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RESUMO

Escherichia coli € um agente importante de infec¢des extraintestinais em humanos e
em animais. Em aves, € responsavel por grandes perdas econdmicas, sendo
conhecida como E. coli patogénica para aves (APEC), e causa a colibacilose, a qual
inicia como infeccdo do trato respiratorio e evolui para aerosaculite, pericardite,
perihepatite e septicemia. Varios genes de viruléncia estdo envolvidos, sendo tsh um
deles. O gene tsh codifica a proteina autotransportada hemaglutinina temperatura
sensivel (Tsh), que tem atividade hemaglutinante e proteolitica. Tsh € sintetizada
como uma proteina precursora de 140 kDa, que é clivada, em um dominio
passageiro de 106 kDa (Tshs) e um beta-dominio de 33 kDa (Tshg). Em nosso
trabalho observamos que a presenca destas proteinas é dependente da temperatura
e do meio de cultura utilizado para o crescimento bacteriano. Observamos ainda
que, tanto a Tsh recombinante (140 kDa) quanto o sedimento da amostra selvagem
APEC 13, que contém Tshg (33 kDa), aglutinaram eritrocitos de galinha. Tanto a Tsh
recombinante (140kDa) quanto o sobrenadante da APEC 13, que contém Tshs (106
kDa), causam protedlise da mucina. O anti-Tsh do soro de galinha inibiu a
hemaglutinagdo da APEC 13 e da recombinante E. coli BL21/pET101-tsh, e inibiu
também a atividade mucinolitica da proteina Tsh. A comprovacdo da atividade
mucinolitica da proteina Tsh, foi possivel através de SDS-PAGE em géis
copolimerizados com mucinas de diferentes origens.
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Escherichia coli, € um bacilo Gram negativo, anaerébio facultativo,
pertencente a familia Enterobacteriaceae, componente da microbiota normal de
humanos e animais; e agente de infec¢cdes intestinais e extraintestinais em
diferentes hospedeiros. As amostras patogénicas de E. coli extraintestinal (EXPEC)
constituem grave problema para a saude humana, uma vez que podem estar
envolvidas em infeccdes do trato urinario, meningites em recém-natos e septicemias.
EXPEC também afeta o setor de agronegdcios, levando a perdas econdmicas
significantes na criacdo de animais, especialmente na industria avicola (Mokady et
al., 2005), onde é conhecida como E. coli patogénica para aves (APEC) .

Uma correlagcéao entre APEC e EXPEC humana, principalmente E. coli
patogénica urinaria (UPEC), tem sido extensivamente pesquisada. Estas amostras
de E. coli apresentam similaridades nos sorogrupos, nos grupos filogenéticos e nos
genes de viruléncia (Rodriguez-Siek et al., 2005b). Isso se deve, provavelmente, aos
desafios semelhantes enfrentados quando estabelecem uma infeccéo extraintestinal.
Ainda nado foi comprovado que APEC serviria como fonte de EXPEC ou como
reservatorio de genes de viruléncia para EXPEC, porém deve ser considerado que
APEC geralmente apresenta varios genes de viruléncia, insinuando alto grau de
risco zoonotico (Mokady et al., 2005; Rodriguez-Siek et al.,, 2005b). Para a
comprovacao do risco zoonatico, ou mesmo para melhor compreensao de EXPEC, é
necessario maior esclarecimento a respeito do papel dos fatores de viruléncia
envolvidos no desenvolvimento de infecgdes por APEC.

Nas aves, Escherichia coli esta presente como microbiota normal no
trato gastrointestinal, na proporcdo de 10* — 10’ Unidades Formadoras de Colénia
(UFC) por grama de fezes. Essa bactéria também coloniza o trato respiratério
superior (faringe e traquéia), podendo ser isolada da pele e das penas, dependendo
do nivel de contaminacdo do ambiente. No entanto, a presenca de inumeros fatores
de viruléncia envolvidos confere a APEC, capacidade de causar infeccdes
extraintestinais (Dho-Moulin & Fairbrother, 1999).

Infeccdes extraintestinais por APEC resultam em varias doencas,
sendo colibacilose a mais conhecida. Inicia-se com infeccdo do trato respiratorio,

referido como aerosaculite, e se ndo tratada, pode evoluir para bacteremia, infec¢ao



generalizada e morte. Esta sindrome acomete principalmente aves de 4 a 9
semanas, sendo uma das principais causas de morbidade e mortalidade em frangos
e perus (Gross, 1994). O trato respiratério € o principal alvo de APEC, onde
geralmente atua como agente secundario apos infeccdo inicial por virus de
Newcastle (NDV), virus da bronquite infecciosa (IBV) ou Mycoplasma gallisepticum
(Nakamura et al., 1992; Dho-Moulin & Fairbrother, 1999). A susceptibilidade das
aves a infeccdo por APEC é aumentada pela deciliacdo das células epiteliais do
trato respiratério superior seguida pela exposi¢cdo a aménia e poeira (Dho-Moulin &
Fairbrother, 1999). Acredita-se que esta infeccdo inicia-se apOs inalacdo de
particulas de p6 contaminadas com fezes (Gross, 1994).

O trato respiratério das aves € extremamente vulneravel a
colonizacdo e invasdo bacteriana, pois 0S sacos aéreos Ndo possuem mecanismos
de defesa celular residentes, sendo os mecanismos de defesa do trato respiratorio
ineficientes (Pourbakhsh et al., 1997a; Dho-Moulin & Fairbrother, 1999). Apds
colonizagdo e invasdo do trato respiratério, as cepas de APEC podem atingir a
corrente sangulinea evoluindo para septicemias, pericardites ou perihepatites, pois a
regido capilar pulmonar, assim como 0S sacos aéreos atuam como importantes
portas de entrada de APEC para a corrente sanglinea (Pourbakhsh et al., 1997a;
Dho-Moulin & Fairbrother, 1999).

Pourbakhsh et al. (1997b), examinando a dinamica da infeccdo em
frangos apos a inoculagéo nos sacos aéreos de amostras de E. coli de alta viruléncia
e de baixa viruléncia, observaram que ap0s 6h da inoculacdo, somente as amostras
de alta viruléncia eram encontradas no sangue, associadas a macrofagos nos sacos
aéreos e pulmdes dos frangos inoculados. Este fato sugere que a resisténcia a
fagocitose é um importante fator de viruléncia que favorece o desenvolvimento da
colisepticemia aviaria (Pourbakhsh et al., 1997b; Dho-Moulin & Fairbrother, 1999).

Células fagociticas tais como heterofilos e macrofagos funcionam
como defesa primaria contra 0s microrganismos invasores. Porém amostras
capsuladas (K1), ou pertencentes ao sorogrupo O78, ou possuidoras da fimbria P
impedem a associacédo inicial com fagocitos e apresentam mecanismos protetores
contra os efeitos bactericidas destes apds a ocorréncia da associagédo (Mellata et al.,
2003a). Outro mecanismo de resisténcia a fagocitose, ja descrito em amostras
APEC, é o processo de apoptose (Rodrigues et al., 1999), onde amostras de APEC

sdo capazes de induzir apoptose ou morte celular programada, em macréfagos
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quando fagocitadas. Este processo, também descrito em outros patégenos como
Shigella flexneri, Bordetella pertussis, Salmonella sp, Leptospira sp, Mycobaterium
tuberculosis, pode ser importante fator de viruléncia, através do qual a APEC escapa
da defesa priméaria do sistema imune, visto que a morte celular e a subsequente
resposta inflamatoria rompem as juncOes celulares e favorecem a translocacao
bacteriana através das barreiras epiteliais (Finlay & Cossart, 1997).

A habilidade da bactéria em persistir em fluidos corpéreos (fluido
pericardico e sangue) e érgaos internos como pulmao, figado, baco e sacos aéreos,
esta correlacionada a resisténcia a atividade litica do soro, uma vez que as bactérias
sensiveis ao soro sdo incapazes de colonizar 6rgaos internos. Mellata et al. (2003b),
pesquisando cepas mutantes, demonstraram que lipopolissacarideo O78 e capsula
K1 estdo envolvidos no processo patogénico e que a resisténcia sérica € um dos
mecanismos usados para alcancar os 0rgaos internos das aves testadas.

Outros fatores de viruléncia que tem sido relacionados a resisténcia
sérica sao antigeno capsular K5, e proteinas de membrana externa TraT, OmpA e
Iss (Pfaff-McDonough et al., 2000).

Além de resistir as defesas imunoldgicas, APEC precisa ser capaz de
se multiplicar em liquidos fisiolégicos do hospedeiro, 0s quais se caracterizam pela
baixa concentracdo de ions ferro, uma vez que estes estdo complexados a
proteinas, como hemoglobina, transferrina e ovotransferrina. O ferro é essencial para
toda célula viva e E. coli utiliza o ferro para o transporte de oxigénio, sintese de
DNA, transporte de elétrons e metabolismo de peréxidos. Assim sendo, amostras
EXPEC, inclusive APEC e UPEC, possuem sistemas de captacéo de ferro adicionais.
Estes sistemas podem ser mediados por sideréforos aerobactina, enterobactina ou
outros, sendo aerobactina o mais frequente (La Ragione & Woodward, 2002;
Mokady et al., 2005).

Aerobactina se caracteriza por ser um composto formado a partir de
duas moléculas de lisina e uma de citrato, que compete pelo ferro ligado as
proteinas do hospedeiro. Aerobactina férrica liga-se a um receptor presente na
membrana externa da bactéria, de 74kDa, induzido pelo estresse de ferro e
codificado pelo gene iutA. O gene iuc codifica a enzima responsavel pela sintese da
aerobactina. Estes genes estado localizados no plasmidio ColV ou em cromossomos.
O sistema aerobactina tem sido detectado em 73-98% das APEC (Dho-Moulin &

Fairbrother, 1999; Rodriguez-Siek et al., 2005a).



11

O passo fundamental para o desenvolvimento da colisepticemia
aviaria é a colonizacdo bacteriana do trato respiratério, a qual esta associada a
adesinas fimbriais e afimbriais (Dho & Lafont, 1982; Maurer et al., 1998). As
propriedades de aderéncia de E. coli foram primeiramente reconhecidas através da
técnica de aglutinacdo de eritrocitos na presenca de cepas bacterianas. Estas
observacdes foram posteriormente confirmadas e correlacionadas com a presenca
de fimbrias, através do uso de microscopia eletronica (Parry & Rooke, 1985).
Portanto, a atividade hemaglutinante tem sido um dos critérios de classificacdo das
fimbrias, permitindo classifica-las em trés categorias: fimbrias manose-sensivel (tipo
1), que reconhecem residuos D-manose em eritrocitos de cobaio e cuja
hemaglutinacdo € inibida na presenca da D-manose; fimbrias manose-resistentes
que se caracterizam por reconhecerem residuos diferentes da D-manose, sem que a
hemaglutinacdo seja inibida em presenca da mesma; e fimbrias néo
hemaglutinantes (Morris, 1983; Babai et al., 2000).

As mais extensivamente estudadas séo fimbria tipo 1 e fimbria P.
Fimbria tipo 1 € expressa por E. coli no trato respiratério, pulmdes e sacos aéreos
das aves infectadas, indicando um possivel papel durante o estagio inicial da doenca
(Dozois et al., 1995). Ja a fimbria P parece atuar num estagio posterior desta
infeccdo (Pourbakhsh et al., 1997c).

Vidotto et al. (1997), observando a aderéncia manose-sensivel de
amostras APEC, na regido de muco do epitélio traqueal de pintos, também
sugeriram que a fimbria tipo 1 é uma ferramenta importante na fixacdo da bactéria
ao epitélio traqueal das aves na fase inicial do processo de colonizacao.

Fimbria tipo 1 (F 1) apresenta-se como estrutura filamentosa de 7nm
de didmetro e 0,5 a 2um de comprimento, composta de unidade polipeptidica
repetida de 17kDa (Duguid & Old, 1980; Clegg & Gerlach, 1987), e consiste em uma
proteina maior (FimA), associada a subunidades menores FimF, FimG e a adesina
FimH. Estas sdo codificadas pelo grupo de genes cromossdmicos fim, e
compreendem nove genes, sete dos quais estdo presentes em um Unico operon
(Dho-Moulin & Fairbrother, 1999). Esta4 freqlientemente presente em amostras
patogénicas, sendo porém, também encontrada em amostras comensais. McPeake
et al. (2005) encontraram o gene fimH da fimbria tipo 1 em 96,5% dos isolados de
colibacilose e em 92% das amostras de E. coli isoladas de aves saudaveis. O gene
fimC foi demonstrado em 90% das amostras APEC e em 27% das amostras isoladas
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de hospedeiros saudaveis. Rodriguez-Siek et al. (2005b) encontraram o gene fimH
em 98% das amostras APEC, e em 99% das amostras UPEC.

O papel da fimbria tipo 1 na infeccdo por APEC nao est4 claro. Marc
et al. (1998), usando mutantes com o operon fim deletado, mostraram que a
expressao da fimbria tipo 1 ndo é necessaria para a colonizagédo da traquéia e sacos
aéreos, nao descartando seu envolvimento na colonizacdo dos pulmdes. A
expressdo da fimbria tipo 1 parece depender das condicbes ambientais, uma vez
que é expressa na traquéia, pulmdes e sacos aéreos, mas nao € expressa em outros
orgaos, e no sangue (Dho-Moulin & Fairbrother, 1999). A presenca de outros fatores
parece ser importante; Wooley et al. (1998) observaram que a colonizacao inicial
pode requerer a presenca de fimbria tipo 1, mas a colonizagdo é mais eficiente
quando APEC sdo moveis e produzem ColV, comprovando mais uma vez o carater
multifatorial das amostras APEC.

Fimbria tipo 1 também participa da interacdo de APEC com o
sistema imune. Pourbakhsk et al. (1997b) mostraram que cepas virulentas sdo mais
resistentes aos efeitos bactericidas dos macréfagos quando nao expressam fimbria
tipo 1. Outros autores tem mostrado que a fimbria tipo 1 esta envolvida na fagocitose
da bactéria pelos macrofagos, induzindo uma resposta imune através da ativacao
de mastdcitos, liberagdo de histamina e TNF alfa e recrutamento de neutroéfilos ao
sitio de infeccdo (Marc et al., 1998). Mellata et al. (2003a e b) estudando amostras
selvagens e mutantes, observaram a atuacéao da fimbria tipo 1 na associacdo com
fagdcitos e na manutencdo da viabilidade da bactéria nesta associacdo, em
contrapartida, ndo a detectaram na resisténcia sérica.

A expressao de fimbria tipo 1 aumenta a viruléncia de E. coli
uropatogénica (UPEC), pois a adesina Fim H da fimbria tipo 1 pode mediar a
invasdo de UPEC nas células epiteliais da bexiga, por desencadear a cascata de
sinalizacdo das células do hospedeiro (Martinez et al., 2000). Boudeau et al. (2001)
observaram que a aderéncia da fimbria tipo 1 tem papel fundamental na habilidade
invasiva das amostras de E. coli isoladas de pacientes com doenca de Crohn,
doenca intestinal de carater inflamatorio e etiologia desconhecida.

Mais estudos sdo necessarios para elucidar a participacdo da fimbria
tipo 1 na viruléncia de APEC.
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As fimbrias manose-resistentes (MR) compreendem um grupo
heterogéneo de estruturas bacterianas que se ligam a carboidratos presentes nos
receptores das células eucaribticas, diferentes da D-manose.

A fimbria tipo P é uma fimbria MR importante, que reconhece
glicopeptidios contendo especificamente o dissacarideo a-D-galactose (1-4) - D —
galactose (Kéllenius et al., 1980). Foi inicialmente encontrada em amostras de E. coli
gue causam infec¢Bes do trato urinario em humanos, € responsavel pela aderéncia
bacteriana as células uroepiteliais e estd envolvida no desenvolvimento de
pielonefrite  (Johnson, 1991). Consiste de uma subunidade fimbrial maior
denominada PapA e de adesina fimbrial terminal denominada PapG. Apresenta onze
sorotipos, designados F7 a F16, sendo estes caracterizados através das diferencas
antigénicas da proteina estrutural codificada pelo gene estrutural PapA (Hacker,
1992).

Algumas amostras de APEC também expressam fimbrias P, mas em
baixa proporcao (Dozois et al., 1992, 1995; Van Den Bosch et al., 1993; Vidotto et
al., 1997; Bell et al., 2002). O operon Pap C foi detectado através da PCR somente
em 14% das amostras APEC (Vidotto et al., 1997). Entretanto, a fimbria P, sorotipo
F11, foi detectada em 78% das amostras, em varios sorotipos de amostras de APEC
(de Ree et al., 1985; Van Den Bosch et al., 1993; Dozois et al., 1996), sendo mais
freqiente nas amostras com sorotipos 0O1:K1, O2:K1, O78:K80 e sorogrupo O35
(Van Den Bosch et al., 1993).

O papel da fimbria P na patogenicidade de APEC ndo esta bem
elucidado. Esta adesina ndo parece estar envolvida na aderéncia as células da
traguéia ou nasofaringe in vitro (Van Den Bosch et al., 1993; Vidotto et al., 1997). A
expressao de fimbria P in vivo foi sugerida quando frangos inoculados com amostra
APEC produtora de fimbria P-F11, via intra traqueal e sacos aéreos, produziram
anticorpos anti F11 (Pourbakhsh et al.,, 1997c). Contudo, a amostra expressando
esta fimbria colonizou sacos aéreos, pulmdes e 6rgaos internos, mas nao a traquéia
em frangos inoculados, sugerindo a variacao de fase para fimbria P, com respeito a
sua localizacao, ndo mostrando atuacdo na coloniza¢ao inicial, mas sim nos ultimos
estagios da infeccdo (Dho-Moulin & Fairbrother, 1999).

Algumas fimbrias ndo hemaglutinantes, como exemplo a fimbria
designada AC/I (avian E. coli I), com 18 kDa, sédo descritas em amostras de E. coli
aviaria, sendo responsaveis pela adesdo as células de traquéia, ndo aglutinando
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qualquer dos tipos de eritrocitos testados (galinha, coelho, peru, cavalo,
camundongo, cobaio e humano) na presenca de manose (Yerushalmi et al., 1990),
sua frequéncia, no entanto, € baixa (Delicato et al., 2003).

Adesinas fimbriais e ndo fimbriais, importantes em infeccdes
causadas por E. coli em mamiferos, tem sido pesquisadas em APEC. Stordeur et al.
(2002) analisando amostras isoladas de 6rgdos internos e intestinais de aves
(galinhas, perus e patos) encontraram as adesinas AFA-VIII, F17 , S e intimina
(Eae), concluindo que estas podem representar fatores de colonizacdo de algumas
APEC, ao lado da bem descrita adesina fimbrial P.

Outros exemplos de adesinas bacterianas manose resistentes sdo 0s
curli e a hemaglutinina temperatura-sensivel (TSH). Curlis sdo estruturas
filamentosas finas e encaracoladas de aproximadamente 2nm de diametro
encontradas na superficie bacteriana de E. coli e Salmonella spp. O papel da fimbria
curli em infecgcdes em aves por E. coli permanece nao esclarecido, embora tenha
sido demonstrado que in vitro elas medeiam ligagdo com fibronectina, laminina,
plasminogénio, proteina ativadora de plasminogénio e colageno tipo 1 (Olsen et al.,
1989). Utilizando mutantes para a presenca de curli foi observada maior adesao das
amostras selvagens (curli+) que das mutantes (curli-) em diferentes tipos celulares
(La Ragione et al., 2000).

A hemaglutinina temperatura sensivel (Tsh) é responsavel pela
hemaglutinagcdo manose resistente (MRHA) em eritrocitos de galinha, que ocorre
quando a bactéria é cultivada a 26°C em meio de baixa osmolaridade, mas ocorre
em culturas a 42°C e em anaerobiose. E codificada pelo gene tsh, que foi
caracterizado pela primeira vez de APEC ,7122 (O78:K80:H9), isolada de aves com
aerosaculite e colissepticemia (Provence & Curtiss, 1992, 1994). O gene tsh esta
localizado em um plasmidio conjugativo associado a producdo de colicina V,
plasmidio este que frequentemente também carrega genes para 0O operon
aerobactina (Dozois et al., 2000).

O gene tsh foi encontrado em alta frequéncia em amostras APEC
(34% a 49,7%), mas nao em isolados de E. coli a partir de fezes de aves saudaveis
(Maurer et al., 1998; Dozois et al., 2000; Delicato et al. 2002). Rodriguez-Siek et al.
(2005b) comparando os fatores de viruléncia presentes em APEC e UPEC,
encontraram o gene tsh em 63% de APEC e 39,5% de UPEC. Heimer et al. (2004),
analisando amostras humanas encontraram o gene tsh em 63% de UPEC e em 33%
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de E. coli isolada de fezes. Esses dados demonstram que o gene tsh faz parte do
conjunto de genes de viruléncia presentes em EXPEC.

As amostras de APEC possuem varios fatores de viruléncia
associados (Vidotto et al., 1990). Delicato et al. (2003), estudando 200 amostras
verificaram que o gene tsh € um dos 7 genes mais frequentes em APEC, e que
outros genes sao iutA, iss, cvaC, papC, papG e felA. Dados semelhantes foram
obtidos por Ngeleka et al. (2002) e Rodriguez-Siek et al. (2005a), e esses autores
sugeriram que este grupo de genes poderia ser Util na definicdo de patétipos de
APEC.

Infeccdo experimental nos sacos aéreos utilizando linhagem
selvagem ou mutante tsh isogénico demonstrou que Tsh contribui para o
desenvolvimento das lesdes nos sacos aéreos e deposicao de fibrina, mas ndo esta
associado a infec¢bes generalizadas como pericardite, perihepatite e septicemia,
sugerindo a paticipacdo da Tsh nos estagios iniciais da colonizacdo e infeccdo do
trato respiratério (Dozois, et al., 2000).

Tsh ndo € um fator de viruléncia essencial, sendo possivel a
presenca de adesinas alternativas substituindo-o (Tivendale et al., 2004), entretanto
parece contribuir para a viruléncia de APEC. Dozois et al. (2000), estudando 300
amostras isoladas de aves, observaram que dentre as amostras tsh positivas, 90.6%
foram classificadas como de alta patogenicidade; de Brito et al. (2003), observaram
a presenca do gene tsh em amostras de intermediaria e alta patogenicidade, ndo
sendo encontrado em amostras de baixa patogenicidade e ndo patogénicas.

Provence & Curtiss (1994), através da construgdo de uma biblioteca
gendmica de APEC, e pesquisa de mutantes originados pela insercdo de
transposon, isolaram e caracterizaram o gene tsh. Demonstraram que uma regiao de
4.4 Kb era requerida para hemaglutinacéo e apos transcri¢cao/traducéo de proteina in
vitro observaram que esta regido codifica um polipeptidio de aproximadamente 140
kDa, e pela analise da seqiéncia de DNA encontraram uma Unica fase aberta de
leitura (ORF-open reading frame) de 4.134 nucleotidios, a qual codifica uma proteina
com peso molecular deduzido de 148.226. Analisando a sequéncia deduzida de
aminodacidos desta proteina observaram significante homologia com serinoproteases
do tipo IgAl produzidas por Haemophilus influenzae e Neisseria gonorrhoeae, as

quais sao secretadas para 0 espaco extracelular por um mecanismo altamente
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eficiente e receberam a denominacéo de proteinas autotransporte (Henderson et al.,
1998).

Tsh foi a primeira proteina autotransporte descrita em
enterobactérias, caracterizando-se por ser uma serina protease que contém uma
sequéncia de 7 aminoacidos altamente conservada, onde esta presente o sitio ativo
serina, GDSGSPL (Brenner, 1988), e que faz parte da familia serina protease
autotransporte de Enterobacteriaceae (SPATE - serine protease autotransporters of
the Enterobacteriaceae) (Provence and Curtiss, 1994).

Proteina autotransporte € uma proteina secretada pelo sistema de
secrecao tipo V, o Unico em que ndo h& gasto de energia e nem proteinas adicionais
durante o processo de translocacéo (Stathopoulos et al., 2000).

Bactérias Gram negativas tem desenvolvido diversos sistemas de
transporte para translocacdo de suas proteinas para a membrana externa ou
ambiente extracelular, uma vez que possuem dois sistemas de membrana a serem
ultrapassados, membrana citoplasmatica, e a membrana externa, com o0
peptidoglicano e o espaco periplasmico entre elas, contrastando com as bactérias
Gram positivas que possuem apenas a membrana citoplasmatica, seguida por uma
espessa peptidoglicana.

A proteina a ser secretada cruza a membrana citoplasmética de
ambas, Gram negativas e positivas, normalmente envolvendo a via Sec-dependente.
Contudo, uma vez cruzada a membrana citoplasmatica, os destinos das proteinas
translocadas divergem. Em bactérias Gram positivas, as proteinas sao liberadas
para o ambiente extracelular ou incorporadas a parede bacteriana. Em Gram
negativas, resulta na liberacdo da proteina para o espaco periplasmico, e
consequentemente, proteinas que sdo destinadas para a superficie da célula ou
ambiente extracelular devem cruzar também a barreira adicional formada pela
membrana externa. Para conseguir translocar estas proteinas para a superficie da
célula e além dela, a bactéria gram negativa desenvolveu 5 mecanismos de
secrecado de proteinas (Henderson et al., 2004).

O protétipo da secrecao tipo | € a secrecdo de alfa-hemolisina de E.
coli, que ocorre de maneira sec-independente e em um processo continuo que cruza
as membranas interna e externa (Gentschev et al., 2002). As proteinas ndo sao
processadas durante a secrecao e nao formam intermediarios no periplasma. Este

sistema consiste de 3 proteinas: uma proteina de membrana externa formadora de
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poros, uma proteina de fusdo de membrana (MFP), e um grupo de proteinas (ABC)
ligadas ao ATP na membrana interna. Na secrecdo da alfa-hemolisina, estas
proteinas sao representadas por TolC, HlyD e HIlyB, respectivamente. O processo de
secrecdo comec¢a quando um sinal de secrecao localizado no C-terminal final da
molécula efetora secretada interage com a proteina transportadora ABC. Uma vez
ligada a molécula efetora, a interacdo da HlyD(MFP) com a proteina de membrana
externa TolC € ativada, seguido da secrecdo da molécula efetora para o meio
externo. A ponte formada por MFP e proteina de membrana externa se desfaz
depois da molécula efetora ser exportada. A hidrélise do ATP pelo transportador
ABC fornece o impulso para guiar a secre¢cdo da molécula efetora pela parede da
célula para o ambiente externo (Henderson et al., 2004).

A via de secrecdo tipo Il é considerada a principal ramificacdo da via
de secrecdo geral - GSP (general secretory pathway) sec-dependente. E
exemplificada pela secrecdo da pullulanase de Klebsiella oxytoca, mas tem sido
identificada em inUmeras outras espécies bacterianas que exportam uma gama de
proteinas com diversas fungfes, inclusive a toxina da coélera e a exotoxina de
Pseudomonas aeruginosa. A secrecdo ocorre em dois passos Sec-dependentes. A
proteina secretada via secrecdo tipo Il € sintetizada com uma sequéncia sinal N-
terminal que direciona a proteina através da via de secrec¢do pela membrana interna
através da Sec. A maquinaria Sec é composta de ATPase, Sec A, varias proteinas
integradas a membrana interna (SecD, SecE, SecF, SecG e SecY, e uma peptidase
sinal). Sec B, uma chaperona citoplasmética, ndo reconhece a sequéncia sinal, mas
reconhece a parte madura da proteina direcionada para secrecdo e
subsequentemente dirige a proteina para o translocon Sec. SecA fornece energia
para o transporte do translocon, e a peptidase sinal cliva a sequéncia sinal, liberando
o resto da proteina para o periplasma, uma vez no periplasma a proteina restante
adota um estado quase nativo que é facilitado por certas chaperonas como
isomerases que ligam dissulfetos (DsbA). O transporte através da membrana
externa requer 12 a 16 proteinas adicionais, dentre elas estdo proteinas
responsaveis pela interacdo espécie-especifica definindo o transporte do substrato
protéico, proteinas de membrana externa, quinases que regulam o processo de
secregao por suprir energia para promover translocacao, enfim, varios componentes
que interagem para formar um complexo multiprotéico que atravessa a membrana

interna e externa (Sandkvist, 2001; Henderson et al., 2004).
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O sistema de secrecao tipo Il foi primeiro identificado em Yersinia
spp na secrecdo de proteinas Yop, e posteriormente foi observado em muitos
patdégenos, incluindo Salmonella spp, Shigella flexneri, E. coli, Pseudomonas
syringae, e Chlamydia trachomatis. Recentemente, tem sido objeto de consideravel
interesse devido ao seu papel primario na viruléncia destes patogenos. O
mecanismo de secrecdo tipo Il € altamente conservado, mas as moléculas
transportadas sao distintas e desenvolvem diferentes fun¢des. Genes que codificam
componentes requeridos para a secrec¢ao tipo Il sdo geralmente localizados em um
anico plasmidio ou locus cromossémico (Plano et al., 2001; Henderson et al., 2004).

Como no sistema de secrecdo tipo |, o sistema de secrecad tipo lli
transloca suas moléculas efetoras através das membranas interna e externa,
independente de Sec. Uma vez guiada para o lado citoplasmico, a secre¢do da
molécula efetora pode ocorrer sem a formacéo de intermediarios periplasmicos, pois
ocorre através de uma estrutura semelhante a uma agulha que atravessa a
membrana interna e externa, composta de 20 diferentes proteinas. Talvez a
caracteristica mais notavel desta secrecdo seja sua habilidade para guiar as
proteinas efetoras diretamente para a célula eucariética. A analogia a uma seringa
hipodérmica, junto com a habilidade do sistema de injetar proteinas diretamente
dentro do citosol do hospedeiro, nomeou este sistema de secrecdo como injecao
(Plano et al., 2001; Henderson et al., 2004).

O tipo IV (TFSS) € o menos conhecido das vias de secrecdo de Gram
negativos. O sistema € relacionado com a maquinaria da conjugacdo bacteriana,
sendo o protétipo o sistema de transferéncia da nucleo-proteina T-DNA do
Agrobacterium tumefaciens. Contudo, ja foi observado em Bordetella pertussis,
Legionella pneumophila, e Helicobacter pylori. A. tumefaciens secreta muitas
moléculas efetoras (Vir D, Vir E e VirF) no citosol da célula hospedeira. Vir D é
secretada como um complexo nucleoprotéico e a proteina permanece
covalentemente ligada a copia do T-DNA fita simples. Uma vez no citosol, vir E
interage com virD, mediando a entrega do T-DNA para o nucleo da célula do
hospedeiro resultando na formacao de tumor (Lai & Kado, 2000; Henderson et al.,
2004).

O sistema de secrecao de proteina tipo V, talvez seja o mais simples
de todos. A primeira proteina autotransporte descrita foi uma IgAl protease de

Neisseria gonorrhoeae (Pohiner et al., 1987), e recebeu o0 nome de autotransporte,
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pois ao contrario dos tipos | a IV, ndo ha gasto de energia e fatores adicionais
durante o processo de translocacao.

A estrutura priméria da proteina autotransporte consiste de 3
dominios: sequéncia amino terminal, dominio passageiro e beta-dominio. A
sequéncia amino terminal (também chamada peptideo lider) esta presente na
porcao final N-terminal da proteina e permite guiar a proteina para a membrana
interna visando sua exportacdo para o periplasma, que pode ocorrer através da via
sec. O dominio passageiro, que possui diversas fungdes. O dominio localizado na
porcao final C-terminal da proteina, € a unidade de translocagcdo (também chamada
de Beta dominio), que consiste em uma estrutura curta com forma de beta barril
quando embutida na membrana externa e facilita a translocagdo do dominio
passageiro para a membrana externa (Henderson et al., 2004).

ApoOs a passagem pela membrana interna através das proteinas Sec,
o peptideo sinal é clivado e a proteina liberada no periplasma. Durante o transito
periplasmico € questionavel a ocorréncia de modificacdes estruturais. Em seguida,
ocorre a translocacdo do dominio passageiro do periplasma para a superficie da
célula, através do beta dominio, inserido na membrana externa como beta barril,
com um poro hidrofilico central. Uma vez na superficie bacteriana, ha caminhos
alternativos, o dominio passageiro pode ser processado e libertado para o ambiente
extracelular ou permanece em contato com a superficie bacteriana por interacées
nao covalentes com o beta dominio. (Henderson et al., 2004).

A érvore filogenética das proteinas autotransporte, derivada da
analise do dominio C-terminal, apresenta 11 grupos, sendo um deles o grupo da
serina protease autotransporte de Enterobacteriaceae (SPATE) (Henderson et al.,
2004). Membros da familia SPATE sao proteinas de E. coli e Shigella spp., que
apesar de possuirem uma sequéncia de aminoacidos altamente conservada, onde
esta presente o sitio ativo serina, semelhante a IgA1 protease; néo clivam IgAl, ndo
foram encontradas em microrganismos néo patogénicos, sdo de alto peso molecular
e altamente imunogénicas (Henderson et al., 2004).

Tsh é uma proteina autotransporte sintetizada como uma proteina
precursora de 140kDa, que durante a maturacdo sofre processos proteoliticos
resultando em ao menos 2 proteinas, dominio C-terminal de 33kDa (residuo 1101 a
1377 do precursor) que se insere na membrana externa, para mediar a translocacao

do dominio passageiro para o exterior da célula, e o dominio secretado de 106kDa
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(residuo 53 a 1100 do precursor). A presenca da proteina precursora de 140kDa e
do dominio C-terminal de 33kDa ndo foi confirmada em amostras selvagens
(Stathopoulos et al., 1999).

Tsh se caracteriza por conferir o fenétipo de hemaglutinacdo em
eritrocitos de galinha, quando a bactéria é cultivada a 26°C. Curiosamente, o
aumento na temperatura de incubacgéo, de 26°C para 37°C, levou a uma diminuicao
do titulo de hemaglutinacdo, mas a um aumento na expresséo da proteina de 106
kDa. Também foi observado que somente células totais, e ndo o sobrenadante,
foram capazes de conferir o fenétipo de hemaglutinacdo. Diante destes resultados,
Stathopoulos et al. (1999) sugeriram que baixos niveis da proteina de 140 kDa
estavam presentes e seriam responsaveis pela hemaglutinacdo. Os mesmos autores
sugeriram ainda que a expressao da hemaglutinina Tsh, em baixas temperaturas,
permitiria aderéncia ao trato respiratorio durante contato inicial com o hospedeiro,
enguanto a temperatura corpérea do hospedeiro levaria a expressao de adesinas ou
outros fatores importantes na viruléncia, e reduziria a expressao do fendétipo de
hemaglutinagéo.

Depois da descricdo do Tsh, muitas proteinas SPATE tem sido
identificadas, como por exemplo, SepA, uma proteina extracelular (Benjelloun-
Touimi et al., 1995) e Pic, proteina envolvida na colonizacao intestinal em amostras
de Shigella spp. (Henderson et al., 1999). SAT, uma toxina de E. coli uropatogénica
(Guyer et al., 2000); EspC, proteina secretada por E. coli enteropatogénica (Stein et
al., 1996); EspP proteina secretada por E. coli enterohnemorragica (Brunder et al.,
1997) e Pet, toxina de E. coli enteroagregativa (Eslava et al., 1998), também
pertencem ao grupo SPATE. Todas estas proteinas possuem alto nivel de
homologia, mas demonstram especificidade a substratos distintos (Dutta et al.,
2002). Algumas das SPATEs, como EspC, EspP, Sat e Pet, tem sido reportadas
como citotoxinas para diferentes tipos de células. EspC e Pet podem clivar
espectrina, pepsina e fator V de coagulagdo humana. Pepsina e fator V da
coagulacédo sdo também processados por EspP. Sat, por outro lado, cliva espectrina
e fator V da coagulacdo humana. As proteinas Tsh e Pic tem sido descritas como as
Unicas SPATE capazes de clivar mucina, sendo esta capacidade importante para
patégenos de mucosa (Dutta et al., 2002).

Kostakioti & Stathopoulos (2004) demonstraram que a Tshg purificada

€ capaz de se ligar a eritrocitos de carneiro, hemoglobina aviaria, colageno IV e
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fibronectina, mas nenhuma ligacao significante foi detectada com mucina e laminina.
Demonstraram também que Tshs é capaz de degradar caseina, sendo critica a
porcdo serina para atuacdo da proteina como protease. O sitio responsavel pela
aderéncia parece ser independente da porcdo serina, ou seja, as atividades
proteolitica e de aderéncia pertencem a diferentes dominios da proteina.

A atividade proteolitica da proteina Tsh sobre os substratos mucina
submaxilar de boi, caseina e fator V de coagula¢do sanglinea sintético (Dutta et al.,
2002), indicam uma possivel acdo da Tsh sobre um numero limitado de substrato
especifico. Mucinas sao glicoproteinas presentes no muco epitelial de diversos
sistemas, entre eles o sistema respiratorio de aves. Devido a sua alta viscosidade,
possuem papel fundamental na lubrificacdo e na protecdo contra substancias
nocivas e infecciosas (Lillehoj & Kim, 2002; Kawakubo et al., 2004). A degradacao
completa ou parcial de moléculas de mucina por enzimas microbianas constitui o
passo fundamental para a quebra de defesa da barreira mucosa. Indmeros
patégenos tem desenvolvido fatores de viruléncia, como mucinases, proteases ou
glicosidases, para a degradacao da barreira mucosa, ou simplesmente como fonte
de nutrientes (Crowther et al., 1987; Dutta, et al., 2002; Aristoteli & Willcox, 2003;
Roberton et al., 2005). Ainda ndo esta claro o papel real da proteina Tsh na
degradacdo da mucina no processo infeccioso, para tanto seria necessario
caracterizar a expressao da proteina em amostras selvagens, avaliando as melhores
condicBes ambientais para esta expressao.

Muitos métodos para avaliar a capacidade mucinolitica de uma
bactéria foram descritos. Entre eles, incubacdo da bactéria ou da proteina em agar
contendo mucina e visualizac&do da atividade mucinolitica apds coloracdo com negro
de amido, SDS-PAGE corado com reagente de Schiff (PAS) e cromatografia por
exclusdo de tamanho, utilizando bactéria ou proteina incubada com mucina,
comparada a mucina nao tratada (Henderson et al., 1999; Dutta et al., 2002.,
Aristoteli & Willcox, 2003). Uma vez que, nenhum desses métodos é capaz de
avaliar a massa molecular da proteina envolvida no processo mucinolitico, nenhum
deles podera detectar a proteina mucinolitica em amostras selvagens.

Devido a elevada incidéncia da colibacilose, que acarreta perdas
econdmicas significativas, e a busca crescente por novas informagdes que
auxiliariam no controle desta patologia na industria avicola, o presente trabalho tem
como objetivo a analise da expressdo e a caracterizacdo funcional da proteina

autotransporte Tsh de E. coli.
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2 OBJETIVOS

1. Analise do efeito da temperatura e dos meios de cultivo na
expressao da hemaglutinina temperatura sensivel (Tsh) em amostras selvagens de
APEC.

2. Caracterizagdo funcional das duas porgdes protéicas da proteina
autotransporte Tsh em amostras selvagens de APEC.

3. Avaliacdo da capacidade mucinolitica da proteina Tsh frente a
mucina de diferentes origens, inclusive mucina de traquéia de ave.

4. Determinacdo da massa molecular da proteina Tsh envolvida no

processo mucinolitico.
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3 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho podemos

concluir que:

= A proteina Tsh em amostras selvagens de E. coli se
apresenta predominantemente em duas formas, na forma de uma proteina de
membrana externa (OMP) com 33kDa (Tshg) e na forma secretada com 106kDa
(Tshs).

= A produgcdo do Tshg é independente das condigbes
ambientais (temperatura e meio de cultura), sendo expressa quando a bactéria foi
cultivada em LB, CFA ou Mucina, a 26°C, 37°C ou 42°C. Em contrapartida, a
producdo do Tshs ndo ocorreu a 26°C, e foi expressa melhor quando a bactéria foi
cultivada em presenca de mucina.

* Tshg tem funcdo hemaglutinante e Tshs tem funcéo
mucinolitica. A Tsh recombinante (r-Tsh) possui ambas as fun¢des.

= A r-Tsh é capaz de degradar mucina de estbmago de
porco, glandula submaxilar de boi e de traquéia de ave.

= SDS PAGE copolimerizado com mucina € um método que

possibilita avaliar a massa molecular da proteina envolvida no processo mucinolitico.
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Fig.1. Expression of the 140 kDa protein by clone E. coli/pET101-tsh and
immunological response of this protein in chickens. (A) SDS-PAGE 8% stained with
Coomassie brilliant blue. (B) Western blot with anti-Tsh antibody and anti-chicken
IgG conjugated with peroxidase. Lane 1, E. coli BL21; lane 2, clone BL21/pET101-
tsh induced with IPTG 1mM; lane 3, eluted Tsh. The band of approximately 140 kDa
corresponds to Tsh protein.
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Fig. 2. Western blot of fractions from APEC 13 grown under different media and
temperatures. (A) Supernatant fractions, lanes (1) as control, recombinant E. coli BL
21 Star™ (DE3)/tsh; (2) LB medium, 26°C; (3) CFA, 26°C; (4) CFA, 37°C; (5) CFA,
42°C; (6) Mucin, 26°C; (7) Mucin, 37°C; (8) Mucin, 42°C. (B) Pellet fractions, lanes
(1) E. coli BL 21 Star™ (DE3)/tsh; (2) LB, 26°C; (3) LB, 42°C; (4) CFA, 26°C; (5)
CFA, 37°C; (6) CFA, 42°C; (7) Mucin, 26°C; (8) Mucin, 37°C; (9) Mucin, 42°C. The
positions of molecular mass markers (kDa) are shown at the left.
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Fig. 3. Mucinolytic activity of the Tsh protein, evidenced on gels containing added
mucins as substrates. (A) Bovine submaxillary mucin; (B) chicken tracheal mucus;
(C) Porcine Gastric Mucin; Lanes (1) pellet from E. coli BL 21 Star™ (DE3); (2) pellet
from recombinant E. coli BL 21 Star™ (DE3)/tsh; (3) purified r-TSH protein; (4)
lyophylized supernatant from APEC 13 grow in mucin broth at 37°C; (5) concentrated
supernatant from APEC 13 grown in mucin broth at 37°C. The positions of molecular
mass markers are indicated at the left.

140 -

Fig.4. Inhibition of mucinolytic activity of the Tsh protein by anti-Tsh antibody. Lanes A:
purified r-TSH protein; B: purified r-TSH protein incubated with 5 ul of anti-Tsh; C:
purified r-TSH protein incubated with 10 ul of anti-Tsh. The positions of molecular mass
markers are indicated at the left.
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ANEXO 1
ARTIGO1: EXPRESSION, HEMAGGLUTINATING AND MUCINOLYTIC ACTIVITIES
OF THE TSH PROTEIN FROM AN AVIAN PATHOGENIC ESCHERICHIA

COLI (APEC) STRAIN
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Abstract

The temperature sensitive hemagglutinin (Tsh) expressed by strains of avian pathogenic
Escherichia coli (APEC) has both agglutinin and protease activities. Tsh is synthesized as a 140
kDa precursor protein, whose processing results in a 106 kDa passenger domain (Tshs) and a 33
kDa B-domain (Tshg). Both r-Tsh (140 kDa) and pellets from wild APEC13, which contain
Tshg(33 kDa), agglutinated chicken erythrocytes. Both r-Tsh and supernatants from APEC13,
which contain Tshg (106 kDa), caused proteolysis of chicken tracheal mucins. Chicken anti-Tsh
serum inhibited the hemagglutinating activity of strains APEC13 and recombinant E. coli

BL21/pET101-tsh, and it also inhibited the mucinolytic activity of Tsh protein.

1 Introduction

The temperature-sensitive hemagglutinin (Tsh) expressed by avian pathogenic
Escherichia coli (APEC) confers the phenotype mannose-resistant hemagglutination (MRHA) of
chicken erythrocytes to bacteria grown at 26°C on low-osmolarity solid medium (Provence and
Curtiss, 1992, 1994). The tsh gene was detected in APEC, but not in E. coli isolated from the
faeces of healthy chickens, which suggests that it possibly has a role in the pathogenicity of
APEC (Maurer et al., 1998; Dozois et al, 2000). The deduced sequence of 4.4 kb of Tsh
presented homology to the serine-type immunoglobulin A (IgA) proteases of Neisseria
gonorrhoeae and Haemophilus influenzae (Provence and Curtiss, 1994), and as Tsh is secreted
similarly to type IgA serine-proteases, it was classified into the subfamily of autotransporter
proteins denominated “SPATE” (“serine protease autotransporters of Enterobacteriaceae™)
(Henderson et al., 1998; Stathopoulos et al., 1999; Dozois et al. 2000).

Maturation of Tsh produces two proteins, a 106 kDa extracellular protein (Tshs), and a 33
kDa outer membrane protein (Tshg). The 106 kDa protein contains the serine-protease motif,
which is also found in secreted IgA proteases, but it did not cleave human IgA, or chicken IgA
(Stathopoulos et al., 1999), although Tsh did cleave bovine submaxillary gland mucin and
coagulation factor V (Dutta et al., 2002). Tsh, adheres to red blood cells, hemoglobin, and the
extracellular matrix proteins fibronectin and collagen IV, but does not adhere to mucin. It was
also demonstrated that Tshy exerts proteolytic activity against casein (Kostakioti & Stathopoulos,
2004).

APEC isolated in Brazil often carry the tsh gene (Delicato et al., 2002), whereas non-

pathogenic strains do not carry it, which strengthens the contention that it is an important
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virulence factor and a possible target for vaccine development. We previously cloned the tsh
gene (R. C. Simodes, R. K. T. Kobayashi, L. C. J. Gaziri, and M. C. Vidotto, submitted for
publication), and in this study we investigated expression and functional characteristics of Tsh

from a brazilian isolate of APEC.

2 Material and Methods
Bacterial strains and growth conditions

APEC 13 strain, serotype O2: H9; APEC 27 strain, serotype O36:H35; APEC 35,
serotype O153:H17 (Moura et al., 2001) were isolated from colibacillosis lesions. The E. coli BL
21 Star'™ (DE3) strain (Invitrogen) was used as receptor of recombinant plasmid pET 101-tsh,
which allows high-level expression of T7-regulated genes. The strains E. coli BL21 Star"™(DE3)
and E. coli HB101 were used as negative controls.

Bacteria were routinely grown in Luria-Bertani (LB) broth or agar; E. coli BL21
Star(DE3)/tsh was grown in media containing added ampicillin (100pg/ml). The wild strain
APEC 13 was grown in agar colonization factor antigen (CFA), and in agar mucine (10ml
5XM9; 0.5g Porcine Gastric Mucin - PGM, Type III; Sigma, St Louis, Mo.; 1g agar; 50ml dH,0).
Mucin solutions were previously autoclaved at 121°C for 15 min. Strains grown in broth were
cytospun (5000 rpm, 10 min., 4°C), the pellet was frozen, and the supernatant was filtered and
lyophylized. Strains grown in agar were suspended in 2 ml of 0.85% NaCl, spun (14000 rpm, 40
min., 4°C), the pellet was frozen, and the supernatant filtered (0.8um and 0.45um Millipore
filters).

TSH protein purification

The strain E. coli BL 21 Star™ (DE3)/tsh was grown in 50ml of LB broth, at 37°C, and
ImM of IPTG (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, USA) was added when the culture
reached ODggo equal to 0.6, followed by further 4h of incubation. The protein was purified, as

directed by the manufacturers of ProBond (Invitrogen).

Antibody production and purification
The purified r-Tsh protein (100.9) was resolved by SDS-PAGE (8% gels), the 140kDa
protein was removed and intramuscularly inoculated together with Freund's adjuvant into

chickens. Four days after the second boost, chickens were bled, and the serum was separated,
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inactivated, and adsorbed on E. coli BL 21 Star™ (DE3). Control sera were obtained from non-
immunised chickens.
Analysis of Tsh by SDS PAGE and Western Blotting

Cell lysates and purified protein were suspended in electrophoresis sample buffer (0.025M
Tris-HCI, 2% SDS, 15% glycerol, 2.5% 2-mercaptoethanol, pH 6.8), boiled for 5 min, and
electrophoresed on SDS 5-12% polyacrylamide gels (SDS-PAGE). Gels were either stained with
Comassie blue or set up for Western blot. Proteins were transferred onto nitrocellulose
membranes (Pharmacia Biotech) and the membranes were blocked in blocking buffer (PBS +
0.1% Tween 20 + 5% nonfat dry milk) for 1 h at room temperature under agitation. The
membranes were washed in PBS-T (PBS + 0.1% Tween 20) and incubated for 1 h in a 1:40000
dilution of serum Anti-Tsh. The membranes were then washed and the protein Tsh was detected
by means of enhanced chemioluminescence (ECL) Western Blotting System (Amersham
International, Amersham, United Kindom). Protein molecular weight markers (BenchMark™
Pre-Stained Protein Ladder, Invitrogen) were used as standards.

To verify the location of the Tsh protein, APEC 13 strain was grown on CFA broth at 26°C
to induce Tsh protein synthesis. The OMPs were purified as previously described (Griffiths et
al., 1983) and analysed by SDS-PAGE, and transferred onto nitrocellulose membrane for
Western blotting.

Hemagglutination assay

Hemagglutination activity was tested by microhemagglutination (Provence and Curtiss,
1992). Bacteria grown on CFA (colonisation factor antigen) agar plates at 26 °C for 48 h were
harvested and suspended in 0.85% NaCl. When cells were assayed for hemagglutination activity,
the suspension of cells was serially diluted in 0.85% NaCl containing methyl-a-D-
mannopyranoside (1%) (Sigma, St. Louis, USA) to inhibit hemagglutination by typel fimbriae
and then was added to each well of a 96-well round-bottom microplate containing a suspension
of fresh chicken erythrocytes. The reactions were incubated for 1 h on ice. Wells containing an
even sheet of erythrocytes across the well were considered positive, whereas those containing a
small erythrocyte pellet at the bottom of the well were considered negative. To test the presence
of inhibitory antibodies in the immune serum, APEC 13, BL21/pET101-tsh and BL21 strains
were incubated with anti-Tsh serum and control serum for 30 min on ice, and then tested by the

micro-hemagglutination assay.
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Extraction of mucine from chicken trachea

Chicken tracheal mucin was obtained from 10 bled roosters. Their tracheas were removed
under asseptic conditions, slit lengthwise, and their mucus collected by gently scraping the
surface with a sterile spatula. The mucus was homogenized, filtered, concentrated on
Centriprep® YM-10 Centrifugal Filter Units (Millipore), and further filtered on 0.45um filters
(Millipore). Samples of this preparation were plated on LB agar to test for bacterial

contamination. Protein content was assayed by Lowry's method (Miller, 1959).

Assay of Tsh mucinase activity

Polyacrylamide gels (8%) copolimerized with 10mg (1.25mg/ml) of mucin were used to
assay the mucinase activity of r-Tsh protein and cellular preparations. Porcine gastric mucin
(Type II; Sigma, St Louis, Mo.), bovine submaxillary mucin (Type I, Sigma Chemical Co.), and
chicken tracheal mucin preparation were used as substracts.

After electrophoresis, the gels were treated with 1% Triton X-100 for 1h, rinsed, and
incubated for 40h in mucinase buffer (0.05M Tris-HCI, pH 8.0; 0.01M CaCly; 0.15M NaCl). The
gel was then fixed, rinsed for 24h in several solutions of isopropanol and acetic acid, and stained
by Schiff's periodic acid technique. Inhibition of the mucinolytic activity was tested by
incubation of 5 pl or 10 pl anti-Tsh antibody (42mg/ml) with 10 pl of Tsh (67ug/ml) for 30min
at room temperature.

Proteolytic activity of APEC 13 was also tested in agar plates containing either albumin,

or casein, or mucin, which were incubated for 24h at 37°C and stained with amido black.

3 Results
Purification of recombinant Tsh protein and localization of Tsh protein on APEC

Expression and purification of Tsh was tested on recombinant E. coli BL21/pET 101-tsh)
and APEC 13, in the supernatants and pellets of strains grown in several media and at different
temperatures.

The profile of bands on SDS-PAGE shows the presence of induced Tsh (Fig. 1A, lane 2)
by comparison with strain E. coli BL21 (Fig. 1A, lane 1). The recombinant Tsh (r-Tsh) was
effectively purified from resin ProBond and presents approximately 140 kDa (Fig. 1A, lane 3).
The reactivity of r-Tsh with the anti-Tsh serum on Western blot is shown on lane (Fig 1B, lanes

2 and 3).
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The anti-Tsh antibody also recognized, by Western blot, a 106 kDa protein in the
supernatants from APEC 13 culture (Fig. 2A) and a 33 kDa protein in the pellet from APEC13
(Fig. 2B). Extracts of outer membrane proteins (OMP) of APEC 13 also presented the 33 kDa
protein that reacted with anti-Tsh antibody.

Supernatants from APEC 13 cultures presented a protein of about 106 kDa when the
bacteria were grown at either 37°C or 42°C in CFA agar (Fig. 2 A, lane 4 and 5), although this
protein was more evident when the bacteria were grown at 37°C in mucin agar (Fig 2A, lane 7).
This 106 kDa protein was not detected when the bacteria were grown at 26°C in any of the
culture media used in this study (Fig.2A, lane 2 and 3). A 106 kDa protein was also detected in
the supernatants when the bacteria were grown in mucin broth at 37°C for 48h. The 140 kDa
protein was not found in the supernatants from APEC 13 cultures. Supernatants from APEC 27
and APEC 35 also presented the 106 kDa protein when grown at 37°C in mucine-agar, and the
33 kDa protein in the pellet, when grown at 26°C in CFA.agar.

Pellets from APEC 13 cultures presented a protein of about 140 kDa, when the bacteria
were grown at 26°C in LB agar or CFA agar (Fig. 2 B, lanes 2 e 4). When the bacteria were
grown in either LB agar, CFA agar, or mucin agar, at either 26°C, 37°C, or 42°C, the culture
pellets also presented a 33 kDa protein. Pellets from cultures of bacteria grown in liquid medium
presented proteins of about the same relative molecular masses as those detected after growth in

agar.

Tsh hemagglutinating activity

Both the recombinant E. coli BL21/pET 101-tsh and APEC13 agglutinated chicken
erythrocytes, and this hemagglutination was inhibited by the anti-Tsh antibody, whereas the
BL21 strain (tsh’) was non-agglutinating, indicating that pET101-tsh contains the structural gene
that codifies the hemagglutinin Tsh. Supernatants from APEC 13 cultures grown in CFA broth at
37°C did not cause hemagglutination. OMP extracts from APEC 13 grown at either 26°C or 37°C
caused hemagglutination, which was inhibited by the anti-Tsh antibody. The 140 kDa purified r-
Tsh protein caused agglutination of chicken erythrocytes, which was inhibited by the anti-Tsh
antibody.

Tsh mucinolytic activity
Both the recombinant E. coli BL21/pET 101-tsh and the protein r-Tsh cleaved bovine
submaxilary mucin (Fig. 3A, lanes 2 and 3), chicken tracheal mucin (Fig 3B, lanes 2 and 3 ) and
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pig gastric mucin (Fig. 3C, lanes 2 and 3). The wild strain BL21 did not cleave any of those
mucins (Fig. 3A, B, C; lane 1).

Concentrated supernatants from APEC 13 cultures presented mucinolytic activity (Fig.
3A, lane 4 and 5), whereas its pellets did not present mucinolytic activity (picture not shown). A
clear halo of protein degradation was observed around colonies of APEC 13 grown in agar
mucine; this was not observed when the bacteria were grown in either albumin agar or casein
agar, nor when it was grown in mucin agar supplemented with glucose (pictures not shown).

The anti-Tsh antibody also inhibited the mucinolytic activity of Tsh recombinant protein

(Fig.4).

4 Discussion

Chicken anti-Tsh sera recognized r-Tsh protein, but did not recognize any protein from
recipient strain E. coli BL21, showing that it was highly specific for Tsh. This sera recognized a
106 kDa protein in supernatants from APEC 13 grown at 37°C and a 33 kDa in the culture
pellets, showing that the 140 kDa protein was cleaved into those smaller proteins. This
conclusion is corroborated by the observation that supernatants from APEC 13 cultures grown at
37°C did not contain detectable 140 kDa protein, whereas the pellets from cultures grown at
26°C did contain the 140 kDa protein. Thus, those observations suggest that wild APEC 13
processes Tsh in a temperature dependent way which parallels the original findings in
recombinant E. coli K-12 (Provence and Curtiss II1, 1994; Stathopoulos et al., 1999)

Purified r-Tsh agglutinated chicken erythrocytes, and this agglutination was inhibited by
anti-Tsh antibody, showing that in aqueous solution the 140 kDa Tsh carries an active agglutinin
domain. Since supernatants from APEC 13 cultures, which contain the 106 kDa protein, but do
not contain the 140 kDa protein, did not cause hemagglutination, whereas OMP extracts of
bacteria grown at either 26°C or 37°C, which contain the 33 kDa protein, did cause agglutination,
it seems that APEC directed proteolysis of the 140 kDa protein occurred at both growth
temperatures. However, an alternative interpretation of these data cannot be excluded. Since
APEC 13 cells grown at 26°C caused hemagglutination and presented the 140 kDa protein,
whereas their supernatants did not contain detectable amounts of 106 kDa protein, and given that
purified r-Tsh caused agglutination, it is also possible that agglutination caused by cells grown at
26°C was due to native membrane-bound 140 kDa protein, and that the presence of the 33 kDa
protein in their OMP extracts was caused by cleavage during cell disruption and membrane

pelleting procedures. This latter alternative implies that APEC directed release of Tshy occurrs
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preferentially at 37°C, and not at 26°C, which could represent an interesting adaptation to release
proteolytic activity in a medium where it would be useful for bacterial growth.

Both r-Tsh protein and supernatants from APEC 13 cultures (which contain the 106 kDa
protein) presented mucinolytic activity. APEC 13 grown in agar mucine also presented
proteolytic activity, which was not observed when the bacteria were grown in some other agar
protein media or in mucine-agar supplemented with glucose. This suggests that the mucinolytic

activity of Tsh might be important for the colonization of the avian tracheal mucous environment

by APEC.
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ANEXO 2

ARTIGO 2: DETECTION OF TSH PROTEIN MUCINOLYTIC ACTIVITY BY SDS
PAGE
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Abstract

Mucins are glycoproteins present in epithelial mucous secretions, which exert a
protective function due to their high viscosity. Some bacteria produce mucinolytic proteins,
such as the temperature-sensitive hemagglutinin (Tsh) secreted by Escherichia coli. In this
work we detected the mucinolytic activity of Tsh by SDS-PAGE in gels containing mucins as

substrates.

Mucus is a thick secretion that coats many epithelial surfaces (oral cavity, respiratory
tract, eyes, gastrointestinal tract, bladder and cervix); it is mainly composed by glycoproteins
termed mucins. Mucins plays an important role in animal and human health, as it lubricates
those epithelial surfaces and protects them against noxious substances and infections (Lillehoj
and Kim, 2002; Kawakubo et al., 2004). Partial or complete degradation of mucin molecules
by microbial enzymes is often a fundamental step in disruption of defensive mucosal barriers.
Microbial pathogens developed virulence mechanisms, such as mucinases, proteases and
glycosidases that disrupt the mucin barrier (Crowther et al., 1987; Dutta et al., 2002; Aristoteli
and Willcox, 2003; Roberton et al., 2005).

The temperature-sensitive hemagglutinin (Tsh) is a bi-functional protein with both
adhesive and proteolytic properties, which is secreted by some pathogenic strains of
Escherichia coli. Native Tsh (140 kDa) is cleaved into a 33 kDa outer membrane and a 106
kDa extracellular protein (Provence & Curtiss, 1992, 1994; Stathopoulos et al., 1999; Dutta et
al., 2002; Kostakioti and Stathopoulos, 2004). Since methods currently used for the detection
of mucinolytic activity (Henderson et al., 1999; Dutta et al., 2002; Aristoteli & Willcox, 2003)
do not allow immediate evaluation of the molecular mass of the proteolytic Tsh fragment, in
this study we characterized the mucinolytic fragment by SDS-PAGE in gels containing
diverse mucins as substrates.

Strain E. coli BL21 Star (DE3)/tsh recipient of the recombinant plasmid pET 101-tsh
was used for expression of the Tsh protein (R. C. Simdes, R. K. T. Kobayashi, L. C. J. Gaziri,
and M. C. Vidotto, submitted for publication). The wild strain APEC13, serotype O2:H9
harboring tsh gene, and strain E. coli BL21 Star"™(DE3) were used as controls.

The strain E. coli BL 21 Star™ (DE3)/tsh was grown in Luria-Bertani (LB) broth
containing added ampicillin (100pg/ml), at 37°C, and induced by the addition of IPTG (Sigma
Chemical Co., St. Louis, Missouri, USA). The protein was purified, as directed by the
manufacturers of ProBond (Invitrogen). The wild strain APEC 13 was grown in mucin broth

(10ml 5XM9; 0.5g Porcine Gastric Mucin - PGM, Type III; Sigma, St Louis, Mo.; 50ml dH,0).
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Mucin solutions were previously autoclaved at 121°C for 15 min. (Aristoteli and Willcox,
2003). Samples were cytospun (5000 rpm, 10 min., 4°C), the pellet was frozen, and the
supernatant was filtered and lyophylized.

To test Tsh mucinolytic activity, porcine gastric mucin (Type III; Sigma, St Louis, Mo.),
bovine submaxillary mucin (Type I, Sigma Chemical Co.), and chicken tracheal mucin
preparation were used as substrates. Chicken tracheal mucin was obtained from 10 bled
roosters. Their tracheas were removed under aseptic conditions, slit lengthwise, and their
mucus collected by gently scraping the surface with a sterile spatula. The mucus was
homogenized, filtered, concentrated on Centriprep® YM-10 Centrifugal Filter Units
(Millipore), and further filtered on 0.45um filters (Millipore). Samples of this preparation
were plated on LB agar to test for bacterial contamination. Protein content was assayed by
Lowry's method.

The polyacrylamide gels (8%) copolymerized with 10mg (1.25mg/ml) of mucin were
treated with 1% Triton X-100 for 1h, rinsed, and incubated for 40h in mucinase buffer (0.05M
Tris-HCI, pH 8.0; 0.01M CaCly; 0.15M NaCl). The gel was then fixed and. rinsed in solution
containing isopropanol 25% and acetic acid 10% for 2h, isopropanol 10% and acetic acid 10%
for 12h and lastly, acetic acid for 10h with several washings. The gel was stained by Schiff's
periodic acid technique; the coloration phase was started by the oxidation with periodic acid
1% and acetic acid 3% for 1h. The gel was washed 6 times, each washing with distilled water
lasting 10min, and placed into Schiff reagent, protected from light for 50 min, then bleached
with sodium metabisulphite 0.5% and visualized.

Inhibition of the mucinolytic activity was tested by incubation of Sul anti-Tsh

antibody (42 mg/ml) with 10ul of Tsh (67pug/ml) for 30 min at room temperature.
Both the recombinant E. coli BL21/pET 101-tsh and the protein r-Tsh cleaved bovine
submaxilary mucin (Fig. 1A, lines 2 and 3), chicken tracheal mucin (Fig 1B, lines 2 and 3 )
and pig gastric mucin (Fig. 1C, lines 2 and 3). The wild strain BL21 did not cleave any of
those mucins (Fig. 1A, B, C; line 1). The gel allowed detection of 0.5ug of mucinolytic
protein. The anti-Tsh antibody inhibited the mucinolytic activity of Tsh recombinant protein
(Fig. 2).

Concentrated supernatants from APEC 13 cultures, which contain the secreted 106
kDa protein, presented mucinolytic activity (Fig. 1A, lines 4 and 5).

Tsh has currently received great attention, both for its bi-functional characteristics and

for its potential as a target for the development of a vaccine against colibacillosis (Stewart-
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Tull et al, 2004), which is a disease that causes important worldwide economic losses to the
poultry industry. In this study we developed a simple and fast method that allows direct
detection of the mucinolytic activity of r-Tsh (140 kDa) and of its secreted portion (106
kDA), which could be useful in the preparative steps of further Tsh studies.
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Fig. 1. Mucinolytic activity of the Tsh protein, evidenced on gels containing added
mucins as substrates. (A) Bovine submaxillary mucin; (B) chicken tracheal mucus;
(C) Porcine Gastric Mucin. Lanes (1) pellet from E. coli BL 21 Star™ (DE3); (2) pellet
from recombinant E. coli BL 21 Star™ (DE3)/tsh; (3) purified r-TSH protein; (4)
lyophylized supernatant from APEC 13 grow in mucin broth at 37°C; (5) concentrated
supernatant from APEC 13 grown in mucin broth at 37°C. The positions of molecular
mass markers are indicated at the left.
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Fig. 2. Inhibition of mucinolytic activity of the Tsh protein by anti-Tsh antibody. Lanes A:
purified r-TSH protein; B: purified r-TSH protein incubated with 5 ul of anti-Tsh; C:
purified r-TSH protein incubated with 10 pl of anti-Tsh. The positions of molecular mass
markers are indicated at the left.
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