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1. INTRODUCAO:

A habilidade que certas bactérias possuem de aderirem a

células epiteliais de eucariotos ¢é reconhecida como uma
.car acteristica fundamental para a colonizac3o dos tecidos
hospedeiros *“in vivo". Para varios organismos patogénicos, a
aderéncia aos tecidos & de importancia fundamental, uma vez que
eles tém que competir com os organismos comensais normais para
uma colonizac3c eficaz das superficies epiteliais celulares do
hospedeiro. Mecanismos especificos de aderéncia s3o importantes
na ades3c de Escherichia coli, Neisseria e Micoplasma a varios

tecidos epiteliais (Gaastra & de CGraaf, 1982D.

A patogenicidade de Escherichia coli enterotoxigénica

CETECD envolve a aderéncia do patdégeno as células do intestino do

hospedeiro, onde enterotoxinas produzidas pela bactéria causam a

secrecio de fluidos e eletrdlitos para a luz intestinal. A
aderéncia & mediada por proteinas antigénicas denominadas
fimbrias . Diversos b pos de adesinas de ETEC foram descritas, e

cada uma delas, confere um certo grau de especifici dade pelo
hospedeiro. Mui tas adesinas também conferem as células
bacterianas a habilidade de aglutinar eritrécitos de varias
espécies em presenca do acgdcar D-manose. (o] teste de
hemaglutinac3c manose-resistente é um meio conveniente para
investigar a presenca de adesinas caracteristicasCde CGraaf &
Roorda, 1982; Morris et alii, 1983). As adesinas descritas até
hoje como importantes para ETEC humanas s8c: CFA/I (Evans et
alii, 197%5), CFA“II CEvans & Evans, 1978, CFA/III (Darfenille et
alii, 1983), E8775 ou CFA“IV (Thomas et alii, 1982 e PCFO15S
CTacket et alii, 1987 apud Levine, 1987). Entre as espécies
animais de ETEC foram descrtos os antfigenos K88 (Orskov et alii,
1961>, 987P C(Nagy et alii, 1976, K99 (Orskov et alii, 19753, F41
(de Graaf & Roorda, 1982) e CS31a (de Graaf, 1990).

Um nove fator de colonizac3io de ETEC animal isolada de
fezes diarreicas de suinos recém-nascidos, denominado F42, foi
descrito por Yano et alii (1986). Esta fimbria apresentava um
padriao de hemagl utinacio manose-resistente diferente. Sua

subunidade proteica apresentava pesc molecular de 31Kda CLeite et



alii, 1988) e em fotomicrografias eletrdnicas apresentava-se como
uma fimbria rigida sé expressa a 37°C CYano et alii, 1086D.

Este trabalho teve como objetivo inicial o estudo
genético e molecular de duas amostras de Escherichia coli do

grupo ETEC portadoras do fator de colonizacdo “F42".



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA:

Escherichia coli & a espécie-tipo do género Escherichia

que contém bactérias em forma de bastonetes gram-negativos,

‘mbvelis, que pertencem A tribo Escherichia e 2 familia

Enterobacteriaceae (Edwards & Ewing, 1972>. A espécie
Escherichia coli é.serotipada com base nos seus ant{genos de
superficie: "0O"Csomaticod, “H* d(flagelar> e  “K'C capsularD)
CEdwards & Ewing, 19725. Os 171 antfigenos somaticos O™
conhecidos sdo lipopolissacarideos, que formam complexos

associados A membrana da bactéria, s3oc termoestiveis e ndo sido
inativados a temperatura de 100°C ou 121 °C (Gaastra & de Graaf,
1982; Levine, 1987). Os antigenos flagelares "H" s3o proteicos e
termossensiveis, sendo inativados a 100°C (Gaastra & de Graaf,

1982>. S3o conhecidos 56 antigenos “H" Escherichia coli (Levine,

1987). A denomina¢3ico de antigeno “K" foi introduzida por Kauffman
& Vahlne (1848> os quais s3c polissacarideos, geral mente
acidicos, que formam um envelope ou capsula aoc redor da parede
;:el ular da bactéria e podem promover a ades3c as superficies
(Gaastra & de Graaf, 1982; Levine, 1987D.

Os antigenos 0" e "“H" constituem o sistema de
classificaglio ©O:H, introduzido por Kauffman em 1847, o qual é&
empregado na caracterizac3o dos sorotipos de amostras patogénicas

de Escherichia coli (Levine, 1987).

A bactéria Escherichia coli é o mais comum

mi'croorgani smo anaerdbio facultativo que habita o intestino do
homem e de diversos animais, sendo de grande import3ncia para a
manutencio das funcdes fisiolbdégicas normais dos mesmos (Levine,
1985>. Mas & também um patdgeno humano gram negativo comum
CLevine, 1985D>.

As amostras de Escherichia coli que s3oc patogénicas

para o homem, animais ou aves, o s3oc devido a capacidade que as
mesmas possuem de colonizar, invadir e ou destruir tecidos,
produzir toxinas ou serem capazes de captar produtos essenciais
do hospedeiro (Curtiss III et alii, 1988D.

A diversidade de doencas infecciosas descritas na

}iteratura médica e veterinaria, relacionando E. coli como o©



agente causal destas doencas, vem sofrendo atualizacdes cada vez
mais frequentes com a descoberta de novos mecanismos de
patogenicidade e também, com a elucidacido dos processos
infecciosos de doencas jA4 descritas C(Levine, 1887). Estas doencas
compreendem desde diarréias e disenterias em necnatos e adultos,
até infeccd®es urinirias, meningites e septicemias C(Hison &
Williams, 1989; Levine, 18984, 18885, 1987).

A classificac3c de E. coli patogénicas, descrita a
éeguir. segue primeiramente o tipo de infeccdo causada pelo
microorganismo no homem, suas caracteri{sticas e a sintomatologia

clinica CLevine, 18985, 1887).

2.1.-Escherichia coli associadas com infeccdes extra intestinais.

Dentre as E. «c¢oli causadoras de infeccdes extra
intestinais est3c aquelas causadoras de infecgdes no trato
urinario, também conhecido pela sigla UTI CUrinary Tract
Infectiond CJhonson, 19910 e aquelas causadoras de meningite

CLevine, 1984D>.

2.1.1-Escherichia coli uropatogénicas C(UPEQD.

A bactéria E. coli é& o organismo infectivo mais comum
em infeccdes do trato urindrio (Ree et alii, 189885>, sendo
responsivel pela ocoréncia de infecc¢des urinarias, cistites esou
pielonefrites C(Levine, 1884>. Um dos importantes fatores de
viruléncia & a capacidade de ades3oc de E. coli uropatogénicas as
células uroepiteliais, ades3o esta, que é mediada por fimbrias
(Svanborg-Edén et alii, 1981; Van den Bosch et alii, 1980 & Van
den Bosch et alii, 18982D.

Amostras de E. c¢oli uropatogénicas podem apresentar
lnormalmente fimbrias do tipe 1, fimbrias do tipo P CAronson et
alii, 1979; Christensen et alii, 1985; Van Die et alii, 1885;
Hagbert et alii, 1883; Hagbert et alii, 1981 ; Leffer &



Svanborg-Eden, 1981; de Ree et alii, 1985 e fimbrias tipo X
C(VAisinen et alii, 1982D.

Fimbrias tipo 1 reconhecem residuos de D-manose na
superficie celular do hospedeiro como receptores especificos e
podem aderir a quase todos os tecidos humanos, como células
sanguineas Chemicias e leucbécitosd, células do epitélio bucal,
enterdcitos, células urocepiteliais e uromucdides C(proteina de
Tamm-Horsfall) CDavis et alii, 1981; Duguid & Old, 1880; Firon et
alii, 1982>. Fimbrias tipo 1 s3o tubulares, com diametro de 7nm,
e compostas por trés subunidades proteicas em menor quantidade
28, 16,5 e 14,5 Kdad associados i estrutura tubular composta por
subunidade pilina de 17000Da (Hanson et alii, 1988>. Hanson et
alii €1988) caracterizaram a subunidade de 28Kda como sendo a
subunidade da porg3c proteica com capacidade de ligac3o ao
residuo de D-manose, responsavel pela capacidade de ades3do. A sua
regulacio n3o & temperatura-dependente, expressa-se a 16°C e a
37°C, sendo o©s genes responsiveis pela sua expressdo localizados
no cromossomo. Apresenta a caracteri{stica de variac3o de fase,
isto &, pode apresentar perda de express3o durante varias
‘geracdes da bactéria, devido & invers3c de um fragmento de 314bp
contendoc o promotor do gene fimAd, codificador da subunidade da
fimbria CHinson & Williams, 1987; Maurer & Qndorff. 1887D.

Por outro lado, pesquisas em modelos n3c humanos
sugerem um papel de fimbrias tipoc 1 na patogenicidade relacionada
a infeccdes do trato urinario CAronson et alii, 1979; Hargberg et
alii, 1983D.

As fimbrias tipo P apresentam capacidade de ades3o a
células uroepiteliais e s3o classificadas em pap
(“"pyelonephritis—associated pili"™) e prs ("pap-related sequenced
conforme o residuoc de aglcar que reconhecem.

As fimbrias tipo pap reconhecem a
alfa-D-galactose—(C1,4)-beta-D-galactose como receptor especifico,
a qual estid associada ao tipo sangiiineo P (Van Die et alii,
1988>.

As fimbrias do grupo prs reconhecem o antigeno de
Forssman, constituinte de enterdcitos de carneiro, o qual também
esti presente no epitélio da pélvis renal humana, ligando-se ao

residuo de galactose-N-acetil-alfall-3dgalactose-N-acetil CArthur



et alii, 1989.

O grupo de fimbrias P congrega varios tipos sorolégicos
distintos, reconhecidos como F7 a F13 (Van Die et alii, 1988).

O mecanismo de expressioc e montagem das fimbrias tipo P
encontra-se descrito e compreende um operon c¢om 8 (Jgenes
associados A regulacio, sintese, transporte e montagem da
subunidade do pilus e A codificac3o da adesina especifica CArthur
et alii, 1989). Estudos de transcomplementec3o demonstraram que
a codificacﬁo das adesinas especificas & a Unica diferenca
funcional entre os operons pap e prs, sendo que o© gene papG
codifica a adesina especifica para eritrécitos do tipo sangtiineo
P e o gene prsG codifica a adesina especifica para o antigeno de
Forssman CArthur et alii, 1989).

As fimbrias que apresentam hemaglutinacao
manose-resistente e qgque reconhecem receptores diferentes do
antigeno P foram denominadas fimbrias X. Uma destas fimbrias X
especificas interage com glicoforina A e demonstra especificidade
pelo grupo sangiiinec M (Viisidnen et alii, 1982). Outras fimbrias
X reconhecem um receptor que contém Acido neurcaminico, o qual no
‘caso de varias linhagens investigadas era um neurcaminil -a-(2-3D

galactosideo (Parkkinen et alii, 18833>. °

2.1.2-Escherichia coli meningiticas.

As amostras de E. coli causadoras de meningites afetam
criancas recém—nascidas numa freqliénecia de 1 em 2000 a 4000
nascimentos. Essas amostras invadem a circulac3oc sistémica até
atingir as meninges, podendo levar a crianca A morte. Essas
linhagens geralmente pertencem aos sorotipos 01, 07, 018, 075
CLevine, 1984).

Numa estimativa geral, 80% das amostras isoladas de
Escherichia coli meningiticas apresentam antigenc capsular Ki

(Overall, 1970, capud Levine, 1984).

0 antigeno Ki, denominado Acido colominico, é um
polissacaridio acidico formado por um homopolimero 2-8-alfa do
E

dcido N-acetilneurcaminico C&cido siilicod. O antigeno K de



coli é idéntico em estrutura quimica ao polissacaridio &cido do

grupo B de Neisseria meningitis, com o qual apresenta identidade
sorolégica completa (Levine, 1984D.

2.2=-Escherichia coli associadas com infec¢des intestinais.

As amostras de E. c¢oli enteropatogénicas formam um
grupo heterogéneoc de organismos que causam infeccdes intestinais
e diarréias por mecanismos diversos. Muitos autores concentram
esforcos no sentido de classificar as diferentes classes de E.
coli enteropatogénicas. Levine (1987) descreveu o sistema de
classificacio mais adotado no momento. Este sistema de
classificac3c estid baseado nas diferentes propriedades de
viruléncia, diferentes interacdes com a mucosa intestinal,
diferentes sinais c¢linicfs, diferencas em epidemiclogia e
distintos sorotipos O:H apresentados por este grupo de E. coli.
Desta forma as E. coli enteropatogénicas s3o classificadas em 4

grandes  grupos: Escherichia «coli enteropatogénica classica

CEPECY, Escherichia c¢oli enterotoxigénica C(ETECD, Escherichia

coli enterochemorrigica CEHECY e Escherichia coli entercinvasiva
CEIECD. O sistema de classificac3o descrito por Levine (19872
também inclui um quinto grupo, as Escherichia coli

enterr.aderentes CEAECY (Mathewson et alii, 1985; Mathewson et

alii, 1988), embora tal grupo nescessite de maiores dados para

ser Jdefinitivamente aceito como tal.

2. .1=Escherichia coli enteropatogénicas classicas (EPEC).

E. coli enteropatogénicas C(EPEC) s3oc causadoras de
sindroe de diarréia aquosa, vémitos e febre em neonatos e
¢riancgas; é altamente enteroadesiva e causa lesdes
histopatolégicas em modelos animais (Polotsky et alii, 1977; Moom
et alii, 1983b>, bem comoc no intestino humano (Ulshen & Rollo,

1980; Rothbaum et alii, 1982). Estas amostras n3c apresentam



producdo de toxinas termoestiveis (STD ou termossensiveis (LT
(Levine, 1987>. Nos estudos de microscopia eletrdnica em
intestino de coelho, as amostras de EPEC produzem uma les3o
caracteristica, aderindo fortemente Aas células epiteliais com
destruicio da bordadura em escova, mas sem invas3o das células ou
do tecido C(Moon et alii, 1983). A destruic2oc das microvilosidades
intestinais impede a absor¢3oc normal de fluidos da 1luz
intestinal, ocasionandoc uma diarréia n3o absortiva, independente
da atividade de enterotoxinas (Levine & Edelman, 1984; Uldhen &
Rollo, 18980; Rothbaum et alii, 19825.

Muitas caracteristicas das lesdes causadas por EPEC se
assemelham com os efeitos de certos hormbénios sobre as células da
mucosa intestinal C(Matsudaira & Burgess, 1982D. A atividade
desses horménios, em dltima instincia, leva ao acimulo de cilcio
intracelular e a ativac3c da proteina fosfolipidica quinase C
dependente de c&lcio (PKC) que por sua vez atua sobre o
citoesqueleto celular, alterande sua estrutura. Tais alteragdes
foram implicadas com o efluxo de ions intestinais (Fondacaro &
Henderson, 1885; Fondacaro, 1886). Com base nestas obser vacgdes,
Badwin et alii (1990> propuzeram que EPEC exerceria sua atividade
patogénica alterando, de alguma maneira, a quantidade de calcio
intracelular, ativando PKC e proteinas relacionadas.

Caracteristica marcante das linhagens de EPEC & a
capacidade de ades3o em células "Hep 2", uma caracteristica nao
exibida por ETEC, EHEC, EIEC ou linhagens da flora normal
CCravioto et alii, 18979). Entre as linhagens de EPEC os
sorogrupos 085S, 086, Olliab, 0119, 0125, OlZ8ab e 0142 possuem
ades3o localizada, e, os sorogrupos 055, 0111 e 0118 possuem
aderéncia localizada e difusa na mesma preparacdo (Scaletsky et
alii, 1984>. Esta propriedade de ades3c em células “Hep 2" foi
mais tarde ligada 2 preseca de um plasmidio de 60MDa (Baldini et
alii, 1983) e a esse plasmidio foi atribuido o nome de EAF CEPEC
adherence factor)d.

Levine et alii (198%) correlacionaram a presenca deste
plasmidio com a codificacdo de uma proteina de 84Kda que estaria
associada A patogenicidade de EPEC e consequentemente com a
ades3c em cé&lulas "Hep 2". Anticorpos dirigidos contra esta

proteina n3o impediram a ades3o de linhagens de EPEC em células



“"Hep 2" (Chart et alii, 1988), o que levou a pesquisa de outros
componentes da superficie bacteriana, que poderiam também estar
associados com a ades3o a células “Hep 2" e A4 patogenicidade.

Um fragmento correspondente a 1Kb do plasmidio EAF foi
clonado para ser usado como sonda para identificar EPEC CNataro
et alii, 1985), e quando utilizado como sonda, este fragmento
hibridizou com 75% das amostras suspeitas de serem EPEC (Levine,
1987>.

Estudos conduzidos no Chile demonstraram que o sorotipo
da bactéria era mui to importante na determinacio de
patogenicidade de EPEC C(Levine, 1987). Assim, na grande maioria,
E. coli EAF' n3o pertencentes a sorotipo de EPEC, n3c eram
patogénicas, © que demonstra a existéncia de outros fatores de
viruléncia, possivelmente ligados ao sorotipo.

Através de mutagénese com o transposon TnphoA
identificou-se um gene cromossdmico (eaed que é necessiario para a
ades3c de EPEC aoc intestino. A sonda derivada desse gene
hibridizou com 100% de amostras de EPEC (Jerse et alii, 1980D.

Os mecanismos moleculares através dos quais EPEC causa
‘diarréia ainda n3o se encontram claramente elucidados. Algumas
amostras de EPEC apresentam produc3o de uma toxina semelhante a

toxina de Shigella dysenteriae tipo I (SLT-1)>, a qual é altamente

potente contra células Vero e HeLa em cultura Crevis3o em O’Brien
& Holmes, 1987). A producioco de outra classe de citotoxinas,
SLT-2, também foi relatada em amostras de EPEC humanas e isoladas
de suinos (O’Brien & Holmes, 1887D.

O grupo das EPEC & subdividido em duas classes: EPEC
que possuem o plasmidio EAF e apresentam aderéncia localizada em
células “Hep 2" pertencem i classe 1 e, os sorotipos de EPEC que
nioc apresentam o plasmidio EAF, n3oc apresentam aderéncia
localizada em células "Hep 2" mas s3o causadoras de diarréia

pertencem A classe II (Nataro et alii, 19850.



2.2.2=-Escherichia coli enterchemorrigicas CEHEQO.

As amostras de E. coli enterohemorragicas causam um
quadro de colite hemorragica severo (Riley et alii, 1982,
caracterizado pela ocorréncia de diarréia afebril intensa,
sanguinolenta, mas sem leucébdcitos (Levine, 1987>. Outra entidade
clinica ocasionada por EHEC é a sindrome urémica hemolitica CHUSD
CKarmali et alii, 1983; Gransden et alii, 1986 & Remis et alii,
1984). Os estudos iniciais identificaram o sorotipo 0157: H7 como
o agente causador. Hoje s3oc conhecidos outros sorotipos
patogénicos: O0157:NM, O0111:HS8, O0O111:NM, O0O4:NM, OS:NM, 045:H2,
091:H21, 091:NM, 0103:H2, 0113:H=2, 0121:H19, 0125:NM, 0145:NM, 0OC
D:H8 e OC D:NM (ClLevine et alii, 1987; Bopp et alii, 1987; Karmali
et alii, 1985; Smith et alii, 1887D.

As linhagens de EHEC possuem um plasmidio de 6CMDa e
produzem altos niveis de citotoxinas para células Hela e Vero
CO’Brien et alii, 1983; Johnson et alii, 1983).

Tzipori et alii (19860 demonstraram que amostras do
tipo EHEC ligam-se a enterdcitos e destroem as microvilosidades
em porcos gnobidticos, uma lesio semelhante & causada por EPEC,
mas diversa desta por proliferarem na lamina prépria e nas
criptas glandulares.

O plasmidio de B60MDa parece estar associado a produgio
de uma fimbria n3c hemaglutinante que permite a adesioc da
bactéria a células intestinais Henle 407 e que parece estar
associada a4 patogenicidade C(Karch et alii, 1987>. A partir deste
plasmidio construiu-se uma sonda molecular que demonstrou ser
altamente especifica para EHEC (lLevine, 1887).

O’Brien et alii (1983) mostraram que o soro antitoxina

produzida por Shigella dysenteriae I neutralizava a atividade

citotdbxica de EHEC, sendo proposta por estes autores a designaci3o
"Shiga-like toxin"™ para tal toxina, embora muitos prefiram
chama-la de verotoxina. "Shiga-toxin®" e "Shiga-like toxin" agem
igualmente inativando a subunidade ribossomal 60S C(O'Brien &
Holmes, 1887>. A toxina é& composta por S subunidades B ligadas a
uma subunidade A (O’Brien & Holmes, 1887).

Em amostras de E. coli do tipo EHEC os genes que
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codificam a toxina est3c localizados em um bacteridfago no
cromossomo desta (Scotland et alii, 1983; Smith et alii, 1983;
O'Brien et slii, 1884) e em Shigella dysenteriae est3o no

cromossomo. s genes para as subunidades A e B est3io em uma
unidade transcricional simples (O’Brien & Holmes, 1987>. O
sequenciamento e a posterior comparacio dos genes codificadores
de '"Shiga—toxin" e "Shiga-like toxin" demonstrou que ambos
diferem em poucos‘nucleotideos. As subunidades B maduras de ambas
as toxinas n3oc diferem em sequéncia de aminocicidos, enquanto que
as subunidades A diferem em apenas 1 dos 293 residuos.(Jackson et
alii, 1987D. |

Al gumas linhagens de EHEC produzem uma toxina gque n3o &
reconhecida pelo soro anti-“Shiga-toxin®, mas & téxica para
células Vero e Hela, designada SLT-1II (Strockbine et alii, 188860
ou verotoxina II (Scotland et alii, 18885> embora as subunidades
dessas toxinas sejam idénticas em tamanho e apresentem estruturas
secundarias similares. Outra variante desta toxina foi observada

em linhagens de Escherichia coli isoladas de porcos com doenca do

edema (Marques et alii, 1987; Gannon & Gyles, 1987), esta toxina
é& reconhecida pelo antissoro contra SLT-II mas, esta n3o & téxica
contra células Hela, sendo téxica somente contra células Vero

CO'Brien & Holmes, 1987D.

2.2.3-Escherichia coli enteroinvasivas (EIEQ.

E. coli enteroinvasivas CEIEC apresentah capacidade de
invas3o das células do cbdlon e de causar diarréia e disenteria,
semelhante A promovida por Shigella (Du Pont et alii, 1971;
Formal & Hernick, 1978 & Wanger et alii, 1988). A capacidade de
EIEC foi associada A presenca de um plasmidio de alto peso
molecular Caproximadamente 140Mda), que codifica varias proteinas
de membrana externa relacionadas a este processo (Hale et alii,
1983), embora outros fatores de viruléncia sejam codificados no
DNA cromossdmico (Maurelli & Sansonetti, 18380.

A identificacl3o de EIEC pode ser feita através da

sorotipagem das amostras de E. <¢oli envolvidas em diarréia
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CToledi & Trabulsi, 1983>, através do teste de invasibilidade em
olho de cobaia, conhecido como teste de Serény (Serény, 1955;
Toledo & Trabulsi, 1983>, ou através da utilizacdo de sondas
moleculares construidas a partir do plasmidio de wviruléncia de

Shigella flexneri (Wanger et alii, 1988D.

2.2.4-Escherichia coli enteroaderentes C(EAEC).

E. c¢coli enterocaderentes (EAEC) compreendem amostras de
origem humana, EAF negativas, de sorogrupos n3o cléassicos,
identificadas apenas pela ades3c caracteristica a células Hep-2,
conforme descrito por Mathewson et alii (18853 e Mathewson et
alii (1986). Estas amostras est3o associadas com diarréia n3o
hemorragica e sem leucédcitos fecais. EAEC apresenta um padrio de
ades3c a células Hep—-2 do tipo agregativo, distinto das adesdes
localizadas e difusas descritas para EPEC. N3o produzem toxinas
dos tipos ST, LT -ou SLT, e n3o invadem c¢élulas epiteliais

intestinais CLevine, 1987).

2.2.5-Escherichia coli enterotoxigénicas CETEC).

Entre a espécie E. coli, as do tipo enterotoxigénicas
CETEC) s3c as maiores causadoras de diarréia em criancas, com até
cinco anos de idade principalmente em paises subdesenvolvidos, em
pessoas de paises desenvol vidos que viajam para areas
subdesenvol vidas C"travelers diarrhea®>, e em animais
recém-nascidos incluindo suinos, ovinos e bovinos. A principal
caracteristica da infecc3oc por ETEC & a diarréia aqguosa, que é
comumente acompanhada de febre, c<¢élicas abdominais, moleza e
vomi tos. E. coli enterotoxigénicas produzem enterotoxinas
caracteristicas e possuem fatores de colonizacdo especificos
(Orskov & Orskov, 1977; Orskov et alii, 1976 & Merson et alii,
19790 as quais permitem Qque as mesmas colonizem o trato

intestinal e, evitem, também desta maneira, a a¢3c de limpeza do
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movimento peristiltico intestinal CChristensen et alii, 1085).

2. 2.5.1-Enterotoxinas produzidas por ETEC.

E. coli enteroctoxigénicas s3o caracterizadas pela
capacidade de sintetizar toxinas termolébeis CLTD e~ou toxinas
termoestiveis (STD (Black et alii, 1982).

As toxinas termoestaveis (SO de E. coli sio

heterogéneas, apresentando-se em duas classes: ST-I (ou STa) e
ST-II C(ou STb>. A toxina ST-I é um pequeno polipeptideo n3o
imunogénico a n3o ser que esteja acoplado a uma proteina
carreadora (Klepstein et alii, 1882, & soldvel em metanol e
detectivel através do teste com camundongos recém—nascidos (Dean
et alii, 1973>. Sua acloc baseia-se na estimulac3o da atividade da
enzima guanilato ciclase presente nas células com consequente
elevacidco nos niveis de GMPc no jejuno e ileo (CGreenberg &
Guerrant, 1980; Hughes et alii, 1978>, resultando na secre¢ido de
' liquido para a 1luz  intestinal » © que, em dltima anilise,
caracteriza a diarréia. A toxina ST-II1 - é insoldvel em metanocl e
detectivel através do teste de alcas . intestinais ligadas de
leit3c de 6 a 8 semanas(Gyles, 19790, mas n3c no teste do
camundongo recém-nascido (Dean et alii, 1973>. ST-I1 parece nio
estar relacionada com a patogenicidade das amostras de ETEC em
humano CEcheverria et alii, 19845. A toxina ST-II estimula a
secre¢3oc intestinal por mecanismos ainda desconhecidos, que n3o
envolvem nucleotideos ciclicos (Kennedy et alii, 1984; Wikel et
alii, 1986D. Com relacio a sequéncia de nucleotideos e
aminoAcidos, ST-I e ST-II n3oc exibem homologia CLee et alii,
1983D.

A enterotoxina ST-1 apresenta, ainda, variantes
encontradas em amostras bacterianas isoladas de porcos (STp ou
ST-Iad, de humanos (STh ou ST-Ibd> (Gyles, 1879, um terceiro
tipo foi descrito e designado ST-Ic (Maas et alii, 1885).

Apds © sequenciamento e a comparacdo das sequéncias dos
genes codificadores das toxinas STh C(esthd e STp C(Cestpd

detectou-se divergéncia a nivel de aminoaAcidos de 31% (Moseley et
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alii, 1983; So & McCarthy, 1980). A.bos os genes codific: a
polipeptideos constituidos por 72 residuos de aminoidcidos g 2
apresentam sequéncias sinais hidrofdbicas. Uma vez no espa:zd
reriplasmitico estes pol ipeptideos sofrem processamento e
~iginam a forma ativa da toxina. ST-1 é uma proteina
extracelular, mas seu mecanismo de secrec3o através da membrana
externa é desconhecido (Betley =t alii, 18863.

As toxinas STp e STh s30 constituidas por 18 e 19
residucs de aminocicidos, respectivamente (Field et alii, 1878;
Frantz et alii, 1984, Gariepy & Schoolnik, 1886>. Esses
polipeptideos exibem grande homclogia entre si e as sequéncias de
aminoidcidos de ambos podem ser sobrepostas a partir da regido
carboxi-terminal, o que revela, além da presenca de um residuo de
aminocdcido a mais em STh, difesrenca e¢m gquatre outros residucs.
Essas diferencas cohcentram-se na regiido amino-terminal {dtrés
residuosd contra apenas uma na regiido carboxi-terminal.

A porcic carboxi-terminal além de ser mais conservada
esti taroém implicada com a atividade bioldégica dessas toxinas. A
enterotoxigenicidade e a capacidade de ligac3o a receplores foi
mapeada nos Gltimos 13 aminocdcidos dessa regido (Gariepy el
alii, 1986; Shimonishi et alii, 1$87; Thompson & Gianella, 188%.:.

Uma caracteristica marcante de ST-1 & a presenca de
seis residuos de cisteina que formam trés pontes dissulfeto
intracadeia, as quais sZ%o importantes na formagdo da estrutura
secundaria da toxina ativa (Gariepy et alii, 18¢~ . estas trés
pontes s3o importantes para a atividade total da to»>.na.

A enterotoxina ST é codificada geralimente por genes
localizados em plasmidios conjugativos. Plasmidios gque codificam
ambas as toxinas s3oc relacionados entre si e com os plasmidios F,
enquanto plasmidios que codificam apenas ST s3c heterogéneos
CBetley et alii, 19886D.

As t oxinas termel 4beis (LT de cola também

apresentam heterogeneidade, sendo possivel eterm nar duas
c. asses: LT-I e LT-II. A classe LT-1 engloba as toxlnas
s melhante: 2 toxina colérica (CT>, apresentandoe identidade
surolédgica - neutralizacio pelo anti-soro anti-CT. Nesta clasze

encontram-se as toxinas LTh Cou L7 humanad> e LTp (ou LT porcinad.

que diferem em apenas um residuoc de amincacide “Dyvkes et alii.
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1985 & Yamamoto et alii, 1987>. O modo de ac3o de LT-I e LT-II é&
semelhante e se di através da ativagc3o da enzima adenilato
ciclase e do aumento do nivel de AMPc,o qual resulta na secrecao
de liquide pzra a luz intestinal, promovendo, assim, diarréia
C(Chang et alii, 1987)>. LT-II é sorologicamente distinta de LT-I,
n3¢c sendo neutralizada pelo anti-soro anti-LT-I ou anti-CT C(Green
et alii, 1983>.

A enterotoxina LT-I & uma proteina de alto peso
molecular (75 a 90 Kdad composta por dois tipos de subunidades.
Uma subunidade A CLTAY que estid ligada a cinco subunidades B
CLTe> (Levine, 1984D).

A subunidade A & responsavel pelo estimulo da adenil
ciclase através de sua atividade enzimitica ADP-ribosilante (Gill
& Richardson, 1980). A subunidade B & responsavel pela ligac3oc da
holoenzima 3 membrana dos enterdcitos intestinais, através da
interacido com gangliosidio GM1 de superficie celular e
glicoproteinas C(Holmgren, 1873; Holmgren et alii, 18982>. Uma vez
ligada 2 holoenzima, a subunidade A é interiorizada, sofre quebra
enzimatica em dois peptidios, Al e A2, sendo gque a atividade
enzimitica & conferida pelo peptidio Al (Spicer & Noble, 1982>.

A enterotoxina LT-I é muito similar a2 toxina colérica
CCT> em estrutura, atividade e determinantes antigénicos e os
genes codificantes das duas toxinas mostram grande homologia
(Dallas & Falkow, 1980; Clements et alii, 1980; Smith & Sach,
1973; Betley et alii, 1986, Yamamoto et alii, 1887>.
Comparando-se as sequéncias dos genes que codificam a toxina
colérica CctxABD e a toxina LT (eltAB> observa-se que os cistrons
A e B s3c 75% e 77% homdlogos, respectivamente (Betley et alii,
18868). Os genes eltdA C(LTAD e eltB (LTB> formam uma unidade
transcricional, estando o promotor préximo ('upstream"> ao gene
eltd. Os cddons finais do gene eltd4 estio sobrepostos aos
iniciais do gene eltB em quatro pares de base (Yamamoto et alii,
1887>. A subunidade B é produzida a uma taxa molar cinco vezes
maior do que a subunidade A (Dallas et alii, 1988). Como tais
genes est3o sobre o controle de um Unico promotor, a diferenca
observada na expressio dessas duas proteinas parece estar ligada
a uma regulacdo traducional (Spicer & HNoble, 1882; Dallas et

alii, 19785.
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Os primeiros 21 residuos de aminoidcidos da porc¢do
aminoterminal da proteina correspondente a subunidade A e os
primeiros 18 da protefina correspondente a subunidade B saoc
peptidios sinais, importantes para a localizacg3o desses
polipeptidios no espago periplasmiatico (Dallas & Falkow, 1879;
Dallas & Falkow, 1980; Spicer & Noble, 1882; Yamamoto et alii,
1887). Apds seu transporte até o espaco periplasmiatico, as
subunidades A e B s3o processadas e se ligam para formar a
holotoxina CHirst et alii, 1984D.

As subunidades B das toxinas LTh e LTp diferem em
apenas quatro dos 103 residucos de aminocadcidos enquanto que as
subunidades Al diferem em apenas um dos 184 residuos (Dykes et
alii, 198%5; Yamamoto et alii, 1987). Estas observa¢des explicam
as reag¢des cruzadas de anticorpos entre as toxinas LTh e LTp.

A variante LT-II foi isolada de fezes diarreicas de
bifalos na Tailindia CGreen et alii, 19830 e & composta por dois
tipos de polipeptidios A e B com pesos moleculares préximos as
subunidades de LT-I (Holmes et alii, 1986>. A subunidade A desta
toxina tem a propriedade de ativar a adenil ciclase (Chang et
alii, 19872 mas a subunidade B n3oc tem a capacidade de ligar-se
ao gangliosidioc GM1 C(Holmes et alii, 198863. Em LT-I1 os genes A e
B est3o sobrepostos em 11 pares de bases.. Andlises de sequéncias
de nucleotidios revelou homologia entre as subunidades A de
LT-II, LT-I e CT (Picket et alii, 1886, 1887 enquanto nenhuma ou
pouca homologia foi encontrada com relacido as subunidades B.
Diferente dos genes codificadores para LT-I que estao
localizados em plasmidios, os genes para LT-I1 est3oc localizados
no cromossomo de E. coli (Green et alii, 1883D.

Recentemente, uma toxina termolébil (LTD denominada LTc
de amostras de E. coli enteroctoxigénicas de aves, foi descrita e
comparada com a LTp e a LTh. A subunidade “A" da LTc & idéntica a
subunidade "“A" da LTp e a subunidade “B" da LTc é idéntica 2a
subunidade "B'" da LTh, mas n3c é idéntica a subunidade "B" da
LTp. Isto foi obser vado por diferencas de migracio em
eletroforeses em géis de SDS-poliacrilamida e reag¢do com
antissoros especificos. Outros testes demonstraram que LTc é
antigenicamente idéntica A LTh, mas n3oc a LTp. O pontoc pI (ponto

isoelétricod e a composicio de aminoidcidos da LTe foram também
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estudados e os resultados sugerem que estas amostras de ETEC de

aves produzem uma LT semelhante a2 LTh (Tsuji et alii, 1988).

2.2.8.2-Adesinas ou fatores de colonizacio em ETEC.

A produc3oc de enterotoxinas per si n3o é suficiente
para a enteropatogenicidade das amostras de ETEC de E. coli,
sendo necessaria a ades3o a mucosa do intestino delgado e a
posterior colonizac3o. Fimbrias e adesinas n3o fimbriais téem
sido associadas & diferentes sorotipos de ETEC patogénicas, sendo
este grande numero de variantes e tipos geralmente associados a
um hospedeiro especifico ou a um grupo restrito de hospedeiros
(Castro et alii, 1984D.

As fimbrias comumente associadas a ETEC de origem
humana s3c CFANI e CFANIII que s3c antigenos fimbriais uGnicos
Ccom 6 a 7 nm de diametrod, enquanto CFANII e CFANIV C(também
designada PCF8775) s3oc complexos antigénicos. CFANII possui trés
fimbrias antigénicas diferentes (CSD, dos quais CS1 e CS2 sdo
estruturas fimbriais rigidas como CFANI enquantc CS3 €& uma
fimbria fina e flexivel. Todas as E. coli CFANII produzem CS3,
entretantc a express3c de CS1 ou CS2 depende do biotipo da
amostra. CFANIV caracteriza-se pela presenca do antigeno CSB que
pode ser produzido sozinho ou em conjuncdo com CS4 ou CSS5
CWillshaw et alii, 1988), CS4 e CS5 s3o estruturas fimbriais
rigidas com 6 a 7 nm de diadmetro e CS6 é& n3oc fimbrial, porém
fibrilar como CS3 (Thomas et alii, 1985; McConnell et alii,
1986>. Recentemente, um novo fator de colonizacdoc em amostras de
ETEC de origem humana, PCF01839, o© qual n3o apresenta capacidade
hemaglutinante foi descrito por Tacket et alii(1887, apud Levine,
1987D. O antigeno CFA] apresenta hemagl utinacio
manose-resistente (MHMRD com eritrécitos humano, bovino e de
galinha; CFA“II com eritrdcitos bovino e de galinha (Gaastra & de
Graaf, 1982 e CFA“IV com eritrécitos bovinoc (Thomas et alii,
1981 ;. McConnell et alii, 1886>.

Os antigenos de origem animal associados a ETEC

compreendem Varias fimbrias com diferentes caracteristicas
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hemaglutinantes: K88, K939, F41, tipo I (Gaastra & de- Graaf,
1982), F42 CYano et alii, 1986) e uma fimbria n3o hemaglutinante:
g87P (Gaastra & de Graaf, 1982D.

0 antigeno K88 foi, em 1961, a primeira fimbria a ser
descrita como um fator de viruléncia por Orskov et alii. Ocorre
em amostras de origem suina e caracteriza-se por filamentos com
2.1nm de diAmetro, subunidades proteicas com 27,54Kda e apresenta
hemaglutinac3io manose-resistente com eritrécitos de cobaia e de
galinha (Gaastra & De Graaf, 1982). A codificacdo é plasmidial
CStrim et alii, 1966 e a fimbria pode apresentar variantes
antigénicas denominadas K88ab, K8B8ac e K88ad, com o antigeno
comum K88a C(Hinson & Williams, 19838>. Em amostras de origem
suina, a ocorréncia de Kkss® pode estar associada com maior
frequéncia a produc3oc de LT que a producdo de LT'"ST  ou de STa e
STb isoladamente (Castro et alii, 1984; Guineé & Jansen, 187S9D.

O antigenoc K99 foi primeiramente descrito em 1972 por
Smith & Linggood como um antigeno K comum, codificado por genes
plasmidiais e encontrade em varias amostras de ETEC de bovinos,
suinos e ovinos (Orskov et alii, 1975>. A estrutura da fimbria &
um filamento helicoidal com 4.8nm de diametro, composta por
subunidades proteicas de 18,5Kda apresentando hemaglutinacio
manose-resistente com eritrécitos de cavalo e de carneiro
(Gaastra & De Graaf, 1982). Em amostras de origem bovina e
suina, a ocorréncia de STa esti sempre relacionada a presenca de
K99 (Guineé & Jansen, 1979).

©0 antigeno fimbrial F41 é encontrado em amostras de

Escherichia coli de origem bovina e suina, de estrutura

filamentar com © diimetro de 3.2nm, composta por subunidades
proteicas de 29500Da e que apresenta hemagl utinacio
manose-resistente com eritrécitos humano, de cobaio, de cavaloc e
de carneiro (De Graaf & Roorda, 1982). A fimbria F41 encontra-se
associada freguentemente a produgcdo de KSS. A codificacao
genética para a produc3o da fimbria & cromossémica e apresenta
regulacio temperatura-dependente CAnderson & Mosely, 1988;
Christensen et alii, 1985; Gaastra & De Graaf, 1882D. Estéa
relacionado com a producdo de STa (Gaastra e de Graaf, 188253.

A fimbria tipo 1 apresenta didmetro de 7nm (Klemm et

alii, 1982; Eshdat et alii, 1981 & Salit et alii, 1983> e
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apresenta hemaglutinacido manose-sensivel (Duguid et alii, 1979;
Ofek & Beachey, 18980; Salit & Gotschlich, 1977). 0O envolvimento
de fimbrias tipo 1 como fator de patogenicidade em amostras de
ETEC & controverso, sendo descrito por Jayappa et alii (1985 em
suinos, porém n3o confirmado em trabalhos posteriores CA. F.
Pestana de Castro, comunicac¢i3o Pessocal, 19380>, (Ferreira, 19925.

0 antigeno fimbrial F42 descrito por Yano et alii em
1886, e que parece ser importante na etioclogia de colibacilose
suina no Brasil, apresentando frequéncia de ocorréncia de S.6% em
amostras de ETEC (STad de origem suina. Apresenta hemaglutinacio
manose-resistente com eritrédécitos de carneiro, de cobaia, de
galinha, de cavalo e humanos, é temperatura sensivel, expressa-se
em meio CFA e em meio minimo e €& composta de subunidades
proteicas de 31000Da (Leite, 1886D.

0 antigenc 987P apresenta-se como uma fimbria rigida

com diametro de 7nm, nao apresenta hemaglutinacio
manose-resistente e ¢ constituido por subunidades de 20Kda
C(Gaastra & De Graaf, 1982). Sua codificacio é cromossdmica e

apresenta variacdo de fase, semelhante 3 regulacdc das fimbrias
‘tipo 1 (De OGraaf & Klaassen, 1986>. Sua ocorréncia esta
rel acionada com amostras de E. coli de origem suina,
encontrandc—-a sempre associada a producdo de ST (Guineé & Jansen,
1979; Moon et alii, 18801.

O antigenoc CS3la foi 1isolado de bovinos, apresenta
expressio temperatura-dependente, apresenta-se como um filamenteo
de B a 7 nm e possui subunidades proteicas de 289Kda » nao se
sabe se sua codificac3io & cromossdmica ou plasmidial (de CGraaf,
1990>.

As fimbrias s3oc compostas por varias subunidades
proteicas que, uma vez sintetizadas, s3c transportadas através da
membr ana interna e da membr ana externa de bactérias
gram—negativas e s3o montacdas em estruturas filamentosas na
superficie celular. Geralmente cinco a oito polipeptidios estao
envolvidos na expressio fenotipica das fimbrias de E. coli C(Mooi
et alii, 1982; Norgren et alii, 18984; Van Die et alii, 1884; de
Graaf et alii, 1984; Mooi & de CGraaf, 1885>. Além das subunidades
polipeptidicas estruturais das fimbrias, esses operons codificam

polipeptidios localizados no espa¢o periplasmitico gque se
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associam as subuni dades estruturais, participando do
processamento e transporte dessas subunidades a sfitios da
membrana externa, onde s3o exportadas. Outros genes codificam
proteinas ligadas A ancoragem da estrutura da fimbria na

superficie bacteriana.

Al gumas evidéncias sugerem que as subuni dades
estruturais das fimbrias, uma vez associadas a4 proteinas
especificas presentes no espaco periplasmitico, adquirem uma

conformacdoc estrutural apropriada para o transporte através da
membrana externa. Essas alteracdes também parecem associadas com
a resisténcia 2a digest3oc proteclit:ca apresentada por essas
subunidades (Mooi & de Graaf, 1985). A maioria desses estudos
foram realizados com fimbrias K88 e tipo 1.

Fimbrias rigidas e fibrilares podem ocorrer dentro de
uma mesma linhagem bacteriana e estarem presentes simultaneamente
em uma mesma célula bacteriana (Levine, 1884).

A estrutura primaria das subunidades estruturais de
algumas fimbrias foram parcialmente ou completamente resol vidas.
Muitas delas apresentam grande conservac3co na sequéncia de
aminoacidos da regiioc carboxi-terminal e, em menor extens3o, na
regiio aminoterminal. Estas regides est3io provavel mente
envolvidas com fun¢cdes comuns a este grupo de proteinas tais
como: transporte através da membrana externa, ancoragem, ligaciao
entre as subunidades e manutenc3c da estrutura. As porcdes
centrais s3oc mais varidveis e provavelmente est3oc associadas ao
reconhecimento de diferentes receptores ou podem ter,
simplesmente, divergido em resposta A pressdes imunolégicas, por
causa da menor importancia funcional e estrutural atribuida a
estas regides. A presenca de porcdes hidrofébicas nas regides
C-terminais, constitui um forte indicio da participac3oc destas
regides nas ligacdes entre as subunidades estruturais (Mooi & de
Graaf, 1985>.

Os genes codificadores da fimbria KOS9 estio localizados

em plasmidios conjugativos de aproximadamente 785Kb COrskov et

alii, 1975>. Esses genes foram clonados verificando-se que o
operon continha 8 genes estruturais, 7 dos quais pareciam
envol vidos na biossintese da fimbria. Todos esses genes

apresentam peptidio sinal na extremidade N-terminal (Van Embden
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et alii, 1880>. de Graaf et alii (1984) clonaram o© operon da
fimbria k99 no vetor pBR322 originando o plasmidio pFK98, o© qual
apds ser digerido com as endonucleases de restricio Xbal e Pwvull,
apresentou um fragmento menor o© qual foi usado como sonda
molecular especifica para K8S.

O operon K99 contém uma pequena regific intracistrénica,
que apresenta diade de simetria entre o ¢ 2ne estrutural da
subunidade da fimbria e o gene codificador da proteina de 76KDa
Cp76>. A qual provavelmente estid ligada ao transporte da
subunidade para © meio externo C(Roosendaal et alii, 1884>. Uma
estrutura em grampo pode ser formada nesta regi3o do mRNA, © que
poderia  desempenhar funcao de terminador rho  dependente,
introduzindo polaridade no operon K89. Esta regidoc também parece
estar envolvida na regulacio temperatura—-dependete de
crescimento, ji& que o cddon de iniciagl3c do gene para p7B esta
localizado dentro do grampo . A explicac3o para o efeito & que a
baixas temperaturas o grampo estaria estabilizado e desta forma
inibiria o inicio da tradug3oc do mRNA para p?76. O contrario é
observado a temperaturas préximas a 37%¢.

Os genes codificadores da fimbria K88 residem em
plasmidios que frequentemente também codificam para a utilizacio
de rafinose (Mooi et alii, 1979). Os determinantes genéticos de
K88ab e k88Bac foram clonados e a diferenca maior entre esses dois
determinantes esta no gene codificador da subunidade
polipeptidica estrutural da fimbria (Mooi et alii, 1979; Shipley
et alii, 1981>. Seis genes estruturais foram localizados na
sequéncia de DNA K88ab clonada no plasmidio pFM205, cinco das
quais estio localizadas dentro de uma simples unidade
transcricional (Mooi et alii, 19812, Dois genes diferentes
estruturais para subunidades da fimbria foram encontrados no
operon de K88Bab (Mooi et alii, 1982; Mool et alii, 1984>. A
subunidade maior com 26KDa constitui o componente principal.,
enquanto gque a subunidade da fimbria com peso molecular de
17,8KDa representa o© componente menor da subunidade que é
produzido em pequena guantidade.

Técnicas de acido nucleico recombinante foram
utilizadas para inserir um fragmento HindlII de 8,2 megadaltons,

o qual continha os genes K88ac provenientes do plasmidio
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pPS100CK88/Rafd>, no vetor pBR322. Pelo menos 6 polipeptidios
codificados por este fragmento foram expressos em minicélulas.
Esses polipeptidios wvariavam de tamanho entre 18Kda a 70Kda. A
subunidade antigénica de K88ac, a qual tem um peso moclecular de
aproximadamente 23,5Kda, foi identificada por imunoprecipitacio
com proteina A de staphilococos como coprecipitante (Shipley et
alii, 1981D>.

O operon da fimbria F41 foi clonado no plasmidio
recombinante pSLM204 (Moseley et alii, 18988). A analise em
maxicélulas demonstrou gque o plasmidio recombinante produz quatro
polipeptidios de 29, 30, 32 e 86KDa, sendo o de 29KDa
identificado como o antigeno F4l1, e a sequéncia nucleotidica do
gene foi determinada. Observou-se extensa homologia entre a
regifo cod.ficadora de sequéncias sinais dos antigenos F41 e K88
e na regido imediatamente superior acs genes dos antigenos. A
sonda molecular do antigeno K88 hibridizou em condi¢des de alta
estringéncia com fragmentos essenciais para a producdco de F41,
Exceto com fragmentos internos ao gene codificador do antigeno
F41. Utilizando-se um fragmento HincII-Pstl de 617bp construiu-se
uma sonda interna a subunidade de F41 que n3o hibridiza com o
determinante K88 e &€ especifica para F41 C(Anderson & Moseley,
1888). »

A primeira fimbria de amostras humanas de ETEC a ser
clonada foi CFA/I. Os genes codificadores de CFA/I estiao
localizados em dois segmentos de DNA de 8Kb e 2Kb separados por
uma sequéncia de 40Kb (Wilshaw et alii, 19835. Os genes
estruturais est3o localizados na sequéncia de 8Kb que codifica
outros 5 polipeptidios C(Wilshaw et alii, 1885ad. A regido de 2Kb
codifica outros trés polipeptidios essenciais para a maturacido da
fimbria. Nenhuma func3o especifica foi, entretanto, atribuida a
esses polipeptidios.

Smith et alii (19832 demonstraram gque os trés antigenos
(CS1, CS2 e CS3> do fator de colonizac3do CFAII s3o codificados
pelo mesmo plasmidio. Os antigenos fimbriais CS1 e C3Sz2 foram
clonados no vetor plasmidial pBR322, obtendo-se um plasmidio
quimérico pCS200 que expresscu os antigenos CS1 e €S2, causando
hemaglutinac3c manose-resistente em hemacias de bovinos (Bovian,

1988). Os genes codificadores de CS3 foram clonados e ligados a
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uma regidoc de 4Kb CManing et alii, 1985; Boylan et alii, 1987;
Wilshaw et alii, 19873 e a esse pequeno fragmrntoc foi atribuida a
sintese de 4 polipeptidios de B4, 26, 24 e 15 Kb (Boylan et alii,
1887>. O peptidioco de 15Kb parece ser a subunidade estrutural de
CS3 enquanto que o de 94Kb pareca ter funcio de plataforma de
montagem e transporte.

Sequéncias codificadoras do antigeno CS8 do fator de
colonizagio CFA-VI foram clonados em um fragmento Clal de 3Kb. ©
plasmidio recombinante pDEPS codificou a express3o de CSB, que

foi ensaiada pelo teste ELISA e a producido de polipeptideos do

CsSB  foi detectada em minicélulas de E. c¢coli. Os genes
responsiveis pela producioc dos antigenos CS1, Csz e CS3,
componentes do fator de colonizacdoc CFANIII, foram clonados

Juntos num segmento de DNA de cerca de 17Kb. CS3 foi sempre
expresso, porém a expressio de CS1 ou CS2 dependeu do sorotipo e
do biotipo da amostra hospedeira (Willshaw et alii, 1988).

Os genes responsiveis pela express3o de fimbria tipo 1,
produzida pela maioria das amostras de E. c¢coli, foram clonados a
partir de uma amostra Ki2 de E. coli. O DNA responsivel pela
‘produc3c da fimbria féi clonado inicialmente em um cosmidioc, que
teve seu tamanho reduzido e foi subclonado nos vetores pACYC184 e
pBR322. Um fragmento de DNA de cerca de 8Kb foi necessirio para a
biossintese da fimbria tipo I (Klemm et alii, 198%D.

Fimpbrias s&3c bons agentes imunogénicos e nicexibem
L " e, Esta bem demonstrada a capacidade de fimbrias
pu - Ticadas de varias amostras de E. coli de induzir protecio
ir.ine contra diarréia em animais domésticos. O uso de fimbrias

2o constituintes de uma vacina contra infec¢edes no trato

inArio humano téem sido documentado (Roberts et alii, 18982D.

A primeira fimbria usada com propédsitos de vacinac¢io
T+i a K88 (Rutter & Jones, 1973). Protec3o passiva em animais
»cém—nascidos por anticorpos contra fimbrias K98 foi obtida em
Lovinos, ovinos e suinos CAcres et alii, 1979; Morgan et alii,
1978 & Sojka et alii, 1978) e com o antigeno 987P em suinos
(Morgan et alii, 18978). Vacinas baseadas nas adesinas K88, 987P e
K88 tém sido produzidas comercialmente mostrarando-se eficientes
para a protecido de animais domésticos "“jovens' contra diarréia

causada por E. coli. Tais vacinas mostraram-se eficientes,
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diminuindo drasticamente os niveis de mortalidade de animais
recém nascidos (Schuuring, 1982D.

Atualmente, vacinas contendo fimbrias KB8 e K93,
produzidas através de técnicas de bioclogia molecular, sao
produzidas comercialmente, demonstrando que: (1> a tecnoclogia
usada & de ficil acesso, (&) ocorre uma maior producdao de
fimbrizs por peso seco da bactéria que a expressa, (3> o aumento
na caparidade de express3oc leve a um aumento na capacidade de
purific~c3c e producdo, e (4) ocorre diminuicdoc nos custos por

unidade produzida (Schuuring, 1882D.

24



3. MATERI AL E METODOS:

3.1. MATERIAL:

As amostras de E. c¢oli enteroctoxigénicas BB7/7 e 103
(STad s3o provenientes de fezes diarreicas de leitdes e foram
descritas como sendo produtoras de um novo fator de colonizacio
denominado “F42". Estas amostras foram isoladas por Yano et. al
(1986> e pertencem i colecd3o de culturas do Departamento de

Microbiologia e Imunologia da UNICAMP.
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TABELA 1-Amostras utilizadas no presente trabalho:

Linhagens PMCMdD Fenétipo Origem
+ + +
56777 "F42 ",STa ,Lac DMI
+ + +
103 "F42 ", STa ,Lac DMIX
ORN115 fimbria tipo 1 1985
+* + R .
P41 F41 KOO (Morris et alii, 1080
+
B41M F41 (Morris et alii, 1982)
+
31A CS31a (Girardeau et alii, 10688
r
Ccso0o An ,lacYi,tonA24,thr
thit,sup,E44,Leu-G
+ .
COOO(pFK o) Koo Graaf et alii, 1984
+
CSOO(PFM205) K88ab (Moor et alii, 1979
r r r r
HB101{pMRS) Sm ,Ap ,Km ,Tc cvD
3 -
lac ,Prot
r ro..
SM1OAPLI(PRT?33> Ap ,Km ,thi,thr,leu
lacY,supE,tonA
recAIRP4-2-Tc:Mu::
r r r r r
JSIHpR702) 46 Tc ,Km ,Sm ,Su ,Hg P
+
lac ,Pro,Met
r r r +
JSI-L(PNID 33 Tc ,Sm ,Su ,lac ,Pro N
Met ,F
r +
JSAHPpRALD 86 Tc ,Lac ,Pro,Met A
T r +
JS53-1(pR40Q) ©C Km ,Ap ,Lac ,Pro,Met [»f
r r r r r -
J53(pR1) 62 Km ,Sm .Cm ,Ap ,Su ,F FII
+
Pro Met,Lac
r r r + -
JS53(pR478) 166 Tc ,Km ,Cm ,lac ,F s
Pro,Met
r r r r +
JS3-rupsad 23 Tc ,Km ,Sm ,Cm ,lac v
Pro Met

DMI=Depto.de Microbiologia e Imunologia UNICAMP,GI=Sgrupo itncomp.

cvD=Center of wvacine development

(Maryland?

. PM=peso molecul ar



3.1.1-MEI10S DE CULTURA:

Na formulacido dos meios de cultura e sol ucdes
adicionais utilizadas para a manutencio, cultivo e ensaio das
amostras bacterianas, foram empregados reagentes de grau P.A. e
dgua destilada ou deionizada (Mili-Q>, conforme a necessidade. Os
meios de cultura foram sempre autoclavados, a menos gque de outra

maneira especificado.

3.1.1.1-Meio CAYE (Casaminoacids~Yeast
Extractd(CEvans et alii, 1973).

a>Meio de CAYE base:

Extrato de lavedura 6,00 g
Casaminoacidos 20,00 g
NaCl 2,80 g
K_HPO 8,75 g
2 4

HZO destilada q.s.p. 100,00 ml

pH final 8.2

Acrescenta-se a este meio base 1mlde sais de Evans

por litro.
b)Sais de Evans:
Mg SO‘ 5,0 g
FeCI_.3 0,8 g
HZSO4 imM gq.s.p. 100,00 ml

3.1.1.2-Meio CFA (Colonization Factor Agar) (Evans
et alii, 18980D.

adMeio ZFA base:

Extre o de levedura 1,50 g
Casami nodcidos 10,00 g
Agar bacterioclégico 20,00 g
HZO destilada g.s.p. 1000,00 ml

pH final 7.4

Adiciona-se aoc meioc base, depois de autoclavado,
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i1ml das solucdes A e B cada uma para 100ml de meio.

1972>.

197>

dissol vendo-se

agitacio suave,

b>Scluc3o A:
MgSO‘ . 7H20 0,05 g
HZO Mili-Q esteril. qg.s.p. 50,00 ml

cdSolugio B:

MnCl, . 4 HO0 0,39 g
HZO Mili-Q esteril. g.s.p. 50,00 ml

3.1.1.3-Meioc LB (Luria-Bertani Mediumd (Miller,

Triptona 10,00 g
Extrato de levedura 5.00 g
Nacli 10,00 g
HZO destilada qg.s. p. 1000,00 ml

pH final 7.2
3.1.1.4-Meioc LA (Luria-Bertani agar?> {Miller,

Agar bactericlégico 18,0 g
Meio LB pH 7.2 10600,0 ml

3.1.1.5~-Agar MacConkey.
0 meio Agar MacConkey (Difco Labl> € reconstituido

50g do preparado em 1000ml de Agua destilada sob

com agquecimento até completa dissolucio do agar.
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3.1.1.8-Meioc Minimo (M.M.)D
1950).
adSolucic Estogue M. M. 20X:

K_HPO

2 <
KH PO

2 a4
Citrato de sdédio
Chd 2280

< 4
Mg SO . 7HO
" 2

Agua destilada qg.s.p.

(Davis & Minglioli,

140 g
860 g
16 g
20 g

2 g

1000 ml

Adicionam~-se 10ml dessa solucldo estoque M. M. 20X

para 200ml de Agar &% e acrescenta-se glicose para concentracio

final de O.%%.

3.1.1.7-Meio BHI e BHI-4gar (Brain heart infusion)

O meic de cultura infusi3o de cérebro coracio (BHID

usado foi de procedéncia da Biobras. Para o preparco do meio BHI

sélido foram adicionados ac BHI liquido 1.,5% de agar.

3.1.1.8-Meio SOC.

Bacto-triptona
Extrato de levedura
Nacl

Kcl (250mMD>

HZO destilada g.s.p.

20,0 g
5,0 g
0,5 g

10,0 ml

1 000, Oml
pH 7,0

Lpés autoclavagem do meio, foram adicionados 20ml de

uma solucic de glicose 1M, esterilizada por filtrac3o.
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3.1.2-Solucdes e Reagentes de uso geral:

3.1.2.1-Solucio Alsever:

Glicose 20,850 g
Citrato de sédio 8,00 g
NaCl 4,20 g
HZO destilada qg.s.p 1000,00 ml

© pH da soluc3c deve ser ajustado para 6,5
com Acido citrico, e a solucl3o deve ser esterilizada por

filtracio.

3.1.2.2-Tamp3o PBS 0O, OSM:

adTampio fosfato pH 7,4:
KZHPO4 1M preparar S00ml
KHZPO4 iM preparar 300ml

Ajusta-se o pH misturando-se as duas

sol ucdes.

bBO>NaCl 3M:

Para o preparc de 1000ml de tamp3oc PBS,
a SOml da solucio'b" e

adicionaram-se 50ml da solucio a

completa-se o volume para 1000ml com Agua destilada.
3.1.2.3-Solucdes para extrac3o de DNA plasmidial:

3.1.2.3.1-Solucdo I (Tris-Cl} 25mM pH 8.0;
glicose 50mM; EDTA 10mM).

Tris 00,3028 g
Clicose anidra 0,8008 g
Soluclo estoque EDTA O.BM z,0000 ml
HZO Mili-Q qg.s.p. 100,0000 ml
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3.1.2.3.2-Solucio I1I C(NaOH O.2N; SDS 1%

Solucio NaOH 10N 200,0 ul
Solucidoc SDS 10% 100,0 ul
HZO Mili—Q esteril.qg.s.p. 9,7 ml

3.1.2.3.3-Solucio Acetato de sédio 3M:
Acetato de sédio . 3H20 27,21 g
HZO Mili-Q esteril.qg.s.p. 200,00 ml

3.1.2.3.4-Solucdo 111 CAcetato de sédiod

Solucio de Acetato de sbédic 3M 60,0 ml

Acido acético glacial 11,5 ml
HZO Mili-Q esteril g.s.p. 28,5 ml
pH 4.8

3.1.2.3.5-Solucio IV:
Acetato de sédio O,1M
Tris—-HCl1 ©.O0OCSM pH8, 0

3.1.2.3.6-Soluc3o azul de ressuspensio b6X
(Ficoll 400 15%; azul de bromofenol 0.25%; xileno cianol FF
0.25%; RNAse A O.img mld.

Ficoll 400 7,500 g
Azul de bromofenol 0.128 g
Xileno cianol FF 0,128 g
Solucio estoque RNAse 50C, 000 wuil
HZO Mili-Q esteril.qg.s.p. 50,000 ml
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3.1.2. 4-Solucdes para eletroforese de DNA em gel

de agarose.

3.1.2.4.1-Tampio TEB 5X:

Tris 54,0 g
Acido bdrico 27,5 g
Soluglioc de EDTA O.5M 20,0 ml
HZO Mili-Q esteril.qg.s.p. 1000,0 ml

3.1.2.4.2-Tamp3o TEB 1X (Tris-borato 0. 09M pH
8, 0; EDTA 2mM.

Tampaoc TEB SX 200 ml
HzO destil. qg.s.p. 1000 ml
pH 8,0

3.1.2.5-Solucdes para visualizacio de DNA em U.V.:

3.1.2.5.1-Soluczo Estoque de Brometo de
Etidio 1%.

Brometo de etidio

HZO Mili-Q esteril qg.s.p. 100 ml

[
{e]

3.1.2.5.2-Solucdo Corante de Brometo de Etidio
C0.5ugN\mlD).

Solucio estoque de

Brometo de etidio 1% 50 pi

‘.A
o
O
3
i

HZO dest g.s.p.
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3.1.2.8-Solucdes para teste de toxina STa:

3.1.2.6.1-Solucio Azul de Evans 2%:

Azul de Evans 2 g

Solucic salina 0.85% 100 ml
esterilizada qgq.s.p.

3.1.2.7-Srlucdes para visualizacdo de fimbrias

através de microscopia eletrdnica:

3.1.2.7.1-Soluc3o de parldédio 0.5%:

Parlédio 0.250 g

Acetato de Amila g.s.p. 50,000 ml
v

0 parlédio (Sigmad foi dissolvido no

. . (=)
acetato de amila em um frasco escuro e mantido a 4 C.

3.1.2.7.2-Solucio de PTA 1%C Acido

fosfotingsticod:

Acido fosfotingstico 0.5 g
Hzo Mili Q esterilizada g.s.p. 50,0 ml

C acido fosfotuingstico (Sigma> foi
dissolvido em 40ml de HZO Mili Q esterilizada e o pH da solucie
foi ajustadec para pH7.2 com KOH 10N sends, a seguir, o volume
completado para S0mi. A solucdc foi filtrada em membrana Millipore
C.22um (Swinex 13mm> diretamente em frascos esterilizados e

. C o
armazenada a 4 C
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3.1.2.7.3~-Tamp3o PBS pH7.ea:
O Tamp3oc PBS pH7.2 & o mesmo descrito no
item 3.1.2.2.
3.1.2.8-Solugdes para SDS-PAGE:
As solucdes e tampdes utilizados no preparo
dos géis de poliacrilamida-SDS, seguiram as especificagdes do
“"Hoefer Electrophoresis Catalog and exercises (1890-189915".

3.1.2.8.1-Marcadores de peso molecular:

Foi utili)zado o kit de marcadores de peso

mol ecular da Pharmacia.

Proteinas PMCKdD
Alfa—lactalbumina 14. 4
Inibidor de tripsina 20.1
Anidrase carbénica 30.0
Ovalbumina 43.0
Al bumina , 687.0
Fosforilase b 94.0

O "pool" de proteinas foi dissolvido em
100ul de tamp3dc de eletroforese, contendo 2.85% de SDS e 5% de
beta-mercaptoetancl. A mistura foi fervida a 100°C em banho maria
por 5 min.

A soluc3oc de proteinas foli armazenada a
-20°C. Para a aplicac3c em géis e serem corados com prata, a

solucio foi diluida 20 vezes.
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3.1.2.8.2-Solucdes para coloracio de prata:

3.1.2.8.2.1-Fixador (Etanol 5S50%; acido
acético 12%; 0.5ml/1l de formaldei{ido 37%.

Etanol 500,0 ml
/cido acético glacial 120,00 ml
Formaldeido 37% 0,5 mi
HZO Mili Q g.s.p. 380,0 ml

3.1.2.8.2.2-Solucio de etanol 50%

Etanol S00 ml
HZO destil ada 500 ml

—

3.1.2.8.2.3-Solugio de pré~tratamento

(Tiossulfato de sbédio 0.02%

NaZSZO3 0,086 g
HZO destilada qgq.s.p. 300,00 ml
.3.1.2.8.2. 4-Solucio de impregnaciao

CNitrato de prata 0.2%; 0.75 ml/1l de formaldeido 37X

AgNO3 0,6 g
Formaldeidoc 37% 225,00
HZO destilada qgq.s.p. 300,00 ml
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3.1.2.8.2.5-Solucio reveladora (Carbonato
de s&dio B%; tiossulfato de sédio 0.4 mg%X; 0.5 ml/1l de formaldeido
37%

NaZCO3 18 g

Solugdoc de pré-tratamento 5 ml
Formaldefido 37% 150 ul
HZO destilada q.s. p. 300 ml

3.1.2.8.2.6~Solucao de bloqueio de

revelacio (Metanol 50%; Acido acético 12X

Metanol 500 ml
Acido acético glacial 120 ml
HZO destilada g.s.p. 380 ml

3.1.2.8.2.7-Solucio de metanol S0X%
Metanol S00 ml

HZO destilad$ g.s.p. 500 ml

3.1.2.8.2.8-Solucio de preservacio I
" *2tanol 3020

Metanol 300 ml

HZO destilada g.s.p. 700 ml

3.1.2.8.2.9~Solucio de preservacio 11

C(Glicerol 3%

Glicerol 30 ml
HZC destilada qgq.s.p. 1000 ml
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3.1.2.9-Sovlucdes para western-blotting:

3.1.2.98.2-Solucio transferéncia:

Glicina 5,80 g
Tris 11,80 g
SDS 0,74 g
Metanol 400 ml

Hzo Mili Q ccompleta para 2l.
pHS8, 3

3.1.2.9.3-Solucio blogqueio:

Leite desnatado 5 g
PBS q.s.p. 100 ml
Tween 20 S0 pl
3.1.2.10-Solucdes utilizadas na marcaclo da

sonda molecular X99 e no teste de hibridizac3o:

3.1.2.10.1-Tamp3o de "nick translation" (10X

Trizma base 500 mM
MgClz 850 mM
2—B-—mercaptoetanol 100 mM
BSA 0, 5ng-ml
pH 8,0
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3.1.2.10. 2-Tampio de ressuspensio de

nucleotideos:

Trizma base S mM
NazEDTA 1 mM
2-B-mercaptoetanocl 2 mM
Etanol p.a. 50%
pH 7.8

3.1.2.10.3-Tamp3o para a diluicio da DNA

Polimerase 1:

NaCl 100 mM
Tris HCl pH7.4 10 mM
MgClz 7 mM
DTT i mM
3.1.2.10. 4-Soluc3o de desoxinucleotideos
trifosfatados 10mM:
Foram preparadas sol ucdes de
desoxiguanosina, desoxitimidina e desoxicitosina trifosfatadas

(P-l.-Biochemical> em tampioc de ressuspensio de nucleotideos
(3.1.2.10.2>. Estas soclucdes foram estocadas a -20°C e no momento
do uso, diluidas em 4&gua Mili Q esterililizada C(concentracio

final de 1imM para cada nucleotideod.

3.1.2.10.5-So0lucio de desoxinucleotfdec

radiocativo:

o . 2 . .
A solucido de Ca=-2p> desoxi adenina
2 - ~ ~
trifosfatada C(la->2P) dATP), na concentracido de 100uli-ml em
~ e o - O s
tampdao TE. Essa solucio {oi conservada a -20 C, em um recipiente

de chumbo, e renovada mensal mente. ~
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3.1.2.10.6-Solucio de DNA Polimerase 1:

A solucido foi preparada no momento do
uso, diluindo-se a solucidoc estogque de DNA polimerase I a 10U /ul

(Biolabs) na proporc3o de 1:4 (V/VD no tamp3io descrito no item
3.1.2.10.3.

3.1.2.10.7-Solucido de DNase tipo I:

No momento do uso, a solucio de DNase
foi preparada a partir de uma scluc3do estoque de DNase tipo I a
img-ml (Sigma D4763) diluindo-se 1ul, 500 vezes em adgua Mili Q

esterilizada.

3.1.2.10.8-Solucio de NazEDTA a O0,5M pH8. O:

Apbds dissolucioco a quente do NazEDTA,
'ajustou—se o pH com NaOH a 10N e completou-se o volume com agua

Mili Q e a soluc3o foi, ent3o, autoclavada.

3.1.2.10.9-So0lucio de DNA carreador:

Foi preparada uma soluci3o de DNA de
esperma de salmi3oc em tamp3c TE; numa concentracio de 10ng-ml.
Essa solucdc foi submetida a © passagens sucessivas por uma
agulha 38mmXi2mm e, a seguir, a mais 5 passagens por uma agulha
25mmX7mm, para que o DNA carreador fosse reduzido a fragmentos de
aproximadamente 10° daltons. Apdés o preparo,

estocada a -20°C.

essa solucio foi
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3.1.2.10.10-Solucio salina padr3o com citrato
(SSCH>: pH7, 0 (20X

NaCl 3 M
Citrato de sédio 0,3 M

3.1.2.10.11~Solucio de Donhardt (S0X):

Ficoll 400000 5 g
Polivinil pirrolidona 8 g
Sorocalbumina bovina 5 g
HZO Mili Q 500 ml

33i.2.10.12-Solucio de hibridizac3o:

Formamida (Riedel —de—Ha&n> pH7.5 50%
SsC B
SDS para volume final de 0,1%
Na EDTA ' 1 mM
Solucio de Denhardt 1X
3.1.2.11-Tampdes e solucdes para biologia
molecul ar:
3.1.2.11.1-Tamp3o E8 para a digestio
enzimitica

Tris. HC1 1 606mM
NaCl 500mM
Beta mercapto etanol 70mM
MgCl2 70mM

O pH fol ajustade para 7.5 com HC1C1:10D

40



3.1.2.11.2-Tamp3o para reacdes enzimiticas
“One Phor All Buffer Plus" de procedéncia da "Pharmacia LKB

" Reagentes e Diagnédésticos'.

3.1.2.11.3-Enzimas:

Todas as enzimas uwtilizadas foram de

procedéncia da “Pharmacia LKB Reagentes e Diagndsticos®.

3.1.2.12-5SPE 20X:

NaCl 174 g

NaH PO .H O 27.6 g
2 4 2

EDTA 7,4 g

3.1.2.13-Tamp3o T4 quinase 10X:

Tris-HCl ) 0.5 M
MgCl2 0,1 M
DTT S0 mM
Espermidina 1 mM
EDTA 1 mM

3.1.2.14-Tamp3o TNE:

Tris-HCl 10 mM
NaCl 100 mM
EDTA 1 mM
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3.1.2.15-Soluc3o de pré-hibridizacdo da sonda F41:

SSPE 20X 25 ml
Denhardt’'s 100X S ml
SDS 10% 5 ml
Hzo mili Q esteril. 65 ml

3.1.2.16-Solucio de hibridizac3o da sonda F41:
Solucio dJde pré-hibridizacdoc (3.1.2.15>
com a adicg¢3co de 180p1 da sonda F41.
3.1.2.17-Solucido de lavagem I1:
SSPE 20X 40

SDS 10% 4
HZO mili Q para volume final de 400ml

g R

3.1.2.18-Solucio de lavagem II:

SSPE 20X 75 ml
SDS 10% 3 ml
HZO mili Q para volume final de 300ml



3. 2. METODOS:

3.2.1-Determinaciao do nivel de resisténcia a

antimicroblianos:

Os niveis de resisténcias a antimicrobianos das
amostras foram ensaiados em concentragdes crescentes dos mesmos
{0; 1.0, 2.0; 5.0; 10; 20; 5BO; 100; 200; B00; 1000ug~mld em
placas contendo meio LA, As amostras foram crescidas em meio LB
por 18 horas a 37°C e, a seguir, inoculadas com o auxilioc de
multi-al¢a, em placas contendo meioc LA. Estas placas foram
incubadas por 18 a 20 horas a 37°C. Os antibidtices., de marca
Sigma, que foram utilizados s3o0: Canamicina CKmd, estreptomicina

(Smd, clorafenicol (Cmd, ampicilina {(Ampd, tetraciclina (Tc2> e

Adcido nalidixico CAnD.

3.2.2—Detec;50 do fator de colonizagcio "“F42'":

A presenca da fimbria “F42" na superficie de bactérias
foi detectada através de reaclio de aglutinacidoc em lamina de
vidro entre hemicias de determinados animais e as amostras
bacterianas portadoras destas estruturas.

Foram utilizadas hemacias de cocbaia, de cavalo, de
carneiro, de galinha e humanas. Os sangues de carneiro, de cobaia
e de cavalo foi colhido em tubo esterilizado contendo solucao
Alsever , cujo volume foi aproximadamente igual ao do sangue
colhido, e o sangue de galinha foi colhido em tubo com citrato
de sbédic 3,8% com volume aproximadamente igual ac do sancue
colhido. Apds homogeinizacio, as hemacias de carneire foram
centrifugadas por £ minutos a 2000rpm para se retirar a solugac
de Alsever, e, a seguir, ambas as hemacias (Ccarneiroc e galinhad
foram centrifugadas por B minutos a 2000rpm apds acréscimo de
solucldo salina 0,18M (volume 1:13. © socbrenadante foi retiraco.
e tampaoc PBES pH 7,2 (volume 1:12 adicionado ao sedimento de
hemacias. Apds este procedimento a suspensdc de hemicias feoa

centrifugada novamente por S5 minutos a 2000rpm, o© sobrenadante
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descartado e o© mesmo procedimehto repetido mais uma vez com
tampio PBS pH 7,2 + 0,5% D-manose. Uma solucio de hemicias de 1%
foi preparada em tampio PBS pH 7,2 + 0,5% D-manocse.

As bactérias foram crescidas por 18 horas a 37°C e por
48 horas a 18°C em meio LB e posteriormente semeadas em placas
contendo meic minimo ou meioc CFA e, a seguir, incubadas por 18
horas a 37°C e por 48 horas a 16°C. As culturas foram raspadas
com palito de madeira achatado esterilizado e homogeinizadas
sobre uma lamina de vidro em presenca de 5BOul de suspensdo de

hemacias geladas.

3. 2. 3-Deteccio de enterotoxina STal(Dean et alii, 1973D:

Para detec¢d3oc da producdc de enteroctoxina STa pelas
amostras bacterianas, estas foram cultivadas sob agitac3oc (150rpm
a 370> por 18 horas em meio CAYE e centrifugadas (3000rpm por 30
minutos>. 1ml do sobrenadante obtido foi misturado com azul de
‘Evans 2% e 0,1ml deste foram inoculados wvia intra-gastrica em
camundongeos de aproximadamente do:s dias de idade ( para cada
amostra foi utilizado um lote de 4 a S camundongosY>. Apds um
periocdo de 3 a 4 horas a temperatura ambiente, os camundongos
foram sacrificados e estabelecida uma relac3o e;tre o peso do
intestino e da carcaca. Seupre que esta relacaoc foi igual ou
superior a 0,038 (devido a liberac3c de 1liquidos na  luz
intestinald a bactéria foi considerada produtora de
enterotoxina. Em todos os testes sempre foram incluidas duas
amostras controle: uma positiva (56770 e outra negativa (DHSaO

para producido de STa.

3.2. 4-Teste de producio de bacteriocina:

As amostras bacterianas foram crescidas em meio BHI por

18 horas a 37¢C, e uma gota dessas amostras foi inoculada em

i - r g > Lot <
rlaca contendo meioc BHI-dgar e <rescida por 18 horas a 37 C. A
seguir, colocaram-se 3ml de clorofdérmio nas tampas das placas
invertidas das amostras a serem testadas, para matar as
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bactérias, por 30 minutos 2 temperatura ambiente. Apds este
pericdo de tempo, as placas foram secas semi —abertas a
temperatura ambiente por 0,5h e, a 37°C por mais O, Sh.

Foram inoculados 100ul da bactéria indicadora 22R80
Ccrescida em meio LB por 18 horasd) em 4ml de meioc BHI-agar
semi-sdlido fundido a 50°C, e este vertido sobre a placa das
amostras a serem testadas e, os mesmos, incubados por 18h a 37°C.

O resultado foi considerado positivo quando houve a formac3o de

placa de lise, e negativo quando n3c ouve a formacdo da placa.

3.2.5-Estimativa dos pesos moleculares dos plasmidios

das amostras estudadas:

Os pesos moleculares dos plasmidios encontrados nas
amostras foram estimados com base na niobilidade eletroforética,
em comparac3oc com a migrac3o de plasmidios com pesos moleculares
conhecidos. O método de Meyers et alii (1976>, baseado na relacio
inversa entre a migracio e o peso molecular de um determinado
ﬁl asmidio, foi usado como referéncia nesta analise,
determinando-se o logaritimo do peso molecul ar dos plasmidios com

peso molecular conhecido, contra a migrac3o em centimetros.

3.2.6-Selecio da resisténcia ao antimicrobiano

estreptomicina:

A bactéria foi crescida em meico LB por 18 horas a 37°¢C
e, a seguir, 100yl foram transferidos para meic LB contendo
antibidtico estreptomicina na concentracio de lug~ml, e crescida
por 18  horas a 37°C. 1001 desta amostra foram, entio
transferidos para meio LB contendo estreptomicina na concentracio
de 2Zug~ml, e ¢ m=smo procedimento repetido com concentracdes
crescentes de estreptemicina C4pg~ml, 8Sug~ml, 186ug~ml, 3zZug-ml,

B4ug ml, 128pg~ml, Z2Z56ug~mlo.



3.2.7- Extrac3o evisualizac3io de DNA plasmidial através

de eletroforese em gel de agarose:

Para a extragio evisualizaclo dos plasmidios existentes
nas amostras foi utilizado o método descrito por Birnboim & Doly
(1978> modificado.

As diferentes amostras foram crescidas em meio LB por
18 horas a 37<C e deste , 1,4ml foram transferidos para tubos
Eppendorff, os quais foram centrifugados a 12000g por 1 minute e
o sobrenadante desprezado. Os sedimentos, assim obtidos, foram
ressuspendidos com o auxilio de uma micropipeta em 100ul da
solucdco I e mantidos no aqelo por 1 minuto. A seguir, foram
adicionades 200ul da scolugio 11 sobre esta solucio, & as mesmas
misturadas através de inversi3o lenta dos tubos e estes
colocad>s no gelo por 3 minutos. Apds este periocdo de tempo,

foram adiciocnados 180ul da solucdo II1I nestes mesmos tubos, oS

quais foram, novamente, agitados por inversio e, a seguir,
colocados no gelo por 15 minutos. A seguir, os tubos for-m
centrifugados (C12000g- 5 minutos> e 400u1 do sobrenadante
transferidos para ::tré tubo . A estes tubos foi adicionado 1ml

de etanol (-20°C), e os mesmos homogeinizados por invers3o -.uave

e mantidos a -20°C por 1 hora. Apds este periodo, os tubos

Eppendorff foram centrifugados C12000g- 5 minutos), os
sobrenadantes desprezados e os sedimentos, apds serem secos,
ressuspendidos em S0ul da solucdo I. 18511 desta solucio

foram passados para outro tubo, ao qual foram adicionados Sul
de socluclic azul de ressuspensio e aplicados nas canaletas do gel

de agarose para a corrida.

3.2.7.1-Preparo, montagem e corrida do gel de

agarose:

Para o preparc da gel de agarose, foi wtilizada
agarose (Pharmacia, NAY em diferentes concentragdes em tampio
TEE. A agarose foi fundida em forno de microondas, resfriada a
aproximadamente BO°C e vertida cuidadosamenie sobre uma placa de

vidro mantida em posigdo horizontal. Em uma das extremidades
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Ccerca de 2.0 cm da Dbordad foi colocado um pente de acril: :o
contendo do. » dentes, medindeo 6.0 X 1858 X 2.5 mm a uma distancia
de 1.5 mm acima da p.aca de vidro.

Apds a polimerizacio do gel, o pente foi
cuidadosamente removido e o conjunto placa-gel submerso em tampi3o
TEB em cuba de acrilico para eletroforese horizontal. Foi
aplicada uma corrente de 18mA por cerca de 15 minutos (até as
amostras entrarem no geld. Em seguida foi aplicada uma tensao de

sy 2 . . .
5V.ecm até o final da corrida.

3.2.8~Visualizac¢3do de fimbrias através de microscopia

eletrdnica:

3.2.8.1~Preparo das telas de microscopia

eletrénica

L5 telas de cobre de diametro de 400 "Mesh" utilizadas
em microscopia eletrdnica foram preparadas através da deposigdo
de uma pelicula de parlédédio e, a seguir, metalizadas com carbono,
segundo as esp=cificacdes do Centro de Microscopia Eletrdénica da

UNI CAMP.

3. 2. 8. 2-Preparo das amostras bacterianas,
coloracio negativa com PTA e visualizac3o de fimbrias através de

microscopia eletrdnica:

As amostras bacterianas Ccrescidas a 37°C ou a 187
foram semeadas em placas contendo os meios CFA e meico minimo a
partir de um pré—-indculc em 3ml de meioc LB, © qual foi incubado
por 18 horas a 37°C e 48 horas a 16°C. As placas foram invertidas
e incubadas por 18 horas a 37°C e a 48 horas a 16°C.

Com © auxilio de palitos achatados de madeira, um
raspado do crescimento bacteriano foi delicadamente ressuspendido
em 100ul de PTA 1% e imediatamente transferidos para uma tela de

cosre utilizada em microscopia eletrdnica. Apds 2 minutos o

47



excesso foi removido com papel absorvente e a tela recolocada em
um porta telas para secagem. '

As telas secas foram visualizadas em um microscdpio
eletrdénico de transmissio modeloc EM-38, sob aumentos de 9. B04X e
27.777X. As fotomicrografias eletrdnicas foram feitas en filme

{odalite (Kodak) e ampliadas em papel fotografico Kodak F3.

3.2.9-Extracio de proteinas de superficie e

eletroforese em SDS-PAGE:

3.2.9.1-Extrac3o de proteinas de superficie:

As amostras 5677, 103 Sm', 103-TXPS, foram crescidas a
16°C C4A8 horasd = 37°CC18 horasd em meic de express3dc CFA. Foram
ressuspendidas em tampidc PBS (+ ou - 3.0ml volume finald, foi
feito "shearing'" C(10XD> através de seringa e agulha de bisel
30-18, e foram vortexados por mais ou menos S segundos,
.centrifugados a 12000g por 2 minutos. Os scobrenadantes foram
coletados, e a estes, adicionou-se TCA para uma conc:ntracioc
final de 10%, e, a seguir, foram colocados em gelo por mais ou

menos 30 minutos. A seguir, centrifugou-se esta suspensdo por 5

minutos a : 2000g, desprezando-se o©  sobrenadante, iml ae
etanel —éter c1:15 foi adicionado ao sedimento e este
homogeinizado em vértex e mantido no gelo por 30 minutos. Este

procedimento foi repetido mais uma vez. Ent3o, centrifugou-se o
material a 12000g por B minutos, retirou-se todo o sobrenadante,
secou-se © tubo 2a temperatura ambiente, e ressuspendeu-se em
200ul de tamp3o de ressuspensdco da amostra. As amostras foram
fervidas por 5 minutos na autoclave, centrifugadas, novamente, a
12000g por B minutos, e o sobrenadante coletado. 20ul deste

sobrenadante foram aplicados em SDS-FPAGE.
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3.2.9.2-Eletroforese em SDS-PAGE:

A eletroforese das proteinas de superficie foi
realizada no sistema descontinuoc dissociante de Laemmli (1970D
(S °-PACE>, em equipamento Pharmacia Sistema 2001. A montagem dos
géis seguiu a metodologia descrita no Hoefer Electrophoresis
Catalog and Exercises (1990-1931).

Apdés a montagem do gel de separacdo (12,8% e do gel de
empacotamento (4%, as amostras de proteina foram aplicadas com
seringas Hamilton de S0ul.

Os géis foram montados na cuba de eletroforese e
submersos em tampac. A corrida eletroforética consistiu de uma
pré-corrida sob tens3o de 100V até a entrada das amostras no gel
de separacio; e de 150V, até que o azul de bromofencl atingisse o

final do gel de separacio.

3.2.9.3-Coloracio de prata:

A coloracio das proteinas seguiu a metodologia descrita
por Blum et alii (18872, com modificag¢des. A sequéncia de

coloracdo encontra-se na tabela abaixo.

Sol ugcdes tempo de tratamento
Fixador > 1h
Etanol S0% 3 X 20’
Solucdo de pré-tratamento 1
Agua destilada 3 X 20"
Solucic de impregnagio 20’
Agua destilada 2 x 20"
Sclucio revel adora 107
Agua destilada 2 X 2z
Solucdo de blogueic 10°
Metanol 50X > 20

Depois de corado, o gel foi transferido para uma cuba

contendo a soluci3o de preservagio I, por 20°, e na solugdoc de



preservacao II por mais 30°.
Os géis foram plastificados com papel celofane e

submetidos a secagem por 3-5 dias A temperatura ambiente.

3.2.10-Reacio das amostras com antissoros anti-F42,

anti-F41, anti-K88, anti-987P, anti-K99 e anti-CS31A.

As amostras 103 Sm', 103-11C, 103-TXP6, 5S67.7, B4l
(produtora das fimbrias F41 e K933, B41M (produtora da fimbria
F41>, 31A (produtora da fimbria CS31A> e ORN11S5S (produtora de
fimbria tipoe 1> foram crescidas em meio LB por 18 horas a 37°C.
Fosteriormente, estas amostras foram inoculadas em meio CFA (meio
de Express3o de fimbriasd) e crescidas por 18 horas a 37°¢C.

As culturas foram raspadas c¢com palito de madeira
achatado esterilizado e homogeinizadas sobre uma lamina de vidro
em presenga de B0ul de antissoro.

Os antissoros testados foram: anti-F42, anti-Fs41,
anti-K99 e anti-CS31A (produzidos pelo Depto. de microbioclogia e
'Imunologia da UNICAMP; e os antissoros anti-K83, anti-Kg88 e

anti-987F (C(comerciais).

3.2.11-Adsorc30 dos antissoros anti-F42, anti-F41, e
anti-CS31A contra a amostra ORN115 (crescida a 37°C) e as
amostras 5677 e 103 (crescidas a 16°C).

A amostra OCORN115 & produtora de fimbria tipo 1. Esta
amostra foi crescida em SOml de meio LB por 48 horas a 37°C.

Foi centrifugado 1ml da amostra ORN11S a 12000g por 30
segundos, © sobrenadante desprezado e aoc sedimento adicionou-se
iml do antissoro a ser adsorvido Canti-F42, anti-F41,
anti-CS314A>. C sedimento foi homogeinizado delicadamente no
antissoro com um palito de madeira achatado esterilizado, e o
tubo eppendorf colocado sob agitacio suave por 20 minutos i
temperatura ambiente. Apds este pericdo, a suspens3o de antissoro
em adsorcg¢io foi centrifugada a 12000g por 30 segundos, para a

eliminacdoc da bactéria, e o© sobrenadante recuperado. Este
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procedimento foi realizado com os diferentes antissoros, até que
estes deixaram de reconhecer a amostra ORN11S.

Estes mesmes antissoros Canti “F42", anti-F41 e
anti-CS31ad foram adsorvidos contra as amostras 5677 e 103. Para
isto, as amostras 5677 e 103 foram crescidas em meio LB por 48
horas a 18°C e posteriormente cultivadas em meio CFA por 48 horas
a -8°C. Essas amostras foram raspadas com palito de madeira
esterilizado e homogeinizadas em tubos eppendorf com os soros a
serem adsorvidos, os tubos foram colocados sob agitac3o suave i
temperatura ambiente por 20 minutos, centrifugados por 1 minuto a
12000g e ¢ sobrenadante recolhido. Este procedimento foi
repetido até os antissoros deixarem de reconhecer as amostra

8677 e 103 crescidas a 18°C.

3.2.12-¥Western blotting das proteinas de superficie das
amostras 5677 e 103 Sm com os antissoros anti-F42 n3o adsorvido

e adsorvido e anti-F41 adsorvido.

Foi realizada a extrac¢io de proteinas de superficie das
amostras BSB67-7, 103 Sm' e B41 (crescidas a 37°C) conforme
descrito no item 3.2.8.1 e procedida a eletroforese em gel
denaturante de poliacrilamida-SDS 12. 8%.

Foram cortadas duas folhas de papel Whatman 3mm e uma
folha de filtro de nitrocelulose no tamanho exato do gel, e um
dos éantos do filtro foi marcado com lapis préprioc. O filtro foi
transfer:do para superficie de Agua deionizada, para umedecé-lo
por capilaridade, e ent3o, mergulhado por no minimo 5. Os papéis
Whatman foram transferidos para um recipiente com tampiao de
transferéncia.

Depois de montado o© aparato de transferéncia,
aplicou-se a este, uma corrente de O.GSmA/cm2 por 1.5-2.0 horas.
O filtro foi transferido para um saco plastico contendo solug3o
bl oqueadora CO.1mlem®> e incubado por 18 a 20 horas sob agitac3o
gentil a temperatura ambiente. A solucdo blogueadora foi
descartada e um volume igual de soluc3do blogueadora com anticorpo
primario Cantissoros> (1:500> foi adicionada ao saco pléastico

contendo o filtro de nitrocelulose. Este foi incubado a



temperatura ambiente por 2 horas. O filtro foi lavado 3 vezes por
10 minutos com tamp3o PBS e imediatamente incubado com o reagente
imunoldgico secundario Cantissoro anti-F42) (1:3000> por 2 horas
h temperatura ambiente. O filtro, depois de uma lavagem final com
tamp3o PBS, foi transferido para um recipiente contendo solugio
NaCl 150mM e Tris Cl SOmM (pH7.8> e incubado por 10 minutos a
temperatura ambiente. Este, foi, entic, incubado por 1 hora 2
temperatura ambiente em solucdo bloqueadora livre de azida sdédica
e fosfato com antissoro secundario, foi transferido para
recipiente contendo NaCl B0OmM e Tris Cl SOmM (pH7.8> e incubado
sob gentil agitacd3o por 10 minutos. Esse passo foi repetido mais
3 vezes. Transferiu-se o filtro para um recipiente com
diaminobenzidina (Bmg-10ml de 10mM Tris <1 pH7.868> (OC.1ml de
soluc¢lo para cada em® de filtrod. Adicionaram-se 10ul de HZDZ e a
reaczo foi monitorada cuidadosamente. Quandoe as bandas estavam
coitn a intensidade desejada, o filtro foi lavado brevemente em

dgua e transferido para um recipiente com PBS.

3.2.13-Conjugacio entre as amostras 103 Sm e

HB1 01 C(pMR53:

A amostra HB1O1(pMRB) possui o© plasmidio pMRS que
apresenta marcas de resisténcia acs antibidticos Km e Tec. Este
plasmidico possui o transposon Tn801 que apresenta marca de
resisténcia para Amp. O plasmidio pMRS & termossensivel e n3o se
replica a 42°C.

A amostra doadora HB10O1(pMRS> foi conjugada com a
amostra receptora 103 Sm'. A amostra HB1O1(pMRS> foi crescida em
meio LB+Ap+Km a 30°C por 18 horas e a amostra 103 foi c¢crescida em
meio LB a 37°C por 18 horas. Diluiu-se a amostra HB1O1(pMRS> de
1:20 em meio LB, e, esta foli incubada em meio LE+Ap+Km a 30°C por
mais ou menos 2 a 3 horas, até entrar em fase exponencial.
Centrifugaram-se 3ml desta cultura a 12000g por 3C segundos,
descartou-se o sobrenadante, acrescentou-se 1ml de LB a0
sedimento, transferindo-se tudo para um uUnico tubo eppendorf, e,
repetiu-se a centrifugacao a 12000g por 30 segundos,

descartando-se novamente o sobrenadante.

52



Centrifugou-se 1ml da amostra 103, crescida em meio LB
a 37°C por 18 horas, a 12C00g por 30 segundos, descartou-se o
sobrenadante, adicionou-se 1ml de meio LB e repetiu-se o
procedimento.

Ambas as amostras (HB101 e 103> foram ressuspendidas
conjuntamente =m 100ul de meio LB, inoculadas em Sml de meio LB e
crescidas por 18 horas a 30°C. A cultura foi, ent3o, plagqueada em
meio MacConkey+Ap em diferentes diluicdes seriadas (1:10, 1:102,
1:103, 1:104, 1:10° e 1:10%e crescida por 18 horas a 37°C.
Selecionaram-se coldnias L.ac+ e estas foram crescidas em melo
LB+Ap a 42°¢ por 18 horas. As amostras foram selecionadas em meio

LA+Ap e LA+AD+K n.

3.2.14-Eliminacio plasmidial com plasmidios de

incompatibilidade.

Posteriormente, cresceu—-se a amostra 103-C, proveniente
da conjugacdo acima, que possui o plasmidio pMRS e n3oc possui
seus plasmidios originais marcados pelo transposon tn801, por 9
repiques de 18 horas a 42°C em meio LB+Ap, visando a eliminacio
do plasmidio pMRS. As amostras foram testadas em meio LA+Ap e

LA+Ap+Km.

3. 2. 15-Experimento de transformacios

3.2.15.1-Extraciao de DNHA plasmidial para a

transformacio:

.

A extracio dos plasmidios da amostra 105-11C foi

realizada conforme descrito no fitem 3.2.7 até a solucao 1IV.
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3.2.15.2-Preparo de células competentes:

A amostra DHSa foli crescida em meio LB por 18 horas a
37°C. Diluiu-se esta amostra de 1:20 em meio LB e esta foi
incubada ne shaker por 1 a 1.5 horas a 37°C a 150 rpm Caté
atingir fase exponencialld. A cultura foi transferida para tubo de
centrifuga C("Sml por tubod e colocada no gelo por 10 minutos, foi
ent3o centrifugada por 10 minutos a SO000rpm a 4°C, o sobrenadante
foi desprezado e © sedimento ressuspendido em‘ZOml de CaClz. A
cultura foi novamente colocada por 10 minutos no gelo e
centrifugada por 10 minutos a 5000rpm a 4°C. ©0s sedimentos dos
dois tubos foram ressuspendidos em 2Zml de CaCl2 e 200pl foram
transferidos para tubos de ensaio pequenos, que foram colocados
no gelo por 3 a 4 horas. Adicionaram-—-se aproximadamente 100pg da
scluc3io de plasmidio (€103-11C) e a suspensio (bactéria-DNAD
deixada por 45 minutos no gelo. Esta suspens3o foi colocada por 2
minutos no banho a 37°C e, a segulr, no gelo por 2 minutos. Apds
este periodo de tempo, foram adicionados 800ul de meio SOC, e a

o

~ = . O
suspensdo colocada para crescer por 45 minutos a 1 hora a 3%

Transferiu-se o material para um eppendorf, centrifugou-se por 2
minutos a 12000g e o sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspendido em 100yl de meio LB. As amostras foram plagueadas
em meio LA+Ap. Como controle positivo da transformacioc,
utilizou-se o pBR322 que & Ap e para testar a viabilidade das
células, plaguearam-se as células DHBa competentes em meio LA e

meioc LA+Ap.

3.2.16~Conjugacio entre a amostra 103~-11C e CB0O:

A amostra CB00 é resistente ao antimicrobiano &cido
nalidixico. A amostra CBOO foi crescida em meio LB+An por 18
horas a 37°C, e foi a receptora. A amotra 103-11C foi crescida em
meio LB+Ap por 18 horas a 37°C e foi a doadora. A conjugacao foi
realizada conforme descrito no item 3.2.13 e as transconjugantes

foram selecionadas em meio LA+Ap+An.
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3.2.17-Conjugac3o c¢com amostras portadoras de plasmidios

le diferentes grupos de incorpatibilidade:

A amostra 103-11C foi conjugada, sendo a receptora, com
diferentes amostras portadoras de plasmidios de diferentes grupos
de incompatibilidade C(tabela 15. A conjugac3c foi realizada
conf orme descrito no item 3.2.13. As transconjugantes
provenientes das conjuga¢des entre as amostras 103-11C e
JBS3-1C(pN3D> e 103-11C e IJS3C(pRA1D foram seleciocnadas em meio
LA+Ap+Tc. As transconjugantes provenientes da conjugac3o entre as
amostras 103-11C e JS3-1(pR40ad foram selecionadas em meio
LA+Sm+Km. As transconjugantes resultantes da conjuga¢ido entre as
amostras 103-11C e IJS3(pRi> foram selecionadas em M. M +Km. As
coldnias transconjugantes resultantes das conjugacdes entre as
amosiras 103-11C e JB53C(pR478D, 103-11C e IB3C(pR702> e 103-11C e
JS3-r1(pSad foram selecionadas em meioc LA+Ap+Km.

Para termos certeza que o plasmidio de
incompatibilidade passou para a 103-11C e n3o ocorreu o
contrario, cresceram—-se as bactérias obtidas acima em meioc
minimo, pois as linhagéns J53, J853-1 r JI83-r1 sio auxotréficas.

Cresceram—-se as transconjugantes de 6 a 7 repiques em
meio LB+ o antibidtico do plasmidio de incompatibilidade a 37°C,
para tentar eliminar os plasmidiocos da amostra 103-11C. As
transconjugantes resultantes das conjugacdes entre as amostras
103-11C e JS53-1CpN3> e 103-11C e IJB3(pRA1> foram crescidas em
meio LB+Tec. As transconjugantes provenientes das conjugacdes
entre a amostra 103-11 e as amostras J53-1Cpk40ad>, JB3CR1D,
JSRCpRA78D, IB3IC(pR702> e IJBZ-rilpSad foram crescidas em meio
LB+Km. E foi feita a selecido visando achar amostras que Livessem

perdido o plasmidio pWSA da amostra 103-11C.

3.2.18-Cura plasmidial com 5SDS:

A amostra 103-11 foil crescida em meioc LB por 18 horas
a 37°C. A seguir, 100uyl dessa amostra foram inoculados em tubos
contendo LB+SDS para concentracdes finais de 1%, 2%, 3%, 5% e

10%. Estes tubos foram irncubados por 48 horas a 42°C, esse



procedimento foi repetido 4 vezes. As ame .tras foram selecionadas

em meio LA e meio LA+Ap.

3.2.19-Conjugacio entre as amostras 103 Sm" e

SM1 OXpirCpRT733):

A amostra SmiOrpirCpRT733) possui o© plasmidio pRT733
CKm" e Ap5> que possuil o transposon TnphoA CKm'>. Este
transposon, possul o gene para a fosfatase alcalina fusionado ao
gene de resisténcia a canamicina, quando hi& a inserc3o deste
Ltransposon no gene de uma proteina do espaco periplasmatico ou da
membrana externa, de forma que o gene para a fosfatase alcalina
se insira "in frame", a fosfatase alcalina € expressa formando
uma ..roteina hibrida com a proteina do espa¢o periplasmitico ou
da membr ana externa e reage com o substrato BCIP
(S-bromo-4cloro-3indolil -fosfatod, também denominado XF, gquando
este esti presente no m=io de cultura com canamicina, originando
coldnias azuis.
' O plasmidio pKRI733 necessita do profago Apir, presente
no cromossomo da amostra SM10, para se replicar. Logo, quando ele
é transferido para outra amcstra que nido possui este profago, ele
ndc consegue se replicar.

A amostra 103 Sm’ foi ¢! escida em meio LB por 18 horas
a 37°C e a amostra SM1OApirCpRT? 33 foi crescida em meio LB+Ap+Km
por 18 horas a 37°C. A conjugac3o foi realizada como
anteriormente descrito no item 3.2.13, porém, apds a ressuspensio
de ambas as amostras em 100ul de meio LB, as amostras foram
inoculadas em um filtro de conjugacic em uma placa contends meio
LA e incubadas por 18 horas a 37°C. As bactérias foram retiradas
do filtro mergulhando-o em un tubo de ensaio contendo iml de LB
por agita¢io suave do mesmo.

As transconjugantes foram seleciconadas em meio

LA+Km+XPC40ug. -mlD>, e as coldnias azuis isoladas.



3.2.20-Conjugac3o entre as amostras 56777 e

SM1OApirCpRT733>:

A amostra BBE7.7 (receptorad foi crescida em meio LB por
18 horas a 37°C e a amostra SMIOApir(pRT733> foi crescida em meio
LB+Ap+Km nas mesmas condic¢des. A conjugagdo foi realizada
conforme descrito no {tem 3.2.i6, e as transconjugantes foram

selecionadas em M. M. +tKkm +XPC40ug-mlD.

3.2.21~Amplificacio e extragdo em larga escala do

plasmidio pFK99:

A amosira contendo o plasmidio pFK@3 foi c¢rescida em
50ml de meico LB a 10%pm por 18 horas a 37°C, esses BOml foram
inocul ados em &80ml de meio LB e crescidos a 180 rpm a 37%¢ até
atingir uma O.D. 0,86 (fase exponencial?, entio, acrescentou-se
2,4p1-ml de cloranfenicol para umaconcentracio final de 170ug-sml
e creceu—se por mais 18 horas a 150rpm a 37°%¢.

A cultura foi centrifugada por 10 minutos a SO000rpm, o©
socbrenadante desprezado e o sedimento ressuspendido em Sml de
solugdo I (3.1.2.3.1> com lisoczima e glicose para concentracio
final de 20%. Deixou-se no gelo por 30 minutos , adicionaram-se
10ml de solucd3o II (3.1.2.3.28>, misturou-se por inversio suave do
tubo 4 vezes, deixou-se no gelo por 5 minutos, foram adicionados
7,85ml de solugdo III (3.1.2.3.3>, deixou-se por mais 30 minutos
no gelo, o sobrenadante foi coletado e o DNA precipitado com
iscopropanol 0,6V a -20°%¢ por uma hora. Este tubo fol centrifugade
por 20 minutos a 12000rpm, o© sobrenadanie descartado e o
sedimento seco em centrifuga a vacuo. © sedimento foi

ressuspendido em 4,5ml de tampio T.E.
3.2.22-Purificacio de DNA plasmidiano por gradiente de
Cloreto de Césio:

Apdés o sedimento ter sido ressupendido em T.E. (4,Smis,

acrescentou-se 1g de Cloreto de Césioc para cada 1ml de solucao e



misturou-se. A seguir, acrescentou-se Brometo de etidio (10mg-/mld
na concentracdc de 0,8ml para cada 10ml de solucdo, acertou-se o
indice de refracio para 1,388 pela adic3o de CsCl ou de tampio
TE. A preparacdo foil centrifugada a S0000rpm por 20 horas a 20°¢.
Apdés a corrida, a banda correspondente ao DNA plasmidiano foi
visualizada em UV longo e coletado com seringa. © brometo de
etidio foi extraido com solucio de butanol saturada com &gua
(3.2.21> e a preparatdo foi dializada contra adgua mili-Q por 36

horas.

2. 2.23-Extracio do brometo de etidio das preparac¢cdes de

DNA:

A preparacio de DNA contaminada com brometo de etidic
adicionou-se igual wvolume de scolucido de butancol saturado com
dgua, misturado por inversdo varias vezes e centrifugada por £
minutos a 12000g. A fase superior contendo o butanol e o brometo
de etidio diluido foi retirada com micropipeta. Repetiu-se tal

procedimento até que a solucio de DHNA estivesse limpida.

3.2.24-Dosagem de concentracio de DNA em amostras

purificadas:

Dilui¢cdes de 100 e BO0O vezes foram preparadas e
analisadas quanto a absorbancia em espectrofotdmetro nos
comprimentos de onda de 2680 e 280nm. Cada 1 unidade de
absorbincia a 260nm € equivalente a SOug-ml de DNA fita dupla. A
relacdc 2860280, em amostras puras deveria apresentar valores

entre 1.8-2. 0.



3.2.25-Digestio de DHA plasmidiano com enzimas de
restricio para obtencio de fragmentos a serem usados como sonda

molecular do gene da fimbria Ka3:

A Sng de DNA plasmidial foram adicionados 1,8yl de
tamp3o apropriado para atividade enzimitica e 1,0u:1 da
endonuclease de restric3o Xbal. Apds misturado, o conteldo do
tubo foi centrifugado momentaneamente e incubado a 37°%¢ por S
oras. Lpds esse periodo, adicionou—se NacCl O,8M para
concentracio final de S0nM e 1,04l da endonuclease de restricio

- . . = -0
Fvull, a mistura foi, entio, encubada por 18 horas a 37 C.

3.2.26-Purificac3o de fragmentos de DNA em agarose tipo

VII ("low melting point', Sigmad:

Agarose '"Low melting point' na concentracido de 1,5%
para purificacido de um fragmento de DNA de 500 pb, foi
dissolvida em tampidoc TEB e uma vez preparade, o gel foli

gelificado em refrigerador c4°c>.

A eletroforese foi conduzida 'a 4°C a 100 volts, sendo
feita pré-corrida a 15mA para entrada da amostra no gel. Apds a
corrida © gel foi c¢coradeo em solucido de brometo de etidio
(o,Bpgsmld e wvisualizado em luz ultravioleta de comprimento
longo. A banda menor correspondenitie ao fragmento 500 pb Cge
Graaf et alii, 18984> foi cortada e transferida para tubo
eppendoerf onde adicinaram-se cinco volumes de tamp3io TE ao
pedaco de agaroée. A mistura foi incubada a B3°C por S minutocs
para derreter a agarose e submetida a extra¢do uma vez com fenol,
uma vez com fenol:clorcidrmio: dlcool iscamilico e uma vez com
cloroférmio: 4lcool iscamilico conforme item 3. 2. 25.

A fase aquosa fol entio submetida & precipitacdo de DNA
com etanol na presenca de 0,25 volumes de 10M de acetato de

aménio.
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3. 2. 27~Purificacio de DNA plasmidial através de
extrac3o com fenol:cloroférmio:dlcool iscamilico (Sambrook et

alii, 1989>:

A tanda de agarose contendo o fragmento a @ ser
purificads ¢ correspondente a um volume de 400yl de fragmento foi
transferida para tubos eppendorf e o© mesmo volume da mistura
fenol:clorcférmio: Alconl iscamilico foi adicionado e agitado até
a formac3dc = uma emuls3oc. A mistura foi centrifugada a 12000g
por 30 segundos A temperatura ambiente. A fase superior, que & a
fase aquosa, onde estid o DNA, foi transferida para novo tubo,
descartando-se a fase fendlica e a interface. A extrac3o foi
repetida até que nenhuma proteina fosse visivel na interface.
Adicionou-se ent3oc igual volume de clorofdrmio:alcool iscamilico
(24:1)> e apds agitacldo, c¢ o ntrifugacdo e recuperagao da fase
superior. o DNA rfoi precipitado com 2,8V de etanol apds a

correcio da concentracic de NaCl.

3.2.28-Desnaturacio de DNA em gel para posterior

hibridizacdo com sonda K99:

0 gel foi colocado em uma solucdo desnaturante (NaOH
1N, MNaCl 0,B8M> durante 40 a 45 minutos & temperatura ambiente,
foi lavado com dgua algumas vezes para tirar o excesso de solucio
desnaturante. O gel foi colocado novamente em solucio
desnaturante (NaCl 1,5M, Tris O,5M pH7.5> a temperatura ambiente
por mais 40 a 45 minutos, foi ent3oc transferido para uma folha de
papel de filtro 541 ou 3M molhada em solucdc neutra ou agua, foi
feito um "sanduiche' com outra folha de papel de filtro molhada e

foi colocadso no gel dryer por no minimo 20 minutos a 80°C.

3.2.29-Marcac3io dos fragmentos de DNA com nuclecotideo

radioativo:

A marcacido dos fragmentos de DNA com C1o-"?P 1 -dATP> foi

calizada através da téecnica de "Nick translation®.
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Em um tubo eppendorf foram adicionados os seguintes
componentes: Sul de DNA (40ug/mlD(Framento K99, 2,5ul de tampio
de *“nick translation', 1,04l de sorcalbumina bovina (1,BSugruld,
2,0ul de mistura de nucleotideos (1mMd, &2,0ul de solucdo de DNase
cang-uld, 1,0ul de solucdo de DNA polimerase I (2,5U-/uld, 1.0ul
de soluc3o de Cloa-2P] dATPD C100uCi- ml> e 25ul de 4agua mili-G
q.s.p. esterilizada.

0s componentes foram adicionados na ordem descrita,
enquanto o tubo permaneceu em banhoc de gelo. Apds incubacdo a
14°C por 80 minutos, a reacd3oc foi interrompida adicionando-se

Syl de EDTA a O,8M e incubando-se a mistura a 65°C durante S

minutos. Foram, ent3o, adicionados 70ul de tampao TE.

3.2.30~Purificacio da sonda wmolecular do gene da

fimbria KQ9:

A purificac¢io da sonda molecular foi realizada através
de passagem da reac3o em uma coluna de Sephadex G50. Essa coluna
foi construida adicionando-se a suspensdo de Sephadex G50 a uma
seringa plastica, contendo 13 de vidro siliconizada na
extremidade.

Apds o© empacotamento da suspensic, a seringa foi
centrifugada a 3000rpm por 4 minutos em uma centrifuga de mesa
CCelmd, obtendo-se assim, um volume de 0,8ml de resina. A coluna
foi ent3o, lavada duas vezes com 100ul de tampido TE, tomando-se o
cuidado de medir (o] vol ume de tamp3o liberado apds a
centrifugaci3oc. Em seguida, a preparacdo resultante da marcacio
com dAJPaz, foi adicionada A& seringa e submetida a uma
centrifugac3c de 3000rpm por 4 minutos. O material foi coletado e
adicionaram-se 800ul de tamp3o TE ao mesmo. Uma aliguota de Sul
foi retirada do volume total e diluida em 1ml de agua destilada
para a medida da atividade especifica em um cintilador Reckman

CModelo LS-100CY, no canal de °P.
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3.2.31-Hibridizac3c do "Southern-blot" com a sonda

molecul ar K99:

Inicialmente o gel foi imerso em soluc3o de
hibridizac3o na propor¢cio de 5ml de solucio para cada gel. Apds
incubac3c por no minime 1 hora, sob agitaci3o lenta a 37°¢
Cperibdo de pré-hibridizac3o)d), o gel foi transferido para saco
plastico contendo nova solucio de hibridizac3o acrescida de DNA
carreador C100ug-/mld e DNA sonda Ccerca de 105cpm/m13
desnaturadas. Os sacos plasticos foram selados com uma seladora
(Lorenzettid e incubados a 37°C durante ‘18 a 24 horas, sob

agitac3o lenta.

3. 2. 32~Lavagem do gel:

A sonda radicativa nd3oc hibridizada ou hibridizada
inespacificamente foi retirada, mergulhando-se © gel em uma
solugdo d= SSC (2X>; a seguir, essa solucdo foi desprezada e
pfocessou—se 3 lavagens com solugdo de SSC (2XD (cercade 100ml
por filtrod a 37°C durante 30 minutos sob agita¢3o lenta.

Depois de seco a 37°¢, o gel foi aderido a uma folha de
papel .upessa e colocado em cassete juntamente com um par de
telas intonsificadoras (Perlux® e um filme de raios X (X-Omat-R,
Eastmarn Kodak, Rochester, N.Y.>; onde permaneceram a -70°¢c,
durant= 18 a 24 horas. A revelacio das autorradiografias foi

realizada de acordo com as especificagdes do fabricante.

3.2.33-Colony~-blot das amostras 103, 567/7, B41, B41M e
HBi 01 C(pBR322) com a sonda molecular para o gene da fimbria K99:

Cresceu-se as bactérias por 18 horas a 37°C em meio
CFA, colocou-se um disco de um filtro Whatman 541 na superficie
da placa , aplicou-se uma pressi3o gentil sobre este com um bastio
de vidro para a retirada de bolhas de ar & marcou-se o filtro com
lapis apropriado para saber-ze a orientacio das amostras. O

filtro foi colocado, com as coldnias viradas para cima, sobre um
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papel Whatman n®3 saturado em uma soluciZo O,5N NaOH - 1,5M NaCl
sobre uma placa de petri. O disco foi deixado em solucioc por 3
minutos, retirou-se o filtro Whatman 541 e este foi imerso em uma
solucdo 1M Tris-hidroclorito CpH7,0> - 2M NaCl por 4 minutos. O
excesso foi retirado com tocalha de papel e os filtros estocados
em sacolas de plastico & remperatura ambiente. A hibridizacg3o foi

realizada conforme descrito no item 3.2.31.

3.2.34-Extracio de DNA cromossdomico das amostras 103,

56777, B4A1 e B41M:

A extracio de DNA cromossédmico das amostras 5677, 103
B4l e B41M foi realizada a partir do indculo destas amostras em
Sml de meio LB e seu crescimento por 18 horas a 37°¢C. A extraci3o
foi realizada em uma miquina Nucleic Acid Extracter 340A da

Applied Biosystems, conforme as especifica¢des do fabricante.

3. 2. 35~-Preparacioc das amostras para aplicacio no

dot-blotting:

O DNA cromossdmico das amostras 5677, 103, B4l e B41M
extraido conforme descrito no ftem 3.2.34 e os plasmidios
purificados pFKOS C(K99'D> e PFM205 (K88ab'd foram utilizados no
dot-blotting. Aplicou-se 10ug destes DNAs em uma solucdo 0,4M
NaOH - 25mM EDTA, esta solu¢3oc foi homogeinizada por vortex e
deixada em repouso por 10 minutos, e a seguir, foli aquecida a
o5°C em um termocycler por S5 minutos para denaturar o DNA.
Aplicou-se 200ul desta solu¢idoc, contendo o DNA na menbrana de
nylon, esta foi deixada no viacuo por S minutos, aplicou-se nesta
400ul de SSPE 2X, deixou-se no vacuo por mais B minutos e a

. o
membrana foi seca a 80 C por duas horas.
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3.2.36-Dot-blotting dos DNAs cromossdédmicos das amostras
567-7, 103, B41l, B41M e dos plasmidios pFK939 e pFM205:

Cortou-se o filtro de nylon Nytran do tamanho adequado,
marcou-se no mapa do dot-blotting a posi¢3o das amostras a serem
aplicadas, umedeceu-se o filtro por 10 minutos em &gua Mili Q e
por mais 10 minutos em uma solugio de SSPE 22X, colocou-se a
membrana no aparelho de dot-blotting, aplicou-se vacuo por B

minutos e aplicou-se as amostras.

3.2.37-Sintese de oligonucleotideo de sequéncia
especifica do gene da fimbria F41 para ser usado como sonda

molecular para F41:

Procurou-se dentro da sequéncia da sonda especifica
para F41 descrita por Anderson & Moseley (19830 uma regido rica
em G e que nd3oc contivesse nenhum sitic de restrigdo e
sintetizou-se um oligonucleotideo entre os pares de base 368 e
387 com a sequéncia: B'-TCGTAGGGAATACACTCATT-3’.

O oligonucleotideo foi sintetizado em uma miaquina 391
DNA sinthesizer PCR-MATE CApplied Biosygtemsb. este foi eluido em
uma coluna de hidréxido de amdénia 3 vezes, de 30 minutos cada
uma, colocado no banho a B5°C por 18 horas, seco no speed-vac,
ressuspendido em 300yl de Adgua mili Q esterilizada, precipitado
com 30ul de acetato de sddio 3M (pHS,4D> e 800ul de etanol 100%
geladca por € horas a -70°C, centrifugado a 12000g por 20 minutos,
o =tanol fol seco e © sedimento ressuspendido em 300ul de Aagua
Mili Q.

3. 2. 38-Marcac3o do oligonucleotideo F41 com yPaz—ATP

para uso como sonda molecular:

Em um tubo eppendorf colocou-se 3, 2ug de DNA
Coligonucleotideod, Sul de tamp3do da enzima T4—qgquinase, Z8Bul de
dgua HMili Q esterilizada, 8ul de ;VP32-ATP e Sul da enzima T4
guinase diluida de 1:8 em Tris—-HCl 5OmM (pH8,00, incubou-se a
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~ o
reac3c por 2 horas a 37 C e parou-se a reacgio adicionando-se

100ul de tampio TNE.

3.2.39-Purificac3o da sonda F41:

Apds ter-se parado a reac3o de marcacdo com tampdo TNE,
a s=onda foi purificada. Realizou-se a extracdo desta uma vez com
~anml, uma vez com fenol:cloroférmio (1:15 e uma vez com
Fleroférmio. A soluc3o foi passada em uma coluna Sephadex GSO,
esta foi centrifugada a 1500rpm por 3 minutoes e a sonda

purificada coletada em um tubo eppendorf.

3.2.30-Hibridizac3o do filtro de dot-blotting com a
sonda F41:

O filtro foi colocado na soluc3oc de pré-hibridizacio
por 2 horas a 37°C, a sonda foi denaturada por aquecimento em um
bico de Bunsen por trés minutos , c¢olocada na solucdo de
pré-hibrizac3c (solucdo de hibridizac3od. e hibridizou-se o filtro
por 18 horas a 37°¢C. Lavou-se o filtro por 3 minutos a
temperatura ambiente com a solucdo de lavagem I para retirar as
sondas que n3o foram hibridizadas e por 2 minutos a 37°C com a
solucdo de lavagem II para retirar as sondas que se ligaram
inespecificamente. O filtro foi, ent3o, exposto com um filme de

raio-X por 48 horas.
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4. RESULTADC::

o] trabalho foi r-;alizado com duas amostras de

Escherichia coli isoladas nc Departamento de Microbiologia e

Inmunol >gia na UNICAMP. A amostra B&7.7 foi descrita por Yano et

s 11 (18860 como produteora do fator de colonizacio F42". A
a.ostra 103 (tabela 1), isoclada juntamente c¢com esta, possul
padrio de nemaglutinaclo idéntico ao da amostra 5677, sendo por
isto, cls sificada como produtocra deste fator de colonizacio

cnr4aD.

4.1 ~Caracterizacio bioldgica das amostras bacterianas:

4.1.1-Resisténcia a antimicrobianos:

¢ teste para a determinac3c da resisténcia a
antibidtic: . demonstrou gque a amostra 5877 possui resisténc:a
acs antibidticos tetraciclina, kanamicina e estreptomicina. A
amostra 103 mostrcocu-se sensivel a todos os antibidticos testados.

FPara a obtenc3o de uma marca selecionavel, gue
possa ser uti  zada em estudos genéticos futuros, induziu-se a

resisténcia a ostreptomicina na amostra 103.Ctabela 23



TABELA 2-Resisténcia a antimicrobianos e capacidade de degradacio

de lactose:

Amostra Niveis de resisténcia Cug-mld
Te Km Sm Cm Amp An Lac Prot

BB7./7 8500 1000 1000 2 2 s + +
103selv. 2 2 s s S s + +
103Sm" 2 2 1000 s 5 s + +
103-C r r r s r s + +
103-11C s s r s r s + +
103-TXPE s r r s s s + -
103-4SA s s o s s s + -
Te=tetraciclina, Km=kanamicina, Sm=estreptomicina,
Cm=cloranfenicol, Amp=ampicilina, An=Aacido nalidixico,
s=sensivel, Lac=degradacdoc de lactose, ((+D=resposta positiva,

(->=resposta negativa, Prot=prototrofia.
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4.1.2~-Teste de hemaglutinac3o:

A realizac3oc de hemaglutinac3o com eritrécitos de
diferentes espécies (item 3.4) demonstrou que ambas as amostras

(58777 e 103> possuem padri3o idéntico de hemaglutinacio.

As amostras apresentaram hemagl utinacio
manose-resistente com eritrécitos humanos, de cavalo, de
N . N Lo g
carneiro, de cobaia e de galinha somente a 37°C, e,

hemaglutinac3c manose-sensivel com eritrécitos de cobaio a 37°C e
a 18°C Ctabela 3.

A hemaglutinac3o manose-sensivel com eritrécitos
de cobaio a 37°C e a 16°C indicou que estas amostras possuem

fimbria tipo 1. Ctabela 30

4.1.3-Produc3o de enterotoxina STa:

O teste em camundongos recém-nascidos para a
determinac3o da produc3o de enterotoxina termoestivel STa,
indicou que as amostras 103 e S67.7 s3oc produtoras desta toxina.
A produgdo da enterotoxina STa, juntamente com o fator de
colonizacdo "F42", foi anteriormente descrita para a amostra

5677 por Yano et alii (19882 C(tabela 3D.
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TABELA 3-Padrdes de hemaglutinac3c e producdo de enterotoxina

termoestavel STa.

Padr3oc hemaglutinag3o

temperatura 37°C temperatura 186°C

Hu Cav Car Co Cal Hu Cav Car Co Gal STa

D D D DS D D D D DS D
5677 + + + + + o+ - - - -+ - +

+

1 O3Sm + + + + + + - - - -+ - +
103-C n n + o+ 4+ o+ - - - -+ = +
103-11C n n + + + + - - - -+ - +
103-TXPB n n S - - - -+ - +
103-48A n n + o+ + o+ - - - -+ - +
DHSa n n - -+ - - = - -+ - +
BE41 + o+ + +n + - = - -n - +
B41M + o+ + +n 4+ - - - - n - +
Hu=eritrdcitos humanos, Cav=eritrébcitos de cavalo,
Car=eritrécitos de carneiro, Co=eritrécitos de cobaia,

Gal=eritrécitos de galinha, D=com D-manose, &= sem D-manocse,
STa=produgao de enterotoxina sta, (+d>=resposta positiva,

(-d=resposta negativa, n=nido testado.
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4.1.4~-Perfil plasmidial:

Apds a extracio de plasmidios e sua visualizacic
através de eletroforese em gel de agarose, verificou-se a
presenca de quatro plasmidios na amostra B5B7.7 e de trés
plasmidios na amostra 103.

Os plasmidios da amostra 8677 possuem os
seguintes pesos moleculares: B85.1Md (pWS1>, 48.8Md (pWSz2>, 2.6Md
CpWSHED>, e 2.3Md (pWS7> (figura 1D.

Os plasmidios da amostra 103 foram : 123Md (pWSA>,
B66Md (pwWSBD, e 1.8Md (pWSCD>. (ver tabela 4 e figura 15

4.1.5~Produc3o de bacteriocina:

O teste para deteccio de bacteriocina, confirmou
os resultados anteriores, isto &, a amostra 5877 é produtora de

bacteriocina, enquanto que a amostra 103 n3oc o é.



TABELA 4-Designacdes e estimativas dos pesos moleculares

plasmidios visualizados nas amostras S87.7 e 103Sm”.

(figura 1>

dos

Plasmidios/designacio __ PMCMdAD Amostra portadora
pWSi BS. 1 5677
pws2 48.9 8677
p¥W36B 2.6 5677

pWS7 2.3 56777
pWSA 123 103

pWSB 86 103

pWsSC 1.8 103

PM=Peso molecular
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FIGURA 1-Perfil plasmidial em gel de agarocse das amostras de

Escherichia colil us:cdas no presente trabalho.
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4. 2-Estudos genéticos:

4.2.1-Conjugac3io da amostra 103 com HB101i(pMR5D

para mutagénese com transposon Tn801:

Através da conjugac3do da amostra 103 Sm" com a
amostra HBlOleMRS)CKmr, Tcr,Apr), obteve-se o© transconjugante
103-C que n3o possui os plasmidios pWSA, pWSB e pWSC marcados com
o transposon Tn801 CApr). e posSui o plasmidio pMRS (figura &D.
Apds a eliminac3o do plasmidio pMRS através do crescimento deste
transconjugante por ] repiques a 42°c, obteve-se o
transconjugante 103-11C © qual n3o possui o plasmidio pWSB e
possui o plasmidio pWSA marcado com o transposon Tn801 CApr)
(figura 22 e ainda expressa a fimbria F42, conforme determinado
por hemaglutinac3o em lamina, e producdo de toxina STa, conforme

teste em camundongo recém-nascido (Ctabela 3D

4. 2. 2-Conjugac3do da amostra 103-11C com a amostra
C600:

Nao se obteve transconjugantes através da
conjug:cao entre as amostras 103-11C e CB0O.

4.2.3-Transformac3o da linhagem DHSa com os
plasmidios da amostra 103-11C;

Nio foi possivel obter trtansformantes do

plasmidio pWSA CAprD da amostra 103-11C, purificado por lise

alcalina, na amostra DHBa.
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FIGURA 2-Perfil plasmidial de amostras de Escherichia coli em gel

de agarose 0. 7%:
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4.2.4-Conjugacio da amostra 103-11C com amostras
portadoras de plasmidios de diferentes grupos de

incompatibilidade:

A amostra 103-11C foi conjugada com amostras
portadoras de plasmidios de sete grupos diferentes de
incompatibilidade Ctabela 1), visando a eliminac¢3oc dos plasmidios
P¥SA e  PWSC. Nestas con jugacdes, n3o conseguimos nenhum
transconjugante que tivesse perdido um dos deis plasmidios acima

mencionados (dados n3oc mostrados).

4.2.5~Eliminac3o plasmidial com SDS.

Através da eliminac3o plasmidial com sSps,
conseguiu-se uma amostra C103-4SA) entre 1500 coldnias testadas,
a qual perdeu o plasmidio pWSC (dados n3oc mostradosd, e que

continua a expressar fimbria (tabela 3D.

4.2.6—Coﬁjugacéo entre a amostra 103 Sm' e a

amostra SM1OApir(pRT733):

Objetivando-se, ainda, a localizacl3o dos genes
responsaveis pela express3o da fimbria F42, através desta
conjugacdo, obtivemos 63 coldnias azuis, das quais uma C103-TXP&D

manteve a express3do de fimbria Ctabela 3, figura 7).

4.2.7-Conjugacio entre as amostras

SM10Apir(pRT733) e SB7.7:

Devido &as caracteristicas das amostras envol vidas
na conjugacio (tabelas 1 e &) acima n3c foi possivel isolarem-se

amostras recomblinantes.



4.3-Verificacio da presenca de fimbrias nas amostras

56777, 103 e 103-TXP6:

4.3.1~Visualizacio de fimbria através de

microscopia eletrdnica:

A visualizac3o de fimbrias através de microscopia
eletrdnica demonstrou que a amostra 5677 possui fimbrias rigidas
de cerca de 7nm que se expressam tanto a 37°C quanto a 18°C
(figuras 3 e 4, respectivamented>. A amostra 103 Sm" possui
fimbrias fibrilares que s& se expressam a 37°¢ Cfigura S>. A
amostra 103-TXPS também possui fimbrias fibrilares que se

expressam somente a 37°¢C Cfigura 6>.
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FIGURA 3-Fotomicrografia eletrdnica da amostra SB7-7 Caumento de

OB40XD crescida em meio CFA a 37°C. f=fimbria



FIGURA 4-Fotomicrografia eletrénica da amostra S67/7 Caumento

de Z2704X> crescida em meio CFA a 18°C. f=fimbria

w



FIGURA S5-Fotomicrografia eletrénica da amostra 103 Sm’ Caumento

de 22704XD crescida em meio CFA a 37°c. f=fimbria
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FIGURA B-Fotomicrografia eletrdnica da amostra 103-TXPE Caumenlio
de 22704X> crescida em meio CFA a 37°C. f=fimbria



4.3.2-Perfil de proteinas de superficie em
SDS~-FPAGE:

O perfil eletroforético de proteinas de superficie
em SDS-PAGE demonstrou gque a amostra BS87/7 apresentou uma
subunidade proteica de 28.294 Kdalfigura 7> que se expressa a
27°C mas n3o se expressa a 186°C, a qual foil descrita como sendo a
subunidade da fimbria F42 por Leite et alii C1988>. A amostra 103
Sm’ apresenta duas subunidades proteicas que se expressam somente
a 37°C e n3o a 16°C, as quais apresentaram pesos molecul ares de
28.284 Kda e 18.53 Kda, respectivamente. A amostra 103-TXFS
expressou a subunidade proteica de 28.294 Kda de maneira
inalterada, e n3c mais expressou a subunidade de 18.63 Kda. Esta
amostra, entretanto, expressou uma subunidade de 48,1 Kd que se
expressa a 37°C e a 18°C e gue nio est& presente na amostra 103
original.

figura 8 mostra que a amostra B41CF41+K99+) apresenta
duas subuni dades pro£eicas (29,284 e 18,B3Kd> que n3c se
expressam a 16°C, sendo provavelmente as subunidades das fimbrias
F41 (29,204Kd> e K99 (18,B63Kdd. A amostra B41M CF41+) apresenta
apenas uma subunidade proteica (283,294Kd> gque sé se expressa a

37°C, sendo esta, provavelmente a subunidade da fimbria F41.
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FIGURA 7-Gel SDS-page 13% de proteinas de superficie das amostras
677, 103 e 103-TXAPS&.
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FIGURA 8-Cel SDS-page 13% proteinas de superficie das

estudadas:

.Padr3oc de peso molecular

amostra B4l CF41'kg8’> crescida a 18°C
 amostra B4l CF41 K98 ) crescida a 37°C
_amostra B41M CF41°) crescida a 18°C
amostra B41M CF41 D) erescida a 37°C
_amostra B87.7 crescida a 18°¢C

.amostra 8S87.7 crescida a SFE

.amostra 103Sm’ crescida a 16°C

o W ~N 0 a & W =

.amostra 103Sm’ crescida a 37°C

=
o

.Fadric de peso molecular

83

amostras



4.3.3-Reac3io com antissoros anti-F42, anti-F41,
anti-K99(produzidos pelo Depto. de Microbiologia e Imunologia da
UNICAMP e comercialr, anti-K-88, anti-987PF e anti-CS31A:

Através da reac3o com o©os antissoros obtiveram-se
os resultadous mostrados na tabela B. Assim a amostra BB7/7 reagiu
com ©s antissoros anti-"F42" e anti-F41, adsorvidos e n3o

adsorvidos. As amostras 103 Sm', 103-11C e 103-TXP6 reagiram com

os antissoros anti-"F42" (adsorvido e n3o adsorvidod, anti-F41
Cadsorvido e nioc adsorvidod e anti-KS88(DMI e comerciald. A
amostra ORNi1% (padr3o de fimbria tipo 12, reagiu com os
antissoros anti-*"F42", anti-F41 e anti-CS3la. Os antissoros
anti-"F42", anti-CS831a e anti-F41 apds serem adsorvidos contra as
amostras ORN115S Ccrescida a 37°C>, 103 e B5B7.7 (crescidas a
16°C>, deixaram de reconhecer a amostra ORNI1S. O antissoro

anti-CS31a, antes de ser adsorvidoe contra a amostra ORN11S,
reconhecia a amostra B87/7, mas depois de adsorvido contra
fimbria tipo 1, deixou de reconhecer esta amostra. Os antissoros
anti—-"F42" e anti-F41 adsurvidos continuaram a reconhecer as
amostras 5577 e 103. Os antissoros aﬁti—K88 e anti-8987P nio
reconheceram as amostra B67-7, 103, 103-TXF6 e 103-11C. As
amostras B4l e B41M foram reconhecidas pelo antissoro anti-"F42"

Cadsorvido € n3ioc adsorvido)d.
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TABELA S5-Reag¢des com antissoros anti-F42, anti-F41, anti-K8g e
anti-CS31la.

Antissoros

amostras K893 F41CDMID> F42C(DMI> CS31alCDMID> K8B8C(CO g87PCC
DMI C NA A NA A NA A

B67 /7 - - + + + + + - - -
103 Sm" + + + + + + - - - -
103-11C + + + + + + - - - -
103-TXPB + + + + + + - - - -
ORN115 - - + - + - + - - -
B41 + + + + + + nt nt - -
B41M - - 4 + + + nt nt nt nt
31A nt nt nt nt nt nt + | + nt nt

NA=n3o adsorvido contra a bactéria ORN115; A=adsorvido contra a
bactériaORN115 (fimbria tipo 1> (crescida a 37°C) e amostras 103
e 5577 (crescidas a 16°CD; DMI =produzido no Depto de

Microbioclogia e Imunoclogia; C=comercial; nt=n3c testado.

Obs: A amostra ORN115 & produtora de fimbria tipeo 1; a amostra B41
é& produtora de fimbria K89 e F41; a amostra B4l & produtora de
fimbria F41 e possui o gene para a fimbria K98 mutado e a amostra

31A é produtora da fimbria CS31A.



4. 3.4-Western blotting das proteinas de superficie
das amostras 8S67/7, 103 Sm com o© antissoro anti-F42 nio

adsorvido:

No Western blotting das proteinas de superficie
das amostras 5677, 103 Sm', 103-TXP6 realizado com o antissoro
anti-F42 n3io adsorvido, este rec snheceu di versas bandas,
demonstirando, novamente que o antisscro anti-F42 n3o é

especifico (figura 9

4. 3. 5-Western-blotting das proteinas de superficie
das amostras S67/7, B4l e 103 com os antissoros anti-F42 e

anti-F41 adsorvidos:

Apéds a adsorcioc dos antissoros anti-F41 e
anti-F42, conforme descrito no item 3.2.11, os western-blottings
das proteinas de superficie das amostras 103, 5677 e B4l contra
estes dois antissoros, demonstraram que ambos o©os antissoros
reconheceram somente a subunidade de 23,2894Kda nas trés amostras

(5677, 103 e B41> (figuras 10,11 e 12>.
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FIGURA 9-Filtro de Western blotting das proteinas de superficie das
amostras SB7.7 e 103 Sm' com antissoro anti-F42 n3o

adsor vido.

. padr3o de pesos moleculares
.amostra 103 Sm' crescida a 16°C
.amostra 103 Sm' crescida a 37°C
.amostra B67.7 crescida a 18°C
.amostra 5677 crescida a 37°C
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FIGURA 10-Gel SDS-page 13% das proteinas de superficie

amostiras 5677, 103 ee B4l crescidas a 37°C.
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FIGUPA 11-Filtro de western-blotting das proteinas de superficie
das amostras 5677, B4l e 103, crescidas a 37°C,

antissoro anti-F42 adsorvido

contra

e

.amostra 5677
_amostra B41 C(F41 kgs™>

M

3. amostra 1032
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FIGURA 12-Filtro de western-blotting das proteinas de superficie
das amostra 5677, B4l e 103, crescidas a 37°C, contra

o antissoro anti-f41 adsocrvido.

1.amostra SB7.7
+ +
.amostra B4l (F41 K293 D3

o

3. amostra 103
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4.3.6-Hibridizacio com sonda molecular do gene da

fimbria K99:

A hibridizacio do "Southern-blot'" (figuras 13 e
14> e do colony-blot (figura 15> com a sonda molecular para o
gene de K899 (figura 162 foi realizada sob condi¢des de alta
estringéncia. Nestas condi ¢des a sonda reconheceu no
“Southern-blot" a amostra B4l; o plasmidic pFKS89; o plasmidio
pWSA das amostra 103, 103-TXPB e 103-11C e o plasmidio pWS1l da
amostra SB7-7, em todas as amostras houve reconhecimento da b:inda
cromossédmica. No colony-blot (figura 14> a sonda reconheceu as
amostras 58677, 103, 103-TXPB, 102-11C e B41l. N3o foram

reconhecidas as amostras V517 e pRE322.

4.3.7-Hibridizac3o do dot -blot com a sonda

molecular do gene da fimbria F41:

A hibridizacioc do dot-blot contende os DNAas
cromossdmicos das amostras S67-7, 103, B41 (F41 +K99+) e B41M
(F417> e os plasmidios pFKOS (K99'> e PpFM20S (K8B8ab > foi
realizada sob condi¢des de alta estringéncia. Nestas condic¢des, a
sonda molecular F41 reconheceu as amostras B41, B41M, 567.7 e

103. (figura 175.
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FIGURA 13-Gel de agarose 0,7% usado na hibridizac3o com a sonda

K39,

1.amostra V817
£Z.plasmidio pBR32Z2
S.plasmidiec pFKSS
4. amostra B4l

5. amostra 103
B.amostra 103-TAF6
7.amostra 103-11C
=, amostra 5677

S.amostra V51



FIGURA 14-Autoradiografia da hibridizacdo do “"southern-blot" com

a2 sonda molecular do gene da fimbria KSS.

_amostra VB17
.plasmidio pBR3z=2
.plasmidioc pFKS3
.amostra B4l
.amostra 103
.amostra 103-TXFG
.amostra 103-11C
.amostra S67.7
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FIGURA 15-Colonv-blot Hibridizacio de col &Snias = & Sandca

molecular do gene da fimbria K93
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FIGURA 16-Gel de agarose 1,8% do plasmidio pFk99 nao digerido, do

plasmidio pFKSS digerido e de padrdo de peso mol ecul ar

CPX174D.

1.plasmidio pFK@8 nao digerido

Z.plasmidic pFKS9 digerido com as enzimas Xbal e Pwvull

W

.fago ¢X174—HaeIIIu5ado como padrac de peso molecul ar
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FIGURA 17-Hibridizac3c do dot-blot com
fimbria F41:

ia.
1b.
le.
1.
ca.
eb.

DNA cromossomico da amostra
plasmidic pFKOQ CKSS™>

DNA cromossomico da amostra
DNA cromossomico da amostra
plasmidic pFM205 CK88ab >

DNA cromossomico da amostra

a sonda molecular

103

B4l CF41 K99 >
B41M C(F41 ™D

SB7 /7



5. DI SCUSSAO:

A fimbria "F42'" isclada a partir de fezes diarréicas de
suino foi descrita por Yano et alii (18986) na amostra de ETEC
5677. Segundo estes autores, esta fimbria F42 é encontrada em
aproximadamente 8. 6% das amostras de ETEC isocladas de suinos com
diarréia, constituindo-se uma importante fonte causadora de
diarréia nos rebanhos brasileiros (Leite, 18986). _

Juntamente com a amostra 5677, fol isclada a amostra
103, que apresenta padr3oc de hemaglutinagc3oc idéntico ao da
amostra 8677, frente a eritrbécitos humanos, de cavalo, de
carneiro, de cobaio e de galinha. Baseados neste fato, resol vemos
estudar, também, a amostra 103, para a possivel localizacldo dos
genes responsiveis pela expressio da referida fimbria. Ambas as
amostras (5677 e 1033 foram doadas pelo Prof. Dr. Tomomasa Yano
do Depto. de Microbioclogia e Imunologia da UNICAMP.

A caracterizacio da amostra 5677 demonstrou que a
mesma € resistente aos antibidticos canamicina, estreptomicina e
petraciclina Cver tabela 2>, e produz bacteriocina. Silveira
(19862 demonstrou que o plasmidic de 48.9Md (pWS2d) possui as
marcas de resisténcia para canamicina,‘estreptomicina e o gene
responsidvel pela producd3oc de bacteriocina (colicina V), sendo
este plasmidic conjugativo. JA4 o plasmidio de 65.1Md (pWS1)
sempre foi transferido com o plasmidio pWS2, concluindo-se, que
este dltimo, A semelhanca do fator RTF ou A » descrito por
Watanabe (1963), Anderson & Lewis (1965) e Anderson (18683 tem a
capacidade de mobilizar outros plasmidios n3oc conjugativos. Este
plasmidio pWS1TI €& do tipo mobilizavel e possui marca de
resisténcia para o antibidtico tetraciclina (Silveira, 18863.

A amostra 103 nio é resistente a nenhum dos
antibidticos testados, o que dificulta trabalhos genéticos com a
mesma, pela impossibilidade de coldnias recombinantes serem
selecionadas apds experimentos de conjugacic esou transformacio.
Para trabalhos genéticos, selecionou-se uma amostra derivada da
amostra 103 com resisténcia ao antibidtico estreptomicina.

Através do teste de degradac3o de lactose, verificou-se

i ambas as amostras (85877 e 1035, possuem a capacidade de
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degradar este acucar.

A fimbria “F42" descrita por Yano et alii (1986>
apresentou hemaglutinacio manose-resistente com eritrécitos
humanos, de cavalo, de carneiro, de cobaio e de galinha a 37°C.
Este padr3c de hemaglutinac3o foi descrito na amostra 5677, com
a qual foi realizado o trabalho acima citado, e que é a amostra
padr3o descrita como produtora do fator de colonizac3o F42. Esta
amostra (S67.7) apresentou dificuldades na localizacdo dos genes
responsaveis pela‘expresséo da fimbria F42. Estas dificuldades
devem-se ao grande nUmero de plasmidios que a referida amostra
possui (descritos como sendo ao todo 7 por Silveira (198633 e as
diversas resisténcias a antimicrobianos. Estas caracteristicas
dificultam o useo de marcacio e mutagénese com transposons, como
por exemplo ¢ TnphoA e o Tn801 (3.2.13 e 3.2.19.

Os dados para a determinacdo do perfil de DNA
plasmidial (figura 13> demonstiraram que os plasmidios pWS3,pWS4 e
pWSS foram perdidos pela amostra 5677. O plasmidio pWS3 seria o
responsavel pela express3o da fimbria F42 (Silveira, 18986D.
Nossos resultados indicam que este plasmidio ndoc possui os genes
responsiveis pela express3c da fimbria F42, porgque a amostra
367/7 continua a. expressar (o] padrao de hemaglutinacio
caracteristico desta amostra e, também a‘expressar a toxina STa..
Devido aoc fato de gque no experimento realizado por Silveira
€1086) foi usado DNA plasmidial separado por eletroforese em gel
de agarose e, que a migrac3o deste DNA é préoxima A migracdo do
DNA cromossdmico, o experimento de transformacdo poderia ter sido
realizado com material cromossdmico levando a transformacdo
concomitante de DNA plasmidial (pWS3> e de DNA cromossdmico. Este
fato, poderia levar & recombinagdo de DNA cromossdmico na
linhagem receptora ao mesmo tempo em que houve transforma¢do pelo
referido plasmidio, explicando assim, os resultados obtidos por
Silveira (18986).

Devido as dificuldades em trabalhar-se com a amostra
S87.7, resolvemos também trabalhar com a amosira 1OSSm+. que
possui padr3o de hemaglutinacido idéntico ao da 8867/7, e, por
isto, sendo uma provavel produtora da fimbria "F42". Esta amostra
possui apenas trés plasmidios (figura 13, e somente resisténcia

ac antibidtico estreptomicina Ctabela 2D.
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A utilizagc3c da técnica de microscopia eletrdnica
demonstrou a presenca de fimbrias rigidas de cerca de 7nm que se
expressam a 37°C e a 18°C na amostra 5677 (figuras 3 e 4>. Este
padr3c de express3o coincide com o descrito para fimbria tipo 1
CKlemm et alii,1982; Eshdat et alii, 1981 & Salit et alii, 1883D.
A fimbria expressa pela bactéria 5677 foi publicada por Yano et
alii C1986) como sendo "“F42", pois estes n3o haviam observado sua
expressaoc a 16°C. Entretanto, a fimbria tipo 1 apresenta variac3o
de fase, podendo passar da forma piliada para a n3oc piliada e
vice—-versa (Briton, 1859). Com o excesso de fimbrias tipo 1
presentes na amostra S67/7 (figuras 3 e 4D, tornou-se dificil a
visualizac3c de outras fimbrias, sobretudoc se estas possuirem
estrutura fibrilar. JA4 as amostras 103 Sm’ e 103-TXPB que possuem
baixa expressioc de fimbrias tipo 1, possuem fimbrias de estrutura
fibrilar Cfiguras 5 e 6 respectivamented que sé foram
visualizadas quando estas amostras foram crescidas a 37°C e que
poderiam ser a fimbria F42. Entretanto esta estrutura fibrilar
também é semelhante As estruturas descritas para as fimbrias
F41 C(Morris et alii, 1882 e KOS9 (Morris et alii, 1980).

’ Visando a confirma¢3c da presenca da fimbria F42 nas
amostras 103 e 5677, realizou-se a reagdo desta com o antissoro
anti-F42, que fol doado pelo Prof. Domingos da Silva Leite do
Departamento de Microbiologia e Imunologia da UNICAMP . Como foi
demonstradeo no item 4.3.3 (tabela 85> dos resultados, este
antissoro, além de reconhecer as amostras S67.7 C“F‘42+"). 103
cvFa2”" koo'>, B4a1 C(F417K99™> e B41M (F417>, reconhece também a
amostra ORN11S (Ondorff, 1885), produtora de fimbria tipo 1. Apés
ser adsorvido (3.2.11> contra a amostra ORN115 produtora de
fimbria tipo 1 d(crescida a 37°C> e contra as amostras SB7.7 e
103, ambas crescidas a 18°C, este antissoro continuou a
reconhecer as amostras B867.7, 103, B4l e B41M, deixando de
reconhecer a amostra ORN118, indicando que © soro “anti-F42" é
provavelmente anti-F41. Por sua vez, a amostra SB67./7 foi
reconhecida pelo antissoro anti-F41, mesmo apds este ter sido
adsorvido contra fimbria tipe 1, indicando que, se este antissoro
for realmente especifico, a amostra 567./7 & produtora de fimbria
F41 e nio de “F42". A amostra 103 foi reconhecida pelo antissoro

anti-K99 e anti-F4iCadsorvido c¢ontra fimbria tipo 1), indicando
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que, se estes antissoros forem realmente especificos, a amostra
103 & preodutora destas duas fimbrias. O antissoro anti-CS3la
reconheceu a amostra 5677 antes de ser adsorvido contra fimbria
tipe 1, mas deixou de reconhece-la apds a adsors3o, demonstrando
que as amostras 5677 e 103 ndoc sido produtoras da fimbria CS3la
Ccom peso molecular aproximado ac das fimbrias F41 e F42) e que o
antissoro n3c adsorvido reconheceu a amostra 5677 por esta
possuir fimbria tipo 1 em grande quantidade. Todos os antissoros
citados foram produzidos e doados pelo Depto. de Microbiologia e
Imunologia da UNICAMP. Também testaram-se antissoros comercias,
e, destes antissoros, © antissoro anti-K98 reagiu com as amostras
103, 103-TXPB e 103-11C, reforcando a idéia de que estas amostras
provavelmente produzem a fimbria K8S8. Os antissoros anti-K88 e
anti-987P n3o reconheceram nenhuma das amostras testadas (tabela
5.

Compararando-se o perfil eletroforético de proteinas de
superficie das amostras B87./7 C"F42+"D. 103 C“F42"" Koo>, B4l
¢F41 Tkoo'S e B41M CF417> C(figura 8). Observou-se que a amostra
103 possui duas subunidades proteicas (18.63 Kda e £29. 294Kda> que
niac se expressam a‘lBéC enquanto que a amostra 5877 expressou
éomente- a subunidade de 28.284 Kda. Esta subunidade proteica
(29.294 Kdad foi descrita como sendo a subunidade da fimbria
“"F42", possuindo peso molecular de 31 Kd calculado por Leite et
alii C1988)5. Os dados encontrados, heste trabalho, diferem
daqueles publicados pelos referidos autores.

A amostra B41 produtora das fimbrias F41 (28,5Kd> Cde
Gi ~«f & Roorda, 1982) e K939 (18,5Kd> (Gaastra & de OGraaf, 19821
apr:-sentou duas subunidades proteicas (29,284 e 18,63Kdad que nao
s oxXpressam a 18°C Cfigura 8> e a amostra B41M produtora da
fimbria F41 CMorris et alii, 1982> apresentou somente uma
< brinidade proteica (29,284Kdad que n3do se expressa a 18°C. Estes
r~sultados indicam , mais uma vez, que a subunidade de 29, 284Kd
rode ser a subunidade da fimbria F41 e que a subunidade de
18,63Kd pode ser a subunidade da fimbria K2S.

Através do experimento de Western blotting das
proteinas de superficie das amostras 85677 e 103 com o antissoro
anti-F42 n3oc adsorvido (figura 35, constatou-se que este

antissoro, reconheceu diversas proteinas de superficie das
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amostras, indicando que o mesmo n3oc & especifico para a fimbria
F42, sugerindo que, esta proteina, n3o fol totalmente purificada
no trabalho original (Leite et alii, 1988). Os western-blottings
das proteinas de superficie das amostras B67.7, 103 e B41l
CF41+K99+) com os antissoros anti-F41 (figura 10 e 12> e anti-F42
(figura 10 e 11D ambos adsorvidos conforme descrito no ftem
3.2.11, demonstraram que ambos os antissoros reconhecem a mesma
subuni dade proteica (29, 294Kdad nas trés amostras. Esta
subunidade , na amostra B4l, & a subunidade da fimbria F41 (de
CGraaf, 1990), sendo este resultado mais uma indica¢ioc de que a
fimbria descrita como “F42" & provavelmente F41.

A fimbria F41 apresentou hemaglutinacio
manose-resistente com eritrécitos de cobaio, carneiro, cavalo e
humano e a fimbria K99 com eritrécitos de cavalo e de carneiro
(Gaastra & de Graaf, 18822. A fimbria “"F42*" apresentou
hemaglutinacio manose-resistente com eritrécitos humano, de
cobaio, carneiro, cavalo e de galinha (Yano et alii, 1986>. A
tnica diferenca nos padrdes de hemaglutinacio manose-resistente
das fimbrias F41 e " F42" & que a fimbria *F42" hemaglutina
‘eritrécitos de galinha e a fimbria F41 n3oc. Entretanto, ao
realizarmos © teste de hemaglutinac3c em lamina com amostra B4i,
a gqual é produtora das fimbrias F41 e K89 (Morris et alii,
18800, esta apresentou hemaglutinac¢d3oc manose-resistente com
eritrbdcitos de galinha, o que indica que o teste realizado com
este tipo de eritrdcitos n3oc é conclusivo para a identificacio
destes tipos de fimbrias.

A hibridizaclio do "Southern-blot® (figuras 13 e 14> e
do colony-blot (figura 185> com a sonda molecular do gene da
fimbria K98 (de Graaf et alii, 18984>, especifica para esta
fimbria, reconheceu as amostras 103, 103-TXP&, 103-11C e S567.7.
As amostras 103 e 103-11C expressam a subunidade proteica de
18,63Kda (figura 72 e s3io reconhecidas pelo antissoro anti-KSS
Ctabela B2, ficando demonstrado, definitivamente com a sonda K89,
que ambas produzem esta fimbria. A amostra 103-TXPE (figura 73
n3o possui a subunidade de 18,683Kda, mas possui uma subunidade de
48,1Kda, que nic oztd presente na amostra 103, a qual deve ser
decorrente da fus3ioc da subunidade da fimpria K88 com a fosfatase

alcalina do transposon TnphoA. Esta proteina hibrida continucu a
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ser reconhecida pelo antissoro anti-K988 (tabela 5. Nestas trés
amostras (103, 103-11C e 103-TXPB> o© dJene codificador da
subunidade da fimbria K98 estid no plasmidio pWSA (figuras 13 e
14). A amostra BB67-7 n3oc expressa a subunidade proteica de
18,63Kda e nem & reconhecida pelo antissoro anti-K98, mas &
reconhecida pela sonda KS9. Este fato pode ser explicado pelo
fato de que a maior parte das amostras que sé produzem F41l e n3o
K89, comoc por exemplo a mostra B4lM (Morris et alii, 1882),
possuirem o gene da fimbria K99 silenciado por uma mutac¢3c Cde
Graaf, 198900, sendo, entretanto, reconhecidos pela sonda K89. A
amostra V817 e © plasmidio pBR322 n3c foram reconhecidos peal
sonda molecular de K89 (Figuras 13 e 14>, demonstrando que a
sonda é especifica para o gene de K88 Entretanto, houve
hibridizac3c desta sonda na regiloc cromossdmica das amostras B41,
103, B8687-7, 103-11C, 103-TXPB e HB10O1(pFKS838), esta hibridizacio
pode ter ocorrido devido a presen¢ca de plasmidios pWSA e pWSl
quebrados que bandearam nessa regiloc ou mais provavelmente pela
presenca de pseudogenes c¢2 K899 no cromossomo destas amostras,
sendo uma provavel indicacdoc de uma origem cromossédmica para este
‘gene.

Na hibridizac¢3c do dot-blot com a sonda molecular para
© gene da fimbria F41 (figura 17>, esta sonda reconheceu as
amostras B41 CF41 K99'>, B41M (F417'>, 103 e 5677, demonstrando
que as amostras BSB7.7 e 103, descritas como sendo produtoras do
fator de colonizac3o "F42" por Yano et alii (1888), produzem,
provavelmente, o fator ce colonizaclio F41.

Inicialmente, imaginando—-se que as amostras 5677 e 103
eram produtoras da fimbria "“F42", os estudos genéticos com estas
amostras, visando a posterior clonagem dessa fimbria, foram
iniciados.

No experimento de conjugac3o entre as amostras 103 Sm’ e
HB1O1C(pMRS) foi obtida a transconjugante 103-11C que ndo possui o
plasmidio pWSB e, ao mesmo tempo, possui o plasmidio pWSA marcado
com © transposon Tng801 CA@f)Cfigura 2>. Esta amostra ainda produz
fimbria e STaCtabela 33, demonstrando que o plasmidio pWSB n3c é o
responsavel por nenhuma destas caracteristicas.

Os experimentos de eliminac3o plasmidial levaram a

obtenc3io de wuma amostra (103-4SA) que n3oc possui os plasmidios
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pP¥SB e PWSC (dados n3io mostrados) e que produz fimbria e STa
Ctabela 3>, demonstrando que o plasmidio pWSC, também n3oc & o
responsivel por tais caracteri{sticas.

Através da conjugacdo entre as amostras 103 e
SMI1OApirCpRT733D, obteve-se um transconjugante(103-TAPBD que
apresentou hemaglutinac3o diminuida Ctabela 30 e n3o expressou a
subunidade de 18.63 Kda, expressando, entretanto, uma subunidade
de 48,1 Kda a 37°C e a 18°C que nio ocorre na amostra 103
original C(figura 7). Essa subunidade de 48,1 Kd presente na
amostra 103-TXPB, pode ser devida a express3do de uma proteina
hibrida entre a fosfatase alcalina e a proteina codificada pela
subunidade de 18.83 Kd, havendo, entio sua expressio também a
16°C, devida a fosfatase alcalina.

N3oc foi obtida a transferéncia do plasmidio pWSA CApﬁ)
da amostra 103-11C através de conjugagdo com a amostra CB00,
indicando ser, este plasmidio, n3oc conjugativo. A transferéncia
do plasmidio pWSA via transformacio para a amostra DHBa também
nic foi obtida, devido, talvez, ao tamanho deste plasmidio
(123Md>. N3o conseguiu-se eliminar este plasmidioc (pWSA> através
de SDS, ou através'do uso de plasmidios de diferentes grupos de
incompatibilidade.

A amostra BB7.7 nao foi conjugada c¢com a amostra
HB1 01 C pMRED porque n3o haveria como fazer a selecdoc dos
transconjugantes, pois o plasmidio pMRS & resistente A kanamicina
e a amostra 5677 também (tabelas 1 e 2). Este fato n3o permite
saber em quais colonias o transposon Tn801CAp'D> teria sido
inserido com a eliminac3o do plasmidio transportador pMRS.

Mesmo assim, conjugou-se a amostira SMIOApirC(pRT733> -~om
a mostra 5677 fazendo-se selecio em meioc minimo, j4 gque a amostra
SMIOAPpirCpRT733> é auxotréfica. Porém, n3doc conseguiu-se isolar
tra:soonjugantes azuis, pois o transposon TnphoA apresenta marca
de iesisténecia & kanamicina e a amostra 58677 também & resistente
a este antibidtico.

Este trabalho demonstrou, através de técnicas de
bioclogia molecular, que a fimbria "F42'" descrita por Yano et alii
(1886> & provavelmente a fimbria F41, pois possui a subunidade de
peso molecular de 29,2954Kda, apresenta estrutura fibrilar, é

reconhecida pelo antissoro anti-F41 e a sonda molecular do gene

103



F41 reconhece as amostra 5677 e 103, descritas coﬁo produtoras
de “F42*'. A Unica diferenca entre a shposta fimbria “F42" e F41 &
que n3oc & descrita a hemaglutinac¢do manocse-resistente de
eritrécitus de galinha para F41, entretanto, as amostras B4l
cF41 koo™ e B41M C(F417> CGaastra & de Graaf, 1982> apresentaram
hemaglutinac3c manose-resistente com este tipo de eritrécito, o
que indica que este tipo de teste n3oc é conclusivo para a

identificac3oc de novas fimbrias.
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6. RESUMO:

As amostras de Escherichia coli 8677 e

103> enterotoxd génicas CSTa+>. isocladas de fezes diarreicas de
suinos, produtoras de uma nova fimbria “F42" foram estudadas
quanto a produ¢3o de bacteriocinas, resisténcia a
antirﬁicrobianos. padr3o de hemaglutinac3o frente a diferentes
eritrécitos, produglo de toxinas, perfil plasmidial e perfil de
proteinas de superficie.

Visando a localizac3oc e a posterior clonagem do gene
responsavel pela codificac3oc de “F42", realizou-se experimentos
de conjugacdo, transformacio, mutagénese com transposons e cura
plasmidial, entretanto, através de calculo dos pesos moleculares
das subunidades proteicas apresentadas por estas amostras (567/7
e 103>, e da observac3oc de fimbrias em microscopia eletrénica,
surgiram ddvidas quanto A existéncia desta “nova fimbria"™ "F42".

Visando a confirmac3oc da presenca da fimbria F42 nas
amostras 5677 e 103 estas foram testadas c¢om diferentes
antissoros contra as fimbrias F41, “F42'", K89, K88, 31A, CS31A e
997?, sendo que a amostra 103 foi reconhecida pelos antissoros
anti-"F42", anti-F41 e anti-K99; e ; amostra 5877 pelos
antissoros anti-"F42" e anti-F41.

O perfil de proteinas de superficie destas duas
amostras demonstrou gque ambas possuem uma subunidade proteica de
29, 294Kda que sé se expressa a 37°C e que a amostra 103 possui,
também uma outra subunidade proteica de 18,63Kda que se expressa
nestas mesmas condicdes. As amostras B41 (F41 +K99+D e B41M CF41 7>

apresentam a subunidade de 29,294Kda, descrita como F41, e a
amostra B41 possui, também a subunidade de 18,B3Kda, descrita
como K93,

Os Western-blotting das proteinas de superficie contra
os antissoros anti-F41 e anti-"F42" demonstrou que ambos os
antissori.< reconhecem apenas a subunidade de 29,284Kda nas
amostras S677, 103 e B4l (F41 +K99+D. sendo mais uma indicac¢3o de
que as amostras 5677 e 103 s3o produtoras da fimbria F41i.

A hibridizag3c com a sonda molecular para o gene da

fimbria K99 reconheceu as amostras 103 e B87.7, demonstrando que
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a amostra 103 é produtora desta fimbria e que a amostra 58677,
possui © gene para esta fimbria silenéiado por alguma mutac3oc uma
vez que esta amostra (B67.7>, n3o expressa esta fimbria.

A hibridizac3o com a sonda molecular para © gene da
fimbria F41 reconheceu as amostras B67.7 e 103, sendo mais uma
indicac3c de que estas amostras produzem a fimbria F41.

Os dados apresentados neste trabalho demonstiram que a

fimbria descrita como "F42" & provavelmente a fimbria F41.
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7. ABSTRACT:

+
The enterotoxigenic Escherichia coli strains (STa >

(SB7-7 and 103D, isolated from feces of piglets with diarrhea and
producers of a new fimbriae "F42'", were studied for the
production of bacteriocines, resistance to antibiotics,
hemagglutination pattern with diferent erythrocytes, production
of toxins, plasmidial pattern and superficial proteins pattern.

Searching for the localization and cloning of the gene
responsable for coding “F4z2*, experiments of conjugation,
transposons mutagenesis, transformation and plasmidial
elimiration were realized, however, by the calculation of the
proteic subunits molecular weights of this strains (5677 and
103> and the observation of the fimbrial structures at electron
microscopy, doubts about the existence of the "new fimbria" "“F42"
appeared.

In order to confirm the presence of the "F42" fimbriae
in the strains 5877 and 103, this strains were tested against
diferent antisera against "F42", F41, K89, K88, 31A, CS3la and
O87P fimbriae, Strain 103 was recognized by anti-"F42", anti-F41
and anti-K98 antisera, and strain 58677 by anti-"F42" and
anti-F41 antisera.

The superficial protein pattern of this strains
demonstrated that both have a proteic subunit of 29,284Kda which
is only expressed at 37°C, and that strain 103, has another
proteic subunit of 18,83Kda expressed this way. Stirains B4l
CF41+K99+) and B41M CF41+) have a proteic subunit of 28,294Kda
described as being the f41 subunit, and strain B4l has another
subunit of 18,B63Kda described as being KS8S.

The Western—-blotting of the superficial proteins
against anti-"F42" and anti-F41 antisera, demonstrated that both
antisera recognize the 29,294Kda subunit in strains 58677, B4l
and 103, this is one more indication that strains 5677 and 103
are F41 producers.

The hybridization with the molecular probe for the KSS
gene recognized strains 103 and 8677, demonstrating that strain
103 is a producer of this fimbriae and that strain 8567/7 has the

gene for this fimbriae silenced for some nutation, as strain
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8677 does not express this fimbriae.

The hybridization with the molecular probe for the gene
of F41 recognized strains 8867/7 and 103, this being another
inmdication that these strains are F41 producers.

The data presented in this work demonstrate that the
fimbriae described as being "F42" is probably the F41 fimbriae.
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