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Resumo

Com a expansao da piscicultura nos ultimos anos em varios paises,
inclusive no Brasil, problemas associados a bactérias patogénicas , como
Edwardsiella tarda, tem aumentado.

Nesta pesquisa foram estudadas 53 amostras de Edwardsiella tarda,
43 cedidas por pesquisadores brasileiros e estrangeiros, (31 humanas e 12
de peixes), € 10 amostras de peixes isoladas por nés. .

O estudo da producdo de hemolisina foi realizado através de quatro
meétodos diferentes: picada (P) onde 56,6% foram positivas, agar
sobrecamada (AO) no qual 81,1% das amostras foram positivas, hemolisina
da contato (CH), 64,1% das amostras foram positivas e hemolisina soluvel
(HS), onde nao houve presenca de hemolise.

As amostras foram analisadas quanto a microhemaglutinacdo manose
resistente (MHMR), para a pesquisa de adesinas ativas em eritrocitos de
humano, boi, carneiro, galinha, cobaia e cavalo, sendo que estes 3 ultimos
mostraram-se mais sensiveis: 9,4%, 31,2% e 18,9% respectivamente de
amostras hemagiutininantes. Os eritrécitos de humano, boi e carneiro nao
apresentaram resultados significativos.

Foram pesquisados fatores de viruléncia como: enterotoxina termo-labil
(LT-1), shiga-like toxina (Stx-1 e Stx-2), fatores citonecrotizantes (CNFgeral,
CNF-1 e CNF-2) , “enteroaggregative stable toxin 1"(EAST-1), aerobactina
(AER), invasao (El), presen¢a do plasmidio EAF, presenca do gene eaeA
que codifica para intimina, enterohemolisina(EntHLY) e hemolisina (HLY)
através da técnica de PCR, nao sendo encontrado nenhum dos fatores de
viruléncia citados acima.

A producao de bacteriocinas também n&o foi detectada entre estas
amostras.



O teste de adesao foi realizado com 1 hora de incubacao e todas as
amostras aderiram.

No teste de invasdo 100% das amostras invadiram as células Hela.

Seis amostras foram submetidas ao teste de coloracéo negativa e em
duas delas foram detectadas fimbrias.

Foi realizada uma analise genémica através do teste RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), mediante o qual foi possivel a construcao de
um dendrograma para comparagao das amostras.
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Abstract

Because of the growing in recent years of aquaculture in many countries,
including Brazil, problems associated with pathogenic bacteria as
Edwardsiella tarda has increased. In this work §3 strains of Edwardsiella
tarda were studied, 43 of these were received from others foreigner and
Brazilian researchers (31 from humans and 12 from fishes), and the
remaining 10 strains were isolated from fishes during this research from lakes
around Campinas.

Study of hemolysis production was carried out by means of four different
methods: Plate Assay (PA) where 56,6% strains were positive, Agar Overlay
(AO) where 81,1% were positive, Contact Hemolysis (CH) with 64,1% of
positive results, and supernatant assay (SA) where hemolysins was not
detected. These strains were analyzed with regard to Mannose-Resistant
Hemagglutination (MRHA) to look for the presence of adhesins active on
severals erythrocytes such as: human, calf, sheep, chicken, guinea pig and
horse, the later 3 showed more sensibility with 9,4%; 31,2% and 18,9% of
positive hemaggiutininination strains respectively.

Virulence factors were also analyzed via PCR technique, they were as
follows: enterotoxins heat-labile (LT-1), shiga-like toxin (Stx-1 e Stx-2),
citotoxic necrotizing factor (CNF, CNF-1 e CNF-2), enteroaggregative stable
toxin 1 (EAST-1), aerobactin (AER), invasion (El), EPEC adherence factor
(EAF) detection of the eae gene (production of intimins), enterohemolysin
(EntHLY) and hemolysin (HLY). None of these factors, including production of
bacteriocins were found among these strains.

The adhesion test was carried out with 1 hour of incubation and all
strains adhered. In the test of invasion 100% of the strains able to invade
Hel.a cells. Six strains were submitted to negative staining test and in two of
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these pilli were detected. Also, the RAPD was used for investigating the
genetic relationships of all strains. A dendrogram was constructed based on

statistical analysis of fingerprint differences.



1 - Introducao

EWING et al., (1965) estudando um bacilo gram-negativo pertencente a
familia Enterobacteriaceae, pelas caracteristicas incomuns, caracterizadas
principaimente por uma fraca ou nula atividade metabdlica frente a
carboidratos propuseram a denominacdo Edwardsiella, que teria somente
uma Unica espécie, Edwardsiella tarda.

Anos mais tarde, uma segunda espécie Edwardsiella hoshinae, dentro
deste género, foi proposta por GRIMONT et al. (1980). Um ano mais tarde,
HAWKE et al. (1981) descreveram uma terceira espécie do género, a
Edwardsiella ictaluri, que foi isolada de peixes afetados mormente por
septicemia e abscessos. As diferentes espécies do género Edwardsiella
estdo principalmente associadas a ambientes de dgua doce e animais que
habitam estes ecossistemas, como anfibios, répteis e peixes.

Entre estas bactérias, uma das mais estudadas, € a E. tarda, que tem
sido isolada de uma grande variedade de animais de agua doce e de vida
marinha, incluindo tartarugas, cagados, peixes, pelicanos, jacares, lagartos,
sapos, cobras e focas. Esta bactéria vem sendo descrita como causadora de
inimeras enfermidades em animais, como enfisematose putrefativa do
bagre, enterites crénicas em pingilins e microabcessos renais e doencas
hepaticas em enguias. Pode ser encontrada sem causar enfermidades no
trato intestinal de grandes mamiferos, tendo sido relatada mais
frequentemente em macacos, gambas e porcos (JANDA et al. 1991).

Recentemente, a Edwardsiella tarda tornou-se conhecida como um
patégeno humano, que pode causar uma variedade de sindromes clinicas
como bacteremia, febre entérica, gastroenterites, em infegcdes que lembram
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as salmoneloses (JANDA & ABBOTT, 1993a); JARURATANASIRIKUL &
KALNAUWAKUL, 1991).

Nas provas bioquimicas usuais a Edwardsiella tarda é identificada
como uma bactéria com as seguintes caracteristicas mais importantes:
producao de indol e testes de lisina e ornitina descarboxilase positivos (ver
tabela 1). Propriedades marcantes desta bactéria sdo a rapida producao de
H.S e a incapacidade de fermentar a maioria dos carboidratos (GUTIERREZ
et al. 1993) donde advém a denominacao “tarda’(do latim = lenta).

Tabela 1 - Caracteristicas bioquimicas do género Edwardsiella.
E. hoshinae E.ictaluri E. tarda

Produg&o de Indol [-] - +

Vermelho de metila + - +

Citrato de Simmons - - _
Producao de H,S - -

Lisina decarboxilase

+
Ornitina decarboxilase +
Motilidade + -
Utilizacdo de malonato +

D-Glicose, producdo de gas d +

Producgao de acido :

L-Arabinose [-] - -

Lactose - - -
D-Manitol + - -
Melibiose - - -
L-Ramnose - - -
D-Sorbitol - - -
Trealose + - -
D-Xilose - - -
ONPG(ortonitrofenil-galactosideo) - - -




Um novo biogrupo de Edwardsiella tarda, designado biogrupo 1, foi
descrito como distinto da espécie classica por sua capacidade em fermentar
arabinose, manitol e sacarose (provas negativas para as amostras classicas)
e por ndo reduzir o tetrationato nem produzir H,S (testes positivos nas
culturas classicas) (EWING et al.1965; WALTON et al. 1993).

BOCKEMUHL et al. (1971) relataram na Tailandia vinte e cinco casos
de infecbes humanas por Edwardsiella tarda, e, principalmente a partir deste
trabalho e outros mais ou menos concomitantes, a E. farda passou a ser
considerada como um patégeno capaz de produzir no homem doencgas
similares a salmonelose, ocorrendo com mais freqiéncia em criangas e
idosos, ou em pessoas imunodeprimidas.

VANDEPITTE et al. (1983) descreveram um caso de diarréia por
Edwardsielia tarda em uma crianca de dois meses. A bactéria foi isolada de
um aquario com peixes tropicais na casa do paciente, 0 que mostra a
importancia deste tipo de animal como reservatério ou fonte de infecao para
o0 homem.

Com a expansdo da piscicultura nos ultimos anos em varios paises,
inclusive no Brasil, problemas associados a bactérias patogénicas em
animais aquaticos tém aumentado, talvez, também por um maior interesse
dos especialistas desta area. Particularmente, uma série de propriedades
importantes na viruléncia desta bactéria para peixes tém sido atribuida a
plasmidios. Os plasmidios como determinantes de viruléncia podem ser
responsaveis pela codificacdo de antigenos especificos de superficie,
permitindo o ataque da bactéria as células de peixes mais sensiveis, ou
ainda, determinantes de viruléncia podem agir via producao de toxinas,
provavelmente citotoxinas, como parte do processo invasivo. O uso
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prolongado de antibidticos no tratamento de doengas infecciosas de peixes
tem contribuido na selegao e maior freqiéncia de plasmidios R em bactérias
consideradas patogénicas e importantes para a aquacultura comercial
(REGER et al. 1993).

Ainda nao estao bem explicados 0s mecanismos pelos quais
Edwardsiella tarda causa doenca. Entretanto, dois principais fatores de
viruléncia tém sido descritos: invasao em células hospedeiras (MARQUES et
al.,1984) e producao de hemolisina (JANDA & ABBOTT, 1993b).

Durante meados dos anos 80 varios mecanismos de viruléncia foram
relatados, mormente em Edwardsiella tarda. MARQUES et al. (1984)
relataram a capacidade invasora, a produ¢cdo de hemolisina e o perfil
plasmidial em 12 amostras de Edwardsiella tarda, isoladas de infecgbes
humanas no Brasil. As amostras testadas foram invasivas em ceélulas Hela,
e nove delas causaram algum tipo de reagao inflamatéria quando inoculadas
nos olhos de cobaias, no teste Sereny, mas nao foram consideradas como
tipicamente positivas neste teste. Nao foi detectada a producao de nenhum
tipo de toxina, de acordo com os testes utilizados na época. Todas as
culturas foram hemoliticas em placas de agar sangue de carneiro e coelho,
porém nao o foram em placas de agar sangue humano. Uma das culturas
apresentou hemolise completa nas trés placas de agar sangue testadas. Das
12 culturas estudadas, quatro nao apresentaram nenhum plasmidio, cinco
apresentaram um e trés amostras apresentaram dois. Os plasmidios eram de
diferentes tamanhos e nove deles estavam presentes em duas ou mais
culturas.

JANDA et al. (1991b) relataram a invasdo e multiplicagcdo de
Edwardsiella spp em células HEp-2. Os testes examinados em microscopia
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6tica e a analise das células indicaram que 62 % das 13 amostras de E.tarda
analisadas e algumas culturas de E.hoshinae foram invasivas, enquanto as
de E.ictaluri foram invariavelmente negativas, quanto a esta propriedade.

Em outros estudos realizados amostras de Edwardisiella tarda foram
invasivas em células HEp-2, além de produzir hemolisina e sideroforos
(JANDA et al. 1991a).

A exemplo da que ocorre com Salmonelfla enterica Typhimurium
(PORTILLO & FINLAY, 1994) e Shigella flexneri (ADAM et al. 1995) que
induzem a formacdo de membranas “ruffles” em células hospedeiras,
PHILLIPS et al. (1998), demonstraram durante a invasdo de Edwardsiella
tarda em células HEp-2, a formacéo de projecdes da membrana plasmatica
assemelhando-se a “ruffles”, reforcando as semelhangas que existem entre
estas enterobactérias.

STRAUSS et al. (1997) relacionou a capacidade invasiva de E.farda
com a atividade hemolitica codificada pelo gene (eh/). Neste estudo também
demonstrou-se que E.coli ndo patogénica contendo o gene eh/ invadia
células HEp-2 com mais eficiéncia do que amostras de E.coli nao
hemoliticas.

Pesquisas com as trés espécies de Edwardsiella foram feitas para
avaliar suas propriedades de superficie e morfologia estrutural. Dois
principais tipos de adesinas foram presuntivamente detectados por provas de
hemaglutinagdo, identificando-se: Hemaglutinagao do tipo 1, inibida por D-
manose (microhemaglutinacdo manose - sensivel ou MHMS) e encontrado
nas trés espécies, e uma hemaglutinagado de tipo 2 onde nao houve inibicao
da mesma por D-manose (microhemaglutinacdo manose - resistente ou



MHMR), sendo a MHMR associada principalmente com amostras de
Edwardsiella tarda( WONG et al.1989).

REGER et al. (1993) compararam as trés espécies de Edwardsiella
quanto a susceptibilidade a antimicrobianos. Estes estudos mostraram que
todas as culturas foram susceptiveis aos agentes quinolénicos testados, para
gentamicina e doxiciclina. E. farda e E. hoshinae foram resistentes a
clindamicina, ao passo que E. ictaluri foi moderadamente susceptivel. A
enzima B-lactamase foi produzida por todas as culturas de E. tarda, mas nao
por E.hoshinae e E. ictaluri. As trés espécies sdo geralmente susceptiveis a
agentes antimicrobianos ativos em bactérias gram-negativas com excecgao
da colistina e polimixina B. Plasmidios R transferindo resisténcia as
sulfonamidas e tetraciclinas ou sulfonamidas, tetraciclinas, estreptomicina,
kanamicina e cloranfenicol, tém sido detectados em Edwardsiella tarda. A
ocorréncia da classe de plasmidios- R transportando sozinhos resisténcia a
tetraciclina, geralmente em amostras isoladas de peixes marinhos e de agua
doce, também tem sido descrita. Das culturas de Edwardsiella tarda e
Edwardsiella ictaluri estudadas por aqueles autores, 20 % mostraram-se
resistentes ao poder bactericida do soro humano, enquanto doze de treze
culturas de Edwardsiella hoshinae também apresentaram esta propriedade.
A soro resisténcia pode ter portanto um importante papel na patogenicidade
destas espécies (REGER et al. 1993).

JANDA & ABBOTT (1993b) também descreveram a producao de uma
hemolisina, por Edwardsiella tarda, que €& parciaimente regulada pela
quantidade relativa de ferro, podendo assumir importante papel nas doengas

humanas.



Deteccao direta de Edwardsiella tarda através da técnica de PCR,
utilizando fragmentos de DNA associados a produgdo de hemolisina, foram
descrito por CHEN & LAI (1998).

A pesquisa de mecanismos de viruléncia de Edwardsiella tarda, com
exceg¢ao dos trabalhos recentemente realizados por pesquisadores chineses
sobre a biologia molecular da hemolisina produzida por E. tarda isolada de
enguias, poucos tém sido os estudos sobre a utilizacdo das técnicas da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para estudar fatores de viruléncia
produzidos por esta enterobactéria. A acdo citotdxica da maioria das
amostras de E.tarda tem dificultado os estudos que tém sido feitos em um
passado n&o muito remoto, inclusive no Brasil MARQUES et al., 1984), para
uma possivel deteccao da produgdo de enterotoxinas sejam termolabeis
(LTs) ou termoestaveis (STs), verocitotoxinas (VI1 e VT2) atualmente
modificado para “shiga-like toxins” (Stx), fatores citonecrotizantes (CNFs),
producao de adesinas, invasao, producao de aerobactina, sideroforos etc..

Em grande parte, os ensaios biolégicos, feitos especialmente em
linhagens celulares, foram prejudicados pelo poder invasivo e por produgao
de efeito muito citotéxico para as células HeLa. Como se daria, entado, o
contato das diferentes cepas de E. tarda com a célula hospedeira, ou
linhagens celulares , tais como HelLa e HEp-2? Teria a Edwardsiella tarda
capacidade de produzir LT? Esta toxina embora relegada a um segundo
plano nos estudos epidemiologicos das Salmonelas, ja foi descrita nesta
bactéria (PESTANA DE CASTRO ,comunicacao pessoal).

Apesar de ser uma bactéria invasora, apresentaria a Edwardsiella tarda
o fendmeno “attaching effacing”(A/E) com ou sem presenca de gene eaeA?
Sabe-se que Listeria sp (SVANBORG et al.,1996), Helycobacter pilor
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(DYTOC et al, 1993) e Micoplasma penetrans podem apresentar o
fendmeno A/E, mas a pesquisa do gene eaeA e da regiao LEE (GIRON et al.
1996) poderia significar a presenca de uma adesina relacionada a intimina
de EPEC, ou do tipo “ attaching effacing Escherichia coli” ou AEEC, descritas
em coelhos ou “Porcine EPEC (PEPEC)” , estas ultimas relatadas em
amostras de Escherichia coli isoladas de suinos no Canada, em especial
aquelas pertencentes ao sorogrupo 045: K: “ 65”.

Muitos métodos genotipicos tém sido utilizados na caracterizacao
bacteriana ou nos estudos taxondmicos. As técnicas mais usadas
atualmente sdo: RFLP ( Polimorfismo do comprimento do fragmento de
restricio ) (LIU et al., 1995), eletroforese de campo puisado (BRIAN et
al.,1993), Ribotipagem (CAVE et al., 1994) e RAPD ( Andlise da amplificagdo
randémica do DNA polimoérfico) (PACHECO et al.,1998). Esta uitima,
realizada neste trabalho, € uma técnica de tipagem molecular rapida que
consiste em um PCR modificado, onde uma pequena e aleatéria seqiiéncia
de oligonucleotideo é usada como iniciador para amplificar regides atraves
do genoma, originando fragmentos de DNA caracteristicos da composi¢ao
gendmica do organismo (WILLIAMS et al. 1990 e BANDO et al. 1998).

Neste trabalho fizemos um estudo comparativo entre amostras de
E.tarda isoladas de homens e de peixes, usando como parametros os testes
de adesdo e invasdo em células HelLa, Microhemaglutinagdo manose -
resistente (MHMR), producéo de hemolisina, fatores de viruléncia atravées da
técnica de PCR que tém sido pouco usada no estudo desta enterobactéria,
bem como uma analise genotipica utilizando a técnica RAPD

Embora, a realizagdo de testes bioldégicos, com algumas de nossas
amostras de Edwardsiella tarda, ja tenham sido feitas no passado por outros

8



autores ( BOCKEMUHL et al. 1971; JANDA & ABBOTT, 1993(a)(b); JANDA
et al., 1991(a)(b); MARQUES et al. 1984), o estudo de fatores de viruléncia
usando a técnica de PCR nao tem sido utilizada e assim poderiamos
detectar nesta bactéria- e ndo custa lembrar que E.farda é uma
enterobactéria- mecanismos de viruléncia iguais ou pelo menos relacionados
aos encontrados na familia Enterobacteriaceae .



2 - Objetivos

2.1.- Isolar amostras de Edwarsiella tarda de peixes de agua doce, com ou
sem sintomatologia de enfermidades causadas por esta bactéria nestes

animais.

2.2.- Estudar bioquimicamente estas amostras para tentar detectar biotipos
diferentes, em especial do biogrupo |.

2.3.- Estudar estas amostras quanto & presenca de fatores de viruléncia que
possam ser detectados diretamente ou indiretamente por ensaios biologicos
e técnicas moleculares fundamentalmente por PCR, averiguando as
seguintes caracteristicas: producdo de enterotoxinas, produgcao de
hemolisinas; deteccdo de provaveis adesinas microhemaglutinantes na
presenca de D-manose; adeséo e invasdo em células Hela; producao de
citotoxinas do tipo Stx ou VT ou VT-‘like” ou ainda do tipo dos CNFs;
deteccdo de aerobactina e producdo de colicina V nas diferentes amostras a
serem estudadas.

2.4.- Reestudar bioquimicamente e pelas técnicas mencionadas no item
anterior as 31 amostras de Edwardsiella tarda isoladas de espécimes
humanos (24 delas cedidas pelo Prof. Dr. L.R. Trabulsi da Fundacao Instituto
Butantd e pela Profa. Dra. Lilian Marques, do Instituto Adolpho Lutz e 7
cedidas pelo Dr. Janda (USA).
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2.5.- Realizar estudo semelhante com 12 amostras de peixes, enviadas por
outros pesquisadores e aquelas que foram isoladas por nés, quanto a
presenca de fatores de viruléncia, mencionados em 2.3.

2.6.- Comparar as amostras através da analise genetica (RAPD), podendo
assim estabelecer uma relagéo clonal entre elas.

2.7.- Fazer um estudo comparativo, o mais detalhado possivel, dos
resultados obtidos com as amostras de origem humana e de peixes, a nivel

fenotipico e molecular .

11



3 - Material e Métodos

3.1 - Amostras Padrao

3.1.1 - Amostras Produtoras de Toxinas (cedidas pelo Prof. Dr. Jorge

Blanco)
Escherichia coli O157-156— Enterohemoilisina - PCR
Escherichia coli FVL-2 —» Hemolisina - PCR
Escherichia coli 40T —» LT-1 - PCR
Escherichia coli O3:H12 e O44:H12 —» EAST-1- PCR
Escherichia coli 01567-157 — STx1 - PCR
Escherichia coli 0157-157 — STx2 - PCR
Escherichia coli FLV-1 - CNF - PCR
Escherichia coli FLV-1 - CNF1 - PCR
Escherichia coli B51 e CCB37 —» CNF2 - PCR
Escherichia coli FVL-2 - AER - PCR
Escherichia coli LTR3 — El - PCR
Escherichia coli 0157-157 e FV154 —» EAE - PCR
Escherichia coli FV174 — EAF - PCR

3.1.2. - Amostras Padrao de Aderéncia

Escherichia coli E 2348/69 (EPEC) — Aderéncia Localizada
Escherichia coli 08 TR 302/4 (DAEC) — Aderéncia Difusa
Escherichia coli 0431-1 (EAggEC) — Aderéncia Agregativa
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3.1.3. — Amostras Padrao de Fator de Colonizacao
Escherichia coli K99+ — K99

Escherichia coli Pr-4787 O115:H "K165+ —»>F 165
Escherichia coli K88+ — K88

Escherichia coli 603A 09: H :K "987p+ —» 987P
Escherichia coli B41M — F41

Escherichia coli 567/7 O8:H ~— F42

Escherichia coli ATT25 —» F17

3.1.4. - Amostra Padrao de Invasdo
Shigella dysenteriae

3.1.5. - Controle Negativo

Escherichia coli C600 (K12) —» negativa para todos os testes

3.2 - Amostras Estudadas

Conforme discriminado na Tabela 2 foram estudadas 31 amostras de E.
tarda originarias de infecgbes humanas, das quais algumas foram isoladas
pela Profa. Dra. Lilian R.M. Marques e pelo Prof. Dr. L. Rachid Trabulsi.
Outras, originarias do C.D.C., Atlanta, Georgia, USA, foram cedidas pelo
Prof. Dr. Trabulsi e outras foram enviadas pelo Prof. Dr. M. J. Janda do
"Department of Health Services" da California USA. Outras isoladas de
peixes foram enviadas por varios pesquisadores, e outras de peixes foram
por nos isoladas, na regido de Campinas em Mogi-Guacu S.P.,. Todas as
amostras foram submetidas as provas bioquimicas de EPM, MILi e Citrato.
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Tabela 2. Amostras de Edwardsiella tarda de origem humana e de peixes que
formam estudadas nesta pesquisa

AMOSTRAS ORIGEM CEDIDAS POR
2 humana Dr L.R. Trabulsi (Brasil)
3 humana Dr L.R. Trabulsi (Brasil)
4 humana Dr L.R. Trabulsi (Brasil)
5 humana Dr L.R. Trabulsi (Brasil)
6 humana Dr L.R. Trabulsi (Brasif)
7 humana Dr L.R. Trabulsi (Brasil)
8 humana Dr i..R. Trabulsi (Brasil)
9 humana Dr L.R. Trabulsi (Brasil)
10 humana Dr L.R. Trabulsi (Brasil)
11 humana Dr L.R. Trabulsi (Brasil)
13 humana Dr L.R. Trabulsi (Brasil)
14 humana Dr L.R. Trabulsi (Brasil)
15 humana Dr L.R. Trabulsi (Brasil)
16 humana Dr L.R. Trabulsi (Brasil)
17 humana Dr L.R. Trabuisi (Brasil)
18 humana Dr L.R. Trabuisi (Brasil}
19 humana Dr L.R. Trabulsi (Brasil)
20 humana Dr L.R. Trabulsi (Brasil)
21 humana Dr L.R. Trabulsi (Brasil)
22 humana Dr L.R. Trabulsi (Brasil)
23 humana Dr L.R. Trabulsi (Brasil)
25 humana Dr L.R. Trabulsi (Brasil)
26 humana Dr L.R. Trabulsi (Brasif)
27 humana Dr L.R. Trabulsi (Brasil)
ET-1 fezes humana Dr J. M. Janda (USA)
ET-2 fezes humana Dr J. M. Janda (USA)
ET-11 fezes humana Dr J. M. Janda (USA)
ET-12 fezes humana Dr J. M. Janda (USA)
ET-13 Abscesso perianal humano Dr J. M. Janda (USA)
ET-14 fezes humana Dr J. M. Janda (USA)
ET-15 Sangue humano Dr J. M. Janda (USA)
EDK-1 Ictalurus puntactus(Jap&o) Dr Alicia Toranzo (Espanha)
KGE-7901 Tilapia nilotica (Japao) Dr Alicia Toranzo (Espanha)
9.8 Morone saxatilis(USA) Dr Alicia Toranzo (Espanha)
FL4-53-4K Morone saxatilis (USA) Dr Alicia Toranzo (Espanha)
FL3-22 peixe anjo Dr Alicia Toranzo (Espanha)
NCIMB 2034 |peixe(espécie desconhecida) | Dr Alicia Toranzo (Espanha)
FL7-88-3 Tilapia Dr Ana M. Baya (USA)
FL8-60 Peixe Dr Ana M. Baya (USA)
FL5-60-2 Peixe Dr Ana M. Baya (USA)
12116 Peixe Dr Harirakan (Canada)
14876 Peixe Dr Harirakan (Canada)
17570 Peixe Dr Harirakan(Canada)
T10A Tilapia Esta pesquisa
T1A Tilapia Esta pesquisa
T17B Tilapia Esta pesquisa
T15B Tilapia Esta pesquisa
PCA Pacu Esta pesquisa
P Pacu Esta pesquisa
T24C Tilapia Esta pesquisa
T19A Tilapia Esta pesquisa
T11B Tildpia Esta pesquisa
T18D Tilapia Esta pesquisa




3.3 = Manutencido das Amostras
Durante o desenvolvimento deste trabalho, todas as amostras de E. farda
foram mantidas em meio TSA (“Triptic Soy Agar” — DIFCO)

3.4 - Isolamento e identificacdo preliminar das amostras de E. tarda da

regidao de Campinas, SP.

Foram examinados 143 peixes de diferentes procedéncias (mercados,
peixarias e coletados em rios da regido de Campinas). Destes apenas 7
eram de “agua salgada”. Trabalhamos quase que exclusivamente com
peixes de “agua doce” dos quais o isolamento de E. farda parece ser bem
mais comum. Para tal, foram utilizados os seguintes materiais € métodos:

a) Conteudo intestinal:

1) Foi semeado em meio de Selenito(Oxoid) e incubado por 24 h a 37°C.
Suspensao a 10 % de fezes de peixes em tampao salina fosfatada 0,1M
(PBS) foi também semeada diretamente em placas de Petri com os meios
seletivos para o isolamento de enterobactérias, em especial
MacConkey(MC), e SS de procedéncia comercial, Oxoid, Difco ou similar,
sendo estas também incubadas como descrito acima;

2) A partir da semeadura dos materiais em meio de Selenito, foi feito
plagueamento nos meios de MC e SS. As col6nias que se comportaram
como lactose negativas e produziram H,S no meio de SS, foram
identificadas pela semeadura em meios de EPM, MILi e citrato(Difco).
Quando necessario, foram realizados testes complementares, como
fermentacdo de carboidratos (glicose, sacarose, maltose, sorbitol,

manose, rafinose, salicina, lactose e manitol), reacao de VM (vermelho de
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metila), atividade da ornitina decarboxilase (meio comercial MIO da Difco)
e fenilalanina. Procuramos selecionar testes positivos e negativos para
maior seguranca da identificacdo e para uma possivel determinagdo de
biotipos.

b) Isolamento de visceras de peixes:

De cada peixe coletado, seja em pescarias, mercados ou em pogos de
piscicultura, frescos ou congelados, durante a necrépsia, para a coleta de
fezes, foram antecipadamente separados fragmentos de figado, rins e bago,
que foram triturados em gral estéril, fazendo-se uma suspensao de
aproximadamente 10 % em PBS. A partir desta foram feitas semeaduras do
mesmo modo como descrito para 0 exame do contetdo intestinal. Durante a
necropsia, os 6rgaos foram examinados quanto a presenca de lesbes, em
especial, abscessos

3.5 - Adesinas

A pesquisa de adesinas, usando teste de microhemaglutinacéo
manose- resistente (MHMR),foi feita utilizando a metodologia de OLIVEIRA
et al., 1991. As amostras a serem testadas foram cultivadas por 18 horas,
utilizando os meios CFA, Minca e TSA, procedendo-se a hemaglutinacao
frente a eritrocitos de : cavalo, humano, cobaia, camneiro, galinha e boi.

O teste de MHMR foi realizado da seguinte maneira: na primeira fileira
(A) da placa de microtitulo de fundo em “U”, foram colocados 100 ul de PBS
(PBS acrescido de 0,5 % de D-manose) e nas demais fileiras, 50 ul. Com o
auxilio de um palito (palito de madeira estéril) foi raspado da cultura da
placa de Petri, o induto bacteriano de cada cultivo e diluiu-se 0s mesmos na

primeira cavidade de cada fileira da microplaca contendo 100 ul de PBS,
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seguindo-se leve agitacdo para homogeneizacao. Foram feitas diluicbes a
partir da primeira concavidade até a ultima, de cada fileira, dispensando os
altimos 50 ul para que todas elas ficassem com 0 mesmo volume (50 pl).
Assim , da primeira até a ultima concavidade, tinhamos as seguintes
diluicdes 1:2, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256. Em seguida, em todas as
cavidades, foram acrescentados 50 ul da hemacia (que foram lavadas
previamente 2 vezes em salina 0,15 M (10min. a 1.800r.p.m.) e uma vez com
PBS, e diluidas a 1 % em tampao PBS com 0,5% de D-manose). A placa de
microtitulo foi agitada levemente e incubada a 4°C por 1 hora. Apés este
periodo foi realizada a leitura, sendo positivas as amostras onde as
hemacias se apresentaram como uma ténue rede depositada no fundo da
concavidade e negativas as amostras onde as hemacias se sedimentaram
no fundo da concavidade, formando um “botao”.

3.6 - Pesquisa da produc¢do de Hemolisina

A deteccdo qualitativa da produgcdo de hemolisina foi realizada
conforme recomendado por JANDA & ABOTT (1993), utilizando para tal
quatro métodos diferentes:

3.6.1 - Método em Picada (P) - O meio BHI (Difco) acrescido de 12% de
agar e 1% de eritrocitos humanos do grupo A (HUA), foi distribuido em
placas de Petri, e inoculado, por picada, com as amostras de E. farda. As
placas foram incubadas a 37°C por 18-20h;

3.6.2 - Método de agar sobrecamada (overlay) (AO) — As suspensoOes

bacterianas foram semeadas em meio de agar Luria, semeadura esta feita
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pelo sistema de “spot’. Apds incubagao nas condicdes acima citadas, em
cada placa foi vertido agar semi-solido (0,65 %), contendo 1 % de hemacias
HUA. As placas foram reincubadas por 37°C, durante 4 h, s6 entao
procedeu-se a leitura para presenca ou auséncia de halo de hemdlise;

3.6.3 - Método da hemolisina de contato (CH) e Método da presenca de
hemolisina solivel (HS) foram realizados com as amostras de E tarda
semeadas em meio liquido. Assim sendo, cada amostra de E. farda foi
semeada em tubos contendo caldo triptona, os quais foram incubados por
18-20 h a 37°C. Depois da incubagao cada cultura foi dividida em duas
porches. Para o teste de CH, 100 ul das culturas em caldo foram misturados
com 100 pyl de uma suspensédo a 2 % de HUA, em PBS, numa placa de
microtitulo de 96 concavidades. Apés incubacdo por 1 h a 37°C, cada
cavidade foi examinada para a presenga de sinais macroscépicos de
hemolise. Para o teste de hemolisina soltvel, o restante das culturas foi
filtrado em filtros de 0,45 um (Millipore) e os filtrados livres de células
bacterianas, foram testados para a presenga de hemolisina, como descrito
para o método anterior.

3.7 - Adesdo a células Hela

3.7.1 - Preparo das Amostras Bacterianas
As amostras de Edwardsiella tarda, bem como as amostras padrao

foram semeadas em TSB (DIFCO) e incubadas por 18 horas a 37°C.

18



3.7.2 - Preparo das Células HelLa

Este teste foi realizado com as células HelLa (Carcinoma epitelial de
cérvix humano, ATTCC:CCL2), mantidas e repicadas no Laboratério de
Cultivo Celular do Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto
de Biologia da UNICAMP, nos procedimentos adotados pelo laboratério sob
coordenagao da Prof® Dra. Maria Silvia Viccari Gatti.

A metodologia utilizada foi descrita por SCALETSKY et al.(1984) com
algumas modificagbes. As células foram cultivadas em microplacas
(Falcon,USA) com 24 orificios em atmosfera de CO; , contendo 1ml de meio
Eagle (M.E.M.) acrescido de 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiético
(50% penicilina e 50% estreptomicina).

A estas microplacas previamente foram colocadas laminulas redondas
esterilizadas de 13mm de diametro em cada orificio.

O crescimento das monocamadas foi acompanhado pela observagao
apos 24-48 horas em microscopio invertido. A cultura era considerada ideal
para o teste quando as células apresentavam cerca de 50% ou mais de
confluéncia da monocamada e apresentavam baixa refringéncia, sem

deslocamento.

3.7.3 - Adesao

Ap6s a formagdo da monocamada celular, as laminulas foram lavadas
3 vezes com tampao PBS estéril e em cada orificio foram adicionados 0,9 mi
de MEM. Em seguida, cada amostra bacteriana crescida por 18 horas em
TSB (DIFCO) foi adicionada a cada orificio na quantidade de 0,1 ml. A placa
foi incubada por 1h a 37°C e, apds este periodo, lavada 10 vezes com 1 ml

de PBS por orificio. As laminulas foram fixadas com metanol por 10 minutos
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e coradas com May-Grinwald (5 minutos) e Giemsa (20 minutos) e
observadas em microscopio 6tico com objetiva de imersao.

3.8 - Invaséao a células Hel.a

A capacidade invasora das amostras de E. farda isoladas de infeccOes
humanas e de peixes foi avaliada em células Hela, o preparo das amostras
bacterianas e o preparo das células Hela foi feito conforme descrito nos
itens 3.7.1 € 3.7.2.

O desenvolvimento do teste foi baseado nos trabalhos de MARQUES
et al. (1984) e JANDA et al. (1991). Apés a formagdo da monocamada
celular, as laminulas foram lavadas 3 vezes com tampao PBS esterilizado e
em cada orificio foram adicionados 0,9 ml de MEM. Em seguida, cada
amostra bacteriana crescida por 18 horas em caldo simples foi adicionada a
cada orificio na quantidade de 40ul.

A placa foi incubada por 50 minutos a 37°C e, ap0s este periodo,
lavada 10 vezes com 1 ml de PBS por orificio. Foi adicionado novamente 1
ml de MEM em cada orificio, contendo 2% de soro fetal bovino (SFB), L-
glutamina, gentamicina (50ul/ml) e lisozima (300ug/ml), para eliminar as
bactérias que ndo foram removidas com as lavagens.

A placa foi novamente incubada por 50 minutos a 37°C e depois lavada
por 6 vezes com 1ml de PBS. As laminulas foram fixadas com metanol por
10 minutos e coradas com May-Griunwald (5 min) e Giemsa (20 min) e
observadas em microscopio 6tico com objetiva de imersao.

Todas as amostras foram testadas em duplicata. A invasédo foi
constatada quando ao redor das bactérias era visualizada uma area clara,

lembrando um vacuolo.
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3.9.- Pesquisa de produgao de bacteriocinas (colicinas)

O teste baseou-se na inibicdo do crescimento de amostras de E. farda
através da producdo de colicina V, segundo AKUTSU et al. (1989),
GRIMONT et al. (1980) e KONISTY, (1982).

As amostras de E. farda (supostas produtoras) foram semeadas em 4
ml de caldo LB e incubadas por 18 h a 37°C. Em seguida, foram adicionados
500 pl de cada pré-cultura nas concavidades de um carimbo padréo, idéntico
ao usado para as provas de sensibilidade aos antimicrobianos. As placas
contendo meio LA foram carimbadas e incubadas por 18 h a 37°C.

Apés este periodo adicionou-se 5 ml de cloroférmio nas tampas das
placas, que foram mantidas fechadas por 40 minutos para a inativacao das
bactérias. Em seguida as placas ficaram semi-abertas a 37°C para total
evaporacao do cloroférmio.

Uma aliquota de 100 pl de cada amostra indicadora de coligenicidade
foi adicionada em 4 ml de meio LA semi-sdlido, resfriado a 45 °C, que foi
vertido sobre cada placa, que apés solidificagcdo foi incubada por 18 h a
37°C.

A formacao de halos de inibigdo do crescimento da cultura indicadora
ao redor do cultivo bacteriano inoculado inicialmente, indica a producéo de
colicinas.

As amostras de Escherichia coli indicadoras de colicinas utilizadas

foram as seguintes:

BZB 2107 it asan s aaaa s anaanaan col.A

20R996............ eitatasiatiateEaNAssaANALIAIRLIARALARAS AR AS ....col.B



BZB 2104 ... oo iaeaeaeennnccnsnsaaancnnsaasassassssnnnnennnsnCOLET
BB 2125 ... ceeciceeeiaeaaannaseenassnannaseaaassnnannnascanarnnn col.E2
BZB 2107 LE4
L A A S Y L N N LA R co -

BZB 2000 i ieeiiarieeaiainniaatesnnssnaasnaasaannssannannencan col.E6
BZB 2110, . o ieeaieacenntsnaaassnsnannnassanassnnasannsnsanassnn col.E7
R B . i e eatatetseetateescttesetastannesasssananasattannsannen col.la
p00] = {2 X 1 SO UT PO PPN col.K
BB 2123 i iineeeeaecaersnaeeosanssnrsnasnnaassnnsannsasnnanans col.N
DR, . i iieicceteeeaeeaacatenaaitnatnateanenasnnsarannnsansatansas col.BeV

3.10 - Coloragao Negativa

As amostras submetidas a este teste foram: ET-2, 16, 27( isoladas de
humanos), KGE-7901 e 9.8 (isoladas de peixes). Em uma folha de parafina
foi colocado, respectivamente:

o Uma gota da suspensao de Edwardsiella tarda a ser observada

e Uma gota do acido fosfotungstico a 4% ( PTA)

Com o auxilio de uma pinca, a tela de 200’mesh” recoberta por uma
membrana de suporte solida (FORMVAR-CARBONO), foi colocada sobre a
gota da suspensdo bacteriana e deixada por 2 minutos, 0 excesso foi
retirado com papel de filtro e a tela ficou secando por mais dois minutos. Em
seguida a tela foi colocada sobre a gota de PTA por 2 minutos e deixada
secar por 2 horas ( Técnicas de Microscopia Eletronica,1982).

A observacao foi feita em microscépio eletronico (LEO 906).
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3.11 - Pesquisa de Fatores de Viruléncia por PCR ( Reagao em Cadeia
da Polimerase)

A técnica de PCR é uma poderosa ferramenta disponivel para a
Biologia Molecular. Esta técnica é usada para amplificar “in vitro” um nimero
de copias especificas de uma seqiéncia de DNA de dupla fita. A reacéo é
baseada na variacdo ciclica de temperatura na presenca de DNA,
iniciadores, dNTPs e uma DNA polimerase estavel a altas temperaturas.

Geralmente s3o realizados de 25 a 40 ciclos de amplificagao, no nosso
caso foram utilizados 30 ciclos, sendo cada ciclo composto pela temperatura
de denaturacdo (geralmente 94°C), temperatura de anelamento (depende da
homologia, extensdo e quantidade de GC do iniciador) e temperatura de
alongamento (geraimente 72°C), onde a nova fita de DNA ¢é sintetizada (XU
& LARZUL 1991).

Durante cada ciclo, fitas de DNA complementares a de interesse sao
copiadas em sua extensao por iniciadores, que hibridam com a fita oposta e
flanqueiam a regido de interesse do DNA alvo. Teoricamente, cada nova
molécula de DNA sintetizada é usada com molde no ciclo seguinte,
resultando o (PCR em uma acumulacédo exponencial de um fragmento
especifico de uma fita dupla de DNA flanqueado por 2 iniciadores.

Pode-se fazer o teste com DNA purificado ou diretamente da cultura

bacteriana.

3.11.1 - Pesquisa de Enterohemolisina e Hemolisina
Como se sabe E.tarda produz uma potente hemolisina, conforme foi
estudado no item 3.6. Esta hemolisina assim como hemolisinas de outras

bactérias podem destruir o tapete de células Vero e Y-1, € nas amostras
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invasivas de E. tarda também ocorre este fendbmeno, prejudicando
consequentemente a leitura dos testes biologicos para verotoxinas e
enterotoxinas. Deste modo a utilizacdo do teste de PCR usando iniciadores
de E.coli , poderia nos trazer resultados interessantes.

O teste foi realizado segundo metodologia utilizada por BLANCO et
al.(1997b), com algumas modificagdes. Inicialmente, procedeu-se o
crescimento das amostras bacterianas em placas de TSA (Difco) a 37°C por
18 horas.

O DNA bacteriano foi preparado mediante a coleta deste crescimento
com o auxilio de ponteiras novas e esterilizadas e foi misturado a 100ul de
agua Milli-Q esterilizada, contida em tubos do tipo “eppendorf’.

Este raspado bacteriano foi, a seguir, fervido por 10 minutos para
romper a parede bacteriana e iniciar a desnaturacao do DNA. Para evitar o
anelamento do DNA ja desnaturado, os tubos foram colocados em banho de
gelo para serem utilizados em seguida.

Os iniciadores utilizados para pesquisa de Enterohemolisina
(SCHMIDT et al. 1995) foram:

Ent HLY HLY A1 GGT GCA GCA GAAAAAGTT GTAG
HLY A4 TCTCGC CTGATAGTGTTTGGTA

Estes iniciadores amplificam uma regiao de 1.551 pares de bases.

Em um tubo de microcentrifuga (500ul) foram adicionados os

componentes abaixo:
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COMPONENTES VOLUME CONCENTRAGAO FINAL

10x PCR buffer 10ul 1x

10mM dNTP mixture 2ul 0.2 mM cada

50mM MgCl» 3ul 1.5mM

iniciadores(10uM cada) 1-8.0ul 0.5 uM cada
2-7.0ul

DNA molde 10ul

Taq DNA polimerase (5U/ul) 0.5ul 25U

H-0O Milli-Q esterilizada 60ul

TOTAL 100ul

Antes de adicionar a Tag DNA polimerase, a reacdo foi incubada a
95°C por 10 minutos para desnaturacdo do DNA.

O termociclador (MJ Reseach Modelo PTc- 150-16, USA) foi
programado para 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 2 minutos na temperatura de
anelamento de 62°C e 1 minutos a 72°C.

Para observagcao do produto amplificado, foi utilizada eletroforese em
gel de agarose a 1% preparado em tampao TBE e submetidos a uma
diferenca de potencial de 100 volts. Cada corrida eletroforética continha um
marcador de peso molecular (1kb Ladder - Gibco BRL) para referéncia.

Todas as reac¢des foram acompanhadas do padrdo negativo K12 -
C600. Em cada orificio do gel foi aplicado 10ul de uma solugao que continha
10ul da reacdo de PCR e 3ul do tampao de ressuspensao (Apéndice). Apos
a corrida, os géis foram mergulhados em solu¢cdo de Brometo de Etidio
(0,5ug/ml) por 20 minutos, e observados em transiluminador ( “High
Performance Ultraviolet Transilluminator UVP — Ultra Violet Products”)

As demais reacdes de PCR seguiram o mesmo padrao, mudando-se
evidentemente a sequéncia de iniciadores, a temperatura de anelamento, € o

tamanho do fragmento a ser amplificado, que foram discriminados para cada
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uma das reagbes abaixo descritas. Para o teste de identificacdo de

hemolisina foram utilizados os seguintes iniciadores:

HLY HLY1 (13A) AAC AAG GATAAGCACTGTTCTGGCT
HLY2 (13 B) ACC ATA TAAGCG GTC ATTCCCGTCA

Estes iniciadores amplificam uma regiao de 1.177 pb. Foram usadas as
seguintes temperaturas: 1 minuto a 94°C, 2 minutos a 66°C e 1 minuto a

72°C. Cada amostra foi tratada da seguinte forma:

COMPONENTES VOLUME CONCENTRAGAO FINAL
Ox PCR buffer 10 1x

1

10mM dNTP mixture 2ul 0.2 mM cada

50mM MgCl; 3ul 1.5mM

Iniciadores(10uM cada) 1-8.5ul 0.5 uM cada
2—8.0ul

DNA molde 10ul

Taq DNA polimerase (5U/ul) 0.5ul 25U

H20 Milli-Q esterilizada 59ul

TOTAL 100ul

3.11.2 - Pesquisa de Enterotoxinas

A deteccdo da producdo de enterotoxinas por testes em cultura de
células é prejudicada em Edwardsiella tarda, por causa da produgao de
hemolisina. Deste modo, foi necessario verificar se as nossas amostras de
Edwardsiella tarda, mencionadas na Tabela 2, teriam seqiiéncias genéticas
homélogas ou relacionadas a aquelas responsaveis pela codificagéo de
fatores de viruléncia em Escherichia coli, uma vez que sua expressao,

detectavel por testes biolégicos, poderia estar mascarada. Assim, 0s
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iniciadores gue se seguem foram usados na deteccdo dos fatores de
viruléncia e sdo comuns em diferentes virotipos de Escherichia coli. Como
utilizamos iniciadores para a amplificacdo de seqliéncias genéticas desta
ultima bactéria, os controles positivos foram em todos os testes, amostras
padrao de Escherichia coli portadoras das mesmas.

Todas estas amostras, bem como a metodologia utilizada, seguiram
protocolos gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Jorge Blanco, Laboratorio de
Referéncia em Escherichia coli (LREC), da Faculdade de Veterinaria da
Universidade de Santiago de Compostela, Espanha. Para LT-1 foram

utilizados os seguintes iniciadores:

LT-I LTI-1 GGC GAC AGATTATAC CGT GC
LTI-2 CCG AAT TCT GTT ATA TAT GTC

Estes amplificam uma seqiiéncia de 696 pb (SCHULTSZ et al. 1994).
Foram usadas como temperaturas: 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 56°C e 1
minuto a 72°C, foi incluida como amostra padréao para esta reacdo a amostra
de Escherichia coli 40T. Cada amostra foi tratada da seguinte forma:

COMPONENTES VOLUME CONCENTRAGAO FINAL

10x PCR buffer 10ul 1x

10mM dNTP mixture 2ul 0.2 mM cada

50mM MgCl, 3ul 1.5 mM

Iniciadores(10uM cada) 1-6,5ul 0.5 uM cada
2-6,5ul

DNA molde 10ul

Taq DNA polimerase (5U/ul) 0.5ul 25U

H>O Milli-Q estéri

TOTAL 100ul
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EAST-1 EAST-11a CCA TCA ACA CAG TAT ATC CGA
EAST-11b GGT CGC GAG TGA CGG CTT TGT

Estes amplificam uma sequéncia de 111pb; usou-se o ciclo: 95°C (30
s), 55°C (2 min) e 72°C (2 min) (YAMAMOTO & ECHEVERRIA, 1996). Cada

amostra foi tratada da seguinte forma:

COMPONENTES VOLUME CONCENTRAGAO FINAL

10x PCR buffer 10ul 1x

10mM dNTP mixture 2ul 0.2 mM cada

50mM MgCl; Sul 1.5 mM

Iniciadores(10uM cada) 1-6.0ul 0.5 uM cada
2—7.0ul

DNA molde 10ul

Taq DNA polimerase (5U/ul) 0.5ul 25U

H,O Milli-Q esterilizada

TOTAL 100ul

3.11.3 - Pesquisa de Shiga toxina (Stx) (BLANCO J.E. et al. 1996) e
Fatores citonecrotizantes (CNFs) (BLANCO M.. ET AL. 1996)

Stx1->Stx1-A CAG TTA ATG TGG TGG CGA AG
Stx1-B CTG CTAATA GTT CTG CGC ATC

Estes amplificam uma seqiiéncia de 894 pb, sendo o ciclo composto
de: 1 minuto a 94°C, 2 minutos a 55°C e 1 minuto a 72°.

Cada amostra foi tratada da segquinte forma:

28



COMPONENTES

VOLUME

CONCENTRAGAO FINAL

10x PCR buffer 10ul 1x

10mM dNTP mixture 2ul 0.2 mM cada

50mM MgCl, 3ul 1.5 mM

iniciadores (10uM cada) 1-7.0ul 0.5 uM cada
2-6.5ul

DNA molde 10ul -

Taqg DNA polimerase (5U/pl) 0.5ul 25U

H20 Milli-Q estéril 61ul

TOTAL 100ul

Stx2—->Stx2-A CTT CGG TAT CCT ATT CCC GG
Stx2-B GGA TGC ATC TCT GGT CAT TG

Estes amplificam uma seqiéncia de 478 pb, sendo usada como
temperaturas 1 minuto a 94°C, 2 minutos a 55°C e 1 minuto a 72°C. Cada

amostra foi tratada da seguinte forma:

COMPONENTES VOLUME CONCENTRAGAO FINAL
10x PCR buffer 10ul 1x
10mM dNTP mixture 2ul 0.2 mM cada
50mM MgCl- 3ul 1.5mM
Iniciadores (10uM cada) 1-6.0ul 0.5 uM cada
2 —6.5ul

DNA molde 10ul
Taq DNA polimerase (5U/ul) 0.5ul 25U
H>0 Milli-Q estéril 62ul
TOTAL 100ul

CNF (geral) CNF-A C TGG ACT CGA GGT GGT GG

CNF-B CTCCTGTC AACCACAGCC
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Estes amplificam uma sequéncia de 533 pb. Foram utilizadas como
temperaturas 1 minuto a 94°C, 2 minutos a 65°C e 1 minuto a 72°C. A

concentracao dos iniciadores foi de 50pmol.

CNF1 CNF1-A GAA CTT ATT AAG GAT AGT
CNF1-B CAT TAT TTATAACGC TG

Estes amplificam uma seqiéncia de 543 pb. Foram usadas como
temperaturas 1 minuto a 94°C, 2 minutos a 48°C e 1 minuto a 72°C. A

concentracao dos iniciadores foi de 50 pmol.

CNF2 CNF2-A AAT CTA ATT AAA GAG AAC
CNF2-B CATGCTTTG TATATCTA

Estes amplificam uma seqiiéncia de 543 pb, sendo utilizadas como
temperaturas 1 minuto a 94°C, 2 minutos a 48°C e 1 minuto a 72°C. A
concentracdo dos iniciadores foi de 50 pmol. As amostras testadas para CNF
geral, CNF1 e CNF2 foram tratadas da seguinta forma:

COMPONENTES VOLUME CONCENTRAGAO FINAL

10x PCR buffer 10pl 1x

10mM dNTP mixture 2ul 0.2 mM cada

50mM MgCl, 3ud 1.5 mM

Iniciadores(10uM cada) 1 -6.0ul 0.5 uM cada
2-6.0ul

DNA molde 10ul

Taq DNA polimerase (5U/ul) 0.5ul 25U

H,O Milli-Q estéril 63ul

TOTAL 100ul




3.11.4 - Detecc¢ao de Aerobactina

AER AER1 TAC CGG ATTGTC ATATGC AGACCGT
AER2 AAT ATC TTC CTC CAG TCC GGA GAA G

Estes amplificam uma sequéncia de 602 pb (YAMAMOTO et al. 1995) ,
sendo usadas como temperaturas 1 minuto a 94°C, 1 minutos a 63°C e 1

minuto a 72°. Cada amostra foi tratada da seguinte maneira:

COMPONENTES VOLUME CONCENTRAGAO FINAL
10x PCR buffer 10ul 1x
10mM dNTP mixture 2ul 0.2 mM cada
50mM MgCl, 3ul 1.5mM
Iniciadores (10uM cada) 1-8.0p 0.5 uM cada

2 —8.0ul
DNA molde 10ul
Taq DNA polimerase (5U/ul) 0.5ul 25U
H,O Milli-Q estéril 59ul
TOTAL 100ul

3.11.5 - Pesquisa de adesao e invasao

Levando-se em conta que E.farda além de aderir também invade
células HelLa e HEp-2, e considerando que tinhamos iniciadores disponiveis,
ainda por PCR, verificamos a presenca do gene eaeA que codifica para
proteina intimina, envolvida na producdo da lesdo attaching effacing’,
presenca de seqiéncias homologas do plasmideo EAF, além da invaséo (El)
de E.coli enteroinvasiva (EIEC).

Como o processo de invasao e destruicao das linhagens celulares &
muito rapido ndo ha duvida que algum processo de adesdo ocorre
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preliminarmente e n&o se torna visivel por testes biolégicos, por causa da
hemolisina produzida por E. tarda.

A utilizacdo de iniciadores para a pesquisa do gene eaeA e para
presenga do plasmideo EAF foi feita por PCR, uma vez que, como ja falamos
acima, a rapida destruicao do tapete celular dificulta ou mesmo impossibilita
a utilizacao de testes bioldgicos para esta finalidade.

EIECHEI1(6 A) GCT GGA AAAACTCAGTGCCT
El2(6 B) CCA GTC CGT AAATTC ATTCT

Estes amplificam uma seqiéncia de 424 pb (BEUTIN et al. 1997),
sendo o ciclo de: 1 minuto a 94°C, 2 minutos a 55°C e 1 minuto a 72°C. Cada

amostra foi tratada da seguinte maneira:

COMPONENTES VOLUME CONCENTRAGAO FINAL

10x PCR buffer 10pl 1x

10mM dNTP mixture 2ul 0.2 mM cada

50mM MgCl» 3ul 1.5 mM

Iniciadores (10uM cada) 1-7.0ul 0.5 uM cada
2-6.5ul

DNA molde 10ul

Taq DNA polimerase (5U/ul) 0.5ul 25U

H20 Milli-Q estéril 61ul

TOTAL 100ul

EAE—~>EAE-1 ACG TTG CAG CAT GGG TAACTC
EAE-2 GAT CGG CAACAGTTT CACCTG



Estes amplificam uma seqiéncia de 815 pb (BLANCO J.E. et al. 1996),
foram usadas como temperaturas 1 minuto a 94°C, 2 minutos a 56°C e 1
minuto a 72°C. Cada amostra foi tratada da seguinte forma:

COMPONENTES VOLUME CONCENTRAGAO FINAL
10x PCR buffer 10yl 1x

10mM dNTP mixture 2ul 0.2 mM cada

50mM MgCl, 3ul 1.5mM

Iniciadores (10uM cada) 1 -7.0u 0.5 uM cada
2-7.0ul

DNA molde 10wl

Tag DNA polimerase (5U/ul) 0.5ul 25U

H20 Milli-Q estéril 61ul

TOTAL 100ul

EAF EAF1(5 A) CAG GGT AAA AGA AAG ATGATAA
EAF25(5B) TAT GGG GAC CAT GTA TTA TCA

Estes amplificam uma seqiéncia de 397 pb (FRANKE J. et al. 1994),
sendo usadas como temperaturas 1 minuto a 94°C, 1 minutos a 54°C e 1
minuto a 72°C. Cada amostra foi tratada da seguinte forma:

COMPONENTES VOLUME CONCENTRAGAO FINAL

10x PCR buffer 10ul 1x

10mM dNTP mixture 2ul 0.2 mM cada

50mM MgCl, 3ul 1.5 mM

Iniciadores(10uM cada) 1-9.0ul 0.5 uM cada
2 —7.5ul

DNA molde 10ul

Taqg DNA polimerase (5U/ul) 0.5ul 25U

H.O Milli-Q estéril 57ul

TOTAL 100ul




3.12 - Analise da Amplificagao Randdomica do DNA Polimérfico - RAPD
(Williams et al., 1990)

O RAPD inicialmente descrito por WILLIAMS et al., 1990 , consiste em
uma outra andlise do DNA polimérfico baseado na técnica de PCR (ja
descrita anteriormente) , mas distinto desta por se basear na amplificagao do
DNA gendmico utilizando iniciadores com uma seqiéncia arbitraria de
nucleotideos.

3.12.1 - Extracao do DNA

A extracao do DNA foi realizada segundo metodologia fornecida pela
Promega para o Kit Wizard® Genomic DNA Purification. O DNA foi
quantificado através da eletroforese horizontal em gel de agarose a 1% e
corado com brometo de etidio. Apds esta quantificagdo, as amostras foram
diluidas em aliquotas de 2 ng/ul de DNA em agua MilliQ estéril e estocadas a

-20°C. As aliquotas utilizadas mais freqientemente foram estocadas a 4°C.

3.12.2 -~ Reagao de RAPD ( BANDO et al.,1998)
De um total de nove iniciadores utilizados, trés foram escolhidos por
evidenciarem um maior polimorfismo de bandas, sao eles:

OPR - 06 GTCTACGGCA
OPR - 08 CCCGTTGCCT
OPR - 09 TGAGCACGAG

A reacao de amplificacao foi realizada em tubos de 200ul com um

volume final de 20ul. Cada amostra foi tratada da seguinte forma:
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COMPONENTES VOLUME CONCENTRAGAO FINAL

50mMPCR buffer 2ul 10x
200mM dNTP mixture 0.4pl 0.2 mM cada
50mM MgCl, 1ul 25mM
Iniciadores(4uM cada) 2ul 0.4 uM cada
DNA molde(5ng/ul) 2ul 10ng
Taqg DNA polimerase (5U/ul) 0,3ul 15U
H,O Milli-Q esteril 12.3ul

TOTAL 20ul

A mistura foi primeiramente aquecida a 94°C por 4 minutos, seguindo-
se 40 ciclos nas seguintes temperaturas: 94°C por 45 segundos, 36°C por 45
segundos e 72°C por 2 minutos; para uma completa extensao dos produtos
amplificados adicionamos um passo final de 7 minutos a 72°C.

Para observacdo do produto amplificado, foi utilizada eletroforese em
gel de agarose a 1%, preparado em tampao Borato EDTA (TBE). Cada
corrida eletroforética continha um marcador de peso molecular para
comparacao do peso molecular do fragmento amplificado. Apds a corrida, os
géis foram mergulhados em solugcdo de brometo de etidio (0,5ug/ml),
observados em transiluminador de U.V. e fotodocumentados.

3.12.3 - Analise dos dados

A similaridade entre os isolados foi realizada pelo método UPGMA
(unweigted pair group method using average linkages), utilizando o programa
NTSYS-pc (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System), versao
1.7 ( Exeter Software, Setauked, NY, USA).



4 - Resultados
4.1 - Isolamento e identificagao de Edwardsiella tarda

Dos 143 peixes analisados, dez amostras de E.tarda foram isoladas de
um pesqueiro em Mogi-Mirim. Estas, quando submetidas aos testes
bioquimicos ja& mencionados, apresentaram resultados compativeis para
E.tarda. A identificacdo foi confirmada pelo sistema APl 20E.( Ver Figura 1)
Sao elas: T10A, T1A, T17B, T15B, PCA, P, T24C, T19A, T11B e T18D.
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Figura 1 - Foto dos resultados sistema APl 20E com a amostra T24C (peixe), isolada

neste trabalho, confirmada como Edwardsiella tarda.



4.2 - Microhemaglutinagdo Manose Resistente MHMR

Todas as amostras listadas na Tabela 2 foram analisadas neste teste
com hemacias de cavalo, boi, galinha, carneiro, cobaia e humana nos meios
CFA, TSA e Minca.

Nenhuma das amostras testadas apresentou microhemaglutinagao
positiva para hemacias humanas, de boi e de carneiro. Das 53 amostras
analisadas com hemacia de cavalo, 10 apresentaram hemaglutinagdo com
titulo significativo (maior que 1:8), com hemacias de cobaia e de galinha, 17
e 5 amostras respectivamente apresentaram hemaglutinagdo com titulo
significativo. O meio TSA se mostrou mais adequado para a deteccao de
propriedades hemaglutinantes de E. farda. Ver tabela 3.

Tabela 3 - Apresentacdo dos resultados positivos de teste de
Microhemaglutinagdo Manose Resistente (MHMR), realizado com
amostras de E. tarda

Hemacia: Cavalo

3 1:16 TSA
4 1:8 TSA e Minca
16 1:128 TSA
17 1:8 TSA e Minca
20 1:32 TSA
21 1:16 | TSA e Minca
27 1:16 TSA
KGE-7901 1:128 TSA
9.8 1:8 TSA
NCIMB 2034 1:8 TSA




Hemdcia: Cobaia

AMOSTRAS Titulo® Meios

2 1:16 CFA

3 1:8 TSA
1:16 CFA

4 1:8 TSA

5 1:8 TSA e CFA

10 1:8 TSA e CFA

14 1:16 TSA
1:8 CFA

15 1:8 CFA

17 1:16 TSA
1:8 CFA

20 1:8 CFA

21 1:16 | TSA e CFA

27 1:32 TSA
1:8 CFA

KGE 7901 1:32 TSA

9.8 1:16 TSA

FL4-53-4K 1:8 CFA

FL7-88-3 1:8 TSA

ET-2 1:16 TSA

ET-11 1:8 TSA

Hemdcia: Galinha

AMOSTRAS Titulo* Meios
1.8 TSA

3

14 1:8 TSA
16 1:8 CFA
20 1:8 TSA
22 1:8 TSA

*Maior diluigdo da cultura de E. tarda que ainda foi capaz de causar
100% de hemaglutinagao.
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4.3 - Pesquisa da produgao de Hemolisina

Para a pesquisa de hemolisina quatro métodos foram utilizados:
a) Método da inoculagéo em picada (P), onde 30 amostras foram positivas.
b) Método de agar sobrecamada (AO), onde 43 das amostras testadas foram
positivas (ver figura 3 e figura 4).
c) Método da hemolisina de contato (CH), 34 das amostras testadas foram
positivas.
d) Método da hemolisina solivel (HS), neste teste todas as amostras
apresentaram resultado negativo.

Na figura 2 estio apresentadas as freqiiéncias dos resuitados.

Em todos estes testes a amostra de E.coli (K12 C600) foi utilizada
como controle negativo.

As amostras que apresentaram resultados positivos, bem como os
métodos onde estes resultados foram obtidos, estdo representados na
Tabela 4.
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Hemilisina positiva [%]

Método utilizado

Figura 2. Frequéncia do fendétipo hemolitico dentre as 53 amostras de
Edwardsiella tarda. determinada por: » inoculagdo em picada, > agar
sobrecamada, hemolisina de contato, e » hemolisina soluvel.
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Tabela 4 - Descri¢cao das amostras que apresentaram halo de atividade

hemolitica nos diferentes métodos utilizados para detecgdo da

producdao de hemolisina.

Inoculacéo em Picada

Métodos Utilizados

Agar Sobrecamada

Hemolisina de Contato

2,7,9, 10, 11, 16, 18,
22, 26, 27, 12116,
EDK-1, KGE-7901,
9.8, FL4-53-4K, FL3-
22, FL6-60, FL5-60-2,
ET-12, ET-14, T10A,

T1A, T17B, T15B,
PCA, P, T24C, T19A,
T11B e T18D

2,4 5 6,7,8, 9, 11, 13,
15, 18, 19, 20, 22, 23, 26,
12116, 14876, EDK-1,
KGE-7901, 9.8, FL4-53-
4K, FL3-22, NCIMB 2034,
FL7-88-3, FL6-60, FL5-
60-2,ET-2, ET-11, ET-12,
ET-13, ET-14, ET-15,
T10A, T1A, T17B, T15B,
PCA, P, T24C, T19A,
T11B e T18D

2,4,5 7,8, 9, 10, 13,
14, 15, 16, 18, 19, 20,
26, 27, KGE-7901,
FL3-22, NCIMB 2034,
ET-2, ET-11, ET-12,
ET-13, ET-14, T10A,
T1A, T17B, T186B,
PCA, P, T24C, T19A,
T11Be T18D
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Figumswtadoposiﬂvo.commdohalonom”apmduﬂode
hemolisina sobrecamada (AO). Amostra 9.8 (peixe) de E. tarda.

Figmadnmnadomgdivomtutomproduﬂodehemmmm
(AO). Amostra 25 de Edwardsiella tarda.
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4.4 - Adesao a células HelLa

A adesdo a células Hela foi feita com 1 hora, pois com intervalo de
tempo maior a monocamada de células era destruida, provavelmente pela
producdo de hemolisina. Das 53 amostras testadas, 46 (86.7%) aderiram
com 1 hora de incubacao e 7 (13.2%) destruiram o tapete, como pode ser
visto na Tabela 5. As amostras que destruiram o tapete celular com 1 hora
de incubacao foram testadas novamente com 30 minutos e neste caso todas
as amostras aderiram.

Todas as amostras testadas apresentaram um padrao de adesao que
lembra a adesao enteroagregativa de E.coli, onde as bactérias possuem um
arranjo caracteristico como tijolos empilhados na superficie das células ou na
laminula (NATARO et al., 1987 e SCALETSKY et al,1999).(Figuras 5 e 6)

Tabela 5 - Resultado do teste de adesdo em células Hel.a.

Amostras que aderiram as células Amostras que destruiram a

HelLa, com 1 hora de incubagao monocamada de células, com 1
hora de incubagao

3,4,5/6,7,8,9, 10, 13, 14, 15, 16,| 2, 11, FL3-22, , ET-11, ET12, ET-13,
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 25, 26, 27, ET-14

12116, 14876, 17570, EDK-1, KGE-
7901, 9.8, FL4-53-4K, NCIMB2034,
FL7-88-3, FL6-60, FL5-60-2, ET-1,
ET-2, ET-15 T10A, T1A, T17B,
T15B, PCA, P, T24C, T19A, T11B e
T18D.
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o EHE & e L s

Fms-mmzs(mm)dosmmmmammum
1 hora de incubagdo. Aumento 1000x.

Figura 6 - Amostra 9.8 de E. tarda, isolada de peixe (Espanha). Adesdo as células
HelLa ap6s 1 hora de incubagdo. Aumento 1000x.
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4.5 - Invasao as células Hel.a

Todas as amostras de E. farda invadiram as células HelLa, ao redor das
bactérias invadidas visualiza-se um halo como pode ser visto nas Figuras 7 e
8.

4.6 - Pesquisa de producgdo de bacteriocinas (colicinas)
Nao foi detectada a presenca de colicinas em nenhuma das amostras
de E. tarda.

4.7 - Coloracao Negativa
Os resultados deste teste podem serem vistos nas Figuras.9, 10 e 11.
As amostras, como eram de se esperar, apresentaram flagelos que
estdo relacionados com a grande motilidade da espécie. Esta técnica
também conseguiu evidenciar a presenca de numerosas fimbrias nas
amostras ET-2 e 16. Quando este teste foi repetido com as amostras
incubadas a 16 °C, n&o houve visualizacdo das fimbrias.
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Figum?-mmmzszmmmﬁrda,hohdadelummqﬂrail)e
respectiva invasdo as células HelLa. Aumento 1000x.

FiguraB-Atmstra4deEdwardsielhhm,isohdadohunnlm( Brasil) e
respectiva invasdo as células HelLa. Aumento 1000x.
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Figura 9 — Teste de coloragao negativa realizado com a amostra ET-2 (isolada de
humanos) incubada a 37°C, visualizando-se fimbrias em microscopio eletronico de
transmissdo (M.E.T.). Aumento 41.700x.

Figura 10 - Teste de coloragdo negativa realizado com a amostra 16 (isolada de
humano), visualizando-se em M.E.T. de fimbrias. Aumento 90.000x.
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Figura 11 — Teste de coloragdo negativa realizado com a amostra ET-2 (isolada de
humanos, M. Janda U.S.A.) incubada a 16°C, ndo visualizando fimbrias em
microscoépio eletronico de transmissdo (M.E.T.). Aumento 41.700x.
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4.8 - Pesquisa de Fatores de Viruléncia por PCR

Utilizando a técnica de PCR, nao foi possivel detectar a presenca de
nenhum dos fatores de patogenicidade comuns a E.coli enteropatogénica
tais como: Enterotoxina termo-labil (LT-I), Shiga-like toxina (Stx-1 e Stx-2),
Fatores citonecrotizantes (CNF geral, CNF-1 e CNF-2), “Enteroaggregative
stable toxin”1(EAST-1), Aerobactina (AER), Invasao(El), plasmidio EAF e
presenca de ‘“attaching effacing fator” (EAE). A pesquisa de
Enterohemolisina (EntHLY) e Hemolisina (HLY) também foram negativas.

4.9 - RAPD

Através do polimorfismo obtido com os iniciadores OPR-6, OPR-8 e
OPR-9 foi possivel a construgdo de um dendrograma pelo método UPGMA,
utilizando o programa NTSYS-pc.

O dendrograma obtido pode ser visualizado na Figura 12,
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Foram utilizadas para a construgdo do dendrograma amostras de Edwardsiella
tarda isoladas de homem » e de peixes b .



5.- Discusséao
5.1.- Caracteristicas Biologicas

Edwardsiella tarda, reconhecida com um patégeno humano, podendo
causar bacteremia, febre entérica e gastroenterites, tem sido isolada de uma
grande variedade de espécies de peixes, répteis, anfibios e mamiferos.
(VANDEPITTE et al.,1983; COOK et al.,1985; OWENS et al.,1974).

Neste trabalho, utilizamos varias amostras de E. farda isoladas de
peixes e de humanos e provenientes de outros laboratérios, como ja descrito
anteriormente. Apesar deste grande ndmero de amostras cedidas,
analisamos mais de 140 peixes e isolamos 10 amostras de Edwardsiella
tarda provenientes de peixes coletados em um pesqueiro de Mogi-Mirim, SP,
regido de Campinas, permitindo o desenvolvimento em nosso laboratério, de
um método eficaz para o isolamento e identificacdo desta bactéria. Assim
pudemos contar em nosso projeto com amostras de E. tarda brasileiras e
isoladas de peixes.

O teste de Microhemaglutinacdo Manose-resistente (MHMR), utilizado
como presuntivo para a presenca de adesinas, principaimente fimbriais, foi
realizado com eritrocitos de varios animais. Eritrécitos de boi, carneiro e
humano nao apresentaram resultados positivos no teste de hemaglutinacao,
sendo que apenas algumas amostras apresentaram aglutinacao, mas com
titulos muito baixos. As hemacias mais sensiveis foram as de cavalo, cobaia
e galinha, respectivamente com 18.9%, 32.1% e 9.4% de amostras
hemaglutinantes.

Estes resultados estdo de acordo com os descritos por WONG et al
(1989), que obtiveram resultados mais significativos com estes mesmos
eritrocitos, embora numa porcentagem muito maior. Em outro trabaiho,
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JANDA et al. (1991a), relataram a presenca de hemaglutinacdo positiva em
54% de suas amostras de E.tarda, utilizando eritrécitos de cobaia e nao
notara nenhuma diferenca entre amostras humanas e nao humanas.

Algumas das amostras de Edwardsiella tarda que apresentaram
aglutinagdo com titulos altos no teste de Microhemaglutinacdo Manose-
Resistente, foram submetidas ao teste de coloracdo negativa, para a
visualizacdo de fimbrias. Apesar de muito usado em outras bactérias,
(HAMILTON et al,1994) ndo encontramos na literatura cientifica nenhum
registro de amostras de E. farda submetidas a este teste. Seis amostras
foram testadas e em duas delas pudemos evidenciar a presenca nitida de
numerosas fimbrias. Quando estas amostras positivas foram incubadas a
16°C e novamente submetidas ao teste de coloragcdo negativa, as fimbrias
nao foram mais observadas, o que sugere tratar-se provavelmente de
fimbrias do tipo MHMR que, a semelhanga do que ocorre com Escherichia
coli, podem estar envolvidas na adesao a células HelLa e talvez contribua
com a adesao “in vivo” e invasao celular (in SAVAGE & FLETCHER, 1985).

Nenhuma das amostras examinadas produziram colicinas conhecidas.
Colicinas sao proteinas codificadas por plasmidios, que apresentam toxidade
seletiva a bactérias intimamente relacionadas a produtora. Acredita-se que o
maior grupo de colicinas ( E1, A, B, N, la,, Ib e K) matam células sensiveis
por promover trocas idnicas entre as membranas da célula alvo (PATTUS et
al,1990)

Conforme planejado, foram pesquisados possiveis fatores de viruléncia
de E. tarda através da técnica de PCR. Por se ftratar de uma
Enterobacteriaceae, utilizamos iniciadores de Escherichia coli, acreditando

que pudessem existir fatores de viruléncia homélogos a aqueles de E.coli.
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Nenhum dos fatores de viruléncia pesquisados (enterotoxina termo-labil (LT-
1), shiga-like toxins (STx) ou (SLT-1 e SLT-2), fatores citonecrotizantes
(CNFgeral, CNF-1 e CNF-2) , EAST-1, aerobactina (AER), invasao (El),
plasmidio EAF, presengca do gene eaeA, responsavel pela producdo de
intimina da lesdo “Attaching and Effacing( A/E)” , enterohemolisina(EntHLY)
e hemolisina (HLY)) foi encontrado.

Interessante ressaltar que embora as amostras tenham apresentado
atividade hemolitica, esta parece ndo estar associada as hemolisinas
conhecidas de E.coli.

Os resultados negativos para os diferentes fatores de viruléncia
estudados, sugerem que os principais fatores de patogenicidade de E. tarda
s30 a invasdo e a produgdo de uma hemolisina, sendo que os genes que
codificam para esta tltima foram identificados por CHEN et al (1996). Estes
mesmos autores descreveram iniciadores que pelo PCR amplificaram estes
genes e serviiam como um teste definitivo para a identificacdo de
Edwardsiella tarda.

Tem sido relatada (JANDA & ABBOTT,1993b), a produgao de uma
potente hemolisina por E. tarda. Neste trabalho, pudemos estudar a
producdo da mesma através de quatro métodos diferentes. Das amostras
testadas, apenas 6 nao apresentaram hemélise em nenhum dos testes
ressaltando-se que na detecgdo de hemolisina soluvel (HS), todas as
amostras foram negativas. Nossos resultados podem ser corroborados pelos
obtidos por JANDA & ABBOTT (1993), onde 80% das amostras foram
positivas no teste de agar sobrecamada (AO) e hemolisina de contato (CH) e
60% no teste em picada (P), ndo obtendo resultado positivo no teste de
sobrenadante livre de células (hemolisina soltvel ou HS).
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MARQUES et al. (1984) constataram que 100% das amostras de
Edwardsiella tarda testadas, apresentaram hemolise em agar sangue de
carneiro e coelho e todas foram negativas em agar sangue humano.

O estudo das interagbes de E. farda com linhagens celulares € de
execucéo dificil devido a presenca de uma potente citotoxina produzida por
estas bactérias, que destréi rapidamente as monocamadas celulares.
Usando um mutante, STRAUSS et al. (1997), isolaram uma amostra de E.
tarda nao citotoxica, que também nao produzia hemolisina. Esse duplo
fenétipo reforca a hipdtese de que esta citotoxidade € a responsavel pela
atividade hemolitica desta espécie. Curiosamente, a amostra mutante nao
citotoxica foi incapaz de invadir células Hel a.

O inicio da maioria das infeccoes bacterianas nas superficies mucosas
requer que a bactéria de algum modo, venha a aderir a célula hospedeira
permitindo a colonizagdo do tecido e mantenha uma populacao estavel no
local, por tempo variavel. No caso de E .coli diarreiogénicas, a colonizagao é
facilitada pela adesdo a mucosa intestinal e esta adesdo € mediada por
adesinas que podem ser fimbriais e ndo-fimbriais (in SAVAGE & FLETCHER,
1985).

A pesquisa de adesdo as células Hela foi realizada com 1 hora de
incubacdo, isto porque com 3 ou mesmo com 2 horas de adesao, a
monocamada de células era destruida. Mesmo assim apdés 1 hora de
incubacdo, 83,7% das amostras de E. farda testadas foram aderentes,
enquanto 16,3% ainda destruiram a monocamada de células, provaveimente
pela producdo de hemolisina ‘ligada” a célula bacteriana |, ja que
sobrenadantes destas culturas ndo lisaram as hemaceas usadas nos testes
de hemolisina. O teste de adesdo também foi realizado tendo como controle
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apenas o sobrenadante de algumas amostras e n&o ocorreu a destruicao da
monocamada celular, descartando parcialimente a possibilidade desta
destruicdo ter sido causada por fatores téxicos produzidos por E. tarda e
liberados no meio, pois ndo podemos esquecer que todas as amostras foram
negativas para o teste de hemolisina soltvel, como relatado em resultados.
Todas as amostras testadas tiveram um padrao de adesao semelhante ao
exibido por E.coli enteroagregativa (SCALESKY et.al, 1999).

A capacidade invasora das amostras de Edwardsiella tarda foi
comprovada, como anteriormente descrito por outros pesquisadores
(MARQUES et al, 1984) através do teste de invas&o as células Hela. As
amostras foram visualizadas no interior das células com areas claras ao
redor, lembrando vacuolos.

Todas as amostras invadiram e esta invasdo se deu em um tempo
relativamente curto (50 minutos) comparado com outras enterobactérias. As
amostras de E. tarda também causaram uma grande destruicao da
monocamada de células Hela, observada principalmente apés o periodo de
multiplicacdo, sugerindo que a invasao de E. farda causa a morte dessas
células. Testes feitos com os sobrenadantes de E. tarda nao foram capazes
de destruir a monocamada de células HelLa. Nossos resultados estao de
acordo com o trabalho de MARQUES et al. (1984) , que também
evidenciaram a capacidade invasiva em 100% das amostras de E. tarda
testadas e o descolamento das células Hela apés 120 minutos de
incubacao.

Bactérias invasivas usam diferentes estratégias para atingir o interior de
células nao fagocitarias. E. tarda e Salmonella s&o bioquimicamente
relacionadas (JANDA & ABBOTT, 1993a), sendo que Salmonella enterica
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Typhimurium tem uma capacidade de invasdo eficiente e a internalizacao
desta bactéria ocorre depois de poucos minutos de incubacado, com as
linhagens celulares. A morfologia das células hospedeiras muda
drasticamente durante este tempo, observando-se modificacoes
caracterizadas por “ruffles” ou vesiculas na membrana plasmatica que sao
formadas na area onde a bactéria interage com a célula hospedeira e para
isso necessitam de uma rede de filamentos de actina intacta (PORTILLO &
FINLAY,1994). Estas mudancas morfoldégicas também foram relatadas em
células HEp-2 invadidas por E. tarda ( PHILLIPS et al,1998).

5.2.- Estrutura clonal

A partir do teste de RAPD obtivemos um dendrograma onde pudemos
identificar um grande “cluster’” denominado por nés de “cluster’B, este por
sua vez subdividido em dois “clusters” menores B1 e B2 com
aproximadamente 35% de similaridade, B2 ainda foi dividido em B2.1 e B2.2.
Em B1 e B2.1 conseguimos agrupar 93,5% das amostras humanas, apenas
6,5% das amostras humanas ficaram fora deste grupo. Do “cluster’B2.2 em
direcdo ao ‘cluster’A agrupamos 86,4% das amostras de peixes, ficando
13,6% fora deste grupo.

Nos dias atuais estd em desuso a determinacdo de sorotipos de
Edwardsiella tarda, o que pode ser verificado procurando-se literatura sobre
o assunto. No nosso caso foi impossivel identificar sorologicamente nossas
amostras.

Todavia entre as amostras que nos foram enviadas, especificamente
aquelas remetidas pelo Prof. Dr. J.M.Janda, constava o sorotipo de todas as
amostras por ele cedidas que foram os seguintes: ET-1(033:H1), ET-
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2(040:H19), ET-11(059:H19), ET-12(024:H11), ET-13(036:H1), ET-14
(O6:H19) e ET-15(05:H1). Observando-se que embora cinco das sete
amostras estudadas eram de origem fecal, os sorotipos isolados foram
diferentes, o que sugere uma diversidade provavelmente intensa de
antigenos O e H, dentro dessas amostras com a exce¢do dos antigenos H1
e H19 que apareceram em 6 das 7 amostras citadas.

Se nos reportarmos agora ao nosso dendrograma, verificamos que
todas elas cairam num grande “cluster’ que abrange 93,5% das amostras
humanas como ja citado. Seis amostras ficaram localizadas no “cluster’
B.2.1 e apenas uma, curiosamente a amostra ET-12 a unica enviada pelo
Prof. Dr. J.M.Janda que apresentou o antigeno H11, ao contrario das demais
(H1 e H19), localizou-se no “cluster” B1 junto com outras amostras humanas,
em especial aquelas cedidas pela Prof. Dra. Lilian Marques, ou seja isoladas
do Brasil ou advindas dos Estados Unidos (C.D.C. , Atlanta , Georgia, USA).

Este fato sugere que além da analise global onde foi demonstrado que
as amostras humanas e de peixes, na sua grande maioria, se localizaram em
“clusters” diferentes, que o antigeno H de E. tarda é importante na analise
clonal deste microrganismo realizada pelo RAPD. Este fato tem sido
observado com amostras de Escherichia coli diarreiogénicas que
frequéntemente possuem o mesmo antigeno O e o antigeno H diferente, que
lhe confere propriedades especificas de viruléncia. Em outras palavras tais
amostras de E. coli se distribuem as vezes entre dois ou mais grupos
diarreiogénicos. Por exemplo O111:H2 cai dentro do grupo EPEC no RAPD
e também com relacdo a fatores de viruléncia ao passo que O111:H, cai
dentro do grupo STEC (Shiga-toxins E. coli) (TRABULSI et al, (1996).
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Das 6 amostras enviadas pela pesquisadora Prof. Dra Alicia Toranzo,
da Espanha, todas isoladas de peixes, sendo quatro dos USA e duas do
Japao, nas informagdes contidas na carta de remessa, menciona literaimente
que todas elas pertenciam ao mesmo sorotipo tipico e abundante, embora
nao relate qual, e que apenas uma a amostra FL3-22 pertencia a um sorotipo
atipico. Observando o dendrograma verifica-se que as amostras do Japao
estao dentro do “cluster” A.2, mas bem distante de todas as outras. As 4
amostras vindas da Espanha, mas de procedéncia americana distribuiram-se
de forma heterogénea dentro do nosso dendrograma.

Em relagdo as dez amostras isoladas por nés de peixes, a distribuicao
também foi heterogénea sendo que oito das dez amostras ficaram dentro do
grande “cluster” que incluiram as amostras de peixes. As duas amostras
isoladas de peixe Pacu (P e PCA) ficaram agrupadas e cinco das oito
amostras isoladas de Tilapia ( T15B, T18D, T10A, T11B e T17B) também se
encontram no mesmo “cluster’.

Seria interessante mencionar, que embora o RAPD tenha de certa
forma diferenciado com porcentagem bastante elevada amostras humanas
de amostras de peixes, encontramos entre as amostras humanas duas
isoladas de peixes no Brasil (T19A e T24C) e uma (FL3-22) que é
justamente a amostra atipica vinda da Espanha, mas de procedéncia
americana.

Embora possa parecer especulativo, ainda mais que nao contamos
com a determinacio dos antigenos O e H, estes resultados podem sugerir
que tais amostras pudessem ter maior facilidade de infectar humanos, por se
parecer com as amostras isoladas destes. N&o constitui surpresa uma vez
que Edwardsiella tarda é considerada uma bactéria oportunista para 0
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homem, mas que peixes funcionariam com fonte de infeccao para humanos,
assim como o ambiente aquatico onde tais peixes sao encontrados. Esta
suposicdo pode ser baseada no trabalho de VANDEPITTE et al. (1983),
onde Edwardsiella tarda foi encontrada no aquario da casa e na crianca
doente.

Contrariamente ao se examinar o conjunto das amostras isoladas de
peixes, de acordo com nosso dendrograma, verifica-se que duas delas
(amostras 22 e 25) sao de origem humana. Valeria neste caso o reverso do
nosso raciocinio, de que fezes humanas eliminadas no ambiente aquatico,
poderiam servir como via de transmissao para peixes.

O estudo do RAPD com amostras de E. tarda oriundas de varios locais
serviu para, pelo menos no nosso estudo, que totalizou 53 amostras, dividir
com uma boa margem de seguranga amostras de origem humana ou
isoladas de peixes, com poucas excegoes.

Verifica-se ainda que a origem das amostras quanto a sua procedéncia,
com excecdo das duas amostras do Japao, parece nao ter influenciado muito
na andlise clonal e constituindo-se pois, num teste certamente util para se
inferir a origem de uma amostra de Edwardsiella tarda isolada de espécimes
clinicos, de individuos normais ou ainda de peixes, quanto a provavel fonte
de infeccdo. Isto € se humanos se contaminaram com amostras de peixes ou
se esses se contaminaram com amostras de origem humana.

Uma outra hipétese que ndo pode deixar de ser mencionada,
analisando o dendrograma, excetuando-se as exce¢cfes ja mencionadas,
seria a duvida de que a contaminagcdo em humanos tenha como fonte de
infeccao peixes e seu ambiente.
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Sera que tais amostras como acontece com outros enteropatégenos
em sua maioria, em se tratando de humanos a infeccdo n&o € mantida
diretamente pela via oralffecal, desempenhando os peixes um papel
secundario embora n&o dispensavel.

Do mesmo modo, quase que se pode afirmar a mesma coisa em
relacdo a peixes, que embora tenhamos observado excegbes no RAPD, os
resultados sugerem que estas amostras podem ser transmitidas no ambiente
aquatico de peixe para peixe sem participacdo, a menos que acidental, do
homem.

Finalmente, queremos ressaltar que diante de toda a literatura
consultada, este foi o Unico trabalho que encontramos sobre analise clonal
de Edwardsiella tarda, utilizando a técnica de RAPD , que tem sido
vastamente empregada para outros grupos de enterobactérias e
microrganismos, (BANDO et al. 1998, PACHECO et al. 1997), o que confere

ao nosso trabalho uma indiscutivel originalidade.
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6.- Conclusao

Os resultados obtidos no estudo das 53 amostras de E. tarda permitiu-
nos apresentar as seguintes conclusdes principais:

1 — Isolamento de 10 amostras de E. tarda de peixes.

2 — No teste de MHMR a maioria dos eritrocitos testados nao
apresentou resultado significativo, a ndo ser o de cavalo, cobaia e galinha.

3 — A presenca de fimbrias a 37°C e auséncia a 16°C, sugere que
estas fimbrias sao do tipo 2.

4 — Constatacdo da produgdo de hemolisina por Edwardsiella tarda,
provavelmente ligada a célula bacteriana.

5 — Quanto ao tipo de aderéncia apresentado pelas amostras de
Edwardsiella tarda, seu padrdao de adesdo foi do tipo enteroagregativo,
semelhante ao que ocorre nas EAEC.

6 — As amostras estudadas apresentaram um grande poder invasivo
com um forte efeito citotoxico.

7 — Nenhum dos fatores de viruléncia pesquisados pela técnica de PCR
(enterotoxina termo-labil (LT-1), shiga-like toxins (STx) ou (SLT-1 e SLT-2),
fatores citonecrotizantes (CNFgeral, CNF-1 e CNF-2) , EAST-1, aerobactina
(AER), invasdo (El), plasmidio EAF, presenca do gene eaeA, responsavel
pela producdo de intimina da lesdo “Attaching and Effacing( A/E)" ,
enterohemolisina(EntHLY) e hemolisina (HLY)) foi encontrado.

8 — Nao foi constatada a produgdo de nenhuma das colicinas
analisadas.

9 — O teste de RAPD mostrou-se parcialmente eficaz no agrupamento
de Edwardsiella tarda, separando amostras de origem humana das de peixe.
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7 - Apéndice

7.1. - MEIOS DE CULTURA

7.1.1. - Meio TSB ( Trypticase Soy Broth)
O meio TSB (DIFCO) foi preparado de acordo com as especificagoes
do fabricante.

7.1.2. - Meio BHI (Infusdo de Cérebro e Coracao)
O meio BHI (DIFCO) foi preparado de acordo com as especificagoes do
fabricante.

7.1.3. - Meio EPM
a) Meio Base

THPIONA. ... 10g
Extratode Came............cooieiiniiiie 2qg
NACH...oo e 5g
NasHPO4.5HL0......ooo e 2g
Sol. alc. azul de bromotimol (1,5%).................. 2ml
AGAT. ..o 11g
Aguadestilada...........c.ccooveveeeeieeeeeeeeeee 1000ml

b) Solucdo de Sais

Citrato de ferro amoniacal...............cccccooieeeeeeneen. 29
N323203.5H20 ..................................................... 29
GlICOSE. ... 10g
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Agua destilada..................cooooeieeeieeeeee 85ml
A solucao de sais foi esterilizada a 65°C, em Banho-Maria, por 1hora e
adicionada na quantidade de 17,5ml para cada litro de Meio Base, o qual

teve seu pH ajustado para 7,4.

7.1.4. - Meio MILi (pH6.5)

Extratode levedura.................. 3g
Peptona........coooomieiii e 10g
TrPIONA. ... 10g
L-lisSiNa. ... 10g
DexXtrose......ccoooieeee 19
AGAT. .o 29
Bromocresol purpura...........ccccccceeevvveeeneenens 0,02¢g
Agua destilada.............ccoooooeoiiiei, 1000m!

7.1.5. - Meio Agar Citrato de Simmons
O meio Agar Citrato de Simmons (DIFCO) foi preparado de acordo com

as especificacdes do fabricante.

7.1.6. - Meio Minimo Essencial de Eagle Modificado (MEM)
O meio MEM (CULTILAB) foi preparado de acordo com as

especificagcdes do fabricante.

7.1.7. - Meio de Minca
a) Meio base



KH2P04 ......................................................... 1 369

Extrato de levedura..........cccccooveeveviinieeennnnnnn. 1,50¢g
Na,HPO4.2H 0. ..., 10,10g
GHCOSE. ...t 1,009
AGAN. ..o 20,0g
CasaminoOAcidos..............cvvvveiiveriieeeeaaaaaanenes 1,009
Agua destilada.................ccocoocoeeeeeeeee 1000ml

b) Solucdo de Sais

MGSO4.7H20. ... 10,000g
MNCl.4H20. ..o, 1,000g
FECI5.6H20 ..o 0,135¢
CaClp.2H20 ..., 0,400g
Agua Milli-Q eStéril..............cooeeeeeeeieeee. 1000ml

Foi Adicionado 1ml da solucao de sais para cada 1000ml do meio base

7.1.8. - Meio CFA
a) Meio Base

CasaminoAacidos............cccovovmmeiiiiirieeee e, 10g
Extrato de levedura..............ccccoociinins 1,50
AQAr. ... oo 20g
Aguadestilada...............ccocooeireeieienn, 1000ml
Solucdo de Sais........ccccvuciiiiieeiiie 10ml

b) Solucao de Sais
MGSO4.7H20. ..o 0,1g/100ml
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MnCI2.4H20 ............................................ 0,789/1 00ml
Para compor 10ml solucado de sais, foram misturados 5ml da solucéo
de cada sal.

7.1.9. - Meio TSA ( Triptic Soy Agar)
O meio TSA (DIFCO) foi preparado de acordo com as especificagbes

do fabricante.

7.1.10. - Laria agar

TrPtONA. ... 10g
Extratode levedura..............cccoooiiriiiiiiiiieennn, 5g
NACH... ..o e 5g
Agar bacteriol6gico. ............ccoovocovereenen, 159
Agua destilada..............cocccoooeieieeenennn. 1000ml

7.2. - SOLUCOES

7.2.1. - Tampéao Salina Fosfatada (PBS) 0,1M

NaCH 80,09
K C et 2.0g
NasHPO4 12H0. oo 28,99
KHoPOy. ..o 2,09
Agua Milli-Q.........cooovieeiieeeeeeeeeeee e 1000ml

Os sais foram diluidos em 10% a menos do volume, com exceg¢ao do
KH,PO,, o qual foi misturado ao volume restante e utilizado no ajuste do pH
para 7,4. (Solucao de uso : 0,01M).
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7.2.2. - Solugédo de ATV ( Associacao de Tripsina-Versene)

a) Salina

NACH o e 8,09
KL ee e 0,2g
NBoHPO 4. 2,99
KHoHPO 4. .o 0,29
Agua Milli-Q........cooeoeerie e, 1000ml

Autoclavado e armazenado a 4°C.

b) Tripsina

Tripsina (DIFCO).......ooooiiiiiiiii e, 2,09

Solugado salina (a).........ccocovevrereee e,

¢) Solucao de Versene

Versene (EDTA)......ooiviiiiiiiiii, 0,29
Solugao salina (8)......c.veeeeeerireiieee e 10ml
d) Solucdo Vermelho de Fenol

Vermelhode Fenol.............cccoiiiiii e, 0,59
NaOH IN.....oo e 3,5ml
e) Solucéo Final

Solucao de tripsina (b)......ccooooviiiiiis 50,0mi
Solucdo de Versene (C)......cccoovvevvrieiivienieinaenns 10,0ml
Solugéo de Vermelho de fenol (d)..................... 1,5ml
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Ajustada para o pH 7,5.
Esterilizada por filtracao.

7.2.3. - Tampao Tris-Borato (TBE)

THS DASE.... e 549
ACIHO DOTICO. ..ot eeeeeee 27,59
0,5M EDTA (PH8,0).....eomveeeeeeeerererrereee 20ml
Agua destilada............ccocoeveiirer 1000ml

7.2.4. - Sol. Penicilina-Estreptomicina

Penicilina G Potassica.................. 60000000V
Estreptomicina...........c.cccoceiiniiiiieenn. 60g
Hanks 1x estéril........ccooevveiiieieieinnenn. 6000 mi

7.2.5.- Tampéao TE 10x
100 mM Tris / HCI
10 mM EDTA

7.2.6. - Tampao de Ressuspensao
0.25% de azul de bromofenol
0.25% de xileno cianol

40% de sacarose

RNAse 20ug / mi
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