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RESUMO

IgG anti-lgY de ema (Rhea americana) foi produzida em caprino e coelho para uso como
imunoferramenta diagndstica para a espécie. A IgY de ema se mostrou mais imunogénica para o
caprino que para os coelhos. Foi observado por ELISA alta especificidade desses anticorpos para a
espécie estudada, sendo o antiema produzido em coelhos mais especifica para fins diagndsticos na
espécie. IgY de gema de ovos de ema foi isolada por precipitacdo por sulfato de aménia a 29% e
purificacdo em coluna de afinidade, pelo que foi possivel observar as cadeias leves e pesada da
imunoglublina com aproximadamente 30 kDa e 70 kDa, respectivamente. Proteina recombinante anti-
flagelina de fase dois de Salmonella enterica sv. Enteritidis PT4 (recFljB) foi eficientemente obtida
utilizando as construgdes plasmideal pGEX-flB em Escherichia coli DH5a e BL21(DE3) e utilizada
para imunizar emas e galinhas. A IgY especifica anti-recFljB foi obtida da gema de ovos dessas aves
com alto rendimento (4,82 mg/mL para galinhas e 11,68 mg/mL para emas). IgY anti-recFljB obtidas de
ovos de emas e galinhas diminuiu a capacidade de aderéncia e invasdo das cepas S. Enteritidis PT4 e
Salmonella entérica sv.Typhimurium em células CACO-2 e HT-29, respectivamente. IgY anti-recFljB de
emas e galinhas também foi capaz de inibir o crescimento dessas bactéria em meio liquido (BHI 0,3M
de NaCl). Foram isolados 203 microrganismos de 63 emas de cativeiro clinicamente saudaveis
provenientes de trés criatorios diferentes entre 2012 e 2014. Sendo 132 bactérias Gram-negativas,
potencialmente patogénicas e resistentes fenotipicamente a antibiéticos da microbiota oral e cloacal
das emas (E. coli, Escherichia fergusonii, Edwardsiella spp., Yersinia spp., Enterobacter spp.,
Francisella spp., Proteus mirabilis, Citrobacter spp., Klebsiella spp., Bordetella avium, Pseudomonas
spp.e Acinetobacter spp.). Por PCR identificou-se 11,6% de cepas de E. coli entropatogénicas (EPEC).
Genes de resisténcia a antibioticos B-lactamicos foram identificados em E. coli (22,1% blactxm, 26,7%
de blashv € 14% blatem) € em Klebsiella spp. (100% de blashv € 14,3% blarem). Foram isoladas 71
bactérias Gram-positivas, potencialmente patogénicas, e com resisténcia a antimicrobianos, da
microbiota oral e cloacal das emas: Staphylococcus spp. coagulase negativa (SCN), Enterococcus
spp., Streptococcus spp., Corynebacterium spp., e Micrococcus spp. Por PCR identificou-se a presencga
do gene mecA em 44.4% dos SCN e das enterotoxinas SEA (66,7%) e SEB(8,3%) nas cepas SCN. A
identificagdo da microbiota das emas pode auxiliar na prevencgéo de diferentes patologias, assim como
fornecer dados para estudos da epidemiologia das bactérias. Os resultados deste estudo também
podem ser utilizados para a criagdo de novas estratégias de profilaxia de doengas, como por exemplo,
a utilizagdo e imunoglobulinas aviarias especificas. Ainda foi discutido o fato das emas abrigarem
bactérias resistentes a antibidticos e produtoras de enterotoxinas e, por isso, serem veiculo de
disseminacao dessas linhagens de microrganismos. Nesse sentido, o presente estudo pode contribuir
para o fornecimento de novas informagbes sobre a associagdo de microrganismos potencialmente
patogénicos em Rhea americana, além de demonstrar a necessidade da realizagdo de novas
pesquisas focadas nas diferentes tematicas levantadas e no monitoramento de microrganismos em
aves silvestres e de cativeiro.

Palavras-chave: IgY; Proteina recombinante; FljB; inibicdo de crescimento; cultura de células;
Rhea americana



ABSTRACT

lgG anti-lgY from greater rhea (Rhea americana) was produced in goat and rabbit, for use as a
immunodiagnostic tool for the specie, and greater rhea's IgY was more immunogenic for the goat than
for rabbits. ELISA assays show high specificity of these antibodies for this species, and the anti-greater
rhea produced in rabbits were more specific for diagnostic purposes in the species. IgY greater rhea
egg yolk was isolated by precipitation by ammonium sulfate at 29% and purification was performed by
affinity column where it was possible to observe light and heavy chains of immunoglobulin
approximately 30 kDa and 70 kDa, respectively. Recombinant Protein anti-flagellin of phase two of
Salmonella enterica sv.Enteritidis PT4 (recFljB) was efficiently obtained using the constructions
plasmideal pGEX-fljB in E. coli DH5a and BL21 (DE3) and used to immunize rheas and hens and a IgY
specific anti-recFljB was obtained from egg yolk of these birds with high yield (4.82 mg/mL for hens and
11.68 mg/mL for rheas). IgYanti-recFljB obtained from eggs of rheas and hens decreased the adhesion
and invasion of the strains S. enteritidis PT4 and Salmonella enterica sv.Typhimurium in CACO-2 and
HT-29 cells, respectively. IgYanti-recFljB from rheas and hens was also able to inhibit the growth of
these bacteria in liquid medium (BHI 0.3M NaCl). 203 microorganisms were isolated from 63 clinically
healthy rheas kept in captivity from three different CEMAS, between 2012 and 2014. 132 bacteria were
Gram-negative, potentially pathogenic and phenotypically resistant to antibiotics, from oral and cloacal
microbiota of rheas (E. coli, Escherichia fergusonii, Edwardsiella spp., Yersinia spp. , Enterobacter
spp., Francisella spp., Proteus mirabilis, Citrobacter spp., Klebsiella spp., Bordetella avium,
Pseudomonas spp. and Acinetobacter spp.). 11.6% of strains of enteropathogenic. E. coli (EPEC) was
identified by PCR. Beta lactam antibiotic resistance genes were identified in E. coli (22.1% blaCTX-M,
26.7% of blaSHV and 14% blaTEM) and Klebsiella spp. (100% of blaSHV and 14.3% blaTEM). 71
Gram-positive bacteria were isolated from the oral and cloacal microbiota of rheas, all of them
potentially pathogenic and with resistance to antimicrobials: coagulase negative Staphylococcus (CNS),
Enterococcus spp. , Streptococcus spp. , Corynebacterium spp. , and Micrococcus spp. The presence
of the mecA gene was confirmed by PCR in 44.4 % of CNS and enterotoxins SEA (66.7 %) and SEB
(8.3 %) were confirmed in CNS strains. The identification of the microbiota of rheas can help in the
prevention of various diseases, as well as provide data for epidemiological studies of bacteria. The
results of this study may also be used for the creation of new strategies for prophylaxis diseases, such
as the use and avian specific immunoglobulins. The fact that greater rheas may shelter antibiotic-
resistant and enterotoxin producing bacteria has also been discussed and therefore they would act as a
dissemination vehicle of these strains of microorganisms. In this sense, the present study may
contribute to the provision of new information on the association of potentially pathogenic
microorganisms in Rhea americana, as well as to demonstrate the need for further research focused on
different themes raised and monitoring microrganisms in wild birds and in captivity.

Keywords: IgY; Recombinant protein; FIjB; growth inhibition; cell culture; Rhea americana.
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1. INTRODUGAO

Emas (Rhea americana) s&o aves tipicas da fauna brasileira e da América do Sul, habitam
regides de campos e savanas. Pertencem a Ordem Rheiforme, Familia Rheidae e ao Género Rhea. No
Brasil, as espécies mais frequentes sdo a Rhea americana americana, encontrada no norte do Parana,
regides Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste do Brasil € a Rhea americana intermedia, encontrada nos
trés estados da regido Sul. E uma ave pemalta de grande porte, considerada a maior ave brasileira,
pertencente ao grupo das ratitas - ndo voadoras. E um animal controlado e protegido por érgdo

governamental, que define e regulariza as normas para criagéo, além de proibir a caga.

Diversos zooldgicos, parques de conservagao e centros de reabilitagdo da vida selvagem tém
demonstrado preocupagdo em relagdo a presenca e ao grau de ocorréncia de doengas entre 0s
animais. Nesses ambientes, devido @ concentragdo de diferentes espécies animais em espagos
restritos, associado ao estresse do cativeiro e ao contato direto com o homem, torna-se susceptivel a

infeccédo por diferentes patogenos.

O estudo da microbiota bacteriana de aves silvestres clinicamente saudaveis € um passo
importante para a compreenséo da epidemiologia das doengas bacterianas que podem afetar as suas
populacdes e espécies semelhantes. O conhecimento da microbiota bacteriana de animais silvestres
também pode ser de interesse para a saude publica, uma vez que varias bactérias potencialmente
patogénicas ja foram isoladas de aves silvestres, como Escherichia spp., Pasteurella spp.,
Erysipelothrix rhusiopathiae e Salmonella spp. Diante desse contexto, em aves silvestres, a bactérias
patogénicas pode ser uma ameaga a conservagao da diversidade biolégica, acarretando grande
ameaca a avifauna, embora alguns autores enfatizem que na maioria dos casos as aves sejam

portadoras sadias.

Até o momento, ha poucos estudos e, consequentemente, pouca literatura, sobre a situacao
sanitaria dos plantéis de emas no territorio nacional. Em emas de abatedouros no Rio Grande do Sul,

isolou-se Salmonella spp. em 94,2% delas.

Atualmente existem algumas linhas de pesquisas tentando estabelecer novos procedimentos
terapéuticos e preventivos, entre elas a produgao de anticorpos IgY como ferramenta no combate as

infecgdes causadas por Salmonella e outros microrganismos.
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O uso de proteinas recombinantes como ferramenta importante para o desenvolvimento de
novos meétodos diagndsticos, para doengas que acometem os animais e humanos, tem sido alvo de
varios estudos. Uma pesquisa sobre o desenvolvimento de IgY, desenvolvida por nosso grupo, mostrou
que os anticorpos IgY policlonais obtidos a partir da inoculagéo de proteinas recombinantes SECrec,
RAPrec de Staphylococcus aureus e, EspBrec e BfpArec de E. coli em avestruzes, apresentaram
propriedades antimicrobianas capazes de inibir o crescimento de diferentes cepas dessas bactérias,
bem como foram eficazes em reconhecer as proteinas e testes imunologicos. Esses fatos significaram
um importante passo para o interesse em desenvolver imunoglobulinas a partir de emas, devido a
necessidade de maior controle sobre possiveis ocorréncias de doengas entre animais de vida livre e de
plantéis mantidos em cativeiro, tanto em criagdes particulares que visam a preservagdo da espécie,

como em zool6gicos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1AEMA

Segundo Giannoni (1996), as ratitas sdo as maiores aves do continente americano. No Brasil
ocorrem trés subespécies ou ‘ragas geogréaficas”. Rhea americana americana € comum nas regides
Nordeste, Sudeste, Centro-Oeste e norte do Parand, Rhea americana intermedia é encontrada nos
estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e sul do Parana e Rhea americana albescens é nativa
do sudoeste do Mato Grosso do Sul. As ratitas, grupo ao qual pertencem as emas sao consideradas
aves primitivas do ponto de vista filogenético e constitui-se em um grupo altamente especializado
(SICK, 2001).

Sé&o aves corredoras, que apresentam caracteristicas anatémicas e fisiologicas que as diferem
do grupo das carinadas (aves que voam) pela auséncia de quilha no 0sso esterno, do musculo peitoral,
musculo das asas atrofiado e glandula uropigiana o que as impede de voar. Outra diferenca é a
separagao de fezes e urina na cloaca (SICK, 1986). Seu corpo € ovoide, com regido posterior cbnica
(DANI et al., 1993). Normalmente 0 macho é maior que a fémea, e tem coloracdo negra mais
acentuada (BRESSAN, 2005).

A ema vive normalmente em grupos com aproximadamente 40 individuos, apresenta habitos
diurnos (PEREIRA, F., 2008). E onivora, sua alimentacdo é composta basicamente de vegetais, insetos

e pequenos invertebrados, e realiza também a coprofagia (DANI et al., 1993).

Essas aves possuem regressdo para voo apesar de possuirem asas bastante grandes, mas
essa limitagdo é compensada pela grande capacidade para correr, podendo alcancar até 60 km/h.
Suas grandes asas sdo usadas para manter o contrapeso durante a corrida e no ato do acasalamento.
Sé&o usadas também para a protecdo dos filhotes e como objeto de exibicionismo na conquista da
fémea (SILVA, 2001). As emas s@o normalmente mansas e curiosas, porém, quando assustadas,
correm com passadas longas em zigue-zagues, mostrando assim a utilidade de asas longas para uma

ave que nao voa (SICK, 1986).

Por sua beleza, carater exético e comportamento curioso, a ema oferece a possibilidade de ser
criada como um animal de estimagdo e ornamental. E capaz de ajudar no controle de pragas em

pastagens e tem facilidade de adaptacdo na presenga de outros animais como bovinos, ovinos e
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caprinos ou até mesmo outros animais silvestres como capivara, pacas e veados. Tais caracteristicas

sdo interessantes para a criagdo em fazendas (GIANNONI, 1996).

Quanto a reproducgéo, a ema € poliginica ou poliéndrica, ou seja, 0 macho copula com varias
fémeas assim como a fémea copula com varios machos (PEREIRA, F., 2008). De acordo com Silva
(2001), a atividade reprodutiva das emas € variavel segundo a regido geogréafica. Essa variagdo é
observada no Brasil devido a grande extenséo territorial, a reprodu¢do comega na primavera e vai até
meados de Janeiro nas regides sudeste e sul, enquanto que na Bahia e Mato Grosso (regido do
Pantanal) ocorre entre os meses de julho e setembro. No Rio Grande do Norte a ema se reproduz

durante todo o ano.

Segundo Giannoni (1996), a ema pode atingir a maturidade sexual entre 10 e 24 meses de
idade, sendo mais recomendado que o primeiro acasalamento ocorra a partir do segundo ano. Nesse
periodo iniciam-se as lutas pela dominéncia do grupo. Essas lutas ocorrem apenas entre machos e sdo
muito importantes, pois através delas séo geradas cargas hormonais que influenciam na fertilidade.
Familias onde existe apenas um macho podem ter a fertilidade afetada por falta das brigas (SILVA,
2001).

Séo formados haréns com um ou dois machos dominantes para cada cinco a oito fémeas. O
mais interessante do comportamento reprodutivo das emas é o papel desempenhado pelo macho, pois
ele faz a corte, constrdi o ninho, choca os ovos e cuida dos filhotes, enquanto a fémea apenas realiza a

copula e pde os ovos (DANI et al., 1993).

As fémeas iniciam a postura 25 dias ap6s a copula, pde os ovos em volta do ninho e 0 macho
que se encarrega de arrasta-los para dentro até que seja atingida uma quantidade satisfatéria. Apds
dois ou trés dias do inicio da postura os machos iniciam a incubagao, podendo chocar de 10 a 60 ovos,
sendo em média dezoito ovos por ninho (BRESSAN, 2005). Uma fémea é capaz de botar de 10 a 18
ovos em um periodo, com um intervalo de dois a trés dias entre as posturas (SICK, 1986) e realizam
varias posturas para varios machos em uma mesma estagéo, botando em média de 25 a 40 ovos no
total (SILVA, 2001).

O Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA
classifica as emas como aves silvestres, sendo sua criacdo e comércio de carne e subprodutos
controlados por esse 6rgdo, ficando o abate desses animais restrito a abatedouros com servigco de
inspecdo. Além disso, é importante destacar que a caga dessas aves é proibida. Em 2012, a Rhea

americana foi classificada pela International Union for Conservation of Nature and Natural Resources-
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IUCN, como espécie quase ameagada de extingdo, com tendéncia de diminui¢do da populagdo em

localidades onde ha avango humano em areas naturais (IUCN, 2012).

Ha uma caréncia de estudos sobre os aspectos sanitarios de emas mantidas em criatérios.
Desconhecendo-se, assim, quais microrganismos estdo presentes nessas aves e se 0 contato com
esses animais facilita a disseminagcdo de agentes infecciosos para novos hospedeiros e ambientes.
Portanto, as emas, a exemplo de outros animais silvestres, podem aumentar a dispersao geogréfica de
patogenos tanto para 0 homem quanto para outros animais (NUNES, 2007; SILVA, 2010). Com isso,
faz-se necessario que animais silvestres com producéo em cativeiro sejam investigados quanto a sua
importancia como reservatorios ou portadores de microrganismos patogénicos, mesmo na auséncia de
sinais clinicos de infecgao estabelecida (ACHA & SZYFRES, 2003).

E comum o isolamento de microrganismos potencialmente patogénicos a animais e humanos,
como parte da microbiota do trato gastrintestinal de diversas espécies de aves, no que se incluem
também as emas (BRILHANTE et al., 2013).

2.2 Salmonella spp.

As bactérias do género Salmonella sdo bacilos Gram-negativos, pertencentes a familia
Enterobacteriaceae. O género é constituido por duas espécies, a Salmonella bongori e Salmonella
enterica, sendo esta Ultima dividida em seis subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae,
houtenae e indica, sendo as demais classificadas como sorovares ou subtipos, tendo por base a
caracterizagdo de seus antigenos somaticos (O), flagelares (H) e capsulares (Vi) (GRIMONT & WEILL,
2007). A S. enterica subsp. enterica é responsavel por 99% dos isolamentos, usualmente de animais
de sangue quente. S. bongori foi considerada uma espécie diferente e tem poucos sorovares,
normalmente ndo causa doenga em humanos, sendo mais associada a doengas em animais de sangue
frio (CHAN et al. 2003).

A salmonelose pode acometer animais domésticos, silvestres e humanos (SMITH et al. 2002) e
sua forma de transmissdo mais comum é pela via fecal-oral que pode ocorrer por meio da ingestao de
agua ou alimentos contaminados (ACHA e SZYFRES 1886, SMITH et al. 2002) ou por contato direto
com animais infectados. Outras vias de transmissdo também foram relatadas como, por exemplo, o
contato com superficies contaminadas com matéria organica, ou com solos Umidos, agua, fezes onde o

agente pode sobreviver por longos periodos (CARVALHO, 2006).
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Smith et al. (2002) relataram que a prevaléncia de Salmonella spp. em populagdes de animais
silvestres & desconhecida e provavelmente variavel. Melville et al. (2014) citaram as aves silvestres
como tendo um papel importante na cadeia epidemiolégica da doenga, sendo algumas delas bastantes
suscetiveis a morte por salmonelose como € o caso de pequenos Passeriformes. Estes mesmos
autores enfatizaram que evidéncias epidemioldgicas e bacterioldgicas indicaram que esses animais
podem transmitir a bactéria para humanos e animais de produgdo. Da mesma forma Smith et al. (2002)
sugeriram o contato com aves de vida livre como responsavel pela contaminagéo de carcagas de

frango.

A situagdo inversa também foi verificada, os autores responsabilizaram o homem e seus
animais domésticos de criagdo como responsaveis pela disseminagdo desse patégeno para a fauna
silvestre (PENNYCOTT et al. 2006), sugerindo a possibilidade de haver um elo entre as cadeias

epidemioldgicas domésticas e silvestres da salmonelose, além de outras enfermidades bacterianas.

De todos os sorovares de Salmonella, S. Enteritidis e S. Typhimurium sdo as mais
predominantes e tém sido os principais responsaveis pela salmonelose humana por varios anos. Alem
disso, esses dois sorovares sdo muito importantes porque podem colonizar qualquer espécie, inclusive
aves. Nas aves, essas bactérias podem persistir no trato digestorio por muitos meses sem evidéncias
de sinais clinicos (BARROW et al., 1987).

2.2.1 Samonella e aves silvestres

Os animais silvestres, particularmente os mantidos em cativeiro, estdo em contato constante
com bactérias tanto no meio ambiente como em seu organismo. O conhecimento da microbiota de aves
silvestres assintomaticas € muito importante para a compreensédo da epidemiologia das infeccdes
bacterianas que podem acometer esses animais € pode ser de interesse para a saude publica
(REFSUM et al., 2002; DOBBIN et al., 2005). Bactérias patogénicas ja foram isoladas de aves
silvestres, entre estas algumas com potencial zoonético como Pasteurella spp., Salmonella spp. e E.
rhusiopathiae (LILLEHAUG et al., 2005, GOMES et al, 2013 ).

Na atividade de avicultura, o Brasil é o maior exportador de carne de frango do mundo, com
producdo anual superior a 3,99 milhdes de toneladas (ABPA, 2014). Tendo em vista a necessidade da
sanidade dos plantéis e da importancia econdémica da produgao de frango de corte que colocou o Brasil

em posicéo destacada, o MAPA instituiu em 1994 o Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA)
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que indica a realizagdo de suabe cloacal para a monitoria de Salmonella spp. em aves domésticas,

ornamentais e silvestres, incluindo as ratitas (BRASIL, 2003).

A salmonelose é uma importante doenga aviaria devido a sua elevada letalidade e potencial
zoonotico. Corréa (2012), ao investigar a presenca de enterobacteriaceas em suabes cloacais de 36
psicitacideos oriundos de criadouro conservacionista no sul do Brasil, encontrou Salmonella spp em
6,6% das aves. Em 2010, um estudo com 51 aves de dez espécies diferentes de cracideos mantidos
em cativeiros no estado do Rio Grande do Sul isolou a partir de suabes cloacais Staphylococcus spp. e
Streptococcus spp., porém todas as amostras foram negativas para o isolamento de Salmonella spp.
(SANTOS et al., 2010).

Com o objetivo de avaliar a presenga de Salmonella spp. em aves silvestres mantidas em
cativeiro no zooldgico de Sorocaba-SP, Schubert (2008) analisou 100 amostras de fezes de diferentes

aves e identificou 11% de amostras positivas.

Essas e outras pesquisas indicam um risco a saude publica, principalmente para os
profissionais do zooldgico e cuidadores dos criatérios conservacionistas que trabalham diretamente
com esses animais. E necessario ressaltar a importancia da criagdo de estratégias de vigilancia
epidemioldgica voltadas para a prevengao, controle e monitoramento de potenciais reservatorios de

agentes etioldgicos de doengas infecciosas e parasitarias no ambiente dos zooldgicos (LIMA, 2012).

Até o momento, ndo ha estudos sobre a situacdo sanitaria dos plantéis de emas no territorio
nacional, embora conste no regulamento do PNSA a necessidade do monitoramento constante das
doengas que colocam em risco o plantel de aves de produgéo e silvestres ou a saude publica, no que a

Salmonelose se destaca entre as trés principais doencas de interesse comercial (BRASIL, 2003).

2.2.2 Salmonella em Emas

Até o momento ha pouca bibliografia na &rea de sanidade de emas. Pereira (2007a) e Pereira
et al. (2007b), em abatedouros do Rio Grande do Sul, isolaram Salmonella spp. em 94,2% de emas,
sendo 85,7% em amostras de figado, 60% em conteudo cecal e 15,71% em suabe cloacal. Das 114
linhagens de Salmonella isoladas, identificaram-se 16,6% como S. enterica subsp. enterica rugosa,

35,9% como S. Typhimurium, 46,5% como S. Newport e uma amostra (0,9%) como S. Anatum
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(PEREIRA, R., 2008). Das S. Typhimurium isoladas, a autora também avaliou a resisténcia a
antibidticos e identificou resisténcia contra sulfonamida (73,44%), acido nalidixico (1,56%) e cefaclor
(1,56%).

Em 2008, Martini descreveu um caso de Salmonelose septicémica em uma ema necropsiada
de um zooldgico de Guarulhos, SP. Foi realizado isolamento bacteriano padrdo em 6rgdos e
identificagdo sorologica com soro anti-Salmonela polivalente. A autora relata que o animal
compartilhava 0 mesmo espago com jabutis que um ano antes sofreram com um surto de salmonelose
com elevada letalidade. Também ressaltou a presenga de pombos no local como potencial fonte de

infeccao.

Diarreia € o sinal clinico mais comum em filhotes de emas. Muitos pintinhos tém diarreia
quando o saco vitelino € absorvido e o pintinho comega a comer bem, em torno de 8-12 dias de idade.
Causas bacterianas de diarreia incluem E. coli, Salmonella spp., Pseudomonas spp., Campylobacter
jejuni, Klebsiella spp., Clostridium perfringens, Clostridium colinum, Mycobacterium spp. (adultos),

Streptococcus spp., e Staphylococcus spp. (TULLY Jr, 2014).

2.3 FLAGELO

O flagelo bacteriano é uma estrutura complexa que permite 0 movimento e a sobrevivéncia das
bactérias. Os flagelos sdo estruturas vitais para alguns agentes patogénicos, estdo relacionados a
promogao da adesdo celular e invasdo bacteriana (RAMOS et al., 2004). O flagelo bacteriano &
composto por trés partes distintas: o corpo basal (forca motriz), 0 gancho (funciona como uma jungéo
universal) e o filamento (o filamento longo tubular helicoidal). O filamento flagelar € composto de uma
Unica proteina, a flagelina. Cerca de 20.000 - 100.000 subunidades de flagelina séo polimerizadas com
o auxilio de uma proteina chaperona para formar o eixo longo do filamento na superficie da célula que
pode estender-se em até dez vezes o tamanho da propria célula bacteriana (YONEKURA et al., 2002;
ADKINS et al, 2006. ). No caso de S.Typhimurium, a flagelina FliC tem uma massa molecular de
aproximadamente 50 kDa e mostra quatro dominios estruturais. Os dominios helicoidais (DO D1) e
terminais estdo localizados no interior do filamento, sdo necessarios para a montagem de filamentos e
sdo altamente conservados entre diferentes espécies bacterianas. Os dominios D2 e D3 s&o expostos
na superficie do filamento e mostram a grande diversidade de sequéncia de aminoacidos entre

diferentes espécies bacterianas.
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Além disso, a flagelina (Figura 1a) é também um ativador potente da resposta imune inata. Os
seus efeitos sdo mediados por ligagao especifica do dominio D1 (em destaque na figura) para receptor
Toll-like 5 (TLR5) (SMITH, 2003). Nos mamiferos, essa interagdo desencadeia uma cascata de
sinalizagdo que resulta na expressédo de moléculas coestimuladoras e producdo de citocinas por
células como macrdfagos e células dendriticas, que conduz a uma ativagéo mais eficiente de respostas
imunitarias adaptativas (DIDIERLAURENT et al., 2004). Na realidade, a flagelina de Salmonella, tanto
como a proteina nativa ou recombinante, tem sido intensivamente estudada como um adjuvante em
formulacbes de diferentes vacinas quer misturadas ou geneticamente fusionadas com antigenos de
proteinas-alvo (GERWITZ et al., 2001a;. GERWITZ et al., 2001b; HAYASHI et al., 2001; AMARRA et
al., 2001; LIAUDET et al., 2002; HULEATT et al., 2007; UEMATSU et al., 2008; BARGIERI et al., 2008;
BARGIERI et al., 2010; BRAGA et al., 2010). Flagelina de Salmonella foi testada com sucesso como
um protetor celular, tanto in vitro como in vivo, contra os efeitos toxicos de procedimentos quimicos e
radiolégicos vulgarmente utilizados no tratamento de cancro (RAMOS et al., 2004; WANG, B. et al.,
2008).
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FIGURA 1A. Vista longitudinal esquematica do flagelo de S. Typhimurium e do monbémero de flagelina. Os
dominios estruturais da flagelina sao representados por cores como se segue: as cadeias terminais a-hélice (DO,
marrom), as cadeias centrais a-hélice (D1, azul), e as regides hipervariaveis lamina 3 (D2 e D3, rosa). As
regides a-hélice (marrom e azul) tém funcdo estrutural e de motilidade e estéo internalizadas no nucleo do
flagelo (Fonte: OLIVEIRA et al, 2011).



10

15

20

31

2.3.1 FIjB - Flagelina de fase 2

Em muitos sorovares de Salmonella, dois ou mais tipos distintos de flagelina (geralmente FIliC e
FIjB) séo expressos alternadamente, esse mecanismo é conhecido como variagdo de fase flagelar. Um
dos primeiros exemplos dessa mudanca € a variagéo de fase flagelar de Salmonella Typhimurium. A
expressdo alternada dos dois antigenos flagelina (FIjB e FIliC) é obtida invertendo uma regido
cromossdmica que inclui o promotor para um pequeno operon, que codifica um tipo de flagelina (FIjB),
e uma proteina (FljA), que inibe a sintese do outro tipo (FIiC), codificada por um gene n&o ligado
(ASTEN & DIJK, 2005).

A variagdo da flagelina é reversivel e controlada pela inverséo de um fragmento de DNA de
996 nucleotideos, denominado fragmento H, o qual contém um promotor para o gene fljB. O segmento
H é cercado por sequéncias repetidas de 26 nucleotideos, hixL e hixR. Essa recombinagao é mediada
pela DNA invertase (Hin), cujos genes estéo localizados dentro do segmento H. Quando o segmento H
esta orientado no sentido on, tanto fljB como o fljA s&o transcritos, resultando na sintese da flagelina de
fase 2 FljB. Quando o segmento H esta na orientagéo off, o fljB e o fliA ndo séo expressos, resultando
na sintese da flagelina de fase 1 — FIiC (Figura 1b) (ALDRIDGE et al., 2006). Esse mecanismo de
variacdo de fase € um recurso explorado pela maioria das Salmonelas flageladas para escapar do
sistema de defesa do hospedeiro (ASTEN & DIJK, 2005; NEMPONT et al. 2008).
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FIGURA 1b: Variacéo de fase flagelar em Salmonella (Fonte ALDRIDGE et al., 2006)
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2.4 IMUNOGLOBULINAY (IgY)

A IgY é uma imunoglobulina produzida por aves, répteis e anfibios e sdo transferidos da fémea
para a gema do ovo conferindo uma imunidade passiva aos embrides e neonatos (ZHANG, 2003). Em
condigdes naturais, a IgY no soro das galinhas poedeiras é transferida em grandes quantidades na
gema do ovo, a fim de proteger o desenvolvimento do embrido de potenciais patégenos (JANSON et
al., 1995).

A utilizagdo de galinhas para a produgdo de anticorpos policlonais proporciona muitas

vantagens sobre os métodos de produgéo utilizando mamiferos (Quadro 1) (SCHADE et al., 2005).

Quadro 1. Comparag&o das caracteristicas de IgG de mamiferos e IgY de galinha.

Parametros IgG de mamiferos IgY de galinha
Coleta de amostra Invasiva N&o invasiva
Pesquisa de anticorpos (atc) Soro sanguineo Gema de ovo
Quantidade de atc 200mg/40ml sangue 50-100 mg IgY/ovo
Frequéncia de coleta A cada duas semanas Diariamente
Quantidade de atc/ano 5200 mg 22500 mg
Quantidade de atc especifico Aprox. 5% 2-10%
Proteina de ligagdo A/G Sim Nao
Interferéncia com IgG de mamifero Sim N&o
Ativacdo complemento de mamifero Sim Nao

Adaptado de Schade et al. (2005).

2.4.1 Estrutura e fungdo da IgY

Os anticorpos IgY tém um ancestral comum com a IgG, IgE e IgA de mamiferos (WARR et al.,
1995). Embora a IgY de galinha seja um equivalente funcional de IgG de mamiferos, existem algumas
diferengas na sua estrutura. A estrutura geral da molécula IgY é a mesma que a molécula de IgG com
duas cadeias pesadas (H) e duas cadeias leves (L), mas as cadeias IgY tém uma massa molecular de
180 kDa que é maior do que a de IgG de mamiferos (150 kDa) (Figura 2). A massa molecular (67-70
kDa) da cadeia H da IgY é maior do que a cadeia H de mamiferos (50 kDa). A maior massa molecular

de IgY é devido a um maior numero de dominios constantes da cadeia pesada e cadeias de
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carboidratos (WARR et al., 1995). IgG tem 3 regides C (Cy1-Cy3), enquanto IgY tem 4 regides C (Cy1-
Cy4), e a presenca de uma regido C adicional com suas duas cadeias de carboidratos
correspondentes, logicamente, resulta em uma maior massa molecular de IgY em comparagdo com
IgG.

Outras diferengas na estrutura incluem o fato de que a regido “hinge” de IgY é muito menos
flexivel em comparagédo com IgG de mamiferos. Davalos-Pantoja et al. (2000) relataram que IgY € uma
molécula mais hidrofébico do que a IgG. Finalmente, IgY tem um ponto isoeléctrico de pH 5,7-7,6,
enquanto que a IgG se situa entre 6,1 e 8,5 (DAVALOS-PANTOJA et al, 2000; SUN et al, 2001).

Cy3 A G2 Cy3 Gyt

Vin

leG Copl e 5 IgY :\.: L
2G - ‘h
s Cyl st 2 M Vi > o —
Vi 3 \ Cy2 Cy3 / ey Cy2 v Cyd
/ A / ¢
? on Vi
Y regiao de
dobradica

Flexibilidade limitada
FIGURA 2. Estrutura de IgG e IgY (XU, 2011).

N&o existe reagéo cruzada imunoldgica entre a IgY de galinha e a IgG de mamiferos, por isso
as aves sao elegiveis para a produgao de anticorpos contra proteinas de mamiferos. Esses anticorpos
nao se ligam a receptores Fc dos anticorpos de mamiferos (LARSSON et al., 1992), ndo reagem com
fator reumatoide e nem com anticorpos IgG de humanos anti-camundongo € nem com a proteina A de
Staphylococcus e G de Streptococcus (AKITA & NAKAI, 1993). Anticorpos de galinhas se ligam a mais
epitopos em uma proteina de mamifero do que o anticorpo correspondente em mamiferos (CHACANA
et al., 2004). A IgY também pode ser submetida aos mesmos processos de marcagéo de anticorpos
que os anticorpos de mamiferos, tais como os descritos com biotina, fluoresceina e peroxidase
(CARLANDER et al., 1999).

2.4.2 Modo de acao
Os mecanismos exatos pelos quais IgY neutraliza a atividade de patégenos ndo foram

determinadas. No entanto, varios mecanismos tém sido propostos para expressar como IgY especifica
neutraliza a atividade patogénica.
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Tsubokura et al. (1997) sugeriram que a inibicdo do crescimento bacteriano ou colonizagao
observado como um resultado do tratamento com IgY pode ser o resultado de aglutina¢do bacteriana,
causando uma redugdo na taxa de UFC com efeitos diretos sobre as bactérias. Embora aglutinagéo
possa ser um mediador de inibigdo de crescimento, é improvavel que seja 0 mediador mais importante,
porque a ligagdo cruzada de bactérias é evitada pela ligagéo esterioquimica dos dois bracos de IgY.

Varios estudos in vitro sugeriram que a inibicdo da aderéncia é o mecanismo dominante pelo
qual a IgY especifica neutraliza a atividade do patdégeno (JIN, L.Z., et al. 1998; LEE, E., et al. 2002).
Jin, L.Z., et al. (1998) mostraram que a IgY atua prevenindo a aderéncia de E. coli K88 ao muco
intestinal de leites. Componentes particulares expostos na superficie de bactérias Gram-negativas,
tais como proteinas da membrana externa, lipopolissacarideos, fimbrias, e flagelos, que s&o fatores
cruciais para a colonizagdo bacteriana, podem ser reconhecidos e ligados pelo anticorpo policlonal
relacionado, tais como IgY (SIM et al., 2000). Essa ligagdo pode bloquear ou prejudicar ou até mesmo
inibir o crescimento bacteriano.

Nie et al. (2004) demonstraram que IgY melhorou a fagocitose de S. aureus por neutréfilos. Do
mesmo modo, Zhen et al. (2008a) mostraram que atividade fagocitica de E. coli por macréfagos ou por
leucocitos polimorfonucleares aumentou significativamente na presenca de IgY. Esses resultados
sugerem que IgY aumenta a atividade fagocitica. As alteragdes estruturais foram observadas na
superficie de S. Typhimurium (LEE et al., 2002) e E. coli 0111 (ZHEN et al., 2008a) por ligagdo com
IgY especifica. Essas alteragdes podem ser explicadas pela variagdo do campo elétrico na superficie
da bactéria (LEE et al., 2002), resultando em maior vulnerabilidade das células bacterianas para a
fagocitose.

A capsula de S. aureus é o maior fator de viruléncia envolvido no inicio da mastite bovina.
Wang et al. (2011) estudaram a eficacia da IgY contra S. aureus encapsulado. Os resultados
mostraram que a IgY poderia impedir a internalizacdo do S. aureus por células epiteliais mamarias,

sugerindo a atividade de neutralizagao da toxina.

2.4.3. Aplicagao para a IgY

As possiveis aplicagdes para o uso de IgY administrada por via oral no controle de infecgbes
entéricas e nao entéricas de qualquer origem bacteriana ou viral em humanos e animais tém sido

estudadas intensamente e estao resumidas nos quadros 2 e 3.



QUADRO 2: As investigagdes sobre a utilizagao de IgY especifica para o controle de doengas entéricas.

PATOGENOS

EFEITOS DA IgY

REFERENCIAS

Rotavirus

Protecao os bezerros da diarreia;
Prevengao de rotavirus murino em camundongos;

Prevengdo de gastroenterite por rotavirus humano em

camundongos;

Prevencdo e tratamento de gastroenterite induzida por

rotavirus em modelos murinos;

Prevencédo de infecg¢éo por rotavirus in vitro, usando IgY

contra proteina de superficie recombinante HRV.

Kuroki et al. (1994)
Yolken et al. (1988)

Ebina (1996)

Hatta et al. (1993)

Mine & kovacs-
Nolan,(2002)

Coronavirus

Protecdo de bezerros contra diarreia induzida por

Coronavirus bovina.

Ikemori et al.(1997)

E.coli Prevengdo de infeccao por cepas K88+, K99+, | Yokoyama et al
987P+ETEC em leitbes; (1992)
Protecdo de bezerros de colibacilose enterica fatal | lkemori et al. (1992)
causada pela cepa K99-ETEC;
Inibicio da ades&o de cepas K88-ETEC em leitbes; Jin, L.Z etal. (1998)
Prevengao da diarreia dos leitdes com o uso continuo de | Mahdavi et al. (2010)
IgY contra cepas patogénicas;
Inibicdo do crescimento de diferentes cepas de E. coli | Tobias et al. (2012)
(EPEC) isolados de Avestruzes, utilizando IgY anti-
EspBrec e anti-Bfprec de gema de ovos avestruzes.
Controle de diarreia dos leitdes por ETEC utilizando | Rosa, 2014
produto comercial a base de IgY especifica anti-proteinas
de ETEC.

Salmonella Protecdo de salmonelose em camundongos imunizados | Yokoyama et  al.

com S. Enteritidis ou S. Typhimurium;

Prevencdo de salmonelose fatal em bezerros expostos

(1998)

Yokoyama et al.
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S.Typhimurium ou S. Dublin;

Inibicdo da adesdo de S. Enteritidis em células intestinais

(1998)

Sugita-konishi et al.

humanas. (1996)
Yersinia Protecao contra a infecgdo por Yersinia em truta-arco-iris. | Lee, S., et al. (2000)
Edwardsiella Prevengdo de eduardisiclose em enguias japonesas | Stevenson et al.
infectadas por Edwardsiella tarda. (1993)
Staphyococcus Inibicdo da produgéo de enterotoxina A de S. aureus; Sugita-Konishi et al.
(1996)
Inibicdo do crescimento de S aureus de origem bovina e Viera-da-Motta et 4l
humana utilizando IgY antienterotoxina C e D; (2001)
Inibicdo do crescimento de diferentes cepas de S. aureus Tobias et al, (2012)
isolados de Avestruzes, utilizando IgY anti-SECrec e anti-
APrec de gema de ovos avestruzes.
IBDV Protecdo de galinhas contra Doenga de Gumboro; Gutierrez et al (1993)
Tratamento de galinhas com Doenga de Gumboro. Malik et al (2006)
Pseudomonas Inibigdo do crescimento de P. aeruginosa. Sugita-Konishi et al.
(1996)
CPV-2 Proteg&o contra infecgdo pelo virus da Parvoviose canina. | Nguyen et al. (2006)

Adaptado de MINE e KOVACS-NOLAN (2002).
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QUADRO 3: As investigagdes sobre a utilizagdo de IgY especifica no controle de doengas néo-

entéricos.
Patégenos Efeitos da IgY Referéncias
E. coli Maior conversdo alimentar em galinhas utilizando | Ribeiro et al. (2005, 2007)
IgY produzidas contra a cepa E. coli O78:K80.
Tratamento de bovinos com mastite Zhen et al. (2008a)
Streptococcus Protegdo da carie dental induzida por | Hamada et al. (1991)

mutans

Streptococcus mutans em ratos.




Veneno de Cobra

Neutralizagdo de componentes toxico e letais de
venenos

Meenatchisundaram et al.

(2008)

SARS Coronavirus

Prevencao da infecg@o por SARS — Coronavirus

in vitro.

Fu et al. (2006)

Virus da Influenza

Protecdo de passaros contra o Virus da Influenza

Rahimi et al. (2007)

aviaria subtipo HIN2
Protegéo contra influéncia aviaria H5N1 Kamiyama et al. (2011)
LPS Protecéo contra efeitos da LPS de bacteria Gram- | Ma & zhang, 2010
negativas em camundongos
HAV Protecéo contra o virus da Hepatite A De Paula, et al. (2011)

Candida albicans

Inibicdo do crescimento da Candida albicans

Wang et al. (2008)

Staphyococcus Inibicdo do crescimento de S. aureus por IgY de | Guimarées et al. (2009)
galinha
Tratamento de bovinos com mastite causada por | Zhen et al. (2008b)
S. aureus
Helicobacter pylori | Tratamento da infec¢do por Helicobacter pylori | Horie et al. (2004)
em pacientes humanos utilizando bebida lactea
contendo IgY especifica.
Listeria Inibigdo do crescimento in vitro e em amostras de | Sui et al. (2011)
monocytogenes alimentos
Aeromonas Protegdo de septcemia em Carassius auratus | Jin, L., et al. (2013)
hydrophila Gibelio causada por Aeromonas hydrophila
Trypanosoma Ao ser administrado com fins terapéuticos, em | Sampaio, 2014
evansi Rattus norvegicus, refor¢a o sistema imunoldgico

e prolonga a sobrevida.

Adaptado de XU et al. (2011).
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3 JUSTIFICATIVA

As emas sdo espécies nativas do Brasil, logo a preservagéo das espécies animais brasileiras e
o controle de doengas infecto-contagiosas de diferentes origens passam pela necessidade de criagéo
de ferramentas especificas para tais fins. No primeiro momento, o desenvolvimento dos anticorpos IgY
em emas e IgG antiemas em mamiferos, essa proposta apresenta um produto para o mercado nacional
como um importante aliado no diagndstico de doencas causadas por varios patogenos, além do
monitoramento da entrada e saida desses animais, tanto dentro do pais como na importagéo e
exportagdo dos mesmos. A producdo de anticorpos IgY em emas imunizadas com antigenos
recombinantes trata-se de tema inédito e que podera fornecer novas informagdes sobre a qualidade e
quantidade desses reagentes para uso no diagndstico contra patdgenos causadores de enfermidades
nos ambitos veterinario e humano. Tendo em vista que existe a explora¢do e a comercializagao de
emas no Brasil, € imprescindivel o esclarecimento dos principais microrganismos que compdem a biota
intestinal desses animais e sua resisténcia a drogas, que podem representar risco a saude de
humanos. Ainda h& o interesse em conhecer a microbiota intestinal, em vista da escassez de

conhecimento/ publicagbes/pesquisas nessa area e nessa espécie.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Produzir imunoferramenta para o diagnostico de salmonelose em ema (Rhea americana).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Purificar IgY de gema de ovos de ema utilizando coluna de afinidade HiTrap™IgY(GE) e

produzir 1gG anti-lgY de ema em coelhos e caprino;

Comparar os dois modelos mamiferos (coelho e cabra) como forma de obtengao de ferramenta

mais especifica;

Produzir proteina recombinante obtida a partir da clonagem do gene fljB de S. Enteritidis em

sistema procarioto;

Purificar a proteina recombinante;

Produzir anticorpos IgY anti-recFljB em emas ( Rhea americana) e galinhas;
Avaliar a especificidade dos atc IgY anti-recFljB.

Avaliar a acdo de anticorpos IgY anti-recFljB sobre o crescimento cepas de S. Typhimurium e
Enteritidis;

Avaliar o efeito de anticorpos IgY anti-recFljB na adesao e invasdo de S. Typhimurium e S.

Enteritidis em cultura de células de célon humano (Caco-2 e HT-29);

Isolar microrganismos da cloaca e orofaringe de emas e estudar o perfil de resisténcia frente a

diferentes drogas;

Investigar a presenca de genes de patogenicidade nos isolados, por PCR.
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5. CAPITULO 1

EFEITO DA IgY ANTI-recFljB de S. Enteretidis PT4 PRODUZIDA EM OVOS DE EMA
E GALINHAS NA INIBICAO DO CRESCIMENTO, ADESAO E INVASAO DE S.
Enteritidis E Typhimurium IN VITRO

10

15
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5.1 INTRODUCAOQ

O género Salmonella é dividido em duas espécies, Salmonella bongori € Salmonella enterica
sendo esta Ultima classificada em seis subespécies: S. enterica subsp. enterica, salamae, arizonae,
diarizonae, houtenae e indica (GRIMONT & WEILL, 2007). Em muitos sorovares de Salmonella, dois ou
mais tipos distintos de flagelina (geralmente FIiC e FIjB) sdo expressos alternadamente, cujo
mecanismo é conhecido como variagao de fase flagelar. Um dos primeiros exemplos dessa mudanga é
a variagdo de fase flagelar de Salmonella Typhimurium. A expressédo alternada dos dois antigenos
flagelina (FIjB e FIiC) é obtida invertendo uma regido cromossémica que inclui o promotor para um
pequeno operon (hin) que codifica um tipo de flagelina (FIjB) e uma proteina (FIjA) que, por sua vez,
inibe a sintese de outro tipo (FIiC) (ASTEN & DIJK, 2005). Imre et al. (2005) afirmam que sorovares de
S. Enteritidis possuem apenas o gene para a proteina FIiC, porém Shah et al. (2011) isolaram cepas
de S. Enteritidis, recuperadas de diversas fontes de galinhas, que além de amplificarem o gene f|jB
também identificaram a expresséo da flagelina de fase dois (FIjB) em cepas com 100% de similaridade
genética (MLVA) com a cepa S. Enteritidis PT4 P125109. A flagelina representa um dos imundgenos
bacterianos mais ativos descritos até agora (CIACCI-WOOLWINE et al., 1997; 1998; 1999; EAVES-
PYLES et al., 2001a; EAVES-PYLES et al., 2001b; GEWIRTZ et al., 2001a; BRAGA et al., 2008; MIZEL
& BATES, 2010; GIRARD et al., 2014).

De um modo geral, antibidticos tém sido utilizados em animais para a promogao do
crescimento em doses sub-terapéuticas, na prevencgéo e tratamento de doengas por mais de 50 anos e
muitas pesquisas e experiéncias praticas demonstraram que 0 uso de antibidticos contribuiu
significativamente para a melhoria do desempenho dos animais (TURNER et al., 2001; CROMWELL,
2002). No entanto, tal pratica resultou em complica¢des graves devido a residuos dessas drogas nos
produtos de origem animal e, pior, 0 aumento da resisténcia bacteriana. O reconhecimento desses
perigos levou a proibigdo do uso subterapéutico de antibioticos em muitos paises desenvolvidos e,
alguns paises em desenvolvimento, estdo considerando seriamente uma proibi¢do similar. Portanto, &
essencial uma estratégia alternativa aos antibiéticos objetivando o combate aos microrganismos, abolir
a resisténcia a drogas e também tratar as doencgas que ndo respondem a terapia medicamentosa como
infecgdes virais, e para aqueles individuos com comprometimento do sistema imune que sao incapazes
de responder aos tratamentos convencionais (KOVACS-NOLAN & MINE, 2012).

Uma ampla gama de produtos alternativos e eficazes aos antibidticos tem sido alvo da
comunidade cientifica em todo 0 mundo. A imunizagao passiva com imunoglobulinas de gema de ovo

de galinha (IgY) tornou-se uma abordagem atraente, uma vez que possui uma variedade de vantagens
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em relagdo a IgG de mamiferos, tais como conveniéncia, rendimento elevado, custo de produgao e
facilidade de manejo (SCHADE et al., 2005). A administracdo oral de IgY de galinha especifico tem se
mostrado eficaz contra uma variedade de agentes patogénicos tanto em seres humanos quanto em
animais, tais como C. albicans, rotavirus humanos, coronavirus bovino, Vibrio spp., S. aureus, E. coli e
Salmonella spp. (SUNWOO et al., 2002; WANG et al., 2008; WITKOWSKI et al., 2009; SUNWOO et
al., 2010; XU et al., 2011; NEEMA & SHIM, 2012; TOBIAS et al., 2012; SANTOS et al., 2014). Embora
os efeitos benéficos de IgY de galinhas em controlar ou prevenir a doenga diarreica em animais ja séo
conhecidos ha mais de duas décadas e relatados por diversos pesquisadores por todo o mundo,
continua a ser uma tarefa dificil usar IgY como uma fonte alternativa ao tratamento convencional
(DIRAVIYAM et al., 2014). Os anticorpos da gema de ovo sdo importantes terapeuticamente
(WIEDEMANN et al., 1990; KUROKI et al., 1997), mas também tém sido utilizados em ensaios de
imuno-diagndstico e para a quantificacéo de proteinas (GUTIERREZ & GUIRRIERO, 1990, ERHARD et
al., 1992; ROSOL et al., 1993).

Filhotes de emas (Rhea americana) podem se infectar por Salmonella spp. entre 0 8° e 12° dia
de vida, quando o saco vitelino € absorvido e a ave se alimenta levando a um quadro classico de
diarreia ou mesmo chegar a vida adulta com a presenga da bactéria colonizando o intestino sem
apresentar sinais clinicos (TULLY Jr, 2014). O tratamento da salmonelose ndo complicada com
antibioticos é contraindicado, pois tende a prolongar o estado de portador (D'AOUST, 1991). Novas
estratégias de controle de salmonelose se tornam necessarias e a tecnologia de IgY especifica pode

ser uma opgao ao uso de antibiéticos.

Acredita-se que sorovares S. Enteritidis e S. Typhimurium invadem o intestino inicialmente
através das células M do epitélio associado ao foliculo que recobrem as placas de Peyer localizadas na
porcdo terminal do ileo e célon (JEPSON & CLARK, 2001; LIM et al., 2009). A invasdo em outras
células epiteliais s6 ocorre apos a expressao de SPI-1 que codifica um sistema de secregéo tipo |lI
(SSTT) que permitira a entrada das bactérias nas células intestinais basolateralmente e/ou diretamente
pelo polo apical (PARSONS et al., 2014).

A capacidade das espécies de Salmonella em estabelecer infeccdo depende da sua
capacidade de aderir, colonizar e invadir as células epiteliais do intestino. A adeséo é o primeiro passo
no processo de patogénese no qual as bactérias permanecem em estreito contato com as células
epiteliais do hospedeiro, dando inicio a novos processos de patogénese, tais como colonizagéo e
invasao (D'AOUST, 1991). Bloquear o estagio priméario de infecgao, ou seja, a ligagdo bacteriana aos

receptores é uma estratégia que pode ser mais eficaz para prevenir a infecgdo bacteriana (WIZEMANN
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et al., 1999). O objetivo inicial deste estudo foi avaliar a capacidade dos anticorpos de gema de ovo de
emas e/ou galinhas dirigida contra a flagelina de fase dois (FIjB) para prevenir a ligagéo dos sorovares
S. Enteritidis PT4 (SE) e S. Typhimurium (ST) a células Caco-2 e dificultar a invasao em células HT-29.
O segundo objetivo foi verificar se IgY especificas sdo capazes de inibir o crescimento in vitro dessas

bactérias.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Produgao e avaliagao de anticorpos antiema através da inoculagao de IgY purificada em
coelhos e caprino

IgY de gema de ovo de uma ema higida, ndo imunizada, foi utilizada como imundgeno para
obtengéo de anticorpos 1gG anti-lgY de ema em coelhos e cabra. O procedimento de obtencéo e
purificacdo dessa imunoglobulina seguiu ao protocolo baseado nos trabalhos de Tobias et al. (2012) e

Vieira-da-Motta et al. (2001), em gema de ovos de avestruzes e galinhas, respectivamente.

5.2.2 Extracao de IgY das gemas de ovos

A gemas foram previamente separadas da clara e lavadas com PBS, pH 7,2. O seu conteudo
foi removido por puncdo com pipeta de Pasteur e transferido para recipientes estéreis. A seguir, as
gemas foram diluidas com &gua destilada na proporgao de 1:10 (v:v) e em seguida acidificadas (pH
5,0) deixadas em repouso por 16 horas a 4° C. O material insolUvel foi removido por centrifugacédo a
10.000xg por 30 min a 4° C. Ao sobrenadante foi adicionado sulfato de aménio (Merck, Alemanha) sob
agitacdo, em quantidade suficiente para atingir 29% de saturagdo (p/v). A solugdo foi mantida a
temperatura ambiente, sob agitacdo, por 2 horas e centrifugadas a 10.000xg por 30 min. As solucdes
purificadas da gema contendo IgY foram dialisadas em PBS, e em seguida submetidas a filtracdo
esterilizante (0,22mm). Posteriormente as amostras foram aliquotadas e armazenadas a -20°C.

5.2.3 Purificagao de anticorpos IgY em coluna de afinidade HiTrap™ IgY (GE®)
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Nesta etapa a amostra obtida anteriormente foi submetida a purificagao utilizando um kit de
purificacdo com coluna de afinidade HiTrap™IgY (GE®) com capacidade para 5 mL e capacidade de
ligacdo de até 100 mg de IgY pura. O protocolo de extragdo seguiu a recomendagéo do fabricante.
Resumidamente, a coluna foi estabilizada com 25 mL de solugao tampao fosfato de s6dio 20 mM com
0,5 M de sulfato de potassio, pH 7,5 (tampéo de liga¢do) seguido de solugdo tampao de fosfato de
sodio 20mM pH 7,5 (tampédo de eluicdo), e, finalmente, com tampéo fosfato de sédio 20mM, com
solugdo de isopropanol 30%, pH 7,5 (tampdo de lavagem). Depois de estabilizada, a amostra foi
aplicada na coluna utilizando uma bomba peristéltica. Apds a passagem da amostra, a coluna foi
lavada com 50 mL de tampé&o de ligagéo, e, finalmente, a amostra foi eluida com 50 mL da solugéo
tampédo de eluicdo. As amostras foram coletadas durante a eluicdo em aliquotas de 1,0 mL, e,

posteriormente, acondicionadas a -20°C até a quantificagdo dos anticorpos IgY.

5.2.4 Quantificagao de IgY

A dosagem das imunoglobulinas extraidas a partir das gemas de ovos foi realizada através do
método do acido bicinconinico (BCA; Sigma-Aldrich Chemical Co., St Louis, MO, EUA) relatada por
Smith et al. (1985). As fragdes também foram checadas por eletroforese em gel de poliacrilamida em

gradiente de 5-12% na presenca de SDS.

5.2.5 Imunizagao de caprino e coelhos com IgY purificada

O material utilizado para as imunizagdes em coelhos e caprino correspondeu as aliquotas mais
puras obtidas pelo processo de extracdo por cromatografia de afinidade. Foram utilizados trés coelhos
(Oryctolagus cuniculus) machos, adultos, da raga Nova Zelandia Branco, pesando aproximadamente
3,0 Kg e adquiridos do setor de Cunicultura da Universidade Federal de Vigosa. Esses animais foram
mantidos durante todo o experimento no biotério da Unidade de Experimentag@o Animal da UENF em
condigdes ambientais e nutricionais satisfatorias. Também foi utilizado um caprino higido macho,
adulto, mestigo, com aproximadamente 30 Kg, adquirido de uma propriedade particular do municipio de
Campos dos Goytacazes, RJ. Durante o experimento o animal ficou alojado no setor de Clinica de
Grandes Animais do Hospital Veterinario da UENF, em condigdes ambientais e nutricionais satisfatérias

para a espécie.
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Esse procedimento seguiu protocolo realizado por Tobias (2011) pelo qual inicialmente uma
suspensao contendo 0,5 mg/mL de IgY purificada foi emulsionada 50% (v/v) com adjuvante completo
de Freund (ACF) e inoculada 0,5 mL por via subcutanea na regido da coxa em cada animal. Vinte e um
dias depois foi realizado um primeiro reforgo, utilizando a mesma dose, via e local de aplicagao, porém
com adjuvante incompleto de Freund (AFI). Apés um intervalo de 14 dias, foi inoculada a terceira dose
por via intradérmica na regido dorsal com 2 mg/mL IgY (1 mL por animal sendo 0,25 mL por ponto)
ressuspendida em solugao salina (NaCl a 0,15M). Apds a terceira aplicagdo ainda foram inoculadas
mais trés doses com intervalo de sete dias via intradérmica, na regido dorsal na dose de 2 mg/mL (1
mL por animal sendo 0,25 mL por ponto). De cada animal foi coletada amostra de sangue antes de
cada inoculagdo e quinze dias ap6s a ultima inoculagdo, o sangue foi colhido via jugular no caprino e
nos coelhos na veia coxo-femural e, 0s soros armazenados a -20°C até o seu processamento. O soro

obtido no dia zero, antes das imunizagdes foi utilizado como controle negativo.

A dosagem de imunoglobulinas obtidas a partir do soro dos coelhos e caprino (IgG anti-IgY de
ema) foi realizada através do método BCA (Sigma-Aldrich Chemical Co., St Louis, MO, EUA). As
fracdes também foram checadas por eletroforese em gel de poliacrilamida em gradiente de 5-12% na

presenca de SDS.

5.2.6 Titulagao de IgG anti-lgY de ema por ELISA

A titulacdo de anticorpos do soro dos animais foi monitorada através de prova imunoenzimatica
(ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay) de acordo com o protocolo do estudo de Vieira-da-
Motta et al. (2001). Foram preparadas diluicdes seriadas dos soros contra o antigeno (IgY de ema -
2ug/mL) diluido em tampao carbonato/bicarbonato, pH 9,6. Apds incubagéo a 37° C por 2 h das placas
de 96 pocos (NUNC MaxiSorp™, EUA), sensibilizadas com o antigeno, seguido de trés lavagens com
solugdo de tampao PBS contendo 0,05% de tween 20 (PBST). Em seguida, foi feito bloqueio com
gelatina 1% (Sigma Aldrich, EUA), diluida em PBST (PBSTG) seguido de incubagdo em temperatura
ambiente por 60 minutos em temperatura ambiente. Apés a etapa de bloqueio, trés lavagens
consecutivas com solugdo PBST. Em seguida, os pogos foram preenchidos com 100 ul dos respectivos
soros e diluidas em solugdo PBSTG (1:1000 a 1:128000) e incubadas a 37°C/45 minutos, seguido de
trés lavagens com solugdo PBST. O passo seguinte foi a adigdo de 50 ul do anticorpo anticoelho ou
anticabra (Sigma, EUA) conjugados a peroxidase diluidos 1:1.000 em PBS e incubagéo a 37°C por 45

minutos. Em seguida, a placa foi lavada com PBST e a reagéo revelada pela adicdo de 50 pl de
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solugdo &cida com substrato enzimatico contendo H.O, e ortofenildiamina — OPD (Sigma-Aldrich,
EUA). A reagéo foi interrompida ap6s 2 minutos de incubagédo a temperatura ambiente ao abrigo da luz,
com a adigdo de 50 pl de solugdo de H.SOs a 3N, com leitura realizada em espectrofotdmetro
(Multiskan GO, Thermo Scientific) a 492 nm.

5.2.7 Purificagao de anticorpos totais do soro hiperimune de coelho e caprino

O protocolo para purificagdo de IgG anti IgYde ema do soro de coelhos e caprino, utilizando
acido caprilico, foi adaptado Russ et al. (1983). Os soros (10 mL) foram diluidos 1:3 (v/v) em tamp&o
acetato de sddio pH 4,0 e o pH da solug&o ajustada para 4,5. A seguir adicionou &cido caprilico (coelho
0,75 mL/10 mL e caprino 0,7 mL/10 mL de soro) lentamente sob agitacdo por 30 minutos a temperatura
ambiente, e em seguida centrifugado a 10.000 g por 30 minutos a 4°C. Coletou-se o sobrenadante e o
pH ajustado para 7,0. Em seguida o sobrenadante foi centrifugado novamente a 10.000 g/20 minutos a
4°C. O sobrenadante dessa fase foi precipitado lentamente, sob agitacdo, com sulfato de aménio até
45% (p/v), deixando 30 minutos a temperatura ambiente e centrifugado a 5.000 g por 15 minutos. Apés,
0 sobrenadante foi descartado e o precipitado dissolvido com 1,0 mL de PBS e transferido para
membrana de didlise onde foi submetido a diélise durante dois dias em solugdo salina 0,85%, com
intervalo de 12 horas, a 4°C. Apds esse procedimento, aliquotas de amostras foram armazenadas a
-20°C.

5.2.8 Purificagado de IgG anti-lgY de ema de soro hiperimune utilizando coluna de afinidade
HiTrap™

Apos a purificagdo das imunoglobulinas do soro utilizando acido caprilico, a solugdo contendo
IgG foi submetida a purificagdo com coluna de afinidade com capacidade para um mL e capacidade de
ligagéo de até 25 mg de IgG. Inicialmente a coluna foi preparada e lavada com quatro mL de tamp&o
fosfato de sodio 20 mM, pH 7,0 (tampao de inicio). Depois de equilibrar a coluna com mais trés mL de
tampdo de inicio, as amostras de coelho e caprino foram aplicadas em colunas diferentes. Depois
foram adicionados trés mL do tamp&o de eluigdo (Glicina- HCI 0,1 M, pH 2,7). As amostras foram

aliquotadas e armazendas a -20°C.
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5.2.9 Biotinilagao de anticorpos IgG de coelho e caprino anti-lgY de ema

Para a biotinilagéo da IgG purificada de cada espécie animal, utilizou-se uma coluna de gel
filtracdo com capacidade de ligagdo de até 10 mg/mL (Kit Immunoprobe Biotinylation — Sigma).
Inicialmente a coluna foi equilibrada com 30 mL de PBS 0,01M. Em seguida, aplicou-se na coluna uma
solugéo contendo um mL de IgG a 10 mg/mL em tampé&o fosfato de sddio, pH 7,2 diluida em 38 L de
reagente de biotinilagdo (BAC-SulfoNHS). Essa solu¢do antes de ser aplicada passou por uma
incubagdo de 30 minutos a temperatura ambiente. Foi eluido com nove mL de PBS 0,01M e cada

aliquota com 1,0 mL foi armazenada a -20°C e posteriormente analisada.

5.2.10 Avaliagao da especificidade da IgG marcada com biotina anti-lgY de ema frente a
anticorpos de diferentes espécies animais

A especificidade do anti-anticorpo produzido em coelho e caprino marcado com biotina foi
testada por ELISA contra soros de outras espécies de aves e também mamiferos. Foram testados,
além do soro de ema, soros de um avestruz (Struthio camelus), um emu (Dromaius novaehollandiae),
uma galinha (Gallus domesticus), um bovino (Bos taurus), um canino (Canis familiaris) e um felino
(Felis silvestris catus). A sensibilizagéo da placa para o teste de ELISA foi feita com soro das diferentes
espécies na diluigdo de 1:1.000 em tampé&o carbonato/bicarbonato 0,05 M, pH 9,6 e a placa incubada a
37°C por duas horas. Em seguida a placa foi lavada com PBS contendo 0,05% de tween 20 (PBST).
Foi feito um bloqueio com gelatina 1% (Sigma) diluida em PBS (PBSG), deixando uma hora em
temperatura ambiente e entdo lavada quatro vezes com PBST. Em seguida foi adicionado 50 pL em
cada pogo do anticorpo antiema biotinilado diluido 1:500 até 1:64.0000 em PBSTG e entdo incubada a
37°C por 45 minutos. Transcorrido o tempo de incubagao, a placa foi lavada com PBST por trés vezes.
Em seguida, adicionou-se em cada pogo 50 WL de avidina marcada com peroxidase na dilui¢do de
1:1.000 e a placa foi incubada por uma hora a 37°C. Apds quatro lavagens com PBST a reagao foi
revelada pela adigéo de 50 L de substrato enzimatico contendo 3,25 mL de acido citrico 0,1 M, 3,5 mL
de fosfato de sodio 0,2 M, 5,75 mL de agua destilada, 5,0 UL de agua oxigenada 30V e 5 mg de orto-
fenildiamina (OPD). Em seguida a placa foi incubada por 15 minutos ao abrigo da luz e a reagao
interrompida com a adi¢do de 50 ul de H2SOs4 3N, seguido da leitura, em espectrofotémetro, a 492 nm.
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5.2 11 Produgao de IgY anti proteinas de S. enterica em emas e galinhas

5. 2. 11. 1 Produgao de proteinas recombinantes obtida pela clonagem dos genes inva, SefA e FIjB de
S. Enteritidis PT4

5.2.11. 1.1 Selegéo do gene de S.Enteritidis

Para a selecdo dos genes foi realizada uma busca tanto na literatura (banco de dados PubMed,
disponivel no website
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=geneecmd=Retrieveedopt=full_reportelist_uids=6949452),
quanto no genoma anotado de Salmonella enterica subespécie Enterica serovar Enteritidis numero de
acesso NC_011294.1 (disponivel no banco de dados National Center for Biotechnology Information —

NCBI, disponivel no website http://www.ncbi.nlm.nih.gov/quide/)

A busca na literatura envolveu a pesquisa de estudos que abordassem a identificagdo e
caracterizagdo de genes fimbriais fimA e sefA e do gene flagelar fljB adequados para clonagem e

producao de proteina recombinante.

Uma vez selecionados os genes, os pares de oligonucleotideos especificos foram desenhados
a partir da sequéncia nucleotidica desses genes, obtida no genoma anotado, inicialmente!, de S.
Enteritidis PT4 P125109 com numeros de acesso YP_002243179.1, YP_002242672.1 e
YP_002246267.1 para os genes fljB, fimA e sefA respectivamente. Para tal utilizou-se o programa
BioEdit version 7.0.9.0 (6/27/07) (HALL, 1999).

5.2.11.1.2 Cepa de S. Enteritidis

Foi utilizado o material genético da bactéria S.Enteritidis cepa NCTC 13349, cedida gentilmente
pela Professora Dra Susana Campoy do Departamento de Genética e Microbiologia da Universidade

Autébnoma de Barcelona, Espanha.

1 A notacdo das sequéncias YP_002243179.1, YP_002242672.1 e YP_002246267.1 foram substituidas por
WP_000079833.1, WP_012543330.1 e WP_012543423.1 para as proteinas codificadas pelos genes fIjB, fimA e
sefA, respectivamente, por serem 100% idénticas. Esses registros agora sdo identificados como “non-redundant
protein sequence”. As sequencias das proteinas fimbriais (WP_012543330.1 e WP_012543423.1) foram
removidas do banco de dados pela equipe do NCBI RefSeq. Fonte:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/refseq/about/prokaryotes/reannotation/
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5.2.11.1. 3 Extragdo do DNA genbmico de S. Enteritidis

A bactéria S. Enteritidis foi cultivada em caldo LB (Luria Bertani) over night a 37°C. Apds o
crescimento bacteriano as células foram centrifugadas para formagao do sedimento. Utilizou-se o kit
DNeasy® Blood&Tissue (QIAGEN) e o protocolo de extragdo seguiu a recomendagéo do fabricante.
Ap6s a obtengdo do DNA foram estimadas a sua quantidade e qualidade por NanoDrop 2000

Spectrophotometer (Thermo Scientific).

5.2.11. 1.4 Clonagem dos gene fimA, fljB e sefA

Foram desenhados primers especificos para amplificar o DNA completo do gene fiB (flBFor:

5 - CGGAATTCGCACAAGTCATTAATACAAAC - 3 e flBRev: 5 -
CCGCTCGAGTTAACGCAGTAAAGAG - 3); do gene fimA  (fimAFor. 5 -
CGGAATTCACCTCTACTATTGCGAG - 3 e fimARev: 5"

CCGCTCGAGTTATTCGTATTTCATGATAAAG - 3) e do gene sefA (sefAFor: 5 -
CGGAATTCCGAATGCTAATAGTTGATTT - 5’ e sefARev: 5- CCGCTCGAGTTAGTTTTGATACTGCT
- 3') tendo como referéncia as sequéncias depositadas no banco de dados GenBank (c6d. acesso YP-
002243179.1, YP_002242672.1 e YP_002246267.1, respectivamente).

A amplificagdo do DNA foi feita em solugdo com volume final de 50uL para cada amostra,
contendo 10uL de DNA molde, 25 L de mistura para PCR da Thermo Scientific PCR Master mix, 1 pL
de cada primer e 13 L de agua ultrapura que compde o Kit Thermo Scientific PCR Master Mix. Para a
amplificagdo dos genes, a solugao foi submetida, em um termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler®
(Applied Biosystem, EUA), durante 35 ciclos de amplificagdo, compreendidos por desnaturacdo a 95°C
durante 30 segundos, anelamento a 58°C por 30 segundos e extensdo a 72°C durante 45 segundos.
Apos esses ciclos procedeu-se etapa final de 72°C por sete minutos. Os produtos foram visualizados
por eletroforese em gel de agarose a 1%, em tamp&o TAE (0,5X), a 100V, durante aproximadamente 40
minutos, corados com brometo de etideo e visualizados sob luz ultravioleta em Sistema de
Visualizagdo e Processamento de Imagens MiniBispPro® (Bio América Inc., EUA) utilizado um
transiluminador UV (DyNA Light, Labnet, EUA) com digitalizador acoplado (Gel Logic 112,
CARESTREAM, EUA) para documentagao por imagem, usando marcador de peso molecular de 100pb
(Promega, Madison, WI, EUA) (Ladder 100PB, Ludwig Biotec, Brasil).
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Fragmentos amplificados com 1518 pb que codificam para fljB, 543 pb (fimA) e 537 pb (sefA)
foram ligados ao vetor de clonagem pGEX-4T-1 (GE Healthcare), que contém o promotor forte
indutivel tac e a sequéncia codificadora da enzima glutationa transferase (GST, 25 kDa) produzindo a
construgédo plasmidial: pGEX-fljB, pGEX-fimA e pGEX-sefA, respectivamente. Para o fragmento foi
desenhado primer forward contendo um sitio de restricdo para a endoclunease EcoRI e os primers
reverse para Xhol. Os plasmideos recombinantes foram propagados em E. coli DH5a através de
eletroporagéo e em seguida selecionados em meio de cultivo Luria-Bertani (LB) com agar e o agente
selecionador Ampicilina (50 pg/mL) e Cloranfenicol (34 pg/mL). Todas as construgdes obtidas foram
confirmadas por PCR e restricdo enzimatica. Os clones positivos da construgdo foram sequenciados

em ambas as direcdes pela empresa Macrogen Europe (Amsterdam, Holanda).

5.2.11.1.5 Ensaio de expresséo e purificagdo das proteinas recombinantes recFimA, recFIjB e
recSefA

A construgao plasmidial em vetor de expressdo, pGEX — 4T-1, foi utilizada para transformar
cepas de E. coli BL21(DE3) pLysS (Promega, USA) por choque térmico e, em seguida, selecionados
em meio agar LB (MARANHAOQ, 2003). A construgdo obtida foi confirmada por PCR. A indugéo de
expressao foi realizada com a adigao IPTG (isopropiltio-B-D-galactosideo), um analogo sintético e néo
degradavel da lactose ao qual se associa ao repressor inibindo-o0 e assim deixando o promotor livre
para a transcrigdo do gene. Apds a indugao da expresséo, as células bacterianas foram lisadas usando
um desruptor de células ultrassénico (Unique, mod. DES500) ajustado para a amplitude de 20% por 4
ciclos de 30 segundos com intervalos de 30 segundos. As amostras foram resfriadas em gelo. O lisado
celular foi centrifugado a 10.000 x g por 20 min a 4°C. O sobrenadante foi coletado e em seguida
realizou-se a purificagdo da proteina recombinante associada a proteina de fusédo GST utilizando a
resina de Glutathione Sepharose 4B (GE Healthcare Life Sciences) seguindo as recomendacgdes do
fabricante. A proteina de fuséo foi clivada pela enzima trombina (1U/uL) por 16 horas a 22-25°C. A
quantidade de proteina de cada fragao foi determinada pelo método BCA seguindo as especificagdes
do fabricante (BCA; Sigma-Aldrich Chemical Co., St Louis, MO, EUA) sendo utilizado soro albumina
bovina (BSA, Sigma, EUA) como proteina de referéncia. Além disso, todas as fragdes também foram

checadas por eletroforese em gel de poliacrilamida em gradiente de 5-12% na presenga de SDS.
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5.2.11.1. 6 Imunizag&o das aves com proteina recombinante recFljB

Os procedimentos de manejo, imunizagao e coleta de amostras (sanguineas e ovos) das aves
experimentais foram realizados no Criatério Cientifico de emas (Emério) e no Biotério de aves da

UENF, no municipio de Campos dos Goytacazes/RJ.

Foram utilizadas como parcelas experimentais na produgdo de anticorpos policlonais, trés
emas (Rhea americana) adultas em fase de reproducéo e trés galinhas (Gallus gallus) da raga Lohman
White com 44 semanas de idade e com 100% de postura. Todas as aves receberam a flagelina
recombinante FljB de Salmonella Enteritidis como antigeno (200 pg por imunizagdo). Cinco
imunizagdes, intervaladas de 15 dias, foram realizadas por inje¢des, em dois pontos diferentes, no
Musculus peitoral das galinhas € no musculo gastrocnémico cabega lateral das emas contendo a
solugdo de antigeno emulsificada em 50% (v/v) de adjuvante completo de Freund (12 imunizagéo) e
adjuvante incompleto de Freund (imunizagdes seguintes) diluidos em solugéo tampao PBS estéril (pH
7,2), perfazendo um volume total de 1,0 mL. As coletas de sangue foram realizadas por pungéo da
veia braquial, antes e apds cada imunizagao, sendo a ultima coleta realizada 15 dias ap6s a ultima
inoculagdo. Ja a coleta dos ovos produzidos por todas as aves foi realizada diariamente. Uma semana

antes da primeira imunizagéo foram coletados ovos (pré-imunes).

5.2.11. 1.7 Extragéo e purificagdo de IgY das gemas de ovos

O protocolo para extragdo e purificacdo de IgY de gemas de ovos de emas e galinhas foi
baseado nos trabalhos de Tobias et al. (2012) e Vieira-da-Motta et al. (2001), em gema de ovos de

avestruzes e galinhas, respectivamente.

Cada fragdo de IgY obtida foi quantificada pelo método BCA (Sigma-Aldrich Chemical Co., St
Louis, MO, EUA) e checadas por eletroforese em gel de poliacrilamida em gradiente de 5-12% na
presenca de SDS.
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5.2.11.1. 8 Titulagéo de IgY pré e pds-imune por ELISA

A titulagio das IgY purificados das gemas de ovos das galinhas e emas, e também dos
anticorpos do soro das aves foi monitorada por ELISA em diluigdes seriadas contra o antigeno diluido
em tampao carbonato/bicarbonato, pH 9,6. Para tal, foi utilizado o protocolo do ensaio pertinente ao

estudo de Vieira-da-Motta et al. (2001) como descrito no item 5.2.6.

5.2.11.1.9 Western blot

A proteina recombinante FljB foi analisada por meio da técnica de “Western blot” utilizando
anticorpos especificos. As proteinas foram separadas por eletroforese em gel de policrilamida a 12%
(SDS-PAGE), de acordo com Laemli (1970), e entéo transferidas para membrana de nitrocelulose com
poros de 0,45 um (Biorad), segundo metodologia de Towbin (1979). A membrana de nitrocelulose e
outros componentes do sistema de eletrotransferéncia foram imersos em tampéo de transferéncia
(48mM Tris, 39mM glicina, 20% v/v metanol, 3,7% SDS). Em seguida, o sanduiche contendo o gel foi
montado segundo orientagdes do fabricante Bio-Rad — Mini Trans Blot Eletrophoretic Transfer Cell (Bio-
Rad Laboratories, Richmond, USA). Esse sistema foi submetido a corrente de 10V por duas horas.
Apos a transferéncia, a membrana foi bloqueada com PBST- L (PBS, pH 7,2, com 0,1% de Tween 20 e
3% de leite em pd desnatado) overnigth sob agitacéo de 4 a 8°C. Apds o bloqueio, cada membrana foi
incubada com o anticorpo primario (IgY de ema ou IgY de galinhas imunizadas) na diluigédo de 1:2000
em PBST-L durante duas horas sob agitacdo em temperatura ambiente. Apos esse periodo, as
membranas foram lavadas por trés vezes, cada uma durante 5 minutos com PBST 20 (PBS, pH 7,2
com 0,1% de Tween 20), e incubada, com o anticorpo secundario (Rabbit Anti-Chicken IgY (IgG)
(whole molecule)-Peroxidase antibody — Sigma® ou IgG anti- IgY de ema biotinilada) na diluicdo de
1:2000 durante duas horas sob agitagdo em temperatura ambiente. Apos esse periodo, a membrana foi
novamente lavada por trés vezes, cada uma durante cinco minutos. Em seguida a membrana foi
incubada com Avidina marcada com peroxidase na diluicdo de 1:500 em PBST - L por 2 horas sob
agitagdo em temperatura ambiente. Apds mais trés lavagens da membrana, cada uma de cinco
minutos a reacgéo foi revelada com uma solugao contendo Tris HCI 1 M ph 7,4; 100 mM de imidazol ,
peroxido de hidrogénio, agua destilada e substancia cromégena 3,3" diaminobenzidina (DAB-Sigma-
Aldrich, EUA). Assim que as bandas tornaram-se claramente visiveis, a reacao foi interrompida pela

adigao de agua.
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5.2.12 Avaliacao da agao de anticorpos IgY anti-recFljB sobre o crescimento, adesao e invasao
de cepas de Salmonella in vitro

5.2.12.1 Cepas bacterianas e condi¢des de crescimento

Para a avaliagdo da atividade de anticorpos IgY anti-recFljB, produzida em ema e galinhas,
foram utilizadas, além da cepa de S.Enteritidis NCTC 13349, cepa de S. Typhimurium cepa ATCC
14028, cedidas gentilmente pela Prof® Dra Susana Campoy do Departamento de Genética e
Microbiologia da Universidade Auténoma de Barcelona, Espanha e, pela Prof? Dra Dalia dos Prazeres
Rodrigues Laboratério de Referéncia Nacional de Enteroinfeccdes Bacterianas/IOC/Fiocruz — Rio de

Janeiro.

Para os experimentos da atividade de IgY anti-recFljB no crescimento bacteriano, na adesé&o e
invasao in vitro de SE e ST em monocamadas de enterdcitos humanos (caco-2 e HT-29) foi utilizada
alta concentragéo de NaCl (0,3M) em meio liquido (caldo BHI) em tubos tipo Falcon de polipropileno de
50 ml e incubados overnight a 37°C com agitacao de 200 rpm, tendo como objetivo a indugéo do SPI -
1 e, consequentemente, dos flagelos de acordo com os resultados obtidos por Ibarra et al. (2004), Shah
etal. 2011 e Eom et al., (2012).

A partir desses cultivos foram preparados indculos em solugdo salina contendo

aproximadamente 1,5 x 108 UFC mL-" (DO = 0,5; Densimat, bioMerieux, Franca).

5.2.12.2 Cultivo celular

As linhagens celulares Caco-2 (ATCC HTB-37) e HT-29 (ATCC HTB-38) foram utilizadas para
0s ensaios de adesdo e invasao, respectivamente. Ambas as linhagens celulares foram rotineiramente
mantidas em Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM Invitrogen; Life Technologies Europe, Zug,
Switzerland) suplementadas com soro fetal bovino (15% (v/v) para as células Caco-2 e 10% (v/v) para
as células HT-29) e gentamicina numa concentragao final de 50 pg ml=* (Sigma-Aldrich Chemical Co.,
St Louis, MO, EUA). Foram mantidas em atmosfera de 95% O, 5% CO2 e temperatura de 37°C (HEPA
CLASS 100, Thermo Scientific) e usadas entre 10-20 passagens. Para os ensaios de adesao e invasao
as células foram semeadas em placas de 24 pogos (2cm2/pogo) a uma concentragdo de 2,8 x 104
células/pogo (Caco-2) e 4.0 x 104 células/pogo (HT-29). O meio de cultivo foi trocado a cada dois dias e
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meio sem antibidtico (o que foi usado?) foi usado na ultima troca antes dos testes. Os experimentos
foram realizados 15 (Caco-2) e 21 (HT-29) dias apds a semeadura para atingirem a maturidade
(LESUFFLEUR et al., 1993; PINTO et al., 1983).

5.2.12.3 Teste de inibicdo do crescimento

Aproximadamente 1,5x107 UFC mL-' de ambas as cepas de Salmonella foram incubadas a
37°C em caldo BHI acrescido de 0,3M de NaCl na presencga de IgY pré ou pds inoculagbes anti recFljB
(pré ou pds imune) nas concentragdes de 1, 3, 5 e 10 mg/mL. Os cultivos foram lidos utilizando um
fotdmetro (Densimat, bioMerieux, Franga) a cada hora para avaliar o efeito de IgY sobre o crescimento
bacteriano nos diferentes tratamentos. Foi realizada diluigéo seriada dos cultivos apds atingirem o nivel
de saturagéo (DO=7,5) e, 100 L das diluicdes foram distribuidos em placas com agar nutriente, em
triplicata, para contagem das UFC. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Culturas de S.
Enteritidis e S. Typhimurium (1,5 x 108 UFC mL) n&o tratadas com IgY e cultivadas nas mesmas

condigdes foram utilizadas como controle.

5.2.12.4 Teste de adeséo

Os ensaios de adesdo das cepas de Salmonella foram realizados com a linhagem Caco-2
como previamente descrito por Gagnon et al. (2013), com algumas modificagces. Apos o crescimento,
como descrito acima, os cultivos bacterianos foram centrifugados por 5 minutos a 5000 g, lavados duas
vezes com PBS (pH 7,4) estéril e ressuspendido a 1,5 x 108 UFC mL-" em meio DMEM. Um inéculo
com concentragao final de 2 x 10”7 UFC mL-! foi adicionado em uma solugdo com 10 mg mL -' de IgY
pré-imune ou pos-imune (volume final de 1,0 mL) foi incubado por 1 hora a 37°C. Apds esse periodo a
solugdo contendo IgY e Salmonella foi adicionada diretamente sobre a monocamada de células Caco-2
lavadas 1 vez com PBS (pH 7,4) estéril, em triplicata, e deixado aderir por 1 hora a 37°C. Apés a
incubacgéo, as bactérias ndo aderidas foram removidas com quatro lavagens seguidas com PBS (pH
7,4) estéril. As células com bactérias aderidas foram tratadas com 250 pL de Tripsina-EDTA
(Invitrogen; Life Technologies Europe) por pogo e incubadas a 37°c por 10 minutos e entao adicionado
250 pL de meio DMEM com soro fetal bovino para parar a reagdo com a tripsina. Com objetivo de

contar as UFC, dilui¢des seriadas foram preparadas em PBS estéril (pH 7,4) e 100 plL foi plaqueado
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em agar nutriente (Difco, EUA), incubado 37°C por até 48h. Em triplicata, células néo tratadas com
IgY, infectadas com as mesmas concentragdes das duas cepas de Salmonella e cultivadas nas

mesmas condi¢des foram utilizadas como controle.

5.2.12.2 5 Teste de invaséo

A habilidade da S. Enteritidis € S. Typhimurium invadir células intestinais HT-29 na presenca de
IgY foi avaliada seguindo o método descrito por Gagnon et al. (2013), com algumas modificagdes.
Resumidamente, as suspensdes bacterianas na presenga de IgY como descrito para o teste de adesao
foram diretamente aplicadas sobre as camada de células epiteliais intestinais (HT-29) e incubadas a
37°c por trés horas. As células infectadas foram lavadas duas vezes com PBS estéril (pH 7,4) antes da
adicao da 250 yl DMEM contendo 150 ug mL-" de gentamicina (Sigma-Aldrich Chemical Co., St Louis,
MO, EUA) por pogo e incubadas a 37°C por uma hora para matar as bactérias extracelulares que nao
tinham invadido as células. Depois de lavar mais duas vezes com PBS, 250 pL de Tripsina-EDTA
(Invitrogen; Life Technologies Europe) por pogo e deixado sob incubagdo a 37°c por 10 minutos. As
células infectadas foram rompidas usando 250 uL 0.1% (v/v) Triton X-100 (Sigma) por poco. Depois de
10 min de incubagdo a 37°C, 100 yL de cada pogo foi coletado para determinar a contagem de
Salmonella como descrito acima no teste de adeséo. A eficiéncia da invasdo foi expressa como a
porcentagem do numero de bactérias que invadiram pelo nimero total de Salmonella associada a
célula. O numero de Salmonella associada as células foi determinado utilizando o mesmo protocolo de

invasdo, porem sem adicionar a gentamicina, tal como descrito acima.

5.2.13 Analise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o software Graph Pad Prism 5
(GraphPad Software, Inc., San Diego, USA). Para a produgéo média de proteinas totais os dados foram
analisados pelo teste T-Student considerando nivel de significancia de 5% (p<0,05). Para o teste de
inibicdo do crescimento, que foi realizado em ftriplicata e em trés experimentos independentes, foi
aplicado teste T-Student considerando nivel de significancia de 5% (p<0,05) para comparar
tratamentos pré e pds-imune nas contagens de UFC em meios sélidos e analise de variancia (Two

way-ANOVA) seguido do Teste de Bonferroni para comparar a taxa de crescimento a cada hora,
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realizado de maneira independente para cada uma das condigdes experimentais, o intervalo de
confianga foi de 95%, adotando o valor p<0,05 como nivel de significAncia. Tanto o teste de ades&o
como o de invasdo também foram conduzidos em triplicata e em trés experimentos independentes. A
andlise de variancia (One way-ANOVA) foi usada para avaliar o efeito da IgY na adeséao e invaséo das
cepas de Salmonella em células Caco-2 e HT-29, respectivamente. As médias foram comparadas por
teste Tukey considerando nivel de significdncia de 5%, ou seja, os dados foram estatisticamente

significativos para p<0,05.

5.2.14.Comité de Etica

Esse estudo foi regulamentado segundo Autorizagdo IBAMA SISBIO - atividade cientifica: n°
18981-2 e Autorizagdo de Manejo da Fauna Silvestre, também para atividades cientificas, N°
0000000011/2011-RJ. E possui autorizagdo da Comisséo de Etica de Uso de Animais — CEUA, da

Universidade Estadual do Norte Fluminense (protocolo n® 219).

5.3 RESULTADOS

5.3.1 Imunizagdes e bem-estar animal

Os efeitos das preparagdes imunes utilizadas neste estudo foram acompanhados em todos os
grupos de animais estudados. Entre os mamiferos, os coelhos apresentaram granulomas visiveis nos
locais de vacinagdo. Essa reagao sé foi observada na primeira imunizagdo com o uso do adjuvante
completo de Freund e, aproximadamente, dez dias depois as lesdes desapareciam quase por completo
e nenhuma alteragéo de comportamento ou na alimentagéo foi observada durante todo o experimento.

O caprino ndo desenvolveu nenhuma les&o nos locais das inoculagdes.

Quanto as aves, nas trés emas selecionadas para o experimento, observou-se um grande
aumento de volume no local de aplicagéo dos antigenos que em uma delas permaneceu durante toda a
pesquisa. A postura das emas também foi afetada pelas imunizagdes. Apenas uma das emas manteve
a postura por quatro semanas ap0s a primeira imunizagéo, ou seja, dois dias antes da 3% imunizagéo
essa ema interrompeu a postura, obtendo assim um total de oito ovos. As outras duas emas
interromperam a postura imediatamente apds a 12 imunizagdo, uma com apenas um ovo, dois dias

depois da inoculagdo do antigeno, e a terceira parou a postura por completo e veio a ébito duas



10

15

20

57

semanas depois de iniciado o experimento por motivos desconhecidos. Ja as galinhas toleraram bem

as imunizagdes sem nenhuma lesdo, ou alteragdo de comportamento ou na postura.

5.3.2 Produgao e avaliagao de anticorpos anti-ema através da inoculagao de IgY purificada em
coelhos e caprino

O método de extracéo e purificacdo de igY da gema de ovo de ema foi eficiente e apresentou
um rendimento final de 15,8 mg/mL. A figura 3 evidencia o perfil eletroforético do purificado da gema de
ovo de uma ema higida que foi utilizado na imunizagdo de coelhos e caprino. Observam-se duas
bandas, uma com aproximadamente 65-70 kDa e outra com 30 kDa, correspondendo as cadeias

pesadas e leve da IgY do ovo de ema, respectivamente.

30 kDa

FIGURA 3. Perfil eletroforético da IgY de ema purificada em coluna HiTrap™ IgY ™ — GE. (Gel de SDS-PAGE
12%). M: marcador de peso molecular; 1-2 eluido de solugdo de IgY obtido de gema de ovo de ema (Rhea
americana)

Tanto coelhos quanto caprino apresentaram boa resposta a imunizagdo com IgY de ema. A
figura 4 apresenta a titulagdo dos soros do caprino (figura 4A) e do coelho com melhor resposta (figura
4B). A resposta imunolégica foi diferente em cada coelho (dado ndo apresentado). E possivel observar
que a IgY de ema apresentou densidade ética (DO) superior para o caprino, comparado com 0s
resultados dos coelhos. Apesar dessa observacéo, é importante ressaltar que a dimimui¢do da DO é

gradativa para os anticorpos produzidos em caprino.
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FIGURA 4. Titulagcdo por ELISA de anticorpos IgG de Caprino (A) e coelho (B) anti-IgY. As linhas coloridas
mostram a titulagdo de soro dos animais imunizados com IgY colhidos no dia zero (controle) e ap6s a 1%- 6°

inoculagdes. E 90 dias apds a 6 incula¢do para o caprino (dia 146).

O perfil eletroforético das fragdes antes e apos a etapa de dialise e apds a purificagdo em
coluna de afinidade pode ser observado na figura 5. A purificagdo em cromatografia de afinidade
favoreceu a obtencdo de IgG antiema mais limpa, com eliminagdo de bandas consideradas

contaminantes ou indesejaveis. A B

50 kDa

25 kDa

FIGURA 5. Perfil eletroforético da 1gG de coelho: M — Protein MW Marker; 1- Antes da dialise; 2 — Apos a didlise
3 — vazio; 4 — Apds Purificagdo em coluna HiTrap™ — GE. , SDS-PAGE a 12%

Ap6s a marcagdo com biotina, os anticorpos IgG antiema produzidos em caprino e coelhos
foram testados, por ELISA direto, quanto a sua especificidade contra o soro de outras espécies
animais. Conforme esperado, as titulagdes frente as trés espécies de ratitas (ema, avestruz e emu),
produzido tanto em coelhos como em caprino, confirmaram a especificidade da IgG antiema. Os

anticorpos produzidos em coelhos apresentaram maiores titulos que os produzidos em caprino (Figura
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6A e 6B). Por outro lado, conforme esperado, as amostras de soros das demais espécies (cao, gato e

bovino) mostraram titulagdes visivelmente inferiores.

Embora os anticorpos de coelho tenham apresentado uma DO acima daquela apresentada

pelos anticorpos (AC) do caprino, foi possivel observar que frente & outra espécie de ave (galinha)

5 estes AC de caprino foram mais especificos, baseados nas titulagdes. Enquanto a titulagdo de 1gG de
coelho de 1:8000, tanto nas ratitas como nas galinhas ainda foi possivel detectar fraco reconhecimento;

0 mesmo ndo aconteceu com IgG de cabra frente aos AC de ema, quando comparado com galinha.
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FIGURA 6. Titulagao por ELISA demonstrando a especificidade do anticorpo antiema produzido em caprino (A) e
10 coelho (B) frente ao soro de diferentes espécies animais.

5.3.3.Producao de IgY antiproteinas de salmonella enterica em emas e galinhas

15  5.3.3.1 Os antigenos

Os genes fimbriais (fimA e sefA) e flagelar (fljB) da Salmonella enterica serovar Enteritidis cepa

NCTC 13349 foram selecionados e entdo amplificados para clonagem e expressdo das respectivas
proteinas, de alta imunogenicidade, codificadas por eles. A figura 7 ilustra, respectivamente, o

20  resultado da amplificagdo dos genes que geraram produtos com 1518 pb (flB), 543 pb (fimA) e 537 pb
(sefA). Os produtos obtidos por PCR corresponderam com os tamanhos previstos/esperados e nao

apresentaram bandas inespecificas.
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FIGURA 7. Eletroforese em gel de agarose 1% do produto de PCR. 1) Lambda DNA/Hindlll Marker (Thermo
Scientific™); 2) gene fljB; 3) gene fimA e 4) gene sefA.

As construgbes plasmidiais pGEX-fljB, pGEX-fimA e pGEX-sefA foram propagadas com
sucesso em E. coli DH5a para clonagem e em cepas de E. coli BL21(DE3) para a expresséo das
proteinas FIjB, FimA e SefA, respectivamente. A figura 8 ilustra o perfil eletroforético das trés proteinas
induzidas com IPTG e n&o induzidas. Pode-se observar, comparando a amostra de células induzidas e

nao induzidas, a obtencéo de altos niveis de expressdo apés a adi¢ao do indutor (IPTG).

78 kDa

43 k

43kDa

FIGURA 8: Expressao dos clones BL21-FIjB, BL21-FimA e BL21-SefA. Perfil eletroforético, SDS-PAGE a 12%,
das amostras que apresentaram expressao quando induzidas com IPTG (6A: 2 e 4; 6B: 2) e o controle, com as
amostras que ndo sofreram indugéo ((6A: 1 e 3; 6B: 1). As proteinas recombinantes fusionadas a proteina de
fusdo (GST) correspondentes aos induzidos FljB (78kDa), FimA (43kDa) e SefA (43kDa) estéo indicadas por
setas. PM — marcador de peso molecular.
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Apos a lise das bactérias foi possivel obter proteinas solliveis no sobrenadante e purifica-las
através da coluna de afinidade contendo glutationa reduzida e clivagem por Trombina somente para o
clone BL21- FIjB. As recombinantes FimA e SefA nao foram observadas na fragao soluvel. A figura 9
demonstra o perfil eletroforético das etapas de purificagcdo das proteinas recombinantes FimA (9A) e
FIjB (9B). As colunas 1 e 2 representam as clones bacterianos antes e apds a inducdo da expressao
com IPTG. Ap6s a ruptura por sonicagéo das células bacterianas o lisado obtido esta representado nas
colunas 3A e 3B. E possivel observar nas colunas 2 e 3 a presenca de banda correspondente as
proteinas recombinantes juntamente com a proteina de fus@o (GST), com massa molecular de 43 kDa
(FimA) e 78 kDa (FIjB) , sendo que a massa molecular da GST corresponde a 25 kDa. O lisado foi
centrifugado e o perfil das proteinas presentes no sobrenadante esta representado nas colunas 4 de
ambas as figuras. Somente a FIjB permaneceu no sobrenandante (7B-4) e entdo purificada como se
observa nas figura 9B-8. As proteinas recombinantes FimA (9A-4) e SefA néo foram observadas na
fracdo soluvel, sugerindo a presenca dessas proteinas em corpusculos de inclusdo. Diante desses
resultados, estudos aplicados na tentativa de solubilizar e renaturar essas proteinas se fizeram
necessarios e foi inicialmente alvo deste trabalho. Porém, dada a incerteza dos resultados e por
requererem longos periodos de tempo para alcancar a renaturacdo adequada das proteinas, de forma

a manté-las soluvel e funcional, esses estudos foram considerados inviaveis.

Com purificagdo da proteina recombinante recFljB utilizando a resina Glutathione Sepharose
4B com posterior clivagem da proteina de fusdo por Trombina foi possivel obter em média uma

concentragao de 0,85mg/mL mensurada por BCA.

25 kDa

FIGURA 9. Perfil eletroforético das etapas de purificagdo das proteinas recombinantes FimA (A) e FljB (B) de
S.Enteritidis expressas em cepa E.coli BL21 (DE3) pLysS. MP — marcador de peso molecular Rainbow marker.
1: clones n&o induzidos (controle); 2: clones induzidos com IPTG; 3: lisado por sonicagao; 4: sobrenadante; 5: FT
(flow through) sobrenadante apds 1hora em contato com a resina de glutationa sepharose; 6: W (wash)
sobrenadante ap6s primeira lavagem da resina de Glutathione Sepharose 4B; 7: resina de Glutathione
Sepharose 4B; 8: Proteina purificada, somente na 7B-8 com 53 kDa. SDS-PAGE a 12%
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5.3.3.1 Concentragéo IgY

A produgao média de IgY foi de 4,82 + 2,01 mg/mL para os ovos das galinhas durante todo o
periodo experimental. Quando considerados os dados obtidos entre a 4% e 6% semanas e 7% e 102
semanas poés-imunizagdo (SPI) entre todas as galinhas com a recFljB, foi observada diferenca
significativa na producao de IgY ap6s a 72 SPI (Figura 10). Entre a 4 e 62 semana o rendimento médio
observado foi de 3,23 + 0,56mg/mL e entre a 72 e 10% semanas observou-se um rendimento médio de
6,41 £ 0,40mg/mL (p<0,05). Da 72 semana em diante, os valores permaneceram aumentados até ao
final do experimento (102 semana).

Quando as galinhas foram avaliadas separadamente, entre a 4° e 6% semanas, as galinhas 1, 2
e 3 produziram uma média de 4,9 + 0,6 mg/mL, 2,59 £ 0,27 mg/mL e 2,20 £ 0,66 mg/mL,
respectivamente, enquanto que a partir da 72 semana a respectiva média foi de 6,41 + 0,72 mg/mL,
6,24 + 1,89 mg/mL e 6,58 £ 0,70 mg/mL. Ao avaliar a produgéo de IgY individualmente, ndo foram
observadas diferengas significativas entre os trés galinhas entre a 4% e 62 semanas, bem como entre a
72 e 10? semanas (P< 0,05).

Quanto aos ovos da ema, a produgédo de IgY apresentou rendimento médio de 11,68 £3,53
mg/mL, correspondendo a concentragdo duas vezes maior que a concentragdo média obtida nos ovos

das galinhas.

-e- galinha 1
-& galinha 2
10- -4 galinha 3

Concentracao de IgY (mg/mL)

T T T 1
4 6 8 10
Semanas

FIGURA 10: Concentragéo de Igy de ovos de galinhas obtida por BCA. Cinco doses de antigenos foram dadas
com intervalos de 15 dias com a produgédo de proteinas totais medidas por 70 dias. Os valores foram obtidos
usando diluicao 1:25 das amostras purificadas por sulfato de aménia.



10

15

20

63

As fragdes de IgY purificadas das gemas de ovos de galinhas e emas foram caracterizadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida em gradiente de 5-12% na presenga de SDS (Figura 11), foi
possivel observar, tanto em ovos de galinhas como no de ema, bandas bem marcadas com peso
molecular de aproximadamente 23 e 70 kDa, correspondente as cadeias leve e pesada da IgY,

respectivamente.

120

cP % cp

47
<« VTG 37

28
<« CL CL

19

FIGURA 11: Perfil eletroforético (SDS-PAGE) de amostras de IgY obtidas de preparagdes individuais de
diferentes ovos de ema (2-9A) e galinhas (1-9B). MP - marcador de peso molecular. CP - cadeia pesada (65-70
kDa). CL - cadeia leve (23-25 kDa). VTG - Impurezas que correspondem ao peso molecular de cerca de 35 kDa
(provavelmente o fragmento C-terminal do precursor de vitelogenina I, (KLIMENTZOU et al., 2006). A amostra
1A representa IgG anti-IgY de ema produzido em coelho.

5.3.3.2 Western blot

O reconhecimento da proteina recombinante FIjB foi realizado por Western blot, os anticorpos
IgY produzidos em galinhas e ema reagiram com os antigenos formando bandas fortes e especificas
(Figura12).

FIiB

FIGURA 12: Western blot mostrando o reconhecimento da proteina recombinante FljB - banda peptidicas com
massa molecular equivalente a 53 kDa por IgY anti-recFljB produzidas em galinhas (A) e ema (B). PM: Marcador
de peso molecular.
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5.3.3.3 ELISA

A titulagdo de anticorpos IgY anti-recFljB no soro das aves foi realizada por ELISA antes de
cada imunizagéo e 15 dias apds a ultima imunizagdo. Nas figuras 13 e 14 observam-se os titulos
obtidos em DO 492 nm para os soros das galinhas e emas, respectivamente, é possivel verificar que

todas as aves responderam satisfatoriamente e de forma semelhante ao antigeno.

2
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FIGURA 13: Titulagao, por ELISA, dos anticorpos IgY anti-recFljB nos soros de galinhas, pré e pds imunizagoes,
a partir de uma diluigéo de 1:500.
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FIGURA 14: Titulagao, por ELISA, dos anticorpos IgY anti-recFljB nos soros de emas, pré e pos imunizagdes, a
partir de uma dilui¢do de 1:500.

A Figura 15 mostra o perfil cinético da resposta imunoldgica observada nas gemas dos ovos
das galinhas e ema durante o periodo experimental (onze semanas para as galinhas e 28 dias para a
ema). Na 42 semana houve um aumento consideravel no titulo de anticorpos nas gemas dos ovos das
galinhas, enquanto no anticorpo IgY de gema de ema foi observado um aumento significativo sete dias

apos a segunda imunizagao.
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FIGURA 15: Cinética de produgéo de IgY nas amostras de gema de ovos de galinhas durante 10 semanas (A) e
ema durante 28 dias (B) obtida pelo teste ELISA. As setas vermelhas indicam as imunizagbes com a proteina
recombinante FIjB. Os valores de densidade Optica obtidos foram expressos na diluigao de 1: 100.

5.3.4 Avaliacao da agao de anticorpos IgY anti-recFljB sobre o crescimento, adesao e invasao de
cepas de salmonella in vitro

5.3.4.1 Inibic&o do crescimento

Avaliou-se a atividade biolégica dos anticorpos IgY-anti-recFljB produzidos em galinhas e ema
sobre o crescimento, in vitro, das cepas padrao de S. Enteritidis € S. Typhimurium em meio BHI com
0,3M de NaCl. Como controle negativo de inibicdo, foram utilizados os tratamentos branco (sem
solugéo de IgY) e o pré-imune (PI), que continha anticorpos IgY antes das imunizagbes. O crescimento
das bactérias foi acompanhado pelas leituras de densidade optica (D.O) medida nos tempos zero,
antes da incubacéo e a cada hora de incubagao a 37°C. Foram testadas diferentes concentragbes de
IgY (1, 3, 5 e 10 mg/mL) frente a 1,5x107 bactérias. A figura 16 apresenta as curvas de crescimento das
bactérias em porcentagem, onde 100% equivalem & saturagdo do crescimento com DO =7,5 no

densitdmetro. No tempo zero a DO foi igual a zero para todos os tratamentos.

Para a cepa S. Enteritidis so foi possivel visualizar a inibigdo significativa (P<0,05) do
crescimento pelos anticorpos especificos produzidos em emas na concentragéo de 10 mg/mL, a partir
de 5 horas de cultivo. No auge do crescimento, quando os grupos Pl e Branco atingiram 100%, o grupo
tratado com IgY especifica teve um crescimento 27% menor.

Para a cepa de S. Typhimurium a partir de 3 mg/mL de IgY anti-recFljB, produzidos em emas,
foi possivel a inibigdo do crescimento dessa bactéria apos 5 horas de cultivo (P<0,05). Quando as
bactérias dos grupos controle e Pl atingiram 100% de crescimento, as bactérias tratadas com 3, 5 e 10

mg/mL de IgY pds-imune tiveram seu crescimento inibido em 23%, 30% e 25%, respectivamente.
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Os anticorpos IgY anti-recFljB obtidos dos ovos de galinhas, nas concentragdes de 3 e 10
mg/mL reduziram em 21 e 28,7%, respectivamente, o crescimento de S. Typhimurium e novamente s

a concentragdo de 10 mg/mL inibiu o crescimento de S. Enteritidis em 27% (Figura 17).
N&o houve diferenca significativa (p<0,05) para os tratamentos sem IgY e com IgY pré-imune.

O efeito da inibigdo do crescimento das cepas bacterianas pelos anticorpos produzidos em
ema e galinhas também foram observados em meio sélido. Uma aliquota de 100 pL dos cultivos apos
8 horas de incubagéo a 37°C foi diluida em série e plaqueada em &agar nutriente e apos 24 horas as
UFC foram contadas nas placas, com numero de col6nias dentro da faixa contavel (30-300 UFC)
independente da diluicio. As figuras 18 e 19 ilustram o crescimento das cepas de Salmonella para 0s

grupos controle (sem IgY) e tratados com IgY pré-imune e pds-imune.
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FIGURA 16. Efeito de diferentes concentragbes de IgY anti-recFljB produzido em ema no crescimento de S.
Enteritidis (A - D) e S. Typhimurium ( E - H) em meio liquido. 1,5x107 bactérias foram tratadas com IgY pés
imune (A ), IgY pré imune (m) nas concentragdes 1 mg/mL (A, E), 3mg/mL (B, F), 5 mg/mL (C, G) e 10 mg/mL
(D, H) e um grupo néo recebeu IgY: grupo Controle/Branco (e). Os valores equivalem a porcentagem das
médias das densidades oOticas (Densimat, bioMerieux, Franga) em triplicata de trés experimentos
independentes. Dentro de cada tempo de amostragem, médias de crescimento de bactérias diferem
significativamente * (p <0,05); ** (p < 0,01) e ***(p< 0,001).
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FIGURA 17. Efeito de diferentes concentracdes de IgY anti-recFljB produzido em galinhas no crescimento de S.
Enteritidis (A, B) e S. Typhimurium ( C, D) em meio liquido. 1,5x107 bactérias foram tratadas com IgY pds
imune (A ), IgY pré imune (m) nas concentragdes de 3mg/mL (A, C) e 10 mg/mL (B, D) e um grupo néo recebeu
IgY: grupo Controle/Branco (e). Os valores equivalem a porcentagem das médias das densidades oticas
(Densimat, bioMerieux, Franga) em triplicata de trés experimentos independentes. Dentro de cada tempo de
amostragem, médias de crescimento de bactérias diferem significativamente * (p <0,05) e ** (p < 0,01).
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FIGURA 18: Efeito da IgY anti-recFIjB no crescimento de S. Enteritidlis (A,B) e S. Typhimurium (C,D) produzidos
em ema (A, C) e galinhas (B, D) observados pela diminuigao significativa (p<0,05) do nimero de UFC nos
grupos tratados com IgY especifica (pos-imune) comparado com os grupos controle ( sem IgY) e pré-imune (IgY
inespecifica). As barras verticais indicam o desvio padrdo. Valores percentuais obtidos a partir das médias de
trés experimentos independentes conduzidos em friplicatas. *Percentual de aderéncia diferente
significativamente (p<0,05). A concentragao de igY para a cepa de S. Typhimurium foi de 3,0 mg/mL e para S.
Enteritidis foi de 10 mg/mL.

FIGURA 19: Comparagéo do crescimento de S. Typhimurium tratadas com IgY pré-imunizagao (parte superior)
e IgY anti-recFljB (parte inferior) em Agar Nutriente em diferentes diluicdes (104, 106, 10 e 10-1%). Concentragdo
de igY foi de 3,0 mg/mL.
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5.3.4.2 Teste de adesao

A aderéncia das cepas de S. Enteritidis e S. Typhimurium na presenca da imunoglobulina Y
antiflagelina de Salmonella (IgY anti-recFljB) produzidas em ema e galinhas hiperimunizadas foi testada
em células Caco-2. A porcentagem das bactérias aderidas foi medida comparando grupo de células
nao tratadas com IgY (controle) e com IgY inespecifica (IgY pré-imune) (Figura 20). A presenca da IgY
anti-recFljB produzida tanto em ovos de ema quanto de galinha diminuiu significativamente (p<0,05),
aproximadamente 50%, a aderéncia das duas cepas de Salmonella nas condi¢des testadas. Nas
figuras 21 e 22 é possivel visualizar a propor¢do de UFC de S. Enteritidis e S. Typhimurium aderida a
superficie das células Caco-2, respectivamente, apds tratamento com IgY anti-recFljB (pds-imune) em
agar nutriente apds 24 horas de cultivo a 37°C. Para efeito de comparacéo ainda sdo demonstrados os
crescimentos das cepas sem IgY (controle) e com IgY inespecifica, obtida nos ovos antes das

imunizagdes (pré-imune).
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FIGURA 20: Efeito da IgY anti-recFljB, produzidas em ema (A, C) e galinhas ( B, D), na aderéncia de S.
Enteritidis (A, B) ou S. Typhimurium (C, D) em monocamada de células caco-2. As barras verticais indicam o
desvio padrdo. Valores percentuais obtidos a partir das médias de trés experimentos independentes conduzidos
em triplicatas. *Percentual de aderéncia diferente significativamente (p<0,05).
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Teste de Adesdo S. Enteritidis
Controle / COQO.I/GAUNNA
10

FIGURA 21. Efeito da IgY anti-recFljB, produzidas em ema (A-C) e galinhas (D-F), na aderéncia de S. Enteritidis
em agar nutriente na diluicdo 10-%. A, D — controle (sem IgY); B, E: Pré-imune (IgY inespecifica) e C,F: Pos-
imune (IgY anti-recFljB).

FIGURA 22. Efeito da IgY anti-recFljB, produzidas em ema (A-C) e galinhas (D-F), na aderéncia de S.
Typhimurium em &gar nutriente na diluigdo 10-3. A, D - controle (sem IgY); B, E: Pré-imune (IgY inespecifica) e
C,F: Pés-imune (IgY anti-recFljB).
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5.3.4.3 Teste de invasao

A eficiéncia da invasao das cepas SE e ST na presenca da IgY anti-recFljB produzida em ovos
de ema ou galinhas diminuiu significativamente (p<0,05) em células HT-29 (Figura 23). A IgY produzida
em ovo de ema diminuiu 79.7 e 74,1%, respectivamente, a capacidade de invaséo da S. Enteritidis e
S. Typhimurium comparado ao grupo sem IgY (Figura 23A e 23C), enquanto para o anticorpo
produzido nos ovos de galinhas a eficiéncia de invasdo diminuiu 46,3 e 50,5% para as respectivas
bactérias (Figura 23B e 23D). Nas figuras 24 e 25 é possivel observar a quantidade de UFC de S.
Enteritidis e S. Typhimurium endocitadas pelas células HT-29, respectivamente, apds tratamento com
IgY anti-recFljB (pds-imune) em &gar nutriente apos 24 horas de cultivo a 37°C. Para efeito de
comparagao ainda sdo demonstrados os crescimentos das cepas sem IgY (controle) e com IgY obtida
nos ovos pré-imunes. E possivel observar o menor nimero de coldnias nas placas onde os cultivos

foram tratados com o anticorpo antiflagelina de Salmonella.
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FIGURA 23: Eficiéncia da invaséo das cepas S. Enteritidis (A, B) e S. Typhimurium (C, D) tratadas com IgY anti-
recFljB (hiperimune) produzidos em ovos de ema (A, C) e galinhas (B, D) em células HT-29. . As barras verticais
indicam o desvio padrdo. Valores percentuais obtidos a partir das médias de trés experimentos independentes
conduzidos em triplicatas. *Percentual de invaséo diferente significativamente (p<0,05).



73

Teste de Invasio S. Enteritidis
Controle/ HT 29/GALINHA
'

FIGURA 24. Efeito da IgY anti-recFljB, produzidas em ema (A-C) e galinhas (D-F), na invas&o de S. Enteritidis
em agar nutriente na diluicdo 10-". A, D — controle (sem IgY); B, E: Pré-imune (IgY inespecifica) e C,F: Pos-
imune (IgY anti-recFljB).

Teste de Invasdo S. Typhimurium
Controle/ HT 29/GALINHA
107

FIGURA 25. Efeito da IgY anti-recFljB, produzidas em ema (A-C) e galinhas (D-F), na invasdo de S.
Typhimurium em agar nutriente na diluigdo 10-2. A, D - controle (sem IgY); B, E: Pré-imune (IgY inespecifica) e
10  C,F: Pés-imune (IgY anti-recFljB).
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5.4 DISCUSSAO

Durante o processo de imunizagéo as galinhas e o caprino permaneceram saudaveis durante
todo o experimento sem nenhuma interferéncia nos habitos alimentares ou postura, no caso das
galinhas. Os coelhos e emas apresentaram lesdes nos locais de aplicagdo dos antigenos mesmo
dividindo as aplicagdes em 2-3 pontos diferentes e com baixos periodos de manipula¢éo. Bollen & Hau
(1999) associam as lesdes granulomatosas nos locais de inoculagdo ao adjuvante completo de Freund.
A auséncia de efeitos adversos tem sido descrito em muitos estudos com produgdo de IgY em
galinhas, independente do tipo antigeno usado (LEVESQUE et al. 2007, WITKOWSKI et al. 2009, DE
PAULA et al. 2011, SANTOS et al., 2014). Em mamiferos, os efeitos adversos e lesdes séo usualmente
descritas no processo de imunizagdo (LEENAARS et al., 1999). Neste estudo observou-se a redugao
na postura em uma das trés emas imunizadas e a total interrupcao da postura nas outras duas aves,
apds a primeira etapa de imunizagdo. Contudo, os resultados mostraram titulagéo de IgY, tanto no soro
como nas gemas, compativeis com a titulacdo do lote de galinhas utilizadas. Algumas pesquisas
relatam a redug&o ou a interrupgéo na capacidade de postura em galinhas imunizadas com diferentes
antigenos para producgéo de anticorpos (SCHNIERING et al., 1996; SCHADE et al.,2005; LEVESQUE
et al., 2007). Acredita-se que o fato das emas serem criadas de forma semi-intensiva e por ndo estarem
suficientemente manejadas para tais intervengdes, o stress pode ser o principal fator que contribuiu
para o fim da postura como descrito por Schade et al. (2005) e, consequentemente, limitando a

producéo de IgY.

A utilizagdo de anticorpos especificos produzidos em mamiferos contra alvos antigénicos e
marcadores celulares sdo ferramentas essenciais para o estudo das relagbes parasita-hospedeiro.
Infelizmente, a obtengéo desses anticorpos néo é tdo simples, pois depende do sangramento animal a
fim de recuperar as imunoglobulinas desejadas (SCHADE et al., 2005). A utilizagdo de ovos de aves na
producdo de anticorpos diminui a intervengao na experimentagdo com mamiferos que sdo usados para
essa finalidade (JUSTIZ VAILLANT et al., 2012).

Geralmente, a IgY na gema surge em torno do 7° ao 10° dia apds seu surgimento no soro, de
forma dependente da concentragdo destes no soro (PEI & COLLISSON, 2005; TAVARES et al., 2013).
As gemas dos ovos contém grandes quantidades de IgY transferidos passivamente pelas aves. Em
galinhas sao descritas concentragdes variando entre 2-8 mg/mL apés purificacdo, e estimou-se que 2-
10% dos anticorpos totais da gema sao especificos ao antigeno (SCHADE et al., 2005; GREUNKE et
al., 2008).
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No presente estudo, a concentracdo de anticorpos obtida a partir da gema de ovos de galinhas
apresentou um rendimento médio de 4,82 mg/mL, o que foi compativel com os resultados disponiveis
na literatura. A média descrita nesse experimento foi semelhante a descrita por Ferreira Junior et al.,
(2012) e Nafea et al. (2015) usando a mesma metodologia e superior a obtida por Araujo (2007). A
grande variagdo nas concentragdes de IgY obtida por diferentes estudos pode estar relacionada
principalmente com as diferentes metodologias empregadas na purificagdo e ainda dentro de uma
mesma técnica, como por exemplo, diferentes concentragdes do sal usado na precipitacdo das
mesmas (ARAUJO, 2007). Outras variaveis podem estar relacionadas com o tipo e a dose de antigeno,
0 adjuvante, a via de administragdo, 0 nimero de imunizagdes, a genética do animal, condi¢des
fisioldgicas individuais e o tipo de criagdo (SCHADE et al., 2005; GREUNKE et al., 2008).

A média de IgY obtida nas gemas dos ovos de ema (11,68 mg/mL) foi superior a média obtida
em ovos de galinha com 4,82 mg/mL, pela técnica de precipitagdo por sulfato de aménio. Um ovo de
ema contém, em média, 175 ml de gema (dados ndo apresentados). De acordo com Silva (2001), em
condigdes favoraveis, uma fémea pde em média de 25 a 40 ovos, por ano, variando de acordo com
fatores individuais, qualidade genética, nutricdo e potencial reprodutivo. Deste modo, segundo os
resultados dessa pesquisa, uma fémea pode render até sete litros de gema o que poderia render até 82
g de IgY por ano. A concentragdo de IgY em ovos de emas ndo foi até aqui relatada na literatura,
sendo assim néo foi possivel obter algum pardmetro de comparagdo, porém em ovos de avestruz,
Tobias (2011) obteve altas concentragbes de IgY que variaram de 72,66 mg/mL a 316,49 mg/mL,
extraidas por sulfato de aménio a 20% e sulfato de sédio 19% apo6s imunizagédo com diferentes

antigenos bacterianos.

Na literatura h& escassez de informagdes sobre imunoglobulinas de emas. Montagna et al.
(2014) precipitaram IgY de ovos de ema com polietilenoglicol 6000 (PEG 6000) e até entdo foram os
Unicos que descreveram duas bandas com 25 e 65 kDa, correspondentes as cadeias leve e pesadas
da respectiva imunoglobulina. Nesse estudo a massa molecular encontrada para IgY extraida da gema
dos ovos de emas em condigdes redutoras apresentou bandas com aproximadamente 23-30 kDa e 65-
70 kDa, correspondentes as cadeias leve e pesadas da imunoglobulina, respectivamente. Na figura 1 &
possivel observar a IgY de ovo de ema purificado por coluna de afinidade, com a cadeia leve
apresentando massa maior que 30 kDa. Contudo, quando a purificacdo foi realizada por sulfato de
amodnio 29% (Figura 9A) a respectiva cadeia leve se apresentou com massa molecular entre 23-25kDa,
sugerindo que a divergéncia observada no tamanho da cadeia leve, desse estudo e na pesquisa de
Montagna et al. (2014) pode estar relacionada com o tipo de purificagdo. Diraviyam et al., (2014)
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relatam a grande heterogeneidade nas metodologias de purificagdo de IgY ao revisarem diversos

estudos sobre tal imunoglobulina.

Os antissoros de ema produzidos em coelhos e caprino marcados com biotina apresentaram
maior especificidade com soros de emas e das outras ratitas (avestruz e emu) e menos com o soro de
galinha. Por outro lado, os soros das espécies de mamiferos testadas ndo apresentaram nenhuma
reacdo frente ao conjugado antiema produzido neste trabalho. Resultados semelhantes foram
observados por Tobias (2011) que produziu antissoro de avestruz em coelho e cabra. Essas
informagdes corroboram com Fernandes et al. (2010) que afirmaram que o uso de kits comerciais
produzidos para uso especifico em galinhas apresentam pouca especificidade para avestruz e outras
espécies de aves. Sendo assim a producdo de soros anti-lgY de emas, torna-se uma alternativa
indispensavel para estudos soro-epidemioldgicos e para programas de defesa de preservacédo da
espécie, até porque informagdes sobre doencas infecto-contagiosas em emas e outras ratitas (exceto
em avestruzes) sao escassas, e nos kits comerciais existentes para detecgdo de doengas nessas aves
sdo utilizados anticorpos antigalinha que sdo considerados menos especificos ou até mesmo néo

reagentes com anticorpos de emas.

Diversos estudos comprovaram o alto potencial imunogénico da proteina FljB em mamiferos
(PINO et al., 2005; MASSIS, 2007; BRAGA et al., 2008; NEMPONT et al., 2008; SKOUNTZOU et al.,
2010; SOARES et al., 2014) e essa caracteristica foi fundamental na escolha da flagelina para a
producdo de IgY especifica em ovos de ema e galinhas. Essa é a primeira vez que a flagelina FIjB
recombinante € utilizada como antigeno para a produgao de imunoglobulina em aves com objetivo de
atenuar ou cessar a patogenicidade de Salmonella entérica in vitro. Segundo Mizel & Bates (2010), o

potencial dessa proteina fascinante parece ser quase ilimitado.

O sistema de clonagem e expresséo do gene fljB utilizado nesse estudo foi eficiente e capaz de
produzir clones produtores de flagelina FIjB. Huyen et al. (2014) obtiveram sucesso ao amplificar o
gene fljB por PCR do DNA gendmico de S. Typhimurium e expressar em E. coli BL21 a respectiva
proteina fusionada com Trx (tiorredoxina), obtida ap6s insergdo em pET32A. Hao et al. (2014) usaram
0 mesmo sistema, porém para expressar a flagelina recombinante FIiC com sucesso semelhante.
Soares et al. (2014) também obtiveram sucesso ao clonarem um fragmento do gene f|jB de Salmonella
Typhimurium, porém em outro vetor (pET100/D-TOP 0) para transformar células de E. coli TOP10 para
a expressao da flagelina. Portanto podemos sugerir 0 uso do sistema de clonagem e expressao aqui

empregado para a produgéo de clones recombinantes produtores dessa flagelina.
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Essas moléculas sdo também investigadas como potencial adjuvante para uso em vacinas na
inducdo de resposta imune humoral e celular para diferentes antigenos alvo. A eficiéncia dessa
proteina como adjuvante tem sido comprovada em diferentes formulagbes de vacinas virais e
bacterianas (MIZEL & BATES, 2010). Braga et al. (2008) ao estudar trés flagelinas de Salmonella,
dentre elas a FljB, observaram que essas proteinas sdo dotadas de efeitos adjuvantes tipo-especifico
frente a células T CD8+ in vivo, uma caracteristica que pode gerar impactos no uso dessas proteinas
como adjuvantes em vacinas profilaticas ou terapéuticas. Além disso, FljB pode desempenhar um papel
importante como componente principal para a formulagao de vacina pelo reconhecido potencial do seu
uso para melhoria de muitas vacinas existentes, incluindo aquelas empregadas em avicultura industrial
(MIZEL & BATES, 2010).

Com a primeira imunizagao, ou seja, com 15 dias foi observado grande aumento nos titulos de
anticorpos especificos anti-recFljB, nos soros das emas e também nos soros das galinhas. Esses
resultados corroboram os obtidos por pesquisadores que também observaram altos titulos de IgY
produzidos em galinhas duas semanas pos-imuniza¢des (ALMEIDA et al.,1998, TOBIAS, 2011,
TAVARES et al., 2013), porém discordam de Ferreira Junior et al. (2012) e Bernardo (2009) que s6
encontraram niveis detectaveis de IgY especifica em soros de galinhas imunizadas com antigenos de

Toxoplasma gondii e Leishmania amazonensis somente apds a segunda imunizag&o.

lbarra et al. (2004) ao estudarem a SPI-1 em S.Typhimurium ap6s crescimento em ambiente
aerado e com microaerofilia, por meio da analise do transcriptoma verificou que o gene fljB foi induzido
em condigdes de alta aeragéo e alta osmolaridade, com significativo aumento da presenga fisica dos
flagelos. Esses autores sugerem uma correlagdo entre a indugdo da SPI-1 com um aumento na
expressao, motilidade e quimiotaxia da flagelina. Shah et al. (2011) utilizaram 300 mM de Nacl no meio
de crescimento para induzir a expressao da SPI-1 de diversos isolados de Salmonella Enteritidis e
ainda idendificaram um aumento na motilidade das cepas promovido pelo maior numero de flagelos.
Por analise em SDS-PAGE, os autores identificaram a expressdo das cinco principais bandas das
proteinas secretadas, e ap6s o0 sequenciamento dos aminoacidos, corresponderam a expressao de
proteinas efetoras e de montagem do SPI-1 SSTT (SipA - 74 kDa e SipD - 36 kDa) e proteinas
flagelares (FIgK - 59 kDa, FIjB - 52 kDa e FlgL - 34 kDa).

A correlagéo entre SPI-1 e FIjB também foi reforcada na pesquisa de Eom et al. (2012) ao
estudarem a proteina ACP (proteina transportadora de acila), um cofator metaboélico essencial para o
transporte de acila durante a sintese de &cidos graxos e codificada em um locus génico da SPI-1,

responsavel pela secre¢ao e translocagao de proteinas efetoras do SSTT, relataram que os niveis de
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secrecdo de FIjB, regulada pela variagao de fase flagelar ( FIiC para FljB), foram maiores quando as
cepas de S. Typhimurium cresceram em meio com condi¢des indutoras de SPI-1 (contendo 0,3 M de
NaCl). O comprimento dos filamentos e a quantidade de flagelos s&o consideravelmente afetados pela
concentragdo de NaCl do meio de crescimento bacteriano (SAITO et al., 1998). Na concentragéo de
2% de NaCl tornou-se evidente 0 aumento no numero de flagelos efetivamente mais compridos e com
maior motilidade (por forca protdnica) dos mesmos. Oliveira et al. (2011) observaram que o cultivo de

S. Typhimurium sob forte agitacdo (240 rpm) aumentou o crescimento e expressao de flagelina.

O reconhecimento do risco de surgimento da resisténcia aos antimicrobianos tem
proporcionado uma incessante busca de estratégias alternativas, que sejam viaveis, no combate aos
microrganismos patogénicos, para o tratamento de doengas que ndo respondem a terapia
medicamentosa e para individuos com comprometimento do sistema imune que s&o incapazes de
responder as vacinas convencionais (KOVACS-NOLAN & MINE, 2012). Com isso, varios trabalhos
apontam para a necessidade de antibioticos de ultima geragdo. Portanto, novas abordagens para
substituir os antibidticos s&o atualmente indispensaveis para a luta contra patégenos (DIRAVIYAM et
al., 2014). Anticorpos IgY exercem uma atividade antimicrobiana contra patdgenos por ligagao,
imobilizando e, consequentemente, reduzindo ou inibindo o crescimento ou a capacidade formadora de
colonia de bactérias patogénicas, sendo assim, considerada uma excelente alternativa para os
antibidticos (SONG et al., 2009).

Neste estudo, o efeito inibidor do crescimento de Salmonella Enteritidis e S. Typhimurium na
presenca de IgY especifica foi dependente da concentracdo e marcadamente observado durante a fase
exponencial (4-6 horas de periodo de incubagao). Esse resultado € compativel com o obtido com a
preparacdo IgY dirigido para S. Enteritidis ou S. Typhimurium (LEE et al., 2002; GUIMARAES et al.,
2009, NEEMA & SHIM, 2012). O mecanismo pelo qual IgY pode suprimir o crescimento bacteriano nao
esta claro. Lee et al. (2002) e Sunwoo et al. (2002) relataram que o efeito inibitério do crescimento in
vitro provocado pela presenga de IgY especifica, respectivamente, em Salmonella spp. e E. coli O157:
H7 pode ser elucidado pela capacidade de ligagdo de IgY especifica contra estes microrganismos.
Suas observagdes microscopicas revelaram alteragdes estruturais da superficie bacteriana associadas
a IgY especificas. Esses estudos in vitro sugerem que a IgY pode se ligar a moléculas especificas na
superficie bacteriana que sdo cruciais para o crescimento bacteriano e podem estar levando a

deterioragéo funcional desses componentes.

Os resultados aqui observados estao de acordo com estudos anteriores que demonstraram a

inibicdo do crescimento de bactérias patogénicas por preparagdes especificas de IgY (SUGITA-
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KONISHI et al., 1996; LEE et al., 2002; SUNWOO et al., 2002; AMARAL et al., 2008; WANG et al..,
2008; CHALGHOUMI et al., 2009, NEEMA & SHIM, 2012; TOBIAS et al., 2012).

A flagelina ndo é essencial para a sobrevivéncia da salmonela, sendo assim, se tornam
necessarios mais estudos que melhor caracterizam o efeito da IgY sobre a flagelina bacteriana
resposnsavel pela diminuigdo da densidade 6tica em meio liquido e diminuigdo no nimero de UFC em
meio solido. Silva & Tambourgi (2010) revisaram o efeito de aglutinagdo e precipitagéo de antigenos na
presenca de IgY e, de acordo com esse estudo, existe a posibiliade da formacdo de uma aglomerado
bacteriano na presenca da IgY anti-FIjB o que pode ser a causa do menor numero de UFC e menor

densidade 6tica, aqui caracterizado como inibi¢ao do crescimento dessas espécies.

O processo de infecgéo intestinal por Salmonella pode ser reproduzido in vitro utilizando cultura
de células de origem epitelial (ROSENSHINE et al., 1994). As linhagens de células intestinais humanas
Caco-2 e HT-29, que foram isoladas a partir de adenocarcinomas do célon, séo as mais amplamente
utilizadas para os estudos in vitro (Cencic & Langerholc, 2010; Zweibaum et al., 2011; GAGNON et al,
2013). A linhagem celular Caco-2 forma monocamadas em cultivo e diferencia-se em células com
elevada homologia aos enterécitos no epitélio intestinal (PINTO et al., 1983; ROUSSET, 1986). As
células em cultura HT-29 sdo heterogéneas com pequena proporgdo (isto &, <5%) de células
secretoras de muco e de células colunares de absorgdo (HUET et al., 1995). Gagnon et al. (2013), ao
compararem a infeccdo de diferentes sorovares de Salmonella em células de colon humano (Caco-2,
HT-29 e HT29-MTX), ndo observaram diferenca significativa para experimentos de aderéncia das
cepas de Salmonela entre as linhagens HT-29 e Caco-2, porém a capacidade de invasao das cepas
estudadas foi significativa maior na linhagem HT-29 comparado com a Caco-2. Baseado nessas

observagdes, essas linhagens foram selecionadas para os respectivos testes.

Os experimentos de adeséo e invasdo foram aqui conduzidos como nos experimentos de
Gagnon et al. (2013), porém com uma etapa prévia na qual um grupo com as cepas de S. Typhimurium
e S. Enteritidis foram cultivadas, por uma hora, na presenca de IgY anti-recFljB e outro grupo com IgY
inespecifica produzidas em ovos de emas e galinhas. Diferentemente nos experimentos de Chalghoumi
et al. (2009), IgY especifica (anti-OMP de S. Typhimurium e S. Enteritidis) e inespecificas foram
adicionadas diretamente na monocamada de células Caco-2 para avaliar o efeito das mesmas na

adesao das respectivas bactérias.

Nessa pesquisa observou-se que S. Enteritidis (SE) e S. Typhimurium (ST) previamente
tratadas com IgY especifica tiveram a capacidade de aderéncia (células Caco-2 ) e de invas&o (células

HT-29) inibidas. Foi possivel visualizar uma reducéo de 50% na aderéncia de SE e ST em células
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Caco-2 tratadas com IgY anti-recFljB na concentragdo de 10 mg/ml e redugéo ainda maior na invaséao
de SE e ST em células HT -29 quando tratadas com IgY especificos em ovos de emas, quando
comparados com IgY produzido em ovos de galinhas (figuras 21). Essa redugéo pode ser devida ao
efeito inibidor superior daqueles anticorpos. Nos experimentos de Chalghoumi et al. (2009), a adesao
de SE e ST na monocamada de células Caco-2 foi fortemente reduzida por IgY especifica de uma
forma dependente da concentragdo. Os autores relatam que o mecanismo de inibi¢do da adesdo
bacteriana por IgY especifica ndo é precisamente compreendida. A redugdo na capacidade de adesao
in vitro na presenga de IgY especifica também foi observada por Sugita-Konishi et al. (1996), Deignan
et al. (2001), Girard et al. (2006), Chalghoumi et al. (2009).

A ligacdo especifica de IgY com antigenos especificos na superficie bacteriana pode ser um
importante mediador da inibicdo da adesdo e invasdo bacteriana. E importante lembrar que IgY
utilizada neste estudo foram especificamente dirigidas contra uma proteina do flagelo de Salmonella.
Acontece que a ligacdo de Salmonella com a célula epitelial € mediada por proteinas conhecidas
coletivamente como adesinas (BEACHY, 1981), porém as flagelinas sdo proteinas flagelares que tém
sido citadas em alguns estudos com funcdo de adesinas (HAIKO & WESTERLUND-WIKSTROM,
2013). Flagelos estdo envolvidos na adesdo e invas@o bacteriana de forma indireta, através do
fornecimento de motilidade em relagéo a células alvo e receptores, e diretamente por aderir a estes
alvos. Para Allen-Vercoe & Woodward (1999), o ensaio de adesdo com cepas de S. Enteritidis sugeriu
que os flagelos foram mais importantes para a adesao do que para motilidade. Rossez et al. (2015)
relacionam a forga de rotagé@o dos flagelos da S. Typhimurium com a interagdo com células HeLa em
um processo chamado near-surface swimming (nadar perto da superficie). Haiko & Westerlund-
Wikstrém (2013) relatam que a motilidade promovida pelo flagelo de S. Enteritidis esta indiretamente
associada ao aumento da capacidade de invasdo em células Caco-2, Hep-2 e em S. Typhimurium é
importante na adesdo e invasdo em células intestinais. Por outro lado, Elhadad et al. (2015) relatam
que S. Typhimurium requer um flagelo funcional para a invasdo em células epiteliais e para a captagdo
por macréfagos em um mecanismo independente de motilidade e que os flagelos foram considerados

dispensaveis para a adesdo em célula hospedeira.

5.5 CONCLUSOES
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¢ Anticorpos policlonais IgY produzidos e extraidos de gemas de ovos de emas apresentaram
um bom potencial para a utilizagdo como imunoterapico e ferramenta para imunodiagnéstico
importante para essa espécie animal;

e Os anticorpos 1IgG biotinilados anti-IgY de emas produzidos em coelhos e caprino
apresentaram especificidade para o reconhecimento de anticorpos de ema superior ao de
antigalinha;

e (O sistema de clonagem e expresséo do gene fljB (pGEX - 4T-1 em E.coli BL21 (DE3) pLysS)
foi eficiente e capaz de produzir clones da flagelina FljB com poder imunogénico significativo
nos animais utilizados;

e Os anticorpos IgY anti-recFljB extraidos de gemas de ovos de emas imunizadas foram
capazes de inibir o crescimento de S. Typhimurium e S. Enteritidis in vitro;

e Os anticorpos IgY anti-recFljB produzidos em ovos de ema e galinha foram capazes de reduzir
a capacidade das cepas S. Typhimurium e S. Enteritidis PT4 aderirem e invadirem as células

Caco-2 e HT-29, respectivamente.
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6.1 INTRODUCAO

A ema (Rhea americana) € uma grande ave corredora com uma estreita relagéo filogenética
com o avestruz (Struthio camelus), casuar (Casuarius sp.), emu (Dromaius novaehollandiae) e kiwi
(Australis apteryx). A espécie é nativa da América do Sul e encontrada na natureza em muitas regides
do Brasil, apesar das ameacas de caca e destrui¢do do seu habitat (PARIZZI et al., 2007, SOARES, H.
et al., 2010; IUCN, 2012).

Ha poucos estudos sobre 0 aspecto sanitario da criacdo de emas cativas. Nao ha informagdes
sobre 0s microrganismos presentes nessas aves e se 0 contato com esses animais favorece a
disseminacé@o de agentes infecciosos em novos hospedeiros e no ambiente. Emas, tal como outros
animais selvagens, possivelmente aumentam a dispersao de microrganismos na cadeia de transmissao
de doencas, tanto para seres humanos como para outros animais (AZEVEDO et al., 2010, SOARES,
H. et al, 2010). Bactérias e fungos da microbiota das emas também podem ser fonte de
autocontaminacgéo e, dependendo das condigdes fisicas e imunoldgicas do animal, podem ocasionar
patologias graves (BRILHANTE et al., 2013).

O estudo da microbiota bacteriana de aves silvestres clinicamente saudaveis € um passo
importante para a compreensédo da epidemiologia das doengas bacterianas que podem afetar as suas
populacdes e espécies semelhantes (DOBBIN et al., 2005). A microbiota fecal de aves silvestres tem

sido pouco estudada, com poucos trabalhos sobre a ocorréncia de bactérias de importancia em salde
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publica, particularmente no Brasil. Devido ao pouco conhecimento da microbiota cloacal de aves
silvestres e do perfil de sensibilidade das bactérias isoladas e, ainda, a possibilidade dessas aves
abrigarem patogenos para humanos e outros animais, o presente estudo objetivou identificar a
presenca de microrganismos potencialmente patogénicos para 0 homem e outros animais em emas
(Rhea americana) criadas em um Zool6gico, um criatorio conservacionista e um criatério cientifico no
sudeste do Brasil, além de investigar o perfil de resisténcia a antimicrobianos e a presenca de genes de

viruléncia e resisténcia.

6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Local e coleta de amostras

No periodo compreendido entre os anos de 2012 e 2014, foram coletadas amostras de fezes e
suabes cloacais e de orofaringe de 63 emas higidas, de ambos os sexos e de diferentes idades, da
Fundacdo Zoobotanica de Belo Horizonte-MG, de um criatério conservacionista em Cachoeiro do

[tapemirim-ES e do criatorio cientifico da UENF.

A coleta foi realizada utilizando-se suabes estéreis, contendo meio préprio para conservagao
(suabe meio Cary Blair), as amostras de fezes foram imediatamente colocadas em frascos estéreis,
devidamente identificadas e transportadas, sob refrigeracdo, ao Laboratério de Sanidade Animal, do

Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias (CCTA) da UENF para isolamento e identificagao.

6.2.2 Isolamento e identificagcao bacteriana

6.2.2.1 Gram-negativas
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O cultivo e a identificagdo dos membros da familia Enterobacteriaceae foram realizados
seguindo metodologia descrita por Costa & Hofer (1972) e Brasil (2011). Os suabes foram semeados
em placas com meio agar Eosina Azul de Metileno (EMB) (Himedia, india) e as placas incubadas em
estufa bacteriolégica a 37°C por 24h. Apds esse periodo, as colénias morfologicamente diferentes
foram novamente semeadas em agar EMB e incubadas a 37°C, por 24h com a finalidade de obter
massa bacteriana pura e suficiente para a realizagao dos testes bioquimicos.

Com o intuito de otimizar o isolamento de Salmonella spp., apds a semeadura do suabe em meio
agar EMB, o mesmo foi mergulhado em 2,0 mL de caldo Rappaport Vasiliadis (Oxoid, UK) e incubado
em banho-maria a 42°C por 18-24h. Apds esse periodo, o caldo foi centrifugado a 4.000 rpm por 10
minutos e o pellet foi semeado em meio agar Hecktoen (Himedia, india) e incubado a 37°C por 24h.
Coldnias obtidas foram novamente semeadas em agar Hecktoen e incubadas a 37°C por 24h para a
realizacao dos testes bioquimicos.

Na caracterizagdo bioquimica foram avaliadas as seguintes caracteristicas: fermentagdo de
carboidratos (glicose, sacarose, e lactose) com ou sem produgéo de gas, produgéo de indol, sulfato de
hidrogénio (H2S), urease, acidos fortes (latico, acético e férmico) e acetoina, utilizagcdo de citrato,
capacidade de descarboxilagdo dos aminoacidos lisina e ornitina e presenca de motilidade.

A fermentacdo de aglcares e produgdo de HzS foi verificada em meio agar TSI (Himedia, india)
a partir da mudancga da cor do meio para amarelo e presenca de precipitado negro, respectivamente.
Para avaliar a producdo de indol e a mobilidade foi utilizado 0 meio agar SIM (Himedia, india). A
mobilidade foi evidenciada através da presenca de turvagdo do meio e a produgao de Indol através da
mudancga de cor da superficie do meio para rosa apds a adigdo de duas gotas do reagente de Kovacs
(Laborclin, Brasil).

As produgdes de acidos fortes e acetoina, a partir da fermentagao da glicose, foram avaliadas
nas provas do Vermelho de Metila (VM) e de Voges-Proskauer (VP), respectivamente. Para cada
prova, uma amostra da coldnia foi inoculada em 2,0 ml de caldo BHI (Himedia, india). A mudanga de
cor para vermelho da suspensdo, na adigdo de 1,0 mL do reagente vermelho de metila indica a
presenca de acidos fortes. Por outro lado, a produgéo de acetoina € verificada pela presenca de um
halo vermelho na superficie ap6s adi¢do de 0,2mL de hidréxido de potassio 40% e 0,6mL de a-naftol
5%.

A utilizagdo do citrato como fonte de carbono foi avaliada utilizando o meio agar citrato (Difco,
EUA). A mudanga de cor do meio para azul apés o periodo de incubagéo indica positividade. A
producédo da enzima urease foi verificada através da inoculagdo de uma amostra da col6nia em caldo
ureia (INLAB, Brasil). A presenca da degradagédo da ureia a aménia é evidenciada a partir da mudanca
de cor do meio para rosa.
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A capacidade de descarboxilagdo da lisina e da ornitina foi verificada a partir da inoculagéo da
amostra da colénia em caldo descarboxilase (Difco, EUA) com 1% de D-lisina e D-ornitina (INLAB,
Brasil). A utilizagdo desses aminoécidos foi indicada pela mudanga da coloragdo do meio para roxo. As
leituras dos resultados de todas as provas bioquimicas descritas acima foram feitas ap6s a incubagao
em estufa bacteriolégica a 37°C, por 48h dos respectivos meios inoculados.

Os cocobacilos Gram-negativos, catalase e oxidase positivos, citrato, ureia, malonato e lactose
negativos, suspeitos de serem Bordetella, foram cultivados em meio Smith-Baskerville, usado como
meio indicador para Bordetella, e incubado em estufa bacterioldgica a 37° e apds 48hs foi visualizado o

meio azulado.

6.2.2.2 Microrganismos Gram-positivos

Os suabes foram pré-enriquecidos em 2,0 mL de caldo BHI (Himedia, india) com 7,5% de NaCl e
incubados em aerobiose a 37°C por 24h. Apos centrifugagéo (4.000 rpm por 10 min), o pellet foi
cultivado em meio agar manitol salgado (Himedia, india) em aerobiose a 37°C por 24-48h. Para
purificar as coldnias utilizou-se agar Nutriente (Himedia, india), em seguida, o género bacteriano foi
determinado com base na morfologia da coldnia, coloragdo de Gram, teste da catalase e teste da
oxidase. Para a observacdo do padrao de hemdlise, as col6nias selecionadas eram recultivadas em
agar sangue base (Himedia, india) com 5% (v/v) de sangue de carneiro desfibrinado em aerobiose a
37°C por 24h.

A identificacdo presuntiva dos géneros foi feita através da realizagdo de provas bioquimicas
previamente descritas (QUINN et al., 1994) onde foram avaliadas as seguintes caracteristicas:
fermentacéo de carboidratos (manitol, maltose e ribose) e producdo de urease, acetoina, Dnase e

coagulase.
6.2.2.3 Analise do perfil de sensibilidade a antimicrobianos
Nesta etapa as amostras foram caracterizadas de acordo com o perfil de sensibilidade a

antimicrobianos. O teste foi realizado de acordo com a técnica de Difuséo Kirby-Bauer (BAUER et al.,
1966) para a pesquisa de sensibilidade e resisténcia a farmacos, segundo as especificacdes do CLSI
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(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2012). As amostras foram inoculadas em solugéo salina
(0,85%) com concentragdo equivalente a densidade dptica a 0,5 de acordo com a escala de McFarland
(108 bactérias/mL) que foi padronizada em densitémetro (Densimat, Biomerieux, Franga).

Neste teste, o indculo foi distribuido uniformemente em placas de Petri de 150 mm de didmetro
em agar Miller-Hinton. Com o auxilio de uma pinga, os discos de antibiéticos foram dispostos sobre 0
agar, distantes aproximadamente trés centimetros um do outro. Para as bactérias Gram-negativas
foram testados os seguintes antibidticos: tetraciclina (TET, 30ug), cloranfenicol (CLO, 30ug),
amoxicilina/acido clavulanico (AMC, 20/10ug), gentamicina (GEN, 10ug), cefoxitina (CFO, 30pg),
tobramicina (TOB, 10ug), ampicilina (AMP, 10ug), cefalotina (CFL, 30ug), enrofloxacina (ENO 5pug),
ciprofloxacino (CIP, 5ug) e sulfametaxazol/ trimetoprim (SXT, 25ug). Para as isolados de Escherichia
coli e Klebsiella sp., além dos citados acima, também foi testada a suscetibilidade a mais seis
antibioticos: amoxicilina (AMO, 10 mg), aztreonam (ATM, 30 pg), cefalexina (CFX - 30 ug), cefazolina
(CFZ 30 pg), cefepime (CPM 30ug), cefotaxima (CTX,30 ug), ceftazidima (CAZ, 30 ug) e ceftriaxona
(CRO 30 pg). Para as bactérias Gram-positivas o teste de sensibilidade foi realizado frente a
amoxicilina (AMO, 10 mg), clindamicina (CLI, 2mg), cefalotina (CFL, 30mg), penicilina G (PEN, 10 Ul),
oxacilina (OXA, 1 mg), tetraciclina (TET,30mg), ampicilina (AMP, 10mg), eritromicina (ERI, 15mg),
sulfazotrim (SUL, 25 mg), gentamicina (GEN, 10mg), cefoxitina (CFO, 30mg) e vancomicina (VAN,
30mg).

Apesar do disco de oxacilina ndo ser mais recomendado para previséo da resisténcia a
oxacilina desde 2009, ele foi incluido neste estudo com o objetivo de comparar o seu desempenho com
o disco de cefoxitina. As placas foram entdo incubadas a 37°C/18h, e a leitura do teste realizada
medindo-se o halo formado, em milimetros, pelo ndo crescimento da bactéria em torno do disco de
antibiotico, determinando assim o perfil de resisténcia completa, resisténcia intermediaria e

suscetibilidade da bactéria frente ao farmaco testado.

6.2.2.4 Investigagdo molecular

A investigacdo dos genes de viruléncia das cepas de E. coli (n=86) foi realizada por PCR
convencional (bfpA, eae, stx) e de viruléncia e resisténcia de Staphylococcus sp. por PCR
convencional (mecA) e multiplex (sea, seb, sec, sed). As sequéncias dos oligonucleotideos especificos
e 0s tamanhos esperados dos respectivos produtos de amplificagéo utilizados para essa etapa estao

listados na tabela 1.
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TABELA 1: Sequéncia dos oligonucleotideos de genes especificos de E. coli e Staphyilococcus spp.
utilizados nesse estudo.

TAMANHO
INICIADORES Do
GENE DESCRICAO FONTE
5_3 PRODUTO
DE PCR (pb)
AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC Aranda et al.
bfpA Fimbria tipo IV 326 ’
GCCGCTTTATCCAACCTGGTA 2007
TACTGAGATTAAGGCTGATAA Este estudo
eae Intimina 453 (GenBank -
GATATCGAAGCCATTTGCTGG M8154.1)
GAGCGAAATAATTTATATGTG Kobayash et al.
stx Shiga Toxina 518 ’
TGATGATGGCAATTCAGTAT 2001
Resisténcia a ACTGCTATCCACCCTCAAAC Mehrotra et al.,
mecA o 163
meticilina CTGGTGAAGTTGTAATCTGG 2000
GGTTATCAATGTGCGGGTGG Mehrotra ef al.
sea Enterotoxina A 102 ’
CGGCACTTTTTTCTCTTCGG 2000
GTATGGTGGTGTAACTGAGC Mehrotra ef al.
seb Enterotoxina B 164 ’
CCAAATAGTGACGAGTTAGG 2000
AGATGAAGTAGTTGATGTGTATGG Mehrotra ef al.
sec Enterotoxina C 451 ’
CACACTTTTAGAATCAACCG 2000
CCAATAATAGGAGAAAATAAAAG Mehrotra ef al.
sed Enterotoxina D 278 ’
ATTGGTATTTTTTTTCGTTC 2000

6.2.2.4.1 Extragdo e amplificagdo do DNA de E.coli
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O DNA bacteriano foi extraido por lise térmica (100°C/10 minutos) de uma colénia isolada em
agar LB cultivada em estufa bacterioldgica a 37° por 24 horas e suspensa em 50 L de agua ultrapura
estéril. A amplificagdo do DNA foi realizada em solugdo com volume final de 50uL por amostra,
contendo 10uL de DNA molde, 25 uL de PCR Mix (Thermo Scientific PCR Master Mix®), 1,0 uL de
cada oligonucleotideo (Tabela1) e 13 WL de &gua ultrapura que compde o Kit.

Para a analise dos genes de viruléncia eae (453pb) e bfpA (326pb), a mistura foi submetida em
um termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler® (Applied Biosystem, EUA), as condigdes de
amplificagao foram 95°C por 5 minutos e 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 58°C por 30 segundos e
72°C por 45 segundos seguido de 72°C por sete minutos para o alongamento final das fitas. Para o
gene de viruléncia stx (518 pb), as condigdes da amplificagéo foram: 95°C por 5 minutos e 30 ciclos de
94°C por 1 minuto, 62°C por 1,5 minutos e 72°C por 1,5 minutos seguido de 72°C por sete minutos
para o extensdo final das fitas. Os produtos de amplificagao foram visualizados por eletroforese em gel
de agarose a 1%, em tampé&o TAE (0,5X), a 100 v, durante aproximadamente 40 minutos, corados com
brometo de etideo e visualizados sob luz ultravioleta em Sistema de Visualizagao e Processamento de
Imagens MiniBispPro® (Bio América Inc., EUA) utilizado um transiluminador UV (DyNA Light, Labnet,
EUA) com digitalizador acoplado (Gel Logic 112, Carestream, EUA) para documentagéo por imagem,
usando marcador de peso molecular de 100pb (Promega, Madison, WI, EUA) (Ladder 100PB, Ludwig
Biotec, Brasil). O controle positivo usado para os genes eae e bfpA foi a cepa de E. coli
enteropatogénica E2348/69, e para o gene stx foi a cepa E. coli enterohemorragica EDL931,
gentilmente cedidas pela Dra. Katia R.S. Aranda, da UNESP.

6.2.2.4.2 Extragédo e amplificagdo do DNA de Staphylococcus spp

Para os genes de enterotoxinas de Staphylococcus sp. (sea, seb, sec e sed) e de resisténcia a
meticilina (mecA) seguiu-se o protocolo de PCR multiplex publicado por Mehrotra et al., 2000.

Os isolados de Staphylococcus spp foram crescidos em caldo BHI, por 18 horas a 37°C. O
cultivo foi centrifugado e o DNA cromossdmico foi extraido utilizando o lllustra bacteria genomicPrep
Mini Spin Kit® (EUA) de acordo com as recomendagdes do fabricante. A amplificagdo do DNA foi
realizada em solugdo com volume final de 50uL por amostra, contendo 1uL de DNA molde (100 -
500ng/uL), 25 pL de PCR Mix (Thermo Scientific PCR Master Mix®), 1 ou 2uL de cada
oligonucleotideo (20 pmol para os oligonucleotideos sea, seb e sec e 40 pmol para sed) (Tabela1) e 14
uL de &gua ultrapura que compde o Kit. As condi¢des de amplificagcdo foram: desnaturagao inicial a

94°C por 5 minutos, seguida por 35 ciclos de amplificacdo (desnaturagdo a 94°C por 2 minutos,



10

15

20

25

99

anelamento a 57°C por 2 minutos e extensdo a 72°C por 1 minuto) finalizando com extenséo final a
72°C por 7 minutos. Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel de Agarose 1%
contendo brometo de etideo. Os géis foram visualizados e a imagem capturada como descrito acima.
Como controle positivo para o gene mecA foi utilizada a cepa ATCC 33591 para Staphylococcus
aureus resistente a meticilina e para os genes das enterotoxinas estafilocdcias foram utilizadas as
cepas ATCC 13565 (sea), 14458( seb), 19095 (sec) e 23235 (sed) do acervo do Laboratério de

Sanidade Animal da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.

6.3 RESULTADOS

Foram isolados 203 microrganismos no total. Destes, 65% (132) eram Gram-negativos de 11
géneros diferentes, sendo a maioria da familia Enterobacteriaceae, obtida (quem foi obtida? A familia
Enterobacteriaceae? Ou os microrganismos? E preciso saber para ajustar a concordancia) de 74
amostras de suabes de cloaca, orofaringe e de fezes coletadas de 63 emas de cativeiro clinicamente
saudaveis provenientes de trés criatorios diferentes, entre 2012 e 2014. Os microrganismos Gram-
negativos isolados e sua frequéncia séo apresentados na tabela 2. Observa-se que o microrganismo
mais frequente foi E. coli sequido por Klebsiella spp. e B. avium. Nao foi identificada a presenca de
Salmonella spp. nas amostras coletadas. Das E. coli aqui isoladas, 11,6% foram caracterizadas como

enteropatogénicas - EPEC (presencga do gene eae e auséncia dos genes bfpA e stx) - Figura 26.

TABELA 2: Frequéncia de microrganismos Gram- negativos isolados de Rhea americana de cativeiro,
em trés criatérios da regido sudeste brasileiro, no periodo de 2012-2014.

Microrganismo Familia Frequéncia % (n)

E. coli Enterobacteriaceae 62,1 (86)

E. fergusonii Enterobacteriaceae 0,75 (01)
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Edwardsiella Enterobacteriaceae 1,5 (02)
Yersinia spp. Enterobacteriaceae 0,75 (01)
Enterobacter spp. Enterobacteriaceae 8,3 (11)
Francisella spp. Enterobacteriaceae 0,75 (01)
P. mirabilis Enterobacteriaceae 4,5 (06)
Citrobacter spp. Enterobacteriaceae 0,75 (01)
Klebsiella spp. Enterobacteriaceae 10,6 (14)
B. avium Alcaligenaceae 4,5 (06)
Pseudomonas spp. Pseudomonadaceae 1,5 (02)
Acinetobacter spp. Moraxellaceae 0,75 (01)

n= numero de isolados

I e e .

FIGURA 26: Gel de agarose 1% resultante da eletroforese da PCR para genes eae (A), bfpA (B) e stx (C) das
cepas de E. coli isoladas de Rhea americana. A- gene eae: 1: marcador de peso molecular (100 pb. Ludwig®);
2,13 e 14: amostras negativas; 3-12: amostras positivas; 15:Controle Positivo- 453 pb e 16:controle negativo. B-
gene bfpA: 1:marcador de peso molecular (100 pb. Ludwig®); 2: Controle negativo; 3: controle positivo — 326 pb;
4-11: amostras negativas. C- gene stx: PM: marcador de peso molecular (100 pb. Ludwig®); 1: Controle positivo;
2: controle negativo — 518 pb; 3-10: amostras negativas. LSA/UENF, 2014.

Os resultados referentes ao teste de susceptibilidade a antimicrobianos estdo apresentados no
quadro 4. As espécies Citrobacter spp, E. fergusonii spp, Edwardsiella spp, Proteus mirabilis € Yersinia
spp. demonstraram sensibilidade a todos os antimicrobianos testados. Todas as bactérias isoladas
foram sensiveis a tetraciclina, amoxilina/ acido clavulanico e sulfametaxazol/ trimetoprim. Os isolados
de Escherichia coli e Klebsiella spp. apresentaram sensibilidade a ceftriaxona, cefepime e aztreonan.

Os isolados de Bordetella avium foram resistentes aos farmacos cefoxitina, enrofloxacino, ampicilina,
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cloranfenicol. Nenhuma das aves apresentava sinais da infecgdo. Os menores percentuais de

resisténcia foram observados frente a cefotaxima, ciprofloxacina e gentamicina.

QUADRO 4: Perfil de resisténcia antimicrobiana de bactérias Gram-negativas isoladas de Rhea
americana de cativeiro, em trés criatorios da regi@o sudeste brasileiro, no periodo de 2012-2014.

MO | Acinetobacter | Bordetella | Enterobacter E. coli Francisella | Klebsiella Pseudomonas
spp. (n=1) spp. spp. (n=86) spp. spp.(n=14) spp.
ATB (n=6) (n=11) (n=1) (n=2)
| R | R | R I R | R I R | R
Amoxilina NT NT | NT | NT | NT NT 2 |18 | NT | NT - - NT NT
Ampicilina - - 2 1 - - 3 | - - - - 14 - -
Cefalexina NT NT | NT | NT | NT NT 2 |1 NT | NT - - NT NT
Cefalotina 1 - - - - 4 21| 5 - 1 3 1 - 2
Cefazolina NT NT | NT | NT | NT NT 33| - NT | NT 2 - NT NT
Cefoxitina 1 - - 4 - 6 - - - 1 - - - 2
Cefotaxima NT NT | NT | NT | NT NT - 1 NT | NT - - NT NT
Ciprofloxacino - - - - - - 1 - - - - - - -
Clorfenicol - - 2 1 - - - - - - - - - -
Enrofloxacino - - 2 1 - - - - - - - - - -
Gentamicina - 1 - - - - - - - - - - - -
Tobramicina - - 1 4 - - - - - - - -

ATB= antibidtico; MO = microrganismo; n= nimero de isolados; NT= n&o testado.

Foram 71 microrganismos Gram-positivos de cinco géneros diferentes, sendo quatro deles
potencialmente patogénicos, isolados das amostras fecais, cloacais € de orofaringe das emas. Na
Tabela 3 é possivel observar que dentre os Gram-positivos o grupo Staphylococcus spp. foi 0 mais

isolado. Cabe ressaltar que todos os isolados eram coagulase negativa (SCN).

TABELA 3: Microrganismos Gram-positivos isolados de Rhea americana de cativeiro, em trés criatorios
da regido sudeste brasileiro, no periodo de 2012-2014.

Bactérias Gram-positivas Numero de isolados (total = 71)
Staphylococcus sp. (SCN) 36
Enterococcus spp. 07
Streptococcus spp. 01
Corynebacterium spp. 02

Micrococcus spp. 25
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O quadro 5 apresenta os resultados referentes ao teste de susceptibilidade a antimicrobianos
provenientes de amostras de emas. Os resultados apontam para uma elevada resisténcia a penicilina
(66,7% - 24/36) para os isolados de Staphylococcus coagulase negativa. Tanto para os antibiéticos
gentamicina quanto para eritromicina, as cepas SCN apresentaram 25% de resisténcia (9/36); para os
antibidticos sulfazotrim e tetraciclina, a resisténcia foi 17 e 14%, respectivamente. Resisténcia
intermédia para SCN foi observada frente aos antibiéticos penicilina e tetraciclina. Identificou-se 14%
(1/7) de Enterococcus spp. resistentes a clindamicina e sulfazotrim e com resisténcia intermediaria a
eritromicina e gentamicina. Tanto SCN e Enterococcus foram sensiveis a amoxilina, cefalotina,
oxacilina, ampicilina, cefoxitina e vancomicina. Os isolados Streptococcus spp., Corynebacterium spp. €

Micrococcus spp. foram sensiveis a todos os antibioticos testados.

QUADRO 5: Perfil de resisténcia antimicrobiana de Staphylococcus e Enterococcus sp. isoladas de
Rhea americana de cativeiro, em trés criatérios da regiéo sudeste brasileiro, no periodo de 2012-2014.

MO | Enterococcus | Staphylococcus sp. -
sp. SCN

ATB (n=7) (n=36)

| R I R
Clindamicina - 1 - -
Eritromicina 1 - - 9
Gentamicina 1 - - 9
Penicilina - - 1 24
Sulfazotrim - 1 - 6
Tetraciclina - - 4 5

ATB= antibiético; MO = Microrganismo; n= numero de isolados

Entre as amostras SCN, 16 isolados (44,4%) eram portadores do gene mecA (Figura 27), 24
isolados (66,7%) carregavam o gene para a enterotoxina A (sea), € 3 amostras o0 gene para a

enterotoxina B (seb). Em nenhum dos isolados amplificou-se os genes sec e sed (Figura 28).
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451 pb (sec)

278 pb (sed)

164 pb (seb)
102 pb (sea)

FIGURA 27. Gel de agarose 1,5% resultante da eletroforese da PCR Multiplex para genes de enterotoxinas de
Staphylococcus coagulase negativa. PM: marcador de peso molecular (100 pb. Ludwig®); 1: controle negativo;
2: controle positivo; 4, 6, 8, 9 e 10: amostras produtoras de enterotoxinas; 3, 5, 7: amostras nao produtoras de

enterotoxinas.

FIGURA 28: Gel de agarose 1,5% resultante da eletroforese de produtos de amplificacdo de PCR para genes de
S. aureus resistentes a Meticilina: mecA. M :marcador de peso molecular (100 pb. Ludwig®); 1: controle
negativo; 2: controle positivo; 3, 8, e 11: amostras positivas para o gene mecA. 4, 5, 6, 7, 9, 10 e 12: amostras
negativas.
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6.4 DISCUSSAO

A microbiota intestinal das aves € composta por inumeras espécies de bactérias, formando um
sistema complexo e dindmico (FURLAN et al., 2004). Nas aves, a fonte primaria de infecgdo ocorre
principalmente pela rota feco-oral, ou seja, através de alimentos, agua, ovos contaminados ou pelo
habito de coprofagia (HAGAN & BRUNER, 1988). A presenca da microbiota intestinal normal, em
equilibrio, é tdo necesséaria quanto benéfica para o bem-estar do animal. Estima-se que apenas 10%
dessa microbiota sdo constituidos de bactérias consideradas potencialmente nocivas ao hospedeiro,
entre elas, a Escherichia coli, Enterococos spp., Clostridium spp., Staphylococcus spp. e Pseudomonas
spp. Em aves, outros géneros bacterianos também foram citados por Furlan et al., (2004) e Palermo-
Neto et al., (2005), tais como Citrobacter, Enterobacter, Pediococcus, Peptostreptococcus,
Propionibacterium, Ruminococcus, Serratia, Veillonella e Streptococcus. Mesmo em liberdade, aves
podem hospedar microrganismos com potencial para causar doengas na prépria espécie, em outros
animais e em humanos. No entanto, em geral, observa-se um equilibrio entre 0 microrganismo € o
hospedeiro como parte de um processo de coevolucdo e que também atua sobre o controle
populacional (MEVILLE et al., 2014). Neste estudo destacamos a microbiota potencialmente patogénica
das emas cativas, independente do sistema de criagdo: zooldgico, criatdrio conservacionista ou

cientifico.

Diversas espécies de enterobactérias causam doengas que cursam com diarreia. As bactérias
da familia Enterobacteriaceae s@o responsaveis por uma grande parcela das infecgdes em humanos e
animais, sendo mais frequentes as causadas por E. coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Proteus
spp. (HOLT et al., 1994), esses microrganismos foram isolados das emas deste estudo. Um agravante
é o fato de que uma boa parte desses microrganismos carrega genes que conferem resisténcia a

antibidticos, tornando-os potencialmente patogénicos para seus hospedeiros.

A bactéria Gram-negativa mais frequente foi E. coli (62,1%) e, dessas, um total de 10 isolados
(11,6%) foram positivos para o gene eae, e todas foram negativas para o genes bfpA e stx, sugerindo

assim que essas cepas sao EPEC - E.coli enteropatogénica atipica (AFSET et al. 2004).

Diversos estudos foram realizados em diferentes espécies de aves domésticas e silvestres,
com o objetivo de identificar a circulagao de genes de viruléncia associados a E. coli enteropatogénicas
em aves. Os resultados desta investigagdo se aproximam dos descritos por diversos autores em
diferentes aves (CHANDRAN & MAZUMDER, 2014; GHOLAMI-AHANGARAN & ZIA-JAHROMI, 2014;
KNOBL et al., 2011; SACRISTAN et al., 2014). As amostras de E. coli que amplificaram o gene eae
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foram provenientes das emas do criatorio Cientifico da Universidade Estadual do Norte Fluminense,
alojadas em piquetes em que circulam animais como carneiros e outras ratitas, além de serem
frequentados rotineiramente por estudantes, professores e funcionarios do setor. Krause et al. (2005)
afirmaram que os animais domésticos representam um importante reservatério natural de cepas de E.

coli enteropatogénicas.

A resisténcia a farmacos antimicrobianos € um problema crescente, e o aparecimento de
bactérias resistentes em animais selvagens € um assunto que tem sido discutido por varios autores, na
medida em que a sua emergéncia é uma inferéncia a contaminagdo ambiental (GUENTHER et al.,
2010). Ao serem eliminadas no ambiente, as bactérias multirresistentes a antimicrobianos podem se
multiplicar e infectar diferentes hospedeiros, disseminando a resisténcia antimicrobiana entre as
bactérias (MEVILLE et al. 2014).

Sé&o poucos os relatos sobre a microbiota de emas, Pereira et al. (2012) isolaram diferentes
espécies de Salmonella no figado, contetido cecal e por suabes cloacal de emas higidas abatidas no
Rio Grande do Sul, e destas, 94,2% dos animais eram portadores da bactéria. A presenga de espécies
de Staphylococcus spp. em emas foi identificada por Gomes et al. (2013) em uma ema de cativeiro em
Palmas, Tocantins. Escherichia coli resistente a betalactamico foi isolada de uma ema de zoolégico por
Klimes et al. (2013).

Em outras espécies de aves cativas ou de vida livre, o estudo da microbiota potencialmente
patogénica tem sido vastamente realizado. Melville et al. (2014) estudaram a microbiota de
passeriformes em S&o Paulo e encontraram microrganismos com potencial patogénico semelhante ao
encontrado nesta pesquisa, foi identificada a presenca de microrganismos em 158 (62,5%) das 253
amostras coletadas (Staphylococcus spp., Micrococcus spp., Klebsiella spp., E. coli, Enterococcus spp.,
Enterobacter spp., Streptococcus spp. e Citrobacter spp). Em avestruzes higidos, De Almeida et al.
(2005) isolaram da orofaringe bactérias Gram-negativas (E.coli e Proteus spp.), Gram-positivas
(Bacillus spp., Corynebacterium spp., Actinomyces spp. e Streptococcus spp.) € leveduras (C. albicans
e Candida spp). Na mesma investigacdo, as fezes dessas ratitas foram avaliadas e a microbiota foi
composta por bactérias Gram-negativas (E. coli e Proteus spp.), Gram positivas (Clostridilum spp.,
Corynebacterium spp. e Streptococcus spp.) e leveduras (C. albicans e Candida spp.). Melville et al.
(2004) também pesquisaram a microbiota de avestruzes e isolaram da cloaca E. coli, Bacillus spp.,
Streptococcus spp, Staphylococcus coagulase-negativa, P. aeruginosa, Rhodotorula spp. Das amostras
da orofaringe foram isolados E. coli, Staphylococcus coagulase-negativa, K. pneumoniae, Rhodotorula

spp e Cryptococcus spp. Vieira-da-Motta et al. (2008) encontraram em culturas de diferentes amostras
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colhidas de avestruzes E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae, Serratia marcescens, Enterobacter
aglomerans e Pseudomonas mendocina. Nesse trabalho, os autores sugerem um caso de septicemia
em um dos animais com crescimento exclusivo de K. pneumoniae isolada de amostras de intestino

delgado, pulmdes e figado.

Dentre as bactérias Gram-negativas aqui observadas, cabe destacar que 4,5% delas foram
identificadas como da espécie B. avium com carater de multirresisténcia (cefoxitina, enrofloxacino,
ampicilina, e cloranfenicol). Essa bactéria foi isolada das emas do criatério conservacionista do Espirito
Santo, que compartilhavam o ambiente com uma grande diversidade de outros animais cativos e até
mesmo com aves de vida livre, podendo ser essas as fontes de contaminagdo. Nenhuma das aves
apresentava sinais da infecgdo por esse agente. Esse é o primeiro relato dessa bactéria isolada de
emas sadias. A bactéria B. avium é o agente etiologico da bordetelose aviaria, uma doenga altamente
contagiosa das vias respiratdrias superiores, principalmente de aves jovens, mas que também ja foi
isolada de pacientes com fibrose cistica (HARRINGTON et al., 2009). E um cocobacilo pleomérfico,
Gram-negativo, aerdbio e néo fermentador. Além disso, produz hemoaglutinagéo dos eritrocitos de ave,
que é uma caracteristica que demonstra sua afinidade para aderir-se aos epitélios respiratorios
(RAFFEL et al., 2002). Sua prevaléncia entre perus domesticados é bem conhecida, mas informagdes
sobre a prevaléncia dessa bactéria em outras aves € limitado. Estudos tém demonstrado que as aves
infectadas néo necessariamente apresentam sinais da enfermidade. Embora a doenga néo seja letal,
as aves portadoras sdo suscetiveis de padecer infecgdes secundarias, como aquela produzida por
bactérias oportunistas como E. coli (GRESPAN, et al, 2012). Essa bactéria também esta
frequentemente associada a outras enfermidades respiratdrias tais como Doenga de Newcastle ou
Mycoplasma spp. (BRITTINGHEM et al. 1985). As manifestagbes clinicas da doenca podem ser
confundidas com as de outros agentes que causam afec¢des das vias respiratdrias, motivo pelo qual é

indispensavel o diagndstico diferencial de B. avium.

As emas dessa pesquisa eram portadoras de bactérias Gram-positivas de importancia
zoondtica (Staphylococcus coagulase-negativos (SCN), Enterococcus spp., Streptococcus spp. e
Corynebacterium spp.). Esses agentes sdo associados a infeccées aviarias (CASTELLANOS-SUAREZ
et al, 2009; WALKER, 2012; CASTRO-SILVA et al., 2011), porém neste estudo nenhuma ema
apresentava sinal de doenca. Esse € o primeiro relato da presenca desses patogenos em Rhea
americana. Destaca-se uma cepa de Enterococcus spp. isolada de uma ema fémea adulta, do
zooldgico que apresentou multirresisténcia aos antibiéticos Clindamicina, eritromicina, gentamicina e

Sulfazotrim.
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Micrococcus spp. normalmente é considerado um microrganismo sapréfito inofensivo e habita
ou contamina a pele, mucosa e orofaringe. Eventualmente podem ser patdégenos oportunistas para
individuos imunocomprometidos (BANNERMAN et al. 2006).

Staphylococcus coagulase-negativos (SCN) s@o espécies de bactérias comensais e patdgenos
oportunistas que podem causar infecgdes em humanos e animais. (BANNERMAN et al., 2006; OTTO,
2010). O perfil de resisténcia aos antibioticos encontrado para os isolados de Staphylococcus
coagulase negativa, observados neste estudo, apresenta alta incidéncia de resisténcia a penicilina,
resultado ainda né@o encontrado em aves, mas ja observado em outra espécies animais. Soares et al.
(2008) isolaram SCN em conduto auditivo de caes com 87,5% de resisténcia a penicilina. Os isolados
SCN provenientes das emas apresentaram 25% de resisténcia a gentamicina, esses resultados séo

superiores aos SCN isolados por Soares et al. (2008).

Todas as cepas SCN foram sensiveis a oxacilina (1ug) e cefoxitina (30ug) e ainda assim
44,4% dos isolados apresentaram o gene mecA. A detecgédo da resisténcia a oxacilina pela utilizagao
de métodos fenotipicos apresenta problemas devido a expressdo heterogénea do gene mecA
(MARANAN et al., 1997). De acordo com esses autores, em uma populagédo bacteriana com resisténcia
heterogénea, todas as células carregam os marcadores genéticos de resisténcia a meticilina, mas a
resisténcia fenotipica sé ocorre numa pequena fragdo da populagéo. Essa investigagao é a primeira a
relatar alta incidéncia de SCN mecA positivos isolados de animais, e a primeira vez descrita em
amostras obtidas de Rhea americana. Raramente ha relato de SCN em aves doentes e alguns em aves
saudaveis (KAWANO et al. 1996; HAN et al. 2013, SOUSA et al., 2014). Sousa et al. (2014)
identificaram a presenca do gene mecA em SCN (S epidermitidis) resistente a penicilina em aves de
rapina em Portugal. Doyle et al. (2012) ao revisarem resisténcia a meticilina em diferentes espécies de

Staphylococcus relataram em isolamento anterior de SCN portadores do gene mecA.

Quanto a investigagdo de enterotoxinas, os dados aqui encontrados corroboram com outros
estudos, nos quais 0 gene sea tem relacionado a toxina SEA como a principal envolvida nos surtos
alimentares, sendo a mais frequente entre os Staphylococcus coagulase-negativa (CUNHA et al.,
2006).

As enterotoxinas de S. aureus sdo 0s principais responsaveis por intoxicagdes alimentares
(LAMAITA et al., 2005), além de representarem sérios riscos a individuos imunodeprimidos por suas
propriedades superantigénicas (MEHROTRA et al., 2000). Diversos estudos relatam a presenga de
algumas espécies de SCN produtoras de enterotoxinas (CUNHA et al., 2007; MARIANO et al., 2007;
BORGES et al., 2008; VERAS et al., 2008). Embora Staphylococcus spp. esteja associada a inimeras
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doengas em animais, ha pouca informagéo como agente de gastroenterites toxigénicas (VERAS et al.,
2008). O gene responsavel pela expressao da enterotoxina estafilocdcica B (SEB) foi identificado em
8,3% dos isolados SCN. A identificacdo dessa enterotoxina em surtos alimentares é menor que a SEA,
porém ndo menos importante (PRADO et al., 2015). A deteccéo de espécies de Staphylococcus com
potencial enterotoxigénico revela a disseminag@o dessa bactéria entre os animais de cativeiro por
fontes ainda desconhecidas. O fato das aves aqui estudadas estarem em contato frequente com areas
de pastagem, seres humanos e outros animais infere-se uma contaminagdo cruzada entre 0 homem,
os animais e o ambiente de SCN enterotoxigénicos e multirresistentes com potencial risco para a saude

de animais e homem.

A producéo de betalactamase de espectro estendido (ESBL) pelas cepas E. coli e Klebsiella
spp foi destacada em um artigo submetido a revista Poultry Science, e o manuscrito é detalhado ao

final dessa sessdo.
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Identification of blactm-x, blasiv, and blatem genes in ESBL-positive Escherichia coli and
Klebsiella spp. isolated from Greater Rhea (Rhea americana) in Brazil.

Elisabete Sales Corréa, Leonardo Willian da Silva Pinto, Carlos Jorge Logullo de Oliveira, Olney Vieira-
da-Motta

Running head: ESBL-enterobacteriaceae isolated from Greater Rhea in Brazil

ABSTRACT

While necessary, investigations on gram-negative ESBL-resistant bacteria from wild animals are scarce.
In this work, samples of Escherichia coli and Klebsiella spp. were isolated from Greater Rhea (Rhea
americana) from one zoo, from an experimental facility and a conservationary breeding farm (CBF) from
the southeastern region of Brazil. The resistance profile against 16 beta-lactamic drugs was established
through the conventional biochemical test, and ESBL-producer strains through the presence of blarew,
blasnv, and blactxm genes by PCR. The antimicrobial resistance profile against beta-lactamic revealed
that E. coli was more sensitive than Klebsiella spp. For E.coli, in descending order, cefazolin (38.34%),
cefalotin (30.24%), and amoxicillin (23.26%) were the least active drugs, respectively. Meanwhile, for
Klebsiella spp., there was a 100% resistance towards penicillin G, ampicillin, amoxicillin, and oxacillin,
followed by cefalotin (28.57%), and cefazolin (14.29%). As expected, bacteria isolated from birds from
zoos were more resistant than those from CFs. ESBL bacteria were confirmed by amplification of at
least one of the investigated genes, in both species, and 100% of Klebsiella spp. strains were blashy—
positive. The data indicate that Greater Rhea may spread ESBL-producing bacteria into the

environment and help shed light on zoonotic potential for workers.

Keywords: enterobacteriaceae, antimicrobial resistance, zoonosis, Greater Rhea, preservation, wildlife,

molecular profile.
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INTRODUCTION

Extended Spectrum B-Lactamase (ESBL) genes are located in plasmids and confer wide resistance to
ESBL-positive bacteria by inactivation of the pB-lactamic ring. Among ESBL-positive bacteria,
Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae are the most commonly found (FREITAS et al, 2003;
PATERSON and BONONO, 2005). Unfortunately, however, ESBL-positive bacteria in wild captive
animals is not well understood. Among Brazilian fauna, Rhea (Rhea americana) are big ratite group
birds distributed throughout much of South America and Brazil. These birds are considered endangered
animals (CITES, 2003; IUCN, 2012) because of hunting and/or environmental degradation (GIANNONI,
1996). These animals can also be reared in semi-intensive systems (GOES et al., 2010). The resistance
phenomena among microorganisms worldwide is accelerating, as is knowledge related to the sensitivity
profile of enterobacteriaceae-causing infections, including their resistance dissemination paths
(WEINSTEIN, et al. 2005). p-Lactamase producer bacteria are among the most important clinical agents
in human and veterinary medicine. The resistance of these agents towards [-lactamic drugs is
increasing, including among animal strains (STOLKER and BRINKMAN, 2005; PITOUT and
LAUPLAND, 2008). B-lactamase comprise a large group of enzymes able to hydrolyze the B-lactamic
ring of penicillin, cephalosporin, and monobactamic drugs (LIVERMORE, 1995).

The CLSI (2012) recommends the use of the phenotypic test as a standard method for identifying
ESBLs in the microbiology laboratory for all isolates of Klebsiella oxytoca, K. pneumonia, and E. coli, no

matter which infection site is involved.

B-lactamic resistance usually depends on the expression of bla genes. Most ESBL is derived of TEM
and SHV B-lactamases (BUSH, 1995; JACOBY, 1991). Type CTX-M [-lactamases are the most
prevalent among ESBL TEM-negative and SHV-negative specimens (PEREZ, 2007).

Greater Rhea can be affected by several pathogenic bacteria and parasites causing various diseases
(PEREIRA et al., 2008; ALMEIDA et al., 2013). However, the literature does not offer extensive material
on resistant bacteria and their role in disease and in the natural environment frequented by these
animals. This is the first data in Brazil carried out with ESBL-positive E. coli and Klebsiella spp. and
investigating blaTEM, blaSHV, and blaTEM genes isolated from Greater Rhea (Rhea americana) living

in three different systems, i.e., free-living, reared in captivity in zoos, and raised in a CBF.
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METHERIALS AND METHODS

Sampling Area
Samples were obtained from two facilities, one for scientific and research purposes at Campos dos

Goytacazes municipality, a facility of State University of Norte Fluminense in the northeastern area of
Rio de Janeiro State (Latitude: -21.7545, Longitude: -41.3244; 21° 45' 16" Sul, 41° 19' 28" West), and
another from the CBF Itapemirim Camilo Cola Ecological Park, at Cachoeiro do Itapemirim municipality
in the south of Espirito Santo State (-20.8494 , Longitude: -41.1132; 20° 50' 58" Sul, 41° 6' 48" West),
and from zoo Fundagé@o Zoobotéanica de Belo Horizonte (FZB-BH), at the capital of Minas Gerais State
(-19.8157, Longitude: -43.9542; 19° 48' 57" Sul, 43° 57' 15" West;), all of them located at southeastern

region of Brazil (figure 1).
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Figure 1: Map of Brazil showing locations and coordinate of municipalities from Brazilian Southern Region.
Sampling area represented by a star. Zoo at Belo Horizonte capital of Minas Gerais State: Latitude: -19.8157,
Longitude: -43.9542; 19° 48' 57" Sul, 43° 57' 15" West; Conservationary breeding Farm at Cachoeiro do
[tapemirim municipality, Espirito Santo State: Latitude: -20.8494 , Longitude: -41.1132; 20° 50' 58" Sul, 41° 6'
48" West; Experimental facility at State University of Norte Fluminense -UENF in Campos dos Goytacazes,
northern region of Rio de Janeiro State: Latitude: -21.7545, Longitude: -41.3244; 21° 45" 16" Sul, 41° 19' 28"
West.

Sampling Procedure
A total of 74 samples obtained with swabs from cloaca, oropharynx, and from feces were collected

during 2012-2014 from 63 clinically healthy Greater Rheas of both sexes and different stages of

development (age).
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Bacterial Culture

Samples were enriched in BHI broth for 24 h at 37°C. MacConkey agar and EMB agar were used to
select, isolate, and obtain pure colonies after incubation at 37° C for 24 h. Conventional biochemistry
tests, such as fermentation of glucose, sucrose, and lactose; the gas production test using indole,
hydrogen sulfate, urease, lactic acid, acetic acid, and formic acid; the acetoin production test; and the
citrate test, based on the decarboxylation of lysine and threonine amino acids were used to identify E.

coli and Klebsiella spp. and finally to select pure colonies for subsequent tests.

Phenotypic detection of ESBL-positive E. coli and Klebsiella spp. strains

To identify E. coli and Klebsiella spp. ESBL-producing strains the disk diffusion method (Kirby-Bauer)
was used according to the procedures recommended by CLSI/NCCLS (Clinical and Laboratory
Standards Institute/National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2012). For the screening of
ESBL-positive agents four antimicrobial disks (Laborclin, Brasil), containing aztreonam (ATM, 30ug),
cefotaxime (CTX, 30ug), ceftazidime (CAZ, 30ug), and ceftriaxone (CRO 30ug) were used. After 18
hours of incubation at 37°C the inhibition zones were measured with a digital caliper. All isolates with
inhibition zones smaller or equal to the cut points of at least one of the antibiotics were considered
potential ESBL-producing: aztreonam and cefotaxime (< 27mm), ceftazidime (< 22mm), and ceftriaxone
(< 25mm). In addition, all probable ESBL-positive strains were submitted to a confirmatory test. They
were dispensed on Mueller-Hinton agar, and disks containing third generation cephalosporins in the
presence of amoxicillin-clavulanic acid disks. Inhibition zones were measured after 18 hours of
incubation at 37°C and isolates that showed an increase of at least = 5mm diameter were designated
as ESBL-phenotype strain. E. coli (ATCC 25922) and K. pneumoniae (ATCC 700603) were used as

negative and positive controls for ESBL, respectively.

Antimicrobial susceptibility tests

Susceptibility tests were performed by the disk diffusion method according to the guidelines of the
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012) on all isolates, whether they were producers or non-
producers of ESBL. Samples were streaked onto a Mueller-Hinton agar plate (Himedia, India) and
incubated at 37°C for 24 h followed by the reading of the inhibition zone. Tests were conducted in the

presence of 16 antibiotic disks (Laborclin, Brazil) containing: Amoxicillin (AMO, 10ug), Amoxicillin +
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Clavulanic acid (AMC, 20/10ug), Ampicillin (AMP, 10 ug), Aztreonam (ATM, 30 pg), Cefalexin ( CFX,
30 ug), Cefalotin (CFL, 30ug), Cefazolin (CFZ 30 pg), Cefepime (CPM 30ug), Cefotaxime (CTX,30
Mg), Cefoxitin (CFO, 30 pg), ceftazidime (CAZ, 30 ug) ceftriaxone (CRO 30 pg), Imipenem (IPM, 10
Mg), Meropenem (MER, 10 pg), Oxacillin (OXA, 1 pg), and Penicillin G (PEN, 10U). All strains with

intermediary resistance were considered resistant (MILLMANN et al., 2013).

B-lactamase gene detection by PCR

All isolates were tested by PCR for detection of blarem, blastv, and blactx-w genes. Chromosomal DNA
was extracted through the incubation of cells grown overnight on nutrient agar (Difco, France) plates.
The PCR mixture, with a final volume of 50 uL, contained 10 pmol/uL of each primer (1 pL) (table 1), 25
ML of PCR Master Mix (Thermo Scientific PCR Master Mix kit, USA (Waltham, MA, USA), 10 pL of
template DNA, and 13 pL of ultrapure water (Smart Pure I, Thermo Scientific, Hungary). After an initial
denaturation cycle of 94°C for 3 minute, a sequence of amplification was conducted following 35 cycles
of denaturation (30 seconds at 95°C), annealing (52°C for 60 seconds), and two extension steps (72°C
for 60 seconds and 4 minutes at 72°C) (Veriti, Applied Biosystems, USA). Samples were placed onto
agarose gel wells (1.5%) for electrophoresis, stained with etidium bromide, and exposed in a UV
transilluminator (DyNA Light, Labnet, USA) and images were documented with digital imager (Gel Logic
112, Carestream, USA), and PCR amplicons compared with a molecular weight marker (Ladder 100PB,

Ludwig Biotex, Brazil).

In all PCR reactions the DNA of K. pneumoniae ATCC 700603 was used as a positive control for the
detection of blaCTX-M and blaSHV genes, while the DNA of E. coli ATCC 35218 was used for the
blaTEM gene. ATCC strains were kindly furnished by the National Reference Laboratory for Enteric
Diseases /Laboratory of Enterobacteria/ IOC / FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ — Brazil.

Table 1. Primers used for PCR detection and identification of B-lactamase genes.

GENE Primers 5" - 3’ . _
Amplicon size (PB) ~ Source
blactx-m CGCTTTGCGATGTGCAG £50 Jiang et al.
ACCGCGATATCGTTGGT 2006
blasuy TGGTTATGCGTTATATTCGCC 867 Jiang et al
GCTTAGCGTTGCCAGTGCT 2006
blatem GCTCACCCAGAAACGCTGGT Ojdana et al.

CCATCTGGCCCCAGTGCTGC 686 2014
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Ethical Approval

This study was regulated by IBAMA SISBIO No. 18981-2 authorization for scientific activity and No.
11/2011-RJ authorization for the management of wild fauna for scientific activities. It was approved by
the Ethical Committee for Animal Use (CEUA) of the Universidade Estadual do Norte Fluminense, under

protocol No. 219.

RESULTS

From 63 healthy Greater Rhea 74 samples collected by swab from cloaca, oropharinx, and feces
samples, a total of 132 Gram-negative strains were obtained from 2012 to 2014 in the southern region
of Brazil. Table 2 shows the B-lactamic antimicrobial susceptibility profile of the 86 E. coli and 14
Klebsiella spp. strains isolated. The most frequent resistant phenotype observed was to Cefazolin
(38.34%) for E. coli strains, followed by cephalothin (30.24%) and amoxillin (23.26). Klebsiella spp.
showed the highest resistance towards cefalotin (28.57%), followed by cefazolin (14.29%). All isolates
were susceptible towards cefoxitin, ceftriaxone, ceftazidime, cefepime, aztreonam, meropenem, and

imipenem. All strains were 100% sensitive towards —lactamase inhibitor amoxicillin + clavulanic acid.

Table 2: Antimicrobial resistance profile against f-lactamic drugs of E. coli and Klebsiella
spp. strains recovered from Great Rhea in Brazil.

Antimicrobial drugs E. coli Klebsiella spp

R% S% R% S$%
Penicillin G - - 100 0
Ampicillin 3,48 96,51 100 0
Amoxicillin 23,26 76,74 100 0
Oxacillin - - 100 0

Amoxicillin + clavulanic acid 0 100 0 100




10

15

116

Cephalothin 30,24 69,76 28,57 71,43
Cefazolin 38,34 61,66 14,29 85,71
Cefalexin 3,48 96,52 0 100
Cefoxitin 0 100 0 100
Cefotaxime 2,33 97,67 0 100
Ceftriaxone 0 100 0 100
Ceftazidime 0 100 0 100
Cefepime 0 100 0 100
Aztreonam 0 100 0 100
Meropenem 0 100 0 100
Imipenem 0 100 0 100

Screening and confirmatory tests conformed to CLSI (2012) guidelines, identifying 86 E. coli strains,
with 11 strains (12.8%) confirmed as ESBL producers. None of the 14 Klebsiella spp. strains presented
ESBL phenotype.

PCR using specific primers for B-lactamases types blaSHV, blaCTX-M, and blaTEM genes (Figures
2-4) revealed a variation in the occurrence of these genes among strains from captive Greater Rhea
(Table 3). Data showed that the prevalence of SHV genes (37%) was higher than CTX-M genes (17%)
or TEM genes (13%). blaCTX-M genes were observed only in E. coli strains (19/86; 22.1%), while
blaSHV genes were 100% present in Klebsiella spp. strains and 26.7% present in E. coli strains.
Results revealed blaTEM genes among 14/100 strains, with 12 in E. coli and 2 in Klebsiella spp.
Evaluation of more than one type of ESBL in the same strain showed that 3 strains were positive for
TEM and SHV genes. Only one strain was positive for TEM and CTX-M genes, and in 9 strains a
combination of SHV and CTX-M genes was detected. The presence of the three types of ESBL bla
genes was not observed in the same strain, and genes codifying at least one of the three families of
ESBL was confirmed in 55% (55/100) of selected microorganisms, distributed in Klebsiella spp. 100%
(14/14); E. coli 47.7% (41/86) (Table 3). Based on antimicrobial tests, the data shows a higher
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sensitivity of molecular tests in the detection of ESBL-positive microorganisms when compared to

conventional phenotypic tests carried out by other researchers (OLIVEIRA et al., 2009).

Table 3: PCR reaction for detection of genes encoding the major ESBL families in Escherichia coli and
Klebsiella spp. recovered from Great Rhea, in Brazil.

CTX-M + CTX-M SHV + CTX-Mou
Bacteria CTX-M SHV TEM Total
SHV +TEM  TEM SHV ou TEM

Escherichia
p 19 221 23 26,7 12 14 09 105 02 23 01 12 41 477 86 100
coli
Klebsiella

14 100 02 143 0 - 0 - 02 143 14 100 14 100
Spp
Total 19 19 37 37 14 14 09 09 02 02 03 03 55 55 86 100

MWM sCErsEssis 2= 3 4 5 6 7 89

Figure 2: PCR product eletrophoresis in 1.5% agarose. MWM: Molecular weight marker; C+: Positive Control (K.
10  pneumoniae ATCC 700603); C-: Negative Control; 1-8: positive samples; 9: negative sample blaCTX-M gene
(550 pb).
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Figure 3: PCR product eletrophoresis in 1.5% agarose. WMW: Molecular weight marker; C+: Positive Control (K.
pneumoniae ATCC 700603); C-: Negative Control; 1-6 and 8-10: positive samples; 7, 11 and 12: negative
samples blaSHV gene (862 pb).

wMm C+ 8 9 10 11 13
) G2

Figure 4: PCR product eletrophoresis in 1.5% agarose. MWM: Molecular weight marker; C+: Positive Control (E.
coli ATCC 35218); C-: Negative Control; 1-6 and; 12-13: negative samples; 8-11: Positive samples blaTEM gene
(686 pb).

DISCUSSION

E. coli and Klebsiella spp. are frequently identified as both opportunistic infectious agents and as
common digestion tract microorganisms in birds and other animal (GIBBS et al. 2007, MATTES et al.,
2005; SANTOS et al., 2010). In other ratite species, enteropathogenic E. coli was the most frequent
bacteria causing enteritis in ostrich chicks (KEOKILWE et la., 2015). Antimicrobial resistance among
bacteria is a frequent and problematic issue and their insurgency in wild animals has been discussed
inferring environmental contamination (GUENTHER et al., 2010) because of the increasing importance

of zoonotic diseases as well as the need for predicting emerging resistant pathogens (RADHOUANI et
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al., 2014). B-lactamase resistance represent the major mechanism of resistance of Gram-negative rods
to B-lactamic drugs (CANTON et al., 2008).

Over the last 25 years ESBL-positive bacteria has gained prevalence among hospital pathogens of
clinical importance worldwide, most notably K. pneumoniae, followed by E. coli and other
enterobacteriaceae (PATERSON et al., 2003). Resistance rates to B-lactamic in the present work are
considered low, but are important for identifying the presence of resistant strains with zoonotic potential
in captive Greater Rhea. These animals may represent important reservoirs for antibiotic resistant
strains. Several studies have shown high levels of resistant bacteria among wild birds, including birds
that have never been treated with antibiotics (LIVERMORE et al. 2001, MIDDLETON and AMBROSE
2005, DEBOER et al. 2005, GIBBS et al. 2007). A portion of the Greater Rheas in the present study
were maintained in a conservationary breeding farm, and in a University facility for scientific and
research purposes, where the animals may have acquired resistant microorganisms due to contact with
humans, other animals, or even with naturally-occurring and antibiotic-producer microorganisms that
may confer resistance (GIBBS et al., 2007). In addition to these factors, the resistance of
microorganisms in the zoo animals may be associated with the use of antibiotics for therapeutic
purposes or contact with wild birds fecal material and insect feeding. Resistance also may be acquired
by mobile genetic elements such as plasmid, transposon, and integron that determine their spread
among bacteria (FRICKE et al., 2009). In feral pigs from Brazilian wetlands and from free-living and
captive Brazilian maned-wolf (Chrysocyon brachyurus), the emergence of pathogenic and antimicrobial
resistant bacteria was attributed to contact of animals with surrounding environment, wild animals and
livestock (LESSA et al., 2011; VIEIRA-DA-MOTTA et al., 2012).

The incidence of ESBL-enterobacteriaceae isolated from humans has been reported as high as 50%
worldwide (CANTON et al, 2008; COQUE et al, 2008; OLIVEIRA et al, 2009; OJDANA et al, 2014).
While various bacterial species are important in terms of multiresistance and nosocomial infections in
human and veterinary medicine, one must consider ESBL producing Gram-negative bacteria like ESBL-
producing E. coli (ESBL-E. coli) a key indicator pathogen for tracing the evolution of multiresistant
bacteria in the environment and wildlife among other microorganisms (RADHOUANI et al., 2014). While
the identification of ESBL-E. coli in animals was rare before 2005, its reported incidence has been
rising (BONNEDAHL and JARHULT, 2014; COSTA et al, 2006; GIBBS et al,2007; GUENTHER et al,
2012).

Selected isolates in this study investigated blaSHV, blaCTX-M, and blaTEM genes from genomic
material of suspected and unsuspected E. coli- and Klebsiella spp.- ESBL-producers (CLSI, 2012). A
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substantial number of ESBL codifying genes have been described, but this work focused on bla genes,
considered the most common ESBL-genes investigated (BUSH, 2010; COSTA et al, 2006; OJDANA et
al, 2014; OLIVEIRA et al, 2009; POETA et al, 2008). Though the prevalence of ESBL-producing
bacteria varies according to host and area of study, with K. pneumoniae and E. coli prevailing according
to several studies (BONNEDAHL et al, 2014; CANTON et al, 2008; COQUE et al, 2008; COSTA et al,
2003; FREITAS et al, 2003; GIBBS et al, 2007; GUENTHER et al, 2010; JANATOVA et al, 2014;
NASCIMENTO et al, 2003; OJDANA et al, 2014; POETA et al, 2008; ZHANG et al, 2011). In the present
study the species with the highest positive PCR results for ESBLs was Klebsiella spp. While other
researchers have shown ESBL- E. coli in wild birds, except in Australia and Antarctica (BONNEDAHL &
JARHULT, 2014), and in humans and several animals (CANTON et al, 2008, POETA et al, 2008), it has

never been reported in Greater Rhea.

The present data indicated a 100% presence of the blaSHV gene in Klebsiella spp. strains, and a 25.6%
presence in E. coli strains from Greater Rhea. In other studies identifying blaSHV genes from
microorganisms of animal origin, Bonnedahl et al. (2014), who identified SHV in all Klebsiella
pneumoniae isolated from seagulls in Alaska, obtained similar results; Zou et al. (2011) and Kim et al.
(2005) found 82.76% and 96% of blaSHV genes in K. pneumoniae from pigs on Chinese farms, and
from food and environmental animal species on an American farm, respectively. In Holland, of 414 wild
birds of different species, 65 were ESBL-E. coli positive with only 3 presenting the blaSHV gene
(VELDMAN et al, 2013). In Portugal, wild animals presented the bla gene in E. coli from 72 animals with
a prevalence of 12.5% of the strains; blaTEM was the most frequent, followed by b/laCTX-M and only
one strain had the E. coli blaSHV gene isolated from birds (COSTA et al., 2006). Yet the identification of
the blaSHV gene in animal strains is still rare. Most of ESBLs evolved through mutation in classical -
lactamases (TEM-1, TEM-2, and SHV-1). However, a new family of ESBLs, that of CTX-M, has
emerged in recent years, mainly in E. coli isolates, and become an important family feature of these
enzymes in bacteria from human and animal origin (OJDANA et al 2014, PEREZ et al. 2007, POETA et
al. 2008). While for blaCTM-X genes none of Klebsiella spp. strains tested positive from Greater Rhea,
these results do not exclude the possibility of occurrence of these genes in this species of bacteria
(COQUE et al, 2008). Meanwhile, in E. coli strains a frequency of 19.8% of the same gene was found in
Greater Rhea, and a similar result with 15.2% of the CTX-M gene was found in E. coli from vultures in
Portugal (RADHOUANI et al., 2010). For the CTX-M enzyme in E. coli the present data is discordant in
terms of frequency involving E. coli isolated from different wild birds (BAEZ et al., 2015; VELDMAN et
al., 2013; GUENTHER et al., 2012). One study correlated E. coli blaCTX-M-positive isolated from

Greater Rhea (Rhea americana) with a strain of E. coli isolated from a sick tapir (Tapirus terrestris)
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sharing the same space in a zoo in the Czech Republic (KLIMES et al., 2013). Those authors discuss
the propagation of resistant bacteria in environments with high animal density living conditions and the
resulting fecal contact. Zhang et al. (2011) found ESBL type TEM in veterinary clinics in China.
However, according to Guenther et al. (2008), epidemiological data for blaTEM-producing
microorganisms in animals are scarce. This study contributes to the epidemiology of these genes
circulating among Greater Rhea, with low prevalence (14% 14/100) in E. coli strains (12/86) and
Klebsiella spp. strains (2/14) hosting the blaTEM gene. The data is consistent with the low prevalence of
this gene observed by Veldman et al. (2013) with only one ESBL-E. coli isolated from Philomachus
pugnax in Holland, by Costa et al. (2006) who identified the blaTEM gene in 4% of E. coli strain from
two deer and one owl in Portugal, and by Carneiro et al. (2010), who identified 5.6% (3/54) in the
blaTEM-positive E. coli isolated from captive ostrich in Portugal. Conversely, seagulls from a Natural
Reserve in Portugal acted as reservoirs with 73% of E. coli strains carrying ESBL type TEM (POETA et
al., 2008). In China a high prevalence of E. coli strains obtained from pigs and birds (35/35) carrying the
blaTEM gene was observed (ZHANG et al, 2011). In addition, the occurrence of more than one type of
ESBL in the same isolate is quite common (ODJANA et al., 2014). Here, 14% of strains presented two
genes for ESBL production. Multiple ESBL genes were also observed, such as Enterobacteriaceae
ESBL-positive in animals (CARNEIRO et al, 2010; COSTA et al, 2006; ODJANA et al., 2014; POETA et
al, 2008, RADHOUANI et al, 2010; VELDMAN et al, 2013). The production of ESBLs by
Enterobacteriaceae, specifically by E. coli, has been a cause of major concern in several countries,
being frequently implicated in human infections. Previous reports have described ESBL-containing E.
coli strains in healthy wild animals (PINTO et al., 2010; GUENTHER et al., 2011). However, based on
limited information regarding the prevalence of ESBL-producing Enterobacteriaceae and bla genes in
captive wild animal, this method could help generate valuable data in this area of inquiry. In the present
study although Klebsiella spp. strains were negative to genotyping for ESBL gene detection, it is
interesting to note that phenotyping tests showed 100% of strains resistant towards four beta-lactamic
drugs: Penicillin G, Ampicillin, Amoxicillin, and Oxacillin. Meanwhile, E. coli strains were clearly more
resistant than Klebsiella strains and consistent with genotyping results. Considering that all animals
involved in the study had minimum contact with antimicrobial drug treatment/supplements, these data
suggest that bacteria resistant to some B-lactams may be present in the environment (Mamber and
Katz, 1985). Therefore, surveillance in animals, particularly wild animals, for zoonotic pathogens is
critical in order to avoid human infection since pathogen surveillance in wildlife is less intensive to

nonexistent, particularly in developing countries (KUIKEN et al., 2005).
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The data showed that molecular detection of ESBL-positive microorganisms are more reliable when
compared to the phenotypic methods recommended by official regulatory agencies. Klebsiella spp. and
E. coli isolated from captive Greater Rhea may carry ESBL resistance-related plasmid, suggesting that
these birds may spread virulent bacterial strains to other animals and humans and may spread

resistance genes into the environment.
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8 CONCLUSAO

Bactérias potencialmente patogénicas foram isoladas pela primeira vez nesta espécie
animal;

Nesse estudo, pela metodologia utilizada, ndo foram isoladas salmonelas dos animais
estudados;

Os microrganismos isolados no presente estudo sdo potencialmente patogénicos para
0 homem e outros animais, além de contaminarem o ambiente onde circulam estes
animais e por poderem carregar genes de resisténcia e de fatores de patogenicidade;
A presenca de SCN produtores de enterotoxinas e carregadores do gene mecA na
microbiota dos animais estudados sdo de grande importéncia para a saude publica,
sendo o primeiro relato nesta espécie animal;

As emas de cativeiro e nos ambientes estudados podem eventualmente serem vitimas
de infecgéo grave por bactérias potencialmente patogénicas;

O isolamento de Bordetella avium dos animais pertencentes somente ao plantel
conservacionista do Espirito Santo indica interferéncia ambiental importante do ponto

de vista sanitario para 0 homem e animais.
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