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Resumo

As bactérias pertencentes ao género Erysipelothrix tém formato de bastonetes gram-
positivos e sdo seis espécies descritas: E. rhusiopathiae, E. tonsillarum, E. inopinata,
Erysipelothrix sp. strain 1, E. larvae sp. Nov. e Erysipelothrix sp. strain 2. Essa Ultima
era anteriormente classificada como sorotipo 18 da espécie E. rhusiopathiae. Esse
trabalho teve como objetivo avaliar as alteracbes morfométricas e apoptéticas de
células VERO inoculadas com quantidades variadas de Erysipelothrix sp. strain 2
isoladas de perus comerciais durante um surto . Para observar a capacidade de causar
alteracOes celulares, foram inoculados duas amostras de isolados de Erysipelothrix sp.
strain 2, denominadas Est06 e Est07, em diferentes concentracdes em culturas de
células VERO, e avaliadas em intervalos de tempo de 4 e 24 horas p0s infec¢do. Por
avaliacdo da microscopia Otica e fluorescéncia foram avaliadas a morfometria celular e
a apoptose. Pela analise morfométrica todos os parametros medidos (area do ndcleo,
perimetro do nucleo, area do nucléolo e perimetro do nucléolo) apresentaram aumento
significativo. Em relacdo a apoptose celular uma maior percentagem de células
marcadas com Yo Pro (YP) nos grupos tratados Est06 e Est07 do que naqueles
tratados com Lactobacillus spp ou sem qualquer tratamento o que indica aumento da
apoptose. O grupo Est07 4h apresentou maior porcentagem de células marcadas com
YP que os demais grupos. Células tratadas com Est06 e Est07 também tiveram
nameros maiores de células marcadas com iodeto de propideo (IP) que marca células
em necrose. Apoptose pode ser uma ferramenta para evasdo do sistema imune

caracterizando o carater agudo e septicémico da doenca

Palavras-chave: Erisipela, perus, necrose, septicemia.



Abstract

The bacteria belonging to the genus Erysipelothrix are gram-positive rods and are six
species described: E. rhusiopathiae, E. tonsillarum, E. inopinata, Erysipelothrix sp.
strain 1, E. larvae sp. Nov. and Erysipelothrix sp. strain 2. Erysipelothrix sp. strain 2
was previously classified as serotype 18 of the species E. rhusiopathiae. This work
aimed to evaluate the morphometric and apoptotic alterations of VERO cells
inoculated with various load of Erysipelothrix sp. strain 2 isolates of commercial
turkeys during an outbreak. To observe the ability to cause cellular changes, two
samples of Erysipelothrix sp. strain 2, designated Est06 and Est07, at different
concentrations in VERO cell cultures, and evaluated at time intervals of 4 and 24
hours post infection. Optical and fluorescence microscopy evaluated cell morphometry
and apoptosis respectively. By the morphometric analysis all the measured parameters
(area of nucleus, perimeter of nucleus, area of nucleolus and perimeter of nucleolus)
showed a significant increase. In relation to cellular apoptosis, a higher percentage of
cells labeled with Yo Pro (YP) in the treated groups Est06 and Est07 than in those
treated with Lactobacillus spp or without any treatment indicating increased apoptosis.
The Est07 group 4h had a higher percentage of YP-labeled cells than the other groups.
Cells treated with Est06 and Est07 also had larger numbers of cells marked with
propidium iodide (PI) that marked cells in necrosis. Apoptosis can be a tool to
evadethe immune system by characterizing the acute and septicemic nature of the

disease.

Keywords: Erisipelas, turkeys, necrosis, sepse.
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1. INTRODUCAO

A Erisipela é uma doencga cosmopolita e reemergente que acomete animais domésticos
e selvagens, inclusive humanos (KANG et al., 2017). Erysipelothrix rhusiopathiae, é
principal agente causador da doenca e provoca perdas econdmicas na producdo de suinos e
aves (BROOKE; RILEY, 1999). Na suinocultura, a erisipela é capaz de gerar intensas perdas
econdmicas devido as lesdes agudas e cronicas em suinos com potencial para provocar
grandes surtos (OPRIESSNIG et al., 2012). Na ultima década, a incidéncia desta patologia
tem aumentado consideravelmente no Japdo, China e Estados Unidos (BENDER et al., 2011;
TOetal., 2012).

Quando associada aos perus, a Erisipela causa uma infeccdo aguda e fulminante,
septicemia, com a diminuicdo do rendimento e condenacao de carcacga, mortalidade em surtos
e algumas aves também apresentam marcha instavel (BRICKER; SAIF, 2013). LesOes
cutaneas podem ser evidenciadas, emagrecimento gradual e sinais de anemia e, em alguns
casos, endocardite e morte. Pode ocorrer também perda de fertilidade nos machos,
desclassificacdo e condenacdo de carcaca resultante das alteracdes provocadas pela septicemia
(BRICKER; SAIF, 2013).

O agente causador da erisipela em perus € uma bactéria do género Erysipelothrix que
possue formato de bastonete e é gram-positivo (BROOKE; RILEY, 1999) integrante do filo
Firmicutes, da classe Erysipelotrichia (VERBARG et al.,2014). Deste género sdo descritas
seis especies E. rhusiopathiae, E. tonsillarum, E. inopinata, Erysipelothrix sp. strain 1 e
Erysipelothrix sp. strain 2 (TAKAHASHI et al., 1992; VERBARG et al., 2004) e também a E.
larvae sp. nov. a ultima espécie identificada (BANG et al., 2016). Erysipelothrix sp. strain 2
anteriormente era classificada como sorotipo 18 da espécie E. rhusiopathiae. e apresenta
escassas descricdes.

Casos de erisipela em aves sdo considerados reemergentes na Europa (JANREN et al.,
2015). Os surtos de erisipela em perus descritos atualmente estdo relacionados a espécie E.
rhusiopathiae, e ha um conhecimento ainda limitado em relacdo a doenca causada por
Erysipelothrix sp. strain 2 em escala produtiva.

Em relagdo a fatores comerciais a producdo de carne de peru no Brasil é de grande
importancia no mercado internacional. Com uma producdo de 390,48 mil toneladas no ano de
2017, um volume maior em relacdo ao ano anterior. Cerca de 28% da producdo é destinada
ao mercado externo considerando que o restante da producgédo é consumida no pais na forma

de embutidos. O estado de Minas Gerais € inserido no ranking nacional como o quarto maior
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estado exportador, seguido de forma crescente pelo Rio Grande do Sul, Parand e Santa
Catarina (ABPA, 2018).

Em 2015 houve um surto de alta mortalidade e septicemia em perus industriais em
uma grande empresa situada no Triangulo Mineiro, e a avaliacdo microbioldgica e molecular
associada a anélise epidemioldgica realizada pelo grupo coordenado pela orientadora desse
trabalho concluiu que pela primeira vez a doenga nos perus foi causada por Erysipelothrix sp
strain 2. Como ndo se conhece o potencial zoonotico dessa bactéria, ainda nédo foi possivel
realizar a inoculacdo nas aves ja que nesse caso seria necessario isoladores. Dessa forma foi
utilizado modelo celular para melhor compreensao da doenca.

Assim, hd uma necessidade de um estudo das caracteristicas relacionadas a patogenia
da erisipela em perus causada por Erysipelothrix sp. strain 2, usando uma metodologia de
inoculacdo bacteriana em cultura de célula com o objetivo de mensurar as alteracdes

morfométricas e sua capacidade de causar apoptose celular.

1.1. Objetivos gerais

Caracterizar aspectos da patogenia da Erysipelothrix sp. strain 2 isolado de perus
usando técnicas laboratoriais in vitro, utilizando amostras provenientes de um surto da doenga

identificada em uma empresa integralista localizada na regido do Triangulo Mineiro.

1.2. Objetivos especificos

Analise de morfometria celular em cultura de células do tipo VERO, por microscopia
Optica, com inoculacdo bactéria em trés diferentes concentracdes, em periodos de pds
infeccéo de 4 (quatro) e 24 horas.

Avaliar apoptose das células Vero que foram infectadas com Erysipelothrix sp. strain

2 utilizando microscopia de fluorescéncia.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Identificacéo do agente

Sdo descritas as seguintes espécies do género Erysipelothrix, E. rhusiopathiae, E.
tonsillarum, E. inopinata, Erysipelothrix sp. strain 1 e Erysipelothrix sp. strain 2
(TAKAHASHI et al., 1992; VERBARG et al., 2004) sendo E. larvae sp. nov. a ultima espécie
identificada (BANG et al., 2016). Erysipelothrix spp. formam colénias com uma aparéncia
clara, com ou sem formacao de hemolise parcial, tem formato circular de 0,1 a 0,5 milimetros
de didmetro, sdo bastonetes gram positivos ndo moveis, e negativos para catalase, oxidade,
indol (CARTER, 1990; WOOD, 1999).

O agente mais conhecido do género Erysipelothrix é E. rhusiopathiae que compreende
diversos sorotipos como os classificados em 1a, 1b, 2, 4,5, 6, 8, 9, 11, 12, 15, 16, 17, 19e 21
e tipo N, seguida por Erysipelothrix tonsillarum com os respectivos sorovares 3, 7, 10, 14, 20,
22 e 25. A espécie Erysipelothrix sp. strain 1, anteriormente era classificada como o sorotipo
13 da espécie E. rhusiopathiae, e Erysipelothrix sp. strain 2 o sorotipo 18 da mesma espécie
(TAKAHASHI et al., 1992). A filogenia aborda que E. inopinata divergiu antes da divisio
entre a E. rhusiopathiae e E. tonsilarum amparada pelo estudo do sequenciamento do gene
16S rRNA (VERBARG et al., 2004). Para o crescimento bacteriano em laboratorio, as
espécies do género Erysipelothrix tem a necessidade do uso do &gar columbia (CA) ou agar
sangue (AS) enriquecido com sangue de carneiro a 5% (BROOKE; RILEY, 1999).

2.2 Aspectos econbmicos

A Erisipela € uma doenca que estd ressurgindo nas producBes avicolas europeias
(JANBEN et al., 2015; ERIKSSON et al., 2013) . Quando acometidos pela Erisipela pode
ocorrer perda de fertilidade nos perus machos, morte, desclassificacdo e condenagdo de
carcaca resultante das alteracbes provocadas por septicemia. (BRICKER; SAIF, 2013).
Segundo Bender et al.(2011) um dos fatores que leva a condenacdo de carcagas em suinos

nos Estados Unidos é a ocorréncia dessa patologia.
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2.3. Importéancia na Saude Publica

Geralmente as pessoas infectadas sao as que lidam diretamente com a producéo animal
como € o caso de funcionarios de frigorificos, acougueiros e pescadores (VERALDI et al.,
2009). Essa doenca apresenta lesbes de trés tipos, as de pele eritrematosa (erisipeldide), a
forma cuténea generalizada e a forma septicemica frequentemente associada a endocardite
(BROOKE; RILEY, 1999). Pesquisas recentes relatam que a familia Erysipelotrichaceae esta
associada com alteracdes a nivel intestinal como inflamagdes do trato gastrointestinal e cancer
colorretal (KAAKOUSH, 2015; NAGAO-KITAMOTO et al., 2016).

2.4. Hospedeiros

A Erisipela € uma doenca cosmopolita, que acomete varios animais domésticos,
selvagens e humanos (KANG et al., 2017). Nas producdes avicolas e suinas, a espécie E.
rhusiopathiae € a mais encontrada.

Esta doenca foi relatada em outros tipos de aves, como em galinhas poedeiras em
gaiolas (MUTALIB; KING; MCDONOUGH, 1993), patos (DHILLON et al., 1980), codornas
(MUTALIB; KEIRS; AUSTIN, 1995) faisdes de pescoco anelado (HENNIG et al., 2002),
golfinhos (DIAZ-DELGADO et al., 2015) e pingiiins (BOERNES et al. 2004).

2.5. Mortalidade e morbidade

Animais infectados pela E. rhusiopathiae apresentam alta mortalidade e morbidade
considerando animais que ndo foram imunizados ou ndo tiveram tratamento precoce
administrado. Em aves com boas pode ocorrer uma queda repentina de imunidade e
geralmente morte em 24 a 48 horas. A mortalidade pode variar muito dentro de determinado
na producdo avicola (BRICKER; SAIF,2013).

2.6. Aspectos epidemiol6gicos

A Erisipela é diagnosticada com maior frequéncia em perus machos, no entanto ndo ha
evidéncias de predilecdo entre os sexos. Por meio de observacbes a campo 0 que pode ser
notado é que a principal porta de entrada para o patogeno séo lesbes de pele, estrutura mais
violada no macho por seu temperamento (BRICKER; SAIF, 2013). Surtos a campo ocorrem
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geralmente em perus mais velhos, porém pode ocorrer em aves de qualquer idade
(HOLLIFIELD et al. 2000).

Aves silvestres, mamiferos podem ser fonte de infeccdo por E. rhusiopathiae
(SHUMAN, 1971). A ampla distribuicdo ecologica e geografica do género € atribuida a sua
capacidade de infectar um grande nimero de individuos hospedeiros que podem funcionar
como portadores, permanecendo no ambiente e disseminando a doenca (BROOKE; RILEY,
1999). E importante destacar a capacidade de infeccdo pela Erysipelothrix spp, em humanos

por meio do contato com produtos de origem animal contaminados (NAKAZAWA, 1998).

2.7. Sinais clinicos

Quando ocorre 0 surto, 0 que se observa sdo diversas aves caidas pelo galpdo, algumas
com marcha instavel, emagrecimento gradual, infertilidade no macho, lesdes cutaneas,
fraqueza e sinais de anemia. Perus que foram anteriormente vacinados podem vir a 6bito com
um possivel resultado de embolia, sem apresentar sinais clinicos aparentes. (BRICKER,;
SAIF, 2013). Em galinhas podem ocorrer alteragcbes como peritonite, congestéo peritoneal e
descoloracdo de pele, nas poedeiras pode ocorrer queda na producdo de 50 a 70% (KILLAN
etal., 1958).

Sobre o tempo de incubacdo Bricker; Saif (2013) revelou por meio de testes feitos em
laboratério que ocorre a mortalidade em 44 a 70 horas em perus, € 96 a 120 horas na maioria
dos animais gaundo inoculados por via subcutanea. Ja com a inoculacdo por via oral, 0s
parametros foram alterados para 2 a 3 dias, podendo chegar de 2 a 3 semanas com uma taxa

de mortalidade menor.

2.8. Achados de Necropsia

Em suinos a doenca causa septicemia aguda, com a formacéo de edema e hemorragia
nos pulmdes e coragdo, infartos cutaneos, coagulacdo intravascular e necrose vascular. J& na
forma crénica provoca quadros de artrite e endocardite (BROOKE; RILEY, 1999; BRICKER;
SAIF, 2013).

Em surtos endémicos, as lesdes sdo sugestivas de septicemia generalizadas, as
principais lesdes observadas em perus sdo: degeneracgédo de gordura na borda anterior da coxa,

hemorragia na gordura pericardica, petéquias na gordura abdominal, hemorragia do musculo
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cardiaco, figado friavel, aumento do baco e rins, exsudato fibrinopurulento nas articulagdes e
saco pericardico, placas de fibrina no musculo cardiaco, espessamento do proventriculo e
ulceracdes na parede da moela. Além de pequenos nédulos amarelos no ceco, enterite catarral
ou sanguinolenta, endocardite, lesdes cutaneas escuras e crostas (ROSENWALD;
DICKINSOM, 1941).

Em relacéo as lesdes microscépicas, as caracteristicas histolégicas da Erisipela aguda
em perus tem alteracOes esperados comumente em infeccdes septicémicas (BICKFORD;
CORSTVET; ROSENWALD, 1978).

2.9. Diagndsticos

Para diagnosticar as diferentes espécies do género Erysipelothrix a campo é usado o
teste de aglutinacdo, por seu conjunto diverso de sorotipos (PAL; BENDER; OPRIESSNIG,
2010). Porém, ndo ¢é adequado para analise da evolucdo dentro da espécie pois pode ocorrer a
troca horizontal entre genes especificos de capsula em muitas bactérias (KING et al., 2002).

Os agentes relacionados ao diagnostico diferencial sdo facilmente diferenciados em
relacdo ao género Erysipelothrix, baseados em coloracdo de Gram, realizacdo das provas
bioguimicas, crescimento em meio Packer e o padréo tipico de crescimento no meio TSI. O
diagndstico confirmatoério é feito por metodologia molecular, como teste de PCR, teste de
anticorpos fluorescentes ou teste de patogenicidade em animais (BRICKER; SAIF, 2013).

De acordo com Bricker e Saif (2013) diversas patologias podem ser confundidas com a

Erisipela em perus. Podemos citar: Colera aviaria, infecgdes por Escherichia coli, Salmonelose. A

doenca de Newcastle em estado agudo pode ser confundida pelo fato de causar mortalidade aguda.

2.10. Tratamento

Para perus diagnosticados com erisipela o tratamento de eleicdo é o uso de
antibioticoterapia, sendo a penicilina sddica o farmaco de primeira escolha a ser administrada
IM 10.000 U/1b do peso corporal em animais individualmente. Quando os animais
acometidos sdo perus de corte, 0 manuseio individual das aves é prejudicial para sua saude
devido ao seu temperamento, sendo indicado nesses casos a administracdo da penicilina

(1.000.000 U/gal) em &gua de bebida para todo o plantel com diagndstico presuntivo,
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considerando que todas as aves devem ser tratadas. A penicilina sodica € indicada por ser de
acdo rapida, porém existem indicacdes para uso de penicilina procaina e outros derivados de
longa duracdo (BRICKER; SAIF, 2013).

2.11. Estratégias de prevencao

Para o controle de erisipela em regiGes endémicas, é indicado um protocolo de
vacinacdo para perus. A proposta € uma Unica dose subcutanea (SC) inoculada na superficie
dorsal do pescoco, atras do atlas. Nos primeiros testes, a dose foi aplicada por via
intramuscular (IM), no entanto, ocorreu a formagdo de abscessos com a possibilidade de
desclassificacdo no abate, entdo a forma mais indicada é SC. Para perus classificados como
reprodutores, é indicado o uso de duas doses com intervalo de 4 semanas, as vacinas devem
ser realizadas antes do inicio da producdo. A primeira dose deve ser realizada com 16-20
semanas de idade e a segunda imediatamente ao inicio da postura (BRICKER; SAIF, 2013).

Para a imunizacdo de Perus contra a Erisipela os produtos usados sdo o hidroxido de
aluminio inativado com formalina e bacterinas de E. rhusiopathiae adsorvidas que podem
conter células inteiras ou lisadas. Estas bacterinas foram desenvolvidas para 0 uso em suinos e

mostra-se eficaz para o uso em perus (WOOD, 1965).

Bricker e Saif (2013) sugerem de forma geral o uso de equipamentos limpos e
desinfetados, producdo em locais distantes de instalacfes previamente contaminadas. Uso de
desinfetantes, como solucdes de hidroxido de sddio 1-2%, fendis, cresois. Eficazes contra E.
rhusiopathiae, e assim, importantes para o controle da doenca.

2.12. Apoptose

Apoptose caracteriza-se, biologicamente, por fragmentagdo cromossomial do DNA,
associado a uma série de anormalidades de expressdo genética. Apoptose, também, pode ser
diferenciada de necrose por alteracdes tipicas celulares, como reducdo de volume celular e
condensacdo da cromatina nuclear, além de pequenas formagdes bolhosas na membrana
celular. Uma outra diferenciagdo importante é que necrose costuma ocorrer — num
agrupamento de celulas, enquanto apoptose pode ocorrer numa Uunica célula ou,

sequencialmente, num ndmero de células. Este processo, assim como a necrose, ocorre em
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horas. Apos apoptose, células sdo fagocitadas por macréfagos ou sofrem um processo de
aglomeracéo extracelular (KERR, et al,. 1972).

3. MATERIAL E METODOS

De 2014 a marco de 2015 houve um surto com septicemia e mortalidade aguda em 45
lotes de perus da linhagem Nicholas de uma empresa situada na regido do Triangulo Mineiro.
As lesdes observadas durante a necropsia foram sugestivas de septicemia, e incluiam baco e
rins aumentados e friaveis e alguns perus apresentavam enterite catarral. O grupo coordenado
pela orientadora desse trabalho isolou a Erysipelothrix sp. strain 2 e verificou associacao
epidemioldgica positiva entre a doenca e a presenca da Erysypelothrix sp. strain 2. Como néo
se conhecia o potencial zoon6tico dessa bactéria e esse grupo de trabalho ndo possui
isoladores para inoculacdo in vivo foi realizada anélise em modelo celular.

Para andlise o efeito citopatico celular geral pela Erysipelotrhix sp. strain 2, foi usado
cultura de células do tipo VERO. Nakamura e colaboradores em 1962 no Japao, designaram a
linhagem VERO, originaria do rim do Macaco Verde Africano (Cercopithecus aethiops)
como modelo para experimentos de laboratério (BRETAS, 2011).

No laboratério foram semeadas células VERO em DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium) enriquecido com soro fetal bovino a 5% em laminulas circulares de 13 mm
colocadas em placas de 6 pocos a uma densidade de 1,68x10* células / poco e foram
incubadas por 4 e 24 horas em estufa de CO,. Apé6s adesdo e confluéncia das celulas
(aproximadamente 48 horas) foi inoculado em triplicata dois isolados referidos de
Erysipelotrix sp. strain 2 (Est06 e Est07) utilizando o seguinte inoculo de bactéria isoladas de
agar sangue enriquecida com 5% de sangue de carneiro: DO: > 1 Log CFU; D3: 3 Log CFU,;
D7: 7 Log CFU. e NC (Controle negativo) tratado com o mesmo diluente usado para bactérias
(PBS) estéril. Apos 4 e 24 horas, as laminulas foram removidas e fixadas em formalina a
10%, lavadas em PBS, coradas com corante panético (New Prov®), por ultimo, colocadas em
laminas com Entellan (Merk®). A visualizacdo e a documentacdo fotografica foram
realizadas sob um microscopio acoplado a camera (Olympus camera, 200), tipo Olympus BX
40 com ampliacdo de 100x, utilizando o software Data Translation 3153. A edigéo,
processamento e analise das imagens foram realizados por meio do programa image J, versao

1.51 2017. Foram avaliados 8 diferentes campos por lamina considerando que 4 parametros
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foram analisados: area do nucleo, perimetro do nucleo, &rea do nucléolo e perimetro do
nucleolo.

Para a verificacdo de apoptose as células VERO foram semeadas em DMEM (meio de
Eagle modificado por Dulbecco) enriquecido com 5% de soro fetal bovino em laminulas
circulares de 13mm e colocadas em uma placa de 6 pocos a uma densidade de 2x10* células /
poco e incubadas por 48 horas a 37°C e 5% de CO2 atmosfera e confirmada a confluéncia
celular. Neste momento, foi inoculado em triplicata: (i) Erysipelothrix sp. strain 2 isolado
Est06, (ii) Erysipelothrix sp. strain 2 isolado Est07 ambas utilizando 3 log CFU / poco, (iii) 3
log CFU / poco Lactobacillus spp (LB) isolado de bebida lactea probidtica fermentada
(CALU®) em agar MRS (deMan, Rogosa e Sharpe) como controle negativo bacteriano
(OXOID) e (iv ) NC: Tratado com o mesmo diluente utilizado para bactérias (PBS) estéril
sem nenhuma bactéria como controle negativo do processo.

Apos 4 e 24 horas as células foram lavadas trés vezes com PBS, tratadas com Yo Pro-
01 (YP) para marcas celulas que ainda sdo metabolicamente ativas, e iodeto de propideo (PI)
(1: 1000) (Invitrogen®) que marca células em necrose, durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Apds o tratamento das células com YP e PI, as laminulas foram lavadas trés vezes e
fixadas com formalina a 4% durante 10 minutos. Em seguida, as células foram tratadas com
Hoechst (Sigma®) para marcar o material genético da célula. As laminulas foram lavadas e
montados em ProLong anti-fading (Invitrogen®). As contagens foram avaliadas sob um
microscopio de fluorescéncia. De cada laminula cinco campos diferentes foram avaliados.

Todas as analises foram realizadas no GraphPad Prism 7.04.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Na anélise morfométrica das células VERO infectadas com os isolados Est06 e Est07
de Erysipelothrix sp. strain 2 em diferentes concentracbes e tempo de 4 e 24 horas de
incubacdo, todos os parametros medidos (area do nucleo, perimetro do nucleo, area do
nucléolo e perimetro do nucléolo) apresentaram aumento significativo. Foi observado que a
menor quantidade de bactérias (DO) foi eficiente em aumentar todos os parametros com 4 e
24 horas em Est06, e todos os paramentros com 4 horas em Est07, com 24 horas em Est07 a

quantidade de bactérias (DO0) foi eficiente em aumentar a area do ndcleo. A quantidade de
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bactéria (D3) foi eficiente em aumentar parametros do nicleo com 4 e 24 horas em Est06. A
figura 1 exemplifica 0 aumento das células VERO quando inoculadas com Erysipelothrix sp.

strain 2.

Tabela 1. Morfometria de Células Vero 4 horas ap6s infeccdo com Est06 em diferentes
concentragoes.

4h NC 4h DO 4h D3 4h D7
) 2,514 ® 6,279 3,751 ¢ 2,897 °
Area do Ndcleo (uM)

177,52 280,6 ° 216,9° 191,1¢
Perimetro do Ndcleo (UM)
) 1,238°2 3,491 ° 2,359°¢ 1,983 ¢
Area do Nucléolo (uM)

b d

Perimetro do Nucléolo 1243° 208,6 172,0° 157,2

(uMm)

Letras diferentes na mesma linha representam estatisticas diferentes (p<0.05).



Tabela 2. Morfometria de Células Vero 24 horas ap0s infec¢do com Est06 em diferentes
concentragoes.

24h NC 24h DO 24h D3 24h D7

) 2,4482 6,838 ° 3,263 ¢ 3,976 ¢
Area do Nucleo (uM)

Perimetro do Nucleo 175,12 202.6° 202,2° 223.4 ¢
(uMm)

) 1,194° 3,737° 1,878 ° 2,024 ¢
Area do Nucléolo (uM)

b
Perimetro do Nucléolo 122,0° 216,0 153,2° 159,3°

(uM)

Letras diferentes na mesma linha representam estatisticas diferentes (p<0.05).

Tabela 3. Morfometria de Células Vero 4 horas ap6s a infeccdo com Est07 em diferentes
concentracdes.

4h NC 4h DO 4h D3 4h D7
) 2,656 ° 4,948 ° 3,492° 2,763°
Area do Nucleo (uM)
181,3% 246,3 b 209,5 ¢ 188,12
Perimetro do Nucleo (uM)
) 1,270 2,539 ° 1,877°¢ 1,661 ¢
Area do Nucléolo (uM)
Perimetro do Nucléolo 126.0° 178.2° 153.2°¢ 1439 °¢

(uMm)

Letras diferentes na mesma linha representam estatisticas diferentes (p<0.05).



Tabela 4. Morfometria de Células Vero 24 horas ap0s infec¢do com Est07 em diferentes
concentracOes

24h NC 24h DO 24h D3 24h D7
} 2,721°2 4,402 b 4510° 2,910°2
Area do Nucleo (uM)
Perimetro do Nucleo 184,42 236.0 b 238,5 b 101,4°
(uM)
) 1,309 2,083 ¢ 2,305° 1,666 ¢
Area do Nucléolo (uM)
Perimetro Nucléolo 127,9° 161,0 ° 168,6 ° 146,4°

(uM)

Letras diferentes na mesma linha representam estatisticas diferentes (p<0.05).
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Figura 1: Células Vero coradas com corante panético. A. Grupo de controle negativo de células Vero 4 horas (objetiva de 10
vezes). B. Celulas Vero DO Est06 grupo 4 horas pés indculo (objetiva de 10 vezes). C. Grupo de controle negativo de células Vero 4 horas

(objetiva de 100 vezes). B. Celulas Vero D0 Est06 grupo 4 horas pés inéculo. (objetiva de 100 vezes).

Para verificar alteracbes morfométricas em celulas VERO infectadas com
Erysipelothrix sp. strain 2, foram produzidas imagens com base em técnicas de microscopia
celular e morfometrica. Segundo Falk et. al. (2018) essas analises favorecem maior rigor
estatistico. Houve aumento significativo da area e perimetro do ndcleo e nucléolo durante 4 e
24 horas p6s inoculagdo em diversas concentracGes (Tabelas 1,2,3 e4). Estes resultados
mostram que a Erysipelothrix sp. strain 2 pode levar a citotoxicidade celular.

Embora tenha sido observado aumento de nucleo e nucléolo, ndo identificamos a (s)
proteina (s) de viruléncia que pode (m) gerar essa alteracdo celular. Em bactérias gram-
negativas (como Shigella spp. E Campylobacter jejuni) (JINADASA, et al. 2011) existem
toxinas citoletais distensoras (CDT - sigla em inglés) que levam ao aumento e distenséo das
células e entdo promovem a apoptose celular, mas ndo ha toxinas similares relacionadas em
bactérias gram-positivas. No entanto, proteinas como alfa-hemolisina (MENZIES e
KOURTEVA, 2000) e exotoxina pirogénica B (TSAI et al., 1999) sdo exemplos de proteinas
conhecidas por induzir apoptose em bactérias gram-positivas. Jain et al. (2009) também
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afirma que a CDT causa uma distensdo nas células e provoca apoptose com fragmentos de
DNA utilizando gram-negativas. De uma forma geral, pode-se observar que a menor
quantidade da bactéria inoculada foi capaz de alteragdes significativas. Esse evento pode ser
explicado pelo fato de que uma menor quantidade de bactéria se beneficiou com mais meio de
cultura e encontrou as células livres para infectar; quando a concentracdo é maior, o efeito nas
células é menor, podendo ser explicado pelo fato que hd uma competicdo maior quando a
concentracdo de bactérias é maior.

O aumento das dimensdes do nucleo e do nucléolo instigou a avaliacdo do indice
apoptdtico dessas células (Figura 2 e 3). Para isso, foi utilizado o YP que pode marcar células
que ainda sdo metabolicamente ativas, mas que tém membranas plasmaticas comprometidas,
ou seja, detectam células em estagios iniciais de apoptose (células nas quais a fragmentacao
do DNA ainda ndo ocorreu) (FUJISAWA et al., 2014). Assim, foi observado uma maior
percentagem de células marcadas com YP nos grupos tratados com Est06 e Est07 do que
naqueles tratados com LB ou sem qualquer tratamento. O grupo Est07 4h apresentou maior
porcentagem de células marcadas com YP que os demais grupos indicando um
comportamento diferente para cada cepa isolada. Células tratadas com Est06 e Est07 também
tiveram numeros maiores de células marcadas com IP (Figura 1, 2) que marca células em
necrose.

A apoptose pode ser prejudicial ao hospedeiro associada ao potencial aumentado de
viruléncia da bactéria. Para persistir na célula hospedeira, os patégenos desenvolveram
mecanismos de sobrevivéncia intracelular e / ou apoptose (SHIMOJI, 2000, GALAN e
COSSART, 2005; MOSTOY e COSSART, 2012). A apoptose dessa bactéria pode ser a chave
para o melhor entendimento da patogénese da Erysipelotrhix sp. strain 2. A apoptose pode ser
um mecanismo importante para evadir a resposta imune em particular a inata, reduzindo as
lesGes inflamatorias (KERR, 1972; GALLUCCI et al., 1999).
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Figura 2

200uM

Figura 3

Figura 2: Percentagem de células marcadas com YP e IP 4 e 24 horas p.i. Letras minUsculas diferentes indicam diferenca
estatistica para marcagdes YP. Letras mailsculas diferentes indicam diferenga estatistica para marcagédo com YP + IP.

Figura 3: Imagem por fluorescéncia de células Vero marcadas com YP, Pl e hoechst. A e B: células do Lactobacillus spp. grupo
de controlo 4 horas mostrando apenas os nlcleos marcados com Hoechst. B. as células ndo foram marcadas com Pl e YP (A). C e D: células
do grupo Est06 4 horas mostrando ndcleos marcados com IP e YP (C) e, YP, Pl Hoechst (D). E e F: as células do grupo de Controlo
Negativo 24 horas mostrando apenas as culas dos nleos marcados com Hoechst (F) n foram marcadas com Pl e YP (E). G, H, 1, J: células do

Est07 24 horas mostrando nicleos marcados com P1 (G), marcados com Hoeschst (H), marcados com YP (l) e todos os marcadores (J).

6. CONCLUSAO

Erysipelothrix sp. strain 2 quando inoculada em células VERO em diferentes
concentracdes, apresenta capacidade de aumentar as dimensdes de ndcleo e nucléolo e levar a
apoptose 0 que pode ser uma estratégia de evadir o sistema imune e levar a doenca

septicémica.
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