BC/28354
IB/80628

- |

&S
g \\ |
=
-

UNIGAMEP

ESTUDO DA PATOGENICIDADE EM
UMA AMOSTRA DE Escherichia coli
SEPTICEMICA PARA AVES

EDMYR ROSA DOS REIS

T/UNICAMP
R277
e



BIBLIOTECA
lnstituto de Biologia
UNIC & MP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
INSTITUTO DE BIOLOGIA
DEPARTAMENTO DE GENETICA

)

' ESTUDO DA PATOGENICIDADE EM UMA AMOSTRA DE
Escherichia coli SEPTICEMICA PARA AVES.

3 a redacao final

coriconon

Fste exemplar

c:ndidato a)

s

EDMYR ROSA DOS REIS

e
“
[#>]

Ju
.
o

7€
—

Orientador: Prof. Dr. Wanderley Dias da Silveira

30/ ?}[

s aprovada paia Comissao

J

Tese apresentada ao Instituto de Biologia da Universidade Estadual
de Campinas para obtengao do titulo de Mestre em Ciéncias, na
area de Genética

1996

SECRETARIA
DE
PO3-GRADUAG!
L. B,




[ ————— e .

UNipane IB

CM-C0CS1577-5

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA CENTRAL DA UNICAMP

R277e

Reis, Edmyr Rosa
Estudo da patogenicidade em uma amostra de
Escherichia coli septicémica para aves. / Edmyr Rosa
dos Reis. -- Campinas, SP : [s.n], 1996.

Orientador: Wanderley Dias da Silveira.
Tese (mestrado) - Univerdidade Estadual de
Campinas. Instituto de Biologia.

1. Escherichia coli. 2. Patogenicidade. 3. Septicemia.
4. Ave doméstica. 1. Silveira, Wanderley Dias da.
li. Universidade Estadual de Campinas. Instituto de
Biologia. lll. Titulo.




Campinas, 30 de julho de 1996.

BANCA EXAMINADORA:

TITULARES ﬂ
Prof. Dr. Wanderley Dias da Silveira (Orientador)_——"— -

Assinatura

[ \xw -
Prof. Dr. Benedito de Oliveira Filho R \3/ _
T Assinatura
Prof*. Dra. Carmen Silvia Bertuzzo ) , C\-ﬂf’f\/ L e

A\séinatu/r;/ v

SUPLENTE:

Prof. Dr. Tomomasa Yano

Assinatura



Ao Gabriel e Nathélia por simplesmente serem
tudo em todos os momentos.

A Soely, sempre presente nos bons e maus momentos,
pelo carinho, incentivo para que nossa caminhada
até aqui se tornasse realidade.

Aos meus pais, por acreditarem em mim
e pelo apoio fundamental
na minha vida .



AGRADECIMENTOS

Desejo expressar meus sinceros agradecimentos.

Ao Prof. Dr. Wanderley Dias da Silveira, por sua orientagdo
dedicada e precisa, e ainda pela grande amizade.

Aos Profs. Dr. Benedito de Oliveira Filho, Dr. Tomomasa Yano e
Dra. Carmem Silvia Bertuzzo pela contribuicdo como membros da pré-
banca examinadora, pelas sugestdes e pela amizade.

A Profa. Dra. Clarice Arns, pela valiosa colaboragdo técnica na
retirada das traqueias das aves.

A Profa. Dra. Shirley Maria Recco Pimentel por permitir a utilizagao
de seu laboratério e a técnica Kiélia do Depto de Biologia Celular na
confecgdo dos cortes histologicos.

A Profa. Dra. Mary Anne Heidi Dolder pela contribui¢do valiosa na
tradugao do texto.

As bibliotecarias Norma e Zilda, pela eficiéncia, disposi¢ido e
simpatia.

A Fabiana Fantinatti pela amizade, colaboragdo e assisténcia na
execucdo em diversas técnicas realizadas no trabalho.

Ao Sérgio de Mendonga pela amizade, atengdo e pacientes
explicagdes de informatica.

Ao Marcelo Broochi, pelo apoio e valiosas sugestdes ao trabalho.

Aos amigos do Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental Profa.
Dra. Ester Nicola e o secretario Erasmo Carrasco que muito me
incentivaram para o término deste trabalho.

A todos que direta ou indiretamente contribuiram para a realizagao
deste trabalho.



INDICE GERAL

Lista de quadros
Lista de tabelas
Lista de figuras

RESUMO
ABSTRACT

1. INTRODUCAO
2. OBJETIVO
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS
4.1.1 Meios de Cultura
4.1.2 Solugdes e Reagentes de uso geral
4.2 METODOS
4.2.1 Amostras e plasmidios
4.2.2 Determinagao do padrao de hemaglutinagao
4.2.3 Avaligao de resisténcia a drogas anti-microbianas
4.2.4 Teste de produgéo de colicina
4.2.5 Transférencia de DNA plasmidial por conjugagao
4.2.6 Extracdo de DNA plasmidial
4.2.7 Eletroforese de DNA plasmidial em gel de agarose
4.2.8 Extragdo de proteina de membrana
4.2 9 Adesao bacteriana no epitélio da traqueia de aves
4.2.10 Avaligéao da patogenicidade
4.2.11 Avaligdo da resistencia sérica

34

34
39
50
50
52
54

55
58
59
60
64
66
67



4.2.12 Determinagédo da DL

4.2.13 Determinagao da curva de crescimento

4.2.14 Método para lisar células bacterianas para extragdo de LPS
5. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.CONCLUSOES
7.REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

68
68
69
71
97
99



LISTA DE QUADROS

Quadro | 9
Tipos de infec¢des causadas por E. coli de origem aviaria.

Quadro i 25
Caracteristicas de fimbrias de E. coli enterotoxigénicas isoladas de
animais, quanto ao sorogrupo, toxinas relacionadas e
hemaglutinacgao.

Quadro il 26
Caracteristicas de fimbrias de E. coli enterotoxigénicas isoladas de
animais, quanto a morfologia, peso molecular, localizagéo genética e
hospedeiro.

Quadro IV 51
Linhagem Dbacteriana selvagem E. coli F3 com seus
transconjugantes e padrbes de plasmidios.

Quadro V 52
Padrdes utilizados no teste de hemaglutinagao.

Quadro V! | 63
Passos da coloragado de prata em gel SDS-PAGE.

Quadro VI 70
Passos da coloragcdo de prata em gel SDS-PAGE para proteinas
lipopolissacarides.



LISTA DE TABELAS

Tabela | 80
Resisténcia a anti-microbianos das amostras F3, MS101 e seus
respectivos transconjugantes.

Tabela Il 81
Teste de hemaglutinagdo das amostras F3 e MS101 frente a
diferentes eritrocitos.

Tabela lll 82
Teste de produgdo de bacteriociona nos transconjugantes
provenientes de F3 x MS101 e pRT773 x F3.

Tabela IV 83
Teste de hemaglutinagéo dos transconjugantes.

Tabela V 84
Determinacgdo da DLsp das amostras de E. coli.



iii

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 85
Perfil plasmidial em gel de agarose 0,7% da amostra F3 e amostras
controles.

Figura 2 86
Perfil plasmidial em gel de agarose 0,7% da linhagem F3, MS101 e
seus transconjugantes.

Figura 3 87
Aderéncia de E. coli F3, MS101 e os transconjugantes Col2, Col8,
Col14, XP2 e XP4.

Figura 4 89
Aderéncia de E. coli F3, Ms101 e os transconjugantes Col2, Col8,
Col14, XP2 e XP4 em meio de cultura Eagle suplementado com D-
manose.

Figura 5 91
Curva de resisténcia sérica das linhagens F3, XP2 e XP4.

Figura 6 92
Curva de resisténcia sérica das linhagens bacterianas MS101, Col2,
Col6 e Col14.

Figura 7 93
Perfil eletroforetico de proteinas de membrana em gel SDS-PAGE
12,5% das linhagens F3, XP2 e XP4.

Figura 8 94
Curva de crescimento das linhagens F3, XP2 e XP4.

Figura 9 95
Perfil eletroforetico de plasmidios em gel de agarose 0,7% das
amostras F3, XP2, XP3 e XP4.

Figura 10 96
Perfil eletroforetico de proteinas lipopolissacarides em gel SDS-
PAGE 12,5% das amostras F3, XP2 e XP4.



RESUMO

A linhagem F3 de Escherichia coli, causadora de septicemia em
aves, foi estudada com relagdo a presenga de diferentes fatores de
patogenicidade. Esta linhagem demonstrou a presenga de plasmidios com
95, 69, 62, 52, 42, 6 e S5MD, produz fimbrias do tipo-1 e colicinas E1 e E3. A
conjugagio da linhagem F3 com uma linhagem receptora (MS101) originou
transconjugantes que nao tiveram sua patogenicidade aumentada quando
comparadas com a linhagem parental apesar de ter ocorrido transferéncia de
plasmidios com alto e baixo pesos moleculares. A mutagénese da linhagem
F3, com transposon TnphoA, permitiu o isolamento de 7 colénias mutantes,
das quais trés (XP2, XP3 e XP4) apresentaram patogenicidade diminuida.
Esses mutantes continuaram expressando fimbrias do tipo-1, colicinas e ndo
tiveram nenhuma alteragéo no seu perfil plasmidial. Eletroforese de proteinas
de membrana em SDS-PAGE mostrou que os mutantes XP2 e XP3 eram
idénticos, e diferentes do XP4. Os mutantes XP2 e XP4 crescidos em
presenga de ferro néo apresentaram subunidades protéicas de: 127,72; 76;
59; 41, 38,52; 35,72; 35,2; 27,27 e 14,69kDa. O mutante XP4, por sua vez,
nas mesmas condigdes nao apresentou uma banda protéica de 47,82kDa. O
crescimento destas amostras em auséncia de ferro demonstrou que as
mesmas estavam expressando as subunidades protéicas relacionadas ao
sistema de captacdo deste ion. Acreditamos que as linhagens XP2 e XP3
sofreram uma mutagdo no gene (es) responsavel (eié) pela expressdo de
uma proteina reguladora nao associada a patogenicidade porém importante
para a sintese de varias proteinas essenciais ao seu crescimento rapido. O
mutante XP4 sofreu mutagdo em uma proteina, provavelmente, associada a
patogenicidade.



Abstract

A septicaemic avian Escherichia coli strain was studied in
regardte the different pathogenicity traits. This strain harbours at least
seven plasmidial ADN bands of 95, 69, 62, 52, 42, 6 and 5MD, also
produces type-1 (F1) fimbriae and colicin E1 and E3. The conjugation
of strains F3 with receiver MS101 strains produced transconjugant
strains which did not increased pathogenicity when compared with the
parential strains although plasmids of height and lower molecular
weight were tranferred. The mutagenesis with transposon TnphoA with
F3 strains, allow the isolation of seven resistante colonies and
verification that three of them XP2, XP3 and XP4 were less pathogenic.
This is mutants continued express type-1 fimbriae colicin and did not
modify their plasmidial profile. The SDS-PAGE membrane protein a
electrophoresis showed that XP2 and XP3 mutants had an identical
profile while XP4 strains were different. The XP2 and XP4 mutants
grown in a medium with iron, did not present protein subunits of 127,72;
76; 59; 41; 38,52; 35,72; 35,2; 27,27 and 14,69kDa. In the XP4 mutant
only one band 47,82kDa protein subunits is absent. The membrane
proteins of these strains grown in the absence of iron when compared
with the same strains demonstrate whit all expressed éi’oteins subunits
relate with receive iron system. We belive credit XP2 and XP3 strains
had a one mutation in the gene responsable the expression of a
regulating protein is not associatedte pathogenicity but is important for
the synthesis of, proteins essencial for their growth. The mutation of the
XP4 mutant probably ocurred in a, protein associated to pathogenicity.



1 - INTRODUGAO

Segundo Drasar e Hill (1974), Escherichia coli € 0 mais comum
microorganismo anaerdbio facultativo que habita o intestino dos
mamiferos e aves desempenhando importante papel na manutengao das
funcbes fisiologicas normais de seus hospedeiros, como também é o
patégeno Gram-negativo mais comum (Levine, 1985), pois desenvolvem
caracteristicas patogénicas para o hospedeiro, devido & capacidade de
colonizar, invadir e ou destruir tecidos, produzir toxinas ou ser capaz de
aproveitar certos produtos essenciais do hospedeiro para a sua
sobrevivéncia (Curtiss et al., 1988).

A diversidade de doencgas infecgiosas descritas na literatura
médica e veterinaria, relacionando Escherichia coli como o0 agente
causal, vem sofrendo atualizagdes cada véz mais frequentes com a
descoberta de novos mecanismos de patogenicidade e também com a
elucidacdo de processos infeccioso de doengas que ja foram descritas
(Levine, 1987). Estas doencas compreendem diarréia aquosa e
desinteria em néonatos e adultos como também‘ infecgdes urinarias,
meningites e septicemias (Hinson & Willians, 1989; Levine, 1987).

Na avicultura, as infecgbes causadas por Escherichia coli,
acarretam grandes prejuizos econdmicos para os produtores em todo o
mundo (Gross, 1972). Tais infecgbes, geralmente estdo associadas com
onfalite que ocorre em pintos de um dia de idade, colicepticemia,
peritonite em aves jovens; aerosaculite e salpingites em aves adultas
(Srinivasan et al., 1979). O principal caminho de entrada para tais
infecgbes é o trato respiratério das aves que também sao consideradas



secundarias, isto €. ocorrem principalmente ap6s infecgbes virais ou por
micoplasmas, que danificam o tecido traqueal (Harry & Henley, 1965).

Estudos epidemiologicos de Escherichia coli aviaria indicam que
60% das amostras analisadas pertencem aos sorotipos 01, 02 e 078
(Sojka & Carnaghan, 1961; Glantz et al., 1962). Esses sorotipos possuem
fimbrias que possibilitam a adeséo e colonizagio das bactérias nos cilios
da traquéia, constituindo assim, importantes fatores de patogenicidade
(Naveh et al., 1984; Dho & Lafont, 1984).

Suwanichkul & Panigraph (1986), demonstraram que havia
diferencas entre os tipos de fimbrias produzidas pelos sorotipos 01, 02,
078 de Escherichia coli aviaria, atrvés da andlise do perfil eletroforetico,
desses sorotipos, observaram que o sorotipo 078 apresenta fimbrias do
tipo-1, enquanto que os sorotipos 01 e 02, apresentam fimbrias com
pesos moleculares diferentes desta.

Outro mecanismo usado como fator de patogenicidade pelas
bactérias € a sintese de toxinas, que vem sendo exaustivamente
estudada em suinos, bovinos € humanos. Segundo Truscott (1973) a
presenga de toxinas de amostras colhidas de aves, parece nao estar
relacionadas as mortes por infecgdes sistémicas de Escherichia coli.
Entretanto, amostras bacterianas isoladas de galinhas com diarréias
mostraram a presenga de uma enterotoxina termo-labil (LT),
apresentando um alto grau de homologia com a toxina Lt,, produzidas
por amostras de Escherichia coli enterotoxigénicas (ETEC) de origem
humana.

Smith (1974), estudando fatores de viruléncia associados a DNA
plasmidial em uma amostra isolada de frangos, observou que quando
este era transferido por conjugagao, tornava a amostra receptora nao
patogénica em patogénica, quando testada em frangos e camundongos.
Essa caracteristica foi associada a grande habilidade da amostra



receptora em sobreviver no sangue do hospedeiro, podendo assim estar
associada a presenca desse plasmidio.

A capacidade de multiplicagao das bactérias nos fluidos organicos
esta relacionada com a captagao do ion ferro (Bullen et al., 1978; Bullen,
1981). Dentre as defesas do organismo a essas infecgdes, esta a baixa
quantidade de ion ferro disponivel no plasma sanguineo, que nao pode
ser utilizada nos processos metaboélicos bacterianos. Desta maneira, o
ferro esta fortemente associado com proteinas transportadoras de ion
ferro; as transferrinas no soro e as lactoferrinas nas secregdes
corpoéreas, e, para utilizar esse ion, as bactérias desenvolveram um
sistema para sequestra-lo do hospedeiro a partir dessa proteinas (Bullen
et al., 1978; Weinberg, 1984). O mecanismo utilizado pela bactéria para
capturar o ferro dos organismos deficientes deste ion, é a produgédo de
hemolisina e siderdfaros (Willians & Roberts, 1989). Estas proteinas
solubilizam o ferro livre ou captam de complexos transferrinas ou
lactoferrinas, promovendo a internalizagdo do ion através da interagéo
com receptores especificos do complexo sideréfaro ferro na superficie da
célula bacteriana (Willians & Roberts, 1989).

A capacidade de sintetizar hemolisina €& observada em
Escherichia coli de varias origens como infecgdes urinarias em humanos
e animais (Gyles, 1986; Hughes et al., 1983).

Os siderofaros sdo classificados quimicamente em duas classes:
os fenolatos (enteroquelina ou enterobactina), que estdo presentes em
quase todas as entorobactérias sendo um sistema comum de captagao
do ferro; a outra classe de sideréfaro é o hidroxamato conhecido como
aerobactina, encontrado em bactérias com capacidade invasora e
causadora de diversas infecgdes sistémicas como meningites, infec¢des
renais e septicemias (Neilands, 1981).



Willians (1979), descreveu a produgdo de um sistema bioldgico
de captacéo de ferro por Escherichia coli invasora, que era dependente
da presenga do plasmidio Col-V. Este sistema foi encontrado por Stuart
et al (1980), em Escherichia coli de origem aviaria. Mais tarde Willians &
Warnes (1980), descreveram que este sistema poderia funcionar
independentemente da expressdo do plasmidio Col-V, podendo ser
codificado pelo cromossomo bacteriano (Fantinatti et al., 1994).



2 - OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho é estudar os fatores de patogenicidade de
Escherichia coli de origem aviaria, realizando um estudo comparativo
entre amostras patogénicas e ndo patogénicas, correlacionando a
capacidade de aderéncia em traquéias “in vitro”, com o alto grau de
patogenicidade.

Mutacdo da amostra selvagem com uma receptora nao patogénica
MS101 e mutagenise. com transposon Tnpho-A, usando plasmidio
pRT733 com a amostra selvagem, para o estudo comparativo do
crescimento das amostras mutagénicas em meio de cultura com soro de
galinha.

Analise comparativa da curva de crescimento dos tipos parentais e os
transconjugantes crescidos em meio de cultura completo e em meio de
cultura limitado de ferro, e, estudo do perfil eletroforetico das proteinas de
membrana dessas amostras bacterianas.



3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Escherichia coli sao bacilos Gram-negativos
(Escherich, T.,1985), pertencentes a familia Enterobacteriaceae
(Edwards &. Ewing,1972), sendo o0 anaerébio facultativo
predominante na flora bacteriana normal de mamiferos e aves,
desempenhando importante papel na manutengdo da fisiologia
intestinal (Drasar & Hill, 1974 ; Levine, 1985).

A diversidade de doengas infecciosas descritas na
literatura médica e veterindaria envolvendo a espécie
Escherichia coli, como agente causal destas doencgas, vem
sofrendo constantes atualizagbes com a descoberta de novos
mecanismos de patogenicidade, e também devido a elucidagao de
processos infecciosos de doengas ja descritas (Levine,1987). As
doengas causadas por Escherichia coli podem ser infecgbes
intestinais, causando doenc¢as entéricas agudas em animais;
infecgdes extraintestinais, como meningites, cistites e piélonefrites
no homem, septicemia e aerosaculites onfalite, doenga respiratéria
cronica, sindrome de cabeca inchada em aves (Levine, 1984).

Escherichia coli patogénicas em aves

Infecgbes causadas por Escherichia coli em aves,
constituem um sério problema, pois causam a rejeicdo das
carcagas nos abatedouros. As aves infectadas, apresentam menor
desenvolvimento, menor ganho de peso, menor conversao
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alimentar, aumento de mortalidade e aumento no uso de remedios

(Gross, 1984). As infecgdes de maior incidéncia sao: colibacilose
causada por amostras enteropatogénicas, doenga respiratoria
crénica (DCR) ou doenga do saco aéreo (Calnek et al.,, 1991), e, a
onfalite que ocorre em pintos de um dia de idade.

A onfalite é uma doenga que se caracteriza pela
necrose do tecido do corddo umbilical das aves, os tecidos tornam-
se descoloridos e edematosos. O abdomem fica tumefeito e a leve
pressdo, pode estourar. Nos tecidos a infecgdo pode estender-se
ao saco da gema tornando-a distendida e hemorragica, apesar do
seu material interno apresentar-se aquoso, semi-solido e granular
(fibrina). A infeccdo pode estender-se a cavidade abdominal,
acarretando em grave peritonite e pericardite. A onfalite pode
ocorrer também no embrido, ainda dentro do ovo, mais
precisamente no 6nfaio; regido localizada no saco vitelinico, na
regido abdominal dos pintinhos embrionarios. Pode causar um
grande numero de perdas, pois essa regido esta diretamente
relacionada ao desenvolvimento das aves (Burke, 1988; Hoffman-
Volker, 1968; Metacalf et al., 1986).

Nos embrides o saco da gema € absorvido dentro de 5
a 6 dias de incubagdo, porém, em algumas condi¢des patolégicas
como a onfalite e a septicemia, podem interfirir nesta absorgao,
levando a infecgdo generalizada e a alta mortalidade embrionaria
(Patten, 1957; Pathak et al., 1960).

A contaminagdo por Escherichia coli no ovo, ocorre
pela presenca de fezes contaminadas nos ninhos. A penetragao
dos microorganismos ocorre através dos poros da casca do ovo,
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com posterior contaminagao do albumem e infec¢gdo do embrido

através do saco da gema (Board, 1985).

As infec¢des causada por Escherichia coli nas aves
jovens doenga, a colibacilose € muito comum, causada pelo tipo
bacteriano enteropatogénico e a doenga respiratoria crénica (DCR)
ou doenga do saco aéreo, apresenta como agente primario da
infecgdo mycoplasmas e virus (Calnek et al., 1991).

Em frangos de corte observa-se uma dermatite
cutdnea localizada na regidao da cloaca, causando assim uma
regeicdo muito grande de carcagas (Glunder, 1990)

Nas aves adultas as infecgdes causadas por
Escherichia coli podem determinar uma forma granulomatosa no
figado, ceco, duodeno e mesentério denominado doengca de
Hjarre’s determinando grandes prejuizos na industria avicula,
(Hofstad et al., 1978; Savov, 1963).

Testes serolégicos, em amostras de Escherichia coli
isoladas de aves infectadas, permitiram a identificacdo de alguns
serogrupos, sendo que 0s predominantes estao relacionados com
o local da infecgao, o estagio de desenvolvimento das aves e quem
os estudou, estéo relacionados no Quadro I.
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Quadro | Tipos de infecgbes causadas por Escherichia coli de origem
aviaria com seus respectivos serogrupos encontrados com maior
frequéncia e quem os estudou.

Doenca

Serogrupo

Autores

Onfalite
Saco da Gema

Colisepticemia e
Coligranulomatose

Embrides mortos
na casca do ovo

Colibacilose
Colisepticemia

Pericardite e
Aerosaculite

Pintos proveniente
de aves com
colicepticemia

Granulomatose

Septicemia

Salpingites

Embrides do
saco da gema
com onfalite

078:k80

01, 02, 017, 025 e 029
01, 02, 011, 073 e 078
01, 02, 08, 055, 086,
0111, 0139 e 0141

02, 033 e 078

01,02 e 078

02, 08, 071, 073, 078 e
088

TN

061, 091, 0119, 0143 e
0147

08, 09 e 016

08, 09, 011, 018, 022,
025 e 075

01, 02, 05, 045, 053 e
078

01, 02, 04, 013, 017,
022, 025, 029 e 060

Zahadeh (1987)
Gupta & Singy (1969)

Harry & Chubb (1964)

Orajara & Mohan (1986
Falade (1977)

Rosemberg et aI.,(1985)r
Watanabe et al.,(1983)

Orskov & Orskov(1977)

Ghosh (1987)

Orskov & Orskov(1977)

Orskov & Orskov(1977)

Glantz et al., (1962)

Verma (1983)
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A atividade bactericida do soro de humanos, e de

animais de sangue quente, (resisténcia sérica) contra bactérias vem
sendo estudada a mais de 100 anos (Moll et al., 1979). Contudo, os
mecanismos da atividade do soro contra esses tipos bacterianos
ainda ndo foram totalmente esclarecidos (Taylor & Kroll, 1985).
Sabe-se que o hospedeiro apresenta defesa contra o ataque desses
microorganismos, como: ativagdo do complemento por via classica
ou alternativa, esta ultima devido a presenga de compostos
lipoprotéicos localizados na membrana da bactéria (LPS) (Rice &
Kasper, 1977; Taylor, 1983; Joyner, 1984).

Estudos realizados com modelos animais, revelaram
que a resisténcia sérica das bactérias é fundamental para que ela
seja patogénica. O melhor método para se determinar os niveis de
resisténcia sérica é colocando o cultivo bacteriano em contato com
o soro do animal (Inbue et al.,, 1986; Franj\< et al., 1983; Olling,
1977).

Estudos realizados em peris infectados com
Escherichia coli virulentas mostraram que algumas cepas que
atingiram a corrente sanguinea podem causar pequenas lesées nos
diferentes orgdos. Estas amostras apresentam um mecanismo
proprio de resisténcia a agdo bactericida do soro sendo a adeséao
das mesmas no trato respiratorio das aves um fator muito
importante para a sua patogenicidade (Arp & Jansen, 1980; Naveh
et al., 1984; Eliis et al., 1988).

Em algumas espécies de aves domésticas a
colibacilose bem como a doencga crénica respiratéria, inicia-se pela
adesdo & mucosa da traquéia, e invasdo desta. Uma vez na
corrente sanguinea, estas bactérias podem atingir diferentes érgaos
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internos, causando diferentes lesbes tais como: pericardite,

perihepatite (Gross et al., 1978).

Como mensionado anteriormente, a capacidade de
aderir e colonizar a mucosa traqueal € um importante fator de
viruléncia de Escherichia coli patogénicas para aves. Esta
capacidade é mediada por estruturas fibrilares (chamadas fimbrias)
presentes na superficie bacteriana (Dho & Lafont, 1982).

A capacidade de crescimento e multiplicagdo das
Escherichia coli nos tecidos do hospedeiro esta diretamente
relacionado a sintese de hemolisinas e sideréforo (Cavalieri et al.,
1984; Rogers, 1983).

Os mecanismos pelo qual os microorganismos obtem o
ferro do hospedeiro ocorre devido a sintese de sideréforos, os quais
sdo compostos de baixo peso molecular secretadas pelas bactérias
em resposta a baixa cchentragéo deste ion no hospedeiro (Willians
& Roberts, 1989). Estés proteinas solubilizam o ferro livre ou
captam-no dos componentes transferrinas e lactoferrinas do
hospedeiro, promovendo a internalizagdo deste ion através da
interacdo com os receptores especificos do complexo sideréforo-
ferro na superficie da célula bacteriana (Crosa, 1984; Brown, 1985;
Neilands, 1981).

Existem dois tipos de sideréforos, caracterizados pela
sua composi¢do quimica: acido hidroxamico que também é
denominado de aerobactina, comuns em fungos e em algumas
linhagens de Escherichia coli enteroinvasivas, € o fenolato ou
catecol, também chamado chamado enterobactina ou enteroquelina,
que é um quelante do ferro que apos ser secretado sequestra o
ferro do meio e o transporta através de seus componentes
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especificos para os receptores da membrana externa da bacteria. A

seguir, este & transportado para o interior da bactéria, sofrendo uma
degradacédo através de enzimas especificas (Linggod et al., 1987;
Griffitins et al.,1985; Langman et al., 1972; Rosenberg et al., 1985;
Young et al., 1986). Sob a condigéo de falta do ferro as amostras de
Escherichia coli, patogénicas ou ndo, secretam o sidertforo
enteroquelina e sintetizam uma proteina de membrana receptora
para enteroquelina-ferro resultante da expressdo do gene fepA
(Willians & Roberts, 1989).

Mutantes deficientes na sintese de enteroquelina e que
carregam o plasmidio Col-V suprimem o mecanismo de captagéo do
ferro com o sideréforo aerobactina (Frost & Rosemberg, 1973). Este
sideroforo hidroxamato foi descrito pela primeira véz em Aerobacter
aerégenes (Gibson & Magrath 1969) e posteriormente foi
encontrado em Shigélla spp (Payne, 1980) e Salmonella spp
(Bindereif et al., 1981). Este sideroforo € codificado pelo plasmidio
Col-V e esta relacionado a patogenicidade nas infecgbes por
Escherichia coli em humanos e animais (Williams, 1979; Braun,
1981; Stuart et al., 1980).

Milch et al, (1984), verificaram que a produgdo de
colicina ndo é essencial para o aumento da viruléncia, no entanto,
demonstraram que a perda do plasmidio Col-V resulta na
diminuicdo da mesma.

Willians & Warner (1980) confirmaram o fato de que a
captagdo de ferro mediada pelo sideroforo aerobactina €
independente da sintese e atividade da colicina-V e permaneceram
com o sistema de captacédo do ferro € mediado pelo plasmidio Col-
V. Isto foi verificado através de mutantes que nao perderam a
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patogenicidade em infecgbes experimentais em camundongos. Por

outro lado, mutantes defectivos no sequestro de ferro, devido a
mutagbes ocorridas no plasmidio Col-V nao deixaram de produzir a
colicina e tornaram-se menos virulentos do que a amostra parental.
Destes mutantes, foram identificados dois componentes mediados
por plasmidios: o sideroforo aerobactina, pelo gene iuc, € um
composto difusivel transportado através da membrana nas
amostras portadoras do plasmidio Col-V (Stuart et al, 1980); o outro
componente ndo difusivel, € um receptor de membrana para o
complexo aerobactina-ferro e para a bacteriocina identificada como
cloacina DF13 sintetizada pelas amostras Enterobacter cloacae
(Grewal et al 1982). Este receptor € uma proteina de membrana
externa cujo peso molecular € de 74 KDa, codificada pelo gen iut no
plasmidio Col-V sendo sua sintese regulada pela disponibilidade de
ferro (Bindereif et al., 1-982; Grewal et al., 1982).

Associada a capacidade do hospedeiro em limitar a
quantidade de ferro disponivel no plasma sanguineo, esta a
atividade bactericida do soro, que contém agentes inespecificos,
tais como, complemento e fagécitos; e agentes especificos, como
anticorpos, que s6zinhos ou em conjunto, lisam ou impédem o
crescimento da maioria das bactérias que chegam a circulagao
sanguinea  (Bitter- Suerman et al., 1984). Linhagens de
Escherichia. coli invasivas sdo altamente resistentes a atividade
bactericida do soro devido a presenca de componentes em sua
superficie tais como: proteinas de membrana externa e antigeno
capsular, que parecem inibir a ativagdo ou a fungdo do
complemento (Taylor, 1976). Alteragcdes que ocorrem na superficie
bacteriana pode resultar na sintese de novos componentes
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estruturais da membrana celular e que podem proteger antigenos

de superficie e previnem a sua interagdo com anticorpos especificos
impedindo a ativagdo do complemento via classica; protegem os
lipopolissacarideos e os previnem da ativagdo direta do
complemento via alternativa ou interfere com um ou mais passos da
acdo do complemento na superficie da bactéria. A resisténcia sérica
pode resultar também na sintese de produtos que diretamente
inativam os componentes do complemento (Moll et al., 1980).

Pela técnica de clonagem molecular em
Escherichia. coli obtiveram-se fragmentos que codificam a
resisténcia sérica e a utilizagdo do transposon Tn3, permitiu a
obtencdo de plasmidios derivativos sensiveis ao soro. Analise
realisada das proteinas de membrana destes mutantes, mostrou
que o produto do gene Tra-T € o responsavel pela resisténcia
sérica. A proteina TraT codificada pelo gene Tra-T do plasmidio R6-
5 apresenta um peso molecular préximo a 25Kda e localiza-se na
superficie da membrana externa, de maneira semelhante as
proteinas de membranas dos plasmidios FeR7100 (Manning et al.,
1980; Ferraza & Levy, 1980).

Bins et al., (1982), verificaram que a resisténcia sérica
em Escherichia. coli conferida pelos genes Tra-T do plasmidio R100
e iss do plasmidio Col-V, I-K94, sao semelhantes e bloqueiam
a ag¢dao do complexo terminal do complemento e ndo a formagéo
deste. Por outro lado, estes genes sdo distintos uma véz que a
sonda molecular do gene de resisténcia sérica do plasmidio R100
nao hibridiza com o gem iss dos plasmidios Col-V, I-K94 (Ogata et
al., 1982).
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Escherichia coli pode produzir diferentes tipos de

colicina. As amostras que produzem um determinado tipo de
colicina apresentam resisténcia especifica a esta mas podem ser
sensiveis a outros tipos de colicina (Jakes et al., 1974; Schiter &
Nomura, 1976)..

Escherichia coli uropatogénica ( UPEC ).

Escherichia coli uropatogénica é a responsavel pela
ocorréncia de infecgdes urindrias como cistites ou pielonefrites
(Levine, 1984). Um importante fator de viruiéncia é a capacidade de
adesao de Escherichia coli as células uroepiteliais, adesao esta que
€é mediada por fimbrias (Svanborg - Eden et al., 1983; Van den
Bosch et al., 1993).

Este grupo de Escherichia coli apresenta, normalmente,
fimbrias do tipo-1 como também podem apresentar fimbrias do tipo-
P (Aronson et al., 1979, Christensen et al, 1985; Van Die et al, 1985)
e fimbrias do tipo-X (Parkkiten et al., 1983)..

As fimbrias do tipo-1, reconhecem residuos de D-
manose, na superficie celular do hospedeiro como receptores
especificos e podem aderir em todos os tecidos humanos, como
também em células sanguineas (eritrécitos), células do epitélio
bucal, enterécitos, células uroepiteliais e uromucoides, (Davis et al.,
1981; Duguid & Old, 1980; Firon et al., 1982). As fimbrias do tipo-P
apresentam capacidade de adesdo em células uroepiteliais, e sdo
classificadas em dois tipos: pap ("pyelonephritis associated pili"),
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que reconhece a molécula alfa D-galactose.(1-4)-beta-D-galactose

como receptor especifico e que esta associada ao tipo sanguineo P
(Van-Die et al., 1988), prs ("pap related sequence") reconhecem
antigenos de Forssman, presente nos enterécitos de carneiro e no
epitélio da pelve renal humana, ligando-se ao residuo de galactose-
N-acetil-alfa (1-3) galactose-N-acetil (Arthur et al., 1989).

Fimbrias do tipo-X apresentam hemaglutinagao manose
resistente e também reconhecem receptores diferentes do antigeno-
P. Este tipo de fimbria tem a propriedade de interagir com
glicoforina-A e demonstra especificidade pelo grupo sanguineo-M.
Esse tipo de fimbria reconhece o receptor acido neuroaminico que,
em varias linhagens investigadas é o neuroaminil-a- (2-3)
galactosideo (Parkkiten et al., 1983).

Escherichia coli meningiticas

Este tipo bacteriano é a responsavel pela meningite que
geralmente atinge criangas rescém-nascidas. Esses
microrganismos, que invadem a circulagdo sanguinea e atingem as
meninges, podendo levar a crianga a8 morte, geraimente pertencem
aos sorotipos: 01, 07, 018, 075 (Levine, 1984).

Em sua grande maioria, as amostras bacterianas deste
tipo apresentam o antigeno capsular K1, denominado de acido
colominico, que & um polissacarideo-acido formado por um
homopolimero 2-8-alfa do acido N-acetilneuroaminico (acido sialico).
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O antigeno K apresenta estrutura quimica idéntica ao polissacarideo

acido do grupo B de Neisseria meningitidis, 0 qual apresenta
identidade imunologica completa (Levine, 1984).

Escherichia coli ligadas a infecgdes intestinais

Escherichia coli enteropatogénica € constituida por um
grupo heterogéneo que causa infecgbes intestinais e diarréias
utilizando diferentes mecanismos de patogenicidade. Muitos autores
concentram esforgos no sentido de classificar as diferentes classes
de Escherichia coli enteropatogénicas. Segundo Levine, (1987), o
sistema de classificagdo esta baseado nas diferentes propriedades
de viruléncia, diferentes interagbes com a mucosa intestinal,
diferentes sindromes clinicas, diferengas epidemiologicas e distintos
sorotipos (O):H apresentado por este grupo.

Pelas caracteristicas clinicas e sintomatolégicas
causadas pelo microorganismo no homem, as Escherichia coli sao
classificadas em cinco grupos: Escherichia coli enterotoxigénica
(ETEC), Escherichia coli enteroinvasiva EIEC), Escherichia coli
enteropatogénica (EPEC), Escherichia coli enterohemorragica
(EHEC) e Escherichia coli enteroagregativa (EAggEC) (Mathewson,
et al.,1985; 1986; Levine, 1987; Cravioto et al.,1991 e Faruque et
al.,1992).
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Escherichia coli Enterotoxigénicas

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) € a maior
causadora de diarréia em criangas com idade de até cinco anos. A
contaminagéb causada por este grupo bacteriano ocorre através da
injestdo de alimentos ou agua contaminados. A principal
caracteristica da infec¢do causada pelo grupo ETEC é a diarréia
aquosa, que €é comumente acompanhada de febre, coélicas
abdominais, moleza e vomitos (Bettley et al., 1986).. As ETEC
produzem enterotoxinas caracteristicas e possuem fimbrias como
também adesinas néo fimbriais (fatores de colonizagdo) (Orskov &
Orskov, 1977; Orskov et al., 1976;Merson et al., 1979) as quais
permitem que as mesmas colonizem o trato intestinal e, evitem,
também, desta maneira, a acdo de limpeza do movimento
peristaltico intestinal (Christensen et al., 1985).

A principal caracteristica da - Escherichia coli
enterotoxigénica é a capacidade de sintetizar dois tipos de toxinas:
toxina - termo-labil (LT), que € inativada a temperatura de 600C por
30 minutos e toxinas termo-estavel (ST), que sao ativas mesmo
apo6s o aquecimento a 1000C por 15 minutos (Smith & Gyles, 1970;
Black et al., 1982; Scotland, 1988).
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Enterotoxina Termoestavel ( ST)

A toxina termo-estavel de Escherichia coli apresenta-se
como um grupo heterogéneo sendo classificada em duas classes:
ST-l (STa) e ST (STb) (Whipp et al., 1981). A toxina ST-I € um
polipeptideo pequeno, que apresenta seis residuos do aminoacido
cisteina os quais formam trés pontes de dissulfeto intra-cadeias e
sdao muito importantes na estrutura conformacional da toxina ativa
(Gariepy et al., 1987), sendo imunogénica somente quando
acoplada a uma proteina carreadora (Klipstein et al., 1982). Esta
toxina é soluvel em metanol; ativa em camundongos recém-
nascidos (Dean et al, 1973) e sua atividade biolégica baseia-se no
estimulo a enzima guanilato-ciclase, que eleva os niveis
intracelulares de GMP-ciclico (Hughes et al.,1978;, Greenberg &
Guerrant, 1980; Pickett et al., 1986). O mecanismo pelo qual esta
toxina reconhece e penetra nos enterdcitos ativando o GMPc néao
esta bem elucidado, no entanto sabe-se que esta ativagao acarreta
uma alteragdo na membrana dos enterocitos, resultando em uma
secre¢do elevada de fluidos para a luz do tubo intestinal, o que
caracteriza a diarréia (Field et al., 1978). Posteriormente, verificou-
se que a enterotoxina ST-| apresenta duas variantes encontradas
em amostras bacterianas isoladas de suinos que receberam os
nomes de STp ou ST-la, isoladas de amostras de humana, e de
STh ou ST-Ib (Gyles, 1979; Moseley et al., 1983), uma terceira foi
descrita e designada ST-Ic (Meas et al., 1985)..
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As porcdes ativas das toxinas Sth e Stp séo

constituidas por 18 e 19 residuos de aminoéacidos respectivamente.
O grau de homologia que esses dois polipeptideos exibem entre si e
as sequéncias de aminoacidos de ambos podem ser sobrepostas a
partir da regido carboxi-terminal, revelando assim, que além da
presenca de um residuo de aminoacidos a mais na toxina Sth, ha
uma diferenca em trés outros residuos de aminoéacidos da regiao
amino-terminal, (Field et al, 1978; Frantz et al 1984; Gariepy &
Shoolnik, 1986). A extremidade carboxi-terminal além de
apresentar-se mais conservada esta envolvida com a atividade
biolégica dessas proteinas. A capacidade de reconhecimento a
receptores e toxigenicidade parece estar relacionada aos residuos
de aminoacidos da regido carboxi-terminal, (Gariepy et al.,1986;
Schimonish et al 1987; Thompson & Gianella, 1985)

Apés o sequenciamento e a capacitagdo das
sequéncias dos genes que codificam as toxinas Sth (esth) e Stp
(stp) detectou-se divergéncia em 67 nucleotideos que a nivel de
aminoacidos, representa uma divergéncia de 31% (Moseley et al.,
1983; So & Mc Carty, 1980). Ambos os genes codificam
polipeptideos constituidos por 72 residuos de aminoacidos que
apresentam em sua sequéncia sinais hidrofébicos. Uma véz no
espaco periplasmatico estes polipeptideos sofrem processamento e
originam a forma ativa da toxina ST-l. Esta toxina € uma proteina
extracelular, sendo que seu mecanismo de secregdo através da
membrana externa ainda ndo esta bem elucidado, (Betley et al.,
1986).

Outro tipo de toxina termoestavel, encontrado em
Escherichia coli, foi designada de toxina Stil. Esta toxina € insoluvel
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em metanol e detectavel através do teste de alga intestinal em

suinos (Gyles, 1969). Esta estimula a secrecdo intestinal por um
mecanismo ainda desconhecido que ndo envolve alteragbes das
concentragbes de nucleotideos ciclicos (Kennedy et al., 1984,
Weikel et al., 1986).

A toxina STH & codificada por genes plasmidiais que
sintetizam uma cadeia polipeptidica com 71 residuos de
aminoacidos. Os 23 primeiros residuos correspondem ao peptideo
sinal da toxina. A proteina atingindo o seu estado conformacional
passa a ser constituida por 48 residuos de aminoacidos com peso
molecular de aproximadamente 5 KDa (Lee et al., 1983).

Enterotoxina Termolébil (LT)

A toxina termolabil (LT), assim como as toxinas
termoestaveis (ST), sao codificadas por genes localizados em
plasmidios conjugativos ou ndo relacionados entre si € com 0
plasmidio F (Betley et al., 1986).

Por apresentarem heterogeneidade, foram classificadas
em duas classes: a classe LT-l que envolve toxinas semelhante a
toxina colérica (CT), apresentando identidade imunolégica e sendo
neutralizada pelo anti-soro anti CT. Nesta classe encontram-se as
toxinas (LTh) e (LTp), produzidas por amostras de Escherichia coli
de origem humana e suinos, respectivamente. A diferenca entre as
duas toxinas esta em apenas um residuo de aminoacido (Dykes et
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al., 1985; Yamamoto et al., 1987). O modo de acédo LTh e LTp €

semelhante e se da através da ativagdo da enzima adenilato ciclase
e do aumento do nivel de AMPc, o qual resulta na secregcao de
liquido para a luz intestinal, promovendo assim, diarréia aquosa
(Chang et al., 1987). A toxina LTp é imunologicamente distinta da
toxina LTh no sendo neutralizada pelo anti-soro anti-LTh ou pelo
anti soro anti-CT (Green et al., 1983).

A enterotoxina LTh é uma proteina de alto peso
molecular (75 - 90 KDa), composta por dois tipos de subunidades.
Uma sub-unidade A (LTa), que esta associada a cinco sub-unidades
B (LTg), formando a holotoxina (Levine, 1984).

A subunidade A tem a fungdo de estimular a adenil-
ciclase através de sua atividade enzimatica ADP-ribosilante (Gill &
Richardson, 1980). A subunidade B é responsavel pela ligagéo
da holoenzima a membrana dos enterécitos intestinais, interagindo
com o gangliosideo GM1, glicoproteinas localizadas na superficie
celular (Holmgren, 1973; Holmgren et al., 1982).

Apds esta ligacdo, a subunidade A é interiorizada e
sofre uma quebra enzimatica em dois peptideos Aq e A, sendo que
a atividade enzimatica é conferida pelo peptidio A1 , (Spicer &
Noble, 1982). \

A enterotoxina LTh & similar a toxina colérica (CT) em
estrutura, mecanismos de agdo, a atividade, determinantes
antigénicos, e sequéncia de aminoacidos (Dallas & Falkow, 1980;
Clements et al., 1980, Smith & Sach, 1973; Bettley et al., 1986;
Yamamoto et al., 1987).
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Uma segunda toxina enterotoxina LTIl, foi isolada de

fezes diarréicas de bufalo na Tailandia € imunolégicamente distinta
da LTI, ndo sendo neutralizada pelo anti-soro LTh ou anti CT (Green
et al,, 1983). A enterotoxina LTIl € muito similar a toxina colérica
(CT) em estrutura, atividade e determinantes antigénicos e os genes
codificantes das duas toxinas mostram um alto grau de homologia
(Dallas & Falcow, 1980; Clements et al., 1980).

Recentemente, foram isolados de aves amostras de
Escherichia coli que produziam toxinas do tipo termolabeis LT e que
receberam o nome de LTc. Esta toxina de Escherichia coli aviaria é
constituida também por duas subunidades A e B. A subunidade A
da LTc é idéntica a subunidade A de LTp e a subunidade Bda LTc é
idéntica a subunidade B de Lth, mas néo é identica a subunidade B
da LTp. Este tipo de comparagédo foi observado atraves de
diferencas de migragbes em géis de elétroforese SDS-PAGE, e
reacdo com anti-soro monoclonais especificos. Os resultados
obtidos do estudo do ponto isoelétrico e a composi¢cdo de
aminoacidos da LTc sugere que estas amostras de E. coli de aves
produzem uma LT semelhante a LTh (Tsujii et al., 1988).
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Fatores de colonizagao das Escherichia coli enterotoxigenicas

(ETEC)

o As linhagens de Escherichia coli enterotoxigénicas
(ETEC) caracterizam-se por produzirem adesinas ou fatores de
colonizagao que permitem a adesdo na mucosa intestinal do
hospedeiro, resistindo ao movimento peristaltico de limpeza
(Gaastra & de Graaf, 1982; Levine, 1984).

O principal tipo de adesina existente nesse tipo
bacteriano sédo as fimbrias. Estas sdo compostas por estruturas
protéicas do tipo filamentoso ou fibrilar, localizados na superficie
bacteriana (Mooi & de-Graaf, 1985). Algumas fimbrias reconhecem
receptores especificos de diversas células, como enterdcitos e
geralmente eritrocitos. A capacidade de aderir ou nao a eritrocitos
(hemaglutinagéo) de diferentes animais incluindo o homem, pode
ser utilizada para a identificagcdo e classificacdo das diferentes
fimbrias (Gaastra & de-Graaf, 1982). Atualmente sdo conhecidas
varios tipos de fimbrias com antigenicidade, peso molecular e
especificidade a receptores caracteristicos como mostram as
Quadros Il e Il
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Quadro Il. Caracteristicas de fimbrias de Escherichia coli
enterotoxigénica isoladas de animais, quanto ao sorogrupo, toxinas

relacionadas e hemaglutinagao

FIMBRIA SOROGRUPO TOXINAS HEMAGLUTINAGAO
08, 09, 020, 045,

K88 (F4) | 0138, 0149, 0157 ST, LT, cobaia, galinha
ST+LT

K99 (F5) 08, 09, 020, 064, ST cavalo,carneiro
0101, 0149

987P (F6)] 08, 09, 020, 064, ST nao determinada
0141, 0149

humano, cavalo,

F41 09, 020, 064, 0101 ST cobaia, carneiro

carneiro, cobaia,

F42 STa galinha, cavalo e

humanos

Fonte Gaastra & de-Graaf, 1982
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Quadro lll. Caracteristicas de fimbrias de Escherichia coli
enterotoxigénicas isoladas de animais, quanto a morfologia, peso
molecular, localizagdo genética e hospedeiro.

FIMBRIA | MORFOLOGIA] PM |LOCALIZAGAO]  ORIGEM
Tipo 1 (F1) rigida 15700 § cromossomo } animais, homem
K88 flexivel 27540 plasmidio suinos

K99 flexivel 18200 plasmidio suinos, bovinos
987P (F5) rigida 20000 | cromossomo suinos

F41 flexivel 29500 | cromossomo | suinos, bovinos

F42 rigida 31000 plasmidios suinos

FY flexivel 20000 ND bovinos

PM, peso molecular em daitons
ND, ndo determinado
Fonte - Gaastra & de-Graaf, 1990.

As fimbrias associadas @ ETEC de origem humana séo
CFAl, CFAIl, CFAlll e CFAIV. As fimbrias CFAlI e CFAlIll
apresentam-se como estruturas Unicas e rigidas, apresenta
hemaglutinagdo manose resistente com eritrécitos humanos,
bovinos e de galinha (Gaastra & de-Graaf, 1982). A fimbria CFAIl
por apresentar um grupo heterogéneo foi classificada em trés tipos
de fimbrias antigénicas distintas CS1 e CS2 com estruturas rigidas e
CS3 apresenta-se mais fina e flexivel. Entre as ETECs que
produzem fimbrias CFAIl, apresentam sempre o antigeno CS3,
sendo, a expressdo de CS1 e CS2 dependente do biotipo da
amostra; CFAIV apresenta hemaglutinagdo com eritrocitos humanos
e bovinos (Thomas et al., 1981; Mc Connel et al., 1981).
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Posteriormente um novo fator de colonizagdo foi descrito e

denominado PCF 0159, ndo apresentando capacidade
hemaglutinante (Tacket et al., 1987).

As fimbrias da linhagem de Eschericha coli
enterotoxigénica ( ETEC ) formam um grupo funcional estrutural
que poderiam ter evoluido a partir de genes ancestrais comuns
(Mooi & de Graaf, 1985).

A estrutura primaria das subunidades estruturais de
algumas fimbrias foram parcialmente ou totalmente sequenciadas
permitindo, assim, uma comparagdo entre as regides carboxi-
terminal, amino-terminal e central. Observou-se que a regiao
carboxi-terminal apresenta um grau elevado de homologia na
sequéncia de amino acidos e em menor extengdo na regiao amino
terminal. Estas regides estdo provavelmente envolvidas com
fungdes comuns a este grupo de proteinas tais como: transporte
através da membrana externa, ancoragem, ligacdo entre as
subunidades e manutencdo da estrutura. A regido central &€ mais
variavel e provavelmente estdo associadas ao reconhecimento de
diferentes receptores ou podem ter sofrido uma divergéncia em
resposta a pressdes imunologicas devido a sua estrutura e atividade
funcional, (Schwiring, 1982).
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Escherichia coli enteropatogénicas ( EPEC )

A bactéria Escherichia coli do grupo EPEC quando
coloniza o intestino do hospedeiro causa a diarréia aquosa,
acompanhada de vomitos e febre em neonatos e criangas, €
altamente patbgénica, causam lesdes histopatologicas, em modelos
animais (Polotsky et al,, 1977, Moon et al., 1983), bem como no
intestino humano (Ulshen & Rollo 1980; Rothbaum et al., 1982).

A principal caracteristica do grupo bacteriano das
EPECs é o de ndo sintetizar toxina termolabil (LT) e termoestavel
(ST), e ndo apresentar a capacidade de invasdo em tecidos (Moon
et al., 1983).

Através da microscopia eletronica Moon e colaboradores
(1983), observaram que as Dbactérias Escherichia coli
enteropatogénicas, aderem fortemente as células epiteliais,
destruindo a bordadura em escova mas sem invasao celular.

Com a destruigdo das microvilosidades intestinais, nao
ocorre a reabsor¢do normal dos fluidos da luz intestinal acarretando
assim, diarréia absortiva (Levine & Edelman, 1984; Ulshen & Rollo,
1980; Rothbaum et al., 1982).

As linhagens Escherichia coli EPECs apresentam
adesdo em células Hep2, uma caracteristica ndo exibida por outras
linhagens de Escherichia coli como ETEC, EHEC, EIEC ou outras
linhagens da flora normal (Cravioto et al., 1979).

A capacidade de adesdo desse grupo bacteriano, em
células Hep2, foi associada a presenga de um plasmidio de 60 MDa
denominado de EAF (EPEC adherence factor) ( Baldini et al. 1983).
Levine (1985), correlacionou a presenca deste plasmidio com a
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codificagdo de uma proteina de 94 Kda e que estaria associada a

patogenicidade de EPEC e consequentemente com a adesdo em
células HeP2.

Estudos realizados com sorotipos bacterianos
causadores deste tipo de diarréia, permitiu a distingao do grupo das
EPECs em duas classes: Classe |, compreende as EPECs que s&o
portadoras do plasmidio EAF e exibem sorotipos de aderéncia
localizada em células Hep2; Classe il, grupos de EPECs que nao
apresentam plasmidio EAF, ndo apresentam aderéncia localizada
em células Hep2, mas sdo causadoras de diarréia (Nataro et al,,
1985).

Escherichia coli enterohemorragica ( EHEC )

Este grupo bacteriano apresenta um quadro clinico de
colite hemorragica severa (Riley et al., 1982), caracterizado pela
ocorréncia de uma intensa diarréia febril sanguinolenta, mas sem
leucocitos (Levine, 1987). Outro quadro clinico causado por EHEC é
a sindrome urémica hemolitica (HUS) (Karmali et al., 1983;
Grandsen et al., 1986; Remis et al., 1984).

Inicialmente, identificou-se o0 sorogrupo 0157:H7, como
agente causador desta infecgcdo mas, hoje sdo conhecidos outros
sorogrupos patogénicos (Levine et al., 1985: Smith et al., 1987).

As linhagens de Escherichia coli (EHEC) sao portadoras
de um plasmidio de 60 MDa que € responsavel pela sintese de
citotoxinas, especificas para dois tipos celulares "Hela"e "Vero"(
O'Brien et al.,, 1983; Johnson et al.,, 1983 ), e que parece estar
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associado a sintese de uma fimbria ndo hemaglutinante que permite

a adesdo das cepas bacterianas em células intestinais "Henle 407" e
que podem estar associada a patogenicidade (Karch et al., 1987). A
construgdo de uma sondas a partir deste plasmidio, demonstrou que
este é altamente especifico para o grupo de EHEC(Levine, 1987).

Através de estudos imunoldgicos verificou-se que 0 soro
anti-toxina produzido por Shigella dysenteriae |, neutralizava a
atividade citotoxica das cepas bacterianas do grupo Escherichia coli
EHEC (O'Brien et al., 1983). A agédo das toxinas presentes nestes
dois tipos celulares sao iguais, inativando a subunidade ribossomal
60S (O'Brien & I-@Imes,1987).

Os genes que codificam as toxinas das Escherichia coli
EHEC, estéo localizados em um bacteriéfago, (Scotland et al., 1983,
Smith et al., 1983; O'Brien et al., 1984), e, em Shigella dysenteriae,
estdao no cromossomb. As toxinas das duas espécies bcterianas
apresentam uma subunidade A, ligada a cinco subunidades B e os
genes estdo em uma unidade transcricional simples (O'Brien &
Holmes, 1987). O sequenciamento e a posterior comparagéo dos
genes codificadores de Shiga-toxin e Shiga-like toxin demonstrou
que a diferenga entre eles ocorre em apenas alguns nucleotideos.
As subunidades B nao apresentam diferengcas em suas estruturas
primarias enquanto que a subunidde A que € composta por uma
cadeia de 293 residuos de aminoacidos, apresenta diferenca
somente em um residuo de aminoacido (Jackson et al., 1987).

Algumas linhagens de EHEC produzem uma toxina que
ndo é reconhecida por anti soro anti Shiga-toxin, mas € toxica para
células Vero e Hela, designadas de SLT-II (Strockbina et al., 1986)
ou Verotoxina-ll (Scotland et al.,1985) embora as subunidades
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dessas toxinas sejam idénticas em tamanho e apresentam

estruturas secundarias similares. Outra variante desta toxina foi
observada em linhagens de Escherichia coli isoladas de porcos com
edema, esta toxina é reconhecida pelo antisoro contra SLT-ll mas
nado € toxica contra células Hela, sendo téxica sobmente para células
Vero (Marques et al., 1987; Gannon & Gyles, 1987; O'Brien &
Holmes, 1987).

Estudos realizados em suinos  gnobidticos
demonstraram que a infec¢do causada pelas EHEC ocorre com a
adesdao das cepas nos enterocitos intestinais destruindo as
microvilosidades. Este tipo de lesdo é semelhante a causada pelas
EPECs diferenciandoie deste grupo por proliferarem-se na lamina
propria e nas criptas glandulares (Tzipori et al., 1986).

Escherichia coli enteroinvasiva ( EIEC )

Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC) apresenta
capacidade de invasao das células do célon produzindo sintomas de
diarréia e disinteria semelhante a causada por Shigella (Du Pont et
al, 1971; Formal & Hornick, 1978; Wanger et al, 1988). A
capacidade de invadir e colonizar os tecidos do hospedeiro foi
associada a presenca de um plasmidio de alto peso molecular
140Mda, que codifica varias proteinas de membrana externa
relacionadas a este processo (Hale et al., 1983), embora outros
fatores de viruléncia sejam codificados no DNA cromossomico
(Maurelli & Sansinetti, 1988).
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A identificagdo de EIEC pode ser feita através da

sorotipagem das amostras envolvidas em diarréia (Toledo et al.,
1983), através do teste de Serény (Serény, 1955; Toledo et al.,
1983), ou através da utilizagdo de sondas moleculares construidas a
partir do plasmidio de viruléncia de Shigella flexnery (Wanger et al.,
1988).

Escherichia coli enteroagregativa ( EAggEC )

Escherichia coli enteroagregativa compreendem
amostras de origem humana, que estdao associadas a diarréias
(Nataro et al., 1987). Estudos realizados no México, india e Brasil,
reportam que este grupo bacteriano, quando presente no
hospedeiro, invadem o epitélio do intestino, e aderindo-se, formando
microcolonias de formé caracteristica. Apresenta um quadro clinico
com diarréia persistente ndo hemorragica e sem leucdcitos fecais
(Nataro et al.,, 1987).

O grupo de EAggEC nao séo portadoras do plasmidio
EAF e pertencem a trés tipos distintos de sorogrupos nao classicos:
044:H18 0111ab:H25 0126:H27 (Scotland et al., 1991).

EAggEC tem como caracteristica a adesdao a células
Hep2, devido a presenga de um plasmidio de 60MDa, que é
responsavel pela aderéncia agregativa, de forma carcteristica, como
descrito para EPECs. As EPECs ndo produzem toxinas do tipo ST,
LT ou SLT e ndo invadem células do epitélio intestinal (Levine, 1987,
Savarino et al, 1993). O grupo de EAgQEC produzem uma
enterotoxina, de baixo peso molecular chamada de EAST1 que
quando aquecida aumenta o nivel de GMPc nos enterécitos



33
(Savarino et al., 1991). Esta toxina é imunol6gicamente ativa como

hemolisina e é capaz de aumentar o nivel de caicio intracelular em
células do epitélio in vitro (Baldwin et al., 1992).

A inativacdo de um gene plasmidial atraves da
mutagénese com o transposom Tn1, na linhagem LT100, resultou
na perda de agdo agregativa como também, perda da capacidade
de sintetizar a toxina EAST1 (Yamamoto et al., 1991).



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS
4.1.1- MEIOS DE CULTURAS.
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Todos os meios utilizados para manutengdo, cultivo e

ensaio das amostras bacterianas foram preparados com reagentes

grau P. A. , agua destilada, e esterilizados por autoclavagem a 1210C

por 20 minutos. Os antimicrobianos foram acrescentados nas

concentragdes adequadas, quando necessario. Para o preparo dos

meios de cultura soélidos foi utilizado agar (Difico ) na concentragéo de

15 g/l e para os meios de cultura semi-sélidos, a concentracdo usada

foide 7 g/l.

Meio de cultura LB (Luria-Bertani Medium) modificado por Miller

(1972). O meio de cultura LB foi utilizado para o crescimento de

amostras bacterianas em pré-indculos.

Triptona 10,00 g
Extrato de levedura 5,009
NaCl 10,00 g
Agua destilada q.s.p 1000,00 ml
pH 7.2

Meio de cultura LA ( Luria Bertani agar ). Miller (1972).

Agar bacteriolégico 15,00 g
meio LB pH 7.2 1000,00 ml
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Meio de cultura LA semi-sélido (Luria Bertani Agar), modificado por
Miller 1972
Meio utilizado para estocar as amostras bacterianas.

Agar bacteriologico 7,009
meio LB pH 7.2 1000,00 ml

Meio Agar Mac-Conkey
Meio de cultura agar Mac-Conkey (Difico Lab), foi usado como meio
seletivo, no reisolamento de amostras bacterianas e também em teste

de hemaglutinagéo

Meio Mac- Conkey 50,00 g
Agua destilada q.s.p 1000,00 ml

O meio é reconstituido colocando-se os dois componentes sob
agitacéo suave, com aquecimento até completa dissolugao do agar.

Meio Minimo ( M. M. ) ( Davis & Minglioli, 1950 ).
1-) Solugao Estoque M. M. 20 x

KoHPO4 140,00 g
KHoHPO4 60,00 g
Citrato de Sédio 10,00 ¢
(NHg) 2 SO4 20,00 g
Mg SO4 . 7H20 2,00g
Agua destilada q.s.p. 1000,00 ml

Adicionam-se 10 ml dessa solugdo estoque M.M. 20 x em 200 ml de
agar 2% glicose para uma concentracgao final de 0,5 %.
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Meio BHI e BHI - agar ( Brain Heart Infusion )

O meio de cultura infusdo do cérebro e coragdo, que foi usado foi de
procedéncia da Biobras. Para o preparo do meio BHI sélido, foram
adicionados ao meio de cultura BHI liquido 1,5 % de agar.

Meio CFA ( Colonization Factor Agar ).
Este meio de cultura foi preparado segundo a formulagédo de Evans et
al. (1980). O meio foi utilizado para o crescimento de amostras
bacterianas que foram ensaiadas para a capacidade de
hemaglutinagdo com hemacias de diferentes origens.

a) Meio CFA base

Extrato de levedura 1,50 ¢
Casaminoacidos 10,00 g
Agar bacteriolégico 20,00 g
H-O destilada q.s.p. 1000,00 ml

Adicionam-se ao meio base, ap6s ter sido autoclavado, 1 ml das
solucbes A e B, para cada 100 ml de meio.

b)Solugédo A:
MgSOg4 . 7TH20 0,05¢
H-O mili-Q esterilizada qg.s.p. 50,00 ml
) Solugéo B
MnClo 0,39 g
H20 Mili-Q esterilizada qg.s.p. 50,00 mi

As solugcbes A e B foram esterilizadas por fitragdo em
membrana Millipore 0,22um ( Swinex 0,47 mm ) e estocadas a 40 C.
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Meio de cultura TSB ( Tripticase Soy Broth ).
Modificado por Scaletscky et al. (1984), este meio foi utilizado na
cultura bacteriana para o teste de hemaglutinagao.

triptona 50,00 g/i
H-O destilada qg.s.p. 1000,00 ml

Meio de cultura TSA ( Tripticase soy agar)

Agar bacteriologico 15,00 g/l
TSB q.s.p. 1000,00 mi

Meio de Cultura Agar Glicose
Meio de Cultura utilizado em teste de hemaglutinagéo . Este método
segue a formulagdo descrita por Jones & Ruter (1972).

a) Caldo Simples
Extrato de carne 1,00 g/l
Peptona 10,00 g/l
NaCl 5,00 g/l
H-O destilada q.s.p. 1000,00 ml
b) Solugido estoque de glicose 20%
Glicose 20,00 ¢g
H-O destilada q.s.p. 100,00 mi

A solugdo de glicose foi esterilizada por filtraggo em membrana
Millipore 0.22 um (Swinex 0,47 mm ).

c) Meio Base
KHoPO4 045¢
NaoHPO4 081g
Agar bacteriolégico 12,00 g
Caldo simples 1000,00 mi

A solugdo de glicose foi adicionada para uma concentragao final
de 0,1% ao meio base, depois de ter sido resfriado.
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Meio de Cultura Peptona-Glicose 1%

Peptona 1,004
H20 destilada q.s.p. 100,00 mi
Solugéo glicose 20% 5,00 ml

A solugao estoque de glicose 20% ja foi descrita anteriormente e
foi adicionada ap0s a esterilizagado e resfriamento do meio peptona.

Meio de Cultura Eagle

O meio de cultura Eagle foi utilizado para manter células da traquéia
de aves com suas fungdes biologicas.

Este meio de cultura foi preparado segundo as especificagbes do
fabricante. O pH foi ajustado com uma solugdo de bicarbonato de
sodio 10%, e também acrescentou-se nesse meio soro fetal bovino
(Cultilab) na concentragao de 5%, usado como complemento do meio
de cultura para o crescimento bacteriano e para manter as células de
traquéia vivas O meio de cultura foi esterilizado por filtragéo através do
filtro Sartorius e mantido a 40C.

Meio de Cultura Minca

Extrato de levedura 0,50¢g
Casaminoécidos 0,50¢
KHoPO4 0,68¢g
NaoHPO4 . 2H20 5509
Agar bacteriolégico 6,009
Sais de Minca 1,00 mi

H-O destilada g.s.p. 500,00 mi
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Sais de Minca

MgSO4 . 7TH20 1,00 g
MnCls . 4H20 0,10g
FeClsz . 6H20 13,00g
CaCly . 2H20 0,04 g
H>0 mili Q 100,00 ml

Esta solugéo foi esterilizada por filtragdo em membrana Millipore 0,22y
(Swinex 0,47mm) e mantida a 40C.

4.1.2-Solugdes e reagentes de uso geral

Solugdes estoques de drogas antimicrobianas.

Os antimicrobianos usados foram acido nalidixico, ampicilina,
cloranfenicol, estreptomicina, canamicina e tetraciclina. As
concentragdes utilizadas no preparo dos estoques antimicrobianos e
os diluentes empregados encontram-se abaixo. Apés o preparo as
solugdes foram aliquotadas e armazenadas a -20°C.

Antimicrobianos com suas respectivas concentracdes e diluentes
usados no experimento.

Antimicrobianos Concentragbes diluentes
Ampicilina (Ap) 25,0 mg/mi em Ho0 mili-Q
Cloranfenicol (Cm) 25,0 mg/ml em etanol
Canamicina (Km) 25,0 mg/ml em H20 mili-Q
Acido Nalidixico (Nal) 25,0 mg/ml em NaOH 0,2N
Estreptomicina (Sm) 20,0 mg/ml em Ho0 mili-Q
Tetraciclina (Tc) 12,5 mg/ml em metano!
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“Pool” do soro de galinha.

Soro de galinha foi utilizado nos testes de resisténcia sérica das
diferentes amostras bacterianas.

Sangue de 6 a 8 galinhas foi coletado sob condigbes de
assepsia e mantido a temperatura ambiente por 60 a 120 minutos e,
em seguida, colocados a temperatura de 40C por alguns minutos para
a formagao do coagulo. O soro foi entdo centrifugado a 1500 r.p.m. por
10 minutos a temperatura de 40C, o sobrenadante foi coletado por
aspiracao, distribuidos em aliquotas de 5ml, e estocados a -200C.

Solugao salina 0,85% (solugdo utilizada para diluigdo das amostras

bacterianas em diversos protocolos)

NaCl 0,85¢g
H-O destilada g.s.p. 1000,00 mi

Solugao tampao PBS 0,05M pH 7,4
a-) Tampao fosfato pH 7.4

KoHPO4 7H20 1,15 ¢
KH2PO4 0,20 g
KCI 0,20 g
NaCl 8,00 g
H,O destilada q.s.p. 1000,00

Ajusta-se o pH a 7,4 da solugao adicionando-se Hcl 1N.

Solucgao de Alsever

Glicose 20,50 g
Citrato de Sédio 3,8% 8,00 g
NaCL 420¢g

H2O destilada g.s.p. 1000,00 ml
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O pH da solugdo foi ajustado para 6,5 com acido citrico e
posteriormente esterilizada por filtragdo, em membrana Millipore
0.22 um (Swinex 0.47 mm) e mantida a 40C

Solugdes para extragdao do DNA plasmidial
a)Solugéao | (Tris HCI 25mM pH 8,0; glicose 50mM, EDTA 10mM)

Tris 0,3028 g
Glicose anidra 0,9008 g
Solugao estoque EDTA 0,5M 2,0000 ml
H>0 mili-Q g.s.p. 100,0000 mi

Apoés a mistura dos compostos, esta solugédo foi autoclavada a
1210C durante 20 minutos, e ap6s o seu resfriamento, estocada a
40C. Exceto a solugdo de glicose que € adicionada apds a
autoclavagem do material e com temperatura aproximada de 370.

b)Solugéo ll ( NaOH 0,2N; SDS 1% )

NaOH 10N 200,00 pl
SDS 10% 100,00 pl
H20 mili-Q esterilizada q.s.p. 700,00 pl

A solugao foi homogeneizada e preparada momentos antes do uso.

c)Solugao lll (Acetato de S6dio 3M; acido acético glacial 100%)

Solugéo acetato de sodio 3M 60,00 mi
Acido acético glacial 11,50 ml
H20 mili-Q esterilizada q.s.p. 28.50 ml

A certar o pH final 4,8
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Solucdo estoque de RNAse ( RNAse 10mg/mi; NaCl 15mM; Tris

15mM; pH7,5)
RNAse 100,00 mg
Tris 18,20 mg
NaCl 8,80 mg
Ho0 mili-Q esterilizada q.s.p. 10,00 ml

Acertar o pH final 7,5

Esta solucdo foi colocada em banho a 1000C por 15 minutos e

homogeneizada, e apés o seu resfriamento foi estocadas em aliquotas

de 1ml a 200-

Solugio de ressuspensio 6x ( ficol 400 15%; azul de bromofenol

0,25%; xileno cianol FF 0,25%; RNAse 0,1mg\ml)

Apbs a homogeneizagdo dos componentes, esta solugéo foi mantida a

temperatura ambiente.

Solugéo para eletroforese de DNA em gel de agarose

Tampao TEB 5x
Tris 54,09
Acido Borico 2759
Solugéo de EDTA 0,5M 20,0 ml
Ho0 mili-Q esterilizada 1000,0 ml

pH final 8.0, ajustado com HCI 1N



Tampao TEB 1x (Tris borato 0,09M pH 8,0; EDTA 2mM)
Tampao TEB 5x 200,00 mi
HoO mili-Q esterilizada q.s.p. 800,00 ml

pH final 8.0, ajustado com HCI 1N

Solugao pa.ra visualizagao de DNA em U.V.

Solugao corante de brometo de etidio (0,5ug\ml)
Brometo de etidio 1% 50,00p!
HoO destilada q.s.p. 100,00ml

Solugdes empregadas na extragdo de proteinas de membrana

a)Tampao tris HC1 3,3mM pH 7.4
Tris HCI _ 0,3996 g
HoO destilada q.s.p. 1000,0000 ml

b)Tampéo tris HCI 0,1M + EDTA 10mM pH 7.4

Trizma Base 12,110g
EDTA . 2H20 3,722 ¢
H-O destilada q.s.p. 1000,000 ml

O pH foi ajustado com solugéo de HCI 1N

¢)Tampéo Tris HCI 0,1M + MgCl2 10mM pH 7.4

Trizma Base 12,1109
MgCl> . 6H20 2,033 g
H-O destilada qg.s.p. 1000,000 ml

O pH foi ajustado com solugéo HCI 1N
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d)Tampao tris HCI 0,1M + sacarose 0,75M pH 7,4

Trizma Base 12,11 ¢
sacarose 256,73 g
HoO destilada q.s.p. 1000,00 mi

O pH foi ajustado com solugéo de HCI 1N

e)Tampao tris HCI 63mM + Triton X100 2% (v/v) pH 6,8

Trizma Basel 8,629 g
Triton X100 20,000 ml
H-O destilada q.s.p. 1000,000 ml

O pH foi ajustado com solugao de HCI 1N

f)Tampdo de ressuspensdo da amostra (Tris 100mM pH6,8,
Glicerol 20%, SDS 4%, azul de bromofenol 0,2% e B-
mercaptoetanol 10%).

O pH foi ajustado com solugdo de HCI 1N

Solugdes usadas no preparo dos géis de acrilamida SDS-PAGE
As solugdes e tampdes utilizadas no preparo dos geéis de poliacrilamida
SDS, seguiram as especificagées do "Hoefer Electrophoresis Catalog
and Exercises (1990-1991).As concentragdes das solugbes para gel
de 12,5% estao relacionados a seguir.
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Solugdes utilizadas para a produgdo de gel SDS-PAGE 12,5% e gel de

empacotamento 4%.

Solugdes Gel de Separagéo 12,5% Gel de Empacotamento
Acrilamida 4% Acrilamida

30%A2a 1,6% BisAP 25,0 mi 2,66 ml
Tris-HCI 1,5M pH 8.8 50mi

TrisHCIO5SMpHE68 | = - 5,00 mi
SDSC 10% 600,0 pl 200,00 nl
HoO destilada 19,1 mi 12,20 ml
Persulfato de Aménio 10% 300,0 ul 100,00 !
TEMED" 20,0 pl 10,00 pl

a Solugao estoque acrilamida

b Solugio estoque bis-acrilamida

gdodecil sulfato de sddio
N,N,N’,N'-tetrametiletilenodiamina

Solugao mondémero acrilamida (estoque).

Acrilamida 30% 29,20 g

Bisacrilamida 1,6% 1,600 ¢g

H2O destilada g.s.p. 100,00 ml
Tampao Tris-Glicina 1M (estoque).

Trizma Base 15,00 g

Glicina 72,009

SDS 5,00 g

Completar o volume para 1000 ml com H2O destilada q.s.p.

Tampao Tris 0,5M pH 6.8
Trizma Base 6,10g
H-O destilada g.s.p. 100,00 ml

Ajustar o pH 6,8 com HCI - Estocar a 40C
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Tampao Tris-HCI 1,5M pH 8.8
Trizma Base 18,20 ¢
H2O destilada q.s.p. 100,00 ml
Ajustar o pH 8.8 com HCI - Estocar a 40C

Tampao da Amostra (Tris 0,06M pH 6,8; SDS 2%, Glicerol 1%; azul

de bromofenol 0,025%; 2-B-mercaptoethanol).

Trizma Base 0,5M pH 6.8 2,50 mi
Glicerol 2,00 mi
SDS 10% 4,00 ml
Azul bromofenol 25,00 pl
2-B-mercaptoethanol 1,00 mi
H2O destilada q.s.p. 10,00 ml

Marcadores de peso molecular
Foi utilizado o kit de marcadores de peso molecular da Pharmacia.

Proteinas PM(KD)
Citocromo C 12.3
Alfa-lactalbumina 14.4
Inibidor de tripsina 20.1
Anidrase carbénica 30.0
Ovalbumina 43.0
Albumina 67.0
Fosfolipase b 94.0

O "pool'de proteinas foi dissolvido em 100yl de tampédo de

eletroforese, contendo 2,5% de SDS e 5% de B-mercaptoetanol.
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A mistura foi fervida a 1000C por 5 minutos e, apés o seu resfriamento,
estocada a -200C.

Solugodes para coloragdao com prata.
a)Solugio fixadora (Etanol 50%, acido acético glacial 12%,
formaldeido ).

Etanol 500,00 ml
Acido acético glacial 120,00 mi
Formaldeido 0,50 mi
H>0O mili-Q g.s.p. 380,00 ml

b)Solugédo de Etanol 50%
Etanol 50,00 m!
H>0 mili-Q q.s.p. 50,00 mi

c)Solugido de pré-tratamento (Tiossulfato de sédio 0,02%)

Tiossulfato de sédio 0,06g
H-O destilada q.s.p. 300,00 mi

d)Solugio de impregnagao (Nitratato de prata 0,2%; formaldeido)

Nitrato de prata 0,60g
Formaldeido 225,00 pl
H»O destilada q.s.p. 300,00 ml

e)Solugdo reveladora (Carbonato de sédio 6%, tiossulfato de

sodio 0,4%, formaldeido).

Carbonato de Sédio 18,00 g
Solugdo de pré-tratamento 6,00 mi
Formaldeido 150,00 pl

H-O destilada q.s.p. 300,00 ml
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f)Solugao de bloqueio de revelagao (Metanol 50%; acido acético
12%)

Solugdes utilizadas no preparo dos cortes histolégicos para
microscopia.

a)Solugdo tampao PBS 0,05M pH 7.4 (descrito anteriormente),
formolizado a 10%.

b)Solugédo estoque de Giemsa (usado para corar os cortes

histolégicos)

Giemsa (Reagen) 1,00g
Glicerina 54,00 mi
Metanol (Merk) 86,00 ml

O corante Giemsa foi dissolvido em glicerina e mantido em banho-
Maria a 60°C por 90 minutos. Apds o seu resfriamento, adicionou-se
metanol, homogeneizou-se, e posteriormente filtrou-se a solugdo em
papel Whatman n03, sendo armazenada em frasco escuro a 40C.O
corante utilizado pra coloragéo estava em uma concentragéo final de
2% em PBS.

Solugdes usadas na extragdao de Lipopolissacarideos (LPS) da
membrana bacteriana.

a)Tampao de lise (SDS 2%, 2-mercaptoetanol 4%, glicerol 10%, 1M
Tris (Hcl pH6,8) e bromophenol blue.)

Preparar 10ml deste tampao
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b)Proteinase K (Sigma)
Proteinase K 25 mg
H,O destilada esterilizada 1 mi

Solugdes péra corar o gel SDS-PAGE
a)Solugiao Fixadora (Etanol 40% (v/v), Acido Acético 5% (VIv)).
Completar o volume com agua destilada q.s.p.

b)Solugio de Oxidagdo (Etanol 40%, Acido Acético Glacial 5% e
Acido Peri6dico 0,7% (viviw))

Completar o volume com agua destilada q.s.p.

c)Solugdo de Formaldeido (Acido Citrico 10mg e 100pl
formaldeido 37% (wiv))

Completar o volume para 200 ml com H,O destilada q.s.p.

d)Solucgdo para corar o gel SDS-PAGE

Hidréxido de Sédio 0,1M 28mi
Hidroxido de Amonia concentrada 1mi
Nitrato de Prata 20% 5ml.
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4.2 .METODOS

4.2.1. Amostras e Plasmidios

A linhagem bacteriana F3, de Escherichia coli, foi isolada a partir
do figado de um frango com colicepticemia na regido de Campinas,
Estado de S&do Paulo e caracterizada no Departamento de Microbiologia
no Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas,
UNICAMP. Esta amostra sintetiza colicinas E1 e E3, fimbrias do tipo-1 e
apresenta resisténcia ao soro de galinha. A linhagem bacteriana
Escherichia coli MS101 é lac-, acido-nalidixico resistente, sensivel ao
soro de galinha e n3o é patogénica em pintos de um dia de idade. Os
plasmidios usados como padrao de peso molecular neste trabalho foram:
p307 (Gyles & Barnum, 1986), pRP4 (Datta et al., 1971) e V517 (Macrina
et al., 1978).
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Quadro IV  Linhagem bacteriana selvagem E. coli F3, com seus
transconjugantes XP2, XP3 e XP4 da mutagénise F3 com TnphA (pRT
733) e padrbes de plasmidios pRP4 e V517.

Linhagem de E. coli Fenétipo Referéncia
E. coli F3 imbrias do tipo 1, colicina Eq e Eo D.M.L
resisténcia ao soro de Galinha
Centro
Pry Plasmidio 37MD desenvol.
vacinas
PrA; Plasmidio 54MD, Centro
desenvol.
vacinas
V517 Plasmidios 32MD, Macrina
3.4MD, 1.7MD, 1.5MD et al.
1.2MD 1978
SM102 Ap',Kmf thi thr leu,lacY, Taylor et
TupE,tonA,recA::plasmidio pRT733 al.,1989
patogenicidade este
XP2 diminuida em aves, estudo
Fimbria tipo1, colicina,
Km~
Xp3 patogenicidade este
diminuida em aves, estudo
Fimbria tipo1, colicina,
KmK
Xp4 patogenicidade este
diminuida em aves estudo
Fimbria tipo1, colicina,
Km"~




52

4.2.2 Determinagdo do padrao de hemaglutinagao
Crescimento das amostras bacterianas.
O teste foi realizado com as amostras bacterianas F3, MS101 e

os padrdes descritos no quadro abaixo.

Quadro V- Padrdes utilizados no teste de hemaglutinagao.

Linhagens Fenétipos Origem
56717 F42% STalact (Leite, 1986)
ORN115 Fimbria Tipo 1 (Orndorff et al., 1985)
B14 F41+ K99 (Morris et al.,1980)
B41M ‘ Fa1+t (Morris et al.,1982

DM= Departamento de Microbiologia e Imunologia UNICAMP
CVD= Center of Vacine Development (Maryland), USA

Amostras bacterianas foram crescidas em 3 ml de meio LB e
incubadas a 37 0C por 12-18 horas. A seguir as culturas foram
semeadas por esgotamento com alga de platina em placas de Petri com
diferentes meios de cultura: Agar glicose (Jones & Rutter, 1972), CFA
(Evans et al.,, 1980), TSA e Mac Conkey. A seguir as mesmas foram

invertidas e incubadas a 370C, por 12-18 horas.
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Preparo dos eritrécitos.

Sangue de boi, cobaia e coelho foram coletados sob condi¢des de
assepsia € homogeneizados com igual volume de solugdo de Alsever. As
suspensdes, assim obtidas foram, a seguir, distribuidas em tubos de
ensaio préviamente esterelizados e mantidos a 40C.

As suspensdes de eritrocitos, foram centrifugadas a 1400 g por
10 minutos (40C), os sobrenadantes removidos por aspiracdo e entao
ressuspendidos em solugdo fisiolégica (v/v), foram novamente
centrifugadas a 1400 g (49C, 10 minutos),. A seguir , os eritrécitos foram
resuspendidos em tampao fosfato pH 7,2, homogeneizados e
centrifugados a 1400 g (40C, 10 minutos).

Para o teste de hemagiutinagcdo em lamina foi preparado uma
solugdo a 10% de "papa"de hemacias em tampéo fosfato pH 7,2. As
suspensdes de eritrécitos de cobaia, adicionou-se D-manose para uma

concentragao final de 1%.

Teste de Hemaglutinagdo em laminas.

Um pequeno raspado do crescimento bacteriano, obtido a partir
de placas incubadas a 370C em meios de culturas ( AG, CFA, TSA,
Mac.Conkey. ), foi homogeneizado em 20ul de tampéao fosfato pH 7,2
com 1% de D-manose, sobre uma placa de vidro colocada sobre o gelo.
Usada como controle para a verificagdo da presenga de fimbrias do tipo-
1, o mesmo procedimento foi efetuado com eritrécitos de cobaio

preparados com tampao fosfato pH 7,2 sem manose.
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Sobre uma lamina de vidro, foram adicionados suspensdes
bacterianas em 20ul de suspensdo de hemacias em tampéo fosfato pH
7,2 e homogeneizados suavemente,. Os resultados foram observados

até 2 minutos ap6s a homogeneizagao das suspensoes.

4.2.3. Avaliagao de resisténcia a drogas anti-microbianas.

O volume de 100 pul de um pré inéculo das amostras bacterianas
em meio LB, incubadas a 370C por 12-18 horas, foram inoculados em
placas de Petri com meio LA contendo antimicrobianos nas
concentragdes determinadas por Fantinatti et al., (1994). Com auxilio da
algca de Drigalsk, as suspensoes foram espalhadas na superficie do meio
que apresentava-se gelificado. As placas foram entdo invertidas e
incubadas a 370 por 18 horas. Os resultados foram entdo apreciados

apos este periodo de tempo.

4.2.4 Teste de producgao de colicina

As amostras bacterianas foram crescidas em meio BHI por 18
horas a 370C, inoculadas em meio BHI-agar e crescida por 18 horas a
370C.

‘Inoculou-se a indicadora universal de colicina (22R80) em meio
LB, e esta foi crescida por 18 horas a 370C. A seguir, colocaram-se 3ml
de cloroférmio nas tampas das placas invertidas das amostras a serem
testadas, para matar as bactérias, por 30 minutos a temperatura
ambiente. As placas foram secas semi-abertas a temperatura ambiente

por 30 minutos e, a 370C por mais 30 minutos.
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Foram inoculados 100u! da bactéria indicadora em 4ml de meio
BHI-agar semi-sélido fundido a 500C, e este foi vertido sobre a placa das
amostras a serem testadas e, os mesmos, incubados por 18 horas a
370C. O resultado foi considerado positivo quando houve a formagéo de
placa de lise (halo ao redor da colonia), e negativo quando n&o houve a

formacao da placa.

4.2.5. Transferéncia de DNA plasmidial por conjugacao.
Conjugacgao F3 x MS101.

A amostra bacteriana de Escherichia coli F3 que apresentava
marcas de resisténcia aos antimicrobianos ampicilina (Ap),
estreptomicina (Sm), tetraciclina (Tc) cloranfenicol (Cm) e MS101 com
marca de resisténcia ao antimicrobiano acido-nalidixico (An)foram
inoculadas em 3 mi de meio LB e incubadas a 370C por 18 horas em
presenga dos antimicrobianos para os quais as mesmas eram
resistentes. Uma diluicdo de 1:20 da amostra doadora foi transferida para
um tubo contendo 3 ml de meio LB e acrescidos dos antibiéticos Ap, Sm,
Tc, e Cm e esta incubada a 370C até a fase exponencial de crescimento.
Apos este procedimento, 100 pl da amostra doadora € 300ul da amostra
receptora foram centrifugados a 12000 g por 2 minutos € os sedimentos
lavados com meio de cultura LB para a completa retirada dos
antimicrobianos. A seguir, os sedimentos foram ressuspendidos
delicadamente em 100ul de meio de cultura LB e esta suspensao
depositada sobre uma membrana de filtro (0.2 pm) e incubada a 370C
por 18 horas. O crescimento bacteriano sobre o filtro foi entdo

ressuspendido em 1 ml de solugdo salina 0,85% previamente
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esterilizada. Esta suspensdo foi, entdo, diluida até 10-3 e as diluigbes
foram semeadas em placas contendo meio LA com os antibioticos
apropriados.

Como controle as amostras parentais foram semeadas e
repicadas nos meios LA com antibioticos para verificar a ocorréncia de

mutantes resistentes naturais.

Mutagao com Transposon Thpho A

A mutagénese com transposon TnphoA (Bouquet et al., 1987),
usando plasmidio pRT733, foi realizada conforme descrito por Taylor et
al. (1989).

A amostra Sm10A pir possui o plasmidio pRT733 (Ap" e Km)
que possui o transposon Tnpho A ( Km' ). Este transposon, possui o
gene para fosfatase alcalina. Quando ha inser¢do deste transposon “in
frame” no gene de uma proteina do espago periplasmatico ou da
membrana externa, de forma que o0 gene para a fosfatase alcalina se
insira, a fosfatase alcalina é expressada para formar uma proteina hibrida
com a proteina do espago periplasmatico ou da membrana externa e
reagiu com o substrato BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato), também
denominado XP, quando este esta presente no meio de cultura, originam
colbénias azuis. _

O plasmidio pRT733 replica-se somente em linhagens que
produzem a proteina A, como por exemplo a amostra de Escherichia coli
SM10A pir. Logo, quando este é transferido para outra amostra, que néo
produz a proteina A, este ndo se replica, funcionando assim como um

plasmidio suicida.
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A amostra bacteriana F3 foi crescida em meio de cultura LB
por 18 horas a 370C e a amostra bacteriana SM10% pir (pRT733) foi
crescida em meio LB adicionando os antibiéticos Ap € Km por 18 horas a
370C. Realizou-se a conjugagdo conforme metodologia descrita
anteriormente porém, apos a ressuspensdo de ambas as amostras em
100 pl de meio LB, estas foram inoculadas em um filtro de conjugacgéo
colocado sobre placa com meio LA e incubadas por 18 horas a 370C.
Apos este periodo de tempo, os filtros foram mergulhados em um tubo de
ensaio contendo 1 ml de meio e este foi agitado suavemente para a
ressuspensao das bactérias.

Os mutantes foram selecionados em placas contendo meio LA
com 40 pug/ml de XP (5-bromo-4-cloro-3-indolif fosfato) e o
antimicrobiano, canamicina (Km), 50 ug/mi. Apés o periodo de incubagéo
(18 horas) a 370C, as colbnias azuis obtidas foram estriadas em placas
contendo meio LA com XP, Km e incubadas por 18 horas 370C. As
colonias azuis isoladas, indicando a produgdo de fosfatase alcalina,
foram estocadas para posterior andlise dos perfis elétroforéticos de
proteinas de membrana e para experimentos biolégicos do teste de
patogenicidade em pintos de um dia de idade, testes de adesao in vitro
em anéis de traquéia de pintos, resisténcia sérica e produgdo de

colicinas.
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4.2.6. Extragao de DNA plasmidial.

Para a extracdo rapida do DNA plasmidial foi usado a técnica de
lise alcalina de Birboin & Doly (1979), com modificagbes (Sambrook et
al., 1989)

Amostras bacterianas transconjugantes foram pré-crescidas em
meio LB por 18 horas a 37°0C. Apos o periodo de incubagéao, 1.0ml das
suspensbes bacterianas foram transferidas para tubos de
microcentrifuga previamente identificados e submetidas a centrifugagéo a
12000 g por 2 minutos em microcentrifuga. O sobrenadante foi removido
e o sedimento ressuspendido em 100ul de solugdo | (Tris HClI 25mM
pH8.0; EDTA 10mM). Os tubos foram homogeneizados vagarosamante
por inversdo, mantidos em repouso por 5 minutos no gelo e 200ul de
solugao Il (NaOH 0.2N; SDS 1%) foram adicionados, e homogeneizando-
se por inversado. A suspensao clara e viscosa foi mantida em gelo por 3
minutos e apo6s este periodo, foram adicionados 150ul da solugao Il
(acetato de sodio 3M pH 4.8). Os tubos foram invertidos por alguns
segundos e mantidos em repouso no gelo por 15 minutos para a
precipitacdo de proteinas, RNA de alto peso molecular e DNA
cromossémico. A preparacéo foi.centrifugada a 12000 g por 6 minutos e
400ul de sobrenadante transferidos para tubos novos de
microcentrifugas onde 1.0ml (2,5 vol.) de etanol absoluto gelado foi
acrescentado para a precipitagdo do DNA plasmidial. Os tubos foram
invertidos e mantidos a -200C por 60 minutos e entdao centrifugados a
12000 g por 6 minutos.

Os sobrenadantes foram retirados e os sedimentos, apds a
secagem, ressuspendidos em 40ul de TE (Tris HCI 10mM pH 8.0, EDTA
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1mM), gelado e mantidos a -200C. Para analise do perfii de DNA
plasmidial por eleletroforese em gel de agarose, transferiram-se para
tubos de microcentrifuga novos previamente identificados, 10 ou 15ul de
DNA e adicionaram-se 5 pl de solugdo de ressuspensdo 6x (Ficol 400
15%; azul de bromofenol 0.25%, xileno cianol FF 0.25%; RNAse A

0.1mg\ml), que foi homogeneizado com pipeta automatica e aplicado no

gel.

4.2.7. Eletroforese de DNA plasmidial em gel de agarose.

O método de eletroforese de DNA plasmidial em gel de agarose
foi realizado conforme descrito por Sambrook et al. (1989).

A agarose em concentragdo pré determinada foi dissolvida em
tampao TBE 1x (Tris-borato 0,09M, EDTA 2mM) sob aquecimento,
resfriada a aproximadamente 60° e vertida cuidadosamente sobre uma
placa de vidro mantida em posicdo horizontal.. Em uma das
extremidades (aproximadamente 2 cm da borda) foi colocado um pente
de acrilico com doze dentes, medindo 6.0 x 15 x 2.5 mm a uma distancia
de 1.5 mm da borda superior da placa de vidro. Apés gelificagéo, retirou-
se cuidadosamente o pente do gel e o conjunto placa gel foi submerso
em tampao TEB em cuba de acrilico para eletroforese horizontal. As
amostras foram entdo aplicadas nos pogos com o auxilio de pipetas
automaticas.

Como pré-corrida, aplicou-se inicialimente uma corrente elétrica
de 10 a 15 mA até que as amostras dos pogos penetrassem no gel. Em
seguida foi aplicada uma tensao de 5Vicm?2 até o final da corrida. Ap6s o

término da corrida, o gel foi transferido para uma cuba contendo solugao
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de brometo de etidio (5ug/ml) por 20 minutos & temperatura ambiente, ou
por 16 horas a 40C e visualizado em transluminador de luz ultravioleta de
ondas curtas. A revelagdo e ampliacdo seguiram especificagbes do

fabricante (Eastman Kodak).

4.2.8. Extracao de proteinas de membrana.

A extracdo de proteinas de membrana seguiu a metodologia
descrita por Benedetti (1991) com algumas modificacdes.

A linhagem de Escherichia coli e seus tranconjugantes foram
semeadas em quatro placas de Petri contendo meio CFA, por 24 horas a
370. O crescimento bacteriano foi raspado e ressuspendido em tampéao
Tris 3,3mM, pH 7 ,4.

As suspensdes bacterianas foram homogeneizadas em omni-
mixer (Sorvall) por 2 minutos, a velocidade 4, sob condigbes de
resfriamento constante. Posteriormente foram centrifugadas a 8000 xg
por 5 minutos a 89C. Descartou-se os sobrenadantes e os sedimentos
foram ressuspendidos em solugéo salina 3%.

Apos o ciclo de centrifugagdes a 8000 g por 5 minutos e a 80C,
sempre descartando o0s sobrenadantes, os sedimentos foram
ressuspendidos em solugdo tampéo Tris 0,1M + EDTA 10mM, pH7,4. O
ciclo de centrifugagbes foi repetido e a ressuspensdo dos sedimentos
feita em solugdo tampdo Tris 0,1M + MgCly. 10mM, pH 7,4. O
homogenato foi centrifugado novamente a 8000 g por 5 minutos a 89, e o

sobrenadante descartado.
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Apos a ressuspensao dos precipitados em solugdo tampao Tris
0,1M, pH 7,4 + sacarose 0,75M, os homogenatos foram sonicados por 12
ciclos de 20 Khz, 70 a 90 W, por 40 segundos cada, em banho de gelo.

Centrifugou-se a 8000 g por 5 minutos a 80C e transferiu-se o
sobrenadante para tubos apropriados para ultracentrifugagdo. A
ultracentrifugagdo foi realizada a 37000 r.p.m. por 30 minutos a 40C.
Descartou-se, entdo, o sobrenadante e o sedimento foi ressuspendido
em solugdo tampao Tris 3.3mM, pH 7,4. Repetiu-se novamente a
ultracentrifugacéo, sob as mesmas condigdes da primeira, descartando-
se posteriormente o sobrenadante.

O sedimento contendo proteinas de membranas bacterianas foi
ressuspendido em solugéo tampao Tris 63 mM, pH 6,8 + Triton X-100 2%
(viv), com a finalidade de solubilizar as proteinas de membranas.
Transferiram-se as suspensbes para tubos de microcentrifuga e
posteriormente agitou-se por inversédo durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, centrifugou-se o homogenato a 12000 g por 3
minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi entdo coletado e
transferido para tubos de microcentrifugas devidamente identificados,
adicionando-se também volumes iguais de solugdo tampéo dissociante
da amostra. Colocaram-se os tubos de microcentrifugas em banho
fervente por 4 minutos para que ocorra uma completa denaturagdo de
todas as proteinas presentes no homogenato. Apés o resfriamento dos

tubos, estes foram estocados em freezer a temperatura de -200C.
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Eletroforese de proteinas de membranas

Realizou-se eletroforese das proteinas de membranas das
amostras bacterianas, no sistema descontinuo dissociante (Laemmli
1970) SDS-PAGE em placa vertical utilizando equipamento de
eletroforese da Hoefer. A montagem dos géis seguiu a metodologia
descrita no Hoefer Electrophoresis Catalog and Exercises (1990-1991).

Ap6s a montagem do gel de separagao (12,5%) e do gel de
empacotamento (4%), 15 pl das amostras de proteinas foram aplicadas
com seringas Hamilton de 50ul.

Os géis foram montados na cuba de eletroforese e submersos em
tampao tris glicina. A corrida eletroforética consistiu de uma pré-corrida
sob tensado de 100V até a entrada das amostras no gel de separagao, e
de 150V, até que o azul de bromofenol atingisse o final do gel de

separacao.

Coloragao dos geis SDS - PAGE com prata
A coloragao das proteinas seguiu a metodologia descrita por Blum
et al.(1987), com modificacdes. A sequéncia dos passos para a

coloragao encontra-se no quadro abaixo (Quadro Vi).
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Quadro VI Passos da coloragédo de prata em gel SDS-PAGE

Solucdes Tempo de tratamento
Fixador 60 minutos
Etanoi 50% 3 x 20 minutos
Solugdo de pré tratamento 1 minuto
Agua destilada 3 x 20 segundos
Solugéo de impregnacgao 20 minutos
Agua destilada 2 x 20 segundos
Solugao reveladora 10 minutos
Agua destilada 2 x 2 minutos
Solugao de Bloqueio 10 minutos
Metanol 50% 20 minutos minimo

Depois de corado, o gel foi transferido para uma cuba contendo a
solugdo de preservagao |, por 30 minutos, e na solugdo de preservagéo |
por mais 30 minutos.

Os géis foram plastificados com papel celofane e submetidos a

secagem por 3-5 dias a temperatura ambiente.
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4.2.9. Adesao no epitélio da traquéia de aves.
Preparo dos anéis de traquéia.

Utilizaram-se, nesse experimento, pintos de 15 a 20 dias de
idade, livres de agentes patogenos especificos (SPF), fornecidos pela
firma Salsbury Ltda.

Ap6s o sacrificio das aves, por deslocamento cervical, foi retirada
a traquéia e esta colocada em uma placa de petri contendo tampao PBS
0,1M, pH 7,4. Lavou-se o material por mais 3 vezes com 0 mesmo
tampdo para retirar o excesso de muco. A traquéia foi cortada em
segmentos de aproximadamente 5mm.Os anéis foram colocados em
microplacas contendo 25ul de meio minimo Eagle (MEM), com 5% de
soro fetal bovino. O mesmo experimento também foi realizado em

presencga de 1% de D-manose.

Preparo das amostras bacterianas.

Um volume de 100l de pré-inéculo de bactérias em 3 ml de meio
de cultura LB, incubadas por 18 horas a 370C, foi plaqueado em placas
contendo meio Minca e estas incubadas por 18 horas a 370C. Coletaram-
se as colonias bacterianas através de raspagem de crescimento
bacteriano da superficie do meio de cultura e as mesmas foram
ressuspendidas em tampao PBS 0,1M pH 7,4, previamente esterilizado.
O numero de células bacterianas foi padronizado, usando-se como

padrdo a escala de Mac-Farland.
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Teste de Adeséo.

Adicionaram-se 50pl de suspensdo bacteriana (1010 células/mi)
em cada orificio da microplaca contendo cortes de anéis de traqueia.

Em seguida, o conjunto traquéia/bactéria, foi homogeneizado
levemente e incubados por 6 horas a 370C. Apos esse periodo foram
feitas observacdes dos anéis em microscopia de inversédo para verificar a

presencga de batimentos ciliares.

Histopatologia.

Para a obtengio dos cortes histologicos, os anéis de traqueéia
foram fixados em formol tamponado (PBS 0,1M - Formalina 10%) por um
periodo de 24 horas. As pecgas fixadas foram desidratadas na série:
alcool 70%, alcool 80%, alcool 90%, alcool 95%, aicool 100%, alcool-xilol
(vIv), xilol-l e xilol-ll; todos esses passos foram realizados no tempo de
30 minutos cada. No passo seguinte a diafanizagédo, os cortes foram
submetidos a 3 banhos de parafina com temperatura constante de 650C
por um periodo de tempo de 30 minutos cada incluidos em parafina
derretida e, posteriormente, colocada sobre superficie fria para o
endurecimento da parafina, formando-se entdo os blocos. Cortes de Sum
de espessura foram obtidos com o auxilio de micrétomo (Zeiss). As

preparac¢des foram coradas com Giemsa (Trabulsi et al., 1974)
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Montagem das Laminas Histolégicas

A montagem das laminas procedeu-se com a fixagdo dos cortes
dos anéis da traquéia na superficie das laminas histologicas, previamente
untada com albumina bovina e devidamente identificadas. Apds a
secagem do material a temperatura ambiente, este passou por um
processo de fixagao seguindo os passos, Xilol-1, Xilol-1I, Xilol- alcool (v/v),
Alcool 100%, Alcool 95%, Alcool 90%, Alcool 80%, Alcool 70%, por 15
minutos, cada passo. Em seguida as ldminas foram lavadas por 1 minuto
em agua corrente e coradas com Giensa 10% por 20 minutos. As
laminas foram lavadas, novamente, em agua corrente para se retirar o
excesso de corante e colocadas para secar por 18 horas. Apds esse
periodo, as l&minas foram colocadas por 10 minutos, no minimo, em uma
cuba contendo Xilol, e entdo sobre o0 campo onde se encontravam os
cortes adicionou-se uma gota de Balsamo do Canada e, em seguida,
uma laminula de vidro. As laminas foram secas a temperatura ambiente
e posteriormente observadas em microscopia 6ptica no aumento 400x -
C 1000x (imersao).

4.2.10. Avaliagao da patogenicidade.

Amostras bacterianas: F3, MS101, Col 6, Col 8, Col 10, Col 15,
Col 17, Col 18, XP 1, XP 2, XP 3, XP 4, XP 5, XP 6, XP 7, XP 8, foram
cultivadas em meio LB a 37°C por 18 horas e, 100ul desse extrato foram
adicionados em frascos erlenmayers com 10m! de LB. Essas bactérias

foram incubadas por 4 horas sob agitagdo constante a 150 rpm a 370C.
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Apos esse periodo, realizaram-se diluicbes de 10-1 até 10-7 dessa
cultura bacteriana em salina 0,85% esterilizada.

Foram formados grupos de cinco pintos de um dia de idade para cada
amostra. Foram inoculados, por via subcuténea, 0,5 ml de extratos
bacterianos das respectivas dilui¢des, devidamente identificados. As
aves ficaram sob observagao por um periodo de 7 dias e, apds esse

periodo, calculou-se a DL s.

4.2.11. Avaliagao da resisténcia sérica.

a). Coleta de soro das aves

O soro foi coletado sob condigdes assépticas, de frangos jovens
SPF através da veia axial da asa. O sangue coletado foi depositado em
frascos estéreis de penicilina e colocados inclinados por 5 horas. Apés a
formacdo do coagulo e retragdo do mesmo, o soro foi coletado por
aspiracdo e transferido para outros frascos de penicilina previamente

limpos, esterilizados e estocados a -200C (Vidotto et al.,1990).

b).Teste de resisténcia sérica

Inicialmente as amostras de E. coli foram cultivadas em meio de
cultura LB por 18 horas a 370C .Ap6s esse periodo, transferiu-se 1mi do
cultivo bacteriano para os tubos de ensaios contendo 3,0 ml de caldo
peptona glicose 1%. Esta cultura foi incubada a 37°C por 3 horas, até
atingir o inicio da fase exponencial de crescimento (aproximadamente 3
horas) onde o numero de bactérias é equivalente a 103-104 unidades
formadoras de col6nias por mililitro (UFC/mI) quando comparadas com a
escala Mc Farland (Otto, 1990).
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Adicionaram-se 125ul do caldo bacteriano de cada amostra em
tubos de mijcrocentrifuga contendo 500ul de soro de galinha e, estes
foram mantidos sob temperatura constante de 370C. Foram feitas
diluicdes 10-1, 10-2, 10-3, 104 e 10® em NaCL 0,85% e, o
plaqueamento, feito nos periodos; instantaneo (imediatamente apds o
contato das bactérias com o soro de galinha) e 1, 2 e 3 horas em placas
contendo meio LA. As placas foram invertidas e incubadas por 18 horas
a 370C. A capacidade de resistir a agao bactericida do soro foi medida
pela contagem do numero de colénias que cresceram nas placas

comparando com o controle que ndo continha soro.

4.2.12. Determinagao da DLs,

A partir de um pré inéculo das amostras bacterianas crescidas em
meio LB, 37° C por 18 horas, foram feitas diluicdes em NaCl 0,85%
estéril a partir de 10" até 10”,em seguida foram feitas inoculagdes (via
subcutanea) em pintos de um dia de idade, e também foram feitos
plaqueamento dessas amostras com auxilio da alga de Drigalsck, em
placas contendo meio LA, sendo essas incubadas a 37°C por 18 horas.
As coldnias foram contadas e juntamente com o indice de mortalidade
das aves no periodo do experimento, calculou-se a DLsy, conforme
descrito por Reed & Muench., (1938).

4.2.13. Determinagao da curva de crescimento
A partir de um pré inéculo das amostras bacterianas F3, XP2,

XP4, em meio LB, crescidos a 370C por 18 horas, foi feito uma diluigdo



69

de 1:10° em 100 ml do mesmo meio. Esta cultura foi incubada a 370C
sob agitagdo constante a 150 r.p.m. a 370C. Foram feitas amostragens
de 100 ul desse material a cada 60 minutos e por um periodo de 4 horas.
Diluigdes seriais (10-1 até 10-9) foram feitas em salina esterilizada 0,85%
e plaqueadas em placas contendo meio LA. As placas foram invertidas e
incubadas a 37°C por 18 horas. Em seguida foi feito a contagem das
colonias que cresceram nas placas e a unidade formadora de coldnia
CFU foi determinada.

4.2.14 Método para lisar células bacterianas para extragido de
lipopolissacarides (LPS) para gel SDS-PAGE

O método de extragcdo de LPS seguiu a métodologia descrita por
Hitchcock & Brown, 1983)

Bactérias crescidas em meio LA por 12-18 horas, raspadas e
diluidas em agua até uma turvacidade de aproximadamente 200 Kitt units
ou absorbancia de 0,400 a 420 nm.

1,5 mi da amostra foi centrifugada foi centrifugada por 1,5 minutos em
microcentrifuga (e. g. Eppendorf).

O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi dissolvido em
50ul de tampéo de lise, este foi homogeneizado e colocado em banho
100° por 10 minutos.

Ap6s o resfriamento do material, foi adicionado 10ul foi adicionado
solugdo de proteinas K (2,5 mg/ml) e colocar em banho a 60° C por 60
minutos.

O procedimento para fazer eletroforese SDS-PAGE 12,5% segue
o método de (Laemmli 1970).
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Método de coloragdo com prata nos geis SDS-PAGE para avaliar
extracao de LPS segue as especificagdes de (Tsai & Frasch,1982).
A sequéncia dos passos para a coloragdo encontram-se no

quadro abaixo, (Quadro VII).

Quadro VIl Passos da coloracdo de prata em gel SDS-PAGE para
proteinas lipopolissacardes LPS.

Solucédo Fixadora 24 horas
Solugéo de Oxidagao 5 minutos
H,O destilada (3 vezes) 10 minutos
Solugdo de Prata 5 minutos
H,O destilada (3 vezes) 5 minutos
Solugao de coloragéo 10 minutos
H,O destilada 10 minutos
Solugao de formaldeido até visualizar bandas
H,O corrente rapidamente varias vezes

Apbs a coloragao do gel, este foi colocado em solugéo alcool 30%
para sua conservagdo e em seguida foi fotografado em fiime KODAK
PLUS.

Os géis foram plastificados com papel celofane e submetido a

secagem por 3-5 dias a temperatura ambiente.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Desde que o homem passou a criar aves em escala
industrial com fins econdmicos, as infecgbes do trato respiratorio
constituem a principal causa de perdas por doengas respiratérias em
todo o mundo. Nédo estd claro ainda, como as bactérias de origem
avidria, causadoras de septicemia, penetram no organismo das aves.
Parece que estas bactérias usam essencialmente o trato respiratorio.
Ha duas hipéteses para essa observacdo: (1) a infecgédo bacteriana €
do tipo secundaria, isto &, ocorre logo ap6és uma infecgdo respiratoria
causada por outros agentes (virus ou micoplasmas) que debilitam o
sistema imune das aves facilitando, assim, a colonizagéo bacteriana
(Harry & Hensley, 1965); (2) ao longo da traquéia, podem ocorrer
pequenas cavidades o que ocasiona descontinuidade do epitélio ciliar
facilitando a colonizagao bacteriana, (Ramphal et al., 1984).

A linhagem de Escherichia coli, aqui denominada F3, foi
isolada do figado de uma galinha apresentando sinais clinicos de
colisepticemia.

Apoés o seu isolamento, a determinagao da LD 50% (Reed
& Muench, 1938) mostrou que esta linhagem & patogénica a uma
concentragdo de 3,7x10? bactérias/ml. Este resultado foi determinado
através da inoculagdo via subcutanea em pintos de um dia de idade
(Tabela V). Esta concentragdo caracteriza esta linhagem bacteriana
como sendo altamente patogénica, quando comparada com outras
amostras ja determinadas, (Fantinatti et al., 1994).

A existéncia de poucos trabalhos descritos na literatura
correlacionando a capacidade de patogenicidade com caracteristicas
fenotipicas e genotipicas, como por exemplo, presenca de plasmidios,
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resisténcia sérica, resisténcia a antimicrobianos, produgado de toxinas
para cultura celular “in vitro”, produgéo de colicinas, hemaglutinagdo
em eritrocitos de animais de diferentes especies, adesao a células de
traquéia e perfil de proteinas de membrana (Vidotto et al., 1991; Nolan
et al., 1992; Wooley et al., 1992; 1994; Fantinatti et al., 1994, Silveira et
al., 1994), levou-nos a procurar esta linhagem bacteriana e
correlacionar a sua patogenicidade com as caracteristicas descritas
acima.

A caracterizagdo desta amostra demonstrou que a mesma
apresenta resisténcia aos diferentes antimicrobianos: ampicilina (Ap),
cloranfenicol (Cm), streptomicina (Sm) e tetraciclina (Tc), (Tabela ).

As linhagens de Escherichia coli patogénicas para animais
apresentam a capacidade de sintetizar tipos de bacteriocinas
(colicinas) (Reeves, 1972), com a finalidade de impedir o crescimento
de outras linhagens bacterianas no nicho onde se encontram (Dho &
Lafont, 1984). O teste para a produgdo de colicina indica que a
linhagem F3 selvagem, produz colicina, (Tabela Ill), estes resultados
estdo de conformidade com os de Fantinatti et al. (1994), que
determinou que esta linhagem produz colicinas do tipo E1 e E3.

A capacidade hemaglutinante da amostra F3 pdde ser
verificada através do teste de hemaglutinagdo com eritrocitos de
diferentes animais. Esta linhagem, hemaglutinou eritrécitos de
boi,quando crescidas nos meios de cultura (AG, TSA e CFA), e é
manose sensivel, indicando a presenga de fimbrias do tipo 1
(Tabela 1), sua superficie, aglutinando hemacias de cobaia na
auséncia do agucar D-manose e nao aglutinando na presenca deste
mesmo agucar.

O teste “in vitro” de ades@o em anéis de traquéia de pintos
S.P.F. de 15-20 dias de idade, mostrou a capacidade de adesédo da
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bactétria F3 nas células do tecido traqueal das aves (Figuras 3 e 4),
mesmo quando foi adicionado ao meio, D-manose, indicando assim ou
a presenga de um outro tipo de adesina na superficie bacteriana ou
adesdo ao muco que ainda poderia estar presente mesmo apés a
lavagem dos aneis de traquéia.

Ap6s determinagdo do perfil eletroforetico do DNA
plasmidial em gel de agarose 0,7% da bacteria F3, observamos que
~esta linhagem bacteriana apresenta 7 plasmidios de peso moleculares:
95, 69, 62, 52, 42, 6 e 5MD, (Figura 1). O sobrenadante da cultura
bacteriana, ndo mostrou atividade biologica em céluas “Vero”.

A producédo de colicinas do tipo-V, tem sido associado a
patogenicidade em amostras de Escherichia coli septicémicas (Smith,
1974), mas o fator determinante de patogenicidade é a presenga do
plasmidio col-V, que é conjugativo e, muitas vezes, pode possuir
genes responsaveis pela producdo de aerobactina através do sistema
de captacdo de ferro (Willians, 1979) e genes responsaveis pela
codificacdo da proteina TraT da membrana externa relacionada a
capacidade de resisténcia ao soro (Binns et al., 1979).

O ferro é um elemento essencial no metabolismo
bacteriano proporcionando a multiplicacdo no hospedeiro. A limitagcédo
deste ion no organismo do hospedeiro é considerado um dos
mecanismos de defesa contra as infecgdes bacterianas uma vez que o
ferro encontra-se associados as proteinas (transferrinas), presentes no
sangue e fllidos linfaticos. Assim, a nao disponibilidade de ferro para a
bactéria dificulta a sua multiplicacédo (Bullen et al.,, 1978; Weinberg,
1984).

Willians (1979) observou que o plasmidio que codificava a
producdo de colicina-V, carregava informagbes para sintetizar um
composto denominado sideroforo. Este composto quimico inorgénico,
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de baixo peso molecular, € classificado quimicamente em dois grupos:
fenolatos (enteroquelina), cujo genes estdo associados ao plasmidio
col-V ou nos cromossomos (Willians & Roberts, 1989), enquanto que
os genes que codificam a expressdo da aerobactina estdo associados
a plasmidios.

As amostras de Escherichia coli sao resistentes aos soro
devido a presenca de componentes de superficie, proteinas de
membrana externa e antigeno capsular os quais parecem inibir a
ativagdo ou funcdo do complemento (Taylor, 1976). A proteina de
membrana externa, proteina TraT de plasmidios conjugativos e a
producdo de aerobactina aumentando a capacidade invasiva deste
tipos bacterianos (Binns et al., 1982).

Com a finalidade de verificarmos se a patogenicidade era
devida a presengca de plasmidios conjugativos, realizamos a
conjugacado entre a amostra F3 e uma linhagem nao patogénica
MS101. Apdés a analise da resisténcia a antimicrobianos dos
transconjugantes obtidos, (19 coldnias designadas col1 a col19),
aqueles que foram diferentes entre si quanto a resisténcia aos
diferentes antimicrobianos foram analisados, (Tabela I).

Quatro transconjugantes (col2, col6, col8 e col14), foram
testados quanto a resisténcia sérica (Figura 7) e, destes, as col6 e
col14 foram resistentes a a¢ao bactericida do soro.

A analise do perfil plasmidial (Figura 2) destes dois
transconjugantes, mostrou a transferéncia, no primeiro caso, de todos
os plasmidios presentes na amostra F3 € no segundo, dos plasmidios
(95, 69, 62, 52, 42MD) (Figura 2). Estes resultados indicam que um
destes plasmidios pode ser responsavel pela resisténcia sérica, visto
que a linhagem MS101 é sensivel ao soro (Figura 6), ndo conseguimos
contudo determinar qual € o plasmidio responsavel por esta
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caracteristica.. Estes resultados concordam com os de Achatman et al.
(1977), que indicam que a presenga da proteina TraT, presente em
plasmidios conjugativos, € a responsavel pela resisténcia sérica.

O experimento de adesdo em células epiteliais de traquéia
indicou que, a semelhanga da amostra F3, todos os transconjugantes
obtidos e mesmo a receptora MS101, tinham a capacidade de adesao.
Estes resultados portanto, ndo relaciona a patogenicidade em nosso
experimento.

Quando testados em pintos de um dia de idade para a
determinagado de patogenicidade por meio da DL 50% verificamos que
nenhum transconjugante tornou-se patogénico (Tabela 1X). Isto indica
que a simples tranferéncia de plasmidios ndo é suficiente para tornar a
linhagem patogénica como descrito por Smith, 1974.

Observou-se alta resisténcia a agao bactericida do soro de
dois transconjugantes, Col2 e Col4, (Figura 5), apesar destes
transconjugantes apresentarem sua patogenicidade diminuida,
(TabelaV).

A presencga de fimbrias do tipo-1 na superficie bacteriana
de bactérias septicémicas para as aves tem sido correlacionada a
patogenicidade (Dozois et al."1994)

Como a bactéria MS101, utilizada neste experimento,
também expressa este tipo de fimbria, a transferéncia de plasmidios
para a mesma ndo a tornariam patogénica (Tabela Ill). Estes
resultados indicaram que outros possiveis mecanismos de
patogenicidade poderiam estar presentes nesta linhagem.

Tendo em vista que a simples transferéncia de plasmidio
n&o levou a transferéncia concomitante de patogenicidade, decidimos
entdo, com o auxilio do transposon TnphoA, presente no plasmidio
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suicida pRT733 (Taylor et al., 1989), mutagenizar a linhagem F3
selvagem e analisar os transconjugantes obtidos mutados.

Este transposon (TnphoA), tem como caracteristica a
construcdo de um gene hibrido entre os genes de resisténcia a
canamicina e a extremidade carboxi-terminal da enzima fosfatase
alcalina (Boket et al., 1987), quando ha inser¢do deste transposon em
qualquer gene cujo produto final se expresse ou no espaco
periplasmatico ou na membrana bacteriana, permitido que em
condicbes, sob condigbes apropriadas de sele¢cdo, meio contendo
canamicina e o substrato BICP (5-bromo 4-Cloro 3-Indolil Fosfato), as
coldnias azuis e resisténtes a canamicina sejam selecionadas. Estes
mutantes representam colonias cujos produtos de expresséo génica e
localizagdo como descrita anteriormente, sejam selecionados
diretamente entre todos os mutantes.

Apartir deste experimento obteve-se nove colonias azuis e
canamicina resisténte cujas caracteristicas, comumente associadas a
patogenicidade foram estudadas.

Assim ap6s a determinagdo da LD50% em pintos de um
dia de idade, como descrita por Reed & Muench (1938), tres das
coldnias (XP2, XP3 e XP4), tiveram a sua patogenicidade diminida
(Tabela V).

Estas tres coldnias foram ensaiadas para a produgdo de
colicina, expressédo de fimbria do tipo-l em sua superficie, resisténcia
sérica. Nenhuma apresentou-se alterada quando comparada com a
linhagem selvagem, patogénica F3 (Tabelas lll, 1V; Figura 6).

Para se verificar se a diminuicdo da patogenicidade nao
poderia estar relacionada a mutagénese de proteinas de membrana e
ou ao sistema de captacéo de ferro (Fantinatti et al., 1994; Nolan et al.,
1994 e Silveira et al, 1994).
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Analisou-se entdo a expressdo deste tipo de proteina de
membrana externa, em presenca € auséncia do ion ferro no meio de
cultura, através de um gel de poliacrilamida (Figura7). Verificou-se
atraves do perfil eletroforetico de proteinas de membrana que os
mutantes XP2 e XP3 eram idénticos e diferentes de XP4. O mutante
XP2 quando crescidos em preseng de ferro, ndo expressavam as
subunidades protéicas de: 127,72, 76; 59; 41; 38,52; 35,2; 27,27 e
14,69kDa, que estavam presentes na amostra selvagem F3. O mutante
XP4, por sua véz, nas mesmas condigbes nao expressou uma
subunidade protéica de 47,72kDa. Amostras crescidas em meio
contendo a droga alpha-alpha- dipyridil, que € um agente quelante do
ferro, induziu a expressdo de algumas subunidades protéicas de
membrana nas amostras em estudo com os pesos moleculares de:
5568, 35,72 e 27,27kDa. essas subunidades protéicas estao
relacionadas com o sistema de captagdo do ferro, (Figura 7).
Observamos no perfil plasmidial de F3, XP2 e XP4 néo haver
diferencas entre esses tres tipos bacterianos, (Figura 9).

Como as amostras XP2 e XP3 foram mais patogénicas do
que o transconjugante XP4 (Tabela V), resolveu-se entéo verificar a
expressdo de proteina de membrana externa poderia estar interferindo
no crescimento bacteriano e consequentemente diminuindo a sua
patogenicidade (Figura 8). Constatamos que o tranconjugante XP2 teve
um crescimento um pouco diferente quando comparado com o
transconjugante XP4 e a linhagem selvagem F3, que por sua vez
teveram um crescimento idéntico.

Segundo Cross et al., (1988) e Timmis et al.,(1985) o
fenotipo LPS pode contribuir com a resisténcia ao complemento e
consequentemente pode estar envolvido com a viruléncia de algumas
bactérias Gram-negativas.
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A capsula K1 de Escherichia coli tem sido associada com a
resisténcia ao complemento e viruléncia bacteriana (Timmis et al. 1981;
Gennski et al., 1980; Aguero & Cabello, 1983; Pluschke et al., 1983,
Aguero et al, 1989). Bactérias virulentas que sao resisténtes ao
complemento e apresenta fenétipo LPS diferente ou parcialmente
diferentes, frequentemente requer encapsulamento K1 para completa
viruléncia (Gross et al., 1984; 1978).

Wooley et al., 1993 observou em seu trabalho que a
resisténcia ao complemento e a viruléncia em Escherichia coli aviaria,
estdo associadas com a presenca de col-V, produgdo de
lipolissacarideo liso mas ndo com o antigeno K1 ou gene TraT.

Em nosso experimento, a andlise da expressédo de LPS na
superficie da amostra bacteriana selvagem e mutantes, através de
eletroforese em gel SDS-PAGE seguindo o método de Laemmili (1970),
nio mostrou alteragdo em qualquer dos perfis protéicos, (figura 10).
Este fato, portanto ndo pode ser relacionado & diminuicao de
patogenicidade como descrito por Wooley et al. (1993).

Acredita-se, portanto, que a diminuicdo da patogenicidade
pode ser devida & ndo expresséo de diferentes subunidades protéicas
(Taylor et al., 1989) e pode levar a uma diminuigao da patogenicidade
bacteriana.

Como nas amostras bacterianas transconjugantes XP2 e
XP3 as subunidades que ndo se expressam sdo diferentes daquelas
observadas na amostra XP4, sugere-se que duas proteinas
regulatorias diferentes, associadas a patogenicidade, tenham sido
mutagenizadas. Assim provavelmente, nas linhagens XP2 e XP3 além
da diminuigao da patogenicidade, ocorre uma alteragéo no crescimento
bacteriano (proteinas associadas ao crescimento) enquanto que na
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linhagem XP4 ocorreu uma mutagdo de uma proteina regulatéria cujas

proteinas associadas & patogenicidade mas néo ao crescimento.
Acredita-se, por isso que as linhagens XP2, XP3 e XP4,

apresentam mecanismos de patogenicidade ainda n&o descritos na

literatura.



TABELA | - Resisténcia a antimicrobianos das amostras F3,

MS101e seus respectivos transconjugantes.

Amostras Antibidticos
Bacterianas

>
|
>
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Sm Tc Cm

Ms101

F3

Col 1

Col 2

Col 3

Col 4

Col 5

Col 6

Col 7

Col 8

Col 9

Col 10

Col 11

Col 12

Col 13

Col 14

Col 15

Col 16

Col 17

Col 18

Col 19 i
An - Acido naldixico
Ap - Ampicilina
Sm - Streptomicina
Tc -Tetraciclina
Cm - Cloranfenico!
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Tabela Il - Teste de Hemaglutinagdo das amostras F3 e MS101 frente a

diferentes eritrocito.

Eritrocitos
Cobaia
Amostras
bacterianas Sem Com Boi Coelho
manose manose
F3 + - - AG.TSA CFA
MS101 + - - -
ORN115 + AG.CFA. AG.TSA -
TSA (*) *)
5677 + CFATSA - -
(*
CFA | - - - -
CFA Il + - - -
CFA I} - - - -
B 41M + - - +
PMF 205 + - - -
BH 101 - - - -
B 41 + - - -

( +) - amostras que cresceram em todos os meios de cultura
(-) - amostras que ndo cresceram nos meios de cultura
(*) - meios de culturas onde as amostras cresceram
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TABELA Ill - Teste da produgdo da bacteriocina nos transconjugantes
provenientes de F3 x MS101 e F3 x PRT733.

Amostras
bacterianas Producgéao de colicina

MS101
F3
Col 1
Col 2
Col 3
Col 4
Col 5
Col 6
Col 7
Col 8
Col 9
Col 10
Col 11
Col 12
Col 13
Col 14
Col 15
Col 16
Col 17
Col 18
Col 19
XP1
XP2
XP3
XP4
XP5
XP6
XP7
XP8

(+) - amostras que expressam colicina
(-) - amostras que nao expressam colicina

. T T T I T S T S S S A T S I SR S S e i
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TABELA IV Teste de hemagilutinagdo das amostras F3, MS101,
transconjugantes da conjugacdo F3 x MS101 e transconjugantes da
conjugas¢do pRT733 x F3. Frente a8 hemacias de cobaia com e sem D-
manose.

Amostras Hemaceas de cobaia Hemacias de cobaia
manose resistente mangse sensivel

F3 -
MS101 -
col1 -
col2 -
col3 -
col4 -
colb -
colé -
col7 -
col8 -
col9 -
col10 -
col11 -
col12 ‘ -
col13 -
col14 -
col15 -
col16 -
col17 -
col18 -
col19 -
XP1 -
XP2 -
XP3 -
XP4 -
XP5 -
XP6 -
XP7 -
XP8 -

+

T R T T T T T T T T S T T S S N S

(-) Auséncia de aglutinante
(+) Aglutinante positiva
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TABELA-V Determinagdo da DLs, das amostras de E.coli de origem
aviaria, MS101, os transconjugantes da conjuga¢do F3 x MS101 e os

tranconjugantes obtidos da conjugagdo pRT733 x F3.

Amostras U.F.C.
Bacterianas

F3 <3.7x 10°
MS101 1.39x 108
XP2 1.35x 10%
XP3 1.83x 104
XP4 35x108
XP5 6.4 x 10°
XP6 4.4x10%
XP7 <12x10%
XP8 <1.3x10°
Col 6 7.5x101Y
Col 8 >1.3x 1012
Col 10 1.1x1013
Col 14 1.2x1010
Col 15 23x101"
Col 17 55x1010

Col 18 16x 1012




Figura 1. Perfil plasmidial em gel de agarose 0,7% da amostra
selvgem F3 e ammostras controles Pr40a, PrA1, PR1, P307 e V517

1-Amostra J53-1 (pR40a)

2-Amostra J53 (pRA1)

3-Amostra J53 (pR1)

4-Amostra HB101 (P307)

5-Amostra V517

6-Linhagem selvagem F3

7-Amostra J53-1 (pR40a)

8-Amostra J53 (pRA1)

9-Amostra J53 (pR1)

10-Amostra HB101 (P307)

11-Amostra -V517



Figura 2. Perfil plasmidial em gel de agarose 0,7% da linhagem E. coli
colisepticemica, e linhagem MS101 e transconjugantes provenientes

da conjugacdo F3 x MS101
1-Amostra J53-1 (pR40a)
2-Amostra HB101 (P307)
3-Amostra HB 101 (pRP4)
4-Amostra V517
5-Amostra receptora MS101
6-Amostra selvagem F3
7-Transcojugante Col2
8-Transcojugante Col6
9-Tranconjugante Col14
10-Transconjugante Col15
11-Transconjugante Col17

12 34 5 6 7 8 910 11

— 169
"_1?51

198
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Figura 3. Aderéncia de E. coli F3 selvagem isolada do figado de
frangos, no epitélio da traquéia de aves de 15-20 dias de idade. (A)
Controle, corte do tecido traqueal que recebeu o mesmo tratamento
que os demais s6 que ndo foi colocado em contato com extrato
bacteriano. (B) E. coli F3, aderida nas células ciliadas, ap6s o cultivo
no meio minca a 37°C; (C) E. coli MS101 receptora, aderida nas
células ciliadas apds o cultivo no meio minca a 37°C; (D) E. coli col2
tranconjugante proveniente da conjugagcdo F3xMS101, aderida em
celulas epiteliais, apdés o cultivo no meio minca;.(E) E. coli col6
transconjugante proveniente da conjugagdo F3xMs101, aderida nas
celulas epiteliais, apdés o cultivo em meio minca; (F) E. coli col14
transconjugante proveniente da conjugag¢do F3xMS101;aderida nas
celulas epiteliais ap6s o cultivo em meio minca 37°C; (G) E. coli XP2
Transconjgante obtido da cojugagdo pRT733xF3, apds o cultivo no
meio minca a 37°C; (H) E. coli XP4 transconjugante obtido da
conjugagdo pRT733xF3, apds o cultivo no meio minca a 37°C.
Aumento 1000 X
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Figura 4. Aderéncia de E. coli F3 selvagem isolada do figado de
frangos, no epitélio da traquéia de aves de 15-20 dias de idade. (A)
Controle, corte do tecido traqueal que recebeu o mesmo tratamento
que os demais s6 que nao foi colocado em contato com extrato
bacteriano. (B) E. coli F3, aderida nas células ciliadas, ap6s o cultivo
no meio minca a 37°C; (C) E. coli MS101 receptora, aderida nas
células ciliadas ap6s o cultivo no meio minca a 37°C; (D) E. coli col2
tranconjugante proveniente da conjugagdo F3xMS101, aderida em
celulas epiteliais, apés o cultivo no meio minca;.(E) E. coli col6
transconjugante proveniente da conjugacdo F3xMs101, aderida nas
celulas epiteliais, apés o cultivo em meio minca; (F) E. coli col14
transconjugante proveniente da conjugacdo F3xMS101;aderida nas
celulas epiteliais apoés o cultivo em meio minca 37°C; (G) E. coli XP2
Transconjgante obtido da cojugagao pRT733xF3, apés o cultivo no
meio minca a 37°C; (H) E. coli XP4 transconjugante obtido da
conjugagéo pRT733xF3, apos o cultivo no meio minca a 37°C. Nesse
experimento, foi adicionado no meio Eagle, 1% de D-manose.
Aumento 1000 X
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Figura 5. Curva de resisténcia sérica das linhagens bacterianas F3,
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Figura 7. Perfil eletroforetico de proteinas de membrana em gel SDS-
Page 12,5% da linhagem selvagem F3 e mutantes XP2 e XP4
crescidas em meio com a presenca e auséncia de ferro.

A Padréao de pesos molecular (97,4, 68, 43, 29, 18,4, 14,3)KDa.

B Linhagem selvagem F3

C Linhagem selvagem F3, crescidas em meio com auséncia de ferro

D Transconjugante XP2,

E Transconjugante XP2, crescidas em meio com auséncia de ferro
F Transconjugante XP4

G Transconjugante XP4, crescidas em meio com auséncia de ferro
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tranconjugantes XP2 e XP4.
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Figura 9- Perfil eletroforetico de plasmidios em gel de agarose 0,7%

da amostra selvagem F3 e os transconjugantes XP2, XP3 e XP4
1- Amostra selvagem F3

2- Transconjugante XP2
3- Transconjugante XP3
4- Transconjugante XP4
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Figura 10- Perfil eletroforetico de proteinas lipolissacarides (LPS) enr
gel poliacrilamida SDS-PAGE 12,5% da amostra selvagem F3 e seus
transconjugantes XP2 e XP4

1- Padrao Sigma

2- Amostra selvagem F3
3- transconjugante XP2
4- Transconjugante XP4
5- Padrao Sigma

6- Amostra selvagem F3
7- Transconjugante XP2
8- Transconjugante XP4



6 - CONCLUSAO

Os resultados obtidos abaixo discriminados:

1 - A linhagem de E. coli F3 selvagem altamente patogenica
demonstrou a presencga de pelo menos 7 plasmidios; 95, 69, 62, 52,
42, 6 e 5MD, produz fimbrias tipo 1 e colicinas E1 e E3.

2 - Os 19 ftransconjugantes obtidos da conjugagdo F3 com a
receptora MS101 nado tiveram sua patogenicidade aumentada
guando comparada com o tipo parental, apesar de ter ocorrido
transferéncia multipla de plasmidios; dois destes transconjugantes
(col8 e col10), nao produziram colicinas. O transconjugante col14
apresentou-se com uma resisténcia a agao bactericida do soro mas
nao foi patogenico.

3 - As coldonias mutantes XP2, XP3 e XP4 provenientes da
conjugacdo de F3 com pRT733 tiveram sua patogenicidade
diminuida, todas expressam fimbrias do tipo 1, produzem colicinas e
ndo apresentaram alteragdes no perfil plasmidial ou na expressao
de LPS.

4 - A curva de crescimento das linhagens XP2 , XP4 e F3 mostrou
que o mutante XP2 teve um crescimento diminuido quando

comparado com as demais amostras.

5 - A amostra mutante XP2 e XP3 sao identicas e diferentes de XP4.

O crescimento desses tipos bacterianos em presenga de ferro
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mostrou que os mutantes XP2 e XP3 ndo expressaram varias
subunidades protéicas de 127,72; 76; 59; 41; 38,52; 35,72; 35,2;
27,27 e 14,69kDa e o mutante XP4 nido expressou a subunidade
protéica de 47,82kDa, nos permite concluir que; as linhagens XP2 e
XP3 sofreram uma mutagdo no gene(es) responsavel(eis) pela
expressao de uma proteina reguladora importante de 47,82kDa néao
expressa pelo mutante XP4, provavelmente esta relacionada aos

mecanismos de patogenicidade.
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