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RESUMO
Escherichia coli tem sido isolada, com certa frequéncia, apresentando antigenos
flagelares (H) que ndo sdo reconhecidos por nenhum dos anti-soros disponibilizado pelo
mais importante centro de referéncia de E. coli, The International Escherichia and
Klebsiella Centre (WHO) do Statens Serum Institut, Copenhague, Dinamarca.
Atualmente sdo reconhecidos 53 antigenos “H” e, nos ultimos 29 anos, nenhuma
modificagdo ocorreu na lista dos antigenos flagelares associados a Escherichia coli. Isto
posto, os objetivos deste trabalho foram identificar os antigenos flagelares das cepas de
E. coli que expressam H ndo tipdvel (HNT) e que apresentam fatores de viruléncia
associados a diferentes enteropatias. Esta identificacdo foi realizada inicialmente, pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) do gene fliC, responsavel pela proteina flagelina,
das 53 amostras padrdes para os antigenos H e das 20 amostras HNT (H ndo-tipavel).
Em seguida, os amplicons foram digeridos por enzimas de restri¢do e daquelas amostras
que apresentaram perfis de restri¢cdes distintos daqueles observados para as amostras
padrdes de antigeno H, foram produzidos soros em coelhos. Foram realizados testes de
titulagdo frente aos 53 antigenos padrdes, frente ao antigeno homoélogo e frente aos
antigenos das amostras HNT. As sequéncias gé€nicas das amostras HNT, obtidas na
reacdo de sequenciamento, foram comparadas aos diferentes genes de fliC armazenados
no banco de dados do “National Center for Biotecnology Information” (NCBI) através
do sistema BLAST, e o programa ClustalW foi utilizado para alinhamento das
sequéncias. Os resultados demonstraram que estas amostras apresentaram similaridade
com antigenos padrdes, entretanto, elas ndo possuem a mesma sequéncia nucleotidica e
também ndo reagiram fenotipicamente com o anti-soro esperado. Os dados obtidos
permitem concluir que no conjunto de amostras estudado, treze amostras apresentaram
antigeno flagelar diferente daqueles ja descritos na literatura, quando utilizado as

técnicas de PCR e/ou sorologia.
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ABSTRACT

Escherichia coli has been isolated frequently, showing flagellar antigens that are not
recognized by any of the antisera, provided by the most important reference center of E.
coli, The International Escherichia and Klebsiella Centre (WHO) of the Statens Serum
Institute, Copenhagen, Denmark. Are currently recognized 53 H antigens and in the last 29
years, no change occurred in the list of flagellar antigens associated with Escherichia coli.
The objectives of this study were to identify the flagellar antigens of E. coli that do not
express non-typeable H antigens and presenting the virulence factors associated with
different diseases. This identification was performed initially by gene amplification of the
fliC, (flagellin protein) by the polymerase chain reaction (PCR) in all 53 standards E. coli
strains for the H antigens and 20 non-typeable H-antigens E. coli strains, being then, the
amplicons were digested by restriction enzymes. Anti-sera were produced in rabbits, those
strains that showed different restriction profiles of these patterns observed for the non-
typeable H antigens E. coli strains. Agglutination testes were carried out against the 53
antigens standards, against the homologous antigen and H antigens of the non-typeable
strains. DNA sequences were compared to different fliC genes stored in the database of the
National Center for Biotecnology Information (NCBI) through the BLAST, and ClustalW
program was used to align the sequences. The results showed that although these strains
have homology with a standard H-antigen, they do not have the same nucleotide sequence
and did not phenotypically reacted with the antiserum expected. The data obtained showed
that thirteen strains had a different H antigen those already described in the literature when

used the techniques of PCR-RFLP and/or serology.
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INTRODUCAO

1- Escherichia coli

Escherichia coli € um tipico membro da familia Enterobacteriacea, que tem como
principal habitat a microbiota intestinal de mamiferos. Caracteriza-se por ser um bacilo
gram-negativo, anaerdbico facultativo, podendo causar infec¢des entéricas (diarréia,
disenteria, colite hemorragica, sindrome urémica hemolitica e doenca do Edema) (Nataro &
Kaper, 1998; Kaper et al., 2004) ou extra-intestinais (infeccdes do trato urindrio,
septicemias, meningites, peritonites e infeccdes pulmonares) (@Drskov & @rskov, 1985;
Féria et al., 2001).

Este bacilo apresenta uma natureza tanto patogé€nica quanto comensal, além de
possuir um alto grau de diversidade genética, ocasionada por mutagdes, recombinacdes e
transferéncia de DNA horizontal (Baldy-Chudzik & Stosik, 2007). O nicho da E. coli
comensal é a mucosa intestinal de mamiferos. Neste sitio a bactéria caracteriza-se por ser
um competidor, fazendo parte da mais abundante microbiota anaerdbica facultativa
(Sussman, 1997). Entretanto, ha clones de E. coli altamente adaptados, que t€ém adquirido
atributos especificos de viruléncia, que lhes conferem um aumento na habilidade de se
adaptar a novos nichos e entdo causar um grande espectro de doencas. A necessidade de
diferenciar entre E. coli comensal e patogenos entéricos levou ao desenvolvimento de testes
bioquimicos, que se tornou a base da taxonomia bacteriana moderna (Sussman, 1997).

Uma das principais contribuicdes para a caracterizacdo da E. coli foi o
estabelecimento dos métodos soroldgicos por Kauffmann (1947), que permitiu um grande
conhecimento sobre epidemiologia, ecologia e patogénese deste microrganismo. Esse autor

propds que amostras de E. coli fossem identificadas tendo-se como base seus principais
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antigenos de superficie. Estes foram denominados de O e H representando,
respectivamente, o lipopolissacarideo (LPS) termoestdvel da membrana externa da parede
celular de bactérias gram-negativas e a proteina do flagelo (flagelina). A estes, somam-se
os antigenos capsulares que foram denominados de antigenos K. Os patétipos de E. coli
tendem a ser grupos clonais que definem os sorogrupos (somente antigeno O) ou sorotipos
(onde o antigeno H deve ser pesquisado, O:H) (Blanco et al., 1994).
Pela presenca destes antigenos, a identificacdo soroldgica tem permitido estabelecer

a correlacdo de amostras de E. coli com algumas doencas, principalmente com as
enteropatias (@rskov & @rskov, 1992).

Atualmente, ha seis categorias de E. coli diarreiogénicas bem descritas (Kaper et al.,
2004):

1) E. coli Enteropatogénica (EPEC), que produz a histopatologia da lesdo A/E
(attaching and effacing), onde a bactéria adere intimamente as células do epitélio
intestinal, ocasionando mudangas no citoesqueleto, incluindo a acumulacio de
actina polimerizada diretamente abaixo da ades@o bacteriana e destruicdo das
microvilosidades. Estd associada a surtos de diarréia infantil em paises em
desenvolvimento.

2) E. coli Enterohemorragica (EHEC), caracteriza-se pela produ¢do de Shiga-Toxinas
(Stx1 e Stx2) ou verocitotoxinas (VT). Em adi¢do, as linhagens de EHEC também
contém a ilha de patogenicidade LEE (Locus of enterocity effacement) que codifica
um sistema de secre¢do do tipo III, homdélogo ao sistema produzido pela EPEC.
EHEC estd associada a epidemias e graves sindromes clinicas como colite

hemorréagica e sindrome urémica hemolitica.
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3) E. coli Enterotoxigénica (ETEC), expressa enterotoxinas termoestdveis (ST) e
termolébeis (LT), assim como diferentes fatores de coloniza¢dao do hospedeiro: CFA
(colonization factor antigen), CS (coli surface antigen) ou PCF (putative
colonization factor). Estd associada a diarréia aquosa em criancas e diarréia em
viajantes.

4) E. coli Enteroagregativa (EAEC), demonstra um padrio de adesdo do tipo
agregativo as células Hep-2 e HeLa, possuindo uma fimbria de aderéncia agregativa
(AAF - aggregative adherence fimbriae) e secreta a enterotoxina EAST-1
(enteroaggregative E. coli ST). Ocasiona surtos de diarréia em criangas e adultos
tanto nos paises desenvolvidos quanto nos paises em desenvolvimento.

S) E. coli Enteroinvasivas (EIEC), sdo proximamente relacionadas com Shigella tendo
em comum caracteristicas bioquimicas, genéticas e de patogenicidade. Sao imdveis,
negativas para lisina descarboxilase e lactose. Possuem genes associados a invasao
das células epiteliais intestinais. Estdo associadas a casos de colite inflamatdria
invasiva, diarréia aquosa e ocasionalmente disenteria.

6) E. coli Aderéncia difusa (DAEC), é definida pela presenca do padrdao de aderéncia
difusa em células HEp-2. Aproximadamente 75% das linhagens produzem a adesina
fimbrial F1845. DAEC tem sido associada a casos de diarréia, particularmente em

criancas com mais de 12 meses de idade.

Escherichia coli também pode ocasionar infec¢des extraintestinais como as
infec¢des no trato urindrio, bacteremias, septicemias e meningites que, frequentemente,
ocasionam sérias sequelas e morte (Johnson & Russo, 2002). E. coli Extraintestinal

Patogénica (ExPEC), possuem fatores de viruléncia como as adesinas (Fimbria do tipol,
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fimbria P, fimbria S e adesina afimbrial), toxinas (0-hemolisina, fator necrozante citotéxico
do tipo 1), sistema de aquisi¢do de ferro (aerobactina), mecanismos de resisténcia ao soro e
a fagocitose (LPS e cdpsula) que facilitam a colonizagdo e/ou invasdo no hospedeiro,

ocasionando injurias no tecido e estimulando respostas inflamatdrias.

2- Estruturas Flagelares

Algumas linhagens de E. coli quando observadas em microscopio 6ptico de luz ou
em microscopio eletronico apresentam apéndices helicoidais finos. Estes apéndices sdo
tradicionalmente chamados de flagelos ou filamentos flagelares (Macnab, 1987).

Embora o termo flagelo também seja usado para a organela propulsora de células
eucariotas, o flagelo bacteriano é completamente distinto. O filamento externo do flagelo
bacteriano ndo funciona quimiomecanicamente, mas € passivamente direcionado por um
motor em sua base e a fonte de energia é um potencial de prétons transmembrana. A
atividade do flagelo é controlada por um aparato sensorial através de um sistema de
controle que promove o movimento da célula bacteriana junto a um ambiente atrativo e a
repele de uma via ndo atrativa (Lino, 1977; Macnab, 1987; Macnab 1992).

O flagelo bacteriano € facilmente reconhecido morfologicamente. Sua estrutura é
um complexo de anéis associado a uma haste central chamada corpo basal, que estd
ancorada na membrana interna e externa da célula. Em seguida, hd um segmento curto,
curvado, denominado gancho que estd localizado externamente a célula e providencia a
jun¢do entre o corpo basal e o filamento. O filamento protéico externo é constituido por

subunidades repetidas da proteina flagelina em um arranjo helicoidal e estd associado a
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antigenicidade e morfologia do flagelo (Macnab, 1987; Macnab, 1992; Winstanley &

Morgan, 1997; Chevance & Hughes, 2008).

2.1- Filamento flagelar:

O filamento flagelar ndo € uma parte do aparato de transducdo de energia
quimiomecanica, mas € o componente propulsor do flagelo que trabalha
hidrodinamicamente no meio (Macnab, 1987).

O filamento flagelar consiste de 11 protofilamentos com a mesma polaridade e
possui tipicamente um comprimento de 5 a 15 um, tendo didmetro constante de 20 nm por
todo seu comprimento. Os parametros helicoidais variam levemente entre as espécies de
bactérias e até entre diferentes linhagens bacterianas. Os valores tipicos sdo de 2,0 a 2,5 um
pela extensdo de uma onda helicoidal e 0,4 a 0,6 um pelo didmetro helicoidal. Para
qualquer filamento, estes valores sdo constantes por todo seu comprimento, sendo que a
estrutura tem uma geometria conservada e pode ser observada como um cristal
unidimensional (DePamphilis & Adler, 1971; Silverman & Simon, 1977; Macnab, 1987;
Samatey et al., 2001).

Morfologicamente, os flagelos podem ser diferenciados através dos seus antigenos
flagelares e agrupados em seis morfotipos (A-F), como observado em microscépio
eletronico de transmissdo (Lawn et al., 1977; Whitfield et al., 1988; Seah & Kwang, 2000).
Um simples filamento consiste de uma montagem quaterndria de milhares de cépias de uma
simples proteina, a flagelina (gene fliC). O peso molecular das subunidades de flagelina em
E. coli pode variar de 27KDa a 69KDa e estd correlacionado com o didmetro dos

filamentos quando comparado com os diferentes morfotipos (Whitfield et al., 1988).
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Filamentos flagelares isolados podem ser rapidamente despolimerizados pelo calor,
pH dcido ou outros tratamentos. O processo reverso de polimerizacdo a filamentos ocorre
espontaneamente sob condi¢des adequadas, rendendo uma estrutura que € indistinguivel da
original. Normalmente este processo requer a iniciagdo por um curto fragmento de
“origem” do filamento. In vitro a razdo do alongamento € constante, com mondmeros sendo
adicionados no topo distal do filamento (DePamphilis & Adler, 1971; Silverman & Simon,
1977; Macnab, 1987).

Baseado particularmente no mapeamento genético e sequenciamento da flagelina
(gene fliC), conclui-se que as por¢des amino e carboxi-terminal sdo altamente conservadas,
sendo essencial para a polimerizagdo e secrecdo das moléculas de flagelina (Seah &
Kwang, 2000). Conclui-se também, que a regido central da flagelina pode divergir sem
interferir no processo de montagem, sendo que cada divergéncia pode ser responsavel pela
variagdo antigé€nica, oferecendo os epitopos especificos dos sorotipos (DePamphilis &
Adler, 1971; Silverman & Simon, 1977; Macnab, 1987).

A flagelina é responsavel pela atividade antigénica do filamento flagelar, tdo bem
como a sua morfologia. Isto estdi bem demonstrado pelo isolamento de uma grande
variedade de mutantes que resultam em mudangas na especificidade antigénica e forma
flagelar (DePamphilis & Adler, 1971; Silverman & Simon, 1977; Macnab, 1987, Chevance
& Hughes, 2008). Em estudo realizado por Kuwajima (1986), foi demonstrado que a regido
varidvel central da flagelina de E. coli K-12 pode ser deletada sem efeitos deletérios na
funcdo da proteina afetando porém, a antigenicidade e a morfologia do filamento, uma vez
que a regido central € a superficie exposta do filamento flagelar. Uma simples mutacdo na
sequéncia fliC pode, potencialmente, resultar na geracdo de novos antigenos H e este

mecanismo pode ter contribuido para a origem dos sorotipos H1 e H12, que diferem
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somente em poucos aminodcidos (Schoenhals & Whitfield, 1993), e para os antigenos nio
tipaveis existentes. Também tem sido proposto que a grande diversidade de antigenos H
pode ser menos dependente do acimulo de mutacdes na regido varidvel central e que os
novos sorotipos derivam da transferéncia génica lateral e recombinacdo do DNA dentro do
gene fliC (Smith & Selander, 1990; Joys & Schodel, 1991; Schoenhals & Whitfield, 1993).

Smith e Selander (1990) demonstraram que as sequéncias das regides centrais do
gene fliC de Salmonella com diferentes gendtipos eram constantes. Estes autores sugeriram
que a regido central altamente varidvel pode também contribuir para o processo de pressao
seletiva e que esta regido ndo estd sujeita a taxas de mutacao muito altas.

Wei e Joys (1985) sugeriram que a conservagdo da regido amino-terminal da
proteina flagelina de enterobactérias € necessdria e reflete seu papel na montagem e
regulacdo. A regido amino-terminal da flagelina tem aproximadamente 180 residuos de
aminodcidos (aa) e 100 residuos de aa na regido carboxi-terminal. Estes sdo bem
conservados e tem um papel importante na polimerizacdo, secrecdo e polimorfismo dos
filamentos flagelares (Reid et al,, 1999). A remoc¢do do segmento carboxi-terminal afeta
principalmente a habilidade de polimerizacdo, enquanto que a auséncia da por¢do amino-
terminal reduz significativamente a estabilidade do filamento. A regido central, que produz
a parte antigénica exposta, € altamente varidvel dentro e entre espécies. Estudos em
Salmonella enterica sugerem duas hipdteses: a primeira é que esta regido submeteu-se a
uma evolu¢do ndo compelida, através da rdpida fixacdo de mutagdes neutras pela deriva
genética; a segunda hipdtese é consideravelmente suportada pela evidéncia de que a
transferéncia génica lateral e a recombinagdo de DNA sdo as principais fontes de variagdao
para se criar novos genes fliC e gerar esta diversidade antigénica (Reid et al., 1999). Em

outros casos, o papel da selecdo natural pode ser problematico, ja que, em certas partes da
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molécula, a selecdo pode operar como uma for¢a conservadora contra a mudanga de aa,
enquanto que em outras partes o processo de selecao pode também ser uma forca promotora
de diversidade, gerando polimorfismo e rapidez na evolucdo (Reid et al., 1999).

A regido terminal conservada da flagelina estd localizada na porcdo interna do
filamento intacto, enquanto a superficie externa é formada pela regido varidvel central da

molécula de flagelina (Schoenhals & Whitfield, 1993).

2.2- Gancho

O filamento € conectado na célula pelo gancho, que é estruturalmente similar ao
filamento, mas contém subunidades distintas. O gancho tem um comprimento bem
definido, tendo 900 nm de comprimento e um didmetro um pouco maior do que o filamento
flagelar. A proteina do gancho tem um peso molecular de 42KDa e, entre o gancho e o
filamento, estdo duas jungdes ou proteinas acessdrias do gancho (HAP1 e HAP3). Uma das
grandes dificuldades de estudar a subunidade do gancho tem sido a disponibilidade do
material. O gancho representa somente 1% do total da proteina da organela do flagelo
(DePamphilis & Adler, 1971; Silverman & Simon, 1977; Macnab, 1987).

As fungdes do gancho podem ser atuar como uma “unido universal” na base do
filamento e permitir a transmissdo eficiente do movimento de rotagdo para o resto da
estrutura. Sua principal caracteristica € a flexibilidade, que auxilia o flagelo a se mover
corretamente. O topo distal do gancho pode atuar como um ponto de iniciacdo para o
crescimento do filamento, e a extremidade proximal da estrutura termina na roda inserida
através da membrana celular para a base do corpo basal (Silverman & Simon, 1977).

O gancho é muito mais estdvel do que o filamento. Condi¢des de pH baixo, altas

concentracdes de uréia, solventes organicos, ou outros agentes desnaturantes que dissociam
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completamente os filamentos flagelares t€ém pouco efeito no gancho. Esta observagdo tem
sido a base para separar o gancho do filamento. Anticorpos especificos contra ambas as
subunidades da proteina do gancho e do filamento t€ém sido preparados, sendo que o
anticorpo anti-proteina do gancho ndo reage cruzadamente com as proteinas do filamento,
mas demonstra uma reacdo cruzada com outros antigenos do gancho (Silverman & Simon,

1977).

2.3- Corpo Basal:

O gancho € conectado a uma estrutura complexa conhecida como corpo basal, que
estd imerso no complexo de membranas e parede celulares. Esta estrutura compreende
aproximadamente 1% da massa da estrutura flagelar, entretanto, é a parte mais complexa do
flagelo. O corpo basal tem uma simetria cilindrica, consistindo de uma haste unida ao
gancho e quatro tipos de anéis em bactérias gram-negativas. Os dois anéis externos
(chamados L e P) estdao separados, mas parecem ligados por uma parede cilindrica. Os dois
anéis internos (M e S) parecem encontrar-se diretamente ao lado dos anéis L e P (Figura 1).
Ambas as consideracdes geométricas e bioquimicas sugerem que na célula intacta o anel L.
estd no plano da membrana externa (lipopolissacarideo), o anel P estd no plano da camada
peptideoglicana e os anéis M e S estdo na membrana celular, provavelmente juntos na face
externa, sendo que o anel M estd diretamente associado com a membrana e o anel S estda
sobre a membrana. Em bactérias gram-positivas, a estrutura é menos complexa, sendo
encontrados somente dois anéis. O anel interno aparece em contato com a membrana
plasmadtica da célula e o anel externo pode estar associado com os polimeros de 4cido
teicdico na superficie externa (DePamphilis & Adler, 1971; Silverman & Simon, 1977;

Macnab, 1987).
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Figura 1: Componentes flagelares da Salmonella enterica. A figura mostra as estruturas presentes
na parede celular e na membrana celular. Componentes citoplasmadticos soliveis como FliH, FliL,
FliJ, complexo ATPase, auxiliam na liberacio dos substratos e na ordem da secre¢do dos
substratos. A proteina do filamento consiste em FliC ou FIjB que sdo alternativamente transcritas.
Fonte: Chevance & Hughes (2008).

Embora o corpo basal seja o principal componente do flagelo bacteriano, ele nao

contém as proteinas conhecidas por serem importantes para a fun¢do do motor. As
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proteinas MotA e MotB sdo proteinas integrais da membrana celular e sdo necessdrias para
a rotacdo do motor, mas ndo para o movimento de troca de rota ou montagem do flagelo
(Figura 1). Os corpos basais podem ser rotacionados pelas proteinas MotB recentemente
sintetizadas. Estas observagdes sugerem que proteinas MotA e MotB podem ser arranjadas
circunferencialmente ao redor dos anéis S e M (Macnab, 1987).

Pelo menos trés proteinas ndo associadas ao corpo-basal (FlaBlIlg/FlaAll.2g,
FlaAllg/FlaQs, e MotDg/FlaNg) sdo necessdrias para a montagem do flagelo e estdo
também envolvidas na rotacdo do motor e movimento de troca de rota. Quando super-
produzidas elas aparecem no citoplasma e, no caso das proteinas FlaAll.2s e FlaQs elas sdo
retidas no citoplasma. Estas podem estar na periferia da membrana celular, possivelmente
na face citoplasmatica do anel M e podem formar um complexo que providencia a interface
entre 0 mecanismo de transducdo de energia e a informagdo sensorial do sistema de
quimiotaxia (Macnab, 1987).

Um motor gerado pela forca motora de prétons transmembrana dirige a rotacdo
flagelar. O complexo motor-troca de rota (switch) ¢ montado na face citoplasmatica dos
anéis M e S e compreende uma estrutura em forma de sino conhecida como o anel C. O
complexo contém trés proteinas (FliG, FliM e FliN) envolvidas na geragcdo do movimento
de retorcedura e troca de rota de direcdo. Acredita-se que o movimento de rotacdo pertence
aos anéis M e S, haste, gancho e filamento. A parte fixa do motor € feita por duas proteinas
que cercam os anéis M e S. O dominio carboxi-terminal de MotB estd provavelmente
ancorado na parede celular e as quatro hélices hidrofébicas de MotA interagem com a
hélice de MotB atravessando a membrana para formar um canal condutor de prétons

através do citoplasma da membrana. Acima de oito complexos de proteinas Mot estdo
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interagindo com o complexo motor-troca de rota para gerar rotacdo em resposta a uma

corrente interna de prétons (Macnab, 1987).

3- O Sistema Génico do Flagelo

Muitas espécies de bactérias movem-se utilizando os flagelos. Junto com os genes
do aparato sensorial que controlam a opera¢do de movimentacdo, o flagelo também possui
um sistema complexo de genes estruturais. Os genes estruturais para flagelina foram
denominadas HI e H2 em Salmonella, H em Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa e
hag (fliC) em Escherichia coli. MutagOes em genes estruturais modificam qualquer um dos
seguintes fenodtipos: eficiéncia na formacdo do filamento, forma do filamento e
especificidade do antigeno flagelar (Lino, 1977).

Os genes flagelares de S. TYPHIMURIUM e E. coli sdo encontrados em locagdes
cromossomais, onde formam clusters continuos de consideravel tamanho. Estes clusters
foram determinados nas regides flagelares I, II e III. Dentro de cada regido, existem
diversos operons, contendo de um a nove genes. Estes operons estdo arranjados em uma
hierarquia regulatéria ou regulon. O regulon consiste de genes cujos produtos sdo
componentes estruturais do flagelo e produtos que regulam a expressdo destes genes
estruturais ou a atividade completa do flagelo (Macnab, 1992).

Em 1988, foi proposta uma nova nomenclatura para os genes flagelares de E. coli e
S. TYPHIMURIUM (Lino et al., 1988). O simbolo base em todos os casos comegava com
fl. Os genes na regido flagelar I foram designados pelo simbolo flg (flagelo), a regido II foi
chamada de flh e a regido III (até entdo designada hag) foi renomeada para fli. Os genes da
regido da flagelina associados a mudanca de fase da S. TYPHIMURIUM foi designada pelo

simbolo f1j.
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No topo da hierarquia regulatéria de bactérias entéricas estd o operon classe I
(flhDC). Este operon parece ser o sitio primdrio para o controle do regulon da motilidade. A
informacdo € recebida de acordo com a nutri¢do celular, osmolaridade externa, temperatura
e outras condigdes ambientais. Se as condigdes forem apropriadas para expandir
quantidade significante de energia necessdria para motilidade, o operon € expresso € o
complexo flhDC induz a transcri¢do dos genes da regido II (Mytelka & Chamberlin, 1996).

Muitos dos genes para estruturas do corpo-basal e do gancho sdo encontrados na
regido I incluindo aqueles para a formacao do filamento (flgB, flgC, flgF, flgG), dos anéis
externos (flgH, flgl), do gancho (fIgE) e da junc¢do filamento-gancho (figK, flgL). Também
ha outros genes como flgD, que controla o avangco da montagem do gancho para a
montagem do filamento, o gene flgA, que permite a montagem de um dos anéis externos do
corpo basal, e o gene flgM, que previne a expressdao de genes tardios como o gene do
filamento até que a montagem do complexo corpo basal-gancho esteja completa. Logo, a
regido I é dedicada para os componentes da estrutura flagelar externa préxima da célula
(Lino, 1977; Silverman & Simon, 1977; Macnab, 1992).

Os genes de classe II incluem em sua maioria, genes estruturais para o complexo
filamento — gancho — corpo basal, mais o fator ¢ fliA. O produto do gene fliA, o fator ', é
um membro da familia de fatores o> e reconhece o promotor TAAAGTTXj;
TGCCGATAAC. Este fator dirige a transcricao dos genes de classe III, que codificam as
proteinas associadas ao gancho, a proteina do filamento, as proteinas do motor e vdrias
proteinas de quimiotaxia. A regido II contém todos os genes associados ao processo de
quimiotaxia (cheA, cheB, cheR, cheW, cheY, cheZ), dois genes receptores (far e somente

tap em E. coli), e dois genes para motilidade (motA e motB). Os produtos destes genes sao
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tteis somente quando a montagem flagelar estd completa (Lino, 1977; Silverman & Simon,
1977; Macnab, 1992).

A regido III contém muitos dos genes que estdo envolvidos nos estdgios iniciais da
montagem do flagelo. Incluem-se os genes dos anéis MS (fliF'), um componente inicial do
corpo basal (fliE), a troca de direcdo ( fliG, fliM, fliN) e parte do aparato de exportacdo
(fliH, flil). Outro gene pertencente a esta regido € fliK, que € responsdvel pelo controle do
comprimento do gancho. Pesquisas utilizando mutantes indicaram que todos os genes da
regido III sdo necessdrios no estdgio inicial do processo de montagem (Lino, 1977;
Silverman & Simon, 1977; Macnab, 1992).

Uma outra classe de gene III, flgM, codifica um regulador para ¢" associado a
atividade negativa. Quando quaisquer dos genes estruturais de classe II sdo mutantes, FlgM
liga-se a o' e bloqueia a transcricio de genes de classe III. Se todos os genes sdo
funcionais, seus produtos sdo montados junto a um corpo basal completo que pode colocar
FlgM fora da célula, permitindo a transcricdo dos genes de classe III. A proteina FlgM
provavelmente ajuda no controle da indugdo e repressdo deste regulon durante o
crescimento celular (Myltelka & Chamberlin, 1996; Chevance & Hughes, 2008).

Os genes flagelares sdo geralmente divididos em iniciais, intermedidrios e tardios
(expressos pelos promotores I, II e III, respectivamente). Os genes iniciais (flhDC)
codificam o ativador da transcricdo para os promotores de classe II. Os genes
intermedidrios codificam os anéis MS, C, P e L, o sistema de secrecdao do tipo 3, as
proteinas do corpo-basal e do gancho, que juntos formam o complexo corpo basal-gancho
na membrana interna. Em seguida, as proteinas distais da estrutura flagelar em crescimento

sdo secretadas pelo sistema de secrecdo do tipo 3 (Chevance & Hughes, 2008).
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A montagem completa da estrutura corpo basal-gancho desencadeia a mudanca na
especificidade dos substratos do sistema de secrecdo do tipo 3, das proteinas do gancho
para os substratos de secre¢do tardia (ex: flagelina, proteina do capuz), que sdo requeridos
nos estagios finais da montagem flagelar. Um segundo evento € a mudanca da expressao
dos genes intermedidrios para a expressdo dos genes tardios, que sdo mediados pelas
chaperonas do sistema de secre¢do do tipo 3 FliT, FliA e FIgN e estd intimamente
associado para a secrecdo de substratos. A exportacdo de proteinas usa o sistema de
secrecdo do tipo 3, que € caracterizado por um peptideo sinal amino-terminal de secregdo
(Chevance & Hughes, 2008).

FIiT € a chaperona para a proteina do capuz FliD. Apds a formacido do complexo
corpo basal-gancho, FliD € secretada no topo do gancho onde € facilitada a polimerizagdo
do filamento flagelar. A auséncia de FliD no citoplasma permite que FIiT se ligue a FIhC e,
desta forma, iniba a transcricdo dos genes intermedidrios cujos produtos nao sdo requeridos
para o processo de montagem (Brutinel & Yahr, 2008; Chevance & Hughes, 2008).

O gene intermedidrio fliA codifica o fator ¢" do flagelo, que é requerido para a
ativacdo da transcricdo dos genes tardios. Além disso, o fator 6" também atua como uma
chaperona, requerida para a secrecdo de FlgM. Antes de completar o complexo corpo basal-
gancho, FIgM ¢ retido no citoplasma onde é diretamente ligado a ¢ e inibe a expressio dos
genes tardios. Apds a formagdo completa do complexo corpo basal-gancho, a secre¢do de
FlgM resulta na transcri¢io (dependente do fator ¢') dos genes tardios, permitindo a
montagem final do flagelo. Além disso, a reducdo citoplasmadtica de niveis de FlgM limita a
duracio da expressio dos genes tardios pela diminuicio da meia vida do fator & no
citoplasma onde este € degradado por proteases (Brutinel & Yahr, 2008; Chevance &

Hughes, 2008).
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FigK e Flgl. estdo entre as primeiras proteinas a serem secretadas, permitindo a
mudanca para a secre¢do dos substratos tardios. A chaperona para FigK e Flgl. é FigN, e
apos a secrecdo de FlgK e Flgl, a FigN aumenta a tradug¢ao de FIgM que é expressa pelo
promotor de classe III, porém este mecanismo ainda ndo é bem compreendido (Brutinel &
Yahr, 2008; Chevance & Hughes, 2008). Durante a montagem, FIgM estd invidvel para
interagir com o fator ¢" até o término completo do filamento flagelar e, entdo, FIgM acaba
acumulando-se no citoplasma. O aumento da tradu¢do de FlgM € dependente de FIgN e isto
permite que as células regulem os genes dependentes do fator ¢' permitindo a formacio
completa do filamento flagelar. Em adi¢do, FIgM pode também regular expressao de fliC

em niveis pos- transcricional (Chevance & Hughes, 2008).

4- Variacao de Fase Flagelar em E. coli:

Por um longo tempo, acreditou-se que bactérias pertencentes a linhagens de E. coli
possuiam apenas um simples gene fliC ou hag em seu cromossomo, que codificava o
antigeno flagelar especifico, expressando apenas um unico tipo de antigeno flagelar
(monofdsico). Entretanto, t€ém sido encontradas na natureza, linhagens de E. coli que
espontaneamente mudam de antigeno H, lembrando a presenca de um sistema génico
semelhante ao sistema de variacdo de fase flagelar da Salmonella sp (Ratiner, 1982). A
variagdo de fase do antigeno flagelar de Salmonella sp, € alternativamente expresso por
dois diferentes genes para flagelina, fIjB e fliC (Feng et al., 2008). O fendmeno de variagdo
de fase estd relacionado a sobrevivéncia bacteriana na presenca do sistema imune do
hospedeiro, e desta forma estd associado a viruléncia bacteriana.

Estudos realizados por Ratiner (1983) evidenciam que as linhagens de E. coli

Bi7327-41 (antigeno H3) e P12b (antigeno H17) eram capazes de mudar seus antigenos
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flagelares para H16 e H4, respectivamente. A mudanca do antigeno H na linhagem Bi7327-
41 seria controlada por um sistema gé€nico parecido com o sistema de Salmonella, que
consistia de pelo menos dois grupos de genes conectados funcionalmente, porém ocupando
loci diferentes (Ratiner, 1985). O gene que codifica para o tipo de antigeno H16 € um alelo
do gene hag (localizado na posicdo 42 do mapa cromossomico da E. coli K-12) e foi
denominado hagA, enquanto o outro grupo de genes que estava associado a funcdo de
mudanca de fase e a manifestagdo do antigeno H3 foi denominado hagB. Um gene (rhl em
Salmonella) localizado no operon hagB, e ativo quando este operon estd sendo expresso,
poderia determinar um repressor especifico para muitos alelos hagA (Ratiner, 1983).

Estudo realizado por Ratiner (1987), demonstrou que os genes codificando os
antigenos flagelares H36, H47 e HS3 em E. coli sdo alelos do l6cus hagB. Em
contraposicao, estudos revelaram que os alelos hagA (H48) e hagA (H6) sdo insensiveis ao
repressor-hag (Ratiner, 1983).

A habilidade de hagA (H42), hagA (H16) e hagA (H21) serem especificamente
reprimidos quando hagB estd ativo, sugere que a evolugdo esteja conectada com o carater
difasico e que, pelo menos uma parte das linhagens monofésicas com estes antigenos,
representem variantes em que o alelo hagB tenha sido deletado, alterado ou estabilizado em
um estado “off” (Ratiner, 1983). Além disso, este mecanismo difasico indica diversidade
no arranjo dos genes responsaveis pela especificidade do antigeno flagelar (Ratiner, 1985).

Estudos associados com a variagdao do antigeno flagelar dependente da temperatura
(Ratiner, 1999), demonstraram que em uma populacdo de E. coli, podem existir linhagens
que alteram sua especificidade ao antigeno flagelar de acordo com a temperatura de
crescimento. Nas amostras investigadas, dois genes especificando a proteina flagelina

foram encontrados: um alelo de fliCs sensivel a repressdo de fase, porém expresso em
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amostras a 37°C mas ndo a 30°C e um alelo de flkAs; expresso em ambas as temperaturas.
Desta forma, dois antigenos flagelares (H40 e H53) foram simultaneamente expressos a
37°C. Como fliCy4 foi sensivel a repressdo de fase e sua expressdo dependente de
temperatura isto pode refletir na sensibilidade da temperatura do gene repressor dentro da
regido de flkAs;.

A manifestagdo simultinea de dois antigenos flagelares em E. coli tem sido
reportada somente em células contendo um alelo fliC insensivel e o locus flkA “on” ou fljB
“on”. Entretanto, o gene fliCsy descrito no artigo de Ratiner (1999), foi sensivel para
repressdo e sua expressdo foi dependente da temperatura, o que poderia entdo refletir na
sensibilidade do gene repressor dentro da regido flkAss;. Permanece, portanto a possibilidade
permanece de que esta regido possa conter ainda outro gene, cujo produto pode atuar a
37°C, mas ndo a 30°C e em baixa temperatura, para inativar (modificar) o repressor ou
abolir a sensibilidade de fliC (Ratiner, 1999).

A dependéncia da temperatura (associada a morfogé€nese de estruturas de superficies
incluindo fimbria, atividade bioquimica, patogenicidade etc) tem sido reconhecida nas
enterobactérias. A influéncia do ambiente, em particular na temperatura de crescimento e a
presenga de certos compostos quimicos, foram bem estudados na flagelacdo e motilidade
(Ratiner, 1999).

A variacdo de temperatura demonstra que em algumas amostras de E. coli a
aglutinacdo com dois diferentes anti-soros pode nao ser considerado erréneo. Além disso, a
existéncia da dependéncia da temperatura na variagdo de fase do antigeno flagelar pode

explicar algumas discrepancias entre os resultados de tipagem de muitas E. coli em

diferentes laboratérios (Ratiner, 1999).

35



Em isolados selvagens de E. coli foram encontrados dois genes para flagelina que
eram alternativamente expressos: hagA e hagB (Ratiner, 1998). O primeiro é um alelo do
gene fliC de E. coli K-12 enquanto o segundo estd localizado a uma certa distancia deste.
Também foi demonstrado que a regido de hagB € uma regido distinta, integrada no
cromossomo de E. coli K-12, mas fora da regido conhecida por possuir as trés regides dos
genes flagelares. Baseando-se na nova nomenclatura o gene hagB foi renomeado para flkA
(Lino et al., 1988). A alteracdo da atividade destes genes foi encontrada por ser usualmente
unilateral (ndo-reversivel): fliC% + flkA™ — fliC™ + fIkA”. O estado “on” ou “off” estd
correlacionado com o estado de flkA especificamente, porque a regido flkA produz um
repressor similar aquele produto do gene fljA de Salmonella, atuando em muitos alelos fliC
(sensiveis). Desta forma, a existéncia de um gene similar a fljA que € coexpresso com flkA
foi postulado (Ratiner, 1982; Ratiner, 1983; Ratiner, 1998).

O mecanismo de mudancga de fase € controlado pela orientacio de um elemento
invertido localizado a montante ("upstream") ao operon fI[jBA. Na orientagdo do segmento
de DNA (segmento H +) o operon é expresso e o produto do gene flja (FljA) reprime a
expressdo do gene fliC, resultando na expressdo da flagelina FljB, enquanto que na
orientagdo H (-), o operon se torna inativo, resultando na expressdao da flagelina FliC
(Tominaga, 2004).

Estudo realizado por Ratiner (1998), revelou a presenca de novos loci em E. coli
flIA (alelos de flIA44 e fllAss, determinando antigenos H44 e HS55) e flmA (alelo flmAs, para
o antigeno H54). Estas duas novas regides flagelares diferem na capacidade de suprimir os
alelos de fliC sensiveis a repressdo especifica de mudanca de fase (Ratiner, 1998). O alelo
flmAs, possui esta atividade, sendo entdo similar a regido da flagelina de fase 2 de

Salmonella e a regido flk de E. coli. Em contraste, a regido fll ndo exibe esta caracteristica
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e, particularmente, pode ser esperada a existéncia de linhagens de E. coli que expressam
dois genes para flagelina. Ratiner (1998), encontrou linhagens de E. coli do sorogrupo O18
exibindo dois antigenos flagelares simultaneamente (H14 e H55).

Wang et al (2003), demonstraram através da clonagem e expressdo de fliC que 43
dos 53 antigenos H conhecidos sdo codificados pelo gene fliC e que os outros 10 estdo
localizados em outro locus. Neste trabalho, somente as linhagens H36 e H53 ndo foram
amplificadas por nenhum par de iniciadores utilizados. Ambos os antigenos sdo conhecidos
por serem codificados por um gene diferente de fliC (Ratiner, 1998) e presume-se que uma
parte do gene fliC poderia estar parcialmente deletada. Logo, dos 53 tipos diferentes de
antigeno H, 43 expressaram fliC, enquanto seis linhagens que tinham f/iC expressaram um
antigeno H alternativo quando clonado, mas ndo quando situado no cromossomo. As outras
quatro linhagens s@o conhecidas por nao expressarem f/iC, mas por possuirem o antigeno H
em um locus diferente de fliC.

Os genes fliC das linhagens de E. coli que expressam H3, H40, H47 e HS5S,
expressaram os antigenos H16, 8, 21 e 38 respectivamente, enquanto as linhagens H17 e
H44 expressaram ambas o antigeno H4. As linhagens H3, H36, H47 e H53 t€m sido
identificadas no locus flkA. As linhagens H44 e HS55 no locus flIA, e a linhagem H54 no
locus flmA. Entretanto, muitas destas linhagens expressando muitos destes antigenos H sdo
conhecidas por também possuirem fliC (Wang et al., 2003).

Em um estudo recente, Feng et al., (2008) demonstraram que 44 linhagens de E.
coli realmente codificavam a flagelina no locus fliC, enquanto que em algumas linhagens
ela € codificada pelo locus flk ( H3, H35, H36, H47 e H53), fll (H44 e H55) e flm (H54). A
regido flkA e o gene repressor flkB foram localizados entre os genes cromossomais rnpB e

yhaC nas amostras de E. coli que expressaram H3 e H53, e o produto de flkB reprimiu a
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expressao de fliC em E. coli. Desta forma, o gene flkB tem uma funcdo similar ao fljA de
Salmonella enterica.

Feng et al. (2008), demonstraram o mecanismo envolvido na variagdo de fase de
amostras de E. coli positivas para flk. As regides entre yhaC e rnpB nas amostras H3, H35,
H36, H47 e H53, foram sequenciadas e o locus flk foi encontrado contendo um possivel
gene para integrase, sendo flanqueado por sequéncias repetidas diretas em ambas
extremidades do gene flkA e do repressor flkB, indicando que pertencem a uma tipica ilha
de patogenicidade, e que foi denominada ilha de patogenicidade (IP) flk. Quando a IP flk
estd presente no cromossomo, o operon flkAB € expresso permitindo a produgdo da
flagelina FIKA e do repressor flkB, sendo entdo reprimida a expressdo de fliC. Quando a IP
flk é excisada do cromossomo, flkAB ¢ irreversivelmente deletada e, desta forma, a
repressdo de fliC € liberada e a flagelina (FliC) é produzida. Das cinco linhagens de E. coli
que possuem o gene flk, o gene fliC das linhagens H35, H36 e H53 sdo interrompidos ou
defeituosos. Desta forma, variantes negativas para flk poderiam ser imdveis. Estudos
adicionais demonstraram que o que se pensava ser um gene para integrase, foi caracterizado
como orf204 e seria um possivel gene para invertase (Feng et al., 2008). A recombinacdo
sitio-especifica mediada pela invertase requer a presenca de sequéncias repetidas invertidas
que estdo ausentes na regido flk. Desta forma, o gene orf204 é nao-funcional ou ndo esta
associado a regido flk. Logo, a origem da IP flk ainda permanece desconhecida. Especula-se
que esta ilha poderia ter se desenvolvido de um ancestral simples e que tenha sido integrada
a outros hospedeiros por recombinacio no sitio attB, uma vez que a presenca deste sitio de
23pb em muitas espécies bacterianas pertencentes a familia Enterobacteriaceae permite a
possibilidade da presenca de IP em outras espécies bacterianas, entretanto, o potencial de

integracdo da IP fIk ainda permanece por ser estudado (Feng et al., 2008).
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5- Sorologia:

Quando Kauffmann iniciou a sorotipagem da E. coli, doencas diarreiogénicas nio
eram consideradas (Kauffmann, 1947). O foco do estudo foi em doengas extraintestinais,
como infec¢des do trato urindrio, septicemia e apendicite. Os resultados sorolégicos
demonstraram que certos grupos O de E. coli estavam frequentemente associados a
patogenicidade para o homem e animais. Observou-se ainda que a toxicidade estava
associada a certos tipos de antigenos O:K:H (Kauffmann, 1947; @rskov & @rskov, 1992).

Atualmente sdo reconhecidos 53 antigenos “H” numerados de 1 a 56 em E. coli,
sendo que os ndmeros 13, 22 e 50 ndo sao utilizados. Em 1975, @rskov et al., descreveram
o ultimo antigeno incluindo, o antigeno HS56, reconhecido pela comunidade cientifica
internacional.

Em infecc¢des intestinais ocasionadas por E. coli, muitos sorotipos podem estar
envolvidos, mas somente um nimero limitado de sorotipos estd predominantemente entre
os sorotipos patogénicos. Além disso, os sorotipos das amostras diarreiogénicas nio siao
geralmente encontrados na microbiota normal do intestino do hospedeiro, como ocorre na
E. coli extraintestinal (@rskov & @rskov, 1992).

Os sorotipos das E. coli associados as doengas extraintestinais sdo encontrados tanto
em animais domésticos quanto no homem, enquanto que os sorotipos associados a E. coli
diarreiogénicas demonstraram mais especificidade e sao limitados a doenga. Na maioria dos
casos, a sorotipagem completa de O:K:H, é um bom indicador das rela¢des clonais entre as
amostras. Porém, € importante ressaltar que dois clones ndo associados mas possuindo o
mesmo sorotipo podem ser encontrados (Achtman et al., 1986).

Nos estudos iniciais de sorotipagem foi demonstrado que somente a tipagem do

sorogrupo O era insuficiente para tracar a epidemiologia da E. coli enteropatogénica
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(EPEC). Logo foi recomendado pelos centros de referéncia de E. coli, o uso da tipagem dos
antigenos O e H para verificar quais eram os sorotipos associados com os surtos de diarréia
infantil (Ewing et al., 1986, @rskov & @Brskov, 1992). Os sorotipos classicos de EPEC sio:
0O55:H6, O86:H34, O111:H2, O114:H2, O125ac:H6, O126:H2 , O127:H6, O128:H2,
0142:H6 (Drskov & Brskov, 1992 ).

As amostras de E. coli enterotoxigénicas (ETEC) possuem um grande numero de
sorotipos O:K:H, porém um grupo prevalente e bem definido de sorotipos € encontrado em
determinadas regides geograficas, como o sorotipo O153:H45 que é comum no Chile,
Argentina e Espanha (Orskov & @rskov, 1992). Ji as amostras de E. coli
enterohemorrédgica (EHEC), apesar de produzirem verocitotoxina e esta ser encontrada em
diferentes sorotipos, poucos clones sdo bem caracterizados como os sorotipos O157:H7 e
026:H11 (@rskov & @rskov, 1992).

As amostras de E. coli enteroinvasoras (EIEC) possuem um nimero restrito de
sorotipos O:H, uma vez que a maioria das amostras sdo imdveis e nao possuem antigenos
K. Os sorotipos mais frequentes sdo: O28:H-, O124:H30, O136:H-. O144:H- e O173:H-
que raramente sdo encontrados na microbiota do intestino ou associados com outras
doengas por E. coli (@rskov & @rskov, 1992).

Reacgdes soroldgicas do antigeno H de E. coli sdo usadas para distinguir entre os
diferentes sorotipos das linhagens. O teste de aglutinacdo é rotineiramente utilizado para a
sorotipagem do antigeno H da E. coli. Entretanto, reacdes sorolégicas cruzadas entre os
antigenos H s@o frequentemente observadas e geralmente ocorrem entre sorotipos dentro do
mesmo morfotipo (Whitfield ez al., 1988; Seah & Kwang, 2000). Os morfotipos flagelares
sdo caracterizados pelas variacdes presentes nas estruturas de superficie dos diferentes

flagelos de E. coli (Lawn, 1977) e s@o classificados de A-F pela andlise da arquitetura da
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superficie dos filamentos flagelares intactos, utilizando um microscépio eletronico de
transmissdo (Schoenhals & Whitfield, 1993).

Uma vez produzido o anti-soro contra o antigeno H, este deve ser utilizado na
dilui¢do de 1:1000, porém, os resultados dos testes de titulacdo demonstraram que a técnica
de soroabsorcdo € necessdria para retirar as reagdes cruzadas e deixar o soro especifico
(Ewing, 1986). Na literatura encontramos que as reacdes cruzadas geralmente envolvem o
anti-soro HI com o antigeno H12 e vice-versa, o anti-soro H8 com o antigeno H40, o anti-
soro H40 reage com os antigenos H8 e H11, o anti-soro H11 reage com os antigenos H21 e
H40, ja o anti-soro H21 reage com o antigeno H11, o anti-soro H37 reage com o antigeno
H41 e o anti-soro H41 reage com os antigenos H37 e H39, e o anti-soro H49 reage com o

antigeno H39 (Ewing, 1986).

6-PCR-RFLP:

Devido as regides terminais 5’e 3°do gene fliC serem altamente conservadas, elas
tornaram-se bons alvos para o método da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Estas
regides conservadas permitem a amplificacio de uma variedade de alelos com um tnico
iniciador (Fields et al., 1997; Machado et al., 2000). A aplicacdo da técnica de PCR-RFLP
permitiu a identificac@o dos alelos dos genes fliC caracteristicos de E. coli e a avaliacdo do
grau de sua diversidade (Baldy-Chudzik & Stosik, 2007). A alta diversidade dos perfis de
restricdo foi atribuida a variabilidade da regido interna do gene (Moreno et al., 2006). O
método também tem sido adequado para a diferenciacdo do gene fliC em E. coli patogénica
(Fields et al., 1997, Moreno et al., 2006) e também pode ser particularmente ttil para a

genética de populacdo de numerosas linhagens de E. coli comensais, uma vez que o custo
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com o sequenciamento de numerosos produtos de PCR e o acesso aos soros contra o
antigeno H pode ser alto.

Nao ha divida que o ensaio de PCR-RFLP tem vantagens, como por exemplo, a
capacidade de identificar todos os antigenos flagelares ou todos os antigenos H conhecidos
em amostras imdveis ou em amostras pouco-flageladas (Prager et al., 2003).

Em 1997, Fields et al., desenvolveram um método de PCR-RFLP para identificar e
caracterizar molecularmente o gene fliC de E. coli O157:H7 e O157:H- (imdvel). Neste
trabalho foi observado que a PCR-RFLP é uma ferramenta util para a caracterizacdo de
isolados imoveis e que os resultados obtidos podem permitir a detec¢do e inclusao de novos
sorotipos de E. coli clinicamente importantes.

Machado et al., (2000) propuseram a identificacido dos diferentes tipos de antigenos
flagelares de E. coli pela PCR-RFLP, com o propésito de construir um banco de dados
contendo todos os padrdes de restricdo para subsequente dedugdo dos tipos de antigenos H.

Botelho et al., (2003) propuseram a tipagem do antigeno H de EPEC, STEC, EAEC
e ETEC que ocorrem no sorogrupo O da EPEC cléssica, através da anélise da PCR-RFLP.
Os resultados obtidos demonstraram que a enzima de restri¢do Rsal era capaz de identificar
que as amostras de E. coli eram pertencentes aos sorotipos H2, H6, H34, H40 e que estas
amostras sdo a principal causa da diarréia infantil no Brasil.

Prager et al (2003), propuseram um estudo sobre a caracterizagdo dos antigenos H
de EPEC, comparando a metodologia de Fields et al (1997) e Machado et al (2000).
Propuseram também, verificar a correlacido dos resultados da PCR-RFLP com os resultados
sorolégicos. Foi demonstrado que amostras ndo-tipaveis sorologicamente poderiam ser
classificadas de acordo com o polimorfismo de fliC e que a PCR-RFLP poderia ser usada

para detectar novos antigenos H.

42



Amhaz et al., (2004) realizaram um estudo onde a PCR-RFLP foi usada para a
caracterizacdo molecular do gene fliC em amostras de EIEC isoladas de pacientes com
diarréia em diferentes paises. As sequéncias nucleotidicas dos diferentes padroes de PCR-
RFLP obtidos foram usadas para a constru¢do de um dendrograma, e para a andlise da
diversidade genética entre os sorotipos de EIEC. Estes autores observaram que a maioria
dos sorotipos estudados apresentaram baixa diversidade genética principalmente na regido
central.

Moreno et al., (2006) formularam uma hipétese: poderia os métodos de sorotipagem
classicos serem trocados pela técnica de PCR-RFLP para a caracterizacdo do antigeno H de
amostras de ETEC? Neste trabalho, os autores concluiram que a técnica de PCR-RFLP foi
capaz de direcionar a determina¢do do antigeno O apds a caracterizagdo do antigeno H e foi
uma eficiente ferramenta na caracterizacdo do gene fliC de ETEC, propondo entdo que a
técnica de sorotipagem poderia ser trocada pela PCR-RFLP.

Baldy-Chudzik e Stosik, (2007) estudaram o gene fliC de E. coli isoladas de dez
espécies de mamiferos de um zooldgico. A pesquisa teve como objetivo identificar os
alelos do gene fliC de amostras isoladas de vérias espécies diferentes e provar a correlacio
entre a diversidade do gene fliC e a fonte de origem da amostra. Os resultados obtidos
permitiram a identificacdo dos alelos fliC caracteristicos das E. coli de cada espécie e
avaliaram o grau da diversidade entre as espécies estudadas, demonstrando também que a
pressdo seletiva do ambiente do trato gastrointestinal contribuiu para a preservacdo de
formas selecionadas de alelos dos genes f1iC em E. coli.

Até o momento, apenas Prager et al (2003) utilizaram amostras de E. coli H ndo-
tipavel (HNT) e amostras fenotipicamente imdveis provenientes de vérios casos clinicos.

Nestas amostras, o fragmento de PCR obtido foi submetido aos testes de RFLP para a
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caracterizacdo do antigeno H. Entretanto, em algumas amostras de E. coli, o perfil de
restricdo encontrado ndo pertencia a nenhum dos 53 perfis de restri¢do obtidos das amostras
padrdo, sendo que estas amostras poderiam representar um novo tipo de antigeno H, o que
poderia ser confirmado através da obtencdo dos anti-soros e testes de aglutinacdo.

Neste trabalho, utilizamos a metodologia proposta por Fields et al (1997) e por
Machado et al (2000) para a identificacdo do antigeno flagelar de vinte amostras de E. coli
provenientes de casos clinicos como diarréia, sindrome urémica hemolitica, colite
hemorrdgica e infecgdes extraintestinais, que frente aos 53 anti-soros disponiveis
comercialmente, ndo tiveram os antigenos H tipados. Além do método da PCR-RFLP
utilizamos as técnicas de sorologia e sequenciamento para a identificacdo de possiveis

novos antigenos flagelares.
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II-OBJETIVOS
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OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo a identificacio de possiveis novos antigenos

flagelares, em amostras de E. coli de origem humana. Para tal buscamos:

Estabelecer um banco de dados dos padrdes de perfis de restricao (P), do
gene fliC das 53 amostras padrdes para antigeno H, através da utilizagdo da
PCR-RFLP.

Identificar o padrao de restri¢ao (P) das amostras de E. coli HNT, através da
utilizag¢do do banco de dados;

Verificar a presenca dos genes associados a variagdo de fase: fljA, flkA e
flmA;

Produzir anti-soro em coelhos para cada amostra de E. coli HNT;

Verificar a especificidade dos anti-soros frente as amostras de E. coli padrao
dos antigenos H e as amostras de E. coli HNT utilizando técnicas
imunoldgicas;

Sequenciar e comparar os nucleotideos do amplicon do gene fliC obtido das

amostras de E .coli HNT com aqueles ja descritos.
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III-MATERIAL E METODOS
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MATERIAL E METODOS

3.1 - Amostras de Escherichiacoli:

3.1.1 - Amostras de E. coli padroes para o antigeno flagelar “H”:

Foram utilizadas 53 amostras de E. coli padrdo para os antigenos H (Tabela 1). Estas

amostras pertencem ao Laboratério de Antigenos Bacterianos II, do Departamento de

Microbiologia e Imunologia, do Instituto de Biologia, da Universidade Estadual de

Campinas, SP, Brasil.

Tabela 1: Amostras de E. coli produtoras de antigeno flagelar (H) padrao.

O6:H1 0O9:H12 086:H25 086:H36 0156:H47
O3:H2 O18:H14 038:H26 042:H37 016:H48
O53:H3 023:H15 058:H27 069:H38 06:H49
050:H4 0O46:H16 O148:H28 O110:H39 O8:H51
O4:H5 O15:H17 O138:H29 041:H40 O11:H52
O120:H6 O17:H18 086:H30 O137:H41 0O148:HS53
O1:H7 0O32:H19 O73:H31 070:H42 Ol61:H54
0105:H8 0126:H20 O114:H32 0140:H43 0O4:H55
030:H9 0O146:H21 060:H33 0O3:H44 O139:H56
O108:H10 O158:H23 0160:H34 0125:H45

026:H11 O51:H24 O134:H35 O115:H46

3.1.2 — Amostras de E. coli com antigeno H nao - tipavel (HNT):

Foram utilizadas nove amostras de E. coli, isoladas de fezes diarréicas de humanos

(Tabela 2), gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Jorge Blanco, Diretor do Laboratério de

Referéncia de Escherichia coli, da Faculdade de Veterinaria da Universidade de Santiago

de Compostela, Espanha, e onze amostras de E. coli provenientes de vérios casos clinicos
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de origem humana, gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Helmut Tschipe, do Instituto Robert
Koch, Alemanha. A identificacdo dos antigenos flagelares foi realizada utilizando o
conjunto completo de soros anti-H (53 soros) adquirido do Statens Serum Institut,
Copenhague, Dinamarca. Todas as amostras foram re-ensaiadas para a confirmacio dos

resultados de HNT.

Tabela 2: Amostras de E. coli H ndo-tipavel (HNT) isoladas de amostras humanas.

N° Caédigo Sorogrupo N° | Cédigo Original Sorogrupo
Original
1C VTH 15 081 2A 01-03443 055
2C VTH 110 084 3A 00-04915 076
3C VTH 118 026 5A 00-04447 091
4C 28011a 084 7A 00-08242 0136
5C 33141a ONT 8A 00-03034 025
6C 46103B ONT 9A 00-07153 074
7C 40478B ONT 10A 00-00848 0126
8C 48629¢(1) 086 11A 00-05951 Rugosa
9C 48629c(2) ONT 13A 00-08712 015
14A 99-01406 068
15A 00-09775 076

3.2 - Extracao de DNA Bacteriano:

As amostras bacterianas foram cultivadas em 2,0 mL de caldo Luria-Bertani (LB) a
37°C por 24 horas. A extragdo do DNA das amostras foi realizada de acordo com o Kit
“WizardlJ Genomic DNA Purification System” (Promega/EUA). O DNA bacteriano foi

armazenado a 4°C em 4gua ultra pura estéril. Para quantificar o DNA, foi utilizado o
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Espectrofotdometro Genequant II (Pharmacia Biotech/EUA) em comprimento de onda de
260-280nm.

Para verificar a integridade do DNA gendmico nas amostras estudadas, este material
foi aplicado em um gel de agarose 0,7%. A visualizacdo da banda foi feita mediante
incubacdo em solu¢do de brometo de etidio (1,5 pg/mL) por 15 minutos e visualizada em

transiluminador de luz UV (Amersham Pharmacia Biotech/EUA).

3.3 - Reacao da Polimerase em Cadeia (PCR):

Para amplificacdo do gene fliC através da PCR utilizamos os protocolos descritos
por Fields et al (1997) e Machado et al., (2000). Os iniciadores foram designados FliC(F) e
FliC(M) respectivamente. As sequéncias dos oligonucleotideos sdao FlC(F)I:
ATGGCACAAGTCATTAATACCCAAC e FliC(F)2: CTAACCCTGCAGCAGAGACA,
FliC(M)1: CAAGTCATTAATAC(A/C)AACAGCC e FliC(M)2: GACAT(A/G)TT(A/G)G
A(G/A/C)ACTTC(G/C)GT. Para a PCR utilizou-se os reagentes e concentragdes indicadas

na tabela 3.

Tabela 3: Reagentes utilizados para as reagdes de PCR do gene fliC:

Reagentes Volume (L) Concentracao final
10X "PCR Buffer" (Fermentas) 3 1X
25mM "dNTP mixture" (Fermentas) 0,24 0,2 mM cada
25 mM MgCI2 (Fermentas) 2.4 2,0mM
Iniciador 1 1,0 10pmol
Iniciador 2 1,0 10pmol
DNA extraido 1,0 50ng
"Tag-DNA Polimerase" (1U) (Fermentas) 0,3 1,50
Agua ultra pura estéril (gsp) 30
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As solugdes foram pré-aquecidas a 94°C/10' e submetidas a 30 ciclos de: 94°C/1’,
temperatura de anelamento varidvel de 55°C-60°C/1’ para os iniciadores FliC(F) e FliC(M),
temperatura de extensdo de 72°C/2’ e, em seguida, a 72°C/7’. O termociclador GeneAmp
PCR System 9700 (Perkin-Elmer Applied Biosystems/EUA) foi utilizado para a execucdo

das reagdes de PCR.

3.3.1: Iniciadores utilizados para o estudo da variacao de fase:

Os iniciadores para os genes fljA (repressor), flkA e flmA (flagelina) foram
desenhados por Claidia de Moura (Aluna do curso de pds-graduacdo em Genética e
Biologia molecular, IB/DMI/UNICAMP), e construidos de acordo com as sequéncias
depositadas no GenBank por Tominaga (2004). As sequéncias dos oligonucleotideos e os

tamanhos dos produtos esperados estdo na tabela 4.

Tabela 4: Iniciadores utilizados para o estudo de variagado de fase:

Gene Iniciadores Sequéncias 5’ - 3’ Produto (pb)
fljA FljAF TGCATATGGTTGCCATTAGG 423
FljAR AGGAAGCTCGTTCGTATCCT
fIkA3 FIkA3F TGGCTTAGCAGTTGTCATGC 1072
FIkA3R AGCAACCTCCAACAACAACT
fIKAS3 FIkAS53F GTCGCGTAGTCGGAGTCTTC 933
FIkA53R AAGCAAGTCACGTGGAAGTC
fimA54 FImAS54F TCGTAACGCCAATGATGGTA 1030
FImA54R AGAAGACGAGCTTCGGCATA
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3.4 - Eletroforese em gel de agarose:

Para a leitura do resultado das amplificagdes, o produto da reagdo de PCR foi
misturado ao tampao de amostra (0,25% de azul de bromofenol; 0,25% de xilenocianol;
25% de ficoll). Foram aplicados 10 pL da mistura no pogo preparado em gel de agarose
1,5% (Promega/EUA), em Tampao TAE (Tris 2M, Acido acético 0,04M, EDTA 0,01M pH
8.,0). Foi utilizado um padrao de peso molecular de 1 Kb (Fermentas/EUA). A visualizacdo
das bandas foi feita mediante incubacdo do gel em solucdo de brometo de etidio
(1,5pg/mL) por 15 minutos e visualizada em transiluminador de luz UV (Amersham
Pharmacia Biotech/EUA). Para registro, os géis foram fotografados através do sistema
ImageMaster VDS (Amersham Pharmacia Biotech/ EUA) e os arquivos salvos na extensao

Tiff para posterior andlise.

3.5 - Analise dos resultados da eletroforese em gel de agarose:

As imagens obtidas dos géis de agarose tiveram o peso molecular da banda
amplificada determinados através do software ImageMaster TotalLab versdo 2.01
(Amersham Pharmacia Biotec/EUA) e posteriormente pelo programa GEL COMPAR II

versao 4.5 (Applied Maths, Bélgica).

3.6 - Digestao enzimatica:

Para os produtos obtidos com o iniciador FliC(M), utilizou-se a enzima de restricao

Hhal (Haemophilus haemolyticus/ Fermentas) e para os produtos da PCR, obtidos com o
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iniciador FliC(F), foi utilizada a enzima de restricio Rsal (Rhodopseudomonas
sphaeroides/ Invitrogen).

3.6.1: Preparo do DNA:

Os produtos obtidos através da amplificacdo do gene fliC foram concentrados com
etanol, baseando-se no protocolo de Sambrook et al., (1989). Para 100 YL de reacdo de
PCR foram adicionados 4 pL de NaCl 5M. Em seguida, 2,5 vezes o volume de etanol
absoluto foi adicionado e incubado a -20°C por 30 minutos. O produto da reacdo de PCR
foi entdo centrifugado a 12000 rpm por 2 minutos, sendo que, em seguida, o pellet foi
lavado e centrifugado trés vezes com etanol 70% (estocado a -20°C). O pellet foi
ressuspendido em 20pL de dgua ultra pura estéril durante 24 horas a 4°C e armazenado a -
20°C.

3.6.2: Digestao enzimatica:

O protocolo de digestdo enzimdtica foi o mesmo para ambas as enzimas de
restricdo. O DNA foi digerido por 3 horas a 37°C ou overnight de acordo com o fabricante.
Para a inativacdo da enzima Hhal, o material foi colocado em banho termostatizado por 20
minutos a 80°C e a 65°C por 10 minutos para a enzima Rsal.

3.6.3: Eletroforese em gel de agarose:

O produto da digestao foi separado por eletroforese em gel de Metaphor agarose 2%
(Cambrex Bio Science/EUA). Padrdes de peso molecular de 50 pb (Invitrogen); 100 pb
(Fermentas) e de 1 Kb (Fermentas, Gibco) foram utilizados como padrio de tamanho
molecular de fragmentos internos e externos. Os fragmentos de restri¢do foram visualizados
mediante incubagdo em solucdo de brometo de etidio (1,5 pg/mL) e exposicao a luz UV. A

imagem obtida foi digitalizada e arquivada como descrito anteriormente.
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3.7 - Identificacao dos padroes de tipos dos antigenos H:

A identificacdo dos diferentes tipos de perfis de restricdo dos antigenos H requer o
conhecimento da margem de erro associada a determinacdo do tamanho do fragmento. O
programa escolhido em geral minimiza este erro. Neste trabalho, as imagens foram
submetidas ao programa Gel Compar II (Applied Maths/ Bélgica) para o estabelecimento
dos diferentes perfis das amostras padroes. Uma tolerdncia entre os tamanhos dos
fragmentos de 3,5% observada € aceitdvel, quando utilizado padrdo de peso molecular
interno. Quando o padrio de peso molecular externo € utilizado, hd uma tolerancia de 10%,
devido ao erro associado com os fragmentos menores (Fields et al., 1997; Machado et al.,

2000).

3.8 - Sequenciamento:

3.8.1 - Sequenciamento pela técnica de ‘‘cromossomo walking” ou ‘“primer
walking”’:

Os fragmentos da PCR de cada amostra HNT foram primeiramente purificados pela
enzima ExoSAP-IT (Promega/EUA). Para cada 5 pl. de produto da PCR, foi adicionado 1
puL. de ExoSAP-IT. Este material foi incubado a 37°C por 15 minutos e, posteriormente, a
80°C para inativagdo enzimadtica. Os produtos purificados foram estocados a -20°C até o
momento de uso.

Para reacdo de sequenciamento foram utilizados 5,0 pL do produto da PCR
purificado e 1,0 pL do iniciador (a montante ou a jusante) na mesma concentracdo utilizada
na PCR. Além disso, foram adicionados 4,0 uL. do pré-mix do kit DYEnamic™ ET Dye

Terminator (Amersham Bioscience). O volume total da reagcdo de sequenciamento foi de 10
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puL. O programa da reacdo de sequenciamento foi de 30 ciclos (95°C/20seg, 50°C/15seg,
60°C 1min).

Ap6s o término da reacdo de sequenciamento, o material foi precipitado conforme
instrugdes do fabricante. A placa foi envolta em papel aluminio e colocada a -20°C
overnight para ressuspender o material. As placas foram colocadas no MegaBace 1000
(Amersham Biosciences) em sistema capilar. O tempo e a voltagem da inje¢do das amostras
foram de 60s e 750 V. Cada corrida foi realizada a temperatura de 44 °C.

Os resultados foram analisados de acordo com o item 3.9.6.

3.9. - Clonagem do gene fliC:

3.9.1: Insercao do gene fliC no Vetor de clonagem:

O protocolo de clonagem do gene fliC foi aprovado pela CiBio/IB/Unicamp —
Parecer CIBio 01/2005 - Anexo 2) os fragmentos da PCR de cada amostra HNT, foram
inseridos no vetor pGEM-T easy (Promega/EUA). Foram utilizados 5 pLL do tampao (2X),
1 pL. da enzima ligase, 1 pl. do vetor pPGEM-T easy, e 3 ul. de produto da PCR. O mix foi
mantido a 4°C overnight para a reacao de ligacdo do fragmento de DNA no vetor, sendo em

seguida estocado a -20°C.

3.9.2: Obtencao de células competentes:

As células competentes da linhagem DHS5a foram utilizadas na transformacao por
“heat-shock”, baseando-se no protocolo de Sambrook et al., (1989). No primeiro dia, uma
colonia isolada da linhagem DHS5a foi semeada em meio SOB (Triptona, Extrato de
levedura, NaCl, KCIl, MgCl,) e incubada a 37°C overnight. No segundo dia, 400 pL desta

cultura foi adicionada a 40mL de meio SOB e colocado sob agitacdo até densidade Optica
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(D.O) de 0,5nm. A cultura foi resfriada em banho com &dgua e gelo, sendo em seguida
centrifugada por 10min a 4000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em 20 mL de solugdo de CaCl, 50mM estéril e frio, e mantido no gelo por 3
horas. Em seguida, a suspensdo foi centrifugada por 10 min a 4000 r.p.m a 4 °C, e
ressuspendido em 4mL de CaCl, 50 mM contendo 15% de glicerol. As células competentes
foram distribuidas em aliquotas de 100 pl. em eppendorf esterilizados e gelados, e
congeladas imediatamente em nitrogénio liquido, sendo posteriormente armazenadas em

biofreezer a -80°C.

3.9.3 - Transformacao por ‘heat shock’:

As células competentes foram descongeladas em gelo. Foram adicionados Sul. do
DNA clonado as células competentes e mantidos em gelo durante 30 min. Em seguida, este
material foi aquecido a 42°C em banho termostatizado por 90 segundos e transferido para
banho de gelo por 2 min. Em seguida, foi adicionado 1 mL de meio Luria-Bertani (LB)
com glicose e incubado a 37°C sob agitacdo por 3 horas. Ao final, a suspensdo foi
centrifugada por 12000 rpm, por 1 minuto e plaqueada em meio LB-dgar contendo
ampicilina (100 ug/mL de ampicilina, 20 mg/mL de X-Gal e 200 mg/mL de IPTG). As
placas foram incubadas a 37°C “overnight”.

Foram selecionadas coldnias brancas contendo o inserto e repicadas em meio LB

contendo ampicilina.

3.9.4 - Extracao plasmidial:
O protocolo para extracdo plasmidial foi realizado de acordo com o indicado por

Ausubel et al. (1992). Uma col6nia obtida no item anterior, foi inoculada em 5 mL de meio
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LB contendo ampicilina, e deixada na estufa a 37°C overnight. Foi transferido 1,5 mL desta
cultura para um tubo tipo eppendorf e centrifugado por 20 segundos a 12000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e as bactérias foram ressuspendidas em 300uL de solucdo
STET (8% sacarose, 5% Triton X-100, 50mM EDTA, 50m M Tris-HCI), e colocada no
vortex para homogeneizacdo. Os eppendorfs foram colocados no gelo por 10 minutos e, em
seguida, no banho maria a 100°C por 2 min. A suspensdo foi centrifugada por 30 min a
12000 rpm, sendo que o sobrenadante foi transferido em um novo tubo tipo eppendorf, ja
contendo 200 uL de isopropanol gelado e deixado por 30min a -20°C. Foi feita uma nova
centrifugacdo por 5 min a 12000 rpm. O sobrenadante foi removido até que todo o pellet
tenha ficado seco, para ser ressuspendido em 50 pL de dgua ultra pura esterilizada.

A confirmacdo da presenca do inserto no plasmidio foi feita aplicando-se 5 ul do
produto da purificagdo de plasmidios em pogos escavados em gel de agarose a 0,8% e
submetido a eletroforese e visualizado apds incubag@o em solucdo de brometo de etideo sob
luz UV. Em média, 50 a 100 colonias de cada placa tiveram seus plasmidios extraidos para
verificar a presenca do inserto completo.

Uma vez identificado os plasmidios contendo o inserto, foi feita a PCR utilizando os
iniciadores propostos por Fields et al (1997), para verificar se o tamanho do inserto
encontrado era do tamanho esperado. Para obter a sequéncia completa do gene fliC, os
iniciadores: T7: TAATACGACTCACTATAGGG (a montante) e MI13:
AGCGGATAACAATTTCACACAGG (a jusante) foram utilizados.

3.9.5 - Sequenciamento dos clones:

Os fragmentos da PCR de cada amostra HNT clonada foram primeiramente
purificados pela enzima ExoSAP-IT (Promega), sendo em seguida utilizados na reacdo de

sequenciamento (item 3.8.1).
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Os iniciadores utilizados tanto para a reacdo de PCR, quanto para a reacdo de
sequenciamento foram os iniciadores T7 e M13.
Ap6s o sequenciamento, as sequéncias foram analisadas no programa Phred, Phrap,

Consed (http://www.washington.edu) e no programa de alinhamento ClustalW. Cada

reacdo de sequenciamento gerou uma sequéncia nucleotidica com boa qualidade de leitura
de aproximadamente 500 pb e, para cada sequéncia obtida, voltamos aproximadamente 100

pb para a constru¢do dos novos iniciadores internos (Tabela 5).

Tabela S: Iniciadores utilizados nas reagdes de sequenciamento do gene fliC das
amostras de E. coli HNT:

Amostras Iniciadores
1Ce 5C FliCl: AACTAACGGTACTAACTCTGACA
FliClrev: CCACTACCGTCTCAGCTTT
2C FliC(F)1:ATGGCACAAGTCATTAATACCCAAC

FliC2cF: TTACAGGTTGGTGCAAACAG
FliC2cR: CCAACCATGGCAACACCGTA
FliC(F)2: CTAACCCTGCAGCAGAGACA

3C FliC(F)1:ATGGCACAAGTCATTAATACCCAAC
FliCl: AACTAACGGTACTAACTCTGACA
FliC3cF: AATATCGATGGCGCGCAGAGA
FliC(F)2: CTAACCCTGCAGCAGAGACA

4C FliCl: AACTAACGGTACTAACTCTGACA
FliC4Cf: TATGTTCAGTTGGGTAC

6C FliC3: CAGTTCAACGGCGTGAA
FliC3rev: GTGGTGTTGTTCAGGTTGGT

7C FliC7cF: CAGCTGATCGGCCTTTCGGT

8C,9C, 11A FliC2: AATTTGTCGATGGAGCTGAT
FliC2rev: AGTTCAACGGCGTGAACGT

2A FliC(F)1:ATGGCACAAGTCATTAATACCCAAC

FliC(F)2: CTAACCCTGCAGCAGAGACA
FliCl: AACTAACGGTACTAACTCTGACA

3A, 10A FliC3: CAGTTCAACGGCGTGAA
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Tabela 5. Continuagao

Amostras Iniciadores
5A FliC3: CAGTTCAACGGCGTGAA
FliC5A: GCTTCTTTGACTGAGGCTAG
TA FliC3: CAGTTCAACGGCGTGAA

FliC3rev: GTGGTGTTGTTCAGGTTGGT
FliC7af: GAACACTCGCGGAAGCGA

8A FliC(F)1:ATGGCACAAGTCATTAATACCCAAC
FliC8af: CCTGACAGCAGCGAAAATGG
FliC8ar: CAAATCGACATCGGTGAAAT
FliC(F)2: CTAACCCTGCAGCAGAGACA

9A FliCl: AACTAACGGTACTAACTCTGACA
FliC3rev: GTGGTGTTGTTCAGGTTGGT
13A FliC(F)1:ATGGCACAAGTCATTAATACCCAAC

FliC13aF: GGCTTGATAACTTTAGGCGTA
FliC(F)2: CTAACCCTGCAGCAGAGACA

14A FliCl14aR: GGTATAATGACTTGTGCCA

15A FliC2rev: AGTTCAACGGCGTGAACGT

3.9.6 - Montagem dos Contigs e analise das sequéncias

Para a montagem dos contigs foi utilizado o programa Phred, Phrap, Consed.
Cada eletroesferograma foi analisado para verificar a qualidade da leitura do
sequenciamento. Cada base que apresentou um resultado discrepante foi conferida
(Figuras 2 e 3). As sequéncias génicas obtidas na reacdo de sequenciamento foram
comparadas aos diferentes genes de fliC armazenados no banco de dados do ‘“National
Center for Biotecnology Information” (NCBI), através do sistema BLAST. O programa

ClustalW foi utilizado para o alinhamento das sequéncias.
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Figura 2: Resultado da montagem final do contig da amostra 1C através do programa
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Figura 3: Eletroesferogramas da amostra 1C, visualizados pelo programa ChromasPro.
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3.10 - Preparacio e obtencao do antigeno “H” das amostras de E. coli HNT:

3.10.1- Ativacao da motilidade:

As amostras de E. coli HNT foram semeadas em tubos U contendo meio de cultura
semi-sOlido MILi (Toledo et al; 1982) e incubadas por 24 horas a 37° C, ou até que o
crescimento tenha alcancado a extremidade oposta a inicialmente semeada. Este
procedimento foi repetido por cinco passagens consecutivas. Observando-se que o repique

seguinte seja obtido na extremidade oposta daquela inicialmente semeada.

3.10.2- Obtencao do antigeno H:

A partir do ultimo tubo U semeado as amostras bacterianas foram repicadas para
tubos contendo 7 mL de caldo BHI e incubadas a 37°C em estufa com agitacdo orbital por
6-8 horas ou até que a turbidez fosse compardvel ao tubo 2 da escala de McFarland. Em
seguida, foram inativadas pela adi¢do de igual volume de salina fisiol6gica contendo 0,5%
de formalina e incubada overnight em temperatura ambiente. As suspensdes foram

mantidas sob refrigeracdo até o momento de seu uso.

3.10.3 - Obtencao de anti-soros anti-antigenos HNT:

Para cada amostra de E. coli HNT foram utilizados pelo menos dois coelhos albinos
adultos, de doze semanas de idade (autorizado pelo Comite de Etica Experimental —
Protocolo 781-1- Anexol). A suspensdo bacteriana, obtida no item 3.9.2 foi utilizada como
antigeno. Os coelhos foram inoculados com a suspensdo bacteriana na veia marginal da
orelha com volume de 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mL em intervalos de 4-5 dias (Ewing, 1986).
De 6-8 dias apds a dltima inoculag@o, os animais foram sangrados (sangria de prova) e os

soros titulados. Uma vez determinado que altos titulos de aglutininas estavam presentes, 0s
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animais foram anestesiados (ketamina/xilazina 35-50/5-10 mg/Kg) por via intramuscular e
exsanguinados. Apds a separacdo dos soros estes, foram clarificados por centrifugacao,

aliquotados e congelados a — 80°C.

3.10.4-Aglutinacao em tubo:

Para a determinacdo do titulo dos anti-soros anti-H foram realizadas reagdes de
aglutinacdo em tubos. Em baterias de tubos de vidro tipo Kahn, foram adicionados 200 pL
de diferentes dilui¢des dos anti-soros a serem titulados (Titulo inicial 1:100). A estas
dilui¢des, foram adicionados 200 pL dos antigenos H. A mistura foi incubada em banho
termostatizado a 45°C por 3 horas.

Reacdo positiva foi aquela em que observamos a formagdo de uma pelicula no
fundo do tubo e o sobrenadante com aspecto transparente, enquanto que, na reacao negativa
o sobrenadante permaneceu turvo. Consideramos como titulo, a maior dilui¢do do anti-soro

que aglutinou com o antigeno homdlogo.

3.10.5 - Soroabsorcao do anti-soro do antigeno H das amostras HNT:

Para um volume do anti-soro diluido (1:50), igual volume de suspensdo foi
adicionado. A mistura foi incubada em banho termostatizado a 50°C por 1 hora e entio
centrifugada sob refrigeracdo. O anti-soro diluido foi entdo adicionado a um segundo
volume da suspensdo de antigeno H, reincubado por 1 hora em banho termostatizado e
entdo centrifugado (Ewing, 1986). O anti-soro H absorvido foi usado em testes de

aglutinacao.
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3.11: Analise da estrutura secundaria:
A sequéncia de aminodcidos foi obtida pelo programa MEGA e foi submetida ao

endereco eletronico de bioinformadtica estrutural: http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre para

verificar a similaridade com outras estruturas secunddrias ja descritas.
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IV-RESULTADOS
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RESULTADOS

4.1-Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR):

O gene fliC das 52 amostras de E. coli padrao para os antigenos H e das 20 amostras
de E. coli HNT, foi amplificado pelo iniciador FIliC(M) por PCR. Do mesmo modo, 50
amostras padrio para antigeno H e as 20 amostras de E. coli HNT foram amplificadas pelo
iniciador FliC(F). Alguns resultados das amplificagdes das amostras padrdes estdo
exemplificados nas Figuras 4 e 5. Na Tabela 6 estdo apresentados os tamanhos dos
produtos da PCR para as 53 amostras padrao.

As amostras com antigeno H padrdo resultaram em produtos de PCR que variaram
em tamanho molecular de 925pb a 2635pb utilizando o iniciador FliC(M), e de 1080 a 2850
pb utilizando o iniciador FliC(F).

O fliC do antigeno H53 ndo foi amplificado pelos iniciadores propostos por
Machado et al (2000) e as amostras H17, H25 e H53 ndo foram amplificadas utilizando os
iniciadores propostos por Fields et al., 1997.

As amostras com antigeno HNT, quando utilizado o iniciador FliC(M), resultaram
em produtos de PCR que variaram em tamanho molecular de 1180pb a 2605pb e de 1300 a

2690pb quando utilizado o iniciador FliC(F) (Figuras 6 e 7, Tabela 7).
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Figura 4: Perfil eletroforético em gel de agarose a 1,5% das amostras de E. coli padrdo
para antigeno H, utilizando o iniciador FliC(M). PM1: Padrdo de peso molecular de 100 pb
(Fermentas); PM2: Padrao de peso molecular de 1 Kb (Fermentas); Linha 1: E. coli H1;
Linha 2: E. coli H2; Linha 3: E. coli H3; Linha 4: E. coli H4; Linha 5: E. coli H5; Linha 6:
E. coli H6; Linha 7: E. coli H7; Linha 8: E. coli H8; Linha 9: E. coli H9; Linha 10: E. coli
H10.

Figura 5: Perfil eletroforético em gel de agarose a 1,5% das amostras de E. coli padrdo
para antigeno H, utilizando o iniciador FliC(F). PM2: Padrao de peso molecular de 1 Kb;
Linha 1: E. coli H1; Linha 2: E. coli H2; Linha 3: E. coli H3; Linha 4: E. coli H5; Linha 5:
E. coli H6; Linha 6: E. coli H7; Linha 7: E. coli H8; Linha 8: E. coli H9; Linha 9: E. coli
H10; Linha 10: E. coli H11; Linhal 1: E. coli H12.
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Tabela 6: Tamanhos dos produtos da PCR para os antigenos H de E. coli padrao (H1 a
HS56), utilizando os iniciadores Flic(M) e FliC(F).

Antigeno H FLiC(M) FLiC(F)
(pb) (pb)
H1 1400 1260
H2 1650 1450
H3 1540 1500
H4 980 1180
H5 1345 1290
H6 1280 1300
H7 1290 1260
H8 1520 1480
H9 2030 1970
H10 1250 1260
H11 1545 1450
H12 1705 1745
H14 1280 2035
H15 1730 1630
Hl16 1590 1610
H17 950 -*
H18 1260 1630
H19 1245 1250
H20 1870 1800
H21 1325 1300
H23 1200 1330
H24 1800 1750
H25 1280 -
H26 1820 1635
H27 1330 1230
H28 1250 1195
H29 1355 1240
H30 1800 1730
H31 1255 1250
H32 1760 1690
H33 1150 1290
H34 1650 1665
H35 1420 1425
H36 2635 2850
H37 1770 1650
H38 1170 1375
H39 1300 1225
H40 1595 1530
H41 1770 1670
H42 1245 1290
H43 1575 1510
H44 925 1080
H45 1750 1730
H46 1800 1710
H47 1540 1510
H48 1565 1470
H49 1640 1680
H51 1770 1790
H52 1200 1350
H53 =¥ -k
H54 1900 1770
H55 1250 1300
H56 1290 1300

* - ndo houve reacdo positiva.
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Figura 6: Perfil eletroforético em gel de agarose 1,5% das amostras de E. coli com
antigeno H nao-tipavel, utilizando o iniciador FliC(M). PM2: Padriao de peso molecular de
1 Kb; Linhal: E. coli VTH-115 (1C); Linha 2: E. coli VTH-110 (2C); Linha 3: E. coli
VTH-118 (3C); Linha 4: E. coli 28011a (4C); Linha 5: E. coli 33141a (5C); Linha 6: E.
coli 46103b (6C); Linha 7: E. coli 40478b (7C); Linha 8: E. coli 48629¢(2)(9C).

Figura 7: Perfil eletroforético em gel de agarose 1,5% das amostras de E. coli com
antigeno H ndo-tipavel, utilizando os iniciadores FliC(F). PM2: Padrao de peso molecular
de 1 Kb; Linhal: E. coli VTH-115 (1C); Linha 2: E. coli VTH-110 (2C); Linha 3: E. coli
VTH-118 (3C); Linha 4: E. coli 28011a (4C); Linha 5: E. coli 33141a (5C); Linha 6: E. coli
46103b (6C); Linha 7: E. coli 40478b (7C); Linha 8: E. coli 48629¢(2)(9C).
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Tabela 7 - Tamanho molecular do gene fliC em pares de base (pb) das amostras
de E. coli HNT de origem humana, obtidos pela PCR:

N° Codigo Original fliC(M) fliC(F)
(pb) (pb)
1C VTH 15 1360 1420
2C VTH 110 1390 1470
3C VTH 118 1410 1430
4C 28011a 1395 1470
5C 33141a 1350 1445
6C 46103B 1180 1300
7C 40478B 1625 1790
8C 48629c¢(1) 1695 1740
9C 48629c(2) 1620 1670
2A 01-03443 1955 2050
3A 00-04915 1460 1495
5A 00-04447 1590 1660
7A 00-08242 1660 1720
SA 00-03034 1710 1785
9A 00-07153 1550 1775
10A 00-00848 1665 1725
11A 00-05951 1630 1500
13A 00-08712 1460 1555
14A 99-01406 2605 2690
15A 00-09775 1630 1720

4.2 - Andlise da Digestao Enzimatica:

ApOs a digestdo enzimdtica do produto da amplificacdo do gene fIiC, utilizando os
iniciadores FliC(M) e a enzima Hhal, verificamos que os antigenos padroes H3 e H8; H6,
H10, H19 e H27; H11 e H47; H23 e H43; H28 e H42; H55 e H56, apresentaram perfis de
restri¢ao semelhantes (Figura 8, Tabela 8).

Denominamos o perfil de restricdo da amostra H1 de P1, H2 de P2 e assim
sucessivamente. Aquela amostra que apresentou perfil de restricio semelhante fora
denominada com a designagdo do perfil original, por exemplo: H3-P3, H8-P3, H6-P6, H10-

P6, H19-P6.
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Figura 8: Perfil eletroforético da digestio dos amplicons obtidos com os iniciadores
fliC(M) com a enzima Hhal, nas amostras de E. coli H padrdo, gerado pelo programa
GELCOMPAR II. PM50 pb — padrao de peso molecular de 50 pb (Invitrogen); dig —
digerido.
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Quando utilizados os iniciadores fliC(F) e a enzima Rsal foi observado que as
amostras padrao H1, H28 e H31; H3 e HS; H2, H30 e H35; H9 e H14; H11 e H47; H7, H19
e H27; H55 e H56; quando analisadas através do programa Gel Compar II, apresentaram
perfis de restri¢do similares, (cabe ressaltar que baseando-se em Machado et al (2000), dois
fragmentos foram considerados idénticos quando seus tamanhos ndo diferiram mais que

3,5%). Os resultados estio apresentados na Figura 9 e Tabela 8.
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Figura 9: Perfil eletroforético da digestdo dos amplicons obtidos com os iniciadores fliC(F)
com a enzima Rsal, nas amostras de E. coli H padrio, gerado pelo programa
GELCOMPAR II. PM100 pb - padrio de peso molecular de 100 pb; dig — digerido.
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Tabela 8: Resultados do polimorfismo da PCR-RFLP, utilizando os iniciadores FliC(M) e
Flic(F) para as amostras de E. coli padrio.

Antigeno PCR - RFLP (Hhal) Padrao Molecular PCR -RFLP (Rsal) em Padrao
H padrao em pb ™M) pb Molecular (F)

H1 285,195,170, 70 P1 630, 330, 310 P1

H2 1370, 180 P2 570, 410, 320, 120 P2
H3 360, 350, 150, 110 P3 720, 320, 290, 150 P3
H4 340, 285, 100, 60, 50 P4 440, 255, 230 P4
H5 770, 260, 160, 120 P5 1290 P5
H6 750, 150, 110, 70, 50 P6 565, 335, 320 P6
H7 790, 200, 150, 120, 105 P7 570, 340, 330 P7
HS8 360, 350, 150, 110 P3 710, 330, 295, 150 P3
H9 735,470,215, 120, 70 P8 1115, 315, 170 P8
H10 740, 160, 115, 70, 50 P6 540, 320, 310 P9
HI1 445, 435, 300, 220 P9 560, 300, 160 P10
HI2 655,410,230, 175, 120 P10 730, 410, 280, 160, 130 P11
Hl4 340, 245, 220, 110, 105, 60 P11 1115, 315,170 P8
H15 390, 360, 320, 215, 130 P12 440, 325, 300, 230, 95 P12
HI16 1220, 230, 140 P13 390, 330, 300, 150 P13
H17 355, 305, 110, 70 P14 -

HI8 660, 250 P15 760, 420, 150, 120, 95 P14
H19 750, 150, 110, 70, 50 P6 550, 335, 325 P7
H20 710, 420, 200, 110, 60 P16 385, 315, 300, 230, 200 P15
H21 720, 210, 110, 70, 55 P17 1275 P16
H23 460, 320, 210, 145, 105, 70 P18 680, 390, 350, 300, 130 P17
H24 540, 340, 195, 145, 135 P19 550, 440, 310, 275, 140 P18
H25 625, 195, 130, 125 P20 - -

H26 290, 260, 210, 180, 160, 130, 100 P21 860, 570, 150 P19
H27 740, 155, 110, 70, 50 P6 560, 340, 330 P7
H28 315, 235, 210, 110, 100, 80, 70 P22 620, 335, 320 Pl

H29 740, 280, 125, 80, 70 P23 380, 340, 310, 175, 110 P20
H30 410, 280, 240, 150, 115, 100, 85 P24 590, 420, 310, 120 P2
H31 380, 320, 285, 240, 215, 115, 65 P25 610, 320, 310 Pl

H32 430, 370, 300, 250, 210, 170, 130, P26 760, 525, 305 P21

80
H33 235,230,210, 105 P27 670, 420 P22
H34 670, 315, 160, 135 P28 640, 535, 415 P23
H35 1210, 220, 195 P29 570, 410, 310, 120 P2
H36 740, 595, 445, 305, 220 P30 690, 560, 290, 210, 150, 105 P24
H37 680, 270, 240 P31 840, 330, 230, 130 P25
H38 995, 130 P32 320, 180, 165, 150, 120 P26
H39 390, 250, 210, 170, 110, 105 P33 310, 280, 270, 210, 110, 90 P27
H40 380, 340, 195, 160 P34 315, 290, 250, 145, 85 P28
H41 570, 440, 160, 130 P35 430, 320, 300, 270, 215, 130 P29
H42 320, 235,210, 115, 70, 60 P22 640, 320, 310, 95 P30
H43 465, 320,215, 150, 115,75 P18 390, 350, 300, 290, 130 P31
H44 335, 315, 275, 250, 190, 110, 70 P36 710, 610, 500, 300, 90 P32
H45 455,410, 260, 250, 115 P37 430, 380, 315, 215, 140, 130, P33
110
H46 400, 310, 215, 180, 110, 80 P38 460, 315, 300, 250, 200, 105 P34
H47 445, 430, 300, 230 P9 575, 300, 155 P10
H48 515,290, 210, 125, 100 P39 630, 470, 290, 95 P35
H49 540, 350, 200, 150, 130 P40 410, 310, 290, 260, 210, 130, P36
70

H51 1000, 250, 205, 105 P41 360, 310, 270, 210, 150, 115 P37
H52 335,260, 220, 140 P42 695, 375, 180, 90 P38
H53 - - - -

H54 525, 330,275, 165, 115, 110 P43 780, 315, 255, 200, 145, 115 P39
HS55 440, 235, 165, 130, 80, 60 P44 900, 305, 105 P40
H56 440, 230, 160, 125, 80, 60 P44 900, 305, 105 P40

F-Fields
M-Machado
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Os resultados das digestdes enzimadticas das vinte amostras HNT amplificadas com
os iniciadores Flic(M) e Flic(F) pela PCR, e digeridos pelas enzimas de restricio Hhal e

Rsal, estao demonstrados na Tabela 9 e nas Figuras 10e 11.
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Figura 10: Perfil eletroforético do produto da digestdo de Hhal, dos amplicons obtidos
com os iniciadores fliC(M), nas amostras de E. coli HNT, gerado pelo programa
GELCOMPAR II. PM50 pb — padrao de peso molecular de 50 pb (Invitrogen); dig —
digerido.
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Figura 11: Perfil eletroforético do produto da digestao de Rsal, dos amplicons obtidos com
os iniciadores fliC(F), nas amostras de E. coli HNT, gerado pelo programa GELCOMPAR
II. PM100 pb — padrao de peso molecular de 100 pb; dig — digerido.

Utilizando o programa GEL COMPAR 11, os perfis de restricdo obtidos na digestao
enzimdtica com a endonuclease Hhal das amostras de E. coli HNT foram comparados com
aqueles observados nas amostras de E. coli padrdo. Sete amostras de E. coli HNT
apresentaram perfis de restricdo semelhantes aos observados nas amostras de E. coli padriao

(Tabela 9; Figura 12). J4 a digestdo com a endonuclease Rsal, permitiu a identificacdo de

oito perfis de restricdo semelhantes (Tabela 9, Figura 13).
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Tabela 9: Resultados do polimorfismo da PCR-RFLP, utilizando os iniciadores FliC(M) e
Flic(F) nas amostras de E. coli HNT:

PCR-RFLP utilizando FliC(M)

PCR-RFLP utilizando FliC(F)

E.coi PCR-RFLP (Hhal) rFadrde = Tamanho = pep ppyp ey Fadrde - Tamanho
HNT em pb Molecular mol_ecular de em pb Molecular mo_lecular de
(M) fliC (pb) (F) fliC em pb
1C 895, 295, 220 - 1360 595, 520, 375, 320, - 1420
285, 230, 140
2C 1305, 220 P2 1390 560, 410, 320, 125 P2 1470
3C 445,435, 315, 220 P9 1410 565, 290, 150 P10 1430
4C 1350, 180 P2 1395 565, 400, 315, 130 P2 1470
5C 875, 360, 285, 260, - 1350 310, 260, 185, 150, 105 - 1445
210, 170, 150, 110
6C 735,210, 115 - 1180 1320 - 1300
7C 615, 430, 370, 120 - 1625 415, 280, 230, 190, 95 - 1790
8C 1005, 260, 210, 100 P41 1695 335,290, 250, 240, - 1740
190, 130, 105
9C 1040, 350, 120 - 1620 570, 440, 420, 235, 180 - 1670
2A 760, 480, 215, 130 - 1955 1100, 320, 170, P8 2050
3A 260, 210, 180, 160, - 1460 315,270, 170, 150, 105 - 1495
115,85
5A 690, 310, 250, 110 - 1590 645,570, 420 - 1660
TA 710, 425,210 - 1660 580, 375, 310, 290, - 1720
225,185
8A 645, 400, 225, 165, P10 1710 715,430, 300, 175, 145 P11 1785
120
9A 635, 400, 215, 165, P10 1550 420, 355, 320, 240, - 1775
115 205, 130
10A 650, 380, 250, 215, - 1665 560, 420, 320, 125 P2 1725
165, 120, 85, 65, 50
11A 615, 375, 205, 155, 95, - 1630 560, 420, 330, 135 P2 1500
60, 50
13A 1350, 180 P13 1460 375, 325, 295, 140 P13 1555
14A 720, 435, 380, 290, - 2065 1005, 550, 310 - 2690
220 280, 140
15A 625, 350, 205, 105 - 1630 555, 520, 370, 250, 135 - 1720

-: sem semelhanca
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Figura 12: Resultado da andlise de similaridade entre os produtos da digestdao dos
amplicons das amostras de E. coli padrao e E. coli HNT, obtidos com os iniciadores
FliC(M) e com a enzima Hhal, gerado pelo programa GEL COMPAR II. PM100 pb —
padrdo de peso molecular de 100 pb (Fermentas); dig — digerido.
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Figura 13: Resultado da andlise de similaridade entre os produtos da digestdo dos
amplicons das amostras de E. coli padrao e E. coli HNT, obtidos com os iniciadores
FliC(F) e com a enzima Rsal, gerado pelo programa GEL COMPAR II. PM100 pb —
padrao de peso molecular de 100 pb (Fermentas); dig — digerido.
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4.3 - PCR dos genes de variacao de fase:

Ap6s a validagdo dos testes de PCR, onde foram utilizadas as amostras padroes H3,
H53 e H54 para padronizacdo dos genes de variacdo de fase: fljA (repressor), flkA e flmA
(flagelina) respectivamente, foi realizada a PCR de todas as vinte amostras HNT. Neste

estudo todas as amostras HNT foram negativas para os genes associados a variacao de fase.

4.4 - Sorologia:

Todos os antigenos das amostras HNT (2C, 3C, 4C, 8C, 2A, 8A, 9A, 10A, 11A,
13A), que apresentaram perfis de restricdo semelhantes aqueles encontrados nas amostras H
padrdo, foram titulados frente os respectivos anti-soros padrdes. Ndao foram observadas
reacOes positivas em tais ensaios.

As amostras de E. coli HNT (1C, 5C, 6C, 7C, 9C, 3A, 5A, 7A, 14A, 15A) em que
nao foram encontrados perfis de restricdo semelhantes aos perfis de restricdo das amostras
de E. coli padrio e, as amostras de E. coli HNT (2C, 3C, 4C, 8C, 2A, 8A, 9A, 10A, 11A,
13A) que apresentaram um perfil de restricdo semelhante aqueles das amostras padrdo, mas
foram negativas nos testes soroldgicos, foram selecionadas para a obteng¢do dos anti-soros.

Os anti-soros foram titulados frente a seus respectivos antigenos homologos (Tabela

10).
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Tabela 10: Resultado da titulagdo dos anti-soros de E. coli HNT frente ao seu antigeno

homologo:
N° da Titulo frente ao antigeno N° da Titulo frente ao
amostra homdlogo amostra antigeno homdlogo

1C >12.800 2A >12.800

2C NR 3A >12.800

3C >12.800 5A >12.800

4C NO 7A >3.200

5C >12.800 8A >12.800

6C NO 9A >12.800

7C NR 10A >12.800

8C >12.800 11A NO

9C >12.800 13A >12.800
14A NR
15A >12.800

NR: Nao reagiu contra o antigeno homdélogo
NO: Nao obtido

Posteriormente, os anti-soros produzidos com as amostras de E. coli HNT foram
titulados frente aos 53 antigenos flagelares padrao. Apesar dos antigenos das amostras HNT
ndo terem reagido com os soros padrdes, os anti-soros das E. coli HNT reagiram com
alguns antigenos flagelares padrdes. Os resultados desses ensaios s@ao mostrados na tabela
11. O anti-soro da amostra 1C reagiu com o antigeno H11 (Titulo 1:6400), o anti-soro da
amostra 2C reagiu com o antigeno H2 (Titulo 1: 12800), o anti-soro da amostra 3C reagiu
com o antigeno padrao HI11 (titulo 1:12.800), o anti-soro da amostra 2A reagiu com o
antigeno padrao H9 (Titulo 1:12800), o anti-soro da amostra 8A reagiu com o antigeno
padrao H12 (Titulo 1:12800), o anti-soro da amostra 10A reagiu com o antigeno padrdo

H30 (Titulo 1:12800), o anti-soro da amostra 13A reagiu com o antigeno padrao H16
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(Titulo 1:12800).

A amostra 1C ndo apresentou similaridade com o antigeno H11 através da PCR-
RFLP. Ja as amostras 2C, 3C, 8A, apresentaram similaridade através da PCR-RFLP, apenas
com estes antigenos que reagiram na sorologia. As amostras 3A, 10A, 13A, apresentaram
similaridade com dois antigenos através da PCR-RFLP, porém na sorologia elas foram
positivas para apenas um destes (Tabela 11).

Tabela 11: Resultados da PCR-RFLP e da sorologia obtidos entre as amostras de E. coli
HNT e E. coli padrao:

Amostras PCR-RFLP PCR-RFLP Titulo dos anti-soros das amostras HNT

FLiC(M) FLiC(F) frente os antigenos padroes

1C - - NR

2C P2 P2 H2 (1:12800)
3C P9 P10 HI11 (1:12800)
5C - - NR

7C - - NR

8C P41 - NR

9C - - NR

2A - P8 HO (1:12800)
3A - - NR

5A - - NR

TA - - NR

8A P10 P11 H12 (1:12800)
9A P10 - NR

10A - P2 H30 (1:12800)
13A P13 P13 H16 (1:12800)
14A - - NR

15A - - NR

- : Resultado negativo para PCR-RFLP (ndo houve similaridade com o antigeno padrio).

NR: Nao houve reacdo do anti-soro das amostras HNT com nenhum antigeno padrao.
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Posteriormente, estes anti-soros foram titulados frente aos vinte antigenos de E. coli
HNT estudados. O anti-soro da amostra 1C reagiu com o antigeno 5C (Titulo 1:6400) e
vice-versa. O anti-soro da amostra 2C reagiu com os antigenos 4C e 11A (Titulo 1:12800).
Este resultado era esperado, uma vez que os antigenos 2C, 4C e 11A apresentaram o
mesmo perfil de restricdo. O anti-soro da amostra 8C reagiu com o antigeno 9C (Titulo
1:12800) e vice-versa. O anti-soro da amostra 9A reagiu com o antigeno da amostra 15A
(Titulo 1:12800) e o anti-soro da amostra 10A reagiu com o antigeno da amostra 14A
(Titulo 1:12800). Os resultados sdo apresentados na tabela 12.

Todos os anti-soros que apresentaram reacOes cruzadas foram absorvidos. Nos
testes de titulagdo, realizados apds o processo de absor¢do, os anti-soros ja nao
apresentavam reagdes cruzadas, porém o titulo do anti-soro contra seu homoélogo ficou

abaixo de 1:100.
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Tabela 12: Resultados da titulacdo dos anti-soros de E. coli HNT frente aos 20 antigenos
das amostras de E. coli HNT:

N° Titulo frente antigeno HNT | N° Titulo frente antigeno HNT
1C 5C: >6400 2A -
2C 4C/11A: >12800 3A -
3C - 5A -
5C 1C: >12800 7A -
7C - 8A -
8C 9C:>12800 9A 15A:>12800
9C 8C: >12800 10A 14A: >12.800
13A -
14A -
15A -

-:Reacdo negativa

4.5 - Sequenciamento:

Para a leitura das reacdes de sequenciamento foi utilizado o sequenciador
MegaBace 1000 (GE Health Care) do Laboratério de Gendmica e Biologia Molecular
Bacteriana, sob supervisdo do Prof. Dr. Marcelo Brocchi do Departamento de Genética,
Evolucdo e Bioagentes, IB/Unicamp.

Todas as amostras de E. coli HNT que nao apresentaram perfil de restricdo
semelhante aos das amostras padrdo e as amostras HNT que apresentaram perfil de
restricdo semelhante aqueles das amostras padrdo, mas foram negativas nos ensaios
soroldgicos, foram selecionadas para o sequenciamento de DNA.

Quando utilizamos a técnica de sequenciamento “primer walking” ou “cromossomo
walking”, ndo foram obtidos resultados aproveitiveis na leitura dos fragmentos
sequenciados. Em algumas amostras, o sequenciamento dos fragmentos de DNA ndo
iniciava-se e, em outras reacdes, o numero de bases nitrogenadas sequenciadas foi muito

baixo. Das amostras estudadas, apenas as amostras 3A e 1C proporcionaram uma boa
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leitura dos primeiros 500pb iniciais do gene fliC através desta técnica, porém, foram
necessdrias aproximadamente cinco repeticdes de cada amostra para a obtencdo de
resultados de boa qualidade.

Paralelamente, clonamos o gene fliC no vetor de clonagem pGEM-Teasy
(Promega). Primeiramente, tentamos sequenciar diretamente os plasmidios utilizando tanto
os iniciadores propostos por Fields et al. (1997), quanto os iniciadores T7 e M13, porém,
ndo obtivemos uma boa qualidade nos resultados do sequenciamento. Em seguida, fizemos
a PCR utilizando os plasmidios das E. coli HNT como DNA molde e os iniciadores T7 e
M13. Quando este produto da PCR foi utilizado na rea¢do de sequenciamento, obtivemos
qualidade acima de 97% no sequenciamento.

Para a montagem dos contigs foi utilizado o programa Phred/ Phrap/Consed, sob
orientagdo de Marcelo Falsarella Carazzolle, do Laboratério de Gendmica e Expressao
(DGE-IB-Unicamp).

As sequéncias génicas obtidas na reacdo de sequenciamento foram comparadas aos
diferentes genes de fliC armazenados no banco de dados do NCBI através do sistema
BLAST. O programa ClustalW foi utilizado para alinhamento das sequéncias. O software
BLASTx é uma excelente ferramenta para tentar a identificacdo de proteinas homoélogas
em uma regido codante de nucleotideos, além de combinar todos os seis frames de leitura.
A sequéncia completa do gene fliC das amostras de E. coli HNT estudadas e os resultados

obtidos pelo sistema BLASTx estdo descritos abaixo.

4.5.1: Amostra 1C (VTH-15)
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O sequenciamento da amostra 1C (VTH-15) resultou em uma sequéncia de 1541

pb. Os dois fragmentos em negrito demonstram o local de alinhamentos dos iniciadores
FliC(F).

GCGAATCACTAGTGATTCTAACCCTGCAGCAGAGACAGTACGTTCTGCGTGG
TCTGGTTAGCCTGTGCCAGAACAGAGGTACCCGCTTGTTGCAGGATCTGCGCAC
GAGACATGTTAGACACTTCGATCGCGTAGTCAGCATCTTCGATACGGCTACGG
GCAGAAGACAGGTTGTTTACGGTGTTGCCAAGGTTGGTGATGGCAGAGTCGAA
ACGGTTTTGTACTGCACCGAGGTCAGAACGCAGATTGTCAACTTTAGCCAATGC
TTTGTCGATAGTTTCGAGCGGGTTGGTGGTAGATTGCAACGATTTTGCTGCATC
TTCGTTTACCAGAATCGGGCTACCACCTTCTGATTTGCTCAGATACATGACTTT
ATTGTTACCAGAAGCAGTCTCCGTTATCGTTTTACCATCTGCACTAACATCGTA
AGTTGCACCGTTAACAACTAACGTGCTTCCTGTTTTCTTGGCAGCGTTCAGATC
AAGATCAGATAGTGTCGCTGCTTTATTTTCAACTTTTGTTGCAGTCAATTGCCCT
GCACTATTTTTGTATAGGGCTGTCGTAGGGGCAACGGTTGCACTAGTACCTGAT
GTATCAGTACTCCCCGAAATAGTGAATTCAACAGCCTTACCATCAACATTGGCG
GTTAATTTACCATTACCTTTGGCATCTATAGCGACAGTGCCGGTATTTGTAAAT
TCGATACCTTCGTAGACAATCTTATTCCCTTGAGCTAAATCTTTAGCAGCCACT
GCAAGCTTAGTTGCATCAATCTTGAATTGAGTATCACTGCTGGTCGTAAGTGAA
CCATCCGCAGTACTCACATAAACTTGTTTGCCATCTTTATCCTGTACTACGCCAC
TATCTACATTAACAGTATAGTTATCAGTACCGTTAATTTGATAATTATCAGTAC
CTGTCGCTTTAAATTTAGAAATCAGGTCACTGCCGGTTGCTTTCTGCGCGCCAT
CGATATTAAAACCGTCCAGGCCGAGAGTTTTCGCATCAATTTTTGCCAGATTGA
TAGTGATGGTTTCACCATCATTAGCACCAACCTGAATTTTCATTTCATTATTTTC
AGCAAGGACTTTCACGCCGTTAAACTGAGTTTGCTCAGATACACGGTCAATTTC
TTCCAGACGTTGAGTAATTTCAGCCTGGATAGAAGAAAGATCGCTGTCAGAGT
TAGTACCGTTAGTTGCCTGAACAGAAAGTTCACGAATACGCTGCAGGTTGTTGT
TAATTTCATTCAGCGCACCTTCAGTGGTCTGCGCAACAGAAATACCATCATTCG
CGTTACGGGAAGCCTGAGTCAGACCTTTAATATTTGCTGTAAAACGGTTAGCAA
TCGCCTGACCTGCTGCGTCATCTTTAGCACTGTTAATACGCAGGCCAGAAGAGA
GACGTTCAATGGCGGAGCTCAGAGAAGACTGAGATTTGTTCAGGTTATTCTGG
GATCAACAGCGACAGGCTGTTGGGTATTAATGACTTGTGCCATAATCGATTC
CCGCGCCGACACGTGTGTGTGCCGTCGGCCGCCG

Através do BLASTn, foi observado que a sequéncia nucleotidica da amostra 1C
apresentava 99% de similaridade com o antigeno H21, logo, foram escolhidas quatro
sequéncias nucleotidicas do gene fliC do antigeno H21 depositadas com os n° de acessos:
DQ459008, AY337484, AY250004, AF517663, para serem analisadas com a sequéncia

nucleotidica obtida da amostra 1C através do programa ClustalW. Segue abaixo o resultado
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da andlise do Clustal W, sendo que as sequéncias de 1-4 foram numeradas de acordo com as

sequéncias dos numeros de acessos descritos acima. A sequéncia de n° 5 € da amostra 1C.

seql_
seqd_
seq3_
seq5_
seq2_

seql_
seqd_
seq3_
seq5_
seq2_

seql_
seq4_
seq3_
seqb5_
seq2_

seql_
seqd_
seq3_
seq5_
seq2_

seql_
seqd_
seq3_
seqb5_
seq2_

seql_
seqd_
seq3_
seqb5_
seq2_

seql_
seq4_
seq3_
seq5_
seq2_

seql_
seqd_
seq3_
seq5_
seq2_

(CGGOGGCCGACGRCACACACACGT GTCGGCGOGGGAAT CGATTATGGCACAAGTCATTAA
------------------------------------------- ATGGCACAAGTCATTAA

ATACAAACAGCCTGTCGCTGT TGA- CCCAGAATAACCTGAACAAATCTCAGTCTTCTCTG
--------------------------------------------- TCTCAGTCTTCTCTG
--------------------------------------- AACAAATCTCAGICTTCTCTG
TACCCAACAGCCTGT CGCTGT TGATCCCAGAATAACCTGAACAAATCTCAGTCTTCTCTG
TA- CCAACACGCCTGT CGCTGT TGA- CCCAGAATAACCTGAACAAATCTCAGTCTTCTCTT

kkhkkkkkkkkkhkhkk*kx

AGCTCCGCCATTGAACGT CTCTCTTCTGGCCTGCGTATTAACAGT GCTAAAGAT GACGCA
AGCTCCGCCATTGAACGT CTCTCTTCTGGCCTGCGT AT TAACAGT GCTAAAGAT GACGCA
AGCTCCGCCATTGAACGT CTCTCTTCTGGCCTGCGTATTAACAGT GCTAAAGATGACCGCA
AGCTCCGCCATTGAACGT CTCTCTTCTGGCCTGCGTATTAACAGT GCTAAAGAT GACGCA
AGCTCTGCTATTGAGCGT CTGTCTTCTGGT CTGCGT AT TAACAGCGCAAAAGACGATGCA

kkhkkkhkk *kk F*hkkhkkk khkkhkhkk *hkkhkhkkkhkkhkk Fhkhkkkhkkhkhkkdkhkkhkhkkhkk kk *hkkkk kk *kk

GCAGGT CAGGCGATTGCTAACCGT TTTACAGCAAATATTAAAGGTCTGACTCAGGCTTCC
GCAGGT CAGGCGATTGCTAACCGT TTTACAGCAAATATTAAAGGTCTGACTCAGGCTTCC
GCAGGTCAGGCGATTGCTAACCGT TTTACAGCAAATATTAAAGGTCTGACTCAGGCTTCC
GCAGGT CAGGCGATTGCTAACCGT TTTACAGCAAATATTAAAGGTCTGACTCAGGCTTCC
GCAGGTCAGGCGATTGCTAACCGT TTTACGGCAAATATTAAAGG - - - - - - CAGGECTTCC

kkkkhkkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkd*x *hkkhkkhkhkrhkkkk* kkkkkkkk*k

CGTAACGCGAATGATGGTATTTCTGT TGCGCAGACCACT GAAGGT GCGCTGAATGAAAT T
CGTAACGCGAATGATGGTATTTCTGT TGCGCAGACCACT GAAGGT GCCCTGAATGAAAT T
CGTAACGCGAATGATGGTATTTCTGT TGCGCAGACCACT GAAGGT GCGCTGAATGAAAT T
CGTAACGCGAATGATGGTATTTCTGT TGCGCAGACCACT GAAGGT GCGCTGAATGAAAT T
CGTAACGCGAATGATGGTATTTCTGT TGCGCAGACCACT GAAGGT GCGCTGAATGAAAT T

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhdhkhhhkhhkhhhkhdhhhkhhkhhhhhhhkhhhkdhhhhkhkhkhhhhkrhkxx*x

AACAACAACCT GCAGCGTATTCGTGAACT TTCTGT TCAGGCAACTAACGGTACTAACTCT
AACAACAACCT GCAGCGTATTCGTGAACT TTCTGT TCAGGCAACTAACGGTACTAACTCT
AACAACAACCT GCAGCGTATTCGTGAACT TTCTGT TCAGGCAACTAACGGTACTAACTCT
AACAACAACCT GCAGCGTATTCGTGAACT TTCTGT TCAGGCAACTAACGGTACTAACTCT
AACAACAACCT GCAGCGTATTCGTGAACT TTCTGT TCAGGCAGCTAACGGTACTAACTCT

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhhhkhkhkhhhkhkhhhhkhhkhhkhhhhhkhkkx * k khkhkdkkh kk khhkx*x*x

GACAGCGATCTTTCTTCTATCCAGGCTGAAATTACT CAACGT CTGGAAGAAAT TGACCGT
GACAGCGATCTTTCTTCTATCCAGGCTGAAATTACT CAACGT CTGGAAGAAAT TGACCGT
GACAGCGATCTTTCTTCTATCCAGGCTGAAATTACT CAACGT CTGGAAGAAAT TGACCGT
GACAGCGATCTTTCTTCTATCCAGGCTGAAATTACT CAACGT CTGGAAGAAAT TGACCGT
GACAGCGATCTTTCTTCTATCCAGGCTGAAATTACT CAACGT CTGGAAGAAAT TGACCGT
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GTATCTGAGCAAACT CAGT TTAACGGCGT GAAAGT CCTTGCTGAAAATAATGAAATGAAA
GTATCTGAGCAAACT CAGT TTAACGGCGT GAAAGT CCTTGCTGAAAATAATGAAATGAAA
GTATCTGAGCAAACT CAGT TTAACGGCGT GAAAGT CCTTGCTGAAAATAATGAAATGAAA
GTATCTGAGCAAACT CAGT TTAACGGCGT GAAAGT CCTTGCTGAAAATAATGAAATGAAA
GTATCTGAGCAAACT CAGT TTAACGGCGT GAAAGT CCTTGCTGAAAATAATGAAATGAAA
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17

63
15

120
75

123

81
180
135

183
135
141
240
188

243
195
201
300
248

303
255
261
360
308

363
315
321
420
368

423
375
381
480
428
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ATTCAGGT TGGTGCTAATGATGGTGAAACCATCACTATCAATCTGCCAAAAATTGATCCG
ATTCAGGT TGGTGCTAATGATGGTGAAACCATCACTATCAATCTGCCAAAAATTGATCCG
ATTCAGGT TGGTGCTAATGATGGT GAAACCATCACTATCAATCTGGCAAAAATTGATGCG
ATTCAGGTI TGGTGCTAATGATGGTGAAACCATCACTATCAATCTGGCAAAAATTGATCCG
ATTCAGGT TGGTGCTAATGATGGTGAAACCATCACTATCAATCTGGCAAAAATTGATGCG

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhhkhkhhkhkhkhhhkhkhhhkhkhhkhhhhhhhkhhhkdhhhhkhkhkhhdhkrhkkx*x

AAAACT CTCGGCCTGGACGGT TTTAATAT CGAT GGCGCGCAGAAAGCAACCGGECAGTGAC
AAAACT CTCGGCCTGGACGGT TTTAATAT CGAT GGCGCGCAGAAAGCAACCGGECAGTGAC
AAAACT CTCGGCCTGGACGGT TTTAATAT CGAT GGCGCGCAGAAAGCAACCGGECAGTGAC
AAAACT CTCGCGCCTGGACGGT TTTAATAT CGAT GGCGCGCAGAAAGCAACCGGECAGTGAC
AAAACT CTCGGCCTGGACGGT TTTAATAT CGAT GGCGCGCAGAAAGCAACCGGECAGTGAC

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkkhkhhkhkhkhhhkhkhkhhhkhhhhkhkhhkhhkhhhhhkhhhkdhhhhkhhhhhhkhkrhkxx*x

CTGATTTCTAAATTTAAAGCGACAGGTACT GATAATTATCAAATTAACGGTACTGATAAC
CTGATTTCTAAATTTAAAGCGACAGGTACT GATAATTATCAAATTAACGGTACTGATAAC
CTGATTTCTAAATTTAAAGCGACAGGTACT GATAATTATCAAATTAACGGTACTGATAAC
CTGATTTCTAAATTTAAAGCGACAGGTACT GATAATTATCAAATTAACGGTACTGATAAC
CTGATTTCTAAATTTAAAGCGACAGGTACT GATAATTATCAAATTAACGGTACTGATAAC

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhhhkhkhhhkhkhhkhhkhhkhhkhhhdhkhkhhkhhhkhhhkhkrhkxx*x

TATACTGI TAATGTAGATAGT GGCGTAGT ACAGGATAAAGATGGCAAACAAGT TTATGTG
TATACTGI TAATGTAGATAGT GGCGTAGT ACAGGATAAAGATGGCAAACAAGT TTATGT G
TATACTGI TAATGTAGATAGT GGCGTAGT ACAGGATAAAGATGGCAAACAAGT TTATGT G
TATACTGI TAATGTAGATAGT GGCGTAGT ACAGGATAAAGATGGCAAACAAGT TTATGTG
TATACTGI TAATGTAGATAGT GGAGTAGT ACAGGATAAAGATGGCAAACAAGT TTATGT G
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AGTACTGCGGATGGT TCACT TACGACCAGCAGT GATACTCAATTCAAGAT TGATGCAACT
AGTACTGCGGATGGT TCACT TACGACCAGCAGT GATACTCAATTCAAGATTGATGCAACT
AGTACTGCGGATGGT TCACT TACGACCAGCAGT GATACTCAATTCAAGAT TGATGCAACT
AGTACTGCGGATGGT TCACT TACGACCAGCAGT GATACTCAATTCAAGAT TGATGCAACT
AGT GCTGCGGATGGT TCACT TACGACCAGCAGT GATACTCAATTCAAGATTGATGCAACT

kkk khkhkkhkkhkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhhhkhdhhhkhhkhhhhhhhkhhhdhhhhkrhhkhhhkdkrhkxx*x

AAGCTTGCAGT GCCTGCTAAAGAT TTAGCT CAAGGGAATAAGATTGTCTACGAAGGTATC
AACGCTTGCAGT GGCTGCTAAAGATTTAGCT CAAGGGAATAAGATTGTCTACGAAGGTATC
AAGCTTGCAGT GCCTGCTAAAGAT T TAGCT CAAGGGAATAAGATTGTCTACGAAGGTATC
AAGCTTGCAGT GCCTGCTAAAGAT T TAGCT CAAGGGAATAAGATTGTCTACGAAGGTATC
AACGCTTGCAGT GGCTGCTAAAGATTTAGCT CAAGGTAATAAGATTGT CTACGAAGGTATC

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhhkhhhkhkhkhkhhkhkhhhhkhhkhd, *hhkhkhhkhkhkhhkhkhkhhhk rhkx*x*x

GAATTTACAAATACCGGCACT GTCGCTATAGAT GCCAAAGGTAATGGTAAATTAACCCCC
GAATTTACAAATACCGGCACT GT CGCTATAGAT GCCAAAGGTAATGGTAAATTAACCGCC
GAATTTACAAATACCGGCACT GT CGCTATAGAT GCCAAAGGTAATGGTAAATTAACCCCC
GAATTTACAAATACCGGCACT GT CGCTATAGAT GCCAAAGGTAATGGTAAATTAACCGCC
GAATTTACAAAAACCGGCACT GGCGCTATAACT GCCACAGGTAATGGTAAATTAACCGCC

kkhkkkhkkkhkhkkhkhkkdkx *kkhkhkkhkhkdkhkkhk*x *hkkkkk*%x Rk S S O R

AATGTTGATGGTAAGGCTGT TGAATTCACTATTTCGCCGAGTACT GATACATCAGGTACT
AATGTTGATGGTAAGGCTGT TGAATTCACTATTCCGGCGAGTACT GATACATCAGATACT
AATGT TGATGGTAAGGCTGT TGAATTCACTATTTCGGGGAGTACT GATACATCAGGTACT
AATGTTGATGGTAAGGCTGT TGAATTCACTATTTCGCCGAGTACT GATACATCAGGTACT
AATGTTGATGGTAAGGCTGT TGAATTCACTATTTCGCCGAGTACT GATACATCAGGTACT

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhhhhhkhkhhhhkhhkhhhkhd, , khhdkhkhkhddhhhhkkxkkkk *x* *x **k*x%

AGT GCAACCGT TGCCCCTACGACAGCCCTATACAAAAATAGT GCAGGGCAATTGACTGCA
AGT GCAACCGT TGCCCCTACGACAGCCCTATACAAAAATAGT GCAGGGCAATTGACTGCA
AGT GCAACCGT TGCCCCTACGACAGCCCTATACAAAAAT AGT GCAGGCCAATTGACTGCA
AGT GCAACCGT TGCCCCTACGACAGCCCTATACAAAAATAGT GCAGGGCAATTGACTGCA
AGT GCAACCGT TGCCCCTACGACAGCCCTATACAAAAATAGT GCAGGGCAATTGACTGCA
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483
435
441
540
488

543
495
501
600
548

603
555
561
660
608

663
615
621
720
668

723
675
681
780
728

783
735
741
840
788

843
795
801
900
848

903
855
861
960
908

963
915
921
1020
968
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ACAAAAGT TGAAAATAAAGCAGCGACACTATCTGATCTTGATCT GAACGCTGCCAAGAAA
ACAAAAGT TGAAAATAAAGCAGCGACACTATCTGATCTTGATCT GAACGCTGCCAAGAAA
ACAAAAGT TGAAAATAAAGCAGCGACACTATCTGATCT TGATCTGAACGCT GCCAAGAAA
ACAAAAGT TGAAAATAAAGCAGCGACACTATCTGATCTTGATCT GAACGCTGCCAAGAAA
ACAAAAGT TGAAAATAAAGCAGCGACACTATCTGATCTTGATCT GAACGCTGCCAAGAAA

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhhhkhkhhhkhkhhkhhhhhhhkhhhkdhhhhkhkhkhhhhkrhkxx*x

ACAGGAAGCACGT TAGT TGT TAACGGT GCAACT TACGATGT TAGT GCAGATGGTAAAACG
ACAGGAAGCACGT TAGT TGT TAACGGT GCAACT TACGATGT TAGT GCAGATGGTAAAACG
ACAGGAAGCACGT TAGT TGT TAACGGT GCAACT TACGATGT TAGT GCAGATGGTAAAACG
ACAGGAAGCACGT TAGT TGT TAACGGT GCAACTTACGATGT TAGT GCAGATGGTAAAACG
ACAGGAAGCACGT TAGT TGT TAACGGT GCAACT TACGATGT TAGT GCAGATGGTAAAACG

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkkhkhhkhkhkhhhkhkhkhhhkhhhhkhkhhkhhkhhhhhkhhhkdhhhhkhhhhhhkhkrhkxx*x

ATAACGGAGACTGCTTCTGGTAACAATAAAGT CATGT ATCTGAGCAAAT CAGAAGGT GGT
ATAACGGAGACTCCTTCTGGTAACAATAAAGT CATGTATTTGAGCAAAT CAGAAGGTGGT
ATAACGGAGACTCCTTCTGGTAACAATAAAGT CATGTATCTGAGCAAAT CAGAAGGTGGT
ATAACGGAGACTGCTTCTGGTAACAATAAAGT CATGT ATCTGAGCAAAT CAGAAGGT GGT
ATAACGGAGACTGCTTCTGGTAACAATAAAGT CATGTATCTGAGCAAAT CAGAAGGTGGT

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhhhkhkhkhkhhkhkhkrkx *hkhkhkhkhhkhhkkhhk krhxxx*x

AGCCCGATTCTGGTAAACGAAGATGCAGCAAAAT CGT TGCAATCTACCACCAACCCCCTC
AGCCCGATTTTGGTAAACGAAGAT GCAGCAAAAT CGT TGCAATTTACCACCAACCCGCTC
AGCCCGATTCTGGTAAACGAAGAT GCAGCAAAAT CGT TGCAATCTACCACCAACCCGCTC
AGCCCGATTCT GGTAAACGAAGAT GCAGCAAAAT CGT TGCAATCTACCACCAACCCCCTC
AGCCCGATTCT GGTAAACGAAGAT GCAGCAAAAT CGT TGCAATCTACCACCAACCCGCTC

R R Sk R R R

GAAACTATCGACAAAGCATTGGCTAAAGT TGACAATCTGCGT TCTGACCTCGGT GCAGT A
GAAACTATCGACAAAGCATTGCCTAAAGT TGACAATTTGCGT TCTGACCTCGGTGCAGTA
GAAACTATCGACAAAGCATTGECTAAAGT TGACAATCTGCGT TCTGACCTCGGTGCAGTA
GAAACTATCGACAAAGCATTGCCTAAAGT TGACAATCTGCGT TCTGACCTCGGTGCAGT A
GAAACTATCGACAAAGCATTGCCTAAAGT TGACAATCTCCGT TCTGACCTCGGTGCAGTA

khkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhhhkhkhkhkhhkhkhkhhhkhhkhdhk, *hkhkhkhkdhkhkhhkhkhkhhhkkhkrhkxx*x

CAAAACCGT TTCGACT CTGCCATCACCAACCT TGGCAACACCGTAAACAACCTGTCTTCT
CAAAACCGT TTCGACTTTGCCATCACCAACCT TGGCAACACCGTAAACAACCTGTTTTCT
CAAAACCGT TTCGACT CTGCCATCACCAACCT TGGCAACACCGTAAACAACCTGTCTTCT
CAAAACCGT TTCGACT CTGCCATCACCAACCT TGGCAACACCGTAAACAACCTGTCTTCT
CAAAACCGT TTCGACT CTGCCATCACCAACCT TGGCAACACCGTAAACAACCTGTCTTCT

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhk *khkhkkhkhkhkhhkhkhkhhhkhkhkhhkhhhhkhkhhkdhkhkhhkhhkhhkk *x ***x%

GCCCGTAGCCGTATCGAAGATGCTGACTACGCGACCGAAGT GTCTAACATGTCTCGTGCG
GCCCGTAGCCGTATCGAAGATGCTGACTACGCGACCGAAGT GTCTAACATGT TTCGTGCG
GCCCGTAGCCGTATCGAAGATGCTGACTACCCGACCGAAGT GTCTAACATGTCTCGTGCG
GCCCGTAGCCGTATCGAAGAT GCTGACTACGCGAT CGAAGT GTCTAACATGTCTCGTGCG
GCCCGTAGCCGTATCGAAGAT GCTGACTACGCGACCGAAGT GTCTAACATGTCTCGTGCG

khkkkhkhkkhkhkdkhkdhkdhkhhhhdhdddhkhhddrhdrdhdhdx *dkdxdxddxdkxdhdxddxd*x **khk**x*x*x

CAGATCCTGCAACAAGCGGGTACCTCTGI TCTGGCACAGGCTAACCAGACCACGCAGAAC

CAGATCCTGCAACAAGCGGGTACCTCTGTTCTGRCACAG: - - - < = =< =< = s = e oo - -
CAGATCCTGCAACAAGCGGGTACCT CTGT TCTGGCACAGGCTAACCAGACCACGCAGAAC
CAGATCCTGCAACAAGCGGGTACCT CTGTTCTGGCACAGGCTAACCAGACCACGCAGAAC

kkkkhkkhkhkhkhkhkkhkkkkhkhkhkkhkhk*x

GTACTGTCTCTGCTGCAGGGTTAA- - - - = =< = == === - 1472

1023
975
981
1080
1028

1083
1035
1041
1140
1088

1143
1095
1101
1200
1148

1203
1155
1161
1260
1208

1263
1215
1221
1320
1268

1323
1275
1281
1380
1328

1383
1335
1341
1440
1388

1443
1356
1380
1500
1448
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Quando comparamos a sequéncia nucleotidica da amostra 1C frente as demais

sequéncias disponiveis, o programa de alinhamento ClustalW demonstrou que houve uma

mudancga de uma base de citosina por uma timina na regido de 1415pb.

Quando analisada no BLASTX, a provavel sequéncia de aminodcidos apresentou

similaridade de 99% com a sequéncia do antigeno H21 (n° de acessos: ABI239661;

ABE69176; AAP133121). As sequéncias de aminodcidos variaram em tamanho de 460

aa a 491 aa. Todas as sequéncias apresentaram uma muta¢do nio sinonima, onde foi

trocado o aminodcido I (Isoleucina) por T (Treonina) no aminodcido 457. A amostra 1C

ndo apresentou o mesmo perfil de restricio que o antigeno H21 (pag.60), uma vez que,

este antigeno padrdo ndo possuiu sitios de restricdo para a enzima Rsal e gerou

fragmentos de diferentes tamanhos quando utilizamos a enzima Hhal.

gb| ABI 23966. 1| FliC [Escherichia coli]

Length=491
Score = 836 bits (2160), Expect = 0.0
Identities = 456/458 (99%), Positives = 457/458 (99%), Gaps = 0/458 (0%)

Frame = -1

Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct

1397

34

1217

94

1037

154

857

214

677

274

SGLRI NSAKDDAAGQAI ANRFTANI KGL TQASRNANDGH SVAQTTEGALNEI NNNLQRI R
SGLRI NSAKDDAAGQAI ANRFTANI KGL TQASRNANDGH SVAQTTEGALNEI NNNLQRI R
SGLRI NSAKDDAAGQAI ANRFTANI KGL TQASRNANDGH SVAQTTEGALNEI NNNLQRI R

EL SVQATNGTNSDSDL SSI QAEI TQRLEEI DRVSEQTQFENGVKVLAENNEMKI QVGANDG
EL SVQATNGTNSDSDL SSI QAEI TQRLEEI DRVSEQTQFNGVKVLAENNEMKI QVGANDG
ELSVQATNGTNSDSDL SSI QAEI TQRLEEI DRVSEQTQFENGVKVLAENNEMKI QVGANDG

ETI TI NLAKI DAKTLGLDGFNI DGAQKATGSDLI SKFKATGTDNYQ NGTDNYTVNVDSG
ETI TI NLAKI DAKTLGLDGFNI DGAQKATGSDLI SKFKATGTDNYQ NGTDNYTVNVDSG
ETI TI NLAKI DAKTLGLDG-NI DGAQKATGSDLI SKFKATGTDNYQ NGTDNYTVNVDSG

VVQDKDGKQVYVSTADGSL TTSSDTQFKI DATKLAVAAKDLAQGNKI VYEG EFTNTGTV
VVQDKDGKQVYVSTADGSL TTSSDTQFKI DATKLAVAAKDLAQGNKI VYEG EFTNTGTV
VVQDKDGKQVYVSTADGSL TTSSDTQFKI DATKLAVAAKDLAQGNKI VYEG EFTNTGTV

Al DAKGNGKLTANVDGKAVEFTI SGSTDTSGT SATVAPTTAL YKNSAGQL TATKVENKAA
Al DAKGNGKLTANVDGKAVEFTI SGSTDTSGTSATVAPTTAL YKNSAGQL TATKVENKAA
Al DAKGNGKLTANVDGKAVEFT! SGSTDTSGTSATVAPTTAL YKNSAGQL TATKVENKAA

1218

93

1038

153

858

213

678

273

498

333

89



Query 497 TLSDLDLNAAKKTGSTLVVNGATYDVSADGKTI TETASGNNKVMYLSKSEGGSPI LVNED 318
TLSDLDLNAAKKTGSTLVVNGATYDVSADGKT! TETASGNNKVMYL SKSEGGSPI LVNED
Sbjct 334  TLSDLDLNAAKKTGSTLVVNGATYDVSADGKT! TETASGNNKVMYLSKSEGGSPI LVNED 393

Query 317  AAKSLQSTTNPLETI DKALAKVDNLRSDL GAVONRFDSAI TNLGNTVNNLSSARSRI EDA 138
AAKSLQSTTNPLETI DKALAKVDNLRSDL GAVONRFDSAI TNLGNTVNNLSSARSRI EDA
Sbjct 394  AAKSLQSTTNPLETI DKALAKVDNLRSDL GAVONRFDSAI TNLGNTVNNLSSARSRI EDA 453

Query 137  DYAI EVSNVBRAQ LQQAGTSVLAQANQTTQNVLSLLQ 24
DYA EVSNVBRAQ LQQAGTSVLAQANQTTQNVLSLL+
Sbjct 454  DYATEVSNVBRAQ LQQAGTSVLAQANQTTQNVLSLLR 491

4.5.2: Amostra 5C (33141a)
O sequenciamento da amostra 5SC (3314 1a) obteve um fragmento sequenciado de
1522 pb. Os dois fragmentos de DNA abaixo em negrito demonstram o local de

alinhamentos dos iniciadores FliC(F).

TTAGACGACATGGCGTAGCGGGAATCGATTATGGCACACGTCATTAATACCC
AACAGCCTGTCGCTGTTGACCCAGAATAACCTGAACAAATCTCAGTCTTCTCTG
AGCTCCGCCATTGAACGTCTCTCTTCTGGCCCGCGTATTAACAGTGCTAAAGAT
GACGCAGCAGGTCAGGCGACTGCTAACCGTTTTACAGCAAATATTAAAGGTCT
GACTCAGGCTTCCCGTAACGCGAATGATGGTATTTCTGTTGCGCAGACCACTGA
AGGTGCGCTGAATGAAATTAACAACAACCTGCAGCGTATTCGTGAACTTTCTGT
TCAGGCAACTAACGGTACTAACTCTGACAGCGATCTTTCTTCTATCCAGGCTGA
AATTACTCAACGTCTGGAAGAAATTGACCGTGTATCTGAGCAAACTCAGTTTAA
CGGCGTGAACTTGCTGAAAATAATGAAATGAAAATTCAGGTTGGTGCTAATGA
TGGTGAAACCATCACTATCAATCTGGCAAAAATTGATGCGAAAACTCTCGGCC
TGGACGGTTTTAATATCGATGGCGCGCAGAAAGCAACCGGCAGTGACCTGATT
TCTAAATTTAAAGCGACAGGTACTGATAATTATCAAATTAACGGTACTGATAAC
TATACTGTTAATGTAGATAGTGGCGTAGTACAGGATAAAGATGGCAAACAAGT
TTATGTGAGTACTGCGGATGGTTCACTTACGACCAGCAGTGATACTCAATTCAA
GATTGATGCAACTAAGCTTGCAGTGGCTGCTAAAGATTTAGCTCAAGGGAATA
AGATTGTCTACGAAGGTATCGAATTTACAAATAGCGGCACTGTCGCTATAGAT
GCCAAAGGTAATGGTAAACTAACCGCCAATGTTGATGGTAAGGCTGTTGAATT
CACTATCTCGGGGAGTACTGATACATCAGGTACTAGTGCAACCGTTGCCCCTAC
GACAGCCCTATACAAAAATAGTGCAGGGCAATTGACTGCCACAAAGTTGAAAA
TAAAGCAGCGACACTATCTGATGTTGATCTGAACGCTGCCCAAGAAAACAGGA
AGCACGTTAGTTGTTAACGGTGCAACTTACGATGTTAGTGCAGATGGTAAAAC
GATAACGGAGACTGCTTCTGGTAACAATAAAGTCATGTATCTGAGCAAATCAG
AAGGTGGTAGCCCGATTCTGGTAAACGAAGATGCAGCAAAATCGTTGCAATCT
ACCACCAACCCGCTCGAAACTATCGACAAAGCATTGGCTAAAGTTGACAATCT
GCGTTCTGACCTCGGTGCAGTACAAAACCGTTTCGACTCTGCCATCACCAACCT
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TGGCAACACCGTAAACAACCTGTCTTCTGCCCGTAGCCGTATCGAAGATGCTGA
CTACGCGACCGAAGTGTCTAACATGTCTCGTGCGCAGATCCTGCAACAATCGG
GTACCTCTGTTCTGGCACAGGCTAACCAGACCACGCAGAACGTACTGTCTCTG
CTGCAGGGTTAGAATCACTAGTGAATTC

Através do BLASTn, foi observado que a sequéncia nucleotidica da amostra 5C
apresentava 98% de similaridade com o antigeno H21, logo, foram escolhidas quatro
sequéncias do gene fliC do antigeno H21 depositadas com os n° de acessos: DQ459008,
AY337484, AY250004, AF517663, para serem analisadas com a sequéncia nucleotidica
obtida da amostra 5C através do programa de alinhamento ClustalW. Segue abaixo o

resultado da anélise do ClustalW, sendo que as sequéncias foram numeradas de acordo com

as sequéncias dos nimeros de acessos descritos acima. A sequéncia de n® 5 € a amostra 5C.

S1=Te K T e e
Y =Te S e
seql_ 0 eeeeeeeeeee e eeeeeeeea ATTAATACAAACAGCCT 17
seq5_ TTAGACGACATGGCGTAGCGGGAAT CGAT TAT GGCACACGT CATTAATACCCAACAGCCT 60
S€Q2_ = eeeeeeeeeeeeeeeeeeieeeooan ATGGCACAAGTCATTAATA- CCAACAGCCT 29
seq3_ 0 meeeeeeeeeeeeeeeeaeaaae- AACAAATCTCAGTCTTCTCTGAGCTCCGCCATTCGA 35
= To S e TCTCAGICTTCTCTGAGCTCCGCCATTCGA 29
seql_ GTCGCTGT TGACCCAGAATAACCT GAACAAATCTCAGTCTTCTCTGAGCTCCGCCATTCGA 77
seq5_ GTCGCTGT TGACCCAGAATAACCT GAACAAATCTCAGTCTTCTCTGAGCTCCGCCATTCGA 120
seq2_ GTCGCTGT TGACCCAGAATAACCT GAACAAATCTCAGTCTTCTCTTAGCTCTGCTATTGA 89
R S kkkk*k k% * k k k%
seq3_ ACGTCTCTCTTCTGGCCTGCGTATTAACAGT GCTAAAGAT GACGCAGCAGGT CAGGCGAT 95
seq4_ ACGTCTCTCTTCTGGCCTGCGTAT TAACAGT GCTAAAGAT GACGCAGCAGGTCAGGCGAT 89
seql_ ACGTCTCTCTTCTGGCCTGCGTATTAACAGT GCTAAAGAT GACGCAGCAGGT CAGGCGAT 137
seq5_ ACGTCTCTCTTCTGGCCCGCGTAT TAACAGT GCTAAAGAT GACGCAGCAGGTCAGGCGAC 180
seq2_ GCGTCTGTCTTCTGGTCTGCGT AT TAACAGCGCAAAAGACGAT GCAGCAGGTCAGGCGAT 149
kkhkkkk khkkhkhkkkkk Kk F*khkkhkkkkhkkhkhkhkhk *kk khkhkk *kk kkhkkhkhkkhkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkkhk
seq3_ TGCTAACCGTTTTACAGCAAATATTAAAGGT CTGACT CAGGCTTCCCGTAACGCGAATCGA 155
seq4_ TGCTAACCGT TTTACAGCAAATATTAAAGGT CTGACTCAGGCTTCCCGTAACGCGAATGA 149
seql_ TGCTAACCGT TTTACAGCAAATATTAAAGGT CTGACT CAGGCT TCCCGTAACGCGAATCGA 197
seq5_ TGCTAACCGT TTTACAGCAAATATTAAAGGT CTGACT CAGGCT TCCCGTAACGCGAATCGA 240
seq2_ TGCTAACCGTTTTACGGCAAATATTAAAGG - - - - - - CAGGCTTCCCGTAACGCGAATGA 202
R S R o o R R R S o
seq3_ TGGTATTTCTGT TGCGCAGACCACT GAAGGT GCGCTGAATGAAATTAACAACAACCTGCA 215
seq4d_ TGGTATTTCTGTTGCGCAGACCACT GAAGGT GCGCTGAATGAAATTAACAACAACCTGCA 209
seql_ TGGTATTTCTGT TGCGCAGACCACT GAAGGT GCGCTGAATGAAATTAACAACAACCTGCA 257
seq5_ TGGTATTTCTGTTGCGCAGACCACT GAAGGT GCGCTGAATGAAATTAACAACAACCTGCA 300
seq2_ TGGTATTTCTGTTGCGCAGACCACT GAAGGT GCGCTGAATGAAATTAACAACAACCTGCA 262

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhhhkhkhkhhhkhhhhhkhhkhhhhhhhkhhhkdhhhhkrhhkhhhdkrkkxx*x
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seq3_
seq4_
seql_
seq5_
seq2_

seq3_
seq4_
seql_
seq5_
seq2_

seq3_
seqd_
seql_
seq5_
seq2_

seq3_
seq4_
seql_
seqb5_
seq2_

seq3_
seq4_
seql_
seq5_
seq2_

seq3_
seq4_
seql_
seq5_
seq2_

seq3_
seqd_
seql_
seq5_
seq2_

seq3_
seq4_
seql_
seq5_
seq2_

seq3_
seqd_
seql_
seq5_
seq2_

GCGTATTCGTGAACTTTCTGT TCAGGCAACTAACGGTACTAACTCTGACAGCGATCTTTC
GCGTATTCGTGAACTTTCTGI TCAGGCAACTAACGGTACTAACTCTGACAGCGATCTTTC
GCGTATTCGTGAACTTTCTGI TCAGGCAACTAACGGTACTAACTCTGACAGCGATCTTTC
GCGTATTCGTGAACTTTCTGI TCAGGCAACTAACGGTACTAACTCTGACAGCGATCTTTC
GCGTATTCGTGAACTTTCTGI TCAGGCAGCTAACGGTACTAACTCTGACAGCGATCTTTC

R Sk S S I

TTCTATCCAGGCTGAAATTACTCAACGT CTGGAAGAAAT TGACCGT GTATCTGAGCAAAC
TTCTATCCAGGCTGAAATTACT CAACGT CTGGAAGAAAT TGACCGT GTATCTGAGCAAAC
TTCTATCCAGCCTGAAATTACTCAACGT CTGGAAGAAAT TGACCGT GTATCTGAGCAAAC
TTCTATCCAGGCTGAAATTACTCAACGT CTGGAAGAAAT TGACCGT GTATCTGAGCAAAC
TTCTATCCAGGCTGAAATTACT CAACGT CTGGAAGAAAT TGACCGT GTATCTGAGCAAAC

R S S O O

TCAGTTTAACGGCGT GAAAGT CCTTGCTGAAAATAATGAAATGAAAATTCAGGTTGGTGC
TCAGTTTAACGGCGT GAAAGT CCTTGCTGAAAATAAT GAAATGAAAATTCAGGT TGGTGC
TCAGT TTAACGGCGT GAAAGT CCTTGCTGAAAATAATGAAATGAAAATTCAGGT TGGTGC
TCAGTTTAACGCCGTGAA- - - - CTTGCTGAAAATAATGAAATGAAAATTCAGGT TGGTGC
TCAGT TTAACGGCGT GAAAGT CCTTGCTGAAAATAATGAAATGAAAATTCAGGT TGGTGC

kkkkkkhkhkhkhkhkkkkkkk*k EIE R R R O

TAATGATGGT GAAACCATCACTATCAATCTGGCAAAAAT TGAT GCGAAAACT CTCGGECCT
TAATGATGGT GAAACCATCACTATCAATCTGGCAAAAAT TGAT GCGAAAACT CTCGGECCT
TAATGATGGT GAAACCATCACTATCAATCTGGCAAAAAT TGATGCGAAAACT CTCGECCT
TAATGATGGT GAAACCATCACTATCAATCTGGCAAAAAT TGAT GCGAAAACT CTCGGECCT
TAATGATGGT GAAACCATCACTATCAATCTGGCAAAAAT TGATGCGAAAACT CTCGECCT

EE R S S S

GGACGGTTTTAATATCGAT GGCGCGCAGAAAGCAACCGGCAGTGACCTGATTTCTAAATT
GGACGGT TTTAATATCGAT GGCGCGCAGAAAGCAACCGGCAGTGACCTGATTTCTAAATT
GGACGGT TTTAATATCGAT GGCGCGCAGAAAGCAACCGGCAGTGACCTGATTTCTAAATT
GGACGGTTTTAATATCGAT GGCGCGCAGAAAGCAACCGGCAGTGACCTCGATTTCTAAATT
GGACGGT TTTAATATCGAT GGCGCGCAGAAAGCAACCGGCAGTGACCTGATTTCTAAATT

R Sk R O O

TAAAGCGACAGGTACTGATAATTATCAAATTAACGGTACTGATAACTATACTGI TAATGT
TAAAGCGACAGGTACTGATAATTATCAAATTAACGGTACTGATAACTATACTGI TAATGT
TAAAGCGACAGGTACTGATAATTATCAAATTAACGGTACTGATAACTATACTGI TAATGT
TAAAGCGACAGGTACTGATAATTATCAAATTAACGGTACTGATAACTATACTGI TAATGT
TAAAGCGACAGGTACTGATAATTATCAAATTAACGGTACTGATAACTATACTGI TAATGT

R Sk S o O R O

AGATAGT GGCGTAGTACAGGATAAAGAT GGCAAACAAGT TTATGT GAGTACTGCGGATGG
AGATAGTGGCGTAGTACAGGATAAAGAT GGCAAACAAGT TTATGT GAGTACTGCGGATGG
AGATAGTGGCGTAGTACAGGATAAAGAT GGCAAACAAGT TTATGT GAGTACTGCGGATGG
AGATAGTGGCGTAGTACAGGATAAAGAT GGCAAACAAGT TTATGTGAGTACTGCGGATGG
AGATAGT GGAGTAGTACAGGATAAAGAT GGCAAACAAGT TTATGT GAGT GCTGCGGATGG

kkkkhkkhkhkhkh khkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhhhkhkhkhkhhkhhhhhkhkhhkhkhkhkr*x **,kk k*kkx*x*x

TTCACTTACGACCAGCAGT GATACTCAATTCAAGATTGATGCAACTAAGCTTGCAGTGEC
TTCACTTACGACCAGCAGT GATACTCAAT TCAAGATTGATGCAACTAAGCTTGCAGTGGEC
TTCACTTACGACCAGCAGT GATACTCAATTCAAGATTGATGCAACTAAGCTTGCAGTGGC
TTCACTTACGACCAGCAGT GATACTCAATTCAAGATTGATGCAACTAAGCTTGCAGTGGC
TTCACTTACGACCAGCAGT GATACTCAAT TCAAGATTGATGCAACTAAGCTTGCAGTGGEC

R R Sk

TGCTAAAGATTTAGCTCAAGGGAATAAGAT TGTCTACGAAGGTATCGAATTTACAAATAC
TGCTAAAGATTTAGCTCAAGGGAATAAGAT TGTCTACGAAGGTATCGAATTTACAAATAC
TGCTAAAGATTTAGCTCAAGGGAATAAGAT TGT CTACGAAGGTATCGAATTTACAAATAC
TGCTAAAGATTTAGCTCAAGGGAATAAGAT TGT CTACGAAGGTATCGAATTTACAAATAG
TGCTAAAGATTTAGCTCAAGGTAATAAGAT TGT CTACGAAGGTATCGAATTTACAAAAAC

R R S S I

275
269
317
360
322

335
329
377
420
382

395
389
437
476
442

455
449
497
536
502

515
509
557
596
562

575
569
617
656
622

635
629
677
716
682

695
689
737
776
742

755
749
797
836
802
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seq3_
seq4_
seql_
seq5_
seq2_

seq3_
seq4_
seql_
seq5_
seq2_

seq3_
seqd_
seql_
seq5_
seq2_

seq3_
seq4_
seql_
seq5_
seq2_

seq3_
seq4_
seql_
seq5_
seq2_

seq3_
seq4_
seql_
seq5_
seq2_

seq3_
seqd_
seql_
seq5_
seq2_

seq3_
seq4_
seql_
seq5_
seq2_

seq3_
seqd_
seql_
seq5_
seq2_

CGGCACTGT CGCTATAGATGCCAAAGGTAATGGTAAATTAACCGCCAATGT TGATGGTAA
CGGCACTGT CGCTATAGATGCCAAAGGT AAT GGTAAATTAACCGCCAATGT TGATGGT AA
CGGCACTGT CGCTATAGATGCCAAAGGTAATGGTAAATTAACCGCCAATGT TGATGGTAA
CGGCACTGT CGCTATAGATGCCAAAGGTAAT GGTAAACT AACCGCCAATGT TGATGGTAA
CGGCACTGGECGCTATAACT GCCACAGGTAAT GGTAAATTAACCGCCAATGT TGATGGTAA

kkkkhkkkhkkk* *hkkkkk* Rk S O R kO o S Rk

GGCTGTTGAATTCACTATTTCGEGGAGT ACTGATACATCAGGTACTAGT GCAACCGT TGC
GGCTGTTGAATTCACTATTCCGGGGAGTACTGATACATCAGATACTAGT GCAACCGT TGC
GCCTGTTGAATTCACTATTTCGCGGAGTACT GATACATCAGGTACTAGT GCAACCGITGC
GGCTGTTGAATTCACTATCTCGEGGAGTACTGATACATCAGGTACTAGT GCAACCGT TGC
GGCTGTTGAATTCACTATTTCGGGGAGTACTGATACATCAGGTACTAGT GCAACCGT TGC

kkhkkkhkkkhkhkkhkkkhkhkkrkkkhkkkk*k Rk S o I R S o

CCCTACGACAGCCCTATACAAAAATAGT GCAGGGCAATTGACTGCAACAAAAGT TGAAAA
CCCTACGACAGCCCTATACAAAAATAGT GCAGGGCAATTGACTGCAACAAAAGT TGAAAA
CCCTACGACAGCCCTATACAAAAATAGT GCAGGGCAATTGACTGCAACAAAAGT TGAAAA
CCCTACGACAGCCCTATACAAAAATAGT GCAGGGCAATTGACTGCCACAAA- GTTGAAAA
CCCTACGACAGCCCTATACAAAAATAGT GCAGGGCAATTGACTGCAACAAAAGT TGAAAA

kkkkhkhkhhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhhhkhkhkhkhkhkhkhhhkhkhhkhhkhhhhkhkhhkd k, ***x*x*x ** *kkx*x*x*x

TAAAGCAGCGACACTATCTGATCTTGATCTGAACGCTGCC- AAGAAAACAGGAAGCACGT
TAAAGCAGCGACACTATCTGATCTTGATCTGAACGCTGCC- AAGAAAACAGGAAGCACGT
TAAAGCAGCGACACTATCTGATCTTGATCTGAACGCTGCC- AAGAAAACAGGAAGCACGT
TAAAGCAGCGACACTATCTGATGT TGATCTGAACGCT GCCCAAGAAAACAGGAAGCACGT
TAAAGCAGCGACACTATCTGATCTTGATCTGAACGCTGCC- AAGAAAACAGGAAGCACGT

R S S o R S O o O R S o o

TAGTTGTTAACGGTGCAACT TACGATGT TAGTGCAGAT GGTAAAACGATAACGGAGACTG
TAGTTGTTAACGGT GCAACT TACGATGI TAGTGCAGAT GGTAAAACGATAACGGAGACT G
TAGTTGT TAACGGT GCAACT TACGATGT TAGT GCAGATGGTAAAACGATAACGGAGACT G
TAGTTGTTAACGGTGCAACT TACGATGT TAGTGCAGAT GGTAAAACGATAACGGAGACTG
TAGTTGT TAACGGT GCAACT TACGATGI TAGTGCAGAT GGTAAAACGATAACGGAGACTG

R Sk S R I O

CTTCTGGTAACAATAAAGT CATGTATCTGAGCAAAT CAGAAGGTGGTAGCCCGATTCT GG
CTTCTGGTAACAATAAAGT CATGTATTTGAGCAAAT CAGAAGGT GGTAGCCCGATTTTGG
CTTCTGGTAACAATAAAGT CATGTATCTGAGCAAAT CAGAAGGT GGTAGCCCGATTCTGG
CTTCTGGTAACAATAAAGT CATGTATCTGAGCAAAT CAGAAGGT GGTAGCCCGATTCT GG
CTTCTGGTAACAATAAAGT CATGTATCTGAGCAAAT CAGAAGGT GGTAGCCCGATTCT GG

khkkkhkhkkhkhkdhkdhkdhkdhkhhdhdhhhkhh*dx *Fhxdddxdddhxdhddxddxddxdhrrhddxddxhxx*x **%%

TAAACGAAGAT GCAGCAAAAT CGT TGCAATCTACCACCAACCCGCTCGAAACTATCGACA
TAAACGAAGAT GCAGCAAAAT CGT TGCAAT TTACCACCAACCCGCT CGAAACTATCGACA
TAAACGAAGAT GCAGCAAAAT CGT TGCAATCTACCACCAACCCGCT CGAAACTATCGACA
TAAACGAAGAT GCAGCAAAAT CGT TGCAATCTACCACCAACCCGCTCGAAACTATCGACA
TAAACGAAGAT GCAGCAAAAT CGT TGCAAT CTACCACCAACCCGCT CGAAACTATCGACA

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhhhkhkhkhkhhkhkhkhkx *hkhhkhkhhhkhkhhkdhhkhhkhhhkhkhhhkrhkxx*x

AAGCATTGGCTAAAGT TGACAATCTGCGT TCTGACCT CGGTGCAGTACAAAACCGT TTCG
AAGCATTGGCTAAAGT TGACAATTTGCGT TCTGACCT CGGT GCAGTACAAAACCGT TTCG
AAGCATTGGCTAAAGT TGACAATCTGCGT TCTGACCT CGGTGCAGTACAAAACCGT TTCG
AAGCATTGGCTAAAGT TGACAATCTGCGT TCTGACCT CGGTGCAGTACAAAACCGT TTCG
AAGCATTGGCTAAAGT TGACAATCTGCGT TCTGACCT CGGT GCAGTACAAAACCGT TTCG

R Sk S I R R S S

ACTCTGCCATCACCAACCT TGGCAACACCGTAAACAACCTGTCTTCTGCCCGTAGCCGTA
ACTTTGCCATCACCAACCT TGGCAACACCGTAAACAACCTGTTTTCTGCCCGTAGCCGTA
ACTCTGCCATCACCAACCT TGGCAACACCGT AAACAACCTGTCTTCTGCCCGTAGCCGTA
ACTCTGCCATCACCAACCT TGGCAACACCGTAAACAACCTGTCTTCTGCCCGTAGCCGTA
ACTCTGCCATCACCAACCT TGGCAACACCGT AAACAACCTGTCTTCTGCCCGTAGCCGTA

R I S o o R O O R

815
809
857
896
862

875
869
917
956
922

935
929
977
1015
982

994
988
1036
1075
1041

1054
1048
1096
1135
1101

1114
1108
1156
1195
1161

1174
1168
1216
1255
1221

1234
1228
1276
1315
1281

1294
1288
1336
1375
1341
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seq3_ TCGAAGAT GCTGACTACGCGACCGAAGT GTCTAACATGTCTCGT GCGCAGATCCTGCAAC 1354

seq4_ TCGAAGATGCTGACTACGCGACCGAAGT GTCTAACATGT TTCGTGCGCAGATCCTGCAAC 1348

seql_ TCGAAGATGCTGACTACGCGACCGAAGT GT CTAACATGT CTCGT GCGCAGATCCTGCAAC 1396

seq5_ TCGAAGATGCTGACTACGCGACCGAAGT GT CTAACATGT CTCGT GCGCAGATCCTGCAAC 1435

seq2_ TCGAAGATGCTGACTACGCGACCGAAGT GTCTAACATGT CTCGTGCGCAGATCCTGCAAC 1401
R S S o R O O

seq3_ AAGCGGGTACCTCTGTTCTGGECACAG - - - === == === mmmmmm e mm e oo - - 1380

seq4_ Y e o€ € ] R R 1356

seql_ AAGCGGGTACCTCTGT TCTGGCACAGECT AACCAGACCACGCAGAACGTACTGICT- - - - 1452

seq5_ AATCGGGTACCTCTGT TCTGGCACAGCCT AACCAGACCACGCAGAACGTACTGTCTCTGC 1495

seq2_ AAGCGGGTACCTCTGT TCTGGCACAGECT AACCAGACCACGCAGAACGTACTGTCTCTGC 1461
** k*kkk*k

SeQ3_ 0 s mm e e—aoaooo-

Lo e

seql_ 0 meeeeeeeeeeeecceceeeaoo--

seq5_ TGCAGGGT TAGAATCACTAGTGAATTC 1522

seq2_ TGCAGGGTTAA- - - ------- oo - - 1472

Ap6s a verificacdo das diferengas encontradas entre a sequéncia nucleotidica da
amostra 5C e das demais amostras padrao H21 através do alinhamento pelo programa
ClustalW, os eletroesferogramas da amostra 5C foram analisados, e verificamos que estes
apresentaram uma alta qualidade na leitura do sequenciamento. Cada base que demonstrou
um resultado diferente ao encontrado no alinhamento foi verificada e constatamos que
nestas regioes, estas bases realmente estio presentes, € nao sdo artefatos ou erros de leitura.

Quando analisada no BLASTX, a sequéncia de aminodcidos obteve 96% de
similaridade com o antigeno H21 (n° de acessos: ABI239661; ABE691761; AAP133121;
AAN771071), porém, foi encontrado um stop cédon por volta do aminodcido 340, além de
mutacdes sindnimas (+) e ndo-sindnimas (espaco em branco) nesta mesma regido. Segue

abaixo o resultado do BLASTX.

gb| ABI 23966. 1| FliC [Escherichia coli]

Length=491

Score = 794 bits (2051), Expect =0.0

Identities = 438/457 (95%), Positives = 443/457 (96%), Gaps = 0/457 (0%)
Frame = +2
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Query 134 GPRI NSAKDDAAGQATANRFTANI KGL TQASRNANDGI SVAQTTEGALNEI NNNLQRI RE 313
G RI NSAKDDAAGQA ANRFTANI KGL TQASRNANDG SVAQTTEGALNEI NNNLQRI RE
Sbjct 35 GLRI NSAKDDAAGQAI ANRFTANI KGL TQASRNANDG SVAQTTEGALNEI NNNLCQRI RE - 94

Query 314  LSVQATNGTNSDSDLSSI QAEl TQRLEEI DRVSEQTQFNGVKVLAENNEMKI QVGANDGE 493
LSVQATNGTNSDSDLSS! QAEI TQRLEEI DRVSEQTQFNGVKVLAENNENKI QVGANDGE
Shjct 95 LSVQATNGTNSDSDLSS! QAEI TORLEEI DRVSEQTQFNGVKVLAENNEMKI QVGANDGE 154

Query 494  TI Tl NLAKI DAKTLG.DGFNI DGAQKATGSDLI SKFKATGTDNYQ NGTDNYTVNVDSGVY 673
TI TI NLAKI DAKTLG.DGFNI DGAQKATGSDLI SKFKATGTDNYQ NGTDNYTVNVDSGV
Sbjct 155  TI TI NLAKI DAKTLGLDGFNI DGAQKATGSDL| SKFKATGTDNYQ NGTDNYTVNVDSGY 214

Query 674  VODKDEKQVYVSTADGSLTTSSDTQFKI DATKLAVAAKDLAQGNKI VYEG EFTNSGTVA 853
VODKDGKQVYVSTADGSL TTSSDTQFKI DATKLAVAAKDLAQGNKI VYEGQ EFTN+GTVA
Shbjct 215  VQDKDGKQVYVSTADGSLTTSSDTQFKI DATKLAVAAKDLAQGNKI VYEG EFTNTGTVA 274

Query 854 | DAKGNGKL TANVDGKAVEFTI SGSTDTSGTSATVAPTTALYKNSAGQLTATKLKI KOQRH 1033
| DAKGNGKL TANVDGKAVEFTI SGSTDTSGTSATVAPTTALYKNSAGQLTATK++ K
Sbjct 275 | DAKGNGKL TANVDGKAVEFT! SGSTDTSGTSATVAPTTAL YKNSAGQL TATKVENKAAT 334

Query 1034 YLM.I * TLPKKTGSTLVVNGATYDVSADGKTI TETASGNNKVMYLSKSEGGSPI LVNEDA 1213
L KKTGSTLVVNGATYDVSADGKTI TETASGNNKVMYL SKSEGGSPI LVNEDA
Sbjct 335 L SDL DLNAAKKTGSTL VVNGATYDVSADGKTI TETASGNNKVMYLSKSEGGSPI LVNEDA 394

Query 1214 AKSLQSTTNPLET! DKALAKVDNLRSDL GAVONRFDSAI TNLGNTVNNLSSARSRI EDAD 1393
AKSLQSTTNPLET! DKALAKVDNL RSDL GAVONRFDSAI TNLGNTVNNL SSARSRI EDAD
Sbjct 395  AKSLQSTTNPLETI DKALAKVDNLRSDL GAVONRFDSAI TNLGNTVNNLSSARSRI EDAD 454

Query 1394 YATEVSNVBRAQ LQOSGTSVLAQANQTTQNVLSLLQ 1504
YATEVSNVBRAQ LQQFGTSVLAQANQTTQNVLSLL*
Sbjct 455  YATEVSNVBRAQ LQQAGTSVLAQANQTTQNVLSLLR 491

4.5.3: Amostra 8C (48629ca)

O sequenciamento da amostra 8C (48629ca) obteve um fragmento sequenciado de
1902 pb. Os dois fragmentos de DNA em negrito abaixo, demonstram o local de
alinhamento dos iniciadores FLiC(F).

GAATTCACTAGTGATTATGGCACAAGTCATTAATACCCAACAGCCTCTCGCTG
ATCACTCAAAATAATATCAACAAGAACCAGTCTGCGCTGTCGAGTTCTATCGA
GCGTCTGTCTTCTGGCTTGCGTATTAACAGCGCGAAGGATGACGCAGCGGGTC
AGGCGATTGCTAACCGTTTCACCTCTAACATTAAAGGCCTGACTCAGGCTGCAC
GTAACGCTAACGATGGTATCTCTCTGGCGCAGACCACTGAAGGCGCACTGTCT
GAGATTAACAACAACTTACAACGTGTGCGTGAGTTGACTGTACAGGCGACCAC
CGGTACTAACTCTGATTCTGACCTGGCTTCTATTCAGGACGAAATCAAATCCCG
TTTGTCTGAAATTGACCGCGTATCCGGGCAGACCCAGTTCAACGGCGTGAACGT
ATTGTCTAAAGATGGCTCCCTGAAAATTCAGGTTGGCGCAAATGATGGTCAGA
CTATCTCTATCGACCTGAAGAAAATTGACTCTGATACTCTGGGTTTGAATGGTT
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TCAACGTTAATGGTTCTGGTACCATTGCAAACAAAGCGGCCACAATCAGTGAC
TTGACTGCTCAGAAAGCCGTTGACAACGGTAATGGTACTTATAAAGTTACAACT
AGCGACGCTGCACTTACTGCATCTCAGGCATTAAGTAAGCTGAGTGATGGCGA
TACTGTAGATATTGCAACCTATGCTGGTGGTACAAGTTCAACAGTTAGTTATAA
ATACGACGCAGATCCAGGTAACTTCAGTTATAACAATACTGCAAACAAAACAA
GTGCTGCGGCTGGAACTCTGGCAGATACTCTTCTCCCGGCAGCTGGCCAGACTA
AAACCGGTACTTACAAGGCTGCTACTGGTGATGTTAACTTTAATGTTGACGCAA
CTGGTAATCTGACAATTGGCGGACAGCAAGCCTACCTGACTACTGATGGTAAC
CTTACAACAAACAACTCCGGTGGTGCGGCTACTGCAACTCTTAAAGAGCTGTTT
ACTCTTGCTGGCGATGGTAAATCTCTGGGGAACGGCGGTACTGCTACCGTTACT
CTGGATAATACTACGTATAATTTCAAAGCTGCTGCGAACGTTACTGATGGTGCT
GGTGTCATCGCTGCTGCTGGTGTAACTTATACAGCCACTGTTTCTAAAGATGTC
ATTCTGGCACAACTGCAATCTGCAAGTCAGGCAGCAGCAACCGCTACCGACGG
TGATACTGTCGCAACGATCAACTATAAATCTGGTGTCATGATCGGTTCCGCTAC
CTTTACCAATGGTAAAGGTACTGCCGATGGTATGACTTCTGGTACAACTCCAGT
CGTAGCTACAGGTGCTAAAGCTGTATATGTTGATGGCAACAATGAACTGACTTC
CACTGCATCTTACGATACGACTTACTCTGTCAACGCAGATACAGGCGCAGTAA
AAGTGGTATCAGGTACTGGTACTGGTAAATTTGAAGCTGTTGCTGGTGCGGATG
CTTATGTAAGCAAAGATGGCAAATTAACGACAGAAACCACCAGTGCAGGACTG
CAACCAAAGATCCTTTGGCTGCCCTGGATGCTGCTATCAGCTCCATCGACAAAT
TCCGTTCCTCCCTGGGTGCTATCCAGAACCGTCTGGATTCCGCAGTCACCAACC
TGAACAACACCACTACTAACCTGTCTGAAGCGCAGTCCCGTATTCAGGACGCC
GACTATGCGACCGAAGTGTCCAATATGTCGAAAGCGCAGATCATCCAGCAGGC
CGGTAACTCTGTGTGTTGGCAAAAGCTAACCAGGTACCGCAGCAGGTTCTGTC
TCTGCTGCAGGGTTAGAATCGTATTCCCGCGCTAACATGCGGCGTCTACCTCG
TTTTTTTCTGTTTCGTTCGTCGTTCTCA

Através do BLASTn, foi observado que a sequéncia nucleotidica da amostra 8C
apresentou 99% de similaridade com o antigeno HS51, logo, foram escolhidas duas
sequéncias do gene fliC do antigeno H51 depositadas com os n° de acessos: AY250027,
AB028481 para serem analisadas com a sequéncia nucleotidica obtida da amostra 8C
através do programa ClustalW. Segue abaixo o resultado da anélise do ClustalW, sendo que
as sequéncias foram numeradas de acordo com as sequéncias dos ndmeros de acessos
descritos acima. A sequéncia de n° 3 € a amostra 8C.

Y=o | e

seq2_ GOGATTTCCTTTTATCT TTCGACACGTAAAACGAATACCGGGEGT TATCGGCCTGAATTCC 60
=1 Ts K e R R EEE LR
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seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

------------------------- ATGGCACAAGTCATTAATACC- AACAGCCTCTCGC
GACTTGCAATATAGGATAACGAAT CATGGCACAAGT CATTAATACC- AACAGOCTCTCGC
-------- GAATTCACTAGTGA- TTATGGCACAAGT CATTAATACCCAACAGOCTCTCGC

EE R R I o o S R o

TGATCACTCAAAATAATATCAACAAGAACCAGT CTGCGCTGTCGAGT TCTATCGAGCGTC
TGATCACTCAAAATAATATCAACAAGAACCAGT CTGCCCTGTCGAGT TCTATCGAGCGTC
TGATCACTCAAAATAATATCAACAAGAACCAGT CTGCGCTGTCGAGT TCTATCGAGCGTC

kkkkkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhhkhhhkhkhkhhhkhkhhhhkhhkhhkhhhhhkhhddhhhhkkhkdkhhdk rhkkxx*x

TGTCTTCTGGCTTGCGTATTAACAGCGCGAAGGAT GACGCAGCGGGTCAGGCGATTGCTA
TGTCTTCTGGCTTGCGTATTAACAGCGCGAAGGAT GACGCAGCGGGT CAGGCGATTCCTA
TGTCTTCTGGCTTGCGTATTAACAGCGCGAAGGAT GACGCAGCGGGT CAGGCGATTCGCTA

khkkkhkkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhhkhhhkhkhkhhhkhkhhhkhkhhkhhhhhhhkhkhhkdhkhkhhkhhhkhhhk krhkxx*x

ACCGT TTCACCTCTAACATTAAAGGCCT GACTCAGGCT GCACGTAACGCTAACGATGGTA
ACCGT TTCACCTCTAACAT TAAAGGCCT GACTCAGGCT GCACGTAACGCTAACGATGGTA
ACCGTTTCACCTCTAACATTAAAGGCCT GACTCAGGCTGCACGTAACGCTAACGATGGTA

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhhhkhhkhhhkhhhhhkhhkhhhhhhhkhhhkdhhkhhkhkhkhhhdrhkxx*x

TCTCTCTGGCGCAGACCACT GAAGGCGCACTGT CTGAGATTAACAACAACT TACAACGT G
TCTCTCTGGCGCAAACCACT GAAGGCGCACTGTCTGAGATTAACAACAACTTACAACGT G
TCTCTCTGGCGCAGACCACT GAAGGCGCACTGT CTGAGATTAACAACAACT TACAACGT G

kkkkhkhkhkhkhkhkhkhkk ,hkhkhkhkhhkhkhkhhhkhkhhhhkhhkhhhhhhhkhhhkdhhhhkrkhkhhhhkrhkxx*x

TGCGTGAGI TGACT GTACAGGCGACCACCGGTACTAACTCTGATTCTGACCTGGCTTCTA
TGCGTGAGT TGACTGTACAGGCGACCACCGGTACTAACTCTGATTCTGACCTGGCTTCTA
TGCGTGAGT TGACTGTACAGGCGACCACCGGTACTAACTCTGATTCTGACCTGGCTTCTA

kkkkhkkhkhkhkhkhhkhkkhkhhkhkhkhhhkhkhkhhhkhkhhhhkhhkhhhhhkhhkhhddhhhhkkhkdkhhdhrhkkx*x

TTCAGGACGAAATCAAATCCCGT TTGT CTGAAAT TGACCGCGT ATCCGGGCAGACCCAGT
TTCAGGACGAAATCAAATCCCGT TTGT CTGAAAT TGACCGCGT ATCCGGGCAGACCCAGT
TTCAGGACGAAATCAAATCCCGT TTGT CTGAAAT TGACCGCGT AT CCGGGCAGACCCAGT

kkkkhkhkhhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhhhkhkhhhkhkhhkhhhhhhhkhkhhkdhhkhhkhhhkhhhk khhkxx*x

TCAACGGCGT GAACGTATTGT CTAAAGAT GGCTCCCTGAAAAT TCAGGT TGGCGCAAATG
TCAACGGCGT GAACGTATTGT CTAAAGAT GGCTCCCTGAAAAT TCAGGT TGGCGCAAATG
TCAACGGCGT GAACGTATTGT CTAAAGAT GGCTCCCTGAAAATTCAGGT TGGCGCAAATG

R Sk S O

ATGGTCAGACTATCTCTATCGACCT GAAGAAAATTGACTCTGATACTCTGGGT TTGAATG
ATGGTCAGACTATCTCTATCGACCT GAAGAAAATTGACTCTGATACTCTGGGT TTGAATG
ATGGTCAGACTATCTCTATCGACCT GAAGAAAATTGACTCTGATACTCTGGGT TTGAATG

R S S kR O

120

180

240

34
299
51

94
359
111

154
419
171

214
479
231

274
539
291

334
599
351

394
659
411

454
719
471

514
779
531
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seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

GITTCAACGTTAATGGT TCTGGTACCATTGCAAACAAAGCGGCCACAATCAGTGACTTGA
GITTCAACGTTAATGGT TCTGGTACCATTGCAAACAAAGCGGCCACAATCAGTGACTTGA
GITTCAACGTTAATGGT TCTGGT ACCAT TGCAAACAAAGCGGCCACAATCAGTGACTTGA

R Sk S R o S R O

CTGCTCAGAAAGCCGT TGACAACGGTAATGGTACT TATAAAGT TACAACTAGCAACGCT G
CTGCTCAGAAAGCCGT TGACAACGGTAATGGTACT TATAAAGT TACAACTAGCAACCCT G
CTGCTCAGAAAGCCGT TGACAACGGTAATGGTACT TATAAAGT TACAACTAGCGACGCT G

khkkkhkhkhhhkhhkhkhkhkhhkhkhkhhhkhkhkhhhkhkhhhkhkhkhkhhkhhhhkhkhhkdhkhkhhkhkkkdx*x **kk*x*x%x

CACTTACTGCATCTCAGGCATTAAGTAAGCT GAGT GATGGCGATACTGTAGATATTGCAA
CACTTACTGCATCTCAGGCATTAAGT AAGCT GAGT GATGGCGATACTGTAGATATTGCAA
CACTTACTGCATCTCAGGCATTAAGTAAGCT GAGT GATGGCGATACTGTAGATATTGCAA

R S S o O

CCTATGCTGGTGGTACAAGT TCAACAGT TAGT TATAAATACGACGCAGAT GCAGGTAACT
CCTATGCTGGT GGTACAAGT TCAACAGT TAGT TATAAATACGACGCAGAT GCAGGTAACT
CCTATGCTGGT GGTACAAGT TCAACAGT TAGT TATAAATACGACGCAGATCCAGGTAACT

R S S o R O R

TCAGT TATAACAATACT GCAAACAAAACAAGT GCTGCGECTGGAACTCTGGCAGATACTC
TCAGTTATAACAATACT GCAAACAAAACAAGT GCTGCGCCTGGAACTCTGGCAGATACTC
TCAGT TATAACAATACT GCAAACAAAACAAGT GCTGCGECTGGAACTCTGGCAGATACTC

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhhkhhhkhhkhhhhhkhhhkhhhhhhhkhhkhkhddhdhhhkkhdkhh dkdrhkkx*x

TTCTCCCGGCAGCT GGCCAGACTAAAACCGGTACT TACAAGGCTGCTACTGGTGATGI TA
TTCTCCCGGCAGCTGGCCAGACTAAAACCGGTACT TACAAGGCTGCTACTGGTGATGI TA
TTCTCCCGGCAGCTGGCCAGACTAAAACCGGTACT TACAAGGCTGCTACTGGTGATGITA

khkkkhkkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhhkhhhkhkhkhhhkhkhhhkhkhhkhhhhhhhkhkhhkdhkhkhhkhhhkhhhk krhkxx*x

ACTTTAATGI TGACGCAACT GGTAAT CT GACAAT TGECGGACAGCAAGCCTACCTGACTA
ACTTTAATGI TGACGCAACT GGTAAT CT GACAAT TGECGGACAGCAAGCCTACCTGACTA
ACTTTAATGI TGACGCAACT GGTAATCTGACAAT TGECGGACAGCAAGCCTACCTGACTA

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhhhkhhkhhhkhhhhhkhhkhhhhhhhkhhhkdhhkhhkhkhkhhhdrhkxx*x

CTGATGGTAACCT TACAACAAACAACT CCGGTGGT GCGECTACTGCAACTCTTAAAGAGC
CTGATGGTAACCT TACAACAAACAACT CCGGT GGT GCGECTACTGCAACTCTTAAAGAGC
CTGATGGTAACCT TACAACAAACAACT CCGGTGGT GCGGCTACTGCAACTCTTAAAGAGC

kkkkhkkhkhkhkhkhhkhkkhkhhkhkhkhhhkhkhkhkhhkhhhhhkhhkhhhhhhhkhhhkdhkhhhkhhhkhdhhkrhkxx*x

TGITTACTCTTGCTGGCGATGGTAAAT CT CTGEGEGAACGECGGTACTGCTACCGI TACTC
TGITTACTCTTGCTGGCGATGGTAAAT CT CTGGGGAACGECGGTACTCCTACCGI TACTC
TGITTACTCTTGCTGGCGATGGTAAAT CT CTGGGEGAACGECGGTACTCCTACCGI TACTC

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhhhhhkhkhhhhkhhkhhhhhhhhhhkhhkhhddhhhkkxddrhd dkdrhkxx*x

TGGATAATACTACGTATAATTTCAAAGCT GCTGCGAACGT TACTGATGGTGCTGGTGTCA
TGGATAATACTACGTATAATTTCAAAGCT GCTGCGAACGT TACTGATGGTGCTGGTGTCA
TGGATAATACTACGTATAATTTCAAAGCT GCCTGCGAACGT TACTGATGGTGCTGGTGTCA

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhhkhkhhkhkhkhhhkhkhhhkhkhhkhhhhhhhkhkhhkdhhhhkhkhkhhhhkrhkxx*x

TCGCTGCTGCTGGTGTAACT TATACAGCCACTGT TTCTAAAGATGT CATTCTGGCACAAC
TCGCTGCTGCTGGTGTAACT TATACAGCCACTGT TTCTAAAGATGT CATTCTGGCACAAC
TCCCTGCTGCTGGTGTAACT TATACAGCCACTGT TTCTAAAGATGT CATTCTGGCACAAC

R S S R O

TGCAATCTGCAAGT CAGGCAGCAGCAACCGCTACCGACGGTGATACTGT CGCAACGATCA
TGCAATCTGCAAGT CAGGCAGCAGCAACCGCTACCGACGGT GATACTGT CGCAACGATCA
TGCAATCTGCAAGT CAGGCAGCAGCAACCGCTACCGACGGT GATACTGT CGCAACGATCA

R S S I o o S

574
839
591

634
899
651

694
959
711

754
1019
771

814
1079
831

874
1139
891

934
1199
951

994
1259
1011

1054
1319
1071

1114
1379
1131

1174
1439
1191

1234
1499
1251
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seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

seql_
seq2_
seq3_

ACTATAAATCTGGTGTCATGATCGGT TCCGCTACCTTTACCAATGGTAAAGGTACTGCCG
ACTATAAATCTGGTGTCATGATCGGT TCCGCTACCT TTACCAATGGTAAAGGTACTGCCG
ACTATAAATCTGGTGTCATGATCGGT TCCGCTACCT TTACCAATGGTAAAGGTACTGCCG

EE R S S R I O

ATGGTATGACT TCTGGTACAACTCCAGT CGTAGCTACAGGT GCTAAAGCTGTATATGI TG
ATGGTATGACT TCTGGTACAACTCCAGT CGTAGCTACAGGTGCTAAACCTGTATATGI TG
ATGGTATGACT TCTGGTACAACTCCAGT CGTAGCTACAGGT GCTAAAGCTGTATATGI TG

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkkhkhhkhhkhhhkhkhkhhhkhhhhkhkhhkhhhhhhhkhkhhkdhhhhkhkhkhhhk khhkxx*x

ATGGCAACAATGAACTGACT TCCACTGCATCTTACGATACGACT TACTCTGTCAACGCAG
ATGGCAACAATGAACTGACT TCCACTGCATCTTACGATACGACT TACTCTGT CAACGCAG
ATGGCAACAATGAACTGACT TCCACTGCATCTTACGATACGACT TACT CTGTCAACGCAG

R S S O O

ATACAGGCGCAGTAAAAGT GGTATCAGGTACTGGTACTGGTAAATTTGAAGCTGITCCTG
ATACAGGCGCAGTAAAAGT GGTATCAGGTACTGGTACTGGTAAATTTGAAGCTGITCCTG
ATACAGGCGCAGTAAAAGT GGTATCAGGTACTGGTACTGGTAAATTTGAAGCTGITCCTG

R Sk S I R I S

GTI'GCGGATGCT TATGTAAGCAAAGAT GGCAAAT TAACGACAGAAACCACCAGT GCAGGCA
GTGCGGATGCTTATGTAAGCAAAGAT GGCAAAT TAACGACAGAAACCACCAGT GCAGCGCA
GTI'GCGGATGCT TATGTAAGCAAAGAT GGCAAAT TAACGACAGAAACCACCAGT GCAGG: A

kkkkhkhkhhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhhhkhkhhhkhkhhkhhhhhhhkhkhhkdhhkhhkdkkkhkk krkx*x *

CTGCAACCAAAGATCCTTTGGCTGCCCTGGATGCTGCTATCAGCTCCATCGACAAATTCC
CTGCAACCAAAGATCCTTTGCGCT GCCCTGGATGCTGCTATCAGCTCCATCGACAAATTCC
CTGCAACCAAAGATCCTTTGGCTGCCCTGGATGCTGCTATCAGCTCCATCGACAAATTCC

khkkkhkhkhhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhhhkhkhkhhhkhhhhhkhhkhhhhhhhkhkhhkdhkhkhhkhhhkhkhhk krhxxx*x

GITCCTCCCTGGGT GCTATCCAGAACCGT CTGGAT TCCGCAGT CACCAACCTGAACAACA
GITCCTCCCTGGGT GCTATCCAGAACCGT CTGGAT TCCGCAGT CACCAACCTGAACAACA
GI'TCCTCCCTGGGT GCTATCCAGAACCGT CTGGAT TCCGCAGT CACCAACCTGAACAACA

khkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhdhhhhkhkhkhhkhkhdhhhkhhkhhkhhhhhkhhhkdhkhhhkhhdkhhhkkhkrhkxx*x

CCACTACTAACCT GT CTGAAGCGCAGT CCCGT AT TCAGGACGCCGACTAT GCGACCGAAG
CCACTACTAACCT GT CTGAAGCGCAGT CCCGTATTCAGGACGCCGACTAT GCGACCGAAG
CCACTACTAACCT GT CTGAAGCGCAGT CCCGT AT TCAGGACGCCGACT AT GCGACCGAAG

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhhhkhkhkhhhkhhhhhkhhkhhhhhkhhkhkhddhkhhhkkkhkhddkdrhkkx*x

TGTCCAATAT GTCGAAAGCGCAGAT CATCCAGCAGGCCGGTAACTCTGT GT- - TGGCAAA
TGTCCAATAT GTCGAAAGCGCAGAT CATCCAGCAGGCCGGTAACTCTGT GT - - TGGCAAA
TGTCCAATAT GTCGAAAGCGCAGAT CATCCAGCAGGCCGGTAACTCTGTGTGT TGGCAAA

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhhkhhhkhkhkhkhhkhkhhhhkhkhkhhkhkhdhhkhkhkhkhk krkrx*x*x *kkkkkk*k

AGCTAACCAGGTACCGCAGCAGGT TCTGTCTCTGCTGCAGEGT TAA- - - - = - - - - - - - - -
AGCTAACCAGGTACCGCAGCAGGT TCTGT CTCTGCTGCAGGGT TAATCGT TGTAACCTGA
AGCTAACCAGGTACCGCAGCAGGT TCTGT CTCTGCTGCAGGGT TAGA- ATCGTATTCCCG

kkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhhkhkhkhkhhkhdkhhhkhkkhkhkhkhdrrkhkk*

TTAACTGAGAC- TGACGGCAACGCCAAAT TGCCTGATGCGT TGCGCTTATCAGGCCTACA
C- - GCCTAACATGCGGCGTCTACCTCGTTTTTTTG: - - - TGTTTCGTITCGTCGTTCTCA- -

1294
1559
1311

1354
1619
1371

1414
1679
1431

1474
1739
1491

1534
1799
1550

1594
1859
1610

1654
1919
1670

1714
1979
1730

1772
2037
1790

1818
2097
1849

2156
1901
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Ap6s a verificacdo das diferengas encontradas entre a sequéncia nucleotidica da

amostra 8C e das demais amostras padrao H51 através do alinhamento pelo programa

ClustalW, analisamos os eletroesferogramas da amostra 8C, e verificamos que estes

apresentaram uma alta qualidade na leitura do sequenciamento. Cada base que demonstrou

um resultado diferente ao encontrado no alinhamento foi verificada e constatamos que

nestas regioes, estas bases realmente estio presentes.

Quando analisada no BLASTx, esta sequéncia de aminodcidos

obteve

similaridade de 99% com o antigeno H51 e foi observada uma mudanca de leitura de

frame no aminodcido 588. Os eletroesferogramas foram novamente analisados e

observamos que a qualidade da leitura de sequenciamento estava acima de 98%. Segue

abaixo o resultado do BLASTX.

dbj | BAAB5090. 1| flagellin [Escherichia coli]

gb| AAP13335. 1| FliC [Escherichia coli]

Length=605

Score = 955 bits (2468), Expect(2) =0.0
Identities = 579/581 (99%), Positives = 580/581 (99%), Gaps = 0/581 (0%)

Frame = +3

Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct

39

8

219

68

399

128

579

188

759

248

NSLSLI TONNI NKNQSAL SSSI ERLSSGLRI NSAKDDAAGQAI ANRFTSNI KGLTQAARN
NSLSLI TONNI NKNQSAL SSSI ERLSSGLRI NSAKDDAAGQAI ANRFTSNI KALTQAARN
NSLSLI TONNI NKNQSAL SSSI ERLSSGLRI NSAKDDAAGQAI ANRFTSNI KGLTQAARN

ANDG SLAQTTEGALSEI NNNLQRVRELTVQATTGINSDSDLASI QDEI KSRLSEI DRVS
ANDG SLAQTTEGALSEI NNNLQRVRELTVQATTGINSDSDLASI QDEI KSRLSEI DRVS
ANDG SLAQTTEGALSEI NNNLQRVRELTVQATTGINSDSDLASI QDEI KSRLSEI DRVS

GOTQFNGVNVL SKDGSLKI QVGANDGQT| SI DLKKI DSDTLGLNGFNVNGSGT| ANKAAT
GOTQFNGVNVL SKDGSLKI QVGANDGQT| SI DLKKI DSDTLGLNGFNVNGSGT| ANKAAT
GQTQFNGVNVL SKDGSLKI QVGANDGQT! SI DLKKI DSDTLGLNGFNVNGSGTT ANKAAT

| SDLTAQKAVDNGNGT YKVTTSDAAL TASQAL SKLSDGDTVDI ATYAGGTSSTVSYKYDA
| SDLTAQKAVDNGNGT YKVTTS+AAL TASQAL SKLSDGDTVDI ATYAGGTSSTVSYKYDA
| SDLTAQKAVDNGNGT YKVTTSNAAL TASQAL SKLSDGDTVDI ATYAGGTSSTVSYKYDA

DPGNFSYNNTANKTSAAAGTLADTLL PAAGQTKTGT YKAATCGDVNFNVDATGNLTI GEQQ
D GNFSYNNTANKTSAAAGTLADTLLPAAGQTKTGT YKAATGDVNFNVDATGNLTI GEQQ
DAGNFSYNNTANKTSAAAGTLADTLL PAAGQTKTGT YKAATCDVNFNVDATGNLTI GEQQ

218

67

398

127

578

187

758

247

938

307

100



Query 939  AYLTTDGNLTTNNSGGAATATLKELFTLAGDGKSLGNGGTATVTLDNTTYNFKAAANVTD 1118
AYLTTDGNLTTNNSGGAATATLKELFTLAGDGKSLGNGGTATVTLDNTTYNFKAAANVTD
Sbjct 308  AYLTTDGNLTTNNSGGAATATLKELFTLAGDGKSLGNGGTATVTLDNTTYNFKAAANVTD 367

Query 1119 GAGVI AAAGVTYTATVSKDVI LAQLQSASQAAATATDGDTVATI NYKSGYM GSATFTNG 1298
GAGVI AAAGVTYTATVSKDVI LAQLQSASQAAATATDGDTVATI NYKSGYM GSATFTNG
Shjct 368 GAGVI AAAGVTYTATVSKDVI LAQLQSASQAAATATDCDTVATI NYKSGYM GSATFTNG 427

Query 1299 KGTADGMTSGITPVVATGAKAVYVDGNNEL TSTASYDTTYSVNADTGAVKWSGIGTGKF 1478
KGTADGMT SGT TPVWATGAKAVYVDGNNEL TSTASYDT TYSVNADT GAVKVVSGT GT GKF
Shjct 428 KGTADGMT SGT TPVVATGAKAVYVDGNNEL TSTASYDTTYSVNADTGAVKVVSGTGTGKF 487

Query 1479 EAVAGADAYVSKDGKLTTETTSAGTATKDPLAALDAAI SSI DKFRSSLGAI QNRLDSAVT 1658
EAVAGADAYVSKDCGKL TTETTSAGTATKDPLAALDAAI SSI DKFRSSL GAI QNRLDSAVT
Sbjct 488 EAVAGADAYVSKDGKLTTETTSAGTATKDPLAALDAAI SSI DKFRSSLGAI ONRLDSAVT 547

Query 1659 NLNNTTTNLSEAQSR QDADYATEVSNVBKAQ | QQAGNSY 1781
NLNNTTTNL SEAQSRI QDADYATEVSNVBKAQ | QQAGNSY
Shjct 548  NLNNTTTNLSEAQSR QDADYATEVSNVSKAQ | QQAGNSY 588

Score = 37.0 bits (84), Expect(2) =0.0
Identities = 18/ 18 (100%, Positives = 18/18 (100%, Gaps = 0/18 (0%
Frame = +2

Query 1781 VLAKANQVPQQVLSLLQG 1834
VLAKANQVPQQVLSLLQG
Shjct 588  VLAKANQVPQQVLSLLQG 605

4.5.4: Amostra 9C (48629cb):
O sequenciamento da amostra 9C (48629cb) obteve um fragmento sequenciado de
1734 pb. Os dois fragmentos de DNA abaixo em negrito demonstram o local de

alinhamentos dos iniciadores FliC(F).

GCGAATCACTAGTGATTATGGCACAAGTCATTAATACCCAACAGCCTCTCGC
TGATCACTCAAAATAATATCAACAAGAACCAGTCTGCGCTGTCGAGTTCTATCG
AGCGTCTGTCTTCTGGCTTGCGTATTAACAGCGCGAAGGATGACGCCGCAGGTC
AGGCGATTGCTAACCGTTTTACTTCTAATATTAAAGGCCTGACTCAGGCTGCAC
GTAACGCCAACGACGGTATTTCTGTTGCACAGACCACTGAAGGCGCGCTGTCC
GAAATCAACAACAACTTACAGCGTATTCGTGAGCTGACGGTTCAGGCGACGAC
CGGAACTAACTCCACCTCTGACCTGGACTCCATTCAGGACGAAATCAAATCCC
GTCTTGATGAAATTGACCGCGTATCCGGCCAGACCCAGTTCAACGGCGTGAAC
GTACTGGCAAAAGACGGTTCGATGAAAATTCAGGTTGGTGCGAATGACGGCCA
GACTATCACTATTGATCTGAAGAAAATTGACTCTGATACGCTGGGGCTGAGTG
GGTTTAATGTGAATGGCAAAGGGGCTGTGGCTAATACTGCAGCGACTAAAGAT
GATTTGGTCGCTGCATCAGTTTCAGCTGCGGTAGGTAATGAATACACTGTCTCT
GCTGGCCTGTCGAAATCAACTGCTGCTGATGTTATTGCTAGTCTCACGGATGGG
GCGACAGTAACTGCGGCTGGTGTAAGCAATGGTTTTGCTGCGGGGGCAACTGG
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AAATGCTTATAAATTTAATCAAGCAAACAACACTTTTACTTACAATACCACCTC
AACAGCGGCAGAACTCCAATCTTACCTGACGCCTAAGGCGGGGGATACCGCAA
CTTTCTCAGTTGAAATTGGTAGCACAAAGCAGGATGTTGTTCTGGCTAGTGATG
GCAAAATCACAGCAAAAGACGGGTCTAAACTTTATATTGACACCACTGGGAAT
TTAACCCAAAACGGTGGTGGTACTTTAGAAGAAGCTACCCTCAATGGTTTAGCT
TTCAACCACTCTGGTCCAGCCGCTGCTGTACAATCTACTATTACTACTGCGGAT
GGAACTTCAATAGTTCTGGCAGGTTCCGGCGACTTTGGAACAACAAAAACTGC
TGGGGCTATAAATGTCACAGGAGCAGTGATCAGTGCTGATGCACTTCTTTCCGC
TAGTAAAGCGACTGGGTTTACTTCTGGCGCTTATACCGTAGGTACAGATGGAGT
TGTTAAATCTGGCGGCAATGACGTTTATAACAAAGCTGACGGGACGGGATTAA
CTACTGACAATACCACAAAATATTATTTACAAGATGACGGGTCTGTAACTAATG
GTTCTGGTAAAGCTGTGTATGTTGATGCAACAGGAAAACTAACTACTGACGCT
GAAACTAAAGCTGCAACCACCGCCGATCCCCTGAAAGCTCTGGACGAAGCCAT
CAGCTCCATCGACAAATTTCGCTCCTCCTTGGGTGCGGTGCAAAACCCTCTGGA
TTCTGCGGTGACCAACCTGAACAACACCACTACCAACCTGTCTGAAGCGCAGT
CCCGTATTCACGGACGCCGACTATGCGACCGAAGTGTCCAACATGTCGAAAGC
GCAGATTATCCAGCAGGCCGGTAACTCCGTGCTGGCAAAAGCCAACCAGGTCC
CGCAGCAGGTTCTGTCTCTGCAGCAGGGGTAGATCGATTCCCGCGCCTCACC
GGGTGCCGCAATTTAAGGGGGGGGTCA

Através do BLASTn, foi observado que a sequéncia nucleotidica da amostra 9C
apresentou 99% de similaridade com o antigeno H31, logo, foram escolhidas duas
sequéncias do gene fliC do antigeno H31 depositadas com os n° de acessos: AY250013,
CP000247, para serem analisadas com a sequéncia nucleotidica obtida da amostra 9C
através do programa ClustalW. Segue abaixo o resultado da andlise do ClustalW, sendo que

as sequéncias foram numeradas de acordo com as sequéncias dos ndmeros de acessos

descritos acima. A sequéncia de n° 3 € a amostra 9C.

seq2_ =0 o meeeeeeesee-a---- ATGGCACAAGTCATTAATACC- AACAGCCTCTCGCTGATCACT 42
seq3_ GCGAATCACTAGT GATTATGGCACAAGT CATTAATACCCAACAGCCTCTCGCTGATCACT 60
seql_. 000 e ATGGCACAAGTCATTAATACC- AACAGCCTCTCGCTGATCACT 42
hkkkhkkhkkhkhhkhkhhhhhhhhd hhhkhhhhhhhhhkhhhkhkkk*
seq2_ CAAAATAATATCAACAAGAACCAGT CTGCGCTGTCGAGT TCTATCGAGCGTCTGTCTTCT 102
seq3_ CAAAATAATATCAACAAGAACCAGT CTGCGCTGTCGAGI TCTATCGAGCGTCTGTCTTCT 120
seql_ CAAAATAATATCAACAAGAACCAGT CTGCGCTGTCGAGI TCTATCGAGCGTCTGTCTTCT 102
hkkkhkkkkhkkhkhkhkkkhkhkhkkkkkhkhhhhkhhkkkhkhkhkhkhkkhkhkkkk kk k%
seq2_ GGCTTGCGTATTAACAGCGCGAAGGATGACCCCGCGEGT CAGGCGATTCCTAACCGT TTT 162
seq3_ GGCTTGCGTATTAACAGCGCGAAGGAT GACGCCGCAGGT CAGGCGATTGCTAACCGITTT 180

seql_ GGCTTGCGTATTAACAGCGCT AAGGATGACGCCGCGGEGT CAGCCGATTGCTAACCGI TTT 162

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkkhkhhkhkhkhk *hkhkhkhkhkhkhhkhkhhkhd, *khhkhkhkhkdhkhkhhkhhhkhhhk krhxx*x*x
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seq2_
seq3_
seql_

seq2_
seq3_
seql_

seq2_
seq3_
seql_

seq2_
seq3_
seql_

seq2_
seq3_
seql_

seq2_
seq3_
seql_

seq2_
seq3_
seql_

seq2_
seq3_
seql_

seq2_
seq3_
seql_

seq2_
seq3_
seql_

seq2_
seq3_
seql_

seq2_
seq3_
seql_

ACTTCTAACAT TAAAGGCCT GACT CAGCCTGCACGT AACGCCAACGATGGTATTTCTGT T
ACTTCTAATAT TAAAGGCCT GACT CAGGCTGCACGT AACGCCAACGACGGTATTTCTGT T
ACTTCTAACAT TAAAGGCCT GACT CAGGCTGCACGT AACGCCAACGACGGTATTTCTGT T

khkkkhkhkkhhkk Fhkdhkkdhkhhkdhdhdhkdhdddddddrddrddxdhkddxdhxdhxddx*x *Fx*dxrxhkrkhkxhx*x*x

GCGCAGACCACCGAAGGCGCCCT GTCCGAAATTAACAACAACTTACACGCGTATTCGTGAA
GCACAGACCACT GAAGGCGCGCTGT CCGAAAT CAACAACAACT TACAGCGTATTCGTGAG
GCGCAGACCACT GAAGGCGCGCT GT CCGAAATCAACAACAACT TACAGCGTATCCGT GAA

kk kkkhkkhkkhkhkhkk khkkhkhkhkhkhkhkkhkhkhhkhkhkhkhhkhkk , khkhkkhhkhkhkhhkhkhhkkhkkkk* k, *kk*x*x

CTGACGGT TCAGGCT TCTACCGECACTAACTCTGATTCGGATCTGGACTCCATTCAGGAC
CTGACGGT TCAGGCGACGACCGGAACTAACT CCACCT CTGACCTGGACTCCATTCAGGAC
CTGACGGT TCAGCCTTCTACCGEGACTAACT CCGATTCCGATCTGGACTCCATTCAGGAC

kkkkkkkhkhkkhkhkkk%x * kkhkkkk kkhkhkkkhkkkk Kk Kkk khkkhkhkkhkkhkkhkkkhkhkkhkkhkhkkkhkkk

GAAATCAAATCCCGT CTCGACGAAAT TGACCGCGTATCCGGT CAGACCCAGT TCAACGEC
GAAATCAAATCCCGT CTTGATGAAAT TGACCGCGT ATCCGGCCAGACCCAGT TCAACGEC
GAAATCAAATCCCGT CTGGACGAAAT TGACCGCGTATCTGGCCAGACCCAGT TCAACGEC

kkkkkhkhkhkhkhhkhkkhkhkhk, **k *hkhkkhkhkhkhkhhkhkhkhkhk ik, **x *khkhkhkkhkkkhhkk khkkkh*x*x

GTGAACGTACT GGCAAAAGACGGT TCGATGAAAAT TCAGGT TGGT GCGAAT GACGGCCAG
GI'GAACGTACT GGCAAAAGACGGT TCGATGAAAAT TCAGGT TGGT GCGAAT GACGGCCAG
GTI'GAACGTACT GGCGAAAGACGGT TCAAT GAAAAT TCAGGT TGGT GCGAAT GACGGCCAG

R Sk R Rk S

ACTATCACTATTGATCTGAAGAAAATTGACTCTGATACCCTGEGGCTGAGT GGGT TTAAT
ACTATCACTATTGATCTGAAGAAAATTGACTCTGATACGCTGEGGCTGAGT GGGT TTAAT
ACTATCACTATTGATCTGAAGAAAATTGACT CAGATACGCTGEEGCTGAGT GGGT TTAAT

R S S o R S R O

GTIGAATGGCAAAGGGGCTGT GECTAATACT GCAGCGACTAAAGATGATTTGGT CGCTGCA
GTGAATGGCAAAGGGGCTGT GECTAATACT GCAGCGACTAAAGATGATTTGGT CGCTGCA
GIGAATGGT GGCGEEGECTGI TGCTAATACT GCAGCGACTAAAGATGATTTGGT CGCTGCA

*kkkkkk*k EE R S I R O R S o

TCAGTTTCAGCTGCGGTAGGTAATGAATACACTGT CTCTGCTGGCCTGT CGAAATCAACT
TCAGT TTCAGCTGCGGTAGGTAATGAATACACTGT CTCTGCTGECCTGT CGAAATCAACT
TCAGT TTCAGCTGCGGTAGGTAATGAATACACTGTCTCTGCTGGCCTGT CGAAATCAACT

R Sk S o O R S O

GCTCCTGATGI TATTGCTAGT CTCACGGAT GGGGCGACAGTAACT GCCCCTGGTGTAAGC
GCTCCTGATGI TATTGCTAGT CTCACGGAT GGGGCGACAGTAACT GCCCCTGGTGTAAGC
GCTGCTGATGI TATTGCTAGT CTCACAGAT GGT GCGACAGT AACT GCGGCTGGTGTAAGC

R S S O Rk S

AATGGT TTTGCTGCGEEEECAACT GGAAATGCT TATAAAT T TAAT CAAGCAAACAACACT
AATGGT TTTCGCTGCGGEGECAACT GGAAATGCTTATAAATTTAAT CAAGCAAACAACACT
AATGGT TTTGCTGCAGGGECAACT GGAGATGCT TATAAATTCAATCAAGCAAACAACACT

khkkkhkkkhkhkkhkhkhhkkhkk, *hdhkdhhhkkhhdd *xddhhkdkdkhdhddxd *xdhdhxdhxrhdrhkrkhkxxx*x

TTTACTTACAATACCACCT CAACAGCGGCAGAACT CCAATCTTACCT GACGCCTAAGECG
TTTACTTACAATACCACCT CAACAGCGGCAGAACT CCAATCTTACCT GACGCCTAAGECG
TTTACTTACAATACCACCT CAACAGCGGCAGAACT CCAATCTTACCTCACGCCTAAGCECG

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkkhkhhkhhkhhhkhkhkhhhkhhhhkhkhhkhhhhhhhkhkhhkdhkhkdkx *kkk kk krkkx*x*x

GGGGATACCGCAACTTTCTCAGT TGAAAT TGGTAGCACAAAGCAGGATGT TGT TCTGECT
GGGGATACCGCAACTTTCTCAGT TGAAAT TGGTAGCACAAAGCAGGATGT TGT TCTGECT
GGGGATACCGCAACTTTCTCCGT TGAAAT TGGT GGCACCAAGCAGGATGT TGTTCTGCECT

kkkkhkkhkhkhkhkhhkhkkhkhhkhkhkhkx *hkhkhkhkhkhkhhkkhkk * k *k* *hkhkhkkhkhkhhkkhkkhkk hkk khhkx*x*x

222
240
222

282
300
282

342
360
342

402
420
402

462
480
462

522
540
522

582
600
582

642
660
642

702
720
702

762
780
762

822
840
822

882
900
882
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seq2_
seq3_
seql_

seq2_
seq3_
seql_

seq2_
seq3_
seql_

seq2_
seq3_
seql_

seq2_
seq3_
seql_

seq2_
seq3_
seql_

seq2_
seq3_
seql_

seq2_
seq3_
seql_

seq2_
seq3_
seql_

seq2_
seq3_
seql_

seq2_
seq3_
seql_

seq2_
seq3_
seql_

AGT GATGGCAAAAT CACAGCAAAAGACCCGTCTAAACT TTATATTGACACCACT GGGAAT
AGT GATGGCAAAAT CACAGCAAAAGACGGGT CTAAACT TTATATTGACACCACT GGGAAT
AGT GATGGCAAAAT CACAGCAAAAGACGCGTCTAAACT TTATATTGACACCACAGGGAAT

R S S

TTAACCCAAAACGGT GGTGGTACTTTAGAAGAAGCTACCCTCAATGGT TTAGCTTTCAAC
TTAACCCAAAACGGT GGTGGTACT TTAGAAGAAGCTACCCTCAATGGT TTAGCTTTCAAC
TTAACCCAAAACGGT GGAGGTACT TTAGAAGAAGCTACCCTCAATGGCTTAGCTTTCAAC

kkkkkhkhkhkhkhhkhkkhkhkhk, *khkkhkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhhhhhkhkhhkdhkhkd*x **kkk kk khkkx*x*x

CACTCTGGTCCAGCCGCTGCTGTACAATCTACTATTACTACTGCGGATGGAACTTCAATA
CACTCTGGTCCAGCCGCTGCTGTACAATCTACTATTACTACTGCGGATGGAACTTCAATA
CACTCTGGTCCAGCCGCTGCTGTACAATCTACTATTACTACTGCGGATGGAACTTCAATA

kkkkhkkhkhkhkhkhhkhkkhkhhkhkhkhhhkhkhkhkhhkhkhhhkhkhhkhhhhhhhkhkhhkdhkhhhkrhhkhhhdrhkxx*x

GI'TCTGGCAGGT TCTGGECGACT TTGGAACAACAAAAACT GCCTGGEGGCTATAAATGT CACA
GI'TCTGGCAGGT TCCGGCGACT TTGGAACAACAAAAACT GCTGGEGGCTATAAATGI CACA
GITCTAGCAGGT TCTGGCGACT TTGGAACAACAAAAACT GCCTGGEGGCTATTAATGI CACA

kkkkk khhkhkhkkkkk hkhkhkkhkhkkhkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhhkhkhhhkhkhhkhkhkhhkkhx*x *kk khkkk*x*x

GGAGCAGTGATCAGT GCTGATGCACTTCTTTCCGCTAGTAAAGCGACTGCCGTTTACTTCT
GGAGCAGTGATCAGT GCTGATGCACTTCTTTCCGCTAGTAAAGCGACTGGGTTTACTTCT
GGAGCAGTGATCAGT GCTGATGCACTTCTTTCCGCCAGTAAAGCGACTGGGTTTACTTCT

EE R S S o R O o

GGCCCTTATACCGT AGGTACAGATGGAGT TGTTAAATCTGGOGGCAATGACGT TTATAAC
GGCCCTTATACCGT AGGTACAGATGGAGT TGTTAAATCTGGOGGCAATGACGT TTATAAC
GGCACTTATACCGT AGGTACAGATGGAGI TGT TAAATCTGGTGGCAATGACGT TTATAAC

R I Sk S R O R R S

AAAGCT GACGGGACGGGATTAACTACT GACAATACCACAAAATATTATTTACAAGATGAC
AAACGCT GACGGGACGGGATTAACTACT GACAATACCACAAAATATTATTTACAAGATGAC
AAAGCT GACGGGACGGGATTAACTACT GACAATACCACAAAATATTATTTACAAGATGAC

EE R Sk S R O

GGGTCTGTAACTAATGGT TCTGGTAAAGCT GTGTATGI TGATGCAACAGGAAAACTAACT
GGGTCTGTAACTAATGGT TCTGGTAAAGCT GTGTATGT TGATGCAACAGGAAAACTAACT
GGGTCTGTAACTAATGGT TCTGGTAAAGCT GTGTATGCTGATGCAACAGGAAAACTAACT

R Sk S o R O o

ACTGACGCTGAAACTAAAGCT GCAACCACCGCCGAT CCCCTGAAAGCT CTGGACGAAGCC
ACTGACGCT GAAACTAAAGCT GCAACCACCGCCGAT CCCCTGAAAGCT CTGGACGAAGCC
ACTGACGCT GAAACTAAAGCCGAAACCACCGCCGAT CCCCT GAAAGCT CTGGACGAAGCG

R S S Rk S

ATCAGCTCCATCGACAAATTTCGCTCCTCCT TGGEGT GCGGT GCAAAACCGT CTGGATTCT
ATCAGCTCCATCGACAAATTTCGCTCCTCCT TGGEGT GCGGT GCAAAACCCTCTGGATTCT
ATCAGCTCCATCGACAAATTCCGT TCTTCCCTCGGT GCGGT GCAAAACCGTCTGGATTCC

kkhkkkhkkkhkhkkhkhkdhkdhkkhkhkkhkhkdhx* *k **k *k*k * *hkkkhkkhkkdkhkkhkkkhkkkhkkhkk Fhxkkkkhkhkkhkkk

GCGGT GACCAACCT GAACAACACCACTACCAACCT GTCTGAAGCGCAGT CCOGTATTCA-
GCGGT GACCAACCT GAACAACACCACTACCAACCT GT CTGAAGCGCAGT CCCGTATTCAC
GCGGT CACCAACCT GAACAACACCACTACCAACCT GTCCGAAGCGCAGT CCOCGTATTCA-

kkkkk khhkhkhkkhkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhhhhhkhhhkhhkhk* *hkhhkhkhhkkhkkhkh ddkrhkkx*x

GGACGCCGACT AT GCGACCGAAGT GT CCAACAT GT CGAAAGCGCAGATCATCCAGCAGEC
GGACGCCGACT AT GCGACCGAAGT GT CCAACAT GT CGAAAGCGCAGATTATCCAGCAGEC
GGACGCCGACT AT GCGACCGAAGT GTCCAACAT GT CGAAAGCGCAGATCATCCAGCAGEC

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhhkhkhhkhkhkhhhkhkhhhhkhhkhhkhhkhhkhkhddkhkhk*x *kk *k k*kkk*x*x

942
960
942

1002
1020
1002

1062
1080
1062

1122
1140
1122

1182
1200
1182

1242
1260
1242

1302
1320
1302

1362
1380
1362

1422
1440
1422

1482
1500
1482

1541
1560
1541

1601
1620
1601
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seq2_ CGGTAACTCCGT GCTGGECAAAAGCTAACCAGGTACCGCAGCAGGTTCTGTCTCTGCTCGCA 1661

seq3_ CGGTAACT CCGT GCTGECAAAAGCCAACCAGGT CCCGCAGCAGGTTCTGTCTCTGCAGCA 1680
seql_ CGGTAACT CCGT GCTGECAAAAGCT AACCAGGT ACCGCAGCAGGTTCTGTCTCTGCTGCA 1661
khkkkhkkkhhkkhkhkdhkdhkdhkhhkdhdhhhd *khkddhddd *hxdhddxdhxdkxdhdxdhxdddhx*x*x **x%
seq2_ GOGT TAA- - - - - - s oo s oo oo 1668
seq3_ GGGGTAGATCGAT TCCCGCGCCT CACCGGEGT GCCGCAATTTAAGGGEEEEGTCA 1734
seql_ CC i Y R L T R R R 1668

*kkk k*k

Ap6s a verificacdo das diferengas encontradas entre a sequéncia nucleotidica da
amostra 9C e das demais amostras padrao H31 através do alinhamento pelo programa
ClustalW, analisamos os eletroesferogramas da amostra 9C, e verificamos que estes
apresentaram uma alta qualidade na leitura do sequenciamento. Cada base que demonstrou
um resultado discrepante ao encontrado no alinhamento foi verificada e constatamos que
nestas regioes, estas bases realmente estio presentes, € nao sdo artefatos ou erros de leitura.

Quando analisadas no BLASTX, a sequéncia de aminodcidos obteve 99% de
similaridade com o antigeno H31, porém, foi observada uma mudanca de leitura de frame
por volta do aminodcido 513. Os eletroesferogramas foram novamente analisados e
observamos que a qualidade da leitura de sequenciamento estava acima de 98%, além
disto, realizamos vdrias repeti¢des diferentes de reagdes de sequenciamento da mesma
amostra. Segue abaixo o resultado do BLASTXx.
ref| YP_669759. 1| flagellin [Escherichia coli 536]
ref| ZP_03034867. 1| flagellin [Escherichia coli F11]
gb] AB&9858. 1| flagellin [Escherichia coli 536]
gb| EDV66063. 1| flagellin [Escherichia coli F11]

Length=555
Score = 824 bits (2129), Expect(2) = 0.0

Identities = 503/506 (99%), Positives = 504/506 (99%), Gaps = 0/506 (0%)
Frame = +1

Query 40 NSLSLI TONNI NKNQSAL SSSI ERLSSGLRI NSAKDDAAGQAI ANRFTSNI KL TQAARN 219
NSLSLI TONNI NKNQSALSSSI ERLSSGLRI NSAKDDAAGQAI ANRFTSNI KALTQAARN
Sbjct 8 NSLSLI TONNI NKNQSALSSSI ERLSSGLRI NSAKDDAAGQAI ANRFTSNI KGLTQAARN 67
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Query 220 ANDG SVAQTTEGALSEI NNNLQRI RELTVQATTGTNSTSDLDSI QDEI KSRLDEI DRVS 399
ANDGI SVAQTTEGALSEI NNNLQRI REL TVQA+TGTNS SDLDSI QDEI KSRLDEI DRVS
Shjct 68  ANDG SVAQTTEGALSEI NNNLQRI RELTVQASTGTNSDSDLDSI QDEI KSRLDEI DRVS 127

Query 400  GOTQFNGVNVLAKDGSMKI QVGANDGQTI TI DLKKI DSDTLGLSGFNVNGKGAVANTAAT 579
GQTQFNGVNVLAKDGSMKI QVGANDGQTI TI DLKKI DSDTLGLSGFNVNGKGAVANTAAT
Sbjct 128  GQTQFNGVNVLAKDGSMKI QVGANDGQT! T1 DLKKI DSDTLGLSGFNVNGKGAVANTAAT 187

Query 580 KDDLVAASVSAAVGNEYTVSAGLSKSTAADVI ASLTDGATVTAAGVSNGFAAGATGNAYK 759
KDDLVAASVSAAVCGNEYTVSAGL SKSTAADVI ASLTDGATVTAAGYSNGFAAGATGNAYK
Sbjct 188 KDDLVAASVSAAVGNEYTVSAGLSKSTAADVI ASLTDGATVTAAGYSNGFAAGATGNAYK 247

Query 760 FNQANNTFTYNTTSTAAEL QSYLTPKAGDTATFSVEI GSTKQDVVLASDCKI TAKDGSKL 939
FNQANNTFTYNTTSTAAEL QSYLTPKAGDTATFSVEI GSTKQDVVLASDGKI TAKDGSKL
Shjct 248 FNQANNTFTYNTTSTAAEL QSYLTPKAGDTATFSVEI GSTKQDVVLASDCKI TAKDGSKL 307

Query 940  YI DTTGNLTONGGGTLEEATLNGLAFNHSGPAAAVQSTI TTADGTSI VLAGSGDFGTTKT 1119
YI DTTGNL TONGGGTL EEATLNGLAFNHSGPAAAVQSTI TTADGTSI VLAGSGDFGI TKT
Sbjct 308  YI DTTGNLTONGGGTLEEATLNGLAFNHSGPAAAVQSTI TTADGTSI VLAGSGDFGTTKT 367

Query 1120 AGAI NVTGAVI SADALL SASKATGFTSGAYTVGTDGVVKSGGNDVYNKADGTGLTTDNTT 1299
AGAI NVTGAVI SADAL L SASKATGFTSGAYTVGT DGVVKSGGNDVYNKADGTGLTTDNTT
Sbjct 368  AGAI NVTGAVI SADALL SASKATGFTSGAYTVGTDGVVKSGGNDVYNKADGTGLTTDNTT 427

Query 1300 KYYLQDDGSVTNGSGKAVYVDATGKLTTDAETKAATTADPLKALDEAI SSI DKFRSSLGA 1479
KYYLCQDDGSVTNGSCGKAVYVDATCGKLTTDAETKAATTADPLKALDEAI SSI DKFRSSLGA

Shjct 428 KYYLQDDGSVTNGSCGKAVYVDATCKLTTDAETKAATTADPLKALDEAI SSI DKFRSSLGA 487

Query 1480 VONPLDSAVTNLNNTTTNLSEAQSRI 1557

VON LDSAVTNLNNTTTNLSEAQSRI
Sbjct 488  VONRLDSAVTNLNNTTTNLSEAQSRI 513

Score = 77.8 bits (190), Expect(2) = 0.0
ldentities = 40/41 (97%, Positives = 40/41 (97%, Gaps = 0/41 (0%
Frame = +2

Query 1562 DADYATEVSNVBKAQ | QQAGNSVLAKANQVPQOVLSLQQG 1684
DADYATEVSNVBKAQ | QQAGNSVLAKANQVPQQVLSL! QG
Shjct 515  DADYATEVSNVBKAQ | QQAGNSVLAKANQVPQOVLSLLQG 555

4.5.5: Amostra 11A (00-05951)

O sequenciamento da amostra 11A (00-05951), obteve um fragmento sequenciado
de 1869 pb. As duas sequéncias em negrito demonstram o local de alinhamento dos
iniciadores FliC(F).
TGCAGCGGCGCGAATCACTAGTGATTATGGCACAAGTCATTAATACCCAACA

GCCTCTCGCTGATCACTCAAAATAATATCAACAAGAACCAGTCTGCGCTGTCGA
GTTCTATCGAGCGTCTGTCTTCTGGCTTGCGTATTAACAGCGCGAAGGATGACG
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CAGCGGGTCAGGCGATTGCTAACCGTTTCACCTCTAACATTAAAGGCCTGACTC
AGGCGGCCCGTAACGCCAACGACGGTATCTCCGTTGCGCAGACCACCGAAGGC
GCGCTGTCCGAAATCAACAACAACTTACAGCGTATCCGTGAACTGACGGTTCA
GGCTTCTACCGGGACTAACTCCGATTCGGATCTGGACTCCATTCAGGACGAAAT
CAAATCCCCGTCTGGACGAAATTGACCGCGTATCTGGCCAGACCCAGTTCAAC
GGCGTGAACGTACTGGCGAAAGACGGTTCAATGAAAATTCAGGTTGGTGCGAA
TGACGGCAGACTATCACGATTGATCTGAAGAAAATTGACTCAGATACGCTGGG
GCTGAATGGTTTAACGTGAATGGTTCCGGTACGATAGCCAATAAAGCGGCGAC
CATTAGCGACCTGACAGCAGCGAAAATGGATGCTGCAACTAATACTATAACTA
CAACAAATAATGCGCTGACTGCATCAAAGGCGCTTGATCAACTGAAAGATGGT
GACACTGTTACTATCAAAGCAGATGCTGCTCAAACTGCCACGGTTTATACATAC
AATGCATCAGCTGGTAACTTCTCATTCAGTAATGTATCGAATAATACTTCAGCA
AAAGCAGGTGATGTAGCAGCTAGCCTTCTCCCGCCGGCTGGGCAAACTGCTAG
TGGTGTTTATAAAGCAGCAAGCGGTGAAGTGAACTTTGATGTTGATGCGAATG
GTAAAATCACAATCGGAGGACAGAAAGCATATTTAACTAGTGATGGTAACTTA
ACTACAAACGATGCTGGTGGTGCGACTGCGGCTACGCTTGATGGTTTATTCAAG
AAAGCTGGTGATGGTCAATCAATCGGGTTTAAGAAGACTGCATCAGTCACGAT
GGGGGGAACAACTTATAACTTTCAAACGGGTCCTGATGCTGATGCTGCAACTG
CTAACGCAGGGTTATCGTTCACTGATACAGCTAGCAAAGATACCGTTTTAAATA
AAGTGGCTACAGCTTATACAAGGGCAAAGCAGTTGCAGCTGACCGGTGATACA
TCCGCAACAATGACCTATAAATCTGGCGTTCAGACGTATCAGGCTGTATTTGCC
GCAGGTGACGGTACTGCTAGCGCAAAATATGCCGATAAAGCTGACGTTTCTAA
TGCAACAGCAACATACACTGATGCTGATGGTGAAATGACTACAATTGGTTCAT
ACACCACGAAGTATTCAATCGATGCTAACAACGGCAAGGTAACTGTTGATTCT
GGAACTGGTACGGGTAAATATGCGCCGAAAGTAGGGGCTGAAGTATATGTTAG
TGCTAATGGTACTTTAACAACAGATGCAACTAGCGAAGGCACAGTAACAAAAG
ATCCACTGAAAGCTCTGGATGAAGCTATCAGCTCCATCGACAAATTCCGTTCTT
CCCTGGGTGCTATCCAGAACCGTCTGGATTCCGCAGTCACCAACCTGAACAAC
ACCACTACCAACCTGTCCGAAGCGCAGTCCCGTATTCAGGACGCCGACTATGC
GACCGAAGTGTCCAACATGTCGAAAGCGCAGATCATTCAGCAGGCCGGTAACT
CCGTGCTGGCAAAAGCCAACCAGGTACCGCAGCAGGTTCTGTCTCAGCTGCA
GGGTTAGAATCGAATTNCCCGCGCTGACCGTTGTGCGATTTCTCNTCCTTTGTC
CTCGT

Através do BLASTn, foi observado que a sequéncia nucleotidica da amostra 11A
apresentou 99% de similaridade com o antigeno H12. Sequéncias do gene fliC do antigeno
H12 depositadas com os n°® de acessos: AY337474, AY337471, AY249997, L.07389, foram
utilizadas para andlise da sequéncia nucleotidica da amostra 11A através do programa

ClustalW. Segue abaixo o resultado da andlise do ClustalW, sendo que as sequéncias foram
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numeradas de acordo com as sequéncias dos ndmeros de acessos descritos acima. A

sequéncia de n° 5 € a amostra 11A.
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-------------------------- ATGGCACAAGTCATTAATACC- AACAGCCTCTCG
-------------------------- ATGGCACAAGTCATTAATACC- AACAGCCTCTCG
TGCAGOGGOGOGAAT CACTAGT GAT TATGGCACAAGT CATTAATACCCAACAGCCTCTCG
-------------------------- ATGGCACAAGTCATTAATACC- AACAGCCTCTCG
-------------------------- ATGGCACAAGTCATTAATACC- AACAGCCTCTCG

EE R R o o S R O o

CTGATCACTCAAAATAATATCAACAAGAACCAGT CTGCGCTGT CGAGT TCTATCGAGCGT
CTGATCACTCAAAATAATATCAACAAGAACCAGT CTGCGCTGT CGAGT TCTATCGAGCGT
CTGATCACTCAAAATAATATCAACAAGAACCAGT CTGCCCTGTCGAGT TCTATCGAGCGT
CTGATCACTCAAAATAATATCAACAAGAACCAGT CTGCGCTGT CGAGT TCTATCGAGCGT
CTGATCACTCAAAATAATATCAACAAGAACCAGT CTGCGCTGT CGAGT TCTATCGAGCGT

R S S o

CTGICTTCTGGCT TGCGTAT TAACAGCGCGAAGGAT GACGCAGCGGEGT CAGGCGATTGCT
CTGICTTCTGGCTTGCGTATTAACAGCGCGAAGGAT GACGCAGCGGGT CAGGCGATTCCT
CTGICTTCTGGCT TGCGTAT TAACAGCGCGAAGGAT GACGCAGCGGEGT CAGGCGATTGCT
CTGICTTCTGGCT TGCGTATTAACAGCGCGAAGGAT GACGCCGCAGGT CAGGCGATTCCT
CTGICTTCTGGCT TGCGTATTAACAGCGCGAAGGAT GACGCCGCAGGT CAGGCGATTCCT

kkkkhkkhkhkhkhkhhkhkkhkhhkhkhkhhhkhkhkhkhhkhkhhhkhkhkhkhhkhkhkhkhkx*x k% *kkhkkkhkk khkkx*x*x

AACCGT TTCACCTCTAACAT TAAAGGCCT GACT CAGECGGCCCGT AACGCCAACGACGGT
AACCGT TTCACCTCTAACAT TAAAGGCCT GACT CAGECGGCCCGT AACGCCAACGACGCT
AACCGT TTCACCTCTAACAT TAAAGGCCT GACT CAGEGCGGCCCGT AACGCCAACGACGGT
AACCGTTTTACTTCTAACAT TAAAGGCCT GACT CAGGCTGCACGT AACGCCAACGACGGT
AACCGTTTTACTTCTAACAT TAAAGGCCT GACT CAGGCTGCACGT AACGCCAACGACGGT

khkkkhkkkhhkk *k *khkhkkhkhkdhkdhkdhkkhhkdkdkdhkhdkhhkhkdkhdkx *% *xFdhkdkhxkdkhxkdkhxkdkhkkrkhkxx *

ATCTCCGT TGCGCAGACCACCGAAGGCCCGLCTGT CCGAAAT CAACAACAACT TACAGCGT
ATCTCCGT TGCGCAGACCACCGAAGGCGCCGCTGT CCGAAAT CAACAACAACT TACAGCGT
ATCTCCGT TGCGCAGACCACCGAAGGCGCGCTGT CCGAAAT CAACAACAACT TACAGCGT
ATTTCCGI TGCGCAGACCACCGAAGGCCCGCTGT CCGAAAT CAACAACAACT TACAGCGT
ATTTCCGI TGCGCAGACCACCGAAGGCGCGCTGT CCGAAAT CAACAACAACT TACAGCGT

EE S ko R R O

ATCCGT GAACT GACGGT TCAGGCTTCTACCGGGACTAACT CCGATTCCGATCTGGACTCC
ATCCGT GAACT GACGGT TCAGGCTTCTACCGGGACTAACT CCGATTCCGATCTGGACTCC
ATCCGT GAACT GACGGT TCAGGCT TCTACCGGGACTAACT COGATTCGGATCTGGACTCC
ATCCGT GAACT GACGGT TCAGGCTTCTACCGGGACTAACT CCGATTCAGATCTGGACTCC
ATCCGT GAACT GACGGT TCAGGCT TCTACCGGGACTAACT COGATTCGGATCTGGACTCC

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkkhkhhkhkhkhhhkhkhkhhhkhkhkhhkhkhhkhhkhhhhhkhhhkdhkhkhkx *kkk kk kdkkx*x*x

ATTCAGGACGAAATCAAATCCC- GTCTGGACGAAAT TGACCGCGT AT CTGGCCAGACCCA
ATTCAGGACGAAATCAAATCCC- GTCTGGACGAAATTGACCGCGTATCTGGCCAGACCCA
ATTCAGGACGAAATCAAAT CCCCGT CTGGACGAAAT TGACCGCGT ATCTGGCCAGACCCA
ATTCAGGACGAAATCAAATCCC- GTCTGGACGAAAT TGACCGCGT ATCTGGCCAGACCCA
ATTCAGGACGAAATCAAATCCC- GTCTGGACGAAATTGACCGCGTATCTGGCCAGACCCA

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhhkhkhkk khkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhhhhkhhhkdhhhhkrkhkhhhkdkrhkxx*x

GI'TCAACGGCGT GAACGTACT GGCGAAAGACGGT TCAATGAAAAT TCAGGT TGGT GCGAA
GI'TCAACGGCGT GAACGTACT GGCGAAAGACGGT TCAATGAAAAT TCAGGT TGGT GCGAA
GI'TCAACGGCGT GAACGT ACT GGCGAAAGACGGT TCAAT GAAAAT TCAGGT TGGT GCGAA
GI'TCAACGGCGT GAACGTACT GGCGAAAGACGGT TCAATGAAAATTCAGGT TGGT GCGAA
GI'TCAACGGCGT GAACGT ACT GGCGAAAGACGGT TCAATGAAAAT TCAGGT TGGT GCGAA

R Sk S o R R S O

153
153
180
153
153

213
213
240
213
213

273
273
300
273
273

333
333
360
333
333

392
392
420
392
392

452
452
480
452
452
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TGACGGCCAGACTATCACCGATTGATCTGAAGAAAATTGACT CAGATACCGCTGGEGGCTGAA
TGACGGCCAGACTATCACCGATTGATCTGAAGAAAATTGACT CAGATACCGCTGGGGCTGAA
TGACGGC- AGACTATCACGATTGATCTGAAGAAAAT TGACT CAGATACGCT GGGECTGAA
TGACGGCCAGACTATCACCGATTGAT CTGAAGAAAATTGACT CAGATACCGCTGGEGGCTGAA
TGACGGCCAGACTATCACCGATTGATCTGAAGAAAATTGACT CAGATACCGCTGGEGGCTGAA

kkkkhkhkh K*khkkkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhhhkhkhhhkhkhkhkhhkhhhhhkhhhkdhhhhkhkhkhhhhkrhkxx*x

TGGTTTTAACGT GAATGGT TCCGGTACGATAGCCAATAAAGCGGCGACCAT TAGCGACCT
TGGTTTTAACGT GAATGGT TCCGGTACGATAGCCAATAAAGCGGCGACCAT TAGCGACCT
TGGITT- AACGTGAATGGT TCCGGTACGATAGCCAAT AAAGCGGCGACCAT TAGCGACCT
TGGTTTTAACGT GAATGGT TCCGGTACGATAGCCAATAAAGCGGCGACCAT TAGCGACCT
TGGTTTTAACGT GAATGGT TCCGGTACGATAGCCAATAAAGCGGCGACCAT TAGCGACCT

kkkkkk Khhkhkkkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhhhhhhkhhhkhhhhhhhkhhkhhddhhhkkhhkhhdddkrhkkx*x

GACAGCAGCGAAAAT GGATGCTGCAACTAATACTATAACTACAACAAATAATGCGCTGAC
GACAGCAGCGAAAAT GGATGCTGCAACTAATACTATAACTACAACAAATAATGCGCTGAC
GACAGCAGCGAAAAT GGATGCTGCAACTAATACTATAACTACAACAAATAATGCGCTGAC
GACAGCAGCGAAAAT GGATGCTGCAACTAATACTATAACTACAACAAATAATGCGCTGAC
GACAGCAGCGAAAAT GGATGCTGCAACTAATACTATAACTACAACAAATAATGCGCTGAC

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhhhkhkhkhhhkhhhhhkhhhhhhhkhhkhhddhhhkkhhrhhddkhrhxkx*x

TGCATCAAAGCCCCT TGATCAACTGAAAGATGGT GACACTGTTACTATCAAAGCAGATGC
TGCATCAAAGGCGCT TGATCAACTGAAAGATGGT GACACTGT TACTATCAAAGCAGATGC
TGCATCAAAGGCGCT TGATCAACTGAAAGATGGT GACACTGT TACTATCAAAGCAGATGC
TGCATCAAAGCCCCT TGATCAACTGAAAGATGGT GACACTGT TACTATCAAAGCAGATGC
TGCATCAAAGGCGCT TGATCAACTGAAAGATGGT GACACTGT TACTATCAAAGCAGATGC

R Sk S R O

TGCTCAAACT GCCACGGT TTATACATACAATGCATCAGCTGGTAACTTCTCATTCAGTAA
TGCTCAAACTGCCACGGT TTATACATACAATGCATCAGCTGGTAACTTCTCATTCAGTAA
TGCTCAAACT GCCACGGT TTATACATACAATGCATCAGCTGGTAACTTCTCATTCAGTAA
TGCTCAAACT GCCACGGT TTATACATACAATGCATCAGCTGGTAACTTCTCACTCAGTAA
TGCTCAAACTGCCACGGT TTATACATACAATGCATCAGCTGGTAACTTCTCATTCAGTAA

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhhhkhkhkhhhkhhhhhkhhkhhhhhhhkhhhkdhhkhhkhkkxkx*x **kkx**x*x

TGTATCGAATAATACT TCAGCAAAAGCAGGT GATGTAGCAGCTAGCCT TCTCCCGCCGEC
TGTATCGAATAATACT TCAGCAAAAGCAGGT GATGTAGCAGCTAGCCT TCTCCCGCCGEC
TGTATCGAATAATACT TCAGCAAAAGCAGGT GATGTAGCAGCTAGCCT TCTCCCGCCGEC
TGTATCGAATAATACT TCAGAAAAAGCAGGT GATGTAGCAGCTAGCCT TCTCCCGCCGEC
TGTATCGAATAATACT TCAGAAAAAGCAGGT GATGTAGCAGCTAGCCT TCTCCCGCCGEC

kkkkhkkhkhkhkhkhhkhkkhkhhkhkhkhk *hkhkhkhkhkhhhkhkhhkhhkhhhhhkhhhkdhkhhhkrhhkhdhkhkrhxxx*x

TGGGCAAACT CCTAGT GGTGT TTATAAAGCAGCAAGCGGTGAAGTGAACTTTGATGI TGA
TGGCCAAACT GCTAGT GGTGT TTATAAAGCAGCAAGCGGTGAAGTGAACTTTGATGT TGA
TGGGCAAACTCCTAGT GGTGT TTATAAAGCAGCAAGCGGTGAAGTGAACTTTGATGTI TGA
TGGCCAAACT GCTAGT GGTGT TTATAAAGCAGCAAGCGGTGAAGTGAACTTTGATGT TGA
TGGCCAAACT GCTAGT GGTGT TTATAAAGCAGCAAGCGGTGAAGTGAACTTTGATGT TGA

R S S R

TGCGAATGGT AAAAT CACAAT CGGAGGACAGAAAGCATATTTAACTAGT GATGGTAACT T
TGCGAATGGTAAAAT CACAAT CGGAGGACAGAAAGCATATTTAACTAGTGATGGTAACT T
TGCGAATGGT AAAAT CACAAT CGGAGGACAGAAAGCATATTTAACTAGTGATGGTAACT T
TGCGAATGGT AAAAT CACAAT CGGAGGACAGAAAGCATATTTAACTAGTGATGGTAACT T
TGOGAATGGTAAAAT CACAAT CGGAGGACAGAAAGCATATTTAACTAGTGATGGTAACT T

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhhkhhhkhhkhhhkhhhhhkhhkhhhhhhhkhhhkdhhhhkhhdkhhhkhkrhxxx*x

AACTACAAACGAT GCTGGT GGTGCGACT GCGECTACGCT TGATGGT TTATTCAAGAAAGC
AACTACAAACGAT GCTGGT GGT GCGACT GCGGCTACGCT TGATGGT TTATTCAAGAAAGC
AACTACAAACGAT GCTGGT GGTGCGACT GCCGECTACCCT TGATGGT TTATTCAAGAAAGC
AACTACAAACGAT GCTGGT GGTGCGACT GCGECTACGCT TGATGGT TTATTCAAGAAAGC
AACTACAAACGAT GCTGGT GGTGCGACT GCGGCTACGCT TGATGGT TTATTCAAGAAAGC

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhhhkhkhkhhhkhhhhhkhhkhhhhhhhkhhhkdhhkhhkhkhhhhdrhkxx*x

512
512
539
512
512

572
572
598
572
572

632
632
658
632
632

692
692
718
692
692

752
752
778
752
752

812
812
838
812
812

872
872
898
872
872

932
932
958
932
932

992
992
1018
992
992
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TGGTGATGGT CAATCAAT CCGGT TTAAGAAGACT GCATCAGT CACGAT GGGGGGAACAAC
TGGTGATGGT CAATCAAT CCGGT TTAAGAAGACT GCATCAGT CACGAT GGGGGGAACAAC
TGGTGATGGT CAATCAAT CGGGT TTAAGAAGACT GCAT CAGT CACGAT GGGGGGAACAAC
TGGTGATGGT CAATCAAT CCGGT TTAAGAAGACT GCATCAGT CACGAT GGGGGGAACAAC
TGGTGATGGT CAATCAAT CCGGT TTAAGAAGACT GCATCAGT CACGAT GGGGGGAACAAC

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhhhkhkhhhkhkhhkhhhhhhhkhhhkdhhhhkhkhkhhhhkrhkxx*x

TTATAACTTTAAAACGGEGT GCTGATGCTGATGCT GCAACT GCTAACGCAGGGGTATCGT T
TTATAACTTTAAAACGGEGT GCTGAT GCTGATGCT GCAACT GCTAACGCAGGGGTATCGT T
TTATAACTTTCAAACGGGT CCTGATGCTGATGCT GCAACTGCTAACGCAGGGI TATCGT T
TTATAACTTTAAAACGGGT GCTGATGCTGATGCT GCAACT GCTAACGCAGGGGTATCGT T
TTATAACTTTAAAACGGEGT GCTGATGCTGATGCT GCAACT GCTAACGCAGGGGTATCGT T

kkkkhkhkhkhkhk *hkhkhkkhkhkhkk, *hkhkhkhkhkhhkhhkhhhhhhhdkhhkhhddhhhkkhddx*x **kkk*x*x

CACTGATACAGCTAGCAAAGAAACCGT TTTAAATAAAGT GGCTACAGCTAA- ACAAGG- C
CACTGATACAGCTAGCAAAGAAACCGTTTTAAATAAAGT GGCTACAGCTAA- ACAAGG- C
CACTGATACAGCTAGCAAAGATACCGT TTTAAATAAAGT GGCTACAGCT TATACAAGGEEC
CACTGATACAGCTAGCAAAGAAACCGT TTTAAATAAAGT GGCTACAGCTAA- ACAAGG- C
CACTGATACAGCTAGCAAAGAAACCGTTTTAAATAAAGT GGCTACAGCTAA- ACAAGG- C

kkkkhkkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhkhkx khkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhhhkhkhkhkd khkhk*x*x * ** **k*x*x *

AAAGCAGTI TGCAGCTGAC- GGTGATACATCCGCAACAATTACCTATAAATCTGGCGI TCA
AAAGCAGT TGCAGCTGAC- GGTGATACATCCGCAACAATTACCTATAAATCTGGCGTTCA
AAAGCAGT TGCAGCT GACCGGTGATACAT CCGCAACAATGACCTATAAATCTGGCGT TCA
AAAGCAGCTGCAGCTGAC- GGTGATACATCCGCAACAATTACCTATAAATCTGGCGITCA
AAAGCAGCT GCAGCTGAC- GGTGATACATCCGCAACAATTACCTATAAATCTGGECGTTCA

kkhkkkhkkkhk *khkhkkdkhkkhkhkkhhkd Fhkhkhkkhhkddddhdhhddhddd *hxdkxdhdkhkdrrhdrxhkrkhkxhkx*x

GACGTATCAGGCTGTATTTGCCGCAGGT GACGGTACT GCTAGCGCAAAATATGCCGATAA
GACGTATCAGGCTGTATTTGCCGCAGGT GACGGTACT GCTAGCGCAAAATATGCCGATAA
GACGTATCAGGCTGTATTTGCCGCAGGT GACGGTACT GCTAGCGCAAAATATGCCGATAA
GACGTATCAGGCTGTATTTGCCGCAGGT GACGGTACT GCTAGCGCAAAATATGCCGATAA
GACGTATCAGGCGGTATTTGCCGCAGGT GACGGTACT GCTAGCGCAAAATATGCCGATAA

kkkkhkhkhkhkhkhkhkk khkhkhkhkhkhhkhkhkhhhkhkhhhhkhhkhhhhhhhkhhhkdhkhkhhkrhhkhhhdkrhkxx*x

AGCTGACGT TTCTAATGCAACAGCAACATACACT GATGCTGATGGT GAAATGACTACAAT
AGCTGACGT TTCTAATGCAACAGCAACATACACT GATCCTGATGGT GAAATGACTACAAT
AGCTGACGT TTCTAATGCAACAGCAACATACACT GATGCTGATGGT GAAATGACTACAAT
AGCTGACGT TTCTAATGCAACAGCAACATACACT GATGCTGATGGT GAAATGACTACAAT
AGCTGACGT TTCTAATGCAACAGCAACATACACT GATCCTGATGGT GAAATGACTACAAT

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkkhkhhkhkhkhhhkhkhkhhhkhdhhhkhkhhkhhhhhhhkhhhkdhhhhkhhhkhhhk krhkxx*x

TGGTTCATACACCACGAAGTATTCAATCGATGCTAACAACGGCAAGGTAACTGITGATTC
TGGTTCATACACCACGAAGT ATTCAATCGATGCTAACAACGGCAAGGTAACTGTITGATTC
TGGTTCATACACCACGAAGTATTCAATCGATGCTAACAACGGCAAGGTAACTGTTGATTC
TGGTTCATACACCACGAAGT ATTCAATCGATGCTAACAACGGCAAGGTAACTGITGATTC
TGGTTCATACACCACGAAGT ATTCAATCGATGCTAACAACGGCAAGGTAACTGTITGATTC

R Sk S o R R S

TGGAACTGGTACGGGTAAAT ATGCGCCGAAAGT AGGGCCTGAAGTATATGT TAGT GCTAA
TGGAACTGGTACGGGTAAAT ATGCGCCGAAAGT AGGGGCTGAAGTATATGT TAGT GCTAA
TGGAACTGGT ACGGGTAAAT ATGCGCCGAAAGT AGGGEECTGAAGTATATGT TAGT GCTAA
TGGAACTGGTACGGGTAAAT ATGCGCCGAAAGT AGGEGCTGAAGTATATGT TAGT GCTAA
TGGAACTGGTACGGGTAAAT ATGCGCCGAAAGT AGGGCCTGAAGTATATGT TAGT GCTAA

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhhhkhkhhhkhkhhkhhkhhhhhkhkhhkdhhkhhkhkhkhhhkhkrkkxx*x

TGGTACTTTAACAACAGAT GCAACTAGCGAAGGCACAGT AACAAAAGATCCACTGAAAGC
TGGTACTTTAACAACAGAT GCAACTAGCGAAGGCACAGT AACAAAAGATCCACTGAAAGC
TGGTACTTTAACAACAGAT GCAACTAGCGAAGGCACAGT AACAAAAGATCCACTGAAAGC
TGGTACTTTAACAACAGAT GCAACTAGCGAAGGCACAGT AACAAAAGATCCACTGAAAGC
TGGTACTTTAACAACAGAT GCAACTAGCGAAGGCACAGT AACAAAAGATCCACTGAAAGC

kkkkhkhkhhkhkhhkhkhkhkhhkhhkhkhhkhkhkhhkhkhkhhhkhkhhkhhhhhhhkhkhhkdhhhhkhhhkhhhk krhkxx*x

1052
1052
1078
1052
1052

1112
1112
1138
1112
1112

1170
1170
1198
1170
1170

1229
1229
1258
1229
1229

1289
1289
1318
1289
1289

1349
1349
1378
1349
1349

1409
1409
1438
1409
1409

1469
1469
1498
1469
1469

1529
1529
1558
1529
1529
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TCTGGATGAAGCTATCAGCT CCATCGACAAATTCCGT TCTTCCCTGGGT GCTATCCAGAA
TCTGGATGAAGCTATCAGCT CCATCGACAAATTCCGT CCTTCCCTGGGT GCTATCCAGAA
TCTGGATGAAGCTATCAGCT CCATCGACAAATTCCGT TCTTCCCTGGGTGCTATCCAGAA
TCTGGATGAAGCTATCAGCT CCATCGACAAATTCCGT TCTTCCCTGGGT GCTATCCAGAA
TCTGGATGAAGCTATCAGCT CCATCGACAAATTCCGT TCTTCCCTGGGT GCTATCCAGAA

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhhkhkhhkhkhkhkhhkhkhhhkhkhkhkhhkhk *khkhkhkhkhkhhkhhdkhhhkhkrkkxx*x

CCGT CTGGATTCCGCAGT CACCAACCT GAACAACACCACT ACCAACCT GT COGAAGCGCA
CCGT CTGGATTCCGCAGT CACCAACCT GAACAACACCACT ACCAACCT GTCCGAAGCGCA
CCGT CTGGATTCCGCAGT CACCAACCT GAACAACACCACT ACCAACCT GT COGAAGCGCA
CCGT CTGGATTCCGCAGT CACCAACCTGAACAACACCACT ACCAACCT GTCCGAAGCCGCA
CCGT CTGGATTCCGCAGT CACCAACCTGAACAACACCACT ACCAACCT GTCCGAAGCGCA
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GTI'CCCGTATTCAGGACGCCGACT ATGCGACCGAAGT GT CCAACAT GT CGAAAGCGCAGAT
GTCCCGTATTCAGGACGCCGACT ATGCGACCGAAGT GT CCAACAT GTCGAAAGCGCAGAT
GTCCCGTATTCAGGACGCCGACT ATGCGACCGAAGT GT CCAACAT GTCGAAAGCGCAGAT
GTI'CCCGTATTCAGGACGCCGACT ATGCGACCGAAGT GT CCAACAT GTCGAAAGCGCAGAT
GTCCCGTATTCAGGACGCCGACT ATGCGACCGAAGT GT CCAACAT GTCGAAAGCGCAGAT

kkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhhhkhkhhhkhkhhkhhkhhkhhkhhhdhkhkhhkhhhkhhhkhkrhkxx*x

CATTCAGCAGGCCGGTAACT CCGT GCTGGCAAAAGCCAACCAGGTACCCCAGCAGGTI TCT
CATTCAGCAGGCCGGTAACT CCGT GCTGGCAAAAGCCAACCAGGTACCGCAGCAGGI TCT
CATTCAGCAGGCCGGTAACT CCGT GCTGECAAAAGCCAACCAGGT ACCGCAGCAGGTI TCT
CATTCAGCAGGCCGGTAACT CCGT GCTGGCAAAAGCCAACCAGGTACCGCAGCAGGTI TCT
CATTCAGCAGGCCGGTAACT CCGT GCTGGCAAAAGCCAACCAGGT ACCGCAGCAGGTI TCT
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1589
1589
1618
1589
1589

1649
1649
1678
1649
1649

1709
1709
1738
1709
1709

1769
1769
1798
1769
1769

1788
1788
1858
1788
1788

Quando analisadas no BLASTX, a sequéncia de aminodcidos obteve 97% de

similaridade com o antigeno H12, estes dados ndo corroboram com os resultados

encontrados pela PCR-RFLP, onde verificamos que esta amostra apresentou um padrado

molecular P2, semelhante aos antigenos H2, H30 e H35. Além disto, também

encontramos uma mudanca de leitura de frame por volta do aminodcido 169. Segue

abaixo o resultado obtido no BLASTXx:
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dbj | BAAB5084. 1| flagellin [Escherichia coli]

gb| AAP13305. 1| FliC [Escherichia coli]

Length=595
Score = 639 bits (1647), Expect(2) =0.0

Identities = 410/428 (95%), Positives = 416/428 (97%), Gaps = 1/428 (0%)
Frame = +3

Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct

Scor e
I dent i
Frane

Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct

531

169

711

229

891

289

1071

349

1251

408

1431

468

1611

528

1791

588

= 202 bits (513), Expect(2) =0.0
1

ties
= +1

49

8

229

68

388

128

GAEWFNVNGSGT | ANKAATI SDLTAAKVDAATNTI TTTNNALTASKALDQLKDGDTVTI K
G FNVNGSGTI ANKAATI SDLTAAKMDAATNTI TTTNNALTASKALDQLKDGDTVTI K
GLNGFNVNGSGTI ANKAATI SDLTAAKMDAATNTI TTTNNALTASKALDQLKDGDTVTI K

ADAAQTATVYTYNASAGNFSFSNVSNNT SAKAGDVAASL L PPAGOTASGVYKAASGEVNF
ADAAQTATVYTYNASAGNFSFSNVSNNT SAKAGDVAASL L PPAGQOTASGVYKAASGEVNF
ADAAQTATVYTYNASAGNFSFSNVSNNT SAKAGDVAASL L PPAGOTASGVYKAASGEVNF

DVDANCKI Tl GGQKAYLTSDGNL TTNDAGGATAATL DAL FKKAGDGQSI GFKKTASVTMG
DVDANGKI TI GGQKAYLTSDGNL TTNDAGGATAATL DGL FKKAGDGQSI GFKKTASVTMG
DVDANGCKI Tl GGQKAYLTSDGNL TTNDAGGATAATL DAL FKKAGDGQSI GFKKTASVTMG

GITYNFQTGPDADAATANAGL SFTDTASKDTVLNKVATAYTRAKQL QL TGDTSATMIYKS
GITYNF+TG DADAATANAGHSFTDTASK+TVLNKVATA + K +  GDTSAT+TYKS
GTTYNFKTGADADAATANAGVSFTDTASKETVLNKVATA- KQGKAVAADGDTSATI TYKS

GVQTYQAVFAACDGTASAKYADKADVSNATATYTDADGEMI TI GSYTTKYSI DANNGKVT
GVQTYQAVFAAGDGTASAKYADKADVSNATATYTDADGEMI TI GSYTTKYSI DANNGKVT
GVQTYQAVFAACGDGTASAKYADKADVSNATATYTDADGEMI TI GSYTTKYSI DANNGKVT

VDSGTGTGKYAPKVGAEVYVSANGTL TTDATSEGTVTKDPLKAL DEAI SSI DKFRSSLGA
VDSGTGTGKYAPKVGAEVYVSANGTL TTDATSEGTVTKDPLKAL DEAI SSI DKFRSSLGA
VDSGTGTGKYAPKVGAEVYVSANGTL TTDATSEGTVTKDPLKAL DEAI SSI DKFRSSLGA

| NRLDSAVTNLNNTTTNL SEAQSRI QDADYATEVSNVBKAQ | QQAGNSVLAKANQVPQ
| QNRLDSAVTNLNNTTTNL SEAQSRI QDADYATEVSNVBKAQ | QQAGNSVLAKANQVPQ
| QNRLDSAVTNLNNTTTNL SEAQSRI QDADYATEVSNVBKAQ | QQAGNSVLAKANQVPQ

QULSQLQG 1814
QULS LQG
QULSLLQG 595

= 135/172 (78%, Positives =

NSLSLI TONNI NKNQSALSSSI ERLSSGLRI NSAKDDAAGQAI ANRFTSNI KGL TQAARN
NSLSLI TONNI NKNQSALSSSI ERLSSGLRI NSAKDDAAGQAI ANRFTSNI KGLTQAARN

NSLSLI TONNI NKNQSAL SSSI ERLSSGLRI NSAKDDAAGQAI ANRFTSNI KGL TQAARN
ANDGI SVAQTTEGAL SEI NNNLQRI REL TVQASTGTNSDSDLDS| QDEI KSF === === PS
ANDGI SVAQTTEGALSEI NNNLQRI REL TVQASTGTNSDSDLDS! QDEI KS s

ANDG SVAQTTEGAL SEI NNNLQRI RELTVQASTGTNSDSDLDSI QDEI KSRLDEI DRVS

GRN* PRI WPDPVORRERTGERRFNENSGWCEX RQTT Tl DLKKI DSDTLGLNG 543
Gt * V. ++ + + + N G QT TI DLKKI DSDTLGLNG
GQT- - QFNGVNVLAKDGI SMKI QVGANDG- - - - - QT1 Tl DLKKI DSDTLGLNG 172

42/ 172 (82%, Gaps = 14/ 172 (8%

710
228
890
288
1070
348
1250
407
1430
467
1610
527
1790

587

228
67
387

127
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Dentre as 20 amostras de E. coli HNT estudadas, cinco tiveram o gene fliC
inteiramente sequenciado. Os iniciadores internos construidos ndo foram suficientes para
permitir o sequenciamento de todo o fragmento de todas as amostras, uma vez que, para
cada iniciador utilizado, uma sequéncia de aproximadamente 500pb era gerada e o tamanho
molecular do gene fliC é varidvel.

Segue abaixo um resumo com todos os resultados obtidos entre todos os métodos

utilizados para caracterizar o antigeno H (Tabela 13).
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Tabela 13: Resultados das técnicas de PCR-RFLP, do sequenciamento e da sorologia

utilizando as amostras de E. coli HNT.

Amostras PCR-RFLP Sequenciamento Sorologia Proposicao
1C - H21 NR Novo
2C H2, H30, H35 - H2 (1:12800) H2
3C H11 e H47 - H11 (1:12800) H11
4C H2, H30, H35 - NO -
5C - H21 NR Novo
6C - - NO Novo
7C - - NR Novo
8C H51 H51 NR Novo
9C - H31 NR Novo
2A H9 e H14 - H9 (1:12800) H9
3A - - NR Novo
5A - - NR Novo
TA - - NR Novo
8A H12 - H12 (1:12800) H12
9A H12 - NR Novo
10A H2, H30, H35 - H30 (1:12800) H30
11A H2, H30, H35 H12 NO Novo
13A H16 - H16 (1:12800) H16
14A - - NR Novo
15A - - NR Novo

-: Resultado negativo;

NO: Nao foi obtido o anti-soro;
NR: Nio houve reacdo com nenhum antigeno padrao;
HNT: Antigeno H nao tipavel
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5- Andlise da estrutura secundaria da proteina flagelina:

Das cinco amostras sequenciadas, apenas a amostra 1C apresentou toda sequéncia
do gene fliC sequenciado, sem a presenca de mudancas de frame e/ou stop cdédons na regiao
interna do gene. Logo, submetemos esta amostra a andlise da estrutura secunddria (Figuras
15 e 16). A amostra 1C apresentou 47% de similaridade com a estrutura secundéria da

proteina de Salmonella TYPHIMURIUM.

Figura 15: Vista frontal do modelo da estrutura secundaria da amostra 1C.

Figura 16: Vista superior do modelo da estrutura secundéaria da amostra 1C.
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V-DISCUSSAO
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DISCUSSAO

Em 1947, Kauffmann publicou um esquema antigénico, baseando-se nos principais
antigenos de superficie da E. coli. Este esquema antigénico constituia em 25 grupos de
antigenos O, 55 antigenos K e 20 antigenos H. Desde entao, a sorologia permitiu um grande
conhecimento sobre a epidemiologia, ecologia e patogénese deste organismo (Ewing, 1986;
@rskov & Brskov, 1992).

A caracterizagdo dos sorotipos € essencial para as investigagcdes epidemioldgicas,
e na maioria dos casos, a sorotipagem completa de O:K:H, € um bom indicador das
relacdes clonais entre as amostras. Inicialmente era realizado apenas a tipagem do grupo O,
mas este ndo era suficiente para tragar os dados epidemioldgicos. Logo, fez-se necessdrio a
utiliza¢do da tipagem dos antigenos O e H (@rskov & @rskov, 1992).

A combinagdo especifica dos antigenos O e H definem o sorotipo dos membros da
familia Enterobacteriaceae. O sorotipo especifico de uma E. coli pode permitir a
associacdo desta bactéria com determinadas sindromes clinicas, uma vez que antigenos de
superficie podem estar correlacionados com sua viruléncia, como em EPEC ou EHEC
(Ambhaz et al., 2004).

O flagelo € a organela responsdvel pela motilidade na maioria das espécies
bacterianas e a unidade principal do filamento € a proteina flagelina codificada pelo gene
fliC. A flagelina tem um dominio distinto, compreendendo regides amino e carboxi
terminais conservados e uma regido central altamente varidvel, que possuem epitopos
especificos (Amhaz et al., 2004). Devido a conservagdo das extremidades, o gene fliC

tornou-se um candidato ideal para a amplificacdo através da PCR, uma vez que estas
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regides conservadas permitem a amplificacio de uma variedade de alelos com um tnico
iniciador (Fields et al., 1997), que posteriormente pode ser combinada com o polimorfismo
em comprimento dos fragmentos de restricdo (RFLP), ja que o alvo serd a andlise da regido
central varidvel.

Devido a existéncia de dados epidemioldgicos que se referem a presenca dos
diferentes grupos de E. coli associados a patogenias no homem e animais, observou-se que
a sorotipagem € uma importante ferramenta epidemioldgica, permitindo o acompanhamento
da disseminacdo das linhagens, sua distribuicdo nos ambientes e nos hospedeiros,
possibilitando a associa¢do do antigeno em estudo com as diferentes doengas. Entretanto,
algumas dificuldades foram relatadas, em particular, com a sorotipagem de E. coli quando
esta € aplicada na rotina laboratorial: 1) a expressdo de antigenos H pode ser muitas vezes
demorada 2) depender de estimulos ambientais; 3) reacdes cruzadas podem ocorrer 4) kits
diagnésticos para o antigeno H ndo estdo comercialmente disponiveis.

A PCR-RFLP provou ser mais rdpida do que a sorotipagem, levando dois dias
completos contra sete ou mais dias necessarios para a sorotipagem cldssica (Prager, et al.,
2003; Moreno et al., 2006; Beutin & Strauch, 2007). Por outro lado, estudos sobre a PCR-
RFLP do gene fliC revelaram que este método poderia ainda ser utilizado para detectar e
definir potenciais novas classes de antigenos H, assim como para confirmar resultados
soroldgicos (Fields et al., 1997; Machado et al., 2000; Prager et al., 2003; Moreno et al.,
2006).

A técnica de PCR-RFLP foi utilizada para tipagem do antigeno H e andlise
filogenética em amostras de E. coli invasoras (Amhaz et al., 2004). Em estudos realizados
com ETEC, foram observados resultados discrepantes entre a sorologia e a PCR-RFLP,

porém o antigeno H foi confirmado através da sorologia por expressar o antigeno esperado
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pela PCR-RFLP (Moreno et al., 2006). Prager et al (2003), utilizando ambos os iniciadores
(FliC(F) e FliC(M)), obtiveram bons resultados entre a correlacio dos tipos de antigenos H
identificados através do RFLP e de testes soroldgicos, concluindo que ambos os iniciadores
poderiam ser utilizados para a complementagdo dos resultados.

Por outro lado, a técnica de PCR-RFLP também pode ter suas limitagdes como: 1) o
gene fliC pode ndo ser amplificado pela PCR devido a inadequada similaridade dos
iniciadores, 2) € descrito na literatura a presencga de alelos fliC desconhecidos, e os perfis de
restri¢ao destes alelos poderiam ndo coincidir com os perfis padrdes ja descritos (Moreno et
al., 2006).

A enzima Rsal foi utilizada por Fields er al., (1997), uma vez que gerava uma
variedade de tamanhos de bandas que diferenciavam os antigenos, gerando resultados
discriminatérios. Por sua vez, Machado et al., (2000), selecionaram a enzima Hhal, que
gerava fragmentos que eram similares aos tamanhos dos fragmentos calculados de acordo
com os mapas de restricdo das sequéncias de DNA das flagelinas H1, H7 e H12.

Neste trabalho estabelecemos um banco de dados dos padrdes de perfis de restricao
(P), do gene fIiC das amostras padrdes para antigeno H, utilizando os iniciadores FliC(M) e
FliC(F). Com os iniciadores FliC(M), 52 amostras de E. coli padrao foram amplificadas
pela PCR, enquanto que, com os iniciadores FIiC(F), foram amplificadas 50 amostras.

O gene do antigeno H53 ndo foi amplificado pelos iniciadores FIiIC(M) e os genes
das amostras H17, H25 e H53 nado foram amplificadas utilizando os iniciadores FliC(F).
Estes resultados corroboram com os resultados encontrados na literatura, visto que, Prager
et al., (2003), utilizando os iniciadores FliC(F) ndo conseguiram obter o produto da PCR
com as amostras padrao H17, H25 e H53. Do mesmo modo que Moreno et al., (2006),

utilizando o mesmo iniciador, ndo obtiveram sucesso com as amostras padrdo H17, H53 e
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H54. Machado ef al. (2000), ndo obtiveram resultados satisfatérios com as amostras H51,
H52, H53, H55 e H56 utilizando os iniciadores FliC(M).

A auséncia da amplificacdo dos antigenos H17, H25 e H53 pela PCR, corroboram
com os resultados presentes na literatura, onde alguns antigenos H sdo expressos por um
sistema génico diferente de fliC ou pela delecdo parcial do gene fliC (Wang et al., 2003).
Por outro lado, as amostras padrdes utilizadas por esses autores ndo sdo as mesmas, 0 que
permite concluir que podem existir diferencas nos sistemas génicos de amostras que
apresentam o mesmo antigeno H. Em 1998, Ratiner descreveu novos loci, flIA (alelos de
fllA44 e fllAss, determinando antigenos H44 e HS55 em E. coli) e flmA (alelo flmAsy para o
antigeno H54). Wang et al., (2003) demonstraram através da clonagem e expressao de fliC,
que 43 dos 53 antigenos H conhecidos sdo codificados pelo gene fIiC, e que os outros 10
estdo localizados em outro locus. As linhagens H3, H35, H36, H47 e H53 tem sido
identificadas no locus flkA. As linhagens H44 e HS55 no locus flIA, e a linhagem H54 no
locus flmA. Entretanto, muitas destas linhagens expressando muitos destes antigenos H, sdo
conhecidas por também possuir o gene fliC (Wang et al., 2003).

Utilizando os iniciadores FIiC(M), as amostras padrao para o antigeno H resultaram
em produtos de PCR que variaram em tamanho molecular de 925pb a 2635pb. Enquanto
que, com os iniciadores FliC(F), foram obtidos produtos de PCR de tamanho molecular
variando de 1080pb a 2850 pb.

Todas as amostras com antigeno HNT tiveram o gene fIiC amplificado com ambos
pares de iniciadores, resultando em produtos de PCR que variaram em tamanho molecular
de 1180pb a 2605pb com FliC(M), e de 1300 a 2690 pb com FliC(F).

Em nosso trabalho, observamos que algumas amostras padroes quando amplificadas

com FliC(M) apresentaram igual perfil de restricdo com a enzima Rsal. Foram elas: HI,
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H28 e H31; H3 e H8; H2, H30 e H35; H9 H14; H11 e H47; H7, H19 e H27; H55 e H56.
Por outro lado, quando o fliC das amostras padrdes foram amplificadas com os iniciadores
FliC(F) e a enzima Hhal, observamos perfis de restricdes digeridos semelhantes com as
amostras H3 e H8; H6, H10, H19 e H27; H11 e H47, H23 e H43; H28 e H42; H55 e H56. E
interessante destacar que o gene fliC das amostras padroes H3 e H8; H11 e H47; H19 e
H27; H55 e H56, apresentaram perfis de restricdes semelhantes em ambos os experimentos,
mas distintos quando comparados entre si.

De acordo com Prager et al., (2003), o perfil de restricdo ndo necessariamente estd
diretamente relacionado com antigenicidade expressada, pois diferentes amostras padrdo
podem apresentar o mesmo perfil de restricdo pela técnica de PCR-RFLP, mas sdo
fenotipicamente diferentes através da técnica de sorologia.

Em 2006, foi proposto por Moreno et al. que a técnica de PCR-RFLP poderia
substituir os métodos cldssicos de sorotipagem para a caracterizacdo do antigeno H em
amostras de ETEC. Um padrdo comum foi observado no gene fliC das amostras H1 e H12,
das amostras H3 e H16, H5 e H55, H11 e H27. Para diferenciar o padrao de digestdo
enzimatica destas amostras, foi utilizado a endonuclease Hhal, e os genes H1, H11, H12 e
H27 foram diferenciados nesta andlise, enquanto que os perfis de restri¢do das amostras H3
e H16, H5 e H55 permaneceram indistinguiveis. E importante ressaltar que estes antigenos
H podem apresentar reagdes cruzadas na sorologia, j& que possuem epitopos comuns.
Moreno et al., (2006), propuseram que a andlise de PCR-RFLP fosse utilizada apenas para
determinar os perfis de restricdo dos antigenos H das amostras de ETEC e compari-los com
os perfis de restricao dos antigenos padrdes, uma vez que a maioria dos antigenos H podem

ser diferenciados pela PCR-RFLP.
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Botelho et al., (2003), identificaram que os sorotipos O128:H2 e O128:H35 (EPEC
atipica) apresentaram o mesmo perfil de restricao através da andlise da PCR-RFLP. Além
disso, foi observado que os antigenos H2 e H35 diferiram somente pela substituicdo de sete
aminodcidos ou 1,4% de toda a sequéncia de 498 aminodcidos. Isto sugere que as
diferencas soroldgicas entre os antigenos H decorrem de pequenas alteracdes na sequéncia
protéica. Fields et al., (1997) j4 tinham observado a ocorréncia de um padrao comum do
perfil de restricao entre os antigenos H2 e H35.

Machado et al., (2000), demonstraram que as amostras H12 e H45 possuiam o
mesmo perfil de restricdo, entretanto estes antigenos sdo conhecidos por possuir reacdo
cruzada na sorologia. Em nove tipos diferentes de amostra do mesmo antigeno H, mais de
um padrdo de digestdo foi observado. Em nosso estudo, apenas uma amostra de cada
antigeno H foi utilizada, logo, ndo foi possivel verificar os diferentes perfis de restricao
para o mesmo antigeno H. Prager et al., (2003), também verificaram que para o mesmo
antigeno H foram observados diferentes padrdes de digestdes, e vice-versa, ou seja, que o
mesmo padrdo de digestdo enzimatica foi observado em diferentes antigenos H. Contudo, a
identificagdo dos padrdes de digestdo enzimatica usando tanto os iniciadores FliC(F)
quanto FliC(M), demonstraram uma boa correlacio com os resultados sorolégicos dos
antigenos H.

Neste trabalho, 35 amostras padrdo apresentaram o mesmo perfil de restricdo
daqueles encontrados por Moreno et al (2006) e em 30 amostras foram encontradas o
mesmo perfil de restricdo quando comparados com os resultados obtidos por Prager et al
(2003). Destas 30 amostras, 25 amostras de E. coli apresentaram o mesmo resultado entre
as duas metodologias empregadas, baseadas nos protocolos de Fields et al (1997) e

Machado et al (2000).
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Quando analisamos o resultado do padrao molecular (P) gerado pela técnica de
PCR-RFLP nas amostras de E. coli HNT, observamos que das 20 amostras estudadas, 10
amostras (50%) apresentaram um padrdo molecular semelhante aqueles encontrados no
banco de dados das amostras de H padrdo e em cinco amostras (2C, 3C, 4C, 8A e 13A)
encontramos o mesmo padrdo molecular quando utilizado tanto a técnica proposta por
Fields et al (1997) quanto por Machado et al (2000). As amostras que apresentaram
similaridade com dois ou mais antigenos, tiveram seus antigenos H confirmados
posteriormente, utilizando técnicas de sorotipagem apds a producdo do anti-soro ou pela
técnica de sequenciamento.

A técnica de PCR-RFLP se baseia na obtencdo de um fragmento de DNA que é
posteriormente submetido a endonucleases de restricdo. As endonucleases sdo enzimas
bacterianas que atuam reconhecendo sequéncias de pares de bases especificas em
moléculas de DNA e cortando-as nesses pontos. Elas sdao altamente especificas, logo cada
tipo de enzima reconhece e corta apenas uma determinada sequéncia de nucleotideos, em
geral constituida por 4 ou 6 pares de bases nitrogenadas. Portanto apesar de alguns
antigenos H gerarem os mesmos perfis de restricio ndo necessariamente terdo a mesma
sequencia nucleotidica.

Prager et al (2003), fizeram a tipagem molecular do antigeno H de 36 amostras
iméveis de E. coli e sete amostras de E. coli HNT. Observaram que nove amostras de E.
coli im6veis poderiam apresentar um novo antigeno H, e em duas amostras de E. coli HNT
foi proposto representar um novo antigeno, ja que o perfil de restricdo obtido ndo foi
correspondente aos perfis de restricdo dos 53 antigenos padrdes.

Em muitos casos, a PCR-RFLP pode ser incapaz de discriminar os antigenos H. Isto

se deve a uma escolha errada das endonucleases, ou a falta de discrimina¢do devido a
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excessiva similaridade genética. A discriminac¢do entre os antigenos, que € essencial na
epidemiologia, poderia ndo ser executada pela andlise do RFLP, uma vez que, o gene para
flagelina pode diferir em poucos nucleotideos e um dunico sitio de mutagcdo pode
potencialmente resultar na geracdo de novos antigenos H (Schoenhals & Whitfield, 1993;
Dauga et al., 1998). Assim, estes autores propuseram que estes resultados poderiam ser
confirmados pela producio do anti-soro e testes de aglutinacao.

Nos ensaios de PCR-RFLP utilizando FliC(F) e a enzima Rsal, as amostras 2C, 4C,
10A e 11A, apresentaram o padrdo molecular (P2), padrdo esse observado para os
antigenos H2, H30 e H35. Nos ensaios de PCR-RFLP utilizando FliC(M) e a enzima Hhal,
as amostras 2C e 4C apresentaram perfil P2, j4 as amostras 10A e 11A apresentaram
distintos perfis de restri¢do.

Reacgdes soroldgicas do antigeno H de E. coli s@o utilizadas para distinguir entre os
diferentes sorotipos (antigenos O e H) e associd-los as doencas. O teste de aglutinacdo
ainda € rotineiramente utilizado em estudos epidemioldgicos e na associacdo destes
antigenos a patogenicidade para homens e animais.

Ap6s a obtencdo dos anti-soros contra o antigeno H das amostras HNT, estes foram
titulados frente seus antigenos homdlogos, frente aos 53 antigenos padrdes e frente aos 20
antigenos HNT estudados. Dos anti-soros produzidos apenas o anti-soro da amostra 7A
obteve titulo de 1:3200, os demais anti-soros apresentaram titulo acima de 1:12800.

As amostras 8A e 13A apresentaram perfis de restricdo semelhantes aos dos
antigenos H12 e H16 respectivamente, em ambas as técnicas de PCR-RFLP. Estes
resultados foram confirmados apds a produgdo dos anti-soros destas amostras e titulagcdo
frente aos antigenos H12 e H16. A tnica amostra que teve seu anti-soro positivo frente aos

antigenos padroes (H11), mas ndo obteve nenhum resultado na PCR-RFLP foi a amostra
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1C. E importante observar que os antigenos H podem apresentar reacdes cruzadas durante a
sorotipagem cldssica porque eles podem possuir epitopos comuns, sendo comum a reacao
cruzada entre os antigenos H11 e H21 (Ewing, 1986).

O antigeno H da amostra 10A que obteve o padrdo molecular P2 (Fields), foi
confirmado através da sorologia, na qual o antigeno H30 reagiu com o soro anti-10A em
titulo acima de 1:12800.

A amostra 3C apresentou o mesmo perfil de restricio das amostras padrao H11 e
H47 quando utilizado ambas as técnicas de PCR-RFLP, porém quando foi obtido seu anti-
soro, este apresentou um resultado positivo frente ao antigeno H11 com titulo acima de
1:12800. O resultado da amostra 2A também foi confirmado apds a producdo do seu anti-
soro e titulagdo frente ao antigeno H9 padrdo. Através da PCR-RFLP foi obtido um perfil
de restricdo semelhante as amostras H9 e H14 quando utilizado os iniciadores FliC(F) e a
enzima Rsal, sendo que ndo foi encontrado padrdao semelhante quando utilizados FIliC(M).
Através da sorologia, o anti-soro da amostra 2A reagiu com o antigeno H9, com titulo
acima de 1:12800.

Estes resultados indicam que apesar de determinados antigenos apresentarem perfis
de restricdo semelhantes, eles podem possuir uma sequéncia nucleotidica diferente, que
pode ainda gerar uma proteina diferente.

Foi observado que podem existir diferencas fenotipicas e genotipicas nestas
amostras HNT em relac@o aos resultados dos antigenos padrdo, uma vez que, somente o
anti-soro das amostras HNT reagiu com os antigenos padrdo. A proteina flagelina das
amostras HNT pode ser estruturalmente diferente do antigeno padrdo, mas pode apresentar

epitopos comuns com aquele do antigeno H padrdo. E relatado na literatura que um mesmo
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antigeno H pode ter sequéncias genotipicas diferentes, apesar de gerarem os mesmos
resultados fenotipicos (Wang et al., 2000; Johnson & Stell, 2001; Beutin & Strauch, 2007).

Para caracterizar o antigeno H das amostras HNT que apresentaram perfis de
restricdo diferentes aos das amostras padrdo, e verificar as possiveis diferencas nas
sequéncias nucleotidica, executamos o sequenciamento do gene fliC das amostras HNT.
Foi observado que algumas amostras possuem o mesmo perfil de restricio porém ndo
necessariamente possuem a mesma sequencia nucleotidica.

Como o fragmento da PCR do gene fliC pode variar de 1.8 a 2.6 kbp, foi necessario
a construcao de iniciadores internos, uma vez que as sequéncias obtidas por cada um dos
iniciadores, estando orientado no sentido foward ou reverse, normalmente fornecem de 500
a 600 pares de bases (pb) dependendo da qualidade do sequenciamento. Além disso,
precisdvamos obter a sequéncia completa do gene fliC, ou seja, também tinhamos que ter as
extremidades sequenciadas. Logo, baseando-se na literatura, uma alternativa para o
sequenciamento do gene fliC foi utilizada paralelamente. Os fragmentos da PCR das
amostras de E. coli HNT, amplificados pelos iniciadores propostos por Fields et al (1997),
foram inseridos no vetor de clonagem pGEM -T easy.

Os plasmidios foram sequenciados, utilizando inicialmente os iniciadores T7 e M13.
Cada reacdo de sequenciamento foi realizada pelo menos em triplicata. Depois da obtenc¢ao
de cada contig da sequéncia do gene fliC, através do programa Phred/Phrap/ Consed, fez-se
o alinhamento de cada sequéncia com as outras depositadas no Genbank (BLASTn) e cada
base duvidosa foi checada em todos os eletroesferogramas de cada réplica, garantindo

assim a confiabilidade nos resultados obtidos.
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As sequéncias nucleotidicas das amostras 1C e 5C apresentaram similaridade com o
antigeno padrdao H21, mas, ndo houve a identificacdo destas amostras com nenhum perfil de
restricdo dos antigenos padrdes, através da técnica de PCR-RFLP. Porém, quando
analisamos nossos resultados com os resultados ja descritos na literatura, observamos que
Prager et al (2003), utilizando os iniciadores fliC(M) e a endonuclease Hhal, obteve o
mesmo perfil de restricio entre as amostras H21 e a amostra 1C. O resultado do
sequenciamento confirmou que a sequéncia de aminodcidos da amostra 1C apresenta 99%
de similaridade com o antigeno H21, sendo que um aminodcido isoleucina foi trocado por
uma treonina.

Esta troca de aminodcidos é chamada de mutacdo ndo sindnima, sendo um tipo de
mutacdo pontual onde ocorre a mudanga de um tnico nucleotideo, provocando a
substituicdo de um aminodcido. Esta troca pode alterar a proteina ou tornd-la nao-funcional
(Griffiths et al., 2006 ). Podemos observar nos resultados obtidos pelo programa ClustalW
que houve uma mudanga de uma base de citosina por uma timina na regiao de -1415. Isto
poderia explicar o porqué desta amostra ndo ser caracterizada pela sorologia, uma vez que
seu antigeno pode ser diferente dos antigenos padrdes ja descritos, e a presengca de
mutacdes podem levar a expressdo de um fendtipo diferente.

Ja o resultado obtido na sorologia, onde o anti-soro da amostra 1C reagiu com o
antigeno H11 com titulo acima de 1:6400 poderia ser explicado por reagdes cruzadas, uma
vez que ambos os antigenos estdo agrupados dentro do mesmo morfotipo D (Lawn et al.,
1977) e é constato na literatura a necessidade da técnica de soroabsor¢cdo, uma vez que ha
reacOes cruzadas entre os antigenos H11 e H21 (Edwards & Ewing, 1986). O antigeno H

desta amostra possivelmente possui um novo antigeno H, uma vez que, foi detectada uma
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mutagdo e seu anti-soro nao foi positivo para o teste de aglutinacdo com o antigeno padrao
H21.
A sequéncia de aminodcidos da amostra 1C foi submetida ao endereco eletronico de

bioinformatica estrutural: http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre. O resultado da amostra 1C

apresentou 47% de similaridade com a estrutura secunddria protéica da flagelina de fase 1
de Salmonella thyphimurium. Quando analisamos a sequéncia de aminodcidos do antigeno
flagelar H11, verificou-se 43% de similaridade com a proteina de flagelina de fase 1 de
Salmonella thyphimurium e 51% de similaridade do antigeno flagelar H21.

J4 a amostra 5C, apesar de apresentar uma sequéncia de aminodcidos homéloga ao
antigeno H21 (96%), apresentou um stop cddon no aminodcido 341. A presenca de um stop
codon na regido codante da proteina acaba resultando em uma proteina ndo funcional. Este
stop cédon pode ter sido gerado pela inser¢do de bases (C) ou troca de nucleotideos (G)
verificados na regido do nucleotidio -1038. Nesta mesma regido foi verificada ainda a
presenca de mutagdes sindnimas, onde ocorre a mudanga de uma base nucleotidica por
outra, que acaba gerando o mesmo aminodcido, ou até por outros aminodcidos, que
possuem as mesmas caracteristicas bioquimicas e moleculares, que acabam nao alterando a
proteina. Também foram encontradas mutacdes ndo-sindnimas nesta mesma regiao.

Nos resultados sorolégicos da amostra SC verificamos que o anti-soro obtido reagiu
com titulo acima de 1:12800 frente ao seu antigeno homoélogo e frente ao antigeno da
amostra 1C, e ndo reconheceu os antigenos H padrdes, em especial o antigeno H21.

A reacdo cruzada do soro anti-5C e o antigeno 1C era esperado tendo em vista as
semelhangas observadas nas sequéncias nucleotidicas desses antigenos. Assim,

considerando o conjunto dos resultados propomos que o antigeno H da amostra 5C seja

considerado um provavel novo antigeno H.
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O resultado da PCR-RFLP utilizando os iniciadores FliC(M) e a endonuclease
Hhal, identificou que o gene fliC da amostra 8C possuia o mesmo perfil de restricdo da
amostra padrao H51. Este resultado foi confirmado pelo sequenciamento que obteve uma
sequéncia de aminodcidos com 99% de similaridade com o antigeno HS51. Através do
BLASTX, observou-se que esta amostra possuia uma mudanga de leitura de frame no
aminodcido 588. A mudanca de leitura de frame pode ser ocasionada pela insercao ou
delecdo de bases. Através do programa ClustalW, verificamos a presenga da inser¢do de
duas bases nucleotidicas (GT) na posicdo de -1784, que produziram a mudanga na leitura
de frame.

Reid er al (1999), estudando a sequéncia nucleotidica de amostras de E. coli
O157:H-, verificaram a presenca da inser¢ao de duas bases na regido conservada 5’, quando
comparada com a sequéncia nucleotidica da amostra de E. coli O157:H7. Estas insercoes
produziam uma mudanca de frame que introduzia um stop cédon prematuro. Além disso,
estes autores também descreveram que os alelos fliC do antigeno H7 diferem de quatro a
seis aminodcidos entre eles, o gene fliC da amostra O157:H7 difere da amostra O128:H7
em 11 nucleotideos, os alelos do antigeno H6 diferem em dois aminodcidos entre eles, o
antigeno H2 difere em dois aminodcidos do antigeno H21 e o antigeno H1 difere em seis
aminodcidos em relacdo aos antigenos H2, H12 e H21.

O anti-soro 8C nao foi positivo para o teste de aglutinacdo com o antigeno padrao
H51, mas reconheceu o antigeno da amostra 9C e vice-versa. Pode haver alguma alteracdo
na proteina final decorrente da alteracdo e/ou presenca do stop cédon e da mudanga de
frame, que expde os epitopos que estariam mascarados no antigeno ‘“‘selvagem” e
explicariam as reagdes cruzadas entre as amostras HNT e as semelhangas das sequéncias

nucleotidicas.
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A amostra 9C ndo apresentou similaridade com nenhum perfil de restricao através
da PCR-RFLP, porém os resultados do sequenciamento identificaram que esta amostra
tinha 99% de similaridade com o antigeno H31. Uma mudanca de frame no aminodcido
513 foi encontrada. Esta mudanca de frame foi ocasionada pela inser¢do de uma base
nucleotidica (C) na posi¢do do nucleotidio -1540. O anti-soro desta amostra obteve um
titulo acima de 1:12800 frente ao seu antigeno homodlogo, porém foi negativo para os
antigenos padrdes, em particular para o antigeno H31. Este anti-soro apresentou reacdes
cruzadas frente ao antigeno da amostra 8C. Este resultado era esperado, uma vez que o anti-
soro da amostra 8C havia apresentado reacdo cruzada com o antigeno 9C.

De acordo com Lawn et al., (1977) os flagelos H51 e H31, apresentaram diferencas
quanto a sua morfologia, o antigeno H51 faz parte do morfotipo E, e o antigeno H31 do
morfotipo F. As reagdes cruzadas observadas entre os antigenos 8C e 9C com os seus
respectivos soros nos permite inferir que as proteinas apresentam epitopos comuns na
forma quaterndria do flagelo, por outro lado, ndao hd semelhanca entre as sequéncias
nucleotidicas de 8C e 9C.

O sequenciamento do gene fliC da amostra 11A, e posterior andlise demonstrou a
existéncia de 99% de similaridade com o antigeno padrdo H12. Estes dados ndo corroboram
com os resultados obtidos pela PCR-RFLP, visto que a amostra 11A apresentou padrdo
molecular P2 (H2, H30 e H35). Além da mudanca de frame por volta do aminodcido 169,
que foi gerada pela delecio de uma base nucleotidica (C) no nucleotidio -488, foram
encontradas vdrias mutagdes sindnimas e muta¢des nao-sindnimas. Também foi verificada
a presenca de stop codon no aa 132 e 153 que foi gerado pela inser¢do de uma base
nucleotidica (C) na posicdo -393. Até o momento, ndo consta na literatura semelhancas

entre os perfis de restricio e/ou sequenciamento entre as amostras padrio H2 e H12.
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Morfologicamente, a amostra H2 faz parte do morfotipo C enquanto a amostra padrao H12
estd agrupada no morfotipo E (Lawn et al., 1977).

A sequéncia de aminodcidos da flagelina entre as vdrias linhagens bacterianas
demonstrou dois dominios extremamente conservados que correspondem aos 170 residuos
da por¢do amino-terminal e aproximadamente 90 residuos da porc¢do carboxi-terminal.
Aproximadamente uma duzia de sitios de muta¢des pontuais tem sido identificada na
linhagem do tipo selvagem de S. typhimurium SJW1103 e estdo associadas a morfologia do
filamento, e todas, exceto uma, sdo encontradas nas regides conservadas (Samatey et al.,
2001). Os mutantes polimérficos possuem filamentos flagelares de vérias formas, como:
filamento reto, curly, semi-enrolado e enrolado. A regido carboxi-terminal tem uma alta
concentracdo de sitios de mutagdes do que outra regido. Isto foi observado pela forte
correlagdo entre os tipos polimérficos dos filamentos e os dominios dos sitios de mutacao.

Neste trabalho, utilizamos amostras de E. coli de origem humana provenientes de
varios casos clinicos e, através dos métodos utilizados, foi observado que estas amostras
apresentaram os antigenos H2, H9, H11, H12, H16, H21, H30, H31, H51.

Os antigenos H2, H9, H12, H16, H21 e H30 estdao associados aos sorotipos de E.
coli isolados de humanos com infecgdes intestinais. Os antigenos H2, H9, H12, H21 sao
alguns dos principais sorotipos associados a EPEC e ocasionam surtos epidémicos e
esporadicos de diarréia infantil no mundo todo (Edwards & Ewing, 1986; Campos et al.,
2004).

Os antigenos H9, H11, H12, H16, estdo associados a ETEC que ocasionam diarréia
em adultos e criangas, sendo mais conhecida como a diarréia do viajante. O antigeno H11
também ¢é encontrado em EHEC do sorotipo 026:H11, que frequentemente ocasionam

colite hemorrégica.
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Os antigenos H2 e H30 estdo associados a EIEC que ocasiona disenteria em
criancas e adultos, uma vez que a bactéria penetra nas células epiteliais na superficie da
lamina propria e produz pequenas dlceras acompanhadas por uma reacdo inflamatéria. Este
grupo possui uma pequena lista de sorotipos associados O:H, ja que a maioria da amostras
sdao imdveis. J4 o antigeno H31 estd associado a infec¢Oes extraintestinais, sendo
encontrado em bacteremias (Jrskov & @rskov, 1992).

Das vinte amostras estudadas, seis amostras (5C, 9C, 3A, 5A, 7A, 15A), nao
tiveram o antigeno H caracterizado pela técnica de PCR-RFLP e os anti-soros destas
amostras também ndo reagiram com nenhum dos 53 antigenos padrOes. Apesar destas
amostras terem sido sequenciadas, os resultados obtidos do sequenciamento ndo foram
suficientes para caracterizar o antigeno H, visto que o sequenciamento destas amostras
apresentaram uma baixa qualidade na leitura de sequenciamento e, devido ao tamanho do
gene fliC e da variabilidade genética da sequéncia de fliC, foram necessarios a selecdo de
varios iniciadores internos para sequenciar todo o gene fliC. Devido ao fato de termos
somente as regides conservadas destas amostras, ndo houve como analisd-las nos
programas utilizados neste trabalho, uma vez que, a auséncia da regido central, que confere
variabilidade genética ao gene fliC, geraria falta de confiabilidade nos resultados.

Para as amostras 4C, 6C, e 11A, ndo conseguimos obter seus anti-soros e o soro das
amostras 2C, 7C, 14A ndo reagiram frente aos seus antigenos homodlogos, sugerindo que
estudos complementares com tais amostras sejam realizados.

Em 1956, Ewing descreveu oito possiveis novos grupos O em E. coli isoladas de
diarréia infantil, que foram designados de OX1 a OX8. Somente em 2004, Scheutz et al.,
publicaram um estudo utilizando métodos de sorotipagem, estudos epidemioldgicos e

hibridizacdo de genes de fatores de viruléncia associados a E. coli e propuseram que estes
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antigenos fossem designados como O174 a O181. O tltimo relato de identificacdo de um
novo antigeno H, foi feito em 1975 por @rskov et al., que identificou o antigeno H56.
Finalmente, para comprovagio, aceitagdo e reconhecimento dos resultados obtidos
neste trabalho, serd necessdrio submeter estas amostras ao Centro de Referéncia
Internacional em Escherichia e Klebsiella (The International Escherichia and Klebsiella

Centre), em Copenhague, Dinamarca.
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CONCLUSOES

= Os protocolos de PCR-RFLP, propostos por Fields e col (1997) e Machado e col,
(2000), permitiram a construcdo de um banco de dados dos perfis de restricdo dos antigenos
flagelares padrdes, assim como das amostras de E. coli HNT utilizadas neste trabalho;

=  Através da identificacdo computacional dos perfis de restri¢do presentes no banco
de dados, 10 amostras de E. coli HNT tiveram o antigeno H caracterizado.

= As amostras de E. coli HNT apresentaram apenas o operon flagelar fliC, e ndo
amplificaram para os genes associados a variacao de fase fljA, flkA e flmA.

= Dez amostras (1C, 5C, 6C, 7C, 9C, 3A, 5A, 7A, 14A, 15A) ndo apresentaram
similaridade com nenhum perfil de restricao presente no banco de dados.

= Qito amostras (5C, 7C, 9C, 3A, 5A, 7A, 14A, 15A), ndo apresentaram similaridade
com nenhum perfil de restricdo presente no banco de dados, assim como, os anti-soros
destas amostras, também ndo reagiram com os antigenos flagelares padrdes, agrupando
estas amostras como possiveis novos antigenos.

= Seis amostras (1C, 5C, 8C, 9C, 9A e 11A) possivelmente possuem um novo
antigeno H, uma vez que, os resultados dos testes moleculares, ndo corroboraram com 0s
resultados ja descritos na literatura, e com os resultados fenotipicos.

= Treze amostras (1C, 5C, 6C, 7C, 8C, 9C, 3A, 5A, 7A, 9A, 11A, 14A, 15A) foram
caracterizadas como sendo um provavel novo antigeno H.

= A obtencdo dos anti-soros das amostras HNT, demonstraram que seis soros (2C, 3C,
2A, 8A, 10A, 13A) reagiram com os antigenos padrdoes H2, H9, H11 H12, H16, H30, que

estdo associados a E. coli patogénica.
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