 ou 7%) foram detectados os
genes fimA, crl e tsh; na linhagem SCI6 (1/14 ou 7%) foram observados os genes papA, crl e
csgA; na linhagem SCI9 (1/14 ou 7%) foram encontrados os genes papA, fimA e crl; na linhagem
SCI10 (1/14 ou 7%) foram observados os genes fimA, crl e csg4 e na linhagem SCI15 (1/14 ou
7%) foram encontrados os genes papA, csgA e tsh (tabela VIII).

Nas linhagens SCI1, SCI11 e SCII2 foram encontrados quatro genes (tabela IX): os
genes fimA, crl, csgA e tsh foram detectados nas linhagens SCI1 e SCI12 (14%) e os genes papA4,
fimA, csgA e tsh foram encontrados na linhagem SCI11 (7%) (tabela VIII).

Somente os genes fimA, crl e csgA foram observados em linhagens isoladas de aves com
onfalite (tabelas VIII e IX). O gene fimA foi observado em 3 (27%) destas linhagens, o gene cr/

em 4 linhagens (36%) e o gene csgA foi encontrado em seis linhagens.
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Nenhum dos genes analisados foi detectados em cinco (45,5%) das linhagens originarias
de aves com onfalite (tabela VIII). Por outro lado, as outras 6 linhagens (54,5%) (linhagens O1,
02, 03, 04, 06, O7) apresentaram pelo menos dois dos genes (tabela VIII): nas linhagens O1 e
07 (18%) foram encontrados os genes fimA e csgA, nas linhagens O3, 04 e 06 (27%) foram
observados os genes crl e c¢sgA e na linhagem O2 (9%) foram detectados os genes fimA4, crl e

csgA (tabela VIII).
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Tabela VIII: Detec¢io de genes para fimbria tipo 1, fimbria“curli”,
fimbria P e hemaglutinina termo-sensivel através da PCR em linhagens de

Escherichia coli de origem aviaria.

Linhagem Fragmentos amplificados Linhagem Fragmentos amplificados

papd  fimA crl csgd  tsh papd  fimd crl csgd  tsh
N1 - - - - - $12 + + -+ -
N2 - + - - + S13 - + o+ - +
N3 - - - - - S14 - - - -
N4 - - - - - S15 - + -+ -
N3 - - - - - S16 - - -+ -
N6 - - - - - S17 - + o+ 4 -
N7 - + - - - S18 - - - + -
N8 - - - - - S19 - - - - -
N9 - - - - - S20 - - -+ +
N10 - + o+ - - S21 - + -+ 4
N11 - + - - - S22 - - -+ +
N12 - - - - - S23 - - + o+ -
N13 - - - - - S24 - - -+ +
N14 - + - - SC11 - +  + 0+ +
N15 - - - - + SCI2 - + - + +
N16 - - - - - SCI3 - + o+ - +
N17 - - - - - SCi4 - + -+ -
N1g8 - - - - - SCle + - + o+ -
N19 - - - - + SCI7 - - -+ -
N20 - - - - - SCI8 - + o+ - -
N21 - - - - - SCI9 + + o+ - -
N22 - + - - - | SCI10 - + o+ o+ -
N23 - - - - - | SCI1l + + -+ +
N24 - - - - - | SCI12 - + o+ o+ +
N25 - - - - - | SCI13 - - - - -
N26 - - - - - | SCIi4 + - - - +
N27 - - + - - | SC11s + - - + +
N28 - - - - - 01 - + - + -
N29 - - - - - 02 - + + o+ -
N30 - - - - - 03 - - + o+ -
S1 - - + o+ - 04 - - + -
S2 - + o+ - 05 - - - - -
S3 - - + + + 06 - - + -
S4 - - -+ - 07 -+ -
S5 + - - + - 08 - - - - -
S6 + - - + - 09 - - - - -
S7 - + o+ - - 010 - - - - -
S8 + - - - - Oo11 - - - - -
S9 - - - + -
S10 + + - + -
S11 + - - + -

papA: gene que codifica a subunidade estrutural da fimbria P (pap A); fim4: gene
que codifica a subunidade estrutural da fimbria tipo 1 (FimA); c#/; gene regulador da
expresdo da fimbria “curli”; csgA: gene que codifica a subunidade estrutura de “curii ”;;
tsh: gene codificador de TSH (hemaglutinina termo-sensivel).

Resultados
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Tabela IX: Freqiiéncia dos genes papA, fimA, crl, csgA e tsh entre as linhagens de Escherichia
coli de origem aviaria.

Origem das linhagens Freqiiéncia de linhagens que Freqiiéncia de linhagens
apresentaram os genes papA, fimA, que nio apresentaram os
crlcsgA e tsh genes papA, fimA,
crl,csgA e tsh

fim4=16,6%
cri= 10%
30%  tsh=10% 70%
Aves sauddveis fimA+tsh=33%
(n=30) fimA4 +erl =3.3%

papA=25%
Sfim4=29.1%
crl=29,1%
csgA=83,3%
tsh=25%
fima+cerli=4,1%
JSimA+csgd=4.1%
Aves com Septicemia 95,8%  cri+csgd=12.5% 4,16%

(n=24) CS&‘I +tsh= 12.5%
papA+csgd=12.5%
cri+csgA+tsh =4,2%
JimA+cri+esgd=4,2%
papA~+fimA—~csgA=8,3%
fimA+csgA+tsh=4,1%
fimA +crl+tsh=4,1%

papA=35,7%
fimA=642%
eri=30%
csgA=64,2%
tsh=5%
SimA+crl=71%
Aves com Sindrome da 92,8% JSimA+csgA=7,1% 7.14%
Cabeca Inchada SfimA +crl+esgA=7.1%
(n=14) papA+fimA+crl=7,1%

SfimA ~csgA+tsh=7,1%
SfimA+cri+tsh=7,1%
papAd+csgA+tsh=71%
papA+cri+csgd=7,1%
JimA+cri+esgAd~+1sh=14,3%
papA+fimA-+csgA+tsh=T7,1%

fimA=27.2%

crl=36,3%
Aves com Onfalite 54,5% csgA=54,5% 45,4%
(n=11) SfimA+csgd=18%

erl+esgd=27%
SimA+cri+csgd=3%

61



Resultados

346-

246

123-

Figura 4. Gel de agarose (1,5%) com o produto de amplificagdo do gene papA (fimbria P) de
linhagens de Escherichia coli de origem avidria. 1: marcador de peso molecular (123pb). 2:

linhagem S5. 3: linhagem S6. 4: linhagem SCI6. 5: linhagem SCI9. 6: linhagem SCII15.
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(pb)

300-

100-

Figura 5. Gel de agarose (1,5%) com o produto de amplificag@o do gene fimA (fimbria tipo 1) de
linhagens de Escherichia coli de origem avidria. 1: marcador de peso molecular (100pb). 2:
linhagem N10. 3: linhagem S7. 4: linhagem S13. 5: linhagem SCI2. 6: linhagem SCI3. 7:

linhagem O1.



Resultados

PM

300-
200-

100-

Figura 6. Gel de agarose (1,5%) com o produto de amplificagdo do gene cr/ (fimbria “curli”) de
linhagens de Escherichia coli de origem aviaria. 1: marcador de peso molecular (100pb). 2:

linhagem N10. 3: linhagem S1. 4: linhagem S13. 5: linhagem SCI1. 6: linhagem O2.
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200-
100-

Figura 7. Gel de agarose (1,5%) com o produto de amplificacdo do gene csgd (fimbria “curli”)
de linhagens de Escherichia coli de origem avidria. 1: marcador de peso molecular (100pb). 2:

linhagem S1. 3: linhagem S2. 4: linhagem SCI1. 5: linhagem SCI10. 6: linhagem Ol.
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Figura 8. Gel de agarose (1,5%) com o produto de amplificagdo do gene fsh (hemaglutinina
TSH) de linhagens de Escherichia coli de origem avidria. 1: marcador de peso molecular
(123pb). 2: linhagem N15. 3: linhagem S3. 4: linhagem 813. §: linhagem SCII. 6: linhagem

SCIB.
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5. Teste de motilidade e visualizagdo de flagelos em microscopia eletronica de

transmissiao

Os resultados obtidos no teste de motilidade e expressao de flagelos estdo relacionados na
tabela X. Foram consideradas moveis as linhagens que turvaram o meio de cultura até 72 horas
apos a realizagdo do indculo e, imoveis, as linhagens que ndo turvaram o meio apds este periodo.
Através da microscopia eletronica de transmissdo pode-se constatar que a estrutura flagelar
estava presente na maior parte das linhagens que exibiu motilidade positiva. Sete linhagens
imoveis, contudo, apresentaram flagelos em sua superficie celular (linhagens S12, S21, S22,
SCI7, SCI10, O2 e O5) (tabela X), quando observadas em microscopia eletronica.

Quarenta e duas linhagens (53%) apresentaram motilidade positiva (tabela X) sendo que
destas, 12 foram linhagens originarias de aves com septicemia (50%), 19 linhagens isoladas de
aves saudaveis (63%), seis linhagens isoladas de aves com sindrome da cabega inchada (43%) e
cinco sdo linhagens originarias de aves com onfalite (45%).

Na observagdo das linhagens em microscopia eletronica de transmiss@o, a estrutura
flagelar foi observada em 39 linhagens (tabela X) sendo que 11 foram linhagens isoladas de aves
com septicemia (46%), 15 linhagens isoladas de aves saudaveis de (50%), sete sdo linhagens
isoladas de aves com sindrome da cabega inchada (50%) e seis s3o linhagens isoladas de aves
com onfalite (54%).

Dentre as linhagens moveis, 15 linhagens (nove isoladas de aves saudaveis e seis de aves

doentes) n3o apresentaram adesao em epitélio traqueal de aves (Tabelas VI e X) e 24 linhagens
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(14 isoladas de aves saudaveis e 10 de aves doentes) exibiram ades@o em epitélio de traquéia de

aves.

Entre as linhagens consideradas ndo moveis, 18 (nove isoladas de aves doentes e nove de
aves saudaveis) apresentaram adesio em epitélio de traquéia de aves. Por outro lado, 16
linhagens com motilidade negativa (14 isoladas de aves doentes e duas de aves saudaveis) ndo

aderiram em epitélio traqueal de aves (tabelas VI e X).
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Tabela X. Motilidade e visualizagdo de flagelos em microscopia eletronica de transmissio (MET) em

linhagens de Escherichia coli de origem aviaria apos 18, 24, 48 e 72 horas de cultivo.

Linhagem — Tempo apOs a realizagdo do Observ. | Linhagem  Tempo apOs a realizagdo do ~ Observ
., MET ., MET
inoculo inoculo

18hs 24hs  48hs 72hs 18hs 24hs 48hs  72hs
S1 + + + + - N17 - - + + +
S2 - - - - - N18 - - - - -
S3 - - - - - N19 - - - - -
S4 - - - - - N20 - - + + +
S5 - - + + - N21 + + + + +
S6 + + + + + N22 + + + + -
S7 - - - + - N23 - + + + +
S8 + + + + + N24 - + + + +
S9 + + + + + N25 - + + + +
S10 - - - - - N26 - - - - -
S11 - - - - - N27 - - - + +
S12 - - - - + N28 - - + + -
S13 + + + + N29 - - + + +
S14 - - - - - N30 - - + + -
S15 - - - - - SCI1 - + + + +
S16 + + + + - SCI2 - - + + -
S17 + + + + + SCI3 + + + + +
S18 + + + + + SCl14 + + + + +
S19 - - - - SCi6 - - - - -
S20 - + + + SC17 - - - +
S21 - - - - + SCI8 - - + + +
S22 - - - - + SCI9 - - - - -
S23 - - + + + | SCI10 - - - - +
S24 - - - - - SCI11 - - - - -
N1 + + + + + | SCI12 - - - - -
N2 - - - + - SC113 - - - - -
N3 - + + + - SCI14 - - - - -
N4 - - - - - SCI15 - - + + +
NS - - - - - 01 - - - - -
N6 - - - - - 02 - - . - +
N7 - - - - - 03 - - - - -
N8 - - + + + 04 - - - - -
N9 - - - - - 05 - - - - +
N10 - - + + + 06 + + + + +
N11 - + + + + 07 + + + + +
N12 . . - - + | O8 - . - - -
N13 - - - - - 09 - - + + +
N14 - + + + + 010 + + + + +
N15 - + + + + Q11 + + + + -
N16 - - - -
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6. Amplificacdo do gene fliC

A amplificagio do gene fliC foi obtida em 46 linhagens (58%) (tabela XI). Destas
linhagens, oito foram consideradas iméveis no teste de motilidade e ndo apresentaram flagelos
em sua superficie celular (linhagens N4, SCI6, SCI9, SCI11, SCI13, SCI4, O3, 04), quatro
foram consideradas imoveis e apresentaram flagelos (SCI10, SCI12, O2 e O5) e 34 foram
consideradas moéveis e exibiram flagelos em sua superficie celular (tabela XI).

Os fragmentos obtidos na amplificagdo do gene fliC apresentaram tamanhos que variaram
de 665 a 1840 pares de base (figura 9). A maioria das linhagens produziu um tnico fragmento a
partir da amplificagdo de fliC. Contudo, sete linhagens produziram dois fragmentos como
produto da reagdo de amplificagio. E importante salientar que os cuidados utilizados para a
prevengdo de amplificagdo de bandas extras, pela utilizagdo de temperaturas de anelamento mais

estringentes, ndo tiveram sucesso em reduzir este nimero de bandas observados nestas linhagens.
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Tabela XL Tamanho dos fragmentos amplificados do gene f1iC, motilidade e expressio de flagelos em linhagens
JliC + de Escherichia coli de origem avidria.

Linhagens fliC+  Tamanho do fragmento Motilidade Expressdo de flagelo

amplificado (pb) (MET)

N1 1090 + -+
N3 1780 + -
N4 1780 - -
N8 1780 + +
N9 1780 - -
N10 1670 + +
N1y 1090 + +
N14 1670 + +
N15 1670 + +
N17 1670 + +
N20 1670 + +
N21 1560 + +
N22 1560 + +
N23 {670 + +
N24 1515 + +
N23 1670 + +
N29 1560 + +
S1 1330 + +
S5 1840 + +
S6 1840 + +
S8 1370 + +
S9 1560,1330 + +
Si3 1330 + +
S16 1370 + +
S17 1370 + +
S18 1370 + +
S23 1370 + +
SCI1 1670;663 + +
SCI3 1670:665 + +
SCI4 1670:665 + +
SCI6 1670 - -
SCI8 1670:665 + +
SCI9 1670:665 - -
SC1i0 1330 - +
SCI11 1370 - -
SCI12 1670 - +
SCI13 1670 - -
SCli4 1370 - -
SCI15 1670 + +
01 1090 - -
02 1670 - +
O3 1670 - -
04 1330 - -
03 1670 - +
06 1670 + +
o7 1670 + +
09 1670 + +

pb= pares de base

MET= microscopia eletronica de transmissdo
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Figura 9. Gel de agarose (1,5%)7 com o produto de amplificagdo do gene fliC (flagelina) de
linhagens de Escherichia coli de origem avidria. 1: marcador de peso molecular 1Kb. 2:
linhagem N1. 3: linhagem S6. 4: linhagem NO. 5: linhagem N22. 6: linhagem O4. 7: linhagem

$23. 8: linhagem N24. 9: linhagem S9. 10: linhagem SCI9. 11: linhagem N20.
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7. Obtencio de RFLP do gene fliC

O produto de amplificagdo do gene fliC foi digerido com a enzima de restricdo Rsal para
a obtencdo de RFLP. Entre as 46 linhagens fliC+, apenas a linhagem S8 ndo apresentou sitios de
restri¢io que possibilitassem a digestdo com a enzima Rsal. Nas demais linhagens, o corte de
fliC com a enzima Rsal permitiu a obtengdo de fragmentos de restrigdo.

Foram obtidos 25 perfis de polimorfismos de fragmentos de restricdo entre as linhagens
fliC +, que estdo ilustrados nas figuras 10 e 11. Diferentes perfis de RFLPs foram obtidos entre
as linhagens moveis. Por outro lado, seis linhagens ndo moveis apresentaram o perfis
eletroforéticos iguais: a linhagem ndo movel SCI11 apresentou o mesmo perfil de RFLP de f7iC
da linhagem SCI14, também ndo moével; além disso, as linhagens ndo moveis SCI6, SCI1Z2,
SCI13 e SCI15 também apresentaram o mesmo perfil de RFLP. Contudo, a linhagem ndo movel
SCI110, exibiu o mesmo perfil de RFPL apresentado pelas linhagens moéveis S1, SO e S13. Da
mesma forma, a linhagem OS5 exibiu o mesmo perfil de RFLP das linhagens moveis 06, O7 e
09.

A partir destes resultados foi possivel estabelecer a comparagdo clonal destas linhagens
através da utilizagdo do sofware Popgene (versdo 3.2) que utiliza a medida de distancia genética
de Nei (1972) para a obtengio de dendrogramas que ilustram a diversidade genética de uma
populagio. A analise do dendrograma obtido (Figura 12), permitiu estabelecer a estrutura clonal
desta populagio bacteriana e comparar com as caracteristicas bioldgicas destas linhagens (adesao
em epitélio de traquéia, em células HeLa e Hep-2 e patogenicidade).

O dendrograma obtido € constituido por 6 ramos principais (A - F) (figura 12).
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O ramo A esta divido em 2 ramos denominados A.1 e A.2 (figura 12). O ramo A.1 é
formado por 13 linhagens: 7 (54%) isoladas de aves saudaveis, uma isolada de ave com
septicemia (7%) e cinco linhagens isoladas de aves com sindrome da cabega inchada (39%). A
linhagem ndo patogénica N1 e a linhagem patogénica S16, caracterizadas por apresentar adesdo
manose resistente em epitélio de traquéia, e as linhagens ndo patogénicas N21, N22 e N29, com
adesdo negativa em epitélio de traquéia, formam um grupo de linhagens geneticamente proximas
dentro do ramo A.1. Além disso, a linhagem N11, que apresenta adesdo manose sensivel em
epitélio traqueal de aves, juntamente com as linhagens nio patogénicas geneticamente idénticas
N14 (que apresenta adesdo manose sensivel em epitélio de traquéia) e N15 (com adesdo negativa
em epitélio de traquéia) e com cinco linhagens patogénicas isoladas de aves com sindrome da
cabega inchada [quatro com adesdo manose resistente em epitélio de traquéia (SCI11, SCI13,
SCI14, SCI15) e uma com adesio manose sensivel — SCI8)], também geneticamente idénticas,

- formam outro grupo de linhagens dentro do ramo A.1 (Figura 12 e Tabela XII).

Por outro lado, o ramo A.2 (Figura 12) é constituido por 20 linhagens das quais nove
(45%) foram isoladas de aves saudaveis, duas isoladas de aves com onfalite (10%), oito (40%)
linhagens isoladas de aves com septicemia e uma (5%) linhagem isolada de ave com sindrome da
cabega inchada. Estas linhagens foram organizadas em dois grandes grupos dentro do ramo A.2:
A.2a e A2b. O grupo A2 a ¢ formado por 13 das 20 linhagens que constituem o grupo A.2: a
linhagem N3 (adesdo MR em epitélio traqueal de aves ), juntamente com a linhagens N10
(adesdo MR em epitélio traqueal de aves), com as linhagens geneticamente idénticas N23 e N25
(adesdo negativa em epitélio de traquéia de aves), com a linhagem O4 (adesdo negativa em
epitélio de traquéia de aves) e as linhagens geneticamente idénticas S5 (adesdo manose resistente
em epitelio traqueal de aves) e S6 (adesdo manose sensivel em epitélio de traquéia de aves)

formam um grupo de linhagens proximas dentro do grupo A.2. a. Qutro grupo bacteriano,
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formado por linhagens geneticamente proximas dentro do grupo A.2.a, foi caracterizado por ser
constituido por trés linhagens isoladas de aves saudaveis (N4, com adesdo manose sensivel em
epitélio de traquéia, linhagem N8 que ndo apresenta adesdo e N9 que também apresenta adesdo
manose em epitélio traqueal de aves) e por trés linhagens isoladas de aves com septicemia, na
qual uma apresenta adesdo manose resistente em epitélio traqueal de aves (linhagem S23) e duas
sdo geneticamente idénticas (S17 e S18, onde S17 apresenta adesdao manose resistente em
epitélio de traquéia de aves).

O ramo A.2.b € formado por um grupo de sete linhagens das 20 que constituem o grupo
A.2. Este grupo € formado pela linhagen N17 (adesdo manose resistente em epitélio traqueal de
aves), por trés linhagens patogénicas isoladas de aves com septicemia e por uma linhagem
patogénica isolada de aves com sindrome da cabeca inchada que sdo geneticamente idénticas
(S1, S9, S13, SCI10), e pelas linhagens O1 e N20 (que apresentam adesdo manose sensivel em
epitélio traqueal de aves). O grupo cional formado pelas linhagens S1, S9, S13 e SCI10 ¢
caracterizado por apresentar adesdo manose resistente em células Hep-2.

O ramo B (Figura 12) ¢ formado por duas linhagens patogénicas isoladas de aves com
sindrome da cabega inchada geneticamente idénticas: a linhagem SCI11 que apresenta adesdo
manose resistente em epitélio traqueal de aves e SCI14 que ndo apresenta adesio neste tecido.

O ramo C € constituido por quatro linhagens isoladas de aves com onfalite, que sio
geneticamente idénticas, sendo que trés ndo apresentam adesio em epitélio de traquéia de aves e
uma linhagem (OS5) possui adesdo manose sensivel neste tecido (Figura 12 e tabela XII).
Nenhuma destas linhagens apresentou adesdo em células HeLa e Hep-2.

O ramo D ¢ formado apenas pela linhagem N24 que n3o apresenta adesdo em epitélio
traqueal de aves (figura 12 e tabela XII). Contudo, todas as linhagens deste grupo apresentam

ades@o manose resistente em células Hel.a e Hep-2.

75



Resultados

O ramo E € formado por quatro linhagens patogénicas isoladas de aves com sindrome da
cabega inchada que sdo geneticamente idénticas. Entre as linhagens formadoras do ramo E
apenas SCI13 apresenta adesdo em epitélio de traquéia de aves (adesdo manose sensivel) e as

demais ndo apresentam adesdo neste tecido (Figura 12 e Tabela XII).

O ramo F ¢ formado por duas linhagens isoladas de aves com onfalite que séo
geneticamente idénticas e que apresentam adesdo negativa em epitélio de traquéia de aves

(Figura 12 e Tabela XII).
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Figura 10: Gel de agarose (1,5%) com os perfis de RFLP, obtidos a partir da digestdo de fliC
com a enzima Rsal , observados na linhagens de Escherichia coli de origem avidria. 1: Padrdo de
peso molecular de 1,0Kb. 2: Linhagem SCII. 3: Linhagem SCI6. 4: Linhagem SCI10.
5:Linhagem SCI11. 6: Linhagem O1. 7: Linhagem O2. 8: Linhagem O4. 9: Linhagem O5. 10:
Linhagem S13. 11: Linhagem S5. 12: Linhagem S8. 13: Linhagem S16. 14: Linhagem S17. 15:
Linhagem S23. 16: Linhagem N1. 17: Linhagem N3. 18: Linhagem N4. 19:Linhagem N8. 20:

Linhagem N9. 21:Linhagem N10.
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Figura 11: Gel de agarose (1,5%) com os perfis de RFLP, obtidos a partir da digestdo de fliC
com a enzima Rsal , observados na linhagens de Escherichia coli de origem avidria. 1: Padrdo de
peso molecular de 1,0Kb. 2: Linhagem N11. 3: Linhagem N15. 4: Linhagem N17. 5:Linhagem

N20. 6:Linhagem N24. 7: Linhagem N29.
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Figura 12. Dendrograma gerado a partir do RFLP do gene fIiC através da utilizagio do método UPGMA

(POPEGENE 6.2).
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Tabela XII. Adesdo em epitélio traqueal de aves, em cultura de células HeLa e Hep2 e
patogenicidade das linhagens agrupadas no dendrograma obtido a partir dos perfis de
RFLPs do gene fliC.

Linhagens Adesdo em anéis de Adesdo em Adesdo em Patogenicidade
traquéia células HeLa células Hep-2 U.F.C/mL
N1 MR MR MR >10"
S16 MR - - 10
N21 - - - >101°
N22 - MS - >10"
N29 - - - >10'°
N11 MS - - >[107"
N14 MS MS MR >10™
N15 - - MS >10'°
SCI1 MR MR MR 107
SCI3 MR MR MR 107>X>10°
SCl4 MR MR MR 10">X>10°
SCI8 MS - - 0’
SCI9 MR MS MS 10°
N3 MR MR MR >10""
N10 MR - - >10™
N23 MR - MS >10™
N25 - MS MS >10"°
04 - - - >10™
S5 MR MR - 107
S6 MS MR MR >10'°
N4 MS - - >10™
N8 MS - MS >10'°
N9 MS - MR >16'°
S17 MR - - >10™
$18 C - - - >101°
S23 MR MS MS >10™
N17 MS MS MR >10™
S1 - MR MR 10°
S9 MR MR MR 10®
S13 MR MR MR 10°
SCI10 MR MR MR 107
01 - - - >10"
N20 MS MS MR >10"
SCI11 - MS MS 10’
SCI14 MS MR MR 107
05 MS MS - >107
06 - - - >10'°
07 - - _ >'10m
09 - - - >10'°
N24 - MR MR >10™
SCI6 - MR MR >10™
SCl12 - MR MR 10>X>1¢°
SCI13 MS MR MR 10°
SCI15 - MR MR 10’
02 - MR MR >10™
03 - - - >10'"°
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Tabela XIII: Adesdo em células HeLa, Hep-2 e adesdo em anéis de traquéia de embrides de aves de linhagens de
Escherichia coli de origem aviaria isoladas de aves saudaveis (N1-N30), de aves com septicemia (S1-S24),
originarias de aves com sindrome da cabeca inchada (SCI1-SCI4, SC16-SCI15) e isoladas de aves com onfalite (O1-
O11) na presenga (c/m) e auséncia (s/m) de D-manose (MR :adesdo manose resistente; MS:adesdo manose sensivel;
AA: adesdo agregativa; DA: adesdo difusa; LA: adesdo localizada).

Linhagens Adesio
Células HeLa Células Hep-2 Anéis de traquéia de embrides de aves

S/m Cim S/m C/m
NI AA LA AA AA MR
N2 DA Da AA - MR
N3 LA DA AA - MR
N4 - - - - Ms
N5 DA - AA LA Ms
N6 DA - DA DA MS
N7 - - AA LA MR
N8 - - LA - MS
N9 - - DA DA Ms
NIC - - - - MR
N1 - - - - MS
N12 - - - - MR
N13 i : LA LA MR
N14 DA - DA DA Ms
N15S . - LA - -
N16 LA - DA LA MR
N17 DA - DA DA Ms
Ni8 - DA LA DA -
X19 DA DA DA DA MR
N20 DA - DA LA MS
N2l - - LA DA -
N22 DA - LA DA -
N23 - - DA - MR
N24 AA - DA DA -
N25 DA - DA - -
N26 AA DA LA DA -
N27 . - DA DA MS
N28 AA - DA LA -
N29 - - DA . -
N30 DA DA DA DA -
S LA LA DA DA -
s2 DA LA - - MS
53 La DA DA DA MR
sS4 DA LA DA DA MS
S5 DA DA - - MR
6 DA DA DA DA MS
s7 An DA LA LA -
S8 DA AA DA DA -
$9 - DA DA DA MR
S10 DA AA - - -
sil AA - - - -
s12 - - - - -
S13 AA AA AA AA MR
S14 LA AA DA DA -
Si5 LA LA DA DA MR
S16 - - - - MR
s17 - - - - MR
S18 - - - - -
S19 - - - - -
520 DA - DA -
s21 DA - DA - -
$22 DA DA DA - -
523 DA - DA - MR
$24 - - - - -
SCH DA DA DA DA MS
sc12 DA Da AA DA MR
SCI3 DA DA AA AA MR
SCl4 DA DA DA DA MR
sCI§ AA LA DA DA -
sCr DA DA DA DA MR
scig ND ND ND ND MS
SCI9 AA - DA - MR
sCl10 DA DA AA DA MR
SCIit DA - AA - -
sci2 DA DA DA DA -
SCI13 DA DA DA DA MS
scl14 DA DA DA DA MS
sciis DA DA DA DA -
)] - - - - -
02 AA AA AA AA -
o3 - - - - -
04 LA LA -
05 - - - Ms
06 - - - - -
o7 - . N .
08 - - - - Ms
Q9 - - - - -
ole - - - - MS
o11 LA LA LA LA MR
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Discussio

A ocorréncia de adesdo positiva em anéis de traquéia de embrides de aves na maioria das
linhagens deste estudo demonstra que estas linhagens possuem adesinas em suas superficies com
capacidades de mediar a ligagdo bacteriana ao epitélio traqueal de aves e que, possivelmente,
podem ser responsaveis pela colonizagio inicial do trato respiratorio superior de aves por APEC.

A adesdo em epitélio de traquéia de aves é considerada um fator de patogenicidade
bacteriana de APEC devido a observagao de que infecgbes de aves por linhagens patogénicas de
Escherichia coli ocorrem geralmente via trato respiratorio superior (in: Dho- Moulin e
Fairbrother, 1999). Contudo, a ocorréncia de adesdo em 66% das linhagens isoladas de aves
saudaveis sugere que, apesar de constituir o passo inicial de infec¢des por APEC, outros fatores
de viruléncia que podem estar presentes nas linhagens isoladas de aves septicémicas, com
sindrome da cabega inchada ou onfalite, podem ser responsaveis pelo desenvolvimento destas
infec¢des.

Estudos relacionados a coloniza¢@o do trato respiratorio superior de aves por APEC tém
demonstrado que a fimbria tipo 1 possivelmente € a fimbria responsavel pela adesio bacteriana
em epité€lio traqueal de aves (Wooley et al, 1998; La Ragione er al,2000a e 2000b). A
ocorréncia de adesdo manose sensivel em epitélio de traquéia apresentada nas linhagens
analisadas também pode confirmar que a liga¢do bacteriana na superficie epitelial de traquéia de
aves pode ser mediada pela fimbria tipo 1. Entretanto, a ocorréncia de adesio manose resistente

observada em varias linhagens, sugere que existem outras adesinas presentes na superficie
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bacteriana destas linhagens e que podem também ser responsaveis pela colonizagdo inicial do
trato respiratorio superior de aves. A presenca de adesdo manose resistente em epitélio traqueal
exibida por linhagens APEC também foi observada em estudos realizados por Dozois et al
(1995) e Vidotto et al., (1997), que excluem a possibilidade da ocorréncia de adesdo manose
resistente em epitélio traqueal de aves ser mediada pela fimbria P. Assim, estes estudos,
juntamente com nossos resultados, sugerem que existem adesinas ainda ndo identificadas e
descritas em APEC que podem ser responsaveis pela colonizagdo do trato respiratorio de aves
por E. coli.

Os resultados obtidos no teste de microhemaglutinagdo mostram que diferentes tipos de
hemaglutininas podem estar presentes na superficie bacteriana das linhagens APEC analisadas
neste estudo. A ocorréncia de hemaglutinagdo manose sensivel em grande parte das linhagens
estudadas (presente em 68 das 79 linhagens, ou seja, 86%) demonstra que, como observado em
E. coli patogénicas para mamiferos (Mooi e De Graaf, 1985; Mol e Oudega, 1996; Nataro e
Kaper, 1998), a fimbrna tipo 1 € a adesina fimbrial mais freqiientemente observada em linhagens
de E. coli de origem aviaria. Por outro lado, a ocorréncia de hemaglutinagdo manose resistente
para os diferentes eritrocitos testados, apds o cultivo em cinco meios de cultura diferentes, sugere
que existem estruturas com diferentes capacidades de hemaglutinagdo presentes na superficie
bacteriana destas linhagens.

Nao foi possivel relacionar os padrdes de hemaglutinagdo observados em nossos estudos
a expressdo de fimbrias descritas em APEC, pois, até o momento, poucos padroes de
hemaglutina¢do foram descritos e relacionados a expressio de fimbrias presentes em E. coli
aviaria. E conhecido que a fimbria “cur/i” e a hemaglutinina TSH apresentam hemaglutinagio
manose resistente de eritrocitos de galinha quando o cultivo das linhagens € realizado em meio

CFA a 26°C (Olsén et al., 1993, Provence e Curtiss I1I, 1994). Apesar das linhagens N16, S19 e
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S14 (tabela VII) aglutinarem eritrocitos de galinha quando cultivadas em CFA, ndo foi possivel
relacionar este fendtipo a expressdo de fimbria “curli” ou hemaglutinina TSH, pois o teste de
microhemaglutinagio foi realizado com cultivo bacteriano a 37°C. Além disso, destas linhagens,
apenas S14 apresentou o gene csgA (“curli’) quando analisada por PCR.

Apesar de ainda ndo serem conhecidos padrdes de hemaglutiangdo relacionados a
presenca de fimbrias na superficie de linhagens de E. coli de origem aviaria, foram observados
dois padrdes de hemaglutinagio semelhantes ao descrito para linhagens de E. coli de origem
humana: CFAII/CS3 (Mooi e De Graaf, 1985) e FB171 (Girén et al.,1993). E provavel que estes
resultados sugiram a existéncia da transmissdo de fatores de patogenicidade entre linhagens de E.
coli originarias de diferentes animais. Contudo, como ndo foi realizada a caracterizagdo
molecular das estruturas que apresentaram estas capacidades hemaglutinantes, ndo € possivel
afirmar que as adesinas presentes na superficie das linhagens de APEC analisadas neste estudo
correspondam as adesinas CFAII/CS3 e FB71.

Os diferentes padrées de hemaglutinagdo observados neste trabalho demonstram,
juntamente com a ocorréncia de adesfio em epitélio traqueal de aves, que diferentes adesinas
podem ser encontradas na superficie bacteriana de linhagens de E. coli de origem aviaria.

A diversidade de estruturas fimbrias presentes em APEC analisadas neste estudo ¢,
também, demonstrada pelos resultados obtidos na visualizagdo de fimbrias em microscopia
eletronica de transmissdo. A visualizagdo de fimbrias em linhagens com adesdo positiva podem
demonstrar a relacdo destas estruturas com a colonizagdo do trato respiratorio superior. Por outro
lado, a presenca de fimbrias em linhagens com adesdo negativa e com hemaglutinagio positiva
sugere, que estas fimbrias podem estar relacionadas a colonizagio de outros tecidos € ndo do

epitélio traqueal de aves.
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A auséncia de fimbrias em linhagens que apresentaram adesdo e/ou hemaglutinagdo pode
ser resultado das condig¢Ges de cultivo utilizadas para a realizagdo da visualizagdo das linhagens
em microscopia eletronica de transmissdo que ndo possibilitaram a expressdo destas adesinas ou,
também, devido a impossibilidade do método em contrastar e permitir a visualizagdo destas
adesinas, ou estas estruturas ndo apresentam forma fibrilar.

A detecgdo dos genes relacionados a expressio de fimbrias descritas em APEC
demonstrou que o gene pap4 (fimbria P) foi o menos freqiiente entre as linhagens analisadas,
sendo observado apenas entre as linhagens isoladas de aves com septicemia e sindrome da
cabeca inchada. Como observado por Dozois et al. (1996), a ocorréncia do gene papA em
freqiiéncias mais elevadas em isolados clinicos do que entre as linhagens comensais, sugere que
este gene pode estar relacionado a patogenicidade de APEC.

A grande freqiéncia do gene fimA, juntamente com a observagio de adesdo e
hemaglutinagdo manose sensivel, também € indicativo da ocorréncia de fimbria tipo 1 entre as
linhagens patogénicas e ndo patogénicas de origem aviarias deste estudo. Além disso, a
ocorréncia de linhagens fimA- com adesdo e/ou hemaglutinagdo manose sensivel, demonstram

3

que as linhagens APEC analisadas neste estudo expressam fimbrias “ type 1- like” que sdo
adesinas com capacidades de adesio e hemaglutinagdo semelhantes a fimbria tipo 1 (Dho-
Moulin et al., 1990).

Igualmente ao observado por Maurer ef al. (1998), que detectaram os genes cr/ e tsh mais
freqiientemente entre isolados clinicos de E. coli de origem aviaria (97% dos isolados clinicos
apresentaram o gene crl e 46% destes isolados apresentaram o gene #sh), a freqiiéncia destes
genes também fol maior entre os isolados clinicos analisados neste estudo (36% das linhagens

isoladas de processos infecciosos apresentaram o gene cr/, sendo que apenas 10% das linhagens

isoladas de aves saudaveis apresentaram este gene; o gene #sh, por outro lado, foi observado em
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16% das linhagens isoladas de aves doentes € em 10% das linhagens isoladas de aves sadias).
Apesar de Maurer ef al. (1998) considerarem csg4 um gene de distribuigdo ampla em linhagens
de E. coli de origem aviaria, por detecta-lo em 100% dos isolados clinicos e também em todas as
linhagens isoladas da flora normal de aves, o0 mesmo ndo foi por nds observado entre as
linhagens isoladas de aves saudaveis, analisadas neste estudo. Além disso, a presenca de tsh em
duas destas linhagens contraria as observagdes realizadas por Maurer et al. (1998) que propdem
a utilizacdo deste gene como marcador molecular para identificagdo de linhagens patogénicas de
E. coli em aves por té-lo detectado em 46% dos isolados clinicos e em nenhuma linhagem
isolada da flora normal de aves.

A deteccdo dos genes por PCR, que podem indicar a presenca de fimbrias descritas em
APEC, demonstrou que as linhagens relacionadas aos processos infecciosos geralmente
apresentaram mais de um dos genes estudados, ao contrario das linhagens isoladas de aves
saudaveis que, na maioria, apresentaram apenas um dos genes analisados. Apesar disso, ndo foi
possivel estabelecer uma correlacido entre o genétipo apresentado pelas linhagens e a ocorréncia
de adesdo em traquéia ou determinado padrdo de hemaglutinacéo.

A ocorréncia de linhagens com capacidades de adesdo e/ou aglutinagdo e que ndo
apresentaram nenhum dos genes estudados (linhagens S19 e SCI13, por exemplo) também
demonstra a diversidade de adesinas presentes na superficie bacteriana das linhagens analisadas
neste estudo, que possivelmente ainda ndo foram descritas em APEC.

Os resultados obtidos no teste de motilidade sugerem que a expressdo de flagelos e
motilidade podem ndo estar diretamente relacionadas & patogenicidade bacteriana, nado
constituindo um fator de patogenicidade como proposto por Parreira et al (1998).
Provavelmente, a motilidade pode estar indiretamente relacionada a patogenicidade de APEC

constituindo um fator adicional que contribui para a viruléncia bacteriana destas linhagens.
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Wooley et al. (1998) propdem que a colonizagio da traquéia por APEC aumenta quando
a linhagem é movel. Apesar disso, ndo encontramos correlag@o entre a ocorréncia de flagelo e/ou
motilidade e a presenga de adesdo bacteriana ao epitélio traqueal. Estudos realizados por La
Ragione er al. (2000a e 2000b) sugerem que o flagelo ndo esta diretamente relacionado a
colonizagdo bacteriana do epitélio traqueal mas contribui indiretamente para o estabelecimento
da infecg@o por APEC em aves, por possibilitar a penetragdo do muco por estas linhagens.

A obten¢do de fragmentos com tamanhos variaveis a partir da amplificagdo do gene fliC
mostra que este gene € altamente polimorfico entre as linhagens analisadas neste estudo (Figura
9). Assim, como observado por Fields et al. (1997), em estudos realizados em linhagens de
EPEC, a variabilidade dos produtos de amplificagio do gene fiC pode ser resultado da
variabilidade do antigeno H que € constituido de uma unica proteina (flagelina) produzida pelo
gene fliC (Kuwagima et al. 1989). Estudos de seqiienciamento direto do gene f7iC em linhagens
.patogénicas de E. coli mostram que as regides N- e C- terminais dos alelos sdo altamente
conservadas enquanto a regido central € extremamente polimoérfica e vartavel. Por constituir o
principal componente antigénico da flagelina, a regido central pode ser um alvo para a selegio
diversificadora que favorece a existéncia de novas variantes do antigeno H, provavelmente por
aumentar a habilidade da bactéria em evadir-se da imunidade e de colonizar novos hospedeiros
(Reid er al.,1999).

A ocorréncia polimorfica do gene fliC em varias linhagens ndo moveis (Tabela XI)
confirma que a variabilidade genética de f7iC € responsavel pela variabilidade antigénica de H e
ndo pela motilidade bacteriana (Fields et al.,1997; Reid er al.,1999). Apesar de fIiC ser um dos
componentes genéticos estruturais do filamento flagelar bacteriano, a rotacdo da organela €
regulada pela atividade de duas proteinas adicionais (Mot A e MotB), que formam um anel ao

redor do corpo basal constituindo canais de protons do periplasma ao citoplasma, fornecendo
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energia para a rotagdo flagelar e, conseqiientemente, para motilidade bacteriana (Fernandez e
Berenguer, 2000). A ocorréncia de varias linhagens fliC+ e flagelo —, (Tabela XI) ¢ resultado da
grande complexidade genética envolvida na constituigdo flagelar em E. coli, que requer um
sistema genético envolvendo cerca de 40 genes distribuidos entre 15 a 17 operons organizados
em quatro regides principais: regido I que contém genes estruturais; regido II que codifica
proteinas responsaveis pela reunido e organizagdo da estrutura e regides Illa e IIIb que codificam
genes reguladores (Fernandez e Berenguer, 2000).

Igualmente ao observado por Fields et al. (1997), em linhagens de EPEC de origem
humana, a ocorréncia dos diferentes perfis de RFLPs observados nestes estudo demonstram a
diversidade genética de f7iC dentro das linhagens de E. coli de origem aviaria.

A utilizago de perfis de RFLPs de fliC para a comparagdo genética entre as linhagens
portadoras deste gene, possibilitou a realizacdo de analise de agrupamento destas linhagens e,
posteriormente, a verificagdo de ocorréncia de clones bacterianos dentro da populagio estudada.
Contudo, este método de comparagdo genética ndo possibilitou a anélise de toda a populagdo
bacteriana estudada, uma vez que somente 46 linhagens (58%) sdo portadores do gene fIiC.

A analise do dendrograma obtido neste estudo permitiu verificar que houve um
agrupamento de clones patogénicos juntamente com grupos formados por linhagens ndo
patogénicas. Isto pode ser observado dentro do ramo A, onde foi agrupada a maior parte das
linhagens isoladas de aves saudaveis juntamente com grupos constituidos por linhagens
patogénicas: dentro do ramo A.1 (Figura 12), por exemplo, ha um grupo clonal de bactérias
patogénicas originarias de aves com sindrome da cabega inchada (SCI1, SCI3, SCI4, SCI 8 e
SCI9), que esta dentro de um grupo formado por sete linhagens ndo patogénicas isoladas de aves
saudaveis (N1,N21,N22,N29,N11,14,N15). Da mesma forma, no ramo A.2 h4 também um grupo

clonal de linhagens patogénicas (linhagens S1, S9, S13 e SCI10) que esta dentro de um grupo
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formado por 10 linhagens ndo patogénicas isoladas de aves saudaveis (N3, N10,N23 N25 N4,
N8, N9, N17). Esta proximidade genética de f7iC entre linhagens patogénicas e ndo patogénicas,
sugere que pequenas variagdes presentes neste gene podem determinar diferengas dos antigenos
flagelares de linhagens patogénicas e ndo patogénicas em F. coli de origem aviaria. A
comparagao dos perfis de RFLP de fliC com a tipagem do antigeno flagelar destas linhagens (ndo
realizado neste trabalho) e com a distancia genética apresentada entre os clones patogénicos e ndo
patogénicos € necessaria para verificar se as diferengas observadas em f7iC estdo relacionadas a
selecao de antigenos flagelares especificos de grupos clonais patogénicos em E. coli de origem
aviaria.

A formagdo de grupos clonais constituidos por linhagens patogénicas a partir da
comparagdo genética de fliC demonstra, como observado em EPEC de origem humana (Fields ez
al., 1997), a relagao da variabilidade deste gene com a ocorréncia de clones patogénicos em
APEC.

A ocorréncia de ades@o em epitélio de traquéia em 73% das linhagens agrupadas no ramo
A (24 de 33 linhagens — Figura 12 e Tabela XII) e de adesdo negativa neste tecido em 85% das
linhagens (11 de 13 linhagens) encontradas nos demais ramos (B,C, D, E, F) demonstra que a
comparagdo do RFLP de fliC permitiu separar linhagens com adesdo positiva em traquéia de
linhagens que apresentaram adeso negativa.

A presenca de grupos clonais patogénicos e de grupos ndo patogénicos, encontrados
dentro do ramo A, sugere que a adesdo em traquéia pode ser o passo inicial para o
estabelecimento da colonizagdo do hospedeiro e infecgdo, mas que outros fatores de viruléncia,
provavelmente presentes nas linhagens encontradas nos grupos clonais patogénicos, sio

necessarios para o desenvolvimento de patologias.
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A ocorréncia de grupos clonais patogénicos formados por linhagens isoladas de aves com
sindrome da cabeca inchada que apresentaram adesdo em células Hel.a e Hep-2 dentro dos ramos
caracterizados por apresentar linhagens com adesdo negativa em traquéia (B, C, D, e, F — Figura
12), sugere que adesinas que n3o estdo relacionadas & colonizagio do epitélio traqueal de aves
possivelmente estdo envolvidas na patogenicidade destas linhagens. Provavelmente, estas
adesinas estdo relacionadas a colonizagdo de outros tecidos envolvidos no estabelecimento de
infecgbes causadas por estas linhagens. Da mesma forma, ocorréncia de grupos clonais formados
por linhagens isoladas de aves com onfalite com valores de LDso maiores que 10'° (consideradas
ndo patogénicas neste estudo) que ndo apresentaram adesdo em nenhum dos tipos celulares
testados (traquéia, HelLa e Hep-2) também sugere que adesinas que ndo medeiam a ligagdo
bacteriana em epitélio de traquéia estdo relacionadas a patogenicidade de APEC.

Assim, a analise da estrutura clonal da populagdo de £. coli de origem avidria realizada
.neste estudo permitiu concluir que a patogenicidade de APEC pode ser resultado de processos
multifatoriais que podem envolver a presenga de adesinas na superficie bacteriana que permitem
a colonizagio de tecidos do hospedeiro, de outros fatores de viruléncia e da suscetibilidade do

hospedeiro.
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Conclusodes

Os resultados obtidos neste trabatho permitiram-nos concluir que:

(i) A capacidade de adesdo em epitélio traqueal de aves, embora seja considerada um pré-
requisito para o desenvolvimento de infec¢cdes causadas por APEC, ndo € um fator essencial a
patogenicidade bacteriana destas linhagens;

(ii) A ocorréncia de ades@io manose resistente em epitélio de traquéia de aves sugere que
outras adesinas, além da fimbria tipo 1, possibilitem a ligagdo bacteriana no epitélio traqueal de
aves,

(iii) A ocorréncia de adesdo manose resistente, e de diferentes padrdes de hemaglutinagio
manose resistente, sugerem que existe uma grande diversidade de adesinas presentes na
superficie das linhagens bacterianas estudadas;

(iv) A detecgdo de genes relacionados a presenga de fimbrias em APEC, principalmente
nas linhagens patogénicas demonstra a relagdo destas estruturas a patogenicidade de APEC.

(v) A ocorréncia de linhagens com adesdo manose resistente em epitélio traqueal de aves
que ndo apresentou nenhum dos genes analisados, juntamente com o padrdo de hemaglutinagéo
observado nestas linhagens, sugerem que existem muitas adesinas na superficie destas linhagens

que ainda ndo foram descritas e caracterizadas.

Os resultados obtidos no teste de motilidade e observacdo de flagelos em microscopia

eletrOnica sugerem que a expressio de flagelos e motilidade podem ndo estar diretamente

relacionadas a patogenicidade bacteriana em APEC
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A obtengdo da estrutura clonal a partir da analise genética de fliC permitiu verificar que
existem proximidades genéticas entre linhagens patogénicas e ndo patogénicas, a0 menos para o

gene fliC.

Finalmente, a analise da estrutura clonal da popula¢io e dos dados obtidos nos testes
realizados neste estudo, permitem concluir que a patogenicidade de APEC pode ser resultado de
processos multifatoriais que, possivelmente, envolvem a colonizagdo de tecidos do hospedeiro,
de outros fatores de viruléncia que ainda devem ser pesquisados e da suscetibilidade do

hospedeiro.
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