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RESUMO

A induastria avicola apresenta grande importancia na economia brasileira,
sendo que o Brasil € o maior exportador e o terceiro maior produtor mundial de
carne de frango. No entanto, alguns fatores diminuem a produtividade da industria
avicola. Entre esses fatores estdo as infeccbes extra-intestinas causadas por
Escherichia coli patogénicas aviarias (APEC), que podem afetar aves domésticas e
selvagens. A colissepticemia, infecgéo generalizada causada por E. coli, geralmente
inicia no trato respiratério superior, culminando com a morte da ave. Os fatores de
viruléncia mais associados a APEC incluem adesinas, invasinas, fatores de
resisténcia ao soro, sistemas de aquisicdo de ferro e toxinas. Além desses fatores,
maquinarias denominadas de Sistemas de Secre¢cdao podem influenciar a
patogenicidade de uma bactéria. Os componentes desses sistemas medeiam 0
transporte de proteinas efetoras através da membrana interna, do espaco
periplasmatico e da membrana externa da bactéria, e a compreensdo do seu
funcionamento é importante para o entendimento da interacdo patdégeno-hospedeiro.
Esse trabalho teve como objetivo verificar a presenca de quatro genes componentes
do Sistema de Secrecéo do Tipo 6 (T6SS) em 48 isolados APEC. O T6SS, descrito
em Vibrio cholerae, apresenta um operon composto por 15 a 20 genes. Neste
trabalho, foi investigada a presenca dos genes clpV, hcp, vgrG e dos homadlogos de
icmF (presente no Sistema de Secrecdo do Tipo IV, descrito em Legionella
pneumophila). A genotipagem das amostras com relacédo a esses genes foi realizada
através de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) Multiplex, utilizando-se dois
conjuntos distintos de oligonucleotidios, e os resultados das reagfes foram
verificados por eletroforese em gel de agarose e tiveram como controles positivos as
cepas APEC MT78 (AY395687) e APEC01 (NC_008563.1). Alguns dos isolados
genotipados apresentaram 0s quatro genes investigados, o que aponta para a
provavel presenca do T6SS, podendo esse ser um fator associado a viruléncia

dessas cepas.

Palavras-chave: APEC, Colissepticemia, Escherichia coli, Patogenicidade, Sistema

de Secrecéo do tipo VI.



1 INTRODUCAO

1.1 A importancia da avicultura na economia brasileira

Atualmente o Brasil € o maior exportador mundial e o terceiro maior produtor
de carne de frango, atrds apenas dos Estados Unidos e da China. A producao
brasileira de carne de frango alcangou 12,2 milhdes de toneladas em 2010, sendo os
estados da regido Sul responsaveis por mais da metade da produc¢éo nacional e por
75% da exportacdo. Da producdo avicola total do pais no ultimo ano, 69% foi
destinada ao consumo interno, e 31% (3,819 milhdes de toneladas), a exportacédo. O
preco médio das vendas brasileiras foi de US$ 1.782 por tonelada, resultando em
uma receita cambial de US$ 6,808 milhdes (UBA, Relatério Anual 2010/2011).
Dessa forma, a industria avicola é de grande importancia para a economia interna e
balanca comercial do pais, gerando alimentos de alto valor proteico com relativo
baixo custo. No entanto, alguns fatores podem causar uma diminuicdo significativa
da produtividade na industria avicola e, por conseguinte, um aumento de custo da
producdo. Entre eles, destacam-se as infeccfes extra-intestinais por Escherichia coli
patogénicas aviarias (APEC), responsaveis por grandes perdas econdmicas na
avicultura brasileira. Os relatos de condenacdes por celulite aviaria em
agroindustrias no Brasil variam de 0,14% a 1,4% da producédo (Fallavena et al.,
2000). Considerando-se a producao de 2010, as perdas seriam de pelo menos 24,6
mil toneladas de carne de frango (UBA, Relatério Anual 2010/2011).

1.2 A Colibacilose aviaria

InfeccOes extra-intestinais causadas por E. coli em aves recebem o nome de
colibacilose aviaria. A doenca manifesta-se na forma de infec¢do localizada ou
sistémica, sendo mais comum em galinhas, perus e patos, mas pode tambéem
ocorrer em outras espécies de aves, como gansos, passaros domésticos e aves
silvestres (Barnes & Gross ,1997; Dho-Moulin & Fairbrother., 1999; Barbieri, 2010).



Aves acometidas pela colibacilose podem desenvolver lesbes em
articulacdes, em tecidos subcutaneos e em diferentes érgaos, como figado, coracao,
sacos aéreos e pulmdes. Tais lesdes podem levar a condenacdo da carcaca ou a
disseminacado da doenca por toda a criacao (Ferreira & Kndbl, 2000). A colibacilose
contribui para a diminuicdo da qualidade da producéo de aves comerciais por afetar
todas as etapas dessa producdo. A morbidade (com perda de peso e reducao do
crescimento e da producdo de ovos), o aumento da condenacdo das carcacas
durante o processamento e o aumento da mortalidade sdo responsaveis por perdas
econdmicas nesse setor (Barnes & Gross, 1997; Dho-Moulin & Fairbrother, 1999).

As aves sao afetadas pela colibacilose no periodo entre 4 a 8 semanas de
idade, quando estdo mais suscetiveis a problemas respiratorios. Quadros de
salpingite (infeccdo no oviduto) e infeccdes sistémicas sdo as manifestacdes da
doenca que geralmente estdo relacionadas a infeccdo por E. coli em aves adultas
(Ferreira & Knoébl, 2000; Cardoso et al., 2002). Os sintomas mais evidentes nas aves
doentes sdo depressao e febre, que podem ser seguidos de morte (Dho-Moulin &
Fairbrother, 1999).

Colissepticemia € o nome dado a infeccao sistémica causada por E. coli (Dho-
Moulin & Fairbrother, 1999). A doenca geralmente inicia-se no trato respiratério
superior e pode instalar-se em diferentes locais anatdmicos da ave e apresentar
sintomatologia variada (Dho-Moulin & Fairbrother, 1999; Ngeleka et al., 1996).
Diversos fatores ambientais podem tornar as aves mais suscetiveis a infeccéo por
APEC, por oferecerem a bactéria um ambiente mais propicio ao seu
desenvolvimento. Entre eles estdo: a alta concentracdo de amonia no ambiente (que
pode causar danos no epitélio ciliar do trato respiratério, facilitando a entrada da
bactéria); a deficiéncia no sistema de ventilacdo, a exposicdo a temperaturas
extremas, a limitacdo do espago para a criacdo e a deficiéncia do processo de
desinfeccao (Dho-Moulin & Fairbrother, 1999; Ferreira & Knébl, 2000).

Outras condi¢cbes que podem predispor as aves a infeccdo sao a existéncia
de infeccbes por outros agentes - como Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma
synoviae, Pasteurella multocida, Haemophilus paragallinarum, Pneumovirus, virus
da Bronquite Infecciosa, doenca de Marek e de New Castle - e a presenca de

micotoxinas na racdo. Ou seja, qualquer fator capaz de causar lesdo no epitélio
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respiratorio, inclusive vacinas com virus atenuado, pode tornar a ave mais suscetivel
a doenca (Dho-Moulin & Fairbrother, 1999; Ferreira & Kndbl, 2000; Dwars et al.,
2009).

As lesBes mais comumente causadas pela infeccdo por APEC sédo peri-
hepatite, aerossaculite e pericardite, embora outras - como peritonites, salpingites,
onfalites e osteomielite - possam ser observadas. A forma de manifestacdo da
infeccdo depende dos fatores de viruléncia dos isolados e da suscetibilidade da ave
(Dziva & Stevens, 2008).

1.3 Escherichia coli

Escherichia coli € um microrganismo gram-negativo pertencente a familia
Enterobacteriaceae. Descrita em 1885, por Theodor von Escherich, E. coli tem forma
de bastonete curto, é anaerobica facultativa e apresenta distribuicAo cosmopolita.
Coloniza o trato intestinal da maioria dos animais logo apdés o seu nascimento,
tornando-se um importante membro da microbiota (Barnes & Gross, 1997; Ferreira &
Kndbl, 2000; Kaper et al., 2004).

E. coli foi considerada por muito tempo uma bactéria ndo-patogénica,
responsavel por auxiliar na prevencdo da colonizagcdo do epitélio intestinal por
microorganismos patogénicos. Entretanto, a aquisicdo de fatores de viruléncia por
alguns clones de E. coli tornou-os capazes de causar diversas doencas em
humanos e outros animais (Barnes & Gross, 1997; Dho-Moulin & Fairbrother, 1999;
Ferreira & Knobl, 2000; Kaper et al., 2004). Esses fatores de viruléncia - encontrados
em elementos genéticos, como plasmideos, transposons, ilhas de patogenicidade e
bacteriéfagos - devem permitir (1) a adaptacdo e colonizacdo de novos nichos no
hospedeiro; (2) a sobrevivéncia e a multiplicacdo da bactéria no hospedeiro; (3) o
escape dos mecanismos de defesa do hospedeiro; e, finalmente, (4) a saida da
bactéria para e sua transmissdo para um novo hospedeiro suscetivel (Falkow, 1991).

De acordo com a presenca de genes de viruléncia, com a sintomatologia
clinica ou o local de onde foram isoladas, as cepas E. coli podem ser classificadas
como: (1) comensais, quando presentes na microbiota normal de humanos,
mamiferos e aves saudaveis, sem causar dano ao seu hospedeiro; ou (2)
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patogénicas: causadoras de gastrenterites e colites, quando ingeridas em
quantidades suficientes, ou de infec¢des extra-intestinais (Russo & Johnson, 2000).

E. coli patogénicas sédo classificadas em dois grupos: (1) INPEC (Intestinal
Pathogenic E. coli), responsaveis pelas diarreias, podendo apresentar diversas
estratégias para invadir as células intestinais (Klemm et al., 2010; Reis & Horn,
2010); e (2) EXPEC (Extraintestinal Pathogenic E. coli). O ultimo grupo € dividido em
trés subgrupos: UPEC (UroPathogenic E. coli), causadoras de infeccdo do trato
urinario, NMEC (Newborn Meningitis-causing E. coli), causadoras de meningite no
neonato; e APEC (Avian Pathogenic E. coli), causadoras da colibacilose em aves
(Kaper et al., 2004).

1.4 Escherichia coli patogénicas aviarias (APEC)

APEC sé&o o agente etiolégico da colibacilose aviaria, doenca disseminada por
todo o mundo (Ferreira & Knobl, 2000). Podem estar presentes na microbiota
intestinal de aves sadias e, dessa forma, permanecer nas criagdes por um longo
periodo, levando a contaminacédo dos alimentos e da agua, fazendo com que esses
sirvam de via de disseminacdo da bactéria entre as aves (Ewers et al., 2009).
Acredita-se que uma das formas de transmissao da doenca para 0s pintos seja a
contaminacdao fecal da casca do ovo.

Atualmente, a doenca é diagnosticada a partir do isolamento de E. coli de
lesbes presumivelmente de colibacilose (Dho-Moulin & Fairbrother, 1999). Apds o
isolamento, realizado em meio apropriado, como o agar MacConkey - seletivo para
gram-negativas — é feita a confirmacgéo da identidade das cepas através dos testes
bioquimicos (Barnes & Gross, 1997; Dho-Moulin & Fairbrother, 1999; Ferreira &
Knobl, 2000).

1.5Fatores associados a viruléncia

Ainda ndo h&4 um marcador do patotipo de APEC (Dzva & Stevens, 2008), ou

seja, ndo esta definido se existe um fator ou conjunto de fatores de viruléncia
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imprescindivel a infeccdo por essas cepas. No entanto, ha diversos indicadores de
patogenicidade descritos para elas, entre os quais estdo as adesinas, invasinas,
fatores de resisténcia ao soro, sistemas de aquisicdo de ferro, toxinas e outros
(Barbieri, 2010). Abaixo, um breve relato dos fatores associados a viruléncia mais

frequentemente investigados em isolados APEC.

1.5.1 Adesinas

As adesinas, responsaveis por mediar a aderéncia da bactéria ao hospedeiro
(Kaper et al., 2004), podem ser fimbriais ou afimbriais. As fimbrias séo filamentos de
proteinas ou apéndices expressos na superficie celular das bactérias (Dziva &
Stevens, 2008). A fimbria mais comum em E. coli € a fimbria do tipo 1, que, por se
ligar a D-manose, possibilita a ligagdo a varias células eucaritticas, entre elas as
intestinais, pulmonares, de bexiga, epitélio renal e células inflamatdrias. Em isolados
APEC, a frequéncia da fimbria do tipo 1 ¢é de 70 a 100 % (Dho-Moulin &
Fairbrother, 1999; Barbieri, 2010; Ewers et al., 2007).

Outra fimbria € a fimbria P, codificada pelo operon pap. Em aves infectadas
experimentalmente com cepas APEC, a expressdo desta fimbria foi observada
durante e colonizacdo dos sacos aéreos, pulmdes e érgdos internos (Pourbakhsh et
al, 1997 a; Pourbakhsh et al, 1997 b). O gene pap apresenta uma frequéncia de 25 a
30 % nestas cepas, e a fimbria P ndo tem sido considerada essencial a patogénese
(Barbieri, 2010; Ewers et al., 2007; Stordeur et al., 2002).

O Curli, presente em 100 % dos isolados APEC (Barbieri, 2010; Ewers et al.,
2007), é uma estrutura fina e enrolada, codificada pelo operon csg (Klemm et al.,
2010).

Entre as adesinas afimbriadas estdo Tsh (temperature-sensitive
haemagglutinin), que contribui para a colonizacdo dos sacos aéreos (Dozois et al.,
2000). Isolados de APEC, diferentemente de outras EXPEC, apresentam alta
frequéncia de Tsh (50-70 %; Barbieri, 2010; Ewers et al., 2007).
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1.5.2 Invasinas

As invasinas séo responséaveis por mediar a invasdo de células eucaritticas,
possibilitando a bactéria manter-se no interior do hospedeiro sem sofrer os efeitos
do soro. Sdo exemplos de invasinas a proteina IbeA e o homdlogo da proteina Tia,
além da ilha de patogenicidade gimB. IbeA esta presente em aproximadamente 13%
dos isolados APEC (Barbieri, 2010; Ewers et al.,, 2007), e suas funcbes séao,
provavelmente, auxiliar na colonizacdo do epitélio pulmonar (Germon et al., 2005;
Cortes et al., 2008) e, em NMEC, na invasdo da barreira hemato-encefélica (Kim,
2001). A proteina Tia foi descrita na E. coli enterotoxigénica (ETEC), na qual
desempenha papel de aderéncia e invasdo de células humanas ileo-cecais e
epiteliais colénicas em cultura (Fleckenstein, 1996). Em APEC, uma proteina
homologa a Tia, cujo gene esta presente em uma ilha de patogenicidade de 56 kb,
que também codifica outros fatores de viruléncia (Kariyawasam, 2006), esta
presente em cerca de 25 % dos isolados (Barbieri, 2010; Ewers et al., 2007). A ilha
de patogenicidade gimB, associada, em NMEC, a manutencdo dos niveis de
bacteremia caracteristicos da meningite (Bonacorsi et al., 2003), esta presente em
cerca de 10 % dos isolados APEC (Barbieri, 2010; Ewers et al., 2007).

1.5.3 Resisténcia ao soro

Alguns fatores conferem as APEC resisténcia a acdo do sistema
complemento e a fagocitose mediada por opsonizacdo, aumentando assim a
viruléncia bacteriana (Nolan et al., 2003). Um fator importante para a resisténcia ao
soro é o plasmideo colV, que codifica 0s genes traT e iss - que supostamente
protegem a membrana bacteriana do ataque pelo sistema complemento (Dziva &
Stevens, 2008) - além do gene da colicina V, uma substancia antimicrobiana que
pode estar envolvida no estabelecimento da infeccdo (Zhao et al., 2009).
Considerando os isolados APEC, o gene traT estad presente em aproximadamente

80 %; iss, em 75 %, e colV em aproximadamente 46 % dos isolados (Barbieri, 2010).
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A cipsula K1, associada a infec¢des extra-intestinais (Bliss et al., 1996),
apresenta propriedade anti-fagocitica (Van Dijk et al., 1979) e pode estar envolvida
na resisténcia ao soro (Stawski et al., 1990), aléem de ser essencial para a
penetracdo da barreira hemato-encefalica em NMEC (Kim et al., 2008). OmpA, uma
proteina de membrana externa, desempenha funcdo de adesina, invasina, serve
também como fator de resisténcia ao soro, e € sitio de reconhecimento de varios
bacteriéfagos (Smith et al., 2007). Em APEC, o gene neuC, que codifica a capsula
K1, esta presente em torno de 20-30 %dos isolados, enquanto que a frequéncia de

OmpA é de aproximadamente 93 % (Barbieri, 2010).

1.5.4 Fatores de aquisicao de ferro

Bactérias patogénicas séo capazes de sequestrar ferro dos tecidos corporais,
propriedade essencial para a viruléncia bacteriana devido a baixa concentracédo de
ferro nos tecidos do hospedeiro. O sistema da aerobactina, o mais bem
caracterizado entre os sider6foros (Vokes et al., 1999), é composto pelo operon
iuCABCD e pelo gene iut (Dziva & Stevens, 2008; La Ragione et al., 2002); iucD, um
dos genes do operon, esta presente em mais de 70 % dos isolados APEC (Barbieri,
2010).

A salmoquelina, outro fator de aquisicdo de ferro, também encontrado em
plasmideos ColV (Johnson et al., 2006), € codificada pelo operon iroBCDEN. A
expressao de IroN, uma das proteinas desse sistema, é regulada de acordo com a
presenca de ferro no meio (Sorsa et al., 2003), e esse gene esta presente em
aproximadamente 37 % das APEC. De acordo com Caza et. al., para que um isolado
APEC seja virulento, é necesséria a presenca de pelo menos um destes sistemas de
aquisicdo de ferro, sendo que a presenca dos dois sistemas torna a cepa mais
virulenta do que a presenca de apenas um deles (Caza et al., 2008).

Além desses dois sideréforos, podem estar presentes em APEC: o sistema
transportador de ferro codificado pelo operon sitABCD - composto por permeases
que aumentam a captura de ferro e manganés e contribuem para a multiplicacao
bacteriana (Sabri et al., 2008); o gene ireA, associado a captacdo de ferro e ao

aumento da invasdo em bexiga de camundongos (Russo et al., 2001); o gene chuA,
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um receptor e utilizador de ferro heme (Li et al., 2005). A frequéncia de ireA em
APEC é cerca de 70 %, e a de chuA é maior do que 60 % (Barbieri, 2010).

1.5.5 Toxinas

Entre as toxinas mais frequentemente produzidas por APEC estdo as
proteinas Vat (toxina autotransportadora vacuolizante), que apresenta um efeito
citotéxico formando vacuolos na célula do hospedeiro (Parreira & Giles, 2003), e
EAST1, codificada pelo gene astA. Em isolados APEC, a frequéncia de Vat é de

aproximadamente 18 %, e a frequéncia de astA, 33 % (Barbieri, 2010).

1.6 O Sistema de Secrecao do Tipo 6

Além desses fatores associados a viruléncia, maquinarias denominadas
Sistemas de Secrecdo podem influenciar a patogenicidade de uma bactéria
(Kostakioti et al., 2005). Esses sistemas apresentam componentes que medeiam o
transporte de proteinas efetoras através da membrana interna, do espago
periplasmatico e da membrana externa da bactéria (Shrivastava & Mande, 2008).

A elucidacdo dos mecanismos utilizados pelas bactérias para a secrecao de
proteinas é importante na compreenséo da associacdo patégeno-hospedeiro, ja que
muitas das proteinas secretadas estdo associadas a viruléncia da bactéria
(Shrivastava et al., 2008).

Existem seis sistemas de secrecado, do 1 ao 6, descritos para bactérias gram-
negativas. Os sistemas de secrecdo dos tipos 2 e 5 sdo sec-dependentes, ou seja,
secretam as proteinas bacterianas ao meio extracelular apds estas terem sido
transladadas ao espaco periplasmético pelos sistemas Sec e Tat. J4 os sistemas de
secrecdo dos tipos 1, 3, 4 e 6 secretam proteinas bacterianas através das
membranas interna e externa da bactéria e possuem aparatos para injetar as
proteinas diretamente no citosol da célula do hospedeiro (Tseng et al., 2009).

O Sistema de Secrecao do Tipo 6 foi descrito em 2005 (Pukatzki et al., 2005),

quando se estudou uma cepa de Vibrio cholerae responsavel por um surto de colera
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ocorrido no Sudao, em 1968. As cepas causadoras de pandemias de célera sao
geralmente pertencentes aos sorogrupos O1 e O139. Porém, nesse caso, a cepa
pertencia ao sorogrupo 037, ndo conhecido por causar pandemias.

Diferentemente de outras cepas de V. cholerae, esta apresentou resisténcia a
predacdo por Dictyostelium discoideum, e verificou-se que esse fendtipo era
consequéncia de um sistema de secrecao até entdo desconhecido. Esse sistema foi
denominado de sistema de secrecdo do tipo 6, por ser distinto dos cinco sistemas
descritos até entéo.

O T6SS apresenta um operon composto por 15 a 20 genes, e, a partir da
andlise de genomas bacterianos, foi identificado um grupo de 13 proteinas
conservadas que constitui o nucleo do T6SS (Shrivastava & Mande, 2008), e um
conjunto de proteinas ndo conservadas, responsaveis por funcdes regulatorias e
acessorias (Bingle et al., 2008).

Diversos estudos acerca do T6SS ja foram realizados. Porém, as funcdes
exatas dos genes que compdem este sistema ainda n&do foram elucidadas. Acredita-
se que as proteinas que ndo sdo secretadas podem compor estruturalmente o
aparato de secrecao e/ou auxiliar no transporte de proteinas de alguma outra forma,
atuando, por exemplo, no fornecimento da energia necesséria ao transporte dos
substratos pelo sistema (Filloux et al., 2008).

Até o momento, quatro genes componentes do T6SS foram parcialmente
caracterizados. Sao eles: clpV, hcp, vgrG (todos codificadores de proteinas
estruturais e secretadas) e um conjunto de genes homoélogos ao icmF de Legionella
pneumophila (Bingle et al., 2008; Filloux et al., 2008; Cascales, 2008).

O gene clpV (caseinolytic protease V) pertence a uma superfamilia de
ATPases responsaveis pela energizacdo da formacdo de um canal hexameérico,
através do qual as proteinas séo transportadas em um mecanismo dependente de
hidrélise de ATP (Bingle et al., 2008; Cascales, 2008). E membro da familia
Hspl00/clp, que abrange proteinas responsaveis por desagregar, degradar e
redobrar proteinas agregadas ou malformadas. Apresenta as funcdes de transporte
e redobramento de proteinas, mas ndo parece ser capaz de realizar a funcéo de
desagregacao de proteinas (Bingle et al., 2008; Filloux et al., 2008; Cascales, 2008;
Schlieker, 2005).
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Hcp (hemolysin coregulaed protein) € uma proteina que forma anéis
hexaméricos que se sobrepdem para dar origem ao tubo transmembrana, através do
qual as proteinas sdo secretadas. A proteina VgrG (valine-glycine repeat protein),
por sua vez, forma uma estrutura pontiaguda localizada na extremidade superior do
tubo formado por hcp, e que, supostamente, perfuraria a célula hospedeira para a
secrecdo das proteinas bacterianas efetoras no interior da mesma (Bingle et al.,
2008; Filloux et al., 2008; Cascales, 2008).

Os genes homologos ao icmF (intracellular multiplication F), essenciais para a
replicacdo intracelular em varias linhagens bacterianas, contém varios dominios
transmembrana (Bingle et al., 2008; Sexton et al., 2004). IcmF seria uma proteina
transmembrana que, supostamente, interagiria com a parte citosolica e com a
ATPase ClpV do T6SS (Cascales, 2008).

A relacdo entre T6SS e viruléncia de uma cepa APEC foi estabelecida
recentemente por Pace et. al. (Pace et al., 2010), que verificaram que a cepa APEC
SEPT 362, isolada do figado de um frango com sinais de septicemia, expressava um
Sistema de Secrecao do Tipo 6. Nesse trabalho, verificou-se, através da criacdo de
mutantes para os componentes do T6SS, a contribuicdo do T6SS para a viruléncia
in vivo de SEPT 362. Além disso, mutantes para hcp e clpV tiveram suas
capacidades de adesdo e de rearranjo do citoesqueleto de células epiteliais
diminuidas, e o mutante hcp apresentou pequena diminuicdo na capacidade de
invasdo de células epiteliais. O comprometimento dessas caracteristicas, de acordo
com os autores do trabalho, pode ser devido a diminuicdo da expresséo da fimbria
do tipo 1 observada nesses mutantes.

O mesmo grupo mostrou a relacdo de outro gene do T6SS, o icmF, com a
patogénese de SEPT 362 (Pace et al., 2011). Nesse trabalho, 0 mutante para icmF
demonstrou diminuicdo da adesdo a células HelLa, assim como observado para 0s
mutantes hcp e clpV. Porém, nesse caso, 0 mutante ndo apresentou diminuicdo na
expressao de fimA, tampouco na viruléncia in vivo, sugerindo que a contribuicdo de
icmF para a adesao € independente da fimbria. Além disso, icmF, assim como hcp,
mostrou contribuicdo importante para o fenétipo invasivo da cepa SEPT 362, visto
gue 0s mutantes para icmF tiveram a capacidade de invasao comprometida. Ainda

no mesmo trabalho, os autores verificaram que o mutante icmF apresentou
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capacidade de formacdo de biofilmes e viabilidade no interior de macréfagos

diminuida.
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2. JUSTIFICATIVA

Embora o Sistema de Secrecdo Tipo 6 tenha sido descrito recentemente em
Vibrio cholerae (48), a presenca de genes componentes desse sistema tem sido
detectada em diversos microrganismos, incluindo vérias linhagens de Escherichia
coli e algumas espécies de outros géneros, relacionados evolutivamente ou nao
(46). Entre as linhagens de E. coli positivas para os genes do T6SS estdo as cepas
patogénicas aviarias APEC O1 e MT78, esta uma cepa sabidamente invasiva.

Além disso, mais recentemente, foi demonstrada a influéncia do T6SS sobre a
viruléncia da cepa SEPT 362, isolada de um frango com colissepticemia. Nessa
cepa, a delecdo dos genes componentes do T6SS levou a uma diminuicdo da
viruléncia (54, 55). Entretanto, ainda sdo poucos 0s estudos que investigam a
possivel relacdo do T6SS com a viruléncia de uma cepa bacteriana.

Diante desse panorama, considerou-se importante investigar a presenca do

T6SS nas cepas de E. coli patogénicas aviarias que constituem a nossa colecéo.
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3 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho € investigar a presenca de quatro genes (clpV, hcp,
vgrG e icmF) componentes do Sistema de Secrecéo do Tipo 6 em isolados APEC
(Avian Pathogenic E. coli) oriundos de colissepticemia em frangos de corte

provenientes do Rio Grande do Sul.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Isolados testados

Neste trabalho, foram analisados, quanto a presenca de genes do sistema de
secrecdo do tipo 6, 48 isolados APEC obtidos de frangos de corte com
colissepticemia, provenientes de abatedouros de Porto Alegre, no Rio Grande do
Sul.

Os isolados foram obtidos de frangos com idade média de 7 semanas, recém-
sacrificados, a partir da carcaca e de diferentes Orgdos, como sacos aeéreos,
coracdo, figado e intestino. As amostras foram cedidas pelo Dr. Benito de
Guimaraes Brito do Instituto de Pesquisa Veterinaria Desidério Finamor.

As cepas foram mantidas em estoques em caldo Luria Bertani (LB), com 20 %

de glicerol, e armazenadas a -80°C.

4.2 Extracdo do DNA bacteriano

A extracdo do DNA das cepas bacterianas foi realizada através do método de
simples fervura: 3 a 4 colonias bacterianas foram ressuspendidas em 200 pL de
agua mili-Q; a suspensao foi resfriada a -20 °C por 10 minutos e, em seguida,
incubada em banho a 100 °C por 10 minutos. Apés, as amostras foram centrifugadas
a 14000 g por 10 minutos e, entdao, armazenadas a 4 °C, para serem usadas
posteriormente na reagcdo em cadeia da polimerase (PCR).

4.3 Oligonucleotideos iniciadores

Neste trabalho, utilizaram-se dois conjuntos de oligonucleotideos iniciadores
para investigacao da presenca dos genes icmF, clpV, hcp e vgrG, componentes do
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Sistema de Secrecdo do Tipo 6, nas cepas APEC. Um deles, referido aqui como
T6SS1, foi desenhado por Pace et. al. (54), baseado na sequéncia dos genes do
T6SS da E. coli entero-hemorragica EHEC 86-24; e o outro, aqui referido como
T6SS2, desenhado em nosso laboratério baseado nas sequéncias dos genes da
cepa APEC O1 (NC_008563.1) e da ilha de patogenicidade (AY395687) presente na
cepa BEN 2908.

4.4 Andlises in silico e desenho dos oligonucleotideos iniciadores T6SS2

Inicialmente, realizou-se uma busca no banco de dados do “Genome Project”,

no NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/genomes/Iproks.cqgi) das sequéncias dos

genes icmF, clpV, hcp e vgrG no genoma da cepa APEC O1 (NC_008563.1) e na
ilha de patogenicidade (AY395687) da cepa BEN 2908, que apresentam 0s genes
do T6SS investigados neste trabalho. Foram obtidas também as sequéncias destes
genes para outras cepas de E. coli, como a entero-hemorragica EHEC 0157H7
Sakai, cepa utilizada como modelo para o desenho dos oligonucleotideos iniciadores
do conjunto T6SS1, e as uropatogénicas (UPEC CFT073 e UPEC UTI189, ndo
utilizadas nas analises).

Obtidas essas sequéncias, realizou-se através do programa pDRAW, uma
PCR in silico, para verificar se os oligonucleotideos iniciadores T6SS1 anelariam nas
sequéncias dos genes do T6SS de APEC O1 e BEN 2908, amplificando os
fragmentos de interesse.

Apés tal analise, optou-se por desenhar um novo conjunto de
oligonucleotideos iniciadores, sendo usadas como molde as sequéncias dos genes
das cepas APEC e BEN 2908. Para isso, utilizou-se o programa Prime3. Apoés,
testou-se a identidade desses oligonucleotideos iniciadores, através do BLAST
(Basic Local Alignment search Tool), selecionando-se sequéncias gendémicas de E.
coli, para verificar se eram especificos para a amplificacdo de genes nessas
sequéncias.

Apoés desenhados os oligonucleotideos iniciadores T6SS2, realizou-se a PCR
in silico, da mesma forma que a realizada para o conjunto T6SS1, para verificar se
ocorreria 0 anelamento das sequéncias desenhadas nas sequéncias de interesse
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das cepas. Além de verificar o anelamento as sequéncias de interesse, 0 programa
fornece o tamanho do fragmento, em pares de bases, a ser amplificado e a

temperatura de anelamento do oligonucleotideo iniciador ao DNA molde.

4.5 Reacao em Cadeia da Polimerase

Apoés definidos os novos oligonucleotideos iniciadores, foram feitos testes
para serem definidas as concentracdes de cada componente do mix de reacdo e as
condicbes da PCR.

A genotipagem dos isolados para os oito pares de oligonucleotideos
iniciadores foi realizada através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Todas
as reacoes foram preparadas para um volume final de 25 pL (em agua Milli-Q),
contendo 2,5 pL de tampéo de PCR 10 X, 2,0 uyL de 50 mM MgCl,, 2 U Taq DNA-
polimerase (CBiot), 0,5 uL de cada dNTP 10 mM, 0,1 puL (10 pmol) do par de
oligonucleotideos iniciadores e 4 uL do DNA de cada cepa.

Para conjunto de oligonucleotideos T6SS1, as reacfes ocorreram sob as
seguintes condi¢bes, em um termociclador (PCR Sprint, Thermo): 2 minutos a 94 °C,
25 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 50 °C e 1 minuto a 68 °C, com um ciclo
final de 7 minutos a 72 °C. Os amplicons foram mantidos a 4 °C até a realizacdo da
eletroforese. Pelo fato de trés dos fragmentos amplificados apresentarem tamanhos
semelhantes, foram feitos dois mix distintos: um para os genes hcp e vgrG; outro
para os genes icmF e clpV.

Ja para o conjunto T6SS2, as condi¢cGes foram: 1 minuto a 94 °C, 25 ciclos de
30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 58 °C e 1 minuto a 72 °C, com um ciclo final de
5 minutos a 72 °C. Nesse caso, como 0s fragmentos apresentavam tamanhos bem
distintos, foi feita uma reagéo multiplex.

Como controle positivo para o T6SS1 foi utilizada a cepa SEPT 362, que de
acordo com Pace et al 2010 apresenta 0s quatro genes investigados nesse trabalho.
Para o T6SS2, os controles positivos utilizados foram as cepas APEC APEC O1 e
MT78 (BEN 2908).
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4.6 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos das PCRs foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1,5 %. O tamanho dos amplicons foi comparado com o marcador de tamanho

molecular de 100 pb (Ludwig Biotec).
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5 RESULTADOS

5.1 Anélise in silico do T6SS1

Através da busca dos genes do T6SS icmF, clpV, hcp e vgrG no banco de
dados do Genoma Project NCBI, foi verificada a presenca dos genes nas cepas
APEC 01, BEN 2908, EHEC 0157:H7 Sakai, além de vérias outras cepas de E. coli
nao consideradas no desenvolvimento do trabalho. Essas sequéncias foram usadas
nas andlises in silico dos oligonucleotideos iniciadores a serem testados neste
trabalho.

A PCR in silico, realizada através do programa pDRAW32, para o T6SS1
detectou a presenca de todos 0s genes pesquisados na E. coli EHEC O157H7 str.
Sakai, utilizada como molde para o desenho dos oligonucleotideos iniciadores do
T6SS1. JA as cepas APEC Ol1 e BEN 2908 apresentaram anelamento in silico
apenas dos oligonucleotideos clpVrev e vgrGrev (Figura 1) O programa forneceu
também o tamanho dos fragmentos a serem amplificados e a temperatura de
anelamento das sequéncias ao DNA molde (Tabela 1).

Essa andlise demonstrou que os oligonucleotideos iniciadores T6SS1 nao
apresentavam sitios de anelamento suficientes nas sequéncias dessas cepas,
sabidamente portadoras do T6SS, e que, portanto, ndo seriam capazes de amplificar

0S genes de interesse.

5.2 Desenho dos oligonucleotideos iniciadores T6SS2

Pelo fato de o conjunto T6SS1 ndo se mostrar capaz de amplificar in silico os
genes presentes nas cepas APEC O1 e BEN 2908, que apresentam os genes do
T6SS no seu genoma (49), optou-se por desenhar um novo conjunto com base

nessas cepas. Este segundo conjunto de oligonucleotideos foi denominado T6SS2.
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5.3 Anélise in silico do T6SS2

Como era de se esperar, o resultado do alinhamento dos oligonucleotideos
T6SS2 as sequéncias genbmicas de E. coli pelo programa BLAST demonstrou
100% de identidade entre ambos, demonstrando que as sequéncias desenhadas
eram especificas para a amplificacdo de fragmentos presentes no genoma do
microrganismo em estudo (Figura 2).

Na PCR in silico para o T6SS2 demonstrou-se o anelamento de todos os
oligonucleotideos e, portanto, a presenca de todos 0s genes em questao nas cepas
APEC O1 e BEN 2908. Poréem, ndo houve anelamento desses iniciadores na cepa
EHEC O157H7 str. Sakai, o que mostrou a incapacidade, por esse conjunto, de
detectar o T6SS presente nessa cepa (Figura 3). O programa forneceu também o
tamanho dos fragmentos a serem amplificados e a temperatura de anelamento das
sequéncias ao DNA molde (Tabela 2).

Apos definidos os novos oligonucleotideos iniciadores, foram feitos testes
para serem definidas as concentragbes de cada componente do mix de reacdo e as
condicdes da PCR. Apoés tal padronizacdo, iniciou-se a genotipagem das cepas

APEC para os dois conjuntos de iniciadores.
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A BLAST

Basic Local Alignment Search Tool
NCBI BLAST/ Microbes/ Formatting Results - TMOCAG6GR015

Nucleotide Sequence (292 letters)

Query ID Icl|26041 Database Name Microbial/562
Description None Description Escherichia coli genomic sequences
Molecule type nucdleic acid Program BLASTN 2.2.25+

Query Length 292

Descriptions
Legend for links to other resources: [!] UniGene E GEO E Gene E Structure III Map Viewerﬂ PubChem BioAssay

Total Query E Max Links

Accession Description

i
:
E

value ident
AEFJ01000002.1  Escherichia coli H263 cont2 2, whole genome shotgun sequence 540 540 100% 4e-152 100%
AEFI01000036.1 Escherichia coli H252 cont2.36, whole genome shotgun sequence 540 540 100% 4e-152 100%
Escherichia cali MS 57-2 E_coli57-2-1.0_Cont77_1, whole genome
ADUG01000081.1 shotgun sequence 540 540 100% 4e-152 100%
Escherichia coli MS 60-1 E_coli60-1-1.0_Cont683.1, whole genome
ADUF010003111  ghotgun sequence 540 540 100% 4e-152 100%
Escherichia coli MS 200-1 E_coli1200-1-1.0_Cont497.1, whole genome
ADUC01000308.1 shotgun sequence 540 540 100% 4e-152 100%
Escherichia coli MS 110-3 E_coli110-3-1.0_Cont28.2, whole genome
ADTWO10000171  ghotgun sequence 540 540 100% 4e-152 100%
AAJU02000006.1 E:::Zﬂ:zia coli F11 gcontig_1112495917046, whole genome shotgun 540 540 100% 46152 100%
NC 011745.1 E: ichia coli ED1a chrof s p g 540 540 100% 4e-152 100%
NC 0117421 Escherichia coli S88, complete genome 540 540 100% 4e-152 100%
NC 0085631 Escherichia coli APEC O1, complete genome 540 540 100% 4e-152 100%
B BLAST
Basic Local Alignment Search Tool
HCBIY ELASTY Micmoes! Formatting Results - TMOFBOHMI1S
Nucleotide Sequence [427 letters)
Query ID l]3237 Database Name Microbial/562
Description None Description Escherichia coll genomic sequences
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.2.25+
Query Length 427
Legend Tor links to ciher resources: m UniGene E GED E Gene E Shruciure m Map Viewer ﬁ PubChem BloAssay
Accession Description Max Total Query E Max Links
SCOfe  score  coverage  value jdent
AEFM1090001,1 Escherchia coll H2E3 cont2 1, whole genome shalgun sequence 58 769 100% oo 100%:
AEFR1D000361  Eschenchia coll H252 cont2 36, whole genome sholgun sequence 7eg 7E9 100% on 100%
ADTWIIBOBOIT.L %mnmﬂu-a E_call110-3-1.0_Cont26.2, whale genome — 83 1D0% on f—
Escherichla coll 583, compieie genome: i=2 ] 7E9 100% on 100%
Escherichla coll APEC O1, complete genome 789 769 100% o0 100%
Escharichila coll UTIES chromosome, complete genome: i} 789 100% o0 100%
Escherichia coll G107 conllgl2, whale genome shofgun sequence TE4 7B4 100% on a5,
Escherichia coll MS 57-2 E_coll57-2-1.0_Coni77_1, whole genome
ADUGHOI001]  choigun soquence = - ' FiT) 764 100% o0 go%
NG 0117451 Escherichla coll E0Ya chromosome., complede genome ri:" 784 100% on a0
Escherichia coll M3 60-1 E_coll60-1-1.0_CondsE3_1, whole genome
ADUFI090311.1  snofgun saquence - - - mole g2 I8 7 100% o0 go%
Escherichla coll MS 200-1 E_coll 1200-1-1.0_Conid37 1, whale
- - - 8 7 100% o0 e

ADUCTH DO308.1
‘gename shaigun sequence

Figura 2. Verificag@o da identidade entre oligonucleotideos iniciadores e sequéncias
gendmicas de Escherichia coli. (A) clpV, (B) hcp, (C) icmF e (D) vgrG.
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C BLAST

Basic Local Alignment Search Tool
HCEY BLASTS Micmpesr Formatting Resulte - TMOSSRTPOIN

MNucleotide Sequence [613 letters)

Query ID  11}42991 Database Name Microbial/562
Description  None Description Escherichia coll genomic ssquencas
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2,225+

Query Length 615

Legend for links to ofher resources: mLHIEEEEGEn Eﬁnﬂmmumvmﬂ PubChem BloAssay
Accession Description Max Total Cuery E Max Links
SCOME SCOrE  coverage  value idemt

AEEM1000001,1 Escherchia call H2E3 cont2 1, whole g shabgun seqy 1138 1136 100% LiT1] 100%

AEFR10000361  Escherchia coll H252 cont2 36, whole gename sholgun sequence 1435 1136 100% on 100%

AEFAR1R00004,] Escherchia coll NC10M conligl2, whale genome shofgun sequence 1135 1136 100%. [111] 100%
Edlei‘nlﬁllamilﬁﬂ—i E_coll57-2-110_Coni77.1, whole genome 1136 100% 00 100%
Bdie{nlﬂllamilﬁﬂﬂ-iE_mlllm-Bdﬂ_Dnrﬂﬂlngm 1136 100% 00 1008

MG 0117451 Eschenichia coll ED'a chramosome, compleds gename 1138 1136 100% o 100%

HC_011742.1 Escherichia coll 538, complele genome 1138 1136 100% 0o 100%

HC_0OBSE3] Escherichla coll APEC O, complete genome 1138 1136 100% LiT1] 100%

HC_ 0073451 Escherichla coll UTIES chromosome, compiete genome 1138 1136 100% LiT1] 100%
mr:.mtammﬂn E_coll60-1-10_Candfed. 1, whole gename 1131 100% oo aog
m{lﬂ!lam’nlﬁmﬂ—1 E_coll1200-1-1.0_Contdd7.1, whale 1131 100% oo aog

D BLAST
Basic Local Alignment Search Tool
HCEY BLAST! Microbes/ Formaiting Results - TKZXZEASIS
Nucleotide Sequence [933 letters)
Query ID  |d|51657 Database Name Microbial/562
Description Nore Description Escherichia ooll genomic sequencas
Moleciile type nucleic acid Program BLASTN 2.2.25+
Query Length 933
Legend far links to oiher FEsoUrces: ml.HIEE'EEGEﬂ Eﬂnﬂmmumvmﬂ PubChem BloAssay
Accession  Description Max TJotal Querv E Max Links
SCOTe Score coverage  value jdemt

AAJUD200000E  EEChEnchia call F11 goonbg_1112495917046, whole genome shotgun 1704 1734 100% oo 100%

NC_MB253.1 Escherichia coll 536, compilete genome 1724 2919 100% 00 100%

HC 117421 Escherichia coll 364, complete genome 1663 2620 100% oo 98%

HC_00BSE3] Escherichia coll APEC O, complete gename: 1663 2630 100% oo gE%

NC 73461 Eschenchia coll UTIES chromosome, compiate genome 1663 2610 100% (i1} 98%

AEFM10000031 Escherchia coll H263 conk? 3, whale genome shofgun sequence 1857 1657 100% 0.0 98%

AEFD1000005.1 Ezcherichia coll H252 cont2 .5, whaole genome shofgun sequence 1557 1557 100% oo 96%
Ehﬂleﬂd:.;nﬁzg 57-2 E_coll57-2-1.0_Conti5.2, whole genome 1006 oo o0 ao
Ezcherichia coll M3 110-3 E_coil110-3-1.0_Cont210.1, whiole genome:

ADTWI BOO146.1 sholun saquEnce 1266 1266 7% oo 9%
mm::]?;!:? 200-1 E_coll1200-1-1.0_Coni4s7 .3, whole genome 1243 78% o0 ar%

Ezcherichia coll F11 goonbg_1112495917042, whole genome shotgun

Figura 2. continuacgéo
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Figura 3. Anelamento dos oligonucleotideos iniciadores T6SS2 nos genomas (A)
APEC 01, (B) BEN 2908 e (C) EHEC O157H7 Sakai.




Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores para a investigacdo do T6SS1

Tamanho ™
Gene Descricéo Oligonucleotidios Iniciadores do
Amplicon
icmF Intracellular 5'GGGAGATAACGCTGCTCAAG3 502 pb 54,1 °C
multiplication
protein 5’'GGGAACAGGAGAAATCGTCAZ 54.,°C
clpVv caseinolytic 5'GTCGGCGGTCTATGAACAAT3I’ 400 pb 55,0°C
protease V
5'CTGCTCCAACACCTCAGTCAZ 54,6 °C
vgrG valine-glycine 5'CAGAAGATGCTGAACCGTGA3’ 831 pb 55,0 °C
repeat protein
5'CTCTCCCTGCCCACAAATTAZ 54,8 °C
hcpl hemolysin- 5'GGCAAATCCCGTCTATCTGAZ 450 pb 58,6 °C
coregulated
protein 5'GTGCTCCCAATTGATGCTCT3 57,6 °C
Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores para a investigacdo do T6SS2
Tamanho ™
Gene Descricéo oligonucleotidios iniciadores do
amplicon
icmF Intracellular 5"ATTATTCTGACACTCGATTTACS’ 615 pb 63,8 °C
multiplication
protein 5" TGAATATATCATCCATCTGC3’ 64,0 °C
clpv caseinolytic 5'CTGCATAAGCATCTACTGAC3’ 292pb 63,8 °C
protease V
5'CGATGTTTTTACAGTCAATC3’ 64,3 °C
varG valine-glycine 5'GTATCTTCCAGAATGAGGAC? 933pb 64,1 °C
repeat protein
5'CATGTTCATCACAGAAGATTZ 63,9 °C
hcpl hemolysin- 5'GCGGAACAATGCTCCCATATA3’ 427pb 63,9 °C
coregulated
protein 5'GCGTTCAACCCGAAGAGTCAZ 64,2 °C
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5.4 Genotipagem das amostras

Neste trabalho, utilizaram-se dois conjuntos de oligonucleotideos iniciadores,
aqui denominados T6SS1 e T6SS2 para verificar a presenca de genes do Sistema
de Secrecdo do Tipo 6 em uma colecédo de isolados APEC. Foram genotipados 51
isolados, incluindo os controles positivos SEPT 362 (T6SS1), APEC O1 e BEN 2908
(T6SS2). Na figura 4, exemplos de géis de eletroforese, que mostram os resultados
da genotipagem de algumas amostras usando-se o0s dois conjuntos de
oligonucleotideos iniciadores.

Para o T6SS1, 10 (21%) dos 48 isolados analisados apresentaram 0s quatro
genes (clpV, hcp, icmF e vgrG); 7 (15%) foram positivos para quaisquer 3 dos 4
genes; 1 (2%) apresentou 2 dos genes; 22 (45 %) apresentaram apenas 1 dos
genes, e 8 (17%) foram negativos para os 4 genes. Ja para o T6SS2, nenhum dos
48 isolados analisados apresentou os quatro genes; 1 (2 %) apresentou 3 dos
genes; 6 (13%) apresentaram 2 dos genes; 28 (58%) apresentaram apenas 1 dos
genes, e 13 (27 %) foram negativas para todos os genes (Tabela 3).

Analisando-se separadamente 0s genes para cada grupo, detectou-se, para o
T6SS1, o gene clpv em 18 (37%) dos isolados, o gene hcp em 11(23%), icmF em 20
(42%), e vgrG em 38 (80%) dos isolados. Ja para o T6SS2, clpV foi detectado em 34
(70%) dos isolados, hcp foi detectado em 4 (8%), icmF também foi detectado em 4
(8%), e vgrG em 1 (2 %) dos isolados (Tabela 4).
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Tabela 3. Presenca dos genes do T6SS (1 e 2) em isolados APEC

Cepa Ave Origem
RS 1 1 Intestino
RS 2 1 Coracao
RS 3 3 Coracao
RS 4 4 Figado
RS 5 5 Figado
RS 6 N.I. N.I
RS 7 6 Figado
RS 8 6 Figado
RS9 7 Figado
RS 10 7 Coragao
RS 11 8 S. aéreos
RS 13 10 Figado
RS 16 N.I. N.I.
RS 17 11 Coracao
RS 18 12 Intestino
RS 20 13 Coragao
RS 21 14 Musculo
RS 22 15 Figado
RS 23 15 Intestino
RS 24 16 Figado
RS 25 16 Intestino
RS 26 17 Figado
RS 27 17 Intestino
RS 28 18 Figado
RS 29 18 Intestino
RS 30 18 Coragao
RS 31 19 Figado
RS 32 19 Intestino
RS 33 19 Coragao
RS 35 N.I. N.I.
RS 37 20 Musculo
RS 38 21 Figado
RS 39 21 Intestino
RS 40 21 Coragao
RS 41 N.I. N.I.
RS 42 22 Figado
RS 43 22 Intestino
RS 44 22 Coracao
RS 45 23 Figado
RS 47 23 Coragao
RS 49 25 Musculo
RS 50 26 Musculo
RS 71 27 Musculo
RS 84 28 Coragao
RS85 28 Figado
RS 86 28 Musculo
RS107 30 Musculo
RS108 30 S. aéreos
362 (+)
MT 78(+)
APECO1(+)

Colunas da esquerda para a direita: cepas, designacdo dos isolados; ave, diferentes aves das quais
foram isoladas as bactérias; 6rgdo: 6rgdo de onde foram isoladas as bactérias; T6SS1 e T6SS2
mostram o resultado da genotipagem das cepas utilizando-se os oligonucleotideos iniciadores T6SS1 e
T6SS2, respectivamente, onde a cor preta indica presencga do gene, e 0 branco, auséncia.
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Tabela 4. Prevaléncia dos genes (T6SS1 e T6SS2) nos isolados APEC.

T6SS1 T6SS2
Gene Descri¢ao n= 48 (%) n= 48 (%)
clpV caseinolytic protease V 18 (37%) 34 (70%)
hecp hemolysin coregulated protein 11 (23%) 4 (8%)
icmF Intracellular multiplication protein 20 (42%) 4 (8%)
vgrG valine-glycine repeat protein 38 (80%) 1(2%)
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Figura 4. (A) Gel de eletroforese que mostra a amplificacéo dos genes do T6SS utilizando
os oligonucleotideos iniciadores T6SS1 (através de dois mix de reacdo separados: um
para detectar clpV e icmF - colunas de 1 a 7 e de 9 a 14 - e outro para detectar hcp e
vgrG - colunas de 16 a 19). Tamanho dos amplicons: vgrG 831 pb; icmF 502 pb; hcp 450
pb; clpV 400 pb.

(B) Gel de eletroforese que mostra a amplificagéo dos genes do T6SS utilizando
os oligonucleotideos iniciadores T6SS2, através de uma reagdo multiplex. Tamanho dos
amplicons: vgrG 933 pb; icmF 615 pb; hcp 427 pb; clpV 292 pb.

M: Marcador de tamanho molecular de 100 pb.

36



6 DISCUSSAO

Neste trabalho, as andlises in silico para o T6SS1 detectaram sitios de
anelamento para todos os oligonucleotideos iniciadores na cepa EHEC O157H7
Sakai, indicando a presenca dos genes do T6SS nessa linhagem. Esse resultado
confirma o esperado, ja que o conjunto de iniciadores T6SS1 foi desenhado com
base nessa cepa (Mougous et al., 2007). Entretanto, a busca pelos mesmos sitios
de anelamento nas cepas APEC O1 e BEN 2908 - cujo genoma ou a parte do
genoma que contém os genes do T6SS esta sequenciada - ndo teve o mesmo
resultado. Nestas, foram detectados sitios de anelamento para apenas dois dos
iniciadores, o que vai de encontro a informacédo a respeito da existéncia dos genes
aqui estudados (hcp, clpV, icmF e vgrG) nessas cepas. Uma explicacado para isso
pode ser a existéncia de mais de um lécus génico para o T6SS, como 0 que ocorre
em Pseudomonas aeruginosa (56), para linhagens de E. coli; dessa forma, os
iniciadores T6SS1 podem ter sido desenhados especificamente para detectar genes
de um lécus, presente na cepa EHEC O157H7 Sakai, mas nao necessariamente
presente nas cepas APEC. Outra explicacdo pode ser a de que tais iniciadores nao
foram desenhados para detectar regides conservadas dos genes correspondentes, 0
que dificultaria a detecg&o destes genes em outras cepas.

As analises in silico para o T6SS2, por sua vez, detectaram sitios de
anelamento para os oligonucleotideos iniciadores T6SS2 nas cepas APEC Ol e
BEN 2908. Tal resultado esta de acordo com o esperado, ja que o T6SS foi
detectado nessas cepas previamente (49). Porém, os mesmos sitios ndo foram
encontrados na cepa EHEC O157H7 Sakai. Assim como no primeiro caso, esse fato
pode ser explicado pela especificidade dos iniciadores em relacdo as cepas
utilizadas como molde para o desenho e, consequentemente, pela ineficiéncia dos
iniciadores em detectar regides mais conservadas dos genes.

Analisando-se os resultados da genotipagem através dos dois conjuntos de
oligonucleotideos iniciadores (T6SS1 e T6SS2), verifica-se que uma proporgao
maior de cepas positivas para os genes do T6SS foi detectada pelo conjunto de
iniciadores T6SS1, a exce¢do do gene clpV, que foi detectado em maior
porcentagem pelos iniciadores T6SS2. Ainda, verifica-se uma grande diferenca entre
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a proporcao de cepas positivas para o vgrG, quando se comparam 0s dois grupos,
sendo que esse gene apresentou a maior propor¢cao entre os genes detectados pelo
T6SS1, e a menor proporcdo entre 0s genes detectados pelo T6SS2. Tal resultado
nao era esperado, visto que os dois iniciadores deveriam amplificar o mesmo gene.
Provavelmente os iniciadores T6SS2 foram desenhados para uma regidao do gene
que ndo é conservada, dificultando a deteccdo deste nas amostras de nossa
colecdo. Isso pode, também, explicar a propor¢cao diminuida de cepas positivas para
0S genes detectados pelos iniciadores T6SS2 em comparagdo com a deteccao pelos
iniciadores do T6SS1.

Embora tenha havido dificuldade em relacionar os resultados das
genotipagens através dos dois conjuntos de iniciadores, os resultados obtidos neste
trabalho indicam a presenca de genes do T6SS nas cepas da nossa colecdo e uma
possivel relacdo desse sistema com a patogenicidade desses isolados.

A cepa invasiva de células nao-fagocitarias APEC BEN 2908 (MT 78),
apresenta em seu genoma uma ilha de patogenicidade que contém os genes do
T6SS. Esse resultado foi verificado nas analises in silico e confirmado pela
genotipagem através de PCR, na qual o T6SS1 detectou trés dos quatro genes, e o
T6SS2 detectou 0s quatro genes investigados. Esse resultado sugere a
possibilidade de que o T6SS exerca alguma influéncia sobre o fenétipo invasivo da
cepa MT 78, sendo, portanto, um fator associado a viruléncia nessa cepa. Dessa
forma, pode-se inferir que o T6SS exerca influéncia, também, sobre a
patogenicidade das cepas APEC da nossa colecdo. Porém, mesmo que seja
verificada a presenca do T6SS nessas cepas, para confirmar a relacdo desse
sistema com a patogenicidade desses isolados, € necessario que seja realizado um

ensaio que verifique a atividade do sistema.
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