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Cepas de Escherichia coli podem apresentar mecanismos ¢ fatores de viruléncia
diversos podendo causar no homem, principalmente, infecgBes intestinais. Desta forma,
tendo-se como base os dados clinicos, expressio de mecanismos e de fatores de viruléncia,
dados epidemioldgicos, sorotipagem e analises moleculares, dentre outros, as cepas de E.
coli diarreiogénicas humanas podem ser classificadas em pelo menos sete grupos de
enteropatogenicidade. Com relacio ao grupo diarreiogénico representado pela E. coli
enterotoxigénica (ETEC), a identificago destes paibgenos incluem a pesquisa das
enterotoxinas $Ta efou LT e a expressio de fatores de colonizacgiio (FC). Estes Gltimos,
sambém denominados de adesinas, permitemn a colonizagdo da bactéria 3 mucosa do intestino
delgado, podendo variar morfolégica e antigenicamente. Vérios FC ja foram identificados ¢
caracterizados em cepas ETEC isoladas de diferentes regibes geograficas. Em trabalhos
anteriores, a fimbria PCFO2 foi identificada, caracterizada e purificada a partir de 2 cepas
ETEC LT+ pertencentes ac sorogrupe O2, isoladas no nosso meio. Na seqiiéncia dos
irabalhos, a partir da fimbria purificada, 9 hibridomas secretores de anticorpos monocionais
reativos com PCFO2Z foram obtidos, seus isotipos determinados e solucdes asciticas dos
mesmos preparadas e tituladas em provas de Western blotting e ELISA. Apos a padronizacio
da prova de Inibigéo do ELISA, desenvolvida com MAbs dos isotipos IgA {4) ¢ 1gG2b (5) e
pools dos mesmos, mais 5 amosiras diarreiogénicas de E. coli foram identificadas como sendo
PCFO2+. Possivel homologia {(analogia) de epitopos com CFA/II foi verificada com estes
MAbs, através de observaches em imunomicroscopia. Neste trabalho, dando continuidade aos
estudos relacionados ao PCFO2, procurou-se inicialmente reavaliar-se a metodologia de
purificagio e comprovar-se a Prova de Inibicio do ELISA padronizada para a identificacio
desta fimbria, além de verificar-se possiveis homologias de epitopos entre PCFO2 e oufros
FC, descritos como 0s mais freqiienternente identificados em cepas ETEC isoladas de fezes
humanas. Com base nos resultados obtidos, comprovou-s¢ que MAbs do isotipo IgA
reconhecem epitopos distintos dos MAbs 1gG2b, uma vez que estes 1ltimos 530 capazes de

reagirem cOm uma segunda subunidade de 15 kDa de PCFQ?2, em provas de Western blotting.
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Esta nova subumdade desta fimbria talvez deva corresponder ao “tip” da mesma. Pelos
experimentos desenvolvidos verificou-se que apenas as amostras 312-2 ¢ 312-3, dentre as
cinco cepas identificadas inicialmente como PCEO+, cxXpressavam realmente esta fimbria
apresentando, tambem, a fragho de 13kDa. Quanto 4s amostras D247 o D243, estas
demonstraram pertencer ao complexo CFA/V expressando US5 ¢ CS6 sendo que esta Glima
subumidade apresenta epfiopos idénticos aos expressos em PCFO2. Quanto 3s amostras
periencentes ac sorogrupo 02, nenhuma reaciio inespecifica foi verificada. Portanto, a Prova
de Inibigdo do ELISA desenvolvida com MAbs do isotipo IgG2b demonstrou ser adequada
néo sé para a identificacBo das duas subunidades de PCFO?2 expressas em cepas ETEC, como

tarmbém de amostras ETEC do complexo CFA/TV, que sernpre expressam a subunidade CS6.




Some strains of Escherichia coli may expresses differents mechanisms and virulences
factors representing One of several highly adapted clones wich together have evolved the
ability to cause a broad spectrum of human and animal diseases. With respect o enieric
diarrheal diseases caused by E. coll strains, seven categories of diarrheagenic E. coli isolated
from human stool cultures have been classified, based on clinical observations, mechanisms,
virglence factors, epidemiologic studies, serotypes and molecular analysis. The group
represented by enterotoxigenic E. coli (ETEC) is identified by ST and or LT enterotoxins
production and expression of colonization factors (CF). These adhesine allow bacteria
colonization on the surface of the small bowel mucosa. Detection of CF in all ETEC strains
identified in the differents geographic regions of the world is impractical because of their
great number and heterogeneity. Previous studies, a new putd ive colonization factor (PCF)
was characterized in isolates of ETEC from human diartheical stools at Ourc Preto (MG)
Brazil, expressing just LT and belonging to sorogroup O2. This fimbriae was named PCFO2,
and with this purified antigen nine hybridomas secreting MAbs (monoclonal antibodies)
against PCFO2 were produced. For standardization of Inhibition ELISA Test o identify
PCFO? in enterotoxigenics strains pools of these MAbs, belonging to isotypes IgA (4) and
1eG2b (5), were tested using this immune reaction. After testes new five ETEC strains
presented positive results to PCFO2, all belonging to serogroup 02. The aim of this study
included improvement of the purification methods of this fimbriae and evidences confirming
sensibility and specificity of Inhibition ELISA Test in PCFO2 identification. The objectives
propossed also included study of possible epitopes similarity between this fimbriae and the
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most frequently CF reported in epidemiojogical studies. Ours results confirmed that MAbs
belonging to IgA and IgG2b isotypes reacted with differents epitopes of PCFO2. With respect
t0 1gG2b a new subunit or adhesin presenting about 15 kDa was identified in Western blotting
reactions in semi-purified proteic extraction of PCFO2 strain, Regarding to Inhibition FLISA
Test developed with MAbs belonging to both isotypes datas confirmed expression of PCFO2
just by 312-2 and 312-3 isolates. Antigenic similarities was demonstrated between CS6
belonging to CFA/IV complex and PCFO32. Resulis demonstrated that D242 and D243
expresse CSS and CS86. We conclude that the Inhibition FLISA Test developed with MAbs of
isotype IgG2b were able to identify not just ETEC strains expressing PCFO? but also

expressing CS6, representing an important tool for the identification of these adhesins.
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A Escherichic coli é um |Ybacilo gram-negativo, pertencente 3 familia
Enterobacteriaceae (Ewing et al., 1986). Foi descrito pela primeira vez por Theodor Escherich
em 1885, que o denominou, iniciaimente, de Bacrerium coli. £ uma bactéria anaserdbica
facultativa, presente na flora do intestino de mamiferos e aves, desempenhando importante
papel na manutenclo da fisiologia intestinal (Drasar & Hill, 1974; Hinson & Willians, 1989;
Levine, 1987).

Apesar de ser a especie gram-negativa predominante na flora normal do intestino,
algumas cepas de E. colf podem apresentar mecanismos ¢ fatores de viruléncia que a tornam
patogénicas ao hospedeiro, podendo causar no homem, principalmente, infecgfes intestinais
representadas por quadros de diarréia aguda e/ou disenteria (Blanco & Blanco, 1993; Blanco
& Gongzales, 1985; Gonzéles & Blanco, 1987; Levine, 1987; Robins-Browne, 1987; Sack,
1978},

Além de infecgdes intestinais, a E. coli patogénica pode causar, também, infecges
extra-intestinais tais como a sindrome urémica hemolitica (HUS), (Nataro & Kaper, 1998),
infecgdes nos rins, septicemia ¢ pneumonia, tanto no homem como em animais (Blanco &
Blance, 1993).

Diferentes amostras de £ coli podem possuir genes para um ou mais fatores de
viruléncia, estes dltimos normalmente reunidos em “clusters” ou sequéncias génicas de
“operons” controlados por um mesmo “regulon”. Fatores € mecanismos de patogenicidade
expressos por cepas de E. coli podem estar associados & diferentes quadros de doengas,
atuando estas bactérias como agentes primérios ou secundérios destas sindromes ( Salvers &
Whitt, 1994).

Ainda, com relag8o as infecgles extra-intestinais no homem, cepas de E. coli também
podem estar associadas & piclonefrite (Johnson ef al., 1987) e 4 meningite do recém-nascido,
estando esta tltima associada geralmente a cepas capazes de expressar ¢ antigeno colominico

K1 (4cido poli-acetil neuraminico), presenie na c¢apsula dessas bactérias, que apresentam



epitopos comuns aos encontrados na cépsula da Neisseria meningitidis, grupo B (Sussman,
1985},

Como j& mencionado, a maioria das cepas de £ coli isoladas de fezes humanas e de
animais nfo sfo patogénicas, por nfo apresentarem genes relacionados & patogenicidade.
Sendo assim, € muito importante que se posss diferenciar dentre as amostras de £ coli
isoladas, se estas s#o cepas diarreiogénicas, responsaveis por surtos de diarréia efou disenteria,
ou membros da microbiota intestinal normal.

A versatilidade encontrada nos genomas da E coli diarreiogénica associa-se,
principalmente, a duas configuragbes genéticas: viruléncia devida a genes plasmidiais ou 2
verdadeiras ilhas de patogenicidade presentes no cromossomo da cepa patogénica (Nataro &
Kaper, 1998).

Kauffmann em 1947, foi o primeiro a procusrar identificar dentre as cepas de Z. coli
isoladas de fezes diarréicas, quais seriam as patogénicas. Diesta forma propés, pela primeira
vez, que as amostras de £ coli fossem pesquisadas tendo-se como base seus principais
antigenos de superficie. Estes foram denominados de “O”, representando o lipopolissacarideo
(IPS) termo-estavel presente na membrana externa da parede das bactérias gram-negativas;
antigeno “H”, representando a proteina do flagelo (destruida por fervura a 100°C por 30
minutos) ¢ “K”, representando os antigenos capsulares expressos nos tipos A, B e L, por
apresentarem variagBes quanto & termo-resisiéncia. Recentemente, verificou-se que muitas
estruturas diferentes, expressas por cepas de E. coli e que deveriam corresponder ao antigeno
“K”, na verdade incluiam estruturas fimbriais. Propds-se, entdo, designar-se dentro deste
grupo antigénico, apenas os polissacarideos acidificados (Lior, 1996), excluindo-se as
proteinas, por estas representarem normaimente adesinas, atualmente designadas pela inicial
“F” (Nataro & Kaper, 1998).

Nos procedimentos de sorogrupagem, determina-se o antigeno “O”, sendo que para este
procedimento ¢ antigeno “K” deve ser eliminado através da fervura da amostra a 121°C
durante 1 hora (Gaastra & Graaf, 1982). Porém, quando existir disponibilidade dos soros
especificos, o antigeno “K” pode ser incluido na sorogrupagem. Para a determinacio do
sorotipo, ¢ obrigat6ric a pesquisa do antigeno “H”, caracterizando-se a amostra em O:H ou
O:K:H (Kauffmann, 1947).



A identificacfo sorolégica dos antigenos “0” e “H” tem permitido relacionar-se
diferentes cepas de E. coli com algwmnas doengas causadas por estas bactérias, tais como
quadros de septicemia ¢ a meningite do recém-nascido, onde a maijoria das cepas envolvidas
pertencem ao sorogrupo O18:K1 {Achiman ef al., 1983; Kim ef al., 1992; Korhonen er gf,,
1985; Sarff ez al., 1975}

Nos quadros entéricos, envolvendo a E coli diarreiogénica, & sorogrupagem pode
auxiliar, mas nfo determina se a cepa ¢ patogénica, tendo-se que se pesquisar na mesma, a
expressdo de fatores e mecanismos de viruléncia (Blanco & Blanco, 1993; Levine er al., 1993;
Nataro & Kaper, 1998), sendo a tinica excecHo representada por cepas do sorotipo Q157:H7,

cuja sorotipagem serve como marcagio da £. coli enterchemorrégica ou EHEC.

Atualmente, as linhagens de Escherichia coli diarreiogénica para o homem, podem ser
classificadas em pelo menos sete grupos de patogenicidade {(Nataro & Kaper, 1998; Trabulsi ef
al., 1996). Na classificaglio destes grupos, destacam-se: Escherichia coli enteropatogénica
classe I (EPEC classe I}; Escherichia coli enteropatogénica classe I (EPEC classe H)
{Rodrigues er al., 1996); Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) (Levine, 1987);
Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC) (Levine, 1987); Escherichia coli enterchemorragica
(EHEC) (Levine, 1987; Salyers & Whitt, 1994); Escherichia coli enteroagregativa (EAEC)
{Bhan ef al., 1989; Nataro er al., 1987) e Escherichia coli apresentando aderéncia difusa
(DAEC) (Bilge et al., 1989; Girbn et al., 1991; Levine er al., 1993).

As cepas pertencentes a estes grupos de patogenicidade, de maneira geral apresentam
caracteristicas especificas tais como manifestagfes clinicas, mecanismos e fatores de
viruiéncia, tipo de interagBio com a mucosa intestinal do hospedeiro, epidemioclogia e
associagéo a determinados sorogrupos e/ou sorotipos (Levine, 1987).

A caracterizagfio dos mecanismos de patogenicidade tem demonstrado que a £. coli pode
expressar grande variedade de fatores de viruléncia, incluindo a exacerbagfio e alteracdo da
resposta imune do hospedeiro (Nataro & Kaper, 1998; Salyers & Whitt, 1994; Schaechterfer ef
al., 1993). Ap6s a infecclio, a evoluclo da relagfio parasito-hospedeiro, para um quadro de

doenca cu sub-clinico, dependera nfio s¢ de fatores da bactéria e do hospedeiro, como também



da microbiota intestinal j4 estabelecida, que interfere na express#o da viruléncia das cepas
através de mecanismos de controle da transdugfio, dependentes da densidade populacional das
bactérias, denominado de “quorum sensing” (Sperandio er al., 2001; Winzer & Willians,
2001).

Apesar da Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) nfo ser o grupo mais
freglientemente identificado em nosso meio (Trabulsi ef af, 1996}, representa um dos grupos
de maior importincia na patogenia da diarréia aquosa em criangas, adultos e viajantes de areas
endémicas, principalmente nos paises em desenvolvimento como o Brasil {Black, 1950;
Levine, 1987).

A patogenicidade deste grupo € devida & combinagiio de dois principais fatores de
viruléncia, sendo o primeiro relacionado 2 colonizagio da bactéria no intestino delgado, o gue
ocorre atraves de adesinas expressas na superficie da célula bacteriana, capazes de interagirem
com receptores das células do hospedeiro. Estas adesinas podem variar morfolégica e
antigenicamente ¢ sio denominadas de Fatores de Colonizagio (FC). O segundo fator de
virnléncia envolvido nas enteropatias causadas por ETEC é a produciio de enterotoxinas, que
podem ser termo-estiveis (ST) ou termo-1dbeis (LT) (Nataro & Kaper, 1998). Até 0 momento,
a interagio entre cepas ETEC e ¢ hospedeiro ¢ considerada espécie-especifica conferindo &
bactéria a habilidade de aderir 3 mucosa do intestino deigado, local normalmente ndo
colonizado pela E. coli, resistindo inclusive ao peristaltismo ¢ a competicdic por nutrientes com
a microbiota local (Nataro & Kaper, 1998).

Dentre as enterotoxinas termo-estiveis a STa, também denominada por alguns autores
de ST, corresponde a um peptideo de 18 a 19 aminoacidos com massa molecular de cerca de
2 kDa, sendo solivel em 4gua e em solventes organicos, além de ser resistente a acfio de
enzimas proteoliticas {Alderete & Robertson, 1978: Gariepy e al., 1986) e apresenta atividade
em intestino de camundongo recém-nascido (Dean ef al., 1972). Dentre as STa, podemos
encontrar duas variantes antigénicas denominadas de STp (ST sufna ou STla) e STh (ST
humana ou STIb), relacionadas & expressfio de cepas E coli isoladas respectivamente, de
suinos e humanos, Porém, ambas as variantes §Tla e STIb podem ser encontradas em cepas de

E. coli isoladas de fezes humanas, sendo estas toxinas praticamente idénticas em 13 residuos



de amino#cidos correspondentes aos responsaveis pela atividade enterotéxica, dentre os quais
6 sio representados por residuos de cistina, formando 3 pontes dissulfeto intramoleculares,
gue conferem a termo-estabilidade deste grupo.

(uanto aos genes para STa e STh, estes diferem tanio estruturalmente, guanto em seus
mecanismos de agfo, sendo encontrados predominantemente em plasmidios, apesar de alguns
terem sido descritos em transposons (Mataro & Kaper, 1998). A enterotoxina STa liga-se ao
receptor GC-C, denominada de guanilciclase C ¢ ¢ representada por uma enzima de membrana
pertencente & familia de receptores ciclases (Vandrager er al,, 1994). Ao ligar-se, 2 8Tz
aumenta os niveis intracelulares da ¢GMP, o que estimula a secregfio de CL ™ e/ou inibe a

absorcdo de Na, resultando em aumento da secrecfo intestinal (Sears & Kaper, 1996) .

(Quanto 4 enterotoxina STh, também denominada de STII, esta € insolivel em metanol e
ativa em alca ligada intestinal de suinos de 5 a 7 semanas. Apesar de ser importante na diarréia
do desmame em suinos, a relevincia da enterotoxina ST na diarréia humana nfo é
comprovada, embora 0s genes desta toxina tenham sido detectados em amostras de E. coli
isoladas do homem (Echeverria ef al., 1985). A enterotoxina STb apresenta P.M. egquivalente 2
5,1 kDa e ndo apresenta nenhuma homologia com STa, apesar de também conter 4 residuos de
cisteina formando pontes dissulfeto (Arriaga ef al., 1995). Ao contrario de STa, a enterotoxina
STb induz danos histoldgicos no epitélic intestinal, representados por perda de
microvilosidades e atrofia parcial da vilosidade {Sears & Kaper, 1996).

Apenas a STa, dentre as enterctoxinas termoestdveis, ¢ comprovadamente associada a
casos de diarréia em humanos (Blance & Blanco, 1993; Clements & Finkelstein, 1978a). Os
genes para STa tém sido encontrados, normalmente, em plasmidios associados a genes
responsdveis pela codificacio de ¥C e/ou genes associados a fendtipos de resisténcia a
antimicrobianos (Clements & Finkelstein, 1979; Evans & Evans, 1978; Gyvles ef al.,, 1977;
McConnel er al., 1989).

As enterotoxinas termolabeis também apresentam duas classes: LT-I e LT-Il. A toxina
LT-I segue bioquimicamente o padrfio AB de toxinas, apresentando estrutura molecular e
antigénica mudto semethante ao da toxina colérica (TC) (Clements & Finkelstein, 1978b). A



LT-1 € capaz de estimular a enzima adenil-ciclase, promovendo uma elevagho dos niveis de
AMPc nos enterdcitos, o que leva & perda de potdssio e ions bicarbonato pela célula, com
conseqliente secreqio de liguido para a luz intestinal e quadro diarréico (Cravioto ef al., 1988).

A toxina LT-1 apresenta intimeras caracteristicas em comum 2 toxina colérica (TC),
incluindo a estrutura da holotoxina, segliéncia de aminodcidos (80% de identidade), receptor
primério, atividade enzimatica ¢ agfio biolégica em animais experimentais e culturas de células
(Nataro & Kaper, 1998). Algumas diferencas enwe ambas foram destacadas guanto ao
processamento ¢ secreg@io das toxinas além de resposta relacionada ao linfécito T helper
(Dickinson & Clements, 1993; Sears & Kaper, 1996). Além de ser estruturalmente semelhante
4 TC, também apresenta atividade biclbgica e determinantes antigénicos comuns (Clemenis &
Finkelstein, 1978a; 1978b). Assim, soros policlonais produzidos contra estas duas toxings,
apresentam reagdes cruzadas, bem como muitos anticorpos monoclonais (Sears & Kaper,
1996).

Enquanto genes para TC sfio cromossdmicos, a codificaciio génica da LT-I tem sido
descrita, até 0 momento, como associada a genes presentes em plasmidios de alto peso
molecular (Sears & Kaper, 1996), alguns apresentando também genes capazes de codificar
marcas de resisténcia a antimicrobianos ¢ fatores de colonizagfio (Nataro & Kaper, 1998).

Dentre os subgrupos de LT descritos como LT-I e LT-II, estas toxinas nfc apresentam
reatividade cruzada, sendo que a LT-I € expressa por amostras ETEC isoladas do homem e
animais. Por outro lado, a toxina LT-II, ¢ encontrada primariamente em animais e cepas que a
expressam, apenas raramente foram isoladas de fezes humanas. Porém, LT-II, nunca foi

associada & doengas entéricas no homem e nem em animais (Sears & Kaper, 1996).

A enterotoxina LT-1 ¢ uma toxina oligomérica de P.M. correspondente a 86 kDa,
composta de uma subunidade A (28 kDa) e de cinco subunidades B idénticas (11,5 kDa)
arranjadas em forma de um anel que se liga ao gangliosideo GM1 e mais fracamente ao GD1b

e a algumas glicoproteinas intestinais (Teneber ef al., 1994).



A subunidade A ¢ responsével pela atividade enzimética da LTI, que ¢
proteoliticamente clivada em Al e A2, unidas por uma ponte dissulfeto. Na enterotoxina LT-1,
duas variantes antigenicamente semelhantes foram descritas e denominadas de LTp (LTp-I) e
de LTh (LTh-I}, purificadas a partir de cepas isoladas de porco e de fezes humanas,
respectivamente. Os genes responsaveis pela expressfio de LT (elf ou efx), slo encontrados em
plasmidios, que podem conter também, genes para STa ¢ para fatores de colonizagio (Nataro
& Kaper, 1998).

Recentemente, producio da toxina EASTI, descrita no virotipo das EAEC foi
identificada como expressa por cepas ETEC (Savarino ef al., 1996).

Trabalhos desenvolvidos por diferentes autores (Elsinghorst & Kopecko, 1992;
Elsinghorst & Weitz, 1994; Fleckenstein ef of., 1996; Schlager ef al., 1990; Wanke & Gerrant,
1987), relataram 2 capacidade de algumas amostras ETEC em invadirem culturas celulares
originarias do célon e ileo humanoc. Contudo, esta capacidade invasiva observada apenas “in

vitro” ¢ nfo “in vive”, continva indefinida no quadro da doenga.

Com relacio aos fatores de colonizag8o (FC) ou possiveis fatores de colonizagio (PCF),
muitos t#ém sido identificados e descritos em cepas ETEC de origem humana. Apesar disto, em
muitas das amostras isoladas, nenhum dos fatores de colonizagio comumente encontrados
foram identificados (Levine ef gl., 1995; McConneli & Rowe, 1989; Nirdnoy ef al., 1997;
Viboud et al., 1993a ). Esta nfo identificacio de adesinas pode envolver vérias implicages,
que variam desde longa estocagem e repiques freglientes das amostras, o que poderia acelerar
a cura dos plasmidios, até a falta de infra-estrutura dos Laboratdrios de Andlises Clinicas
quanto 20$ TECUrsos necessérios para a identificacio destes fatores (Ahrén ef al., 1986; Thomas
et al., 1982).

Em tmabalho desenvolvido por Honda er al. (1991), os autores demonstraram
significativa segregacio dos plasmidios responsaveis pela codificagio das enterotoxinas 5T ou
LT e de FC, devido a estoques prolongados, dependéncia do meio utilizado nesta estocagem e
da temperatura utilizada nos mesmos. Devido a isso, a confirmacfio da producio de



enterotoxinas pelas amostras em estudo, deve ser imediatamente seguida da pesquisa de FC

Bas mesmas.

Dentre os FC mais pesquisados estio o CFA/, representando por apenas uma unidade
protéica (Klemm & Mikkelsen, 1982), CFA/MI que é uma proteina heterogénea, podendo
apresentar as subunidades CS81, CS2 e CS3 (Thomas ef al., 1982) e CFA/Y, complexc
protéico que pode apresentar as subunidades CS4, C85 ¢ CS6 {(Smyth, 1982; Thomas er af.,
1985).

Destacam-se, em poucos trabalhos, também a identificag@io de CFA/II (Honda et al.,
1984), CS14 (previamente denominada de PCFO166) {(McConnell er ai., 1989), CS17
(McConnell ef gl., 1990}, CS13 (previamente denominada de PCFO9) (Heuzenroeder ef al.,
1990, antigeno 2230 (Darfeville-Michaud ef al., 1986), antigenc 8786 {Aubel ez ad.,, 1991) &
PCFO20 (Viboud ef al., 1993), CS20 (Valvame ef al., 1996), CS22 (Cassel & Kent), CS19
{Grewal ef al., 1997; Khalil ef ai, 1999), PCFO148 (Knutton ef al., 1987}, CS7 (Hibberd er
al., 1990) e PCFO2 (Ricci er al., 1995; Ricci ez al, 1997; Oliveira, EM., 1996; Delghringaro-
Augusto, 1998). Normalmente, os FC apresentam estrutura fimbrial ou fibrilar. Contudo, os
antigenos 2230 ¢ 8786 foram descritos como adesinas nio fimbriais.

Com relagdio & subunidade CS (Coli Surface Antigen) denominada de CS6 e pertencente
ao complexo CFAIV, esta pode ser encontrada isoladamente ou em associacdo com as
subunidades C84 ou CSS5 nas cepas CFA/IV (McConnell ef i, 1986; McConnell er g, 1988;
Thomas et al., 1985). Experimentos demonstraram que a expressio isolada de CS6 pela E. coli
enterotoxigénica foi responsivel pela colomizaclio da bactéria no intestine de coeltho
(Svennerholm er al, 1989) ¢ a cepa CFA/IV (CS6) também foi reconhecida como dmico
patégeno isolado em pacientes com diarréia em trabalhos de Wolf ef gl {1993). Estes dados
comprovam que (S6 corresponde a wuma adesina, ¢ ndc apenas uma subunidade

complementar.

Estudos epidemioldgicos sugerem que CFA/, CFA/I ou CFA/IV, sio EXPressos por
aproximadamente 75% das cepas ETEC isoladas de fezes humanas nas diferentes regides
geograficas (Wolf, 1997). Por outro lado, uma longa fimbria do tipo IV (Femandez &
Berenguer, 2000) recentemente descrita, do tipo “bundle forming pilus”, morfologicamente



diferente das demais identificadas, tem sido encontrada com grande freqiiéncia em cepas
ETEC isoladas de fezes humanas { Giron et al., 1994; Giron et al., 1995).

Die maneira geral, os FC descritos em amostras ETEC isoladas de quadros de diarréia no
homem ou em animais, apresentam as seguintes caracteristicas cormms: 2} A maloria €
constituido de fimbris protéicas apresentando distribuigfo peritriquia, com 1 3 2Zum de
comprimentc ¢ 6 a 9 nm de difmetro; b) Podem ser encontradas miltiplas morfologias
fimbriais em uma mesma amostra; ¢} Alguns FC sfio representados por adesinas nfo fimbriais
d) Normalmente s8io cedificados ou controlados por genes presentes em plasmidios de alio
peso molecular, em associagio com genes das enterotoxinas LT e/ou ST (Mathewson ef al.,
1985; Smyth, 1984; Willshaw ef af., 1982); d) 830 compostos por unidades protéicas, cujo
peso molecular tem sido descrito entre 14 ¢ 34,5 kDa, normalmente apresentando elevado
numero de aminodcidos hidrofébicos (Blanco ef al., 1991, Nataro & Kaper, 1998; Girdn ez al.,
1997); e} Sdo encontrados apenas em amostras ETEC pertencentes a determinados sorogrupos
e sorotipos; f) A maioria ¢ capaz de hemaglutinar eritrGcitos na presenca de D-manose, aglicar
que inibe a hernaglutinagdo descrita para a fimbria tipo I de E. coli (Klemm ef al., 1985); g)
S&o termo-regulaveis, isto €, expressam-se quando as amostras de ETEC s#o cultivadas a 37°C
mas nfio a 16°C (Evans et al., 1975; Gaastra & Graaf, 1982; Klemm ef al., 1985; Krogfelt,
1991; Khalil er ol., 1999; Nataro & Kaper, 1998) e h) Tém sido identificados e caracterizados
apds crescimento das cepas ETEC em meio CFA (Evans & Evans, 1977; Klemm, 1985).

Os FC do virotipo ETEC foram, inicialmente, identificados em provas de MRMH
{microhemaglutinacic D-manose resistente), realizadas com eritrdcitos de diferentes origens,
além de reagbes de soroaglutinaciic em lamina desenvolvidas com soros policlonais
especificos contra as cepas padrdo, absorvidos com amostras segregantes das mesmas ou com
cultivos da cepa a 16°C, temperatura esta, onde a expressio da adesina ¢ inibida (Evans et al.,
1975).

Por ser a adesfio e a colonizagBo do intestinc delgado reconhecida como um fator
importante, se ndo essencial, para que ocorra a diarréia (Gaastra & Graaf, 1982) e pelo grande
problema de safide pablica representado pela diarréia associada s ETEC, muitos autores t8m

procurado definir quais os FC mais fregiientes em cada area endémica para a possivel



construcdo de vacinas (Giron ef of,, 1997; Helander of al., 1997; Luna et gl., 1997). Contudo,
isto s6 serd possivel quando testes de identificacgo dos FC permitirem rapidez, especificidade
© sejam acessiveis aos Laboratérios de Andlises Clinicas.

Neste sentido, vérios trabathos abordando producfio de vacinas compostas $€m sido
desenvolvidos (Adachi e al., 2000; Black, 1986: Hall al., 2001; Levine, 1990; Svennerholm
el al., 1990}, porém as expectativas nfio sfo promissoras devido 3 grande variagdo antigénica
dos mesmos, o que representa um obstéculo consideravel para ¢ desenvolvimento de vacinas

efetivas para areas endémicas (Nataro & Kaper, 1998).

Posteriormente, técnicas mais especificas ¢ sensiveis pata a identificagio dos FC foram
desenvolvidas, utilizando-se anticorpos monoclonais (MAbs), nas reacdes sorolfgicas
pesquisando-se estes fatores (Kohler & Milstein, 1975). A utilizacfio dos MAbs também foi
fundamental para que a presenca e a estrutura dos fatores CS dos complexos CFA/M e CFA/MO
fossem caracterizados ¢ determinados em diferentes amostras ETEC isoladas. Experimentos
realizados também permitiram identificar epftopos em comum entre os diferentes FC e avaliar
a variabilidade antigénica enire os fatores CS, incluindo diferengas de epitopos na fraciio CS3
em cepas CFA/I distintas (Lopez-Vidal & Svennerholm, 1988).

Desta forma, Rudin et a/. (1994) selecionaram 3 MAbs que reagiram cruzadamente em
provas de “Dot blot” com CS1, CS2, CS4, PCFO166 ¢ CS17 e também com subunidades
destes, obtidas por iratamento enzimdatico.

Contribuindo para a caracterizacio dos FC, o sequenciamento de aminoicidos, em
especial na fragfic N-terminal, tem demonstrado uma homologia muito significativa entre as
vérias fimbrias descritas em cepas ETEC. Estas homologias de epitopos resultaram na
observaglo de reagdes cruzadas entre as subunidades de CFA/L, CS1, CS2, CS4 ¢ CS17,
quando reveladas em testes de “Western blotting” utilizando-se anticorpos monoclonais
{McConnell et /., 1989).

O aprimoramento das técnicas imunoldgicas tem melhorado significativamente a

especificidade, rapidez ¢ a sensibilidade na identificagiio dos FC principalmente através das
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Provas de Inibiglc do ELISA padronizadas com MAbs especificos, utilizados para a
identificacio destas adesinas em enquetes epidemiolégicos (Honda et ol., 1989b; Rudin er. al.,
1994; Viboud er al., 1994).

Desta forma, objetivando a padronizacho de provas especificas gque permitissem
melhoria na identificagiio dos FC menos pesquisados, Ricci er al (1997), em pesquisa
realizada com cepas ETEC isoladas de casos de diarréia em humanos, pesquisando a produgfio
dos FC mais frequentes, identificaram e caracterizaram a fimbria PCFQ2. Esta fimbria foi
inicialmente descrita em duas cepas isoladas em Quro Preto (MG), sendo ambas produtoras da
enterotoxina LT e pertencentes ao sorogrupo O2. Em trabalho subsegliente, hibridomas foram
preparados com esse antigeno, resultande na obtencBo de 9 MAbs dos isotipos IgG2b (5) e
IgAd4) restivos contra este FC (Oliveira, 1996). No estudo da reatividade destes MAbs,
Delghingaro-Augusio (1998), padronizou 2 Prova de Tnibicio do ELISA, para a identificacio
desta fimbria e, dentre 99 cepas de £ coli diarreiogénicas avaliadas, 5 foram identificadas
como PCFO2+. Dentre as 5 cepas positivas, as amostras 312-2 e 312-3 eram LT+, enguanto

que D242, D243 ¢ D252 nfio expressavam as enterctoxinas. Porém, todas pertenciam ao
sorogrupo OZ. Quanto a cepa D252, resultados discordantes foram obtidos frente ao “pool”
dos dois isotipos de MAbs.Também, em relacdio 4 microhemaglutinagio D-manose resistente,
apenas as cepas 312-2, 312-3, D242 e D243, apresentaram reacdes positivas com hemaécias
humanas, bovinas ¢ de cameiro. Quanto a cepa D252, esta demonstrou padrio nfo
hemaglutinante (Delghingaro-Augusto, 1998). Estas diferencas entre as 5 cepas, dentre dos
padrles inicialmente estabelecidos, levantaram dividas sobre s adeguacfo dos critérios
adotados para a prova de Inibicfio do ELISA na identificacfio deste FC.

Por outro lado, apesar dos trabalhos anteriores terem demonstrado homologia entre
PCFO2Z ¢ outros FC (Ricct ef al., 1995; Delghringaro-Augusto, 1998), os resultados obtidos
precisavam de confirmac8o, através de experimentos complementares, como proposto neste
trabalho. Além destes objetivos, os trabalhos envolveram reavaliagiio da metodologia de
purificacdic desta fimbria e da adequacfio da Prova de InibigSio do ELISA, quanto aos MAbs e
diluicBes dos mesmos a serern utilizados na identificac3o da expressio de PCFO2.
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2-OBJETIVOS

1 — Avaliar alteragbes nas etapas da metodologia padronizada para a purificaciie de PCFOZ,

com o objetivo de obter-se maior rendimento no processo.

2 — Em relagio acs monoclonais dos isotipos IgA ¢ 1gG2b, reativos contra a fimbria PCFO2:

a) confirmar 2 expressio dests fimbria nas cepas 312-2, 312-3, D242, D242 « D252
anteriormente identificadas como PCFOZ+,

b) avaliar a similaridade de reconhecimento de epitopos entre os monoclonais dos dois
isotipos (IgA e IgG2b)

¢} avaliar a reatividade desses monoclonais com antigenos do serogrupo 02.

3 — Verificar possivel homologia de epitopos entre PCFO2 e os mais fregiientes fatores de
colonizacdo identificados: CFA/L, CFA/IL, CEA/ e CFAJIV,

4 — Reavaliar-se a Prova de Inibigio do ELISA quanto aos mais especificos anticorpos
monocionais na identificaco da expressic de PCFO2 em cepas ETEC isoladas de fezes
humanas.
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[AL E METODOS

3.1. Amostras de Escherichio coli em estudo:

Neste trabalho foram estudadas as seguintes cepas identificadas como PCFOZ+ em
trabalbo anterior, afravés da Prova de Inibigio do ELISA (PIE) uilizando-se MAbs anti-
PCFO2: 312-2 e 312-3 (isoladas da mesma amostra de fezes diarréicas), D242 e D243
{(isoladas da mesma amostra de fezes diarréicas) ¢ a cepa D252, Todas as amostras foram
isoladas a partir de casos de diarréia encaminhados ao HC-UNICAMP. O desenvolvimento
dests prova com MAbs do isotipo 1gG2b identificou como positivas todas as cepas em
questdo, com exceglic da cepa D252, Quando a mesma prova foi desenvolvida com MAbs do
isotipo IgA, todas as 5 cepas foram identificadas como positivas, inclusive a cepa D252
{Delghringaro-Augusto, 1998). A cepa D253 foi incluida neste estudo, por pertencer ao
sorogrupo 02, objetivando-se analisar possiveis reacBes com o antigeno deste sorogrupo.

Todas as amostras em estudo foram gentilmente sorogrupadas como 02, pelo Prof. Dr.
Miguel Blanco da Universidade de Santiago de Compostela, Lugo, Espanha.

Utilizou-se como padrio de PCFO2, a cepa 244-1 LT+, também pertencente ao
sorogrupo O2.

3.1.1. Amostras padriio de Escherichia coli produtoras de diferentes FC

Também, as seguintes cepas padrdio de Escherichia coli enterotoxigénica, produtoras dos

mais frequentes fatores de colonizaco descritos em isolados humanos foram utilizadas:
CFA/T ~ H10407 (DMI-IB-UNICAMP)

CFA/I (CS2) ~ RIMD 0509753

CFA/I (C81, C83) -~ RIMD 0509735

CFA/H - 260-1 (DMI-IB-UNICAMP)

CFA/MV (C84, CS6) —~ 151-3 (Blanco, Universidade de Santiago de Compostela, Espanha)



CFA/IV (CS5, C86) - E17018/A

A cepa E17018/A, pertencente ao sorotipo 0167:HS, foi gentilmente cedida pela Profa.
Dra. Beatriz E.C.Guth, da UNIFESP.

No desenvolvimento do presente trabalbo, todas as cepas de E coli em estudo e as

amostras padrfio, foram mantidas em estogues no meio BHI acrescido de 15% de glicerol

estéril, 2 ~20°C, no meio Dorset 4 temperatura ambients e em Lignieres a 4°C.
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TABELA I -

Carzcteristicas fenotipicas das amostras de Escherichio coli em estudo,

identificadas como PCFQOZ2+ na Prova de Inibico do ELISA desenvolvida com MAbs
especificos (Delghringaro-Augusto, 1998).

Prova de Prova de Fendtipo
Amostras; Fator de Inibicdo do Imibicéo do Sorogrupo enterotoxi
Colonizacde | ELISA, com ELISA, com génico
MAbs/IgG2b MAbs/Ig4
244-% PCFO2 + + 02 iT
312-2 PCFO2 + + 02 LT
312-3 PCFO2 + + o2 LT
D242 PCFO2 + + 02 N.E.!
D243 PCFO2 + + 02 N.E.
D253 N.L* - - 02 L.T.
Dzs2 PCFO2 - -+ 02 N.E.

1 — nfio enterotoxigénica
2 ~ ndo identificada
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TABELA I¥ — Caracteristicas das amostras-padeiic de fatores de colonizaglo (FC) expressos por cepas
de Escherichia coli enterotoxigénicas, isoladas de fezes diarréicas humanas.

Amostras Fator De FALR? P.M. (iDa) Fendtipo
Colonizacie enterotoxigénico
10.4067 CFA/L homem, boi, 15,6 LT
galinha
RIMD CFAM(CSY) boi 17,0 §Ta
0509753
RIMD CFAMM(CS1, (8% boi, galinha CS81 16,8 LT
(509735 C83-1435a
15,5
260-1 CFA/M N.H.?2 18,0 STa
E17018/A | CFA/IV (C835, C86) Homem, boi, CS5-21 LT/8Ts
cobaia CS6-145a
16
151-3 CFA/MV (C84, CS6) Homem, boi C84-17,0 LT/8Ta
CS6-14,52a
i6
Boi, carneiro,
244-1 PCFO2 cavalo, homem 34,5 LT

1 — Hemaglutinacio D-manose resistente
2 —Nio hemaglutinante

16



3.2. Purificacfio da fimbria PCFO2

3.2.1. Metodologia padronizada

A metodologia normalmente utilizada nos procedimento de purificacio de PCF(2, foi a
mesma adotada por Riccl ef gl (1997),. Na reavaliagio destes processos, alteragSes foram
avatiadas objetivando-se maior rendimento da fimbria purificada.

As amostras produtoras de PCFO2 foram, iniciabmente, cultivadas em meio BHI (Brain
Heart Infusion) “Gibeo” e incubadas “overnight™ a 37°C.

Apés o crescimento bacteriano inoculou-se 1 mi desta pré-cultura em cada garrafa de
Roux (20 garrafas/lote), contendo 100 mi. de meio CFA 4gar (Evans & Evans., 1977). As
garrafas foram, entfio, mantidas a 37°C durante 24 horas. Apds o crescimento bacteriano, o
cultivo de cada garrafa foi ressuspenso com 10 mL de safina 0,15M, com o auxilio de bastBes
de vidro estéreis. Logo a seguir, a suspensfio foi centrifugada a 10.000 rpm (Beckman
Instruments, rotor JA-14) por 15 minutos e o sedimento ressuspenso em 20 mL de tampiio
fosfato 0,05M pH7,4 acrescido de 1M de NaCl. A suspensio foi, entdo, tratada por 30 minutos
em banho-maria a 60°C, sob agitagSes esporadicas para o desprendimento das fimbrias.

Apés este processo, a suspenséo foi centrifugada a 10.000 rpm por 30 minutos retirando-
se ¢ sobrenadante, ao qual adicionou-se tampéo PBS 0,05M pH 7,4 até o volume de 100 mL,
desprezando-se o “pellet”.

O sobrenadante separado, foi, entdo, precipitado com 60% de sulfato de aménio, a 4°C,
sob agitagdo constante, permanecendo, a seguir, em repouso por pelo menos 2 horas. Na
seqiiéncia, a solugfo foi centrifugada a 10.000 rpm por 30 minutos tendo seu “pellet”
ressuspenso em 3 mL de tampdo PBS 0,05 M pH 7.4. Para retirar-se o excesso de sulfato de
aménio, a solugio foi dialisada contra o mesmo tampdo, durante 48 horas, a 4° C, realizando-
se varias trocas deste tamp@io. Logo apés, procedeu-se a didlise desta solugfio em tampdo PBS
acrescido de 0,5% de desoxicolato de sodio (DOC), por 72 hora a 4°C, sob agitaciic constante.
Apés este periodo, a fracfio dialisada foi centrifugada a 10.000 rpm por 30 minutos,
separando-se o sobrenadante correspondente 4 fragio fimbrial, denominada DOC-solivel e
desprezando-se ¢ “pellet”, denominado de DOC-insoliivel, representado principalmente pelo
LPS (lipopolisacarideo) bacteriano. A fracio DOC-sohivel obtida fol, entdo, dialisada contra
tampédo PBS 0,03M pH 7.4 acrescido de 4M de urdia durante 24 horas. A frag3o assim
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preparada foi aplicada, em volume de 3 mL, em coluna de Sepharose CL4B, equilibrada com
¢ mesmo tampdo. Dentre os tubos coletados (~5mLfiubo), os correspondentes aos picos
protéicos, determinados por leitura em espectrofotdmetro a 280nm, foram reunidos e
dialisados contra tampdo PBS 0,05M pH 7,4, durante 72 horas a 4°C para retirar-s¢ o €XCesso
de uréia ¢ em seguida concentrados.

Para obtencio do aniigenc fimbrial purificads, a soluglo concentrada foi
recromatografada na mesma coluna, utilizando-se as mesmas condigBes descritas
anteriormente.

Na determinacfo da concentragéo protéica final das fractes purificadas obtidas, utilizou-
se a técnica de Bradford.

3.2.2. Reavaliacho da metodologia de purificaclio: precipitacio

fracionada com sulfato de ambnio

Apbs a separagdo do sobrenadante, como descrito no item anterior, este foi dividido em
2 aliquotas sendo uma destas precipitada diretamente com 60% de sulfato de aménio
(Nuclear), pela adigio do sal em temperatura de 4°C, sob agitagdio constante. Apés completado
este procedimento, a solugio permaneceu sem agitaglio nesta mesma temperatura por mais 18
horas para a decantagdo do precipitado. Depois deste periodo, a solugio foi centrifzgada a
10.000 rpm durante 30 minutos, o “pellet” ressuspenso com 3,0 mL de tampéo PBS 0,05M pH
7,4 e estocado em freezer a ~20°C, para posterior didlise a fim de se remover o excesso do sal.

Paralelamente, a segunda aliquota foi, inicialmente, precipitada com 20% de sulfato de
amé6nio obedecendo-se 0 mesmo procedimento utilizado para a aliquota 1. Na sequéncia, a
solugdo foi centrifugada a 10.000 rpm por 30 minutos, o “pellet” ressuspenso em 3,0 mL de
tampéo PBS e estocade a —20°C. Ao sobrenadante obtido, adicionou-se sulfato de aménio até
a concentragio de 40%. A seguir, a solugfio precipitada foi submetida novamente ao mesmo
procedimento utilizado para a aliquota ntmero 1. A solucdo foi, entdo, centrifugada a 10.000
rpm durante 30 minutos e o “pellet” ressuspenso em 3,0 mL de tampéo PBS.

Apbs o tratamento das 3 fragdes, obtidas apés precipitagio com sulfato de aménio a
60%, 20% e 20-40%, estas foram submetidas & dilise em tampdio PBS 0,05M pH 7,4 durante
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72 horas, a uma temperatura de 4°C, com 3 trocas dirias do tampfio, para retirar-se o €xcesso
do sal. Depois de dialisadas, as fracBes foram estocadas a -20°C.

3.2.3. Dialise contra DOC

Dentre as 3 fragBes obtidas através de diferenies concentragfes de sulfato de amdnio, as
fragtes 20-40% ¢ 60% foram, a seguir, divididas em 2 aliguotas, sendo wma destas dialisada
contra tampdo PBS 0,05M pH7.4 acrescido de 0,5% de desoxicolato de sddio (DOC)
“Nuclear”, durante 72 horas a 4°C sob agitacfio constante. ApGs este periodo, o material foi
centrifugado a 10.000 rpm duranie 30 minutos. Na seqiiéncia, separou-s¢ ¢ sobrenadante
correspondente 2 fracfo fimbrial, denominada de DOC-solivel (DS) e o precipitade obtido,
representado pelo LPS (lipopolissacarideo) da parede celular bacteriana, sendo esta fracfo
denominada de DOC-insclivel {DI), ressuspensa a seguir, em 1,5 mi de tampfo PBS §,05M
pH 7.4. A segunda aliquota e a frago DS foram, entdio, dialisadas em tampéo PBS 0,05 M pH
7.4 acrescido de 4 M de wréia por um periodo de 24 horas, a 4°C, com a finalidade de
equilibrar-se o material a ser cromatografado em coluna de Sepharose CL4B equilibrada com
o mesmo tampdo. Apds a cromatografia, as fragbes eluidas foram quantificadas 2 280nm em
espectrofotémetro (Pharmacia) ¢ as fragSes correspondentes aos picos cromatograficos, foram
dialisadas em tampic FBS 0,05M pH 7,4 para que o excesso de uréia fosse removido. Em
seguida, as fragbes selecionadas foram reunidas e concentradas por lofilizac3o.

Quanto 2 fragho DI (DOC-insolivel), esta foi dislisada contra o mesmo tampio
mencionado anteriormente, com a finalidade de retirar-se o excesso de DOC presente na

solucdo.

Todas as solugdes, antes de serem submetidas aos devidos testes, foram determinadas
guanto 3 concentracio protéica pelo método de Bradford.

3.3. Dosagem de proteinas pelo método de Bradford

Para estudo do rendimento dos processos de purificagio ¢ principalmente para a
padronizacio da concentracdo protéica das fragBes obtidas a serem aplicadas em SDS-PAGE ¢
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posteriormente transferidas para Western blotting , todas as solucBes preparadas foram dosadas
em microplacas pelo método descrito por Bradford (1 976).

Neste método, as proteinas ligam-se ao corante Coomassie Brilliant Blue G-250
(Sigmaj, comparando-se esta lgacio & diferentes concentragBes conhecidas de uma proteina
padrde, no caso, Soro Albumina Bovina (BSA) (Sigma).

3.4. Preparo de soros anti-FC

Neste trabalbo, para complementagio dos experimentos foram preparados em coelhos,
utilizando-se a técnica da bacterina, os soros anti-312-2, anti-IX242 e o soro anti-CFAIV (CS5,
C86). Os demais, ja haviam sido preparados em trabathos anteriores {Delghringaro-Augusto,
1998; Oliveira, 1996).

Antes do inicio das imunizacSes, todos os animais foram sangrados para obtengéo de
soro pré-imune parz controle das provas posteriormente desenvolvidas. Para 2 produgdo dos
soros policlonais, coethos albines, com peso aproximado de 2 a 3 kg, foram inoculados com
cinco dose do antigeno, representadas pelas respectivas cepas cultivadas a 37°C por 48 horas,
mortas em solucéo de paraformaldeido em PBS pH7.4, a 1%. Para as inoculag¢Ses, padronizou-
se as suspensies das bactérias segundo a escala 3 de MacFarland. Como via de inoculagdio, foi
utilizada a veia marginal da orelha, aplicando-se 5 doses com os volumes de 0,2 mL, 0,5 mL,
1,0 mL, 2,0 mL ¢ 2,0 mL das suspensdes padronizadas, com intervalos de quatro dias entre
cada aplicacfio.

Apos 10 dias da dltima inoculaglio, procedeu-se sangria de prova para a titulacdio do
soro, € em seguida, a sangria total dos animais. Os soros obtidos foram descompiementados e
exaustivamente absorvidos com a mesma cepa utilizada na inocula¢io, porém a partir de
cultivos a 16°C, ternperatura onde estas fimbrias ndo sio expressas (Nataro & Kaper, 1998),,
até que fossem reativos apenas com cultivos a2 37°C e ndio 2 16°C. Em seguida, os soros
permaneceram estocados a -20°C até o uso. Os titulos desses soros foram determinados por
reagbes de soroaglutinacio em 14mina e em tubo, com cultivo das amostras incubadas a 37°C,

20



3.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foi realizada segundo a técnica
descrita por Laemmli (1988), tendo sido os géis preparados de acorde com as especificagfes
do “Hoefer Eletroforesis Catalog and Exercises” (1990-1991). Nas andlises desenvolvidas,
foram utilizados géis de separacfo contendo 15% de acrilamida e gel de empacotamento a 5%.
_ Para a eletroforese, antes da aplicagho no gel, as amostras foram dituidas v/v em tampéio
de amostra (APﬁNDICE} ¢ aquecidas a 100°C durante 3 minutos. A corrida eletroforética foi
realizada em tampéo Tris-glicina (APENDICE) aplicando-se inicialmente uma diferenca de
potencial de 50V até as amostras entrarem no gel de separagio. A separacio das proteinas foi
completada a 100 V durante aproximadamente 5 horas, em se tratando de cuba grande (placas
de 14,5 om x 12,5 em). A corrida foi interrompida quando o indicador (azul de bromofenol)
atingiu o limite inferior do gel de separacic.

Como padrio de peso molecular foram utilizados 2 kits contendo peptideos e
polipeptideos de baixe peso molecular: (“Pre-stained protein molecular weight standards™) da
GIBCO BRL ¢ da SIGMA. A solugdo da Gibco continha os seguintes marcadores protéicos:
insulina (3,0 kDa); inibidor da tripsina bovina (6,2 kDa); lisozima (14,3 kDa); B-
lactoglobulina (18,4 kDa); anidrase carbonica (29,0 kDa) ¢ ovalbumina (43,0 kDa). Enguanto
que o padric MW-SDS 70L da SIGMA continha os seguintes marcadores: lactoalbumina
bovina (14,2 kDa); tripsina (20,1 kDa); tripsinogénio (24,0 kDa); anidrase carbdnica (29,0
kDa); gliceraldeido (36,0 kDa); ovalbumina (45,0 kDa) e albumina bovina (66,0 kDa).

Apés a corrida eletroforética, os géis foram retirados da cuba e imersos em soluglio
fixadora) (APENDICE), permanecendo na mesma “overnight”. A seguir, foram colocados na
soluglio corante contendo Coomassie Blue (APENDICE), por 60 minutos. Para a remogio do
excesso de corante, os géis foram mergulhados em solugfio descorante (APENDICE) com
trocas ocasionais da mesma, até a completa remocéo da cor de fundo.

Apos estes procedimentos, os géis foram fotografados.
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3.6. Avaliacio da especificidade dos anticorpos monoclonais e soros
policionais frente as fimbrias homélogas e heterdlogas através da técnica
de“Western blot”

Na verificacio da possivel homologia de epitopos entre PCFO2 e os mais fregiientes FC
descritos em cepas ETEC isoladas de fezes humanas, os extratos protéicos purificados e semi-
purificados, obtidos & partir das cepas em estudo e cepas padriio de FC foram, inicialmente,
separados por eletroforese em gel de poliacrilamida a 15%, conforme descrito no item 3.5. A
seguir, as proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose com poros de 0,45um
(Amersham Life Science, Hybond™ - C), empregando-se uma diferenca de potencial de 30V,
durante 22 horas. Para este procedimento, utilizou-se cuba da Pharmacia onde o “senduiche”
ficou imerso em solugfo de transferéncia {APQNDECE) durante todo o processo. Apds este
perfodo, o sistema foi desmontado ¢ o gel corado com soluglio corante contendo Coomassie
Blue, para confirmac8io da eficiéncia da transferéncia das bandas existentes no gel para a
membrana. Paralelamente, a2 membrana de nitrocelulose foi imersa em solugdo de Ponceau 3R
(APENDICE) durante 5 minutos, também para confirmacio da transferéncia das bandas
existentes no gel para a membrana. A seguir, a membrana foi imersa em solucdic de bloqueio
(APENDICE) durante 3 horas, 4 temperatura ambiente.

Na seqiiéncia dos procedimentos, 2 membrana de nitrocelulose foi novamente imersa
em diluices de soros ou MAbs pré-determinadas nos protocolos pré-estabelecido, utilizando-
se para isto, soluclo de diluicio (APENDICE). As membranas permaneceram, entfo,
“overnight” a 4°C. Decorrido este periodo, a membrana foi lavada 3 vezes, durante 20
minutos, em agitagio constante com soluciio de lavagem (APE‘,NDICE). Logo apés, a
membrana foi incubada com anticorpos conjugados com peroxidase (Sigma), especificos
contra IgG de coelho, IgG ou IgA de camundongo, diluidos na proporgio de 1/1000,
utilizando-se a mesma solugfio mencionada anteriormente, permanecendo a reacdo durante 1
hora 4 temperatura ambiente, sob agitacio constante.

Na sequéncia, a membrana foi novamente lavada 3 vezes durante 20 minutos sob
agitacho constante com solugio de lavagem, procedendo-se a seguir a revelagio das bandas
mediante a adigfo de soluglo contendo 0,01% de H,O, e diaminobenzidina (DAB-Peroxidase
Substrate Tablet Set - Sigmna) (APENDICE).
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Apbs & visualizagBo das bandas, a membrane de nitrocelulose foi lavada em dgua
destilada para bloqueio das reagbes e colocadas para secar em ambiente escuro, entre folhas
de papel de filtro. As bandas reveladas pela precipitagfio do DAB apresentaram coloragso

marrom avermelhada, significando reconhecimento dos antigenos pelo anticorpo primario.

3.7, Titulacio dos monoclonais estocados
37.1. ELISA (Emnzyme linked immunosorbent assay) para

determinacio de titulos dos anticorpos monocionais.

Utilizou-se nestes testes, microplacas rigidas de 96 cavidades com fundo chato
(CORNING), sensibilizadas “overnight”, em cmara mida 2 4°C, com 50 uL por orificio do
antigeno PCFOZ puro na concentraglio de 50ug/ml. A seguir, ¢ excesso de antigenc foi
removide por 3 lavagens consecutivas com solugio de lavagem (APENDICE) com intervalos
de 1 munuto entre cada lavagem. O bloqueio dos sitios ainda disponiveis nas placas foi
realizado através da adiglio de 100uL/cavidade de soluglic blogueadora (APENDICE),
incubando-se as mesmas por 30 minutos a2 37°C em cdmara tmida. Logo apés, as placas
foram lavadas como j& descrito e & elas adicionado as diferentes diluigSes dos anticorpos
primarios (monoclonais dos isotipos IgA ou IgG2b). Na sequéncia, as placas foram incubadas
por 2 horas a 37°C em cémara tmida. Apos nova série de lavagens, adicionou-se o anticorpo
secundario correspondente 4 anti-IgA ou anti-IgG de camundongo, conjugado 3 peroxidase
“Sigma”, em diluic3o de 1:1.000.

As placas foram incubadas por 1 hora a 37°C, em cdmara Gmida e logo apés nova série
de 3 lavagens, revelou-se a reacfio pela adiciio de 100uL/orificio da solucio de OPD (OPD-
orto-Phenyienediamine dihydrochloride - Sigma) na concentraciio de 0,4mg/mL, em tampio
citrato-fosfato 0,01M pH 5,0 (Phosphate-Citrate Buffer Tablets - Sigma) preparado minutos
antes do uso {APENDICE).

As microplacas foram, a seguir, mantidas 3 temperatura ambiente em local escuro
durante 15 minutos. Apés este periodo, adicionou-se 50uL. de H2S0O4 4M por cavidade para
blogueio das reacles e depois procedeu-se a leitura das placas a 492 nm, em aparetho
Labsystems Multiskan Bichromatic (Modelo 348).
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Na determinacio do “cut-off”, considerou-se como resultados positivos valores de D.O.
superiores & 4 vezes a média aritmética dos controles negativos, correspondentes s reagSes
desenvolvidas nos orificios nfo sensibilizados com o antigenc ou realizados sem a presenca

do anticorpo primério ou do conjugado (Albert ef al., 1991

3.7.Z. Prova de Inibicfo do ELISA

Apbs a titulagdo das solugBes dos MAbs, determinou-se a capacidade das amostras de
Escherichia coli em estudo, em inibir a Hgacgio dos anticorpos as placas sensibilizadas com a
fimbria PCFO2 purificada ou semi-purificada através da Prova de inibigdo do ELISA.

Nestes procedimentos, placas de ELISA de 96 cavidades {CORNING) foram
sensibilizadas “overnight”, a 4°C, com 50ul/cavidade na concentragdio de 50ug/mi da
fimbria PCFO2 purificada ou 100ug/mlL da fimbria semi-purificada. Como j4 descrito no item
anterior, oS mesmos procedimentios de lavagem e bloqueio foram realizados nestes
procedimentos.

Os MAbs (monocionais dos isotipos IgA ou IgG2b), foram utilizados nestas provas em
diluicdes que variaram entre 5 a 10 vezes mais concentradas que o titulo determinado
anteriormente nas provas de ELISA. Separadamente, em outra microplaca, as suspensdes dos
anticorpos foram misturadas v/v as suspensdes bacterianas (preparadas paralelamente)
padronizadas através da escala 6 de Mac Farland.

A seguir, 50ul de cada mistura foi adicionada imediatamente as placas de ELISA
sensibilizadas com PCFO2, incubando-se as mesmas por 2 horas a 37°C, em cAmara Gmida
Em seguida, procedeu-se 3 lavagens dos orificios com solagdo de lavagem adicionando-se, na
sequéncia, os anticorpos secunddrios conjugados & peroxidase {anti-IgG ou anti-IgA de
camundongo), dituidos 1:1000, em solugdo de dilui¢io (APENDICE).

A seguir, as placas foram incubadas por 1 hora a 37°C em cAmars Gmida e novamente
lavadas por 3 vezes. Para revelagio da reacfio, empregou-se ¢ mesmo procedimento descrito
no item 3.7.1.

Como controle das reagBes, foram wutilizados orificios sensibilizados com PCFO?2
purificado, realizando-se reacdes similares, porém, sem misturar-se previamente as bactérias
(padronizadas em escala 6 de Mac Farland) aos MAbs.
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Foram consideradas positivas para PCFOZ, amostras bacterianas que foram capazes de

alterar a D.0. do controle, diminuindo-a em no minimo 50%.

3.7.3. Prova de Inibicgo Cruzada do ELISA

MNestes procedimentos, placas de ELISA de 96 cavidades (CORNING) foram
sensibilizadas “overnight”, a 4°C, com 50 ul/cavidade com extracfes semi~purificadas a 100
ug/ni. das amostras em estudo (244-1, 312-2, 312-3, D242, D243, D252, D253, CFA/T
{CS1, C83) e CFA/H (CS2)) seguida de blogueio come descrito no item anterior.

Nestas avaliagbes, “pools™ dos MAbs anti-PCFO2, foram empregados em diluiges que
variaram entre 5 a 10 vezes mais concentrados que o titulo determinado anteriormente nas
provas de ELISA. Separ
misturadas v/v &s suspenses bacterianss das diversas amositas em estudo padronizadas
através da escala 6 de Mac Farland.

A seguir, 50pL de cada mistura foi adicionada imediatamente 3s placas de ELISA

adamente, ¢m outra microplaca, as suspensdes dos anticorpos foram

sensibilizadas, incubando-se as mesmas por 2 horas a 37°C, em clmara Gmida. Em seguida,
procedeu-se 3 lavagens dos orificios com solugio de lavagem e, em seguida, foi adicionado
o anticorpo secundério apropriado, comjugado & peroxidase (anti-IgG, anti-IgA de
camundongo), diluido 1:1000.

As placas foram, entfio, incubadas por 1 hora a 37°C em clmara timida e novamente
iavadas por 3 vezes. A revelagéo foi realizada como descrito no item 3.7.1.

Como controle das reagles foram utilizados orificios sensibilizados com extratos semi-
purificados de PCFO2 e das amostras em estudo através de reagBes desenvolvidas de maneira
similar, sem contudo misturar-se as bactérias aos anticorpos monocionais.

Foram consideradas positivas as reagdes capazes de alterar a D.O. dos controles dos

extratos, diminuindo-0s em no minimo 30%.
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4- RESULTADOS

4.1. Reavaliacic da metodologia de purificacio de PCFO2

Na andlise do método de purificagio para PCFO2, utilizou-se as cepas 244-1de E. coli
{padrio para esta fimbria), com o objetive de obtencio de maior rendimento nests DTOCesso.

Verificou-se que com a alteragfio do tempo de incubacfio destas culturas de 24 para 48
horas em meio CFA, obteve-se maior massa de cultivo elevando em aproximadamente 20% a
quantidade de proteinas purificadas por lote de 20 garrafas.

Comparando-se os 3 procedimentos utilizados, observa-se que, o melhor rendimento foi
obtido através da precipitacio com 60% de sulfato de aménio, sem dislise contra DOC & com
dupla cromatografia em Sepharose CLAB (Tabela I,

4.1.1. Avaliagio em SDS-PAGE da metodologia de purificacio de
PCFOZ através da precipitacio fracionada com sulfato de aménio e dialise
contra DOC

Com relacfo as diversas metodologias empregadas para a purificacio de PCFO2, pode-
se observar pela Figura 1, o padrfio de bandas apresentadas em SDS-PAGE das precipitagdes
com sulfatc de aménio a 20%, 20-40%, 60% sem dislise contra DOC, 60% (DOC solavel),
60% (DOC insoltvel) e 60% sem dialise contra DOC ap6s a primeira cromatografia.

Neste processo, avaliou-se a perda de proteina com P.M. de aproximadamente 34,5 kDa
{correspondente a PCFO2), contida nas fragdes 20% e DOC-insoluvel, que teriam a finalidade
de retirar contaminantes das extracdes protéicas. Foi também avaliado, o rendimento protéico
relacionado as metodelogias empregadas utilizando-se precipitacio fracionada com sulfato de
amoénio a 20-40% e 60%.Em todos os procedimentos realizados para obtencio da proteina
purificada e visualizagiio de apenas uma banda de PCFO2 em SDS-PAGE, verificou-se a
necessidade da dupla cromatografia em Sepharose CL4B.
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4.2. Padrio de bandas em SDS-PAGE, de extratos semi-purificados das

cepas em estudo e cepas padric de FC

Pode-se observar na Figura 2, em SDS-PAGE a 13%, extratos protéicos semi-
purificados das amostras em estudo e de cepas padriio de FC. Verifica-se bandas com P.M.
aproximado de 34,5 kDa nos preparados das amostras 244-1, 312-2 ¢ 312-3, além de bandas
de cerca de 15 kDa presentes nestas mesmas amostras. Com relag8o aos extratos das cepas
D253 e D252, também bandas de aproximadamente 33 kDa podem ser venificadas, além de
banda de aproximadamente 15 kDa ser observada na amostra D253, Quanto as extragdes das
cepas D242 e D243, bandas com P.M. de cerca de 37 kDa podem ser observadas, além de
mais duss nitidas bandas com P.M. proximos a 15 e 16 kDa. Quanto as subunidades do
complexe CFA/L (CS1, CS83), embora fracamente coradas, ainda podem ser visualizadas
bandas condizentes aos seus P.M. no extrato semi-purificads do mesmo Além destas bandas,
em ambas as amosiras padrfio de CFA/II (CS1, C83) e CFA/M (CS2), nos extratos semi-
purificados dos mesmos, observa-s¢ bandas com P.M. de aproximadamente 36 kDa nesta

mesma Figura.

4.3, Verificacfio da adequaciio da metodologia de purificacio de PCFO2

Observando-se a Figura 3, em SDS-PAGE, pode-se verificar que a metodologia
empregada para a purificago de PCFO2, demonstrou-se inadequada para as demais cepas
padrio de FC, nfo sendo observadas as subunidades CS1, CS2, e CS83 do complexo CFA/IL
Apenas bandas de alto P.M., podem ser observadas. O P.M. das bandas relacionadas aos
extratos das cepas 312-2 e 312-3 sfio sugestivos de equivalerem & PCFO2.
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4.4. Avaliacio da reatividade de MAbs ¢ “pool” de MAbs dos isotipos
igA e IgG2b frente as proteinas purificadas de PCFO2

Na Figura 4, pode-se observar reagio de Western blotting desenvolvido com solugfes
individuais dos MAbs do isotipo IgA e IgG2b contra 2 fimbria PCFO2 purificada apés dupla
cromatografia em Sepharose CLAB (Ricei ef al., 1997). Com relagio aos monoclonais do isotipo
1gGlh, observou-se a revelagho de uma banda com P.M. de 34,5 kDa, equivalente a PCFO2,

além de mais uma banda de aproximadamente 15 kDa. Porém, a mesma reatividade nio foi

observada frente aos monoclonais do isotipo IgA, que apenas revelaram a banda de 34,5 kDa
referente a PCFO2.

Observando-se a Figura 5, avaliou-se através de Western blotting, a reatividade dos “pools”
dos monocionais anti-PCFOZ dos isotipos IgA e [gG2b frente a protefna purificada da cepa 244-
t (Rucei ef al., 1997). Este procedimente apresentou os mesmos resultados observados no teste
anterior, onde o “poel” de monoclonais do isotipo Iz(2b, reconheceu bandas de 3435e15kDa
em extratos purificados da fimbria PCFO2, enquanto que “pool” de monoclonais do isotipo IgA,,
apenas bandas de 34,5 kDa.

4.4.1. Reatividade de “pool” de MAbs do isotipe IgG2b e IgA frente as
extragbes semi-purificadas das amostras em estudo ¢ PCFO2

Analisando-se a Figura 6, verifica-se que MAbs do isotipo 1gG2b sfo capazes de revelar
em extraches das cepas do complexo CFA/HL, uma banda de P.M. equivalente a 15 kDa, descrita
como correspondente & CS3. Contudo, ndo reconhece CS1 e tampouco CS2. No mesmo
preparado de CFA/I (CS1, CS3), banda proxima 2 36 kDa também pode ser observada.

Quanto as extragbes semi-purificadas de D242 e D243, estes MAbs revelaram nestas cepas
uma banda de aproximadamente 37 kDa e outra de aproximadamente 16 kDa, correspondente em
alguns trabathos 4 CS6 do complexo CFA/IV (McConnell, ef of., 1989). Com relagio as
extragdes semi-purificadas de 244-1, 312-2 ¢ 312-3, estas apresentaram padrio idéntico com os
Mabs revelando além da banda de 34,5 kDa, bandas de 15 kDa. Estes dados sdo altamente
sugestivos de que a fimbria PCFO2 deva ser constituida de uma segunda fraghio, s6 identificada

em reagbes de Western blotting revelados com MAbs do isotipo IgG2b.
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Verifica-se na Figura 7, que MAbs do isotipo IgA, reativos contra PCFOZ, apenas revelam
bandas de P.M. equivalente a 34,5 kDa em extratos semi-purificados obtidos 4 partir das cepas
244-1. 312-2.¢ 312-3. Contudo, nfo reconhecem, & semethanga dos MAbs IgG2Zb, as bandas de
P.M. equivalentes a 15 kDa.

Por outro lado, nas extracdes de D242, D243 ¢ CFA/H (CS1, C83), apenas bandas de alio
P M. foram nitidamente reveladas. De maneira semelhante ao verificado na Figura 6, os MADbs
anti-PCF(?, de ambos os isotipos, nfo reconbecem nenhumn epitopos mas extragbes semi-
purificadas das cepas D252, D253 e CFA/ (CSZ).

4.5. Reatividade em Western blotting das amostras em estudo frente ao
soro anti-312-2.

Com base nos resuitados anteriores, altamente sugestivos de gue apenas as cepas 312-2 ¢
312-3 expressavam PCFO?2 ¢ que esta fimbria deveria apresentar uma segunda subunidade, talvez
apenas expressa em cultivos de 48 horas a 37°C, preparou-se neste trabalho o soro anti-312-2.
Desta forma, como pode ser observada na Figura 8, em prova de Western blotting revelando
extracBes das diferentes amostras em estudo e cepas padrio, confirma-se pelas canaletas 2, 8¢9 2
presenga de bandas de 15 kDa em preparados semi-purificados das cepas 244-1, 312-2 e 312.3,
confirmando-se que PCFO2 possui uma segunda subunidade. Talvez representativa do “tip” da
mesma (Fernandez & Berenguer, 1999). Nesta mesma Figura, se tratando de revelagio por soro
policlonal, muitas bandas foram reativas. Dentre estas, destacam-se bandas de baixe P.M. em
todas as extragdes, com excegdo de CS2.

Com relagio & cepa D253 LT+, uma nitida banda de P.M. proximo a 15,5 kDa €
evidenciada, bem como bandas de 16 kDa nos extratos de D242 ¢ D243, embora reveladas menos

uniformemente.

4.6. Reatividade em Western blotting de extratos semi-purificados das

cepas em estudo ¢ de cepas padriio de F.C frente a diferentes soros

Pelas Figuras de 9 a 12, extratos de todas as cepas foram analisadas através de provas de

Western blotting, objetivando-se verificar a possivel homologia de epitopos frente acs soros anti
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CRAA, amti-CFA/T (CS1, C83), anti-CFA/R (CS2) e anti CFA/IL. Como pode ser verificado
nestas Figuras, os soros apenas reconheceram seus antigemos homdlogos, identificados pelos
P.M. das bandas reativas.

4.7. Reatividade em Western blotting de extratos semi-purificados de
PCFOL frente ao soro anti-CFA/TV ¢ anti-D242

Completando-se a avaliagfio de possivel homologia de epitopos entre PCFO2 ¢ os demais
FC mais fregiientemente expressos em cepas de E coli diarreiogénicas isoladas de fezes
humanas, verifica-se pelas Figuras 13 ¢ 14 que os soros anti-D242 e anti-CFA/IV {CSs, C86),
preparados trabalho, reconhecem bandas de P.M. entre 16 ¢ 21 kDa, nos extratos protéicos
semi-purificados das cepa padriio de CFA/IV (CS5, CS6) e da amostra D242, Porém, estes nio
reagiram corn as extracBes da amostra PCFO2+,

Na Figura 14, talvez pela concentragio protéica ¢ pela sensibilidade da técnica, bandas
foram reveladas em extracGes de cultivos a 16°C, temperatura que normalmente inibe a expressio
fimbrial.

4.8. Determinaciio do titulo das cepas CFA/IV identificadas, inicialmente,
como expressando PCFO2

Paralelamente as cepas em estudo foram tituladas frente 2 vérios soros, em reagdes de
soroaglutinac@o em lamina e em tubo. Pelas Tabelas IV e V pode-se verificar que os resultados
obtidos confirmam que as cepas 312-2 e 312-3 realmente expressam PCFO2. Porém, as amostras
D242 e D243 demonstraram serem PCFO2-, expressando apenas amtigenos do complexo
CFA/IV, uma vez que apenas aglutinaram com os soros homologos e com anti-CFA/V.
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o e Provas de

4.9. Avaliagio dos extrates protéicos das cepas em est
Inibicio Cruzada do ELISA

Para 2 comprovacio da homologia antighnica entre PCFO2 e 86, as cepas 244-1, 312-2,
312-3, D242, U243, D232, D253, CFAM (C81, C83) & CFAJI (CEY) foram estudas em placa de
FLISA sensibilizadas com antigenos homdlogos ¢ heterdlogos. Desta Forma, a veaclo fo
desenvolvids nfo spenss feste 8o extrslo peotice semd-purificado de mesma oope, COmO
tarnbém freate sos exiralos das demais cepas PCFOE+, pertencentes ao sorogrupo U ¢ amostas
padrio de CFA/L

Estas fltirpas, fomrn inchuldas com base na reatividade observads nos testes de Westerp

Diesia forma, como pode ser verificado nas Figuras 15 3 19, a5 cepas 244-1, 312-2 3123,
g D043, demonstraram regtividade com oz MAbs anti-PCFOZ, tendo-se como base o8
valores de DO, determinados nas Provas de Inibicfio do ELISA desenvolvidas,
Por ouiro lado, MAbs anti-PCFOZ, demomsiraram nfo reatividade com os exivalos
protétcos semi-purificados de D252, D283, CPA/T (CS1, 83 ¢ CFA/M{CBZ).
Ias Figueas onde s bacidrias nfio resgivam com MAbs anti-PCFOZ, contoles positives
repveseniados por ortficios sensibilizados com exiratos serni-purificados de PCFUL, 2 partir da

cepa 244-1, foram incluidas (Figura 202 23},
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Figura 15 - Prova de Inibig8o Gruzada do ELISA em placa sensibilizada com exirato semi-
purificado da cepa 244-1. Revelagdo com pool de monccionais do isotipo igG2b (1/800).
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Figura 16 - Prova de Inibigdio Cruzada do ELISA em pleca sensibilizada com extrato semi-purificado
da cepa 312-2. Revelaglo com pool de monoclonals do isotipo IgG2b (1/800).
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Figura 17 - Prova de inibic8o Cruzada do ELISA sm placa sensibifizada corn extrato
semi-purificado da cepa 312-3. Revelagdo com pool de monoclonals do isotipo 1gG2b
{1/800).
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Figura 18 - Prova de Inibig8c Cruzada do ELISA em placa sensibilizada com axirate semi-
purificado da cepa D242, Revelagdc com pool de monoclonais do isotipo 1gG2b (1400),
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Figura 1 - Prova de Inibic8o Cruzada de ELISA em placas sensibilizadas com extratos semi-
purificadc da cepa D243. Revelagdo com pool de menoclonais do isotine IgG2b (1/500),
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Figura 20 - Prova de Inibigdo Cruzada do ELISA em placa sensibilizada com axtrato
semi-purificado da cepa 05252, Revelagdo com pool de monacionais de isotipo IgG2b
{1/500).

Controle 1- cavidade sensibilizada com extrate semi-purificade
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Figura 21 - Prova de inibigBe Cruzada do ELISA em placa sensibilizada com extrato
semi-purificado da cepa D253, Revelagdo com pool de menocloneis do isolipe IgG2h
{15000,

Controle 1 - cavidade sensibilizada com extrate semi-purificado da cepa 244-1.
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Figura 22- Prova de InibigBo Cruzada do ELISA em placa sensibilizada com extrato semi-
purificado da cepa CFA/L {C81,083). Revelagio com pool de moncclonais igG2b (1/800).
Controle 1- cavidade sensibilizada com exirato semi-purificado da cepa 2441,
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TABELA Ul ~ Concentraggo protéica de extragdes purificadas de PCFO2 em diferentes metodologias.

AMOSTRA METODOLOGILA DE PURIFICACAO Fﬁgggiiygﬁggg DE
20 GARRAFAS DE ROUX*
2441 20-40% s.a./diéii;:pggggjiégéz ;mma‘t@g:raﬁ& em 169ug/mL
441 60% s.aa/dia’lisg ;;}a(;;{igpéai ?Bomatograﬁa em 200ug/mL
2441 60% s.a. /dupla cromatografia em Sepharose 280ug/mL
CLAB
312.2 20-40% &a./dié.i?:p}iﬁij@p& ;mmamgraﬁa em 180pg/mL
319. 60% s.a.i‘diélis; ;gfrﬁgpcli Z:;matograﬁa em 215ug/mL.
310.2 60% s.a. /dupla crozcnz‘:)Bgraﬁa em Sepharose 255ug/mL
3123 20-40% s.a_/éﬁ;sgpggggzpiz gromatograﬁa em 195pg/mL
3123 60% s.a./diﬂisgigggd;pézi ngmatograﬁa em 237pg/mL
3123 60% s.a. /dupla croga;fgaﬁa em Sepharose 293pg/mL

*Concentracgio protéica determinada através do método de Bradford
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TABELA IV - Titulacio das cepas em estudo por soroaglutinacio em lamina.

Anti- Anti-
Amostras CFEAAV CFAAV Anti-D242 | Anti-PCFO02 | Anti-312-2
(CS4, CS6) | (CS35, CS6) (244-1)
D242 1/20 1/320 1/320 /10 /16
D243 1/40 1/320 17320 1/10 1/10
244-1 NER. NE NER. 1/640 1/640
312-2 NER. N.R. N.R. 1/640 1/640
312-3 N.R NR. N.R. 1/640 1/640
CFANIV
(CS5, CS6) 1/40 1/320 1/320 1720 1/10
Cepa
E17018/A
CFATV
(CS4, CS6) 1/320 1/80 1/40 NR. N.R.
Cepa
151-3

N.E. — Nio reativo
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TABELA V — Titulacio das cepas em estudo por soroaglutinacio em tubo.

Anfi- Anti- Anti-PCFO2
Amostras CFAAYV CFATY Anti-D242 (244-1} Anti-312-2
(84, CS6) | (€55, CS6)
D242 1/80 1/640 1/640 1/20 1740
D243 1/80 1/640 1/640 1/20 1/40
244-1 N.R. N.R. NR. 1/1280 i/1280
312-2 N.ER. N.R. N.R. 1/1280 1/1280
312-3 N.R. N.R. N.R. 1/1280 1/1280
CFA/NIV
(CS5, C86)
Cepa 1/80 1/640 1/640 1/80 1/40
E17018/A
CFALV
(CS4, CS6)
Cepa 1/640 1/160 1/8G 172G /10
151-3

N.R. —Nio reativo
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5 -DISCUSSAQ

As bactérias exibem diversas respostas adaptativas devido aos diferentes estimulos
fisico-quimicos do meio ambiente (Parkinson, 19933, Desta forma, quando uma bactéria é
transferida para um nicho ecol6gico particular, que apresente nutrientes e metabélicos
distintos dos encontrados no anterior, isto resulta na ativacio de OPERONS especificos, que
promovem, principalmente, a transcrigio de vias metabélicas especiais, capazes de permitir o
transporte e a utilizacio dos nutrientes disponfveis.

Na relacfio parasita-hospedeiro ¢ através do controle da expressio génica e fenotipica,
que muitos microrganismos patogénicos conseguem colonizar e infectar um hospedeiro
susceptivel.

ApGs a colonizacdo, uma variedade de mecanismos de viruléncia podem ser ativados
nestes microrganismos, incluinde acfio de toxinas, estabelecimento de parasitismo intracelular
ou intima aderéncia com membranas de células da mucosa do hospedeiro (EPEC e EHECQ),
causando lesbes intracelulares e alteracBes no citoesqueleto dessas células (Goosney ef al.,
2000). Além disto, inmimeros antigenos expressos e liberados pelos patdgenos também
contribuem de forma significativa para formaciio de lesdes no hospedeiro, através da ativacio
inadequada do sistema imune (Nataro & Kaper, 1998).

Quanto 2 diversidade genética da E. coli diarreiogénica, esta tem sido associada a genes
plasmidiais ou a ilhas de patogenicidade presentes no cromossomo bacteriano {Mellies et al.,
2001; Nataro & Kaper, 1998). Recentemente, varios trabalhos tém demonstrado que a
expressio desta patogenicidade € regulada pela microbiota intestinal (Uzzau & Fasano, 2000;
Sperandio ez al., 2001).

Sob estimulos do microhabitat, bactérias gram-negativas podem sintetizar até grandes
estruturas expostas na superficie da célula bacteriana, sendo estas o resultado da polimerizacdo
ordenada de subunidades protéicas. Desta forma, estruturas regulares planas (S layers) ou
tubulares (flagelos e fimbrias) podem ser observadas, exercendo funcdes especificas dentro do
ambiente em que a bactéria se encontra (Fernandez & Berenguer, 2000).

As estruturas tubulares correspondem aos flagelos nos gram-negativos e sie constituidos

de um filamento rigido helicoidal conectado a um filamento menor e curvo, denominado de
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“hook” e a um corpo basal responsével pela rotagio flagelar (Lory, 1998; Pruss & Matsumura,
1997).

Quanto as fimbrias ou pili, estas sfo representadas por filamentos helicoidais formadas
por uma subunidade malor e por 3 a 5 subunidades protéicas menores, cuja maior fungic € a
ligacdo destas estruturas as superficies da célula bacteriana (Fernandez & Berenguer, 2000).

Em bactcrias gram-negativas, estas fimbrias sSo representadas por apéndices que se
assemelham 2 “fios de cabelo” expressos ao redor da superficie da célula bacteriana. S#o
formadas por subunidades protéicas denominadas de fibrinas ou pilinas ¢ normalmente se
expressam como estruturas de 1 a 2 pm de comprimento e de 2 a 8 nm de espessura (Low ef
al., 1996). A expressdo destas fimbrias t8m sido associada 2 viruléncia de muitos patdgenos
bacterianos importantes, pela sua capacidade de permitir a adesfo dos mesmos aos tecidos do
hospedeiro (Finlay & Falkow, 1997).

Entretanto, o estudo destas fimbrias, somado ac da pili da classe tipo I, expressas por
cepas de Escherichia coli uropatogénicas e Salmoneila sp, bem como pili da classe tipo TV,
descritas em amostras de Pseudomonas aeruginosa, Neisseria sp, Vibrio cholerae, EPEC e
ETEC, demonstram que a especificidade ¢ a capacidade da adesfio fimbrial € devida, em
alguns casos, a componentes menores da estrutura fimbrial (Girén er «l., 1997; Soto &
Hultgren, 1999).

A contribuic@io destes filamentos na viruléncia da bactéria t8m sido demonstrada “in
vivo” em muitos trabalhos (Bieber ef al., 1998; Langermann ef ai., 1996). Porém, maior
numere de evidéncias quanto a esta participacfio, foram obtidos através de experimentos “in
vifro”, verificando-se a adesdo 2 culturas de células.

Uma vez que muitos patogenos podem expressar simultaneamente multiplos tipos de
fimbrias efou de adesinas nfio fimbriais, fica dificil definir-se a real contribuicfio de cada uma
destas estruturas nos mecanismos de viruléncia destes agentes durante 0s processos
infecciosos (Finlay & Falkow, 1997; Soto & Hultgren, 1999).

No que diz respeito ac grupo diarreiogénico representado pelas ETEC, vérias cepas
enterotoxigénicas isoladas, nfo tem seus FC identificados. Isto representa um obstaculo na
completa caracterizacfio das cepas ETEC, uma vez que pelo grande niimero e heterogeneidade
dos FC ja descritos pesquisa-se, inicialmente, a expressic das enterotoxinas LT e/ou ST para

a identificacfio das amostras de Escherichia coli enterctoxigénicas, para s¢ depois pesquisar-
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se 0 FC expresso pela mesma. Porém, dentre estes isolados, muitos permanecem sern terem
seus FC identificados (Nataro & Kaper, 1998).

Recentermente, Pichel ef al. (2001) avaliando cepas ETEC nas guais FC j4 descritos nfio
haviam sido identificados, descreveram a expressio de uma nova adesina denominada de
CSZ2. Nesta caracterizagio utilizaram provas de adesio & cultura celular Caco-2,
polimorfismo randdmico de DNA e técnicas de “pulse-field eletrophoresis”, estabelecendo
dendogramas e anélise clonal.

Em trabalhos epidemiologicos como o de Geyid er al. {1998), cepas de E coli foram
isoladas de 108 amostras fecais na Etidpia, procedentes de pacientes apresentando diarréia
aguda € de 44 pacienies convalescentes deste quadro entérico. Nestas amostras, o grupo
ETEC foi o mais freqiientemente identificado (63 pacientes; 58%;). Utilizando MAbs reativos
para CFA/T e CS1 a C835, estes autores identificaram em apenas 18 dentre 66 amostyas, como
expressando wm ou mais destes FC. Portanto, verifica-se 2 grande diversidade de adesinas
expressas pelas cepas ETEC nesta regifio geografica, como ja relatado em muitos outros
trabathos, onde apenas 1/3 dos FC ¢ identificado (Nirdnoy ef al., 1997; Pichel et al., 2001).

Em trabalhos de Viboud ez al. (1999), desenvolvido na Argentina com 145 criancas de
diferentes localidades, em periodo de 2 anos, 730 amostras fecais foram estudadas. Dentre as
cepas de E. coli isoladas, amostras ETEC corresponderam a 18,3% dos casos sintomaticos e a
13,3% dos casos assintomaéticos.

Nestes isolados, os seguintes FC foram pesquisados: CFA/L, CFA/IL, CFAMIIL, CFA/TV,
CS7 ¢ CS17, além dos PCF: PCF0159, PCF0166 ¢ PCF020. O mais freqiiente FC identificado
correspondeu a CFA/TV (16%). Estudos de regressiic matematica analisando os resultados
obtidos, demonstraram que a expressfio de FC estd associada doenga, independente do tipo
de toxina expressa. Dentre os analisados, apenas CS17 foi considerado como o tinico fator
associado a diarréia, independentemente da producdo de toxinas.

Por outro lado, no mesmo trabatho verificou-se que a maioria dos FC pesquisados
associaram-se a poucos sorotipos, com exce¢iio de CFA/V. Portanto, os resultados deste
trabalho demonstraram claramente a relevéncia dos FC na sindrome diarréica e a necessidade
de identificacfio dos mesmos nas cepas ETEC isoladas nas diferentes regides geograficas.

Entretanto, nesta identificagfio, apesar da Escherichia coli diarreiogénica ter sido o

primeiro patdgeno a ser profundamente estudado através de iécnicas de biologia molecular, os
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aspectos fenotipicos, andlises seqiienciais de aminoécidos e estudos imumolégicos, dentre
outros, ainda sfo fundamentals para a caracterizagfio de novos FC, bem como a classificacio
do possivel envolvimento de outros aspectos envolvende viruléncia, dentro da complexa
patogenicidade destes agentes. (Nataro & Kaper, 1998). Pelo exposto, o primeire passo para a
erradicacio destes enteropatégenos nas 4reas endémicas é conhece-los, identificando também
seus FC.

Neste aspecio, a fimbria PCFO2 foi o primeiro FC identificado em cepas de
Escherichia coli emterotoxigénicas (ETEC) iscladas de guadros de diarréia humana, no nosso
meio (Riccl ef al., 1997). Em trabathos subseqiientes, desenvolvidos por Oliveira (1996), 9
hibridomas foram obtidos, capazes de secretarem MAbs anti-PCFOZ, pertencentes aos
isotipos 1gGZb e IgA. Na seqliéncia dos estudos envolvendo esta fimbria, Delghringaro-
Augusto (1998) utilizou estes monoclonais na padronizagiic da Prova de InibicSio do ELISA
para a identificacfio de PCFO2, sendo que mais 5 cepas de E. coli diarreiogénicas foram
identificadas como positivas.

Dando continuidade a estes estudos, neste itrabalho inicialmente reavalicu-se os
procedimentos de purificagio de PCFO2, objetivande-se aumentar a concentracio deste
antigeno purificado, para posteriores sensibilizagdes de placas de ELISA na identificacio e
determinacfo da prevaléncia desta adesina em cepas de E. coli enterotoxigénicas isoladas.

Desta forma, ao analisar-se os 3 processos empregados para a purificagiio de PCFO2
quanto a concentracdo protéica final obtida, verificou-se que, o que apresentou melhor
rendimento foi o representads pela precipitacdio direta com 60% de sulfato de aménio,
seguida de dupla cromatografia em Sepharose CL4B. Em relagfio aos procedimentos onde
foram empregadas precipitacdes fracionadas com sulfato de aménio, verificou-se que na
fracfio 20% ocorria perda significativa de PCFO2, uma vez que esta, durante o processo de
purificagfio, era desprezada. Por outro lado, ao analisar-se a eficiéncia da dialise contra DOC,
verificou-se perda de PCFO2 na fragsio DI, também desprezada no decorrer do esquema de
purificagfio padronizado para esta fimbria (Ricci et al, 1997). Neste sentido, tanto a
purificacdo fracionada, quanto a didlise contra DOC, revelaram-se inadequadas em relagéic a

obtencéo de melhor rendimento no processo de purificagfio deste antigeno.
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Porém, ac excluir-se a dislise contra DOC, resultados inadequados em provas de
Western blotting foram obtidos, verificando-se ser esta etapa fundamental para a purificacio
de PCFO2, uma vez que através desta diglise, em especial o LPS era eliminado.

A presenga deste contaminante nos preparados antigénicos ocasionou erros no
desenvolvimento de provas de Western blotting reveladas pelos MADs, por provocar arrastes
das bandas protéicas que ficavam indefinidas, interferindo também, nas provas de ELISA em
relagio a sensibilizagfio de placas para determinacio dos titulos dos liquidos asciticos e nas
Provas de Inibicio do ELISA. Devido a isto, no decorrer do trabatho, retornou-se 3
metodologia anteriormente padronizada para obtenciio de PCFO2 puro.

Com relacfio 2 andlise em SDS-PAGE das proteinas semi-purificadas e purificadas das
amostras em estudo, inicialmente procurou-se verificar nas extragdes protéicas bandas com
P.M. aproximado a 34,5 kDa, que supostamente poderiam corresponder & fimbria PCFO2.
Porém, nas provas reveladas pelos MAbs anti-PCFO2 em Western blotting, identificou-se
pelas bandas relativas, que apenas as amostras 312-2 e 312-3 expressavam esta fimbria.

Com relagfio 4s demais cepas em estudo, embora apresentassem padriio de bandas
protéicas com P.M. préximo a 34,5 kDa, estas nio foram reativas com os MAbs especificos
para PCFQO2.

A diferenca analisada entre 0 P.M. das bandas presentes nas demais amostras analisadas
¢ PCFO2 podem auxiliar na identificagfic presuntiva de amostras positivas, mas dados
conclusivos apenas sdo obtidos pelas reagdes Ag-Ac. Ainda com relaciio 4 eletroforese em
SDS-PAGE, realizada com extratos protéicos semi-purificados das amostras em estudo,
observou-se bandas de baixo P.M. em todas as extracfes.

Nas provas de Western blotting, desenvolvidas para a verificacBio da reatividade de
PCFO2 puro através dos monoclonais dos isotipos IgA e IgG2b e “pool” dos mesmos,
observou-se que monoclonais do isotipo IgG2b eram capazes de reconhecer nas solugdes
purificadas de PCFO2 mais uma banda de aproximadamente 15 kDa, além da banda de 34,5
kDa correspondente a esta fimbria. Em relacio aos monoclonais do isotipo IgA, estes
reconheceram apenas as bandas de maior P.M. No que diz respeito 4 banda de 15 kDa,
reconhecida pelos monoclonais do isotipo IgG2b, esta pode representar uma subunidade da

fimbria PCFO2 ou corresponder a uma segunda adesina, possivel de .corresponder a um
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coraplexo de FC expressos simultaneamente, 4 semelhanca dos CS descritos para CFA/I e
CFA/IV (Fernéndez & Berenguer, 2000).

A elucidag8c destas hipéteses referentes 2 banda de 15 kDa, expressa pelas cepas
PCYOZ so serd possivel em trabalhos posteriores complementares, avaliando-se esta banda
isoladamente. Desta forma, toma-se necessério, inicialmente purifica-la preparando-se soros
especificos contra a mesma, a serem utilizados em observacdes de reagies em Microscopia
Eletrbnica de Transmiss#o.

Avaliando-se a reatividade dos “pools” dos MAbs anti-PCFO2, em reacdes frente s
demais extragBes semi-purificadas das amostras em estudo e das cepas padriio dos FC,
resultados semelhantes aos anteriores foram observados, sendo que o “pool” dos MAbs do
isotipo 1g(G2b reconheceu bandas proximas a 34,5 e 15 kDa nas amostras 312-2, 312-3 e 244-
I.

Avaliando-se a possibilidade da banda de 15 kDa corresponder a uma nova adesina ou &
uma subunidade do peptideo de 34,5 kDa, em trabalho de Dong ef al (1998), os autores
estudaram C83, considerado um dos raaiores antigenos fimbriais de cepas ETEC isoladas de
fezes humanas. Para analisarem os genes associados com a expressio e montagem de CS3, os
autores desenvolveram um mapa de restrico e experimentos de clonagem do “cluster”
envolvido na expressdo deste FC. Determinaram que para a expresso de CS3, 6 polipeptidios
com P.M. de 15, 17, 24, 27, 48 e 90 kDa estavam envolvidos. Dentre estes, os peptideos de 15
kDa/17 kDa correspondem a CS3, sendo que a subunidade de 17 kDa representa um precursor
final de CS3. Os demais peptideos sf0 necessdrios para a construgic e expressdo deste fator.

No case da verificagfio da expressio de mais uma subunidade de 15 kDa em cepas
PCFO2, como demonstrado no trabaltho mencionado, exigem estudos genéticos e
imunolégicos complementares, a serem realizados em estudos posteriores.

Quando 2 hipotese desta unidade de 15 kDa corresponder ao “tip” da fimbria, essa
possibilidade torna-se improvével com base nos trabalhos desenvolvidos por Sakellaris ef al.
(1999). Estes autores analisaram modificagdes de aminoacidos no “tip” das subunidades de
C81 ¢ CFA/L, que sdo representadas por apenas um polipeptidio, demonstrando que
modificacSes quimicas em residuos de arginina em CS1 alteram e inibem hemaglutinagfio

com eritrécitos bovinos, modele que serve para o estudo da ligagio durante a colonizacio da
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bactéria ao intestino, No mesmo trabatho ficou também demonstrado 2 existéncia de regifes
apresentando aminoacidos similares no “tip” destes “pili” protéicos.

Com relacfio as amostras D242 e D243, o “pool” dos MAbs do isotipo IgG2b
reconheceu bandas de aproximadamente 37 ¢ 16 kDa. Nos extratos de CFA/M {(CS1, 83
estes monoclonais foram reativos com bandas proximas a 36 e 15 kDa.

Com relagio ao “pool” de MAbs do isotipo IgA, nas extrages semi-purificadas das
cepas 244-1, 312-2 e 312-3, este reconheceu apenas a banda de 34,5 kDa. Quanto 3s amostras
D242 ¢ D243, estes MAbs reconheceram uma banda de aproximadamente 37 kDa, sendo que
na amostra padrfio de CFA/II (CS1, CS3), apenas uma banda préxima a 36 kDa foi revelada.

Na andlise das amostras D252, D253 e CFA/II (CS2), estas nfic foram reconhecidas por
nenhum dos dois “pools” de MAbs utilizados. Em trabalhos anteriores, realizados por
Delghringaro-Augusto (1998), a cepa D252 havia apresentado resultados positives para
PCFO2 na Prova de Inibigdo do ELISA desenvolvida com monoclonais do isotipo IgA, porém
dados negativos quando esta prova era realizada com MAbs do isotipo IgG2b. Portanto, os
resultados obtidos neste trabalhe confirmam que a amostra D252 ndo expressa a fimbria
PCFO2.

Avaliando-se o reconhecimento da banda de 16 kDa nas amostras D242 e D243, pelo
“pool” dos MAbs IgG2b, bandas com este P.M. estdo geralmente relacionadas 3 adesina nio
fimbrial CS6 (Wolf ef al., 1989) do complexo CFA/IV. Com relacfio ao reconhecimento da
banda de 15 kDa na amostra CFA/I (CS1, CS3), este P.M. ¢é referente a subunidade CS3
deste complexo.

Ao observar-se a reatividade dos MAbs dos dois isotipos frente aos diferentes
antigenos, verifica-se que estes reconhecem epitopos distintos, sendo gue os MAbs mais
especificos para o desenvolvimento de provas de identificaciio de PCFO2 através da Prova de
Inibiglio do ELISA, ¢ o IgG2b. Isto por estes MAbs serem capazes de reconhecer epitopos
expressos ndo s6 pela fimbria PCFO2, como também pela adesina CS6, do complexo
CFAMTV.

Os MAbs IgG2b, apesar de também reagirem com CS3 em provas de Western blotting,
apresentam afinidade mais significativa com epitopos de £S6, sendo que na Prova de Inibicdo
do ELISA, apenas este antigeno ¢ identificado.
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Ao analisar-se a reatividade das proteinas semi-purificadas extraidas das amostras em
estudo frente ac soro anti-312-2, em provas de Western blotting todas as amostras com
exceclio da CFA/I (CS2) apresentaram bandas de P.M. préximo a 34,5 kDa, observa-se ainda
revelaglo de fortes bandas de 15 kDa nas amostras 244-1, 312-2 e 312-3. Com relacfo as
amostras 13242 e D243, nos extratos destas, foram reveladas bandas de aproximadamente 16
kDa. Estes resultados também foram muito similares aos observados nas reacdes contra o
*pool” de monoclonais IgG2b.

Na realizag8o dos testes de Western blotting para o estudo das possiveis homologias de
epitopos entre PCFOZ e demais FC mais freglientemente identificados em trabalhos
epidemniolégicos, utilizou-se os soros anti-CFA/I, CFA/I (CS1, CS3), CFA/M (CS2) e
CFA/IL, contra as proteinas semi-purificadas de PCFO2 e das cepas 312-2, 312-3, D242,
D243, D252, D253, CFA/I (CS1, C83) e CFA/II (C82), verificando-se nestas reagBes, apenas
reatividade contra os antigenos homologos.

Ainda com relaglio & similaridade de epitopos entre PCFO2 ¢ outros FC ¢ na
confirmagiio da expressdc do complexo CFA/IV (CS5, CS6) pelas amostras D242 e D243,
realizou-se teste de Western blotting utilizando-se protefnas semi-purificadas das amostras
D242, 244-1 ¢ da amostra controle de CFA/IV (CS5, CS6) contra o soro anti-CFA/TV (CS5,
(56) sendo que os resultados obtidos demonstraram reatividade deste soro com a amostra
D242 revelando bandas de aproximadamente 16 ¢ 21 kDa, de forma muito similar a
observada na amostra controle. Porém, ndo houve reatividade contra a amostra 244-1. Esta
mesma prova foi realizada utilizando-se as mesmas amostras, porém, contra o soro anti-D242.
Observou-se entlio, reatividade deste soro com a amostra controle D242 e CFA/IV (CSS5,
CS6), apresentando em ambas, bandas com P.M. préximos a 16 ¢ 21 kDa. Nio foi observada
reatividade frente a amostra 244-1.

Apés estas provas, realizou-se o teste de Inibicdo Cruzada do ELISA, sensibilizando-se
placas com extratos semi-purificados de todas as amostras em estudo, na confirmacio dos
resultados obtidos anteriormente nos testes de Western blotting.

Foi observade nestas provas que apenas as amostras 244-1, 312-2, 312-3, D242 e D243,
eram capazes de diminuir a D.O.(densidade Optica) da reagio em mais de 50%, o que

representa resultado positivo para PCFO2. Entretanto, a possivel homologia entre PCFO2 e a
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subunidade C83 do complexo CFA/I ndo foi confirmada nesta prova. Por outro lado,
confirmou-se a homologia entre PCFO2 e a adesina CS6 do complexo CFA/IV.

Paralelamente a estas provas, foram realizadas reacfes de soroaglutinagdo em l4mina e
em tubo com as amostras em estudo, aonde foram confirmados os resultados anteriores.

A0 observar-se a alta afinidade apresentada pelo “pool” de MAbs anti-PCFO2 do
isotipo 1gG2b com as amostras D242 ¢ D243 e, sendo que estas amostras apresentam a
adesina CS6 do complexo CFA/TV, consegiientemente MAbs anti-PCFO2 possuem afinidade
com epitopos de C36. Porém, soros anti-1242 e anti-CFA/TYV (C85, C86) niio foram reativos
contra PCFOZ em Western blotting, o que poderia ser interpretado como devido a uma
expressdo conformacional do epitopo expresso por esta tltima fimbria, apenas reativo contra
anti-CFA/TV “in naturg” .

A caracterizagfio, neste trabalho, da reatividade dos MAbs anti-PCF {32, nfo 56 com esta
timbria mas também com a adesing nio fimbrial correspondente 3 CS6, demonsira uma maior
relevéncia da Prova de Inibig8io do ELISA padronizada e desenvolvida com MAbs do isotipo
1g(G2b, na identificagdo de FC em cepas ETEC.
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& - CONCLUSOES

A) Quanto as alteracBes da metodologia de purificacio de PCFO2:

I — Cultivo das cepas em meio CFA, deve ser de no minimo 48 horas obietivando-se
“assembly completa da fimbria.

Il — Precipitaglio do sobrenadante contendo proteinas de superficie bacteriana a 60% de

sulfato de amdnio, resulta no maior rendimento de purificacdo de PCFO2.

Il — Apesar de ocorrer perda da fimbria na fracio DI, a etapa da purificacio através da
didlise contra DOC, nfic pode ser excluida, uma vez que no precipitado formado, o LPS é
eliminado. Caso contrério, este promove arrastes das proteinas e problemas téenicos

incontorndveis nas provas de Western blotting e ELISA indireto.

B) Quanto a reatividade dos MAbs dos isotipos 1gG2b e IgA, estes reconhecem PCFOZ2 e

reagem com diferentes epitopos tendo-se como base os resultados relatados a seguir:

I — Todos os 5 MAbs do isotipo IgG2b reconhecem em provas de Western blotting
desenvolvidas com PCFO2 purificado pela metodologia padronizada, uma segunda
subunidade de 15 kDa, o que nfio ocorre com os 4 MAbs do isotipo IgA. O mesmo foi

verificado com o “pool” dos mesmos.

I ~ MAbs dos isotipos IgA e IgG2b reconhecem epitopos em CS6 nas cepas pertencentes
ao complexo CFA/IV, uma vez que identificaram pela Prova de Inibicdo do ELISA, as cepas
D242 e D243 como PCFO2+, posteriormente caracterizadas como CFA/IV (CS5, CS6).

I — Porém, nas reagbes de Western blotting, apenas os MAbs do isotipo IgG2b revelaram
bandas de aproximadamente 16 kDa, correspondentes a fragio CS6 do complexo CFA/IV nas
cepas D242 e D243. Devido a isso, MAbs IgG2b devem reagir com determinantes lineares de

CS6, enguanto MAbs do isotipo IgA, provavelmente reconhecem epitopos conformacionais.
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IV — Nas Provas de Inibi¢io do ELISA, MAbs do isotipo IgA reconheceram a cepa D252
(LT-; sorogrupo O2) como PCFO2+, 0 mesmo nio ocorrendo nas reagbes desenvolvidas com
MAbs do isotipo 1gG2b (Delghringaro-Augusto, 1998). Estes resultados demonstram menor
especificidade dos MAbs IgA na identificagio de PCFO2, uma vez que identificou wma cepa
que ndo expressava esta fimbria, apresentando resultados falso-positivos na Prova de Inibicio
do ELISA.

V — Ainda com relaglio a reatividade dos MAbs anti-PCFO2, em provas de Western
blotting, monoclonais do isotipo IgG2b foram capazes de reagir com uma banda de cerca de
15 kDa correspondente ao “coli surface antigen” C83 do complexo CFA/IL o mesmo nio
ocorrendo em relagio aos MAbs IgA. As diferencas na revelacio das bandas em Western
blotting, evidenciam, mais uma vez, que os MAbs dos dois isotipos reagem com epitopos
distintos,

C) Com base nos resultados obtidos, apenas as cepas 312-2 e 312-3 expressam PCFQ2,
representade por duas subunidades de P.M. correspondente a 34,5 ¢ 15 kDa, apenas neste
trabatho evidenciado.

D) Quanto as cepas D242 e D243, inicialmente identificadas como PCFO2+, estas, na
realidade expressam C85 ¢ CS6 do complexo CFA/IV. Foram identificadas pela Prova de
Inibigio do ELISA desenvolvida com MAbs preparados contra a subunidade de 34,5 kDa de
PCFO2, devido a homologia de epitopos lineares entre estes FC de cepas ETEC.

E) Nenhuma reag8o inespecifica foi verificada entre MAbs de ambos os isotipos e antigenos

do sorogrupo O2Z.

F) A banda de 15 kDa identificada em preparados semi-purificados de PCFO2, representa
realmente uma nova subunidade desta fimbria, uma vez que em trabalho anterior
(Delghringaro-Augusto, 1998), o tratamento da fracdo fimbrial de 34,5 kDa com Guanidina-
HCI, nfo alterou o perfil eletroforético da mesma e tampouco a reatividade desta banda
revelada em Western blotting com “pool”de MAbs de ambos isotipos. Esta segunda
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subunidade pode também representar uma segunda adesina expressa ou ndo simultaneamente
com a banda de 34,5 kDa, & semelhanga dos CS descritos para os FC CFA/I e CFA/TV.

() A comprovacio, atraveés dos resultados obtidos neste trabalho, de que a Prova de Inibiglo
do ELISA desenvolvida com MAbs do isotipo 1gG2b € capaz de identificar n3ic apenas as duas
subunidades de PCFO2 em cepas ETEC, como também (86, FC denire os mais
freqiientemente identificados nas diferentes regides geogréficas, releva ainda mais a utilizaciio

desta prova na caracterizacfo destes enteropatGgenos.

H) As condigOes estabelecidas para a realizagio desta prova podem ser desenvolvidas nos
Laboratérios de Andlises Clinicas de forma acessivel, distribuinde-se a placa de ELISA i
sensibilizada com PCFOZ e os demais reativos em forma de “KIT”. Resultados positivos
devem ser confirmados através de soroaglutinagio em l4mina utilizando-se soros policlonais

anti-PCFO2 e anti-CS6 na 1dentificacdo final do FC expresso pela cepa de Escherichia coli.
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7- APENDICE

7.1- MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS

7.1.1~ Meio Agar Simples

Extrato de came. 50g
Peptona 10,0g
Na(l 5.0g
Agar bacteriolégico 5,0g
H7O destilada 1000miL
pH final 7.4

7.1.2- Meio BHI

Meio BHI 3.7g
Agua destilada q.S.p- 100mL
7.1.3- Meio de Dorset

Ovo de galinha 4 volumes
Na(l 6,15M I volume

Na preparagdo final do meio, apés ter sido distribuido assepticamente em tubos estéreis,

7.1.4- Meio LB (Luria Bertani Medinm)

esse meio foi autoclavado em autoclave “fria”, por 15 minutos, até a pressio de 2 atmosferas.

Triptona i0g
Extrato de levedura 5g
NaCl S5g
H20 destilada 1000mL
pH final 7.4.
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7.1.5- Meio LA (Luria Bertani Agar)

Agar bacteriolégico 15g
Meio LB pH 7.4 1000mL

Mo caso do meio LA semi-sélido, utilizou-se 0,8% de agar bacterioldgico.

7.1.6- Meie CFA (“Colonization Factor Agar”)

Meio Base

Casaminoécidos 10g
Extrato de levedura 1,5g
Agua destilada 1000mL
Selucio A

MgS04 TH20 1.0g
Agus destilada 100mL
Solugiis B

MnCI2 4H20 0,78g
Agua destilada 100mL

No caso do meio CFA sélido, adicionou-se agar bacteriol6gico na concentragio final de
2,0% ao meio final antes deste ser autoclavado. Para cada 100 mL do meio base, adicionou-se
1 mL da solucfo A e 1 mL da solucio B. Ajustar o pH para 7,4 com NaOH 1N. Esterilizar em

autoclave durante 20 minutos a 120°C.

7.1.7- Meio MILI (Motilidade - Indol - Lisina)

Extrato de levedura 3,0g
Peptona: 10,0g
Triptona 10,0g
L-lisina 10,0¢g
Glicose 1,0g
Agar 2,0g
Bromocresol plrpura 0,02 g
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Agua destilada g.5.p. 1000mL

Preparo: Adicionam-se todos os componentes a agua destilada e aquece-se a mistura até

dissolugio completa do dgar. Ajusta-se o pH do meio 2 6,5 e procede-se a esterilizacio em

autoclave a 121° € durante 15 minutos. Por fim, distribui-se 0 meio em volumes de 4,0 mL,

em tubos de 10 x 100 mm estéreis, deixando-se solidificar em posicio vertical e armazenar a

4° C. O meio pronto apresenta a coloracio roxa.

7.1.8- Meio Agar Citrato de Simmens (DIFCGO)
Agar citrato de Simmons (DIFCO) 24,2g
Agua destilada g.s.p . 1000mL

Todos os elementos foram dissolvidos em agua destilada e distribuidos em aliguotas de

Z mlL em fubos de 13X100 mm. O meio foi esterilizado a 121°C por 20 minutos ¢ deixado

solidificar em posigio inclinada de forma a se obter um induto extenso. (OBS: ¢ meio pronto

apresenta-se de cor verde).

7.1.9- Meic EPM

A — Base

Triptona 10,0g
Extrato de carne 2,0g
NaCl 5.0g
Fosfato de sodio dibasico (Na;HPO4-5H,0) 2.0g
L-triptofano 1,0g
Solug#o alcodlica de azul de bromotimol a 1,5% 2,0mL
Agar 11,0g
Agua destilada q.s.p. 1000mL

Todos os componentes foram adicionados 4 4gua e a mistura foi aquecida até a

dissolugdo do agar. O pH do meio foi ajustado para 7.4 com HC1 2%. O meio foi esterilizado

em autoclave a 121°C, durante 20 minutos.

B - Soluciio de indicadores e substratos

Citrato de ferro amoniacal 2,0¢g
Tiossulfato de sodio (Na,$,03-5H,0) 2,0g
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(Glicose 10.0g
Uréia 40,0g
Agua destilada 85,0mL
A mistura foi aquecida em banho-maria a 65°C, com agitagho constante, até completa

dissoluc#o.
C ~ Preparo final do meio
Base (A) 800,0mL
Solugdo (B) 14,0mL

Apbs o resfriamento da base a aproximadamente 65°C, adicionou-se, assepticamente a

soiu@éo. A mistura fo1 homogenizada e distribuida em volume de 4,0 mL, em tubos de 12x120
mm estéreis, deixando-se solidificar em posicio inclinada de maneira a se obter uma base de

pelo menos 3,5 om. (OBS: O meio pronto apresenta coloracio verde).

7.1.16- Meio Agar MacConkey

Agar MacConkey (DIFCO) 7.5¢
Agua destilada 150mL
A mistura foi elevada ao fogo para homogenizacio, em um balfo de fundo chato. Em

seguida, foi distribuido em placas previamente autoclavadas, segundo as regras de assepsia.

Apds solidificacfic, o meio foi conservado sob refrigeracio.

7.2.-SOLUCOES UTILIZADAS

7.2.1- Salina 3M
Cloreto de sddic 175,32¢g
Agua destilada q.s.p 1060mL

7.2.2- Salina 0,15M
Salina 3M 50mL
Agua destilada 950 mL

7.2.3- Tampao PBS 0,05M pH 7.4
Salina 3M 50ml.
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Tampéo Fosfato 0,5M 100mL
Agua destilada q.s.p. 2850mL

7.2.4.- Tampao fosfato de sédio 0,5M pH 7,4 _
Preparado através do tampio fosfato de sédio bibasico 0,5M com seu pH acertado para
7.4 adicionando-se lentamente tampdo fosfato de sédio monobasico 0,5M utilizando-se um

potencidmetro.

7.2.5- Tampio fosfato de sédio bibasico 0,5M
Fostfato de sédio bibasico 70,98¢g
Agua destilada g.5.p. 1900mL

7.2.6- Tampée fosfato de sédic monsbdsico 8,5M

Fosfato de sédio monobiésico 69z
Agua destilada q.8.p. 1000mL

7.2.7- Solugdo de PBS 6,05M pH 7,4 acrescido de 5% de desoxicolato de sédio
Desoxicolate de sédioc pure (DOC) S5g
Tampéo PBS 0,05M pH 7,4 1000mL

7.2.8- Solucio de PBS 0,05M pH 7,4 acrescide de 4M de uréia
Uréia 240,24¢
Tampédo PBS 0,05M pH 7.4 1600mL

7.2.2- SOLUCOES PARA SDS- PAGE

7.2.2.1- Solucéio de Acrilamida

Acrilamida 30.0g
Bis-acrilamida 0,8¢g
H»O bidestilada g.s.p. 100mL

Filtrar em papel filiro ¢ armazenar a solugfo a 4°C em frasco escuro
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7.2.2.2- Solugfio TRIS HC1 1,0 M pH 8,3

Tris 30,27¢g
Agua bidestilada g.5.p. 250mL
Ajustar ¢ pH para 8,8 com HC]

7.2.2.3~ Solugdie TRIS HCI 1,0 M pH 6,8

Tris 30,27g
Aguz bidestilada q.5.p. 250mL
Ajustar o pH para 6,8 com HCI

7.2.2.4- Solucéo de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) 20%

SDs 20,08
Agua bidestilada g.s.p 100mL
OBS: dissolver em banho a 37°C

7.2.2.5- Solugio de persulfato de aménio (10%)
Persuifato de aménio 0,1g
Agua bidestilada q.s.p. 1,0mL

7.2.2.6- Tampio de amostra (3x)

Tris HC1 L0 M pH 6,8 400uL
SDS 20% 500ul
Glicerol a 87% 5060ul
Azul de bromofenol a 0,02% 100ul
2-Mercaptaetanol 150pL

Conservar em freezer.

7.2.2.7- Tampdo de Corrida para gel de poliacrilamida (10X)
Tris 15,2¢
Glicina 67,66g
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SDS 5.0g
H>O bidestilada g.s.p. 500mL
Acertar pH para 8,3 com HCI

7.2.2.8- Solugdo Fixadora

Metanol 500mL.
Acido acético glacial 50mL
Agua destilada 450mL
7.2.2.9- Solucio corante

Coomassie biue 1.25g
Acido acético 46mL
Metanol a 5% 454m].
Deixar de 30 a 60 minutos

7.2.2.10- Solucio descorante

Acido acético glacial 75mlL,
Metanol 50mL
Agua destilada g.5.p. 1000mL
7.2.3- SOLUCOES PARA O TESTE DE WESTERN BLOTTING

7.2.3.1- Soluciio de transferéncia para Western blotting

Tris 5,81g
Glicina 2,92¢g
SDS 0,4g
Metanol 200mL
Agua destilada q.s.p. 1000mL
Acertar o pH para 8,3 com HCl

7.2.3.2- Solugio de blogqueio para Western blotting
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Na(l 0.9¢g
Tris 1,21g
Leite desnatado Molico 5.0g
Agua destilada q.8.p. 100mL
Acertar o pH para 7,5 com HCl

7.2.3.3- Solucie para diluicfio de anticorpos para Western blotting

Na(l 0,9g
Tris 1,21g
Leite desnatado Molico 5.0g
Tween 20 0,1mi
Agusa destilada g.5.0. 100mi.
Acertar o pH para 7.5 com HCl

7.2.3.4- Solugdo de iavagem para Western blotting

Na(l 0,9g
Tris 1,21g
Tween 20 0,1mL
Agua destilada g.s.p. 100mL
Acertar o pH para 7,5 com HCl

7.2.3.5- Solucio Ponceaun 3R

Poncean 3R 0,2g
Acido acético glacial 1,0mL
Agua bidestilada 100mL
7.2.3.6- Soluciio reveladora Sigma Fast™™ DAB Tablet Set

3,3 - diaminobenzidine 10mg (1tablete)
Urea Hydrogen Peroxide 2,8 mg (1tablete)
Agua bidestilada q.s.p. 15ml
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7.2.4- SOLUCOES PARA O TESTE DE FLISA

7.2.4.1- Solucdo de lavagem para ELISA
Tween 20 0.5mL
PBSGO05MpH 74 1000mL

7.2.4.2- Solugfie de diluicdio de anticorpos para ELISA

Leite molico desnatado 3,0¢g
Tween 20 0,ImL
PBS0.05MpH 74 100mL

7.2.4.3- Phosphate-Citrate Buffer Tablets 8,05M, pH 5.0 (Sigma)
Phosphate-Citrate Buffer Tablets 1290mg (itablete)
Agua bidestilada 100mL.

7.2.4.4- Solugiio de o-Phenylenediamine (OPD) dihydrochloride {(Sigma)

orto-Phenylenediamine (OPD) dihydrochloride 2mg (2tableies)
Agua bidestilada SmL
Hy0n 3% 40ul

7.2.4.5- Solugdo de Blogueio para ELISA
Leite Molico desnatado Sg
PBS 0,05M pH 7,4 100mL
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