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1. INTRODUCHO

A entevobactévia Escherichia coli, um dos constituwintes
da microbiota dintestinal normal humana & de varias espécies
animais, vem sendo, hd décadas, amplamente ubilizada em pesquisa
basica &, principalmente, nos campos da genédtica molecular & da
tecnologia do DONA recombinante. 0 fato se deve a tods uma gama de
facilidades de estudos e manipulacdes gue esta bactéria ofersce.
Sua wmanipulagio e wanuwtengio em cultuwras de  labovatdrio é
bastante simples devido A% suas minimas exigénciag nutricionais,
podendo  orescey  numa amplas Faixa de tempsratura & oferecendo
facilidades para gstudos bioldgicos, genédticos e moleculares. A
bactévia E. coli pode ser ubilizada em determinados casos para a
expressiio de material genético exdgeno, rvepresentando wm graﬁde
potencial de realizagdes no campo da biotecnologia.

Algumas linhagens de E. coli, no entanto, apresentam
mecanismos de  patogenicidade ou fatores de wviruléncia gue as
capacitam k3l CARUsaY quadros infeooiosos diversos, L OMe
gastroenterites, infecgfes urindrias, septicemia ou  meningite,
incluindo a possibilidade de movte, em se tratando de oriangas ou
animais vecém-nascidos.

Linhagens de E. coli enteropatogénicas ¢80 capazes de
colonizar o epitélio intestinal de seves humanos onde, povy  meio
de mecanismos diversos, provocam am quadro patoldgico gue  se
manisfesta sob & Fforma de diarvéia agquosa e profusa oL

disenteria, em  Criangas e adultos. Linhagens de E. coli



denominadas enterotoxigénicas, colonizam o epitélio do intestino
delgado, adevindo-se a este por meio de fimbrias ou fatores de
aderéncia, gervalmente de estrutura Ffimbriana, e produzem toxinas
que  té&m  a propriedade de veverter o fluxo normal de absovedo-
secreciio do  dintestino, provocando um acamulo de Fluido na  luz
intestinal, causando uma diavvéia aquosa. 0 quadvo diavréico €
notadamente  severo em humanos & animais vecéwm-nascidos, ainda
susceptiveis a esses patdgenos, podendo ocorver & morte do
individuo afetado.

Além das consequéncias advindas de  quadros infecciosos
ncasionados por E. coli em humanos vecém-nascidos aues por sl 80
Justificam esforcos no estudo dos mecanismos de patogenicidade
dessas bactérvias, deve-se, também, considevar a dimportancia de
tais guadvos iofecciosos em animais de dmportdncia econdmica.

Ew animais vecém-nascidos, a E. coli representa  um  dos
principais agentes  Anfecoiosos provocando movtalidade em
rebanhos  de  andmais  domdsticos como bovinos, SUINOS & Aaves,
provocando prejuizos  suficientes para Justificar o estuwdo dos
seus mecantsmos de patogeniocidade.

0 conhecimento da natureza gquimica, do modo de agfo e das
propriedades soroldgicas dos fatores de vivuléncia em E. coli,
bem como dos mecanismos gque controlam sua expressiio, € de grande
importancia pPAara a compreensio desses Mecanismos de
patogenicidade.

A pesquisa  dos fatoves de viruléncia em E. coli pode

levay ao desenvolvimento de mecanismos de combate & processos

34]



infeccionsos em andamento e especialmente ao desenvolvimento de
vacinas que atuario preventivamente. Uma vacina age contra um
agente infeccioso especifico, ou ainda, contra  um mecanismo
particular de viruléncia de um determinado patdgeno, e, como no
caso de linhagens patogénicas de E. coli, novos fatores de
virulénecia vém sendo descritos, € importante o desenvolvimento de
novas vacinas. Para tanto, contudo, € necessario o estudo desses
novos fatores de viruléncia.

Fate trabalho foi conduzido com o objetivo de descrever a
as caractevisticas bioldgicas e genéticas de fatores de
viruléncia, preﬁénteﬁ em amostvras de E. coli isoladas de  bovino

com diavvréia.



2. REVISHO BIBLIDGRAFICA
2.4. Escherichia coli

A hactéria Escherichia coli, da familia
Enterobacteriaceae, & wn  bacilo gram-negat ivo, anagrobhio
facultativo, meabro da microbidta dintestinal normal do homem, de
mamiferos e aves (ORASAR & HILL, 1974; HISON & WILLIAMS, L1989,
Esea bactéria foi isolada pela primeira vez por Eschevich em 18835
(Apud GONZALEZ & BLANCO, 1987).

Até o final do século passado, a E. coli era btida ocomo
easencialments nio patogénica, quando foi, entfio, detectada tanto
nas fewes de criangas doentes como nas-de oviangas  sadias. AT
1897, Lesage (Apud GONZALEZ & RLARCO, 1987) observou dque O S0T0
de wma crianga enferma aglutinava amostras de E. coli isoladas de
outras criangas com diarréia, numa  mMesma apidemia; mas  nae
aglutinava amostvas de E. coli isoladas de individupﬁ sading.
Esse fato tornou claro a existéncia de estvuturas presentes  nas
amostras patogénicas que as diferenciavam das demais, nao
patogénicas.

Fara que uma bactéria possa diniciar wm prmﬁeﬁﬁo
infeccioso ¢ desenvolver um quadro patolégico, esta necessita
possuir cevtos atfibutos capeciais de viruléncia ou  fatores de
viruléncia.

Fatores de wviraléncia facultam linhagens de E. coli &

iniciar uwum  processo  infeccioso através de mecanismos CONG



colonizacfRo, invas8o, ¢ produgio de toxinas (LEVINE, 1i987).

Existem diferentes tipos de linhagens de E. coli aue sHo
conhecidas como responsaveis pela ocovvéncia de diavréia  am
criangas ¢ adultos (DONTE et alli, 1977; EVANS et alli, 1977);
GUERRANT et alli, 1i97%; MORRIS et alli, L1%76é&; BACK et alli, 1977,
TOLEDO et alli, 4983). Existem, também, linkayens de E. coli qus
causam do&ncmﬁ como  cdisenterias, septicemias, meningites &
infecedes wurinarias (HANSON et alli, 1988, LEVINE, 1¢85; LEVINE,
1987; O BRIEN & HOLMES, 1987).

FPara que uma infeceio se estabelega @ necessdrio que haja
uma interacio entre o patdgeno ¢ o hospedeiro, a nivel celular @
molecular. Fortanto, & necessario que na superficie da  wélula
bacteriana existam estruturas gue reajam com sitios especificos
presentes nas membrvanas des células de determinados  tecidos do
hospedeivo, permitindo a adesfo das bactévias, sua multiplicagio
in loco e colonizagio do tecido. E também necessavio, s O
sistema imunoldgico do hospedeivo ndo  dinterfira no processo
inicial da infeceHo.

As E. coli patogénicas ao homem & animals enconbvyam-seg
clagsificadas em grupos aue possuem caracteriticas prdpvias que
os difereciam entve si (LEVIRE, 198%; LEVINE, i987) quanto Aas
sUasS caractefiﬁticaﬁ de viruléncia, seus mecanismos de aclo,
processos de colonizagHo, antigenos de superficie que apresentan
e guanto aco  gquadro olinico manisfestado pelo hospedsiro
(ECHEVERRIA et alli, 16882, EVANS et alli, 1975%; EVANS et alli,

1977, LEVINE, 198¢; MERSON et alli, 1979,0R5KOV et alli, 1974,



REIS et alli, 198¢:.

Eussas bactévias encontram-se agrupadas em classes com
caracteristicas praprias, cada wma associada A SOTOITUPOS
particulares definidos pelo antigeno somatico "o do
lipopolissacaride da membrana extevna da bactévia (LEVINE, 1987).

Sovologicamente, o antigeno somatico 0D, vepressnta o
polissacaridio O-gspecifico do  lipopolissacaridio da pavedes
celular de todas as E. coli de coldnia lisa. Apvroximadamente 174
antigenos 0 J& Fforam ddentificados. Sdo termo-estaveis e ndo  sHo

" 0
inativados por aguecimento an 1€ ouw 121 C (GRAASTRA & delRAAF,
1982; @ARSKOV & BRSKOV, 4977, LEVINE, 1987). 0 papel destes
antigenos em processos infecociosos ndo estd olave. Suple-se que
determinados antigenons somdticos possan confayviv cevtas vantagens
ds  linhagens patogénicas aue o0s possuam, no tocante & EXPUressdo
de seus mecanismos de vivuléneoia (EVANS et alli, 1977,

Dutra classe importante de antigenos de  supevficis de

E. coli é a dos antigenos Flagelares "H" Estes sio proteinas
)

termo-sensivels, sendo inativados a i@@lﬁ (GRAMSTRS &  delGRAAF,

1982y . 88 conhecidos 96 antigenos H em E. coli (LEVINE, 1987},

O antigenos 0 & H constituem o sistema de classificacio
O:H, o qual £ empregado na caracterizac8o dos sorogrupos  de
linhagens patogénicas de E. coli. A sorogrupagem tem sido
importante na detevminacio das E. coli entevopatogénicas.
cldssicas (EPECY (LEVINE, 4987 & auxilia na definigfo dos outros
rupoOs .

Aléwm destas duas classes de antigenos, uma  beveedira, Y



dos antigenos capsularves “K*, faz parte do sistema intevnacional
de sovotipagem de E. coli. 0Os antigenos capsulares sdo projecies
Fibrosas compostas de polissacaridios gue envolvem O antigeno
aomatico O em algumas, mas nfo todas, linhagens de E. coli. HNa
micvoscopia eletvénica, o antigeno K aparece como um  denso
emaranhado de projegdes fibrosas e s8o similares ao glicocalix em
outras bactérias. Existem, aproximadamente, 70 grupos K . Varvios
autros grupos nfo ddentificados provavelmente ocovvem & alguns
podem representar novos antigenos ainda nao dincluidos no  esquema
internacional de sorotipagem. 0 papel destes antigenos em
processos patoldgicos nfo estd clavo e supde-se  que auxiliem
protegendo & bactévia contra os  mecanismnos imunologicos  do
hospedeiro C(ACRES, 198%; GRAASTRA & deGRAAF, 1982; BRSKOV &
O/7RSKOV, 1977; LEVINE, 1987).

Entre as E. coli patogénicas existem linhagens associadas
a infeceles intra-intestinais e linhagens associadas a  infeceles

extra—-intestinais.

2.2. E. coli ASSOCIADAS A INFECCUOES EXTRA-INTESTINAIS

Entve as E. coli associadas a infec¢bes extra-intestinais
encontram-se =as E. coli causadoras de meningites e as E. coli
uropatogénicas (UPEC).

As E. coli causadoras de meningites afetam coriangas
recém-nascidas numa Frequéncia de L entre 2000 a 4000 nascimentos

(LEVINE, 1984). Fssas bactérias invadem a cireulacio sistémica e,



atingindo as meninges, provocam a  doenga, muitas vezes con
consequéncias  TFatais (LEVINE, 1984). Esse grupo de E. coli
distvibue~-se nos sovogrupos 04, 07, 048 ¢ 075 (LEVINE, 41982).

A E. coli uwropatogénicas (UFEC) Formam o grupo das
E. coli causadoras  de ‘ianﬁaﬁeﬁ wrinavias, cistites &
pislonefrites, podendo ser  dividido em dois sub-grupos,
associados a antigenos de adevéncia especificos: (i} URELD
causadoras de infecedes no trato wrinario (E. coli cistiticas) =
(2) UPEC causadoras de infecedes venais (E. coli pielonefriticas)
(LEVINE, §984). lestes sub-grupos, 76 ¥ das linhagens de UPEC
isoladas de casos de pielonefrite e 55 ¥ das isoladas de casos de
cistite pervtencen aos sovogvupos 01, 08, 04, 07, 0isé, 048 e 0703

(LEVINE, 1984).

2.3. E. coli ASSOCIADAS A INFECCOES INTRA-INTESTINAIS

As  E. coli associadas a infecgdes intraminte&tinaim sHO
causadoras  de diarvédians ou  Jdisenterias, ew hamanos on animais.
Dentve estas  encontram-se as E. coli entevopatogénicas cldssicas
(EPEC), as E. coli entevoinvasivas (EIECY, as E. coli
enterohemorviagicas (EHEC), as E. coli verocitoxigénicas (VTEC) e
o importante grupo das E. coli enterotoxigénicas (ETEC) (LEVINE,
19873 . Existe, ainda, um novo & controverso grupo  de EL coli
associadas a diarrvédia em humanos, o das E. coli enterwadérentes
(EAEC) (MATHEWSON et alli, i985; MATHEWSON et alli, 19284; ViIal et

alli, 1988, cujas caracteristicas particulaves nio estio bem



2.3.1. E. coli ENTEROPATOGENICAS CLASSICAS

As E. coli enteropatogénicas classicas (EFED) A
enteropatdgenos importantes sendo a causa mais comum de diarréia
infantil em paise subdesenvolvidos (SACK, 1975; TRARULSI, 198i).
Est8o geralmente associadas a surtos epidémicos (MORRIS et alli,
1974, TOLEDD et alli, 4983 ou & diarvéia infantil endé@mica
(GURWITH et alli, 1978). 0 quadro clinico manifesta-se como  uma
diarréia aguda, aquosa, com vomitos e febre.

As EPEC s8o0 capazes de colonizar o intestino delgado do
hospedeiro aderindo-ge firmemente as células gpiteliaisy
intestinais, com destruicBo das micvovilosidades M s HEN
invadivem o epitélio inteatiﬁal ou produzivem toxinas conhecidas
(KNUTTON et alli, 1987a; KNUTTON et alli, 1987b; LEVINE, 1i987).

O¢ sorogrupos velacionados a EFEC sBo: 020, 044, 0335,
084, 0114, 0414, 0149, 0iR24, 04iRsé, 0427, 0i42 e 0138 (GONZALEZ &

BLANCO, 1987).

2.3.2. E. coli ENTEROINVASIVAS (EIEC)

As E. coli enteroinvasivas (EIEC) sfo impovtantes agentes
causais de diarvéia infantil e disentervia (presen¢a de muco,
sangue € leucdHcoitos nas fezes) em paises subdesenvolvidos
(LEVINE, 1987; TAYLOR et alii, 19864; TAYLOR et alli, 1988) e em
adultos, em paises desenvolvidos (LEVINE, 1987y, 0 pacients
apresenta Tortes cdlicas abdominmiﬁ e febre. Essas bactévias
destrmem a borda ciliada das células epiteliais do dintestino

¥4



gro6so, invadindo~as, causando morte celular, uwlceragio &
inflamac8o intestinal (FORMAL & HORNICK, 1978; LEVIRE, 1987;

WRANGLER et alli, 1988).

2.3.3. E. coli ENTEROHEMORRAGICAS

As E. coli entevohemorvigicas (EHEC) causam um  cuadro
clinico semelhante ao causado por linhagens de EIEC, com exceglo
da auséncia de febre e de leucdcitos nas Ffezes (LEVINE, 1987).

Eatas bactérias 8o produtoras de duss oitotoxinas: &
verocitotoxina 1 (VUTi) e =a wverocitobtoxina 2 (VUTa2). FEatan
citotoxinas, sorologicamente distinguiveis, tém um Fforte efeito
citotdxico em cultuwras de células Vero. ‘

A UTL ou “Shiga-like toxin” {(BLT-I), apresenta grande
semelhanga com a toxina de Shigella, podendo ser inativada com o
mesmo  antissoro (O BRIEN & HOLMES, i987). & VUTE (SCOTLAND et
alli, 4198%) ouw SLT-II (STROCKRINE et alli, 4986) ndo reage Com
anticovrpos anti-toxina de  Shigella @ apresent s efeitos
citotoxicos, similares aos da VTL, também em cultuvas de células
Vero e Hela.

As verocitotoxinas interfem na sintese protéica
inativando a subunidade ribossdmica 608 (0 BRIEN & HOLMES, 1987).

O0s sorogrupos de EHEC sBo: 04, 05, 026, 040, 094, 0103,
0144, 0121, 0185, 0145 e 0457 (BOOF et alli, 1987, KARMALI et
alli, 198%; LEVINE et alli, 1987; SMITH et alli, 41987, WADE et
alli, 1979; WILSON & RETTELHEIM, 198@). Dentre estes, os bLipos

10
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mais impovtantes encontvam-se nos sovotipos O0R&:HIL e DLE57.H7, oz
quais apresentam  produgio de wverocitotoxinas codificadas por
hacteriofagos, mas nio produzem enterotoxinas 8T ouw LT (LEVINE et
alli, 1987; SHMITH et alli, 15983,

HUANG et alli (987 reportaram & existéncia de  um
hactevidfago portando os genes sstruturais para a produgiio de VTL
em E. coli & que apresentava sequéncias de DNA homologas as  do
fago lambda.

A existéncia das  wverocitotoxinas  foi  relatada pela
primeiva  wver por  KONOWALCHUK et alli (1977) que a0 EMAML AT em
linhagens de E. coli provenientes de oriangas  com diavvéia,
ohservaram gue algumas amostras liberavam um produto citotdxico
termo-labil cowm atividade sobve cultura§ de céelulas Vero & 9 gus
nio estava relacionado com as entevotoxinas termo-estavel (87 ouw
termo-1abil (LT} de E. coli. Esses auvtores denominarvam ssta
toxina de “verotoxin', wverocitobtoxina (VT

Dutvos autores observaram aue a maioria das Linhagens de
E. coli pertencentes A0 sovobipo DidHLG produsian
veracitotoxinas (SCOTLAND et alli, 1980; SHITH et alli, 1963;
WADE et alli, 1979; WILSON & BETTELHEIM, 198@). Linhagens de
E. coli pertencentes ao sovogrupo 026 s80 comuns  no Brasil
(MURAHOUSCHI & TRABULST, 1981).

A producBo de VT também ocovre em outros sorotigos de
EHEL como 0413 :MHPi, o D4ii1i:H- & notadamente, o sovotipo 0157:H7
que parece ser um tipo dmportante entve as EHEC CJOHRNGON et alli
(1983).

i



Varios awtoves relatavam o envolvimento de linbagens de
FHEC produtoras de VYT a surtos de colite hemovvdgica em  adultos
(JOHNSON et alli, 1983; RATHNAM et alli, 1i988) & cviangas KOaRMALY
et alli 1983,

Exiaten svidéncias de aue linhagens de EMHED produtovas de
YT  eastejam associadas a auadvos de wremia hemolitica Ffatal em
criangas, com 2 presengs de VT nas fezes & anticorpos anti-VT  no
soro dos pacientes (KARMALT et alli, 1983).

Vadvios autores (0 BRIEN ¢ LAVECK, 1983; O 'BRIEN et alli,
1982; O'BRIEN et alii, i983) trvabalbhando com wma  linhagesw de
E. coli produtora de VT, a E. coli H3Q, comprovaram que fTiltrados
de  sobrenadantss  de cuwlturas desess linhagew, & semelhanga  dos
Filtrados de cultive da linhagem de Sﬂigella dysenteriae A9R
(tipo 43, apresentavam efeitos citotoxicos em células Hela, evam
enterotoxicas em algas ligadas de intestinoe de coelho & letals
para camundongos adultos inoculados por via intvaperitonial.

O BRIFEN & LAVECK (4983 purificarawm a wverocitotoxina
produzida pela  linhagem de E. coli H3@ e verificaram que easta
tinha cavacteristicas moleculares muito pacvecidas A% i
citotoxina da linhagem de Shigella dysenteriae &R, & essas
semelhangas aliava-se o fato de que a toxina de Shigella é também
uma verocitotoxina & que o antissoro especifico anti-toxina de
Shigella neutvalizava o efeito citotoxico da VT prmduxida R oy

linhagens de E. coli QIS7 . H?Y dizsoladase  de  surtos de colite

AMT cintetirads pela E. coli H3® & uma  proteina

i



oligomérica constituida por uma subunidade "4 de 31,5 Kdal e
auatro  subunidades "B de 4,0 Kdal cada. A toxina excretada por
linhagens e Shigella dysenteriae A0R também POSSUL LA
subunidade A" de 31,5 Kdal e seis subunidades "BY, o gue a torna
maior gque & VT produzida pela E. coli HB3¢, §58,¢ e 48,8 Kidal,
respect ivament s

Yarvios oubtrvos sstudos demonstravam que a VT apresenta
propriedades bionldgicas e antigénicas estreitamente relacionadas
des da toxina produzida por Shigella dysenteriae (MARQUES et alli,
1984; MOHAMMAD et alli, 1985; PAT et alli, 1i9864; SHERWOOD, 1985).

'RATNAM et alli (1988) verificaram que dentye 174
linhagens de E. coli pervtencentes ao sorvotipo 04157:H7, de
isolados bhumanos de  suwrtos  de cmlité hemovvagica, sindrome
urémico~hemolitica, diarrdia ndo-sanglinolenta & de portadores
assintomaticos nos Estados Unidos € no Canédé, a grvande maioria
(97 %) ervam susceptiveilis aos antibidticos comumente usados, todas
produziam verocitotoxina, 7@ % apresentavam adevéncia localizads
ou difusa a células HEp~2 & Henle 407 . Hestas linkagens, Foram
encontrados trés pevfis bdsicos de plasmidios, com PEHOS
moleculares variando de &8,7 a 1,8 Mdal.

Linhagens de EHEC do sovotipo 0457 :H7 possuew dois
provaveis fatores de vivaulé&ncia: (L) uma adesina fimbriana cuja
sintese estd codificada num  plasmidio de 60 Mdal e na
verocitotoxina codificada por um bactevidfago. Quando leitles
foram infectados experimentalmente com essas linhagens ou  com
auas devivadas nas  guais o plasmidio de 6@ Mdal thavia sido
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eliminado, owu ainda, com células de E. coli Ki2 portadoras do
plasmidio de 6@ HMdal, agueles que receberam os  dols primeivos
tipos de bactérias tiveram diavrréia & HEWUS intestinos
apresentaram Jlesdes tipicas provocadas pela adesio bacterviana,
com destruicio do epitélio do colon. As linhagens de E. coli Ki2
n¥o foram viruléntas (TZIFORI et alli, 1987). Esses dados sugevem
que o antigeno Fimbriano codificado pelo plasmidio n&o é
essencial para a viruléneia daquelas bactérias mas, € possivel
que tenha alguma fungio nos passos iniciais da colonizaglo.

Outvas caracteristicas como producio de colicinas e
hemolisinas tém sido observadas em linhagens de EHEC.

SILVA et alli, (i983) observavam um peaueno altmevo de
linhagens produtovas de colicinas dimtriﬁuidaﬁ em trés Sorogrupns
classicos de EPED 024, D141 & 0419, Esses autorss salientas que a
producio de colicinas, em linhagens de EFEC isoladas em SRo
Faulo, ¢ caracteristica destes trés sorogrupos. O mesmos autores
salientam aue apesar do carvater hemolitico sev apaventemente varo
em linhagens de EFEC, esta ocovre prevalentemente em  linhagens
pertencentes ao sovogrupo 0246

Cabe, aqui a observa¢fo de que linhagens do  sorogrupo
0R4, ora classificado como um dos sovogrupos repvesentativos de
EHEC, comumente apresentam produgio de verocitoxina & que o
carater hemolitico aparentemente se encontra  associado an
verocitotoxigénico, neste caseo. Talvez seja por isso que agueles
autores (STILVA et alli, i983) obsevvaram uma prevaléncia do
catéter hemolitico em  linhagens de E. coli pertencentes a0
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sorogrupo 024,

WILLIAMS et alli (1978}, rvelatavam que, em uma linhagem
de E. coli do sovogrupo 086 Ffoi obsevvado um plasmidio
codificando colicina V &, concomitantemente, mediando a adesifo ao
epitélio intestinal humano.

A produgio de colicina V foi observada em linhagens de
E. coli isoladas de sangue, urina & feres de pacientes com
infeceio wurindria (HAVIES et alli, 19841;.

Em bovinos, hda um grupo de linhagens de E. coli
associadas & diarvéia e produtoras de vevocitotoxina (VT3 . Essas
linhagens, denominadas de E. coli verocitotoxigénicas (VTECY, tém
sido estudadas por varios autores (MOHAMMAD et alli, 41983, YAaNO,
1986; YAND et alli, 19846b; YAND et alli,.i?88).

YAND (ﬂ986) demonstrou  a existéncia de uma antigeno
fimbriano, EAF44, produzido pov uma- linhagem dg  VTELD, ATAR
provavelmente rvepresenta um novo fator de colonizagio em E. coli.

Em suinos, varios autorves (MARGUES et alli, 1987,
THOMFSON & LINGGOOD, 1987) relataram gue linhagens de E. coli
produtoras de VT  estavam associadas i doenga do  sdema  (QED,
sugerindo que a VT pode estar relacionada com esta doenga. Esses
autores obsevvaram que, nem todas as linhagens pertencentes =
sorotipos rveconhecidamente relacionados & doenga do  sdema em

porcos (04441 :K85, 01i39:K82 ¢ 04138:K81) produziam VT.



2.3.4. E. coli ENTEROADERENTES E ENTEROADERENTES-AGREGATIVAS

E. coli entevoaderentes (EAEC) (MATHEWSON et alli, 19285;
MATHEWSON et alli, 1984 ouw E. coli entsvoaderentes-agregabtivas
(EA~-AggEC) (VIal et alli, i988) formam um grupo controverso de
linhagens de E. coli associadas a um btipo simples de diarvéia
humana, sem @ presenga de sangue @700 lewcdcitos nas  fezes
(MATHEWSON et alli, 1985; HMATHEWSON et alli, i984). Fevtencem &
sorogrupos ndo-classicos, nfo tipavels ou do tipo VUGOSB0,
identificadas pelas suas caractevisticas de adesio a células
HEp-2, do tipo agvegativo, distinto da  adesfo localizads  ou
difusa apresentado poy linhangens de EFED cldssicas.

Fesas bactérias nfo produzem entevotoxinas termo-sstavel

(ST O termo-1abil LT, nem citotoxinas COMD ) VT,

2.3.5. E. coli ENTEROTOXIGENICAS (ETEC)

0 grupo das E. coli enterotoxigénicas (ETEC) € o  gvupo
mais dimpovtante entre as E. coli causadorvas de  diavvéia  em
humanos & animais.

Este grupo é caractervizado pela produgfo de dois tipos
de entevotoxinas Jfuncionalmente relacionadas: a entevobtoxina
termo-estavel (8T) e/ou & entervotoxina tevmo-labil  (LT) . &
produgfio destes dois tipos de enterotoxinas € codificada  porv
plasmidios denominados plaseidios Ent (SHITH & HaALLS, 19487; SMITH

& GYLES, 197@) .
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A agio dessas entevotoxinas ocorve ao nivel das cédlulas
epitelinis do  intestino delgado de seres humanos & animais, &
causam  uma  diavvéia aguda, aquosa e profusa,  por altevarem o
sauilibrio hidrossalino da mucosa intestinal.

Uma outva caracteristica dmpovitante das ETEC & a producio
de Fimbrias espéclie~especificas que mediam adesio deatas
hactérias & células epiteliais dntestinads  ocom subsequente
colonizacio da mucosa do intestino delaado.

Ew  seres  bhumanos, as  ETEC «Bo  dmportantes agentes
etioldgicos de diavvéias, tanto em oviangas comg  em  adultos,
apresentando distribuicio mundial (DONTA et alli, 419277; GIULTARND
et alli, 1978, OGIULIAND et alli, 4978h; GORBACH & KHURAWNS, 1978
GURWITH & WILLIAMS, 1977; LEE & KEAN, 1978, MAGALHAES et alli,
1984, HMERSON et alli, 1979; REIS et alli, 1979, S&CK, 1975; 8BACK
et alli, 19277; SAHORE et alli, 1974; SIMUES et alli, 1977).

Moy Frawil essas bactérias tém sido isoladas de  oriangas
com  diarvéian em varias localidades o pads (GIUCLTAND et alli,
1978a;  GIUBLYIAND et alli, A978h;  LOUREIRDOD et alli, 1983,
MAGALHAES et alli, 1981, REIS et alli, 1979; SIMOES et alli,
19775 .

Ew andmais de interesse econdmico como bovinos, swinos e
ovinos, infecydes causadas por ETEC afetam principalmente animais
recém-nascidos ow  de  poucos dias  de  wvida, causando  sérios
prejuizos  econdmicos (ACRES, 1989; OGYLES & RBARNUM, 196%; HaCk,
19757 .

As  linhasens de ETEC encontram-se distvibuidas em  um



ntmero  restrito de sorogrupos, os principais sendo 06, 08, 015,
0es, 0,63, 078, 0Di4%, Q4iRB, 0448, 0459 (PIRSKOV et alli, 1976,
MERSON et alli, 41979; REIS et alli,v 1980, sendo  gus 08
principais sorogrupos de ETEC de origem animal «8o: 08, 09, 020 &
D104 (EVANS et alli, 1977; SODERLIND & MOLLRBY, 1979).

Além  de serem isoladas de fezes de individuos com
diarvéia, linhagens de ETEC podem ser encontradas em agua de  vio
(REIS et alli, 598¢), dgua potavel, poluida & em esgdto (BATD et
alli, i983), & em alimentos (REIS et alli, 198¢b; SCALETSKY et
alli, 1982). A dgua, portanto, pode ser um velculo importante na
transmissfo de ETEC. Contudo, a principal fonte de disseminagio
de enterobactérias pava o homem %o os alimentos, principalmente
carne ¢ derivados (REIS et alli, 1980; SCALETSKY et alli, 198&;
FALCAD et alli, 49823, wma vez gus linhagens de ETEC ndo s#o
prevalentes sobve outros tipos de bactérias encontradas na Agua

(SATO et alli, 1983).

2.4. ENTEROTOXINAS FPRODUZIDAS FPOR ETEC

D8 primeivos dados sobre os mecanismos de aglo das ETEC
provém de SHMITH & HALLS (4947). Esses autores verificaram qus
anbrenadantes de cultivo, Filtrados, de amostvas e E. coli
ieoladas de suinp com diavréia, produziam acumulo de fluidos en
aleas ligadas de intestino de destes animais. 0 fato dos
sobrenadant s provocarem esse fendmeno eva uma clara evidéncia da

PYresenga e touxinas QS MEeLOs de culbuwra, sxcretbadas pelas
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amostvas examinadas. Ainda esses awtores, verificaram aue  a

atividade dessa enterotoxina nfo era inativada por aquecimento a
]

ig0 C, durante 230 minutos, pelo que, aqueles antores a

denominaram enterotoxina termo-estavel (8T).

Fosteriormente, foi estabelecido qgue  © wmot ivo i
resisténcin da enterotoxina 8T ao calov era devido 4 existéncia
de seis residuos de cisteina, em sua molécula, que permitem o
cstabelecimento de pontes de dissulfeto, ds quais conferem quande
resisténcia a temperatura € & hidvdlise enzimdtica (CHANG &
GIANNELLA, 1981).

Dois anos depois, GYLES & BARNUM (i969), também usando
téenica da alea ligada de intestino de povoos, demonstraram  a
existéncia de wn outro tipo de enteretoxina, produzidas pov
linhagens de E. coli de origem suwina, cuja atividade era

()
inativada por agquecimento =a 6@ C, pov 3¢ wminutos. Essa nova
enterotoxina +oi denominada, por esses autores, de enterotoxina
termo-labil <(L.T).

SacKk et alli (1974 estudando amostvas de E. coli
isoladas de pacientes sofrendo de um tipo de diavréia semslhante
3 colera, 6 que bem menos dntensa, demonstravam que tais
amostras produziam  uw  enterotoxina termo-ldabil, de natureza
protéica, aque de modo semelhante a toxina colérica, causawva
acumulo de fluidos em algas ligadas de intestinos de coelhos.

Yarios outros autores (GEARY et alli, 1988; GILL et alli,
1984; HONDA et alli, 1981) demonstraram gue @ enterotoxina

termo-labil (LTY isoladas de linhagens de E. coli de ovigem
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humana era semelhante ds LT produzidas por linhagens de E. coli
de origem suina. Um outro aspecto digno de nota eva o fato de que
essa entevotoxina apresentava identidade sovolodgica com a toxina
colérica (RICHARDS & DOUGLAS, 1978; SACK, 197%; DYKES et alli,
1985; YAMAMOTO, 1987).

A produgio  de uma enterotoxina tevmo-estavel (8TY  por
linhagens de E. coli causadoras de  diavvéia em humanos,
praticamente idéntica Aaguelas produzidas por linhagens de ETEC de
origem suina foi demonstrada pov varios autores (DEAN et alli,
i972; TAKAD et alli, 1983; CHANG & GIANNELLA, 198%1).

Linhagens de ETEC, tanto de origem humana como  animal,
produzem i ou outro tipo de enteratoxina, 01 MEnOE
frequentemente, ambas . apesar dessas entevotoxinas sevem wuitbtos
semelhantes entre sl nas diversas ovigens, as ETEC bumanas &
animais possuem caracteristicas adesivas proprias como serd visto
mais adiante.

As  enterotoxinas tevmo-estiavelis (8T)  ocovvem em  duas
classes distintas, S8Ta e STh, sendo peptidios de baixo peso
molecular (4,9 a 3,0 Kdal) (WHIFF et alli, 41981i; ALDERETE &
ROBERTSON, 1988; STAPLES et alli, 198@; TAKED& et alli, 1979).
levido a0 baixo peso molecular, essas entevotoxinas n&o s#o
imunogénicas, induzindo resposta imune somente quando conjugadas
a outras proteinas (ALDERETE & RORBERTSON, 1i978; BURGUESS et alli,
1978; GYLES, 1971, SaACK, 1970).

A entevotoxina 8Ta & encontrada em formas variantes em

linhagens de FTEC de ovigem swina (8Tp) e humana (8Th) com



pequenas alteracies em sua sequéncias de aminodcidos (CHANG &
GIANNELLA, 19281; DREYFUS et alli, 41983; TAKAOD et alli, 1i983).

0 mecaniswmo de aclo da  entevotoxina 8Ta nfo eutd
totalmente eaclavecido, mas sabe-se que tem & propriedadse  de
alterar o equilibrio hidrossaling da mucosa intestinal pov ativar
a enzima guanilato ciclase a nivel de membrana dos enterdcitos
A atividade dessa enzima eleva os nivels do nucleotidio ciclico
guanidina monofosfato (GMPc) nas cédlulas epiteliais da mucoss
intestinal, levando A uma  série  de  eventos, ainda - nHo
perfeitament e determinados, que  ooRasLonam  uma Lnversio i
dindmica de absor¢do-secrvecio de FPluidos na lTuz intestinal . Este
fendmeno causa  uma  hipersscregfo de Fluidos para a T
intestinal, vresultando num quadvo de diarvréia aguda, aguosa €
profusa (FIELD et alli, 1978; HUGUES et alli, 19787 .

A produgciio da  entevotoxina 8Ta, por uma linhagem de
E. coli, pode ser demonstrada pelo cléassico teste do  camundongo
vecém-nascido, desenvolvido porv DEAN et alli (1973).

0 primeirvo passo  para o estabelecimento da  gendtica
dessas entevotoxinas Foi dado povr SMITH & GYLES (1970 gue,
trabalbhando CoOm linhagens de E. coli de ovigemn sitina,
demonstvaram que awmbas as enterotoxinas evawm codificadas pov
genes localizados em plasmidios conjugativos, podendo, portanto
serem trasfervidos para outvas bactéyias.

0 gene rvesponsdvel pela sintese da  enterotoxina  $Ta
gncontra-se num transposon dnserido num plasmidico de 57 Mdal (50

et alli, £979; LATHE et alii, 198¢; 80 & McCARTHY, 198¢).
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A expressio da entevotoxina  8Ta  pavece sstay  sobre
contvole do modelo olassico da repressio catabolica uma ver  gque
sua  sintese & repriwida pela glicose a & adiglo de AMP ciclico
exdgeno anula a repressio (ALDFRETE & ROBERTSON, 19770

A snterntoxina BTh, constituwida de 48 aminodcidos & Cow
peso  molecular de T104 daltons (WHIPER, 19962 ten  wes  estyvotovs
guimica completamente oifervente da S5Ta wma ver dque, 08 geENEs quUE
as codificam n&o tém seauéncias homdlogas (80 et alli, 1979).

A enterotoxinag  STh  ndo estd bew cavacterizads & e
mecanisme  de  acBo ndo estd estabelecido (GaAaTTL, 1983, 6YLES,
1974y, e parece nfo estar velacionada com patogenicidade em seres
humanos (ECHEVERRIA et alli, 1¢84).

Flasmiding cortadoves  de  genes para a sintese da
enterotoxina  8Ta s#o wwito difeventes entre i, COom  PesOs
molecularves variando de 30 a 8¢ Mdal e ravamente contém  genes
para resistdncia & antibidticou (BTIEGLITZ et alli, 198¢;
WACHSHUTH et alli, 19748, 0 Fato da  entevotoxina 8Ta  ser
codificada por am transposon pode explicar esss vardiabilidade de
plasmidios transportando os genes paras essa enbevoboxinn,

As  entervotoxinas termo-Tdbedis (LTY, btambém  ocorvem  &m
dois tipos: a LT-1 & a LT-IT1.

] enterotoxina LT-I €& guimica @ imunologicamente
semelhante & tbtoxina colérvica (CT), sendo neutralizada pelo
antissovro anti-0T. as entevotoxinas LT-1, por suaa ses, OCoryem &m
dois  sub-tipos: wm, de ovigem suina (LTpl & oubtvo de  ovigsns

humana {(L.Th?, cuja  difevenga veside nuwm dndco  residuo o e

Tl
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aminodcide (DYKES et alli, 498%; YAMAMOTD et alli, 1i987).

0 wodo de  acBo  das entevotoxinas LT~ e LT-II 550
semelhantes a0 da entevobtoxina 8Ta; o daferenva gsta  aa  enzima
ativada pelas entevotoxinas LT, a adenilato ciclass, & quanto a0
nucleotidio ciclico envolvido com a alterag8o do  eauilibyio
hidrossalinng do intestino delgado, @& adenina monofosfato  (AkMPoO)

(CHANG et alli, 19872,

& enterotoxina LT/ tem um peso molecular entve BO e 9P
Kdal, sendo composta pov dois tipos de subunidades: LT-& e LT-B
(CLEMENTS & FINKELSTEIN, 1979; DaALLAS & FALKOW, 1979, KUNKEL &
ROBERTSON, 1979, TAKEDA et alli, 1984) cujo avvanjo molecular é
igual @0 da boxina colérvica (CT), ocovrando como  uw oligbmero
composto por cinco subunidades LT-B & uma LT-& (GILL & CLEMENTS,
1984y . Estima-se que as subunidades LT-6 ¢ LT-B tﬁnham’ D EHOE
moleculares entre 2% a 30 Kdal e 11,9 # 14,5 Kdal,
respect ivaments (KUNKEL & ROBERTSOMN, 497%; DaLLa% & FALKOW,
1979) . As subunidades de LT e CT apresentam sequéncias comuns de
aminodacidas (DALLAS & FaALKOW, 198¢; SFICER et alli, 1984i). A
subunidade LT-&, da  meswa Forms gue s subunidade & de  CT, é
composta por dois fragmentos, AL e A2, sendo que o Fragmento Al
cujo  peso  molecuwlar & estimado em 24,8 a 23,7 Kdal, tem uma
atividade enzimatics aue abtiva =a enzima  adenilato ciclase
presente nos enterdcitos, desencadeando a hipersecrecio de agua €
eletrdlitos para & lur intestinal (GILL & RICHARnSUN; 1eBG .

0 pentdmero Formado pelas %uhunidad@m [.LT-B  reagem  oom

reseptores especitficos Tocalizados nas membranas dos enterdoitos

pe it
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- o gangliosidio OGHML - lihmr#ndo a  subunidade LT-4 para o
interiov da  célula, onde o fragmento Al veage com ® enzima
adenilato ciclase (GILL & CLEMENTS, 1981i).

0 pentdmero LT-F & também vesponsavel pelas propriedades
imunoldgicay  da enterotoxina LT e provavelments, as  diferengas
antigénicas entre au linkagens de ovigens humana g suina de  ETEC
sejam devido ao Ftato de estas subunidades nfo sevem completamentes
idénticas (CLEMENTS et alli, 41982).

A subunidades LT-4 ¢ LT-B sfo codificadas por dois genes
plasmidianos difeventes: Toxd » Toxk. Esses genes encontram-se
bem caracterizados & suas sequdneias nucleotidicas sfo conhecidas
(CLEMENTS et alli, 1983, DALLAS et alli, 1979; 80 et alli, 1978;
YAMAMOTO & YOKOTA, (98¢; YaAMaMOTD & YOKOTA, 4981; YAMAMOTO et
alli, 19817 .

A regifio do DNA plasmidiano vesponsivel pela sintese de
LT apresenta extenga homologia com a regiio de INA  cromossdmico
aque  codifica a sintese de CT em Vibrio cholerae (HMOSELEY &
FALKOW, 198¢).

Ne genes vewspobsidvels pela sintese da entevotoxina LT-IT
estdo organizados em uma unidade tvanscricional similar aquelas
da toxina colérica ¢ da enterotoxina LT-I. A andlise da sequéncia
nucleotidica do operon da enterotoxina LT-II revelouw que 0 gene
codificando a subunidade A da entevotoxina LT-IT tem 357 ¥ de
homologia com o gensg para 2 subunidade & da entervotosxina  LTh-1
e 99 % de homologia com o gene para a subundidade A da  toxina

colérvica, sendo gque a maior parte desta howologia rveside na
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regifio que codifica o Fragmento AL, responsdvel pela ativagio da
enzima adenilato ciclase (FICKETT et alli, 1987). Esses aubores
verificaram, também, aque o gene que codifica a subunidade B da
entevotoxina LT-TI nZEo apresentava homologia com 0% genes pPara as
subunidades B da LT-1 ¢ CT.

Flasmidios mediando =a sintese da entervotoxian LT s8o
gncontrados principalmente em finhagenﬁ de ETEC de ovigem huamana
com pesos moleculares wvariando de 48 a 100 HMdal (ELWELL &
SHIFLEY, §980; WACHSMUTH et alli, 1975

Na espécie humana, téwm-se acumulado evidéncias de que a
ocorvéncia da entevotoxina ST, em linhagens de ETEC rvalacionadas
a casos de diavvéda, pavece ser prepondervante  sobre a  da
entevotoxina LT, sendo, aquela entevrotoxina, sempre encontrada em
linhagens de ETEC isoladas de fezes de individuos com diavvéia,
enquanto que a entevotoxina LT ocovve tanto sm linhagens de ETEC
isoladas de fezes de individuos doentes como nas ilsoladas de
sadios (REIS et alli, 1{979; LEVINE et alli, 1i977). Ew ETEC bovina
parece niAo occorver a producio de LT (ACRES, i1i98%5; MOON et alli
(L9773 . Contudo, a produgio de LT tem sido relatada em ETEC de
origem suina (GATTI, i983; GATTI et alli, 198%5; OLIVEIRA et alli,
19825 .

Virios estudos tém demonstrado que a presenga  simult@nea
de ambas as enterotoxinas, 8T e LT, em linhagens de ETEC, é
bastante infrequente (OLIVEIRA et.alli, 1982; MERSDON et alli,
1979; REIS et alli, 198¢).

0 papel da enterotoxina LT, isoladamente, em casos de

%



diarvéia, nfo est’d completamente elucidado. REIS et alli (i98¢)
verificaram que, de todas as linhagens ST/LT e 8T isoladas em SHo
Faulo, 8&F, o Foram de pacientes com diarvvéia, enquanto que,
linhagens produzindo apenas LT, Foram isoladas de pacientes com
diarrvéia, de criangas sadias, de alimentos e de agua de vio.

Varios autores té&m velatado que na maioria dos casos de
diavréia em humanos, causadas por ETEC, nfo se tem encontrado
linhagens produtoras de 8T ¢ LT simultaneamente, sendo que a 8T
estd  sempre presente sm linhagens deg ETEDC isoladas de  Fezes de
individuos com diarvéia causada por essas bactérvias (LOUREIRD et
alli, $983; MAGALHAES et alli, 1984). Contudo, GIULIAND et alli
(1978) relataram & ocorvéncia de ETEC em Criangas sGem
sintomatologia, sendo aque dentre trezentas ¢ sessenta  amostvas
bacterianas disoladas de setenta & dois lactentes, em  wwm  delss
isolavam amostvas produzindo ambas as enterotoxinas.

Estudos =2 respeito da etiologia da diarvéia dinfantil
endémica em S%o Faulo demonstravam a presenga de ETEC (LT e
LT/STY em 8,2 % de criangas com diarvéia ¢ em 14,4 ¥ de  oriangas

sadias «0 LT (REIS et alli, 1982).

2.5. FATORES DE COLONIZACAO DE ETEC

Além  de produzivem enterotoxinas, as  ETEC apresentam
outros fatores de viruléncia que 80 componentes estrublurais das
celulas bactevianas gue as capacitam a colonizar, sobreviver @

multiplicar—se no intestino delgado, sendo denominados fatores de



colonizacfo (BMITH & HUGGINSG, 1978). s Ffatores de colonizasio
mais dmportantes wRo on pili ou Fimbrias que perwmibem qgue A
hactérias 6 ANEREW Ay células epiteliails sntestinads,

fimbrias,

colonizando, deste modo, o intestino delgado. Fsse

adesinas, ou antigenos de aderéncia, Filamentos protéicos
delgados que cobrem a  supsvficie da célula bactevians.,  Ma
microscopia eletrdnica, aparecem como  uma  cobertura di fusa
envolvendo a bactéria. Fara cada espécie animal existem grupos de
Fimbrias diferentes, espécie-~especificas vepvesentandeo um  papel
importante na patogénese da diarvéia.

A adesio ocorre quando os sitios de ligagRo nas Fimbrias
reagem O witios rveceptores especificos Tocalizados fna
superficie da célula epitelial. A adesio evita que a bactéria
seja vemovida pelos movimentos peristialticos do intestino delgado
e & um evento essencial para a colonizago (GRAASTRA & deGRAAF,
1982, HOHMANN & WILSON, 1275; SMITH & HALLS, 19773,

Varias destas Fimbyias E&m wido descritas #
caracterizadas, bioquimica e geneticamente, pov diversos Aaut or 8 s
e aqui serfio revistos os tipos mails dwmpovtantss  em humanos &
animais .

0 primeiro fator de colonizagio descrito em ETEC humana
foi a Fimbria CFA/I por EVANS et alli (i979). Trabalhando com wma
linhagem de ETEC isolada de wm caso de diarréia severa, S£88es
autores verificavam que a sintese dessa fimbria eva mediada  por
um plasmidio de 60 Mdal, bastante dnstavel em cultivos de

laboratorio.



& Fimbria CFAZY ovovve em linhagens de ETED pevtencentes
aos  sorogrupos  04%, 0PS, 063, 078, 0128 ¢ 01352 (associados a
casos de diarréia humanay e tém  proprviedades  hemaglutinantes,
manose-vesistentes, =m hemdcias  humanas, de  bol o« galinha
(CRAVIOTO et alli, 198P; EVANS et alli, 1975; EVANS et alli,
1977, BREKOV & PRSKOV, 1i977; REIS et alli, 198@; THOMAS & ROWE,
1972y .

& Fimbria OFAZT & composta  por  subunidades de  peso
molecular estimado em 15.0598 daltons, com wm didmetvo de 3,2 nm
(GAASTRA & deDRAAF, 1988, KLEMM, 197%9).

Flasnidios transportando simaltaneamente 0% genes para &b
ainteses da Fimbria CFA/T e da  entervotoxina 8T, encontyram-se
amplamente diatvibuidos Em linhagens de ETEG humanas,
principalmente naguelas pertencentes aos sovogrupos 025, 063, N78
e 0128, com pesos moleculares variando de 53 a 746 Mdal, sendo que
plasmidios com 60 Mdal s8o os mais frequéntes (McCONNELL et alli,
1981; MURRAY et alli, 1983; REIS et alli, 198¢; SMITH et alli,
19793 .

Outros  =utores, contudo (CARON et alli, 192689, DARON &
SCOTT, 41990, velataram gue os genes que codificam a sintess da
Fimbria CFA/T localizaw-sg no cromossomo bacteriano &  gue sus
expressio dependa da presenca de um gene regulador presente em um
plasmidio de alto peso molecular (CARON et alli, 1989; CARDN &
SCOTT, 1999).

YAMAKDTO &  YOKOTA (4983 demonstraram a sexisténcia  de

dois plasmidios diferentes nos quais existem genes para a sintese



da  enterotoxina ST na linhagem de E. coli Hi@4@7, de origem
humana:  wm, de &9 Mdal, contendo o8 genes para  a sintess  da
Fimbria CF&sT & da enterotoxina 57, & outvo, de 42 Mdal, contendo
os genes aue codificam as sinteses das enterotoxinas 8T e LT,
simultaneamente. Faoses autores demonstraram, winda, e 2
linhagem de E. coli Hi0407 possul um teroeiro plaswidio, tanh ém
de 42 Mdal, que promove a transferéncia dos outvos  dois  pov
CONJUYag o .

EUANS & EVANS  (1978) detectavam wm oubtro fator  de
colonizacfo associado & entervotoxina LT am linhagens de ETEC  de
arigem humana, ao qual denominavam CFA/IT. Easte antigeno estava
associado  aoa sovegrupos 06, 045, 085, 043 & 078 Esses  autoves
shservaram que & sintese da Fimbria CFAZILD erva mediada  pov o oum
plasmidio, que apresgntava alta instabilidade em ocultivos de
labovatorio.

A Pimbvia CFASIT & estruturalmente semelhante & OF&/I,
com  wm difmetro de 3,2 nm (GAASTRA & deBRaar, 1982), povéwm nfo
apresenta  adentidade soroldgica  com aquela Fimbrian (EVANS &
EVaNS, L97RY . SMYTH (41988) relatou trés diferentes antigenos de

87 e 083, associados com A EXPUE ai3o  da

supevficie, os 081, ©
Fimbvia CFA/TT, com pesos wmoleculares estimados ewm 16,3, 15,3

14,7 Kdal, respectivamente. Faoses antigenons s @XpYressan em

difeventes cowmbinagdes, de acovdo com o sovobtipo da  bactéria
(CRAVIOTO et alli, L988; SHMYTH, 198825, Formando fendtipos
CeiL/083, CER/CS3 ou somente CB3 (CRAVIOTO et alli, 1982,

0s  componsntes 081 e 082 sio sestrubtwras  Fiwbrianas  com



identidades worfoldgicas, mas nfo, imunoldgicas; enquanto gque ©
83 & um componente nfo-fimbriano, Fibrilav, com um difmetvo de 2
a 3 nm (BMITH et alli, i983; SMYTH, 1984).

Varios autores (FENARANDA et alli, 1983; SHITH et alli,
1983, rvelatavam  gue  em varias linhagens de ETEC de  ovigewm
humana, especialments naguelas pertencentes aos sovogrupos 06, OB
& 0B85, a sintese da Flobria CFASTILD & codicada por uma  plasmidio
de alto peso wmolecular gue tambéwn cmdifiﬁm e sinteses  das
entevotoxinas 8T = LT, simultansamente. Contudo, (CARON et alli,
1989; CARON & SCOTT, 199@) relataram que 08 HENes qﬁ& coditicam a
sintese dos componentes 081 ¢ €S2  localizam—se no  Cromossomo
bacteriano & aue sua expressio dependa da presenca de wum  gene
vegulador presente em uw plasmidio de alto peso moléﬂular.

THOMAS et alli (5988 descobvivam uma nova fimbria em
ETEC de ovigemw humana que era antigenicamente distinta das
fimbrias CFas/1 & CFA/TIL, que Ffoi denominada EB877%5 ouw PCOF8775.
Fata fimbria tem proprigdades hemaglutinantes, manose-resistente,
com  hemdcias de boi, &, a exemplo da Fimbria CFAsII, &
constituida por brés antigenos diferentes: 084, 0LBH e (£86.

Ns antigenos 064 ¢ C8% «fo estruturas fimbrianas rigidas
oom pPEsos molecuwlares eatimados em 17,0 e 21,9 Kdal,
respectivaments, com didmetvo entve 6 € 7 nm e o €86 ¢ Fibrilar,
com peso molecular estimado em 14,5 Kdal. 0 antigeno €54 ocorrve
no  sovogrupo  02%, o C8% nos sovogvupos 092, Q415, e o CB4 nos
sorogrupos 025, 027, 092, 0419, 0448 ¢ 0169 (THOMAS et alli,

198%,; MoCONNELL et alli, 41988).
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& Timbyia FCF877%, posteviormente venomeada pava OF&a/IV,
estd codificada em plasmidios, tendo sido encontrados plasmidios
codificando simultaneamente subunidades da Fimbria 3
entevotoxinas nas  seguintes combinagdes: CHH-CH6/8T, CHE&/HBT &
CS6/L.T  (MoDONNEL, 4988). 0s mesmos autores rvelataram gue em  wma
linhagem de FETEC de sorotipo 0825:H42, os genes codificando as
subunidades 084 e 054 esstavam num plasmidio separado daguele
contendo 08 genes pava a sintese das entevotoxinas 8T ¢ LT,

HONDA et alli (4984) descreveram um  outveo fator de
colonizagio expresso por linhagens de ETEC de orvigem humana que
nfo tinha identidade soroldgica com as Ffimbrias CFAsT & CFASILI,
an qual  denominarvam CFAZITI. A linhagem de ETEC estudada por
esses autores também sxpressava o antigeno €56 (MoCONRNEL, 19860 .

Recentemente, AUBEL et alli (1924 relataram wm  novo
fator de adevéncia, o antigeno 8786, expresso pela linhagem de
ETEC humana, a E. coli 8786, que produz somente a entervotoxina
tevrmo-estavel (8Ty e apvesenta a proprigdade de hemagluatinar

unicamente hended as humanas & de  Dbowvino. Foses autores

T;

verificavam oue # sintese deste novo antigeno & mediada pov um
plasmidaic de 7@ Mdal.

Em  andwmais, VAT ios antigenns de adevéncia de ETEC  Foram
descritos e caractevizados quimica e geneticamente.

0D antigeno K88, especifico de swinos, fol o primeiveo @
BT deﬁcrito. Fate antigeno & uwuma Fimbria compost s PO
subunidades protéicas idénticas, cuja expressiio ¢  tempsvatura-

dependente = estd codificada em um plasmidio (STIRM et alli,
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1966; STIRM et alli, i947; JONES & RUTTER, 1i978; GAABTRA &
deGRAAF, 1982} .

0 envolvimento do  antigeno K88 na colonizagfo do
intestino deluado de leitBes, por células de ETEC que o produzem
foi  demonstrado poy varios autoves (BERTSCHINGER et alli, 1972,
DREE & WAXLER, 197@; JONES & RUTTER, 4972; WILSON & HOHMAKNHN,
19745 .

0 antigeno KBH tewm propriedades hemaglutinantes, manose-
resistentes, com hewdcias de cobaio e galinha. #s subunidades
polipeptidicas que comp8e esta fimbria tém um peso molecular de
27540 daltons, fprmando wum Filamento com wm didmetvo de 2,1 nm
(GAASTRA & delGRAAF, 1988 .

Eata Fimbria ocovve na  forma de trés variantes
antigénicos K88ab, K8B8ac e K88ad (GUINEE & JANSEN, 1979).

0 fator de colonizacho K88 foi encontrado em linhagens de
ETEC produzindo tanto a enterotodina 8T como a LT (GYLES et alli,
1974; SMITH & OBYLES, 197¢). Também fovam descritas linhagens de
ETEC produzindo o antigeno K88 & a entevobtoxina LT, apenas
(GATTI, 1983},

0 gene estrutural do antigeno KB8 estda localizado num
plasmidio transmissivel (BRSKOV & BRSKOV, 19768). Esses aubtores
sugeriram que esse gene poderia estar localizado num plasmidio
nSo conjugativo que seria mobilizado por outvo capaz de Promoveyr
a transferéncia de ambos, o que mais tarde foi confivmado por BAK
et alli (1972) em estudos de microscopia eletrdnica.

Ns determinantes gendticos para a utilizacio da rafinose
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(Raf) tambdm se sncontram nesse

plaswidio (SHITH & FARSEL
e quando este sra transferido para linhagsns de E. coli Kig, dois
tipos de plaswidios K88/Rat esvam encontrados: o tipo mais comam
sendo  um plasmidio nfo condugativo de apvoximadamente 5@ Hdal e
um  segundo  btipo, malor & menos  Frequente, que provavelmente
representava um sstado cointegrado entre o plasmidio de 50 HMdal e
um plasmidio de transfevéncia (SHIPLEY et alii, 1978). SHIFLEY et
alli (49843 dsolavam o clonaran wm Fragmenbto de DNS de B,8  Mdal

do plasmidio K88/Rat pPSiee, que expressava o antigeno K88, 16

plasmidio wvetor pBR322 (BOLIVAR et alli, 1977 s autores
verificaram qws o Fragmento de IRE de 8,2 Mdal ocodifiocaws o=
sintese de cinco polipeptidios cujos pesos moleculares ?nram
gatimados em 17,0, 23,5, 86,9, 29,8 ¢ 70,8 Kdal, sendo gue o0
peptidio de 23,5 Kdal covvespondia & subunidade da Fimbvia K88ac.

MOOT et alli (£979) dsolavam & clonavam um Fragmento  de
INA de 4,3 Mdal de ww plasmidio codificando o antigeno K8Bab que
ainda expressava  esse antigeno, e, HMODI et alli (4981
determinavam » organizacio dos genes envolvidos nn  gxprecssio

dessa Fimbria. Fases  aubores demonstyavam  gue o opevon do

antiageno K88ab & composto pov seils olstrons codificando  seis
polipeptidios de BL, 17, 27, 3¢, 26 g 29 Kdal, orvganizados nesta
ordem de transcricRo, sendo aque o polipeptidio de RPé& Kdal
corrvespondia & asubunidade da Fimbria Ke8abh . D4 outvros
polipeptidios encontrados devem estar envolvidos com fungbes de
processamento, regulacio da expressio, rvegulac®o da  montagem e

ancovagem da Filmbvis.

L3
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0 anbtigenn K99 & wma  Flmbria de naturena protéion
composta de subunidades idénticas de polipeptidios de 18,2 Kelal
(deGROAF et alli, 1984, contendo 159 vesiduos de aminodcido,
deduzidos de sua sequdneoia génica (ROOSENDAAL ET  ALLI, 1984).
Fatruturalmente, o Flubria K99 & um Filamsnto Fino, Plexivel, de
CEVOA 4 e de  didmetro, ocasionalmente apreasentando wina
contiguracio em “wig-zag” (vanBEMBDEN et alli, 198@).

A Fimbria K99 & gevalmente encontvada s=m  linhagens de
ETEC isoladas de berervos, leitfes e covdeivos com giarréia
(SMITH & LINGGDOD, i978; MOON et alli, 1977), estando snvolwvida

sam as células do  epitélio

na  adesfo de linhagens que a @XPres
intestinal destes animais  (BURROWS et alli, 1974, HOHMARN &
WILSON, 197%; ISAACSHAN et alli, 1978, Esta Fimbria ocovre nos
SOV OGrUP O R, 09, 0Pe, 0R6, 0ikf & D141 e encontra-se
frequentement e associada 3 produg8o da entevotoxins BTa (EVAaNS et
alli, 41977; SMITH & GYLES, 4970; SMITH & HUGGING, 1978; SMITH &
LINGGOOD, 19782; wvanEMEDEN et alli, i198@). 0 antigeno Ky
apresenta  propviedades hemaglutinantes com hemdoias de cavalo &
carneiro (GAAGTRA & deBRAAF, 1988, BUINEE et alli, 1974

0 determinante genético do antigeno K9 localiza-se  num
plasmidio conjugativo de cerca de 57 Mdal (SMITH & LINGGOOD,
1972, 80 et alli, 1976) e sua expressio é influenciada por
condicBes ambientais e fendtipo da bactéria hospedelra.

0 antigeno K99 ndo €& produzido em twmhwraturaﬁ abaixo de

o

20 0 e a glicose & @ alanina exercem efeito inibitdrio em  sua

expressio (deBRAAF et alli, 1730xn; deGRAAF et alli, 19860Lh; GUINEE
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et alli, 1976, ISAACSON, 198@).

GUINEE et alli (4i974) mostraram que a glicose reprime &
expressio do K99 ¢ que adicfo de aMPe ndo  anula a repressio
catabdlica mediada pela glicose.

Fara wse detectar o antigeno K99, in vitro, a bactéria
produtora  deve ser cultivada em meio de cultura adequado para =
sua expressfio (GUINEE et alli, 1977y,

Em adigBo & repressiio catabdlica mediada pela glicose & &
temperatura, @ expressao Jdo K99 parece  sev  dnfluenciada pela
presenga  de  oxigénio, pelo menos, in vitro. ISAACSON et alli,
(4978)  observaram gue o cultivo da bactéria produtora sob  forts
ARevacio en meio liquido apropriado antes do plagueamento sm  weio
de  expressiio sumenta  a detectabilidade do  antigeno K99 em
linhagens de ETEC K99+,

Ne nivers de expressio do antigeno K &  fortemente
influenciado pelo  gendtipossorogrupo  da  bactéria hospedeira
(deGRa4AF et alli, 128@b; vanEMBIEN et alli, i980).

deGRAMF et alli (198¢a; 1980h ) observarvam  gue, 1
linhagens s lvagens de B, coli entevotoxigdnicas (ETEC:
produtoras  do  antigeno K9, agquelas pertencentes  an  sorogrupo
0101  expressan esse antigeno em niveis maiores que R
pertencentes aos sovogrupos 08, 09, 026,

0 opervon rvesponsiavel pela sintese do  antigeno Ko
gncontya-se  num  fragwento de  DNA plaswidiano de 4,5 Mdal
(vanEMBIDEN et alli, 1989 w & composto  por  sete cistvons

codifticandn sete polipeptidios de 18,2, 76, 21,59, 24, P&,5, 33,8
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e 19 Kdal, ovganizados nesta ovdem de transcricHo, sendo  gque o
peptidio de 18,2 Kdal corresponde &  subunidade da  Fimbria
(deGRAAF et alli, 1984).

Fosteriormente, BAECKER et alli (1989 conbtruwidvam wm msp#i
genético do  operon  do  antigeno K99 gque &va raznavelmente
concovdante  com o descrito pov delRAAF et alli (1984}, Este
operon codoficava sete polipsptidios de 146, 76, 17, P3, B9 & 16,5
Kdal, organizados nesta ordem de transcrigfo, com o peptidio de
17 Kdal covvespondendo 3 subunidade da Fimbvia. Aquelss autoves
obtiveram evidénoias de que 08 gENEs NECEsSArios para a expressio
do antigeno K99 encontram-se divididos em dois opevons sepavados,
porém contiguos, regulados pov dois promotoves independentes. 0
primeiro promotor  esta localizado anteriovmente & regiio
codificadora do peptidio de 16 Kdal ¢ o segundo localiza-se na
vegiflo dmedistamente antervior ao gene estvutural do peptidio de
17 Kdal, ou seda, da subunidade da Fimbria K99, Esses mesmos
autoves verificaram gue o fragmento de DNA codificando o antigeno
Ke? podia sev  sub-clonado en dois plasmidios vecombinantes
compativeis, ocovvendo complementariedade completa para a sintese
desta fimbria.

A FTimbria K99 reconhece como veceptor especifico o
gangliosidio (glicopvroteina) A&cido N-glicosil-alfa-, 2-3 -
galactose~beta, -4 l-glicose-ceramidio (NeuGclacCer) presentes
nas membvanas  de hemdcias de cavalo (GAASTRA &  deGRAAF, 1982;
SHIT et alli, i984) e das células epiteliais da mucosa  do

intesting delgado de porcos (TENENBERG et alli, 1989, Apud OND et



alli, 1989, provavelmente ligando-se a esses receptores pela
extremidade da fimbria (LINDBERG et alli, 1987).

OND et alli (41989) demonstyaram que o eplitopo reconhecido
pela fimbria K99 ¢ a por¢fo terminal Neulbec do gangliosidio.
Gangliosidios andlogos gue sfo reconhecidos pela Fimbria, embova
com  menor  eficifncia, 8o tawmbém encontrados nas  membranas de
hemacias humanas (LINDAHL & WARSTROM, 1i981i) e de cavnediro (FARIS
et alli, i98¢).

Este reconhecimento pode contyibuir para a especificidade
de hospedeiro. Linhagens de ETEC K99+ usualmente se aderem fws
células epiteliais do intestino delgado de bovinos, tendo maior
especificidade as c¢élulas epiteliais do intestino delgado de
hezervos recém-nascidos do  ague Agquelas de  animais adultos
(RUNNELS et alli, 1980). faste fato sugere que a afinidade e =&
localizagHo das ETEC no dintestino delgado estd relacionada com &
disponibilidade e a localizacio de gangliosidios especificos (OND
et alli, 1989,

0 rai, relatado pela primeiva vez por  MORRIS et alli
(49863, ¢ um antigene Fimbviane, de natuwreza protéica formado por
subunidades polipeptidicas de 29 Kdal (ARDERSON & MOSELEY, 1¥a8).
A expressio desta Fimbria tem sido encontrada em combinacio com a
expressio do antigeno K99 em ETEC bovina ¢ suina (MORRIS et alli,
1983) .

Estruturalmente, & Ffimbria F41i é um filamento de 3,2 nm
de difmetvo (deGRAAF & ROODA, 1982; MORRIS et alli, 198¢) e o seu

determinante genético localiza—-se comumente no mesmo plasmidio da

37



fimbria K99 & sua expressio também & temperatura dependente
(ANDERSON & HMOSELEY, 41988; GAASTRA & deGRAAF, 19825 .

0 opervon contvolando a sintess do antigeno F41 & composto
por quatveo cistrons codificando guatro polipeptidios de 29, 30,
32 e 86 Kdal, sendo que o peptidio de 29 Kdal corvesponds &
subunidade da Fimbria (ANDERSON & MOSELEY, 1988).

0 sequenciamento dos nucleotidios do gene estrutwral  da
subunidade da fimbria revelou extensa homologia entre as rvegibes
codificando as sequéncias sinals dos antdigenos F41 & KBB8 & nas
regides  imediatamente antevioves as dos doils genes  estrutuvais.
Uma  sonda genética especifica pava o antigeno K88 hibridiza com
alta estringéncia com todos os Fragmentos essenclials para &
producio do antigeno F4i, exceto com o fragmento que codifica o
gene estrutural (ANDERSON & MOSELEY, 1988).

0 antigeno 987F, especifico de ETEC de origem suina, € um
antigeno fimbriano de natureza protéica, constituido pov
subunidades polipepticdicas de 20 Kd. Estrutuwralmente € uma
fimbvria rigida de 7 nm de didmetvo (GAASTRA & deGRAAF, (982).

Este antigeno ocovve com wmaior frequénocia nos sorogrupos

08, 09, O0R0, 044, 0108, 04138, 0439, 0141, 0147, 0149 0 157,

o]

frequentemente associado & produgfo da enterotoxina STa (GAASTRA
& deBGRAFF, 1982; MOON et alli, 1980). GUINEE & JANSEN (1979)
associaram a producfo da enterotoxina LT com linhagens de ETEC do
sorogrupo 08.

Oz primeiros estudos da genética do antigeno 87F

indicavam que  seuw determinante gendtico estava localizado no
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cromossomo bacteriang & que sua expresslo estava sob controle  do
fendmeno da variscio de Tase (deBRAAF & KLAASEN, 19864; HWORRISSEY
& DOUGAN, 1986,

Um mapa genético do opevon do antigeno 987F construido
por de(GRAAF & KLAASEN (4986) ddentifica cinco cistrons que
codificam cinco polipeptidios de 47,82, 14,5, 28,5, 84 ¢ 3% Kdal,
organizados nesta ordem de transcrig¢fo, sendo que peptidio de
17,8 Kdal corvesponds & subunidade da fimbria.

Contudo, SCHIFFERLI et alli (199@¢) relatavam um caso  em
que a sintese do antigeno ?87F eva mediada por um plasmidio de 39
Mdal, capaz de expressar £sse antigeno em uma linhagem de E. coli
Kig.

Fosteriormente, KLAABEN et alli (49290) vrvelataram A
exist@ncia de um transposon bacteriano codificando o entevotoxins
8T, contiguo ao INA do opervon do antigeno 987F. Esses autores
encontravam evidéncias de que esse transposon, velacionado com o
TniéBi, estd envolvido com a ativacBo do opevon deste antigeno.

Recentemente, wm noveo fator de colonizacio, o Fa4g, Foid
descrito sm ETEC de ovigem suina (LEITE, 1984, LEITE et alli,
i988; YAND et alli, 4986&b), cuja sintese & mediada pov  um
plasmidio conjugativo de 49,4 Mdal, que também coditica a sintese
da enterotoxina STa e contém genes para resisténocia & canamicina
g estreptomicina (SILVEIRA, 19846},

Fimbvias do tipo I também ocovvem em ETEC e, embora se
saiba que estas Fimbrias mediem a adesBo a células epiteliads

intestinais, in vitvo, nio se sabe se¢ sfo expressas nas condigles
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ambientais naturais existentes no intestino delgado ou se s80

fatores de adesfo impovtantes, in vivo (ISAACSON et alli, 1978) .

2.6. RESISTENCIA A DROGAS EM ETEC

Resisténcia a drogas ¢ um fendmeno aque ocorve amplamente
em ETEC. Linhagens de ETEC, votineivamente, transportam cinco ou
mais tipos distintos de plasmidios, wum ou mais, sendo
frequentemente um plasmidio R (ELWELL & SHIFLEY, 198@,; SILVA et
alli, 19884,

0 velacionamento entre resisténcia a drogas e sintese de
enterotoxinas foi estudado por varios autores (WACHSMUTH et alli,
1974; SILVA et alli, 19841, SCALETSKY et alli (1982); SCALETSKY et
alli, 1982). Usualmente, estas caracteristicas 8o codificadas
por plasmidios independentes (SILVA et alli, 1981, SCALETSKY et
alli, 1983), sendo de baixa frequéncia a ocorvéncia de plasmidios
rodificando simultancamente resisténcia a drogas & sintese de um
ou autro tipo de sntevotoxing,

Flasmidios codifticando simultaneamente as sinteses das
entevotaxinas 8T e LT sfo encontrados em linhagens de ETEC de
origem humana e animal, compartilhando cevca de B7 % de
sequéncias homdlogas quando as linhagens povtadoras s8o de mesma
origem e 55 %X de homologia gquando as linhagens 80 de origens
diferentes (S0 et alli, 198%). Estes plasmidios n¥o sdo comuns @
parecem vestritos a trés sorogrupos: 08, 077 e 078. Seus pesos

moleculares variam de 52 a 100 Mdal, nRo s&0o conjugativos, povrém
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passivelis de mobilizagfo por plaﬁmidi0$ R (ECHEVERRIA & MURFHY,
1980; SILVA et alli, 1983; WACHSMUTH et alli, 1979). Alguns
destes plasmidios apresentam YENES para resisténcia 2]
antimicrobianos como ampicilina (STIEGLITZ et alli, 1989,
sulfadiazina g setreptomicina (SILVA et alli, 1983 & A
tetraciclina (ECHEVERRIA & MURFHY, 1980).

atée 1981, tais plasmidios haviam sido detectados apenas
em duas linbhagens de E. coli. Uma delas, isolada de suino com
diarvéia, continbka um plasmidio (pCG84), que simultaneamente
determinava 2 sintese das enterotoxinas 8T e LT & codifica
resisténcia a estreptomicina, sulfadiazina, e a tetvaciclina
(SILVA et alli, 1978). & outra linhagem, de origem humana,
continha um plasmidio de 8@ Mdal que determinava a sintese da
enterotoxina ST & conferia vesisténcia & ampicilina (STIEGLITZ et
alli, 1989 .

N&o existem pProvas conclusivas de sensibilidade
caracteristica a uma droga particular em ETEC que Justifique =
tomada de medidas profildticas baseada na admin@stracﬁm de
antibidticos contva diarrdia em suwinos ¢ bovinos, o gque inclusive
teria =2 desvantagem de selecionar bactévias resistentes ao
antibidtico.

0 uso abusivo de antibidticos pode responder pelo aumento
da resisténcia w drogas por parte de cevtos arupos de
micvorganismos com veflexos na terapfutica humana € animal,
principalmente no que diz vespeito a bactérias gram-negativas,

devido & selegio de linhagens apresentando resisténcia miltipla a
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drogas.

Em wvarios paises, inclusive no Brasil, antibidticos vém
sendo aplicados como aditivos em ragBes para promover [n]
crescimento de animais e muitas vezes essses antibidticos sBo  os

mesmos utilizados no tratamento de doengas em humanos € animais.
e.7. INFECCUES EM BEZERROS RECEM-NASCIDOS CAUSADAS FOR E. coli

A E. coli pode causar duas doengas comuns em berervos
recém-nascidos: a colisepticemia, na qual a bactéria invade ]
circula¢lo sistémica € orgfos intevnos (SMITH & HALLS, 1968) ¢ a
colibacilose entérica, na qual a bactéria se localiza na luz e na
superficie da mucosa do intestino delgado (SMITH & HUGGINS,
19791 .

Ag caractevisticas dessas  duas patologias s80
marcadamente diferentes e o8 tipos de E. coli que as causam
também difevrem. Cada tipo possui atvibutos particulares de
viruléncia que o diferencia dos outvos, bem como do grupo nfo-
patogénico de E. coli, gque ¢ um dos constituintes da microbidta
inéestinal normal de bezerros sadios. As linhagens de E. coli que
causam septicemias sobrevivem ¢ se multiplicam no sangue e orglos
internos de bezerros infectados, enquanto que, as linhagens de
E. coli que causam diarréia 80 equipadas para sobreviver
localizadamente no epitélio do intestino delgado (SMITH &
HUGGINS, 19793.

Tanto num caso como no outro, os bezervos se infectam com
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E. coli durante ou logo apds o nascimento, Frequentemente por
transmissio fecal-oval. Normalmente, linhagens nfo-patogénicas de
E. coli s80 umas das primeirvas espécies bacterianas a infectar o
trato gastrintestinal e no fim do primeivo ano de vida, eat o

presentes por todo o intestino (ACRES, {983).
2.7.4. COLISEFTICEMIA

A septicemia é um processo nfo bem elucidado, ocasionado
por linhagens invasivas de E. coli (LEITE et alli, 1i99@;
LINTERMANS et alli, 198@; MORRIS, 198%; SHIMIZU et alli, 19872

Trés antigenos fimbrianos associados & diarrvéia e
septicemia foram descritos. A  Ffimbria Fi7, sorologicamente
distinta das fimbrias K88, K99, F4i e 987F, que media adesfo A&
mucosa do intestino delgado de bovino (LINTERMANS et alli, 1788)
e as fimbrias FY e 314 (GIRARDEAU et alli, 198@, Apud LEITE et
alli, 1989; LEITE et alli, 1989, HORRIS, 1987, SHIMIZU et alli,
1987). A ocorréncia de linhagens de E. coli portadoras de
fimbrias FY, no Brasil, foi descrita pela primeirva vez por LEITE
et alli (i99@). Os mecanismos de patogenicidade das linhagens
portadoras destas fimbrias nfo estd esclarecido.

Aparentemente, a septicemia causada poy linhagens
invasivas de ETEC, estd covrrelacionada a uma infec¢Ho mista com
outra linhagem de ETEC produtora de enterotoxinas. SHIMIZU et
alli (41987) em estudos de infecclo experimental de bezevros,

verificaram gue duas linhagens distintas de ETEC, uma expressando
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a fimbria 314 e outra expressando a fimbria FY, evam septicémicas
e letais quando associadas a uma linhagem de ETEC produtora e

enterotoxina STa.

2.7.2. COLIBACILOSE ENTERICA

As principais caracteristicas da patogénese da
colibacilose entérica sfo: (1) infeccHo com ETEC, (2) adesfo da
ETEC as células epiteliais intestinails resultando na colonizagio
do intestino delgado e (3} produgio de enterotoxina 8Ta ativa.

Eesa sucessio de eventos leva a uma diarvéia aguda,
aquosa e profusa, culminando em desidratacfo, acidose metabdlica
e movrte em CRAs0H SEVEVOH.

A infecefo se da durante ou logo apds o nascimento,
frequentemente por transmissfo fecal-oral. (ACRES, 19835).

0 rapido estabelecimento da E. coli & favovecido por

varias caracteristicas dos bezervos recém-nascidos, incluwindo um

]
Hi

pH relativaments alto no abomaso, lenta motilidade intestinal
auséneia de microbidta competidora. A maiovia das células de
linhagens de E. coli nfo-patogénicas se encontram suspensas no
trato intestinal sendo constantemente propelidas em dire¢io
distal pelos movimentos peristdlticos e pelo fluxe do conteddo
intestinal. Guando ocorve ingestfo de linhagens entevotoxigénicas
de E. coli, estas se multiplicam & colonizam o intestino delgado,
aderindo-se & borda ciliada dos enterdcitos (SMITH & HUGGING,

1978 .
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A colonizagio da porgdo posterior do intestino delgadoe £
o evento central na enteropatogénese. & adesfo de células de ETEC
A mucosa intestinal é um mecanismo vital na patogéne, evitando
aque  a bactéria seda vemovida pelos movimentos pevistalticos do

intestinog delgado. Consequentemente, a colonizagio leva & um

3]

significativo aumento do ndmero de células de ETEDC, bem como
propoveio  em que estio adevidas & mucosa intestinal (SMITH &
HUGGIRNS, 4978; SMITH & LIRGGOOD, 1i978).

& dind@mica da coloniza¢feo fToi estudada em bezervos
privados de colostro, onde pavecs gque a colonizagio tem inicio na
Jungio ileo~-cecal cerca de trds horas apods a infecelo & progride
em divegio proximal, envolvendo até 40 ¥ do  dintsstino delgado,
por volta de deressels hovas apds s infecclo (PEARSON &  LOGAN,
1979, Apud ACRES, 1985).

A seguinte sequéncia de eventos foi sugevida pavra a
colonizacRo: as superficies das células bacterianas ¢ das células
epiteliais intestinais s8o carrvegadas negativamente, havendo uma
tendéncia natural para wuma vepuls®o mdtua. As Fimbrias projetam-
se da superficie da bactéria, atvravés da zona de repulsfo, para
alcangarvem veceptoves especificos localizados na superficie das
células epiteliais das vilosidades intestinais & dniclarem o
processo de adesfo. Apds a adesBo primivia, as bactérias se
multiplicam “Fformando microcoldnias que cobrem a superficie das
vilosidades, formando, por vezes, varias camadas de células
bacterianas (CHAN et alli, 198&8).

0 fator de colonizacHo mais importante em ETEC bovina é o



antigeno K99 que ocorre na maioria, se nfo em todos, os isolados
enterotoxigénicos velacionados com diarréia neonatal em bezervos
(GUINEE et alli, 1974; MEYERS & GUINEE, 197&; MOON et alli, 1974;
SMITH & LINGGOOD, 1972). Contudo, engquanto algumas linhagens de
ETEC bovina possuem apenas & Fimbria K9, outras possuem,
associadas a esta, a Ffimbria F441 (MORRIS et alli, 1978; MORRIS et
alli, 1980; MORRIS et alli, 1982; MORRIS et alli, 41983bJ, o que
pode dintensificar a coloniza¢fo e a viruléncia. Como exemplo,
cita-se o caso da  linhagem de E. coli B4i que EXPTrESSA
concomitantemente as Ffimbrias K?9 = F4i (MORRIS et alli, 1978;
MORRIS et alli, 198@).

Além das adesinas K99 e F41, varias outras adesinas
envolvidas no processo infeccioso s8co conhecidas em E. coli de
origem bovina, associadas com diaréia neonatal, como os antigenos
FY & 314 (GIRARDEAU et alli, 1980, Apud LEITE, 198%9; LEITE et
alli, 1989; MORRIS, 41987, SHIMIZU et alli, 1987) e Att25 (FOHL
et al., 1982, Apud LEITE et alli, 1989)>.

0 antigeno F4i tem sido encontrado em combinaglo com o
antigeno K992 em ETEC bovina (ISAACSON et alli, i978; MORRIS et
alli, 498¢; MORRIS et alli, 1982; MORRIS et alli, 1983b), nfo
tendo sido isoladas linhagens de ETEC bovinas com o fendtipo
Ke9-F4i+. Contudo, linhagens de ETEC suinas com o fendtipo K9
Fai+, ja foram isoladas (MORRIS et alli, 1983b).

A Fimbria Att2% ocorre associada ao K99 em 42 ¥ das ETEC
hovinas & linhagens K99-Att25+ j& foram isoladas (FOHL et alli,

i982; FOHL et alli, 1983, Apud ACRES, 1983).
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A importdncia das adesinas FY & 344 ¢é sugerida em
pesquisas realizadas em bezerros, nos quais, através de desafios,
linhagens de E. coli nBo-enterotoxigénicas (NETEC) produtoras
destes antigenos, foram capazes de ptoduzir diarvéia nos animais
inoculados (CONTREFOIS et alli, 1985; SHIMIZ et alli, 1987).

No Brasil, LEITE et alli (4989) verificaram a ocorréncia

de 9,3 % de linhagens de E. coli FY+ isoladas de Dbezervos com

diavréia, nfo estando associadas aos ant igenos K99 ou F4i. Tals
linhagens naon produziam enterotoxinas ‘STa ou L.T/I o

verocitotoxina (VT), como também verificado por SHIMIZU et alli
(1987), no Japdo.

Embora o antigeno K9 seja o fator de colonizagHo
predominante em ETEC bovina, pode haver, portanto, outvos tipos
de fatores de colonizagBo, além do F4i, ocorvendo associadas ou
nSo a este antigeno, e que podem ser de import@ncia em infecgles
intestinais em bovino.

Situacio similarv ocorve em linhagens de ETEC de ovigem
suina nas quais ocorrvem diferentes tipos de Fimbrias como o
proprio K99 (HMORRIS et alli, 1983b), o K88, o 987F (NAGY et alli,
1976; NAGY et alli, 1977) e o recentemente descrito F42 (LEITE et
alli, 1988).

Fimbrias do tipo I também ocorrem em ETEC bovina e,
embora se saiba que estas fimbrias mediem a adesSo a células
epiteliais intestinais, in vitro, nHo se sabe se s80 expressas
nas condi¢gBes ambientais naturais do intestino delgado ou se sa0

Fatores de adesSo importantes, in vivo (ISAACSON et alli, 1978).
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Quando um  grande nimero de células de ETEC coloniza o
intestino delgado, uwma gquantidade suficiente de enterotoxina
termo-estivel (STa) ¢ produzida para causar diavréia. A 8Ta é
liberada da célula bacteriana ¢ se difunde na luz intetinal,
ligando—se a sitios receptores especificos presentes fnas
membranas dos enterdcitos. A enterotoxina altera o fluxo normal
de ions &  Aagua da mucosa intestinal, como mencionado
anteriormente, provocando a diarréia.

Em ETEC bovina, ao contvavio do que ocorre em ETEC de
origem suina, nas quais se encontra a produ¢io da entevotoxinas
termo-1abil (LT) (GATTI, i983; GATTI et alli, 41985; SACK, 1i97%5) e
termo-estaveis (5Ta e STh) (BURGESS et alli, 1978; GATTI, 1983,
MOSELEY et alli, 1983; SACK, 1975), soments a enterotoxina §Ta
parece estar envolvida na patogénese da diarréia neonatal (MOON
et alli, i%974).

Bezervos infectados com ETEC podem pevder de 1 a 2,7
litvos de Fluido dintestinal num periodo de 24 horas (FISCHER &
MARTINEZ, 41975, Apud ACRES, i98%; LOGAN et alli, 41974, Apud
ACRES, 198%), com consequente desidratacio, perda de peso e morte
de grande namevo de animais infectados entre 48 ¢ 72 horas apds o
inicio dos sintomas.

Aparentemente, existe um estreito relacionamento entre a
ocorréncia de STa e K99, (e em menor extenglo, F44) &
determinados sorogrupos em ETEC bovina. Como a producHo de STa,
Ko9 e de outvas fimbrias é controlada povr plasmidios

transmissiveis (SMITH & GYLES, 197@¢; SHMITH & HUGGINS, 1978; SMITH
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& LINGGOOD, 1972; 80 et alli, 197&; vanEMRBRDEN et alli, 193@),
isto sugere que células de determinados sorogrupos, notadament e
os 08,09, 0Re, DP6H & DI0L, aprvesentam alguma vantagem para a
expressio de Fimbrias e entevotoxinas, tendo sido sugerido que
tais sorogrupos sejam reservatorios daqueles plasmidios (EVANS et
alli, 1977).

A natureza transmisivel desses plasmidios facilitou
estudos da gendtica da producio de enterctoxinas, de fatores de
colonizacio e na definigio do papel de cada fator na patogénese
da diarréia. FPela obten¢gSo de wmutantes apresentando wvérias
combina¢gBes dos fatores de vivuléncia K?9 ¢ 8Ta, foi demonstrado
que tanto a enterotoxina 5Ta como o antigeno K?9 sdo NEecessarios
para causar diarréia (SMITH & HUGGINS, 1978; SHMITH & LINGGOOD,
1972 . E muito provavel que outros tipos de Fimbrias atuem como
fatores de coloniza¢lo, isoladamente ouw em combinaglio com =&
fimbria K99 (MORRIS et alli, i1983b;FOHL et alli, 1988, Apud
ACRES, 499%; FOHL et alli, 1983, Apud ACREES, (985, Se assim o
for, & provavel que linhagens de ETEC K?9~ sejam  eventualmente
confirmadas como causadoras de disvvéia em  bezevvos rvecém-
nascidos.

Estudos epidemioldgicos vevelavam que a incidéncia de
ETEC wvaria amplamente, sendo provavelmente afetada por fatores
geograficos, administrativos & sazonais. Infecedes causadas  pov
linhagens de ETEC parece ser uma Jdas  causas  mais  comuns e
diarvréia em bezervos com trés a quatro dias de vida, sendo

frequente a ocorvéncia de mortes. Animais infectados s8o o



principal reservatdrio de linhagens de ETEC e suas fezes sRo  a
maior fonte de contaminagio ambiental. A passagem de linhaganﬁide
ETEC de animal para animal acarveta um efeito multiplicador, uma
ver que cada animal infectado excreta um ndmero considevavelmente
maior de células de ETEC do que o gue tenha ingevido (ACRES,
ie85) .

Animails inf@ttadmﬁ %o o principal veservatdrio tde
linhagens de ETEC & suas fezes s8o a maior fonte de contaminagio
ambiental. A passagem de linhagens de ETEC de animal para animal
acarveta um efeito multiplicador, wma wvez que ocada animal
infectado excreta um ndmero considervavelmente maior de células de
ETEC do aque o gue tenha ingervido & bezervos recupevados podem
continuar & eliminar a bactéria por vadrios meses. Fezervos sadios
infectados subclinicament & poden excretar quantidadeﬁ
significantes de células de ETEC (ACRES, 1985).

Uma populacfo de ETEC pode persistir num rvebanho, fluindo
através de animais de todas as ddades e animais portadores
introduzidos num vebanho nfo-infectado podem ser & principal
causa de surtos naturais de diarvéia neonatal. Além disso, =2
E. coli & relativamente resistente ds condi¢Bes natuwrais, podendo
sobreviver por até seis meses em estdabulos contaminados com fexes
diarvréicas (ACRES, 1985).

Fara se detectar & presenga de ETEC em fezes procedentes
de animais com diavvéia, o método mais comum € o da coprocultura
ou da cultuwra dos conteddos intestinais do animal afetado, em

laboratdrvio. As  amostras  de E. coli encontradas devem ser
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analisadas guanto a caractevisticas de viruléncia especificas das
ETEC, como a detecchio do antigeno K99, atvavés da culturas dessas
amostvras em meios adequados para a  expressBo desta  fimbria
(GUINEE et alli, 4977), juntamente a detecglo da enterotoxina
STa, que via de regra € Teita pelo cldssico teste do camundongo
recém~nascido (DEAN et alli, 4975; HARNETT & GYLES, i983; MOON et
alli, 19740 . Recentemente, Foi desenvolvido um  ensaio de
hibridizacio de DHA para a detecefBo desta enterotoxina  (MOSELEY
et alli, 198¢; MOSELEY et alli, 1982).

Contudo, o isolawmento de linhagens com fendtipo K?9+8Ta+
nfo ¢ prova segura de que a diarrédia tenka sido provoocadas por
linhagens de ETEC, uma vezr que =stas podem ser  dsoladas de
animais sadios.

A perda da susceptibilidades dos bezevvos & infecedo por
ETEC parece ocovrrer apds duas semanas de vida (BURGESS et alli,
19787, o que sugere o desenvolvimento de mecanismos protetores,
como resisténcia & colonizagfo, resisténcia a agHo de
enterotoxinas &/ ou a  mudanga  ou  ausénocia de receptores
gspecifticos de Fimbriss e/ou entevotoxinas, & medida gque o animal
torna-se mais velho., Estudos in vitro revelaram que linhagens de
ETEC K99+ apresentam maior afinidade as células epiteliais do
intestino delgado de bezervos recém—-nascidos do que aquelas de
animaiszs adultos (RUKNELS et alli, 498¢), sugerindo que a
afinidade ¢ a localizaglo das ETEC no  intestino delaado eﬁfé
velacionada com a disponibilidade ¢ localizagio de receptores

especifticos (OND et alli, 1989).



Nos casos de diarréia em bezervos com mais de  duas
semanas de vida, nos gquais linhagens de ETEC tenha sido isoladas,
a diarréia & comumente provocada pov uma infeccfo mista de ETEC e
rotavirus (MOON et alli, 41976; TZIFORI et alli, i981i, Apud ACRES,
1985). Nestes casos, observou-se gque um grande numero de células
de ETEC encontrava-se aderido & mucosa intestinal infectada pelo
virus, sugerindo que este tenha alterado o epitélio, prolongando
o periodo de susceptibilidade & colonizagBo ouw que as células de

ETEC estariam se aderindo por outros mecanismos.

2.8. HMECANISMOS DE IMUNIDADE A COLIBACILOSE ENTERICA

Existe uma wvariedade de mecanismos especificos & ndo
especificos que potencialmente podem impedir infecgies
bacterianas.

Como mecanismos especificos consideram-se agqueles gque

conferem imunidade mediada pov anticorpos: anticovpos anti-
adesdo, anti-toxinas, bactevricidas (interagio anticorpo-
complementa) oLl hacteriostiaticos (interagin anticorpo-

lactoferrinal.

Como mecanismos ndo-especificos considevam-se aqueles
mediados pela aglo de fatores outros que nfo anticorpos como a
lactoferrina ¢ a transfervina, o sistema lactoperoxidase—
tiocianato-perdxido de hidrogénio e analogos para sitios

receptores de Fimbrias e entevotoxinas.



2.8.4. MECANISMOS NAO-ESFECIFICOS

0 colostro de vacas ndo~imunizadas fornece alguma
prote¢fo contya infecg®o intestinal mediada por ETEC, contudo nio
¢ abrangente ¢ frequentemente falha em proteger hezervos recém—
nascidos. LOGAN et alli (1977, Apud ACRES, i98%), demostraram que
o tempo de alimentagio com o colostro, relativo ao tempo de
infecg®o, ¢ uam fator dmportante € que o colostro deve ser
consumido antes que a infec¢lo ocorra, para que se estabelega uma
barreira imunoldgica a nivel de intestino delgado.

Ha, também, uma covrelagfo entve o tempo em 9que o
colostro & ingerido ¢ a quantidade de aélulaé de ETEC & qual os
animais s80 submetidos. Estudos demonstraram que a protegHo
conferida pelo consumo antecipado de colostro ndo~-imune pode ser
anulada gquando doses relativamente altas de ETEC sR0
administradas experimentalmente (ACRES et alli, 1979; ACRES et
alli, 1982; NaAGY, 1986)7 Fortanto, praticas de criaclo que causam
consumo tardio ou inadequado de colostro, ou exposi¢gRc a um
ambiente altamente contaminado, prejudicam a aglo da protegdo
natural e favorecem surtos de diarréia neonatal mediada por ETEC
(ACRES et alli, 1i982).

0Os wmecanismos de protecio fornecidos pelo colostro de
vacas nao-imunizadas nfo est8o bem caracterizados. LOGAN et alli
(1977, Apud ACRES, 498%5) oabservaram que a alimentag8o com
colostro antes do desafio experimental evitava a diarréia mas

que, anticorpos anti-antigeno somatico da linhagem desatio,



isolados do colostro & dados separadamente, apenas veduziam a
severidade da diarvéia mas ndo a svitavam (LOGAN et alli, 4974,
Apud ACRES, 1985), sugevindo que além destes anticovpos outvos
fatores estavam envolvidos.

Qutras autores obsevrvaram que uma propoveiio varidvel de
bezerros eva resistente a infeocedes sexpevimentals mesmwo gue  nio
fossem detectados anticorpos contra  a  linhagem desafio i
colostyo de suas miBes (ACRES et alli, 1982), tendo sido aventadas
varias explicacBes para essas obsevrvaedes: €3 falta e
sensibilidade dos testes de ddentificacio de anticorpos, {83
presenga de anticorpos para antigenos outvos  gque agueles
ensaiados, tais como, Ffimbrias, cdpsulas, enterotoxinas nHo
identificadas, ouw outvos antigenos bacterianos ou endotoxinas,
(3) fatores de protecio nBo-imunoglobulinicos e (4) auséncia
geneticamente determinada de receptores pava o antigeno K99  em
alguns bezervos.

Nas secrecles mamdvias, ocovvem inibidores bacterianos de
natureza nio-imunoglobulinica como as proteinas  fervogquelantes
lactoferrina & transfervina (BROCK et alli, 1983; LAW & REITER,
19277, Apud ACRES, i98%5; REITER et alli, 1975, Apud ACRES, 1985 =
o sistema lactoperoxidase-tiocianato-perdxido de hidrogénio (LF)
(REITER et alli, 1976).

(=14 proteinas  ferrvo-quelantes apresentam um e#feito
bacteriostatico uma vezr que o fervo que €  um  migronutviente
essencial ao crescimento bacteviano., & E. coli, pov sua wvex,

produz uma proteina  fervo-gquelante, 2 entevobactina, que pode



sobrepujar a agio da lactofervina e da tvansferrina (REITER et
alli, 1975).

N sistema LP pode também conferir prote¢fo contra ETEC
bovina conquanto todos os tvés componentes do sistema estejam
presentes: a lactoperoxidase, o tiocianato e .0 peroxida  de
hidrogénio. Os dois primeivos s8a fornecidos pelo colostro £ pelo
leite € o perdxido de hicdvrogénio & produzido por lactobacilos da
microbidta incipiente do  animal (REITER et alli, 19743, 0Os
lactobacilos, por sua ver, 6 se encontrvam no abomaso do  animal
apds o segundo dia de vida (ACRES, 4985 e portanto, esse sistems
nfo se encontva ativo imediatamente apods o nascimento.

Dutros fatoves ndo-imunoglobulinicos presentes nas
secregdes mamarias sHo andlogos estruturais-funcionais de sitios
receptores de Fimbrias e de entevotoxinas., Esses andlogos
podeviam ligar—se =a fimbrias ou entevotoxinas antes qLe
alcangassen as  microvilosidades dntestinais, auxiliando na
prevengio de infecefes causadas pov linhagens de ETEC., Ew
bovinos, as membranas dos gldbulos gordurosos do leite das wvacas
contém uwm receptor mucoprvoteico (bamp) gue bloguein a adesfo de
células de ETED produtoras da Fimbria K99 a enterocitos de
hezervros in vitro, podendo tev fungio similav in viveo (FRINGNITZ
et alli, i984, Apud ACRES, 1i98%5). Analogos de veceptores para =&
enterotoxina LT de E. coli foram detectadas em leite humano o que
sugere que analogos de veceptores para a enterotoxina STa  também
possam ocorver no leite bovino (HOLMGREN et alli, 1984).

Qutra maneiva de se bloguear a adevéncia bacteviana seria
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introduziv no  intestino delgado, um excesso de Fimbrias ou
andlogos de  Fimbvias  gue se ligaviam  a0s sitios rmaaptmr&%,
tornando—-os indisponiveis para a adesfo de celulas de ETEC. Isto
foi demonstrado em suinos por DAVIDSON & HIRSH (19735)  que
observaram que a administracfo de linhagens nfo-enterotoxigénicas
de E. coli produtoras da fimbria K88 a leitfes, rveduzia a
severidade da diarrédia causada por uma linhagem de ETEC sina

produtora dessa Fimbria.

2.8.2. MECANISMOS ESPECIFICOS

Uma vez que os mecanismos de imunidade nAo-especifica niko
fornecem protegiio efetiva contra infecedes causadas - por  ETEC,
bezervos recém-nascidos  dependem  de anticorpos protetores
presentes nas secrecfes mamarias de suas mies para a prevencgio de
infeceles sistémicas g intestinais provocadas pon EEHAG

hactérias. aAnticovpos presentes no colostro & que sfio absorvidos

primeiras vinte & quatro horas de vids, previngm a colisepticemia
mas, fornecem pouca ou nenhuma prote¢fo contra a colibacilose. Ao
cantrario, anticorpos que permanecem na luz intestinal previnem a
colibacilose mas nio previnem a colisepticemia, ndo sendo
incomum gque bezerros sejam protegidos contra colisepticemia wmas
sejam completaments susceptiveis a diarréia (LOGAN et alli, 1974,
Apud ACRES, 1985; SMITH & HUGGINS, (979).

As propriedades imunizantes dos varios antigenos de ETEQ
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bovina, tais como antigenos somaticos, capsulares, fimbrias e até
mesmo  da entervotoxina 8Ta tém sido estudadas. A maioria das
evidéncias rvelacionadas 'éﬁ propriedades imunogénicas destes
antigenos tém sido obtidas em ensaios de vacinagfo, nos  quUais
vacas prenhes foram vacinadas, subcut@nea ou dintramuscularmente,
no  trimestre final da gestacHo para estimular a  formaglo de
anticorpos séricos que sSo concentrados no colostro antes do
parto. Apds o parto, permitia-se que os bezerros se alimentassem
com colostvro, sendo, entfo, desafiados com linbagens de ETEC pov
volta das dez a dezoito horas de vida. 0 grau de protecfo foi
determinado avaliando-se o relacionamento entre o titulo de
anticorpos no colostro & a ocovréncia de diarvéia e morte (ACRES
et alli, 1979; ACRES et alli, 1982; NAGY; 198@).

As evidéneias mais seguras da capacidade imnunogénica dos
antigenos de ETEC provém de estudos usando antigenos fimbrianos
bioguimicamente puros, para a vacinagfo.

0s antigenos K9 g F41 o altamente imunogénicos
(deBRAAF & ROORDA, 41982; MOON, 1984; FORTER et alli, 1974;
RUTTER, 1975y & podem ser obtidos em guantidades suficientes em
ensaios de vacinacgBo. ACRES et alli, 1979 observaram que bezervos
aleitados por vacas vacinadas com o antigeno K% purificado,

L
antes do parto, evam protegidos, enquanto éue bezerros aleitados
em vacas nfo vacinadas apresentavam diarvéia. A protegdo tinha
uma correlagio positiva com a presenca de anticovpos anti-K?% no
colostro das vacas vacinadas, embora a linhagem desafio, a

E. coli B44, ftosse portadora tanto do antigeno K99 como do F41.



Varios autores utilizarvam diferentes tipos de preparagies
imunizantes como minicélulas de E. coli K99+ purificadas (ACRES
et alli, 41927%) ou parcialmente purificadas (MORRIS et alli,
1980b; NAGY, 1980) e bacterinas de células intactas (ACRES, 1982;
MYERS, 19803, para induzir imunidade contra o antigeno K99.

SHERMAN et alli (4983 wverificaram que anticorpos
monoclonais anti—~-K99, produzidos em camundongos, apresentaram um
efeito protetor contra ETEC gquando, sob condi¢des experimentais,

uma, S(‘JIUG&";{O contendo EHHES anticorpos era administrada A

&
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bezerros. Se uma protecio similar pudesse ser demonstrada em
condig¢des de campo, o uso de anticorpos monoclonais poderia ser
um método conveniente para prevenir a diarréia.

Quanto aos antigenos somdticos 0" de ETEC, nfo ha
evidéncias conclusivas quanto & sua capacidade imunogénica. Em um
estudo, a vacinagfo com uma linhagem de E. coli que compartilhava
somente o antigeno somdtico com a linhagem desafio nBo forneceu
protecio (MYERS et alli, 1978, Apud ACRES, 198%). Similarmente,
uma bactervina de célula intacta, preparada com uma cultura de
ETEC autoclavada - que btinha destruidos seus antigenos capsulares
e fimbrianos mas ndo os somaticos -~ também n&o forneceuw protegio
(MYERS et alli, 1978, Apud ACRES, 4985).

No caso dos antigenos capsulares "K", tampouco existem
evidéncias conclusivas de que estes desempenhem algum papel
protetor. Em um estudo, no gual vacas evam vacinadas com material
capsular purificado, os resultados n8o demonstravam uma diferenca

significativa na proporgio de vacas gque evam protegidas contva ©



desafio expevimental e grupos controle ndo-vacinados, ou na
propor¢io de bezerros protegidos aleitados por m¥es com alto
titulo cle anticorpos anticapsulares no colostyo, aquanco
comparados com mAes com baixos titulos desses anticorpos no
colostro (MYERS, 1978, Apud ACRES, 1985).

Outvos dois estudos empregaram bacterinas de células
intactas que conferivam protecio (MYERS, (978, Apud ACRES, 198%5).
Contudo, mais uma ver os vesultados n8o Fovam conclusivos uma vez
que as bacterinas utilizadas estimulavam a formagio tanto de
anticorpos capsulares como somaticos, €, mais uma vez ndo sg pode
avaliar A capacidade protetovra dos antigenos capsulares

isoladamente.

2.9. VACINAS CONTRA ETEC

Uma Forma de se controlar a patogénese da diavvéia

induzida por linhagens de ETEC & intervferirv na colonizacg8o do

epitélio intestinal. 0 desenvolvimento de uma vacina orval eficasz
contra ETEC depende da  ddentificacfo do antigeno protetor

apropriado a ser liberacdo na mucosa intestinal. Imunidade contra
ETEC pode sev obtidé imunizando-se animais ou ‘com células
intactas de E. coli portadoras de antigenos Fimbrianos
especificos ou com preparacBes purificadas destes (ISAACSON,
1977; ISAACSON et alli, 198@¢; MOON & McDONALL, 1983; MWORGAN et
alli, 1978; NAGY et alli, 41978; NAGY, 198@).

Anticovpos adesina-especifticos neutralizam X



propriedades de  adesfo de Filmbrias expressas por  linhagens de
ETEC, evitando sua  anexagio 8 receptoves sspecificos £,
consequentemente, a colonizagio ¢ a manifestacio do  guadro
clinico (ISAACSON, 1984). Ha também evidéncias de gue anticorpos
anti-fimbrias possam rveverter a adesfo, no gue ssviam atedis tanto
para prevenir come para tratarv a diavvéia (METT et alli, (975).
Varios gatudos  Toram rvealizados pava verificar W
potencial imunizante da enterotoxina 8Ta. Esszn entevotoxina, em
sua forma nativa, devido a0 baixo peso molecular, ndo &
imunogénica, dinduzindo vesposta imune somente quando conjugads a
outras proteinas (ALTERETE & ROBERTSON, 1978; BURBUESS et alli,
1978; OGYLES, 4974 SBAaCK, 4975 . Tentativas de se dinduziy a
formaglo de anticorpos anti-S8Ta Falbavam (HMITH &  GYLES, 1976,
MOON et alli, 1983). Contudo, é possivel a obten¢Ro de anticorpos
anti~8Ta quando essa enterotoxinag purificada ouw sintetizada
bioquimicaﬁente ¢ acoplada a carreadores protéicos (ALDERETE &
ROBERTS0ON, 4978; GIANKNELLA et alli, 4981, KLIFPSTEIN et alli,
1981 ; KLIPSTEIN et alli, 1i983). & capacidade protetora desses
anticorpos foi demonstrada  em  condigles experimentais €m
camundongos recém-nascidos (ALDERETE & ROBERTSON, 1978; FRANCIS
et alli, 1982, Apud ACRES, i985) e em algas intestinais ligadas
de rato (KLIFPSTEIN et alli, 1984, KLIFSTEIN et alli, (9833,
| Varias vacinas comervciais Jja foram desenvolvidas g usadas
no  campo com sucesso (ACRES et alli, 1¢82; MYERS, 198¢). Estas
vacinas parecem ser  seguras € eficases ¢ ndo causam  reagdes

endotdxicas ouw anafilaticas gue constituivam um problems com  as
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primgivas gevagies de bactervinas que continbham E. coli ouw outras
bactériaﬁ gram-negat ivas misturadas (ACRES, 1985).

Varias  linhas de pesquisa para o desenvolvimento de
vacinas contva  linhagens de ETEC, como vacinas de fimbrias
purificacdas (ACRES et alli, 1979; ISAACSON, 1984), bactevinas de
células intactas (ACRES, 1982; COLLINS et alli, 1988, MYERS,
198@), vacinas vivas com linhagens selvagens de ETED atenuadas ou
geneticamente manipuladas (DUCHET-SUCHAUX, 1988, ISAACSON, 1986;
RUNNELS et alli, 1i%?87; SACK, et alli, 1988:.

Varios autores tém vealizado estudos para a sele¢io de
linhagens de E. coli altamente procdutoras de Fimbrias K9, bem
como & otimizagfo das condigdes de crescimento para a maximizagio
de sua producfo (JeGRAAF et alli, 198@).

vanEMBEIEN et alli (i98@) propdem =z ubtilizagHo e
linhagens e E. coli Ki2 porvtadoras de plasmidios rvecombinantes
codificando a fimbria K99. A vacinag8ao com tais linhagens n#Ho
resultaria na  geragfo de anticorpos contra antigenos nio
relacionados  ao K99 ouw contra antigenos codificados pov  outras
regifes dos plasmidios K99 de ocorvéncia natural.

Uma  outra abovdagem para se maximizar a produgio de um
antigeno € a dncovporagfo de um promotor "fovte” na regiflo de DNA
imediatamente antevior & de sua sequéncia codificadora. BAECKER
et alli (1988 utilizando técnicas de biologis moleculanr,
introduzivam o promotor “Fforte” e induzivel do operon  pava a
sintese do amdinodcido tripfm?anm na regido de DNA  dmediatamente

antevior & oo gens estvutural para a sintess da  subunidade da
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Fimbria K99. Esses autoves thiveram um aumento da expressio  do
antigeno K%9 numa ovdem 1@ vezes maior quando comparada com  a
gxpressio do operon K29 controlado pelo promotor oviginal.,

Dutvos avtores ubtilizaram téonicas de biologia molecular
para  fundiv  sequéncias  de TNA  codificando os  detevminantes
antigénicos das entevotoxinas 8T e LT, para a obtengXo da
expressio de um antigeno duplamente imunogénico (GUZMAN-VERDUZCO
& KUPERSZTOCH, 41987).

Uma alternativa para o desenvolvimento de vacinas
eficientes contva ETEC bovina é a obtencgfo dos antigenos K99 e
Fai semi-purificados, o que representaria um meio-termo entre o8
RPYOCEss0s sofisticados e dispendiosos para a produgio de
antigenos purificados & a wtilizagBo -de bactervinas gque, de
obtencBo simples & barata, podem provocar reagoes adversas no
animal  inoculado, como febre, hipotensBo & chogue endotdxico.
Recentemente, foi desenvolvida wma vacina oleosa preparvada com 0s
antigenos K99 ¢ F4i semi-purificados (GARCIA, 1992) que, &m
testes preliminares, apresentouw grande eficiéncia em proteger
bezevvos recém-nascidos, aleitados em m8es vacinadas, desafiados
com uma linhagem de E. coli produtora das fimbvias K99 & F4i & de
enterotoxina STa. Os resultados dos testes demonstraram que e€8S5a
vacina nio somente promove a producio de anticorpos anti-K99 ¢
anti~F41 em mEes vacinadas, como a transmissBo passiva destes
anticorpos aos bezevrvos, via colostro.

As consequéncias de imunizagdes em larga escala contra as

caracteristicas de vivruléncia de populacfies naturais de ETEC s&o



desconhecidas. & vacinagio contra antiganos como K99 e 4F4i ou
outros, poderia selecionar novos mecanismos de colonizag8o do
intestino delgado. Mais provavelmente, populagdes de ETEC
portadoras de mais de um antigeno de aderéncia tovnavr-se-iam mais
comuns (ACRES, 198%) Hum estudo de quatro anos, SODERLIND et alli
(1982) wvevificaram que 5@ %X das linhagens de ETEC isoladas de
leitdes com diavvéia em rebanhos vacinados contva a fimbria K88,
eram produtoras desta fimbria, enguanto que, as outras S0 X,
expressavam as fimbrias K99, 987F e outros fatores de aderéncia
ndo identifticados. Por outvo lado, em leitBes de rebanhos n#o
vacinados, 990 % das linhagens de ETEC evam produtovas da Fimbria
K88 e 10 % expressavam fimbrias como K99 ou 987F. Estes fatos
sugerem que a vacinacfo contra o antigeno K88 selecionou
positivamente linhagens de ETEC produtoras de outros fatores de
aderéncia gque nlo o K88, ou seja, apaventemente a vacinagio levou
a um aumento da frequéncia de fatores de virwléncia anterviormente
ndo t8o dmportantes do ponto de wvista epidemioldgico. ACRES
(1985) sugere que estudos a longo-prazo devam ser realizados para
se wverificar se a vacinaglo pode vealmente causar alteragdes
neste nivel. Esse autor concorda que a imunizaglo possa altevar a
estrutura populacional de ETEC, faltando ainda, a determina¢®o do
grau em que tais alteracdes possam ocorrer & sugere que deva
haver uma "vigill@ncia” e cavacterizac¢lo continuas das populacles
de ETEC ¢ gque novos antigenos possam bter  que viv  a  ser
incovpovados em vacinas se alteracfes importantes na  estrutura

populacional de ETEC forem detectadas.
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3. HMATERIAIS E METODOS

3.1. LINHAGENS BACTERIANAS

As linhagens bacterianas uwtilizadas nests tvabalhko
encontram-se na Tabela 1.
As  linhagens de E. coli utilizacdas na detecgio é

determinagiio de tipos de colicinas encontram-se na Tabela 2.

A% linhagens de E. coli portadoras de plasmidios
pertencentes a Grupos de Incompatibilidade conhecidos,

encontram-se na Tabela 3.

3.2. MEIOS DE CULTURA
0

Os meios de cultura foram avtoclavados a 121 C povr 2¢€
minutos. Sempre que necessario, o pH dos meios de cultura foi
ajustado com uma solucfo de hidrdxido de sddio 10 N ou  com  uma
so0lucRo de Acido clovidrico { N,

Os meios de cultura desidratados e dgar utilizados Foram
das seguintes marcas: FPeptona, triptona e casaminoacidos (DIFCO),
Extrato de carne (BIOBRAS), Extrato de levedura (BIOBRAS ou

DIFCO), Agar (POLYSCIENCES ou DIFCO).
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3.2.1. AGAR MacCONKEY

0 meio Agar MacConkey utilizado foi da marca DIFCO e

preparado de acovdo com ag cupecificacdes do fabricante.

3.2.2. BHI (INFUSAO DE CEREERO E CORACHD)

0 meio EBHI utilizado foi da marca DIFCO & prepavado de
acordo com as especificacBes do fabricante. Apds 0 preparo, O
meio foi distvibuido em volumes de 5 ml, em tubos de ensaio,
autoclavado e armazenado & temperatuwra ambiente.

Fara o preparo de meio BHI sd4lido, Foveam adicionados  ao

meio BHI, 4% g/1 de dgar.

3.2.3. TSE (CALDO TRIFTICO DE SOJA)

0 meio TSR wtilizado Ffoi da mavca DIFCO e prepsovado  de
acordo com as especificacges do fabricante. Apds o prepavo, o
meio foi distvibuido  em volumss de 5 wl em tubos de  ensalo,
autoclavado e armazenado a tempevatura ambiente.

Fara 0 preparo de meio TSR sdélido (TSa), foram

adicionados ao meio TSR, 15 g/1 de agar.
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3.2.4. LB (LURIA-BERTANI?

Tripbona . e ie,2 g
Extrato de levedurya ... .. ... . L .. 5,0 g

Cloveto de sadio ... . . 16,0 g

0 medio foi distribuido, em volumes de 5 ml, em tubos de

ensaio, autoclavado & armazenado & temperatura ambiente.

Fava o preparo deste foram adicionados ao meio LE, 15 g/1
de agar. Quando foi necessaria a adi¢io de drogas antimicvobianas
a0 meio, Ffoi wtilizado o dgar DIFCO.

Fara o preparo de meio LA semi-sdlido foram adicionados

an meio LB, 7 g/1 de Agar.
3.2.6. s0C

Tripbona ... e £e, 0

Extrato de levedura ... . ... .. ... . ... 5,¢ g
Cloveto de sodio ... .. .. ... . . ... .. .. .... 2,5 g
Agua destilada ... .. L 100¢,9 ml

pH 7,1
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Apds o preparo & esterilizaclo, foi adicionada ao meio

solugBo de glicose & PO %X para uma concentracBo Ffinal de 20 mM.

3.2.7. AN (AGAR NUTRIENTE)

Fepbongd .., 8,9 g

Extrato de carne ... ... . . . . 3,0 g

pH 7,8

3.2.8. PENASSAY

Fepbona ... e 5.0 g
Extrato de levedwra ...................... 1,90 gy
Extrato de carne . ... ... ... ... . o . 1,99 g
GLLCOSE . . . e 1,00 g
Cloveto de sddio ... . . . . . . ... 3,590 «
Fosfato de potassio dibdsico ........ ... .. 3,68 g
Fostfato de potdssio monobasico ........... 1,32 g
Agua destilada ... ... ... .. .. L. 1000,00 ml

pH 7,4
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3.2.9. HMEIO MINIMO

Solugio de sais (P vezes concentrada)l:

Fosfato de sddio dibisicao ... ... . ... ..... 8,84 g
Fostfato de potdssio monobdsico ........ ... 1,36 9
Cloveto de amdnia ... .. . . . . . . ... 2,00 g

Agua destilada ... L 50¢,00 ml

pH 7,4
Base (2 vezes concenbtrada):

Agarv DIFCO . .. . e i5,0 g

Agua destilada .. ... 500,00 ml

A solucio de sais € =a base foram autoclavadas
separadamente. Apds a estevilizacHo, 4 soluclo de sais do Meio
Minimo, foram adicionadas as solucgles de sais de meio Minca (vide
item 3.2.1i2.) e de glicose a 20 ¥ (vide item 3.3.46.), para
concentragies Ffinais de @,4 % e ©,5 %, rvespectivamente. Easta

solugfo +inal foi agitada e adicionada & base.
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3.2.10. CAYE (EVANS et alli, 1973)

Composicgdo do meio:

Casaminodcidos ... ... . . . . . e 20,20 g
Extrato de levedura ... ... .. ... ... .. .. ... . 5,00 g
Fosfato de potdssio dibdsico ... ... ... . ... 8,75 g
Cloveto de sddio ... . 2,50 g

Agun destilada ... o o 12¢0,00 ml

Soluglo de sails:

Sulfato de magnésio heptahidratado .. ... .. 3.0 g

Sulfato de Fervo .. ... ... .. ... 6,5 9

Agua destilada g.s.p. ... ... ..., o 10e,9 ml
0

A solugHo de sais fol armazenada a 4 C até o momento do uso.

Apds o prepavo do meio, Foi adicionada a solugio de  sais

para uma concentragfo final de £ ¥ e o pH ajustado para 8,5.

3.2.44. CFA (EVANS et alli, 1975

Composicio do meio:

Casaminidcidos .. .. ... ... . . .. ... ... ..., ie, e g
Extrato de levedwra ... ... ... . . .. .. .. ..., .9 g

Agua destilada ... ... L. 1000,0 ml
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Solugdes de sais:

Sulfato de magnésio heptahidratado ... .. .. 9,905 g

Aoua destilada a.s.p. .. ... 00,00 ml

Cloveto de manganés ... ... ... .. ... .. ... $,3%9 g

dagua destilada a.s.0. ... ... ... 12,290 ml

ds  solugles de sais foram autoclavadas e avmazenadas =
fs)

4 C. Estas Toram adicionadas ao meilo para concentragcdes finais de

1 ¥ & o pH ajustado para 7,4,
3.2.48. HMINCA (GUINEE et alli, 1977

Composigio do meio;

Fostato de potédssio monobdsico ... ... .. ... 1,36 g
Agua destilada ... 1000,00 ml

pH 7,4
Solucio de sais:

Sulfato de magnésio heptahidratado ... ... .. 1,000 g
Cloveto de mangands ... ... . ... .. ... ..... 8,100 g
Cloveto fervico hexahidratado ... ......... 2,013 g
Cloveto de cvalecio dikhidratado ... ... ... .. @,249 g

Agua destilada q.s.p. .. .. ... ... ....... 100,000 ml



A solugio de sadis Fol Filtvada em mewmbrana Millipore @,22
"
nm & armazenada a4 0.
Apds o preparo & esterilizacfo do medo, Ffovam adicionadas

as  solugfes de sais o de glivose a P B (vide detwm 3.3.46.3  para
[

concentracdes Tinals de 86,1 % & @,15 %, vespectivamente.

3.2.13. AGAR SANGUE

Base

FPepbond . e 10,9 9
Extvrato de CaRYNE ... . e 5.¢  u

Cloveto de sddio . . . . 5,0 g

Freparo de placas:

0 meio base foi autoclavado & vesfriado a aproximadamente
4% C. A seguiv, Fforam adicionados ao wmeio, sob condigBes
assépticas, sangus desfibrinado de carneivo parva uma concentragio
Final de 5 %. 0 meio Foi distvibuido em placas de  FPetri, em
volumes de apvoximadaments 15 ml.

Apds a soliditicacfo do meio, as placas foram incubadas a

o
A7 C por cevea de P4 hovas para teste de estevilidade.
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3.2.14. EAGLE

3.2.14.4. Solugio

Cloveto de
Ciloveto de
Cloveto de
Vermelho de
Agua bidest
A solucHo

i}
armazenada a 4 .

3.2.14.2. Solugio

Fosfato de
Cloveto de

Agua bidest

A solugio d

nm & armazenada a 4

de sais I (1@ vezes concentrada):

sGdio ... 41,20 9
potdssio ... 3,60 gy
magnésio hexahidratado ........ 1,80 g

Fenol .. o 0,48 g

Plads . Q0,00 ml

foi filtvada em membrana Millipove @,22 nm

de sais II (410 vezes concentrada):

sodio monobasico ... ... ... ... 1,99 g
cAledlo . e 2,00 g

ilada g.s.p. .0 . . o0 L. 19000,20 ml

&

¢ sais Ffoi Filtrada em membrana Millipore @,22

0
C.
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3.2.44.3. Solugfo de aminodcidos I (1@ vezes concentrada):

I1=-arvginina monoclovidrato ... .. . o0 L. 1,05 g
I-histidina monocloridrato . ... .. ... ..... @,31 g
I=dsolewcdna oo L. 8,52 g
I=leuwcinma .. e @,592 g
I-Tisina monoclorvidrato ... .. .. . ... .. 9,58 g
IT-metionina . ... . ... . .. ... 2,15 g
I-Fenilalanina . ... ... .. ... . . . .. . 2,32 4
IT=tvreonina .. e @,48 g

1-triptofano .. .... e e e 2,19 g
T=walilma ... @,446 g
Agua bidestilada ga.9.p. .. ... ... N, 10090,0¢ ml

o
A solucgin foi armazenada sem esterilizagfo a -20 .

3.2.14.4. Solugio de aminodcidos Il (i@ vezes concentrada):

T=castedlna e g,24 g

T-ClrOBing . . e 92,36 g

Os componentes foram dissoividos em 20¢ ml de uma solugio

de acido cloridrico 4 N o volume completado para 1000 ml com agua
o
hidestilada, & a soluglo armazenada a ~20 £, sem ssterilizacio.



3.2.14.5. Solucdo de vitaminas I (10 vezes concentvada):

Calina monoclorohidvato ... ... .. ... ......
Inosibtol . e
Nicotinamida ... ... . o e e
Fantotenato de calcio ... .. ... .. . . .
Fividoxal wmonoclovidrato ... 0. oo
Tiamina monocloridrato ... ..o oo oo
RiboFIAVINAR . . . e

2,01 g

O,01 g

Agua bidestilada g.s.p. ... ... .. ... 1000,0¢ ml

Q

A solugfo foi armazenada a ~-2¢ 0, sem esterilizagio.

3.2.44.6. Soluclo de vitaminas II (1@ vezes concentrada):

Biot drva . e e e e e e e
Acido FOLLico .. e

Agua bidestilada g9.8.p. ... ... .. ... ... 1000,00 ml

0 pH da solugleo foi ajustado para 7,@¢ com
0

hidrdoxido

sodio 1 N e a solucSo armazenada a -20 £, sem esterilizaclo.
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3.2.14.7. FPreparo final do meio:

Soluco de saids T ... .. . . . . . . 100,00

Solucho de sads IT .. .. ... o . 100,00

Solucfo de aminodcidos T . ............... 100,00
Solugaon de aminodcidos IT ... ... .. ..... ie@, 00
Solugfo de vitaminas T ... ... ... ..o 109,00
Solugfio de vitaminas IT ... ... ... ... . ... 190,00
BLACOBE o e 2,77
T-glutamina . ... ... . . e &, 33
Ricarbonato de sddio . ... ... .. ... .. 1,7¢
Caldo fosfato de triptose ... ... ... ..... 2,97

Agua bidestilada qg.¢.p. ... ... .. e 1000,00

0D pH Foi ajustado para 7,4 com hidrdxido de sddio

meio Filtvado em membrana Millipore @,288 nm.

w1

ml

ml

ml

ml

ml

P
o

N & o

0 meio Eagle, preparado segundo RIZZO et alli (1i983), foi

utilizado para culturas de células Vero nos ensaios o e

de producio verocitotoxina.

3.3.

3.3.

i.

SOLUCUES E TAMPUOES

SOLUCKO DE CLORETO DE SODIO 3 M

Clorveto de soHdio ... .. . . . . . . 170,09

detecgio

5]

Agua destilada 9.8.0 ... ... ... ... 000,09 ml
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Apds 0 preparo, A solugio foi mantida & temperatura

ambiente.

3.3.2. SOLUCAO DE CLORETO DE SODIO @,1iS5 MW

A& solugfo de oloveto de sddio @,4% M foi  preparvada
diluindo~se 7@ vezes, em agua destilada, a solugfo de cloveto de
o
aodio 3 M. A soluglo foi armazenada a 4 0.

3.3.3. SOLUCAD DE CLORETO DE CALCIO @,1i M

Cloveto de cdalocio ... . . . .. 1,1099 g
Agua bidestilada 9.5.p ... ... ... e 100,90008 ml
A solugio Foi distrvibuida em volumes de 1@ ml em Frascos

1]
de Evlenmeyer, autoclavada e armazenada a 4 0.

3.3.4. SOLUCKDO DE FOSFATO DE FPOTASSIO DIRASICO 1 M

Fosfato de potdssio dibasico ... ... .. .. ... 17,448 g
Agua destilada g.8.p. .. .. ... ... .. ... ... 109,000 ml

0
Apds o prepavo, a soluclo foi avmazenada a ~-2¢ C.



3.3.5. SOLUCADO DE FOSFATO DE FOTASSIO MONOBASICO 1 M

Fosfato de potdssio monobisico ... ... ... .. 13,4609 ¢
Agus destilada g.s.p. ... L o . 100,000 ml

o
Apds o preparo, a so0lugio foi armazenada a ~20 O

3.3.6. SOLUCAD DE GLICOSE A 20 X

GBlicose e 26,8 g

Aoua destilada 9.8 .0 ... L 10,0 wml

Apds 0 PrEeparo, solugio foi Filtvada em membyrana
Millipore @,PP nm, distyibuida em tubos de vidro esterilizados,

)
armazenacos a 4 C.

3.3.7. SOLUCKO DE HIDROXIDO DE SODIO 1@ N

Hidrdxido de sddio ... .. .. . .. . .. . ... . ... 4,¢ g

Agua bidestilada g.s.p. . . o L 10,2 ml

Ap 0% O prveEparog, a solug Ao foi avmazenada A temperatura

ambiente.

3.3.8. SOLUCKO DE ACIDO CLORIDRICO 1 N

Acido clovidvico 37 % ... ... .. . .. ...

Aaua destilada 9.0 .. 10@ ml



Apds 0 prepavo, a solucio foi mantida & temperatura

ambiente.
3.3.9. SOLUGCKO DE ACIDO CITRICO A 5%

Acido Cibvyiloo . .0 g

Aogua destidlada 9. 6.0 . ... .. . 509,09 ml

Apds o preparo, a solugBo foi armazenada A tempevatura
ambiente.
3.3.40. SOLUCAD SALINA FORMOLADA A 0,5 X

Cloveto de sodio .. . . 0,85 %

Formol a 37 % .. ... . .. . . . . . . . ... 9,50 %

Um wvolumse de 1,4 ml de formol a 37 % foi adicionado a
)
% oml de solucglo salina 3 M. A soluglo Foil mantida a 4 0.

3.3.11. SOLUCAO AZUL DE EVANS A 2 X

Arul de Evans ..o e e 2.8 g

Cloveto de sodio 6,48 M g.a.p .. ... ... ... 100,¢ wl

0 covante foi dissolvido ewm  solugfo esterilizada de
cloreto de sddio @,15 W, Filtvado em membrana Whatman no. 3 e

mantido em Frasco escuro, & tempervatura ambiente.
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3.3.12. SOLUCAO ALCOOLICA DE AZUL DE BROMOTIMOL A 1,5 X

Azul de bromotimol ... ... ... . . . . 1,9 g
Etanol 9.s.9 . . e 100,90 wml

Gpdas o preparo, a solugfo foi armazenada A& temperabtura

ambiente.

3.3.43. REAGENTE DE KOVACS

Alcool disoamilico ... .. . . ... 7% ml
Faradimetilaminobenzaldeido .............. 9 g
Acido clovidvdco . .. 25 ml

0 paradimetilaminobenzaldeido foi dissolvido no &lcool

isoamilico, adicionando—~se, a seguirv, o acido cloridrico.

3.3.14. TAMFXO PRS O,QS M pH 7,4 (Tamp30 de salina fosfatada)

Solugio A: Fosfato de potdssio dibidsico 1 H

Solugio B: Fostato de potdssio monobdsico 1 M

0 pH da solugBo B foi ajustado para 7,4 com a solugio A,
Um  wvolume de 50 ml da soluclBo resultante foi adicionado a 50 ml
de solucfo de cloveto de so6dio 3 M. 0 volume foi completado para
1000 ml, em balfo volumétrico, com Adgua destilada & a solugdo

0
armazenada a 4



3.3.15.  TAMFAD TRIETANOLAMINA

Composicio 10 vezes concentrada:

Sulfato de magnésio heptahidratado ....... 1,838 g
Cloveto de cdlcio dihidvatade ... ....... .. Q,2200 g
Cloveto de sddio ... .. .. ... ... .. ... ....... 75,000 g
Trietanolamina . ... ... ... ... .. . ... ... ... 34,700 g

Agua destilada g9.8.p. .. ... .. .. ... ... 1000,000 nl

pH 7,4

Todos os componentes foram dissolvidos em 200 ml de dgua
destilada & apds sua completa dissolucfo o pH foi ajustado com
uma solugio de Acido clovidrico 4 N. 0 volume Ffoi completado pava

o
1000 w1l em bal¥o volumétrico € a solugBo armazenada a 4 C.  No

momento do wso a solugfo Ffoi diluida 19 veres com dgua destilada.

3.3.16. SOLUCKO ALSEVER

Glicose .. . e 2,85 g
Citvato de sodio ... ... . ... ... .. DU 2,88 gy
Cloveto de sddio ... ... ... .. ... .. ... ..... 0,48 g
Agua destilada a.s.p. ....... ... ... ... .. 100,90 ml

Apds o preparo, o pH foi ajustado com uma solugio de
dcido citvico a2 % %. A solugio foi filtvrada em membrana Millipove

0
@,28 nm & armazenada a 4 C.
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3.3.17. SOLUCDES DE DROGAS ANTIMICROBIANAS

Todos as drogas antimicrobianas utilizadas, com  excecho
do  Acido nalidixico (INLAEY ¢ da OGesntamicina (Garamicing,
SHERING) fovam da mavca SI06MA.

AROs O PYEPAYo, as s0lugds de  antimicvobianos  Fovam
distvribuidas em tubos de micvocentvifuga autoclavados, sm volumes

il
de 50¢ ul & consevadas a -20 0.

3.3.17.14. ACIDO NALIDiXICO

Acido Nalidixdeco ... o e 250,09 wy

Solugho de NaDH @,2 N gq.s.p ... ... .. ... ... ie,8 wml
3.3.i7.2. AMPICILINA

dmpicilina oL 2EO,8  my

Aagusa hidestilada estervilizada g.¢.p. ... .. i2,8 ml
3.3.17.3. CANAMICINA

Canamicing . ... e 250,90 mg

Agua bidestilada esterilizada g.¢.p. .. ... 12, ml
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3.3.17.4. CLORANFENICOL

Clovanfendical . ... .

Metanol ....; .............................

Agua bidestilada esterilizada 9.4

3.3.17.5. ESTREPTOMICINA

Fatvepbomicina ...

Agua bidestilada estevilizada 9.%

3.3.17.6. GENTAMICINA

Bent amiclnia . . e e

Agua bidestilada estevilizada 9.4,

3.3.17.7. TETRACICLINA

Tetvaciclina . .. e

Metanol .. e e

Agua bidestilada esterilizada 9.8

20

1

Q,e

@,

wy
ml

ml

my

ml

my

ml
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ml

ml



3.3.18. SOLUCOES PARA EXTRAGCAO DE FLASMIDIOS
3.3.48.4. SOLUCAD DE ACETATO DE SODIO 3 MW

Acetato de sddio trihidratade (REAGENY) ... 87,P4 g
Agua bidestilada 9.8.p. ... . ... .. ... ... 200,00 ml

I}
Apds o preparo, a solugio Foil armazenada a -29 C.

3.3.18.2. SOLUCKO DE SDS A 10 X

Dodecil Sulfato de SaHdio (SOSY ... . ... ... 1,¢ g
Aaua bidestilada g.s.p ... . . .. 19,2 ml

Apos o preparo, solugdo Ffoi mantida & temperatura ambiente.

3.3.48.3. SOLUCKAO I (TAMPAO TRIS-EDTA pH 8,0)

Tris—-clovidrato ... ... . . . $,3¢ g
EDTE 0,37 g
Agua bidestilada qg.8.p. ... ... . ... . ...... 100,00 ml

. 8
Apds o prepara, solugfo foi autoclavada e mantida a 4 .

3.3.i8.4 SOLUCAD II

Hidvoxido de sddio ... . . . .. ... ... 3,2 N
123 1.0 %



& solucfo II foi prepavada misturando-se 200 ul

de  uma

solugio de hidrdoxido de sddio 4¢ N e 100 ul de uma solucio de SIS

a 10 %,

esterilizada.

completando~se o volume pava §,9 ml com dgua

3.3.18.5. SOLUCAO III

3.3.19.

Acetato de sddio 3 M ... ... L. 48,5

acido acético glacial .. ....... .. ... ... ... 11,5

Agua bidestilada ....... ... ... .. .. .. .. ... 28,5

pH 4,8

, ')

apds o preparo, a solug8o Toi mantida a 4 C.

SOI.UGUOES FARA ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE
3.3.19.1. TAMPAD TEBR (tampfo triz-EDTA-borato pH 8,2)

0 tampio Ffoi preparado 5 vezes concenbtrado:

Trizma-~bBase . . . . e 54,00

Acido bovico ... e 27,506

Agua bidestilada g.s.p. ... .. ... ... ..... 1000,00

W]

hidestilada

A solugfo Foi mantida & temperatura ambiente.

inl

ml

ml

g

ml

Apds o preparo, o tampio foi mantido a 4 C. Fara o uso, o

Q

tampio Foi diluido % vezes com agua bidestilada e mantido a 4 0.
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3.3.19.2. SOLUCAO DE RNAse

RNase A (SIGMAY ... . . o 19¢,2  myg
Tris—-clovidrato (SIGHMA&Y ... ... . .. . ... 18,80 my
Cloreto de sddio (MERKY ... ... .. ... ..., 8,98  my
Agua bidestilada g.s5.p. ... ... . L. ie,00 wml
pH 7,5

o
Apds 0 prepavo, a solucio fol agquecida a 100 C pov 15
minutos, em banho-maria, pava & inativacgio de tragos de DNases,
distribuida em volumes de 500 ul em tubos de micvocentvifuga =
o}
armazenada a -2¢ .

3.3.19.3. SOLUCAD DE RESSUSFENSAOD

A solugio foi preparvada 6 vezes concentrada:

Ficoll 400 (PHARMACI&) ... ... ... ... .. .. ... 7,500 g

Azul de bromofenol (SIGHMAY .. ... oL L. @,125 g

Xileno cianol FF (SIGMa&Y ... ... ... ... ... B,1R9 gy

SolugHo de RNase .. ... ... .. ... ... ... ... G,500 ml

Agua bidestilada a.8.p. .. ... ... ... ..... 5¢, 000 m

A solu¢Bo foi distvibuida em volumes de 5 ml em Frascos
‘escuras e armazenada & wﬁ@oﬁ. A solugRo de tvabalho foi mantida &

tempevatuwra ambiente
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3.3.20. SOLUCAD ESTOQUE DE RROMETO DE ETIDIO A 1 X%

Brometo de etidio
Agua bidestilada g.$.0. ... . . .. ... .. $1900,2 ml
0 brometo de etidio Ffoi dissolvido sob agitacfo suave &

']
armazenado, em Frascos escuros, a 4 0.

3.3.24. SOLUGCAD CORANTE DE RROMETO DE ETIDIO

Solugio de bhrometo de ebtidio 1 ¥ .. ... .. ... 50,8 ul
Agua bidestilada a.s.p. ... . L .. 100,¢ ml
Apds o preparo, & solugio foi- armazenada, sm Ffrasco

)
escuro, a 4 0.

3.3.22. SOLUGCUES FARA ENSAIOS DE WMICROSCOFIA ELETRONICA
3.3.22.1. SOLUCAD DE FARLODIO A 0,5 X%

Favldadio (SIGHAY ... 8,2% g

Acetato de amila 9.8 .0, S5¢,2@ ml

0 parlddio, fol dissolvido em acetato de amila, em frasco

Q)
gscuro & armazenado a 4 0.



3.3.22.2. SOLUCAD DE URANILA A 2 %

Acetato de wranila (J.T7 BAKERY . ... ... ... 2,8 g
Agus bidestilada g.s.p. ... . .. .. ... 190,90 wl
ApdHs 0 pPrEpParo, a solugio  foi Filtrada em  membrana
£
Millipovre ultva GSWFD 13900 ¢ mantida em repouso s 4 [, por 4

")
dias, antes do uso. A solucio fol armazenads 3 4 C.

3.4. ANTISSORO ANTI-K?9

0 antissoro anti~K?9, obtido pela imunizacfo de coelhos
adultos, Foi produzido segundo a metodologia de EDWARDS & EWING
(494470, Assim, a linhagewm de E. coli B44 foi cultivada em meio

o
TSR, a 37 ©, por 146-i8 hovas. Apds esse periodo, aliquotas de 500
wl da cultura forvam semeadas em placas contendo meio HMinca. fis
L}
placas fovam incubadas a 37 C, por 16-48 hovas. & seguir, foid
Feita uma suspensio bacterviana, em solugiio de salina formolada a
a8
0,5 %, contendo 12 unidades Tormadorzs ode coldnias (UFCY ml ol&
linhagem de E. coli B4i. Os animais Ffovam dnoculados por  via
intravenosa com 500 ul dessa suspensfo em intervalos de 4 a 0§
dias. A sangria total dos animais Ffoi feita quando o titule do
soro (obtido por aglutinsgio em 18wina) Fol igual ouw maiov que
1:20.

0 soro foi distvibuido em volumes de 500 uwl em tubos de
micvocentrifuga ¢ centrifugado a 182.209 g pov 1@ minutos. Uma
parte do antissoro Ffoi tranfevido pava novos tubos de
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fu
micvocentrvifuga ¢ armazenado a —~20 C. A outra parte foi diluida 9

vezes em  solugio salina @,1% M esterilizgada, distibuido em

volumes de 508 ul em tubos de micrvocentryifuga & conservado a
o)

-20 C ate o momento do uso. 0 soro foi absorvido como descvito a

seguir,

Um pré-indculo da linhagem de E. coli Jiii foi cultivado

0
em 5 ml de medio BHI, a 37 C, por cerca de 5 horas. apds  esse
periodo, 50 ul dessa cultura foram trvransfervidos para um  tubo
O
contendo 5 ml de meio BHI & o tubo foi incubado a 16 T por 48
horas. Em seguida, aliquotas de 100 ul da cultuwra crescida nessas
condi¢les Forvam semeadas em placas de FPetvi contendo wmeio CFA,
')
sendo as placas incubadas a 16 C por 48 horas.

Com o auxilio de palitos de madeiva estevilizados,
raspados da cultura crescida em meio CFA Fforam transferidos pava
tubos de microcentrifuga contendo 300 uwl de soluglo salina
Fformolada a @,95 %. 0 conteddo dos tubos foi homogeneizado &

0

estes foram mantidos a 4 © por 48 horas. Apds esse peviodo, foi

feito uwum teste de esterilidade dessas suspensoes bactevianas

transferindo-se uwma aliquota de 52 ul de cada suspensio pava
0

tubos contendo 5 ml de meio T8E. 0s tubos foram incubados a 37 C
por 16~4i8 horvas. As suspensdes foram consideradas isentas de
bactérias vidveis quando nfo se observou crescimento nos tubos.
Apds a verificaclo das condi¢Bes de estervilidade das
suspensoes bactevianas em so0lugfo salina formolada a @,9 %, estas
foram centrifugadas a 12.000 g por 5 minutos. Apds a
centrifugacﬁm, 0%, sedimentos foram lavados uma vez em  solugo

a8
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salina @,15 M gsterilizada, nas Mesmas condigbes de
centrifugacho. Os sedimentos Ffovam, entio, ressuspendidos em 250
ml de soluglo salina 0,415 M, estervilizada. Essas suspensoes de
bactérias morvtas Foram misturadas, em tubos de microcentrifuga,
volume a volume ouw com o antissoro anti-K?9 diluido 4/3 ou  sem
o0
diluig8o para sua absorgio. A mistura fol mantida a 4 C por 30
minutos, agitando-se o0 tubos a cada 95 minuwtos. Em seguida, 0%
o
tubos foram transferidos pava uma estufa 37 C, pelo mesmo peviodo
2 nas mesmas condigdes. Esse procedimento foi repetido diversas
vezes até que o antissoro nfo reagisse mais com uma cultura de E.

o
coli Jiid cultivada em meio CFA a 16 L, como descrito acima. s

tubos Foram Fovam centrifugados a 12.000 g por 85 minutos g 08

sobrenadantes (antissoro absorvido) transferidos para novos tubos
0

de microcentyifuga & mantidos a «20 € até o momento do uso.

3.5. COLETA E MANUTENGCAO DE SANGUE HUMANO E ANIMAL

Sangue humano & de diferventes animais {0l utilizado como

fonte de hemdcias utilizadas em experimentos de hemaglutinaclo.

3.5.14. SANGUE HUMANO, DE COBAIO E GALINHA

Sangue humano, de cobaio e galinha, fovam coletados,
asgsepticamente, em volumes de S ml, com agulha e SELga
descartaveis e imediatamente homogengizado na mesma quantidade de
so}ucﬁo Alsever .
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3.5.2. SANGUE DE CARNEIRO, BOI E CAVALO

Sangue de carneivo, de boi e de cavalo foi coletado, em
200 ml de solugHo Alsever esterilizada, mediante pun¢gfio da veia
Jugular. Apds a coleta, o sangue fol distribuido, assepticamente,
em volumes de 5 ml, em tubos de ensaio. Os tubos Foram mantidos a

0
4 C até o momento do uso, por um periodo de até 30 dias.

3.5.3. SANGUE DE CARNEIRO DESFIBRINADO

0 sangue de carneivo foi coletado conforme descrito no
item 3.5.2. sendo vevtido em um frasco contendo pévolas—-de-vidro,
previamente gsterilizado. 0 Ffrasco foil aéitado vigovosamente pava
a desfibrinizacio do sangue. 0 sangue desfibrinado foi
distribuido em volumes de 5 ml ewm tubos de ensaio & o0s  tubos

0
armazenados a 4 £ por até 30 dias.

3.6. FESQUISA DA EXISTENCIA DE VARIARILIDADE GENETICA NAS

CULTURAS ORIGINAIS DAS LINHAGENS DE E. coli ESTUDADAS

Com a finalidade de se tentar isolar linhagens de E. coli
com diferentes padrdes de plasmidios a partirv de seus estogues
originais, as linhagens de E. colil Jiil &« E. coli 5% fFforam
semeadas, separadamente, em Agar MacConkey, por esgotamento.

O
As  placas Forvam incubadas a 37 C por 146-18 hovas ¢ a

seguiv, Toram coletadas 10 coldnias isoladas, de cada linhagem,
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as quais foram incculadas em tubos contendo meio TSE &  incubadas
0

a 37 C pov 16~18 hovas. Em seguwida, ensas  oculturas  Fforam

estocadas (como descrito no ditem 3.7.) & atilizadas em diversos

ensaios no estudo de suas cavacteristicas.

3.7. MANUTENCAO DE CULTURAS BACTERIANAS

3.7.1. FREFARO DE TUROS DE ESTOQUE

N PYERRYTO de  tubos  para eatoques de culturas
bactervianas, foi wtilizado o meio LA semi-sd6lido. 0 medio, apds o
prepara, foil Ffundido e distrvibuldo enm volumes de 5 wl, em tubos
de vidro (13 X 102 mm) com tampas rosqueadas guarnecidas  com
batogques de borvacha. 0Os tubos Fforam awtoclavados e, &m  seguida,
mantidos em posicio vertical até a solidificacio do meio, apds ©

que foram mantidos em temperatura ambiente até o momento do uso.

3.7.2. ESTOCAGEM DE CULTURAS BACTERIANAS

As culturas bacterianas Foram mantidas em estoques feitos
de acordo com Sambrook et alii (4989). Em tubos contendo % ml
meio LA semi-solido, previamente prepavados como descrito no item
anterior, foram dnoculados 10¢ ul de wma cultuwra bacteriana
crescida em mein BHI ouw TSE. 0Os tubos foram fechados deixando-se
as tampas levemente afrouxadas parva pevmitir a aeragfo da cultura

o

e dincubados a 37 C.por 16~18 horas. Apds o crescimento, foram
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adicionados =aos tubos, ceveca de 1 ml de oOleo mineval (NUJOL)
esterilizado. Ds tubos Fforam Firmementes Fechados e mantidos 3

tempevatura ambiente.
3.8. DETECGCAO DA EXFRESSHEO DO ANTIGEND "K99'

A expressio do antigeno "K' foi detectada através de
reagdes de sorvoaglutinagio, em 1amina de vidvo, com antissoro
anti—~-K99 absorvido (vide dtem 3.4.3, conforme metodologia

descrita a seguir .
3.8.1. DETERMINAGCAO N0 MEID DE EXFRESSHO DO ANTIGENO "K99"

Com a FTinalidade de se determinar qual o meio de cultura
mais adequado para a expressio do antigeno "K99", a linhagem e
E. coli Jiil ¢ as linhagens tranconjugantes Fforam coultivadas em
diferentes meios: Minca, CFA, L&, LG (meio LA suplementado com
2 % de glicose), TSR & BHI.

Como contvoles, foram wutilizadas as linhagens de E. coli
E44, E. coli C400 (B41i) & E. coli DHSa (B44); as duas Altimas
transportando o plasmidio gue media a sintese do antigeno K29 na
primeira.

As  linhagens ensaiadas Fforam cultivadas em meio TS8E, a

0
37 €, por 16~-18 hovas. Apds esse peviodo, aliquotas de 180 ul das
culturas  foram semegadas, separadamente, em placas contendo os
C

diferenteﬁ meios.  As placas Foram incubadas a 37 0, por 1618
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horas. A seguir, a expressio do antigeno "K99" foi ensaiada em

reagbes de sorvoaglutinacio em lamina,contra o antissoro anti-K??.
3.8.2. REAGCUES DE SOROAGLUTINACEO

fe linhagens bacterianas ensaiadas quanto a capacidade
de reagir especificamente com o antissoro anti-K99, foram
0
cultivadas em tubos contendo 2 ml de meio TSR, a 37 C por cerca
de 8 horas. A seguiv, com o auxilio de wuma alga bactevioldgica,
cada linhagem foi semeada em placas de Petri contendo meio Minca
a)
ou CFA. As placas fovam incubadas a 37 C por 16~18 horas. Apds
gsse peviodo, com auxilio de palitos de madeiva, um  raspado de
cada cultura foi transferido, isoladamente, pava a superficie de
uma lamina de vidro & homogeneizado com 58 ul de solug@o salina
2,15 M e observou-se a ocorvéncia, ouw nlo, de uma reagfo de
autoaglutinagio, com =& l18mina sendo mantida & temperatura
ambiente. A seguiv, rvepetiu-se o0 procedimento, homogeinando-se wm
raspado  de cada cultuwra, isoladamente, com 50 ul do antissoro
anti~-K?9 absorvido, sendo  a 1amina de wvidro mantida A
temperatura ambiente por {1 a 2 minutos. A seguiv a lamina foi
mantida sobre uma bolsa de gelo por até 4 minutos. Os resultados
foram observados nos dois casos.
Em seguida A& escolha do meio considerado mais adeguado, o
crescimento de gualquer linhagem bacterviana com a finalidade de
se detectar a expressfio do antigeno "KF9" através de reagdes de

soroaglutinagio fol Ffeito nesse meio.
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3.9. DETECCHD DA EXPRESSHAO DO ANTIGENO EAF44

A expressfo do antigeno EAF44 foi detectada atvavés de
reagbes de hemaglutinagRo-manose resistente com hemacias humanas,

conforme metodologia descrita no item 3.17.
3.10. DETECCH0 DA PRODUGCKD DE HEMOLISINA

As  linhagens de E. coli ensaidas quanto & produglo de

hemolisina foram cultivadas em tubos contendo 2 ml de meio TSE, a
o
A7 € por 16-18 hovas. Apds esse perviodo, essas linhagens foram
semeadas, com o auxilio de wma multi-alga, em meio Agar sangue.
Como controles positivo € negativo foram-utilizadas as linhagens
de Aeromonas sp. ¢ E. coli Cé600, respectivamente. As placas Fforam
o)

incubadas a 37 L por 16~iB hovas. Apds o crescimento, procedeu—-se
a leitura dos resultados. A formaglo de vegifes de hemdlise

(halos claros) no local de crescimento de wuma determinada coldnia

indicava a produgio de hemolisina.
3.144. DETECCH0 DA FRODUGCHO E CARACTERIZACHO DE COLICINAS

Fara a deteccBo da produclo e caracterizacio de
colicinas, foi utilizado um método baseado no de AZEVEDD & COSTA
(1973). As  linhagens bacterianas a sevem ensaidas quanto  a
produclo de colicinas foram cultivadas em tubos (43 - X 5@  wmm).

In)
contendo 2 ml de meio TSE, a 37 C por 16-48 horas., Em seguida,
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eatas Fforam semeadas com multi-alea em placas de Fetri contendo
meio LA. Como controles positivo & negativo foram utilizadas as
linhagens de E. coli F3 e E. coli L4090, respectivamente. As
placas Foram incubadas nas condi¢des supra citadas. A0 mesmo
tempo e nas mesmas condigds, Ffol cultivada em meio TSR, a
linhagem de E. coli ROW (28R80), utilizada como padrio de
sensibilidade & colicinas. Apds o crescimento, as  placas  Foram
colocadas invertidas sobre uma bancada e, no intevior de suas
tampas, foram vertidos cevea de 2 ml de clovofdrmio para cadsar a
morte das cultuwras. Apds um periodo de 30-492 minutos, as  placas
Q

foram mantidas invertidas € entveabertas em estufa a 37 € até =
completa evaporagfo do clorofdrmio. ds coldnias orescidas nas
placas eram, ent3o, removidas com auxilio de aaragatoas
esterilizadas .

A  seguir, em tubos contendo 4 ml de meio LA semi-sdlido

o
previamente fundido ¢ mantido a cerca de 45 C, Ffovam adicionados
160 ul da cultura da linhagem de E. coli ROW (2ERBOY. Ds tubos
foram agitados em vortex e o meio imediatamente vertido sobre  a
superficie das placas. Apds a solidificagio do meio, as placas
Q

foram incubadas a 37 C por 416-48 hovas. Apds esse periodo, os
resultados foram observados.

A produglo de colicina por uma determinada linhagem foi
observada como regifies de auséncia de crescimento (halos olaros)
da linhagem indicadora sobre o local anteriormente ocupado pela
linhagem ensaida.

A caractevizacglo do tipo de colicina produzido foi  feito



utilizando-se como padrfes de sensibilidade e resisténcia a
diferentes tipos de colicinas, as linhagens de E. colil constantes
na Tabela 2. Fovam prepavadas olto placas de Pebvi, uma para cada
linhagem indicadora, onde foram semeadas as dez culturas
provenientes da linhagem de E. coli S5 & as linhagsns de E. coli
F3 e E. ¢coli (608, como controles positivo e negat ivo,

regpectivamente. 0 procedimento foi o mesmo velatado acima.

3.1i2. DETERMINACHOD Do NIVEL DE RESISTENCIA A DROGAS

ANTIMICROBIANAS

O niveis de rvesisténoia a drogas, antimicrobianas  Foram
obtidos semeando-se as linhagens bhactevianas ensaladas em placas
de Fetri cortendo melo LA suplementado Conm diferentes
concentragoes de um determinado antimicrvobiano.

Foram utilizados os antimicrobianos constantes do  ditem
3.3.47 ., nas seguintes concentragdes, em Qg/ml: @, 1, 8, 3, 19,
20, 5@, 1e2, 150, 2e¢, 300, 35¢, 50¢, 10¢6 p PO00.

Um expervimento inicial Foi feito autilizando-se unicamente
as concentragtes ¢, 20 8 50 wg/ml de cada antimicvoeobiano, &, s
necessario,  um segundo  expevimento  Foi  feito ut ilizando-se
concentracdes menores /70U maiores.

Fava cada concentragio dos diferentes antimicraobianos,

Foa

foi  preparvado wm  btubo  de vidro contento 2@ wml de aeio  La,
I} )
autoclavado & resfriado a 45 50 € em banho-mavia, suplementado

com uma quantidade da solugfo do antimicrobiano para sg obbter a



concentragio desejada. 0 tubo foi agitado & o meio vertido em
uma placa de Fetri. Apds a solidificacBio dos meios, as  placas
o0
foram colocadas invertidas e entreabertas em estufa a 37 C por
cerca de 30 minutos para a evaporagfo do excesso de umidade,
sendo em sceguida utilizadas.
As  linhagens bacterianas ensaiadas foram cultivadas em
o)
tubps (432 X 5@ mm} contendo 2 ml de meio LB, a 37 C, por 14-18
horas. Aes culturas foram semeadas com multi-alga, nas placas
0
previamente preparadas. As placas Fforam incubadas a 37 L, por

i6-48 horas. Apds esse periodo, procedeu-se & leitura dos

resultados.

3.13. OBTENCHAO DE MUTANTES RESISTENTES A DROGAS ANTIMICROBIANAS

Fara a obtengio de mutantes resistentes a
antimicrobianos, foram utilizados métodos que selecionaranm

mutantes espontineos pré—-existentes na populaglo.

3.13.1. MUTANTES RESISTENTES A0 ACIDO NALIDIXICO

FPara a obtengfo de mutantes resistentes ao acido

nalidixico, a linhagem bacteriana ensailada foi crescida
0

inicialmente em 5 wl de meio LB a 37 L por 146-18 horas. A seguir,

189 ul dessa cultura foram inoculados, separadamente, em trés

tubos contendo meio LE suplementados, com 1, 2 ouw % wg/ml de

0
acido nalidixico, s  tubos Fforam incubados a 37 C por 16-48
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hovras., Apds esse periodo, verificava-se em qual dos tubos havia
peorvido crescimento. Um volume de 10¢ ul da cultuwra crescida ha
maior concentracio de Rcido nalidixico, Foram inoculados,
separadamente, om tvés tubos contendo meio LB suplementado com
trés outras diferentes e subsequentemente maioves concentragbes
W
do antimicrobiano. 0s tubos foram incubados a 37 © por 14648
horas, apds o que, verificava-se a ocorvéncia de corescimento.
Fsse procedimento foi rvepetido até a obtengio de oculturas
resistentes @ 100 uwg/ml  de Acido nalidixico. 0 niveis de
resisténcia  dos mutantes selecionados, foi obtido dinoculando-se
aliquotas de 5@ ul de uma cultura crescida sob pressio seletiva
de 100 wyg/ml de dcido nalidixico em  tubos contendo meio LR
suplementados, separadamente, om ) antimicrobiano nas
concentragies de 500, 1000 ¢ 2000 uwy/ml. U mutante veslstents ao
acido nalidixico Jfoi estocado como descrito no item 3.7.2. ¢

utilizado em ensaios de caracterizacfo bioldgica ¢ genética.

3.13.2. MUTANTES RESISTENTES A ESTREFTOMICINA

Para a obteng8o de mutantes resisténtes & estreptomicina

Foi utilizado um método baseado no de AZEVEDRO & COSTA (1973,

modificado. A linhagem bacteviana ensaiada foi crescida em 5 ml
5 ,

de meio LE a 37 C, por 16-48 horas. Apods o crescimento, os 5 ml

da cultura Foram distribuidos assepticamente sm  tubos de

microcentyifuga avtoclavados, em volumes de 4 ml cada. A& seguir,

os  tubos  Tovam centyifugados a 182.¢00 g por 3¢ segundos, em
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microcentrifuga. Os sobrenadantes foram descartados e as culturas
ressuspendidas em 4100 ul de meio LE. 0 material de cada tubo foi,
a seguir, semeado, separadamente, &m placas de Petfi contendo
meio LA suplementado com 350 ug/ml de estreptomicina,

u)

As  placas foram incubadas a 37 C por 16-48 hovas. Apds
gsse peviodo, verificava~-se o crescimento de clones resistentes &
gstreptomicina. Destes, pelo menos cinco foram coletados para se
detevminar o seu nivel de vesisténecia A estreptomicina, como
descrito no ditem antervior & estocados como descrito no  item

3.7.2. para ensaios de caracterizacio bioldgica & genética.

3.14. REACOES DE HEMAGLUTINACHO

3.14.1. CULTIVO DAS LINHAGENS BACTERIANAS

As linhagens bacterianas ensaiadas quanto &s BURS
propriedades de hemaglutinacfo, foram cultivadas em meio TSE, a
3700 por cerca de 8 horas. A seguiv, estas Fforam semeadas em
placas de Petri contendo diferentes meios de cultura: MM, Minca,
CFA, AN, TSA, BHA, Agar MacConkey e dgar sangue. Como controles
positivos & negativo foram utilizadas as linhagens de E. coli
TRSe, E. coli B4l e E. coll €400, respectivamente. Mg placas

v o
foram incubadas a 37 C pov 18 horas.
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3.14.2. PREFARO DAS HEMACIAS

Foram utilizadas hemdcias humanas (tipos A e 0, de  boi,
carneiro, cavalo, galinha e cobaio.

As  suspensoes sangllineas utilizadas (vide ditem 3.95.)
foram homogeneizadas por agitagio manual branda, & centrvifugadas
a 2000 r.p.m., sob refrigervacio, por % minutos. 0 sobvenadante
foi descartado e o sedimento lavado uma vez em solugfo salina
2,45 M e mais duas vezes em tampfo FRS €,05 M. Durantes eusses
procedimentos, wvia de regra, as solugdes utilizadas Foram

(W
mantidas resfriadas a 4 C.

Em seguida & ultima lavagem, o sobrenadante foi aspivado
e com a papa de hemdcias obtida, foram feitas suspensdes a 5 X,
para hemaglutinagio em l18minas de wvidro e & 1 %, para
hemaglutinagio em placas de microtitulacfo, em tamp8o PERE 0,00
suplementado com D-manose numa concentvagio Final de 1 %,
Suspensdes de hemiacias em tampio PES ¢,05 M ndo suplementado com
D-manose Foram utilizadas unicamente & reagdes “ile
hemaglutinacfo em 18mina de vidro. Durants a vealizagSo dos
experimentos de hemaglutinagfo, as suspenstes de hemdcias  Foram

mantidas sobre uma bolsa de gelo.

3.14.3 HEMAGLUTINACKO EM LAMINA DE VIDRO

Com o auxilio de palitos de madeira, um rvaspado de cada

cultura crescida nos diferentes meios oe cultura, Fod
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transferido, isoladamente, para a superficie de uma  Il&mina de
vidro e homogensizado com 58 ul da suspensfo de hemdcias a 5 % em
tampio FES 0,05 M suplementado de D-manose a 1 ¥ & observada =a
acorvéncia, ou ndo, de uma veaglo de hemaglutinagfo, com a l&mina
sendo mantida A temperatuwra ambiente. A seguir, vepebliu-se ©
procedimento, mantendo-se a 18mina sobve uma bolsa de gelo por
alguns minutos.

0 procedimento descrito acima foi  repetido paora cada
linhagem estudada, utilizando-se wuma suspesio de hemacias a 5 ¥

em tampio PRS @,0% M na auséncia de De-manoss .

3.14.4. HMICROHEMAGLUTINACA0 MANOSE-RESISTENTE (MHMR)

A MHMR Ffoi conduzida de acordo com a metodologia de JONES
& RUTTER (1974). A veagOes Fforam Feitas em placas de
micvotitulacio contendo 946 ovificios de fundo em U com volume
de 200 ul, distvibuidos em 8 Filediras pov 12 colunas. No primeiro
orificio de cada fileiva foram adicionados 10@ ul de tampfo FRS
2,05 M suplementado com De-manose 4 %X ¢ nos é& seguintes  Foram
adicionados 5@ ul do mesmo tampdo. Em seguida, com auxilio de
palitos de madediva, um rvaspado de cada cultura, crescida em cads
um dos diferentes wmeios, Ffoi ressuspendido, isoladamente, no
tampBo contido no primeivo ovificio de uma das Fileivas. Um
volume de 50 ul dessa suspensdo foram transfervidos a0 segundo
orificio da mesma fileirva, diluindo~se, duas veress a ressuspensio

bacteriana. A dilui¢8o Foi homogeneizad® com  auxilio de  oum
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micropipetador e 950 ul desta fToram tvansfevidos ao  proximo
oriticio & assim, sucessivamente, até o sétimo, atingindo-se wma

diluigBo de L7188

da primeivea  suspenio.  Em seguida, Foram
adicionados em cada wm dos ovificios, 9¢ ul de uma das suspensoes
de hemdoias  a 1% . Via de vegra, foil ubtilizada uwma placa dg
microtitulagfo, separvadamente, para cada tipo de hemdcia.

Fase procedimento  Ffoi  rvepetido para cada linhagem
snesaiada, orescida  em cada um dos diferentes meios. Fara cada
cultura foram utilizadas duas Fileivas de ovificios. Uma Fileira
de orvificios, em cada placa, fol utilizada pava o controle
negativo, contendo suspensdbes de E. coli £600, & wuma oubra
Pileiva foi ubtilizada como controle de hemidcias, contendo apsnas,
5¢ ul do tampfo mais 59 ul da suspensio de hemaoias a 1 X,

As placas  Fovam agitadas brandamente povr movimentos
civculares sobre uma superficie plana ¢ deixadas A temperatura
ambiente por 1 hova, apds o gque, procedeu-se A& leitura dos
resultados. Em  seguida, as placas foram novamente agitadas e

i
incubadas = 4 L porv &L hora & novamente Fforam  observados 0s

resultados.

3.15. TITULACAO DA CAPACIDADE HEMAGLUTINANTE DO ANTIGENO EAFF44

B titulagio da capacidade hemaglutinante do antigeno
EAF44 foi feita através de veagdes de hemaglutinagfo de hemdcias
humanas, em 13mina de vidvro, utilizando-se diluigfes crescentes

de suspensdes de culturas das linhagens de E. coli EBF44 e E. coli
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BF44nx.

Aas  linhagens ensaiadas foram cultivadas em meio LE ba

o
37 C, por cerca de 8 horas & a seguir semeadas em uma placa de
o

meio CFA, que Ffoi incubada a 37 €, por 16~-48 hovas. 4 seguiv, com
um raspado das cultwras foram feitas duas suspenstes densas  em
200 ul de tampio FRS @,05 M suplementado de D-mancse a 4§ %,
contidos em um tubos de micvocentrifuga. A partir dessas
suspensoes, foram feitas diluicdes consecutivas (1/72) em tubos de

microcentyifuga contendo 100 ul do mesmo tampBo, atingindo-se wma

diluigfo de 17254 das suspensdes o iniciais.

3.16. DETECCAD DA PRODUCAO DE ENTEROTOXINAS STa e LT-I

3.16.1. CULTIVO DAS LINHAGENS BACTERIANAS

As  linhagens bacterianas ensaidas quanto & producfo de

enterotoxinas termo-estavel (8Ta) e termo~1abil (LT-17, foram
o

cultivadas meio LE ouw TSR, por 146-48 hovas, a 37 L. A seguir, uma
aliquota de 190¢ uwl de cada cultura Foram inoculados,
sepavadamente, em 1@ ml de meio CAYE, em frascos de Erlenmeyer.
As culturas foram crescidas sob agitagfo de 150 r.p.m., a 37UC,
por 16-18 thoras, em agitador—incubador. A seguir, as cultuwras
foram centvifugadas por 30 minutos, a 5000 v.p.m., aob
refrigeraaﬁm; os  sobrenadantes coletados em tubos de vidro e

)
mantidos & 4 C até o momento do uso.
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3.16.2. ENTEROTOXINA STa

Na detecgfo da produgio da enterotoxina STa foi utilizado
o método do camundongo vecém-nascido (DEAN et alli, 1975),
através do qual, a producHo de 8Ta por uma determinada linhagem
bacteriana & detectada pela ocorvéncia de acdmulo de liquido no
interior de intestinosg de camundongos rvecém-nascidos, apods  a
inoculagio destes, com o sobrenadante do cultivo dessa linhagem.
Apds a aplicacfo do teste, verifica~se o valor da velagHo peso do
intestino/peso da carcaca dos animais inoculados. De acordo com
esse método, valores dessa relagfo iguais ouw maiores que 0,089
indicam a producgio de 8Ta por parte da linhagem ensaiada.

Um  volume de 1 ml do sobrenadante de cada cultura, foi
transferido, sepavadamente, para tubos de ensalo aos quaiﬁ foi
adicionada uma gota da solugfo Azul de Evans a 2 %. A seguir com
auxilio de seringas € agulhas apropriadas, 1008 ul da solugfo
resultante foram inoculados em camundongos vecém-nascidos, ouw por
via intragdstvica ou por via oral. No caso do indculo sev  feito
por via oral, a agulhka foi lﬁubstituida por  uma  cdnula de
plastico. PFara cada linhagem ensaiada, Fforam inoculados, em
média, 3 animais.

Apds o indculo, os animais foram agrupados de acordo com
a origem do sobrenadante inoculado e mantidos, por um peviodo de
3-4 horas, em placas de Fetri ligeiramente entreabertas para
possibilitar ventilacio adequada.

Apds esse periodo, os animais foram sacrificados com éter
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e seus intestinos removidos. 0s intestinos e as cavcagas (Covrpos
sem intestinod) de cada grupo Jde camundongos  Fovram  pesacdos
separadamente & pelos valores obtidos na pesagem, catabeleceu~-se

a relagio peso do intestino/peso da carcaga.
3.16.3. ENTEROTOXINA LT-I

Na detec¢8o da produgio da enterotoxina 5Ta foi utilizado
o método da imunohemdlise radial (YAND et alli, 19882).

Um wvolume de cerca de 3 ml de sangus de cavneivo,
previamente prepavado como descrito no  item 3.5.2., foi
centrifugado a 200@ vy .p.m., sob vefrigeragfo, por 5 minutos. 0O
sobrenadante fFfoi descartado ¢ o sedimento lavado por trés vezes

O
em tampio trietanolamina, a 4 C.

Com a papa de hemdcias obtida, foi preparada LR
suspensio de hemdcias a 5 %, em tampio trietanolamina. Um  volume
de 2 ml desta suspensfo foi adicionada a 20 ml de agarose a 1 %,

0
fundida em tampio tvietanolamina & previamente vesfriada a 45 O,
resultando numa concentracBo final de .5 % de hemdcias, no gel.
0 gel Foi imediatamente vertido em wma tampa de placa de
microtitulaclo e apds a gelificaclo, foram feitos orificios de
aproximadamente 3 mm de difimetro em sua superficie, resultando
numa série ordenada de orificios com volume aproximado de 20 ul.
Nestes orificios fovam adicionados, separadamente, i% uwl do

sobrenadante de cada linhagem bacteviana ensaiada. Em seguida, A

placa foi mantida em clAmara dmida por um periodo de 16~18 horas.
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& seguir, em cada ovificio do gel, foram adicionados 15 al
de uma suspensdo de anti-toxina colérica produzida em cavalo &
absorvida com hemdcias de carneivo. A placa foi mantida em cBmara
Umida, a tempevatura ambiente por wm peviodo de ceveoa de 4 horvas
e a seguir 19 ml de complemento de coelho, previamente diluido 1€
vezes em tampio trietanolamina, foram espalhados sobre toda =

W,
superficie da placa. A placa,em cémara umida, Foi incubada a 37 ©
por 16~-18 horas e apds esse periodo procedew-se A ledibtura  dos
resultados.

A produgBo da enterotoxina LT-I  por uma determinada
linhagem bacterviana Foi detectada pela formagfo de regiles de
hemdlise (halos claros) a0 redov do orificio corvespondente,

no gel.

3.17. DETECCAO DA FRODUCAO DE VEROCITOTOXINA (VT)

3.47.4. FREFARO DA TOXINA

A produgio  de verooitotbtoxina foi  snsaiada segundo
metodologia de YAND et alii (1i988).

As  linhagens de E. coli ensaiadas quanto & produgio de
verocitotoxina Foram inicialmente cultivadas em meio LB ou TSE
por cerca de B horas e a seguir, 100 ul de cada cultura Fforam
inoculados, separadamente, em 10 ml de meio Penassay, contidos em
frascos de Evlenmeder. ds culturas foram crescidas sob  agitacHo

W
de 45%0 v.p.m., & 37 € por 16418 hovas. Apds o crescimento, an
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culturas foram centrifugadas sob vefrigeracfo, a 500¢Q v.p.m., pov
3¢ minutos & os sobrenadantes coletados em Frascos de vidro. Em
seguida, 1 ml de cada sobrenadante foi tvansferido para tubos de
microcentrifuga e centrifugados a 1200@ g  pov 9 minutos, apds O
gue, 800 wl de cada sobrenadants Foram recupevados & transferidos
para odtros tubos do mesmo tipo. A& cada um destes sobrenadantes
Foi  adicionads  wma solugfo de gentamicinag para  rvesultar  numa

”~

concentracio Final de 38 ug’ml.

3. i7.2. FREFARO DAS CULTURAS DE CELULAS

Células Vero provenientes de estoques mantidos congelados
0
A =78 0, mw nibtrogénio liquido, Foram capildamente descongeladas
0
am banho~marvia & 37 U & btransferidas para uma gavvafa de cultura
de tecido contendo 14 ml de meio Eagle suplementado de sovo fetal
n)
boving a 19 ¥. A garvafa foi incubada - a 37 € em atmosfera de

didxido de carbono por 48 hovas. Apds esse peviodo, o meio foi

removido & o tapete celular lavado com 3 ml de meio BEagle. &

seguir, adicionou-se & culbuwra 4% ml de meio Eagle & esta  Fol
i

incubada & 37 € em atmosfera de didxido de carvbono até =

veriticacisa, em microscopio invertido, da consolidagio do tapete

celulay . Em seguida, o meio foi descartado € a cultura lavada com

mein Eagle suplementado com 2 ml de solugio de tripsina (ATU). 0

meio foi descartadeo = adicinou-se & culbtuwra 6,9 ml do mesmo meio

)
2 esta foi incubada pov 10 minutos, a 37 C, am  atmosfera de

didxido de carbono. Apds esse periodo, procedeu-se & wverificaglo
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visual, em micvoscopio invertido, do desprendimento das células
do tapete celular, as quais fovam vessuspendidas em 5 ml de meio
Fagle, com auxilio de uma pipeta. A seguir foi feita uma contagem
do numero de células pov ml da suspensfo, em cd8mara de Neubauer.

& suspensio foi entBo diluida com meio Eagle suplementado com

o
wl

soro  fetal bovino a £@ ¥, para um ndmsro estimado de 2,5% X i@

células/ml.

3.17.3. CULTIVO DAS CELULAS

Apds a  estimativa do ndmevo de células por ml  da
suspensio celular, a suspensio foil distvibuida em placas de
cultura de tecido, com 96 ovificios de fundo chato, em volumes de

0
100 w1l por orificio & a placa Ffol incubada a 37 C, em atmosfers
de didxido de cavbono, por 24 hovas., Apds esse periodo, o wmeio
contido nos ovificios das placas foi descartado & em cada
orificio contendo uma cultura de células, Foram adicionados 199 ul
de meio Eagle (sem soro fetal bovino) mais 100 ul da suspensio
bacteriana a sev enssiadsa.
o
A placas Foram incubadas a 37 £, em atmosfera de didxido

de carbono & procedeu-se & leitura dos rvesultados, em microscoHpio

invertido, com 24 e 48 horas de incubagio.

3.48. DETECCAO DE FRODUCAO DE TOXINA LETAL A CAMUNDONGOS

As  linhagens de E. coli ensaiadas quanto & produglo de
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toxina letal a camundongos (TLC) foram: E. coli Jiti, E. coli
EF44, E. coli BY, E. coli EF44 (pMYL11) e E. coli RV (pMYiil),
sendo, as duas dltimas, transconjugantes portande o plasmidio
pMYidid da E. coli Jiff.

Foram vealizados cinco ensaios idénticos: em quatvo foi

utilizado o meio TSE, e num guinto ensaio fol utilizado o MH,

como meios para expressio TLE.

Cada linhagem ensaiada quanto & producfo de TLC  Ffoi

0 '
crescida em meio LB ouw TSR, a 37 €, povr 1618 horas. A seguiv, um
volume de 1900 ul da cultura foi inoculado em 1@ ml de meio T8E,
em frasco de Ervlenmeyer, & a cultura foi crescida sob agitaclo de
I}

190 v.p.m., a 37 C, pov 16-18 hovas, em agitadov-incubador .

Apds o crescimento, as cuwltuwras. foram  centrifugadas =a

5000 v.p.m., sob vefrigevacfo, por 30 minutos. 0Os sobrenadantes
0

foram coletados em tubos de vidro ¢ mantidos a 4 C até o momento

do uso, num periodo maximo de algumas hovas.

Um wvolume de 502 ul do sobrenadante da cultura de cada
linhagem bacteriana ensaiada foi inoculado, separadamente, por
via intrapevitonial, em camundongos adultos jovens, da linhagem
C%7 "black”, do sexo femininn, com idades variando de 35-50 dias,
num lote de, em média, 5 animais por linhagem.

Apds o indculo, os animais foram mantidos em gaiolas com

provisio adequada de ragflo & Agua, & temperatura ambiente. por

uma  periodo de 18-P4 hovas, apos o qual Foram verificados os

resultados iniciais. A observagfo da reagfo dos animais
inoculados estendeu~se por um periodo de cinco dias.
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3.19. DETERMINACAO DE PERFIS PLASMIDIANOS

A wvisualizaglo dos perfis plasmidianos das linhagens
bacterianas selecionadas para a realizagfo deste trabalho, foi
feita por meio de eletvoforese em gel de agavose, segundo SHARF
et alli (49273, apds extracio de plasmidios, segundo a técnica de

BIRNEOIN & DOLI (4979), modificada.

3.19.4. EXTRACHAO DE PLASHMIDIOS

As  linhagens bactervianas utilizadas nos ensaios de
extracio de INA plasmidiano fovam inicialmente cultivadas em 2 ml
T}
de wmeio LB a 37 C, por cerca de 8 hovas e a seguir, 199 ul de
cada cultura Ffovam inoculados, separadamente, em 5 ml de meio LE.
0
As cultuwras foram incubadas a 37 C por 16-48 horas.

Sempre que uma linhagem fosse portadova de um plasmidio
seleciondvel com algum tipo de antimicrobiano, esta foi cultivada
sob pressfo seletiva do mesmo (vide Tabela 4).

Apds g crescimento, 1,2 ml de cada cultura foi
transferido, separvadamente, para tubos de microcentvifuga e
centrifugados a 12000 g por 30 segundos, em microcentrifuga. Os
sobrenadantes foram descartados ¢ os sedimentos ressuspendidos em

(u}
100 ul da soluglo I (mantida a 4 C) e os tubos deixados sm gelo

por 3 minutos.
& seguir, adicionou-se aos tubos, 200 ul da  soluglo II

(mantida 2 temperatura ambiente). 0s tubos foram Ffechados e

i1



agitados brandamente, com repetidos movimentos de inversio, £
deixados em gelo pov cerca de 3 minutos.

Em seguida, Faoram adicionados em cada tubo, 132 ul da

0
solucglo IIT (mantida a 4 £). Os tubos foram agitados brandamente
por inversio e deixados em gelo por 15 minutos.

Apds esse periodo, os tubos Fforam centvifugados a 12000 g
por 5 wminutos e 400 ul do sobrenadante de cada tubo foi
recuperado & transferido para outro tubo do mesmo tipo. & 2sses
406 ul de sobrenadante foram adicionados 12002 ul de etanol

0
absoluto a ~2@ . Os tubos foram agitados  bhrandamente por
0
inversio e mantidos a ~2¢ O por wma hora ouw por um periodo  de
cerca de 18 horas. A seguir, os tubos foram centryifugados a 12900
g por 5 minuwtos, os sobrenadantes descartados e o interior dos
tubos, secados.

Apos a completa secagem do  intevior dos tubos, 0%
sedimentos foram ressuspendidos em 49 ul de solugfo I. Un volume
de 15 ul dessa ressuspensio Foram, entfo, transfevidos para um

-

outro tubo de micvocentrifuga, aos gquais se adicionow I wl da

solucio de ressuspensio.
3.19.2. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

3.19.2.1. PREPARD DA MATRIZ DE AGAROSE

Os géis de agarose Foram preparados na concentracgio de

2,6 % em matvizes de 3 mm de espessura. A agarose ubilizada foi
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de baixa eletroendosmose (8IGMA low EEDY.

Para o preparn do molde da matviz de agavose foi
utilizada uma placa de vidro retangular, cujas extremidades foram
seladas de forma continua com Fita adesiva de maneiva a se formar
um  molde. Este Toi colocado sobre uma supevficie lisa e plana g
um pente de acvilico foi posicionado sm uma de suas extremidades
menores, cevea de 1L omm acima de sua superficie.

Apds o prepavo do molde, uma quéntidada adequads  de
agarose foi dissolvida ewm P28 ml de tampio TER para LURR
concentragio final de @,46 ¥ e fundida em forno de microondas. Ewm

€
seguida, a agarose Fol rvesfriada a cerca de 45 0 e wvertida
diretamente no molde. 0 gel fol deixado em vepouso pov oevea  de
30 minutos até a gelificacio da matviz de agarose. 0 pente de
acrilico posicionado a & mw da placa de vidro permitia a formacio
de fossos completos ("canaletas”) gquando da gelificagfo da
RGATOHE

Apde a gelificaclo, o pente de acrilico & a Fita adesiva
foram vemovidos & o gel submevso em wma  cuba de gletvoforese
horizontal, ’ﬁmntﬁndm tampio TER, ligada & covvents slétvica. 0
gel foi posicionado de forma a permitiv uma migragio do [DNA
plasmidiano em dirve¢fo ao &nodo, uma vez gque o INA, no pH

alcalinoe do tampio TER tem carga liguids negabiva.
3.19.2.2. CORRIDA ELETROFORETICA

s amostras de DNA plaswmidiano sm solugio de vessuspensio
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Foram aplicadas nas  canaletas & proceded-se & covrida
eletroforética. Na Tase inicial desta, utilizou-se uma ﬁmrreht&
elétvica de 1% miliampéves, até a entvrada da solugio de
ressuspensido no  interior do gel, apds o que, a voltagem Toi
aumentada & mantida em 99 volts até o término da corvida. 0
procedimento inicial Fol wutilizado para se evitar defufma¢6e% ne

campo elétrico.

3.19.3. VISUALIZACAO DOS FERFIS PLASMIDIANOS

Apds o términe da corvida eletvoforética, 0o gel foi
transferido para uma cuba contendo solugio corante de brometo de

L3280 emantido por cerca de 3¢

[w]
minutos A  temperatura  ambiente ou a 4 L por  18-P4  horas. Em

3

etidio a ¢,0005 ¥ (vide item

seguida, o gael Ffoi transfevido para wum transiluminador de  luz
ultvavioleta parva visualizacfo das bandas de INA plasmidiano.

A documentacio dos vesultados fFfoi feita através de
fotografias, utilizando-se Filme preto & bhranco  asa 109,

empregando-~se Filtro vermelho.

3.20. ESTIMATIVA DE FESOS MOLECULARES

A satimativa dos pesos molecularess dos plasmidios
estudados neste trabalho, foi feita pelo método de HMEYERS et alli
(L9747, baseado na velagho inversa do peso molecular do plasmidio

e sua mobilidade eletvoforética.



Os plasmidios uwtilizados como reférencia para p&§0§
molecularegs foram provenientes das linhagens de E. coli F307,
portadora de um dnico plasmidio de 54 Mdal & E. coli VSL7
(MACRINA et alli, 1978), poartadora de oito plasmidios com o0s
seguintes pesos moleculares: 38,04; 5,19; 3.48; 3,03; 2,24; 1,46%;
1,91 e 4,825 Mdal.

Oz logaritimos de base 1@ do pesos moleculares dos
plasmidios de referéncia em fun¢io dos logaritimos de base 10 das
medidas, em centimetros, do espago pevcorrido em suas vespectivas
migracoes no gel, foram utilizados em um cidlculo de reavessdo
linear que forneceu os coeficientes linear e angular utilizados
na estimativa do pesos moleculares dos plasmidios estudados em
funglio de sua migraclo no gel. A estimativa do peso molecular de
cada plasmidio estudado foi feita através da equagdo da reta
()= a+hx, onde % ¢ o logaritimo de base 10 da dist8ncia de
migra¢®c no gel, a e b o0s cogficientes linear e angular,
respetivamente, e FI(x) o logavitimo de base 19 do peso molecular

gstimado do plasmidio,
3.21. MICROSCOPIA ELETRONICA

Nos estudos de microscopia eletvonica, foi utilizado um
microscopio eletrdnico de transmissfo Carl Zeiss modelo EM 988,

do Centro de Microscopia Eletvrdnica do Instituto de RBiologia da

UNICAMF .
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3.21.4. PREFARO DAS TELAS DE MICROSCOFIA ELETRONICA

Foram utilizadas telas de cobvre com difmetvo de malha de
400 mesh. As telas sofreram deposiclo de uma pelicula de pavilddio
seguida de metalizag8o com carbono. Estas foram preparadas  no
Centro de Microscopia Eletvdnica do Instituto de BRiologia da
UNICAMF empregando-se o seguinte procedimento: uma gota de uma
solugBo de parlddio a 0,5 % foi colocada sobre  dgua destilada
contida em uma cuba & as telas foram depositadas sobve a pelicula
formada por 41 a 2 minutos. Em seguida, as telas ﬁoPriam

metalizacio com carvbono em metalizador HITASHI SHL (HU-44B) .

3.21.2. FREPARO DAS AMOSTRAS BACTERIANAS

Cada amostra bacteriana a ser analisada via microscopia
0
cletrdnica Foi crescida em meio TSR, a 37 C, pory 1é6-18 horas =
0
separadaments, em meio TSE, a 16 0, por 48-72 horas. & seguiv,
100 ul de cada cultura, crescida nas diferentes condigfes de
temperatura, Fovram semeados, separvadamente, em placas de  Psbyi
contendo o0s meios adequados para & expressio dos antigenos de
superficie em estudo. Para cada cultuwra Foram semeadsas  duas
0 o

placas que foram incubadas, separadamente, ou a 37 C ou a 16 0,
de acordo com =a condi¢gHo antervior de crescimento da cultura
semeada .

Apdes cada periodo de crescimento, a partiv de um  vaspado

de cada cultura, fovam feitas suspensdes bactevianas ralas  em

Py
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200 ul de tampio PES @,95 M, contidos ©m tubos e
microcentrifuga. Apds o preparo de todas as suspensdes procedeu-

se & coloragfo negativa com solugfo de wranila & 2%.
2.24.3. COLORACBAO NEGATIVA COM SOLUCAD DE URANILA A 2 ¥

A solugHo de uwranila a 2% foi mantida em rvepouwso, &
tempevratura ambiente, por pelo menos 3@ minutos antes do  dndcio
do ensaio. A seguir, sobre uma membrana celuldsica impermeivel
(Parafilm), fovam depositadas, lado a lado, uma gota da suspensio
bacteriana a ser analisada & uma gota da soluglo de wanila =
2 %. Sobre a supeficie da gota da suspensio bacteriana, foi
colocada a tela com o lado do Filme supovte pava baixo. & teala
foi mantida sobre a superficie da gota por cerca de § minuto. A
segulilr, a tela Ffoi vemovida, seca com papel de Filtvo e
transferida, na mesma  posigio, pava a superficie da gota da
soluclo de wranila a & ¥. Apds um peviodo de cerca de 4 minuto, a

tela foi removida, com  papel de  Filtvo & levado  ao

microscopio sletrdnico para observagio.

3.22. CONJUGACUES BACTERIANAS

g linhagens, doadora e receptora, de E. coli & serem
conjugadas Toram cultivadas, sepavadamesnte, em 5 ml de meio LB,
sob pressio seletiva (os antimicrobianos wtilizados pava esse Fim

5}
e as concentragdes utilizadas, encontram-se na Tabela 4, a 37 C
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por  16~48 horas., A seguir, 250 ul de cada cultura Fforam
transferidos, separvadamente, para tubos de miﬁrmﬁentriFugai &
centrifugados =z 1200@ g porv 32 segundos. Ds sobrenadantes Foram
descartados ¢ as culturas lavadas em 200 ul de meio LE. A seguir,
as  duas culturas Foram mistuwradas em 209 ol de meiﬁ LB, Essa
o

ressuspensiio  fol dnoculada em 5 ml de wmeio LB & dincubada a 37 C
pov 1618 horas.

Apds o periodo de cvescimento da cultura de conjugagfo,
180 ¢ 19 ul desta, Toram semeados, separadamente, em  placas  de
Fetrvri contendo meio LA ou Agar Maclonkey, suplementado com 0%
antimicrobianos adeguados  pava dmpediv o crescimento das
linhagens paventais, permitindo unicaments o crescimento dos
transconjugantes {(vide Tabhela 4).

0

As placas Fforam incubadas a 37 £ por 16-18 hovas. Apds
esse periodo, havendo ovescimento de transconjugantes, 95 coldnias
isoladas fovam coletadas ¢ transferidas pava melio LB suplementado
com o mesmos antimicrobianos utilizados para sua selegfo em meio

culturas foram otilizadas em

sHlido. Apds o crescimento,

ensaios de caracterizagtes bioldgica & gendtica. s placas, com o
o

restante dos bransconjugantes, foram guasrdadas a 4 C, pars

eventual coleta de novas coldnias.
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3.23. PESQUISA IO DETERMINANTE GENETICO DO ANTIGENO “K99"

3.23.4. CONJUGACOES

Com o ohjetivo de se tentar determinar a localizac®o do
determinante genético do antigeno "K99" produzido pela linhagem
de E. coli Jii, esta foi conjugada com gquatvo diferentes
linhagens de E. coli,sendo,duas linhagens de E. coli Ki2 (E. coli
C40¢ e E. coli DHS5a) e duas linhagens selvagens (E. coli RBF44 #
E. coli BVY). Fara testar a capacidade das linhagens de E. coli
Ki2 de expressar um antigeno de supeficie, estas foram conjugadas
com a linhagem de E. coli B4l

Os  transconjugantes obtidos foram ensaiados  gquanto A
expressio do antigeno "K99" através de reacles de soroaglutinagdo
em  laAmina, como descrito ne dtem 3.8.2., sendo utilizados como
contvoles positivo & negativos, as linhagens de E. coli Jiill & as
linhagens receptovas, respectivamente.

fe linhagens hacterianas  ubilizadas nos ensaios de
conjugacio ¢ os respectivos trvansconjugantes obtidos encontram-se

listados na Tabela 9.

3.23.2. TENTATIVAS DE EXPRESSXO DO ANTIGENDO "K99"

Nas tentativas de obtencHo da expressfo do antigeno "K?9"
pelas  linhagens trvansconjugantes de E. coli £600¢ ¢ E.coli IH3a

Foi utilizada uma metodologia baseada na de ISHACSON (198@) .

118



D wmétodo consiste no crescimento prévio da linhagem a ser

ensaida  quanto A& expressfo do antigeno, em meio liguido, sob
)

aeraclo, & 37 C por 16-48 hovas, por trés geragles seguidas,

antes da semeadura em meio sdlido. Os meios liquidos utilizados

com esse Tim foram o MM, Minca, & o wmeio TSE com concentracio de

glicose rvreduzida de 6,25 ¥ para 0,15 %.

As  linhagens ensaiadas quanto & expressio do  antigeno
“Kee', por este método, foram os tranconjugantes E. coli (400
(pMY1ii) e E. coli DHSa (pMYL141).

=1 linhagens a sgvem ensaiadas foram inicialmente

o
cultivadas em 5 ml de meio TSE (glicose 0,19 %), a 37 C, pov
cerca de 8 hovas. Apds esse peviodo, aligquotas de @,5 ml de cada
cultura fForam transferidas, separadament e, para frascos de
Evlenmeyers contendo 49 ml de wum dos diferentes meios liquidos.

0
Os Frascos forvam incubados a 37 €, sob agitagio de 4% r.p.m.,
pov 16~18 horas, em agitador—-incubador.

Em seguida, os transconjugantes foram semeados =2m placas
de Fetvi contendo meio Minca ouw CFA. As placas Foram incubadas  a

o
A7 C por 16-48 horas e apods esse peviodo, os  transconjugantes
foram ensaiados quanto & expressio do antigeno "K99", em reagdes
de soroaglutinacfo como descvrito no item 3.8.2.

Em cada experimento foram ensaiados de L] A 7
transconjugantes de cada linhagem receptora. 0 reduzido ndmero de
amostras testadas foi devido a limita¢des de material. Como
controles positivo e negativos foram wtilizadas as linhagens de

E. coli Jiii & as linhagens receptoras, respectivamente.
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Numa segunda  abordagem, o% transconjugantes Fovyanm
crescidos em meio Minca liquido, como da forma anterior, com @
diferen¢ca de que as trés geracdes de crescimento tiveram =a
duracfo de apenas duas a trés horas, com & finalidade de manter
as células na fase exponencial de crescimento, antes da semeadura
em melio s6lido, que foi feita como descrito acima. |

Nas tentativas de obtenglo da expressio do antigeno "Kee"
pelas  linhagens transconjugantes de E. coli BF44 ¢ E.coli BV,
estas Fforam cultivadas em me i o Minca liguido por trés geragBes

o
seguidas de cerca de 14-18 hovras a 37 0, 2, a seguir, ocultivadas
O
em meio Minca ou CFA por 16-48 hovas a 37 0. Em  seguida, os
transconjugantes foram ensaidos quanto & expressfio do antigeno
"K?9", em rveagdes de soroaglutinacio cumd descrito no ditem 3.8.8.

A presenga do plasmidio pMYL4iL nos transconjugantes
ensaiados foi verificada pela mandtencﬁo i E) resisténcia
simultdnea & ampicilina, estreptomicina & & tetraciclina &, em
alguns casos, através de eletroforese em gel de agarose (vide

figura 2).
3.284. MOBRILIZACAO FPLASHMIDIANA

Tentativas de mobilizagBo dos plasmidios pMYSS] &
linhagem de E. coli BVsm para a linhagem de E. coli BF44nx & do
plasmidio pHMYSSS desta dltima para a primeiva fToram feitas
utilizando—-se como mobilizador wm plasmidio de amplo sspectro de

hospedeivro, o pRPY  (vide Tabela 3). 0 plasmidio pRPF4  Foi
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transferido para @ linhagem de E. coli BVsm & desta para &
linhagem de E. coli BF44 por conjugagio bacteriana.

Cruzamentos veciprocos entre as linhagens de E. coli EF44
g E. coli BV, utilizando-se o plasmidio pRF4A  como  mobilizador
foram realizados, sendo os transconjugsantes selecionados para &
presenga  do  mobilizador, em placas de Petri contendo wmeio LA
suplementado com os antimicrvrobianos adequados (vide ditem 3.3.147.
e Tabela 4).

Em segwida os tranconjugantes foram examinados ou pzora  a
expressio do antigeno EAF44, no caso da linhagem de E. coli EBVsm
ouw para a producio de hemolisina, no caso da linhagem de E. colid
BF44nx .

A expressio do antigeno EAF44 Foi ensaiada  atrvavés  de
reagdes de hemaglutinacio manose~vesisténte,com hemacias humanas,
em l13mina de vidro, como descrito no item 3.44. Como controles
positivo e negativos Fforam utilizadas as linhagens de E. coli
BF44nx & E. coli BVsm ¢ E. coli £40¢ (pRF4), vespsctivaments.

Foram realizados dois ensaios de hemaglutinagio, tendo
sido examinadas cevea de 1090 tvansconjugantes em ocads am,

A produgio de hemolisina Tol ensaiada, como descrito no
item 3.1¢., prela semeaduara, pov estvias, dos transconjugantes, &m

0
placas de Agar sangue, seguida de incubagfo a 37 C por 18-24
horas. Como controles positivo e negativos Foram ubilizadas  as
linhagens de E. coli BVsm é E. coli BF44nx, E. coli C&@0 (pRF4a),
respectivamente. Foram testados cevea de 10@ tvansconjugantss,

Ae presencas de quaisquer plasmidios nos transconjugantes



ensaiados, em ambos 0% CRH0S6, Foi  verificads através de

eletvoforese sm gel de agavoses.

3.25. DETERMINAGCAO DE GRUFOS DE INCOMPATIBILIDADE

Nas tentativas ol determinagio dos Grupos de
Incompatibilidade aos quais pevtenceviam os plasmidios presentes
nas linhagens de E. coli Jiii & E. coli BV, bem comd para  Sud
eliminacfo, foi empregada uma metodologia baseada na de ERODA

(1979).

3.25.1. TRANSFERENCIA DE FLASMIDIOS

Linhagens de E. coli Cé00nx portadoras de plasmidios
pertencentes a  GBrupos de Incompatibilidade conhecidos foram
conjugadas com as linhagens de E. coli Jiii ¢ E. coli BVsm. As
caracteristicas dessss plasmidios, bem como as linhagens
hacterianas que os transportam, encontram-se na Tabela 3.

No caso da linhagem de E. coli BVsm  Fforam ubilizados
todos os plasmidios listados na Tabela 2 e no caso da linhagem de
E. coli J@ii Foram utilizados unicamente os plasmidios pRF4,
p40a, pR391, pR474 (vide Tabela 3) devido ao fato de sevem 0%
tnicos disponiveis apresentando resisténcia & canamicina, em
niveis aos quais a linhagem de E. coli Jiil & sensivel.

=13 conjugagbes bactevianas & A% selegbes dos

transcondugantes foram feitas como descrito no ditem 3.22.

Sn
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0 procedimento descrito acima foi empregado com o duplo
objetivo davme determinar o Grupo de Incmmpatibilidade an qual ﬁm
determinado plasmidio estudado pevtencia & como tentativa de se
gliminar um ou mais plasmidios presentes nas linhagens
bacterianas em estudo com =@ finalidade de se verificar o
desaparecimento e gqualausy  wma  de GSLLBE caractevisticas
bioldgicas conhecidas, velacionando—-a deste modo, com o plasmidio
gliminado.

Os transconjugantes obtidos com a transferéncia dos
plasmidios indicadores de OGrupo de Incompatibilidade para a
linhagem de E. coli EVam, foram utilizados para a transferéncia

destes para a linhagem de E. coli BF44nx.
3.25.2. ANALISE D0OS TRANCONJUGANTES
3.285.2.1. E. coli Jiii

Apds as transferéncias dos plasmidios pRF4, pdda, pR3FL e
pRA71L  para  a linhagem de E. coli Jiii, esta foi culbtivada, em
meio LB, sob pressio seletiva de 100 wg/ml de canamicina, a 37 C
povy  16-48 hovas. Foram vealizados mais 6 subcultivos nas mesmas
condigies. A& partiv do dltimo suboultivo, a linhagem foi semeads
por  estrias em uma placa de FPetvi contendo meio LB suplementado

0
com 106 ug/ml de canamicina. A placa fol incubada a 37 L por

2

Lé
i8 horas. Cinco coldnias isoladas foram tranferidas da placa

¢

para tubos contendo % ml de meio LB suplementado com 1@@ wg/ml de
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o]
CANAMLCLNGA . O« tubos foram incubados a 37 C, por 16-18 horas.

Apds esse periodo, uma amostra da cultura de cada tubo foi
semeada  por eﬁtria em placas de  Fetri suplementadas com o
antimicrobiano adequado (wvide Tabela 4) para selacionar

negativamente a amostva que tivesse perdido o plasmidio pMYiil.

3.85.2.2. E. coli RF44 & E. coli RV

fpds a transferéncia dos plasmidios listados na Tabela 3,

para as linhagens de E. coli RBF44 e E. coli By, 06
transconjugantes foram cultivados como descrito ne item

anterior, sob pressio do antimocrobiano adequado para a selegfo
do plasmidio transferido (vide Tabela 4). Apds todo 08
procedimentos de subocultivos descritos no  dtem antevior, &
amostras de cada linhagem Ffovam examinadas para é expressio de
suas caracteristicas orviginais.

| As amostras da linhagem de E. coli BF44 Foram cultivadas
em meio COFA e testadas para a expressfo do antigeno EAF44,
através reagles de hemaglutinag8o manose-resisténte de hemdcias
humanas, como descrito no itens 3.14.

Como controles positivo e negativo, foram utilizadas as

linhagens de E. coli BF44nx & E. coli BVam.

As  amostras da linhagem de E. coli BV provenientes do

dltimo suboultiveo en me i o LB suplementado com drogas
antimicrobiana, Foram semeadas com auxilio de uma multi-alga em

placas de dAgar sangue ¢ em placasg de meio LA isento da  drogsa. As
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placas de agar sangue indicaviam a perda da capacidade hemolitica
por uma determinada amostra e as placas de meio LA seriam
utilizadas em ensaios de detecgfo da producio de colicina  por
parte das amostras testadas, visando verificar a perda dessa
propriedade por parte de alguma amostra. 0s ensaios de detecgio

da producio de colicina Foram feitos como descrito no item 3.11.
3.26. HUTAGENESE MEDIADA FOR TRANSFOSONS

Nos ensaios de mutagénize bacteriana mediada PO
transposons foram uwtilizados os transposons TnB8@1 presentse no
plasmidio termo-sensivel pMRS (ROBINSON et alli, 198@), residente
na linhagem de E. coli HBLi24L e o TnphodA, presente no plasmidio
"esuicida” pRT733, vesidente na iinhagem de E. coli SHiolambdapir
(TAYLOR, 498%9). 0 objetivo Ffol dnserir wum transposon nos
plasmidios vresidentes nas linhagens de E. coli BF44nx e E. coli
BVUnx, visando a aquisi¢fo por pavte destes, de mavcadorves
seleciondveis em experimentos de conjuga¢fio ou transformagio
bacteviana; ou ainda, velacionar a inser¢fo de um detevrminado
transposon  em um determinado plasmidio, com a possivel pevda  de
alguma caracteristica bioldgica conhecida das bactérias ]
estudo, visando determinar a localizagB0 dos genes que Y

controlam,
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3.26.1. TRANSFERENCIA DO FLASHMIDIO pMRS

A linhagem de E. coli HELI01 foi crescida & temperabura
ambiente, por 14-18 hovas, em 5 ml de meio LB suplementado com 50
ug/ml de canamicina mais 50 wg/ml de ampicilina para selegio  do
plasmidio e do tvansposon TnBQi. As linhagens rveceptovras  Forvam
cultivadas em 5 ml de meio LB suplementado de 100 ug/ml de dcido
nalidixico.

Apds o crescimento das culturas bactervianas, a linhagem
doadora fol conjugada, separvadamente, com cada uma das  linhagens
receptoras, conforme metodologia descrita no ditem 3.28., porém &

tempevatura ambiente.

3.26.2. TRANSFERENCIA IO FLASMIDIO pRT733

A linhagem de E. coli SMi@lambdapivr, foi cultivada em 5
ml de wmeio LB suplementado com 100 ug/ml de ampicilina e as
linhagens veceptoras forvam cultivadas em 5 ml de meic LE

o

suplementado com 10¢ ug/ml de doido nalidixico, a 37 C, por 1618
horas.

Apds o crescimento das culturas bacterianas, a linhagen
doadora foi conjugada, separadamente, com cada uma das linhagens

)

receptoras, conforme metodologia descrita no item 3.22., a E?IC,

pov 16-18 horas.



3.27. TRANSFORMACUOES BACTERIANAS

Transformacdes baaterianaﬁ fovram rvealizadas com  duas
finalidades distintas: (4 transferiv para  wuma  linhagem de
E. coli IHSa, ou o plasmidio pMYSS1, presente na  linhagem de
E. coli FEVsm, ou o plasmidio pMYS5SS, presente na linhagem de
E. coli BF44nx, via co-trvansformacio e (£ tranfervir para estas
duas dltimas, o plasmidio pMRS, portador do transposon Tn8ei.

No  caso das linhagens de E. coli BF44nx ¢ E. coli BUsm,
Foram Qtilixadaﬁ lLinkagens transconjugantes de amb s 2%
bactérias, transportando o plasmidio pRF4 que sevia uwtilizado

como marcador para selecfo dos transformantes .
3.27.1. OBTENCAO DO DNA PLASMIDIAND

0 ﬁNA plasmidiano uwsado para a transformacio das
linhagens receptoras fol extraido como descrito no item 3.19.1.
As solucdes de INA plasmidiano fovam mantidas, apds extragio, em
tampioc TE a wE@uC, até o momento do uso.

Nos casos das linhagens de E. colid BY & E. coli BF44, as
solucdes de DH& plasmidiang  vepresentavam duas distintas
populagdes dos plasmidios de ambas as bactérias, juntamente com o
plasmidio pRF4.

Como controle do ensaio foi wtilizado o plasmidio pRR32R
(ROL.IVAR et alli, L1977y que  apresenta alta  Prequénoia e

transformacio.



3.27.2. ORBTENGCAD DE CELULAS COMPETENTES
Q

A& bactéria rveceptora foi cultivada a 37 (, por 1618
hovas, em meio LB, Apds esse peviodo, 2,5 ml dessa cultura  Fforam
inoculados em 50 ml de meio LE, contidos em wum {Ffrasco e
Erlenmeysr, para resultar numa Jdiluwigfo de cerca de B 0% da
cultura.

Em  seguida, o frasco foi transferido para uwum agitador-

)

incubador & a cultura incubada & 37 C,sob agitacio de 150 v .p.m.,
durante cerca de 1,95 hora, até gque a cultura atingisse uma
densidade Optica (0.0.) de apvoximadamente €,5, num comprimento
de onda de 65¢ nm.

fpds  ease periodo, a cultura foi distribuida em dois
tubose de centrifuga esterilizados, em volumes de 25 ml cada. s
tubos fovam incubados em gelo por 12 minutos.

A seguir, os tubos Fforam centvifugados sob vefrigervagHo,

0
a 5009 y.p.m., pov 1¢ minutos, a 4 0, os sobrenadantes
descartados & os sedimentos rvessuspendidos brandamente em 2,8 ml
de soluglo de cloveto de caloio ©,1 M, ssterilizada, previamente
0

resfriada & cevea de 4 0. 0 voluwe dos tubos foi completado pava
26 ml com a mesma soluglo e estes foram incubados em gelo pov 4@
minutos.

Apds  esse peviodo, os tubos Fforam centrifugados a

0

B0 v .p.om., pov 1@ minutos, a 4 , os sobrenadantes descartados =

ne  sedimentos vessuspendidos em um volume Tinal de 2,9 ml de

soluglBo de clorveto de cdlocio &,41 M.
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A suspensdes bacterianas em cloreto de calcio @,1 M
Foram distribuidas em volumes de 200 ul e transferidas para tubos
de ensaio previamente mantidos em gelo. 0Os tubos fovam incubados

por 4-5 hovas em gelo.
3.27.3. TRANSFORMAGCHD

Em  segulda & incubagBo em gelo, a cada um  desses tubos
foi adicionada, separadamente, uma diferente solucfo de cada DNA
plasmiadiano, em volumes de aproximadamente 100 ul. Os tubos
foram entfo, incubados em gelo por 4% minutos.

Apds  esse periodo, procedia-se a um  choque térmico,

]
transferindo-se os tubos do gelo para banho-maria a 37 €, durante
I ominutos seguido de dincubagio em gelo por mais dois minutos.

Acrescentou-se  em cada tubo 800 ul de wmeio SOC & estes

0
foram incubados em estufa a 37 L, por cerca de 1 hora. A seguir,
2 matevial Fod  btransferido para  tubos de wmicrocentrdfuga e
centrifugados & 12.000 g por 2 minutos. Ds  sobrenadantes foram
descartados ¢ os sedimentos ressuspendidos em 108 ul de meio LE,
o8  guais  Foram  semeados, sem diluigio, em placas de  Pebyri
contendo meio LA suplementado com 10@ ug/ml de ampicilina, paras
0

selegdo dos transtformantes. As placas foram incubadas a 37 C, por

16-48 horas ¢ apds esse periodo, os rvesultados foram observados.



3.28. ELIMINAGHO FLASMIDIANA

Tentativas de eliminagHo do plasmidio pMYiil da  linhagem
tde E. coli Jiii e do plasmidio pMYSSL da linhagem de E. coli RV,
foram feitas utilizando-~se uma metodologia baseada na ds  TOMOEDA

et alli (19468).

3.28.1. CONDICUES DE CULTIVO

Culturas das linhagensg de E. coli Jii1 ¢ E. coli BV,

Foram cultivadas =m 1@ ml de meio Fenassay, sob  agitaglo de
)
150 v.p.m., & 37 C, pov 16-18 horas em agitadov-incubador. Eam

seguida, LR aliquota de 1,¢ ml dessas culturas Fovam
transferidas, separadamente, para um Frasco de Evlenmeyer

contendo 1€ wl de wmeio Penassay  suplementado com  8DS nuwma
concentragio Final de 5 %X. 4As culturas foram, entHo, c¢rescidas
nas mesmas condicles antevrioves.

aApds o crescimento das cultuwras no meio contendo SNE, wma
aliquota de 4,9 ml de cada uma Foi transfevida para outvo Ffrasco
contendo 18 ml de meio FPenassay suplementado de 808 a & % @&
crescida conforme descrito. Esse praocedimento fol repedido 7
vezes seguidas em cada caso. As cultura obtidas no sétimo ciclo
de creﬁcimenta foram utilizadas para os ensaios de deteceio de
amostras sem a presenca do plasmidio.

Em cada caso, @ partiv de uma aliguota de 1,2 ml  da

ultima cultura crescida na presenga de 808 a § %, foram fFeitas
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dilui¢Bes decimais em solugfo salina 9,15 M de forma a se obter o
crescimento de cerca de 300 coldnias isoladas, em  média, em
placas de Fetri contendo meio L&,

Fara a sele¢lo de poseiveis amostvas sem plasmidio  Fforam

utilizadas duas metodologias diferentes como descrito a seguir.

3.28.2. REFLICA EM VELUDO

A superficie do meio de cada placa contendo coldnias
isoladas Foi posto em contato diveto com vetdnguwlos de  veledo,
autoclavados, ajustados a um cilindro de madeira, de modo a  se
transferiv uma porgio de cada coldnia iscolada para o veludo. Em
seguida, a superficie de uma placa contendo meio LA suplementado
com 19¢ wug/ml de ampicilina Ffoi colocada em contato diveto com o
veludo, obtendo-se wma “réplica” da placa anterior. As placas
foram marcadas numa detevminada posicio, de modo a se reconhecer
na placa "réplica”, a posigfo de covvespondente de cada coldnia
isolada na placs oviginal.

Desta Torma, se nfo houvesse crescimento numa determinada
posigfo na placa contendo meio com ampicilina, uma amostvra  sem
plasmidio poderia ser isolada, recuperando-se a mesma a partirv da
coldnia crescendo em posiclo correspondente na placa contendo
meio sem o antimicrobiano.

Esse procedimento  foi repetido tvés veres e o numers
médio de coldnias analizadas em cadsa ensaio foi de 2000,

A técnica da véplica em veludo foi utilizada somente no
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caso da linkagewm de E. coli Jifil.

3.28.3. TRANSFERENCIA ORDENADA DE COLONIAS

4 técnica da trvansferéncia ovdenada de coldnias isoladas
foi uwtilizada para as linhagens de E. coli Jiidi &« E. coli BY.
Apds o crescimento da dtima culbura, Foram obtidas coldnias

isoladas de cada uma das linhagens como descvito no ditem 3.28.4.

3.28.3.1i. E. coli Jiti

Apds o crescimento de cerca de 300 coldnias isoladas  ewm
placas de Fetri contendo megio LA egstas  Foram btransfevidas,
separada & ordenadamente, com auxilio de palitos de madeira
esteriligados, para outra placa contendo meio LA (controls) e
para wma placa contendo o mesmo meio suplementado com 1@ uwg/ml
de ampicilina. Para cada posicio na placa controle havia uma
posigio corvespondente na placa contendo melo suplementado com o
antimicrobiano. Desta forma, se ndo houvesss crescimento  numa
determinada  posigfo na placa contendo meio com ampicilina, uwwma
amostra sem plasmidio podevia sevr isolada, recuperando-se & mesms
a partir da coldnia crescendo em posiclo corvespondente na placa
contendo meio sem ampicilina. Como controles positivo &8 negativo
para atividade da ampicilina Fforam utilizadas as  linhagens de
E. coli Jiii e E. coli Cs0@, respectivaments.

eta  wmetodologia Foi repetida trés vezes € o ndmero de
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colénias analizadas a cada ensaio foi de, em média, 500.

3.28.3.2. E. coli RV

Apds a obtengfo de coldnias isoladas, em meio LA, como
descrito no item 3.828.41., estas fovam tvanferidag, como descrito
no item anterior, para placas de Petri contendo Agar sangue. A

G
placas Foram incubadas a 37 L por 18 horas e apos esse peviodo,
procurou-se pelo crescimento de coldnias nao-hemoliticas.

Esta metodologia foi repstida duas vezes € o ndmero de

coldnias analisadas em cada ensaio foil de, em média, 500.



4. RESULTADOS

4.1. DETECCAO DA PRODUCAO DE HEMOLISINA

As  culturas obtidas a partir das coldnias coletadas em
Agar HMacConksy no enssio descrito no item 3.4, foram ensaidas
quanto & producfo de hemolisina (vide item 3.1@).

Nenhuma das culturas provenientes da linhagem de E. coli
Jidd apresentou o cardter hemolitico. Das dez culturas
provenientes da linhagem de E. coali 55, wma das culturas

apresentouw o carater hemolitico, enquanto que, nenhuma das outras

e carater mesmo apos mais de 48 horas de

nove apresegntou  eew
0

incubaglio a 37 C. aAs linhagens bacterianas, Aeromonas &p €

E. coli C&2¢, utilizadas como contvoles positiveo & negativo,

respectivamente, comportarvam—-se conforme o esperado.
4.2. DETECCHO DA FPRODUGHO DE COLICINA

As  culturas obtidas a partiv das coldnias coletadas em
Agar Hachnkeg, no ensaio descrito no item 3.46., foram ensaidas
quanto a produgfo de colicinas (vide item 3.11).

Das dez culturas provenientes da linhagem de E. coli
JE41,  nenbuma  apresentou produglo de colicina, enguanto  que,
todas as dez culturas prmyenientes da linhagem de¢ E. cali 39
apresentaram ¢ carater colicinogéniceo. Essas culturas fovam

utilizadas posteriormente em ensaios de caracterizaclo do tipo de
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colicina produzido.
As  linhagens de E. coli F3 ¢ E. coli (Cé0¢, utilizadas
como  controles positivo B negat ivo, respectivamnent e,

comportaram-se conforme o espevado.
4.3. CARACTERIZACHO DO TIFO DE COLICINA PRODUZIDO

De acordo com os vesultados obtidos com as  linhagens de
E. coli apresentando diferentes padrﬁeﬁ de  sensibilidade @&
resisténcia a diferentes tipos de colicinas (vide Tabela &8), a
colicina produzida por todas as linhagens ensaidas foi do tipo V.
0s resultados obtidos encontram—-se na Tabela 4.

Ads  linhagens de E. coli F3 (produtora de colicina Vi e
E. coli 600, utilizadas como controles positivo & negativo,

respectivamente, comportaram-se conforme o esperado.
4.4, NIVEIS DE RESISTENCIA A DROGAS ANTIMICRORIANAS

e todas as linhagens bacterianas estudadas, somente =
linhagem de E. coli Jiii apresentou resisténcia miltipla a drogas
antimicrobianas, sendo que as linhagens de E. coli BF44 ¢ E. coli
BV apresentaram sensibilidade a todos 0% antimicrobianos
ensaiados.

Ds resultados destes ensaios e dagueles destinados &
obtengia de mutantes resistentes a antimicrobianos, encontram-se

na Tabela 7.



4.5. DETERMINACAO DO HMEIO DE EXFRESSHXO D0 ANTIGEND "K99"

Os meios de culturas considervados mais adegquados  pars s
expressio do antigeno "K99" Foram os meios Minca e CFA, nos gquais
foram observvadas as reacdes mals fortes contra o antissoro anti-
K99, em comparagio com agquelas obbtidas com a linkhagem de E. coli
JL4E cultivada nos outvos meios testados.

Ds  resultados dos ensalos para a determinagio do  weio
mais adequado para a expressio do antigeno "K99", por parte da
linhagem de E. coli Jiiil e dos transconjugantes obtidos pars &
pesquisa da localizac®o dos genes que o codificam encontram-se na

Tabela B.
4.6. PESQUISA DO DETERMINANTE GENETICOD DO ANTIGENQO "K?9"

Conjugagdes bactevianas atilizando a linhagem de E. coli
Ji1d como doadova do plasmidio pMYL14L, Fforam realizadas com o
objetivo de se verificar se o determinants genético do antigeno
"K' localizava-se neste plasmidio.

Nos ensaios de conjugacio para transferéncia do plasmidio
pMYL144, Fovam utilizadas gquatvo difeventes linhagens veceptovas:
E. coli Cé@@nx, E. coli DHIa nx, E. coli BF44 & E. coli RV,

Nos quatfm CABDSG, ' plasmidio foi rapildament e
transferido, sendo que, os transconjugantes Fovam obtidos em alta
frequéncia (nfo estimada) com apenas § hora de conjugagio. Os

quatvo tipos de transconjugantes obtidos {vide Tabela 5



apresentaram  um padrfo de rvesisténcia a dvogas antimicrobianas
idéntico & linhagem de E. coli Jiil, sendo o plasmidio pHMYL1d
visualizado sm todos os tvansconjugantes, em gel de agarose, Como
uma  dnica handa  de  DN&  plasmidiano em  posictes relativas
idénticas zao plasmidio presente na linhagem doadora (vide Figura
2)Y. Contudo, em ensaios de sovoaglutinagfo contva o anti-soro
anti-K?9, nos guais 2 linkhagem de E. coli Jiil apressntava
reagoes  positivas, todos os quatvo tipos de btransconjugantes
apresentaram adséncia de veagido.

Nos casos  em gue as linhagens veceptovas do plasmidio
pMYiii Ffovam E. coli BF44 & E. coli BV, esstes transconjugantes
nfo  apresentaram  gquaisdguer alteracfes em  suas caracteristicas
hioldgicas conkhecidas ouw sstabelecidas neste tvabalbho.

Fara se testav a capacidade dag linhagens receptoras de
E. coli 0400 & E. coli IHSa de expresssr  um  antigeno de
superficie, estas Foram condugadas com a linkagem de E. coli BE4i,
portadora  de um plasmidio transportando o determinante genético
para  a expressio dos fatores de colonizagio K99 o Fai (vide
Tabela 4. Os  tvanscondugantes obtidos aprvesentarvam o Wesmo
padvio de resisténcia a antimicvobianos da linhagem doadora e
reagiam positivamente em reagdes de soveoaglutinagfo frente ao
anti-soro anti~-K99, 0 que demonstrava apresentarem LLma
infraestrutura gendética adeguado pava a sxpressfo deste antigeno.

de

Frente a sstes rvesultados, o restante dos teste
expressio  do  antideno "KS9" passou @ ser feito com antissovo

ant i~K9% absorvido, sem diluwigio.
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Os transconjugantes portadores do plasmidio pMYLL4,
testados com antissoro sem dilwic8o, apresentaram o08% Mesmos
resultados descritos anteviorments.

Nas tentativas de  aumentar o nivel de expressio do
antigeno "K' nas linhagens de E. coli Kip transconjugantes,
pela metodologia baseada na de ISAACSON  (1980), todos os
resultados, em todos os ensaios realizados, para todos os
transconjugantes testados, foram negativos. As  linhagens de

E. coli ubilizadas como contvoles positivo @ negat ivos,

apresentarvam o comportamento easperado.

4.7. HEMAGLUTINACAO EM LAMINA DE VIDRO

Das  der culturas provenientes da linhagem de E. coli
UL, nenhuma apresentou reagdes positivas de hemaglutinagio com
nenhum  dos  tipos de hemacias wtilizados, apds crescimento em
diferentes meios de cultura (vide item 3.44.4), quando ensaidas
com suspenstes de hemdcias em presenga de  D-manose. Quando o
ensaio foi feito na auséncia de  D-manose, as reagdes de
hemaglutinagcio foram positivas em todos os casos (vide Tabela 9).

Das dez culturas provenientes da linhagem de E. coli 55,
as nove nao-hemoliticas apresentaram reagdes positivas e
hemaglutinag®o quando ensaidas com hemdcias humanas na  Presengs
de  D-manose. 0 tipo de meio de cultura wutilizado para o
crescimento  das linhagens (vide item 3.14.1) n8o influenciou os

resultados, queg  Fforam idénticos em todos os casos.  Essas
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linhagens, quando  ensaiadas com outros tipos de hemacias, em
presenga de D-manose, n¥o apresentaram reagdes de hemaglutinacfo,
3 desgpeito do meio de cultura utilizado para  seuw crescimento.
Quando essas linhagens foram ensaiadas com suspensdes de hemacias
na  auséncia de D-manoss, os resultados foram positivos em todos
os casos. A dnica cultura hemolitica, quando ensaiada  com
suspensdes de hemdcias em presenca de U~-manose, € na auséncia de
[I-manose, apresentou resultados negativos & positivos,
respectivamente, em todos os casos (vide Tabela 93.

As  linhagens de E. coli utilizadas como controles

positivos & negativo, apresentaram o compovitaramento esperado.

4.8. MICROHEMAGLUTINACKO MANOSE-RESISTENTE (MHMR)

Nos ensaios de MHMR todas as culturas wutilizadas, tanto
as provenientes do estoque original da E. coli Jiii como as
provenientes do estodque da E. coli 33, apresentavam resultados
negativos. As  linhagens bacterianas utilizadas como contvoles

positivos e negativos comportarvam-se conforme o sspevado.

4.9. TITULACHAO DA CAPACIDADE HEMAGLUTINANTE DO ANTIGENO EAF44

Reagles de hemaglutinacfo com diferentes diluigdes de
suspensdes de culturas das linhagens de E. coli RBF44 ¢ E. coli
BF44nx com hemacias  humanas ocovveram de  Forma  imediata e

intensa desde as suspenstes indciais até as diluigles 1732 dessas

139



suspensdes, tanto gquando a lamina de vidro utdilizada foi mantida
a temperatuwra ambiente, como gquando Fol mantids sobre uma bolss

de gelo.
4.10. PRODUCA0D DE ENTEROTOXINA STa

Através do método do camundongo recém-nascido (NEAN et
alli, 197%9), nfHo foi detectada atividade de gnterotoxina 8Ta  por
Fod

nenhuma das linhagens ensaiadas. Ds resultados médios de 3

experimentos encontram-se na Tabela 10.

4.11. PRODUCAO DE ENTEROTOXINA LT-I

Através do método da imunohemdlise radial (YANO, et alli,
i982) nlo foi detectada atividade de entervotoxina LT I pov
nenhuma das linhagens ensaiadas. As linhagens de E. coli HiQ407 &
E. coli 0600, utilizadas como controles positive e negativao,

respoetivamente, comportaram-se conforme o esperado.
4.42. FPRODUCHKD DE VEROCITOTOXINA

Os resultados correspondem a dois ensaios, com duas
repeticdes para cada iinhagem.

E. coli Jiii: o sobrenadante da cultura nfo apresentou
efeitos citotdxicos, nos dois ensaios.

E. coli RF44. o sobvenadante da cultura nfo  apresentou
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efeitos citotdxicos, nos dols ensaios.

E. coli BF44nx: o sohrenadante da cultura ndo apresentou
gfeitos citotdxicvos nos dois ensalos.

E. coli BY: o sobrenadante da culbura spresentou efeibos
pitotdxicos intensos nos dois ensaios.

E. coli IVsw: o sobrenadants  da  cultura  apresenbou
resultados  idénticos  aos da linhagem de E. cold BY, nos dois

ensalos realizados.

4.13. DETECCAO I'A FRODUCAD DE TOXINA LETAL A CAMUNDONGOS

# .prmducﬁm de wma toxina letal a camundongos  (TLC) foi
constatada  swm  uma das linhagens sstudadas, a E. cold BY, psla
ocorvéncia de wmortalidade nos  os  animals  dnoculados  com o
sobrenadants de sua cultuwra. A grande maioria das mortes ocorreu
num  periodo de 14 horas apds o indculo. 0s andmals nos  quais  a
fase agdnica pode sevr obssvvada, apresentavam extrema prostragio
figica g espasmos  musculares.  Os animais inoculados W]
sobrenadantes das oublras linhbagens snesniadas permansceram  sadios
até 5 diag apds o indculo, guando Foram sacvificados.

Um  dos ensaios foi feito wtilizando-se sobrenadantes de
linhagens crescidas em MM & em meio TSE. A producHo da toxina n¥o
foi  influenciada pelo crescimento da linhagem produtors em um

meia “pobre” (meio minimo) ouw "vica" (TS8R, pelo wmenos, nestes
dois casos.

O vesultados de 4 ensaios, € 0s obtidos com dois meios
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de cultura diferentes encontram-se nas  Tabelas 11 e

respect ivament e,

4.14. DETERMINACAO DE FERFIS FLASHMIDIANOS

4.14.1. LINHAGEM DE E. coli Jiiil

A andlise eletrofordética da linhagem de E. coli Jii4
vevelou a pressnga de um andco plasmidio visualizado ocomo  uma
handa anics no gel de agavose a €,6 X (vide Figura 17, Fara se
verificar a possivel presenca de um outro plasmidio de peso
molecular  aproximado, Foi  Feita uma  andalise eletroforética
utilizando gel de agavose a2 @,7 4, o que conflrmouw a presenga  de
i unico plasmidio na  linhagem =2m satudo {(dados nio
apresentados?

0 plasmidio presente na linhagem de Eschericia coli i1l

vecebeu a denominagio de pMYL11.

4.14.2. LINHAGEM DE E. coli BF44

& analise eletroforética da linhagem de E. coli BF44
revelouw & presenga de quatvo bandas de DNA plasmidiano, sendo uma
de alto peso molecular & trés de baixo peso molecular. (vide

Figuras 4 & & & Tabela 133,



4.14.3. LINHAGEM DE E. coli BV

A analise eletroforética da linhagem de E. coli BY
revelow a presenga de guatvyo bandas de DNA  plasmidiano  sendo,
duas de alto peso moleculay & duas de baixo peso molecular (vide

Figuras § ¢ & ¢ Tabela 13).

4.14.4. FRESENCAS MUTUAMENTE EXCLUSIVAS DE DOIS FLASHMIDIOS NAS

LINHAGENS DE E. coli BF44 e E. coli BV.

As anslises eletvoforéticas das linhagens de £. coli BF44
g E. coli BV revelaram gue estas duas linhagsns apresentam trés
bandas plasmidianas em posi¢hes rvelativas idénticas, sendo que, &
linhagem de E. coli BF44 apresenta um plasmidio de baixo peso
molecular, estimado em 2,4 Mdal (vide Figuvas 4§ ¢ 2, item 4.15. e
Tabela (3}, de Fluorescéncia intensa no gel, inexisténte na
linhagem de E. coli BV, Em contrapartida, a linhagem de E. coli
BV apresenta  wum plasmidio de alto peso molecular, estimado em
183,46 HMdal, inexistente na outva linhagem {(vide Figuras 1 e 2,
item 4.1%5. & Tabela 13). Este plasmidio é visuwalizado, no gel,
como @& banda de mais fraca fluorescéncia gquando comparada com
todas as oubras.

Dé plasmidios presentes em ambas as linhagens bacterianas
receberam as seguintes denominaghes, na ordem do maior peso

moleculary para o menoy: pMYSS2, pHMYSEI e pMYES4 (vide Tabela 13).
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4.45. ESTIMATIVA DOS FES0OS MOLECULARES DOS PLASMIDIOS ESTUDADOS

A regressfo  linear feita de acordo com a metodologia
citada no itém 3.89., forneceu a  equaclo da reta  gue foi
utilizada para a estimativa dos pesos moleculares dos plasmidios
gatudados neste trabalho. 0s valores obtidos para os coeficientes
lineayr e anguwlar, respectivamente, fovam: 2,582105 ¢ -2,774684. 0
coeficiente de  correlagio obtido na regressfo linear foi
de .990834%.

Ds pesos moleculaves estimados pava cada plasmidio em
estudo, obtidos pela aplicacfo da esguagio da reta como descrito

no item 3.20., encontram-se na Tabela 13.
4. 146. MICROSCOFIA ELETRONICA

Os resultados dos ensaios de microscopia eletrdnica, para
a visualizagfo de estruturas fimbrianas nas superficies celulares
das linhagens de E. coli estudadas neste trabalho, encontram-se

na Tabela 14.
4.17. MOBILIZACKO PLASMIDIANA

Uma vez que as linhagens de E. coli BF44 ¢ E. coli EVY nfo
apresentaram marcadores seleciondveis para a vealizagHo e
ensaios de conjugagio bacteriana, o plasmidio pRF4 (vide Tabela

R foi transferido parva essas duas  linhagens, via conjugagio
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bacteriana, como descryito no item 3.828.

Os transconjugantes obhtidos em amb s 0% CAGOS,
expressavam vresisténoia simultinea 3 ampicilina, canamicina 2 a &
tetvacilecina, indicando a presenga do plasmidio pRF4.

ConjugaeBes veciprocas Fovam realizadas como descrito  no
item 3.22.

Tanto no case da linhagem de E. coli BF44, como no  da
linhagem de E. coli BV, para todos 0% transoonjugantes
analisados, ndo Toi observado nenhum caso de co-transferéncia  de
plasmidios. Fortanto, nfo foi possivel a detevminacdo, por este
método, de possiveis cavactevisticas bioldgicas mediadas pelos

plasmidios presentes nas linhagens de E. coli analisadas.
4.48. DETERMINACHAO DE GRUF0OS DE INCOMFATIBILIDADE

FPara todos os casos de tentativa de detevminagfo de OGrupo
de Incompabibilidade, como descrito no item 3.25., em nenham
deles Foi obtida a eliminacfo de gualguer wm dos plasmidios
residentes nas trés linhagsens de E. coli snsaiadas.

Os resultados obtidos ndo permitivam, portanto, nem a
determinacio dos Grupos de Incompatibilidade aos quais pertencem
os plasmidios presentes nas linhagens bactevianas ensaiadas, nem
o estabelecimento das rvelacles entre esses plasmidios e as

caractervisticas bioldgicas conhecidas dagquelas bactérias.
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4.19. MUTAGENESE MEDIADA FOR TRANSFOSONS

A metodologia para mutagénere do INA  cromossomdmico ouw

do DNA dos plasmidios presentes nas linhagens de E. coli BF44 e

E. coli BY nio pode ser completada por ndo terem sido obtidos

transconjugantes das linhagens ensaidas portando ouw o plasmidio
vy ey

pPMRS ou o plasmidio pRTYE3 . Esses vesultados Foram obtidos apds

s plasmidios.

varias tentativas de transferdncia ds

4.20. TRANSFORMACOES ERACTERIANAS

Ae btentativas  para w  co-transferéncia  dos plasmidios
aMYSSL de linkhagem de E. coli BV = do plasmidio pMYSSS ds
linhagem de E. coli BF44 para uma linhagem de E. coli DHSa
apresentaram  vesultados negativos, ndo tendo sido obtido nenhum
unico transformants, em ambos 05 CRASOS .

e tentativas de  se bransfevirv, WA tvansformagiio

=

hactevians, o plasmidio pMRS parva as linhagens de E. coli BF44 g

E. coli BV, também apresentaram resulbados negativos.

0 plasmidio pBRIZE usado como contvole do expevimento foi
transferido com sucesso, em alta Ffrequénecia (nfo estimada), pava
a5 linhagens bacterianas snsaidas, demonstrando a eficicia da

metodologia sompregada nos ensaios de transformagHo.



4.21. ELIMINACAO FLASMIDIANA

As varias tentativas de se eliminar os plasmidios pMYii4,
da  linhagem de E. coli Jiif & o plasmidio pMYDESL, presente na
linhagem de E. coli BV, apresentarvam resultados negativos.

Nestes casos, ou  os  métodos utilizados nRo forvam
eficiéntes ou os plasmidios aprvesentam alta estabilidade nas

células bacterianas.
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TABELA 1. LINHAGENS BACTERIANAS

...-.—_--——--—.——..——-—-—.—.———.-.—»—un.-‘—-.n...-....-—.-..m_.-‘.«-..-...-—.-.._.-.‘..-_.-...---.-.—u.—-u--—m-—mw——-..m—-.m-_.mm_.....—......-.—-....m-—-...

-——.—m_—.—_.-....——u-._-u.uu-.—».m_.——-._....n.......m-.....m.—....-m.....-...—._.....m-.....m.............—....-mm.-.mm..-—-m.—.-—..—_.mu......».-....m.m--_._..m-m-..

coli Jii1 nKPP 4, GT, LT=, UT~, Col~, Ap, Bm, Tc IMI
coli 55 EAF 44+, 6T, LT, UT+,ColV I
coli EF44 EAF 44+, §T—, LT, UT~, ColV IMT
coli BV EAF44-, 8T, LT, UT+,Coly
. coli BF44nx EAF44+,ETM,LTM,UTM,CQIU,NXCL)
coli BUnx EAF44M,STW,LT~,UT+,Cm1U,NxﬁLi
coli EVsm EAF44-, 8T, LT~ T+, Coll, Sn
coli C400 Jac,lew, thi,thr - | AFFLEYARD, 1954
coli Céo@nx lac,leu,thi,thr,ﬁm(t>

E
E
E
E
E
E
E
E
E
E. coli DHIa lac, thi,rech HAaNAHAM, 1983
E. coli DH3anx lac,thi,veﬁﬁ,Nx(C)

(t) (p)
E. coli HE1Q1 (pMRS) lac,leuw,pro,thi,Amp K, Te RORINSON et al., 1980
E. coli SHMi@lambdapir Tnphoﬁ,ﬁmpcp),Km(t) TaHYLOR, 1983
E. coli F3 Colv OMI
E. coli RB4i Koo+, Faf+, 8T+ MORRIS et al.,i978
E. coli H10407 CFa/1+, 8T+, LT+ | EVANE et al. 19735
E. coli H30 UT+ KONDWALCHUK et al., 1977
E. coli TR50 I

Aeromonas sp H1y+ MI

(c) genes cromossdmicos, (p) genes plasmidianos, (t) genes em transposon
OMI: Dlepto. Microbiologia e Imunologia/UNICAMF
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S. DISCUSSKO

Fate tvabalho foi conduzido com o obdetivo de H e
determinar  as localizagdes dos detevrminantes gendticns de  dois
fatores de colonizacBo produzidos pov duss diferentes linhagens
de E. coli nfRo-entevotoxigénicas, isonladas de bezervos  com
diarveia neonatal, ns antigenos "K99" & EAF44, & &  dos  gengs

coditicando =as produgfes de verocitotoxina (VT hemolisina @

toxina letal a camundongos (TLEY, produzidas por uma linhagem de
E. coli vevrocitoxigénica (VTEDY.

Indcialmente, a expressfo do antigeno "K99" foi ensaiada
apfs  cultivo da linhagem de Eschevichia coli Jiii em difeventes

meios de oculturas com dois objebdivos: (1Y 5 determinagio do  meio

mais adequado para a expressio deste antigeno e (B) comparar os
resultados com a literatura a rvespeito da expressfo do  antigeno
K??.

Varios autores tém rvelatado a influéncia da composicio do
meio de cultura sobve a expressio do antigeno K99, 0 aivel da
expressdo deste antigeno & influenciado pelo meio de cultivo
wtilizado. Em meios complexos, como o caldo nubtriente, & sintese
do antigeno K99 ¢ fortemente reduzida ¢ geralments ndo detectivel
poy ﬁoroaglutinauﬁm” em  lémina {(de GRAAF et alli, 198@). A
expresslo deste antigeno &  Fortements inibids pela glicose
(GUINEE et alli, 1974} e pela alanina (de GRAAF et alli, 1980;.

Uma linhagem de E. coli EB4L, produtora do ant igenn K99,

utilizada para comparagio dos rvresultados obtidos com lTinhagem de
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E. coli Jiii, expressouw o antigeno K99 tanto ewm meios oComd o
Minca (GUINEE et alli, ({977} e o CFA (EVANS et alli, 1973), como
em meio complexos como o LA e o TSA, porém de maneiva Ffraca.
Linhagens transconjugantes de E. coli Cé@¢ = E. coli DH3Ia

transportando o plasmidio K99+ da E. coli E41, apresentaram,

aparentements, o8 mesmos niveis de expressio do antigeno K99,
inclusive no meio LA, o mesmo ndo acontecendo no caso  do  meio
TSE, onde =2 linhagem de E. coli B4l sxpressava esse  antigeno,
embora fracamente quando Comparadd com &  expressio nos  meios
Minca & CFA.

A expressio do antigeno "K99" s se deuw no meios Minca &

CFA & em veagfes bem mais Fracas com o antissoro anti-K?9, auando

comparadas com  as  das linhages de E. coli R4 I3 JRE:
transconjugantes, E. coli C&0@ (B41) w E. coli DHS5a (B41).

Este fato pode ter varias explicagdes: ou se trata de um
sistema de regulacio de expressifio diverso daguele do antigeno K99
ow pode se tratar de uma modificacfo do nivel de expressio por
influéneia do hospedeivo. A 1inhmgemide E. coli B4i pertence a0
sorogrupo 0164 & a linhagsm de E. coli Jifil pertence an 042 & o
sorogrupe parece ter influ@ncia no nivel de expressfo de  um
determinado antigeno de superficie.

deGRaaFr et alli (1980x; 1980b)Y observaram dque, &
linhagens selvagens de E. coli enterotoxigénicas (ETEC)
produtoras do  antilgeno K99, aquelas pevtencentss a0 s0rogrupo
pDieid EXPUESSAam esse antigeno em niveis maiores e AE

pertencentaes A0 sovogrupons 08, 0e, 082 .
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& linhagem de E. coli‘Jiii é portadora de um dnico
plasmidio (Figura 1), denominado pMY4i4, aue codifica resisténcia
& ampicilina, estreptomicina e & tetvaciclina, cudjo PESO
molecular foi estimado em 32 Mdal pelo método de MEYERS et alli
(49743, Com o objstivo de se determinar a2 localizac8o do
detevrminante genédtico do antigeno VK?9" este plasmidio foi
transferido, wvia conjugacho bacteriana, para duas diferentes
linhagens de E. coli Ki2, a Cé00 ¢ a IHSa. O0s trés marcadoves
para resisténoia a drogas antimicrobianas  fovam transfevidos
simultaneamente para os transconjugantes obtidos, expressando-se
em niveis idénticos aos encontrados na E. coli Jiid.

Uma vez que todos os transconjugantes, E. coli £é0@ (EB4L)
& E. coli DHSa (B41), aprvesentaram resultados negativos em
reagdes de  sovoaglutinagfo contva antissoro anti-K99, Fovam
formuladas dusas hipdteses: ou o determinante sendtico do antigeno
"K99" ndo se localizava no plasmidio € sim no  cromossomo
hacteriano, ou o nivel de expressio deste antigeno nas células de
E. coli Ki2 era tHo baixo que nfo podia ser detectado em reacdes
de sovoaglutinagio, se tratando, possivelmente, de influéncia dos
hospedeiros, como o suposto acima.

Na realidade, varios autores tém observado drasticas
reducdes nos niveis de expressio de genes plasmidianos
origindrios de bactérias selvagens quando expressos em linhagens
de E. coli Kia.

debGRAM et alli (i98@x; 1980h) observaram que £m

linhagens de E. coli Ki2 portadovas do plasmidio mediando =a
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sintese do antigeno K%, ocorre uma vedugBo nos niveis de
expressio dessa Fimbria em pelo menos uma ovdem de magnitude
(podendo ser de 28 a & ordens de magnitude) quahdo comparadas  aos
niveis de expressio das bactérvias selvagens doadoras do
plasmidio. wvanEMBREN et alli (4980, realizando estudos de
clonagem & expressio do opevon do antigeno K99, verificaram que,
aquando o plasmidio de ocorréncia natwral pRIL??L, que transporta
os genes que codificam & expressio daquele antigeno em linhagens
selvagens de E. coli entevotoxigénicas de orvigem animal (80 et
alli, 4197467, erva transferido de seu hospedsgiro natural, a E. coli
B4i, para a E. coli KiP C&00, o nivel de expressio do antigeno
K99 era reduzido dezesseis vezes quando comparvado com o nivel de
expressio do  hospedeiro  original. Contrastantemante, BEEHHES
autores observaram que o nivel de producdo do antigeno K29, por
diferentes plasmidios recombinantes, em E. coli Cé08 era de 16 =
32 vezes maior que aquels apresentado pelo plasmidio pRILFPL
original =m E. coli B4i. Os autores explicam esse fendmeno pelo
fato do peso molecular do plasmidio pRILF?L ser de 57 Mdal & que
plasmidios deste tamanho, usuwalmente se encontram gm uma ouw  duas
copias por célula bacteriana, enquantm que, os veiculos de
clonagem por eles utilizados, de baixov peso molecular, sdo
plasmidios multicdépia. Fortanto, naqueles casos, os altos niveis
de produclo do antigeno K99 é um efeito de “"dose génica”. Quando
esses linhagens transformantes de E. coll CA20 eram examinados ao
microscopio eletvdnico, fimbrias K?9 podiam ser visualizadas em

sua superficie. Fesses autores tampouco encontraram qualsquer
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alteragdes das  propriedades movrfoldgicas, imunologicas (W10}
bioldgicas no antigeno K99 produzido por aqueles transformantes.

Existe uma linhagem selvagem de ETEDC, denominada E. coli
Hi242 que produz cevoa de 16 vezes mails a Fimbria K99, codificada
pelo plasmidio pRIL®P9L, gue o faz sua  hospedeira oviginal, =a
E. coli B4i (deGRAAF et alli, 4980a; 198@h>. Quando vanEMBREN et
alli (i98@) transfevivram pava =esi  linhagsmw, um plasmidio
recombinante que, em E. coli 0400, expressava o antigeno K99 na
mesma ovdem de magnitude encontrada na E. coli E41, =& producio
desse antigeno era aumentads significativamente em & ovdens  de
magnitude. Estes fatos tornam clavo gque Fatores parvticulaves do
hospedeiro, modificam o nivel de expressio de um gene, logo, de
todo um opevon.

Contudo, mesmo nos casos de reduqﬁo‘dréﬁtiﬁa ng nivel de
expressio, o antigeno K99 era sempre detectavel, inclusive por
métodos convencionais como soroaglutinagio, hemaglutinagio &  até
mesmo eﬁ testes de adesfo.

Um fato que mersce atengfo & que de GRAAF et alli (i980a)
em estudos de purificagHo & cavacterizacio do  antigenn K9,
utilizaram duas linhagens de E. coli Ki2, as linhagens F57 =&
1474, transportando o plasmidio pRIL994, a0 invés da  propria
E. coli B4i.

A opglo pela E. coli Ki2 é devido ao fato de que o
isolamento do antigeno K99 a partiv ds maiovias das  Tlinhagens
selvagens & predudicado pela presenca de excessivas  quantidades

de antigenos capsulares tantigenos 0) produzidos  por B883%
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linhagens (ISAACSON, 1986 .

A E. coli L6009 Ffoi utilizada por deGRAAF et alli (19849
em estudos da organizagio do opevon K99, & diferentes linhagens
de E. coli Kif, entve elas a L4800, Forvam utilizadas em sstudos de
identificacio, isolamento, clonagem, expressio e ovganizagfo do
operon  do  antigeno K88 (MDOI e deBRaaF, 19279), K88ab (MO0I et
alli, 1979, MOOI et alli, 1981 ¢ KE8ac (SHIFLEY et alli, 1981) =
em  estudos da organizacio do operon & montagem da Fimbria K8Bac
(NOUGAN et alli, 4981, SCALETSKY et alli (4983) obtiveram a
expressfo da snterotoxina LT em dusas linhagsns E. coli Ki&, a
C600 = a MA3AS, gue apresnebam gendtipos diferentes.

KARCH et alli (49872, utilizando uma linkagem de E. coli
Kig, demonstvaram que wum plasmidio vesidente em ama Tinhagem de
E. coli enterohemorragica do sovogrupo 0157 :H?, mediava a sintese
de wma  Fimbvia que promovia adesBo em células intestinais  em
cultura. A linhagem de E. coli Ki2, tvansportando esse plasmidin,
nXo sd expressava a fimbria, como aderia a células intestinais em
cultura.

Linhagens de E. coli Ki2 tém sido utilizadas, até mesmo,
como  vacinas vivas experimentaise. Uma linhagem de E. coli HRELG1
transportando  um plasmidio recombinante codificando o Fator de
adesio F41i, expressava normalmente esse antigeno, in wvivo,
confervindo dinclusive imunogénese protetora (RUNKNELS et alli,
1987 .

De dados encontrados na Titeratura demonstram a  eficdcia

de  linhagens de E. coli Ki2, entve satas a C4A00 ¢ a  DHSa, B



EXPYressar genes  plasmidianos sxdgenos: 0 gene cla enzima

antraniiato sintetase de Rhizobium meliloti foi olonado e

expresso em E. coli Ki2 deficiente para a sintese de triptofano
(BEAE et alli, 1989 permitindo que a bactéria crescesse na
anséneia daguele aminodcido no  melo. 0 gene cromossomico,

conferindo resisténeia ao bicloveto de wmevedvio, de Thiobacillus

g oem E. coli  DH3a, tornando

ferrooxidans, fol clonado 2 eﬂprﬁ"5
szosa bactévia resistente dgquela droga, num nivel dez vezes maior
que o original (SHIRATORT et alli, 1969). FAIRWHETER et alli
(1987) obtiveram a expressfo, em E. coli Ki2, de fragmentos nfo
toxicos da toxina tetdnica, codificados pov um fragmento de DNA
de Clostridium tetani clonado em um plasmidio rvecombinante @
outros avtorss obtiveram s expressio das subunidades 81 & 8588  da
toxina pertdssica (LOCHT et alli, 1987). & E. coli Kig ¢
inclusive capaz de expressar um antigeno somidtico 0 diferente,
como relatado por RYLEY et alli (1987}, Esses aubtores deﬁﬁreveram
pela primeira vez & existéncia de um plasmidio rvesidente numa

linhagem de E. coli enteropatogénica (FPECY gue media  aderéncia

tocalizada s entevdoitos, rvesisténcia mdltipla a2 antimicrobianos
& a sintese do antigeno somdtico 0444 dessa bactéria, e, quando
esse plasmidio era transfevido por conjugagfo para uma linhagem
de E. coli HRiIQ1, esta expressou todas as caracteristicas
contvoladas pelo plasmidio, inclusive o antigeno somatico 04411

0 fato da expressfo diferencial de genes plasmidianos,
dependente do hospedeivo, sntre linhagens de E. coli selvagens,

aliado a0 fato de que, em linhagens de E. coli Ki2, ao menos  ém
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se tratando de plasmidios natuvrais, os niveis de expressio de
genes plasmidianos ¢ hastante veduzido - conguanto Ggue
detectdveis por métodos convencionais - levou & hipdtese de que,
ou o determinante genético do antigeno "K99" estava localizado no
cromossomo  bacteviano ou, nos transconjugantes transportando o
plasmidio pMYLLd sua expressBo estaria de tal modo reduzida, a
ponto de ndo ser detectiavel pela metodologia empregada. A pavbtir
dessa  premissa, Toi entfo, utilizado um método baseado no de
ISAACSON (198@), numa tentativa do aumento da expressiio do opevon
do antigenao Koo, &, consequentemente, awmento da
detectabilidade deste antigeno. Contudo, todas as tentativas
fovram infrutiferas, nfo se detectando nunca & presenga  do
antigeno nos btransconjugantes.

Com base no fato de que um gene pode tery seuw nivel de
expressiio aumentado numa linhagem de E. coli selvagem (vanEMBDEN
et alli, 198@), como citado anteviormente, o plasmidio pMYiii foi
transferido para duas linhagens de E. coli selvagens de  ovigem
bovina, devivadas da linhagem de E. coli verocitotoxigénica 8595,
(VTEC), que expressa o fator de adesBo EAF44 (YAND, 1986; YAND et
alli, 1984b.; YAND et alli, 4988). Uma destas linhagens,
denominada E. coli EF44, ¢ produtora do antigeno EAF44 mas nio é
produtora da verocitotoxina (VT), ¢ a outra, denominadé,E. coli
BV, € produtora de verocitotoxina mas, ndo expressa o antigeno
EAF44, como nenhbum outvo fator de colonizagio.

Em ambos os casos, o rvesultados foram os mesmos  obtidos

com as linhagens de E. coli Cé0@ & E. coli DHSa . 08
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transconjugantes adqguiriam resisténcia simultdnea a ampicilina, A
estreptomicina ¢ & tetvaciclina mas, veagiam negativamente ém
reagdes de soroaglutinacfo contva o antissoro anti-K99. Além
disso, BEHES transconjugantes n&o apresentaram QUA LG quUer
alteracBes em suas cavacteristicas bioldgicas conhecidas  ou
determinadas  neste tvabalho, as quais serfo discutidas mais
abaixo.

A andlise eletroforética dos quatro tipos de
transconjugantes, revelou o plasmidio pMY4iii, em estado autdnomo,
visualizado como uma banda dnica no gel, exatamente na mesma
posi¢lo relativa ao plasmidio presente na linhagem de E. coli
Jiid, sem  nenhuma diferenga detectivel de dintensidade e
Fluorescéncis  em relagRo aquela do plasmidio rvesidente na
bactévia pavental.

Estudos de microscopia eletrdnica revelaram a presenga de
estrutwras Fimbrianas na superficie da E. coli JLL1l ¢ auwséncia
destas estruturas na  superficie das células da  linhagem de
E. coli BV, & portanto, esta linhagem ¢ o transconjugante E. coli
Ry (pMYiii) fovram wtilizados em ensaios de MIiCrosCopia
eletvrdnica, na pesquisa da localizagRo genética dos genes que
codificam o antigeno "K99".

As fotomicrogratias eletvOnicas da E. coli BV e da  mesma
como hospedeira do plasmidio pMYLiil, vevelaram a auséncia total
de estruturas fFimbrianas em suas superficies, enguanto  que 2
E. coli Jiil, apresentava as estruturas fimbrianas anterviorments

observadas .
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Fsses fatos sugevem que o detevminante genético do
antigeno "K%%" estid localizado no cromossomo bacteriano, uma QQR
que mesmo linhagens selvagens de E. coli isoladas de bovinog  com
diarréia, transportando o plasmidio pHMYLLl, n8o expresssram
aquele antigeno, e, a diferenga guanto aos SOT0EruROs & quUE
pertencem as linhagens selvagens empregadas, pov sl s ndo
explicaria uma depressSo tHo drdstics na producfo do antigeno.

Uma contivmagfo pars ssta hipdtese sevia obtida com =&
eliminac8o do plasmidio pMYLil da célula hospedeira; com a célula
livrre do plasmidio reagindo positivamente contra o antissoro
ant i-K99.

Tentativas de elimina¢Ho do plasmidio pMY1iii pelo método
de TOMOEDA et alli (1968) e através da' transferéncia, para A
linhagem de E. coli Jiil, de plasmidios pertencentes a OGrupos de
Incompatibilidades conhecidos (BRODA, 197%9), fovam infrutiferas.
0 fato do plasmidio pMY1iii ser portador de genes para rvesisténcia
a trés diferentes antimicrobianos simultansamente, prejudicou
grandemente w} eatudo da detevrminagio do Grupon de
Incompatibilidade a0 qual o plasmidio pertencs uma vesr que O
plasmidios disponiveis para esse Ffim conferiam vesisténcia  aos
mesmos antimicrobianos que o plasmidio pMYLLii, com excegio de
quatro deles: pRF4, pa4@a, pR3%1 e pR4A7ia, pertencentes aos Grupos
F, C, Je l, respectivamente. Estes plasmidios Fforvam mantidos,
separadamente, na linhagem de E. coli J11i, sob pressio seletiva,
por varias geracdes mas, nio ocorreu a eliminacgio do plasmidio

pMYLis. Ds resultados apenas demonstram que este plasmidio nfo
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pertence 2 nenhum dagqueles quatvo Grupos de Incompatibilidade =
aue, provavelmentes tém alta estabilidade na célula hospedeiva.

Fara s tentar "ocwrar”™ a E. coli Jiii de seu plasmidio,
foi escolhido o método de TOMOEDA et alli (19268) pelo fato de que
os  outros métodos existentes baseiam-se na  agfo de agentes
altamente mutagénicos como covantes de acridinas & Dbromesto  de
etidio, e, caso fosse obtida a cuva do plasmidio ¢ o antigeno
KOO nEo mais Ffosse detectado na nova populacio de E. coli il
curada, ainda assim nfo se podevia afivmar que este plasmidio & o
responsavel pela sxpressio daguele antigeno, uma ver que  poderis
tratar-se de uma mutacHo impedindo sua expressio, o MENOs  gque
namero  significative de clones "cuwrados” fosse dsolado nam o
mais expervimentos ¢ com o mesmo Fendtipo.

TOMOEDA et alli (1948 velatam casos de  oura gm
frequénéiaﬁ muito altas em todos os casos por  eles examinados.
Contudo, esses autoves trabalhavam com linhagens de E. coli KIiE g
n8o0 com linhagens selvagens, O que podevia, especulabtivaments,
responder  pelos resultados. Ailnda esses autores, relatam  gue  a
presenga  de  um detevgente anidnico comoe o dodecil sulfato  de
s6dio (S8 no meio de cultura Tiguido por sles ubtilizado, evitsas
o desenvolvimento dos pili sexuais que promovem a  conjugagio
bacteriana. Portanto, partindo dessa premissa, =a linhagem de
E. coli Jiis foi subcultivada por varias geracfes seguildas  em
meio liauido SDS. A intencfo eva aumentar o ndmero de células gque
teviam perdido seu plasmidio durante o crescimento, sendo gue &

presenca  de S08 no meio, impedivia sua reinfecelo pelas céluliasg
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povtadoras do plasmidio. Células bacterianas que tivessem perdido
wum  plasmidio durante sew  orescimento em meio  de culturé,
provavelmente seriam reinfectadas por  oubrvas, portadoras de
plasmidios, o gue poderia responder pela frequincia muito  baixa

curadas em ensaios oom g

.
—
-
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11528

e ca Tinalidade .

sultados obtidos, nfo permitivam a obtengfo de uma

prova definitiva e  que a expressio do  antigeno KPP seja
mediada [=Xa3s YENES cromossomicos,  mas eabes podem BET
interpretados como Fortes evidénocias da localizaglo coromossdOmica
do determinante genético do antigeno "KP9", ao contrario do que
ocorre  com o operon  do antigeno K99 que  localiza-ss  &m um
plasmidio (SMITH & LINGGOOD, 1972; S0 et alli, 1974). 0 plasmidio
pMYidil seria entfo, simplesments, um plasmidio R tipico sem
nenhuma  oubtra  fungBo aparentes na  célula bacteriana além  de
conferiv resiténcia miltipla a drogas antimicrobianas.

Uma wvez que o antigeno “K99" apaventemente apresenbs
propriedades bioldgicas e genéticas distintas (se for realmente O
caso) daquelas do antigeno K99, & possivel gue esse antigeno seja
um novo fator de colonizacfo de E. coli.

Um  outro objetivo deste trabalho foil o de descrever a
genética do Fator de aderéncia fimbriano EAF44, presente na
linhagem de E. coli verocitotoxigenica (VTEC) 355, idsolada de
hezeviro com diarvéia neonatal e descrita por YAND (1984) e =&
localizacgBo dos genes codificando a producio da vevocitotoxina
(UT) produzida por esta linhagem (YAND et alli, 1988a).

e

f partir do estoque original da linhagem de E. coli U35,
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foram recuperados  dois  tipos de  linhagens: (53 uma que
apresentava  produgBo de hemolisina, de verocitotoxina (UT) & de
uma toxina letal a camundongos adultos (TLE), & (2) outra, que
nfo apresentava esses  fendtipos. Através de reacies de
hemag lutinagfo manose-resistente com hemacias  humanas  (YANO,
1986; YARD et alli, 1988 Foi constatado que as  linhagens
verocitotoxigénicas (VUTEC) ndo expressavam o antigeno FEAF44
gnquanto quUE,  AquUelas  que EXPressavam esse antigeno nio
apresentavam produgfo de hemolisina, VT ouw TLC. Foi também
observado que as linhagens de ambos ns  tipos apresentavam =2
producdo de colicina V.

Analises eletroforéticas demonstraram que os dois tipos
de  linhagens apresentavam um perfil plaémidianm idéntico, com
excessio das presengas, mutuamente exclusivas, de dois
plasmidios: um de alto peso molecular, estimado em 103,86 Mdal
(denominado pMYS54), presente na  linhagem vevoocitotoxigénica
(VTEC) e um de baixo peso molecular (denominado pMYS3S), estimado
gm 2,4 Mdal,presente na linhagem gque expressava o anbtigeno EAF44.

Dutras  tvés bandas de DNA plasmidiano, visualizadas no
gel de agavose, sfo comuns ds duas diferentes linhagens. 0s pesos
moleculares desses plasmidios foram estimados em 74,7, 4,46 &
3,7 Mdal. Um desses plasmidios comunsg &s duas linhagens pode
estar relacionado com a produc8o da colicina V.

Fotomicrogratias eletrdnicas de ambas as linhagens

0
crescidas em meio CFA a 37 C, por 18 horas, demonstrou a presenca

de fimbrias na superficie celular da linhagem EAF44+ ¢  auséncia
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total de estrutwras Fimbrianas na linhagem VTED.
Ambase as linhagens, da mesma Fforma que a linhagem de

E. coli 9%, n¥o produzem entevotoxinas termo-sstaveis (8T)  ou

termo-labeis (L.T) @ apresentam sensibilidade a drogas

antimicrobianas comumente utilizadas.

Esses resultados  preliminares sugeresm gue  tanto a
linhagem VTECD denominada E. coli BV, gquanto a  linhagem EAF44+,
denominada E. coli BF44, 8o devivadas da linhagem original de
E. coli G55 (que ndo foi recuperada) e que os determinantes
genéticos para a produgio de VT e para a expressio do antigeno
EAF44 localizam-se nos plasmidios pMYSS5] e pHMYDSS,
respectivamente .

Estas hipdteses baseam-se nos Fatbﬁ de que na auséncian do
plasmidio pMYSSL, a VT, a hemolisina e a TLC n¥o s¥o produzidas,
ou  seja, suxk expressio &, pelo men05,. dependente da presenga
desse plasmidio.

A VT, a hemolisina & a TLD produridas pela linhagem da
E. coli EV parecem ser manisfestagiss da &SI a sntidade
bioquimica, uma ver que essas trés caracteristicas aparentemente
pcorvem associadas em linhagens de E. coli produtoras de VT
(O0°RRIEN e LLAVECK, 1983, 0 BRIEN et alli, 1982, O 'BRIEN et alii,

1983; SILVA et alli, 1983). deRYCKE et alli (i987) verificaram =a

ocorréncia de um efeito letal a camundongos mediado por
verocitoxinas produzidas por  linhagens no-entevotoxigé&nicas

(NETEC) de E. coli isoladas de bovino com diarréia. A& produgfo de

UT por linhagens de E. coli tem sido relatada pov varios autores
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como sendo mediada por bacteridfagos (HUANG et alli, 1987, LEVIRE
et alli, 1987, SMITH et alli, 4983y, contudo, no estudo da
linhagem de E. coli &%, oz objetivos principais foram &
determinacio das localizagBes dos genes (oromossdmica ou
plasmidiana) mediando as sinteses da Fimbria EAF44 e da VT,
portanto, nfo foram vealizados ensaios de conversfo fagica para
se wverificar se, neste caso, a sintese dessa citotoxina era
mediada por um bacteridfago.

Quinze outros isolados hemoliticos, obtidos a partir da
cultura original da  linkhagem de E. coli 33, Fovam sensadados
éuanto A expressio do antigeno EAF44 & os resultados Foram
negativos. A andalise eletvoforética (dados nfo apresentados)
desses isolados, em gel de sgarose, rvevelouw gue tbtodos  evam
portadores do plasmidio pMYSSL, sendo que, o plasmidio pMY3E0
estava ausente em todos os casos. Este Fato poderias  seroum
suporte para a hipdotese de gue a produgio de verocitotoxina (VT
seria medianda pelo plasmidio pMYSSL, & gque a expressdo do
antigeno EAF44 sevia mediada pelo plasmidio pMYSEE, uma ver que,
-] fendtipo verocitotoxigénico estd associado Y] fenotipo
hemolitico, ocorrendo quando da presenca do plasmidio pMYSSL, e,
pelo +fato de que, na auséncia do plaémidio pHYSSES, nio ocovre A
expressio do antigeno EAF44.

Apesar da evidéncia de que o antigeno EAF44  esteda
coditicado no plasmidio pMYSSS, o baixo peso molecular  deste
plasmidio por si 80 questiona o fato. Quando os  operons  das

fimbrias K88ab, K99 & F44 foram descritos, foi visto que as somas
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dos pesos moleculares dos peptidios envolvidos na  expressio
destes antfgenos eva e cevea de 209 (MONT et alli, 1931), 236

(deGRAAF et alli, 1984) =&

Kedal (ANDERSON & MOSELEY, 1988,
respectivamente, sendo que, sO0 o INA necessdvio para  codificar
tais polipeptidios, em cada caso, corvespondevia a cevea de 7.400
pares de bases, ouw seja, cerca do dobve do tamanho do  plasmidio
pHMYSSS,  aque estimativamente pesando cervca de 2,4 Mdal, contevia
aproxiamadamente 3.840Q pares de bases. Mesmo que este plasmidio
nfo seda conjugativo, deve conter vegides de DN&G compromedidas
com sua replicacfo, ocupando uwm espago, neste caso desconhecido,
uma ver que nHo se conhecs suld organizagio moleculav.

2] deﬁpﬁitm do baixo peso moleocular do plasmicdio pMYSSL,
pode—-s& Supoy e opelo MENos, @ expressso do o antigeno  EAF44
dependa da presencgs desse plasmidio, wma vezr que na sua  auséncia
o antigeno FAF44 nEo é produzido. Neste caso, duas hipdtese 3o
cabiveis: (1) que o plasmidios pMYSSS seja o mediador da sintess
do antigeno EAF44 ou (8) que os genes estruturass  do antigena
FAF44 estejam  ouw em um outro plasmidio malor ou mo v Qmossom
bacterviano, & gue 0% sinais veguwlatdrvios parva a  sintess deste
antigeno estejam presentes no plasmidio pMYSEE.

No primairq caso, deveria-ss supor gue a ovganizacio  do
operon da Fimbria EAF44 servia diferente & mais simples gque a  Jdos
casos Jj& conhecidos, ou que, pelo menos, os peptidios envolvidos
fossem bem menores ou 2w ndmero reduzido.

0 fato de um plasmidio conter o gene vegulador para =a

sintese de componentes Fimbrvianos foi velatada por CARON et alli
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(1989 qug verificaram due s genes estruburais para & sintese
dos componentes 0851 & CSP da Fimbria CFAZIT (SHMITH, 1982y de
E. coli enterotoxigénica (ETECY, localizavam—$& M0  Cromiosssons

bacteriano 2o invés de estarvem localizados em um plasmidio como

suposto  anteyviormente, Ex s aubores relatavam que o plasmidio
que s supunha trasportar oz genes estrutuwrals para os  antigenos
8L e C82, transportava na vealidade o gene regulador da  sintese
destes antigenos, cujo produto génico era bomdlogo ao produto o
gene vegulador positivo do operon da arvabinose, aral.

0 Ffato de gque ambas as linhagens de E. coli BV ¢ BF44
serem portadoras de plasmidios comunsg, pevmite supor (Ao  menos
especulativamente! gue 0% genes gstrubturais para a  sintese da
Fimbria FEaF44 poderiam sstay presentes. nestes plasmidios &  os
sinais regulatdrios para 2 sintess do antigeno estejam presentes
no plasmidio pMYSSS,

Uma vez que ambas a linhagens de E. coli BV ¢ FEF44 nfo
apresentavam marcadores para resisténcia  a antimicrobianos
seleciondvels em ensaios de conjugagio bacteviana, um plasmidio
de  awmplo sspectro de hospedeivo, o pRFA4 (DATTA & HEDGES, 49743,
foi transfervidao, via  conjugacio bacteriana para  ambas aE
linhagens . D objdetivo foi wtilizary o plaswidio eRP4 como marcador
seleciondvel em ocruzamentos reciprocos para auto-transferéncia ou
mobilizacHo dos  plasmidios  pMYSS1 & pMYSSYS  das linhagens
portadoras para  aquelas  onde estavam ausentes, visando uma
possivel confivmagio de  wnma das hipdteses citadas acima. Os

resultados  Ffovam negabtivos, emoambhos 08 Canos, SUGETEem gue
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aqueles dols plaﬁmidibﬁ podem n&o  ser conjugativos ou  ndo
mobiligdveis, uma vez que o plasmidio pRF4 & um e?ici&nfa
mobilizador de genes plasmidianons ¢ cromossdmicos (DATTA et alli,
1972; OLSEN & SHIFLEY, 1973), tendo sido ubilizado com sucesso
inclusive para a mobilizacio de genes crvomossdOmicos de Rhizobium
meliloti & R. leguminosarum para E. coli em estudos da  genética
destas espécies bacterianas (BERINGER et alli, 1978; MEADE &
SIGNER, 19277).

Numa segunda abovdagem, plasmidios pevtencentes a GBrupos
de Incompatibilidade conhecidos foram transferidos, via
conjugagcio bacteriana, para ambas as linhagens ocom dupla
finalidade: (i) tentar detervminar # que Grupos de
Incompatib. lidade pevtencem seus plasmidios, e (2), eliminando-se
um  ouw mais plasmidios, observar se algum fendtipo desaparece,
relacionando-o com o plasmidio eliminado.

Varios desses plasmidios Foram transfevidos para as  duas
difeventes linhagens de E. coli, sem contudo, tervem sido
alcangados aquaisauer desses obdetivos. A Presensa desses
plasmidios em culturas crescidas ¢ mantidas na ausénoia de
pressfo seletiva, ouw sob pressio de selegiio sobre plasmidios
exdgenos apds sucessivos repiques, demonstra a alta estabilidade
das plasmidios residentes nessa linhagens.

Tentativas de se transferiv os plasmidios pHMYSSL ¢ pHMYSSS
para uma linhagem de E. coli DIHSa, via transformagio bacteriana,
apresent aram vesultados negativos. s motivos PAra BHBES

resultados  s8o  desconhecidos, wuma vez que, o plasmidio pBRR3I22
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{(BOLIVAR et alli, 1977) transformava essa linhagem com alta
eficiéncia.

Tentativas de se eliminar quaisauer dos plasmidios das
linhagens de E. coli BV ¢ BF44 atvavés de cura plasmidiana pelo
métode de  TOMDEDA et alli (1948) também levaram a vesultados
negativos.

Nutma outra  abovdagem, foram Ffeitas tentativas de
transferéncia de dois difersntes plasmidios portadores de
transposons portadores de genes para vesisténcocia a drogas
antimicrobianas para as linhagens de E. coli BV & BF44, wvia
conjugacidc e transformagio bacteriana, com a Ffinalidade de
mutagenizar os plasmidios das linhagens estudadas, insevindo-lhes
marcadoves de resistépcia a antimicrebianos para torna~-los
seleciondveis em ensaios de conjugaglo ou tvansformagio
bacteriana. Contudo, n8o foram sequer  obtidos transconjugantes
nem tvansformantes, em ambos 0% Ccasos, em varias tentativas. A
possibilidade de wm plasmidio infectar uma célula bacteviana pode
depender do  seuw sistema de restricio  ouw da natureza de  algum
plasmidio residente nessa célula. Se o sistema de restrigfo nfo
reconhecer o novo plasmidio, este serd destrvuido. Se um plasmidio
residente € incompativel com o novo plasmidio, a entrada pode ser
evitada pelo fendmeno da exclusio de superficie (BRODA, 1979).
Tanto um caso como outro pode se aplicar aos dois plasmidios
portadores de transposons ubtilizados, mas, € digno de nota o fato
do plasmidio pMRE ser devivado do plasmidio pRFi, virvrtualmente

indistinguivel do plasmidio pRF4 (DATTA & HEDGES, 1974), o gual
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nfo 86 se auto-transfere para ambas as linhagens como se  mantém
de maneira estiavel, ao menos sob pressio seletiva.  Uma mutfa
possibilidade que poderia ser aventada servia o fato de gue slguns
sovogrupos de E. coli 80 mais receptivos a plasmidios do  que
outros (BRADLEY, 1i98%9). Esse autor verificou a frequéncia de
conjugagio de diferentes plasmidios infectando linhagens de
E. coli pertencentes a diferentes sorogrupos verifiocouw gque
linhagens pevtencentes ao sorvogrupo DIE2S (o mesmo a0 gqual
pertencem as  linhagens derivadas da E. coli 55) sram  pouco
receptivas » plasmidios, pelo menos, RAaqueles utilizados pelo
autor. Apesar de nlo tevem sido Ffeitos controles das Ffrequénocias
de conjugacio, para alguns plasmidios transferidos pava ambas  as
Tinhagens derivadas da E. coli 53 (E. coli BF44 & E. coli RV},
varias tentativas de obten¢Ho de transconjugantes Liveram que sey
feitas antes que alguns btransconjugantes fossem obtidos .

Os conjunto dos resultados obtidos neste  trvabalko nio
foram suficientes ouw totalwents adequados para o estabelecimento
indubitdvel das localizacOes genédticas dos QeEnes responsavels
pela expressfo das cavacteristicas bioldgicas estudas. Contudo,
pelo menos no caso da linhagem de E. coli Jiii w80 Ffortes as
evidéncias da localizaglo cromossdOmica do determinante genético
do antigeno "K99" e existe a possibilidade do desenvolvimento de
uma vacina viva contra todas as linhagens de E. coli portadoras
do antigeno K99 ou de antigenos sorologicaments homdlogos. Guanto
ds localizacBes dos determinantes genéticos da Fimbria EAF44 & da

UT produzidos pelas  linhagens de E. coli BF44 ¢ E. c¢oli BV,
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exister evidincias de  gue sejam realmente warvacteristica

plasmidianas, uma  ver que 3 linhagem de E. coli na gual es$sas

,
/

caracteristicas foram oviginalmente desoritas expressava tantno  a
Pimbria EAF44 gquanto & VT, Infelizmentes, a linhagem de E. coli 5%
" 2 . PR PR S . PRTRR VR . . " B S, i ye g D ges e A 3 ey ae o
man  fo.o recupevada a parvbtor de geus ssbogues oviginsis, £ OV gL

destes, AL A L gncontvava-se viavel @ e 5 A ReEHim ER NI AT )

Aparentemesnt s, oy plasmidins

amostras puderam ser recupeyadas.

PMYESL e pMYSSS  segregaram & como provaveilments nllo sejanm

conjugativos wIn mob i leaveis nan houve reinfecgio s

segregantes, g, aparentemente, apressagbarvam vantbtagem ssletiva

sobre a linhagem oviginal. Contudo, os rvesultados nfo
conclusivos & estudos  mals acwrados sBo necessarios nests caso.

A pesguisa de novos Fatoves de virvul@nocdia sem E. coli
pode  levar  ao dessnvolvimento de mecanismos  de  ocombate #©
Processos infecciosos em andamento & rapecialmente Al
desenvolvimento de novas vacinas. Uma vez que novos  Fatores de
viruléncia v&m sendo descritos em  linhagens patogénicas de
E. coli, torna-se necessdrio o seuw gstudo.

A dmportincia de estudos hioldgicos ¢ genéticos de  novos
fatores de wvivuwléncia de E. coli, além da contvibuigBo para o
conhecimento cientifico, veside no fato de gue o uso continuo de
VARCLNAs contra fatores de viruléncia conbhecidos & e m
caracterizados n8o dmplica na protecdo contra oubvos  aindsa
desconhecidos, possibilitanto a inclusio desses novos fatores de
viruléncia nas  wvacinas J& existentss ow na produgio  de  novas

vacinas, minovizando prejuizos de ordem humana ou econdmicsa,



No  Brasil, nfo sesxiste, adnda, uma  vacina totalmente
eficiente contra colibacilose neonatal de berervos, ocmrrendm
casos de diarvdia em animais imunizados (T,  YAND, comunicagfo
pessoald .

Vacinas preparvadas  com Fimbrias purificadas 80 muito
eticiéntes, povém, =z dnfraestrutura necessdria para a HUR
produgfo  industrial & altamente complexa ¢ dispendiosa, n#o
estando A alcance da  quase totalidade das industrias
brasileiras.

0 uso de bactevinas, contendo os antigenos K?9 e F41,
representam uma altevrnativa simples & barvata. Contudo, sgsse tipo
de vacina pode provocar reagoes adversas como febre, hipotensido e
chogue endotdxico. Além disso, o controle da  gquantidade de
antigenos especificos produzidos é dificil de ser realizado e
diferentes partidas da vacina podem apresentar diferentes
gquant idades de  antigenons esspecificos, tornando Q produto
hetevogéneo.

0 idenl para  as condigles hrasileivas sEeria 0
desenvolvimento de vacinas cuja tecnologia de producio evitasse a
criagfo & manutengBo de estrutuwras para fins ultra-especificos e,
por outvo lado, evitando técnicas que fossem demasiadamente
asimples, aue poderiam incorrver em falhas de  dmunizagio, com
consequente perda de animais.

Uma  possivel =solug@o servia o desenvolwvimento de  uma
vacina contendo os antigenos K99 & F44 semi-purificados. GaARCIA

{49292 desenvolveu wma vacina oleosa eficiente em  promover A
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producio de anticorpos anti-K?9 e anti~F44 em vacas vacinadas,
com a transferéncia destes, via colostvo, para bezervos vecém-
nascidos em alta frequéncia. Essa vacina, além de nlo  provocar
efeitos colaterais indesedaveis, apresentou grande eficiéncia  em
proteger bezervos desafiados com uma linhagem entevopatogénica de
E. coli produtora destes antigenos.

Uma ouwtra  altevnativa para  as mmndiqﬁeﬁ hrasileiras,
sevia a uwbilizagBo de uma vacina viva, que nada mais ¢  que &
introdugio no  intestine do  animal, de uma linbhagem n&o-
ﬁnterotmxigéniaa de E. coli expressando um determinado antigeno
de interesse imunoldgico. 0D emprego de uma vacina viva eliminaria
etapas de purificacfo de antigenos, barateando o processo de
producfo. Aliadas ds vantagens econdmicas encontram-se a auséncia
da  possibilidade de chogus endotdxico & sua grande eficiéncia
Pois, colonizando o intestino, a bactéria intrvoduzida nfo
somente compelte com A micrdbiéta patogdnica no  animal  como,
estimula s produglo de anticovpos contra um detsrminado antigeno
EXPYEsss por wuma linhagem sntevotoxigdénica de E. coli.

A desvantagem da vacina viva reside no  fato da  sua
aplicagfo ser feita por via oral, e, quando o ndmero de animais a
ser vacinado é grande, existe o problema de sua administvagio.

Uma maneiva de se blogquesar a aderéncia bacteviana, P

requisito & dnfeceBo & manifestagRo do guadrvo colindico, & =
introdugio, no intestino delgado, de um sxcesso de  Fimbrias  ouw
analogos os Fimbrias que se ligariam aes sitios receptores nos

enterdecitos, tornando~os dndisponiveis para a adesBo de células
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de ETEC. Euste método foi usado expervimentalmente, em suwinos, por
DAVINSON & HIRSH (1975) que mostraram que a adminiﬁtracﬁo de Qma
linhagem nio-enterotoxigénica de E. coli expressando o antigeno
K88, reduziu a severidade da diarvéia causada por ETEL
expressando ssea Fimbria.

Uma outra abovdagem servia a imunizaclo de animais recém-—
nascidos via anticorpos anti-fimbrias gue preveniviam a diavvéia
interferindo com a anexacio de células de ETEC & MULCOS R
intestinal (ACRES et alli, 1979; ACRES et alli, 198&; MORRIS et
alli, i980). Existem evidéncias, in vitro, que anticovpos anti-
Fimbria possam reverter a adesBo (METT et alli, 1983) sugerindo
que possam ser Uteis nlo somente na prevengfio como no  tratamento
da diarvéia.

Em ambos 08 Casos, uma vacina viva poderia  sev  usada
tanto na prevenegdo como no tratamento da diarvvéia, como uma forma
de promover a produgio de anticorpos contra um ou mais antigenos
especificos & de bloguear a aderéncia de s linhagem
enterotoxigénica de E. coli via competi¢io pdr sitios receptorss
nas células epiteliais intestinais.

A eficacia do método tem sido demonstrada por varios
autores (DUCHET-SUCHAUX, 1988; ISAACSON, 19864; RUNNELS et alli,
1987; SACK, et alli, 1988).

Unma vez que a linhagem de E. coli Jiii nfo apresenta =
producio de enterotoxinas causadoras de diarvéia, nem a produgio
de citotoxinas que poderiam sstar envolvidas em outros tipos de

patologias hactevianas, &, COMEO EXPTessa wma Fimbyria
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sorologicamente homdloga & Fimbria K99, esta linhagem poderia wiv
a servir para o desenvolvimento de uma vacina  wviva sontra
diarréia causada por linhagens de E. coli enterotoxigénicas,
produtoras dessa fimbvria, em bovinos € suinos.

Far outvo lado, as consequéncias de dmunizacies em  larga
escala contra as caracteristicas de wvivuléncia de populaches
naturais de FTEC s8o desconhecidas. A vacinacio contvra antigenos
como K99 e F4i ou oubtvos, poderia selecionar novos mecanismos  de
colonizacho do intestine delgado. Mais provavelmsnte, populagies
de ETEC portadoras de mais de um  antigeno de adevéncia
tornar-se~iam mais comuns (ACRES, 19289, Isto foil observado  por
SODERLIND et alli (4982 que verificaram que 50 % das linhagens
de ETEC isoladas de leitfes com disarvéia em  rebanhos  wvacinados
eram pvodutoras da filmbvia K88, enquact. que, as oubtvas 3¢ %,
expressavam a fimbrias K99, 987F & outros fatoves de aderéncia
nSo identificados. For outvo lado, em leitBes de vebanhos n#o
vacinados, 9@ % das linhagens de ETEC eram produtoras da Fimbyia
K88 & 40 % expressavam Filmbrias como K89 ou 987F . Estes fatos
sugerem gue & vacinagdo contva o oo antigens K88 HELECLOnou
positivamente linhagens de ETED produtovas de outvos fatores de
aderéncia que nio o K88, ou seja, a vacinagdo alterow  as
frequéncias génicas da populacfo natwral de ETED, apaventements
incorrendo num  aumento da frequéncia de Fatoves de  viruléncia
anteriormente nao tEo importantes do ponto e vista
epidemioldgico. ACRES (1985 suwgere dque sstudos a  longo-prazo

devam ser realizados para se verificar  se & vacinagio  aode
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realmente causar alteragdes neste nivel. Esse autor concorda que
a  imunizacBo possa alterar a estrutura populacional de ETEC,
faltando adinda, & detevminagfo do gvauw em que  tais alteragles
POSSAM  OCOrTEr & sugers que deva  haver uma  “vigilincia' e
caracterizacio contdinuas  das  populagdes de ETEC & que novos
antigenos possam  ber gue viv & ser Lncovpocados smo vaoinas se
altevagdes dmportantes na estrutura populacional de ETEC  forenm
detectadas.

Pavtindo desse pressuposto, sugerimos, neste estudo, GULE

ndo somente gendtica de  populagdes
natwrais de ETED possa ooorver, sslecionando novos  fatores  de
viruléncia, como populagdes de E. coli nfo-entevotoxigénicas,
possivelments envolvidas com  diarvéia  bovina atraveés o
mecanismos oubtvos, possam w2 tornar dmportantes oo ponto de vists
epidemioldgico. For exemplo, existem evidéncias de que linhagens
E. coli verocitotoxigénicas (VTEC) possam-egstar  envolvidas em
casos  de  Jdiavvédia bovina (MOHAMMAD et alli, 1i98%5; YaAND, 1986,
YAND et alli, 198é4b; YAND et alli, 4985). Daso =@e esclarvegs O
papel  de linhagens verocitotoxigénicas (VTECY na patogénese  da
diarréia v ing, estudos  dos  Ffatores de wvivuléncia dessas
bactérias seriam importantes para o desenvolvimsnto de novas
vacinas. & existéncia de um linhagem de E. coli nfRo-toxigénica,
mas produtora de um fator de colondzagfo de VIEC, como » E. coli
BF44, pode ser  de wtilidade para tal propdsito se dados
epidemioldgicons comprovarem a impovtdncia de populagies de VTEC

na patogdnese da diavvdia.
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8. RESUMO

Fate trabalho Ffoi  conduzido com o objetivo de SE
determinar as localizagdes dos detevminantes genéticos de dois
Patores de colonizagho produzidos por duas diferentes linhagens
de E; coli, isoladas de bezevrvos com diavvéia neonatal, os
antigenos "K99" & FAF44, & a dos genes codificando as  productes
de verocitobtosxina VT, hemolisina & toxina letal a camundongos
(TLLCY, produzidas por uma linhagem de E. coli wvevocitoxigénica
{(VUTEC .

Uma  dessas  linhagens, denominada de E. coli JELE,
apresenta  » producio  de wm antigeno de  superficie gue  reage
especificamente com o antissoro anti-K®? porém, nido apresenta
nenhuma atividade de hemaglutinagio, manose-resisténte. Este novo
antigeno foi denominado de "K$P".

Fotudos de microscopia eletvonica vevelavam a presenga de
Fimbrias na supevficie celular da linhagem.

FEeta linhagem nfo & produtora de sntevotoxinas termo-
estavel (8Ta) ou termo-14abil (LT-I), ou de verooitotoxina (VT).

& linhagem de E. coli Jiii é portadora de wm  dnico
plasmidio, conjugativo, com peso molecular estimado em 38 Mdal,
que contém genes para resisténcia miltipla & ampicilina, &
gstreptomicina & a tetvaciclina. Guando E6EE plaﬁmidiw,
denominado de pHMYIiil, foi  transfervido para duas diferentes
linhagens de E. coli Ki2, a Cé00 & a DHSa, e, para duas linhagens

selvagens de origem bovina, a E. coli BF44 ¢ a E. coli BV, nenhum



dos transconjugantes obtidos expressou o antigeno "K?9" e nem
tiveram nenhuma de suas caracteristicas bioldgicas conh@cidaﬁ
alteradas, com exceglo da aquisicfo de vesisténcia simultdnea
Aquelas trés drogas.

Fates fatos sugevem que o detevminante gaendético do
antigeno KR, 10&&1133“%& no  Cromossomo bacteriano, an
contrario do  gque ocorve com o opevon do  antigeno K99 que
localiza~se em um plasmidio. O plasmidio pMYLi4iL sevia entBo, um
plasmidio R tipico, sem nenhuma outra fungfo aparente na c¢élula
hacteriana além da de conferir vesiténcia miltipla a drogas.

A confirmacfo desta hipotese seria obtida através da
eliminacfo do plasmidio pMY14i. Contudo, tentativas de eliminagfo
do plasmidio atravds de cura ou pela introducBo de plasmidios
pertencentss & Grupos de Incompatibilidade conhecidos fovam
infrutiferas.

Uma vez que o antigeno "K99" tem propriedades bioldgicas
e genéticas distintas (se for realmente o caso) dagquelas do
antigeno K99, ¢ possivel que esse antigeno seja am novo fator de
colonizacio de E. coli.

As  duas  outvas linkhagens bacterianas estudadas neste
trabalho s8c provavelmente devivadas da linhagem de E. coli
verocitotoxigénica 595 (VTEC) que expressa o fator de colonizaglo
EAF44 .

Uma destas linhagens expressa o antigeno EAF44 mas ndo
produz verocitotoxina VT3, enquanto gus, a outra que 1RO

expressa o antigeno EAF44, produz verocitotoxina juntamente conm
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hemolisina & uma toxina letal a camundongos adultos. Estas
linhagens foram denominadas de E. coli BF44 e E. coli Bu,
respectivamente. Awmbas as produzem colicina ¥V e da mesma  Fforma
que a linhagem de E. coli 55, nfo produzem enterotoxinas tevmo-
gstavel (STa) ou termo~1abil (LT-I) ¢ apresentam sensibilidade =a
drogas antimicrobianas comumente utilizadas.

Fstudos de microscopia eletvdnica de ambas as  linhagens
revelaram a presenga de  Fimbvias na superficie celular da
linhagem EAF44+ e auwséncia total de estrutuwras  Fimbrianas na
linhagem VTEC.

Analises em gel de agarose vevelaram trés handas
plasmidianas em posigOes relativas iddénticas, em ambas A
linhagem, sendo que, a linhagem de E. - coli BY  apresenta  um
plasmidio de alto peso molecular, estimado em  1903,4 Mdal,
inexistente na linhagem de E. coli BF44. Em contrapartida, =a
linhagem de E. coli BF44 apresenta wm plasmidio de baixo pesc
molecular, estimado em 2,4 Mdal, inexisténte na linhagem de
E. coli BY. Estes plasmidios Fforam denominados de  pMYSSL 0 &
pMYSSS, respectivamente.

DNs plasmidios presentes em ambas as linhagens bacterianas
receberam as seguintes denomina¢bes, na qrdem do maior peso
molecular para o menov: pMYS3SE2, pHMYSS3 e pMYSS4, com  pesos
moleculares estimados em 74,8, 4,7 ¢ 3,7 Mdal, respectivamente.

Esues vesuwltados  preliminares  sugevem gque tanto A
linhagem de E. coli BV, quanto a linhagem de E. coli BF44, «do

e

derivadas da linhagem original de E. coli 55 {que  nRo  Foi

ioa



recuperada) & gue os determinantes genéticos para a producio de
UT e para 2 expressio do antigeno EAF44  Tocalizame-se  nos
plasmidios pMYSSL & pMYSSS, respectivamente.

Fatas hipdteses baseam~se nos fatos de dque na auséncia do
plasmidio pMYSSL, a VT, a hemolisina & a TLE nfio s8o produzidas,
o seja,  sua expressio ¢, pelo menos, dependente da presenga
desse klaﬁmidiu. a YT, a hewolisina & a TLE produzidas  pela

linhagem de E. coli BV parecem wser  manisfestagdes da WHES & AR

entidade bioguimics.

Da mesma  Forma, na ausénoia do plasmidio pMYSSS, nfo
peorre a expressio do antigeno EAF44, sugerindo que a  expressio
desta Fimbvria € pelo menos dependente da  presenca deste
plasmidio.

Tentativas de conjugacio, mobilizaglo, transformagio,
mutagenizacio e cwa dos plasmidios pMYSESL & pHMYSESD, pava  wuma
confirmacfo da hipdtese de que 8o mediadores das cavactervisticas
bioldgicas spresentadas pelas linhagens de E. coli BF44 ¢ E. coli

BY, respectivamente, Foram infrutiferas.



7. SUMMARY

Our objectives in this work were to determine the
lacation of the genetic detevminants of two colonization Factors
expressed by two strains of E. coli isolated from calves with
neonatal diavrhea, and that of the genes coding for  veroboxin
(UTY,  hewmolgsin and a btoxin lethal for mice (TLEY groduced by &
verocytotoxigenic E. coli stvain (VTED).

One of the E. coli strains, denominated Ji1ii, express =
surface anbtigen that reacts specifically with anti-K99 rabhbit
antiserum  bat doss not show  sannoss-resistant  hemagylubanating
(MRHA? activities. This antigen was denominated "K99" .

This E. coli strain was negativmifor egither 8Ta or [LLT-I
enterotoxin production. Verotoxin production was also negative
when examined by the Vero cell monolavyer assay.

Electvon micvoscopic studies revealed fimbrial structures
on the cell suwrface of this strain.

The E. coli  Ji81 stvain bears a  single conjugative
plasmid, whose molecuwlar wheight was estimated to be 32 Mdal.
This planmig, denominated pMYLLiL, carry genes coding for
resistance to ampicillin, streptomycin, and tetracycline.

When we transfervred the pMYL14 plasmid to  strains of
E. coli KiP Cé22 and E. coli Ki2 DIHSa, and two different wild-~
type E. coli stvains of bovine orvigin, E. coli BF44 and E. coli
BV, all the transconjugant strains sguived resistance to  the

three antibiotics simultaneously, but none of them expressed the
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"Keer  antigen. Also, the pvesence of pMYILlL plasmid in these
transconjugants  did  not interferse with the expression of ahs
known biological characteristic of either wild-type stradins,

This Fact suggests that the genetic determinants for the
"KeeY  antigen way  be located on the E. coli Jiii bacterial
chromosome . The pMYLiLll plasmid would be just a common R plasmid
without any other aparent function in the bacterial cell.

Further confirmation of the chromosomal location
hypothesis for "K?9" genes might be obtained with pMYiii plasmid
elimination sither by curing or by transfering plasmids belonging
to different Incompatibility Groups, but all attempts of
#liminating this plasmid wevre unsuccessfull. However, we belisve
that the vesults Ffound in our assads are strong evidence for the
chromosomal location of the "K?92" antigen genetic determinants.

Since the K29 antigen show Jdifferent biological and
genetical propevties (LIF it really does) Ffrom those showed by the
K2 antigen, we bglieve that this antigen may be a new E. coli
colonization Ffactor,

The two other bactervial stvainsg stwdied in this work are
derived fFfrom the verocytotoxigenic (VTEC) strain of E. coli 55
that express the EAF44 colonization factor.

ODne of these strains express the EAF44 antigen but does
not produce wverotoxin (VT), while the other one produces
verotoxin together with hemolysin and a toxin lethal Ffor mice
(TLC) . Thesse strains, depominated E. coli BF44 and E. coli BY,

respectively, hoth  produce colicin V, and like the E. coli 55
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strain are also negative {for both 8Ta or LT-1  entervotoxin
production, and ave susceptible to several antimicrobial drugs
commonly wsed.

Electvon microscopic studies revealed the presence of
fimbriae on the suwwface of the EAF44+ sbtvain  and  absence of
Fimbrial structures on  the surface of the verocytotoxigenic
styrain.

Agarose gel electrophoresis analyses revealed that both
straing have a similar plasmid brmfile, bhearing three ddentical
plasmids and, the presences mubually exclusives of two distinct
plasmids: one with high molecular wheight, estimated to be 103.4
Mdal, epresente only in the E. coli BV strain, and one with low
molecular wheigth, estimated to be 2.4 Mdal, presente only in the
E. coli BF44 strain. These plasmids were denominated pMYSSL  and
pPMYS5S, respectively.

The other plasmids present in  both strains were
denominated pMYSE52, pMYS5E3, and pMY3D4 whose molecular  wheights
were estimated to he 74.8, 4.7, and 3.7 Mdal, vespectively.

These results Ted us bto believe that both stvains arve
devived from the oviginal E. coli 5% strain and that the genetic
determinants Ffor VT, hemolysin and TLC production and EAF44
antigen expression are located on the pMYSSL and pMYSSS plasmids,
regspectively.

These hypotheses are based on the fact that din  the
absence of the pMYSEL plaswmid, the VT, hemolysin and TLC

production do not ocury. On the other hand, in the absence of the
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pHMYSEES plasmid the EAF44 antigen is not expressed, what suggests
that the expression of the EAF44 antigen is, at least, dependent
on the presence of that plasmid.
All attempts of conjugation,mobilization, transformation,
= e

mutagenization, or curing of the pMYSSEL and pMYSESED plasmids in

order to contirm our hypotheses were unsuccesfull.
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