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RESUMO

QUEL, N. G. Escherichia coli Vacuolating Factor (ECVF) como fator associado
a celulite aviaria. 2013. 88 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Escherichia coli isoladas de lesbes de celulite aviaria em frangos de corte produzem
uma citotoxina, denominada ECVF (Escherichia coli Vacuolating Factor), que causa
intensa vacuolizacdo citoplasmatica em células de origem aviaria, mas ndo em
células de mamiferos. A importancia de ECVF na patogenia da celulite foi avaliada
por meio de ensaios de citotoxicidade em cultura de células e ensaios in vivo. ECVF
purificado foi inoculado subcutaneamente em frangos de corte, e induziu alteracoes
nos tecidos subcutaneo, adiposo e conjuntivo, com sinais de inflamacao e presenca
de infiltrados de heterofilos, linfocitos e plasmdécitos. Em ensaios de citotoxicidade,
foi verificado que ECVF induz alteracbes no citoesqueleto e no nucleo de
fibroblastos aviarios, bem como apoptose, tempo-dependentes. Por microscopia
eletrbnica de transmissao, verificamos que ECVF induz altera¢cdes citoplasmaticas e
nucleares que podem afetar diretamente o metabolismo celular, entre elas
condensacdo da cromatina e fragmentacdo nuclear, intensa vacuolizacéo
citoplasmatica, e desorganizacdo do citoesqueleto e das organelas. Também foi
verificada interacdo de ECVF com proteinas de células aviarias, em detrimento das
de células de mamiferos, sugerindo uma especificidade da toxina a este tipo celular.
Essas proteinas podem estar envolvidas na interacdo de ECVF com a célula,
durante a inducédo de citotoxicidade que leva ao dano tecidual. Nossos resultados,
apoiados por dados de estudos anteriores, permitem sugerir um importante papel de
ECVF na patogenia da celulite aviaria, podendo contribuir para elucidacdo do
mecanismo de desenvolvimento da doenca.

Palavras-chave: Escherichia coli patogénica aviaria (APEC). Escherichia coli
Vacuolating Factor (ECVF). Celulite aviaria.



ABSTRACT

QUEL, N. G. Escherichia coli Vacuolating Factor (ECVF) as a factor associated
to avian cellulitis. 2013. 88 f. Dissertation (Masters thesis in Microbiology) -
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Escherichia coli isolated from cellulitis lesions in broiler chickens produce a citotoxin,
called ECVF (Escherichia coli Vacuolating Factor), which causes intense cytoplasm
vacuolization in cells of avian origin, but not in mammalian cells. The importance of
ECVF in the pathogenesis of avian cellulitis was assessed by citotoxicity assays in
cell culture and in vivo assays. Purified ECVF was inoculated subcutaneously in
broiler chickens, and induced alterations on subcutaneous, adipose and connective
tissues, with signs of inflammation and infiltrates of heterophile, lymphocytes and
plasma cells. In citotoxicity assays, we verified that ECVF induced alterations at
cytoskeleton and nucleus of avian fibroblasts, such as apoptosis, time-dependent. In
transmission electronic microscopy, we verified that ECVF induced citoplasmic and
nuclear alterations, which can affect cellular metabolism directly, including chromatin
condensation and nuclear fragmentation, intense cytoplasm vacuolization, and
disorganization of cytoskeleton and organelles. It was also verified the interaction of
ECVF with proteins of avian cells, instead of those from mammalian cells,
suggesting the specificity of this toxin to this cells. These proteins may be involved in
the interaction of ECVF with the cell, during the induction of citotoxicity, which will
lead to the tissue damage. Our results, supported by data from previous studies,
suggest an important role of ECVF in the pathogenesis of avian cellulitis, which may
contribute to the elucidation of the mechanism of disease development.

Keywords: Avian pathogenic Escherichia coli (APEC). Escherichia coli Vacuolating
Factor (ECVF). Avian cellulitis.
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Celulite refere-se a um processo inflamatorio do tecido subcutaneo,
caracterizado pela presenca de placas fibrino-caseosas (JEFFREY; CHIN; SINGER,
1999; NORTON; BILGILI; MCMURTREY, 1997). Foi descrita pela primeira vez em
aves por Randall, Meakins e Watt (1984) na Inglaterra e consiste em uma das
maiores causas de perda econémica na avicultura de muitos paises (FALLAVENA,
2000). O problema so0 € detectado na inspecdo durante o abate e ocorre mesmo nas
aves provenientes de lotes com bom desempenho. A manifestacdo dessa afeccao
esta relacionada a multiplos fatores que incluem condi¢gbes de produgéo, tais como:
nutricdo, manejo, saude e ambiéncia (NORTON, 1997). Escherichia coli tem sido o
microrganismo mais comumente associado a celulite (BRITO; VIDOTTO, 2003),
entretanto, outros patégenos, como Pasteurella multocida, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter agglomerans, Proteus vulgaris e Streptococcus
dysgalactiae, podem estar associados a manifestacdo dessas lesdes (NORTON;
HESS, 1999).

No Brasil, a celulite € uma causa crescente de condenacdo de carcacas de
aves. Segundo dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), dos 5,09 bilhdes de aves abatidas no Brasil em 2012, 2,67% foram
condenados (total e parcialmente), sendo 6,91% desses devido a celulite. Seriam
9,4 milhdes de carcacas afetadas pela celulite ao ano, configurando uma das mais
importantes causas de condenacdo, ficando atrds somente da contaminacéo,
responsavel por 30% dos descartes, contusdo e dermatose, responsaveis por 12,7%
e 12,5%, respectivamente (BRASIL, 2013).

O papel da E. coli na celulite tem sido investigado em diversos trabalhos.
Estudos demonstram que a infec¢éo por E. coli leva a producéo de lesdes de celulite
em frangos de corte (NORTON; BILGILI; MCMURTREY, 1997; PEIGHAMBARI et
al., 1995b). Salvadori et al. (2001) descreveram que E. coli isoladas de lesdes de
celulite aviaria produzem uma citotoxina que causa intensa vacuolizagdo
citoplasmatica em células de origem aviaria, mas nao em células de mamiferos, e a
denominaram ECVF (Escherichia coli Vacuolating Factor). Estudos anteriores
sugerem que esta citotoxina esta envolvida no desenvolvimento da celulite aviaria
(ARAGAO, 2010; QUEL, 2010; SALVADORI, 2003), entretanto, estudos sobre a
caracterizacdo da atividade citotoxica da ECVF, bem como o estudo do efeito da
toxina in vivo, se faziam necessarios, a fim de confirmar ECVF como um importante

fator associado a patogénese da celulite aviaria.
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2.1 Producéao e consumo de carne de frango no Brasil e no mundo

De acordo com o Departamento de Agricultura dos EUA (USDA, 2008), a
producdo mundial de carne de frango cresceu muito nos ultimos trinta anos,
passando de 7,47 milhdes de toneladas em 1970 para 40 milhdes de toneladas até o
final do século 20.

A producédo brasileira de carne de frango passou de 5,98 milhdes de
toneladas em 2000, para 13,05 em 2011, um aumento de quase 55% em apenas
uma década. Esses nimeros aproximam o Brasil da China, atualmente o segundo
maior produtor mundial de carne de frango, cuja producao alcancou 13,2 milhdes de
toneladas em 2011 (UNIAO BRASILEIRA DE AVICULTURA, UBABEF, 2012). Além
disso, a avicultura brasileira é responsavel por empregar mais de 3,6 milhdes de
pessoas, direta e indiretamente, e corresponde a aproximadamente 1,5% do Produto
Interno Bruto (PIB) nacional (UBABEF, 2012).

Producio Brasileira de Carne de Frango (milhdes ton) Fome: UBABEF

Brazilian Chicken Meat Production (million MT)

598 6.74 7.52 7.84 849 895 9.34 1031 10,94 l098 12,23 l3os uﬁs

5.98 6.74 7.52 7.84 3.49 2.95 9.34 10.31 10.94 10.98 12.23

2010 zon 2012

Gréfico 1. Producéo Brasileira de Carne de Frango. Fonte: UBABEF - Relatério Anual 2013."

' No ano de 2012, a avicultura brasileira sofreu uma crise que acarretou na diminuicdo da producéo
de carne de frango. Essa crise foi motivada pela estiagem no sul do pais com a escassez de soja,
que elevou o preco do grdo em mais de 100%. Além disso, houve quebra da safra norte-americana
de milho, o que elevou seu preco em mais de 40%. O aumento do preco dos graos tem impacto direto
na producdo avicola, jA que constituem a base da ragdo usada na alimentacdo dos animais
(UBABEF, 2013).
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O aumento na producdo é um reflexo da mudanca de hébito alimentar dos
brasileiros que, até a década de 1990 se alimentavam majoritariamente de carne
bovina. Isso se deve ao menor custo da carne de frango em relacdo a carne bovina,
além de sua imagem de produto saudavel e de qualidade (GIROTTO; AVILA, 2003).
Segundo dados da Unido Brasileira de Avicultura, UBABEF (2001), em 1970 o
consumo anual era de 2,4 quilos de carne de frango por habitante e, em 1985, este
valor subiu para 9,4. Em 2000, o consumo por habitante era de 29,9 quilos e, apés
uma década, observa-se crescimento de 37% no consumo, que chegou a 47,3
quilos por habitante em 2011, um namero considerado recorde (UBABEF, 2012).

Essa mudanca de habito é observada quando comparadas as producdes das
trés principais carnes: bovina, suina e de frango. Em 2009, o Brasil produziu
aproximadamente 22 milhdes de toneladas destas trés carnes, sendo que desse
total, 11 milhdes de toneladas (50,2%) foram representados pela carne de frango, 8
milhdes (35,3%) pela carne bovina, e 3 milhBes (14,4%) pela suina (Revista
Producdo Animal — Avicultura - AviSite, 2010).

Do total de frangos produzidos pelo pais em 2011, cerca de 70% foi destinado
ao consumo interno, e 30% a exportacdo, esta representando 3,9 milhdes de
toneladas. Com isso, o Brasil configura o maior exportador de carne de frango do
mundo, seguido dos EUA, cuja exportacdo em 2011 foi de 2,9 milhdes de toneladas,
0 que representa menos de 20% de sua producao total. A conquista do mercado
internacional foi gradativa, sendo que em 1996 o Brasil exportava somente 571
milhdes de toneladas, passando para 2,4 em 2004 e, finalmente, 3,9 em 2011.
Segundo o MAPA (BRASIL, 2012), até 2020 o Brasil devera concentrar 48,1% das
exportacdes mundiais de carne de frango, se mantendo como principal exportador.
Os estados que mais contribuem para esses numeros sdo o0s da regido sul,
representando os maiores produtores e exportadores do pais, concentrando mais de
60% da producéo e 70% da exportacdo total do pais. O principal destino desta carne
é o Oriente Médio, que importou 1,4 milhdes de toneladas em 2011, seguido da Asia
(1,1 milhdes) e Africa (498 mil toneladas) (UBABEF, 2012), sendo que a carne

brasileira € comercializada em 142 paises (BRASIL, 2012).
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Tabela 1. Exportagdo mundial de carne de frango (1000 toneladas).

Pais / Ano 2005 2006 2007 2008 2009 2010
Brasil 2.739 2.502 2922 3.242 2.992 3.181
Estados Unidos 2.360 2.361 2.678 3.157 3.093 3.072
UE-27 696 689 635 742 783 992
Tailandia 240 261 296 383 379 432
China 332 322 358 285 291 379
Argentina 92 94 125 164 178 214
Canada 102 110 139 152 147 147
Chile 60 64 39 63 87 79
Kuwait 97 38 60 70 70 70
Ucrinia 9 6 6 8 19 i3
Emirados Arabes 20 10 30 30 30 30
Australia 18 16 25 27 30 26
Jordania 2 2 3 20 23 21
México 1 1 2 5 9 14
Africa do Sul 4 4 4 3 13 16
Coréia do Sul 2 3 6 9 11 16
Ardbia Saudita 10 10 10 10 10 10
Singapura 12 46 15 9 7 9
Russia 7 2 2 5 7 5
Filipinas - 2 5 - 6 8
Outros 22 9 21 25 28 39

Fonte: Embrapa Suinos e Aves - Anuario estatistico -Avicultura.

Embora a producéo seja bastante grande, a perda também é. Ha inUmeros
fatores que levam a condenacdao total ou parcial das carcacas, ambas resultando em
perda econbmica. Segundo o Regulamento Técnico da Inspecdo Tecnoldgica e
Higiénico-Sanitaria de Carnes de Aves (BRASIL, 1998), “qualquer érgéo ou outra
parte da carcaca que estiver afetado por um processo inflamatorio devera ser
condenado e, se existir evidéncia de carater sisttmico do problema, a carcaca e as
visceras na sua totalidade deverdo ser condenadas”. No ano de 2012, foram
abatidas 5,09 bilhdes de aves no Brasil, sendo 96,85% desse total (4,93 bilhdes)
composto por frangos de corte. Destas, 136 milhdes foram condenadas (total e
parcialmente), sendo que 6,91% teve como causa a celulite. Portanto, foram 9,4
milhGes de carcacas afetadas pela celulite, configurando uma das mais importantes
causas de condenacdo, ficando atras somente da contaminacgéo, responsavel por
30% dos descartes, contusdo e dermatose, responsaveis por 12,7% e 12,5%,
respectivamente (BRASIL, 2013). O grafico 2 apresenta um comparativo (em
porcentagem de condenagdo) entre as principais causas da condenacgdo de

carcagas de aves no Brasil, no ano de 2012, sendo as mais importantes:



27

contaminacgdo, contusdo, dermatose e celulite, nesta ordem (BRASIL, 2013). Além
disso, alguns autores também apontam para a celulite aviaria como uma importante
causa de condenacdo (DERAKHSHANFAR; GHABARPOUR, 2002; FALLAVENA et
al., 2000; GOMIS et al., 1997; KUMOR et al., 1998; MESSIER et al., 1993; NETO;
MIRANDA, 2009; SANTANA et al., 2008; SCHERER FILHO, 2009; SILVA; MOTA,
2003).
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Gréfico 2. Principais causas de condenacéo (total e parcial) de carcagas de aves no Brasil, no ano de
2012. Dados apresentados em porcentagem de condenacédo. Fonte: MAPA, 2013.



28

2.2 Celulite aviéaria

Celulite se refere ao processo inflamatério do tecido subcuténeo, observado
principalmente no peito e coxa das aves. Também é conhecida como processo
infeccioso, processo inflamatdrio, “waffle skin” e dermatite necrética (BRITO et al.,
2002). Esta enfermidade foi descrita pela primeira vez por Randall, Meakins e Watt
(1984) na Inglaterra.

A doenca s0 é detectada na inspecao, durante o abate, apés serem retiradas
as penas, e ocorre mesmo nas aves provenientes de lotes com bom desempenho.
As aves afetadas ndo apresentam sinais clinicos, permanecendo aparentemente
saudaveis e com crescimento normal, porém no momento do processamento da
carne, nota-se a presenca de placas caseosas sob a pele, além de um exsudato
purulento, caracteristicos da doenca. A presenca da lesdo resulta na condenacéo
parcial ou total da carcaca, que acarreta em uma elevada perda econdémica para o
setor avicola (ELFADIL et al., 1996; GLUNDER, 1990; GOMIS et al., 2000;
MESSIER et al., 1993; SINGER et al., 1999).

Norton (1997) sugeriu que a doenga se origina a partir de um ferimento na
pele da ave, causando perda da integridade e, assim, permitindo que as bactérias
penetrem através da lesé@o e colonizem o tecido subcutaneo. Porém, Peighambari et
al. (1995b) demonstraram, a partir da reproducao experimental da doenca, que estes
ferimentos na pele sdo necessarios para o inicio da infeccdo, mas ndo sédo
suficientes para desencadear a celulite, sugerindo que acdes para reduzir essas
lesbes na pele podem significar a diminuicdo da celulite aviaria. Sabe-se que
também é necesséario que uma grande quantidade de bactérias entre em contato
com esta lesdo para que ocorra o desenvolvimento da doenca (FALLAVENA, 2000).
Johnson et al. (2001b) sugerem que a maior prevaléncia de celulite € encontrada em
machos, e justifica o fato devido a maior agressividade, o que ocasiona mais lesdes
em decorréncia de brigas, jA& que quando os animais sao inoculados
experimentalmente com E. coli ndo ha diferencas significativas entre machos e
fémeas.

Oderkirk (1997) sugeriu que a qualidade da cama das aves possa influenciar
no desenvolvimento da doenca, ja que o material de que é feita pode favorecer o
crescimento bacteriano, além de aumentar o risco de ferimentos na pele. A escolha

da cama correta, associada a sua desinfeccdo em caso de reuso, muito comum
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devido a reducéo de custos (MIGLIORANZA, 2011), pode diminuir as condenagdes
parcial e total associadas a celulite. Além desse fator, a alta densidade populacional
na granja também pode aumentar a chance de ocorréncia das lesdes, devido ao
maior contato entre os animais (CAMPOS, 2000; FEDDES et al., 2003;
PEIGHAMBARI et al., 1995a). O mau empenamento, também devido a densidade
elevada, pode ser mais um fator contribuinte para a ocorréncia de danos a pele, ja
gue as penas conferem protecéo contra lesées (GARCIA et al., 2002).

Alguns autores sugerem que a temperatura também € um fator importante
para o desenvolvimento da celulite aviaria. Schrader, Singer e Atwill (2004)
verificaram que quando mantidos em temperaturas mais elevadas, os lotes tendem a
apresentar mais celulite. Feddes et al. (2003) verificaram que, ao reduzir a
temperatura, houve melhora da qualidade da carcaca, com 40% menos condenagao,
além de uma reducéo significativa na taxa de mortalidade dos frangos. Além disso,
Schrader, Singer e Atwill (2004) também sugerem gque dois importantes fatores para
o desenvolvimento da doenca sdo a quantidade de aves por cama e o tempo de
vazio sanitario, sendo este Ultimo correspondente ao periodo em que o aviario fica
fechado, apdés sua limpeza e desinfeccdo, até que se inicie um novo lote
(FIGUEIREDO et al., 2007). Segundo este estudo, quando um menor nimero de
aves é criado numa mesma cama e o tempo de vazio sanitario € aumentado, ha
uma diminuicdo significativa na ocorréncia de celulite. Isso porque ao diminuir o
ndamero de aves por cama, 0 contato entre as mesmas é diminuido, dificultando a
ocorréncia de lesdes, e quando o tempo de vazio sanitario é aumentado, a chance
de o proximo lote entrar em contato com 0s micro-organismos € menor.

Escherichia coli tem sido o micro-organismo mais comumente isolado de
lesbes de celulite (GOMIS et al., 2000; MESSIER et al., 1993; OLKOWSKI et
al.,1999; ONDERKA et al., 1997; SINGER et al.,2000), embora possa haver outros
patdgenos associados (NORTON; HESS, 1999). Segundo Olkowski et al. (2005), a
suscetibilidade da pele dos frangos a colonizacdo por E. coli pode estar associada a
especificidades estruturais e fisico-quimicas. Além disso, Zavalla (2000) afirma que a
fagocitose das bactérias no tecido subcutdneo de frangos € ineficiente, ja que os
fagdcitos aviarios ndo possuem o mesmo arsenal bioquimico presente nos fagocitos
de mamiferos. Esses dados sugerem que as infecgfes tendem a ser mais cronicas

nas aves.
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A infeccao por E. coli pode ser tratada com o uso de antimicrobianos, sendo
os mais comuns: danfloxacina, gentamicina, enrofloxacina, apramicina,
espectinomicina e acido oxolinico (ANDREATTI FILHO, 2006). Porém, o uso
indiscriminado de antimicrobianos no tratamento, e até mesmo prevencao, das
doencas aviarias é um problema de saude publica (JOHNSON et al., 2005; MOTA et
al., 2005). Zanatta et al. (2004) encontraram 70% das cepas de E. coli aviaria
estudadas por eles resistentes a antimicrobianos, além de 77,5% multirresistentes,
sendo que nenhuma droga foi eficiente contra todas as cepas estudadas. Bogaard et
al. (2001) avaliaram a resisténcia das cepas de origem fecal de frangos e perus em
comparacdo com as cepas, também de origem fecal, de galinhas caipiras, e
verificaram um percentual significativamente maior de cepas resistentes no primeiro
grupo, além de maior numero de cepas multirresistentes. Johnson et al. (2007b)
avaliaram a resisténcia de cepas de E. coli de origem fecal humana e aviaria e
verificaram que as cepas isoladas de fezes humanas podem ter sido oriundas de
aves, por ingestdo da carne contaminada, demonstrando entdo um importante
problema de saude publica e potencial zoondtico.

Visto os riscos do uso excessivo de antibidticos, € necessario o0
desenvolvimento de alternativas aos mesmos. Segundo Dobrindt e Hacker (2008), a
inibicdo especifica de fatores de viruléncia € um método promissor para combater
seletivamente as doencgas bacterianas sem um crescente risco de desenvolvimento
de cepas resistentes. O conhecimento detalhado da estrutura, fungcéo e regulacao
dos fatores de viruléncia bacterianos € essencial para o desenvolvimento de
potenciais alternativas aos antibiéticos. Desta forma, o presente trabalho pretende
contribuir também para que, no futuro, a toxina ECVF possa ser alvo de drogas que
visem prevenir a celulite aviaria, minimizando assim a perda econdmica associada a

doenca.
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2.3 Escherichia coli

Escherichia coli € um bacilo Gram-negativo, anaerdbio facultativo,
pertencente a familia Enterobacteriaceae. A maioria das linhagens sdo comensais,
sendo membros da microbiota intestinal humana e de outros animais homeotérmicos
e, portanto, ndo sdo patogénicas. Porém, ha linhagens patogénicas, que podem
causar doengas no trato intestinal ou em locais fora do intestino. As E. coli
patogénicas intestinais podem ser classificadas em: EPEC (Escherichia coli
enteropatogénica), EHEC (Escherichia coli enteroemorragica), EAEC (Escherichia
coli enteroagregativa), ETEC (Escherichia coli enterotoxigénica), EIEC (Escherichia
coli enteroinvasora) e DAEC (Escherichia coli de adesé&o difusa) (KAPER et al.,
2004; NATARO; KAPER, 1998). Ja as E. coli extra-intestinais, ou EXPEC
(Extraintestinal Pathogenic E. coli) (Russo; Johnson, 2000), sao divididas em: UPEC
(Escherichia coli uropatogénica), SEPEC (Escherichia coli causadora de sepse),
NMEC (Escherichia coli causadora de meningite neonatal) e APEC (Escherichia coli
patogénica aviaria), sendo esta Ultima a Unica, dentre as supra-citadas, que constitui
um patégeno animal (MOULIN-SCHOULEUR et al., 2007). Entretanto, EPEC, EHEC
e ETEC também podem causar doencas em animais, apesar de serem patégenos
essencialmente de humanos. Para isso, se utiizam dos mesmos fatores de
viruléncia produzidos pelas cepas humanas, além de fatores de colonizacdo
presentes somente nas cepas animais (KAPER et al., 2004).

Segundo Jhonson et al. (1998), para uma cepa de E. coli ser definida como
APEC, é necessario que ela possua cinco marcadores genéticos plasmidiais, que
sdo genes relacionados a viruléncia, sendo eles: iutA (sistema sideréforo -
aerobactina), hlyF (potencial hemolisina aviaria), iss (resisténcia ao soro), iroN
(sistema siderdéforo - salmoquelina) e ompT (protease de membrana).

Apesar das APECs serem classificadas como membros das EXPEC, a
relacdo filogenética entre elas ainda ndo foi claramente definida (MOULIN-
SCHOULEUR et al., 2007). Isso porque a classificacdo filogenética, descrita por
Clermont, Bonacorsi e Bingen (2000), é baseada na comparagdo da amostra
desconhecida com uma colegédo de referéncia de E. coli (ECOR), que consiste em
72 amostras de E. coli isoladas de diferentes hospedeiros e origens geograficas,
porém nenhuma das amostras € de origem aviaria, 0 que impede o posicionamento

correto do grupo. Segundo Clermont, Bonacorsi e Bingen (2000), a classificacédo
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permite agrupar as E. coli em quatro grupos: A, B1, B2 e D, sendo que as EXPEC
geralmente se enquadram nos grupos B2 e D (BINGEN et al., 1998; BOYD; HARTL,
1998; JOHNSON; STELL, 2000; PICARD et al., 1999).

Como as outras E. coli, as APECs também sao diferenciadas em sorogrupos
e sorotipos, sendo essa classificacdo baseada no perfil de antigenos de superficie
que a bactéria apresenta. O antigeno O (somatico), constituido de lipopolissacarideo
(LPS) determina sorogrupo, enquanto que a combinacdo do antigeno O com o0s
antigeno H (flagelar) e K (capsular) define sorotipos (NATARO; KAPER, 1998). Pode
ocorrer uma sobreposi¢cao de sorogrupos entre as EXPECs, ou seja, tanto EXPECs
humanas como aviarias podem apresentar cepas de um mesmo Ssorogrupo,
indicando similaridades entre as EXPECs (EWERS et al., 2007; JOHNSON et al.,
2007a; RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005).

Algumas cepas aviérias e extra-intestinais humanas tém caracteristicas em
comum, incluindo sorogrupos, genes associados a fatores de viruléncia e grupos
filogenéticos (CHERIFI et al., 1994; EWERS et al., 2007; JOHNSON et al., 2008;
MOKADY; GOPHNA; RON, 2005; RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005). Entretanto, as
relagOes filogenéticas entre cepas humanas e aviérias ainda ndo foram esclarecidas
(MOULIN-SCHOULEUR et al.,, 2007), embora ha muito tempo existam
especulacdes sobre a origem alimentar (animal) das EXPECs (JOHNSON et al.,
2007; LINTON et al., 1977; SHOOTER et al., 1970). Apesar das similaridades e da
relagdo filogenética, a extensdo do risco zoondtico associado a cepas de APEC
ainda ndo é claro (ADIRI; GOPHNA; RON, 2003; EWERS et al., 2004
RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005).
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2.4 Potencial zoonético de Escherichia coli Patogénica Aviaria (APEC)

Embora tenha sido amplamente aceito que a maioria das cepas de APEC
ndo apresentam potencial zoondtico, estudos recentes demonstram que algumas
cepas podem ser transmitidas a hospedeiros humanos, sugerindo que APEC pode
causar infeccdes extra-intestinais nestes hospedeiros, além de possivelmente
constituir um reservatério de genes de viruléncia que seriam transmitidos as
EXPECs (ADIRI; GOPHNA; RON, 2003; EWERS et al., 2007; MOKADY; GOPHNA,
RON, 2005; MOULIN-SCHOULEUR et al., 2007; RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005;
RON, 2006).

Skyberg et al. (2006), ao transferir a uma E. coli comensal, por conjugacéo,
um plasmideo que continha muitos genes associados a viruléncia de APEC, além
de mostrar similaridade de conteddo a um plasmideo e a uma ilha de
patogenicidade (PAI) de UPEC, verificaram que ao adquirir esse plasmideo, a E.
coli tornava-se capaz de matar embrides de galinha, crescer na urina humana e
colonizar rins de camundongos, demonstrando entdo que APEC pode configurar um
patdogeno de mamiferos.

Ewers et al. (2007), por meio de tipagem pelo método ECOR, verificaram que
mais da metade das cepas de APEC analisadas por eles compartilhavam os
mesmos antigenos O encontrados nas UPECs (02, 06, 018 e 0O78), e quase 20%
dos antigenos O de NMEC (01, 02, 06, 018 e 045), portanto, muitos sorogrupos
detectados em APEC estdo notadamente envolvidos em doencas humanas, como
infeccbes do trato urinario e meningite neonatal, sugerindo uma possivel
transferéncia de cepas aviarias para humanos, o que demonstra um potencial risco
zoonoGtico das cepas aviarias (BONACORSI; BINGEN, 2005; JOHNSON; STELL,
2000; JOHNSON et al.,, 2001a; JOHNSON et al.,, 2003; LINTON et al.,, 1977,
RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005).

Johnson et al. (2007a) realizaram uma genotipagem de mil cepas de APEC e
UPEC, quanto a genes envolvidos com viruléncia. Eles também sequenciaram uma
cepa de APEC (APEC O1:K1:H7) e comparam com as sequéncias genéticas
disponiveis de EXPECs humanas. Eles verificaram que o genoma da APEC O1 e de
trés cepas de UPEC eram bastante similares, com somente 4,5% do genoma da
APEC nao encontrado nos genomas das outras EXPECs. Além disso, algumas

cepas de EXPEC humanas eram mais semelhantes a APEC O1 do que a outras
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cepas de EXPEC humanas. Este trabalho suporta a teoria de que algumas cepas de
EXPECs humanas e aviarias teriam uma origem comum, possivelmente alimentar.

Outros estudos também suportam a ideia de que APEC e EXPECs humanas
apresentam semelhancas cromossémicas. Por exemplo, o gene ibeA, sabidamente
envolvido na invasdo de NMEC a células endoteliais microvasculares do cérebro, foi
encontrado em uma frequéncia significativamente maior em cepas de APEC do que
em cepas comensais aviarias. Além disso, ao inativar o gene ibeA, a cepa mutante
perdia significativamente a capacidade de invadir células endoteliais
microvasculares do cérebro in vitro, bem como de causar colibacilose em aves,
comparado a cepa selvagem (com gene ibeA). Isto demonstra a importancia deste
gene para viruléncia de APEC e confirma a estreita relacdo existente entre APEC e
EXPECs humanas (GERMON et al., 2005).

Ha muitos exemplos de genes envolvidos com viruléncia presentes tanto em
APEC como em EXPECs humanas (JOHNSON et al., 2007a), o que suporta a teoria
de que APEC é capaz de causar doenca extraintestinal em humanos, porém é
necessaria uma investigacdo maior quanto ao potencial zoonético das APECSs,
visando esclarecer a possibilidade de transmissao de certas cepas de EXPEC entre
animais e humanos, pois até o momento o que se tem é muito mais discusséo do
gue prova concreta (JOHNSON et al., 2008).
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2.5 Escherichia coli Vacuolating Factor (ECVF)

As APECs estdo associadas com muitas doencas aviarias, a maioria extra-
intestinal, como: salpingite, infeccbes do trato respiratério, colisepticemia,
colibacilose, sindrome da cabeca inchada, celulite, entre outras (HORN et al., 2012;
NAKAZATO et al.,, 2009). Isso se deve a presenca de fatores de viruléncia,
responsaveis pela patogenicidade da bactéria. Entre os principais, pode-se citar:
adesinas e invasinas, envolvidas na colonizacdo do sitio de infec¢ao, sideroforos,
importantes para sobrevivéncia da bactéria dentro do hospedeiro, capsula
polissacaridica, que confere protecdo contra o sistema imune do hospedeiro,
endotoxinas (LPS) e toxinas secretadas (JOHNSON E RUSSO, 2005; HORN et al.,
2012; RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005).

Salvadori et al. (2001) descreveram que E. coli isoladas de lesdes de celulite
aviaria produzem uma citotoxina que induz intensa vacuolizacdo citoplasméatica em
células de origem aviaria, mas ndao em células de linhagens mamaéarias, e a
denominaram ECVF (E. coli Vacuolating Factor). Esta intensa vacuolizacdo nas
células € um estado patoldgico, pois altera os processos de trafego interno celular. O
tamanho, bem como a quantidade dos vacuolos formados, perturbam a condicao de
homeostase, isto é, prejudicam a estabilidade fisiologica da célula (ARAGAOQ, 2010).

Parreira e Gyles (2003) descreveram que em uma ilha de patogenicidade
(PAIl) de uma cepa de APEC era codificada uma proteina autotransportadora, a qual
induzia formacdo de vacuolos intracelulares em células FEG (fibroblastos de
embrido de galinha). Esta citotoxina foi denominada Vat (Vacuolating autotransporter
toxin). Como a vacuolizacdo induzida por Vat também € especifica para células de
origem aviaria, assim como a de ECVF, e considerando outras similaridades, como
atividade de protease, inicialmente pensou-se tratar da mesma proteina. Porém, a
analise da banda de ECVF, obtida em gel SDS-PAGE, por espectrometria de
massas?® revelou ndo haver similaridade entre a sequéncia peptidica de ECVF e as
proteinas depositadas nos bancos de dados do NCBI e no banco especifico de E.
coli. Esse dado leva a crer que ECVF e Vat sdo proteinas diferentes, apesar de

terem funcdes biologicas similares.

> A andlise da banda de ECVF obtida em gel SDS-PAGE foi realizada pelo LNBio-CNPEM
(Laboratério Nacional de Biociéncias - Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais,
Campinas/SP), em espectrometro do tipo nanoESI-Q-TOF (Premier, Waters).
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A citotoxina ECVF foi purificada em alto grau de pureza e, quando inoculada
intravenosamente em frangos de corte, estimulou a liberacéo sistémica de citocinas
inflamatorias TNF-a e anti-inflamatorias IL-10 (QUEL et al.,, 2013; SALVADORI,
2003). O tempo de curso de liberacdo do TNF-a em frangos neste estudo foi similar
ao requerido para o desenvolvimento das lesbes de celulite em aves inoculadas com
E. coli, na reproducdo experimental do processo inflamatorio da celulite (GOMIS et
al., 1997; NORTON; BILGILI; MCMURTREY, 1997; PEIGHAMBARI et al., 1995b).

Aragdo (2010) verificou que ECVF induz perda da viabilidade celular em
células FEG (fibroblasto de embrido de galinha) atuando na integridade da
membrana celular, na respiracdo mitocondrial e no citoesqueleto destas células.
Além disso, Quel (2010) verificou que ECVF induz condensacdo da cromatina
nuclear e acidificacdo citoplasmatica.

Esses dados sugerem que a ECVF pode desempenhar um papel relevante no
desenvolvimento da celulite, entretanto, estudos sobre a caracterizacédo da atividade
citotoxica da ECVF, bem como o estudo do efeito da toxina in vivo, utilizando
frangos de corte, se faziam necessérios, a fim de confirmar ECVF como um

importante fator associado a patogénese da celulite aviaria.



3 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral

Caracterizar as alteracdes intracelulares induzidas por ECVF, bem como estudar
histologicamente os efeitos da toxina no tecido subcutaneo de frangos de corte, a
fim de confirmar ECVF como um importante fator da patogénese da celulite aviéria.

3.2 Objetivos especificos

1. Estudar a acdo de ECVF no citoesqueleto, nucleo e demais organelas de
fibroblastos aviarios;

2. Estudar, in vivo, a acdo de ECVF nos tecidos subcutaneos de frangos de
corte tratados com diferentes concentragdes da toxina;

3. Estudar, in vitro, especificidade de ECVF para células aviarias.



4 MATERIAL E METODOS
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4.1 Amostra bacteriana

Escherichia coli AC53, sorogrupo 021,83, originalmente isolada de lesbes de
celulite aviéria, gentilmente cedida pelo Dr. C. L Gyles do Department of Pathology,
University of Guelph, Ontério, Canada foi utilizada para a producao e purificacdo da
citotoxina ECVF (Escherichia coli Vacuolating Factor).

4.2 Producéo e Purificagéo da ECVF

A toxina ECVF foi purificada de acordo com a metodologia descrita por Salvadori
et al (2001) e adaptada por Aragao (2010), com modificacbes. Foi realizado cultivo
da amostra de E. coli AC53 em LB, sob agitacdo de 100 rpm, durante 18 horas a 37
°C (Controlled Environment Incubator Shaker — New Brunswick Scientific CO., INC.,
Nova Jersei, EUA). Em seguida, a cultura foi centrifugada a 10.000 rpm, durante 20
minutos, a 4 °C (Centrifuga Beckhman, rotor JA14 - Beckhman Coulter, Brea,
California, EUA). O sobrenadante da cultura obtido foi ultrafiltrado em coluna Hollow
Fiber Cartridge, modelo UFP-100-C4X2MA, que possui poros de 100 kDa (GE
Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido), e a fragdo menor que 100 kDa, foi
submetido a nova etapa de ultrafiltracdo utilizando a membrana Amicon XM-50
(Millipore, Billerica, Massachusetts, EUA). O material retido nesta segunda
membrana foi cromatografado, primeiramente, em sistema de Fast Protein Liquid
Chromatography (FPLC, AKTA - GE Healthcare) em coluna cromatogréfica de
interacao hidrofébica HiTrap Phenyl Fast Flow (low sub) (GE Healthcare), com fluxo
de 1,0 mL/min. O tampao de equilibrio da coluna foi Tris-HCI| 0,06 M pH 7,4. O
material foi eluido em gradiente linear inverso de 1-0 M de (NH4).SO, (Merck), e a
eluicdo foi monitorada a 280 nm. Em seguida, foi feita a didlise do material obtido,
em membrana Spectra/Por (Spectrum Labs, EUA). As fragcbes com atividade
citotoxica em cultura de células CEC-32 (fibroblastos aviarios (item 3) foram
submetidas a uma segunda etapa cromatografica de exclusdo molecular em coluna
Superdex 75 HR 10/30 (GE Healthcare), com fluxo de 0,5 mL/min e o tampéo de
eluicéo foi Tris-HCI 0,06 M pH 7,4 com 0,15 M de NaCl. A cada etapa do processo
foram feitos testes em cultura de células, para verificar a presenca de atividade

citotdxica vacuolizante.


http://en.wikipedia.org/wiki/Brea,_California
http://en.wikipedia.org/wiki/Brea,_California
http://en.wikipedia.org/wiki/United_States
http://en.wikipedia.org/wiki/Little_Chalfont
http://en.wikipedia.org/wiki/United_Kingdom
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O grau de pureza da ECVF foi avaliado por eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE) com SDS (SDS-PAGE) (LAEMMLI, 1970) sendo o gel
posteriormente corado por impregnacdo de sais de prata (BLUM; BEIER; GROSS,
1987).

4.3 Culturas celulares e teste de citotoxicidade

4.3.1 Culturas celulares

A atividade citotdéxica foi verificada, em cada etapa do processo de
purificacdo da ECVF, em fibroblastos aviarios (CEC-32), adquiridos do Banco de
Células do Rio de Janeiro. Também foram utilizadas, para ensaio de deteccdo de
fatores proteicos de células aviarias que interagem com ECVF e especificidade da
toxina (secao 4.7), as células Vero (rim de macaco verde africano), Huvec (células
endoteliais da veia umbilical humana) e FEG (fibroblastos de embrido de galinha).
As células Vero e Huvec ja eram mantidas na rotina laboratorial, enquanto que as
células FEG foram gentilmente cedidas pela Fort Dodge Laboratories (Pfizer Animal
Health, Campinas, Sdo Paulo, Brasil).

As células foram mantidas em meio Minimo Essencial de Eagle (MEM), com
excecdo das células CEC-32, as quais requerem o meio Eagle Modificado por
Dulbecco (DMEM). Os meios foram suplementados com 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB) e 1% da solucdo de antibiéticos (Penicilina 1000 U/ml e Streptomicina 250
ug/ml).

A suspensdo de células (2,5 x 10° células/mL) foi distribuida em placas de 96
ou 24 cavidades (Corning Costar - Whitehouse Station, Nova Jersei, EUA),
adicionando 0,1 mL ou 1 mL, respectivamente, da suspensao celular por cavidade,
de acordo com a necessidade de cada experimento. Em seguida, as placas foram

incubadas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO, por 24 horas.

4.3.2 Ensaio de citotoxicidade

ApoGs a formacdo da monocamada celular, o meio de cultura das placas foi

dispensado e substituido por MEM ausente de soro fetal bovino e antibiético. Uma
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parte da amostra do material obtido dos processos de purificacdo por cromatografia
foi aplicado as culturas celulares, em triplicata, para avaliar a preservacao da
atividade biologica da ECVF. As placas foram incubadas em estufa a 37 °C em 5%
de CO, pelo periodo de 24 horas, durante as quais foi realizada a leitura e
visualizacdo das alteracdes morfologicas esperadas (vacuolizagdo), com auxilio do
microscoépio invertido (Nikon TE300, Shinagawa-ku, Téquio, Japao).

4.4Deteccéo de alteracdes celulares in vitro

4.4.1 Deteccéao de alteracdes no citoesqueleto

As células CEC-32, cultivadas em placas de 24 cavidades com laminulas,
foram tratadas com ECVF na concentracdo de 40 pg/mL (CD50 determinada para
FEG por Aragéo (2010)) em diferentes tempos, 2, 4, 6, 18 e 24 horas, em triplicatas.
Para a coloracdo, foi utilizada a faloidina conjugada com rodamina (Phalloidin-
TRITC, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) na concentragao final de 5 yg/mL,
seguindo o protocolo do fabricante. O nucleo de CEC-32 foi marcado com a sonda
fluorescente DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole). Foi realizada a montagem das
laminas para microscopia, as quais foram mantidas no escuro até o momento da
visualizacdo em microscopio de fluorescéncia (LEICA DM 2500 - Wetzlar,

Alemanha).

4.4.2 Deteccao de fragmentacdo de DNA usando método de TUNEL

As células CEC-32, cultivadas em placas de 24 cavidades com laminulas,
foram incubadas a 37 °C com ECVF purificada 40 pg/mL por 2, 4, 6, 18 e 24 horas,
em triplicatas. Apos serem fixadas com paraformaldeido 1,5%, as células foram
processadas para marcacao por TUNEL usando kit de detec¢cao da morte celular “in
situ” (Roche Applied Science — Penzberg, Upper Bavaria, Alemanha), de acordo com
a instrucdo do fabricante. As laminas foram visualizadas imediatamente em
microscopio de fluorescéncia (LEICA DM 2500). Foram fotografados cinco campos
representativos de cada tratamento. Entdo, foi feita contagem do nimero de células
totais e apoptoticas de cada tratamento, somando os campos. Com o0s valores

obtidos, foi calculada a porcentagem de células apoptoticas em cada tratamento e
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foi realizada uma andlise estatistica dos dados, por meio do software GraphPad
Prism version 5 for Windows (p<0.05), a fim de verificar se as diferencas eram

significantes.

4.4.3 Microscopia eletrdnica de transmissao

Células CEC-32 foram cultivadas em placas de permanox (Nalge Nunc
Internacional, EUA) e tratadas com ECVF purificada (40 pg/mL) por 6 e 18 horas. As
células foram fixadas em solucdo contendo Glutaraldeido 2,5% (Polaron, Watford,
Inglaterra) em tampéo cacodilato de sédio 0,1 M de pH 7,2, durante 1 hora e 30
minutos, a temperatura ambiente. Apds lavagem com solucdo salina/sacarose, foi
realizada a pos-fixagdo com Tetroxido de Osmio 1%, também em tamp&o cacodilato,
durante 1 hora a 4 °C. As células foram, entéo, desidratadas em gradiente de etanol,
embebidas em Resina Epon (Polysciences, Inc. - Warrington, Pensilvania, EUA) e
mantidas em estufa a 60 °C durante 72 horas, para polimerizacédo da resina.

Cortes ultra-finos, com aproximadamente 60 nm de espessura das
monocamadas celulares, foram obtidos em ultramicrétomo (Ultracut UCT®, Leica) e
contrastados por acetato de uranila (Reidel-de Haén) a 2%, durante 30 minutos e
por citrato de chumbo a 0,5% durante 10 minutos. A observacédo foi realizada ao
microscépio eletrdnico de transmissdo LEO 906 (Leica), operando em tensao
aceleradora de 60 kV e as imagens foram capturadas utilizando o Sistema Morada

(Gatan, Inc. - Pleasanton, California, EUA).
4.5 Deteccéao de alteracdes teciduais in vivo

A deteccdo de alteracdes teciduais in vivo foi realizada com autorizacdo da
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNICAMP, sob protocolo n°® 2089-
1, aprovado em 08 de fevereiro de 2010. Este ensaio foi conduzido anteriormente a
aprovacao pela CEUA do ICB/USP e foi acrescentado a dissertacdo por ser
pertinente a concluséo dos resultados.

4.5.1 Analise histopatologica

4.5.1.1 Inducéo das lesdes de celulite
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Foi realizada seguindo a metodologia descrita por Norton, Bilgili e McMurtrey
(1997). Foram utilizados seis frangos machos de 40 dias de idade, gentiimente
cedidos por Seara Alimentos S.A., nos quais foram inoculados: a cultura bacteriana
(E. coli isolada de lesdes de celulite aviaria - AC53) diluida em PBS (1:10) como
controle positivo (3 x 108 bactérias/mL); PBS e E. coli K-12 (3 x 10® bactérias/mL),
como controles negativos; e a toxina ECVF em diferentes concentracées (0,01
mg/mL e 1 mg/mL). O volume final de 1 mL foi inoculado nos frangos na regido do
esterno por via subcutanea.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, alimentados com racao
comercial e com livre acesso a agua, por seis dias apds a inoculacédo e observados

diariamente. Foram sacrificados por asfixia com diéxido de carbono.
4.5.1.2 Analise microscopica

Foi realizada a partir de fragmentos de pele de aproximadamente 0,5 mm de
espessura. Os fragmentos foram fixados em Paraformaldeido 4% em tampao
fosfato, desidratados, diafanizados e incluidos em parafina. Foram, entdo, cortados
em microtomo LEICA RM 2145 e corados com Hematoxilina-eosina. A observacao
dos cortes histologicos foi feita em microscépio LEICA DM 2500, Departamento de
Biologia Celular, 1B, UNICAMP.

4.6 Analise estatistica

Para determinar as diferencas significantes entre os grupos tratados e o
controle dos resultados obtidos nas secBes 4.4.2 e 4.5, foi realizada andlise
estatistica dos dados. Para isso, utilizamos one-way ANOVA seguido do teste de

Tukey, através do software GraphPad Prism version 5 for Windows (p<0.05).

4.7 Deteccdo de fatores proteicos de células aviarias potencialmente

envolvidos na interacdo com ECVF

4.7.1 Biotinilacdo de ECVF
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ECVF purificada foi re-suspendida em PBS contendo 10 mg/mL de biotina
(EZ-link sulfo-NHS-LC-biotin) e incubada por 1 hora a 37 °C. Em seguida, 0 excesso
de biotina foi removido em coluna desalting (ZebaTM Spin Desalting Column) e
ECVF biotinilada foi utilizada para deteccdo de proteinas em ensaio de blotting
conforme metodologia abaixo. Todo o processo de biotinilagdo de ECVF foi
realizado conforme recomendacfes do fabricante (Thermo Pierce - Rockford, llindis,
EUA).

4.7.2 Preparo de proteinas celulares

Células FEG (fibroblastos de embrido de galinha), Vero (células de rim de
macaco verde africano) e Huvec (células endoteliais da veia umbilical humana)
foram obtidas de crescimentos confluentes em placas de 150x20 mm. Foram
utilizadas as trés linhagens celulares para verificar se realmente ha especificidade
de ECVF as células de origem aviaria, ja que a toxina nao induz efeitos citopaticos
em células de mamiferos. Primeiramente, as monocamadas celulares foram lavadas
duas vezes com PBS estéril (pH 7,4) e re-suspensas por raspagem em mesmo
tampdo, sendo posteriormente submetidas a tratamento com ultrassom (amplitude
20% por 2 min) em banho de gelo. Em seguida, o pellet insoltvel foi removido por
centrifugacéo (10000Xg por 15 min. a 4 °C) e o sobrenadante foi utilizado conforme
descrito abaixo. A dosagem de proteinas nos extratos foi realizada conforme
descrito por Bradford (1976).

4.7.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE)

A eletroforese foi realizada segundo a metodologia proposta por Laemmli
(1970), com gel de concentracédo a 4% e gel de resolugdo a 13%. Os extratos
proteicos (50 pg) das trés linhagens celulares foram combinados com o tampéo de
amostra (v/v) (0,125 M Tris-HCI pH 6,8; 4% SDS; 20% de glicerol; 5% de 2-
mercaptoetanol; 0,02% de Azul de Bromofenol) e fervidos por 5 min. A corrida foi
realizada com voltagem constante de 80 V por 30 min, passando para 100 V por 3
horas. Nesta etapa foram feitos 2 géis, sendo um corado por Coomassie blue
brilhante (R 250) (BLUM; BEIER; GROSS, 1987) e outro utilizado para técnica de

blotting, conforme descrito a seguir.
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4.7.4 Blotting

O ensaio de blotting foi realizado conforme descrito por Renesto et al. (2006),
com algumas modificacdes. As proteinas celulares obtidas em SDS-PAGE foram
transferidas para membranas de nitrocelulose (Biorad - Hercules, California, EUA).
As membranas foram posteriormente bloqueadas em solu¢do TBS-T (Tampao Tris-
HCI 0,02M pH 7,6 com 0,13M de NacCl, suplementado com 0,1% de Tween 20 e
5,0% de BSA) por 1 h a 4 °C. Em seguida, a membrana foi incubada em solucao
PBS-T contendo ECVF biotinilada, na proporcéo 1:200 v/v overnight a 4 °C. Apés o
periodo de incubacdo, as membranas de blotting foram lavadas trés vezes com
TBS-T e incubadas com streptavidina conjugada com peroxidase (1:1000, GE
Healthcare). A deteccdo da ligacdo de ECVF as proteinas celulares foi revelada por

quimioluminescéncia.

4.7.5 Espectrometria de massas

A banda protéica para a qual foi verificada interacdo com a ECVF foi
analisada por espectrometria de massas, realizada pelo CEFAP (Centro de
Facilidades para Pesquisa, do ICB-USP), no espectrometro de massas LTQ Orbitrap
Velos (Thermo Scientific), a fim de identificar as proteinas que a compdem e, assim,
determinar potenciais fatores proteicos de células aviarias, que possivelmente

interagem com ECVF.



5 RESULTADOS
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5.1 Purificagdo da ECVF

A toxina ECVF foi purificada de acordo com a metodologia descrita por
Aragdo (2010), com modificagées. A toxina purificada foi submetida a um gel de
eletroforese de poliacrilamida, na presenca de SDS (SDS-PAGE), para verificagdo
da eficiéncia do processo de purificacdo. Na figura 1, observa-se a banda proteica

referente a ECVF, com aproximadamente 56 kDa.

kDa
100

- .

Figura 1. Gel de eletroforese mostrando a banda
protéica,correspondente a aproximadamente 56 kDa.

5.2 Cultura celular

Foram realizados ensaios em células CEC-32 com a finalidade de verificar o
efeito citotoxico da toxina ECVF, que consiste na formacdo de vacuolos no
citoplasma das células de aves.

Apbs 6 horas da aplicacdo do sobrenadante da cultura bacteriana nas células,
foi verificada a presenca de uma grande quantidade de vacuolos no citoplasma
destas. Estes vacuolos eram de forma arredondada e bastante numerosos,
ocupando todo o citoplasma celular (figura 2B). Durante o processo de purificacdo

da toxina, o efeito vacuolizante mostrou-se persistente nas células (figura 2C).
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Figura 2. Cultura celular: microscopio 6ptico invertido. A: controle celular — 200x. B: células tratadas com
sobrenadante de E. coli AC53 ap6s 6h — 200x. C: células tratadas com toxina ECVF, obtida nos processos
cromatograficos, ap6s 6 horas de ensaio — 200x. Setas indicam vacuolos.



50

5.3 Deteccéo de alteragcdes celulares in vitro

5.3.1 Deteccao de alteracdes no citoesqueleto

As células CEC-32 foram tratadas com ECVF na concentragdo de 40 pyg/mL
(CD50) em diferentes tempos (2h, 4h, 6h, 18h e 24h). Apds coloracédo com faloidina-
rodamina, foi possivel verificar os efeitos da toxina no citoesqueleto da célula. Apos
2 horas de tratamento (figura 3B) ja foi possivel observar contragcédo do citoesqueleto
de actina, que foi verificada em todos os tratamentos, acentuando-se ao longo do
tempo de exposicdo a toxina. A contracdo do citoesqueleto de actina altera a
morfologia celular, causando retracdo das células e consequente perda de aderéncia
com a matriz extracelular e com as células vizinhas, ocasionando a destruicdo da
monocamada, o que fica mais evidente ap6s 6 horas de tratamento (figura 3D). Apds
18 e 24 horas de exposicao (figuras 3E e 3F, respectivamente), verifica-se morte
celular, com evidente arredondamento das células decorrente da acentuada

contracao dos filamentos de actina, provocando intensa destruicdo da monocamada.
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Figura 3. Células CEC-32 tratadas com ECVF, mostrando alteragcdes no citoesqueleto — aumento de 400x. A:
controle celular sem tratamento, B: apds 2 horas tratamento com ECVF, C: apos 4 horas tratamento com ECVF,
D: ap0s 6 horas tratamento com ECVF, E: apds 18 horas tratamento com ECVF, F: apds 24 horas tratamento
com ECVF. Pontas de seta indicam filamentos de actina, cabecas de seta indicam contracao dos filamentos de
actina.
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5.3.2 Deteccao de fragmentacdo de DNA usando método de TUNEL

O ensaio de TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated
dUTP nick end labeling) permite detectar e quantificar a apoptose em culturas
celulares e tecidos. Durante a apoptose, ocorre fragmentagédo do DNA gendémico. Os
fragmentos podem ser identificados por marcacdo das extremidades 3"-OH livres
com nucleotideos modificados, em uma reagdo enzimatica. A enzima Terminal
deoxynucleotidyl transferase (TdT) catalisa a polimerizacdo dos nucleotideos
marcados com fluoresceina a extremidade 3"-OH livre do fragmento de DNA. Como
0s nucleotideos modificados sdo conjugados com fluoresceina, o DNA das células
apoptoticas aparece marcado em verde, enquanto que o DNA das células viaveis
aparece marcado em azul, devido a marcacgéo pelo DAPI.

A contagem das células CEC-32 totais e apoptéticas de cada tratamento
revelou que ao longo do tempo de exposi¢cdo a toxina ECVF, o numero de células
totais diminuia, enquanto que a porcentagem de células apoptéticas em relacdo as
células totais aumentava (p<0,0001) (figuras 4 G e H). Isso significa que ECVF induz
apoptose em células aviarias, em um processo tempo-dependente. Além disso, apds
18 e 24 horas, como demonstrado no ensaio anterior, ocorre contracdo do
citoesqueleto de actina, com consequente retracao celular e perda da aderéncia com
a matriz extracelular e com as células vizinhas, causando destruicdo da
monocamada. Devido a isso, o0 niumero de células totais nesses tratamentos é
menor, pois a maior parte das células ja havia perdido a aderéncia (figuras 4 E e F).
Apesar disso, foi realizada a contagem das células remanescentes e entdo verificou-
se que destas, a maior parte estava em processo de apoptose, sendo que apés 18h
de exposicao, 72% das células estavam em apoptose e, apos 24h, esse numero
subiu para 86%. As figuras 4 A a F mostram um campo representativo de cada

tratamento.
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Numero de células

controle 2h 4h 6h 18h 24h

EA células totais

Células apoptéticas/células totais (%)

B células em apoptose

Figura 4. Ensaio de apoptose (TUNEL) em células CEC-32 tratadas com ECVF. A: controle celular,
sem tratamento. B: células tratadas com ECVF por 2 horas. C: células tratadas com ECVF por 4
horas. D: células tratadas com ECVF por 6 horas. E: células tratadas com ECVF por 18 horas. F:
células tratadas com ECVF por 24 horas. G: Comparacdo entre numero de células totais e
apoptoéticas em funcdo do tempo de exposicdo a toxina ECVF. H: Porcentagem de células em
apoptose em relagéo as células totais, em funcdo do tempo de exposi¢do a toxina ECVF. Dados séo
apresentados como média e desvio padrdo de cinco campos de contagem de células totais e

apoptoticas (p<0,0001). “a”, “b” e “c” indicam grupos estatisticamente diferentes (one-way ANOVA,
seguido do teste de Tukey).
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5.3.3 Microscopia eletronica de transmissao

Foi realizada microscopia eletronica de transmissdo de células CEC-32
tratadas com ECVF por 6 e 18 horas. Foi verificado que a toxina ECVF induz
alteracdes no nudcleo e citoplasma das células, sugerindo comprometimento da
estrutura e metabolismo celular, podendo levar os fibroblastos a morte. As figuras 5
A e B mostram um fibroblasto aviario normal, sem tratamento com ECVF, mostrando
0 nucleo intacto, com seus nucléolos bem organizados e cromatina frouxa. Ja nas
células tratadas com ECVF por 6 (figuras 5 C e D) e 18 horas (figuras 5 E e F),
observa-se intensa vacuolizacdo citoplasmatica, com consequente desorganizacao
das organelas, bem como do citoesqueleto ja que a morfologia celular apresenta-se
alterada. O nucleo também se apresenta bastante desorganizado, com condensacao
da cromatina e posicionamento da mesma junto a membrana nuclear, além de um
inicio de fragmentacéo nuclear, que séo sinais indicativos de apoptose. Além disso,
apos 18 horas de exposicdo a ECVF, é possivel observar estruturas no interior dos
vacuolos, as quais estavam ausentes em 6 horas de tratamento. Possivelmente,

essas estruturas sejam componentes citoplasméticos degradados.
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Figura 5. Microscopia Eletrénica de Transmissdo de fibroblastos aviarios (CEC-32) tratados com ECVF. A:
controle celular, sem tratamento; B: Nucleo de fibroblasto aviario, sem tratamento com ECVF; C: tratamento com
ECVF por 6 horas; D: célula tratada com ECVF por 6 horas, mostrando nlcleo bastante alterado; E: tratamento
com ECVF por 18 horas; F: célula tratada com ECVF por 18 horas, mostrando fragmentacdo nuclear. Setas
indicam estruturas intravacuolares; cabecas de setas indicam fragmentacdo nuclear; asteriscos indicam

condensagao da cromatina; “v” indica vacuolizagéo citoplasmatica; “n” indica nucleo; “c” indica citoplasma; “nu”
indica nucléolos.
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5.3 Deteccao de alteragdes teciduais in vivo

5.3.3 Analise histopatoldgica

5.3.3.1 Andlise macroscopica

Na analise macroscoépica do tecido, foi verificado leve edema no local de
inoculacdo de ECVF e edema moderado no controle negativo E. coli K-12. O
controle positivo (E. coli AC53) mostrou lesBes tipicas de celulite, com edema,
hemorragia e exsudatos fibrinocaseosos no local de inoculacdo. Nao foi verificada

leséo nos animais em que foi inoculado PBS.

5.3.3.2 Andlise microscoépica

Comparado aos controles negativos, a analise microscopica revelou
diferentes niveis de alteracdes epidérmicas e inflamacdo na derme e paniculo dos
animais tratados com ECVF (p<0.0001). No grupo tratado com 0,01mg de ECVF, foi
observada uma hiperqueratose ortoqueratética moderada na epiderme com perda
das projec0es tipicas da pele de aves. Na derme, foi verificado edema e aumento no
namero de vasos superficiais, os quais estavam dilatados e congestos. Alguns
capilares apresentaram leucostasia e um leve infiltrado inflamatério perivascular de
heterdéfilos e células mononucleares foi detectado. No paniculo, que consiste no
tecido adiposo subcutaneo, foram observados também infiltrados de linfocitos,
heterdfilos e plasmécitos distribuidos perivascular e lobularmente (figuras 6 G e H).
Esses resultados foram semelhantes aos observados para o grupo tratado com E.
coli K12 (figuras 6 C e D). Apesar de ndo ser uma bactéria patogénica, E. coli K12
pode apresentar alguma imunogenicidade, provocando a resposta imune do
hospedeiro, devido a presenca de LPS, um constituinte da parede celular de
bactérias Gram-negativas que tem carater de endotoxina.

No grupo tratado com 1mg de ECVF, foi observada leve hiperqueratose
ortoqueratética compacta na epiderme e moderada hiperplasia epidérmica com
quarto a cinco camadas de células nucleadas, além de perda das projec¢des tipicas
da pele de aves. Também foi verificado moderado aumento dos capilares, que

estavam dilatados e congestos. Presenca de linfécitos, plasmaécitos e heterdfilos
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localizados de perivascular a intersticialmente e associados com edema da derme
também foi detectada. O infiltrado inflamat6rio provocou aumento no tamanho do
paniculo, além de multinucleacdo das células adiposas. Essas alteracfes sao
caracteristicas de dermatite e paniculite (celulite aguda) (figuras 6 | e J).

O controle positivo (E. coli AC53) apresentou moderada acantose e
hiperqueratose ortoqueratética compacta na epiderme, além de perda das projecdes
tipicas da pele de aves. Também foi observada moderada dilatacéo e congestao dos
capilares e aumento dos feixes densos de colageno na derme. Havia, ainda, edema
na derme e moderado infiltrado inflamatério localizado de perivascular a
intersticialmente, consistindo de linfécitos, plasmaécitos e heterdfilos (figuras 6 E e F).
O paniculo apresentou fibrina, necrose e infiltrado inflamatdrio perivascular
associado a severo fibrinogranulomata, isto é, infiltrado de heterdéfilos rodeado de
células gigantes multinucleadas e fibrose (celulite severa).
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Figura 6. Andlise histoldgica de fragmentos de pele e tecido subcutaneo de frangos de corte tratados:
com PBS (controle negativo) — 200x (A) e 400x (B), E. coli K12 (controle negativo) — 200x (C) e 400x
(D), E. coli AC53 (controle positivo) — 200x (E) e 400x (F), e com ECVF em diferentes concentracdes,
sendo 0,01mg — 200x (G) e 400x (H) e 1mg — 200x (I) e 400x (J). Asteriscos indicam hiperqueratose
ortoqueratotica. Cabecas de seta indicam vasos dilatados e congestos, significando edema. Setas
indicam linfocitos, heterofilos e plasmocitos infiltrados no paniculo, distribuidos perivascular e

“

lobularmente. “a@” indica hiperplasia epidérmica com quatro a cinco camadas nucleadas. “b” indica
células adiposas multinucleadas. K: Dados sédo apresentados como média e desvio padrao de seis
campos de contagem de células de defesa. * indica diferencas estatisticamente significantes
(p<0,0001) comparado ao tratamento com E. coli K12 (controle negativo), e # indica diferengas
estatisticamente significantes (p<0,0001) comparado ao tratamento com E. coli AC53 (controle
positivo).

5.4 Deteccdo de fatores proteicos de células aviarias potencialmente

envolvidos nainteracdo com ECVF

O ensaio de blotting evidenciou a interacdo de ECVF com uma banda proteica
de FEG, o que indica que as proteinas que compdem essa banda possivelmente
estejam envolvidas na interacdo de ECVF (figura 7) com a célula aviaria, em um
estagio anterior a sua acdo ou internalizagdo. A banda proteica para qual foi
detectado o sinal de interacdo, correspondente a massas entre 100-140kDa, foi
recortada do gel corado por Coomassie, digerida e analisada por Espectrometria de
Massas (realizada pelo CEFAP-ICB/USP), gerando dois candidatos, sendo que
essas proteinas identificadas estédo descritas na tabela 2.

Este ensaio também sugere fortemente a especificidade de ECVF as células
aviarias, visto que somente houve interacdo com as proteinas da FEG, ndo sendo
detectado nenhum sinal para as proteinas de Vero (células de rim de macaco verde
africano) e Huvec (células endoteliais da veia umbilical humana). Esses resultados
foram compativeis com dados anteriores de nosso grupo (SALVADORI et al., 2001)
0s quais mostraram que ECVF nao induz efeitos citopaticos a outras linhagens

celulares.
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Figura 7. Deteccdo de proteinas de células aviarias possivelmente envolvidas na interagdo com
ECVF. A: Gel de SDS-PAGE. B: Blotting, mostrando a banda proteica de FEG, para a qual foi
detectada interacdo com ECVF.
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Tabela 2. Proteinas possivelmente envolvidas na interacdo de ECVF com células aviarias.
Identificag8o por espectrometro de massas.

N° .
#Peptide #
acgsso Descricéo Score Clber os Pepti | # Aas MM Funcéo biol6gica
o ura L, [kDa]
X Unicos | deos
UniProt
Proteina de
ligacdo cruzada de
F-actina. Ancora a
actina a vérias
estruturas
Alpha-actinin-4 intracelulares.
0OS=Gallus gallus Provavelmente
Q90734 | GN=ACTN4 PE=1 | 181,9 | 52,43 9 41 904 | 104,1 envolvida no
Sv=1 - trafego de
[ACTN4_CHICK] vesiculas por meio
de sua associacdo
com o complexo
CART. Envolvida
na adeséo entre
células epiteliais.
Proteina ligante de
F-actina, envolvida
na adesdo célula-
Vinculin rrjatriz e célula-
OS=Gallus gallus gig’::s';iggéaé
P12003 | GN=VCL PE=1 5,97 3,52 1 2 1135 | 124,5 .
SV=4 - cadlerma na
[VINC_CHICK] superﬁue}celglar.
Também é

importante na
morfologia celular
e locomocgéo.
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A vacuolizacdo citoplasmatica induzida por ECVF promove alteractes
citoplasmaticas e nucleares, entre elas a desorganizacdo das organelas e do nucleo,
fragmentacao nuclear e alteracdo do citoesqueleto. Essas alteracbes podem afetar
0s processos de trafego interno celular, alterando a condicdo de homeostase
(ARAGAO, 2010). Segundo Aufiero et al. (2006), injurias que acarretam perda da
integridade estrutural intracelular podem levar a célula a apoptose.

Apoptose foi o termo proposto por Kerr, Wyllie e Currie (1972) para designar a
morte celular programada, isto €, quando a morte da célula ndo ocorre de maneira
acidental. Este tipo de morte € uma maneira de preservar a homeostase celular. A
apoptose pode ocorrer devido a alguns fatores, tanto fisiolégicos como patoldgicos,
por exemplo: na organogénese e hematopoiese normal e patolégica, na reposicao
fisiologica de certos tecidos maduros, na atrofia dos 6rgdos, na eliminacdo de
células apos dano celular por agentes genotoxicos e na resposta inflamatoria
(RANGANATH; NAGASHREE, 2001). Este tipo de morte celular é caracterizado por
alteracdes morfoldgicas coordenadas (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007).
Primeiro ocorre a retracdo da célula, que leva a perda da aderéncia com a matriz
extracelular e com as células vizinhas. A morfologia das organelas se mantém
inalterada, com excecdo das mitocondrias que, em alguns casos, podem ter sua
membrana externa rompida para que ocorra liberacdo de proteinas, dentre elas o
citocromo c e a endonuclease G, importantes fatores apoptéticos, o que caracteriza
o “ponto em que nado ha volta” da morte celular programada (BROKER et al., 2005).
Ocorre condensacdo da cromatina, a qual se concentra junto a membrana nuclear,
gue se mantém intacta. A membrana celular forma prolongamentos, chamados
blebs, e o nucleo se fragmenta, sendo que os fragmentos permanecem envoltos por
membrana nuclear. HaA aumento no numero e tamanho dos blebs, os quais se
rompem originando os corpos apoptoéticos, que sao porcdes celulares envoltas por
membrana citoplasmatica. Outra caracteristica que define a apoptose €é a
fragmentacao internucleossémica do DNA, que apresenta um padrdo caracteristico:
uma endonuclease € ativada e produz fragmentos de DNA de tamanhos variaveis,
sempre multiplos de 200 pares de base (SARASTE; PULKKI, 2000). Sao esses
fragmentos que sdo marcados pela enzima Terminal deoxinucleotidil transferase

(TdT) no ensaio de TUNEL. A enzima acrescenta nucleotideos marcados com
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fluoresceina as extremidades 3'-OH livres dos fragmentos gerados durante a
apoptose, assim, os fragmentos se apresentam corados em verde. Portanto, o
ensaio de TUNEL é um indicativo de apoptose, embora sejam necessarios outros
ensaios que permitam elucidar a via apoptotica em detalhes. No presente estudo
algumas alteracdes morfolégicas que caracterizam a apotose foram observadas nas
células de origem aviaria (CEC-32) apos o tratamento com o ECVF.

Por microscopia eletronica de transmissao, foi possivel verificar o inicio da
fragmentacdo nuclear, a qual foi confirmada pelo ensaio de TUNEL, além de
condensacdo da cromatina e concentragdo da mesma junto a membrana nucelar e
em grumos cromatinicos. Também foi observada, por microscopia de fluorescéncia,
intensa contracdo do citoesqueleto de actina, o que leva a retracdo das células e
sugere a perda da aderéncia com a matriz extracelular e com as células vizinhas.

Alguns autores (FARBER et al., 1999; PAROLIN; REASON, 2001) relatam a
relacdo da apoptose com o dano tecidual, sugerindo que esse tipo de morte celular
possa estar envolvida na patogénese de algumas doencas. Horn et al. (2012)
sugeriu que a infeccdo dos pulmdes de aves por E. coli patogénica aviaria e por E.
coli aviaria ndo-patogénica de origem fecal (Aseca), reproduzida experimentalmente,
tem relacdo direta com apoptose de heterofilos e macréfagos. Esses autores
inocularam em frangos de corte, por via intra-traqueal, trés cepas de APEC e uma
cepa de E. coli Asca.- Apds 12, 18 e 24 horas de infeccdo, os pulmbes foram
examinados quanto a presenca de alteracdes histopatologicas, por meio de
marcacado dos cortes com hematoxilina-eosina e TUNEL, para deteccdo de células
apoptéticas. A marcacdo com TUNEL revelou a presenca de células apoptéticas
apos 12 horas de infeccdo, somente nas regifes inflamadas, e antes da observacao
de qualquer foco necrético. As células marcadas com TUNEL eram bastante
semelhantes a heterofilos, e os autores sugerem que algumas das células mortas
também podem ser macrofagos, ja que todas as cepas induziram ativacdo de
caspases quando inoculadas em culturas de macrofagos aviarios. Os autores
concluem que as cepas induziram infeccbes locais nos pulmdes das aves,
acompanhada por inflamacg&o e morte celular nas areas afetadas. Portanto, ha uma
relacéo direta entre inflamacéo tecidual e apoptose.

Em concordancia com Horn et al. (2012), verificamos que ECVF, além de
induzir alteragdes intracelulares que levam a apoptose, também induziu danos

teciduais condizentes com lesbes de celulite. Possivelmente, a apoptose esta
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relacionada a esse dano in vivo, ja que a trata-se de um mecanismo de manutencao
da homeostase tecidual, em resposta a processos patologicos, como a inflamacgéao
induzida por ECVF.

Nosso grupo foi o primeiro a reproduzir lesdes de celulite em frangos de corte
usando a toxina ECVF purificada. Parreira e Gyles (2003) demonstraram que a cepa
de E. coli septicémica Ec222, que contém o gene vat pode causar celulite e doenca
respiratoria septicémica, em contraste ao mutante Ec222VPA2, do qual foi deletado
esse gene. Além disso, eles também observaram que os sobrenadantes de Ec222 e
de E.coli XL10/pVP16-85, que continham a ORF vat, induziam vacuolizacdo
intracelular em células FEG. Esses autores sugerem que Vat é importante para a
patogenicidade de APEC. Como a vacuolizacdo induzida por Vat também é
especifica para células de origem aviaria, assim como a de ECVF, e considerando
outras similaridades, como atividade de protease, inicialmente pensou-se tratar da
mesma proteina. Porém, a toxina Vat predita teria 111,8 kDa, enquanto que ECVF
tem 56 kDa. Esse fato, somado aos dados de espectrometria de massas que
revelam ndo haver similaridade entre a sequéncia peptidica de ECVF e as proteinas
depositadas nos bancos de dados do NCBI e no banco especifico de E. coli, levam a
crer que sao proteinas diferentes, apesar de terem funcdes bioldgicas similares.

Estudos anteriores reproduziram experimentalmente lesGes de celulite em
frangos de corte usando E. coli (GOMIS et al., 1997; NORTON et al.,, 1997;
PEIGHAMBARI et al., 1995b). Esses autores observaram a presenca de infiltrados
de células de defesa, como heterofilos, macréfagos e plasmaécitos. Outros autores
também observaram alteracées microscopicas nos tecidos subcutaneo e adiposo,
relacionadas a celulite, incluindo espessamento da derme (JEFFREY et al., 1999;
NORTON et al.,, 1997), hiperqueratose moderada, hiperplasia da epiderme e
neovascularizacdo (MESSIER et al.,, 1993). Os presentes resultados, apés
inoculacao dos frangos de corte com ECVF purificada, sdo semelhantes aos desses
estudos, sugerindo que as alteragbes aqui observadas realmente estdo associadas
a celulite. N60s demonstramos que, dentre as substancias testadas, somente ECVF
foi capaz de induzir tais alteracbes (p <0.0001). Essas altera¢cdes microscopicas
também foram observadas em frangos (FALLAVENA et al., 2000; MESSIER et al.,
1993) e perus (CARR et al., 1996) provenientes de granjas avicolas afetadas por
celulite aviaria. Fallavena et al. (2000) sugeriu que as lesbes macroscopicas nao sao

definitivas para a caracterizacédo de lesdes de celulite, porque ndo séo especificas,
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isto €, algumas doencas podem produzir lesbes macroscopicas semelhantes,
enquanto que as alteragcbes microscépicas permitem caracterizar em definitivo a
lesdo. Assim, o fato de ECVF nao ter induzido lesBes macroscoépicas significativas
nao é relevante, ja que as alteracdes microscopicas estavam presentes.

Salvadori (2003) detectou um aumento na producdo de TNF-a no soro de
frangos de corte inoculados intravenosamente com ECVF, sugerindo que esta toxina
pode induzir aumento sistémico desta citocina pro-inflamatoria. O tempo de
liberacdo de TNF-a neste estudo foi similar ao requerido para o desenvolvimento de
lesbes de celulite em aves inoculadas com E. coli, em estudos anteriores de
reproducdo experimental de celulite (GOMIS et al., 1997; NORTON et al., 1997;
PEIGHAMBARI et al.,, 1995b). Durante um processo inflamatério, no qual ha
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, também ha aumento na producdo de
citocinas com acao anti-inflamatéria, como IL-10 (MALEFYT et al., 1989). Essas
citocinas apresentam propriedades imuno-modulatérias, isto é, apresentam a
capacidade de regular a producédo de TNF-a, e esse controle enddgeno é de critica
importancia para determinar a magnitude da resposta inflamatéria. Salvadori (2003)
descreveu que IL-10 esta envolvida na regulacdo de TNF- a em frangos inoculados
intravenosamente com ECVF.

No presente trabalho, também foram identificadas proteinas de células
aviarias possivelmente associadas a especificidade de ECVF a células de origem
aviaria. Foi verificada interagdo de ECVF somente com proteinas de células de ave,
em detrimento das de células de mamiferos, sugerindo que essas proteinas podem
estar envolvidas na interacéo inicial do ECVF com a célula, permitindo uma provavel
internalizacdo ou desencadeando sinalizacao celular para a formacao de vacuolos e
morte. Essa hipétese é apoiada pelo fato da toxina ndo induzir citotoxicidade em
células mamarias, somente em linhagens aviarias (SALVADORI et al., 2001). Para
este ensaio foram utilizadas células FEG por esta ser uma linhagem primaria, obtida
diretamente do embrido de galinha. Segundo Freshney (2005), as culturas primarias
mantém as caracteristicas do tecido original de maneira mais fidedigna, por nao
terem sofrido processo de transformacao, ao qual as linhagens estabelecidas s&o
submetidas para sua imortalizacdo. A transformacdo pode ocorrer de maneira
espontanea, quimica ou viral, sendo que todas acarretam em alteracdes

morfolégicas e instabilidade genética (FRESHNEY, 2005). Assim, o uso de uma
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linhagem primaria garante melhor reprodutibilidade em relagdo a quais proteinas séo
expressas pelas células no tecido do hospedeiro.

A especificidade entre toxinas e determinados hospedeiros é de extrema
importédncia na compreensdo dos mecanismos envolvidos na patogenicidade
bacteriana. Segundo Sewald et al. (2008), VacA (Proteina vacuolizante A de
Helicobacter pylori) possui receptores especificos presentes em células de origem
humana que permite a toxina se ligar na membrana citoplasmatica, ser internalizada
e translocada ao ambiente intracelular, promovendo vacuolizagdo. Esses autores
verificaram que o receptor utilizado por VacA para entrar nas células T humanas é
integrina B2 e, quando a integrina B2 humana foi expressa em células T murinas,
ocorreu a vacuolizacdo das células, mediada por VacA. No entanto, quando as
células murinas, sem o receptor humano, eram expostas a VacA nenhuma
vacuolizagdo era verificada. Isso demonstra a especificidade de VacA a células de
uma determinada origem, assim como a especificidade observada para ECVF.
Devido a ECVF apresentar uma atividade biologica semelhante a de VacA de
Helicobacter pylori, considerando que ambas s&o citotoxinas vacuolizantes e
multifuncionais, pode-se sugerir que provavelmente elas tenham um mecanismo de
acdo semelhante. Por microscopia eletrbnica de transmissao, verificamos a
presenca de estruturas no interior dos vacuolos induzidos por ECVF em fibroblastos
aviarios. Estruturas semelhantes foram verificadas por Catrenich e Chestnut (1992)
em vacuolos induzidos por VacA em células HelLa. Esses autores sugerem que
essas estruturas sejam componentes citoplasmaticos degradados, pois eles
verificaram acidez do pH intravacuolar, sugerindo que estes vacuolos sejam na
verdade autofagossomos. Essa hipétese € apoiada pelo ensaio de contribuicdo da
fase fluida da endocitose para formag¢do dos vacuolos, o qual revelou que os
vacuolos se comunicam, em algum ponto de seu desenvolvimento, com
compartimentos derivados de endocitose. Assim, provavelmente os vacuolos séo
autofagossomos que degradam os componentem citoplasmaticos celulares, levando
a célula a morte. Estudos futuros permitirdo verificar se os vacuolos induzidos por

ECVF tém a mesma natureza.



7 CONCLUSAO
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1. ECVF induz alteragBes citoplasmaticas e nucleares em fibroblastos
aviarios, incluindo desorganizacdo das organelas e do nucleo,
fragmentacao nuclear, condensacdo da cromatina, intensa vacuolizacao

citoplasmatica e contracdo do citoesqueleto de actina;
2. ECVF induz apoptose em fibroblastos aviarios;

3. ECVF induz lesbes de celulite, a nivel microscépico, nos tecidos
subcutaneo, adiposo e conjuntivo de frangos de corte inoculados com a

toxina purificada;

4. ECVF apresenta especificidade a células aviarias, sendo identificadas
proteinas que possivelmente interagem com ECVF durante a indugdo de

citotoxicidade que leva ao dano tecidual;

Em sintese, nossos resultados demonstram a participacdo de ECVF no
desenvolvimento da celulite aviaria. Estudos futuros permitirdo elucidar o papel
desta citotoxina na patogenia da doenca e, assim, talvez ECVF possa ser alvo de

novas drogas que previnam a celulite em frangos de corte.
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Escherichia coli Viacualating Factar (ECVF) is a heat- labidle, vacual ating <y totasdn produaed
by avian pathogenic E coli (APEC) isal ated from avian celhulitis lesions In this report, we
inbend to demonstrate that purified BEOVF induwces the inflammaory process of osllulitis
O grougeis the first to demaonst rate the efed o/ ECVF ina histological analysis by insitu
inoculation of brodler chickens with purified ECVE. The animal s were inocul aved with the
APEC ACS3 amd wi th purified BOVF suboutansas by omnthei rventral surBsee (in thestemum
regionl The histological analysis showed differsnt grades of an soue inflammatory
respanse in the epidermis, dermis and panniculus. An increase inm ENA expression of the
prainflammatary cytokine THF-a was also demomnstrated in the inflamed tissue. When
ECW Fwwas s ys bemically admind ster ed, incre zosd levels of THF -2 and IL-10 were alserved in
the serum. These results suggest that BOWF plays a key male in the inflammatory proosss
amsociated with e=llulitis that is maindy mediaved by TNF-a. Inaddition, this inflamma tion
can e downregulated by the anti-inflammatory cytakine 1L-10.

& 201 2 Published by Elsevier BV

1. Introduction

Cellulitis has emerged as an economically important
syndrome inboeiler chickens over the last years. Cellulitis
was initially reported by Randall et al. in England (1984)
and refers to the inflammation of subcutaneous tissue,
mainly observed on the lower abdomen and thigh
Escherichia coli has been reported to be the predominant
micrarganism isolated from cellulitis lesions in previous
studies (Gomis et al, 1997, MNorton et al, 1997, |effrey
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et al, 1990) The dewelopment of the disease may be
associated with skin surface injuries, which may be caused
by close contact amang birds and litter quality.

The ECVF produced by E coli isolated from avian
cellulitis (Peighambari et al., 1995) has been described
previously( Sahadoriet al ,2001]. Later, Parreira and Gyles
(2003 ) described the genetic background of another toodn,
ona22,138-bp pathogenicity island { PAL) of an APEC strain
encoding an automansporter protein, which induced the
formation of intracellular vacuoles in chicken embryonic
fibrohlast (CEF) cells, and called it Vat. The vacuolization
induced by Vart is specific for avian cells, such as the ECVF
effects. Vat is a member of the subfamily of autstran-
sporter profeins known as sering protease autofranspor-
ters of Enterobacteriaceas (SPATE) { Parham et al, 2005],
characterized by the presence of GDS5ES motifs lecated in
their passenger domains (Duttaetal, 2002; Kostakiot and
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Stathopoulos 2004). Howewver, ECVF characterization
remains unknown

Virulence factors, such as imn acguisition systems,
adhezins and cytotocdins (Ewerset al, 2004 ) may contrib ute
o enhancing the ability of pat hegenic E. coli to grow within
the subrutaneous tisswes of broilers (Mgeleka ef al, 1998).
Howsever, the mechanisms invelved inthe development of
cellulitis are unclear, Dur ohjectives, in the present study,
were to determinate the mle of ECVF in the cellulits
inflammatory process, by analysisof histolegical alteations,
THF-x miENA expression levels in inflamed tissue and the
THF-x and 1L-10 levels in broiler ¢ hiclen sera.

2, Materiaks and methods
27, Producton and purificadon of BCOWF

E. coll ACSY (serogroup O21.83) (Peighambari et al,
1245], which was originally isolated from cellulitis lesions
an chickens in Canada, was kindly provided by Dr. CL
Gyles and was used as the positive reference strain for
ECVF production in this study (Salvadon et al, 2001)
Briefly, E. coll ACS3 was cultivated in Luna Broth (LB)
medium at 37°C with shaking at 100 rpmy, the culture
supernatant was fractionated using &0E  ammdonium
sulfate, and the pellet was resuspended in 80 mM Tris—
HCL pH 7.4, The sample was applied to a HiTrap Phenyl
Fast Floww (low sub) hydmphohic interaction chromato-
graphy column { Pharmacia GE Healthcare Co, Sweden),
then equilibrated with 80mM Tris-HC and 1 M amimo-
nium sulfate at pH 7.4, and the proteins weme eluted with
50 i Tris-HCD ab pH 740 As a final purification step, the
sarmple was applied o a size exclusion chromatography
column (Superdex 75 HR 10/30, Pharmacia GE Heal thicare
Co., Sweden | in FPLC (AKTA GE Healthcars, Sweden). The
punty of the toxin was assessed on a silver-stai ned sodium
dodecyl sulfate (S05) polyacrylamide gel. The protein
concentration was measured using the Bradford Bio-Rad
Protein assay according to the manufacturer’s instructions.

22 Cell culuire

T ensurme the maintenance of ECVF activity during the
punfication process, we performed optotosicity assays
using CEF (chick embryo fibroblast) cells, which were
kindly provided by the Fort Dodge Labomtory (Plizer
Animal Health). The cells were cultured in 95-well plates
(Techno Plastic Products, Switzerland ) in Eagle's minimal
essential medium (EMEM, Mutricell, 5P, Brazil] supple-
menied with 10 fetal bovine semum (FES, Sigma, St Louis,
MO) and 1% of an antibiotic solution (100000 UL
penicillin and 10 mg/L streptomycin Sigma, 5t Louis,
MO incubated in 5% OO0y atmosphere (Jowan, France] at
37 "Cuntl a confluent monolayer was formed. Aliguots of
ACS3 supematant and of each purification stage were
incubated with CEF cellsand we observed the formation of
vacuoles and cell death during 24 h in optical mic mecopy.

23, Animal use and care

For histologcal analysis and reaktime PCR (g PCR)
assays, 9 40-day-old broler chickens were used for each

assay. The animals were kindly provided by SEARA 5A
{ Marfrig Group) and were maintained in individual cages,
fed a commercial mton and had unrestricted access to
water. T hey were also allowed to acclimatize for two days
prior o the initdaton of the experiment. As negative
controls, PES and E. coll K-12 culture diluted in PES were
used. As a positive control,aculture of E. coll ACS3 isolated
from avian cellulitis was used. To test our hypot hesis, the
chickens were inoculated with ECVF af concenitrations of
0001 mgiml 001 mg'mL and 1mg/mL. The chickens
wene inoculated subcutanesusly on their ventral surface
in the stermum region with 1 mL of each salution. The
animals were then maintained for s days afrer inocula-
tion and observed daily, after whic h they were eut hanized
via carbon dioxde asphyxiation. Skin fragments were
remowved for histolegical analysis and qPCR assay. For
cyinkines release assay, were used eighteen 30-days-ald
Leghorn male broiler chickens ( kindly provided by Livet
Laboratory, Campinas, 530 Paulo, Brazil]. The assay was
repeated twice, the chickens weme inoculated iv. with
1.0ml with EOVF at concentration of 0001 mefml in
&0 M Tris—-HO buffer at pH 7.4 Four animals inoculated
with 80mM Tris-HC| buffer alone and four without
inculations served as contmol. The blood of these animals
was ool lec ted by venous punciure at intenals of 0, 1,3, 6,
4, 12, 18, 24 and 4B h after inoculation, and stored
overnight at 4°C to obtain the serum. The experimental
usze of chicken was approved by 2089-1 Institutional
Animal Care and Use Committee methods in acoond ance
with the Ethical Principles in Animal Experimentation
(COBEA)

24. Hisrolegical analysis

Skn and subcutaneous fragments from the inoeoulation
sites in the stermum were fixed with 4% parafommalde byde
in phosphate buffer, embedded in paraffin, cut into 4 pm
thick slices and stained with hematosylin and eosin (HE)
for light microscopy ( Behmer et al, 19761 The slides wene
blind-examined by a patholegist Toe determine the
statistically ggnificant differences among treated groups
and controls, we counted the defense cells present in six
fields of each slide.

25 Expression of TNF-o mRNA

The expression of THF-a mREMA was measured via
quantitative gPCR. Total RMNAwas exd racied using Trizol and
reverse franscribed to generate cOMA Tagman analysis was
performed uwsing a Tagman ABl Prism 7500 Sequence
Detector (PE Applied Blosysterns, Darmaadt, Germany).
The primers were obtained from Applied Bioscences
for B-actin (product number GCoi3815934_s1; GenBank
access:  LOE165.1) and for THF-x (product  number
G354 884_m1; GenBank access ABS1TOL1) The spe-
cific mRNAs were normalized to the expression of a
hiou seboee ping gene(B-actin] as previously descrbed (Zhou
et al, 2011). The data were abtained using independent
duplicate measurements. The threshold cycle value of the
individual measurements did not exceed 0.5 amplification

oycles.
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25, Cyrokines relame assay

Tar determine the release af optokines by broder chiclens,
the serum were centrifuged at 100000 < g for 15 min to
rermove any precipitate material and filtered with a 022 pm
filter (Millipore, ISA) and stored at — 207 C TNF-x and 1L-10
EUSA commercial kits (Bio-Source Interm ational, ISA ] were
used for guantification of the cytokines in the serum of the
hmiler chickens inoculated with ECVE The experiments
weme performed according to the manufacturer's protocol

2.7 Sooristical analysis

Faor the statistical analysis we performed one-way
AMOVA  followed by Tukeys test to determine the
confidence level of the findings wsing GraphPad Prism
version 5 for Windows (p < 0051

3. Results
3.1, Production and pur ficaton of ECVF

ECVF was purified through two chmomatography steps
(Fig. 1A and Bl as described abowe, and its punty was
verified by detectinga single protein band with a molecular
weight of 56 kDa following SD5PAGE (Fg 1CL The
hiological activity of the purified ECVF was confirmed in
CEF cell cultures (Fig. 10)

3.2 Gross and histologcal analyses

The gross Andings (data not shown | consist of slight
edema at the inoculation site in the BEOVF groups and
maderate edema in the negative contmol K12 group. The
positive contral (E. coll ACS3) showed typical cellulitis
lesions with edema, hemorrhage and fibrinows to caseous
exwudates at the inoculation site. There were no lesions
asenciated with inoculation using the PES negative
control. When compared o the negative gmups, micros-
soopic analysis mevealed different levels of epidermal
changes characterized by basket-wave and segmental
compact ort hokeratotic hyperkeratosis in the epidermal
layer and a lack of skin folds, edema and perivascular
inflammation in the dermis and panniculus of BOVF-
treated animals (p < LUOOOTL In the 0001 mg ECVF-
treated group, mild lesions were observed in the
epidermis, dermis and panniculus (data not shown L In
the 01 mg ECVF-treated group, were aobserved similar
epidermal alterations. In the dermis, there were also an
increased number of superficial wvessels, which were
dilated and congested. Some capillaries showed leukos-
tasis, and a mild perivascular mononuclear and hetero-
phil inflarmmmatory  infiltrates were detected. In the
panniculus, which consists of subcutaneous fat, there
were also lymphooytes, heterophils and plasma cell
infilirates distributed in pervascularand lobular sections
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Fiz. 2 Hismlogical analyss of skinand subcmaneous fragmens of brodler chiclens, Texed with Echerichis call ACS3 (positie contml) In200x (A)and 400«
(B} and with BECVF atdifferent con cenragsion s, whichmeans 007 mg in 200« (C)andin4 (D« (D} and 1 mg in 200« ( E)and in 400« (F} Astertsk ind icae backes-
wawe arthokeramtic hypermpueramsts ;arrow head indic e dilatited and congesed wessels, which meansedema; arrow indicas lymphocytes heteroph e and
plasmacedils infiltrase inthe pannicu fus, which were distributed p erivas cular and lobular; 37 ndicars epidermal hyperplasia with four to fiven odeard ayers;

5" indicars mulgnudexed fx cells (C) Dam are shown as means and S.0. from & fields of defense cdls cauned. Stxtstically signfficant dflerences
(p < QDN jcompared to K12 (negagve contral)and "staistically siznificant d flerences (p <0.0001) compared to ACS3 (pasigve control)
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(Fig. 2C and D). These findings were very similar to what
was oheerved in the K12 gmup. In the 1 mg ECVF gmoup,
were obeerved similar kesions in the epidermal layer and
dermis. The inflammatory infiltrate increased the width
of the panniculus, wheme the subcutaneous fat contained
il tinucleated fat cells. These alterations are character-
etic of dermatitis and panniculitie (acute cellulitis)
(Fig. 2E and F]. The positive control group (B ool
ACR3) showed moderate acanthosis and equivalent
epidermal lesions ohserved in the other groups. There
were also vessels lesions and an increase in densely
packed collagen bundles in the dermis. Additionally,
dermal lesions were also very similar (Fg. 2A and B
However, the panniculus exhibited fibrin, necrosiz and
pervascular inflammatory infiltates associated with
severe fibringranulomatows, e, heterophil infiltrates
surrounded by multinucleated giant cells and fibmsis
(zevere cellulits) (data not shown L

33 TNF-a analysis

We analyzed the expression of TNF-a in the cellulitis
lesions. Fig. 3A shows the increase in the expression of
THF-x when E coll ACS3 or the BEOVF cytotoxin was
injected into the animals in companson o the oonirol
groups (p< 03 E)L
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34 Cyroldmes release assay

Toconfimm that the increaze in the expression of THF-ox
was due o EOVF oytotosin, we quantified the release of
THF-x inthe sera of animals injected with BCVF o ytotosin
it was observed that the BOVF oytotocin stimulates the
mleaze of the inflammatory cytokine THWF-x (Fig. 3B)
whic h was not detected in the control group. Moreover, the
oytotoxin also increases the production of IL-10, an anti-
inflarnmatory cytokine, which d owmnregulated the prodoc-
tion of THF-a

4. Discusion

Our group was the fist one to eproduce cellulitis
lesions using the purified BOVF toxin Parreira and Gyles
(2003) dermnonstrated that E. coll Ec222, which contains
vl encoded gene could cause cellulitis in contrast with
its var deletion mutant EcX22WPA2 and that super-
natants of Ec222 and E. coll XL10/pVP16-85, containing
de var ORF, induced intracellular vacuolization in CEF
cells. These authors suggest that Vat is important to
APEC pathogenicity. The predicted Vat qytotoxin domain
had 111 .8 kDa, but our purified ECVF toxin has 56 kDa.
This discrepancy and the data generated by mass
spectmometry analysis (data not shown) led us to believe

T
L} 1 [] LI LI TR

Time [hours|

Ag 2 Analysis of TNF-cexpression in the cediu litis lesions. | A ) THF-x mENA acprescion of in chidoen gssoe after inject on((PES, K-1 2, BOVFor £ call ADS3)
IData ane shown asraso of TH Fee) [ actin from triplicats {means and 50) *Sratistcall y signifi caint diffensn oes (p.- 0LO0E) comparned to PRS and ®stanistically
signifi cant differen oo (p < OIEE) compared to K12 (B) Kinetdos of THF-a and IL-10 in chicken saram followin g EOVF injection
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that these proteins are different, although they have
similar functions.

Previows works reproduced the cellulitis lesions using
intact E. coli (Peighambari et al., 1995; Gomis et al., 1997,
Norton et al., 19971 These other authors observed the
presence of infiltrates of defense cells, such as heterophils,
macraphages and plasma cells. These results are similarto
our findings follvwing inoculating chickens with purified
ECWF, which confirms that the observed alterations are
actually cellulitis lesions. We demonstrated that of the
tested substances, only the purified ECVF toxin is capable
of causing the development of micrecopic lesions
(@ = 0UOD01 L This type of micmscopic alteration was also
ohserved in chickens (Messieret al_, 1993; Fallavena et al,
2000) and turkeys (Cam et al., 19956] obtained from poultry
farms affected by avian cellulits. It has been supgested
that macmecopic lesions are not as important for the
diagnosis of avian cellulitis because they are not specific
for subcutanecus edema; therefore, the micmscopic
alterations are definitive for diagnoss (Henderson et al,
2004 . Consequently, the fact that ECVF did not induce
gmss lesions was not elevant because the appropriate
microscopic alerations were present.

Some authors have also observed such microscopic
changes at the histological level, in skin and subcuta-
necus fat fragments associated with avian cellulitis,
including thickening of the dermis { Morton et al., 1997,
Jeffrey et al_, 1999, moderate hyperkeratosis, hy perplasia
of the e pidermis, neovascularization | Messier et al., 1993)
and infiliration of mononuclear cell and heterophils
{Onderka et al, 1997). These alterations were very similar
to our results. However, they differ from what was
observed in the positive controls and compared to the
fibrocaseows granulomatous plagues sumounded by a
capsule of connective tissue containing inflammatory
cells, mows of multinucleated glant cells and macmp hages
(Fallavena et al, 2000) and the invasion of adjacent
miuscular tissue by inflammatory cells and the oocurrence
of congestion of the capillares observed in previous
studies (Onderka et al, 1997)L In addidon @ the
morphological alterations detected, we were able to
demonstrate an increase in the expression of THF-o
miMAiIn the inflamed tissue. The specific mec hanisms by
which ECVF acts have not yet been defined, but induction
of THF-tx production may be the main mechanism of
oytotoxicity observed during cellulitis. THNF-« can med-
iate leukocyte recruitment, permeability changes and
edema formation (Onderka et al., 19971 Moreover, the
oytotoxic vacuslation previously described for ECVE may
be due o the induction of apopiosis by THNF-a, as this
cytoking is also immolved in this mechanism (Laster et al,
TOHEE].

We detected anincrease in the production of THF-x in
the serum as well, suggesting that ECVF may induce a
systemic increase of this proinflam marory optokine. The
time course of the release of TNF-x in the bmiler chickens
studied here was similar o that required for the
development of the cellulitis lesions in avians inoculated
with E.coll for the purpose of experimental reproduc tion of
cellulitis {Peighamban et al, 1995, Gomis e al, 1997,
MNorton et al, 19971

Under inflammatory conditions, in which there is
increased production of cytokines with proinflammatory
potential, there is alko an increase in the production of
cytokines with immunoregu latory properties, such as [L-
10 (Malefyt et al., 1989] Thus, the endogenous regulation
of proinflammatory cytokine production is of critical
importance in determining the magnitude of an inflam-
matory response In the present study, it was cleady
demanstrated that administration of BOVF also induced
production of 1L-10, which downregulated the lewels of
THF-w IL-10 produced by macmphages and T cells is
generally considered o fulfill a primarily anti-inflamma-
tory role and possess macnep hage-deact ivating properties,
including downregulation of MHC class 1] expression and
THF-o proed wetion (Moore e al., 1993 A protective mole of
IL-10 in experimental toxemia has alo been demon-
strated. BALE(c mice subjected to LPS-induced moeic shock
were rescued by IL-10 administration, and the increase in
this cytokine was comelated with reduction in the senum
lewels of THF-x (Gerard et al., 1993 | Inhibition of THF-x
production during experimental toxemia has also been
ohzerved following IL-10 adminig@tion in baboons and
humans (Pajkrt et al, 1997, Weinmuch and Zychlinsky,
14994). Moreover, similady to the data presented in Fig. 3,
previous reports have demonstrated that adm in istration of
an endotoxin induced 1L-10 preduction in expermental
anirmals and hurmans, thus suggesting that end ogenous |L-
10 confers significant protection against the harmful effect
of tooting and reduces THF-o levels (Stand iford et al., 1995).
Hence, IL-10 production may limit both macrophage- and
lymphocyte-mediated immune responses in the local
inflamm arory environment

5. Conclusion

In summary, we confirmed that BEOVF is a virulence
factor imvolved in the pathogenesis of cellulits. Addi-
tionally, we showed that inoculation of chickens with
this cytotoxinindwces inflammatory lesionsin the dermis
and suboutaneous fat that may contribute to increasing
serum levels of THF-a and 1L-100 1L-10 controls the
cascade of events initlated by the inflammatory response,
indicating the im munomod ulatory properties of the EOVF

Cyimboin.
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