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RESUMO

Duas linhagens dEscherichia colipatogénicas isoladas de aves (APEC) com sinais
clinicos de septicemia (S17 e S21) e uma isoladaves com sinais clinicos de Sindrome de
Cabeca Inchada (SCI10) foram selecionadas, do mtinge 49 linhagens pertencentes ao
Laboratério de Biologia Molecular Bacteriana, aosaracterizacdo das mesmas quanto a
presenca das capacidades de adesao e invasdoudas eftp-2 e Hela, perfil de resisténcia
a diferentes antimicrobianos, presenca de genetecfddos por PCR) relacionados a
patogenicidade, e perfil de DNA plasmidial. TesteREP-PCR também foi realizado para
separacdo destas linhagens em grupos clonais. &snigios dessas linhagens foram
transferidos, através de conjugacéo, para a limhageeptora ndo patogéniéa,coliHB101.

A andlise das amostras recombinantes obtidas, éstralas caracteristicas estudadas,
demonstrou que somente aquelas transconjugantesmabes da linhagem S17, uma delas
denominada de S17-1, apresentaram adesdo e inmaséas culturas celulares utilizadas,
indicando que 0s genes responsaveis por estageréstcas estao localizados no plasmidio
que foi transferido (70 MDa). Pelo fato das capadéd de adesdo e invasao das linhagens
S21 e SCI10 ndo terem sido detectadas em trangeon@s em que ocorreram as
transferéncias de plasmidios existentes nestas dohagens, indica que 0s genes
responsaveis por estas caracteristicas ndao samigiasnediado, podendo, ou serem
cromossOmicos, ou mesmo serem plasmidiais, porémcomtrole de genes cromossémicos.
A mutacdo da amostra S17-1, com o transposon TnndAl a perda das capacidades de
adesdo e/ou invasdo em células HEp-2 e Hela, angliza que o processo de inser¢cdo do
transposon tenha ocorrido em genes relacionados pemsessos citados. O gerish
(hemaglutinina termo-sensivel) presente na linhag@tn e os genes relacionados ao sistema
de aerobactina presentes nas linhagens SAH@0)(e S21 iucA), também nao foram
identificados nas amostras transconjugantes. Cem $sigere-se gue estes genes possam estar
localizados no cromossomo destas linhagens, bero cengenes de adesado e invasao dessas
linhagens. Esta observacao pode indicar a presmgaossiveis “ilhas de patogenicidade”
nestas linhagens, porém outros estudos devem abzados para que esta hipdtese se

confirme. A producao de colicinas (la, Ib, E1, B3,K) pela linhagem SCI10 também foi

Xii



passivel de ser transferida para a linhagem banterreceptora, 0 que indica que esta
caracteristica é expressa por genes presenteasmiglo transferido (120 MDa).

Através de testes de invasao na linhagem celular2jBlicroscopia Eletronica de Varredura
e teste de FAS verificou-se que a capacidade des@mvcelular presente na linhagem S17 é

diferente daquelas descritas para oufrasoliinvasivasSalmonellaspp.e Shigellaspp.

Xiii



ABSTRACT

Two pathogenidescherichia colistrains isolated from avian (APEC) showing clihica
signs of septicemia (S17 and S21), and one isolated avian showing clinical signs of
Swollen Head Syndrome (SHS10), were selected fraimtad of 49 strains belonging to the
Laboratory of Bacterial Molecular Biology, afterkbaological characterization regarding the
presence of adhesion and invasion capacities to-HBpd Hela cells, resistance profile to
different antimicrobial drugs, presence of geneetdgcted by PCR) associated with
pathogenicity, and plasmidial DNA profile. REP-P@8say also was performed for separation
of these strains in clonal groups. Plasmids frogs¢hstrains were transferred by conjugation
assays to the non-pathogeHic coli strain HB101. The analysis of the obtained recaoauiis
strains, demonstrated that only recombinant stidénsved from S17, one of these designated as
S17-1, showed adhesion and invasion to these aafl&ating that the genes responsible for
these characteristics are located in the transfgalesmid (70 MDa). Since the adhesion and
invasion capacities of S21 and SHS10 strains wetalaetected in recombinant strains where
the transference of plasmids presents in thesestwains occurred, indicates that the genes
responsible for these characteristics are not pthsmediated. The location of these genes could
be chromosomal, or thus plasmidial, but with chreamal control. The mutation of S17-1
strain, with TnphoA transposon, resulted in the misadhesion and/or invasion capacities to
HEp-2 and HelLa cells, which indicate that the tpars®n insertion process had occur at genes
associated with the described process. ffhgene (temperature-sensitive hemagglutinin) from
S21 strain, and aerobactin genes from SH&®J and S21i(cA) strains, also were not found
in the recombinants strains. These results sugtiedt these genes could be located in
chromosomal regions as well as the adhesion andsion genes from these strains. This
observation could indicate that the presence ofiptes“pathogenicity islands” in these strains,
but other studies must be realized for confirmatainthis hypothesis. The production of
colicins (la, Ib, E1, E3, B and K) by strain SHSI8o was transferred to the recipient strain,
which indicate that this characteristic is exprdsisg genes located at the transferred plasmid
(120 MDa). Using invasion assays to HEp-2 cellsartding Electron Microscopy and FAS
assay, it was possible to observe that the celinlarsion capacity from S17 strain is different

of those processes described by others invaSiveoli, Salmonellaspp. andShigella spp.
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1- INTRODUCAO

A bactéria

A bactériaEscherichia colié uma representante importante das bactériasémaer
facultativas que habitam o intestino (Drasar & Hi®74). Este bacilo foi descrito em 1885,
pela primeira vez, por Theodor Escherich, que @o@mou, inicialmente, dBacterium coli

A maioria das linhagens d& coli ndo é patogénica, mas algumas estao associadas a
uma variedade de doencas intestinais em humane#é,e1987) e outros animais (Pestana
de Castreet al, 1984; Blanceet al, 1993; Robins-Brownet al, 1994).

Da mesma maneira, algumas linhagengdeoli estdo associadas a varias infec¢des
extraintestinais humanas tais como pielonefritectiee, 1985), septicemidlfskov &
Orskov, 1985)e meningite em recém-nascidos (Overall Jr., 19EM. outrosanimais,
também podem causar infec¢des extraintestinaisocimieccdo do trato urinario (UTI)
(Wooley & Blue, 1976; Peeters, 1994) e piometrauf®yom, 1993)em cdaes, bem como
infeccBes associadas a quadros respiratorios esnlaeeine, 1984).

Nesse sentidd;. coli é dentro do grupo de bactérias gram-negativagsemglo mais
significativo de bactéria relacionada a diversasngas, pela grande versatilidade de suas
linhagens na expressao de diferentes mecanismpsatdgenicidades fatores de viruléncia
frente a diferentes hospedeiros.

Kauffmann (1947) propds, pela primeira vez, quenhdgens deE. coli fossem
identificadas tendo-se como base seus principaifgeamos de superficie. Esses foram
denominados de O e H representando, respectivamentdipopolissacaridio (LPS)
termoestavel da membrana externa da parede deribaaggam-negativas, e a proteina do
flagelo. A esses, também se somam os antigenosilagss que foram denominados de
antigenos K.

Os sorogrupos 01, 02 e O78 sao os mais frequentenaescritos na literatura
internacional como associados a patogenicidade @eara (Sojka & Carnaghan, 1961; Dho-
Moulin & Fairbrother, 1999), embora um trabalholiso com linhagens brasileiras indique
gue linhagens nao tipaveis possam apresentar iamwiat epidemiolégica (Silveirat al.
2002a).



Doencas em Aves causadas phBr coli

As infeccbes causadas for coli sdo responsaveis por grandes prejuizos na inaustri
aviaria em todo mundo (Gross, 1991).

As linhagens deE. coli patogénicas encontradas em aves, também denominada
“Avian PathogenicE. coli” (APEC) (Dho-Moulin & Fairbrother, 1999), estdosasiadas a
diversas doencas, principalmente extraintestirtais,como septicemia, celulite, pericardite,
perihepatite, onfalite, peritonite, infec¢bes datdrrespiratorio e sindrome da cabeca inchada
(in: Gyles, 1994).

Uma das mais importantes doencas causadas por APBCcolisepticemia que,
geralmente, inicia-se no trato respiratério seguadama infeccdo viral primaria ou por
micoplasma (Gross, 1991; Jordan & Pattison, 1986)infec¢des do trato respiratério por
APEC, consideradas passos iniciais da coliseptecem aves (Gross, 1991) e, muitas vezes,
referidas como doencas dos sacos aéreos, normalomrtem em aves entre 2 e 12 semanas
de idade, com as maiores perdas ocorrendo nadaidaa 9 semanas, podendo a mortalidade
chegar, nesses casos, a 20% (Dho-Moulin & Fairbroit999).

Diversas investigacdes sobre o entendimento dossiygdis mecanismos de
patogenicidade de APEC que causam septicemia wonpsiblicadas (Gross 1961; Smith,
1974). Entretanto, os estudos que envolvem famgesruléncia especificos que determinam
a septicemia nessas espécies ainda sao limitageen®mente, determinantes e genes de
viruléncia tém sido caracterizados, como por exengenes que codificam adesinas, toxinas
e sistemas de aquisicdo de ferro (Fantieattl1994; Gyles, 1994; Babat al, 1997; Jafien
et al, 2001; Mellateet al, 2003).

Outra doenca causada por linhagens de APEC é&eo8ia da Cabeca Inchada (SCI),
uma doenca aguda do trato respiratorio de aves stima& sendo caracterizada por edema
gelatinoso da pele facial e tecido periorbitalra,adguns casos, exsudato na bolsa conjuntiva,
no tecido subcutaneo facial e nas glandulas la@iifRattisonet al, 1989; Nunoyeet al,
1991).

A SCI, inicialmente descrita na Africa do Sul (Meyl& Thomson, 1984), tem tido
grande importancia em diversos paises, incluinBoagil (Arns & Hafez, 1992). Essa doenca

tem apresentado prejuizos consideraveis no coméeioaves, atingindo geralmente



mortalidade de 3 a 4% das aves e uma reducdo d&92 rea producédo de ovos (Morley &
Thomson, 1984).

Uma terceira doenca, também considerada imporéatenfalite, sendo uma infecgéo
caracterizada pela necrose do tecido do cordéolicaildas aves, fazendo com que esses se
tornem descoloridos e edematosos. Essa infeccée godestender a cavidade abdominal
ocasionando peritonite e pericardite, e também pactrer no embrido, numa regiao
localizada no saco vitelinico denominada énfaloffidan, 1968; Burke, 1988).

A celulite é uma dermatite necrética do abdémewmxas que geralmente ocorre em
aves jovens (Dho-Moulin & Fairbrother, 1999), nadastndo, pelo que sabemos, dados
epidemiolégicos que corroborem as taxas de morbialidade para essa doenca (Elfastil
al., 1996).

Fatores de viruléncia

Diversos fatores de viruléncia tém sido relaciosads linhagens de APEC, como a
presenca de fimbrias (Gyimah & Panigraphy, 198&dxet al, 1992; Fantinattet al, 1994;
Pourbakhstet al, 1997; La Ragionet al. 2000; Silveireaet al, 2002a; Stehlingt al, 2003a;
Stehlinget al, 2003b; Campost al, 2005), presenca de capsulas (Pourbakhsth, 1997),
sistema de aerobactina (Dho & Lafont, 1984; Doztisal. 1992), e resisténcia ao soro
(Noolanet al, 1992; Wooleyet al, 1992; Wooleyet al, 1993; Fantinattet al, 1994; Ngeleka
et al, 1996).

Apesar dos consideraveis avancos no estudo daacitdibe aviaria, a patogénese e
diversos fatores de viruléncia presentes nessdmgéns ainda nao estdo totalmente
elucidados (in: La Ragione & Woodward, 2002).

Fimbria do tipo 1

A capacidade de adesao, dessas amostras, nocegitéliato respiratdrio, mediada por
fatores de colonizacdo, como adesinas (fimbriais aimbriais), é importante na
patogenicidade da bactéria (Moon, 1990).

Entre as fimbrias mais importantes em APEC, destac do tipo 1, que esta
relacionada a capacidade da bactéria em aderimp#éli@ do trato respiratério superior

(Wooley et al, 1998). As propriedades adesivas desta fimbriairsii@as por antisoros



especificos e pelo carboidrato D-manose, recemoiiar da fimbria, caracteristica utilizada
na sua identificacdo (Gyimah & Panigrahy, 1988).

A fimbria do tipo 1 é codificada pelo “operopil (Hull et al, 1981), que € composto
por um conjunto de pelo menos 8 genes (opé&r)y sendo o produto dém A o maior
componente da fimbria, e o produto filteH conferindo propriedades adesivas a fimbria
(Abrahamet al, 1988). Os genefimF e fimG codificam proteinas auxiliares das subunidades
estruturais da fimbria, os gen@siC e fimD estdo envolvidos na reunidao das subunidades,
enquantdimB e fimE determinam a variagcéo de fase fimbrial (Mol & Ogale1996).

Marc & Dho-Moulin (1996) identificaram regides vareis do genéimA em APEC.
Tais regides, provavelmente, correspondem aos s siéintigénicos que podem estar
relacionados aos sorogrupos das linhagens. Esggdesepodem modular a funcdo e
especificidade da fimbria do tipo 1. Apesar do giim# ndo estar diretamente ligado as
propriedades adesivas da fimbria tipo 1, o genee pExtar relacionado a patogenicidade
bacteriana por constituir a por¢éo antigénica diésiaria.

Alguns estudos (Dozost al, 1992; Wooleyet al, 1992) mostraram que essa fimbria
apresentava uma maior freqiéncia em linhagens deCABo que nas linhagens nao-

patogénicas, sugerindo que esta poderia estaraedala a patogenicidade das primeiras.

Fimbria P

Outra adesina importante, denominada fimbria Bialmente encontrada em amostras
de E. coli associadas a infec¢des do trato urinario de husnéfalleniuset al, 1980), tem
sido encontrada também em linhagens de APEC (Achétnal, 1986; Dozoit al, 1992).

Esta fimbria é codificada por um conjunto de 1legecromossdmicos denominado
“operon” pap (Latham & Stamm, 1984). O gemapA codifica a subunidade estrutural da
fimbria P, e os gengmapl e papBexercem o papel regulatério, responsavel pelagani de
fase da fimbria. O germeapE codifica a extremidade da subunidade fimbrial genepapG
codifica a adesina fibrilar, que se liga ao cartaiim Gabr (1-4) presente nos glicolipidios das
células epiteliais do trato urinario, do figadoeealitros tecidos. O gemapH é responsavel
pela ancoragem da fimbria @ membrana celular. @ssgapF e papK codificam proteinas

necessarias a integridade da associacdo conformah&qroteinas que coordenam a reunido



ordenada do complexo fimbrial (Fernandez & Bereg2@®0). E os gengmpC papD e papJ
codificam proteinas transportadoras das subunidzstagurais (Lindbergt al, 1989).

Dho-Moulin & Fairbrother (1999) relataram que ligeas de APEC expressaram
adesinas da fimbria P, apesar destas adesinas sbs@rvadas em baixa propor¢cdo nas
linhagens estudadas. Porém, outros estudos (Detals 1992; Van Den Boscét al, 1993;
Camposet al, 2005) mostraram que sequéncias do gmageforam encontradas em alta
freqiiéncia em linhagens isoladas de aves com ge#idico de septicemia.

A fungdo da fimbria P na viruléncia de amostras @Rfinda ndo esta esclarecida,
porém, Pourbakhsét al.(1997), através de estudasvivo, verificaram uma certa variagéo da
expressdo das fimbrias P de acordo com a suaZacati, sugerindo que estas ndo sao
importantes na colonizacao inicial do epitélio datd respiratério superior, mas sim, nos

estagios posteriores da infecgéo.

Fimbrias “curli”

Outra adesina fimbrial relacionada a adesao dedehs de APEC é a fimbria “curli”.
As fimbrias “curli” sao estruturas filamentosas aén e enroladas, que medem
aproximadamente 2 nm de didmetro, encontradas pexfie dak. coli e Salmonellaspp.
(Olsenet al, 1989; Collinsonet al, 1993). As fimbrias curli sdo otimamente expressas
26°C, na fase estacionaria de crescimento, e em ndeidmixa osmolaridade (Olsen al,
1993a).

Inicialmente, acreditava-se que essas fimbrias edtificadas pelo genal (Olsenet
al.,, 1989), entretanto, estudos subsequentes demanstrgue o generl ativava genes
cripticos para a formacao das fimbrias “curli” (gwist et al, 1992). E, mais recentemente,
tem sido demonstrado que o gersg/Aé responsavel pela codificacdo da maior subunidade
estrutural da curlina (Olsest al, 1993b). Atualmente, sabe-se que 0s genes esti’IE8gA
e csgB e regulatérios das fimbriastirli” estdo localizados num operon denominesipAB
(Hammaret al, 1995). O genesgBé responsavel pela estabilizacdo das proteinéinaer
sua organizagdo em estruturas fibrilares, os gesgs csgF e csgG estdo envolvidos no
transporte dos monémeros de curlina, e o gmg® funciona como ativador transcricional

dos genessgAecsgB(Hammaret al, 1995). Além do generl, todos os genes envolvidos na



expressao da fimbria “cutlisédo regulados pelo fator sigmpoS (Olsenet al, 1993b;
Hammaret al, 1995).

A funcao dessas fimbrias ainda nédo esta elucidartadita-se que estas possam estar
relacionadas a adesao bacteriana e colonizacaestégios iniciais da infeccao (Olsenal,
1989).

Hemaglutinina termo-sensivel (TSH)

Outra adesina, afimbrial, importante na adesdcebaog, € a proteina “Temperature
Sensitive Hemagglutinin” (TSH). Esta proteina, €iodda pelo genésh esta relacionada a
atividade de hemaglutinacéo de eritrécitos de babn sendo preferencialmente expressa a
baixas temperaturas (26<%) e reprimida a 4L em linhagens de APEC (Provence &
Curtiss lll, 1994).

Essa hemaglutinina € uma proteina de 140 KDa cudonma ativa, apresenta 118
KDa. Esta proteina possui alta homologia as preteds IgA deHaemophilus influenzae
Neisseria gonorrhoeaepodendo apresentar atividade proteolitica e deab&utinacéo
(Stathopoulo®t al, 1999).

O genetsh, que codifica essa hemaglutinina, foi localizaslo, muitas linhagens de
coli, no plasmidio ColV, proximo aos genes que codifiqgzara a expressdo da colicina V
(Provence & Curtiss lll, 1994). Entretanto, esteegtambém foi identificado em plasmidios
de viruléncia e em ilhas de patogenicidade presesne algumas linhagens patogénicas de
enterobactérias (Dozo& al, 2000; Stehlingt al, 2003a).

Maureret al.(1998) demonstraram que o gagleestava presente em 46% de isolados
clinicos deE. colide origem aviaria, e nenhum dos isolados de asismidaveis. Em outro
estudo, Dho-Mouliret al. (1997), analisando 300 aves da Franca e Quebeficaram que a
incidéncia do gene em amostras patogénicas (90f6Pshaior que em ndo patogénicas.
Camposet al. (2005) demonstraram que 0 getsl estava presente em 25% e 50%, em
isolados de APEC, com septicemia e SCI, respecaagan enquanto que nas linhagens
comensais esse gene estava presente em somentes6@olddos. Assim, estes resultados
sugerem que a proteina TSH pode estar envolvigaaoesso de patogenicidade, entretanto a

sua funcédo especifica ainda ndo esta bem esclarecid



Aerobactina

O mecanismo de patogenicidade envolvido na aquisighions de ferro (8 do
hospedeiro inclui a producdo de compostos denominaideroforos, que atuam como
guelantes desses ions do organismo hospedeiraasll& Griffiths, 1992). Basicamente,
dois tipos de sideréforos sdo conhecidos: os fem®k os hidroxamatos. A aerobactina é um
sider6foro do tipo hidroxamato sendo codificado gemes plasmidiais reunidos num operon
gue, geralmente esta presente num plasmidio deb8@GHKson & Magrath, 1969; Williams,
1979). Esse sideroforo é muito encontrado em furgyaslgumas linhagens de. coli
enterovasivas (Water & Crosa, 1991).

A producao de sideroforos é importante para osargenismos, pois esses utilizam
ferro como elemento essencial para sua multiplecagi hospedeiro (Williams & Giriffiths,
1992).

Dho & Lafont (1984) observaram uma correlacdo p@sientre a habilidade de
linhagens de APEC crescerem em baixas concentragdtsro, e a letalidade em pintos de
um dia de idade. Alguns estudos (Linggaidal, 1987, Dozoiset al, 1992, Emernyet al,
1992; Silveiraet al, 2002a) demonstraram que a maioria de linhagen8REEC possui e
expressa o sistema de aquisicdo de ferro (areobgcenquanto que as linhagens néo-
patogénicas, apresentam esse sistema em mend¥rfcea

Recentemente, dois genes,fywA (“ferric yersiniabactin uptake”) arp-2 (“iron
repressible protein”), que codificam proteinas dvidas na aquisicdo de ferro descritas em
Yersiniaspp. e linhagens d&. colienteroagregativas (EAEC) (Pelluddtal, 1998; Schubert
et al, 1998; Karchet al, 1999). Também foram encontrados com alta fregaéam
linhagens de APEC (Gophret al, 2001; Jafien et al, 2001). Outros genes, coniacA
(requerido na sintese de sider6forosfepC (transporte de sideroforos), também foram

encontrados em amostrasElecoli (Okekeet al, 2004).

Capsula

A capsula é uma estrutura que pode ser encorgradelgumas linhagens & coli, e
gue contém em sua composicao, o acido N-acetil mocd Esse acido pode interagir com
elementos da via classica do complemento, induzéndesisténcia bacteriana ao sistema

imunoldgico (Jann & Jann, 1997).



O antigeno K1 é frequentemente associado as kmsade APEC pertencentes aos
sorogrupos 01, 02, e também, em muitas linhagemsipdveis (Gross, 1991).

Mais recentemente, Pourbakhseh al. (1997) demonstraram que trés linhagens de
APEC, que possuiam o antigeno K1, eram mais ragstaos efeitos bactericidas do soro do

gue outras trés linhagens que apresentavam didsrantigenos K.

Colicinas

Colicinas séo substancias produzidas por linhages dolicom a funcéo de inibir o
crescimento de outras linhagens da mesma espéespégies relacionadas. Tais substancias
possuem duas subunidades protéicas. A subunidade énaesponsavel pela lesdo celular
bacteriana, enquanto a menor tem como fun¢cdo prategao contra sua propria colicina
(Hardyet al, 1975). Essas colicinas podem ser produzidasta garpresenca de plasmidios
colicinogénicos (plasmidios Col), sendo as colgiteg Ib, E1, E2, E3, |, K, B e V, as mais

conhecidas (Fantinatt al, 1994; Silveiraet al, 2002a).

Toxinas

Algumas linhagens dE. coli sdo capazes de produzir toxinas, como por exeraplo,
enterotoxinas termolabeis (LT) e termoestaveis (Shith & Gyles, 1970), e as verotoxinas,
conhecidas, também, como “Shiga-like toxins” (SI(D)Brien et al, 1977; O Brienet al,
1982; Emenet al, 1992; Fantinattet al, 1994; Blancetal., 1997; Parreira & Yano, 1998).

Truscott (1973) sugeriu que algumas linhagens BE@\ eram capazes de produzir
exotoxinas. Emergt al. (1992) demonstraram que linhagens de APEC (22i8étgdas de
aves com quadro clinico de septicemia foram capdz@soduzir LT com atividade citotoxica
para células Y-1 e Vero. Outros trabalhos, (Fatttiret al, 1994; Blancoet al, 1997),
também demonstraram que, linhagens de APEC isotielaves septicémicas, apresentaram
atividade citotoxica. Parreira & Yano (1998) vexdfiam a producdo de toxinas em 72% das

50 linhagens de APEC isoladas de aves com quaiaiioatle SCI.



Resisténcia ao soro

A resisténcia aos efeitos bactericidas do complémmém soro, mediada por estruturas
da superficie bacteriana, tais como capsula, LR&jugdo de ColV e outras proteinas de
membrana, tem sido associada as linhagens de ARtEECipalmente aquelas isoladas de aves
com quadro clinico de septicemia (Gross, 1991; &pet al, 1993; Fantinattet al, 1994;
Ngelekaet al, 1996).

Wooley et al. (1992) encontraram uma forte associacédo entrasistdacia ao soro e
isolados de APEC de galinhas com quadro clinicoselgicemia. Noolaret al. (1992)
demonstraram uma alta correlacdo entre a resiaténcsoro e a letalidade de galinhas com 21
dias de idade. Fantinaét al. (1994) demonstraram que essa resisténcia ao sdrospedeiro

era codificada por genes plasmidiais

Outros fatores

Outros fatores de viruléncia relacionados a deteadas ilhas de patogenicidade tém
sido relatados em linhagens de APEC (Parreira &y2003), além da presenca do “Locus
of Enterocyte Effacement (LEE)” que codifica prots associadas a uma lesdo conhecida
como “Attaching and Effacing” (A/E) (Fostet al, 1998; Pennycottt al, 1998; La Ragione
et al, 2002).

A habilidade de linhagens de APEC em se ligar aarte Vermelho de Congo em
meio agar, tem sido observada. Alguns autores t@popto utilizar essa caracteristica como
um marcador de viruléncia dessas linhagens (Befri€hwfnal, 1986; Cobertet al, 1987).

Caracterizagdo genética

Muitos métodos genotipicos tém sido utilizados cagacterizacdo bacteriana. As
técnicas mais utilizadas atualmente sao: Polimmdisilo Comprimento do Fragmento de
Restricdo (RFLP) (Liuet al, 1995), Eletroforese de campo pulsado (Bearal, 1993),
Ribotipagem (Cavét al, 1994) e Analise da Amplificacdo Randdémica do DR@&imaérfico
(RAPD) (Pachecet al, 1998),além da metodologia classica envolvendo isoenz{Biasn-
Potaret al, 1989).

Recentemente, outros métodos de tipagem moledwdaeados na analise de

seqguéncias cromossdmicas repetitivas, como o “RiepeExtragenic Palindromic” (REP) e



“Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensu€RIC), tém sido utilizado para
caracterizacdo clonal de diferentes espécieErderobacteriaceaeA distribuicdo dispersa
destes elementos repetitivos de DNA no genoma desvanicroorganismos, utilizando
iniciadores conservados, pode ser testada pelac@#de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) (Hultoret al, 1991; Versaloviet al, 1991).

Alguns estudos demonstraram que as técnicas dePREPe ERIC-PCR foram
eficientes na discriminacdo de clones de amoseas. doli de origens humanas e outros
animais, assim também, como na comparacdo ente €3alla-Costat al, 1998; Osek,
2000). Além disso, estas técnicas, sao testesvestente mais faceis e rapidos de serem
realizados, quando comparados a outras técnicaxulates como o RFLP.

Recentemente, nossos estudos demonstraram qoricatéde ERIC-PCR e a analise
do perfil de Isoenzimas foram eficientes para disoar linhagens de APEC de linhagens
comensais, como também para observar o agrupartfehusters”) de linhagens causadoras
do mesmo tipo de doenca (Silvedtaal, 2002b; Silveirat al, 2003).

Uma das propostas desse estudo é avaliarmoserieat de REP-PCR também possa
ser utilizada para o estudo da estrutural clonapufazional dessas linhagens, e,
consequentemente, servir de parametro para futestsidos dos mecanismos de
patogenicidade das linhagens de APEC.
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2- OBJETIVOS

O presente estudo determinou a caracteristicadgigals e genéticas, de linhagens de
APEC isoladas de aves com sinais clinicos de s#piic SCl e onfalite, relacionadas a
patogenicidade e também a presenca de plasmidés disso, um estudo de caracterizacao

ou variabilidade clonal foi realizado para essaisdgens de APEC.

3- MATERIAL E METODOS

3.1- Linhagens bacterianas

Nesse estudo, inicialmente foram estudadas 49 dertsade APEC causadoras de
diferentes doencgas em aves (24 isoladas de aveguaano clinico de septicemia, 14 isoladas
de aves com quadro clinico de sindrome da cabebada e 11 isoladas de aves com quadro
clinico de onfalite) (Campost al, 2005). Nessas linhagens foi determinado o peldihal
através da técnica de REP-PCR, sendo as mesmaguia, £studadas quanto ao perfil de
resisténcia bacteriana e presenca de fatores diéngia (adeséo e/ou invasdo em culturas
celulares, genes de viruléncia, colicinas e outr@)mo controle foram utilizadas 30
linhagens dee. coliisoladas a partir da cloaca de aves que nao apaeaem qualquer sinal
das doencas acima (linhagens denominadas normais).

A relacao das linhagens de APEC encontra-se edatalseguir:
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Tabela I: Linhagens iniciais de APEC e normaida#tdas no estudo e suas respectivas resisténcias

a antimicrobianos.

Linhagem Origem Resisténcia a| Linhagem Origem Resisténcia a
antimicrobianos antimicrobianos

N1 Microbiota de aves sadias Tc, AN S11 Aves sépticas S

N2 Microbiota de aves sadias S S12 Aves septic&mica Cm

N3 Microbiota de aves sadias S S13 Aves septic&mica Ap, Sm

N4 Microbiota de aves sadias S S14 Aves septic&mica S

N5 Microbiota de aves sadias Tc, AN S15 Aves sépticas S

N6 Microbiota de aves sadias Tc S16 Aves septiciic Km

N7 Microbiota de aves sadias Tc S17 Aves septiciic Tc

N8 Microbiota de aves sadias S S18 Aves septic&mica Tc

N9 Microbiota de aves sadias Tc, AN, Ap S19 Avestisémicas Tc, Km, Gen

N10 Microbiota de aves sadias Tc, AN S20 Aves sépticas S

N11 Microbiota de aves sadias AN, Cm S21 Aves sépticas Tc

N12 Microbiota de aves sadias S S22 Aves septia&smic S

N13 Microbiota de aves sadias S S23 Aves septia&nic Ap, Cm, Km, Tc, AN

N14 Microbiota de aves sadias S S24 Aves septia&mic S

N15 Microbiota de aves sadias Tc, AN SCI1 Aves &indrome da Tc, Sm, Gen
cabeca inchada

N16 Microbiota de aves sadias S SCI2 Aves com 8mdrda Tc, Sm, Gen
cabeca inchada

N17 Microbiota de aves sadias Tc, AN SCI3 Aves &indrome da Tc, Sm, Gen
cabeca inchada

N18 Microbiota de aves sadias Tc, AN SCl4 Aves &indrome da Tc, Sm, Gen
cabeca inchada

N19 Microbiota de aves sadias Tc SCl6 Aves comr8imd da S
cabeca inchada

N20 Microbiota de aves sadias S SCI7 Aves com 8mdrda Tc, Sm, Gen
cabeca inchada

N21 Microbiota de aves sadias Ap SCI8 Aves com8iné da Sm, Gen
cabeca inchada

N22 Microbiota de aves sadias Km, Cm, Tc SCI9 Ao@® Sindrome da Gen
cabeca inchadav

N23 Microbiota de aves sadias S SCI10 Aves comrBimel da Tc, Km
cabeca inchada

N24 Microbiota de aves sadias AN, Tc, Cm, Km SCI11 Aves com Sindrome da S
cabeca inchada

N25 Microbiota de aves sadias S SCI12 Aves comrBimel da S
cabeca inchada

N26 Microbiota de aves sadias Tc, AN SCI13 Aves Sindrome da S
cabeca inchada

N27 Microbiota de aves sadias Tc SCl14 Aves condi8me da S
cabeca inchada

N28 Microbiota de aves sadias S SCI15 Aves comrBimel da S
cabeca inchada

N29 Microbiota de aves sadias Sm, AN, Km, Tc o1 edwom onfalite S

N30 Microbiota de aves sadias S 02 Aves com osfalit S

S1 Aves septicémicas S 03 Aves com onfalite S

S2 Aves septicémicas S 04 Aves com onfalite S

S3 Aves septicémicas Cm 05 Aves com onfalite S

S4 Aves septicémicas Tc 06 Aves com onfalite Tc

S5 Aves septicémicas S o7 Aves com onfalite Ap

S6 Aves septicémicas Tc 08 Aves com onfalite Am, SN

S7 Aves septicémicas Cm 09 Aves com onfalite S

S8 Aves septicémicas S 010 Aves com onfalite ApARE

S9 Aves septicémicas Tc, Ap 011 Aves com onfalite p, Bc, Sm

S10 Aves septicémicas Cm, Gen

Observagoes: S: sensibilidade a todos antimicrobiaestados. Tc: Tetraciclina. Ap: Ampicilina.
Cm: Cloranfenicol. Km: Kanamicina. Sm: Estreptom&i Gen: Gentamicina. AN: Acido

Nalidixico.
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3.2- Linhagens controles

As linhagens utilizadas como controles nesse estudontram-se na tabela abaixo.

Tabela Il: Linhagens utilizadas no estudo como robes.

LINHAGENS CARACTERISTICA ORIGEM
E. coliv517 Contém 8 plasmidios entre 1,25 e 32,4 MDa dzepor Dr. J. B. Kaper (USA)
E. coliJ53 Plasmidio pRAL1 de 86 MDa Cedida por Dr. J. 8pét (USA)
E. coliJ53-1 Plasmidio pR40a de 96 MDa Cedida por B. Kaper (USA)
E. coli22R80 K12 sensivel a todas colicinas UFMG
E. coli22R81 K12 sensivel & colicina | UFMG
E. coli22R82 K12 sensivel & colicina la UFMG
E. coli22R83 K12 sensivel & colicina Ib UFMG
E. coli22R675 K12 sensivel a colicina E1 UFMG
E. coli22R676 K12 sensivel & colicina E3 UFMG
E. coli22R914 K12 sensivel a colicina ROW-K UFMG
E. coli22R915 K12 sensivel & colicina V UFMG
E. coli22R996 K12 sensivel & colicina B UFMG
E. coliE2348/69 Adesdo localizada em Hela e HEp{nstituto Butantah

controle positivo para o teste de FAS

E. coliTR 302/4 Adeséo difusa em Hela e HEp-2 InstitusteBtan
E. coliO431-1 Adesdo agregativa em HelLa e HEp-2 InstButiantan
E. coliO124 (EIEC) Invasdo em Hela e HEp-2 e con{rolICAMP*

positivo para gendal eiha

E. coliK12 (HB101) | Adeséo negativa Boyer & Roulland-Dus$t969)
E. coliSM10 Plasmidio pRT733 (TnphoA) Tayleral.(1989)
E. coliO42 Controle positivo para os gefesA efepC | UNIFESP
E. colil7-2 Controle positivo para os geffigsAeirp-2 | Instituto Butantah
E. coliO157:H7 Controle positivo para os genk¥Ao1s7/01.| UNICAMP®

141, IPfAo157/01-154 10X B efaechuA
Shigella flexneri Controle positivo para o gesgA UNICAMP*
Yersinia enterocolitica Controle positivo para o geivev UNICAMP?
Salmonella typhimuriun} Controle positivo para o gefmevAlinvE UNICAMP*
APEC Controle positivo para os genésA, papA,| UNICAMP?
(Campost al,.2005) | csgA, crl, afa, sfetsh
APEC Controle positivo para o geibeA UNICAMP?

1- Linhagem fornecida pelo Prof. Dr. Edmar Chartdaé&Souza — UFMG.

2- Linhagem fornecida pelo Prof. Dr. Waldir Pereir@EWr. - Instituto Butantan, SP.

3- Linhagem fornecida pela Profa. Dra. Tania Adeiir Gomes do Amaral — UNIFESP.
4- Linhagem do Depto. de Microbiologia e Imunologle — UNICAMP.

5- FAS: “Fluorescence Actin Staining”.
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3.3- Meios de Cultura

3.3.1- Luria Bertani (LB) (Miller, 1972)

THPONA oo 10g
Cloreto de SOIO ........cvvvveeeeereiiiiieeieeiee e e e e 109
Extrato de levedura ...........ccccoeviviiiiceeeeeciiins 59

Agua destilada/deionizada g.s.p. ..................1000 ml
Ap6s o preparo, o meio de cultura foi esterilizagln, autoclave, a 12C, durante 20

minutos.

3.3.2- Luria Bertani — Agar (LA)
Para o preparo do meio LA foram adicionados 1,® @ghar bacteriologico (Difcd)
para cada 100 ml de meio LB. Apds o preparo, o naeiocultura foi esterilizado, em

autoclave, a 12T, durante 20 minutos.

3.3.3- Meio Minca - Agar

Base

K2 HP O oottt eeee s et 1,36 g
NAHPQ .2 HoO oo e 10,10 g
CasamiNOACIHOS. .......uvvieeeeieeeieee e eeeemem e e ee e 1,00 g
Extrato de levedura.............coooovevviiiimmmmceeeeceee e 150¢9
(€ [ToT0 ] = P 1,009
AGAT. .ot et 20,00 g

Agua destilada/deionizada g.s.p. ...........cce.e..... 1000,00 ml

Sais

MOSOy. 7 O, 10,000 g
MNCl2. 2 HO e reeeee e 1,000 g
FECLz. B HO unieeiiiii e e 0,135¢
CaClh.2 HO..ooocieeie e eeeeea 0,400 g

Agua destilada/deionizada g.s.p. ..........ccee.-.... 1000,000 ml
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A solucéo de sais foi esterilizada por filtracatirgls de 0,22um, Millipore®) e sendo

1 ml dessa solucdo adicionada ao meio base estdoli

3.3.4- Meio Agar Sangue

Base

Peptona ......ooviieiiei e e 59
Cloreto de SOIO ........cvvvveeveeeeiiiiierieeiee e ae e 8¢
Extrato de carme ... 39
Agar bacteriolOgiCo .........c.ccveveveererimeenee e, 15 g
Agua destilada/deionizada g.s.p. ................L000 ml

Sangue desfibrinado de carneiro foi adicionadar@io base esterilizado para uma

concentracao final de 0,5%.

3.3.5- Meio “Tripticase Soy Agar” (TSA)

Agar Bacteriol0giCo ...........covevereevrvrveerereeriennnn. 159
TOB oot 50 g
Agua destilada/deionizada g.s.p. .................1000 ml

Ap6s o preparo, o meio de cultura foi esterilizagln, autoclave, a 12C, durante 20

minutos.

3.3.6- Meio agar Mac Conkey

O meio de cultura utilizado foi o da formulacaoecida pela Oxoi®.

3.37- Meio “Brain Heart Infusion” (BHI) - Agar
O meio de cultura utilizado foi o da formulacéontecida pela Oxoi®, com a adicéo

de 2% de agar bacterioldgico.

3.3.8- Meio Eagle

O meio de cultura Eagle utilizado foi o da formélagornecida pela Nutrice® .
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3.3.8- HOGNESS (estoque)

(O | = 6,30 g
NagCeHs0 . 2HO .oeiiiieei e 0,45¢

1Y T S @ A T L 0,099
(NH2)2S O oottt 0,90¢g
KH2 POl vttt ettt et 1,80 g
(€] [To7=T (o 44,00 ml

Agua destilada/deionizada g.s.p. ..........ccecemev...... 100,00 ml
Apés o preparo, a solucao foi esterilizada, solowéipente, durante 30 minutos. Para
estocagem das amostras bacterianas {€)/Oforam adicionados 40Ql de solucdo de

Hogness a 400l de meio LB contendo a amostra.

3.4- Solucgdes

3.4.1- Extracdo Plasmidial

SOLUCAO |

Tampao Tris-HCI I M PH 8,0 ..coevvviiiiiiii e, 0,25 ml
Solucdo EDTA 0,5 MPH 8,0 ...eviiii i s et 0,20 ml
GlICOSE 0,5 M i 1,00 ml
(IR E0 Y41 1 4 = 0,64
Agua destilada/deionizada g.S.p. .......vcoeeemeeeeceeresreiieieeeenns 10,00 ml

SOLUCAO Il

(N2 1@ 0t L0\ 0,2 ml
SDS L1090 iivtiiiii e e 1,0 mi
Agua destilada/deionizada g.S.p. .......cvcoeeemeeeeeeeresreireseeeenns 10,0 ml

SOLUCAOQ I
Acetato de SOAIO 5 M ..cocuveiiie e e 60,0 ml

ACidO ACELICO GIACIAl ....veeeeeee et e e 11,5 ml
Agua destilada/deionizada g.S.p. ......c.cceeemeerereeeeeireenennnn 28,5 Ml
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3.4.2 — Solucdes utilizadas na extracdo de DNA genigo

Solugéo de lise

Tampao Tris-HCI I M PH 8,0 ..coevvvviiiiiie e, 2,0ml
Solucdo EDTA 0,5 MPH 8,0 ...uvivii i s et 0,2 ml
[N = 1O IS T 1Y 0,2m
ProteiNase K .........eueuiiiiiiiiiieiiiiiiiiiiinieeiieeeeneeeenesesneeeanennne 10 mg
SDS 100 euiieiiiiee it e e e e araae e 5,0 ml

Agua destilada/deionizada g.S.p. .........cceceemeeeeveerseverennnnnn. 100,00 Ml
Apés o preparo, a solugdo foi armazenada a tetoparambiente.

Fenol: Cloroférmio:Alcool Isoamilico (25:24:1)

[0 (] IR 25 ml
ClOTOTOIMIO ..o e e e e e e e e 24 ml
AICOOI 1ISOAMINICO e e e e e e eeeenanaa s 1 ml

Tampéao Tris-EDTA pH 8,0 (TE)
Para o preparo do tampé&o Tris-EDTA, o tampao T@$-gH 8,0) foi utilizado para
uma concentracao final de 10 mM, e o EDTA de 1 mM.

3.4.3 — Solugdes utilizadas na eletroforese e viimacdo em gel de agarose

Tampéao Tris-Borato-EDTA (TBE) 5X

THIS-DASE oevveeiici e 5409
ACIHO DOFICO ..ot 2759
Solucdo de EDTAO,5M ..o e 20,0 ml

Agua destilada/deionizada g.s.p. ..........ccecememe..... 1000,0 ml

Ap6s o preparo a solugéo foi armazenadd 4
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Solucao corante de brometo de etidio (Opg/ml)
Brometo de etidio 190 ........ooveeevveeeiiieiieeeeeeeee e 0,05 ml
Agua destilada/deionizada g.s.p. ..........ccccemen..... 100,00 ml

Tampao de Ressuspensao de DNA
Os corantes azul de bromofenol e xileno cianolnfoealicionados & concentracao final
de 0,25%, para cada um dos corantes, a uma sotig;dacarose 50%. ApGs o preparo, a

solucao foi armazenada &t

3.4.4 — Solucgdes utilizadas no teste de adesao

Tampéao Salina Fosfatada (PBS) 0,01 M

Cloreto de SO0 .......ucuvviveviiiieiiirere e 8,00 ¢
2o Y 0,20 g
=T YO 0,20 g
NBHPO, . 120 oo, 2,89 g

Agua destilada/deionizada g.s.p. ..........cceee.......1000,00 ml

Os sais foram diluidos em 10% a menos do volurad, faom excecao do KIRO,, 0
qual foi diluido separadamente e utilizado no ajast pH da solugéo para 7,4. Em seguida, a
solucao final foi esterilizada, em autoclave, a°@Xurante 20 minutos, e armazenadé@ 4

até a sua utilizacao.

Solucéo de ATV (Associacao Tripsina-Versene)

A solucao utilizada foi o da formulagéo forneciadgpNutricell®.
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Solucéo Penicilina —Estreptomicina

PeniCilina G POtASSICA «...ccveveeieeeee e o e e aeaeeeeaeainaens 60.000.000 U
EStreptomiCing ........cooovviiiiiiiiii e 609
Hanks 1X eSterilizado ......ccoveeeeeee e 6000 ml

Solucéo de EIRENSEN

Solucéo A
KH2P QO oottt e e 9,08 ¢
NapHPO; . 2 HO oo eeeeeea 11,879

Agua destilada/deionizada q.s.p. ...........cee...... 1000,00 ml

Solucéo B

Agua destilada/deionizada g.s.p. ..........cceeeme-.... 1000,00 ml

Ap6s o preparo das solucdes, foram misturadasriB¢a solugdo A com 76,8 ml da
solugéo B (pH 7,3). Em seguida, a mistura foi éstada, em autoclave, a 121, durante 20

minutos, e armazenada ¥4até a sua utilizagéo.

Corante GIEMSA

GIBMSA .o 1lg
V1<) = 1 Lo | IR 66 ml
(€1 [To1=1 11 b= NPT 66 ml

A glicerina foi adicionada ao corante e a soluigiionantida a 60C, em banho-matria,
por 90 minutos. Apos o resfriamento, foram adicitmsaos 66 ml de metanol. Esta solugéo foi
diluida 1:5 em tampao deZRENSEN, filtrada em papel de filtro e armazenadafi@sco

escuro a 4C.
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Corante de MAY-GRUNWALD

May-Grunwald ..........coooeeiiiiror s 29
MEtanOol .......oooiiiii e 100 mi

A solugdo foi mantida a 6C, em banho-maria, durante 30 minutos. Apos o
resfriamento a solugdo foi diluida 1:2 em tampa&d&ENSEN, filtrada em papel de filtro e

armazenada em frasco escurd@.4

3.4.5 — Solugdes utilizadas na extracao de protegee superficie

Salina
Cloreto de SOIO .......uvvvveiriieeee et 8¢
Agua destilada/deionizada g.S.p. ..........ceceemeeeevennnee. 1000 m

A solucgéo foi esterilizada, em autoclave, a°@#lurante 20 minutos, e armazenada a

4°C até a sua utilizagao.

Solucéo de lavagem

= = 1 (o] IR 500 ml
BLEI €TICO ovvveeeee et 500 ml

Tampao de ressuspensao de proteinas

A solucdo utilizada foi a da formulagémecida pela Sigma.
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3.4.6 - Solugdes utilizadas na coloracao do gel®eliacrilamida

Solucgéo de Tiossulfato de sédio
Tiossulfato de SOI0........ccocuvuviiiiiiiiiiin e 0,02 ¢

Agua destilada/deionizada g.S.p. .........cceceemerervnnnne..... 100,00 ml

Solucao de Impregnacao
NiItrato de Prata. .....occviviviiiiiee e 0,29

Formaldeido @ 379%0.......cccvv veveeeeee e o e et eee e 75@
Agua destilada/deionizada g.S.p. ..........ceceemereeveevnenn....100,0 M

Solugéo de Revelacdo

Carbonato de SOAi0..........coeeeviiiiiiiiii e 6,09
Tiossulfato de SOdio 0,02%0..........ccuviiicemmmmeeeeee e eeeeien, 2,0 ml
FOrmaldeido @ 379%0........c.uvvviiieeieeeee e o e e see e e e ee e e 5010

Agua destilada/deionizada g.S.p. .........cceceememeeveevrnnnnnn... 100,0 Ml

3.4.7 — Solucdes utilizadas na Microscopia Eletréea de Transmisséo

Solugéo de acido fosfotungistico (PTA) 1%
Acido fOSTOtUNGISHICO ......cvvieeevieeeceiee ettt 1g
Agua destilada/deionizada q.s.p. esterilizada................... 100 ml

Apés o preparo, a solugéo foi armazenada em fresmaro a 4C

Solucéao de Formvar
FOIMVAN .. e e e e e e ee e 040
(O [0 (0] {0112 1o P 10,00 ml
A solucao foi preparada em ambiente isento de weida armazenada a temperatura

ambiente.
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3.5- Geéis

3.5.1- Gel de Poliacrilamida a 12,5%

Separacédo

Solucéo de Acrilamida 30% - bisacrilamida 2,7%.cccu..cvcvvveeerenennes 12,50 ml
TS HCIPH 8,8, e eeeeaeas 7,50 ml
SDS L1000, ittt et e e e e e e Qaooul
Agua destilada/deionizada ...............cveeeceeeeeveeeeee e 9,55 m
Persulfato de amonio 1090 ......cc.uvviiviiimieemeie e 150,00
LI =311 o TR 10,00pl
Empacotamento

Solucdo de Acrilamida 3090 .......cooeeiiiii i 1,33 ml
TS HCIPH 8,8, . e e e .50 ml
SDS 100 uuuvtriit it e e e e e e e e e e e e e e e e e aeaaaas 100ul
Agua destilada/deionizada ..............coveeeeeeeeereeeeecee e 6,10 ml
Persulfato de amonio 10%0........c.uvveiviiimieemeie e 50,AD

LI =313 o TR 5,00ul
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3.6- Métodos

3.6.1- Preservacao das amostras bacterianas

As linhagens foram crescidas em meio LB contendion&robianos especificos. Apos
incubacédo de 18-24 horas a 37°C, fiDBeste meio com bactérias foram transferidos para
microtubo de congelamento de 1,5 ml. Foram adiciosamais 400ul de solugédo de

Hogness, o frasco agitado em “vortex”, e a suspeas@iazenada em freezer a - 70°C.

3.6.2- Selecéo das linhagens de APEC a serem estiata

A selecao de linhagens de APEC a serem estudadagdocom base em seu perfil de
resisténcia a antimicrobianos (facilidade na olitende recombinantes com a linhagem
receptora) e DL 50% (Fantinagti al.,1994) em pintos de um dia de idade.

3.6.2.1- REP-PCR

3.6.2.1.1- Iniciadores
Os iniciadores REP-PCR recomendados por VERSALOMI@IL (1991) foram os

seguintes:

REP1R-I 5 -IIlICGICATCIGGC-3°
REP2-I 5 -ICGICTTATCIGGCCTA-3"

3.6.2.1.2- Extracdo do DNA

A extracdo do DNA foi realizada através do uso Kis" comerciais adquiridos da
Promega (Kit Wizar@ Genomic DNA Purification). O DNA foi quantificadatravés do
espectrofotdmetro Gene Quant Il (Pharmacia Biotg¢ch@s leituras 260 e 280 nm e mantido,

como estoque, a - 20.

23



3.6.2.1.3- Reacédo de REP- PCR

As reagOes de REP-PCR foram realizadas em tub28@@ com volume final de 50

ul. As quantidades dos reagentes empregados, eegteéncontram-se na tabela abaixo.

Tabela Ill- Concentracéo dos reagentes do teste FRER.

COMPONENTES VOLUME CONCENTRACAO FINAL
10x “PCR buffer” Sul 1x
10mM “dNTP mixture” 1l 0,2 mM cada
50mM MgChb 1pl 2 mM
Iniciadores (5@mol/ul) 1-1,0u 5@@mol cada

2 —1,0ul

DNA molde (50 ngil) 2pl 100 ng
“Taq DNA polimerase” (5 Ull) 0,5ul 25U
H-O deionizada estéril 38,5ul
TOTAL 5Qul

A mistura foi, inicialmente, submetida a°@4 por 7 minutos, seguindo-se 30 ciclos
térmicos nas seguintes temperaturasC9dor 30 segundos, 20 por 1 minuto e 7Z por 8
minutos; para uma completa extensdo dos produtgdifimados foi adicionado um passo
final de 15 minutos a 7€.

Para a observacédo do produto amplificado, foizatila eletroforese em gel de agarose
a 1,5%, preparado em tampBBE. Cada corrida eletroforética continha um maocald peso
molecular (1 Kb DNA Ladder ou 1 Kb DNA Ladder plufnvitrogen®). Apés a corrida, 0s
géis foram corados com solucdo de brometo de efdjd pg/ml), observados em
transiluminador de raios Ultra-Violeta (UV), e fdtcumentados. As reacdes foram
realizadas em duplicatas. No caso de amplificad@esentes na mesma duplicata, houve a

repeticdo, também em duplicata, da reacéo referida.

3.6.2.1.4- Analise dos dados
A anadlise estatistica foi realizada utilizando-sproagrama POPGENE (Versédo 1.31)

(Yehet al.1999).
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3.6.3- Caracterizacao das linhagens selvagens eHia101

3.6.3.1- Determinagéo do nivel de resisténcia antionobiana

A determinacéo do nivel de resisténcia aos antibianos foi realizada como descrito
por Fantinattet al. (1994).

Para a determinacédo do nivel de resisténcia asslmas linhagens bacterianas, foram
utilizados os seguintes antimicrobianos: Tetraaécl{Tc), Ampicilina (Ap), Cloranfenicol
(Cm), Gentamicina (Gen), Estreptomicina (Sm), Kaicara (Km) e Acido Nalidixico (NA).
As amostras bacterianas foram inoculadas em 4 mhele LB e incubadas a 37°C por 18
horas e, a seguir, inoculadas, com auxilio de Ugaau ponteira, em uma série placas de
Petri contendo o meio LA contendo diferentes cottegfies de antimicrobianos: (5, 10, 25,
50, 100, 250 e 50Qg/ml). As placas foram invertidas e incubadas £3X5r 18 horas. Apés
a incubacédo foi verificada a presenca ou ausérei@rdscimento bacteriano nas placas.
Considerou-se o nivel de resisténcia, de uma ditada linhagem bacteriana, como sendo a
concentracdo maxima do antimicrobiano na qual aridf linhagem ainda apresentou

crescimento.

3.6.3.2- Determinacao da producéo de colicinas

A producao de colicinas pelas diferentes linhadengerianas seguiu a metodologia
descrita por Azevedo & Da Costa (1973). As linhagealvagens, a receptora HB101, as
transconjugantes e mutantes, foram inoculadas,aodtio de uma multi-alca, em placas de
Petri contendo meio LA, a partir de um pré-in6ceno tubo com 4 ml de meio LB crescidos a
37°C por 12-18 horas. A seguir, as placas forammbadas a 37°C por 18 horas. Apls a
incubacdo, nas tampas das placas foram colocadaod & cloroférmio e essas foram
mantidas fechadas, e invertidpsy 30 minutos. Apds este periodo de tempo, asplram
abertas dentro de uma estufa a 37°C por cerca dehoma para que todo o residuo de
cloroférmio evaporasse. Um volume de J0Qe cada cultura bacteriana indicadora (tabela
I), crescida a partir de um pré-inéculo em meio, i@ misturado com 4 ml de meio LB
semi-sélido e, estes, vertidos sobre as placasayaen incubadas a 37°C por 18 horas. A
formag&o de um halo de inibigdo do crescimentoad@né indicadora ao redor da colbnia a

ser testada indicou a producéo de colicinas.

25



3.6.3.3- Determinacao do perfil plasmidial

Para a determinacdo do perfil plasmidial das liehagbacterianas, o DNA plasmidial
foi extraido e submetido a condi¢bes de corridaadtaética como descrito por Sambrostk
al. (1989). A extracéo foi realizada de duas forméerelntes: em pequena escala e em larga

escala (plasmidios com baixo poder replicativo).

3.6.3.3.1- Extragéo plasmidial em pequena escala

O método utilizado para extracdo de DNA plamidiakeou-se na técnica de lise
alcalina de Birboim & Doli (1979). As linhagens batanas foram inoculadas em meio LB
contendo antibidticos especificos e incubadas & 3¢ 12-18 horas. A seguir, 1ml do
cultivo bacteriano foi transferido para um tubmtipppendorff’ e centrifugado a 12000 g por
2 minutos. O sobrenadante foi desprezado, o setimessuspendido em 1@0de solucéo |
gelada e mantido em banho de gelo por 5 minutoseduir, 200ul da solucdo Il foram
adicionados e o conteudo misturado por inversaeess@ndo, a seguir, deixado em banho de
gelo por cerca de 2 a 3 minutos. Apds esse tenfiigilida solugédo Il foram adicionados ao
contetdo do mesmo, e novamente invertidos suavengentantidos em banho de gelo por
tempo minimo de 15 minutos. A suspenséo foi cergaifla a 12000 g por 4 minutos, sendo
400 pl do sobrenadante transferidos para outro tubo“gppendorff’. A esse volume, foram
adicionados 2,5 volumes (1,0 ml) de etanol absajetado (- 20°C), sendo o tubo invertido
suavemente para mistura dos contetdos e, entadidosa - 20°C por tempo minimo de 30
minutos. O DNA plasmidial foi precipitado por cefugacdo a 12000 g por 4 minutos,

ressuspendido em 200 de agua deionizada esterilizada, e mantido 220

Para a corrida eletroforética, ilDdo material extraido foram misturados coml 3le
tampao de ressuspensdao de DNA, e a mistura aplevadgel de agarose a 0,8%. O gel foi
corado com brometo de etidio e bandas de DNA forasnalizadas através de um

transiluminador de UV. Para fins de registro, ofgelotografado.
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3.6.3.3.2- Extracéo plasmidial em larga escala

O método utilizado para extragcdo de DNA plamidial larga escala baseou-se na
técnica descrita por Sambroekal. (1989). As linhagens bacterianas foram inoculaa$0
ml de meio LB e incubadas a 37°C por 12-18 homis,agitacdo. A seguir, 0 crescimento
bacteriano foi transferido para tubos de centrifugases submetidos a centrifugacéo a 5000 g
por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado edonsnto ressuspendido em 5 ml de
solugéo | gelada (contendo 10 mg/ml de lisozimapantido em banho de gelo por 30
minutos. A seguir, 10 ml da solucédo Il foram adigidos e o conteldo misturado, por
inversdo suave, e deixado em banho de gelo poa deré minutos. Apds esse tempo, 7,5 ml
da solucao Il foram acrescentados ao conteudoatimm e o0s tubos invertidos suavemente e
mantidos em banho de gelo por 30 minutos. A sugoefts centrifugada a 14000 g por 10
minutos e o sobrenadante transferido para outro. tAbeste volume, adicionaram-se 0,6
volumes de isopropanol gelado (- 20°C) e o tubesrilos suavemente para mistura dos
contetdos e estes mantidos a - 20°C por 30 minGt@NA plasmidial foi precipitado por
centrifugacdo a 14000 g por 10 minutos, ressusgerein 100ul de tampéo TE (pH 8,0) e
mantido a - 20°C. A corrida eletroforética e vigegdo do DNA plasmidial foram realizadas

da mesma forma que a extragdo em pequena escala.

3.6.3.4 — Teste de adesdo em células HEp-2 e HelLa

3.6.3.4.1- Preparo das linhagens bacterianas
As linhagens bacterianas utilizadas neste estuelm, ¢tomo as linhagens controles,

foram semeadas em caldo simples e incubadas pgwra8 a 37C.

3.6.3.4.2- Preparo das células HEp-2 e HelLa

A metodologia utilizada foi a descrita por Scalgtsk al. (1984), com modificacdes.
As células foram cultivadas em microplacas (Falt4®A) com 24 orificios em atmosfera de
CO,, contendo 1 ml de meio Eagle acrescido de 10% ade fetal bovino e 1% de
antimicrobianos (50% penicilina e 50% estreptonakirA estas microplacas, previamente,
foram colocadas em cada orificio, laminulas redsrederilizadas de 13 mm de diametro. O

crescimento das monocamadas foi acompanhado pskrvalgdo apos 24-48 horas em
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microscopio invertido. A cultura foi consideradaeddl para o teste quando as células
apresentavam cerca de 50%, ou mais, de confluélacimonocamada, e apresentavam baixa

refrigéncia, sem deslocamento.

3.6.3.4.3- Adeséo

Apés a formacdo da monocamada celular, as lansifatam lavadas 3 vezes com
tampéo PBS esterilizado e em cada orificio foiiadado 1,0 ml de Eagle contendo 2% de
soro fetal bovino. Em seguida, cada linhagem biacter crescida por 18 horas em caldo
simples, foi adicionada a cada orificio na quamiidde 4Qul. A microplaca foi incubada por
3 e 6 horas a 3T e, apods este periodo, lavada 10 vezes com & fB& 0,01 M (pH 7,4),
por orificio. As laminulas foram fixadas com metapor 10 minutos e coradas com May-
Griinwald (10 minutos) e Giemsa (10 minutos). Ap@slaracao, estas foram observadas em
microscopio optico. O teste de adesao foi realizBelduas formas: em presenca de D-manose

(1%) e em auséncia de D-manose.

3.6.3.5 — Teste de invasdo em células HeLa e HEp-2

3.6.3.5.1- Teste em laminulas de 13 mm (microscépiéptico comum)

O ensaio da invasibilidade em células cultivadawitro” foi realizado como descrito
por Benjaminet al. (1995), com modificagcdes. As células foram cultasda mesma forma
que a realizada no teste de adesdo. A seguir, Uomgode 50Ul de cada suspenséao
bacteriana foi adicionado aos orificios contendmlilde meio Eagle com 10% de SFB e as
placas incubadas a 37°C por 90 minutos. ApOs esgedo, o meio de cultura foi descartado e
as células lavadas 10 vezes com PBS 0,01 M (pH a&g#ionado de antimicrobiano
(determinado segundo o perfil de resisténcia ra@addizpara cada linhagem). Em seguida, foi
adicionado 1 ml de meio, também adicionado commacrtbbianos (gentamicina na
concentracao de 5@y/ml), em cada orificio e as placas incubadas @ ot uma hora. Apos
este periodo, 0 meio de cultura foi descartado¢ksas lavadas trés vezes com PBS (pH 7,4)
e as laminulas fixadas com metanol durante 10 wsrsg#ndo, a seguir, coradas com o corante

May Grunwald (10 minutos) e com o corante Giemda r{linutos). As laminulas foram
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lavadas com agua deionizada esterilizada e montedas Enthellan sobre laminas de
microscopia éptica. A invasao foi visualizada encnmscopio éptico sob aumento de 1000X.
As bactérias invasoras foram identificadas atral@presenca da formagcdo de um halo em

torno da bactéria, no interior do citoplasma dagslas epiteliais.

3.6.3.5.2- Teste de invasado utilizando placas de tfpecom meios seletivos
(contagem de colbnias)

Essa técnica de invasibilidade foi realizada coescdto por Sansonetti al (1986),
com algumas modificagBes. As células foram cultigadomo descrito anteriormente, porém
as microplacas com 24 orificios ndo apresentaraninldas, e para cada orificio foram
adicionadas aproximadamente’ bactérias (escala de Mac Farland) diluidas enodaid O
tempo de incubacgéo foi o mesmo descrito no tegexian(90 minutos). Apos esse periodo, 0
meio de cultura foi descartado e as células lavd@agezes com PBS 0,01 M (pH 7,4). Em
seguida, foi adicionado 1 ml de meio, também adaxo com antimicrobianos (gentamicina
na concentracdo final de %@/ml), em cada orificio e as placas incubadas & ¢t uma
hora. Em seguida o tapete celular foi lavado novéen€ vezes), e para o descolamento e lise
do tapete foi adicionado 0,5 ml de deoxicolato digics ha concentracdo de 0,5%. ApoOs o
descolamento, diluicdes seriada 1002 e 10°) foram realizadas, e 1Q0 de cada diluicio
foram adicionados em placas de Mac Conkey. Apésrimgo de incubacdo de 18 horas a
37°C, colbnias foram contadas e comparadas comhagens controles.

3.6.3.6- Reacdo em cadeia da polimerase
Todas as linhagens estudadas foram testadas occiadinies especificos para 0os genes

descritos na tabela IV.
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Tabela IV- Iniciadores utilizados no estudo (degwi sequéncia, temperatura de anelamento,
tamanho do fragmento amplificado e referéncia die @aiciador).

Temperatura
Gene Descricéo Sequiéncia (5’ — 3") de Fragmento Referéncia
anelamento (bp)
Q)
fimA Fimbria do tipo 1 GTTGATCAAACCGTTCAG 50 331 Marc & Dho-Moulin
(estrutural) AATAACGCGCCTGGAACG (1996
tsh Proteina Tsh GGGAATGACCTGAATGCTGG 61 420 Maureet al
CCGCTCATCAGTCAGTACCAC (1998)
papA Fimbria P GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG 65 328 Le Bouguenest al
(estrutural) ATATCCTTTCTGCAGGATGCAATA (1997)
CSOA Fimbria “curli” ACTCTGACTTGAATATTACC 52 200 Maureet al.
(estrutural) AGATGCAGTTCTGGTCAAC (1998)
crl Fimbria “curli” TTTCGATTGTCTGGCTGTTG 54 250 Maureet al
(regulador) CTTCAGATTCAGCGTCGTC (1998)
afa Adesina afimbrial GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC 55 710 Blancet al
(operon) CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG (1997)
sfa Fimbria S CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC 55 410 Blancet al
(operon) CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA (1997)
efa Adesina de EHEC  GAGACTGCCAGAGAAAG 50 479 Nichollset al
GGTATTGTTGCATGTTCAG (2000)
eae Proteina intimina ACGTTGCAGCATGGGTAACTC 56 815 Gannost al.
GATCGGCAACAGTTTCACCTG (1993)
toxB Adesina de EHEC  ATACCTACCTGCTCTGGATTGA 55 1305 Taret al
(plasmidio) TTCTTACCTGATCTGATGCAGC (2002)
IpfAo1s7/01.  Adesinade 0157:H7 CTGCGCATTGCCGTAAC 55 412 Szalet al
" ATTTACAGGCGAGATCGTG (2002)
IpfAo1s7/01.  Adesinade 0157:H7 GCAGGTCACCTACAGGCGGC 55 525 Tomat al.
roa CTGCGAGTCGGAGTTAGCTG (2004)
fyuA Aerobactina GCGACGGGAAGCGATGACTTA 65 740 Schubest al.
(yersiniabactina) CGCAGTAGGCACGATGTTGTA (1998)
irp-2 Aerobactina AAGGATTCGCTGTTACCGGAC 55 250 Schubest al.
(repressor) TCGTCGGGCAGCGTTTCTTCT (1998)
iUCA Aerobactina AGTCTGCATCTTAACCTTCA 52 1100 Okeket al
(sintese) CTCGTTATGATCGTTCAGAT (2004)
fepC Aerobactina TACCTGGATAATGCTGTCGG 60 350 Okeket al.
(transporte) ATGGTGTTGATGGGGCTGGC (2004)
SitA Transporte de ferro e CGCTGAAAGCAGTAGTTATC 59 608 Runyen-Janecley al
manganés TTTTGACGACAGGGACCAG (2003)
inv Invasina de&¥ersinia  CTGTGGGGAGAGTGGGGAAGTTTGG 64 570 Rasmusseat al
enterocolitica GAACTGCTTGAATCCCTGAAAACCG (1994)
ial Fragmento de pInv de GTGGATGGTATGGTGAGG 56 320 Nataro e Kaper
EIEC GGAGGCCAACAATTATTTCC (1998)
invA Invasina de TGCCTACAAGCATGAAATGG 52 457 Stonet al.
Salmonella AAACTGGACCACGGTGACAA (1994)
ibeA Proteina de invasdo TGAACGTTTCGGTTGTTTTG 52 800 Germoet al.
deE. coli TGTTCAAATCCTGGCTGGAA (2005)
iha Adesina similar CAGTTCAGTTTCGCATTCACC 55 602 Schmidet al.
Vibrio choleraglrgA ~ GTATGGCTCTGATGCGATG (2000)
chuA Proteina Heme GACGAACCAACGGTCAGGAT 55 279 Clermonét al
(transporte) TGCCGCCAGTACCAAAGACA (2000)
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3.6.3.6.1- Extracdo do DNA gendmico

A extracdo do DNA gendmico seguiu a metodologiad@spor Van Soolingeet al.
(1991). O DNA gendémico bacteriano foi extraido @ipde 4 ml de crescimento bacteriano a
37°C por 18 horas em LB. A suspenséao celular foi dagda (3 minutos a 12000 g) e o
precipitado lavado duas vezes com o tampdo TEésrde centrifugacdo a 12000 g por 1
minuto. Ao precipitado seco foram adicionadosb@le lisozima (10 mg/ml) e 1@l de
RNAse (5 mg/ml). A suspensédo foi homogenizada emexdée incubada a 3C por trés
horas. Apds esse periodo, foi adicionada, uma raiste 70ul de SDS a 10% e fl de
proteinase K (10 mg/ml). A suspensao foi, entaodgenizada em vortex e incubada &®5
por 10 minutos. Foram adicionados 1@0de NaCl 5 M e a mesma quantidade de uma
solucdo pré-aquecida a €5 de CTAB/NaCl. A suspensao foi agitada em vortéx a
formacgéo de um liquido de aspecto leitoso e incalza@3C durante mais 10 minutos. Apos
este processo, foram adicionados {B0de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) sendo a
mistura agitada em vortex por 10 segundos. O naafericentrifugado por 5 minutos a 12000
g e o sobrenadante aquoso cuidadosamente traosfeaid outro tubo. O DNA foi, entdo,
precipitado com 0,6 volumes de isopropanol a - 2020mistura mantida a - 208Qrante 30
minutos. Apds esse periodo, a solucdo foi centiidag a 12000 g por cinco minutos e o
sobrenadante descartado. O sedimento foi lavadegurifugacdo (12000 g por 5 minutos)
com etanol 75% a - 2C. O DNA foi seco a temperatura ambiente e ressulipe
cuidadosamente em tampao TE. A dosagem de DNAefamlizada a partir da leitura em
espectrofotdmetro ao comprimento de 260 nm e 280denacordo com Sambroak al.
(1989).
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3.6.3.6.2- Reacéo (PCR)

As condicdes de reacdo e quantidades dos reagamt@stram-se na tabela abaixo.

Tabela V — Concentracdo dos reagentes utilizadeeste de PCR.

Agua deionizada esterilizada (gsp - 100ul)

10x "PCR Buffer" 10 1x
(Invitrogerid)

10 mM "dNTP mixture" 2 0,2 mM cada
(Invitrogeri])

Iniciador 1 50 pmol
Iniciador 2 50 pmol
50 mM MgC} 3 1,5 mM
(Invitrogeri])

DNA (amostras) 10

"Taq - DNA Polimerase” (5 U) 0,5 25U

(Invitrogenl)
TOTAL 100
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3.6.3.6.3 — Analise do Resultado das Reac¢bes de PCR

Um volume de 1Qul de cada reacdo de PCR foi analisado atravésealmfelrese
horizontal em gel de agarose a 1,5% (submerso ema@a TEB 1X). Apds a eletroforese, o
gel foi colocado em uma cuba com solugcédo de brometetidio (0,5ug/ml) (Sambrookget

al., 1989). Ap6s 30 minutos o gel foi visualizado sab UiV em camara escura.

3.6.3.7- Determinacéo do perfil de proteinas de sefficie

Para a determinacdo do perfil de proteinas, édsage proteinas de superficie das
amostras estudadas foram realizadas, conformeitdggor Schnaitmaet al. (1971) sendo o
material submetido a uma corrida eletroforéticagarhde poliacrilamida a 12,5%, conforme
descrito por Hames & Rickwood (1982). O perfil edédrético de proteinas das diferentes
linhagens estudadas (selvagem, transconjuganteanteute receptora) foi analisado e

comparado.

3.6.3.7.1- Extracao de proteina de superficie

A extracao de proteinas de superficie foi realizigundo Schnaitmaet al. (1971).
As linhagens bacterianas foram inoculadas em miie Incubadas a 37°C por 24 horas e, em
seguida, semeadas em 5 placas de meio LA e, not@niecubadas a mesma temperatura,
pelo mesmo tempo. Para alguns testes, as linhdgenerianas foram semeadas em placas
contendo diferentes tipos de meio, como o Agar Ganlylinca agar, BHI agar e TSA. Trés
mililitros de solucdo salina 0,85%, esterilizadarafm adicionados primeira placa e com
auxilio de uma alca de Drigalski o crescimento é@mto foi cuidadosamente raspado e
transferido sucessivamente para as demais placeent®ido foi passado para um recipiente
esterilizado e as placas foram novamente lavadassatina. Utilizando uma seringa de 5 ml
foi feito o “shearing” (agitacdo) por 10 vezes ecantetdo transferido para tubos tipo
“eppendorf’ para serem momentaneamente homogersizadoamostras foram aquecidas a
65°C por 5 minutos e centrifugadas a 12000 g poiriutos. O sobrenadante foi transferido
para tubos limpos e TCA 40% foi adicionado para eoracentracéo final de 10%. Os tubos
foram agitados e mantidos em gelo por 30 minutpgsAcentrifugagdo por 5 minutos a 12000

g o sedimento foi descartado e 1 ml de etanol{ét&) adicionado, os tubos homogenizados e
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mantidos em gelo por 30 minutos (2 vezes). O natdoi novamente centrifugado, o
sobrenadante descartado e o precipitado ressudpemdn 200ul de PBS. AplOs este
procedimento, foram acrescentados 0@o tampado de ressuspensado e estes submetidos a
fervura por 5 minutos e logo depois a centrifuggpdio5 minutos a 12000 g. O sobrenadante
foi transferido para outro tubo e congelado a €C2@ma aliquota de 20l de cada amostra

foi aplicada em gel de poliacrilamida 12,5% e coredmo descrito adiante.

3.6.3.7.2- Coloracao do gel de acrilamida

Apos a corrida eletroforética, o gel de poliacriidanfoi inicialmente fixado (50% de
metanol + 12% de acido acético glacial) por 1 hiarzgdo trés vezes com etanol 50% por 20
minutos e, em seguida, lavado com uma solucdo édraggtamento (tiossulfato de sodio
0,02%) por 1 minuto e trés vezes com agua deioaipad 20 segundos. A seguir, o gel foi
lavado duas vezes, consecutivamente, com solucaopttegnacao por 20 minutos, com agua
deionizada por 20 segundos e com solugéo de réeetaar 20 segundos. Apés duas lavagens
com agua deionizada, o gel ficou por 10 minutos aamtato com a solucao “stop”, e

finalmente o gel foi conservado em solucéo de ¢&0k.

3.6.3.8- Microscopia Eletrénica de Transmissao

As amostras bacterianas foram crescidas por 2dshei37°C. Para a observacgao, as
linhagens foram centrifugadas durante 30 segundod42@00 g e cuidadosamente
ressuspendidas em 2@Q0 de solugéo salina 0,85%. Uma tela de 400 “mesitieda com
Formvar foi depositada sobre uma gota de cada ssdpebacteriana (com a superficie da
cobertura de Formvar em contato com a suspensa@sgacolocada sobre uma superficie de
papel Parafiime durante um minuto. A seguir, a telaseca com papel absorvente e
depositada novamente com a superficie coberta @@mvar sobre uma gota de PTA (acido
fosfotungistico) a 1% durante 30 segundos. Apdsh@rhs, as telas foram secas em
Evaporador de Carbono e observadas em Microscdpindkico de Transmissdo (modelo
LEO 906).
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3.6.3.9- Microscopia Eletronica de Varredura

3.6.3.9.1Preparo das amostras bacterianas
As linhagens bacterianas utilizadas nesse estuslo, dbmo as linhagens controle,

foram semeadas em LB e incubadas por 18 hora¥a 37

3.6.3.9.2- Preparo das células HEp-2

A metodologia utilizada foi aquela descrita por|8tsky et al. (1984), com algumas
modificagdes. As células foram cultivadas em mikaogs (Falcon, USA) com 24 orificios em
atmosfera de CHcontendo 1 ml de meio Eagle acrescido de 10%uaefstal bovino e 1%
de antimicrobianos (Penicilina/Estreptomicina - Mu@l®). A estas microplacas,
previamente, foram colocadas em cada orificio lalagredondas esterilizadas de 10 mm de
diametro.O crescimento das monocamadas foi acoraganpela observacdo apés 24-48
horas em microscépio invertido. A cultura foi calesada ideal para o teste quando as células
apresentavam cerca de 50% ou mais de confluéncmodacamada, e apresentavam baixa

refringéncia, sem deslocamento.

3.6.3.9.3- Adeséo

Apoés a formacdo da monocamada celular, as lamiforas lavadas trés vezes com
tampéao PBS esterilizado, e em cada orificio fotiadado 1,0 ml de meio Eagle contendo 2%
de soro fetal bovino. Em seguida, cada linhagentebaoa crescida por 18 horas em caldo
simples foi adicionada a cada orificio na quangdae 4Qul. A microplaca foi incubada por 6
horas a 37C e, ap0s este periodo, lavada dez vezes com & mB& 0,01 M (pH 7,4) por
orificio. As laminulas foram fixadas usando a mstde glutaraldeido 2% e paraformaldeido
2% durante 4 horas a temperatura ambiente (Kitagiad, 1999). Em seguida, as laminulas
foram lavadas com PBS 0,01 M (pH 7,4) e fixadasamte 2 horas, com tetroxido de 6smio

1% (v/v) e acido tanico 2% (v/v).
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3.6.3.9.4Preparacgdo das laminulas para o Microscépio de Vaedura

O material foi desidratado gradativamente comadiledilico, levado ao ponto critico
com CQ e cobertos com uma camada de ouro em evaporadaZ EBRS (200 segundos, 40
mA), para facilitar a observacdo em microscopiovaeedura (JEOL 5800 LV), Laboratério
de Microscopia Eletronica, IB, UNICAMP.

3.6.3.10- Teste de “Fluorescence actin staining” &S)

Este teste foi realizado segundo metodologia daspor Knuttonet al. (1989).
Inicialmente, as células HEp-2 foram cultivadas mmroplacas de 24 orificios, contendo
laminulas de 13 mm de diametro. Apdés a obtencdandaocamada celular, os tapetes
celulares foram lavados trés vezes com PBS 0,040HVI7(4), e o meio substituido por 1ml de
Eagle suplementado com 2% de Soro Fetal Bovino Y8FB% de D-manose. A cada orificio
foram adicionados 4Ql do cultivo bacteriano de 18 horas. Apos a preggaram duplicata,
as placas foram incubadas por 3 horas. Depoisaldagdo, os orificios foram lavados com
PBS 0,01 M (pH 7,4) por cinco vezes, e em seguwdéefta a reposicdo de um novo meio
(Eagle + 2% de SFB + 1% de D-manose), seguindoesdacao por mais 3 horas &37em
estufa de C@ Decorrido este periodo, os orificios foram lavadwis trés vezes com PBS e

o material fixado com formaldeido a 5% em PBS frominutos.

ApO6s a fixagdo, cada orificio foi novamente lavadon PBS para a remocgéao do fixador
e, em seguida, os tapetes celulares foram lavamosima solucdo de 0,1% Triton X-100, em
PBS, por 5 minutos. O objetivo deste procedimeot@érmeabilizar as células para permitir
acesso da faloidina ao compartimento intraceldlpds este procedimento, os tapetes foram
lavados trés vezes com PBS, e acrescentada umgisalle faloidina (FITC Labeled —
Sigma®) marcada com fluoresceina qu@ml de PBS. O material foi incubado por 30
minutos protegido da presenca de luz (a placa dbeda com papel aluminio). Apés a
incubacéo, as laminulas foram lavadas trés vezaesP&S e montadas em glicerol-PBS (9:1).
Finalmente, as laminas foram observadas em migpasdé fluorescéncia e contraste de fase.
A presenca de pontos com alta intensidade de Buéreia nos locais que apresentavam
bactérias, visiveis na microscopia de contrastéase, correspondem ao acimulo de actina

polimerizada (FAS positivo).
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3.6.4- Conjugacao entre linhagens selvagens e aeptora HB101

Os ensaios de conjugacédo foram realizados comaitdepor Azevedo & da Costa
(1973). As linhagens foram inoculadas e mantidasrenio LB a 37°C até que atingissem a
fase exponencial (doadora) e de platd (receptémal).seguida, 1 ml de cada amostra foi
transferido para tubos tipo eppendorfs e centrdagaa 12000 g por 30 segundos. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado lastade vezes com salina 0,85% esterilizada e
novamente submetido a centrifugacdo. A linhagendal@afoi ressuspendida em b de
meio LB, todo o conteddo passado para o tubo dapte@ e este, cuidadosamente,
ressuspendido com o auxilio de uma micropipeta. brambrana “millipore” (membrana GS
em éster de celulose de 0,0 de poro e 25 mm de diametro) foi colocada em piaaa
com meio LA e 10Qul do material foram colocados sobre o filtro. Agadoi mantida por 2
horas a temperatura ambiente e por 18 horas a B#@mbrana foi transferida para um tubo
contendo LB e este agitado, sendo 1 ml da suspdrederiana passada para um tubo tipo
“eppendorf’. Apds centrifugacédo, por 30 segundds2@00 g, o sobrenadante foi descartado e
0 precipitado lavado duas vezes com salina egtatdi. Um volume de 1Qd das dilui¢des,
10%, 102 e 10° e, sem diluicdo, foram plagqueados em meio LA auitens antimicrobianos
aos quais as linhagens doadora e receptora erastendss e, apos 18-24 horas a 37°C, as

colénias bacterianas analisadas quanto ao seupdasimidial.
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3.6.5- Mutagenizagc&o com o transposon TnphoA

A obtencdo de amostras mutantes, a partir da agsosémsconjugantes, foi realizada
segundo a metodologia descrita por Tayoml. (1989). As amostras bacterianas a serem
mutagenizadas, e a linhagem He coli SM10 (pRT 733), a qual contém o transposon
TnphoA, foram crescidas em meio LB, incubadas’@€3¥r 18 horas e, a seguir, conjugadas
conforme metodologia descrita por Azevedo & da €¢$973) (item 3.6.4). A selecdo dos
mutantes foi realizada em placas contendo meiodidi@nado de 4Ql/ml de XP (5-bromo-
4-cloro-3-indolil fosfato) e os antimicrobianos aggais as linhagens doadora e receptora
eram resistentes (kanamicina, estreptomicina acietina). As colbnias azuis obtidas nesse
meio de cultura, indicando a producdo de fosfatdsalina, foram armazenadas em meio

Hogness a - 8 para analise do perfil plasmidial e demais carésticas.

3.6.6- Caracterizagcdo das amostras transconjugantee mutantes
obtidas

Os ensaios do item 3.6.3 (caracterizacdes bi@8gcgenéticas) foram realizados para

as amostras transconjugantes e mutantes obtidas.
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4- RESULTADOS

4.1- REP-PCR
Os diferentes fragmentos amplificados através daid@ de REP-PCR para as
linhagens bacterianas estdo demonstrados na figugaquanto que o dendrograma das 49

linhagens de APEC e 30 normais (aves sadias), &aesa na figura 2.
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Figura 1. Foto do gel do REP-PCR das linhagensRieG\e normais.
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Figura 2. Dendrograma das linhagens APEC e normiglizando iniciadores REP-PCR.
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4.2- Caracterizacdo das linhagens de APEC seleciates e da
receptoraHB101

4.2.1- Resisténcia aos antimicrobianos, producdo dmlicinas, adesdo e invaséo
em células HEp-2 e HelLa

Das 49 linhagens de APEC (Tabela 1), trés linhagil7, S21 e SCI10) foram
selecionadas para posterior teste de conjugacad@ceneptora HB101.

Os resultados dos testes de resisténcia a artimaoos, adesdo e invasdo em ceélulas
HEp-2 e Hela, producdo de colicinas, das linhagmtgagens e HB101, encontram-se na
tabela VI.

As capacidades de adesdo e invasdo em linhageukaresl| cultivadasn vitro

encontram-se demonstradas na figura 3.

Tabela VI — Caracterizacao bioldgica das linhagehgagens e linhagehiB101.

Adeséo a células
Linhagens Resisténcia a Colicina (com e sem manose) Invasao de
bacterianas  antimicrobianos  produzida HEp-2 HelLa células

com sem com sem HEp-2 Hela

S17 Tc (>500ug/ml) . + + + + + +
S21 Tc (>500ug/ml) L + + + + + +
SCI10 Km (>500ug/ml) la, Ib, E1 + + ! + + +

Tc (100pg/ml) E3,B,K

HB101 Sm (>500ug/ml)

ANTIMICROBIANOS: Tetraciclina (Tc); Kanamicina (Kn® Estreptomicina (Sm).
ADESAO E INVASAO: (+) ades&o positiva; (-) adeszyativa.
COLICINA: (-) nédo produzem colicinas.
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Figura 3. Fotos do teste de adesao e invasao easéleLa e HEp-2, cultivadas vitro, das
linhagens selvagens e da receptora HBROJAdesao negativa da linhagem HB101 em HEp-
2 (sem manose)B: Invaséo da linhagem S17 (selvagem) em Hé€laAdes&o da linhagem
S17 (selvagem) em HelLa (com mano&e)Adesao da linhagem SCI10 (selvagem) em HelLa
(com manosekE: Adeséo da linhagem S21 (selvagem) em Hela (conosed.F: Adeséo da
linhagem S21 (selvagem) em HEp-2 (sem manose). zagéio de 1000X. A seta indica a
provavel invasdo das bactérias.
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4.2.2 — Perfil plasmidial das linhagens selvagengsia receptora HB101

Todas as linhagens selvagens utilizadas nestéoe€dl7, S21 e SCI10) apresentaram
a presenca de plasmidios. A linhagem S17 apresemtoplasmidio com peso molecular
aproximado de 70 MDa (figura 7/canaleta 3). A liggwa S21 apresentou somente um
plasmidio com peso molecular aproximado de 30 Migaira 8/canaleta 3). Ja a linhagem
SCI10 apresentou um plasmidio de alto peso mole¢apsoximadamente 120 MDa) (figura
9/canaleta 3) e varios plasmidios de baixo pes@cutdr (abaixo de 5,2 MDa). A amostra
receptora HB101 ndo apresentou a presenca de glasnffigura 7/canaleta 5, figura

8/canaleta 6 e figura 9/canaleta 5).

4.2.3 — PCR para os fatores de viruléncia linhagerte APEC selecionadas e da
receptora HB101

A linhagem HB101 (n&o patogénica) apresentou aitgtiio apenas para o par de
iniciadores especificos para o gersgA (figura 13/canaleta 2). A linhagem selvagem S17
apresentou amplificacéo de fragmentos de DNA coimmiomdores especificos para os genes
IpfAois7i01-154 fIMA csgA (figura 13/canaleta 3) erl (figura 14/canaleta 2), enquanto que a
linhagem selvagem S21, apresentou amplificacaoadgnientos de DNA com os iniciadores
especificos para dpfAois7o1154 fimA csgA(figura 13/canaleta 5§l (figura 14/canaleta 4)
tsh (figura 4/canaleta 2) eucA (figura 5/canaleta 4). A linhagem SCI10 apresentou
amplificacdo de fragmentos de DNA com os iniciada@specificos para os genlgf\ois7/01-
154, fiMA csgA(figura 13/canaleta 7¥rl (figura 14/canaleta 6) fepC (figura 6/canaleta 4).
Nenhumas dessas linhagens apresentaram amplificag@aiciadores para os demais genes

descritos na tabela IV.
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PM
(pb)

1018 plmmp

506 pimp
298 plmp

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose a 1,5%ste de PCR para o getsihh 1. DNA
LADDER (1 Kb). 2: Linhagem S21 (selvagent: Linhagem S174: Linhagem SCI105:
Linhagem HB101.
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(pb)

1650 plmmp

1000 plommp
650 plmmp

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose a 1,0%ste de PCR para o geineA. 1: DNA
LADDER (1 Kb plus).2: Linhagem O42 (controle positivd@: Linhagem HB1014: S21
(selvagem)5: Linhagem S176: Linhagem SCI10.
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(pb)

1000 phwp
650 plmmp

300 plmmp

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose a 1,0%ste de PCR para o gefepC 1: DNA
LADDER (1 Kb plus). 2: Linhagem 042 (controle positivo3: Linhagem HB101.4:
Linhagem SCI105: Linhagem S176: Linhagem S21.
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4.3 —Conjugacéo
Os resultados das conjugacdes das linhagens 217e SSCI10, com a receptora

HB101 encontram-se na tabela abaixo.

Tabela VII- Resultados das conjugacdes entre hadens selvagens e a receptora HB101.

S17 X HB101
(T&) (SH) 7 coldnias Te Snf

(S17-1, S17-2, ..))

SCI10 x HB101
(TR KmR) (SR 215 colonias TeKmR e Snf

(SCI10-1, SCI10-2, ...)

S21 x HB101
(TE) (SR 35 colénias T@ Snf

(S21-1, S21-2, ...)

(X): Conjugacéo
RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS: T%: Resisténcia a tetraciclina
Kf Resisténcia a kanamicina

St Resisténcia a estreptomicina

Apés o teste de conjugacao, algumas coléniasde conjugacao foram selecionadas

ao acaso e utilizadas para testes posteriores.
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4.4- Caracterizacdo das amostras transconjugantes

4.4.1 — Perfil plasmidial das amostras transconjugdes

Na conjugacédo entre as linhagens S17 e HB101, rdenoseplasmidio de 70 MDa foi
transferido para a receptora (figura 7/canaletadquanto que os plasmidios de 30 MDa e de
120 MDa, foram transferidos, respectivamente ddsaiens S21 e SCI10 (respectivamente

figura 8/canaletas 4 e 5, figura 9/canaleta 4).

PM
(MDa)

86 MD ammp
4==m 70 MDa

5,2 MD b

3,48 MD o

Figura 7. Eletroforese de DNA plasmidial em gelad@rose a 0,8%.: Linhagem V5172:
Plasmidio pRA1.3: Linhagem S17 (selvagemi. Linhagem S17-1 (transconjuganté).
Linhagem HB101.
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(MDa)

86 MDommmp <4=m 30 MDa

5,2 MD o

3,48 MD

Figura 8. Eletroforese de DNA plasmidial em gelagg@rose a 0,8%.: Linhagem V5172:
Plasmidio pRA1.3: Linhagem S21 (selvagemi. Linhagem S21-1 (transconjuganté).
Linhagem S21-2 (transconjugant&)Linhagem HB101.
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(MDa)

96 MD cummp <4=m 120 MDa

5,2 MD o
3,48 MDommp

Figura 9. Eletroforese de DNA plasmidial em gelad@rose a 0,8%.: Linhagem V5172:
Plasmidio pR40&: Linhagem SCI10 (selvagen®). Linhagem SCI10-1 (transconjugantg;).
Linhagem HB101.

50



4.4.2- Resisténcia aos antimicrobianos, producédo dmlicinas, adesédo e invaséo
em células HEp-2 e HelLa

Os resultados dos testes de resisténcia a antbiaows, adesdo e invasdo em células
HelLa e HEp-2 e producédo de colicinas das amostaasdonjugantes, encontram-se nas
tabelas abaixo (VIII e IX). As figuras 11 e 12 derstvam a capacidade de adesao da

linhagem recombinante S17-1 em células HEp-2 e Helspectivamente.

Tabela VIII — Caracterizacao bioldgica das amogteassconjugantes.

Adesao a Células

Linhagens Resisténciaa  Produgéo (com e sem manose) Invaséo de
bacterianas  antimicrobianos de HEp-2 Hela Células
colicina

com sem com sem HEp-2 Hela

S17-1 Tc (>500ug/ml) + + + + + +
(transc.)  Sm (>500ug/ml)

S21-1 Tc (>500ug/ml)
(transc.)  Sm (>500ug/ml)

SCI10-1  Km (>500ug/ml) la, Ib, E1
(ransc.)  Tc (100pg/ml) E3,B,K
Sm (>500ug/ml)

HB101 Sm (>500ug/ml)
LINHAGENS: transconjugante (transc.).
ANTIMICROBIANOS: Tetraciclina (Tc); Kanamicina (Kn® Estreptomicina (Sm).

ADESAO E INVASAO: (+) ades&o positiva; (-) adeszyativa.
COLICINA: (-) nédo produzem colicinas.
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Tabela IX — Resultado do teste de invasdo (plaeasiac Conkey) da linhagem S17 e suas
derivadas.

S17 85.600
(selvagem)
S17-1 12.500
(transconjugante)
HB101 53
(receptora)
EIEC 95.000
(controle positivo)

e UFC- Unidades formadoras de colbnias.

6 _

S T
_ L
£ 4 -
5 I
o
o 3 -
—
S 2
|

1 B

0

1
Strains
OEIEC o HB101 m S17 m S17-1

Figura 10- Teste de invasédo (placas de Mac Cordalinhagem S17 e derivadas.
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Figura 11. Foto do teste de adesao da linhagenl $tt@nsconjugante) em células HEp-2
(com D-manose). Magnificacdo de 1000X.
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Figura 12. Foto do teste de adesao da linhageni $tt@nsconjugante) em células HelLa
(com D-manose). Magnificacdo de 1000X.
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4.4.3- PCR para os fatores de viruléncia das amosfs transconjugantes

Todas as amostras transconjugantes (derivadasirdeméns S17, S21 e SCI10)
apresentaram amplificacéo de fragmentos de DNAagpeom os iniciadores para 0 gene
csgA(figura 13/canaletas 4, 6 e 8). Nenhuma desshadens transconjugantes apresentou

amplificacdo de fragmentos de DNA com os demagsadores descritos na tabela IV.

PM
(pb)

1018 plmmp
506 phemp

154 plp

Figura 13. Eletroforese em gel de agarose a 1,5%sle de PCR para o gersgA 1. DNA

LADDER (1 Kb). 2: Linhagem HB1013: Linhagem S17 (selvagemy. Linhagem S17-1
(transconjugante).5: Linhagem S21 (selvagemf): Linhagem S21-1 (transconjugant@).
Linhagem SCI10 (selvagen8. Linhagem SCI10-1 (transconjugante).
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(pb)

1018 plummp
506 plwp

154 plemmp

Figura 14. Eletroforese em gel de agarose a 1,5%ste de PCR para o geord. 1: DNA
LADDER (1 Kb). 2: Linhagem S17 (selvagent: Linhagem S17-1 (transconjugantes:
Linhagem S21 (selvagemk: Linhagem S21-1 (transconjugant®). Linhagem SCI10
(selvagem)7: Linhagem SCI10-1 (transconjugani@)HB101.
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4.5- Mutagenizacdo da amostra transconjugante S17-Tom o

transposon TnphoA
Através da conjugacdo da amostra transconjuganiteada da linhagem S17 (S17-1) e
SM10 (plasmidio pRT733), foram obtidas 52 coléraasis, kanamicina, estreptomicina e
tetraciclina resistentes. Algumas colbnias apresamt coloracdo azulada apés 48 horas de

incubacéo, sendo, também, selecionadas e estquadatesteposteriores.

4.5.1- Perfil plasmidial das amostras mutantes

Para as amostras mutantes selecionadas, foramackdi extragbes plasmidiais em
pequena escala. ApGs a comparacao do perfil plésmial amostras mutantes com o perfil da
amostra transconjugante, verificamos que algumas@as apresentaram plasmidio com peso
molecular um pouco maior que da amostra tranconpegdigura 15/canaletas 4 e 5). Para
confirmacao dessa alteracdo do peso molecular @empdiio, novas extracbes (em larga
escala), foram realizadas, e através da visuabzdgé géis, a diferenca do peso molecular se
manteve ainda, nos levando a crer que esta difereéig¢ esta relacionada as condi¢des de
corrida eletroforética e/ou a técnica de extraci@smidial. As amostras que apresentaram
aumento no peso molecular do plasmidios foram esgkzionadas para o teste de adesdo em
células HelLa e HEp-2. Algumas amostras, que nasaptaram alteracdo no peso molecular

do plasmidio, também foram utilizadas nesse teste.
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PM
(MDa)

86 MDommp
4= 70 MDa

DNA
cromossomicd™

5,2 MDamsp
3,48 MDamsp

2,24 MD smmp

1,51 MD awmp

1,25 MDw=p

Figura 15. Perfil plasmidial (agarose 0,7%) das siras mutantes de numeros 43 e 48,
comparados com as linhagens originais e padidgdasmidio pRAL12: linhagem V517
com plasmidios de 1,25 a 32,4 MD&;linhagem S17-1 (transconjugantd);linhagem
mutante A 43;5: linhagem mutante°M8.
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45.2- Teste de adesdo das amostras mutantes enule&l HEp-2 e HeLa

Das 52 coldénias mutantes obtidas, 40 colénias fdemtadas em relacdo a adesdo em
células HEp-2 e Hela, sendo que dessas, 16 am(#h¥#s apresentaram adesao negativa em
ambos os tipos celulares. Outras 24 amostras regtapresentaram adesao nessas culturas
celulares, sendo que algumas apresentaram ades#o samelhante a da amostra
transconjugante S17 (figura 16), e outras com menensidade (menor nimero de bactérias
aderidas as células). O padrao de adesao das asnositantes que aderiram nessas células
foi a mesma da amostra transconjugante (figura E6)e as amostras que apresentaram
aumento no peso molecular do plasmidio (perfilpldml), algumas também apresentaram
adesao negativa em células HEp-2 e Hela (figura A3 )amostras mutantes de numeros 9
(Mut.9), 43 Mut.43) e 48 Mut.48), que apresentaram adesao negativa em ambaswaasul
celulares, foram selecionadas e estocadas (comgetad 80C ) separadamente para estudos

posteriores.
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Figura 16. Teste de adesdo da amostra transcotgu@dr7-1 em células HelLa (com D-
manose). Magnificagdo de 1000X.
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Figura 17. Teste de adesdo da amostra Mut.43 (mldadesao) em células HeLa (com
manose). Magnificagdo de 1000X.
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4.5.3- PCR para os fatores de viruléncia das antess mutantes
Todas as amostras mutantes (obtidas pela tran8pod@ TnphoA no plasmidio da

transconjugante S17-1) amplificaram apenas conagices para o gernsgA

4.6- Perfil de proteinas de superficie

Determinou-se o perfil de proteinas de superfilzie amostras relacionadas com a
linhagem S17 (selvagem, transconjugante e mutdrtioocom o uso de transposon TnphoA)
(figuras 18, 19 e 20). Através da visualizacdo mtageinas no gel de poliacrilamida corado
pela prata, foi observada a presenca de algumadsimae (bandas), com peso molecular
variando entre 60-90 KDa, nas amostras transcomjggajue estavam ou ausentes ou em
quantidade muito inferior na amostra receptora HB{fijura 18/canaletas 5 e 8), como
também, proteinas (30-90 KDa) expressas em difese¢ipos de meios (BHI agar, TSA, LA),
presentes nas amostras selvagens e transconjugint&d7, mas ausentes na receptora
HB101 e Mut.43 (mutante) (figura 19/canaletas 0 gfifjura 20/canaletas 2 e 3).
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kpa) 1 2 3 45 6 7 8 9 10

 4=m 93 KDa
| 4mm 84 KDa

4= 53 KDa

43 KDa wap

29 KDa mmp

Figura 18. Gel de poliacrilamida (12,5 %) coradbaggata com proteinas de superficie das
linhagens selvagens, HB101 e transconjugantes (b#iol: Padrdo de peso molecular.
S17 selvagem (E€). 3: S17-1 transconjugante (1®). 4: HB101 (16C). 5: S17 selvagem
(37°C). 6: S17-1 transconjugante (7). 7: HB101 (37C). 8: S17 selvagem (4€).9: S17-1
transconjugante (4€). 10: HB101 (42C). As setas indicam provaveis proteinas envolvidas
no processo de adeséo da linhagem S17 (selvagem).
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97 KDz mmp
4mm 36 KDa

68 KDa mmp

4=m 57 KDa

43 KDa
— <= 43 KDa

4=m 33 KDa
29 KDa mmp

Figura 19. Gel de poliacrilamida (12,5 %) coradageata com proteinas de superficie das
linhagens S17, S17-1, Mut.43 e HB101 (meios MingaraBHI agar, TSA)l: Padrdo de
peso molecular: S17 selvagem (3T, Minca).3: S17-1 transconjugante (37, Minca).4:
Mut.43 (37C, Minca).5: HB101(37C, Minca). 6: S17 selvagem (3T, BHI). 7: S17-1
transconjugante (3C, BHI). 8. Mut.43(37C, BHI). 9: HB101 (37C, BHI). 10: S17
selvagem (37C, TSA)11: S17-1 transconjugante (37, TSA).12: Mut.43 (37C, TSA).13:
HB101 (37C, TSA). As setas indicam provaveis proteinas esndas no processo de adesdo
da linhagem S17 (selvagem).
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Figura 20. Gel de poliacrilamida (12,5 %) coradageata com proteinas de superficie das
linhagens S17, S17-1, Mut.43 e HB101 (meios LA earA§angue)l: Padrdo de peso
molecular.2: S17 selvagem (3T, LA). 3: S17-1 transconjugante (37, LA). 4. Mut.43
(37°C, LA). 5: HB101(37C, LA). 6: S17 selvagem (3T, Agar Sangue)7: S17-1
transconjugante (3T, Agar SangueB: Mut.43 (37C, Agar Sangue®: HB101 (37C, Agar
Sangue). As setas indicam provaveis proteinas edasl no processo de adesao da linhagem
S17 (selvagem).
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4.7- Microscopia Eletronica de Transmissao

As amostras S17, S17-1, Mut.43 e a receptora HBfOG&m observadas ao
Microscopio Eletrénico de Transmissao, atravéfdaita de coloracéo negativa.

Verificou-se a presenca de estruturas filamentesdimas na superficie bacteriana
(provaveis fibrilas) nas linhagens S17 e S17-lutag21). Nas linhagens HB101 (figura 22) e
Mut.43 ndo foram observadas a presenca dessatiestru

Também foi observada a presenca de flagelos hagem selvagem S17, sendo os
mesmos ndo encontrados nas demais amostras.

Os resultados das observagcBes de estruturas mafisigp bacteriana de todas as

amostras encontram-se na tabela abaixo.

Tabela X- Resultados da Microscopia Eletronica dan3missédo das linhagens S17, S17-1,
Mut. 43 e a receptora HB101.

S17 Estruturas filamentosas finas, flagel

S17-1 (transconjugante)|  Estruturas filamentosas finas +
Mut.43 _ —
HB101 _ —

FIBRILAS: (+) presenca de estruturas filamentostsas; (-) auséncia dessas estruturas.
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Figura 21. Microscopia Eletronica de Transmissauofacdo negativa) da amostra S17-1
(transconjugante). Magnificacdo de 56000X. As setaicam a presenca de estruturas
(fibrilas) na superficie bacteriana.
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Figura 22. Microscopia Eletronica de Transmissaolofacdo negativa) da Mut.43.
Magnificagdo de 56000X.

68



4.8- Microscopia Eletronica de Varredura
Através da técnica da Microscopia Eletrénica deedrra, a adeséo da linhagem S17
e a transconjugante S17-1 em células HEp-2, fdirooada. Também, através dessa técnica,

foi possivel visualizarmos a possivel invasao bieta ocorrendo (figuras 23A e 23C).

oooo 7000% 15kyY

Figura 23. Fotos do teste de adeséo e invasao letasc€lEp-2 das linhagens selvagens e da
receptora HB101 através da técnica de “scannirgdrefe microscopy” (SEM): (A) S17 (com
manose); (B) HB101 (sem manose); (C) S17-1 tranpsgante (com manose); (D) Mut.43
(sem manose). As setas indicam os pontos de invasderiana.
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4.9- Teste de “Fluorescence actin staining” (FAS)

Para o teste de FAS foram utilizadas as amostrasl Sfransconjugante) e Mut.43,
como também as linhagens S17 (selvagem) e HB10é&s@tado do teste foi visualizado no
microscopico de fluorescéncia e as fotografias eimam-se a seguir. Nao foram observados
pontos de alta fluorescéncia em nenhuma das armdestadas, além daqueles observados na

linhagem padréo (figura 24A), o que indica que e@iste acimulo de actina.

Figura 24. Fotos do teste de FAS da adesao coma8 Kkgem manose) em células HEp2.
Linhagem E2348/69 (controle positivoB: Linhagem receptora HB101 (controle negativo).
C: Linhagem S17 (selvageni): Amostra S17-1 (transconjugante).Magnificacdo @@6 As
setas indicam pontos de alta fluorescéncia (acudwmiactina).
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5- DISCUSSAO

Esse trabalho foi desenvolvido, primordialmentemca finalidade de se estudar
possiveis diferentes mecanismos e genes de patagete presentes em linhagenssdeoli
patogénicas para aves (Dho-Moulin & FairbrotheQ9)9Antes de iniciarmos esses estudos,
caracterizamos as linhagens existentes no LabaratérBiologia Molecular Bacteriana do
DMI, através da técnica denominada REP-PCR, paificee, através dessa técnica, se as
mesmas pudessem ser agrupadas em grupos clonaok com o tipo de doenca que
causavam em aves, como descrito por Silatial. (2002) com a técnica de ERIC-PCR, além
de facilitar o processo de selecédo inicial. Paaalehte a esse estudo, caracterizamos as
diferentes linhagens quanto a possivel presencgedes relacionados a patogenicidade,
incluindo ai, as capacidades de adesdo e invasamultigas celulares (HEp-2 e Hela)
cultivadasin vitro, tornando-se essas capacidades o fator prepomelepana o estudo
posterior de determinadas linhagens.

Através da andlise do dendrograma obtido com aicg&ciREP-PCR (figura 2),
verificamos que o teste apresentou um grande mbsienminatério entre as linhagens, o que
auxiliou na selegéo das trés amostras utilizadssenestudo. Da mesma maneira, a construcao
do dendrograma possibilitou a verificacdo da emrigte de 49 perfis distintos (genoétipos
guanto a técnica REP-PCR), dentro das 79 linhagens.

Embora o teste tenha apresentado um grande pagimdnatério, ndo foi possivel
agrupar as diferentes linhagens em grupos clomasatbgenicidade, isto é, nao foi possivel
demonstrar que as linhagens causadoras de detdonipa de patogenicidade (septicemia,
onfalite, cabeca inchada) e comensais apresentapadréo genotipico de semelhanca. Dessa
maneira, concluimos que essa técnica, apesar @gasegs linhagens em grupos clonais
genotipicos, ndo é discriminatéria quanto a separagn grupos de patogenicidade como
anteriormente descrito para a técnica ERIC-PCRédBdet al, 2002).

Levando-se em consideracdo que o processo infeccassado por amostras APEC
poderequerer a habilidade da bactéria, de inicialmeaderir as células do trato respiratorio,
sendo essa adesdo mediada por adesinas (fimbuadimbriais) (Gyimah & Panigraphy,
1988; Dozoiset al, 1992; Fantinattet al, 1994; Pourbakhsét al, 1997; La Ragionet al
2000; Silveiraet al, 2002a; Stehlinget al, 2003a; Stehlingt al, 2003b; Campost al,

2005), iniciamos a caracterizagdo de algumas dsamsoknhagens [S17 (septicemia), S21
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(septicemia) e SCI10 (sindrome da cabeca inchaddd] determinacdo de suas capacidades
de adeséo e invasao de culturas celulares culswadéro (HeLa e HEp-2).

Dessa maneira, verificamos que as linhagens descsdio capazes de apresentar
adesdo e invasao das culturas celulares citadasapecidades de adesédo e invasao foram, de
inicio, observadas através de microscopia optigarg 3). Através da microscopia optica a
capacidade de adeséao é perfeitamente factivel rdéeserminada, porém, a capacidade de
invasdo pode deixar davidas, uma vez que essaaétearada apenas pela presenca de um
possivel halo claro ao redor de bacténassuperficie celular (figura 3B). Por esse motivo,
realizamos, também, a microscopia de varredurabeiet (figura 23) e o teste de invasdo

utilizando placas de petri com meios seletivos t@gem de colénias).

Nossos resultados de adesédo confirmam trabalhogaprente publicados que
demonstraram a presenca da capacidade de expmssdossiveis fimbrias em linhagens
celulares em diferentes linhagens APEC (Fantiredtttal, 1994; Silveiraet al, 2002a;
Stehlinget al.,, 2003a; Stehlingt al, 2003b; Campost al, 2005) e em outras linhagenskle
coli patogénicas para humanos e/ou animais (Nataro BeiKd 998), sendo essa expressao
dependente de temperatura e/ou tipo de meio derayPho & Lafont, 1984; Provence &
Curtiss Ill, 1994; Campost al.,2005).

Varios trabalhos descritos na literatura demoretnague linhagens APEC podem
apresentar, além de genes relacionados a capaaeéadepressao de fimbria, outros genes
possivelmente relacionados a patogenicidade (DholM& Fairbrother, 1999, La Ragione
& Woodward, 2002; Campaet al.,2005).

Assim, com a finalidade de melhor caracterizarmesa® linhagens bacterianas,
determinamos, nas mesmas, por PCR, a possivehpeede plasmidios e dos genes descritos
na Tabela IV.

Desta maneira, verificou-se que a linhagem S17 upass plasmidio com peso
molecular de aproximadamente 70 MDa, enquanto guknlaagens S21 e SCI10 possuem
plasmidios de 30 MDa e 120 MDa, respectivamente.

Varios trabalhos descritos na literatura demonstigimesenca de plasmidios de baixo
e alto peso molecular em linhagens APEC (Fantieatdl, 1994; Provence & Curtiss lll,
1994; Dozoiset al, 2000; Sthelinget al. 2003a; Sthelinget al. 2003b), sendo que muitos

desses plasmidios possuem genes que podem estmiomatios aos processos de
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patogenicidade presentes nessas linhagens (Pro&e@uetiss Ill, 1994; Dozoi®t al, 2000;
Sthelinget al. 2003a).Animais comerciais, sob condi¢cdes de crescimeriemgivo, possuem
em suas racoes fatores de crescimento que promovdesenvolvimento uniforme destes
animais. Entre os fatores de crescimento presemdssracdes das aves, encontram-se
substancias antimicrobianas, bactericidas ou haestéticas, denominadas antibiéticos. A
presenca destas substancias na racdo faz com guendbs genéticos moveis, como 0s
plasmidios, sejam mantidos e transferidos de maheirizontal entre popula¢des bacterianas
(Eberhard, 1990). Casos estes plasmidios possukdm dos genes determinantes de
resisténcia a antibiéticos, outros genes que paegstar relacionados aos processos de
patogenicidade das linhagens APEC, a tendéncienénaitencdo dos mesmos nas linhagens
patogénicas.

Assim, a presenca de plasmidio(s) em uma dadaglmhdoacteriana patogénica pode
indicar, no(s) mesmo(s), a possivel presenca desgefacionados a patogenicidade presentes
nesta linhagem (Dozoet al, 2000; Sthelinget al, 2003a; Stehlingt al, 2004). Podem estar
incluidos nesses genes aqueles relacionados asidzges de adesdo e invasao celular, a
sobrevivéncia no sistema circulatorio e celulathdspedeiro (sistema de captacao de ferro e
destruicdo tissular), e entre outros.

Com essa finalidade, as trés linhagens bacteripatgénicas foram caracterizadas
guanto a presenca de genes para patogenicidadéatesa literatura, para linhagens APEC,
ou outros tipos bacterianos, através da técnid2GR, com o uso de iniciadores especificos.

Os resultados das técnicas demonstraram que aagdéink estudadas possuem a
seguinte caracterizacdo: STim@A, csgA crl e lpfAois7ioi1s4), S21 {imA, csgA crl, tsh, iucA
e IpfAois7/01-15), SCI 10 {imA, csgA crl, fepCelpfAois7oi159-

A conjugacao destas amostras com uma linhagemtozaapbo patogénica (HB101),
incapaz de aderir e invadir linhagens celularesvadasin vitro, na presenca e auséncia do
acucar D-manose, demonstrou a transferéncia desnfllis de 70 MDa, 30 MDa e 120
MDa, presentes, respectivamente, nas linhagensS217¢ SCI10.

A posterior analise dos transconjugantes selecamademonstrou que 0s
transconjugantes S17-1 (S17 x HB101), S21-1 (SBB%01) e SCI10-1 (SCI10 x HB101)

apresentaram a&sracteristicas descritas abaixo.
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As capacidades de adeséao e invasdo presentesimageins S17 e sua trasconjugante
(HB101, como linhagem receptora) pode ser creditagaesenca do plasmidio de 70 MDa
transferido, conforme resultados anteriormente ridesc Esses dados s&o parcialmente
corroborados por trabalhos previamente publicadosnpsso grupo (Stehlingt al, 2003a;
Stehling et al, 2003b), utilizando-se outras linhagens de APB@Gde, pelo menos a
capacidade de adesdo mostrou-se ser mediada porigias. Como a adesado observada nao é
blogueada pela presenca do monossacarideo D-maoostuimos que a mesma nao é
mediada por fimbria Tipo 1, ou fimbrias Tipo 1-dik a qual acredita-se ser responsavel pela
adesdo inicial em células de traquéia (La Ragitrad, 2000). Da mesma maneira, a presenca
positiva do gendpfAois7/01-154 através da técnica de PCR na linhagem selvagén(figiA,
crl elpfAois701-15), € sua auséncia na linhagem recombinante, deraanst, além da fimbria
IpfAo1s7/01-154 S€r codificada por genes cromossémico na linha8é&ih ela, também, néo é
responsavel pelo processo de adesdo. Também, demsd@sultados obtidos pela PCR, para
os genegssgAe crl, acreditamos que as fimbrias “curli” ndo estdetdimente relacionadas
neste processo de adeséo, pois apesar da presegeaeal estrutural em todas as linhagens
(inclusive na HB101), nédo foi verificada a presedgagenecrl nas transconjugantes. Todos
estes dados indicam que uma nova adesina, aindaleswita na literatura, pode estar
presente no plasmidio de 70 MDa.

Em relacédo as linhagens S21 e SCI 10, seus tmogemtes ndo apresentaram adesao
em ambas os tipos celulares. Com isso, acreditgu®genes destas linhagens relacionados
ao processo de adesao estao localizados no crommssa ainda, podem estar localizados no
plasmidio transferido, com controle em genes crefmogos. Outros estudos se fazem
necessarios para confirmar estas hipéteses.

Também, através do teste de PCR para o gaepalemonstramos que a proteina
intimina, comum nos processos de patogenicidadenkdagens deE. coli enteropatogénicas
(EPEC) (Donnenberg & Kaper, 1992) e enterohemaresg{EHEC) (Nataro & Kaper, 1998),
nao esta relacionada ao processo de adesao easdmgessas linhagens.

Como o plasmidio transferido da linhagem S17 paraceptora esta relacionada ao
processo de adesdo em culturas HEp-2 e Hela, atramwansconjugante (S17-1) foi
mutagenizada utilizando o transposon TnphoA (pR3) {Bayloret al, 1989) e foi verificada

gue determinadas colbnias obtidas dessa mutagénipecderam a capacidade de adesdo em
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ambos os tipos celulares, o que leva a crer quangoson possa ter se inserido em gene(s)
do responsavel(eis) pelo processo de adeséo. fasspdsicdo do TnphoA no plasmidio foi
confirmada através da analise do perfil plasmidlaksas amostras mutantes quando
comparadas com o perfil da transconjugante (figuta Desse modo, a provavel mutacao
ocorrida no plasmidio transferido, levando a aldoliga caracteristica de adeséo, indica que o
mesmo esta relacionado ao processo de adesao oelsess celulares e, consegliientemente,
parte da patogénese dessa amostra.

Levando em conta que provaveis novas adesinasmassar localizadas nos pontos
de insercao do transposon TnphoA, e que a sequéocteansposon é conhecida, futuros
estudos, com sequenciamento de DNA, em relacamasti@s mutantes (Mut. 43 e Mut.48)
poderdo esclarecer sobre a presenca de genes uliénei® e provaveis novas adesinas
envolvidas no processo de adeséo dessa linhagem.

A partir desses resultados iniciais, o estudo foeeaibnado principalmente para a
linhagem S17 e suas derivadas, a fim de identifioar a presenca de provaveis novas
adesinas e/ou mecanismos de patogenicidade quanpessar envolvidos nesse processo.

Através da observacdo, em microscépio eletronied,edtruturas localizadas na
superficie bacteriana das amostras transconjugdat&4.7, e a auséncia dessas na receptora,
gque o plasmidio transferido esteja relacionada €sgmca dessas estruturas (provaveis
adesinas), e reforca a idéia de que esse plasedtija mesmo envolvido no processo de
adesdo em culturas de HEp-2 e HelLa. O fato da snostitante ndo apresentar essas
estruturas na superficie bacteriana, também poderovar que a insercdo do transposon
TnphoA realmente ocorreu numa regido do plasmigiipansavel pelo processo de adesao
nessas culturas celulares. Desse modo, a Micrasd&ptronica de Transmissdo (coloragéao
negativa) demonstrou que provaveis novas adesodificadas por genes localizados nesse
plasmidio, podem estar envolvidos nesse processo.

O gel de proteinas de superficie da linhagem Side esuas derivadas (figura
18/canaletas 5 e 8) demonstrou que algumas preteiaaando entre 60 a 90 KDa,
encontradas na amostra transconjugante, e ausenteseptora HB101, estdo relacionados a
presenca do plasmidio transferido, podendo estacioeadas ao processo de adesdo e
invasao dessa linhagem. Também, a andlise do gebtieinas da linhagem S17 e da Mut.43

em diferentes meios (LA, BHI agar, TSA, Minca agakgar Sangue), demonstra a existéncia
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de algumas proteinas (figura 19/canaletas 6 e Tiguea 20/canaletas 2 e 3) na linhagem
transconjugante S17-1 e auséncia na mutante, sdgegiue a sintese dessas proteinas possa
ter sido interrompida pela transposicdo do TnphBA&ses dados sédo indicativos que as
mesmas possam estar relacionadas ao processo s agleu invasdo da linhagem S17.
Também foi verificado que a expressao dessas pasted dependente do tipo de meio de
cultura utilizado, e o meio que apresentou melhogssltados para a analise de provaveis
proteinas envolvidas nesses processos de patgadecidi o TSA (figura 19/canaleta 10).
Assim, acreditamos que as proteinas relacionadaiesdo sejam melhores expressas nesse
tipo de meio.

Acreditamos que o0 processo de invasdo € postetiodeaadesado e, portanto, as
consideracgfes acima realizadas para a adesao tasebapticam a invasao.

Além da confirmacgéo das adesdes da linhagem 8&7saa transconjugante S17-1 em
células HEp-2, outro objetivo do uso da técnicaS@aM, foi a de visualizar como de fato

ocorre a interacao entre a bactéria e as célulgsedeiras (HEp-2).

Através das fotografias do SEM, o processo de dadems células HEp-2 foi
confirmado. Verificou-se, também, através de SEMresenca de depressdes caracteristicas
existentes na superficie celular em locais aondgtesx bactérias, ou em locais onde estas
bactérias ndo mais estdo presentes. Em algunsspénfssivel observar a presenca de
bactérias com praticamente todo o seu corpo cedldatro da membrana celular da célula
HEp-2 (Figuras 23A e 23C).

Com a finalidade de estudarmos de maneira maipletanos processos de adesao e
invasao, também, o processo de adesao foi analaeal®s da técnica de FAS (Knutten
al., 1989), a qual demonstra um modelo de adesdd@@afpico de rearranjos de actina
presentes em outros tipos bacterianos (Donnerdtexrlg 1992; Nataro & Kaper, 1998).

As fotografias do teste de FAS mostraram que deranprocesso de adesédo e/ou
invasdo, ndo ocorre acumulo de actina (rearranjmutasal) comum em algumas lesbes
caracteristicas do epitélio, como o fenbmeno A/Hinleagens de EPEC, EHEC e outras
linhagens bacterianas (Donnenbetgal, 1992; Nataro & Kaper, 1998). Também nao foi
observado altera¢cdes significativas no citoesqoielas células HEp-2, o que demonstra que a

patogenicidade dessas linhagens nao esta relaaigngdesenca de substancias citotdxicas
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(toxinas). Esses resultados indicam que este gpaddsao e, conseqlentemente, invasado pode
representar um novo modelo ainda ndo descrito.

Baseado nos resultados do teste de invasao (eomtdg coldénias em placas com meio
seletivo), do SEM, do FAS e do PCR (auséncia degée invasao, comoiov de Shigella
spp.,ial de EIEC,invA de Salmonellaspp. eibeA de E. coli causadora de meningite) da
linhagem S17 e suas derivadas, reforcam a hip@kesen modelo de adesdo e/ou invasdo
diferente.

Alguns estudos (Dho & Lafont, 1984; llet al, 1992) demonstraram a existéncia da
correlagéo entre a capacidade de crescimento ldagiems APEC em condicdes limitadas de
ferro e a patogenicidade.

Em nosso estudo alguns gendgud irp-2, iucA, fepC e sitA) do sistema de
aerobactina foram pesquisados entre as linhagen8PdeC (S17, S21 e SCI10) e suas
derivadas. Apenas os genasA e fepC foram identificados, respectivamente nas linhagens
S21 e SC10, e ndo nas linhagens recombinantese(@stals Ultimas ocorreram). A presenca
do genefepCfoi descrita como sendo relacionada a presencthds de patogenicidade em
linhagens deE. coliuropatogénicos (Ye & Xu, 2001). Nossos resultamodirmam que estas
ilhas de patogenicidade sédo de origem cromoss@maidando representar um mecanismo de
patogenicidade diferente daquele descrito paraasepsos de adesdo e invasao presentes na
linhagem S17, e por isso, deverao ser posteriogresitidados.

Adicionalmente a estes dados, Provence & Curt@94)] quando identificaram a
proteina denominada TSH, com capacidade de aglittedcitos de galinha, sugeriram que
a mesma deveria ser responsavel pela capacidadéedie aos eritrocitos hospedeiro e que
poderia, também, atuar como uma importante adesiaa&stagios iniciais da colonizac¢éo do
epitélio do trato respiratorio das aves. Além digdozoiset al. (2000) demonstraram que um
plasmidio ColV podem apresentar o géste Este plasmidio também tém sido associado a
presenca de genes do sistema de aerobactina (\Waf¥osa, 1991).

Em nosso caso, o getsh, identificado através do teste de PCR, somentmimagem
S21, ndo foi encontrado nas amostras transconggjaot que indica, portanto, que nesta
linhagem este gene ndo esta localizado no plasniaisferido, ou seja, ao contrario de
alguns estudos (Dozoét al, 2000; Stehlinget al, 2003; Tivendalet al, 2004) o gene nédo €

plasmidio-mediado, pelo menos na linhagem S21. m\sstonsiderando-se que o0s
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transconjugantes desta linhagem ndo aderem e imvadecélulas HeLa e HEp-2, existe a
possibilidade deste gene estar envolvido nos psosade adesao e invasao na linhagem S21.

Da mesma maneira, devido ao nimero relativamenatedg de genes, presentes na
linhagem S21tgh, fimA csgA crl, IpfAois7oi-154 € IUCA), acreditamos que exista na mesma
uma ou mais, ilhas de patogenicidade de origem @sedmica. Esse fato devera ser
posteriormente estudado.

Alguns estudos tém, também, considerado a presngdasmidios colicinogénicos,
como sendo um fator adicional de viruléncia emdgdéns APEC (La Ragione & Woodward,
2002), principalmente em relagdo a colicina V (plo ColV). Em nosso estudo, nenhuma
das trés linhagens (S17, S21 e SCI10) produziracoliaina V. Conseglentemente, esta
colicina ndo esta envolvida no processo de patogkaie dessas linhagens. Outros estudos
(Quakenbusch & Falkow, 1979; Milakt al, 1979) também demonstraram que linhagens de
E. coli ndo produtoras desta colicina, mas que possuesmifuléns de alto peso molecular,
apresentaram-se virulentas quando testadas emoreietal. Dessa forma, acreditamos que
a presenca da colicina V ndo é um determinanterdi&ncia de linhagens APEC, pois duas
linhagens utilizadas no nosso estudo (S17 e S®13dias de aves com quadro clinico de
septicemia ndo produzem colicinas, mas apresentilas®o e invasao em culturas celulares.
Dessas trés linhagens, somente a SCI10, apregemiducao de colicinas (la, Ib, E1, E3,B e
K), sendo essa caracteristica transferida para tsg@usconjugantes. Esses transconjugantes
ndo apresentaram adesdo e/ou invasdo de linhagériares cultivadasn vitro, embora
produzissem as colicinas citadas. Esse fato camobassas observacdes de que a produgéo

de colicingper semao é um fator de patogenicidade.
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6- CONCLUSOES

6.1- Genes de adesdo e invasdo da linhagem S¥7,pgdem participar da
patogenicidade de linhagens APEC, sédo plasmididadedJa os genes de adesao e invaséo

das linhagens S21 e SCI10 estéo localizados noosszmo bacteriano.

6.2- Genes de aerobactina identificados nas lemads21 e SCI10 também estao

localizados no cromossomo bacteriano (ndo plasrm@idiado).

6.3- A producdo de colicinas da linhagem SCI1G estlacionada ao plasmidio
transferido (120 MDa).

6.4- O gendsh, ao contrario de diversos estudos (Doatial, 2000; Stehlinget al,
2003; Tivendaleet al, 2004), néo foi plasmidio-mediado na linhagem ®21seja, esse gene

esta localizado no cromossomo bacteriano.

6.5- O gendsh e outros genesucA, fimA, crl, IpfAois7/01-154€ €SgA identificados na

linhagem S21 podem estar localizados dentro deiliaae patogenicidade.

6.6- A maneira de como a linhagem S17 e suascoapgyantes invadem as células

HEp-2 é diferente dos mecanismos de invasao desgdra outras linhagens Eecol..

6.7- O teste de REP-PCR utilizado no estudo, eanlienha demonstrado boa
capacidade de descriminacdo genotipica entre laagéms estudadas, nao foi eficiente para
discriminar as linhagens patogénicas das ndo paittegg quando comparada com outras

técnicas, como o ERIC-PCR.

79



7- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABRAHAM, S.N.; GOGUEN, J.D. & BEACHEY, E.H. — 198&yperadhesive mutant of
type 1-fimbriated associated with formation of Fimdfiganelles (Fimbriosomes). Infect.
Immun. 56: 1023-1029.

ACTHMAN, M.; HEUZENROEDER, M.; KUSECEK, B.; OCHMANH.; CAUGANT, D.;
SELANDER, R.K.; VAISANEN-RHEN, V.; KORHONEN, T.KSTUART, S;0RSKOQOV, F.

& ORSKOV, I. — 1986. Clonal analysis &scherichia coliO2:K1 isolated from diseased
humans and animals. Infect. Immun. 51: 268-276.

ARNQVIST, A.; OLSEN, A.; PFEIFER, J.; RUSSELL, D.& NORMARK, S. —1992. The
Crl protein activates cryptic genes for curli fotmoa and fibronectin binding iEscherichia
coli HB101. Mol. Microbiol. 6: 2443-2452.

ARNS, C.W. & HAFEZ, H.M. — 1992. Swollen head syoae in poultry in Brazil. Proc. of
the Western Poultry Dis. Conference, Sacramentd,, p§. 81-84.

AZEVEDO, J.L. & DA COSTA, S.O.P. — 1973. In: Exerois praticos da genética.
Companhia Editora Nacional, Editora da Universidadesao Paulo, Sdo Paulo, SP, pp. 171-
174.

BABAI, R.; BLUM-OEHLER, G.; STERN, B.E.; HACKER, J& RON, E.Z - 1997.
Virulence patterns from septicentitscherichia coliO78 strains. FEMS Microbiol. Lett. 149:
99-105.

BENJAMIN, P.; FEDERMAN, M. & WANKE, C.A. — 1995. Giracterization of an invasive
phenotype associated with enteroaggreg&seherichia colilnfect. Immun. 63: 3417-3421.

BERKHOFF, H.A. & VINAL, A.C. — 1986. Congo red meug to distinguish between
invasive and non-invasiveéscherichia colifor poultry. Avian Dis. 30: 117-121.

BIRNBOIM, H.C. & DOLY, J. — 1979. A rapid alkalinextraction procedure for screening
recombinant plasmid DNA. Nucleic Acids Res. 7: 13523.

BJURSTROM, L. — 1993. Aerobic bacteria occurring time vagina of bitches with
reproductive disorders. Acta Vet. Scand. 34: 29-34.

BLANCO, M.; BLANCO, J.; BLANCO, J.E. & RAMOS, J. 4993. Enterotoxigenic,
verotoxigenic and necrotoxigeni€scherichia coliisolated from cattle in Spain. Am. J. Vet.
Res. 54:1446-1451.

BLANCO, J.E.; BLANCO, M.; MORA, A. & BLANCO, J. —997. Production of toxins
(enterotoxins, verotoxins and necrotoxins) andcawdi by Escherichia colistrains isolated
from septicemic and healthy chickens: relationshigh in vivo pathogenicity. J. Clin.
Microbiol. 35: 2953-2957.

80



BLOM-POTAR, M.C; DAVID, HLL & RASTOGI, N. — 1989. soenzymes as tools to
discriminate various subdivisions in the Mycobaict@r fortuitum complex. Acta Leprol. 7:
39-43.

BOYER, H.W. & ROULLAND-DUSSOIX, D. — 1969. A compieentation analysis of the
restriction and modification of DNA ikscherichia coliJ. Mol. Biol. 41: 459-472.

BRIAN, M.J.; VAN, R.; TOWNSEND, I|.; MURRAY, B.E.;, CERAY, T.G. &
PIECKERING, L.K. — 1993. Evaluation of the moleaukpidemiology of an outbreak of
multiply resistant Shigella sonneiin a day-care center by using pulsed-field gel
electrophoresis and plasmid DNA analysis. J. Gllicrobiol. 31: 2152-2156.

BURKE, W.H. — 1988. Avian reproduction (egg fornosatiand embryo development). Rio de
Janeiro, Guanabara, pp. 853-862.

CAMPOS, T.A., STEHLING, E.G., FERREIRA, A., PESTANBE CASTRO, A.F.,
BROCCHI, M., SILVEIRA, W.D. — 2005. Adhesion progies, fimbrial expression and PCR
detection of adhesin-related genes of a#anherichia colistrains. Vet. Microbiol. 106, 275-
285.

CAVE, H.; BINGEN, E.; ELION, J. & DENAMUR, E. — 199 Differentiation ofEscherichia
coli strains using randomly amplified polymorphic DNAadysis. Res. Microbiol. 145: 141-
50.

CLERMONT, O.; BONACORSI, S.; & BINGEN, E. — 2000apid and simple determination
of theEscherichia colphylogenetic group. Appl. Environ. Microbiol. 685655-4558.

COBERTT, W.T.; BERKHOFF, H.A. & VINAL, A.C. — 1987 pidemiological study of the
relationship between Congo red bindikgcherichia coliand avian colisepticemia. Can. J.
Vet. Res. 51: 312-315.

COLLINSON, S.K.; DOIG, P.C.; DORAN, J.L.; CLOUTHIERS.; TRUST, T.J. & KAY,
W.W. — 1993. Thin, aggregative fimbriae mediatedmg of Salmonella enteritidisto
fibronectin. J. Bacteriol. 175:12-18.

DALLA-COSTA, L.M.; IRINO, K.; RODRIGUES, J.; RIVERAILN.G. & TRABULSI, L.R.
— 1998. Characterization of diarrhoeagegcherichia coliclones by ribotyping and ERIC-
PCR. J. Med. Microbiol. 47: 227-234.

DHO, M. & LAFONT, J.P. — 1984. Adhesive propertiasd iron uptake ability irkE. coli
lethal and non-lethal for chicks. Avian Dis. 281601025.

DHO-MOULIN, M.; BREE, A., DESATEULS, C. & FAIRBROTHR, J. — 1997.
Relationship between presence of thlieandcsgAgenes and virulence in avi&scherichia
coli. Abstracts of the 97 General Meeting of the American Society for Midmdbgy, 4-8
May, Miami Beach, FL, American Society for Microlagy, pp. 75.

81



DHO-MOULIN, M. & FAIRBROTHER, J.M. — 1999. Avian plaogenicEscherichia coli
(APEC). Vet. Res. 30: 299-316.

DONNENBERG, M.S. & KAPER, J.B. — 1992. Enteropajbnic Escherichia coli Infect.
Immun. 60: 3953-3961.

DOZOIS, C.M.; FAIRBROTHER, J.M.; HAREL, J. & BOSSIH|. — 1992.pap- and pil-
related DNA sequences and other virulence detemtsnassociated witlEscherichia coli
isolated from septicemic chickens and turkeys.dnfienmun. 60: 2648-2656.

DOZOIS, C.M.; DHO-MOULIN, M.; BREE, A.; FAIRBROTHERJ.M.; DESAUTELS, C.

& CURTISS lll, R. — 2000. Relationship between fs&h autotransporter and pathogenicity
of avianEscherichia coliand localization and analysis of the genetic neglofect. Immun.
68:4145-4154.

DRASAR, B.S. & HILL, M.J. —1974. Human intestirfldra. Academic Press, Ltd., London,
Unidet Kingdom, pp. 36-43.

EBERHARD, W.G. — 1990. Evolution in bacterial pladmand levels of selection. Quarterly
Rev. Biol. 65: 3-22.

ELFADIL, A.A.; VAILLANCOURT, J.P.; MEEK, A.H., JULAN, R.J. & GYLES, C.L. -
1996. Description of cellulitis lesions and asstores between cellulitis and other categories
of condemnation. Avian Dis. 40: 690-698.

EMERY, D.A.; NAGARAJA, K.V.; SHAW, D.P.; NEWMAN, A. & WHITE, D.G. — 1992,
Virulence factors oEscherichia coliassociated with colisepticemia in chicken and eysk
Avian Dis. 36: 504-511.

FANTINATTI, F.; SILVEIRA, W.D & CASTRO, A.F.P. — 194. Characteristics associated
with pathogenicity of avian septicaentischerichia colistrains. Vet. Microbiol. 41: 75-86.

FERNANDEZ, L.A. & BERENGUER, J. — 2000. Secretiamdaassembly of regular surface
structures in Gram-negative bacteria. FEMS MicrbliRev. 24: 21-44.

FOSTER, G.; ROSS, H.M.; PENNYCOTT, T.W.; HOPKINS,FG& McLAREN, .M. —
1998. Isolation oEscherichia coliO86:K61 producing cyto-lethal distending toxinrfravild
birds of the finch family. Lett. Appl. Microbiol.& 395-398.

GANNON, V.P.J.; RASHED, M.; KING, R.K. & THOMAS, H.G. — 1993. Detection and
characterization of theeae gene of Shiga-like toxin-producingscherichia coliusing
polymerase chain reaction. J. Clin. Microbiol. 3268-1274.

GERMON, P.; CHEN, Y.H.; HE, L.; BLANCO, J.E.; BREB,; SCHOULER, C.; HUANG,

S.H. & MOULIN-SCHOULER, M. — 2005ibeA a virulence factor of avian pathogenic
Escherichia coliMicrobiol. 151: 1179-1186.

82



GIBSON, F. & MAGRATH, D.I. — 1969. The isolation ércharacterization of a hydroxamic
acid (aerobactin) formed bAerobacter aerogene®2-l. Biochem. Biophys. Acta. 152: 175-
184.

GOPHNA, U.; OELSCHLAEGER, T.A.; HACKER, J. & RON,.E — 2001 YersiniaHPI in
septicemicEscherichia colistrains isolated from diverse hosts. FEMS Micrbhiett. 196:
57-60.

GROSS, W.B. — 1961. The development of air sacadiseAvian Dis. 5: 431-439.

GROSS, W.B. — 1991. Colibacillosis, In: CALNEK WM., BARNES, H.J.; BEARD, C.W.;
REID, W.M. & YODER, J.HW. (Eds.), Disease of paylt9th ed., lowa State University
Press, Ames, lowa, pp. 138-144.

GYLES, C.L. — 1994Escherichia coliin domestic animals and humans. CAB International,
Wallingford, UK, pp. 237-259.

GYMAH, J.E. & PANIGRAPHY, B. — 1988. Adhesin-receptinteractions mediating the
attachment of pathogeniescherichia colito chicken tracheal epithelium. Avian Dis. 32: 74-
78.

HAMES, B.D. & RICKWOOD, D. — 1982. Gel electrophsi® of proteins: A practical
approach. IRL Press Limited, England.

HAMMAR, M.; ARNQVIST, A.; BIAN, Z.; OLSEN, A. & NORMARK, S. — 1995.
Expression of two csg operons is required for petida of fibronectin and Congo red
binding curli polymers irEscherichia colK12. Mol. Microbiol. 18: 661-670.

HARDY, K.G. — 1975. Colicinogeny and related pheeoia. Bacteriol. Rev. 39: 464-515.

HOFFMAN, V. — 1968. Anatomia e fisologia de la sswv®mesticas. Zaracosa, Acribia, pp.
68.

HULL, R.A,; GILL, R.E.; HSU, P.; MINSHEW, B.H. & FAKOW, S. — 1981. Construction
and expression of recombinant plasmids encoding fypr D-mannose resistant pili from a
urinary tract infectiorEscherichia colisolate. Infect. Immun. 33: 933-938.

HULTON, C.S.J., HIGGINS, C.F. & SHARP, P.M. — 19ERIC sequences: a novel family
of repetitive elements in the genomed=stherichia coli Salmonella typhimuriurand other
enterobacteria. Mol. Microbiol. 5: 825-834.

IKE, K; KAWAHARA, K; DANBARA, H & KUME, K. — 1992. Serum resistance and

aerobactin iron uptake in avidascherichia colimediated by conjugative 100-megadalton
plasmid. J. Vet. Med. Sci. 54: 1091-1098.

83



JANBEN, T.; SCHWARZ, C.; PREIKSCHAT, P.; VOSS, M.; PHIIP, H.C. & WIELER,
L.H. — 2001. Virulence-associated genes in aviathgegenic Escherichia coli (APEC)
isolated from internal organs of poultry having dliffom colibacillosis. Int. J. Med.
Microbiol. 291: 371-378.

JANN, K. & JANN, B.J. — 1997. Capsules Bfcherichia coli,In: SUSSMAN, M. (ed.)
Escherichia coliMechanisms of virulence, Cambridge UniversitydRrgp. 113-143.

JORDAN, T.T.W. & PATTISON, M. — 1996. Coliseptica@mIn: Poutry diseases, 4 th ed.
Cambridge University Press, pp. 39-41.

KALLENIUS, G.; MOLLBY, R.; SVENSON, S.B.; WINBERGJ. & HULTBERG, H. —
1980. Identification of a carbohydrate receptaogmized by uropathogenktscherichia coli
Infection 8: 288-293.

KARCH, H.; SCHUBERT, S.; ZHANG, D.; ZHANG, W.; SCHMT, H.; OLSCHLAGER,
T. & HACKER, J. — 1999. A genomic island, termedtjpathogenicity island, is present in
certain non-0157 Shiga toxin-produciggcherichia coliclonal lineages. Infect. Immun. 67:
5994-6001.

KAUFFMANN, F. —1947. The serology of tleeli group. J. Immunol. 57: 71-100.

KITAJIMA, E.W; DOLDER, M.AH. & JOAZEIRO, P.P. — 19. Apostila de microscopia
eletrénica de varredura. Campinas, Instituto déogia, Universidade Estadual de Campinas.

KNUTTON, S.; BALDWIN, T.; WILLIAMS, P.H. & McNEISH, A.S. — 1989. Actin
accumulation at sites of bacterial adhesion taudssulture cells: basis of a new diagnostic
test for enteropathogenic and enterohemorrhBgaherichia coli Infect. Immun. 57: 1290-
1298.

LA RAGIONE, R.M.; COOLEY, W.A. & WOODWARD, M.J. —@00. The role of fimbriae
and flagella in the adherence of avian straingsgherichia coliO78:K80 to tissue culture
cells and tracheal and gut explants. J. Med. Micio49: 327-338.

LA RAGIONE, R.M. & WOODWARD, M.J. — 2002. Virulenctactors ofEscherichia coli
serotypes associated with avian colisepticaemia. Ret. Sci. 73: 27-35.

LATHAM, R.H. & STAMM, W.E. — 1994. Role of fimbriad Escherichia coliin urinary
tract infections in adult women: correlation witicélization studies. J. Infect. Dis. 149: 835-
840.

LE BOUGUENEC, C.; ARCHAMBAUD, M. & LABGINE, A. — 992. Rapid and specific
detection of thepap, afa,and sfa adhesin-enconding operons in uropathogétscherichia
coli strains by polymerase chain reaction. J. Clin.rbb@l. 30: 1189-1193.

LEVINE, M.M. — 1984.Escherichia coliinfections. In: Bacterial vaccines, cap. 7. London
Academic Press, pp. 187-235.

84



LEVINE, M.M. - 1987. Escherichia coli that cause diarrhea: enterotoxigenic,
enteropathogenic, enteroinvasive, enterohemorrhagicenteroadherent. J. Infect. Dis. 155:
377-389.

LINDBERG, F.; TENNENT, J.M.; HULTGREN, S.J.; LUNIB. & NORMARK, S. — 1989.
papD, a periplasmatic transport protein in P-pilus lelogsis. J. Bacteriol. 171: 6052-6058.

LINGGOOD, M.A.; ROBERTS, M.; FORD, S.; PARRY, S.&.WILLIAMS, P.H. — 1987.
Incidence of the aerobactin iron uptake system amBacherichia coliisolates from
infections of farm animals. J. Gen. Microbiol. 1835-842.

LIU, P.Y.; LAU, Y.J.; HU, B.S; SHYR, J.M.; SHI, ZYTSAI, W.S.; LIN, Y.H. & TSENG,
C.Y. — 1995. Analysis of clonal relationships amasgjates ofShigella sonneby different
molecular typing methods. J. Clin. Microbiol. 33:7B-83.

MARC, D. & DHO-MOULIN, M. — 1996. Analysis of thém cluster of an avian O2 strain of
Escherichia coli serogroup-specific sites withifimA and nucleotide sequence fihl. J.
Med. Microbiol. 44: 444-452.

MAURER, J.J.; BROWN, T.P., STEFFENS, W.L. & THAYER,G — 1998. The occurrence
of ambient temperature-regulated adhesins, cunti,the temperature-sensitive hemagglutinin
Tsh among avia&scherichia coliAvian Dis. 42: 106-118.

MELLATA, M.; DHO-MOULIN, M.; DOZOIS, C.M.; CURTISSIII, R.; BROWN, P.K,;
ARNE, P.; BREE, A; DESAUTELS, C. & FAIBROTHER, J.M-. 2003. Role of virulence
factors in resistance of avian pathogeBscherichia colito serum and in pathogenicity.
Infect. Immun. 71: 536-540

MILCH, H.; NIKOLNIKOV, S. & CZIROK, E. — 1984 Escherichia colicol V plasmids and
their role in pathogenicity. Acta Microbiol Hungl:3117-125.

MILLER, J.H. — 1972. Experiments in molecular bigyo Cold Spring Harbor Lab. Press.

MOL, O & OUDEGA, B. — 1996. Molecular and structuespects of fimbriae biosynthesis
and assembly ikscherichia coliFEMS Microbiol. Rev. 19: 25-52.

MOON, H.W. — 1990. Colonization factor antigensewfterotoxigenicEscherichia coliin
animals. Curr. Top Microbiol. Immunol. 151: 148-165

MORLEY, AJ. & THOMSON, D.K. — 1984. Swollen heaginsirome in broiler chickens.
Avian Dis. 28: 238-243.

NATARO, J.P. & KAPER, J.B. — 1998. DiarrheageBkmcherichia coliClin. Microbiol. Rev.
11:142-201.

85



NGELEKA, M.; KWAGA, J.K.; WHITE, D.G.; WHITTAM, T.S;, RIDELL, C.,;
GOODHOPE, R.; POTTER, A.A. & ALLAN, B. — 199&scherichia colicellulitis in broiler
chickens: clonal relationships among strains amalyais of virulence-associated factors of
isolates from diseased birds. Infect. Immun. 64:833126.

NICHOLLS, L., GRANT, T.H & ROBINS-BROWNE, R.M. — ZW. Identification of a novel
genetic locus that is required for in vitro adhesid a clinical isolate of enterohaemorrhagic
Escherichia colio epithelial cells. Mol. Microbiol. 35: 275-288.

NOLAN, L.K; WOOLEY, R.E & COOPER, R.K. — 1992. Trgmoson mutagenesis used to
study the role of complement resistance in theletirce of an aviafEscherichia coliisolate.
Avian Dis. 36: 398-402.

NUNOYA, T.; TAJIMA, M.; IZUCHI, T.; TAKAHASHI, K.; OTAKI, T.; NAGASAWA, Y.
& HAKOGI, E. — 1991. Pathology of a broiler diseaderacterized by the swollen head. J.
Vet. Med. Sci. 53: 347-349.

O'BRIEN, A.D; THOMPSON, M.R.; CANTEY, J.R. & FORMALS.B. — 1977. Production
of a Shigella dysenteriakke toxin by pathogenidcscherichia coli In: Abstracts of the
Annual Meeting of the American Society for Microleigy. ASM. Washington, D.C., Abstr.
B103.

O'BRIEN, A.D; LA VECK, G.D.; THOMPSON, M.R. & FORMR, S.B. — 1982. Production
of Shigella dysenteriatype 1-like cytotoxin by¥escherichia coliJ. Infect. Dis. 146: 763-769.

OKEKE, I.N.; SCALETSKY, I.C.A.; SOARS, E.H.; MACFARANE, L.R. & TORRES,
A.G. — 2004. Molecular epidemiology of the ironligition genes of enteroaggregative
Escherichia coliJ. Clin. Microbiol. 42: 36-44.

OLSEN, A.; JONSSON, A. & NORMARK, S. — 1989. Fibemtin binding mediated by a
novel class of surface organellesEscherichia coliNature 338: 652-655.

OLSEN, A.; ARNQVIST, A.; HAMMAR, M. & NORMARK, S. —1993a. Environmental
regulation of curli production ikscherichia coliInfect. Agents Dis. 2: 272-274.

OLSEN, A.; ARNQVIST, A.; HAMMAR, M.; SUKUPOLVI, S& NOMARK, S. — 1993b.
The RpoS sigma factor relieves H-NS-mediated trgptsanal repression afsgA the subunit
gene of fibronectin-binding curli iBscherichia coliMol. Microbiol. 7: 523-536.

ORSKOV, | & ORSKOV, F. — 1985Escherichia coliin extra-intestinal infections. J. Hyg.
95:551-575.

OSEK, J. — 2000. Virulence factors and genetidediaess oEscherichia colstrains isolated
from pigs with post-weaning diarrhea. Vet. Micrdbifl: 211-222.

OVERALL JR., J.C. — 1970. Neonatal bacterial meiniagAnalysis of predisposing factors
and outcome compared with matched control subjéciediat. 76: 499-511.

86



PACHECO, AB.F.; GUTH, B.E.C.; SOARES, K.C.C.; ALMBA, D.F. & FERREIRA,
L.C.S. — 1997. Clonal relationships amdagcherichia coliserogroup O6 isolates based on
RAPD. FEMS Microbiol. Lett. 148: 255-260.

PARREIRA, V.R. & YANO, T. — 1998. Cytotoxin produteby Escherichia coliisolated
from chickens with swollen head syndrome (SHS). Wetrobiol. 62:111-119.

PARREIRA, V.R. & GYLES, C.L — 2003. A novel pathageity island integrated adjacent to
the thrw tRNA gene of avian pathogenic Eschericoiaa vacuolating autotransporter toxin.
Infect. Immun. 71: 5087-5096.

PATTISON, M.; CHETTLE, N.; RANDALL, C.J. & WYETH, B. — 1989. Observations on
swollen head syndrome in broiler and broiler breetickens. Vet. Rec.125: 229-231.

PECHERE, J.C. — 1985. Facteurs microbiologiquegalkogénicité I' exemple dg. coliin:
Urologie Pathologie Infectieuse et parasitair&kisury, Masson, Paris, pp. 47-52.

PEETERS, J.E. — 199£&scherichia coliinfections in rabbit, cats, dogs, gats and horses.
Gyles C. L. (Ed.),Escherichia coliin domestic animals and humans, CAB International,
Wallingford, pp. 261-283.

PELLUDAT, C.; RAKIN, A.; JACOBI, C.A.; SCHUBERT, S& HEESEMANN, J. — 1998.
The yersiniabactin biosynthetic gene cluster Yarsinia enterocoliticaorganization and
siderophore dependent regulation. J. Bacteriol: 289-546.

PENNYCOTT, T.W.; ROSS, H.M.; McLAREN, IL.M.; PARK, .A HOPKINS, G.F. &
FOSTER, G. — 1998. Causes of death of wild-birdtheffamilyFringillidae in Britain. Vet.
Rec. 143: 155-158.

PESTANA DE CASTRO, AF.; SERAFIM, M.B.; BRITO, JIR; BARCELLOS, D.S.E.N.
& COLLI, LLA.G. — 1984. Virulence factors presemt ¢ultures ofEscherichia coliisolated
from pigs in the region of Concordia, SC, Braz#sB. Vet. Bras. 4: 109-114.

POURBAKHSH, S.A.; DHO-MOULIN, M.; BREE, A.; DESAUTES, C.; MARTINEAU-
DOIZE, B. & FAIRBROTHER, J.M. — 1997. Localizati@f thein vivo expression of P and
F1 fimbriae in chickens experimentally inoculatedhwathogenidscherichia coli Microb.
Pathog. 22: 331-341.

PROVENCE, D.L. & CURTISS lll, R. - 1994. Isolatioand characterization of a gene
involved in hemagglutination by an avian pathogdefscherichia colistrain. Infect. Immun.
62: 1369-1380.

QUACKENBUSH, R.L. & FALKOW, S. — 1979. Relationshiigtween colicin V activity and
virulence inEscherichia coli Infect. Immun. 24: 562-564.

87



RASMUSSEN, H.N.; RASMUSSEN, O.F.; ANDERSEN, J.K. &0LSEN J.E. — 1994,
Specific detection of pathogen¥ersinia enterocoliticdby two-step PCR using hot-start and
DMSO. Mol. Cell. Probes 8: 99-108.

ROBINS-BROWNE, R.M.; TOKHI, AM.; ADAMS, L.M.; WOODB.V.; MOISIDIS, A.V.;
KREJANY, E.O. & O'GORMAN, L.E. — 1994. Adherenckaracteristics of attaching and
effacing strains oEscherichia colfrom rabbits. Infect. Immun. 62: 1584-1592.

RUNYEN-JANECKY, L.J; REEVES, S.A.; GONZALES, E.G PAYNE, S.M. — 2003.
Contribution of theShigella flexneriSit, luc, and Feo iron acquisition systems to iron
acquisition in vitro and in cultured cells. Infebhmun. 71: 1919-1928.

SAMBROOK, J.; FRITSCH, E. F. & MANIATIS, T. (1989Molecular cloning: a laboratory
manual. & Edition. Cold Spring harbor Laboratory Press, Nl¥,1584.

SANSONETTI, P.J.; RYTER, A.; CLERC, P.; MAURELLI,.A. & MOUNIER, J. — 1986.
Multiplication of Shigella flexneriwithin HelLa cells: lysis of the phagocytic vacuaad
plasmid-mediated contact hemolysis. Infect. Immain.461-4609.

SCALETSKY, I. C. A.; SILVA, M. L. M. & TRABULSI, L.R. — 1984. Distinctive patterns
of adherence of enteropathogeBsrherichia colto HelLa cells. Infect. Immun. 45: 534-536.

SCHMIDT, H.; ZHANG, W.L; HEMMRICH, U. S.; JELACICS.; BRUNDER, W.; TARR,
P.l; DOBRINDT, U.; HACKER, J. & KARCH, H. — 2000Identification and
characterization of a novel genomic island intemgtaiat selC in locus of enterocyte
effacement-negative, Shiga toxin-produckgrherichia colilnfect. Immun.69: 6863-6873.

SCHNAITMAN, C.A. — 1971. Solubilization of the cyitasmic membrane dEscherichia
coli by Triton X-100. J. Bacteriol. 108: 545-552.

SCHUBERT, S.; RAKIN, A.; KARCH, H.; CARNIEL, E. & HESEMANN, J. — 1998.
Prevalence of the “high-pathogenicity island” ofr¥iaeia species amongscherichia coli
strains that are pathogenic to humans. Infect. Imr66: 480-485.

SILVEIRA, W.D.S; FERREIRA, A.; BROCCHI, M.; HOLLANDB, L.M.; PESTANA DE
CASTRO, AF.; YAMADA, A. T. & LANCELLOTTI, M. — 20Q@a. Biological characteristics
and pathogenicity of aviaBscherichia colstrains. Vet. Microbiol. 85: 47-53.

SILVEIRA, W.D.; FERREIRA, A.; LACELLOTTI, M.; BARBGCBA, |.; LEITE, D.S,;
PESTANA DE CASTRO, A.F. & BROCCHI, M. — 2002b. Chirrelationships among avian
Escherichia coliisolates determined by enterobacterial repetitivergenic consensus
(ERIC)-PCR. Vet. Microbiol. 89: 323-328.

SILVEIRA, W.D.; LACELLOTTI, M.; FERREIRA, A.; SOLFRINI, V.N.; PESTANA DE
CASTRO, AF.; STEHLING, E.G. & BROCCHI, M. — 200Betermination of the clonal
structure of aviarEscherichia colistrains by ribotyping analysis. J. Vet. Med. Bfelrt. Dis.
Vet. Public. Health. 50: 63-69.

88



SMITH, HW. & GYLES, C.L. — 1970. The relationshietween two apparently different
enterotoxins produced by enteropathogenic strainSscherichia coliof porcine origin. J.
Med. Microbiol. 3: 387-401.

SMITH, HW. — 1974. A search for transmissible pagbnic characters in invasive strains of
Escherichia colithe discovery of a plasmid-controlled toxin anglasmid-controlled lethal
character closely associated, or identical, witlicoee V. J. Gen. Microbiol. 83: 95-111.

SOJKA, W.J. & CARNAGHAN, R.B.A. — 1961Escherichia coliinfection in poultry. Res.
Vet. Sci. 2: 340-352.

STATHOPOULOS, C.; PROVENCE, D.L. & CURTISS lll, R.1999. Characterization of
the avian pathogenic hemagglutinin Tsh, a membeh@fimmunoglobulin A protease type
family of autotransports. Infect. Immun. 67: 772L78

STEHLING, E.G.; CAMPOS, T.A.; FERREIRA, A. & SILVRA, W.D. — 2003a. Adhesion
and invasion characteristics of a septicaemic aw#acherichia colistrain are plasmid
mediated. J. Appl. Res. Vet. Med. 1: 27-36.

STEHLING, E.G.; YANO, T.; BROCCHI, M. & SILVEIRA, WD. — 2003b. Characterization
of a plasmid-encoded adhesin of an avian pathodestgberichia coliAPEC) strain isolated
from a case swollen head syndrome (SHS). Vet. Miot095: 111-120.

STONE, G.G.; OBERST, R.D.; HAYS, M.P.; McVEY, S. GHENGAPPA, M.M. — 1994.
Detection ofSalmonellaserovars from clinical samples by enrichment bmthivation-PCR
procedure. J. Clin.Microbiol. 32: 1742-1749.

SZALO, I.M.; GOFFAUX, F.; PIRSON, V.; PIERARD, DBALL, H. & MAINIL, J. — 2002.
Presence in bovine enteropathogenic (EPEC) andodatemorrhagic (EHECEscherichia
coli of genes encoding for putative adhesins of humd&E strains. Res. Microbiol. 153:
653-658.

TARR, C.L.; LARGE, T.M.; MOELLER, C.L.; LACHER, D.WTARR, P.l.; ACHESON,
D.W. & WHITTAM, T.S. — 2002. Molecular charactertcn of a serotype O121:H19 clone,
a distinct Shiga toxin-producing clone of pathogeBscherichia coli Infect. Immun.70:
6853-6859.

TAYLOR, R.K; MANOIL, C. & MEKALANOS, J.J. — 1989. Bad-host-range vectors for
delivery of TrphoA use in genetic analysis of secreted virulencerdgehants ofVibrio
cholerae J. Bacteriol. 171: 1870-1878.

TIVENDALE, K.A.; ALLEN, J.L; GINNS, C.A.; CRABB, BS. & BROWNING, G.F. —

2004. Association ofss andiucA, but nottsh, with plasmid-mediated virulence of avian
pathogenid&Escherichia colilnfect. Immun. 72: 6554-6550.

89



TOMA, C.; ESPINOSA, E.M; SONG, T.; MILIWEBSKY, ECHINEN, I.; IYODA, S.;
MIWANAGA, M. & RIVAS, M. — 2004. Distribution of ptative adhesins in different
seropathotypes of Shiga-toxin-produckgcherichia coliJ. Clin. Microbiol. 42: 4937-4946.

TRUSCOTT, R.B. — 1973. Studies on the chick-letteedin of Escherichia coli Can. J.
Comp. Med. 37: 375-381.

VAN DEN BOSCH, J.F; HENDRIKS, J.H.I.M.; GLADIGAU, .| WILLEMS, H.M.C.;
STORM, P.K. & DE GRAFF, F.K. — 1993. Identificatioof F11 fimbriae in chicken
Escherichia colstrains. Infect. Immun. 61: 800-806.

VAN SOOLINGEN, D.; HERMANS, P.W.M.; HASS, P.EW.;C&L, D.R. & VAN
EMBDEN, J.D.A. — 1991. The occurrence and stabilaf insertion sequences in
Mycobacterium tuberculosisomplex strains: evaluation of an insertion segaafependent
DNA polymorphism as a tool in the epidemiology abérculosis. J. Clin. Microbiol. 29:
2578-2586.

VERSALOVIC, J., KOEUTH, T. & LUPSKI, J. R. — 199Distribution of repetitive DNA
sequences in eubacteria and application to finggpg of bacterial genomes. Nucleic Acids
Res. 19: 6823-6831.

WATERS, V.L. & CROSA, J.H. — 1991. Colicin V virulee plasmids. Microbiol. Rev. 55:
437-450.

WILLIAMS, P.H. — 1979. Novel iron uptake system eiied by ColV plasmids: an
important component in the virulence of invasivaisis ofEscherichia coli Infect. Immun.
26:925-932.

WILLIAMS, P.H. & GRIFFTHS, E. — 1992. Bacterial traferrin receptors-structure, function
and contribution to virulence. Med. Microbiol. Immuai. 181: 301-322.

WOOLEY, R.E. & BLUE, J.L. — 1976. Bacterial isolatis from canine and feline urine.
Mod. Vet. Pract. 57: 535-538.

WOOLEY, R.E.; SPEARS, K.R.; BROWN, J.; NOLAN, L.l& FLETCHER, O.J. — 1992.
Relationship of complement resistance and seleciedence factors in pathogenic avian
Escherichia coliAvian Dis. 36: 679-684.

WOOLEY, R.E.; NOLAN, L.K.; BROWN, J.; GIBBS, P.SGIDDINGS, C.W. & TURNER,
K.S. — 1993. Association of K1 capsule, smoothgmgsaccharidedratT gene, and Colicin
V production with complement resistance and viroéenf avianEscherichia coli Avian Dis.

37:1092-1096.

WOOLEY, R.E.; GIBBS, R.S.; BROWN, T.P.; GLISSON,RJ. STEFFENS, W.L. &

MAURER, J.J. — 1998. Colonization of the chickemctrea by an avirulent avidtscherichia
coli transformed with plasmid pHK11. Avian Dis. 42:1948.

90



YE, C. & XU, J. — 2001. Prevalence of iron trangmmne on pathogenicity associated island
of uropathogeni&scherichia coliin E. coli O157:H7 containing Shiga toxin gene. J. Clin.
Microbiol. 39: 2300-2305.

YEH, F.C.; YANG, R.C. & BOYLE, Y. — 1999. Popgenersgion 1.31. Microsoft Windows-
based freeware for Population Genetic Analysis éitebhttp://www.ualberta.ca/~fyeh/).

91



Typing of avian pathogeni&scherichia coli strains by REP-PCR
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ABSTRACT - Brocchi M., Ferreira A., Lancellotti M., Stehling@®&, Campos T.A., Nakazato
G., Pestana de Castro A.F. & Silveira W.D. 200¢ping of avian pathogenicEscherichia
coli strains by REP-PCR Pesquisa Veterinaria Brasilei26(2):00-00. Departamento de
Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biologi&lniversidade de Campinas, Cx. Postal
6109, Campinas, SP CEP: 13081-862, Brasil.

E-mail: wds@unicamp.br

In the present study the repetitive extragenic ngatimic (REP) polymerase chain
reaction (PCR) technique was used to establishltimal variability of 49 aviafEscherichia coli
(APEC) strains isolated from different outbreak esa®f septicemia (n=24), swollen head
syndrome (n=14) and omphalitis (n=11). Thirty coms® strains isolated from poultry with no
signs of these illnesses were used as controhstraihe purified DNA of these strains produced
electrophoretic profiles ranging from 0 to 15 bamdth molecular sizes varying from 100 bp to
6.1 kb, allowing the grouping of the 79 strainsoird dendrogram containing 49 REP-types.
Although REP-PCR showed good discriminating poweras not able to group the strains either
into specific pathogenic classes or to differestietween pathogenic and non-pathogenic
strains. On the contrary, we recently demonstrtiatiother techniques such as ERIC-PCR and
isoenzyme profiles are appropriate to discriminaéveen commensal and APEC strains and
also to group these strains into specific pathagelaisses. In conclusion, REP-PCR seems to be
a technique neither efficient nor universal for APEtrains discrimination. However, the
population clonal structure obtained with the usBBP-PCR must not be ignored particularly if
one takes into account that the APEC pathogenidhiamesms are not completely understood yet.
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RESUMO - [Tipificagdo de amostras aviarias patogénicas descherichia coli pela REP-
PCR.] A técnica de REPRepetitive extragenic palindromrPCR foi utilizada para avaliar a
variabilidade genética de 49 amostras Ekeherichia colipatogénicas para aves (APEC),
isoladas de aves de corte (frangos) em diferenteessde septicemia (n=24), sindrome da
cabeca inchada (n=14) e onfalite (n=11). Trinta stnas comensais, isoladas de frangos sem
sinais de doenca, foram utilizadas como control@nAlise do perfil eletroforético obtido por
reacdo de REP-PCR utilizando DNA purificado das €tmas evidenciou a amplificagdo de 0 a
15 bandas de DNA com pesos moleculares variande 460 pb e 6.1 Kb. A andlise deste
padrdo permitiu a constru¢cdo de um dendrograma migtramdo o agrupamento das 79 amostras
em 49 perfis distintos. Embora a técnica de REP-R&fha apresentado grande poder
discriminatdrio, as amostras patogénicas e naogfaicas nao foram discriminadas entre si
assim como néo foi observado o agrupamento de eameastusadoras do mesmo tipo de doenca.
Por outro lado, demonstramos recentemente quesdétraicas tais como ERIC-PCR e a analise
de isoenzimas foram eficientes quando utilizadaa psta mesma finalidade. Concluindo, REP-
PCR parece nao ser uma técnica eficiente e univeasa discriminar entre amostras APEC.
Porém, a estrutura clonal populacional obtida coms@de REP-PCR nédo deve ser desprezada,
particularmente se considerarmos que 0s mecanigepatogenicidade de APEC ainda néo séao

completamente conhecidos.

TERMOS DE INDEXACAOQ:Escherichia coliaviaria, tipificacdo, REP-PCR.

INTRODUCTION

In poultry, the gram-negative bacterilfscherichia colis an important cause of diseases
resulting in serious economic losses to the pouhldustry (Gross 1994). These strains are
designated avian pathogertic coli (APEC) (Dho-Moulin & Fairbrother 1999) and the ehses
they cause are mainly septicemia, swollen head reyme, omphalitis, cellulitis, yolk-sac
infection and respiratory tract infections (SojkaGarnaghan 1961, Morley & Thomson 1984,
Randall et al. 1984). It has been proposed thakesofrthe above mentioned diseases such as
septicemia and swollen head syndrome start as dapprinfections triggered by an initial

Mycoplasmaor viral infection followed by an invasive phasérgss 1961, Aycard & Lafont
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1969, Dho & Lafont 1982, Morley & Thomson 1984). @malitis appears to be initiated by the
bacterium actively crossing the egg barriers dutivgglaying process or during incubation (Gross
1994) and in this case such types of bacteria wacligust as opportunistic agents (Silveira et al.
2002a).

Several studies have been conducted in an attempinderstand the pathogenic
mechanisms and virulence factors expressed by te#aes (reviewed in Dho-Moulin &
Fairbrother 1999 and La Ragione & Woodward 2002)hcdugh many pathogenic factors of
APEC strains were described (Fantinatti et al. 19%veira et al. 1994, Gomis et al. 1997,
Pourbakhsh et al. 1997a,b, Ban et al. 2001, Silveira et al. 2002a) many notgsicribed genes
or virulence factors could probably be involved.

The discovery that prokaryotic genomes contairatgd sequences such as the repetitive
extragenic palindrome (REP), or palindromic uni{Bequence (Higgins et al. 1982, Gilson et
al. 1984), and the enterobacterial repetitive ggaic consensus (ERIC) sequence (Hulton et al.
1991) has expanded the molecular biology tools dnatavailable to assess the clonal variability
of many bacterial strains includirigscherichia coli(Versalovic et al. 1991, Dalla-Costa et al.
1998). These molecular techniques are based onuskeof primers homologous to these
sequences that after PCR reaction generate arpaftamplified bands specific for each isolate
(Versalovic et al. 1991). Other molecular techngjgach as Ribotyping and Isoenzyprefile
have also been used to evaluate the clonalityiahds. coli (Silveira et al. 2003).

We recently demonstrated that ERIC-PCR and Isoeazamalysis are suitable for
discrimination between commensal and APEC straimdsadso to group these strains into specific

pathogenic classes (Silveira et al. 2002b, 2003).

The purpose of the present study was to evalu®&R-PCR, a typing method using REP
sequences as targets for PCR amplification, ace weful for studies of the clonal structure of
APEC. The same APEC and commensal strains preyioashlyzed by ERIC-PCR and
Isoenzyme profiles were here evaluated. All thaiisérwere isolated in Brazil and are responsible
for different diseases (septicemia, swollen headdsyme and omphalitis) of chickens. The
commensaE. coli strains were isolated from the gastrointestinadttod adult birds showing no
clinical signs of these diseases and were usedrasot Most of these strains were previously
investigated for the presence of pathogenic temt$ for pathogenicity in the one day-old-chicks

assay (Silveira et al. 2002b).
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MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains. Twenty-four septicemic (S), 14 swollen head syndrofHd) and 11
omphalitis (O)Escherichia colistrains isolated from different outbreaks, andcd8thmensal
strains (N) isolated from foals showing no signsy of the above diseases and belonging to
the Laboratory of Microbial Molecular Biology, DMUNICAMP, were studied in the present
investigation. With the exception of commensalisgahat were isolated from two different
ranches located at least 50 Km apart, all the ottieins were obtained from different
outbreaks occurred in different regions of BraZialjle 1). For each case, three colonies were
isolated and from those, which had the same plasanid antimicrobial drugs resistance
profiles, just one strain was used to make a frateok. Strains were identified Bscherichia
coli by biochemical tests. Strains from septicemic caga® isolated from liver, air sacs and
lung; swollen head syndrome strains were isolateth finfraorbitary sinuses and onphalitis
strains were isolated from the yolk sacs of oneadychicks; commensal strains were
collected from cloacae region. All strains were tkap-70C in LB medium containing 15%
glycerol to avoid recombination events and plaslosges.

Extraction of genomic DNA. Genomic bacterial DNA was extracted as descrilyeddn
Soolingen et al. (1991). Extracted DNA was resudpdnin TE buffer plus 10 mg/ml of
RNAse and its integrity after extraction was deiesd using 0.7% agarose gels in TE buffer
as described by Sambrook et al. (1989).

REP-PCR conditions and primers. REP-PCR primer sequences: REPI1R-l, 5'-
NICGICATCIGGC-3" and REP2-I. 5-ICGICTTATCIGGCCTA’ and the PCR reaction
conditions were as described by Versalovic etl&91), in a final volume of 50, with slight
modifications as follows: an initial denaturatio@4{C, 7min) followed by 30 cycles of
denaturation (9, 30sec), annealing (4D, 1min), and extension (72, 8 min) with a single
final extension (72, 15min). The size of the amplified fragments wasualized by
electrophoresis in submersed agarose gel (1.5%yusi0O bp and 1 kb DNA markers (Life
Technologies) as standards. The PCR for each stais performed in three separate

experiments to confirm the pattern of amplified ¢&n
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Agarose gel electrophoresisAgarose (1.5%) gel electrophoresis was performed a
described by Sambrook et al. (1989).

Fingerprint analyses.REP fingerprints of amplified DNA fragments obtainley agarose
gel electrophoresis were recorded. The presence g@iffen band was coded as 1 and the
absence of a given band was coded as 0 in a ddta raad analyzed using the Popgene
software (Version 1.31) (Yeh et al. 1999). Dendamgs of dissimilarity were constructed for
each case.

RESULTS

A total of 79Escherichia colistrains isolated from birds were studied. Of thekse
were obtained from birds showing clinical signsepticemia (n=24), swollen head syndrome
(n=14), or omphalitis (n=11) and 30 strains, terneesnmensal, were isolated from the
cloacae of poultry showing no signs of any kindhaf above diseases. All strains were studied
in terms of the electrophoretic profiles of theilNA fragments obtained after PCR
amplification using specific primers for REP elensermhe DNA amplification of th&. coli
strain was reproducible in the three amplificatioegperiments performed and the
fingerprinting generated distinct amplification blanranging in size from 100 bp to 6.1 kb
(data not shown). The obtained profiles allowed dh®uping of the 79 strains into 49 REP-
types (Fig.1) ranging from 0 to 15 bands, resultiing dendrogram of high polymorphism but
with a degree of dissimilarity not exceeding 15%.

Among all the clusters obtained, one (clustétid.1) comprised 72.15% of all studied
strains including 79.2%, 90.9%, 50% and 70% of iseptic, omphalitis, swollen head
syndrome and commensal strains, respectively.

It was possible to observe that although manyrsreesponsible for causing the same
type of disease had total genomic identity by ti@shnique, strains isolated from birds

suffering from different types of diseases also toddl or even a very close genomic identity.
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DISCUSSION

The initial works describing the clonal structurk B coli populations were those
published by Selander & Levin (1980) and Achtmamle(1983). The most commonly used
biochemical method to characterize bacterial pdpuria is multilocus enzyme electrophoresis
(Selander et al. 1986) and among the moleculartgefregerprinting techniques, pulsed field
gel electrophoresis (PFGE), restriction fragmemigte polymorphism (RFLP) and Multi-
locus sequence typing (MLST) are considered tahkentost accurate and reproducible ones
(Olive & Bean 1999, Chansiripornchai et al. 200iwld & Maiden 2003). PFGE, RFLP and
MLST analysis require relatively large amounts dfi® are time consuming and require
expensive equipment, thus being unsuitable for nteimiratories that work with bacterial
populations.

Other molecular techniques such as random ampgiditaof polymorphic DNA
(RAPD), repetitive extragenic palindromic sequen{®&P) and enterobacterial repetitive
intergenic consensus (ERIC) (Welsh & McClelland @,99ersalovic et al. 1991, Silveira et
al. 2002b) use less expensive equipment and cdyrzarthe data within one day of work.

The 79 aviarEscherichia colistrains analyzed in the present study (Fig.1) viewed
to have a high degree of polymorphism upon REPyaisalin agreement with the results
obtained by another Brazilian group (De Moura e2@D1) and by other groups eitheith
RAPD (Chansiripornchai et al. 2001) or with multls enzyme electrophoresis (Achtman et
al. 1983, Selander et al. 1986, Silveira et al.30fnd ERIC-PCR (Silveira et al. 2002b).
However, our results are different from those otsdiby De Moura et al. (2001) that found
similar discrimination power between REP and ERICRP

When we look at the distribution of the strainsidesthe constructed dendrogram we
can see that, although REP-PCR has discriminatagaaty, there is no real separation
according to the type of disease from which thairstwas isolated. The REP-PCR also did not
discriminate between commensal and pathogenimstrainese results are different of those
recently described by us using ERIC and Isoenzynodilgy (Silveira et al. 2002b, 2003).
Using these techniques we were able to discrimiteveen thesds. coli, separating
pathogenic and non-pathogenic strains into diffecéusters and grouping most of teains

according to the disease origin. Thus, our resmiticated that REP-PCRer seis less
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affective than ERIC and Isoenzyme profiles to groMPEC strains according to the
pathogenic process.

Our results also agree with others studies thapemed REP-PCR with others typing
methods. Dombek et al. (2000), for example, dematest that REP-PCR was less effective
than Box-derived fingerprints to discriminate amdngcoli isolated from humans and others
animals, including chickens. In another study, Laoret al. (1995), comparing the ability of
fingerprints performed with REP and ERIC primersnduded that the last was more
effective in differentiating amoni. coli strains from cows with clinical mastitis.

Based on the present results, we suggest that REEPd¢an discriminate between
APEC strains. However, when employed for the gewoowrharacterization of APEC
populations, this technique is not effective fargh strains types.

The discrepancies between our data and those ebtdiyp de Moura et al. (2001)
regarding the use of REP-PCR for APEC discrimimatamuld be explained by genetic
variability between different bacterial populatiotrs fact, the strains here analyzed and those
studied by de Moura et al. (2001) are not relafdemiologically. In conclusion, in the light
of these contradictory results, we believe that FERR is not a universal and reliable
technique to discriminate between APEC strains. €ata suggest that other techniques as
such as ERIC-PCR and isoenzyme profiles shouldsed in place of REP-PCR for APEC
discrimination.

There is still much to be explored for a better poghension of the APEC
pathogenesis. Thus, the genetic relationship betweese strains obtained with REP-PCR
must not be ignored. Maybe, in the near future,nthe mechanisms of pathogenicity and the
virulence factors of avian pathogeikic coli strains come to be better understood, the meaning

of the APEC population structure achieved with tehnique could be better understood.
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Table 1. E. coli strains used in the present study

Pathogenic process Strain (n) Origin
Omphalitis (O) 11 Séo Paulo State
Septicemia (S) 12 Parana State
Septicemia (S) 12 Minas Gerais State

Swollen Head Syndrome (H) 15 Séo Paulo State
Commensal (N) 15 Séo Paulo State, Ranch 1
15 Séo Paulo State, Ranch 2
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Fig.1. Dendrogram of dissimilarity showing the geéndistance of APEC and commensal

Escherichia colstrains based on REP-PCR analyses (* Cluster ).
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