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INTRODUCAO

As cepas de Escherichia coli patogénicas aviarias (APEC) sdo responsaveis por
iInfeccoes principalmente extra-intestinais em aves. Elas causam grandes prejuizos econdmicos
na industria aviaria devido ao comprometimento da ave e seus produtos. Os fatores
determinantes de viruléncia de APEC vém sendo estudados, na tentativa de identificar o que
caracteriza essas cepas e de elucidar seus mecanismos de patogénese e de interacdo com o
hospedeiro.

Os sistemas de secrecao tipo lll (T3SS) sao importantes fatores de viruléncia em
bactérias Gram-negativas enteropatogénicas. Eles sdo compostos por diversas proteinas que
formam um complexo em forma de agulha (Fig. 1), que permite a secrecao de proteinas
efetoras diretamente no citoplasma das ceélulas hospedeiras, onde modulam funcoes
bioquimicas e expressao géenica.

O objetivo desse trabalho é avaliar por PCR a presenca de 4 genes conservados do
T3SS (escC, escJ, escN e escV ) em cepas APEC provenientes do Rio Grande do Sul.
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Figura 1. (A) Eletromicrografia do complexo em
forma de agulha. (B) Desenho esqguematico do
complexo (Fonte: Marlovitz et al., 2004).

MATERIAIS E METODOS

Foi feita uma busca no banco de dados do National Center for Biotechnology (NCBI) para os genes ”l‘”',mp' ”‘ 4
escC, escJ, escN e escV (Fig. 2) no genoma sequenciado de APEC (APEC O1) e tambéem nos plasmideos L = JM!
sequenciados de APEC. |

Oligonucleotideos iniciadores para 0s genes escC, escJ, escN e para duas porcoes diferentes do \
gene escV foram testados por PCR in silico atraves dos programas Vector NTI verséo 10.3 e pDRAW32. Para EspA

controles positivos foram utilizados genomas de E. coli enteropatogénica (EPEC) e E. coli enterohemorragica
(EHEC) e para contole negativo, E. coli K-12.

As cepas APEC do RS foram obtidas no periodo de setembro de 2007 a janeiro de 2008, isoladas
de frangos de corte com colissepticemia em abatedouros. A extracdo do DNA para PCR foi feita através do = seeee
metodo da simples fervura: uma alcada de cultura bacteriana foi suspendida em agua Milli-Q, incubada a -
20° C por 10 min, depois a 100° C por 10 min, seguida de centrifugacao a 14000 g por 10 min.

Foi feita PCR dos genes escV e escC para as amostras do RS segundo as seguintes condicoes:
94° C por 3 min, 25 ciclos de 94° C por 30 segundos, 50-54° C por 30 segundos, 72° C por 1 mine 72° C
por 10 min. Fol utilizada uma cepa EPEC como controle positivo e K-12 como negativo. O resultado foi lido em
gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio.
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RESULTADOS ATP a0

Nao foram encontrados os genes do T3SS nos genomas de APEC sequenciados (1 Figura. 2. Esguema do T3SS.
cromossomo e 7 plasmideos) disponiveis no banco de dados do NCBI. mostrando os genes testados (Fonte:
Na PCR in silico, foram amplificados fragmentos de tamanho proximo ao esperado para a  Tampakaki et al., 2004).
maioria dos controles positivos, com excessao de EHEC O103:H2, que nao amplificou escC e uma das
porcoes do escV, pois diferia em alguns pares de bases no sitio de anelamento dos iniciadores (Tabela

1).

Esperado EHEC O103H2 EHEC O157H7 EPEC O127Hé6

449 - 447 447

337 335 335 335

856 854 854 854

758 - 756 756

155 155 155 155




