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Analise da interacdo entre as cepas APEC MT78 e DM34 com macrofagos murinos
J774. BRUNA KULMANN LEAL, Fabiana Horn (orient.), UFRGS.

Escherichia coli patogénicas aviarias (APEC) causam infecgdes extra-intestinais em aves e
sdo responsaveis por grandes perdas econémicas na avicultura brasileira. Dentre os fatores de
viruléncia ja descritos para APEC esté a expressdo da fimbria F1, estrutura filamentosa que
promove a interacdo bacteriana com a matriz extracelular, com outras bactérias e com a célula
hospedeira. Estudos anteriores mostraram que a fimbria F1 da cepa APEC MT78 (02:H5:K1)
¢ importante na interacdo da bactéria com macrofagos e heterofilos de galinha, visto que
mutantes nulos para fimbria apresentaram sobrevivéncia intracelular diminuida em
comparacdo a cepa selvagem. O foco deste estudo € elucidar o destino intra-macréfago da
MT78 e elucidar qual a fungdo da fimbria nesta interacdo. Para isso, realizamos ensaios de
adesdo e internalizacdo da MT78 e mutante nulo para fimbria F1 (DM34) em macrdfagos de
mamiferos. Macrofagos murinos da linhagem J774 A.1 foram plaqueados em placas de 96
pocos (4 x 10* células por poco) e infectados com uma multiplicidade de infeccdo de 10
bactérias por célula. Apdés 1 hora de infeccdo, as células foram lavadas para remocdo das
bactérias ndo aderidas/internalizadas. Para o ensaio de adesdo, as células foram lisadas e o
extrato celular plaqueado para contabilizacdo das bactérias aderidas/internalizadas. Para o
ensaio de invasdo, as células foram re-incubadas em meio contendo gentamicina (50 pg/ml)
por mais 3 horas, quando entdo as células foram lisadas e o extrato celular plaqueado para
contabilizacao das bactérias internalizadas. A MT78 apresentou uma adesdo meédia de 1,733 +
0,416 UFC/célula, enquanto a DM34 apresentou uma adesdo média de 0,433 + 0,23
UFC/celula. A MT78 apresentou uma internalizacdo media de 0,720 + 0,312 UFC/célula,
enquanto a DM34 apresentou uma internalizacdo média de 0,17 +0,165 UFC/célula. De
acordo com a literatura, a reducdo observada pode ser atribuida a ambos: a diminuicdo da
capacidade aderente e perturbacdo na capacidade de sobrevivéncia da bactéria. Também
analisamos se a MT78 seria capaz de escapar do interior do macréfago. Para analise da fuga
celular, os macrofagos foram infectados por 1 h, lavados e incubados com gentamicina,
quando o meio das células foi substituido por meio fresco sem antibiotico e o sobrenadante
plaqueado apds diferentes tempos de incubacdo. Para os tempos analisados, ndo detectamos
evasdo bacteriana do macrofago. De acordo com nossos resultados, as cepas APEC estudadas
(MT78 e DM34) foram capazes de interagir com macrofagos de mamiferos. A diminuicéo nas
taxas de adesdo e internalizacdo no mutante DM34 reforca a importancia da expressao da
fimbria para a interacdo da cepa MT78 com fagdcitos. Por fim, a cepa MT78 ndo foi capaz de
escapar do interior do macrofago.



