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APRESENTACAO

As Ciéncias Biologicas, assim como as diversas areas da Ciéncia, passam por
constantes transformacgdes, as quais séo determinantes para o seu avanco cientifico. A
producéao cientifica tem papel essencial na avaliagdo da ciéncia, pois sustenta a avaliagdo
qualitativa e quantitativa. A avaliacdo da producgéo cientifica permite inferir sobre os
movimentos de institucionalizacdo e desenvolvimento da pesquisa em campos cientificos,
periodos e contextos especificos. Além de permitir 0 entendimento dos processos de
producao, difusdo e uso do conhecimento, também pode orientar o desenvolvimento e a
adaptacao de politicas cientificas, tecnoldgicas e de inovagéo.

Nessa perspectiva, o e-book “Produgéo Cientifica em Ciéncias Biolégicas”, € uma
obra composta de uma série de investigacbes e contribuicdes nas diversas areas de
conhecimento que interagem nas Ciéncias Bioldgicas, com uma leitura rapida, dinamica
e cheia de possibilidades de aprendizado. Assim, o e-book & para todos os profissionais
pertencentes as Ciéncias Biologicas e suas areas afins, especialmente, aqueles com
atuacao no ambiente académico e/ou profissional.

Portanto, o resultado dessa experiéncia, que se traduz neste e-book, objetiva
apresentar ao leitor a diversidade de tematicas inerentes as areas da Saude, Meio
Ambiente, Biodiversidade, Biotecnologia e Educacdo, como pilares estruturantes das
Ciéncias Biolégicas. Por fim, desejamos que a obra contribua para o enriquecimento da
formacéo universitaria e da atuagéo profissional, com uma vis@o multidimensional com o
enriquecimento de novas atitudes e praticas multiprofissionais nas Ciéncias Biologicas.

Agradecemos aos autores pelas contribuicdes que tornaram essa edigéo possivel, e
juntos, convidamos os leitores para desfrutarem as publicagcdes.

Danyelle Andrade Mota
Clécio Danilo Dias da Silva
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RESUMO: Introducao: Corynebacterium pseudotuberculosis, é o patégeno responsavel
pela Linfadenite Caseosa (LC) que é uma doenca infecto-contagiosa que compromete
economicamente a pecuaria. A infeccdo em humano ocorre pelo manejo de animais,
consumo de seus derivados crus ou em laboratérios, com poucos casos descritos e apenas
um estudo no Brasil. A identificagdo bacteriana proveniente do conteldo caseoso, seguido
por testes bioquimicos constitui atualmente o teste padrdo ouro de diagnéstico. Objetivo:
O presente trabalho se propde a avaliar e comparar o crescimento bacteriano e a produgéo
de antigenos para avaliagéo da sororreatividade humana de trés cepas de Corynebacterium
pseudotuberculosis. Métodos: Para contagem bacteriana e estudo da viabilidade celular em
FACSCalibur (BD) foram realizados cultivos da cepa VD57 para os trés tempos (24, 48, 72
horas) e comparagéo com cepas CAP3W(21) e CAPJ4(76) em 24 e 48 horas. Para producéo
do antigeno, foi utilizado o sobrenadante do cultivo com 48 horas das cepas VD57, CAP3W(21)
e CAPJ4(76), semi-purificados por técnica de particdo em trés fases (TPP). Foi produzido
extrato em meio com e sem Tween-80 somente para cepa CAPJ4(76). O perfil eletroforético
dos quatro extratos foi analisado por SDS-PAGE em gel 12% e a sororreatividade avaliada
em Western Blot com pool de amostras séricas do grupo Nédo Contactante (composto por
4 participantes sem historico de contato com a bactéria ou consumo de carne crua ou mal
cozida), grupo Contactante laboratério (composto por 4 individuos com histérico de contato
por atividade em laboratorio de microbiologia) e grupo Contactante fazenda (composto por
4 individuos com histérico de contato com animais infectados). Resultados: Na avaliagdo
por FACs, evidenciou-se crescimento celular mais acelerado para cepa VD57 com resultado
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10 vezes superior ao registrado por CAP3W(21) e CAPJ4(76). O apice da viabilidade celular
registrado foi de 48 horas, porém néo foi identificada variagédo consideravel da mortalidade
celular com 72 horas. O perfil eletroforético dos extratos produzidos revelou diferencas
na expressao de proteinas entre as trés cepas, bem como para cultivos em condicoes
diferentes para CAPJ4(76). Foi registrada intensa sororreatividade humana aos quatro
extratos, confirmando a presenca de proteinas antigénicas em todas as cepas, porém foi
possivel identificar diferenca no perfil de reconhecimento entre os grupos Contactantes e
Nao Contactantes apenas no extrato VD57. Conclusao: A cepa VD57 apresenta apice do
crescimento e viabilidade no tempo de 48 horas de cultivo e na comparagdo entre as trés
cepas, demonstra crescimento e viabilidade superiores ao das demais. O perfil eletroforético
dos extratos de cepas de Corynebacterium pseudotuberculosis cultivadas sob mesmas
condicdes, apresentam similaridade no numero de bandas e diferenga no peso molecular.
A utilizagdo de Tween-80 no meio de cultivo, gera um acréscimo de 50% no numero de
bandas para CAPJ4(76). Todos os extratos produzidos apresentam antigenicidade para soro
humano, porém é possivel evidenciar diferenga no perfil de Contactantes do perfil de Nao
Contactantes apenas em VD57.

PALAVRAS-CHAVE: Corynebacterium pseudotuberculosis; Contagem Bacteriana;
Sororreatividade Humana.

ABSTRACT: Introduction: Corynebacterium pseudotuberculosis is the pathogen responsible
for Caseous Lymphadenitis (CL) which is an infectious disease that economically compromises
livestock. Infection in humans occurs by handling animals, consumption of their raw derivatives
orin laboratories, with few cases described and only one study in Brazil. Bacterial identification
from caseous content, followed by biochemical tests, is currently the gold standard diagnostic
test. Objective: The present work aims to evaluate and compare bacterial growth and antigen
production for the evaluation of human seroreactivity of three strains of Corynebacterium
pseudotuberculosis. Methods: For bacterial counts and cell viability studies in FACSCalibur
(BD), cultures of the VD57 strain were performed for the three times (24, 48, 72 hours)
and compared with CAP3W(21) and CAPJ4(76) strains in 24 and 48 hours. For antigen
production, 48-hour culture supernatant of strains VD57, CAP3W(21) and CAPJ4(76), semi-
purified by three-phase partition technique (TPP) was used. Extract was produced in medium
with and without Tween-80 only for the CAPJ4 strain(76). The electrophoretic profile of the
four extracts was analyzed by SDS-PAGE in 12% gel and the seroreactivity was evaluated by
Western Blot with a pool of serum samples from the Non-Contacting group (composed of 4
participants with no history of contact with the bacteria or consumption of raw or undercooked),
laboratory contact group (composed of 4 individuals with a history of contact due to activity in
a microbiology laboratory) and farm contact group (composed of 4 individuals with a history
of contact with infected animals). Results: In the evaluation by FACs, faster cell growth was
observed for strain VD57, with a result 10 times higher than that recorded by CAP3W(21) and
CAPJ4(76). The peak of cell viability recorded was 48 hours, but no considerable variation in
cell mortality was identified at 72 hours. The electrophoretic profile of the extracts produced
revealed differences in protein expression between the three strains, as well as for cultures
under different conditions for CAPJ4(76). Intense human seroreactivity to the four extracts
was recorded, confirming the presence of antigenic proteins in all strains, but it was possible
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to identify a difference in the recognition profile between the Contacting and Non-Contacting
groups only in the VD57 extract. Conclusion: The VD57 strain presents apex of growth and
viability in the time of 48 hours of cultivation and in the comparison between the three strains, it
demonstrates growth and viability superior to the others. The electrophoretic profile of extracts
of Corynebacterium pseudotuberculosis strains cultivated under the same conditions, show
similarity in the number of bands and difference in molecular weight. The use of Tween-80
in the culture medium generates a 50% increase in the number of bands for CAPJ4(76).
All extracts produced have antigenicity for human serum, however, it is possible to show a
difference in the profile of Contacts from the profile of Non-Contactants only in VD57.

KEYWORDS: Corynebacterium pseudotuberculosis; Bacterial Count; Human Seroreactivity.

11 INTRODUGAO

A ovino-caprinocultura correspondem a importantes setores da atividade pecuaria.
No mercado internacional destaca-se fortemente a producéo de 14, no entanto a producéo
de carne e leite, consistem em uma vital fonte de renda para diversas familias do nordeste
e de outras regides brasileiras, assim como de varios paises em desenvolvimento
(BOYAZOGLU, HATZIMINAOGLOU, MORAND-FEHR, 2005; PAPACHRISTOFOROU e
MARKOU, 2006; BRASIL, 2006; VALERIO et al., 2009; BRASIL, 2015).

A Corynebacterium pseudotuberculosis € o agente patogénico responsavel pela
linfadenite caseosa (LC), um bacilo pleomérfico gram-positivo, patdgeno intracelular
facultativo de macréfagos (PASCUAL et al, 1995; VALE et al., 2003; IVANOVIC et al., 2009).
Identificada pela primeira vez em ovinos por Preisz em 1891 e descrita como causadora da
Linfadenite Caseosa, C. pseudotuberculosis passou a ter sua nomenclatura atual em 1948
(MOURA-COSTA, 2002; DORELLA, 2006). Este bacilo apresenta dois possiveis biovar,
biovar equi, causador de linfangite ulcerativa em equinos e bovinos, e biovar ovis, causador
de linfadenite caseosa em caprinos e ovinos (SONGER et al. 1988).

O primeiro caso diagnosticado como infeccdo por C. pseudotuberculosis em
humanos foi registrado em 1966 na cidade do Panama (LOPEZ et al., 1966). A infecgéo por
C. pseudotuberculosis em humanos apresenta quadro clinico similar ao da Mycobacterium
tuberculosis, doenga endémica em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, o que
dificulta o diagnéstico no inicio da infeccdo (HEGGELUND et al., 2015). O diagn6stico em
humanos descrito, foi realizado com cultivo bacteriano a partir de amostras de lavagem
brénquica ou bidpsia do paciente, com o0s microrganismos cultivados identificados por
meio de provas bioquimicas e confirmada a identidade do patégeno por meio de PCR e
Sequenciamento Gendmico (HEGGELUND et al., 2015).

A citometria de fluxo fornece uma técnica de alta sensibilidade para deteccédo e
avaliacéo individual de células, que ndo demanda tratamentos complexos da amostra ou
isolamento de alvo da mesma. Esta técnica é bem estabelecida nas ciéncias da salde
como método de diagnéstico para diversas doencgas. A partir destes modelos, diversos

protocolos para avaliagdo de contaminagédo, crescimento e caracteristicas bacterianas tém
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sido desenvolvidos (BERGQUIST et al., 2009; GIVAN, 2010).

O presente trabalho tem a finalidade de avaliar e comparar o crescimento bacteriano
e a producdo de antigenos e andlise da sororreatividade humana de trés cepas de
Corynebacterium pseudotuberculosis.

21 MATERIAIS E METODOS
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Figura 01: Fluxograma da metodologia.

2.1 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Conselho de Etica em Pesquisa, do Instituto
de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia (CEP/ICS/UFBA), com
CAAE: 57018116.9.0000.5662. Todos os participantes do estudo assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e responderam a entrevista clinico-
epidemiologica.

2.2 Critério de selecao de individuos

Aos participantes da pesquisa foi apresentado o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, e com o aceite os voluntarios foram entrevistados, n = 12. Foram
realizados testes para confirmar o ndo contato dos participantes com antigenos de M.
tuberculosis (Mtb), os quais podem apresentar reatividade cruzada com os antigenos
de C. pseudotuberculosis devido a sua proximidade filogenética. Apés o teste cutaneo
tuberculinico e o teste IGRA, todos os resultados foram entregues aos participantes pela
pesquisadora farmacéutica bioquimica, responsavel técnica e o especialista infectologista
do grupo encontrava-se disponivel para eventuais consultas pelos participantes, nos dias e
horarios para atendimento previsto no ambulatério especializado em doencgas infecciosas
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do Complexo Hospitalar Universitario.

O Teste Cutaneo Tuberculinico utilizado foi o Derivado Proteico Purificado de Mtb
TCT/PPD - (Statens, Dinamarca) para investigar o possivel contato com Mycobacterium
tuberculosis conforme recomendado e autorizado pelo MS/ANVISA. Foram coletadas
amostras de sangue para o teste IGRA (QTF-TBGold), para diagnéstico in vitro de infeccao
pelo Mtb (conforme recomendado e autorizado pelo MS/ANVISA Brasil para IGRA QTF)
e para obtencédo de soro. Apos coleta e separagdo do sangue, as aliquotas de soro e
plasma foram armazenadas a -20°C até o momento da analise. Assim foram selecionadas
as amostras de voluntarios que apresentaram resultados negativos nos testes de contato
com Mib.

Os participantes foram categorizados nos grupos Contactantes (trabalhadores de
fazenda com pequenos ruminantes ou estudantes de laboratério de microbiologia com
contado com o bacilo) e Nao Contactantes (sem contato com caprinos e ovinos ou seus
derivados alimenticios crus ou com o bacilo) todos com resultado TCT <5mm (negativo) e
IGRA negativo. O presente trabalho fez uso de uma fragcdo dos soros obtidos por SANTOS
(2018) e previamente testados para o reconhecimento de antigenos secretados da cepa
PAT10, cepa proveniente da regido da Patagdnia na Argentina, sendo a selegdo de quatro
soros do grupo Nao Contactante e oito soros do grupo Contactante (quatro de fazenda e
quatro de laboratorio), realizada de forma aleat6ria com auxilio de aplicativo de sorteio. A
metodologia seguiu como ilustrado no fluxograma da Figura 1.

2.3 Selecao e preparacao das bactérias

As cepas VD57, CAP21 (ndo formadora de biofilme) e CAP76 (formadora de biofilme)
de C. pseudotuberculosis identificadas como de interesse entre as disponiveis na colecéo
da bacterioteca do Laboratorio de Microbiologia Aplicada a Biotecnologia e Imunologia
(LAMABI) do Instituto de Ciéncias da Saude (ICS) — Universidade Federal da Bahia (UFBA),
foram ativadas para uso nas andlises de crescimento e producéo de antigenos. As cepas
foram previamente avaliadas com testes de identificagdo e caracterizagéo bioquimica e
coloragdo de Gram, apos ativagdo do banco de amostras preservadas a -20 °C. As trés
cepas sao caracterizadas por kit API-Coryne (BioMerieux) e sequenciadas, VD57 GenBank
com o nimero de acesso CP009927, CAP76 GenBank com o nimero de acesso CP026499
e CAP21 GenBank com o numero de acesso CP026500 (ALMEIDA et al., 2016; SA, 2018).

2.4 Analise da concentracao bacteriana por Citometria de Fluxo - FACS

Cada cepa foi separadamente reativada em placas contendo BHI-Agar a 37 °C por
48 horas. De cada placa, com auxilio de uma alca calibrada descartavel (10 pL), uma
colénia pura foi isolada e inoculada em 5 mL de BHI-Caldo a 37 °C por 48 horas. Esses
pré-inéculos foram homogeneizados e 500 pL foram transferidos para expansao em bal6es
contendo 500 mL de BHI-caldo com 0,5% de TWEEN-80, a 37°C com agitagcdo de 120
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rpm, por 72 horas para VD57 (cepa definida como padréo para avaliagdo) e 48 horas para
CAP21 e CAP76 (EMBRAPA 2007; SAMPAIO 2012). Das trés cepas de Corynebacterium
pseudotuberculosis, nos tempos 24, 48 e 72 horas de cultura, amostras de 100 pL foram
retirados e diluidos em 900 pL de PBS-TWEEN-80 0,5%, e homogeneizadas. Desse volume,
50 pL foram transferidos para tubos BD TruCount™ contendo 450 yL de PBS-T 0,5%. Aesses
tubos foram ent&o adicionados 5 pL (diluido em agua a concentragao final de 1:2) do corante
Diamond™ Nucleic Acid Dye (10.000x, PROMEGA), apés homogeneizado e incubado por
20 minutos sob protecédo da luz e & temperatura ambiente, foram adicionados 5 pL de lodeto
de propidio (solugéo 0,25 mg/mL). Finalmente homogeneizada a suspensao, foi procedida
a aquisicao pelo citdmetro de fluxo para mensuragéo, com algumas modificacbes a partir
de Sampaio (2012). As aquisices nos tempos previstos foram realizadas em quadruplicata
para VD57 e em duplicata para as cepas CAP21 e CAP76. Foi determinada aquisicao
de 400.000 eventos por tubo, com velocidade de aquisicdo entre 2.000 e 3.000 eventos
por segundo. A aquisicéo foi realizada com o programa BD CellQuest™ Pro e os valores
obtidos foram analisados em Microsoft Office Excel. A formula para calculo do numero de
células por microlitro foi, N° de eventos bactérias x N° de beads adquiridas / N° de beads do
tubo x Volume do teste em pL, seguindo protocolo do kit BD TruCount™.

2.5 Cultivo bacteriano e preparacao de antigeno secretado semi-purificado

Cada cepa foi separadamente reativada em placas contendo BHI-Agar a 37 °C
por 48 horas. De cada placa, com auxilio de uma alca calibrada, uma col6nia pura foi
isolada e inoculada em 5 mL de BHI-Caldo a 37 °C por 48 horas. Esses pré-indculos foram
homogeneizados e 500 pL foram transferidos para expansdo em baldes contendo 500 mL
de BHI-caldo a 37°C por 48 horas (EMBRAPA 2007; SA 2018; SANTOS 2018). Para a
cepa CAP76, foi realizada uma segunda expansao com as mesmas condi¢cdes exceto pela
adicdo de 0,5% de TWEEN-80 ao meio e crescimento em agitacdo de 120 rpm (SAMPAIO,
2012).

Para separagé@o da massa umida bacteriana e do meio de cultura contendo antigenos
secretados foi realizada centrifugagéo em tubo Falcon de 50 mL a 6.000 xG, por 20 minutos
a4 °C. O sobrenadante foi utilizado para semi-purificagéo de proteinas secretadas utilizando
o método de particao em trés fases (Three Phase Partitioning - TPP), o qual foi filtrado a
vacuo com um filtro bacteriolégico de Nitrocelulose 0,22 ym (BioRad). Foram adicionados
176 g/L de Sulfato de Aménio ((NH,),SO,) ao sobrenadante obtido e ajustado para pH 4.0
com HCI. Em uma garrafa de 1 L foi adicionado 250 mL do sobrenadante contendo Sulfato
de Amoénio e 250 mL de N-butanol (C,H, O), homogeneizado com vigorosa agitagéo manual
por 10 minutos. Apos repouso de 1h, a interface contendo as moléculas de interesse foi
cuidadosamente coletada com uma pipeta graduada e transferida para um tubo Falcon de
50 mL, apés retirar o excesso de Butanol e BHI do tubo, foi adicionado Tampéao Fosfato de
Saodio (TFS) 0,01M pH 7.3 até atingir o volume final de 5 mL. Por fim, esse extrato semi-
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purificado obtido de cada cepa foi dialisado (membrana cut-off 10 KDa - SIGMA) com 4
trocas de TFS (PAULE et al., 2004).

A concentracéo de proteinas do extrato de cada cepa foi dosada pelo método de
Lowry (BioRad), obtendo 1,46 mg/mL (VD57), 0,914 mg/mL (CAP21), 2,67 mg/mL (CAP76
c/T) e 2,79 mg/mL (CAP76 s/T), sendo armazenados em aliquotas de 400 pL a -20 °C.
2.6 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

O SDS-PAGE dos antigenos das trés cepas foi realizado segundo metodologia
padronizada previamente por Paule e colaboradores (2003), com modificagcdes. Utilizando
gel de migracdo com 12% de acrilamida-bisacrilamida (29,2%-0,8%), 10% SDS, 0,75%
de persulfato de amonia, 0,05% de TEMED (tetrametiletilenodiamina) em tamp&o Tris-HCI
1,5M, pH 8,8; e gel de empilhamento com 4% de acrilamida-bisacrilamida (29,2%-0,8%),
10% de SDS, 0,4% de persulfato de aménia, 0,05% de TEMED e tampé&o Tris-HCI 0,5M,
pH 6,8.

As aplicagbes nos géis foram realizadas com ajuste para 12 pg de extrato protéico
por poco do gel considerando a concentracdo de cada extrato obtido. Em um poco foi
aplicado 1,5 yL do padrédo de peso molecular PageRuler™ Prestained Protein Ladder,
10-180 KDa (Thermo Scientific™). A migragdo ocorreu sob corrente elétrica de 30 mA e
voltagem livre (para dois géis).

Para revelacdo das proteinas em gel foi utilizado o método de coloragdo por
Coomassie Blue R-250 (Bio-Rad). A andlise do gel corado foi realizada com o programa
GelAnalyzer2010.

31 ANALISE DE REATIVIDADE ANTIGENICA POR WESTERN BLOTTING

3.1 Transferéncia eletroforética de proteinas do gel para o papel de NC

ApOs a eletroforese contendo 79,2 g de extrato protéico de cada cepa em um pogo de
3,3 cm o “sandwich” foi montado em uma bandeja contendo o tamp&o de transferéncia para
manter todas as camadas umedecidas, seguindo a sequéncia organizacional colocando-se
a esponja, papel filtro, membrana de nitrocelulose (BioRad) de 0,22 ym de porosidade, gel
contendo as proteinas, papel filiro e esponja, as bolhas entre as camadas foram removidas,
o cassete foi fechado e o procedimento repetido para o segundo gel. Cada cassete foi
entdo colocado no Kit Mini-Protean (BioRad), imerso em tampao de transferéncia. A fonte
(BioRad) foi ligada com voltagem fixa de 100 V. A cuba de acrilico foi mantida dentro de
recipiente com gelo para evitar superaquecimento. Apés uma hora o sistema foi desligado
e desmontado, o papel de nitrocelulose foi entédo identificado para a orientagdo dos lados e
posicéo da corrida. Posteriormente o papel de nitrocelulose foi corado com Ponceau S para

confirmagédo da transferéncia, descorado e cortado em fitas de 4 mm.
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3.2 Imunoblotting

Cada fita contendo o extrato protéico da Corynebacterium pseudotuberculosis foi
devidamente posicionada e colocada em tubos pré-rotulados e lavados com PBS. Apos as
lavagens os tubos foram imersos em solucdo de bloqueio contendo tampé&o salina 0,15M
com fosfato 0,01M (pH 7,2-7,4) contendo 0,05 % de Tween-20, 5% de leite desnatado e
submetidos a agitagdo mecénica overnight a 4°C. Ap6s o bloqueio cada fita foi lavada
com PBS-Tween 0,5% e posterior incubagdo com o pool de soro dos participantes sob
agitacdo a 37°C por 1h. As fitas foram lavadas quatro vezes e incubadas com conjugado
anti-lgG humana (Life technologies) sob agitagéo a 37°C por 1h. Apos cinco lavagens com
PBS-Tween-20 as fitas foram imersas em solugéo reveladora, 0,024g de 4-Cloro-a-Naftol
(Sigma), 8 mL de metanol, 32 mL de PBS e 13,3uL e H,O

272

sob agitagdo por 20 - 30 min. A
revelagao foi interrompida com lavagem em agua destilada.

O padrao de migracao eletroforética das bandas transferidas e identificadas pela
reacao Ag-Ac foi calculado a partir do PM relativo calculado no GelAnalyzer2010, superposto
ao padréo do gel considerando as distancias individuais de cada banda identificada. Foi
analisado o padrédo de bandas identificadas no gel e nas fitas apds reacdo com soro de
cada grupo estudado. Os dados encontrados foram tabulados e os resultados comparados
entre os quatro extratos. Procedeu-se uma busca por similaridade entre os resultados
obtidos no presente estudo e peso molecular de bandas reativas descritas em trabalhos
prévios realizados com C. pseudotuberculosis nos preparados similares e que reagiram
nos modelos de infecgdo humana (SANTOS, 2018) e infeccédo natural e experimental de
ovino e caprino (MEYER, 2000; VALE et al., 2003; REBOUCAS et al., 2013; S4, 2018;
RIBEIRO, 2019).

41 RESULTADOS

4.1 Citometria de fluxo

Da aquisicdo das amostras de suspensdo bacteriana, nos dados obtidos por
FACs, foi estabelecida uma méascara com dois graficos para avaliagdo dos eventos totais
adquiridos (Figura 02). O gréfico representativo A (Figura 02-A) apresenta a distribuicdo
dos eventos contados durante a aquisicdo, em uma analise de tamanho no eixo X (FSC)
e complexidade interna no eixo Y (SSC), na qual foram estabelecidas duas regibes
(R1; R2). Em R1 foram identificados na maior parte eventos correspondendo a células
bacterianas. Em R2 encontra-se a populacdo de beads provenientes do tubo BD-TruCount.
Foi evidenciada a concentracéo de eventos que ndo correspondiam a células ou beads,
sendo considerados artefatos, com maior concentracdo da popula¢do abaixo do ponto 10!
do eixo Y. O grafico representativo B (Figura 02-B) apresenta a distribuicdo dos eventos
contados durante a aquisi¢cdo, em uma anélise da fluorescéncia identificada pelo aparelho

e avaliada no grafico do canal FL1, leitura no espectro verde no qual identifica-se o corante

Producéo cientifica em ciéncias biolégicas Capitulo 6 “



Diamond™, no eixo X e do canal FL2, leitura no espectro vermelho no qual identifica-se
o corante lodeto de propidio, no eixo Y. O gréfico B é dividido em quatro quadrantes, para
diferenciacdo entre populagédo duplo negativa (Low/Left - LL), fluorescéncia no espectro
verde (Low/Right - LR), fluorescéncia no espectro vermelho (Up/Right - UL) e fluorescéncia
em ambos espectros (Up/Right - UR). Sendo assim, LL representa auséncia de corantes
e foi considerado como artefatos da leitura, LR representa presenca apenas do corante
Diamond™ e foi considerado como células bacterianas viaveis integras, UL representa
presenca apenas do corante lodeto de propidio e foi considerada como células bacterianas
mortas, e UR representa a presenca de ambos os corantes e foi considerado como células
bacterianas danificadas (com perda da integridade da membrana plasmatica). As beads
apresentam fluorescéncias com comprimento de onda especifico dos canais FL-1 e FL-2 e
foram subtraidas para o calculo do niUmero de células danificadas.
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Figura 02: Parametros estabelecidos na Contagem bacteriana por FACs.
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Figura 2: A — Gréfico representativo, Dot Plot de aquisi¢céo da cultura de VD57 ap6s 48 horas, em
tubo BD-TruCount, em gréafico de Tamanho x Complexidade interna (FSC x SSC), com delimitacao de
Gates R1 (populagéo bacteriana) e R2 (populagcéo de beads). B — Gréfico representativo, Dot Plot de
aquisicéo da cultura de VD57 ap6s 48 horas, em tubo BD-TruCount™, em gréfico de intensidade de
fluorescéncia Diamond™ x lodeto de propidio (DIAMOND x IP), com divisdo por quadrantes LL (duplo

negativo), LR (Diamond™ positivo), UL (IP positivo) e UR (duplo positivo).

4.2 Comparacao dos métodos de crescimento bacteriano e analise quantitativa
de C. pseudotuberculosis

No Quadro 01 (cepa VD57), péde-se avaliar a variagdo na aquisicéo do considerado
“artefato” e das bactérias viaveis integras, danificadas e bactérias mortas, coradas com os
fluorocromos (Dymond e lodeto de propidio) apds os periodos de incubagéo/crescimento
em meio BHI contendo 0,5% de Tween-80 em shaker/agitador a 120 rpm sob aquecimento
a 37 °C no periodo de 24, 48 e 72hs. Nas réplicas das contagens observou-se variacdo
na taxa de replicag@o/crescimento de cerca de 1x10°® bac/uL em 24hs, 2x107 bac/uL em
48 horas e 4x10° bac/uL em 72hs. Entre vivas integras, danificadas e mortas, observou-se
variacdo do percentual de viabilidade e integridade bacteriana de cerca de 31% em 24hs,
72% em 48hs e 35% em 72hs. A taxa de células com dano foi cerca de 57% no inicio e
no final da incubagao da curva de crescimento com cerca de 27% nas 48hs. Observou-se
baixo percentual de bactérias mortas adquiridas nos mesmos periodos, cerca de 11% com
24hs e que diminui no decorrer das 48 e 72 horas para 0,7% e 2%, respectivamente.

A cepa CAP21, descrita como ndo formadora de biofilme (SA, 2017) pode-se
avaliar a variacdo na aquisicao do considerado “artefato” e das bactérias viaveis integras,
danificadas e mortas, coradas com os fluorocromos (Dymond e lodeto de propidio) apds os
periodos de incubagao/crescimento em meio BHI contendo 0,5% de Tween-80 em shaker/
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agitador a 120 rpm sob aquecimento a 37 °C no periodo de 24, 48 e 72hs. Nas réplicas das
contagens observou-se variagdo na taxa de replicagdo/crescimento de cerca de 7,9x10°8
bac/uL em 24hs, 1,4x10° bac/uL em 48 horas. Considerando as culturas em duplicata, entre
vivas integras, danificadas e mortas, observou-se variagdo do percentual de viabilidade e
integridade bacteriana de cerca de 58% em 24hs, 68% em 48hs. A taxa de células com
dano foi cerca de 40% em 24hs e cerca de 30% nas 48hs. Observou-se baixo percentual de
bactérias mortas adquiridas nos mesmos periodos cerca de 1,6% nas 24hs e que diminui
no decorrer das 48 horas para 0,7% (Quadro 01).

A cepa CAP76, descrita como formadora de biofilme (SA, 2017), pode-se avaliar
a variacdo na aquisicdo do considerado “artefato” e das bactérias viaveis integras,
danificadas e mortas, coradas com os fluorocromos (Dymond e lodeto de propidio) apds os
periodos de incubacgéo/crescimento em meio BHI contendo 0,5% de Tween-80 em shaker/
agitador a 120 rpm sob aquecimento a 37 °C no periodo de 24 e 48hs. Nas réplicas das
contagens observou-se variacao na taxa de replicacéo/crescimento de cerca de 5x10° bac/
uL em 24hs e 7x10° bac/uL em 48 horas. Considerando as culturas em duplicata, entre
vivas integras, danificadas e mortas, observou-se variagdo do percentual de viabilidade e
integridade bacteriana de cerca de 91% em 24hs e 83% em 48hs. A taxa de células com
dano foi cerca de 7% em 24hs e cerca de 15% nas 48hs. Observou-se baixo percentual de
bactérias mortas adquiridas nos mesmos periodos cerca de 1% nas 24hs e que diminui no
decorrer das 48 horas para 0,3% (Quadro 01).

No Grafico 01 (A), células vivas integras, é possivel observar o crescimento da
cepa VD57 com apice no tempo de 48 horas. A variagéo da porcentagem de células vivas
integras para CAP21 e CAP76 foi menor que 10%, sendo evidenciado queda na viabilidade
com 48h em CAP76. Em (B), células danificadas, € possivel identificar relagcdo inversamente
proporcional ao apresentado em (A). O Grafico 01 (C), células mortas, demonstra resultados
baixos de porcentagem de células mortas para todas as cepas, apresentando apenas em
24 horas para VD57 valor superior a 5% de células mortas.

Celulas % de % de % de
Celulas Celulas mortas celulas (celulas celulas
vivas danificadas|totais / vivas danificadas |mortas
Amostra |totais/pL |totais/puL |uL Amostra [contadas |contadas [contadas

11950,25| 21943,24| 4405,40 31,37 57,06 11,56
181147,02| 67924,21 1626,35 72,51 26,83 0,66
25588.,11 51153,88| 1725,52 34,75 63,11 214
79886,16| 54823.,54| 2167,37 59,00 39,41 1,59
14055,34 6214,95| 134,86 68,88 30,44 0,68
5507,00 437,25 69,26 91,56 7,28 1,16
7054,57 1286,67 25,06 84,24 15,46 0,30
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Quadro 01: Analise da contagem e viabilidade celular.

Quadro 01: (A) Médias do nimero de células vivas integras, danificadas e mortas totais por microlitro
de cultura. Calculo a partir da aquisicao em citometro de fluxo. (B) Média da porcentagem de células
vivas integras, danificadas e mortas da cultura. Calculo a partir da aquisicdo em citometro de fluxo.
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Gréfico 01: Variagdo da viabilidade celular de cepas de C. pseudotuberculosis.

Gréfico 01: (A) Grafico da média da variagdo de células viaveis integras em porcentagem x tempo. (B)
Grafico da média da variagédo de células danificadas em porcentagem x tempo. (C) Grafico da média da
variacdo de células mortas em porcentagem x tempo.

51 ELETROFORESE

5.1 O perfil eletroforético em SDS-PAGE do extrato de proteinas secretadas
de trés cepas de C. pseudotuberculosis.

Com a andlise da eletroforese do extrato protéico das trés cepas de Corynebacterium
pseudotuberculosis (VD57, CAP21 e CAP76 com e sem Tween-80) em SDS-PAGE 12%
corado pelo método de Coomassie blue, utilizando o programa GelAnalyzer2010, foi
possivel observar a presencga de bandas com pesos moleculares que variam de 16 KDa a
213 KDa (Figura 3 a e b).

O extrato protéico da cepa VD57 possui 17 bandas entre 16 KDa e 167 KDa, CAP21
possui 19 bandas entre 16 e 168 KDa, CAP76 cultivada com Tween-80 possui 27 bandas
entre 16 e 213 KDa e, CAP76 cultivada sem Tween-80 possui 15 bandas entre 16 e 170
KDa (Figura 4c-1h).

Os pesos moleculares das bandas reveladas em cada cepa estéo descritas na figura
03 e, f, g e h. Destacam-se pela presenca nas trés cepas estudadas sem Tween-80 as
bandas de ~16, ~17, ~20, ~22, ~24, ~27, ~31, ~33, ~38, ~42, ~46, ~52, ~54, ~58, ~60,
~63, ~70, ~75, ~81, ~89, ~96, ~102, ~115, ~121, ~131, ~146, ~151, ~158, ~161, ~169,
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~185 e ~213 KDa (a variagdo de um ponto acima ou abaixo esta representando aqui com

o simbolo ~).

Das bandas identificadas no gel SDS-PAGE 12% foram comuns nas trés cepas, as
de 169, 102, 75, 70, 31, 24, 16 KDa e entre as preparagdes semi-purificadas de CAP76
com e sem Tween-80 observadas encontravam-se as de 169, 161, 131, 102, 75, 70, 38,

31, 27, 24, 16 KDa.
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Figura 03: Perfil eletroforético dos extratos semi-purificadas de cepas cultivadas de C.
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Figura 03: Analise de eletroforese de extratos semipurificados de C. pseudotuberculosis crescida em

pseudotuberculosis.

caldo BHI por 48h em gel SDS-PAGE de 12% corado com Coomassie Blue em GelAnalyzer2010.
(a) Perfil de bandas reveladas no Gel — coluna 1: PM 10-180 KDa -Thermo Scientific™, coluna 3:
extrato VD57, coluna 4: CAP21, coluna 5: CAP76 c/Tween-80, coluna 6: CAP76 s/Tween-80 ; (b)
Identificag@o as banda do PM e dos extratos no GelAnalyzer ; (c) Anélise do perfil eletroforético do
padrdo de peso molecular PM (10 a 180 KDa — Thermo Scientific™); (d) Curva de calibragéo para o
calculo do peso molecular; (e- h) Determinacéo do PM das bandas identificadas nos quatro extratos, na
ordem descrita nos respectivos quadros identificados.

Extrato | 213 (185|169 |161|158 [151| 146 |131(121|115|102 |96 | 89 |81|75|70| 63 |60 |58 |54 | 52|46 |42 |38 |33 (31|27 |24 | 22 | 20 (17|16
proteico

VD57 X X X[ X[X[X|X X | X X| X | X|X[X[X]|X X
CAP21 X | X X X X | X X | X X |X|X X | X X X | X[ X|X|X
CAP76cIT| X | X | X [ X | X X|IX[X[X[|X[X]|X[X[X[X|X]|X XIX[X]|X|X[X[|X]|X]|X X
CAP 76 sIT X | X X X X X | X X X X|X| X | X X

Quadro 02: Relagéo de bandas protéicas presentes de PM coincidentes no gel de eletroforese SDS-
PAGE 12%.

61 IMUNOBLOTTING

6.1 Imunorreatividade de individuos contactantes e nao contactantes com a
C. pseudotuberculosis a antigenos semi-purificados das cepas VD57, CAP21
e CAP76 com e sem Tween-80.

Na figura 04 e quadro 03 observa-se reconhecimento pela reatividade IgG com as
bandas identificadas nas amostras séricas de pool de individuos dos grupos contactante
com a C. pseudotuberculosis em laboratério, fazenda e também no grupo de individuos que
relataram n&o contato com a bactéria ou lida com pequenos ruminantes (n&o contactante).

No extrato VD57 foi reconhecida a banda de aproximadamente 151 KDa, e no
CAP21 a banda de aproximadamente 135 KDa, ambas exclusivas para as respectivas
cepas (Quadro 03).

Os diferentes extratos apresentaram reatividade da banda de 89 KDa no grupo nédo
contactante, e apenas na VD57 ela aparece nos trés grupos.

A banda de 68 KDa foi reconhecida em todos os extratos no grupo de contato
laboratério. Em VD57, CAP21 e CAP76 S/Tween-80 apresentaram a referida banda para o
grupo contactante em fazenda, apenas nos extratos CAP21 e CAP76 S/Tween-80 no grupo
néo contactante (Quadro 03).

Todos os extratos apresentaram a banda de 64 KDa, exceto no grupo contactante
em fazenda na cepa CAP76 S/Tween-80.

Em todos os extratos a banda de aproximadamente 42 KDa apresentou reatividade,
com excecao do grupo contactante em fazenda na cepa CAP76 sem Tween-80.

Os extratos CAP21 e CAP76 cultivados com Tween-80 apresentaram a banda de
aproximadamente 38 e 36 KDa em todos os grupos. O extrato CAP76 sem Tween-80
apresentou apenas a banda de 38 KDa nos grupos contactante em laboratério e nédo
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contactante. Nao foram detectadas as referidas bandas no VD57.

Apenas o extrato CAP21 apresentou a banda de aproximadamente 25 KDa, contudo
€ possivel observar uma possivel banda desta altura no CAP76 sem Tween-80 no grupo
contactante em laboratério. Apenas no de CAP76 cultivada com Tween-80 apresentou uma

banda na altura de 18 KDa, no grupo contactante em laboratorio.

TPP CAP76  TPP CAP76

TPP VD57 TPP CAP21 ¢f Tween s/ Tween
| I A
[ \f ] f \ [ 4 \
L o L BN W Lo LN L
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Figura 04: Western blot dos antigenos de C. pseudotuberculosis com soro humano.

Figura 04: Western blotting em membrana de NC (0.2 micra — Bio-Rad), a partir da eletroforese
em SDS-PAGE 12%. Revelagdo com anti-lgG humana (Life technologies) apos reatividade de
pool de soros de individuos contactantes e ndo contactantes com C. pesudotuberculosis. Extrato
semipurificado por particdo em trés fases (Three Phase Partitioning — TPP, de cepas VD57, CAP21,
CAP76 com e sem Tween-80 cultivada em BHI caldo. Pesos moleculares analizados utilizando o
programa GelAnalyzer2010. As setas indicam peso molecular aproximado. LAB - individuos com
contato em laboratério; FAZ - individuos com contato em fazenda; N.C - individuos sem contato; B -
branco.
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Extrato proetico | Bandas reconhecidas no pool de|Bandas reconhecidas
Contactantes e Ndo Contactantes |apenas no pool de
Contactante
CapVD57 151; 89; 68; 6442 68; 64
CAP21 135; 110; 89; 68; 64; 42; 38; 36; 25110
CAP 76 c/T 89; 68; 64; 42; 38, 36, 25, 18 X
CAP 76 s/T 89; 68; 64; 42; 38, 25 X

Quadro 03: Relagéo de PM de bandas reconhecidas nos diferentes extratos com reconhecimento pelos
grupos contactantes e ndo contactantes.

71 DISCUSSAO

7.1 Analise comparativa da contagem e rendimento de crescimento bacteriano
em diferentes tempos

Métodos como avaliagdo da concentragdo por D.O., escala de Mc Farland e
cultura para contagem de unidade formadora de colénia (UFC), sdo comumente aplicados
na avaliagdo do crescimento de uma cultura microbiana. Apesar do baixo custo e facil
aplicagdo, esses métodos apresentam baixa precisdo para contagem bacteriana, além de
serem incapazes de avaliar a viabilidade das cepas do microrganismo em analise, visto
que C. pseudotuberculosis cresce em palica (NEBE-VON-CARON et al., 2000; SAMPAIO,
2012). Dessa maneira a aplicagdo da citometria de fluxo para contagem bacteriana é a
opc¢do mais adequada para realizagdo de procedimentos que exigem velocidade e precisao
nos resultados, como infecgdo experimental em modelo animal e controle de qualidade
(GUNASEKERA, ATTFIELD, VEAL, 2000; HOEFEL et al.,2003; HAMMES et al., 2008; SA,
2018) .

Devido a sua aplicacdo em estudos prévios realizados pelo grupo de pesquisa e
colaboradores do LABIMUNO-UFBA, a cepa VD57 foi selecionada como modelo para
avaliagdo do crescimento e viabilidade celular através de técnica de citometria de fluxo
em trés tempos de crescimento por 72 horas (MOURA-COSTA et al.,, 2008; BASTOS,
2011; RIBEIRO, 2019). As cepas CAP76 e CAP21 foram avaliadas apenas em dois tempos
por 48 horas, tempo no qual esses cultivos sdo aplicados na obtencdo de antigenos para
teste em imunodiagnéstico animal e humano. Diferente de estudos prévios realizados por
Sampaio (2012), em que se estabeleceu o uso da concentragéo final de 2x para SYBR-
safe, no presente trabalho foi possivel realizar a marcagéo de células viaveis aplicando a
concentracéo final de 1:2 de Diamond™, reduzindo o consumo de corante por reagéo.

Na Figura 01, evidencia-se uma distribuigédo prolongada no grafico A que se estende
do ponto 10° ao ponto 10* do eixo X (bactérias), uma pequena distribuicdo uniforme e
isolada no canto superior direito do gréafico (beads) e uma grande distribuicdo de eventos
no canto inferior esquerdo (artefatos). Estas distribuicbes foram avaliadas com o uso
de Gates para avaliacdo da fluorescéncia dos eventos ali presentes de forma isolada. A
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distribuicdo prolongada das bactérias no grafico A é resultante da estrutura em forma de
bacilo da C. pseudotuberculosis (MOURA-COSTA et al., 2008; SAMPAIO, 2012). O grafico
B apresenta a fluorescéncia de todos os eventos adquiridos, presentes no grafico A. O
quadrante inferior esquerdo representa dupla negatividade dos marcadores IP e Diamond™
(artefatos), que foram definidos apés avaliagédo da autofluorescéncia de amostras do mesmo
cultivo sem adicdo de corante. Apesar da elevada concentra¢do de artefatos identificados,
estes permaneciam em concentragdes similares em diferentes testes da metodologia
realizados, ndo apresentados neste trabalho. Nos quadrantes UR, UL e LR, observou-se
distribuicdo com elevada concentracdo de eventos em LR, indicando que dentre os eventos
caracterizados com células bacterianas marcadas, cerca de 70% correspondem a células
viaveis (HOEFEL et al.,2003; SAMPAIO 2012).

Foi evidenciado crescimento superior ao descrito na literatura para a cepa VD57
em 48 horas, atingindo uma concentragéo de 2x10'° bac/mL (Pacheco et al., 2007; Moura-
Costa, 2008). As cepas CAP21 e CAP76 apresentaram crescimento compativel com
0 descrito por outros autores, atingindo as concentragdes de 1,4x10° e 7x10® bac/mL
(Pacheco et al., 2007; Moura-Costa, 2008). Estes resultados referem-se apenas as células
viaveis integras. Em comparagédo com o crescimento celular da cepa T1 evidenciado por
Sampaio (2012), apresentou declinio da viabilidade e numero de células totais apos 24
horas de cultivo, enquanto as cepas VD57 e CAP21 avaliadas no presente estudo, apesar
de atingirem concentragbes similares de células viaveis, apresentaram crescimento tardio
atingindo o apice com 48 horas de cultivo. Para CAP76 néo foi evidenciada variagdo da
concentragéo e viabilidade celular até 48 horas de cultivo.

7.2 Analise comparativa do perfil eletroforético dos extratos (SDS-PAGE)

Provas bioquimicas realizadas pela microbiologista do setor responsavel pela
colecédo (dados ndo mostrados neste trabalho) confirmaram a auséncia de contaminantes
nos cultivos das cepas de C. pseudotuberculosis. As trés cepas foram cultivadas sob as
mesmas condigdes fisicas, quimicas e de tempo. Entretanto, o perfil eletroforético dos
extratos secretados apresenta pequena variagdo na presenga e no numero de bandas,
fenbmeno ja previsto para micro-organismos de mesma espécie que evoluiram em
condi¢bes ambientais distintas (HOELZLE et al, 2013; SA, 2018).

Em comparacdo com perfil eletroforético de antigenos das cepas VD57, CAP21,
CAP76, T1, Cp1002 e PAT10 obtidos por TPP, os resultados no presente trabalho
reafirmam a diferenca no perfil de proteinas secretadas entre as diferentes cepas de C.
pseudotuberculosis, apesar de outros autores utilizarem coloracdo com Nitrato de Prata
(MEYER, 2000; VALE, 2003; PAULE et al., 2003; BASTOS, 2011; SA, 2018; SANTOS,
2018).

Apesar das cepas VD57, CAP21 e CAP76 apresentarem numero de bandas similar
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(17, 19 e 15 respectivamente), o perfil eletroforético evidencia a diferenca de expressao
entre as cepas, cujas proteinas secretadas possuem diferentes pesos moleculares
(HOELZLE et al, 20183; SA, 201 8). Ao avaliar o perfil eletroforético dos dois cultivos da cepa
CAP76, foram reveladas maior nimero de bandas quando cultivada com Tween-80, com
um acréscimo de quase 100% no numero de bandas visualizadas na eletroforese.

7.3 Analise comparativa do perfil de reconhecimento dos antigenos presentes
nos extratos por soro humano (Western Blot)

As bandas reveladas no Immunoblotting condizem com o visualizado no gel corado
com Comassie Blue, apesar da menor sensibilidade deste corante em comparagéo ao
Nitrato de Prata na deteccéo de proteinas (CHEVALLET, LUCHE, RABILLOUD, 2007).

Dentre as diversas bandas visualizadas por coloragcdo com Comassie Blue na
eletroforese dos quatro extratos, de 16 a 213 KDa, onze bandas foram reveladas no
immunoblotting (150, 135, 110, 89, 68, 64, 42, 38, 36, 25 e 18 KDa), sendo apenas quatro
destas presentes em todos os extratos (89, 68, 64 e 42 KDa).

Asororreatividade humana avaliada em Western Blot reconheceu bandas ja descritas
por outros autores com as mesmas cepas ou cepas diferentes em ovinos e caprinos
experimentalmente infectados (PAULE et al., 2003; HOELZLE et al., 2013; SA, 2018;
RIBEIRO, 2019). Em comparacdo com o descrito por Santos (2018), dentre as principais
bandas descritas pelo autor no extrato de antigeno secretado da cepa PAT10, nenhuma
destas bandas foi evidenciada em Western blot com os extratos do presente trabalho.

O extrato antigénico da cepa PAT10 produzido e avaliado por Santos (2018),
permitiu a discriminagé@o entre individuos contactantes e nao-contactantes, por revelacdo
das bandas de 31, 71, 164 e 275 KDa, enquanto que no presente estudo as bandas de 64
e 68 KDa em VD57 sé@o reconhecidas apenas pelos grupos Contactantes e néo foi possivel
identificar bandas cuja reatividade permita evidenciar diferenca entre Contactantes e
N&o Contactantes em CAP21 e CAP76. A phospholipase D (PLD) com peso molecular
de 31 KDa, é um fator de viruléncia da C. pseudotuberculosis comumente descrito em
experimentos de imunodiagndstico com extratos de antigenos somaticos ou secretados de
diferentes cepas, com soro humano, caprino ou ovino (PAULE et al., 2003; MOURA-COSTA
et al., 2008; HOELZLE et al., 2013; SA, 2018; SANTOS, 2018).

A sororreatividade de antigenos de C. pseudotuberculosis € bem estudada para
fins de diagnostico de infec¢do ou vacinas para animais (REBOUCAS et al, 2013), e mais
recentemente para humanos (SANTOS, 2018). No presente trabalho com as cepas VD57,
CAP21 e CAP76 provenientes da mesma regido geogréfica, submédio Sao Francisco -
Juazeiro, Bahia, Brasil (MOURA-COSTA et al, 2008; SA et al, 2013 e 2018), utilizando a
técnica de Western blot, foi possivel evidenciar diferenca do grupo Contactante para grupo
Nao Contactante com C. pseudotuberculosis apenas no extrato da cepa VD57.
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CONCLUSOES
- A cepa VD57 apresenta crescimento tardio.

- A VD57 apresenta crescimento superior e viabilidade inferior em comparacéao as
cepas CAP21 e CAP76 nos tempos estudados de 24 e 48 horas.

- Observa-se baixa mortalidade das trés cepas em meio BHI nos tempos estudados.

- Operfileletroforético dos extratos das cepas de Corynebacterium pseudotuberculosis
cultivadas sob mesmas condi¢cbes, apresentam similaridade no numero de bandas e
grande diferenca no perfil eletroforético.

- A utilizaca@o de Tween-80 no meio de cultivo de CAP76 induziu um grande aumento
no numero de bandas.

- Os extratos apresentam antigenicidade em soro humano. Hé& diferenga no perfil
de reconhecimento de Contactantes e Nao Contactantes nos extratos de VD57 e
CAP21.
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ANEXO 01

de C.

es cepas

iabilidade celular das tr

ao e v

da concentrac

Analise

pseudotuberculosis por FACS

04.02.19 6749 11855 2443 378902 51! 49750 500) 1316717 23029,37| 4766,25|739230,37 3214 56,22 11,64 94,75
04.02.19 7328 12634 2452| 377529 57: 49750 500 12791.86] 21954,59| 4280,25|659019,92 32,78 56,26 10,97 9441
04.02.19 4984 8850 1911 384194 61i 49750 500 8129,64| 1433616 3117,12|626677,10 31,78 56,04 12,18 96,08
04.02.19 6615 13774 2633 376930 481 49750 500 13712,34| 28452,85| 5457,99|781344,48 28,79 59,75 11,46 94,26
05.02.19 196940 T0414 1886 130263 497 49750 500| 39427,63| 1399747 377.58) 26078,81 73,28 26,02 0,70 32,65
05.02.19 207154 73651 1850 117248 97! 49750 500| 212493,02| 75449,72( 1897,68|120269,86 73,31 26,03 0,65 29,33
05.02.19 206546 78585 1823 112954 92! 49750 500| 223383,99| 84891,89( 1971,61|122162,21 72,00 27,36 0,64 28,25
05.02.19 207945 81296 1884 108792 831 49750 500 249283.46| 97357,75| 2258,53|130419,33 7145 27,90 0,65 2721
06.02.19 85746 132554 5022 173500 31781 49750 500 2684,62 4050,63| 157,23| 54321 38,95 58,77 2,28 44,08
06.02.19 92770 178219 5031 122023 1957 49750 500 A4716,72 8961,71| 255,79| 6204,03 33,85 64,31 1,84 30,81
06.02.19 98424 187038 6477 106511 1550; 49750 500 631819| 11907,13) 415,78 683732 33,89 63,88 2,23 26,84
06.02.19 94423 191541 6470 107460 106! 49750 500) 88632,91| 179696,06| 6073,25\100870,47 32,30 65,49 2,21 26,88
400000 celulas [N°de N° de N® de Celulas % de % de celulas |% de
eventos vivas celulas celulas |artefatos|N°® de N® de Celulas Celulas mortas celulas (celulas mortas |artefatos
adiquiri contada |danificada (mortas |contado |Beads |Beads |Volume |vivas totais |danificadas|totais | |Artefatos |vivas danificada !contada |contado
dos 5 contadas|contadas|s contadasido Kit |doteste|/pL totais [pL |pL totais | pL |contad s contad 5 S
04.02.19 58821 36477 1569 303024 109 49750 500) 53694,40) 33198,31| 1432,25|276613,65 60,79 37,59 1,62 7580
04.02.19 87421 63085 2392 247020 82 49750 500| 106077,92| 76448,76( 2902,49|299737,68 57,21 41,23 1,57 61,78
05.02.19 86676 39518 894| 271648 1264; 49750 500 5822,99 3011,29 70,37) 21383.68 58,89 3040 071 68,34
05.02.19 188487 84276 1765 124591 881! 49750 500 2128769 9418,62| 199,34 14071,29 68,88 30,48 0,64 31,29
200000 celulas |N°de N* de N° de Celulas % de % de celulas (% de
eventos vivas celulas celulas |artefatos|N°® de N® de Celulas Celulas mortas celulas (celulas mortas |artefatos
adiquiri contada |danificada (mortas |[contado |Beads !Beads |Volume |vivas totais |danificadas|totais | |Artefatos |vivas danificada contada |contado
dos S CI C 5 [ doKit |doteste|/pL totais (pL  |pL totais / pL |cc 5 C S 5
03.01.19 95979 9119 1097| 292144 1661; 50600 500 5847,73 454,39 66,84 17799,50 91,82 713 1,05 73,65
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