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BAPTISTA, Ana Angelita Sampaio. Clonagem e analise genética do gene iss, e avaliacdo
da atividade do anticorpo IgY anti-proteina recombinante Iss de Escherichia coli
patogénica para aves (APEC). 2009. 67f. Disserta¢ao (Mestrado em Ciéncia Animal) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2009.

RESUMO

Amostras de Escherichia coli patogénica para aves (APEC) s3o responsaveis pela
colibacilose aviaria, a qual ¢ uma das principais causas de prejuizos econdmicos na
avicultura industrial moderna decorrente do aumento da mortalidade, custos com tratamento
e condenagdo de carcacas no abatedouro. A patogenicidade das amostras de APEC esta
relacionada a presenca de um ou mais fatores de viruléncia, sendo um dos principais fatores,
a proteina Iss, codificada pelo gene iss (increased serum survive). Esta proteina confere ao
microorganismo resisténcia ao sistema complemento, aumentando sua capacidade em
sobreviver no soro. Os objetivos deste trabalho foram clonar e seqiienciar o gene iSS ¢
caracterizar a proteina Iss recombinante de Escherichia coli patogénica para aves (APEC). O
gene iss da amostra APEC9 foi clonado no vetor pET SUMO e sub-clonado no vetor pET30.
Este gene, apds o sequenciamento, foi classificado como iss tipo 1, pela diferenciagdo dos
trés tipos de alelos do gene iss. A proteina Iss-SUMO apresentou 22 kDa, sendo 11kDa da
proteina de fusdo SUMO e 11 kDa da Iss, expressa em BL21 (DE3) e purificada por coluna
de afinidade ao niquel. A massa molecular da Iss recombinante (rISS), quando o gene foi sub-
clonado no vetor pET30, apresentou 14 kDa. Esta proteina foi utilizada para a imunizagao de
galinhas poedeiras, as quais apresentaram resposta imune humoral pelo teste de ELISA. Os
anticorpos IgY anti-rlss, purificados dos ovos das galinhas imunizadas, reagiram com rlss
por Western blot e foram utilizados nos testes de inibicdo de resisténcia sérica e teste de
imunoprote¢do de pintainhos. Os resultados demonstraram a inibi¢do do crescimento
bacteriano na presenca de complemento e a diminui¢do do escore de lesdo por aerossaculite
nos pintainhos. Os resultados obtidos ampliam perspectivas de novas investigagdes a respeito
da proteina Iss.

Palavras-chave: Escherichia coli patogénica para aves (APEC). Gene iss. Clonagem.
Expressdo de proteina recombinante. rISS.



BAPTISTA, Ana Angelita Sampaio. Cloning and genetic analysis of the iss gene and
evaluation of activity of the antibody IgY Iss recombinant anti-protein from avian
pathogenic Escherichia coli (APEC). 2009. 67p. Dissertation (Master of Science Degree
in Animal Science) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2009.

ABSTRACT

Escherichia coli strains designated as avian pathogenic E. coli (APEC) are responsible to
avian colibacillosis, which is the principal cause of high economic losses in the modern
poultry industry, due the increase of mortality, medication cost and condemnation of
carcasses. The APEC pathogenicity is related to presence of several virulence factors, being
the Iss (Increased survives Serum) protein a principal responsible characteristic of resistance
to complement system, increasing its capacity to survive in the serum. The objectives of this
work were both study the diversity sequence iss gene from APEC and characterize the
recombinant Iss protein by its biological activity. The iss gene from APEC 9 strain of 309 pb
was cloned in the pET SUMO vector and sub-cloned in the pET 30. The iss gene was
classified as iss type 1 by differentiation of the three iss gene allele types. The recombinant
protein (rlss) was expressed in E. coli BL21 (DE3) by induction of IPTG and purified in resin
charged with the nickel ion. The molecular mass of rIss-SUMO was 22 kDa, corresponding
11 kDa of Iss protein and 11 kDa SUMO protein and the rIss from pET30 was14 kDa. The
rIss was used to immunize hens and the results showed induction of immune response.
Antibodies IgY anti rlss, purified from eggs of immunized hens, reacted by Western blotting
with rlss showing specific molecular mass and they were utilized in the serum resistance
inhibition tests and . The results demonstrated inhibition the bacterial grown in the serum and
decrease of lesions score in the chicken one day old. In conclusion, the iss gene from APEC 9
strain is the genotype 1 that is highly prevalent among APEC and it could be used in
diagnostic protocols, and these data increase the perspectives of new investigation about Iss
protein.

Keywords: Avian pathogenic E. coli (APEC). Gene iss. Serum resistance. Cloning. rlss.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ atualmente o lider no ranking mundial de exportadores de carne
de frango e assume o terceiro lugar em produgdo (UBA, 2009). O setor avicola contribui com
1,5% do Produto Interno Bruto (PIB) do pais (TURRA, 2008), sendo o setor melhor sucedido
do agronegdcio nacional, isto permite avangos na economia com geracao de emprego e
divisas, movimentando bilhdes de reais por ano (GONCALVES, 2005).

O sucesso e a competitividade do setor avicola brasileiro no mercado
mundial devem-se a uma associacdo de fatores, que vao desde caracteristicas geograficas,
clima, disponibilidade de matéria prima, custo de producdo e principalmente o status sanitario
(CARON, 2008), visto que o controle e a prevencdo sanitaria sdo requisitos fundamentais para
garantir a avicultura brasileira competitividade no mercado internacional (QUEVEDO, 2007).

Diante da expansao do mercado mundial de carne de aves, e ao aumento das
exportagdes brasileiras, as questdes sanitarias preocupam e sdo pontos decisivos para a
manuten¢do do atual status de exportacdo e para a conquista de novos mercados. Neste
contexto o desenvolvimento e a promogao de condig¢des sanitarias de prevencdo e combate a
patologias aviarias assume um papel relevante.

A intensificacdo da producdo contribui para a produtividade e eficiéncia da
industria avicola, contudo, consequentemente aumenta o risco de disseminacdo das doencas
infecciosas ¢ da necessidade de um maior controle da qualidade dos produtos. Dentre as
doengas importantes em avicultura destacam-se, especialmente, as que afetam o sistema
respiratorio das aves, por causarem um impacto sobre o custo de producdo de frangos
(GONCALVES, 2005).

Escherichia coli é um dos principais agentes oportunistas ¢ agressores do
trato respiratério das aves, e também esta relacionado a outras infecgdes decorrentes de
septicemias, gerando um sério prejuizo econdmico para o setor avicola. No Brasil, entre os
anos de e 2001 a 2005, a condenacdo total ou parcial de carcagas pela presenca de lesdes
associada a E. coli, como agente responsavel, proporcionou perdas estimadas de 58 milhdes

de dolares (ROCHA et al., 2008).
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A utilizacdao de vacinas ¢ uma estratégia que permite minimizar o risco de
doencas nos plantéis. Atualmente, com o avango da biologia molecular e imunologia, novas
estratégias estdo sendo aplicadas para o desenvolvimento de vacinas eficientes e seguras. Sao
diversas as possibilidades que tecnologia do DNA recombinante oferece, no que tange a

aplicabilidade das técnicas para o desenvolvimento de métodos para diagnostico e vacinas.

1.2 ESCHERICHIA COLI PATOGENICA PARA AVES (APEC)

Escherichia coli é um bacilo Gram negativo, anaerdbico facultativo,
pertencente a familia Enterobacteriacea (MOKADY et al., 2005), ndo esporulado, cujo
tamanho varia de 1,1 a 1,5mm por 2-6 mm, a maioria das amostras ¢ movel, devido a
presenca de flagelos peritriquios (BARNES; GROSS, 1997, FERREIRA; KNOBL, 2000).

As linhagens de E. coli patogénicas encontradas em aves, denominadas
“Avian Pathogenic E. coli” (APEC) estdo associadas com infec¢des extraintestinais,
principalmente do trato respiratorio ou infecgdes sistémicas, (DHO-MOULIN;
FAIRBROTHER, 1999). As infec¢des no trato respiratorio geralmente sdo secundarias a
outras infecgdes: bacterianas (Mycoplasma gallisepticum) ou virais (virus da Doenga de
Newcastle e virus da Bronquite Infecciosa) (DHO-MOULIN; FAIRBROTHER, 1999; LA
RAGIONE; WOODWARD, 2002).

As infecgdes causadas por APEC sdo designadas colibacilose aviaria, a qual
¢ uma das principais doengas de impacto na avicultura industrial moderna, devido aos grandes
prejuizos econdmicos causados por quadros como: colisepticemia, peritonite, pneumonia,
pleuropneumonia, aerossaculite, pericardite, celulite, coligranuloma, doenga cronica
respiratoria complicada (DRCC), onfalite, salpingite, sindrome da cabeca inchada (SCI),
panoftalmia, osteomielite, ooforite e sinovite (FERREIRA; KNOBL, 2000; GROSS, 1994;
LA RAGIONE WOODWARD, 2002).

Os prejuizos econdmicos decorrentes desta enfermidade vao desde aspectos
relacionados ao comprometimento do crescimento, da conversao alimentar e da uniformidade
dos lotes (MINHARRO et al., 2001; ASSIS et al., 2003) assim como custos com tratamento,
mortalidade de animais e condenagdo de carcagas no abatedouro (BARNES; GROSS, 1997).

O comprometimento do ganho de peso das aves pode ocasionar uma série

de falhas tecnoldgicas durante o abate, como cortes no trato digestivo, ja que os equipamentos
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na linha de abate ndo se ajustam ao tamanho menor das carcacgas. Este erro tecnologico leva a
um aumento no percentual de contaminagdo fecal das carcagas e, portanto, ha um maior risco
de contaminagdo bacteriana das mesmas (RUSSEL, 2003).

Estudos sugerem que por existir similaridade entre os fatores de viruléncia
de APEC e outras E. coli extraintestinais (EXPEC), isto possa contribuir para o risco
zoonotico da colibacilose (RON, 2006; MOULIN-SCHOULEUR et al., 2007 ).

As amostras de APEC pertencem predominantemente a trés sorogrupos O1,
02 e 078 em diferentes paises (CLOUD et al., 1985; MELATTA et al., 2003; YAGUCHI et
al, 2007; McPEAKE et al., 2005). Entretanto, diferentes sorogrupos foram evidenciados: O8,
015, 045, 053, 055, 086 ¢ O111 (HEMSLEY et al., 1967), O1, 02, 08, 018, 053, 078,
088, 0109, 0140, 02, 050, O79, 0152, 033, 078, 045, 0119, 0145 (BARBOUR et al.,
1985), O1, 02, OIl1, O35, 045, 055, 078 (DOZOIS et al, 1992), 02, 045, O78
(VALVANQO, 1992) 018, 022 (DOZOIS et al., 1994) 012, 014, 024, 040, 070, O79, 080,
081, 089, 091, 092, 0108, O116, 0123, 0124, 0128, O157, O159, 0160 e O166
(BLANCO et al., 1998). No Brasil os sorogrupos prevalentes sao 02, 021, 036, 050, 078,
088, 0119 e 0152 (FERREIRA; KNOBL, 2000; MENAO et al., 2002) e OS5, 045, 0120,
0140, 0150, 0166 (MOURA et al., 2001).

Apesar de diversos trabalhos demonstrarem os sorogrupos prevalentes em
amostras de APEC, a caracterizacdo destas, ndo pode ser associada apenas a esta informacao,
visto que ¢ possivel encontrar amostras apatogénicas pertencentes aos diferentes sorogrupos
0. Além disso, muitas amostras patogénicas nio sio tipaveis (MOURA et al., 2001; MENAO
et al.,, 2002; McPEAKE et al., 2005; YAGUCHI et al., 2007), e quando se investiga a
associacdo de sorogrupos a fatores de viruléncia percebe-se que determinados genes
relacionados a patogenicidade como: iss, tsh, cvaC, iutA sdo amplamente distribuidos entre
APEC, independente do sorogrupo O (YAGUCHI et al., 2007; McPEAKE et al., 2005).
Desse modo, a investigacdo da presenga e prevaléncia de fatores de viruléncia torna-se
necessaria, para que se possa ter um marcador caracteristico de amostras de APEC.

Estudos tém demonstrado significativa diferenca na presenga de fatores e
genes de viruléncia em amostras de E. coli patogénicas e comensais. Atribuindo uma forte
associacao entre APEC e fatores/genes de viruléncia, o que sugere um importante papel destes
na patogenicidade das amostras (YAGUCHI et al., 2007).

Os principais fatores e genes de viruléncia descritos em APEC sdo Fimbria
tipo 1 (F1A) e fimbria P (F11), curli, aerobactina, antigeno capsular (K1), hemaglutinina

temperatura sensivel (TSH), (MELLATA et al., 2003) resisténcia ao soro (proteinas de
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membrana externa: Iss, TraT, Omp A) e toxinas, producdo de colicinas, ¢ hemolisinas (LA
RAGIONE; WOODWARD, 2002; VIDOTTO et al., 1990; NOLAN et al., 2003). Genes
associados a APEC, dentre os quais estdo presente “incresed serum survive” (iss),
hemaglutinina temperatura sensivel (tsh) e colicina V (cvaC), tem sido estudados na tentativa
de encontrar uma correlacdo destes com a patogenicidade das amostras (DELICATO et al.,
2002; SKYBERG et al., 2003).

O controle da colibacilose tem sido dificultado ao longo dos anos em
virtude do aumento da freqiiéncia de resisténcia a antibidticos (VANDEMAELE et al., 2002;
MCcPEAKE et al., 2005) e por caréncia de um marcador que identifique facilmente amostras
de E. coli virulentas. Dessa maneira estudos voltados para o conhecimento dos fatores de
viruléncia podem auxiliar no desenvolvimento de estratégias para o controle da colibacilose
(NOLAN et al., 2003), principalmente, no que se refere a capacidade em resistir aos
componentes do soro, ja que, relatos atribuem a este fator de viruléncia, uma participagao

significativa na patogénese da colibacilose aviaria (MELLATA et al., 2003).

1.3 GENE ISS E PROTEINA IsS

O gene iss (increased serum survive) foi descrito pela primeira vez por
Binns et al. (1979), por seu papel na resisténcia ao soro associado com o plasmidio que
codifica a produgdo de colicina (Col V) em isolados de E. coli humana, aumentando em 100
vezes a viruléncia de E. coli para pintainhos de um dia de idade (BINNS et al., 1979).

O gene iss foi localizado na ilha de patogenicidade presente no plasmidio
ColV/BM, que comumente ocorre em amostras de APEC, localizado em uma regido
altamente conservada do plasmidio (JOHNSON et al., 2006).

Johnson et al. (2002) descreveram que em APEC, o gene iss localiza-se em
um plasmidio conjugativo R, com um tamanho aproximado de 100 kilobases, juntamente com
outros genes de viruléncia e de resisténcia a antimicrobianos. A transferéncia deste plasmidio,
por conjugagdo, para outras bactérias avirulentas, inclusive outras E. coli, pode conferir a
estas a capacidade de produzir colicina, aerobactina, resisténcia a ampicilina, a tetraciclina e
ao complemento. (JOHNSON et al., 2002).

Acredita-se que iSS seja derivado do gene bor, um gene do bacteriofago
lambda, que codifica a lipoproteina Bor, presente no envelope celular do lisogeno conferindo

resisténcia sérica a este (HORNE et al., 2000).
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A seqiiéncia de nucleotideos destes dois genes apresenta 90% de
similaridade (HORNE et al., 2000). Porém o gene bor, esta presente também em amostras de
E. coli comensal (LYNNE et al., 2006a; LYNNE et al., 2007; PFAFF-MCDONOUGH et al.,
2000) enquanto que iss ¢ mais freqiiente em amostras patogénicas (PFAFF-MCDONOUGH
et al., 2000).

Johnson et al (2008), ao realizar estudos sobre a evolu¢do do gene iss,
avaliando alinhamento de seqiiéncias de iss e bor, demonstraram que existem trés alelos
geneticamente distintos de iSS, os quais foram classificados como tipo 1, 2 ¢ 3. A similaridade
da seqiiéncia da iss tipo 1 em relagdo as demais ¢ de 94,2 ¢ 95,5%. A iss tipo 1 é encontrada
geralmente em plasmidios e sua ocorréncia ¢ maior entre as APEC ¢ E. coli isoladas de
meningite (66% e 78% respectivamente), sugerindo uma alta prevaléncia do plasmidio
ColV/BM entre estas bactérias.

Estudos realizados por Pfaff-McDonough et al. (2000), sugerem que a
presenca apenas do gene iSS ndo seria suficiente para identificar uma cepa como virulenta, ja
que foi demonstrada a presenga deste gene em amostras comensais. Todavia, Tivendalle et al.
(2004) afirmam que o gene isS desenvolve um importante papel na viruléncia de APEC, e
quando associado ao gene iUCA, que codifica para a producdo do sideréforo aerobactina,
permite-se verificar amostras altamente virulentas.

A ocorréncia de iSS estd associada a colisepticemia e celulite aviaria
(JEFFREY et al., 2002). Brito et al. (2003) demonstraram uma alta prevaléncia (83%) do gene
ISs em amostras de E. coli isoladas de casos de celulite, sugerindo um possivel papel do gene
IS na patogenia desta enfermidade.

A proteina Iss, codificada pelo gene iss, ¢ uma lipoproteina de 10-11 kDa
localizada na membrana externa bacteriana, contém 102 aminoacidos e ¢ resistente a hidrolise
acida (HORNE et al., 2000; NOLAN et al., 2003). Esta proteina é responsavel pelo bloqueio
do complexo terminal do sistema complemento que atua na membrana celular causando a lise
bacteriana (BINNS et al., 1982).

A habilidade em restringir o deposito da proteina C3 do sistema
complemento sobre a superficie bacteriana confere ao microorganismo a capacidade de
sobreviver na presenca de soro (DHO-MOULIN; FAIRBROTHER, 1999), driblando o
sistema complemento, o qual ¢ o principal mecanismo de defesa do hospedeiro contra
infecgdes bacterianas, j4 que promove a opsonizagdo ou mesmo lise do agente infeccioso

(BINNS et al., 1982).
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O sistema complemento ¢ o principal mediador humoral do processo
inflamatorio junto aos anticorpos (ITURRY-YAMAMOTO; PORTINHO, 2001). A
capacidade em resistir aos efeitos protetores do sistema complemento do hospedeiro, que
algumas amostras bacterianas de E. coli apresentam, exerce um importante papel no
desenvolvimento de colibacilose nas aves (NOLAN et al., 2003), visto que bactérias sensiveis
ao soro sao incapazes de colonizar 6rgaos internos (MELLATA et al., 2003).

Os mecanismos de resisténcia ao complemento em E. coli, tém sido
relacionados a presenga do antigeno capsular K-1, a lipopolissacarideos (LPS) e a
determinadas proteinas de membrana externa tais como: Iss, TraT e OmpA (NOLAN et al.,
2003). Porém, a presenca de capsula ocorre raramente em amostras de APEC e isto permite a
dissociagdo deste fator com resisténcia ao complemento (PFAFF-MCDONOUGH et al.,
2000). Quanto a presenga de LPS, tanto amostras de E. coli isoladas de aves com colibacilose,
quanto isolados de fezes de aves sadias apresentaram esta estrutura, ja que se trata de uma
bactéria Gram-negativa, desse modo esta caracteristica ndo permite que seja feita correlagao
com a capacidade da amostra em causar doenca (PFAFF-MCDONOUGH et al., 2000).

Estudo avaliando a relagdo dos genes iss, traT, ompA com a resisténcia ao
complemento, demonstrou que ndo houve diferenca significativa quanto a presencga de TraT e
OmpA no que se refere a patogenicidade das amostras, enquanto que houve diferenca
altamente significativa quanto a presenc¢a de Iss (PFAFF-MCDONOUGH et al., 2000).

De acordo com Mellata et al. (2003), dentre os mecanismos de viruléncia
encontrados em APEC, a resisténcia ao efeito bactericida do soro, mediada pelo gene iss,
apresenta-se como um relevante mecanismo, apesar de nao ser o Unico presente em bactérias
capazes de atingir aos os o0rgaos internos das aves e causar uma infec¢@o. Nolan et al. (2003)
sugerem que o gene ISS assume papel fundamental no mecanismo de resisténcia ao sistema
complemento do hospedeiro.

O gene iss, ja foi encontrado em diversos sorogrupos de APEC, e isolado de
varios tipos de lesoes, de diferentes espécies de aves e formas de colibacilose (LYNNE et al.
2006a), e, além disso, analise da seqiiéncia de aminoacidos sugere muitas porgdes de Iss como
antigénicas (HORNE et al., 2000; LYNNE et al., 2006a; 2006b; LYNNE et al., 2007), dessa
maneira, estratégias centradas no gene isS poderiam contribuir para o controle da colibacilose,
j& que a proteina Iss apresenta-se como bom imunodgeno e poderia ser utilizada como vacina
(LYNNE et al., 2006a). Porém existe a necessidade de estudos para se determinar e definir
melhor a contribuicdo do gene isS na patogénese da colibacilose aviaria, além de explorar a

eficacia da proteina Iss como uma vacina e em protocolos de diagndstico.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Clonar e sequenciar o gene iSS de Escherichia coli patogénica para aves

(APEC) e caracterizar a proteina recombinante Iss.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e (Caracterizar genotipicamente o gene isS.

e Purificar a proteina Iss recombinante (rISS), a partir de plasmidios
recombinantes por meio de cromatografia de afinidade.

e Obter anticorpos especificos da classe IgY anti-rISS de galinhas
poedeiras imunizadas com a proteina recombinante.

e Analisar a atividade de IgY anti-rISs na inibicdo do crescimento bacteriano e

imunoprotec¢do passiva de pintainhos.
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3.1. “Cloning, sequencing, expression and sequence diversity of iss gene from avian

pathogenic Escherichia coli (APEC) isolated in Brazil”.
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Abstract
The Iss (Increased Survive Serum) protein is the major characteristic of

resistance to complement system of Escherichia coli patogenica para aves (APEC). The
objectives of this work were both study the diversity sequence iss gene from APEC and
characterize the recombinant ISS protein by its biological activity. The iss gene of 309
pb was amplified by PCR, cloned and expressed in E. coli BL21 (DE3) using the pET
SUMO vector. The iss gene from APECY strain was classified as iss type 1 by
differentiation of the three iss gene allele types. The protein was expressed by induction
of IPTG and purified in resin charged with the nickel ion. Antibodies IgY anti rISS
reacted with rISS showing a molecular mass of 22 kDa, corresponding 11KDa of ISS

protein and 11 KDa SUMO protein.

Keywords: Avian pathogenic E. coli (APEC). Gene isS. Serum resistance. Cloning.

rlss.
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Introduction

Escherichia coli strains designated as avian pathogenic E. coli (APEC) possess
specific virulence factors and are able to cause avian colibacillosis (VIDOTTO et al.,
1990; DHO-MOULIN and FAIRBROTHER, 1999). This disease is a serious problem
for the poultry industry, since it causes high economic losses. The most severe
manifestation of avian colibacillosis is septicemia, which is characterized by air
sacculitis, pericarditis, perihepatitis, and salpingitis (GROSS, 1994).

Several potential virulence genes were identified in APEC, and their virulence-
associated bacterial properties include adherence to the respiratory tract, resistance to
the immunological defences, multiplication under iron-restricted conditions, and
production of cytotoxic effects (DELICATO et al., 2003; DHO-MOULIN and
FAIRBROTHER, 1999; VANDEKERCHOVE et al., 2005). The genes more frequently
found in pathogenic isolates and not detected in faecal isolates from healthy birds are
tsh, iutA, iss, cvaC, papC, which were found in different associations among several
putative pathotypes (DELICATO et al.,, 2003; LA RAGIONE and WOODWARD,
2002; RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005a, 2005b).

Recently we cloned and characterized the tsh and iutA genes from APEC. The
anti-Tsh inhibited the hemagglutinating activity of strains APEC13 and BL21/pET101-
tsh. Anti-IutA IgY was able to inhibit the TutA biological activity, inhibiting the
sensitivity to cloacin DF13 of APEC9 (SIMOES et al., 2006; TOCANO et al., 2008).
However, anti-IutA IgY did not inhibit the growth of APEC9 in M9 and did not protect
chickens inoculated with APEC, suggesting that APEC possess another iron acquisition
mechanism distinct of aerobactin (TOKANO et al., 2008).

Published research has shown that the increased serum survival gene (iSS) is
strongly correlated with an APEC isolate’s ability to cause disease in poultry
(RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005; LYNNE et al., 2007) and has been localized to large
plasmids that typify the APEC pathotype (GIDDINGS et al., 2002; JOHNSON et al.,
2006). Serum resistance in E. coli has been related to several structural factors including
a K1 antigenic capsule (LEYING et al., 1990) and certain outer membrane proteins,
including TraT, ISs, and OmpA (BINNS et al., 1982; CHUBA et al., 1986; WEISER
and GOTSCHLICH, 1991).

The protein ISS product of iss, is thought to occur as a 10 to 11 kD lipoprotein in
the bacterial outer membrane (HORNE et al., 2000) and presents 90% similarity with
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the Bor protein, a lipoprotein of the cell envelope of E.coli lambda lysogens (LYNNE et
al., 2007).

Recently, an alignment of all of iss and bor sequences revealed three genetically
distinct alleles of iss, which have been designated iss types 1 to 3 and can discriminate
the E. coli pathotypes (JOHNSON et al., 2008).

The objective of this study was cloning, sequencing and expression of the iss gene

from APEC isolated in Brazil, and the phylogenetic analysis of different iss types.

Materials and Methods

Bacterial strain

The avian pathogenic Escherichia coli strain APEC9 used in this study was
recovered from the trachea of a colisepticemic chicken (VIDOTTO et al., 1990). This
strain shows resistance to tetracycline, ampicillin and serum complement. It is produces
colicin V, and has an iron uptake system mediated by aerobactin and carries one large
plasmid of approximately 120 kilobases (Kb) (VIDOTTO et al., 1990). The APEC9
strain presented serotype O2:H9:K1 (MOURA et al., 2001) and was pathogenic to 1-
day-old chickens by means of pathogenicity test, presenting LDso of 1 x 10° cells/ ml.
The iutA, tsh, iss, papC, papG and cvaC genes were detected in the E. coli APEC9
strain (DELICATO et al., 2002; DELICATO et al., 2003).

Cloning and sequence analysis of the iss gene

The entire iss open reading frame was amplified from APEC9 genomic DNA by
PCR. A pair of primers was constructed according to sequences in GenBank, iSS
forward 5’ - ATGATGCAGGATAATAAGATGAAAAAAATG - 3’ and iss reverse-
5’- CTATTGTGAGCAATATACCCGG - 3°. PCR was carried out in a total volume of
50 ul containing 50 ng of DNA template, 1 pl each of the primers at 20 pmol, and 200
uM of each deoxynucleoside triphosphate, 2U Taq DNA polymerase (Invitrogen Life
Technologies, Sao Paulo, Brazil). The PCR conditions were as follows: 94°C for 5 min
followed by 30 cycles of 94°C for 1 min, annealing at 50°C for 1 min, and 72°C for 1

min, followed by a final extension at 72°C for 7 min in a thermal cycler (mastercycler
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personal eppendorf ®). The amplified DNA was visualized in 1.0% agarose gels stained
with ethidium bromide.

PCR product was quantified and 50 ng were used as insert in the pET SUMO ©
vector (5.5 Kb) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Chemically competent E. coli host
strain Mach cells (Invitrogen) were then transformed with 3 pl of the cloning reaction.
The transformants colonies were selected on plates containing 30 pg of kanamicin, and
the recombinants plasmids were extracted by alkaline lysis (SAMBROOK et al.,1990).
The presence of iss genes were confirmed by PCR and subsequent restriction enzyme
digestion of recombinant plasmids with EcoRI and Smal. The correct position of iss
gene was confirmed by sequencing with primers SUMO forward (5°-
AGATTCTTGTACGACGGTATTAG-3") T7 reverse (5-
TAGTTATTGCTGAGCGGTGG-3’) and iss primers, utilizing commercial kit BigDye
Terminator (Applied Biosystems, CA, USA).

The obtained sequences were analyzed by BLAST through the NCBI website
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) to verify the sequence identity. DNA and amino acid
sequence analyses were carried out by the software “CAP3 Contig Assembly Program”
and “ClustalW (1.81) Multiple Sequence Alignments” and “Six Frame Translation of

Sequence”.

Expression of genes on E. coli strain and purification of recombinants Iss proteins.

The recombinant plasmids were utilized in transformation reactions with E. coli
BL21 Star (DE3) One Shot (Invitrogen Life Technologies, Sao Paulo, Brazil). The
BL21/pET SUMO-iss strain was grown to an optical density of ODgo nm 0.5, and IPTG
(Invitrogen Life Technologies, Sao Paulo, Brazil) was added to 1mM and aliquots were
removed at different times to choose the best time for expression. The cells were
collected by centrifugation and treated with the buffer containing 6 M guanidine-HCI
and sonicated on the ice with three 5-second pulses at the high intensity. The lysate was
then centrifuged at 3000 x g for 15 min and the supernatant was transferred to Ni-NTA
resin (Qiagen, Sao Paulo, Brazil); previously washed with the Denaturing Binding
Buffer (8§ M urea, 100 mM NaH;PO4, 10 mM Tris-Cl, pH 8.0). The supernatant and
resin were incubated for 1h on a rotation wheel. Then the resin was washed once with
the Denaturing Binding Buffer at pH 8.0, twice with the buffer at pH 6.3, and three
times with the buffer at pH 5.9. The protein was eluted using 8 M urea buffer at pH 4.0.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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The protein concentration was measured using the Bradford method (1976) and

analyzed on SDS-PAGE 15%.

Production of IgY and hyperimmune serum in hens

The procedures used were approved by the Ethics Committee for Experiments in
Animals (CEEA, n° 39/07), Universidade Estadual de Londrina. Two Shaver breed
chickens were utilized for the production of IgY anti-rISs. Each animal received three
inoculations of 100pg (LARSSON et al, 1998) of protein at intervals of 14 days by the
intramuscular via. During the first inoculation the complete Freund adjuvant (Sigma
Immuno Chemicals, Sao Paulo, Brazil) was used, while the incomplete Freund adjuvant
was administered in all other inoculations. The eggs were collected daily, beginning
one week before immunization until two weeks after the last inoculation. The IgY
extraction was realized as described Akita et al. (1993). The IgY purifity was then
centrifuged, the obtained sediment resuspended in sterile water dialysed and maintained
at - 20 °C until usage.

Extractions of post-immunization IgY were adsorbed with E. coli BL21 Star for

use in Western blott.

SDS PAGE and Western blotting

The expression and the localization of recombinant ISS was demonstrated by
SDS-PAGE and Western blot. Purified recombinant proteins were loaded in an 15%
SDS-PAGE gel. The gel were either stained with Comassie Brilhant blue or transfer to a
nitrocellulose membrane (Amersham International, Amersham, UK) for Western
blotting analysis (TOWBIN and GORDON, 1984). The membrane was blocked with
5% skim milk for 1 h at room temperature, washed in PBS-T (PBS + 0.1% Tween 20),
and incubated for l1h with a 1:500 dilution of anti-r[SS. The membrane were then
incubated with chicken anti-IgY (1:10,000) stained with peroxidase (Sigma). The
membrane were washed and the rISS were detected by means of the enhanced
chemiluminescence (ECL) Western Blotting System (Amersham International,

Amersham, UK). Protein molecular mass markers were used as standards.



31

Results

The insertion of the iss gene of APECY into the plasmids pETSUMOYiss was
confirmed. The recombined plasmid pETSUMO/iss, which was cleaved with the
enzyme EcoRI, presented molecular mass of 5.8 Kb, 5.5 Kb of the vector and 0.3 Kb of
the iss gene (Fig. 1). The iss gene was amplified using the pETSUMOY/iss plasmids, and
the sequence of the iss gene showed that it was inserted at the correct positions into the
vector.

The complete iss sequence from APEC9 was deposited in GenBank (Accession
N%bankit 1175137). The Figure 2 shows the alignment of the iss sequence from APEC9
with the sequence of three genetically distinct alleles of iss, designated iss types 1 to 3
and with the bor sequence, demonstrating that APEC9 has the iss gene type 1. There
was 100% of similarity among the iss sequence from APEC9 with those of others
APEC strains isolated of different countries and different serotypes; from USA O1:K1
(DQ381420), 02 (AF042279, AY545598), O78:K80 (AF449498), 0103 (CP001232);
from Australia O non-typeable:H28 (EU330199); from Iran O78 (FJ416147) and from
China Ol (DQ295188), 02 (DQ295187), 078 (DQ309288, DQ309289, DQ309290,
0109 ( DQ309281, DQ309291), O119 ( DQ309292). Also, this sequence type 1 was
found in chicken fecal strain O5 from China (DQ299279, DQ29980, DQ299399,
DQ299400).

The Fig.3A shows the rlss protein, an expected band around 22 kDa,
corresponding 11 kDa of Iss and 11 kDa of SUMO protein, which was more evident after
4 h of induction with IPTG (lane 3). This band was observed in the insoluble fraction or
inclusion bodies and was absent in the negative control. rISS was solubilized and purified
with the Ni-NTA purification system under denaturing conditions. The results obtained
from SDS-PAGE showed that rIsS was successfully expressed in BL21 (DE3) and
purified by means of Ni-NTA resin (Fig.3 A, lane 4), although the SUMO-ISS was not
cleaved with SUMO protease at different conditions as manufacturer’s recommendations.

The expression of rIss protein and its reactivity with the hen hyper-immune

serum by Western blotting are shown in Figure 3 B.
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Discussion

APEC has been widely studied for its role as agent extraintestinal infections,
which causes high losses in the poultry industry (MINHARRO et al., 2001; ASSIS et
al., 2003; BARNES and GROSS, 1997). The most important gene responsible by serum
resistance presented by APEC is the iss gene (LYNNE et al., 2007; BINNS et al., 1982;
PFAFF-MCDONOUGH et al., 2000).

Recently, the differentiation of the three iss gene allele types in E. coli provides
an additional tool for discriminating among E. coli pathotypes (JOHNSON et al., 2008).
The plasmid-borne iss allele (designated type 1) was highly prevalent among APEC
(78%) and neonatal meningitis-associated E. coli isolates (66%) but not among
uropathogenic E. coli isolates. The types 2 and 3 was highest among necrotoxigenic and
human EXPEC strains, respectively (JOHNSON et al., 2008). The different iss types
appear to have evolved from a bor-containing phage precursor, with several key events
leading to the current iss alleles present on different prophage elements and conjugative
plasmids (JOHNSON et al., 2008).

In this work, we sequenced the iss sequence from APEC9 (0O2:H9:K1) and the
alignment this sequence with those described in the GeneBank showed that it belong to
iss type 1. This sequence has 100% of similarities with those of different serotypes
APEC strains from of USA, Australia, Iran and China. In China the sequence type 1
was found in E. coli OS5 strain isolated from chicken fecal, however we found E. coli O5
as APEC in Brazil (MOURA et al., 2001).

The iss type 1, as well as others genes associated with the virulence of APEC, is
commonly plasmid-linked (JOHNSON et al., 2002, 2006; RODRIGUEZ-SIEK et al.,
2005a , 2005b; SKYBERG et al., 2006) and the APEC plasmids may serve as reservoirs
of resistance or virulence genes for human EXPEC. Thus, APEC could be a possible
source of UPEC causing UTIs or other diseases in human beings (EWERS et al., 2007;
JOHNSON et al., 2007; RAMCHANDANI, 2005; RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005a).
Several plasmid-linked APEC-derived sequences (tsh, cvaB, traR, traC and sopB) were
predominantly present in APEC, as compared to UPEC (KARIYAWASAM et al,.
2007), however the iss gene of UPEC is commonly found in the chromosome and it is
of the iss type 2 (JOHNSON et al., 2008). In our analysis, the iss type 1 was found in
only a plasmid of UPEC (AY205565).
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Iss and Bor proteins are exposed on E. coli outer membrane where they may be
recognized by the host's immune system (LYNNE et al., 2007). In this work, the iss
gene was successfully cloned into pETSUMO and the recombinant protein SUMO-ISS
was purified in Ni-NTA resin with denaturing conditions. Although SUMO, expressed
by pETSUMO vector, increases the solubility of recombinant proteins, the results
showed that rlss is insoluble. The SUMO-Iss was not cleaved with SUMO protease and
the antibodies elicited by SUMO-ISS were directed against SUMO and not ISS. This
response can be due the size of SUMO that is two times the size of Iss. Others authors
also cloned the iss gene, but they used the pGEX-6P-3 vector, and the purification of
protein was by affinity chromatography with Glutatione-Sepharose (FOLEY et al.,
2000; LYNNE et al., 2006a). However, chicken immunize with GST-Iss were able to
produce antibody against Iss (LYNNE et al., 2006a).

In conclusion, the iss gene from APEC 9 strain is the genotype 1 that is highly

prevalent among APEC and it could be used in diagnostic protocols.
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Figure 1. Agarose gel with pETSUMOV/iss.
1- pPETSUMOYViss; 2- pETSUMOYViss
clived with EcoRI; 3- lambda HindIII.

ATGAAAAAAA TGTTATTTTC TGCCGCTCTG GCAATGCTTA TTACAGGATG TGCTCAACAA ACGTTTACTG TTGGAAACAA
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Alingment of iss gene of APEC 9 strain from Parana State-Brazil and iss type 1, 2, 3, and bor
genes sequences, indicating the nucleotides that are different from APEC 9 and type 1 sequences.
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66.0 kDa

22.0 kDa

14.0 kDa
22,0 kDa

Figure 3. Expression of the rIss protein by clone E. coli/pETSUMO-iss and immunological response of this
protein in chickens. (A) SDS-PAGE 15% stained with Comassie brilhant blue. Lane 1- E. coli
BL21; lane 2 - clone BL21/pETSUMO-iss non induced; lane 3 - clone BL21/pETSUMO-iss
induced with IPTG 1mM; lane 4 - eluted rlss; lane 5 - Mass Molecular. The band of approximately
22 kDa corresponding to Iss protein. (B) Western blot with anti-rlss IgY and anti-chicken IgY
conjugated with peroxidase. Lane 1 - E. coli BL21; lane 2 - clone BL21/pETSUMO-iss induced
with [IPTG 1mM; lane 3 - eluted rlss. The band of approximately 22 kDa corresponding to
recombinant Iss protein.
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3.2. “Avaliacdo da atividade bioldégica do anticorpo IgY anti-proteina

recombinante Iss de Escherichia coli patogénica para aves (APEC)”
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'Depto. Medicina Veterinaria Preventiva/CCA/UEL. “Depto. de Microbiologia/CCB/UEL.
Campus Universitario. Caixa Postal 6001, CEP: 86051-970, Londrina, PR.

E-mail: angelita_sampaio@yahoo.com.brT

Resumo

Escherichia coli ¢ o agente responsavel pela colibacilose aviaria, a qual é uma das
principais causas de prejuizos econdmicos na avicultura industrial moderna, decorrente
do aumento da mortalidade, dos custos com tratamento ¢ da condenagao de carcagas no
abatedouro. A patogenicidade das amostras de APEC est4 relacionada com a presenca
de um ou mais fatores de viruléncia, sendo um dos principais fatores a proteina ISS,
codificada pelo gene iss (increased serum survive), que confere resisténcia ao sistema
complemento, aumentando a capacidade das amostras de APEC em resistir as defesas
imunolodgicas. O objetivo deste estudo foi obter e avaliar a atividade de IgY/rIss sobre o
crescimento bacteriano de APEC e sobre a capacidade de imunoprote¢ao em pintinhos
de um dia. O gene iss foi obtido pela PCR de um isolado de APEC e clonado no vetor
pET30. A proteina foi induzida com IPTG e purificada em coluna de resina ligada ao
niquel. A proteina rISs foi separada em SDS-PAGE (15%) e inoculado trés doses de
100pg de proteina nos animais com intervalo de 15 dias. A IgY/rIss foi extraida dos
ovos, e demonstrou reatividade no Western blot com rIss e BL21/pET30iss induzida
apresentando massa molecular de aproximadamente 14kDa. A producao de IgY/ rISs foi
avaliada por meio de técnica de ELISA, e foi observado que os niveis de anticorpos
aumentaram ao longo das semanas pdés imunizacao. O anticorpo IgY/rISS diminuiu
significativamente (P<0,01) o crescimento bacteriano na presenga de soro, pelo teste de
inibi¢do a atividade sérica, e diminuiu o escore de lesdes de aerossaculite apresentadas
pela APEC9, no teste de imunoprotecdo de pintinhos de 1 dia.. Os resultados deste
trabalho permitem concluir que rISS foi capaz de induzir a producdo de IgY anti-rIss e
estes atuaram de maneira significativa sobre o crescimento bacteriano e diminui¢ao do

grau lesoes de aerossaculite.
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Palavras-chave: Escherichia coli patogénica para aves (APEC). Iss recombinante.

Resposta imune.

Introducéo

Escherichia coli, ¢ um dos principais agentes oportunistas ¢ agressores do trato
respiratorio das aves, causando um sério prejuizo econdmico para o setor avicola. A
utilizagdo de vacinas ¢ uma estratégia que permite minimizar o risco de doengas nos
plantéis. Atualmente, com o avango da biologia molecular e imunologia, novas
estratégias estdo sendo aplicadas para o desenvolvimento de vacinas eficientes e
seguras.

As linhagens de E. coli patogénicas encontradas em aves, denominadas “Avian
Pathogenic E. coli” (APEC) estdo associadas com infecgdes extraintestinais no trato
respiratorio, cutaneas e/ou sistémicas, (DHO-MOULIN e FAIRBROTHER, 1999). As
infeccdes causadas por APEC sdo designadas colibacilose aviaria, a qual ¢ uma das
principais doengas de impacto na avicultura industrial moderna, devido aos grandes
prejuizos econdmicos causados mundialmente por quadros como: colisepticemia,
peritonite, pneumonia, pleuropneumonia, aerossaculite, pericardite, celulite,
coligranuloma, doenga cronica respiratoria complicada (DRCC), onfalite, salpingite,
sindrome da cabeca inchada (SCI), panoftalmia, osteomielite, ooforite e sinovite
(FERREIRA e KNOBL, 2000; GROSS, 1994; LA RAGIONE, 2002). Os prejuizos
econdmicos decorrentes desta enfermidade vao desde aspectos relacionados ao
comprometimento do crescimento, da conversao alimentar ¢ da uniformidade dos lotes
(MINHARRO et al., 2001; ASSIS et al., 2003) assim como custos com tratamento,
mortalidade de animais ¢ condenagdo de carcacas no abatedouro (BARNES ¢ GROSS,
1997).

Estudos t€ém demonstrado significativa diferenca na incidéncia de fatores e genes
de viruléncia em amostras de E. coli patogénicas e comensais. Atribuindo uma forte
associacdo entre APEC e fatores/genes de viruléncia, o que sugere um importante papel
destes na patogenicidade das amostras (YAGUCHI et al, 2007).

Genes associados a APEC, dentre os quais estdo presente “incresed serum

survive” (iss), hemaglutinina sensivel a temperatura (tsh) e colicina V (cvaC), tem sido
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estudados na tentativa de encontrar uma correlacdo destes com a patogenicidade das
amostras (DELICATO et al., 2003; SKYBERG et al., 2003).

O gene iss foi descrito pela primeira vez por Binns et al. (1979), por seu papel na
resisténcia ao soro associado com o plasmidio que codifica a produg¢do de colicina
(ColV) em isolados de E. coli humana, aumentando em 100 vezes a viruléncia de E. coli
em pintainhos de um dia de idade (BINNS et al., 1979). Johnson et al, (2006)
localizaram o gene isS na ilha de patogenicidade presente no plasmidio ColV/BM, que
comumente ocorre em amostras de APEC, localizado em uma regido altamente
conservada do plasmidio. Em outros estudos, Johnson et al., (2002), descreveram a
localizagao do mesmo gene no plasmidio conjugativo R (100kb) presente em amostras
de APEC, juntamente com outros genes de viruléncia e de resisténcia a antimicrobianos.
A transferéncia deste plasmidio, por conjugacdo, para outras bactérias avirulentas,
inclusive outras E. coli, pode conferir a estas a capacidade de produzir colicina,
aerobactina, resisténcia a ampicilina, a tetraciclina e ao complemento (JOHNSON et al.,
2002).

A proteina ISS, codificada pelo gene isS, ¢ uma lipoproteina de 10-11 kDa
localizada na membrana externa bacteriana, e contém 102 aminoacidos (HORNE et al.,
2000; NOLAN et al., 2003). Iss ¢ responsavel pelo bloqueio do complexo terminal do
sistema complemento que atua na membrana celular causando a lise bacteriana (BINNS
et al., 1982). A habilidade em restringir o depdsito da proteina C3, do sistema
complemento, sobre a superficie bacteriana, confere ao microorganismo a capacidade de
sobreviver na presenca de soro (DHO-MOULIN e FAIRBROTHER, 1999), driblando o
sistema complemento, o qual ¢ o principal mecanismo de defesa do hospedeiro contra
infeccOes bacterianas, ja que promove a opsonizacdo e lise do agente infeccioso
(BINNS et al., 1982).

A andlise da seqiiéncia de aminoacidos da proteina ISS sugere varias regides
como antigénicas (HORNE et al., 2000; LYNNE et al., 2006a), indicando ser um bom
imunégeno e um forte candidato a formulagdo de vacinas e a protocolos de diagnostico
(LYNNE et al., 2006a; 2006b; 2007). Porém, existe a necessidade de estudos para se
determinar e definir melhor a contribui¢do do gene isS na patogénese da colibacilose
aviaria, além de explorar a eficacia da proteina Iss como uma vacina.

Considerando a importancia do setor avicola para a economia do pais e a
correlagdo existente entre o gene iSS e amostras virulentas de Escherichia coli ¢ a

necessidades de estudos sobre tal gene, foi realizado este trabalho com o objetivo de
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produzir anticorpos IgY/ rIss, verificar a sua atividade sobre o crescimento bacteriano e

sobre a capacidade de imunoprotecdo de pintinhos de 1 dia.

Material e métodos

Amostra bacteriana

A amostra de Escherichia coli patogénica para aves - APEC9 (02:H9:K1) usada
neste estudo foi isolada da traquéia de frangos com colisepticemia (MOURA et al.,
2001). Esta bactéria ¢ resistente a tetraciclina e ampicilina, apresenta habilidade em
resistir ao soro, produz colicina V e tem sistema de captagdo de ferro mediado por
aerobactina, além de possuir um plasmidio de aproximadamente 120 Kb (VIDOTTO et
al., 1990). Os genes iss, iUtA, tsh, papC, papG e cvaC foram detectados em APEC9
(DELICATO et al., 2002; DELICATO et al., 2003).

Clonagem do gene iss e expressao da proteina recombinante

O gene iss foi sub-clonado do plasmidio pETSUMOYiss (Baptista et al., 2007) e
clivado com as endonucleases de restrigio Hind III e EcoRI (Invitrogen'™ Life
Technologies®) no vetor pET30 (Novagen). A reagdo de clivagem foi verificada em gel
de agarose 1,5% e o fragmento iss foi recortado do gel e purificado usando Gel
Extraction Kit (Qiagen, Valencia, CA), conforme especificagdes do fabricante. O gene
iss foi incubado com 50 mg do vetor pET 30 linearizado com as enzimas Hind III e
EcoRI, 1ul de T4 DNA ligase 400U pl' (Invitrogen™ Life Technologies®) num
volume total de 20ul por 16 horas a 16°C. A bactéria E. coli TOP10 (Invitrogen™ Life
Technologies®) competente foi transformada com a mistura de ligagao (pET30/iss), e
algumas colonias transformantes selecionadas em LB &4gar contendo canamicina (30
ug/mL) foram crescidas em caldo LB com antibidtico (30 pg/mL) para extracdo do
plasmidio recombinante (pET30/iss), pela técnica de lise alcalina (SAMBROOK et al.,
1990).

Para confirmar a sub-clonagem do gene iSS e se o inserto estava em fase no
vetor, o pET30/iss foi digerido com endonuclease de restrigdo Hind III ¢ Smal e foi

realizada a técnica da PCR com os primers iss Iss/For 5 —
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ATGCAGGATAATAAGATGAAAAAAATG - 3 e Iss Ver 5 -
CTATTGTGAGCAATATACCCGG — 3’. O resultado da clivagem foi verificado em
gel de agarose 0,8%. Apos a confirmagao da presenca do gene, E. coli BL21 Star (DE3)
One Shot (Invitrogen™ Life Technologies ®) competente foram transformadas com
pET30/iss, para a expressao da proteina recombinante ISS (rISsS).

Para induzir a expressao da proteina rIss, E. coli BL21/iss, foi crescida em caldo
LB com canamicina (30 pg/mL) até atingir densidade optica (DOgg9) de 0,6, em que foi
adicionadolmM de Isopropil-thio-D-Galactoside (IPTG) (Sigma-Aldrich) e incubado a
37°C, com agitacdo. Aliquotas de hora em hora foram retiradas para selecionar o melhor
tempo de indugdo. A expressdo de rISs, foi verificada por eletroforese em gel de
poliacrilamida (15%). Apo6s a confirmacdo da expressdo da proteina recombinante, a
cultura obtida em larga escala foi centrifugada para a obtencao do precipitado, contendo

as células transformadas, o qual foi armazenado a -20°C até o uso.

Purificacdo da proteina recombinante

A purificagdo da rISS foi realizada sob condigdes desnaturantes, por
cromatografia de afinidade ao metal imobilizado Ni-NTA (QIAGEN - Integrated
Solutions for the Life Sciences), segundo protocolo do fabricante, e a concentracao de

proteinas foi determinada pelo método de Bradford (1976).

Imunizacdo de galinhas poedeiras e extracdo da imunoglobulina da classe Y (IgY)

Os procedimentos realizados nos animais foram aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal - CCEA n° 39/07. Para o ensaio foram utilizadas duas
galinhas poedeiras Hy Line, com 20 semanas de idade, alojadas em gaiolas
individualizadas, recebendo agua potavel e ragdo de postura ad libidum. Cada ave foi
imunizada com 100 pg rIss (LARSON et al., 1998) emulsificada com ISCOMATRIX
adjuvante, via intramuscular, sendo realizada trés imuniza¢des com intervalos de 15
dias.

Os ovos foram coletados diariamente e armazenados a 4°C até o momento da
extragdo da IgY, a qual foi realizada de acordo com a técnica de precipitagao por sulfato
(AKITA e NAKALI, 1993; AKITA e NAKAI, 1994) modificada, que consistiu em, apos

separar as gema das clara, realizar a dilui¢do das gemas com 4gua destilada pH 2,5 (1:5)
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e em seguida congelar a -20° C por 24 h . No dia seguinte a solugdo foi descongelada e
filtrada com auxilio de papel filtro, ao filtrado foi adicionado sulfato de amonio, para se
obter concentracdo final de 35% e homogeneizado por 15 min. Apds 1h de repouso foi
centrifugado a 5000rpm por 15 min a 4°C. O precipitado foi ressuspenso em agua
destilada estéril e submetido a didlise contra dgua por 24 h e contra PBS por mais 24 h.
Ap6s a didlise foi adicionado timerosal na concentragdo final de 0,02% e o produto foi

armazenado a 4°C até o momento do uso.

Teste de ELISA (Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay)

Inicialmente uma placa de poliestireno com 96 orificios (Costar 3590, Corning)
foi adsorvida com rIss e incubada overnight a 4°C. No dia seguinte foi lavada com
solucdo de lavagem (PBS com 0,05% de Tween 20) e bloqueada com PBS-Leite 5% por
uma hora. As gemas dos ovos dos dias 0, 7, 15, 30 e 37 pds imunizagdo foram diluidas
em PBS-Leite 1% (1:500), distribuidas em duplicata na placa (100ul/poco) e esta
incubada a 25°C por uma hora. Logo ap0s, a placa foi lavada com solugdo de lavagem e
submetida a incubagdo com anticorpo secundario, anti-chicken marcado com peroxidase
(Sigma-Aldrich), na diluicao de 1:40.000. A seguir a placa foi novamente lavada, e
entdo acrescentado o substrato cromogénico (3, 3°, 5, 5’ — tetrametilbenzidina e
perdxido de hidrogénio) diluido em tampao acetato. Passados 15 minutos, a reacao foi
bloqueada com 50 pl/pogo H,SO4 IN, e a leitura realizada em espectofotdometro de

microplacas (Thermo Plate — TP Reader), com filtro de 450nm.

Detec¢do de anticorpos anti-rlss pela técnica de Western blot

A proteina rISS foi submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida 15% e
posteriormente, transferida para a membrana de nitrocelulose (Amersham Biosciences
0.45nm). A qual foi bloqueada por uma hora em tampao de bloqueio (PBS + 0,1%
Tween 20 + 5% leite em pd desnatado) e em seguida, incubada por mais uma hora com
o anticorpo primdrio (IgY anti-rISS adsorvido em BL21) na dilui¢do de 1:500 e apos,
submetida a lavagem cinco vezes de 10 min com solugdo de lavagem (PBS + 0,1%
tween 20) e posteriormente a incubag¢do, por uma hora, com anticorpo secundario

marcado com peroxidase (Sigma-Aldrich), na dilui¢do de 1:10,000. Apos a incubacio,
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foram realizadas 5 lavagens de 5 min com PBS e tween 20 a 0,1%. E a revelacdo da

membrana foi por quimioluminescéncia (ECL — NEN Life Science Products).

Teste de resisténcia sérica e de inibicdo da atividade sérica

Para este ensaio, foi colhido o sangue de galinhas poedeiras ndo imunizadas.
Apo6s a coagulacdao do sangue, o mesmo foi refrigerado a 4°C por uma hora, para a
obtenc¢do do soro, em seguida centrifugado a 2000 rpm por 10 min a 4°C. O soro obtido
foi mantido refrigerado até o0 momento do uso.

A amostra bacteriana APEC9 e BL21, foram cultivadas em caldo LB, por 24 h a
37°C sob agitagdo, diluidas 1:100 e repicadas até atingir a fase log. Posteriormente as
amostras foram centrifugadas a 1000 rpm por 2 min e ressuspensas em PBS pH 7.4
estéril. Em microplacas de 96 (Costar 3590, Corning) com fundo chato, 87,5ul de
suspensdo bacteriana e S0uL de soro de galinha (concentracdo final de 36%) foram
incubados a 37°C. A densidade otica foi mensurada por espectrofotdometro (Thermo
Plate — TP Reader), com filtro de 450nm, nos tempos 0, 30, 60, 90 ¢ 120 min de
incubacao (PERKONEM e FILE, 1987).

Para teste de inibigdo da atividade sérica, 87,5ul de suspensdo bacteriana foi
centrifugado a 1000 rpm 2 min e ressuspenso em 87,5ul IgY anti-rISS e incubado
juntamente a 50 pl de soro de galinha, nas cavidades da microplacas de fundo chato
(Costar 3590, Corning). Os tratamentos realizados estdo demonstrados na Tabela 1. A
determinagdo da densidade oOtica procedeu-se conforme descrito para o teste de

resisténcia sérica.

Tabela 1. Tratamentos realizados no experimento de inibigdo da atividade sérica na presencga de IgY-rlss

Tratamentos Descrigao

Tl PBS+SA*

T2 APEC9+ SA*

T3 APEC9+SA*+IgY/rIss
T4 BL21+SA*

T5 BL21+SI**

T6 BL21+ST**+IgY/rIss

e SA - soro com sistema complemento ativo.
e **SI - soro com sistema complemento inativado a 56°C por 30 min.
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Teste de imunoprotecdo passiva de pintinhos de um dia com IgY/rlss

O delineamento experimental de imunoprotecdo de pintainhos foi inteiramente
casualizado, com trés tratamentos e quatro repeti¢des por tratamento. Cada repeticao foi
composta por quatro animais, totalizando 16 pintainhos por tratamento. Os animais de
cada repeti¢do foram alojados em gaiolas e receberam ragdo potavel e agua ad libitum.
Foram classificados por grupos: Grupo 1 (G1) ou controle positivo, em que os animais
receberam via intramuscular e via sacos aéreos 100 ul de PBS. No grupo 2 (G2) ou
controle negativo os animais foram apenas desafiados 100 pl de suspensdo bacteriana
de APECY (10° CFU) via sacos aéreo toracico esquerdo (ANDREATTI FILHO et al.,
1993). E o grupo 3 (G3) recebeu 50mg de IgY anti-rISS via intramuscular
(KARIYAWASAM et al., 2004) no primeiro dia de idade e foram desafiados apos 4
dias com100 pl de suspensdo bacteriana de APEC9 (10° CFU) via saco aéreo toracico
esquerdo. Os animais foram monitorados por sete dias quanto a mortalidade e apods o
periodo de observacdo foram eutanasiados em camera de CO,, necropsiados e avaliado
o escore de lesdes macroscopicas de aerossaculite de acordo com Peighambari et al.
(2000) modificado (Tabela 3), pericardite e perihepatite.

Estudos preliminares foram feitos para determinar o indculo e a concentracao de
IgY no desafio e imunizacdo dos animais, respectivamente. Os procedimentos
realizados nos animais foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagdo

Animal - CCEA n° 39/07.

Tabela 2. Graus de aerossaculite apos infecg@o pela amostra APEC9 Escherichia coli
patogénica para aves (10° CFU/ml).

Graus de Descricao
aerossaculite
Grau 0 Auséncia de lesdes
Grau 1 Saco aéreo levemente opaco com presenga de 0-1 granulomas
Grau 2 Saco aéreo opaco com presenga de 1-2 granulomas.
Grau 3 Saco aéreo esbranquicado com presenca de 2 ou mais
granulomas
Grau 4 Saco aéreo amarelado com presenga de 2 ou mais granulomas
Grau 5 Saco aéreo amarelado difuso bilateral com presenga de 2 ou

mais granulomas
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Andalise Estatistica

Os experimentos de resisténcia e inibi¢ao da atividade sérica, foram conduzidos
em delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticdes por tratamento. Os
resultados obtidos foram submetidos a analise de varidancia (ANOVA) e ao teste de
Tukey (P< 0,01). Para a analise estatistica foi utilizado o software BioStat 5.0 (AYRES
et al., 2007).

O escore de lesdao por aerossaculite foi submetido ao teste de Kruskall-Wallis,

(ANOVA nao paramétrico) P<0.05. Para a andlise foi utilizado o software Assistat 7.5.

Resultados
Clonagem, expressao e caracteriza¢do da proteina Iss recombinante

O gene iss de APEC9 foi inserido no vetor pET30, confirmado pela amplificagdo
do produto da PCR de aproximadamente 0,3Kb usando o DNA total da E.coli TOP 10
pET 30/iss e primers especificos, e pela clivagem do pET30/iss com Hind III e Smal. O
pET30/iss apresentou massa molecular de 5,8 Kb, em que 5,42 Kb corresponde ao
tamanho do vetor e 0,38 Kb do gene iss (Fig. 1).

A proteina recombinante rISs foi expressa em BL21 (DE3) apds 4h de inducao
com IPTG. A rlss foi purificada por coluna de niquel em condi¢des desnaturantes,
eluida em pH 4,0 e visualizada em SDS-PAGE (15%) com massa molecular de

aproximadamente 14 kDa (Fig. 2A) e com rendimento de aproximadamente 1mg/L.

Producao de anticorpos (IgY) anti- rlss

No teste imunoenzimatico indireto (ELISA) foi detectado um aumento nos
niveis de producdo de IgY/rlss ao longo das semanas pds imunizagdo atingindo pico de
produgdo de anticorpos ao redor da quarta semana (Fig. 3).

No Western blotting, houve reatividade dos anticorpos (IgY) purificados dos
ovos das galinhas imunizadas com rlss, contra BL21/rIss induzida e contra rlss

purificada (Fig. 2B).
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Teste de resisténcia sérica e inibicdo da atividade sérica

Os resultados obtidos no teste de resisténcia sérica, nos tempos 0, 30, 60, 90 e
120 min de incubacdo, demonstram a resisténcia e sensibilidade ao soro das amostras
APEC9 e BL21, respectivamente (Fig. 4). A incubacdo de APEC9 e BL21 em soro
inativado (56°C) demonstrou que ambas foram capazes de crescer ao longo dos tempos,
e que houve diferenca significativa (p<0,01) entre o crescimento de BL21 em soro ativo
e inativado.

A Figura 4 demonstra os resultados dos testes de inibi¢do da atividade sérica na
presenca de IgY anti-rIss (25mg/mL), com diferentes tratamentos (Tab. 1). A APEC9
na presenc¢a de soro ativo apresentou diferenca significativa na curva de crescimento
(P<0,01) em relagdo ao controle negativo. O crescimento da APEC9 diminui
significativamente (P<0,01) na presenca de soro acrescido de IgY anti-rIss. A E. coli
BL21, ndo apresentou crescimento tanto na presenga de soro ativo como na presenga de
soro inativado adicionado de IgY anti-rISS, contudo na presenga de soro inativado

houve crescimento bacteriano.

Teste de imunoprotecdo em pintainhos de um dia com IgY anti-rlss

Nao foi verificada mortalidade em nenhum animal dos grupos do experimento.
Pelo escore de lesdao de aerossaculite, foi possivel verificar que houve diferenca
significativa (P<0,05) entre todos os tratamentos (Tab. 3). Os animais do grupo 3, que
receberam IgY anti-rIss, apresentaram significativa diminui¢dao (P<0,05) no escore de
lesdes de aerossaculite em relagdo aos animais dos Grupos 1 e 2, controles positivo e
negativo, respectivamente. Nao foram verificados lesdo de perihepatite em nenhum dos

animais do grupo 3, conforme foi observado em animais do grupo controle positivo.

Tabela 3. Analise estatistica (ANOVA ndo paramétrico), do escore de lesdo por aerossaculite, verificados
no ensaio de imunoprotecdo de pintainhos.

Tratamentos Repeticdes Meédia
1 4 0.532a
2 4 0.000b

3 4 0.300c
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Discussao

Neste estudo o gene iss foi clonado no vetor pET30 ¢ a proteina recombinante
(rIss) apoOs a sua expressao, foi purificada em coluna de niquel. Estes resultados sao
semelhantes aqueles encontrados por Foley et al. (2000) e Lynne et al. (2006a), os quais
utilizaram o vetor pGEX-6P-3 e a purificacdo por cromatografia de afinidade com
Glutationa-Sepharose (FOLEY et al, 2000; LYNNE et al. 2006a).

A capacidade imunogénica de rIss tem sido investigada e avaliada no que refere
a inducdo de resposta protetora contra infeccdes por APEC. Lynne et al. (2006a)
demonstraram que rISS pode contribuir significativamente na prote¢do de aves contra
desafios por APEC e animais imunizados obtiveram aumento significativo no titulo de
anticorpos séricos contra rlss.

Similarmente, foi possivel verificar, em nosso estudo, que galinhas poedeiras
imunizadas com rISS, apresentaram aumento dos niveis de imunoglobulina da classe Y
(IgY) anti-rIss ao longo das semanas pos imunizagdes. Esta imunoglobulina é o
anticorpo presente em aves, répteis e¢ anfibios e possui equivaléncia a IgG de
mamiferos, embora exista diferencas estruturais entre elas (HAMAL et al., 2006). A
IgY, como o proprio nome define immunoglobulin of egg yolk (IgY), é predominante na
gema dos ovos (TINNI et al., 2001), e atua conferindo imunidade passiva aos recém-
nascidos protegendo-os nas primeiras semanas de vida, ja que nesta fase o sistema
imune ainda ndo esta completamente desenvolvido (HAMAL et al., 2006).

Os resultados referentes ao pico na producdo de anticorpos (IgY) corroboram
com os obtidos por Kariyawasan et al. (2004), os quais verificaram aumento nos niveis
séricos de IgY ao imunizar frangos com Fim-H e IutA recombinantes, na quarta semana
pOs imunizagao.

Neste estudo foi verificado que a proteina rISS foi capaz de induzir resposta
imune humoral nas aves imunizadas, pela avaliacdo de reatividade dos anticorpos por
Western blotting. Do mesmo modo, Lynne et al. (2006b) verificaram, ao utilizarem esse
teste, a producao de anticorpos contra rISS e a reatividade destes contra a proteina
recombinante. Contudo, esses autores, utilizaram anticorpos monoclonais para a
deteccao de Iss, diferindo desse estudo nessa estratégia. A localizacdo de ISS na
superficie bacteriana sugere, potencial capacidade de indugdo de resposta imune, dado

sua possivel interacao com o sistema imune do hospedeiro (LYNNE et al. 2006a).
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A capacidade de resisténcia ao soro € considerada um dos principais fatores de
viruléncia de APEC, visto que o soro ¢ a primeira linha de defesa contra organismos
patogénicos, o sistema complemento quando ativado, resulta na opsonizacdo para
fagocitose e/ou formag¢do do complexo de ataque a membrana (TYLER et al., 2008;
WOLLEY et al, 1992). O gene iss ¢ um dos principais responsaveis pela capacidade de
resisténcia sérica em APEC (LYNNE et al., 2007; BINNS et al., 1979). No teste de
resisténcia sérica, nossos resultados evidenciaram que APEC9, a qual possui o gene iss,
¢ capaz de resistir aos efeitos liticos do soro, apresentando crescimento ao longo dos
tempos de incubagdo, corroborando com resultados obtidos por Lynne et al. (2007),
estes autores verificaram que a presenga do gene iss conferia a capacidade de resisténcia
sérica as amostras bacterianas pela dele¢do do gene iss, as quais tornavam-se sensiveis
aos efeitos liticos do soro. Ao contrario E. coli BL21, que nao possui o gene iss, foi
sensivel ao soro. Chart et al. (2000) ao investigarem as propriedades patogénicas de
amostra de Escherichia coli BL21, observaram que esta ¢ incapaz de crescer na
presenga de soro, e apresenta crescimento somente se, este estiver inativado,
concordando com os resultados obtidos em nosso estudo.

O anticorpo IgY anti-rIss inibiu o crescimento da APECY, a qual teve uma
queda significativa de crescimento ao longo dos tempos de incubacao (Fig.4).
Resultados semelhantes foram observados por Yu-Hong et al. (2008) ao avaliarem a
atuacgdo de IgY especifica sobre o crescimento de Escherichia coli O111 confirmando a
efetividade em inibir o crescimento bacteriano, sugerindo seu uso terapéutico. Outros
estudos tém demonstrado a potencial capacidade de IgY em atuar inibindo o
crescimento bacteriano seja por precipitacdo, neutralizagdo (AMARAL et al., 2008) ou
ainda por agredir a membrana bacteriana resultando em alteragdes estruturais na
superficie que comprometem o crescimento do microorganismo (LEE et al., 2002).

Neste trabalho a E. coli BL21 apresentou um crescimento estavel na presenca de
IgY-rIss, comportamento ja esperado visto que a IgY utilizada neste estudo foi
policlonal e desse maneira existia a possibilidade de reconhecimento de epitopos
comuns a APEC9 e BL21. Além disso, deve-se considerar as propriedades
antimicrobianas de IgY (AMARAL et al., 2008; YU-HONG et al., 2008; LEE et al.,
2002).

O anticorpo IgY anti-rISS também foi capaz de atuar diminuindo
significativamente o grau de lesdes de aerossaculite causados pelo desafio com E. coli

APEC9 (10° CFU). Entretanto, no foi verificada mortalidade dos animais em nenhum
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dos tratamentos, apesar de ser esperado nos grupos desafiados. Isto provavelmente
ocorreu devido ao in6culo utilizado no desafio e a idade dos animais. A DL50 de
APECD utilizada foi para pintainhos de 1 dia e os animais foram desafiados somente no
quarto dia de vida, visto que a administracdo de IgY anti-rISS foi no primeiro dia de
vida dos animais, e de acordo com Kariyawasam et al. (2004), o anticorpo atinge pico
na circulacdo sanguinea, quando administrado via intramuscular, em aproximadamente
trés dias. Os resultados obtidos neste ensaio foram similares aos verificados com APEC
078, em que IgY produzidas contra os antigenos PapG, LPS, E. coli morta ¢ E. coli
viva e [utA protegeram os pintainhos desafiados por via sacos aéreos com E. coli O78
(KARIYAWASAM et al., 2004).

A atuagao de IgY anti-rISS nos ensaios “in vivo” e “in vitro” sdo resultados
interessantes que ampliam as perspectivas no que diz respeito a novos estudos sobre
mecanismo de a¢do ¢ novos ensaios “in Vivo”, para averiguar a efetividade do anticorpo
em situagdes semelhantes aquelas que ocorrem em produgdes industriais. Outro aspecto
relevante dos resultados obtidos ¢ a possibilidade da transmissdo IgY/rISS via ovo de
conferir imunidade passiva a progénie protegendo-a nas fases iniciais. Essa abordagem
seria uma alternativa para proteger pintainhos de corte durante as primeiras semanas
poOs-nascimento, ja que a colibacilose apresenta-se como uma patologia preocupante em
virtudes dos riscos com mortalidade, custos com tratamento e perda de indices

Z0ootécnicos.
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Figura 1. Clivagem pET30/iss com as enzimas de
restrigdo Hind IIT e Smal. 1- marcador
molecular; 2- pET30/iss sem clivar; 3- pEt30/iss
clivado com Hind III; 4- pEt30/iss clivado
com Smal.

Figura 2. Expressdo e resposta imunoldgica da proteina rlss em galinhas
poedeiras. (A) SDS-PAGE 15% corado com com Comassie
brilhant blue. (B) Western blot com IgY anti-rIss e anti-chicken
IgY conjugado com peroxidase. Linha 1.BL21/pET30-iss
induzida com IPTG 1mM; linha 2- rISS eluida; linha 3 - E. coli
BL21; linha 4- Massa molecular. A banda de aproximadamente
14kDa corresponde a proteina Iss recombinante.
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Figura 4. Curva do ensaio de resisténcia sérica e inibi¢do da atividade sérica das amostras bacterianas
APEC9 e BL21, incubadas com soro de galinha e IgYanti-rIss a 37°C.
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4 CONCLUSOES

* O gene iss clonado da amostra APEC9 apresentou 100% de similaridade com o

tipo 1 descrito na literatura.

* A expressao da proteina de baixo peso molecular no vetor pET SUMO direcionou
a resposta imune humoral (IgY) contra a sequéncia SUMO e ndo somente contra a
proteina desejada, no entanto a proteina ISS recombinante (rISS) expressa no vetor pET

30 foi capaz de induzir a formagao de IgY anti-rISS em galinhas poedeiras.

* Os anticorpos da classe IgY anti-rISS foram capazes de inibir o crescimento

bacteriano na presenca de soro.

o A administracdo de IgY anti-rIss por via intramuscular em pintainhos foi capaz

de diminuir as lesdes ap6s o desafio com APECO.
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APENDICE A - Solugdes e Tampdes

e Tampao de sensibilizagdo (0,05 M Carbonato/Bicarbonato pH 9,6)

Na2C03 1,59 g
Na H,O 293 ¢
HCO; 293 ¢
H,O destilada q.s.p. 1000 ml

e Tampado de blogueio
Tampao de sensibilizagdo + 5% de leite em p6 desnatado

e PBS-Tween 20

NacCl 8,0¢g
KH,PO,4 0,2¢g
Na,HPO4.12H,0 29¢
KCl 0,2¢g
Tween 20 0,5 ml
H,O0 destilada q.s.p. 1000 ml
pH 7,4

e Substrato cromdgeno
Tampao substrato 10 ml
TMBZ 100 pl
H,0, PA 30% 100 pl

e Solucdes para purificacdo em condigdes desnaturantes

1. Tampé&o de lise pH 8,0

100 mM NaH,PO4 13,80 g
10 mM Tris-Cl 1,20g
6 M GuHCI (guanidina) 573,00 g
H,O destilada q.s.p 1000 ml
Ajustar pH usando NaOH

2. Tampéo de lavagem pH 8,0
100 mM NaH,PO4 13,80 g
10 mM Tris-Cl 1,20g
8 M NHj (uréia) 480,00 g
H,O destilada qg.s.p 1000 ml

3. Tampéo de lavagem pH 6,3

100 mM NaH,PO4 13,80 g
10 mM Tris-Cl 1,20g

8 M NHj3 (uréia) 480,00 g
H,O destilada q.s.p 1000 ml

Ajustar pH com HCI



4. Tampao de lavagem pH 5,9
100 mM NaH2PO4
10 mM Tris-Cl
8 M NHj (uréia)
H,O destilada q.s.p
Ajustar pH com HCl

5. Tampéo de eluicédo pH 4,5
100 mM NaH,PO4
10 mM Tris-Cl
8 M NH3 (uréia)
H,O destilada q.s.p
Ajustar pH com HCI

6. Tampéo de eluicdo pH 4,0
100 mM NaH2PO4
10 mM Tris-Cl
8 M NHj (uréia)
H,O destilada qg.s.p
Ajustar pH com HCl

7. Acrilamida
N, N’ Metileno-bis-acrilamida
Acrilamida
H,O destilada qg.s.p

8. Lower TRIS/SDS 1,5M pH 8,8
TRIS base
SDS
H,O destilada q.s.p

9. Upper TRIS/SDS 0,5M pH 6,8
TRIS base
SDS
H,O destilada

13,80 g
1,20g

480,00 g
1000 ml

13,80 ¢
1,20g

480,00 g
1000 ml

13,80 g
1,20g
480,00 g
1000 ml

29¢g
100 ml

18,165¢g
04¢g
100 ml

6,055 ¢
04¢g
100 ml
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APENDICE B - Protocolo de Técnicas

™

Nonkw

B w

%0 N o

Protocolo de Transformagéo da E. coli BL21 Star (DE3) One the Shot

Descongele no gelo, a BL21 Star (DE3) One Shot competente para a
transformagao

Adicione 5-10 ng do DNA em um volume de 1 a 5 ul em BL21 (DE3) e misture
delicadamente com o pipetador

Incubar no gelo por 30 min

Incubar em banho maria 45s a 42°C sem agitar

Transferir imediatamente os tubos para o gelo

Adicione 250 pl de meio SOC a temperatura ambiente

Feche o tubo firmemente, prenda os tubos em seus lugares (para maior aeracao)
e incube a 37 o C por 30 min sob agitacao

Adicione 150 pl de transformagdao em 10 ml de meio LB contendo antibiotico
apropriado (canamicina 30 pg/ml)

Crescer “overnight”, 37°C com agitagcao

. Adicionar 100 pl da transformacdo em placa de LB &4gar com antibiodtico

(canamicina 30 pug/ml) e plaquear com alga de drigalsky

Inducéo da Expressdo da Proteina Recombinante

. A partir do pré-indculo (10 ml de LB crescido “overnight” com 30 pg de

canamicina, preparar a seguinte dilui¢ao: 100 pl de pré-indculo para 1 ml de
meio LB contendo antibiotico apropriado)

Incubar a 37° C, com agitacao de 200rpm, por aproximadamente 2-3hs

Verificar a D.0.600nm entre 0,5 - 0,8 (ideal entre 0,5 - 0,6)

Adicionar IPTG para induzir a expressao da proteina recombinante para uma
concentra¢do final de 1 mM (solugdo estoque de IPTG 1 M)

Incubar a 37°C, com agitacao de 150 rpm, por 4h

Producéo e Expressdo da Proteina

Crescer bactéria BL21(DE3) em 10 ml de LB caldo (contendo 30 pg/ml de
canamicina), 37°C, overnight, sob agitagao

No dia seguinte, semear o pré-indculo (10 ml) em 100 ml de LB caldo (30 pg/ml
de canamicina), 37°C, sob agitacdo 200rpm, por aproximadamente 3 h

Verificar a D.0.600nm entre 0,5 - 0,8 (ideal entre 0,5 - 0,6)

Adicionar IPTG para induzir a expressao da proteina recombinante para uma
concentragdo final de | mM

Incubar a 37°C, com agitacao de 150 rpm, por 4h.

Centrifugar durante 5 min, 5000 rpm a 4°C

Desprezar o sobrenadante

Ressuspender o precipitado em PBS, distribuir em microtubos e centrifugar
novamente por 3 min a 13.000 rpm

Descartar sobrenadante e congelar o precipitado a -20°C até o momento da
purificacao de proteina
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Preparo de Lisado de E. coli BL21 em Condic¢des Desnaturantes (Qiagen)

Retirar o precipitado do congelador e ressuspender em tampao de lise (16 ml de
tampao para precipitado referente a 50 ml de cultura) e deixar homogeneizando
por 1 hora em banho de gelo

Adicionar lizosima (1 mg/ml) e reincubar por 15 min no gelo

Sonicar no gelo, 10 pulsos de 10s a 200 - 300 W

Acrescentar 50ul de PMSF ([44 mM])

Centrifugar o lisado a 10.000 rpm por 20 min a 4 °C

Transferir o sobrenadante para a coluna de niquel, para iniciar a purificagdo da
proteina

Purificacdo de Proteina de E.Coli em Condi¢fes Desnaturantes (Qiagen)

Ligar o lisado por 1h sob agitacdo em gelo

. Remova o conteido e adicione 5ml de tampao de lavagem pH 8,0,

homogeneizar por 10 min

Remova o conteudo ¢ adicione 5Sml de tampdo de lavagem pH 6,3,
homogeneizar por 10 min

Repetir mais uma vez este procedimento iten 3

Remova o contetdo e adicione 5ml de tampao de lavagem pH 5.9,
homogeneizar por 10 min

Repetir duas vezes o procedimento do iten 5

Remova o conteudo e adicione 500ul de tampao de elui¢do pH 4.5
homogeneizar por 10 min

Repetir duas vezes o procedimento do iten 7

Remova o conteado e adicione 500ul de tampao de eluicio pH 4,0
homogeneizar por 10 min

Repetir duas vezes o procedimento do iten 9

. Armazenar a proteina eluida a -20°C até o uso.

Protocolo da Técnica de Western Blotting

Correr gel SDS-PAGE e colocar para transferir as proteinas para a membrana de
nitrocelulose overnight

Retirar a membrana de nitrocelulose do tampao de transferéncia

Bloquear a membrana com tampao de bloqueio (solu¢gdo PBS+ 0,1% Tween 20+
leite desnatado 5%) por 1 h, sob agita¢ao

Incubar a membrana com o anticorpo IgY-rlss (1:500) diluidos em tampao de
bloqueio por 1 h

Lavar a membrana em PBS-T 0,1% 5 vezes por 10min por uma hora

Incubar com anticorpo secundario (anti-chicken), na propor¢do de 1:10,000 por
1h

Lavar 5 vezes por 5 min

Revelar a reacdo com kit de ECL (quimioluninescéncia) 1 ml de cada solugdo.
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8.
9.

10.
11.

67

Purificacdo de IgY (AKITA e NAKAI, 1993) Modificado.

Separe a gema da clara (o méaximo possivel)

Retire a pelicula protetora da gema

Fazer pool de 6 ovos (aproximadamente 80 mL)

Diluir as gemas (1:5) com agua destilada pH 2,5

Homogeneizar bem e congelar a -20°C por 24 h.

Descongelar lentamente a 4° C por 12 h

Filtrar a solu¢do com auxilio de papel filtro

Adicionar 35% do volume de sulfato de amonio e agitar por 15 min
Deixar em repouso por 1 h, temperatura ambiente

. Centrifugar 5000 rpm a 4° C por 15 min
. Ressuspender o precipitado em 4agua destilada estéril (quantidade minima

suficiente para ressuspender o precipitado)

. Distribuir a solu¢gdo em membrana para dialise
13.
14.

Diélisar contra agua por 24hs
Dialisar contra PBS por 24 h

. Adicionar timerosal a 2% para se obter concentracao final de 0,02%
16.

Armazenar a 4° C até o momento do uso.

Teste Imunoenzimatico Indireto - ELISA

Sensibilizar as placas com 100 pl de solucdo de antigeno diluido em tampao de
sensibilizacdo (Tampao carbonato/bicarbonato pH 9,6). Concentracdo do
antigeno 1,5 pg/ml, por 18 h a 4°C.

Lavar 3 vezes com 200 pl de PBS-Tween 20 0,05%.

Bloquear a placa com 150 pl de PBS-Leite 5% e incubar por 1 h a 25°C.

Lavar 3 vezes com 200 pl de PBS-Tween 20 0,05%.

Testar a amostra desejada aplicando100 pl da solugdo (soro ou gema) diluida em
PBS-Leite 1% e eincubar por 1 ha 25° C.

Lavar 3 vezes com 200 ul de PBS-Tween 20 0,05%.

Adicionar 100 pl de conjugado anti-chicken peroxidase diluido (1:10,000) em
PBS-Leite 1% e incubar durante 1h a 25 °C.

Lavar 3 vezes com 200 pl de PBS-Tween 20 0,05%.

Adicionar 100 pl de Tampao substrato cromédgeno incubar 15 min a 25° C,
embrulhado em papel aluminio.

Adicionar 50 pl de 1 NH,SO4CL

Realizar a leitura em espectrofotometro com filtro de 490nm.
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