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Resumo

A Colibacilose € um grave e importante problema econémico em exploracdes
aviarias. As estirpes de Avian Pathogenic Escherichia coli (APEC) causam uma larga
variedade de infecGes extraintestinais em aviarios, nomeadamente: aerosaculite,
colisepticémia e celulites nos frangos de carne e salpingites e peritonites nas galinhas
reprodutoras.

Neste trabalho foram estudadas 127 estirpes de Escherichia coli isoladas de
galinhas reprodutoras mortas com colibacilose (66) e de frangos de carne saudaveis (61).
As sessenta e seis estirpes foram tipificadas com os soros 02, 018 e O78, 0s serogrupos
mais associados com a doenca. O78 foi 0 mais comum (58%). Todas as amostras foram
analisadas para a presenca/auséncia de 11 genes de viruléncia: astA, chuA, cvaA/B, fimC,
fyuA, irp2, iss, iucD, papC, tsh e vat por PCR-Multiplex.. O gene fimC foi detetado em
93% dos isolados. Todas as estirpes patogénicas possuiam genes relacionados com a
absorcdo de ferro. Os resultados mostram que alguns dos genes sdo comuns as estirpes

comensais e patogénicas.

Palavras-chave: Avian Pathogenic Escherichia coli (APEC), Avian Faecal Escherichia
coli (AFEC), astA, chuA, cvaA/B, fimC, fyuA, irp2, iss, iucD, papC, tsh e vat.



Abstract

Title: Study of virulence genes from avian pathogenic Escherichia coli isolated from

poultry farms to prepare an auto vaccine to immunization and protection

The Colibacillosis is a serious disease and an important economic problem in
poultry farms. It is mainly caused by Avian Pathogenic Escherichia coli (APEC) strains
that cause a variety of extraintestinal diseases in poultry farms. The most commonly
associated pathologies are: airsacculitis, colisepticemia and cellulitis in broiler chickens,
and, salpingitis and peritonitisin laying hens.

In this work a total of 127 strains of Escherichia coli isolated from dead laying
hens with colibacillosis (66) and healthy broilers (61) were studied. The strains from
laying hens were typified with O2, 018 and O78 serogroups that are mainly associated
with disease. O78 was the most common serogroup (58%). All strains were analysed for
the presence of 11 virulence genes: astA, chuA, cvaA/B, fimC, fyuA, irp2, iss, iucD, papC,
tsh and vat by Multiplex-PCR. The gene fimC was detected in 93% of the isolates. All
pathogenic strains harboured iron uptake-related genes. The results show that some genes

are common to both commensal and pathogenic E. coli strains.

Keywords: Avian Pathogenic Escherichia coli (APEC), Avian Faecal Escherichia coli
(AFEC), astA, chuA, cvaA/B, fimC, fyuA, irp2, iss, iucD, papC, tsh and vat.
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1.Introducéo

ConsideracOes gerais

A colibacilose é uma das mais importantes patologias de origem bacteriana na
producdo aviaria e é responsavel por graves prejuizos econdmicos. Apesar dos avangos nas
medidas de profilaxia sanitaria, estudos recentes referem um aumento da colibacilose na
Europa (Ghunaim, 2014). Esta infecdo é causada por estirpes de Escherichia coli (E. coli)
detentoras de fatores de viruléncia que Ihes conferem uma capacidade de adaptagédo a novos
“nichos” ecologicos e a eclosdo de um largo espetro de doencas (Dziva, 2008; Kemmet,
2013).

As bactérias do genero E. coli colonizam o Aparelho Gastrointestinal do Homem e
de varias espécies animais, como organismos comensais, tornando-se por vezes agentes
oportunistas infeciosos. E de acordo com esta relaco que se classificam estas bactérias em
3 subgrupos: (1) E. coli comensal ou ndo-patogénica; (2) E. coli patogenica que origina
infecdes intestinais (INPEC) e (3) E. coli patogénica extra-intestinal (EXPEC) (Motiel,
2010; Frommel, 2013).

As estirpes que originam patologias intestinais subdividem-se em diversos
patotipos: E. coli enterotoxigénica (ETEC), enteropatogénica (EPEC), enterohemorragica
(EHEC), enteroagregativa (EAEC) e enteroinvasiva (EIEC), entre outras (Moriel, 2010).

Nas EXPEC estdo incluidas as estirpes E. Coli Uropatogénica (UPEC) do Aparelho
Urinario humano e animal, as E. coli neonatal meningite (NMEC) causadoras de meningite
neonatal. As estirpes patogénicas de aves denominam-se Avian Pathogenic Escherichia
coli (APEC) e as estirpes comensais, Avian Faecal Escherichia coli (AFEC) (Moriel,

2010). A figura 1 descreve os diferentes subgrupos de E. coli.
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Figura 1: Distribuicdo dos diferentes patotipos de Escherichia coli (adaptado de Cunha,
2014).

Filogeneticamente E. coli divide-se em quatro grupos principais: A, B1, B2 e D. Os
grupos B2 e D estdo mais presentes nas patologias humanas, enquanto o grupo A é o mais
frequentemente encontrado nas APEC (Bingen, 1998; Jeong, 2012). Existem cerca de 173
serogrupos de E. coli sendo os mais comuns, nas APEC, O2, 018 e O78, diferindo a sua
prevaléncia de acordo com o pais e o produtor. No entanto, este nimero de serogrupos tem
vindo a aumentar (Ewers, 2003).

As APEC sdo bem conhecidas no meio cientifico e industrial, desde ha muitos anos.
As colibaciloses séo, de facto, um importante problema econdémico, nas exploracdes
aviarias, em todo o mundo, devido a elevada mortalidade e morbilidade dos bandos.

A dispeneia é a sintomatologia mais frequente e as lesbes mais comuns sdo:
aerossaculite, celulite, pericardite e peri-hepatite (Kwaga, 1994; Ghunaim, 2014). O
processo infecioso, quando ndo tratado, termina com a morte do animal por septicémia
(Dziva, 2008).

De modo a minimizar os danos econémicos causados pela presenca das APEC, a
industria aviaria recorre a antibioterapia. Esta abordagem soluciona pontualmente o
problema, mas torna-se dispendiosa para o produtor.

Paralelamente ao impacto econdmico na industria, as APEC sdo também
consideradas como 0 maior reservatorio de resisténcia a antimicrobianos, podendo
transmitir esta caracteristica a outras bactérias através de plasmideos ou outro material

genético. Este facto é importante, uma vez que os diversos estudos indicam que 92% das
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APEC nos Estados Unidos, na Europa e na Austrélia sdo resistentes a trés ou mais
antimicrobianos (Ghunaim, 2014). Acresce, que apesar das avancadas medidas de
profilaxia e dos cuidados na producdo aviaria, prevé-se um aumento destas resisténcias.
Dados que sugerem a importancia do controlo das APEC nas exploracgdes aviarias, embora
esta bactéria faca parte da flora comensal dos animais (Ghunaim, 2014).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saiude (OMS), o uso ponderado de
antimicrobianos é emergente. A presenca de residuos destes medicamentos na cadeia
alimentar, devido ao seu uso indiscriminado, potencia o aparecimento de estirpes
resistentes aumentando a sua baixa eficacia com implica¢des na medicina humana e
veterinaria (Agunos, 2012). Abdi-Hachesoo, 2013 estabeleceram a relagcdo entre a
resisténcia a Quinolonas e Fluoroquinolonas encontradas em estirpes UPEC responsaveis
por infe¢cBes do aparelho urindrio humano com a existéncia dos genes gyrA e gyrB
responsaveis pela resisténcia antimicrobiana nas APEC. Estes investigadores concluiram
que as aves funcionam como reservatorios de bactérias resistentes e que essa resisténcia
pode ser transmitida a humanos a partir de produtos alimentares.

Estes e outros fatores constituem a principal razdo do interesse no desenvolvimento
de vacinas, com estirpes patogenicas que circulam nos aviarios, capazes de imunizar e
garantir uma protecdo eficiente dos animais. Considerando que as APEC diferem na
viruléncia e que o desconhecimento das bases moleculares desta variabilidade é escasso,
com este trabalho pretende-se identificar e caracterizar alguns dos genes de viruléncia de
estirpes APEC isoladas de processos patologicos de galinhas reprodutoras e AFEC isoladas
de fezes de frangos de carne. O conhecimento dos fatores de viruléncia permitira o controlo
das infecbes APEC com a producdo de uma vacina de rebanho que incorpore as estirpes

patogénicas relevantes.

1.1. Fatores de Viruléncia

O modo pelo qual as APEC invadem o organismo ndo estd bem estabelecido
embora a via oral e respiratdria parecam ser as mais importantes (Dziva, 2008). Estas
bactérias desenvolvem-se em qualquer habitat fora do Sistema Gastrointestinal, originando
uma larga variedade de doengas. A localizacdo, preferencialmente intestinal, permite a sua
disseminacéo a todo o organismo animal e, atraves da via fecal, para 0 meio ambiente.

A Escherichia coli possui fatores de viruléncia que lhe permite colonizar, invadir e

escapar ao sistema defensivo do hospedeiro bem como danificar os tecidos. Os genes que



codificam os fatores de viruléncia denominam-se por: Virulence-Associated Genes (VAGS)
sendo os que estdo associados a infegdes extraintestinais Extraintestinais Virulence-
Associated Genes (exVAGS) e os envolvidos em infegdes intestinais Intestinals Virulence-
Associated Genes (inVAGs) (Kemmet, 2013; Frémmel, 2013).

As técnicas de Biologia Molecular tém demonstrado elevada relevancia na
identificagdo dos genes envolvidos na expressao dos fatores de viruléncia de E. coli (Zhao,
2009).

Este trabalho teve como objetivo a caraterizacdo de genes de viruléncia de
estirpes patogénicas de E.coli isoladas de galinhas reprodutoras, mortas com
sintomatologia de colibacilose e pertencentes a uma exploracéo, e genes de estirpes
saprofitas, isoladas de fezes de frangos de carne, abatidos em diversos matadouros do
Pais. E um estudo importante que ndo termina com este trabalho. Caracteriza
algumas estirpes virulentas possiveis candidatas a producdo de uma vacina de
rebanho, e estabelece ferramentas apropriadas a um diagndstico eficaz, evitando
assim o uso obsoleto da serotipificacdo. No presente trabalho analisamos onze genes
de estirpes exXVAGs: (i) fimC, papC e tsh com funcdes de adesao; (ii)) chuA, irp2, iucD
e fyuA com fungdes de captacdo e transporte de ferro; (iii) cvaA/B, astA e vat com

funcbes de producéo de toxinas e (iv) iss, um fator de sobrevivéncia sérica.

1.1.1. Adesinas

De modo a colonizar o hospedeiro a E. coli possui um sistema de fimbrias que
medeiam a ligacdo com as células do organismo invadido. Estas sdo filamentos proteicos
existentes na superficie bacteriana e podem ser de diferentes tipos. Constituem estruturas
semelhantes a hélices com marcante adaptabilidade que protegem a bactéria quando esta
se encontra sujeita as forcas provocadas pelos fluidos do hospedeiro (Mortezaei, 2013). O
mecanismo de adesdo das bactérias aos tecidos do hospedeiro constitui 0 primeiro passo
na colonizacdo e na infecdo (Dziva, 2008). A figura 2 ilustra a interacéo entre a célula do
hospedeiro e a célula bacteriana. As especificidades dos tecidos-alvo do hospedeiro
determinam a expressdo das fimbrias e das adesinas na superficie bacteriana (Dziva, 2008).

Ultrapassada esta primeira barreira, outros mecanismos sao acionados.



Neste trabalho estudamos as Fimbriae Mannose-binding type 1 (Fim 1), Fimbriae
P e Temperature-sensitive haemaglutinin (Tsh).

Exotoxinas

—  (por exemplo: alfa-
o

Figura 2: Representagdo da interagdo das E. coli com a célula hospedeira. ME: membrana
externa, MI: membrana interna (Johnson, 1991).

Fimbriae Mannose-binding type 1 (Fim 1) - fimC

A FIimC é uma proteina chaperone, codificada por fimC, um dos nove genes
necessarios a biossintese das Fimbriae Mannose-binding type 1 (Fim 1) que s&o as mais
comuns encontradas em APEC, apresentando uma frequéncia de 70-100% (Dziva, 2008).

Estudos recentes indicam que 85% das estirpes com proveniéncia no Aparelho
Gastrointestinal de humanos ndo apresentam esta fimbria. Estes dados sugerem que a sua
presenca/auséncia pode representar um fator adaptativo ao hospedeiro (Pusz, 2014). Tém
como principal funcdo promover a ligacdo da bactéria ao residuo D-manose das células
epiteliais das mucosas das aves. S&o expressas maioritariamente em estirpes que colonizam
a traqueia, o pulmé&o e os sacos aereos, mas nunca foram isoladas em outros 6rgaos ou no
sangue, 0 que comprova que estas fimbrias contribuem para a fase inicial da colonizacéo
pelo aparelho respiratorio das espécies aviarias (Campos, 2005; Lymberopoulos, 2006).
Sdo codificadas pelo cluster fim do cromossoma bacteriano que inclui nove genes
necessarios a sua biossintese: fimA — subunidade major; fimF e fimG — duas subunidades
minor; fimH — fimbria sensivel a manose; fimC — proteina chaperone, que ajuda na
translocacdo da fimbria através do periplasma; fimD — proteina extramembranar; fiml —
componente estrutural e fimS (fim switch) — regido promotora que controla a expressao dos
genes fimA, fimH, e fimB e fimE, que codificam duas recombinases especificas, as quais

catalisam a expressdo da Fim 1 (Bryan, 2006: Pusz, 2014).



A expressdo das Fim 1 € regulada por um switch genético que resulta na inverséo
de uma regido na sequéncia de Deoxyribonucleic acid (DNA) com 314 pares de bases (pb.)
e que contém o promotor fimA. Consequentemente, fimA s é expresso se o switch ocorrer
na posicao certa. A figura 3 ilustra a expressdo/nao expressao das Fim 1. Esta capacidade
de variacdo € um exemplo dos complexos sistemas reguladores que as estirpes patogénicas
desenvolveram para alterarem o seu fendtipo como resposta a0 meio ambiente do
hospedeiro. Isto possibilita- -Ihes gerar fendtipos distintos, capazes de suplantar o sistema
imunitario do organismo animal. Muitos fatores de viruléncia, como as fimbrias e as
adesinas, apresentam esta fase de variacdo, e algumas bactérias patogénicas expressam,
coordenadamente, mais do que uma adesina, devido a esta habilidade genética (Thattai,
2004; Graveline, 2014).

A B
ﬁ FimB:
Fime- Fiss @ Proteina
oy %I Proteina i ON -\' P 4 e

o

FimE -
@) proteina  OFF

5xTTG +
FimE -
. FimA-
Proteina Proteina

M =

Auséncia de fimbrias tipo 1

- !
Fimbrias tipo 1

Figura 3: Esquema ilustrativo da transcricdo e formacdo das Fim 1 (Adaptado de Ritter,
1997). Verifica-se que as recombinases FimB e FImE controlam a expressao de FimA que
SO ocorre se houver switch genético e se estiver na posicdo on. A recombinase FimE
promove o switch de on para off e a recombinase FimB na direcao inversa (Ritter, 1997,
Snyder, 2005). Desta forma as bactérias alternam entre a fase on (expressdo-A) e a fase off

(ndo expressdo-B) E a FimC promove a translocacdo através do periplasma (Pusz, 2014).

P Fimbriae - papC

Outras fimbrias parecem desempenhar um papel importante na colonizagédo dos
orgdos internos do hospedeiro. A P Fimbriae é codificada pelo operon pielonefrite
associated pili (pap) e promove a ligacdo a glicolipidos da superficie das células do

hospedeiro (Babai, 2000; Lane, 2007). Tal como a fimbria Fim 1, também est4 sujeita a
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um switch genético embora por um mecanismo diferente (Blyn, 1990). O operon pap é
composto por 11 genes, sendo que seis desses, papA, papE, papF, papG, papH e papkK,
estdo relacionados com proteinas estruturais (Cunha, 2014). Na figura 4 representam-se 0s
genes deste operon. A expressdo do gene papC da P Fimbriae em bactérias encontradas
Nos sacos aereos e em outros 6rgdos internos e ndo na traqueia indica que esta é importante
nas etapas mais avangadas da infecdo (Lymberopoulos, 2006). A P Fimbriae induz a
sinalizacdo inflamatéria aguda e promove a invasdo celular quando associada a Dr
Fimbriae (Szemiako, 2013). A P Fimbriae é menos presente nas APEC e mais comumente
encontrada nas UPEC (Martinez, 2000; Lymberopoulos, 2006; Lane, 2007).

vor)  [HEHE-IH -

H C D ] K

Reguladores Subunidade Ancoragem Usher Chaperone Adaptador! Fibrila/ Adaptador/ Adesina
maior (Proteina memb. Periplasmético iniciador ponta iniciador ligagho
externa) Gal-a

Figura 4: Organizagdo do operon da P Fimbriae (adaptado de Cunha, 2014).

Temperature-sensitive haemaglutinin (Tsh) — tsh

A Temperature-sensitive haemaglutinin (Tsh) contribui para a etapa seguinte da
infecdo que inclui a colonizacdo dos sacos aereos, mas ndo contribui para uma infecao
generalizada (Dozois, 2000). A Tsh pertence a familia dos autotransportadores,
Immunoglobulin A protease-type, um grupo de fatores de viruléncia encontrado nas E. coli.
Estes autotranportadores sdo proteinas que contém uma sequéncia N-terminal, inserida na
membrana, dominio passenger, que determina a atividade virulenta da proteina e uma
regido C-terminal, dominio B, com fun¢do de autotransportador ancorado a membrana
externa (Leyton, 2011; McWilliams, 2014; Roman-Hernandez, 2014). Uma das
caracteristicas da Tsh € a sua capacidade para se ligar aos glébulos vermelhos e a outras
proteinas da matriz extracelular, tais como, a fibronectina e o colagénio 1V (Stathopoulos,
1999; Dziva, 2008).

A expressdo de diversas proteinas com importancia na viruléncia é termorregulada,
isto é, ocorre apenas quando a temperatura € a ideal. Diversos estudos demostraram a
auséncia da Tsh a 21 e a 42 °C, e a sua presenca a 37 °C (Parreira, 2003). E importante
salientar que o gene tsh, que codifica esta proteina ndo foi detetado em E. coli proveniente
de fezes de galinhas saudaveis, AFEC, mas sim em APEC. Esta ocorréncia sugere um

importante papel deste fator de viruléncia na patogenicidade daquelas estirpes APEC
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(Kobayashi, 2010). A Tsh é uma proteina com 140 kDa, que é processada no periplasma,
originando uma aglutinina de 33 kDa e um fragmento extracelular de 106 kDa (dominio
secretor - TSHa) com atividade de mucinase (serina protease) (Dziva, 2008; Kobayashi,
2010). A fracdo mais pequena de 33 KDa € uma proteina de membrana externa que
corresponde ao dominio B da Tsh (Tshp) (Dozois, 2000; Kobayashi, 2010). Esta proteina
fica localizada temporariamente na membrana externa pois medeia a adesdo durante a
infecdo, sendo posteriormente libertada no meio extracelular. Estes dados sugerem que a
Tsh contribui para o desenvolvimento da doencga ndo apenas quando esta ligada a superficie
bacteriana mas também depois de ser excretada, o que implica que esta proteina possa
exercer uma acao prolongada na infe¢do (Kostakioti, 2004).

Existem outras adesinas presentes nas APEC tais como, a EspP e a EspC ou
Intimina, entre outras. Contudo, as mencionadas anteriormente sdo as de maior importancia

na diferenciacgdo entre estirpes virulentas e ndo virulentas.

1.1.2. Sistemas de Aquisicdo e Transporte de Ferro

A capacidade das APEC para capturar os ides de ferro dos fluidos corporais € uma
caracteristica importante na viruléncia. O ferro € um elemento essencial para a
sobrevivéncia bacteriana. Este ido esta envolvido em diversas atividades, tais como:
reacdes de oxi-reducdo (aceitando e doando eletrbes), transporte de eletrdes e biossintese
de nucledtidos. Cada sistema bacteriano de captacdo de ferro possui caracteristicas
especificas, que incluem a sintese de recetores, a secrecdo e a rececdo na superficie da
membrana externa, a internalizacdo e a libertacdo do ferro no citoplasma (Gao, 2012;
Troxel, 2013).

Pelo facto das concentracdes extraintestinais de ferro serem baixas, as bactérias
desenvolveram mecanismos diretos e indiretos que lhes permitem captura-lo a partir das
células hospedeiras (Suits, 2009; Gao, 2012). A forma direta consiste em captura-lo a partir
do grupo heme livre, ou de proteinas com grupo heme (hemoglobina ou hemopexina) (Gao,
2012). Esta forma de capturar ferro apresenta a desvantagem de que cada fonte requer um
recetor especifico. Uma vez que as fontes de ferro alternam de acordo com o local no
hospedeiro, 0s microrganismos que apresentam uma diversidade alargada de recetores
diretos tém uma maior capacidade de colonizar diferentes ambientes. A forma indireta pela
qual as E. coli capturam ferro baseia-se num mecanismo de transporte que usa pequenas

moléculas denominadas de sider6foros tais como quelantes de ferro de alta afinidade, como



a enterobactina (catecol como ligante), a salmoquelina, a aerobactina (acido hidroxamico
¢ acido a-hidroxicarboxilico como ligante) e a yersiniabactina (Benite, 2002; Gao, 2012).

Acresce que o elevado poder redox do ferro obriga a que as bactérias controlem
cuidadosamente as suas quantidades internas. Este pode ser armazenado em proteinas que
limitam o potencial do ferro para criar radicais livres e protegem as células do stress
oxidativo, criando assim uma reserva que pode ser utilizada em qualquer altura. As
bactérias armazenam o ferro em trés tipos de proteinas: ferritina, bacterioferritina e
proteinas Dps (DNA-protecting protein) (Cassat, 2013; Porcheron, 2013).

Quando as concentracbes de ferro sdo baixas os sider6foros sdo sintetizados e
secretados no meio extracelular, onde se ligam a forma férrica. No interior da célula o
sideroforo ligado ao ferro pode ser libertado por degradagdo enzimatica, pela acdo da
ferrisideroforo redutase, ou por reducdo do ferro na forma Fe (Il1l) para Fe (Il) que
destabiliza o complexo ferro-sideréforo (Miethke, 2007).

Dada a capacidade que os siderdforos tém de interferir com a homeostase do ferro
do hospedeiro, o Sistema Imuninatio dos animais desenvolveu mecanismos para neutralizar
os Sistemas de Aquisicdo de Ferro das bactérias, nomeadamente, ao nivel da producéao de
lactoferrina nos macréfagos, com alta afinidade para o ferro (dois sitios de ligagéo ao ferro).
Desta forma, os microrganismos dependentes de ferro podem manter uma vantagem
competitiva relativamente ao hospedeiro se, de forma adaptativa, conseguirem adquirir
mais sistemas de aquisicdo de ferro (Cassat, 2013).

Neste ambito estudamos os genes: E. coli hemeutilization protein A (chuA), iron-
uptake systems of E. coli (iucD), ferric yersiniabactin uptake (fyuA) e Stable high-
molecular-weight proteins 2 — HMWP2 (irp2).

E.coli hemeutilization protein A — ChuaA (chuA)

Embora os sistemas de aquisicdo de ferro contribuam para a viruléncia das E. coli
existem evidéncias que aqueles o fazem de forma distinta. Os recetores especificos na
superficie bacteriana heme acquisition protein-Hma e E. coli hemeutilization protein A-
ChuA ligam-se as hemoproteinas do hospedeiro e transferem o grupo Heme para o
periplasma e o sistema de transporte adenosine triphosphate (ATP)-binding cassett (ABC)
liberta-o no citoplasma. Este sistema pode ser explicado da seguinte forma: uma vez
capturado pelo recetor ChuA e transportado através da membrana para o periplasma, o

heme ¢ internalizado e ligado a proteinas periplasmaticas de transporte, especificas do
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heme, E. coli hemeutilization transporter protein (ChuT), por exemplo. Estas proteinas
medeiam o seu transporte para o citoplasma através dos transportadores ABC (Hagan,
2009; Gao, 2012). Na figura 5 estéo descritos alguns dos sistemas bacterianos de aquisicéo
de ferro. O grupo Heme captado através do recetor ChuA desempenha um papel importante,
nas UPEC, contribuindo para a viruléncia na colonizagdo do rim (Garcia, 2011). Esta
proteina, codificada pelo gene chuA, é uma outer membrane protein (OMP) de 69 kDa. A
sequéncia nucleotidica deste gene apresenta uma elevada homologia com outro gene, shuA,
que faz parte de um locus com oito open reading frames (ORFs) denominado heme
transport locus que estd amplamente distribuido nas E. coli e que contribui para a sua
viruléncia (Nagy, 2001; Kouse, 2013). Kouse, 2013 determinaram que a expressao destes

dois genes é termorregulada.
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Figura 5: Sistemas de captura de ferro em E. coli (Porcheron, 2013).

Iron-uptake systems of E.coli — luc (iucD)

Os quatro genes iron-uptake systems of E. coli (lucABCD), que estéo representados

na figura 6, estdo envolvidos na biossintese de uma aerobactina, enquanto o gene iutA

10



codifica uma ferri-aerobactina (recetor da membrana externa) (Tiariath, 1993). O gene
iucD codifica um enzima, lisina:N®-hidroxilase, que catalisa o primeiro passo na sintese da
aerobactina (Tiariath, 1993). Esta aerobactina é um exemplo dos sider6foros nédo
produzidos pela via non-ribossomal peptide synthesis (NRPS) (Troxell, 2013). Os genes
da aerobactina estdo presentes nas estirpes virulentas e ausentes nas estirpes nao virulentas
por isso sdo considerados importantes no desenrolar da patogenicidade das APEC. Os cinco
genes que codificam a aerobactina, iucABCD e iutA, estdo localizados num operon que esta
presente no plasmideo ColV (Ling, 2013).

(o)

HO\NJ‘I\

L-Iysine IucD IucB} IucA IucC \ r
( ([ /

HO OH

‘e WNW

NADPH/O, Acetyl-CoA ATP/Citrate HO

Aerobactina

Figura 6: Organizacao dos genes iucCABCD necessarios a sintese da aerobactina. A
atividade enzimatica sequencial de lucD, lucC e lucA converte a L-lisina na aerobactina,

um importante captador de ferro (adaptado de Troxell, 2013).
Ferric yersiniabactin uptake (FyuA) - fyuA

O gene ferric yersiniabactin uptake (fyuA) é um importante gene envolvido na
aquisicdo de ferro. E codificado numa Ilha Associada a Patogenicidade (PAI). Estas PAI
incorporam genes com diferentes fungdes de elevada importancia na patogenicidade, tais
como fatores de adesdo, sideroforos, exotoxinas, invasinas ou sistemas de secrecdo, que
estdo ausentes nas estirpes ndo-patogenicas. As PAI representam bem o modo como as
bactérias Gram-negativas adquirem genes associados a viruléncia como forma adaptativa

(Gal-Mor, 2006). A figura 7 ilustra os mecanismos envolvidos nessa aquisicao.
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Figura 7: Diferentes etapas na aquisi¢do das PAI. (1) Um elemento genético € adquirido
atraves de transferéncia horizontal (bacteriéfago) (2) sequido da aquisicdo com sucesso; (3)
recombinacdo mediada por recombinases; (4) integracdo do elemento no cromossoma; (5)
perda de genes que possibilitam a integracdo das PAI no cromossoma. Esta aquisicéo
confere alguma vantagem seletiva; (6) que € transmitida as novas geracles; (7) e

disseminada no meio ambiente para outros microrganismos (adaptado de Gal-Mor, 2006).

O gene fyuA codifica uma proteina de membrana externa com 71 kDa, que atua
como um ssideréforo (Hancock, 2008). E partilhado entre as Enterobacteriaceae spp., como
a Yersinia spp.. As E. coli carregam genes com sequéncias idénticas aos das Yersinia spp.,
tais como iron-repressible proteins 2 (irp2) e fyuA, o que indica uma hipotética
disseminacdo das PAI pelas espécies de Enterobacteriaceae spp e em especial nas E. coli.
Num estudo desenvolvido por Schubert, 1998 foi detetado o cluster irp2-fyuA em 93% de
EAEC e em 27% de EIEC (Schubert, 1998). Isto sugere que a aquisicao de ferro pode ndo
ser a razdo principal para a dissemina¢do destes genes. Para além desta funcdo os produtos
dos genes fyuA-irp2 proporcionam, entre outros efeitos, danos citotoxicos nas células T ao

nivel do Sistema Imunitario do hospedeiro (Schubert, 1998).

Iron-repressible proteins 2 (irp2)

O produto do gene irp2, Stable High-Molecular-Weight Proteins 2 (HMWP2) é
similar a superfamilia de enzimas, adenylate-formming, envolvidos na sintese do péptido
nonribosomal dos sider6foros (Xu, 2000). Esta proteina com 190 kDa ndo possui a
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sequéncia terminal peptidica de sinal caracteristica das OMPs. Além disso, tem duas
pequenas sequéncias de aminoacidos hidrofobicos (residuos 630-648 e 1729-1744) que
promovem a insercdo e determinam a especificidade para a membrana citoplasmatica
(Guilvoul, 1995; Xu, 2000).

Existem outros genes que codificam Sistemas de Aquisi¢do de Ferro nas APEC,
tais como iroN, hma, fhuE, entre outros. Os genes previamente descritos sdo 0s de maior

importéncia na viruléncia destas estirpes.

1.1.3. Sobrevivéncia Sérica

A resisténcia ao sistema do complemento do hospedeiro e a resisténcia a fagocitose
desempenham um papel importante na viruléncia das APEC. O sistema do complemento
constitui a primeira linha de defesa do organismo animal e atua sobre a membrana externa
das bactérias, originando a sua morte diretamente através da formagdo de poros na
membrana celular, o que conduz a lise bacteriana (Huja, 2014). Alguns dos constituintes
da ME das bactérias Gram-negativas, nomeadamente o Lipopolissacarido (LPS) e as OMPs

impedem a destruicdo pelo sistema do complemento .

Increased serum survival (Iss) - iss

Também o produto do gene increased serum survival (iss), a proteina de membrana
Iss, interfere com a atividade do sistema do complemento, porque inativa a sua componente
soluvel, impedindo a formacdo do membrane attack complex (MAC), e aumentando assim
a resisténcia sérica da E. coli, em especial das APEC (Lynne, 2006; Dziva, 2008).

Embora, estudos recentes apontem para um papel de menor importancia do gene iss
na resisténcia sérica da bactéria, a sua presenca parece ser importante para o desencadear
dos mecanismos de viruléncia (Tivendale, 2004; Johnson, 2008). A proteina Iss é uma
lipoproteina de 10 a 11 kDa inserida na membrana externa e apresenta 90% de similaridade
com a proteina Bor (Lynne, 2007; Baptista, 2010). A recente sequenciacdo do gene iss
revelou a presenca de 3 alelos geneticamente distintos, o que permitiu a distin¢do de 3 tipos
de proteinas Iss (tipos 1,2 e 3), possibilitando a discriminagdo dos patotipos de E. coli
(Baptista, 2010). O gene iss esta localizado na regido conservada da PAI, do plasmideo
ColV/BM, que esta relacionada com as APEC (Johnson, 2002; Johnson, 2008).
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Existem outras proteinas envolvidas na sobrevivéncia sérica, que estdo presentes
nas APEC, tais como, TraT, OmpT, OmpA, K1, IbaE, IbaA, entre outras. A proteina Iss,

referida anteriormente, é a de maior importancia na viruléncia das APEC.

1.1.4. Toxinas

A Escherichia coli produz uma série de toxinas associadas a sistemas que
introduzem moléculas na célula hospedeira, contribuindo para a patogenicidade (Wiles,
2008). A produgdo de toxinas constitui um passo importante no desenvolvimento da
bacteriémia. Neste ambito estudamos os seguintes genes: Vacuolating Autotransporter
Toxin (vat), EAggEC heat-stable enterotoxin 1 (EAST1) — (astA) e Colicin V (cvaA/B).

Vacuolating Autotransporter Toxin (VAT) - vat

A toxina Vacuolating Autotransporter Toxin (VAT) pertence ao tipo V e €
simultaneamente secretora e autotransportadora. Esta toxina é caracterizada por conduzir
a uma série de efeitos citopaticos nas células alvo os quais incluem o swelling e a
vacuolizacdo. Embora ainda ndo esteja bem estudada sabe-se que desempenha um papel
ativo na viruléncia das APEC do aparelho respiratorio de galinhas reprodutoras (Wiles,
2008).

Estruturalmente a toxina VAT apresenta uma sequéncia N-terminal e um péptido
de sinal de clivagem com 5,7 kDa entre os aminoacidos 55 e 56. O seu dominio C-terminal
com 30,5kDa, contém 14 aminoacidos B-anfipaticos caracteristicos da familia dos
autotransportadores (Parreira, 2003). A toxina Vat e a hemaglutinina Tsh apresentam uma
similaridade de 78% de aminoéacidos o que tem levado a confusdo entre estas duas proteinas
(Spurbeck, 2012). Estudos genéticos revelaram que a toxina Vat é codificada numa ilha
gendmica conservada com 7,8 kb no locus thrWtRNA, (Parreira, 2003; Parham, 2005).
Esta conservacdo genética num conjunto de estirpes patogénicas permitiu concluir que a
Vat é importante no mecanismo de viruléncia da E.coli. Esta hipdtese é suportada pelo

facto desta toxina ser essencial na invaséo dos tecidos do hospedeiro (Parham, 2005).
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EAggEC heat-stable enterotoxin 1 (EAST1) - astA

Outra toxina associada as APEC e que contribui para a patologia denomina-se por
EAQQEC heat-stable enterotoxin 1 (EAST1) (Dziva, 2008; Oh, 2014). A toxina EAST1 é
codificada pelo gene arginine succinyltransferase A (astA) (Janben 2001; Oh, 2014). Esta
é um péptido pequeno que ativa a guanilciclase, levando ao aumento de producédo
intracelular de guanosine monophosphate cyclic (GMPc) (Savarino, 1993). A presenca
desta toxina desencadeia alteragcdes nas vias de sinalizagdo celular que culminam no
aumento da secrecdo de cloro e consequente diarreia aquosa caracteristica das colibaciloses
(Janben, 2001).

Colicin V (ColV) — cvaA/B

A Colicin V (ColV) é um sistema de toxinas com 90 kDa presente em muitas
Enterobacteriaceae. E codificada por 4 genes presentes em dois operon convergentes, um
com os genes cvi e cvaC e outro com 0s genes cvaA e cvaB. O produto do gene cvi confere
imunidade a célula que produz a toxina ColV que por sua vez é codificada pelo gene cvaC.
Aquela toxina é processada como uma proteina com 103 aminoacidos sem o tipico péptido
de sinal uma vez que para ser secretada é-lhe removida a por¢do N-terminal com 15
aminodacidos. Adicionalmente, o sistema de transporte € codificado pelo operon cvaA/B. O
transportador CvaB tem 6 dominios transmembranares e constitui o sistema de transporte
ATP-binding cassete propriamente dito com uma porcdo C-terminal da regido
citoplasmatica. A proteina CvaA esta ancorada na membrana interna e tem um dominio N-
terminal hidrofbico. E membro da familia membrane fusion protein (MFP) que funcionam
como permeases e atuam como 0s sistemas de transporte ABC. O transportador CvaB liga-
se a proteina CvaA através de um sistema de proteinas de membrana externa, Tol (C, Q,
R, A), que contribui para a secrecdo da toxina ColV e para a integridade do complexo
(Hwang, 1997; Guo, 2006; Housden, 2012).

Existem outros genes que codificam toxinas envolvidas na viruléncia das APEC,
tais como stx, sat, ehxA, e-hlyA, sheA, eltAB, entre outros. Contudo as toxinas mencionadas

anteriormente s&o as de maior importancia na diferenciacdo entre APEC e AFEC.
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2.Hipotese e Objetivos

O presente trabalho é parte de uma linha de investigacdo dedicada ao estudo do
perfil dos genes de viruléncia de estirpes de Avian Pathogenic Escherichia coli (APEC)
envolvidas em processos patoldgicos de galinhas reprodutoras e de Avian Fecal
Escherichia coli (AFEC) provenientes de frangos de carne abatidos em matadouros.

InvestigagBes anteriores indicam que a distribui¢do dos varios fatores de viruléncia
sdo Uteis marcadores para a detecdo e caraterizacdo das APEC, podendo ser utilizados no
diagnéstico de colibacilose em aves. Embora a Escherichia coli faca parte da flora
comensal das aves, 0 seu controlo é importante nas exploracdes aviarias. De facto, 0
aumento do conhecimento do perfil genético das estirpes de Escherichia coli aviarias
através da quantificacdo e qualificacdo de alguns dos genes de viruléncia permitira, a
producdo de uma vacina de rebanho e a consequente reducdo da administragdo de
antimicrobianos. Com o presente trabalho pretende-se contribuir para a diminuicdo dos

custos de producéo das exploracdes aviarias e aumentar a sua biosseguranga.
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3.Procedimento experimental

3.1. Estirpes Bacterianas e condi¢bes de crescimento

Um total de 127 estirpes de E. coli foram incluidas neste estudo. Sessenta e seis
provenientes de galinhas reprodutoras, da espécie Gallus gallus, mortas com sinais clinicos
de colibacilose (APEC) provenientes de uma exploracao e 61 isoladas de fezes colhidas de
cecos de frangos de carne (AFEC) abatidos em matadouros distribuidos por todo o Pais.

As APEC foram isoladas de figado, bago e, quando presente, liquido ascitico e
chegaram ao laboratério semeadas em placas de agar sangue. As AFEC foram isoladas no
laboratério do Departamento de Bacteriologia da Unidade Estratégica de Investigacdo e
Servicos de Saude e Produgdo Animal (UEISPSA), e mantiveram-se congeladas em meio
de conservacéo (glicerol).

As estirpes de referéncia ATCC 25922 do GenBanc n.° CP009072, pertencente ao
serogrupo O6, e a EF 135 (EURL E. coli — European Reference Laboratory for E.coli,
Itélia), pertencente ao serogrupo O2, foram utilizadas como controlos positivos para
validacao das provas de Multiplex Polymerase Chain Reaction (PCR-Multiplex).

Todas as estirpes, mantidas congeladas (-20°C) em glicerol eram repicadas em meio

de Tripticase Soja Agar (Oxoid, Reino Unido) e incubadas a 37 °C em aerobiose, overnight.

3.2. Serotipificacdo

As 66 APEC isoladas foram testadas, por aglutinacdo rapida, com antissoros
comerciais (Sinfin, Alemanha) de antigénios somaticos 078, 018 e O2. As estirpes com
aglutinacdo negativa consideraram-se pertencentes a outros serotipos. Em simultaneo,
foram testadas com soro fisiologico para “despiste” de falsos positivos. O procedimento

esta descrito no Anexo A.

3.3. Preparacio de DNA

Na obtencdo de DNA bacteriano utilizamos, o método de extracdo simples para
todas as estirpes a partir de uma colonia isolada de uma cultura com 24 horas, semeada em

meio de Tripticase Soja Agar (Oxoid, Reino Unido)
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A quantificacdo do DNA foi efetuada por Espectrofotometria de Absorcao
Molecular com um comprimento de onda de 260 nm. A integridade e pureza do do DNA
foi verificada por eletroforese em gel de agarose a 1% (m/v). O procedimento esta descrito

no Anexo B.

3.4.PCR-multiplex

Os PCR-Multiplex utilizados (PCR1 e PCR2) foram baseados no método
desenvolvido por Ewers, 2005 e teve como objetivo detetar a presenca dos genes de
viruléncia: astA, iss, irp2, papC, iucD, tsh, vat e cvaA/B (PCR1) e chuA, fyuA e fimC
(PCR2)

Na PCR1 as sequéncias Forward (F) e Reverse (R) dos oligonucleotidos iniciadores
(Ols ou Primers) utilizados na amplificagdo foram desenhados em estudos anteriores
realizados por Ewers, 2005 (tabela 1). A metodologia da PCR2 foi adaptada da anterior. A
sequéncia Forward (F) e Reverse (R) dos Primers utilizados na amplificacdo, foram
desenhados de estudos anteriores e estdo descritos na tabela 1.

Os primers foram adquiridos liofilizados e diluidos em agua ultrapura estéril, de
acordo com as instrucdes do fabricante. Para cada primer preparou-se uma solucao stock
com uma concentracdo de 100 pmol/uL e uma solucdo de trabalho a 10 pmol/uL que se

mantiveram armazenados a -20 °C ate a sua utilizacao.
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Tabela 1: Sequéncias e especificidades dos primers utilizados nas PCR-Multiplex 1 e 2 e

tamanho dos seus produtos.

) Gene Tamanho
o ) Localizagdo L
Gene Sequéncia do Primer (5° - 37) Bank (pares de Referéncias
no gene
J Acc.-No. bases p.b.)
F:TGCCATCAACACAGTATATCC 797-817
astA* AF143819 116 Ewers, 2005
R:TCAGGTCGCGAGTGACGGC 912-894
) F:ATCACATAGGATTCTGCCG (-)10.(-)28
iss* X52665 309 Ewers, 2005
R:CAGCGGAGTATAGATGCCA 282-264
) F:AAGGATTCGCTGTTACCGGAC 22-42
irp2* L18881 413 Ewers, 2005
R:AACTCCTGATACAGGTGGC 434-416
F.TGATATCACGCAGTCAGTAGC 1284-1304
papC* Y00529 501 Ewers, 2005
R:CCGGCCATATTCACATAA 1784-1767
] F:ACAAAAAGTTCTATCGCTTCC 239-259
iucD* M18968 714 Ewers, 2005
R:CCTGATCCAGCTGATGCTC 952-934
F: ACTATTCTCTGCAGGAAGTC 132-151
tsh* AF218073 824 Ewers, 2005
R:CTTCCGATGTTCTGAACGT 955-937
F:TCCTGGGACATAATGGTCAG 1076-1095
vat* AY151282 981 Ewers, 2005
R:GTGTCAGAACGGAATTGT 2056-2038
10745-
cva
F:-TGGTAGAATGTGCCAGAGCAAG 10764
A/B* AJ223631 1181 Ewers, 2005
R:GAGCTGTTTGTAGCGAAGCC 11925-
11904
chuA* | F.GACGAACCAACGGTCAGGATACG
7539-1559 - 279 Clermont, 2000
* R:CAGTAGGCACGATGTTGT
F:GCGACGGGAAGCGATGACTTA
fyuA** 786-806 238064 774 Ewers, 2004
R:CGCAGTAGGCACGATGTTGTA
) F:GGGTAGAAAATGCCGATGGTG 215-235
fimC** Z37500 477 Ewers, 2004
R:CGTCATTTTGGGGGTAAGTGC 711-691

* genes utilizados no multiplex- PCR1

** genes utilizados no multiplex-PCR2

Para a analise do perfil dos genes de viruléncia por PCR-Multiplex 1 e 2 seguiu-se

0 seguinte protocolo: 2 uL de DNA, de cada estirpe em estudo e das de referéncia, com

uma concentragdo media de 117 ng/pL, foram adicionados & mistura de reacéo (25 pL).

Esta mistura continha 0,1 pL de cada par de primers (100 pmol) (Invitrogen, EUA), 1 pL

da mistura de deoxinucleosidos trifosfato (dNTPs) (deoxycytidine triphosphate-dCTP,

deoxyguanosine triphosphate-dGTP, deoxythymidine triphosphate- dTTP, deoxyadenosine
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triphosphate-dATP) (10 mM) (Promega, EUA), 2,5 uL de tampdo de PCR (10X)
(Promega, EUA), 2 pL de Cloreto de Magnésio (50 mM) (Promega EUA) e 2 unidades de
Tag-polimerase (Promega, EUA). Todos os reagentes mantinham-se armazenados a -20 °C
até a sua utilizacdo. A amplificacdo decorreu no termociclador (BioRad, EUA) com as
seguintes condigdes: Desnaturacéo (t1), 3 min a 94°C; Desnaturacao (t2), 30 s a 94 °C;
Hibridacéo (t3), 30 s a 58 °C; Extensdo (ts), 3 min a 68 °C (ciclos de t>-t4 repetidos 25
vezes); Finalizagé&o (ts), 10 mina 72 °C.

A reprodutibilidade dos resultados destes PCR-Multiplex foi confirmada repetindo
0s procedimentos duas vezes usando a mesma preparacdo de DNA provenientes das 127
estirpes testadas. O procedimento esta descrito no Anexo C.

3.5. Separacio dos fragmentos resultantes da

amplificacao

Os produtos resultantes da amplificacdo por PCR-Multiplex foram separados por
eletroforese em gel de agarose (Acros, Bélgica) a 2% (m/v) com brometo de etideo (10
mg/mL) (Invitrogen, EUA) com um marcador molecular com intervalos de 100 pb.
(Nzytech, Portugal). A separacdo ocorreu em tina de electroforese (Compact L/XL
biometra, Alemanha) com tampdo TBE (1X) e com uma voltagem de 220 V durante 2
horas. O procedimento esta descrito no Anexo D.

Os resultados foram observados em transiluminador (Uvitec, Reino Unido) com

ultravioleta (UV) com um comprimento de onda de 302 nm.

3.6. Analise estatistica

As frequéncias e percentagens dos genes de viruléncia foram comparadas utilizando
o teste de chi-square (com um intervalo de confianca de 95%) entre as estirpes isoladas de
animais mortos com suspeita de colibacilose (APEC) e as estirpes isoladas de animais
saudaveis (AFEC) colhidas em matadouros. Os valores de p inferiores ou iguais a 0,05

foram considerados estatisticamente significativos. Os resultados foram analisados usando
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os programas informaticos Statistical Package for the Social Sciences (SPSS versao 25,
IBM, EUA) e Excel (Microsoft, EUA).

3.7. Analise de agrupamento

A andlise foi efetuada para cada estirpe APEC e AFEC e os resultados obtidos por
PCR foram transformados numa matriz de dados binarios (presenca/auséncia) e analisados
como um conjunto de caracteres utilizando-se o programa informéatico Bionumerics
(Applied Maths, Bélgica). Para construgdo do dendrograma, a cada gene foi atribuido o
mesmo peso e as estirpes foram associadas numa matriz aplicando o coeficiente de
similaridade simple matching (SM). O agrupamento das estirpes foi efetuado pelo método
de aglomeracgédo baseado na distancia media ndo ponderada (UPGMA, Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Averages).
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4.Resultados
4.1. Serotipificacao

Das 127 estirpes de Escherichia coli apenas as APEC (66) foram sujeitas a testes
de serotipificacdo. Este grupo foi testado com antissoros especificos para 0s serogrupos,
02, 018 e O78. Todas as estirpes que ndo demostraram positividade nos serogrupos
testados foram consideradas como pertencentes a outros serogrupos e classificadas como
ndo-tipificadas. O serogrupo O78 foi 0 mais frequentemente observado (57,58%, 38/66)
seguido dos serogrupos O2 (4,55%, 3/66) e 018 (3,03%, 2/66). As estripes classificadas
como ndo-tipificadas apresentaram uma frequéncia de 34,85% (23/66).

4.2.Perfil dos genes de viruléncia

Para a pesquisa dos 11 Virulence-Associated Genes (VAGs) foram testadas 127
amostras de Escherichia coli. No grafico 1 sumariza-se e na tabela 2 apresentam-se as
frequéncias obtidas para as estirpes em estudo. A maioria dos isolados, quer APEC quer
AFEC, possuem o gene fimC (92,91%, 118/127). O gene papC apresentou a frequéncia
mais baixa nas AFEC e o0 gene astA nas APEC.

Todos os VAGSs apresentaram uma maior frequéncia nas estirpes APEC, a exce¢éo

do gene astA, que apresentou uma maior prevaléncia nas AFEC.

Fatores de viruléncia

astA iss irn2  papC  jucD tsh vat cvaA/B chuA fimC  fyuA
100,00%

80,00%

60,00%

I
1 "
I
40,00% I I
I
I
0,00% l

H total APEC m AFEC

Grafico 1: Comparacdo da prevaléncia de VAGs nas estirpes APEC e AFEC.
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Tabela 2: Prevaléncia dos VAG nas estirpes isoladas.

Total de estirpes APEC AFEC
(n=127) (n =66) (n=61)
NUmero NUmero NUmero
Genes de Percentagem de Percentagem de Percentagem p-value
isolados isolados isolados
Adesina
papC 19,00 14,96% 15,00 22,73% 4,00 6,56% 0,01*
. 92,91% 0,06
fimC 118,00 64,00 96,97% 54,00 88,52%
tsh 39,00 30,70% 20,00 30,30% 19,00 31,15% 0,92
Toxinas
vat 33,00 25,98% 23,00 34,85% 10,00 16,39% 0,02*
astA 30,00 23,62% 8,00 12,12% 22,00 36,07% 0,00*
cvaA/B 70,00 55,12% 50,00 75,76% 20,00 32,79% 0,00*
Sistemas de
aquisicéo de ferro
iucD 83,00 65,35% 52,00 78,79% 31,00 50,82% 0,00*
irp2 28,00 22,05% 19,00 28,79% 9,00 14,75% 0,05
fyuA 53,00 41,73% 40,00 60,60% 13,00 21,31% 0,00*
chuA 45,00 35,43% 27,00 40,90% 18,00 29,50% 0,18
Resisténcia sérica
iss 42,00 33,07% 27,00 40,90% 15,00 24,59% 0,05*

* p-value <0,05 calculado pelo teste de chi-square, indica uma diferenca estatisticamente significativa entre as APEC e as AFEC.

Agrupando os dados obtidos por funcdo dos genes estudados, nomeadamente
adesinas (papC, fimC e tsh), sistemas de aquisi¢cdo de ferro (iucD, irp2, chuA e fyuA),
sobrevivéncia séria (iss) e toxinas (vat, astA e cvaA/B), verificou-se que a maioria das
estirpes possuem adesinas (94,49%, 120/127). As APEC apresentaram uma frequéncia de
adesinas de 96,97% (64/66) e as AFEC 50,82% (31/61). Verificou-se ainda que, para todas
as fungdes, as APEC apresentavam sempre uma maior frequéncia, como se pode verificar

no grafico 2.
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Distribuicdao por funcao

100,00%
90,00%

80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

sobrevivéncia = aquisigdo de

toxinas* sérica* ferro* adesinas

H Total 74,80% 33,04% 81,10% 94,49%
APEC 83,33% 40,91% 89,39% 96,97%
B AFEC 65,57% 24,59% 14,75% 50,82%

H Total APEC m AFEC

* p-value <0,05 calculado pelo teste de chi-square, indica uma diferenca significativa entre as APEC e as
AFEC.

Grafico 2: Distribuicdo por funcdo dos genes estudados nas duas populacdes e no total das

estirpes.

4.3.Perfil dos genes de viruléncia/serogrupo

Na analise dos dados obtidos na serotipificacdo e no estudo do perfil genético das
estirpes verificou-se que em todos os serogrupos a presenca do fimC era a mais elevada

gue os outros genes. A tabela 3 resume os resultados obtidos por serogrupo.
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Tabela 3: Prevaléncia dos VAGs nos serogrupos O78, O2 e O18.

078 02 018 Nado tipificadas
(n =38) (n=3) (n=2) (n =23)
Genes
NUmero NUmero NUmero NUmero
Adesina de Percentagem de Percentagem de Percentagem de Percentagem
isolados isolados isolados isolados
papC 7,00 18,42% 1,00 33,33% 0,00 0,00% 7,00 30,43%
fimC 37,00 97,37% 3,00 100,00% 2,00 100,00% 22,00 95,65%
tsh 9,00 23,68% 1,00 33,33% 2,00 100,00% 8,00 34,78%
Toxinas
vat 16,00 42,11% 2,00 66,67% 0,00 0,00% 5,00 21,74%
astA 4,00 10,53% 0,00 0,00% 0,00 0,00% 4,00 17,39%
cvaA/B 34,00 89,47% 3,00 100,00% 2,00 100,00% 11,00 47,83%
Sistemas de
aquisicéo
de ferro
iucD 35,00 92,11% 3,00 100,00% 2,00 100,00% 12,00 52,17%
Irp2 15,00 39,47% 2,00 66,67% 0,00 0,00% 2,00 8,69%
fyuA 31,00 81,58% 2,00 66,67% 2,00 100,00% 5,00 21,74%
chuA 18,00 47,37% 2,00 66,67% 2,00 100,00% 5,00 21,74%
Resisténcia
sérica
iss 17,00 44.74% 0,00 0,00% 0,00 0,00% 10,00 43,48%

Ewers

4.4.Perfil genético das estirpes segundo

De acordo com os estudos desenvolvidos por Ewers, 2005 as estirpes de E. coli

provenientes de aves sdo virulentas desde que tenham pelo menos quatro dos seguintes oito

genes: papC, tsh, iucD, irp2, iss, vat, astA e cvaA/B.

Das 127 estirpes em estudo, 39 correspondem a esta definicdo sendo que 28 eram

APEC e 11 AFEC. No Gréfico 3 esté representada a distribuicdo das estirpes virulentas,
segundo Ewers, 2005 nas APEC e nas AFEC.
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Estirpes virulentas de APEC e AFEC

APEC

= AFEC
72%

Gréfico 3: Distribuicdo em percentagem das estirpes virulentas em APEC e em AFEC

de acordo com a classificacdo de Ewers.

Daquelas 39 estirpes o gene mais frequente foi o iucD (100,00%, 39/39). Nas APEC
0S genes tsh, astA e iss sdo mais frequentes e nas AFEC o gene papC esta ausente (0,00%,
0/11). A Tabela 4 sumariza os resultados obtidos.

Tabela 4: Prevaléncia dos VAGSs nas estirpes virulentas segundo Ewers, 2005.

Estirpes em estudo APEC AFEC
(n=39) (n=28) (n=11)
Ndmero NUmero Ndmero
de Percentagem de Percentagem de Percentagem p-value
isolados isolados isolados
Adesinas
papC 7,00 17,95% 7,00 25,00% 0,00 0,00% 0,07
fimC 38,00 97,44% 28,00 100,00% 10,00 90,90% 0,11
tsh 21,00 53,85% 14,00 50,00% 7,00 63,64% 0,44
Toxinas
vat 18,00 46,15% 15,00 53,57% 3,00 27,271% 0,14
astA 12,00 30,77% 6,00 21,43% 6,00 54,55% 0,04*
cvaA/B 33,00 84,62% 26,00 92,86% 7,00 63,64% 0,02*
Sistemas de
aquisicdo de
ferro
iucD 39,00 100,00% 28,00 100,00% 11,00 100,00% -
irp2 22,00 56,41% 17,00 60,71% 5,00 45,46% 0,39
fyuA 24,00 61,54% 21,00 75,00% 3,00 27,271% 0,01*
chuA 21,00 53,85% 15,00 53,57% 6,00 54,55% 0,96
Resisténcia
sérica
iss 22,00 56,41% 15,00 53,57% 7,00 63,64% 0,57

* p-value <0,05 calculado pelo teste de chi-square, indica uma diferenca significativa entre as APEC e as AFEC.
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Agrupando os dados obtidos em fungdo dos genes estudados, verificou-se que
todas apresentam genes associados a aquisicdo de ferro (100,00%, 39/39). No gréfico 4
esta representada a distribuicdo em funcéo das estirpes virulentas APEC e AFEC.

Distribuicao por funcao estirpes virulentas

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

toxinas* sobrevivéncia aquisigdo de adesinas
sérica ferro

H Total APEC mAFEC

* p-value <0,05 calculado pelo teste de chi-square, indica uma diferenca significativa entre as APEC e as
AFEC.

Grafico 4: Distribuicdo por funcdes dos genes estudados nas estirpes virulentas de acordo
com a definicdo de Ewers, 2005.

4.5.Comparacao do perfil genético das APEC
com as AFEC e com as estirpes virulentas
e ndo virulentas de acordo com Ewers.

O grafico 5 representa a comparacdo entre as APEC e as AFEC e as virulentas e
ndo virulentas segundo a defini¢do de Ewers, 2005 e de acordo com a funcéo dos genes em

estudo.
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DISTRIBUICAO POR FUNCAO DOS GENES EM
APEC E AFEC E NAS ESTIRPES VIRULENTAS E
NAO VIRULENTAS EM ESTUDO

W toxinas M sobrivivéncia sérica mferro M adesinas

APEC APEC AFEC AFEC

VILUENTAS NAO VIRULENTAS VIRULENTAS NAO VIRULENTAS

Gréfico 5: Comparacdo da distribuicdo das funcdes dos genes nas APEC e AFEC e nas
estirpes virulentas e ndo virulentas.

4.6.Analise de agrupamento entre estirpes
APEC e AFEC

A analise do dendrograma mostrou a grande variabilidade nas APEC e nas AFEC.
As estirpes foram agrupadas em dois grupos. O cluster A continha maioritariamente as
estirpes AFEC e a estirpe de referéncia EF135. O cluster B agrupava predominantemente
as estirpes APEC e a estirpe de referéncia ATCC 25922. Verifica-se, pelo dendrograma da

figura 8, que as APEC possuem mais genes que as AFEC, sobretudo: fyuA, chuA, cvaA/B,
vat, iucD e irp2.
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Figura 8: O Dendrograma mostra a relacéo entre as APEC e AFEC com base na analise
UPGMA. Os genes apresentam-se pela seguinte ordem astA, iss, irp2, papC, iucD, tsh, vat,
cvaA/B, chuA, fimC e fyuA.
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5.Discussao

Considerando-se que as APEC sdo detentoras de um perfil genético diferente das
estirpes comensais isoladas de fezes, AFEC, neste estudo determinou-se a prevaléncia de
alguns dos genes responsaveis por fatores de viruléncia em estirpes de Escherichia coli
isoladas de galinhas reprodutoras mortas por colibacilose e de cecos de frangos de carne
abatidos em diferentes matadouros de diversas zonas de Portugal.

A serotipificacdo com os antigénios de superficie, devido as suas limitagdes, ndo
pode ser usada como método de diagndstico definitivo porque ndo reflete a viruléncia das
estirpes. Contudo, em certas ocasides, pode utilizar-se como um método répido e simples
para avaliacdo das APEC (Schouler, 2012).0s dados por nos obtidos (57,58% O78, 4,55%
02 e 3,03% 0O18) concordam com os descritos na literatura. De facto, McPeake, 2005
obtiveram 45,60% das estirpes O78 e 14,90% 02, e Schouler, 2012, embora com menor
discrepancia na frequéncia dos serogrupos, também verificaram que o mais prevalente era
0 078 com 17,50% seguido de O2 com 17,30% e O18 com 9,00%. Contudo, estudos
realizados por Ewers, 2004 mostraram que 0 serogrupo O2 era 0 mais frequente seguido
do O78 com 28,70% e 14,70%, respetivamente.

O estudo do perfil dos genes de viruléncia pode, com maior fidelidade, ser utilizado
como marcador na detecdo e caracterizacdo das APEC e, por conseguinte, no diagndstico
de colibacilose. Deste modo, a maioria das estirpes por nds estudadas (APEC e AFEC)
apresentaram o gene fimC (92,91%) seguido dos genes iucD (65,35%), cvaA/B (55,12%),
fyuA (41,73%), chuA (35,43%), iss (33,07%), tsh (30,70%), vat (25,98%), astA (23,62%),
irp2 (22,05%) e papC (14,96%). De acordo com a literatura as frequéncias daqueles genes
sdo as seguintes, respetivamente: 90%-93%, 78%-100%, 62,7%, 58,2%-71,3%, 50,3%,
38,5%-100%, 39,5-93,9%, 33,4%-64,3%, 20%, 68,0%-100% e 22,7% (Delicato, 2003;
Ewers, 2004; Ewers, 2005; Ewers, 2007; Johnson, 2008; Jeong, 2012).

Para compararmos os resultados obtidos nas estirpes isoladas de galinhas
reprodutoras e de frangos de carne recorremos ao teste chi-square para testar a hipotese
nula da prevaléncia de igual nimero de genes nas duas populacGes estudadas. Encontramos
diferencas estatisticamente significativas entre as duas populagcdes nos genes astA, iss,
papC, iucD, vat e fyuA. Apesar da frequéncia do gene fimC ser a mais elevada, a diferenca
entre as estirpes APEC e AFEC néo foi estatisticamente significativa (p>0,05). O gene
menos frequente nas APEC é o astA, seguido do gene papC. A percentagem baixa de papC

nas APEC deste estudo concorda com o descrito na literatura (Martinez, 2000;
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Lymberopoulos, 2006; Lane, 2007). Nas estirpes AFEC 0s genes menos frequentes séo o
papC e o irp2.

Da anélise destes genes podemos concluir que, a excecdo do gene astA, todos os
outros apresentam uma frequéncia mais elevada nas APEC. Este comportamento de astA
vai de encontro ao descrito na literatura que refere a sua maior presenca nas estirpes nao
patogénicas ndo estando bem esclarecido se o seu produto tem algum papel na patologia
(Janben, 2001; McPeake, 2005; Jeong, 2012; Schouler, 2012; Kemmet, 2013). Com base
nos resultados obtidos neste estudo podemos concluir que a expressédo do gene astA nédo
tem qualquer papel na patogenicidade da colibacilose.

Neste estudo a caracterizacdo de APEC e AFEC demonstrou uma elevada
diversidade nas estirpes de E. coli isoladas. A auséncia de um perfil caracteristico das
APEC ¢ sugestiva da natureza oportunista destas bactérias.

Quando agrupamos as estirpes pelo serogrupo e analisamos a frequéncia dos genes
verificou-se que em todos 0s serogrupos testados o gene fimC é predominante. Estes dados
coincidem com os resultados obtidos nos trabalhos desenvolvidos por Ewers, 2004 e é
indicativo da irrelevancia da serotipificacdo no estudo das APEC.

N&o ha, de facto, um consenso na literatura em relagéo a quais 0s genes que seriam
0s marcadores de viruléncia ideais. Diferentes autores propdem meétodos com base na
existéncia de alguns genes de viruléncia. Ewers, 2005 consideram que as estirpes de E. coli
provenientes de aves sdo virulentas desde que tenham pelo menos quatro dos seguintes
genes: papC, tsh, iucD, irp2, iss, vat, astA e cvaA/B. Nas estirpes em estudo (APEC e
AFEC), 30,70% incluem-se nesta definicdo. Pelo teste de chi-square, existem diferencas
estatisticamente significativas nas duas popula¢des para 0s genes astA, cvaA/B e fyuA com
os valores de p-value inferiores a 0,05 entre as duas populacdes. O gene iucD apresentou
uma prevaléncia de 100,00% quer nas APEC virulentas (n=28) quer nas AFEC virulentas
(n=11) e o gene fimC, com 100,00% nas estirpes APEC virulentas e 90,91% nas AFEC
virulentas. Avaliando os genes pela funcdo que desempenham e pelo seu contributo para a
sobrevivéncia no organismo do hospedeiro verificamos uma elevada diferenca nos genes
associados a aquisicdo de ferro entre os dois grupos, APEC e AFEC.

O ferro na sua forma livre existe em muito baixas concentra¢es nos tecidos do
hospedeiro devido a proteinas como a transferrina que o capturam, contudo este elemento
é crucial para a sobrevivéncia bacteriana. As E. coli desenvolveram mecanismos para
adquirirem ferro de ambientes em que a sua quantidade é limitada. Desta forma as bactérias

com sistemas de aquisi¢do de ferro, tais como o irp2, iucD, chuA e fyuA, entre outros, sdo
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as mais capacitadas para sobreviverem e se desenvolverem no organismo do animal, e, em
caso oportuno, provocar doenca com a consequente morte do animal. Facto, confirmado
por alguns autores, que, em modelos animais, demonstraram que 0s genes envolvidos na
aquisicdo de ferro apresentavam maior expressao (Li, 2011; Tuntufye, 2012). Para além de
contribuirem para o aumento das quantidades de ferro bacteriano adquirido, desempenham
um papel relacionado com a sobrevivéncia ao Sistema Imunitario Inato e nutricional do
hospedeiro. Os sistemas de aquisicdo de ferro sdo os fatores de imunidade nutricional
melhor estudados (Huja, 2014). Durante o processo de infecdo as células
polimorfonucleares do Sistema Imunitario do hospedeiro produzem lactoferrina, que reduz
as quantidades de ferro disponiveis, impossibilitando o seu acesso as bactérias (Cassat e
Skaar 2013). A isto, denomina-se Sistema Imunitario nutricional, que se caracteriza por
privar o invasor de nutrientes essenciais a sua sobrevivéncia (Huja, 2015).

A lactoferrina ligada ao ferro € libertada nos vacuolos fagocitarios daqueles
polimorfonucleares, onde o ferro funciona como catalisador na producdo de radicais
hidroxilo (NOH) a partir do peroxido de hidrogénio (H202) e do anido superéxido (O2)
pela reacdo de Haber-Weiss. Os radicais hidroxilo sdo os mais reativos e potentes oxidantes
das Reactive Oxygen Species (ROS) produzidas pelas células fagocitarias e uteis no
combate a invasores. O papel dos sistemas de aquisicao de ferro, tais como yersiniabactina
(irp2), consiste na captura do ferro, ndo permitindo que ele se ligue a lactoferrina e inibindo
a producdo de ROS mediados por esta proteina (Paauw, 2009; Tuntufye, 2012).

A maioria das APEC em estudo possuia trés ou mais genes associados a aquisicdo
de ferro, ao contrario das AFEC que apenas apresentaram um ou dois genes. A posse de
mais do que um sistema de transporte de ferro pode refletir os diversos ambientes onde
habitam e representar uma evolucdo adaptativa das bactérias. Diferentes sistemas de
aquisicdo de ferro podem ser expressos em diferentes momentos e em diferentes locais
durante o processo infecioso (Janben, 2001).

Considerando ainda os sistemas de aquisicdo de ferro, nas APEC verificou-se um
perfil maioritario (36,36%) da associacdo entre trés genes iucD, chuA e fyuA, perfil este
que ndo foi encontrado em nenhuma AFEC. Também detetamos maioritariamente a
combinacdo dos genes fyuA, irp2 e iucD (24,24%) nas estirpes APEC, tal como nos estudos
desenvolvidos por Janssen, 2001. Este facto é indicativo da importancia dos sistemas de
aquisicdo de ferro na patogenicidade das APEC. Também nestas estirpes outras
associacOes entre genes podem ser importantes na viruléncia nomeadamente a associagdo
iucD e tsh (Janben, 2001; Delicato, 2003). Segundo Janssen, 2001, 79,3% das estirpes
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estudadas detinham a combinacdo de genes de aquisi¢cdo de ferro e adesinas, iucD, tsh e
fimC. Nos nossos dados esta combinagdo aparece em 14,96% do total das estirpes sendo
mais frequente nas APEC com 24,24%. O facto de no nosso estudo ndo se verificarem
diferencas estatisticamente significativas no gene tsh, entre APEC e AFEC, comprova que,
isoladamente, este gene, por si sO, ndo é virulento mas que associado a outros, sobretudo
de aquisicdo de ferro, pode aumentar a viruléncia das estirpes.

A funcdo dos genes de viruléncia testados neste estudo estd bem definida na
literatura e a sua presenca pode indicar um potencial fator de risco para uma infecao
mediada por APEC. Desta forma, a monotorizacdo e comparacdo do perfil dos genes de
viruléncia na indUstria aviaria, num determinado periodo de tempo, pode contribuir para a
compreensdo do comportamento destes genes.

Diversos autores, tem descrito que as APEC e AFEC colonizam persistentemente
o aparelho gastrointestinal com translocacdo extraintestinal, aquando da presenca de
fatores de stress. Os nossos dados confirmam que os diferentes genes de viruléncia estéo
presentes quer nas APEC quer nas AFEC, demonstrando a natureza oportunista destas
bactérias.

Deste trabalho também se conclui que a viruléncia ndo esta associada a um Unico
gene, mas sim a uma combinacdo de genes. Estes dados podem ser utilizados para o
desenvolvimento de uma vacina eficaz e apta para solucionar as perdas economicas na
industria aviaria.

Em concluséo, e de acordo com a literatura, ndo ha consenso em relacdo aos genes
de viruléncia, que seriam os marcadores ideais para o diagnéstico de APEC. Mais estudos
serdo necessarios para identificar os fatores de viruléncia que permitam distinguir APEC
de AFEC.
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6.Conclus0Oes e perspetivas futuras

A protecdo dos animais nas exploracdes € um tema com legislacéo propria atribuida
e de interesse nacional e comunitario, no que diz respeito as condi¢des de criacdo e
manutencdo. O cumprimento das normas estabelecidas tem importéncia para a salvaguarda
da saude dos animais e para a garantia da qualidade e da seguranca alimentar.

O Decreto-Lei n® 72-F/2003 de 14 de abril® estabelece as regras para criagio de
galinhas poedeiras, bem como os parametros que devem ser observados nesta producéo, de
modo a melhorar as condigdes do bem-estar do animal, do ponto de vista sanitario,
econdmico e social, mas também no que diz respeito as implicacbes ambientais. Nesta
legislacdo € ainda assegurado o registo das exploraces, de forma a permitir a
rastreabilidade dos ovos colocados no mercado para consumo humano.

As boas praticas de higiene e as condi¢des das instalagdes dos animais, quando bem
executadas, ajudam no controlo das epidemias e evitam problemas relacionados com as
APEC.

A biosseguranca das exploracdes aviarias € também importante, pois permite
controlar as vias de entrada dos agentes infeciosos, quer através de pessoas (fornecedores
e trabalhadores), veiculos, aves do dia, outros animais (insetos, aves e roedores), agua de
abastecimento ou alimentos, quer atraves de outros vetores. No entanto, e apesar do
cumprimento das normas, a ocorréncia de infecdes é um facto.

A producdo e a utilizacdo de vacinas eficazes leva a reducdo das patologias e,
consequentemente, a diminuicdo da administracdo de antimicrobianos nas exploracdes
aviarias. A baixa do nivel da mortalidade e da morbilidade dos individuos diminui, assim,
0s custos de producdo. A prevencdo de doencas, através do recurso a vacinagdo, é parte
integrante dos protocolos de maneio dos animais. Rotineiramente sdo usadas vacinas em
galinhas nas quais se incluem: Marek's disease virus (MDV), Newcastle disease virus
(NDV), Infectious Bronchitis Virus (IBV) e Infectious Bursal Disease Virus (IBDV). A
administracao destas vacinas pode ser: in ovo, colirio ou inje¢do na asa, aerossol ou spray

no ambiente e através da agua de bebida (Schultz, 1999).

1 O Decreto Legislativo Regional n.° 6/2012/M, de 19 O Decreto Legislativo Regional n.° 6/2012/M, de 19
O Decreto Legislativo Regional n.° 6/2012/M, de 19 de abril procede a adaptacdo & Regido Autdnoma da
Madeira do Decreto-Lei n.° 72-F/2003Decreto-Lei n.° 72-F/2003Decreto-Lei n.° 72-F/2003, de 14 de abril,
que transpde para a ordem juridica nacional a Diretiva n.° 1999/74/CE1999/74/CE1999/74/CE, do Conselho,
de 19 de julho, relativa a protecéo das galinhas poedeiras, e a Diretiva n.° 2002/4/CE2002/4/CE2002/4/CE,
da Comissdo, de 30 de janeiro, relativa ao registo de estabelecimentos de criagdo de galinhas poedeiras.
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A vacinagdo € um dos métodos que tem sido aplicado no controlo da colibacilose.
As vacinas produzidas tém sido, tanto vivas como inativadas, de subunidades ou
recombinantes (Salehi, 2012). Cada tipo tem beneficios e limitacbes, e sdo usadas de
acordo com o contexto da industria aviaria e com o microrganismo envolvido. Uma escolha
inadequada da vacina pode comprometer a protecdo contra a bactéria em causa.

As vacinas vivas sdo consideradas as mais apropriadas para a imunizagao contra a
E. coli, pelo facto de permitirem a vacinacdo em massa, atraves da agua ou de aerossois
(Salehi, 2012).

A investigacdo para o desenvolvimento de vacinas esta em constante evolugéo,
sobretudo com o aparecimento das tecnologias de biologia molecular que permitiram o
aparecimento de vacinas recombinantes. A manipulacdo do genoma das estirpes com 0s
genes de interesse, que codificam proteinas de membrana permite a criagdo de “vacinas
ndo-patogenicas” e capazes de induzir uma resposta imunitaria protetora e duradoura, com
uma unica imunizacdo, uma vez que as estirpes se replicam no organismo. Uma outra
vantagem deste tipo de vacinagéo é o facto de se poder imunizar o animal para mais do que
um gene de viruléncia, que pode ser introduzido no genoma bacteriano por recombinacao
genética. Contudo, o desenvolvimento deste tipo de vacinacao torna-se dispendioso no seu
desenvolvimento (Schultz, 1999).

Um método de profilaxia eficaz podera basear-se numa vacina de rebanho com as
estirpes que “circulam” no bando. Estas sdo vacinas inativadas, conferem protecao
especifica para os antigénios predominantes no bando e atuam principalmente através da
inducdo da resposta imunitaria humoral, duradoura.

Em conclusdo, e do nosso estudo, uma vacina de rebanho com as estirpes de E. coli
com os antigénios fimC, iss, iucD, fyuA, irp2, chuA, cvaA/B e vat diminuiria seguramente a

mortalidade nos bandos.
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Anexo A

Procedimentos para a serotipificacéo

A serotipagem é efetuada por aglutinacdo rapida em placa. O principio do método

baseia-se numa reagdo antigénio-anticorpo. Se as E.coli em estudo possuirem os antigénios

testados na superficie membranar estes ligam-se ao anticorpo especifico. A reacdo

antigénio-anticorpo resulta numa clara e visivel aglutinacdo das estirpes.

e Material e reagentes:

o

©)

©)

Colonias de E. coli semeadas em placas de Tripticase Soja Agar
(Oxoid, Reino Unido) e incubadas em aerobiose a 37 °C overnight;
Antissoros comerciais 02, 018 e 078 (Sinfin, Alemanha);

Agua destilada;

Solucéo de Cloreto de Sodio 0,9%;

Placas escuras para aglutinacdo (Sinfin, Alemanha);

Ancas descartaveis (Sarstedt, Alemanha).

e Procedimento experimental:

©)

Os reagentes contendo os anticorpos 02, 018 e O78 mantinham-se
liofilizados. A sua hidratacdo é efetuada adicionando-se 1 mL de
agua destilada e guardam-se a 4 °C até a sua utilizacéo;

Os testes de aglutinacdo sdo realizados sobre uma placa de
aglutinacdo escura;

Na placa de aglutinacdo a cada gota de antissoro adiciona-se uma
colonia isolada de E. coli;

Mistura-se a colonia e a gota de soro respetivo;

Agita-se a placa de aglutinacdo durante uns minutos;

Considera-se positivo 0s resultados onde ocorre aglutinacdo e
negativo quando ndo ocorre;

Procede-se de igual modo, para controlo de falsos positivos,
substituindo os anticorpos por uma solugdo de Cloreto de Sddio
(0,9%);



Anexo B

O manuseamento de produtos bioldgicos e quimicos é efetuado em condigdes de
esterilidade e de acordo com as normas de seguranga. A descontaminagdo do material e 0
acondicionamento de residuos realiza-se segundo as indica¢des do Manual de Seguranca.

Procedimentos para a extracdo de DNA de Escherichia coli

Todos os procedimentos que envolvem DNA realizam-se na camara de fluxo
laminar em sala prépria para o efeito, independente da manipulacéo dos reagentes de PCR.

Na extracdo de DNA simples, obtém-se DNA ndo purificado, que resulta
unicamente da lise celular por incubacdo das suspensdes a 100°C, seguida da recolha do
sobrenadante contendo, entre outros, 0 DNA.

a. Extracdo simples

e Material e reagentes:

o Colonias de E. coli semeadas em placas de Tripticase Soja Agar
(Oxoid, Reino Unido) e incubadas em aerobiose a 37 °C overnight;

o Agua destilada;

o Microtubos de 0,5 mL (eppendorf, Alemanha);

o Micropipetas de 200 pL (BioHit, Alemanha);

o Pontas de micropipetas com filtro (BioHit, Alemanha);

o Banho-Maria a 100 °C (Memmert, Alemanha);

o Centrifuga de microtubos (Minispin eppendorf, Alemanha);

o Céamara de fluxo laminar de seguranga biologica classe Il (Astec
Microflow advanced biosafety cabinet, Reino Unido);

o Vortex (Labinco L46, Holanda);

o Angas descartaveis (Sarstedt, Alemanha).

e Procedimento experimental:



(@]

o

o

Retira-se uma colonia isolada e resuspende-se em 200 pL de &gua
destilada estéril;

A suspensdo bacteriana € sujeita a fervura em Banho-Maria a 100 °C
durante 10 minutos apds a qual é centrifugada a 9660 g (12 000 rpm)
durante 30 segundos;

O sobrenadante é guardado a 4 °C.

b.Controlo quantitativo e qualitativo do DNA

Material e reagentes:

o

©)

©)

Espectrofotdmetro de absor¢do molecular com comprimento de onda de
260 nm (WPA, Biochrom, Alemanha);
Cuvetts descartaveis;
Micropipetas de 10 pL e 1000 pL (BioHit, Alemanha);
Pontas de micropipeta com filtro (BioHit, Alemanha);
Agua destiladas;

DNA bacteriano resultante da extracdo simples.

Procedimento experimental:

©)

Efetua-se uma dilui¢do (1:50) do DNA com agua destilada. A 10 pL de
DNA adicionou-se 490 pL de agua destilada;
Lé-se a absorvancia a 260 nm e determina-se a concentracdo do DNA

em ng/uL.

C. Verificacédo da integridade do DNA atraves de

electroforese em gel de agarose a 1% (m/v)

Material e reagentes:

o

o

o

Erlenmeyer de 500 mL (Marien Feld, Alemanha);

Balanga de precisdo (Precisa 4000C, Suica);

Micro-ondas (Samsung, Coreia do sul);

Provetas de 1000 mL £ 10,00 mL (Simax, Republica Checa);
Micropipetas de 20 pL (BioHit, Alemanha);



o

o

Pontas de micropipeta (BioHit, Alemanha);

Tina de electroforese (Compact L/XL biometra, Alemanha);
Transiluminador ultravioleta (U.V.) (Uvitec, Reino Unido).

Brometo de etidio (10 mg/mL) (Invitrogene, EUA);

Agarose (Acros, Bélgica);

Tampdo tris-borato EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid) (TBE)
1X. Procedimento descrito no Anexo E;

Solucgéo de deposicdo. Procedimento descrito no Anexo E;

Amostras de DNA bacteriano obtido por extragao simples.

e Procedimento experimental:

@)
@)

o

Anexo C

Num erlenmeyer a 3 g de agarose adiciona-se 300 mL de tampao TBE;
Aquece-se a mistura no Micro-ondas até total dissolucdo do po;
Arrefece-se até a temperatura ambiente;

Adiciona-se 15 pL de brometo de etidio;

Verte-se a mistura no suporte de electroforese com o0s pentes
previamente colocados. Deixa-se arrefecer;

Coloca-se o suporte com o gel na tina de electroforese previamente
preenchida com o tampao TBE de modo a cobrir totalmente o gel;
Retirara-se 0s pentes;

Mistura-se a amostra com a solucéo de deposicao na razdo de 3:1;

As amostras misturadas com a solucdo de deposicao distribuem-se pelos
pocos do gel;

Mantem-se o gel de agarose com as amostras a uma voltagem de 200 V
durante 1 hora;

Os resultados obtidos leem-se no transiluminador U.V.

Amplificacdo do DNA por PCR-Multiplex

A reacdo de PCR permite amplificar enzimaticamente e in vitro uma sequéncia de

DNA especifica. A mistura de reacdo contém DNA, 2 Oligonucleotidos iniciadores (Ols



ou primers) de cadeia simples, uma DNA polimerase termoestavel, desoxiribonucleésidos
trifosfatados (ANTPs) e tampao do enzima.

A base tedrica da PCR baseia-se na adi¢do de dNTPs a cadeia de DNA iniciadora.
O DNA ¢ desnaturado pela acdo do calor. Em seguida, e ap6s diminuicdo da temperatura,
cada Ol hibrida com uma sequéncia especifica de uma das cadeias, de tal forma que em
conjunto flanqueiam a regido a amplificar. Estas pequenas regides de cadeia dupla
permitem que a Taq polimerase inicie a sintese de duas novas cadeias de DNA na direcdo
5— 3, utilizando os dNTPs da mistura da reacao e ap0s ser atingida a temperatura 6tima
de ativacdo do enzima.

Em ciclos consecutivos, os produtos da PCR aumentam exponencialmente. Numa
reacao de PCR realizam-se cerca de 20-30 ciclos de desnaturacéo, ligagdo de Ols e sintese,
(denaturation, anneling e elongation) o que permite obter varios milhdes de cdpias da
sequéncia de DNA de interesse.

O PCR-Multiplex envolve a amplificacdo simultanea de varias sequéncias de DNA
numa unica reacdo de PCR. A mistura de reagdo contém varios pares de Oligonucledtidos
iniciadores (Ols), que devem ser desenhados de modo a ndo interatuarem entre si e a
originarem produtos de PCR de tamanhos diferentes, passiveis de serem adequadamente

separados em géis de agarose.

Procedimento experimental

e Material e reagentes
o Céamara de Fluxo laminar (Astec Microflow advanced biosafety cabinet, Reino
Unido);
o Micropipetas 10 pL, 100 pL, 200 pL e 1000 pL (BioHit, Alemanha);
o Pontas de micropipeta com filtro (BioHit, Alemanha);
o Gelo;
o Microtubos de 1,5 mL (eppendorf, Alemanh);
o Microtubos de PCR (BioRad, EUA);
o Termociclador (BioRad, EUA);
o Agua destilada;
o Tampéo PCR (10X) (Promega, EUA);
o dNATPs 10 mM cada (Promega, EUA);
o Ols 10 pM (Invitrogene, EUA);

VI



o MgCl> 50 mM (Promega, EUA);

o Tap polimerase 5 U/uL (Promega, EUA);

o DNA bacteriano resultante da extragéo simples.

e Procedimento experimental:

o Prepara-se uma mistura de reacdo de acordo com o que é descrito na tabela 5 e

pela ordem apresentada, tendo em conta o nimero de amostras a trabalhar;

o Depois de distribuir 23 puL da mistura de reacdo a cada microtubo de PCR

adiciona-se 0 DNA numa camara de fluxo laminar independente;

o Prepara-se um controlo negativo com os reagentes da PCR excetuando o DNA

bacteriano.

Tabela 5: Mistura de reacdo utilizada quer na PCR1 quer na PCR2.

Volume por amostras (uL)

Volume por amostras (uL)

Reagentes PCR1 PCR2

H-O destilada 10,00 11,00
Tampéo de PCR (10x) 5,00 5,00
dNTPs (10 mM cada) 1,00 1,00

Ols (10 pM) 0,10 0,10

MgCl: (50 mM) 5,00 5,00

Taq DNA polimerase (5 U/uL) 0,40 0,40
DNA bacteriano 2,00 2,00
Volume final 25,00 25,00

o Os reagentes sdo armazenados a -20 °C;

o O enzima mantem-se em gelo até a sua utilizag&o;

o Coloca-se os microtubos de PCR no termociclador que se programa de acordo

com os ciclos descritos na tabela 6.

VIl




Tabela 6: Ciclos utilizados na PCR 1 e PCR 2.

NUmero de
Etapa Temperatura Tempo o
repeticoes
t: Desnaturacéo 94°C 3 minutos 1
t> Desnaturacao 94°C 30 segundos
tz Hibridacéo 58°C 30 segundos 25
t4 Extenséo 68°C 3 minutos
ts Finalizacéo 72°C 10 minutos 1

VIl




Anexo D

Separacdo dos fragmentos por electroforese em gel de

agarose 2% (m/v)

A electroforese consiste na migracdo de particulas carregadas por acdo de um
campo elétrico. No caso particular das moléculas de DNA, a sua carga total negativa
resultante dos grupos fosfato implica que estas sejam aplicadas junto ao catodo e migrem
através de um suporte sélido em direcdo ao anodo. Nestas condicdes, a mobilidade
electroforética das moléculas de DNA depende do tamanho e conformacgdo das mesmas,
do que resulta uma separacao eficaz. A velocidade de migracdo é tanto maior quanto menor
0 seu tamanho.

As amostras de DNA ¢ adicionada solucio de deposicdo antes da sua aplicacio no
gel. Este procedimento permite, por um lado, corar (azul de bromofenol) e aumentar a
densidade (sacarose) da amostra facilitando a sua aplicacéo.

O brometo de etideo é adicionado ao gel durante a sua preparacdo e permite
visualizar os fragmentos de DNA sob luz UV. Este composto possui um grupo planar que
é intercalado entre as bases dos &cidos nucleicos. Quando iluminado com UV (260-360
nm) apresenta a fluorescéncia a 560 nm (vermelho—alaranjado), sendo a intensidade de
fluorescéncia proporcional a quantidade de DNA.

Durante a sua utilizacdo € importante o uso de luvas pelo operador devido ao risco
cancerigeno deste reagente.

Em todos os géis de electroforese sdo aplicados marcadores de peso molecular, que
ap0s a separacdo electroforética permitem estimar o tamanho e a concentragdo dos

fragmentos de DNA da amostra.

e Material e reagentes:
o Erlenmeyer de 500 mL (Marien Feld, Alemanha);
o Balanga de precisdo (Precisa 4000C, Suica);
o Micro-ondas (Samsung, Coreia do Sul);
o Provetas de 1000 mL + 10,00 mL (Duran Linex,);
o Micropipetas de 20 pL (BioHit, Alemanha);
o Tina de electroforese (Compact L/XL biometra, Alemanha);



o

o

Transiluminador ultravioleta (U.V.) (Uvitec, Reino Unido);
Brometo de etideo (10 mg/mL), (Invitrogene, EUA);

Agarose (Acros, Bélgica);

Tampéo TBE 1X. Procedimento descrito no Anexo E;

Solucéo de deposicdo. Procedimento descrito no Anexo E;
Marcador Molecular com intervalos de 100 p.b. (Nzytech, Portugal);
Fragmentos de DNA resultantes da PCR-Multiplex 1 e 2.

e Procedimento experimental:

o

o

o

Num erlenmeyer a 6 g de agarose adiciona-se 300 mL de tampao TBE;
Aquece-se a mistura no micro-ondas até total dissolucdo do po;
Arrefece-se até a mistura atingir a temperatura ambiente;

Adiciona-se 15 pL de brometo de etidio;

Verte-se a mistura no suporte de electroforese com 0s pentes
previamente colocados e deixa-se solidificar;

Coloca-se o suporte com o gel na tina de electroforese previamente
preenchida com o tampdo TBE de modo a cobrir totalmente o gel;
Retira-se os pentes;

Ao marcador molecular utilizado (3,5 pL) adiciona-se 2 L solucéo de
deposicéo;

Em cada poco distribui-se 8uL de amostras;

Mantem-se o gel de agarose com as amostras a uma voltagem de 200 V
durante 2,5 horas;

Os resultados obtidos leem-se num transiluminador U.V



Anexo E

Preparacdo de reagentes utilizados nos procedimentos

experimentais acima descritos

TBE 10 X (tamp#o 0,89 M TRIS borato / 0,02 M EDTA)

e Material e Reagentes

o

o

©)

o

o

Baldo volumétrico de 1 L (Simax, Republica Checa);
Balanca de precisdo (Preciosa 4000C, Suica);
Micropipetas 1000 pL (BioHit, Alemanh);

Pontas de micropipetas (BioHit, Alemanha);

Proveta de 1000 mL £ 10,00 mL (Simax, Republica Checa);
Proveta de 100 mL + 0,50 mL (Simax, Republica Checa);
108 g de Tris base (Sigma, EUA);

55 g Acido borico (Merck, EUA);

7,4 g EDTA disodico (Sigma, EUA);

HCI (Sigma, EUA);

Agua bidestilada;

e Procedimento experimental

o

Num baldo volumétrico de 1 L adiciona-se os reagentes sélidos e dgua bidestilada
ndo perfazendo o volume total,

Ajusta-se o pH a 8 com HCI concentrado;

Perfaz-se o volume com agua destilada;

Autoclava-se a 121 °C durante 15 minutos;

Esta solucédo de stock (10X) é armazenada a temperatura ambiente durante 1 ano;
Para a realizagdo das electroforeses utiliza-se uma solucéo de trabalho (1X);

Dilui-se 100 mL da solucéo de stock em 900 mL de agua bidestilada.

Solucédo de deposicéao

e Material e reagentes

o 2 Baldo volumétrico de 100 mL (Simax, Republica Checa);

o Balanga de precisdo (Precisa 4000C, Suica);

o Agua destilada;
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o Micropipetas de 1000 pL (BioHit, Alemanha);

o 50 g de sacarose (50% p/v) (Merck, USAUSA);

o 10 mg de azul de bromofenol (10 mg/mL) (Riedel-de Haén, Alemanha).

Procedimento experimental

o Dissolve-se 50 g de sacarose em 100 mL de &gua destilada num baldo
volumétrico

o Dissolve-se 10 mg de azul de bromofenol em 1 mL de &gua destilada num
baldo volumétrico;

o AD500 pL da solugdo de azul de bromofenol adiciona-se 500 pL da solugdo
de sacarose;

o Esta solugédo de deposicdo pode ser armazenada a 4 °C durante um ano.
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