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1. INTRODUGRO

A enterobactéria Escherichia coli € um bacilo
Gram—-negativo que habita o intestino de homens e animais. A
colonizac¥o ocorre logo apos o nascimento e, uma vesz
estabelecida, a bactéria passa a fazer parte da flora normal
do intestino (Graaf, 19%90).

Eristem, entretanto, muitas linhagens que s30
patogénicas, sendo capazes de causar doengas cComo
meningites, septicemias, infecgbes do trato urinario e do
proprio trato intestinal (Levine, 1987).

As Escherichia coli responsaveis por infecglies do
trato intestinal s3o classificadas ém diferentes grupos, de
acordo com suas propriedades de viruléncia, interacdo com a
mucosa intestinal, sintomas clinicos, epidemiologia e
sorotipos O:H (Levine, 1987).

A patogenicidade destes grupos n3o pode ser
atribuida a um unico determinante. Muitos fatores do
patdgeno, tanto de origem cromossédmica como plasmidial, bem
como uma série de fatores inerentes aoc hospedeiro devem
contribuir no processo de patogenicidade.

As £. coli enterotoxigénicas (ETEC) s3o uma das
principais causas de diarreéia em humanos e animais. Esta
diarréia & causada, principalmente, pela (1) colonizag3o da
mucosa intestinal e (2) producio de toxinas que alteram o

equilibrioc hidrossalino nas células epiteliais. Estas
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toxinas est3o divididas em dois grupos: toxinas termoldbeis
(LT) e toxinas termoestaveis (8T).

0 outro fator determinante da infecc3o por E. coll
enterotoxigénica ¢ a ades3o & mucosa intestinal. Esta adesXo
é geralmente mediada por fimbrias, estruturas de
constituigHo proteica, também designadas antigenos de
aderé&ncia, adesinas ou fatores de colonizacXo.

Estas fimbrias tornam as bactérias capazes de
aderir a receptores especificos das células do epitélio
intestinal, permitindo assim a sua colonizacdo e impendido &
eliminacgdo destas bactérias através dos movimentos
peristalticos.

Apesar de todas as peéquisas que vEm sendo
realizadas hd mais de 20 anos, envolvendo toxinas e
fimbrias, bem como a descoberta e conseglentes estudos de
novas fimbrias, resta esclarecer 0s fatores de
patogenicidade envolvidos em muitos surtos diarreicos.

0 presente trabalho visou estudar uma amostra de
£. coli, designada J-1, isolada de bezerro com diarréia,
produtora de toxina 8Ta que, em testes preliminares,
apresentou hemaglutinago manose-resistente com hemAcias de
rato e carneiro. Estes dados sugerem a presenca de uma
possivel nova fimbria, n3o relacionada com outras fimbrias
de £. coli de origem bovina ja descritas.

Esta amostra foi avaliada quanto & produgfo de

outras toxinas, padr3o de hemaglutinagdo e de ades3o.
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Estudos de resisténcia & antimicrobianos, conjugacg3o e
eliminaclo plasmidial foram realizados, visando determinar
05 genes responsaveis pela expressdo desta possivel nova

fimbria e da toxina STa.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os primeiros relatos da presenga de fimbrias em
enterobactérias foram feitos por Anderson (1949, apud
Brinton 1959) e Houwink & Van Iterson (19350, apud Brinton,
1959).

Estas fimbrias, designadas tipo 1, s3o encontradas
na maioria das amostras de E. coli, tanto de origem animal
guanto bumana. Ligam—se a estruturas contendo agucar D-
manose na superficie de uma grande variedade de células
eucaridticas, tendo, consequentemente, sua ades3io inibida na
presenca deste monossacarideo (01d, 1972). Estas fimbrias
s3do estruturas rigidas, com 7 nm dé diamétro, compostas por
uma subunidade proteica, denominada pilina, de 17 Kda e trés
subunidades de 28 kKda, 16,9 kKda e 14,5 kKda, associadas a ela
(Hanson et al., 1988).

Bactérias com fimbrias do tipo 1 apresentam
variagido de fase, podendo passar da forma piliada para a ndo
piliada e vice-versa (Brinton, 1939). Este processo consiste
na inversdo de um fragmento de 314pb contendo o promotor do
gene fimA, que codifica a subunidade de pilina, flangueado
par repeticles invertidas de 9pb (Abraham et al., 1985)

Os genes envolvidos na produclo da fimbria tipo 1
encontram—-se no cromossomao, na posigio 98 minutos do mapa
genético de £. coli (Backmann, 1983).

0 envolvimento da fimbria tipo 1 em patogenicidade
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& bastante controvertida. Embora bactérias que o0s possuem
sejam capazes de aderir a um grande numero de células
epiteliais, seu papel no processo infeccioso nio &
conclusivo. Estas fimbrias est3do presentes na maioria das
amaostras de E. coli, tanto da flora intestinal normal como
em amostras enteropatogénicas, sendo diferenciada, portanto,
de outras fimbrias posteriormente descritas, que est3o
associadas apenas a E. coli enterotoxigénicas e restritas a

um numero pequenco de sorogrupos,.
2.1. Fatores de colonizac3o de amostras de £. coli humana

A primeira fimbria ;ssociada a E. coli
enteropatogénica de origem bumana foi inicialmente descrita
por Evans et al. (1973) e designada CFA (colonization factor
antigen). Esta fimbria apresentou hemaglutinacgio em presenca
de D-manose frente a hemacias humanas, de galinha e bovinas
(Evans et al., 1979). Em 1978, Evans & Evans descreveram uma
outra fimbria, encontrada nos sorogrupos 06 e 08. Evans et
al. (1979), demonstraram que esta fimbria, & semelhanga da
fimbria CFA I, hemaglutinava hemdcias humanas e de bovinos
ndo hemaglutinando, no entanto, hemacias de galinha. A
primeira fimbria encontrada foi ent3o designada CFA I e a
nova fimbria, CFA Il.

Evans et al. (1975), trabalhando com uma amostra

CFA I* do sorogrupo 078, determinaram que esta fimbria era



codificada por genes localizados em um plasmidio de
aproximadamente 60 Mda, n3%o conjugativo. Varios autores
demonstraram que o plasmidio que codifica a fimbria CFA I
também codifica enterotoxinas, principalmente toxina 8Ta
(Smith et al., 1979).

Smy th t1982), usando antissoro anti CFA 11,
demonstrou que CFA II n¥o era uma Gnica fimbria, mas um
complexo antigénico composto de trés fimbrias distintas,
designadas C851, C82 e C&83. Smyth (1982) demonstraou a
hemaglutinacdo de eritrdécitos bovinos na presenga dos
antigenos CS1 e (82, o gue n3o foi verificado frente ao
antigeno C83.

Smith et al. (1983), deﬁonstraram que os trés
antigenos de aderéncia de CFA 11 eram codificados por genes
plasmidiais. Mullany et al. (1983), estudando dois
plasmidios n¥o—conjugativos similares, capazes de produzir
c81, €82 e (83, demonstiraram que a exdpressiio destes
antigenos variava de acordo com o biotipo do hospedeiro.
Assim, dependendo da célula hogpedeira, detectava-se a
express3o de CS81 e C83, €S2 e CS3 ou apenas L83,

Thomas et al. (1982) descreveram um novo antigeno
designado EB775% (ou CFA IV}, apresentando hemaglutinac3o
manose-resistente de hemacias humanas e de bovinos.
Posteriormente, reportou-se que esta fimbria também
apresentava um sistema de fimbrias semelhante aoc de CFA II,

com tré&s antigenos de aderé&ncia designados C84, C85 e (CS6.



Oz genes que codificam estas fimbrias foram localizados em
plasmidios, em associac3o com & produgdio de enterotoxinas
{(Thomas et al., 19835).

Honda et al. (1984) descreveram um fator de
colonizagHo distinto de CFAI e CFA I1. Este fator, designado
260-1 {(ou CFA III1) n3o apresentou hemaglutinagHo manose
resistente de hemidcias humanas ouw bovinas. Esta fimbria foi
capaz de aderir In vivoe & células do epitélio intestinal de
coelhos e camundongos recém—nascidos, além de se apresentar
geneticamente relacionada a produco de toxina LT-I.

Tacket et al. (1987) descreveram um antigeno nd3o
hemaglutinante, associado a uma amostra de E. coli de origem
humana, pertencente ao sorogrupo 0159=H4, que foi denominado
FCFO139 (putative colonization factor). Estes autores
demostraram, através de eletroforese em SD8-FAGE, gque se
tratava de uma fimbria diferente das ja descritas, sendo sua
presenca detectada em diversas amostras deste mesmo sorotipo
e em diversas partes do mundo. Também relataram que esta
fimbria era codificada por genes localirados em plasmidio

que também codificava toxinas STa e LT.
2.2. Fatores de colonizacdo de amostras de E. coli animal
A primeira descrigdo de uma fimbria como sendo um

fator de viruléncia em animais foi feita por Orskov et al.

(1961). Estes autores denominaram a fimbria encontrada de



K88, por acreditar que se tratava de um antigeno capsular K.
Em estudos posteriores (Smith & Halls, 1967; Jones & Rutter,
1972), verificou-se que este antigeno estava diretamente
relacionado & diarréia suina, devido & alta frequéncia desta
fimbria em amostras de E. <coli isoladas de suinos.

Stirm et al. (19467) demonstraram a capacidade da
fimbria K88 de aglutinar eritrdécitos de cobaia em reaces
realizadas a 4°C, na presenca de D-manose. Estes resultados
foram confirmados por Jones & Rutter (1974), que também
demonstraram que amostras Kk88* n3o hemaglutinavam quando
eram cultivadas a 18<C.

Orskov et al. (1964) descreveram duas variantes
antigénicas de K88, denominadas ﬁBBab e K88ac. Perry &
Forter (1978), trabalhando com grande variedade de hemdcias,
determinaram diferentes padries de hemaglutinag3o nestas
duas variantes. A variante "ab" reagiu melhor com hemacias
de galinha, enquanto "ac" com hemdcias de cobaia. Uma outra
variante, denominada Kk88ad, foi posteriormente descrita
(Guinée & Jansen, 1979), tendo sido diferenciada das demais
apenas por testes soroloégicos.

A fimbria K88 tem sido associada & produgdo de
toxinas ST e LT. Embora Guinée & Jansen (1979) tenham
encontrado muito mais amostras K88* produtoras de LT do que
ST/LT, outros autores (Sdderlind & Mollby, 1979) relataram
que a predomindncia de uma ou outra toxina varia de acordo

com o sorogrupo estudado.



0 antigeno K88 foi a primeira adesina encontrada
mediada por genes plasmidiais. Orskov & Orskov (1966)
localizaram os genes responsaveis pela sintese desta fimbria
em plasmidios transmissiveis, que normalmente possuiam genes
responsavels pela metabolizac¥o do acucar rafinose.
Entretanto, experimentos de conjugacio e estudos de
microscopia eletrénica realizados por Bak et al. (1972),
questionaram a natureza transmissivel dos plasmidios que
codificam K88 e sugeriram que, provavelmente, os plasmidios
de K88 poderiam ser dissociados em um fator de transfer&ncia
@ 0 plasmidio de K88 propriamente dito.

Shipley et al. (1978) posteriormente reportaram
que os genes de KB8 e de rafinose'estavam presentes em um
plasmidio n¥o-conjugativo de 50 Mda. Em algumas das
linhagens estudadas foram observados grandes plasmidios,
aparentemente recombinantes entre os plasmidios k88-rafinose
e do fator de transfergncia.

0 antigeno k99 foi o segundo fator de virul&ncia a
ser descrito (Smith & Linggood, 1972), sendo inicialmente
designado de "Kco" (common K antigen). Este foi encontrado
em amostras de £. coli de origem bovina, suina e ovina.
Orskov et al., (1975) designaram—no posteriormente de K99.

A atividade hemaglutinante do antigeno K99 foi
descrita inicialmente par Orskov et al. (1973), que
demonstraram a capacidade deste antigeno de hemaglutinar

hemacias de cobaia na presenca de D-manose , em reacglies a
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4=, guando a bactéria foi cultivada a 37=C. Como K88, o
antigeno K99 n¥3o apresentou hemaglutinag3o guando cultivado
a 18=C. Posteriormente demonstrou-se a hemaglutinacdo de kK99
com hemacias de cavalo e carneiro (Tixer & Gouet, 1979 apud
Graast & de Graaf, 1982).

Morris et al. (1978), trabalhando com um preparado
de K99 livre de células, confirmaram estas observagles,
verificando a capacidade de hemaglutinag¢3o desta fimbria com
hemdcias de carneiro, cobaia e também humanas. Isaacson
(1978), trabalhando com antigeno K99 purificado, contestou
estas observaglies, sugerindo que o©o material utilizado por
Morris e colaboradores continha uma outra adesina. Este
autor verificou a presenga de dués proteinas, com pesos
aproximados de 22,2 Kda e 29,5 Kda, durante a purificaglo do
antigeno K99, e que este antigeno purificado nao
hemaglutinava hemdcias de cobaia.

Morris et al. (1982) posteriormente confirmaram
esta hipdédtese, designando esta nova adesina de F41. Esta
adesina mostrouw ser composta de uma subunidade com peso de
29,5 Kda, com capacidade de hemaglutinar hemacias de cobaia
e, mais fracamente, hemacias de carneiro e cavalo (de Graaf
& Roorda, 1982).

A subunidade proteica da fimbria K99 purificada
apresentou peso molecular de 18,5 Kda (de Graaf et al.,
1981) ., hemaglutinando hemdacias de cavalo e mais fracamente

hemacias de carneiro, n3Ao apresentando hemaglutinac3o com
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hemacias de cobaia.

A presenca do antigeno K97 tem sido associada, em
bovinos, a produc3o de toxina 8Ta, com uma correlacgdo de até
10074 em alguns casos (Buinée & Jansen, 1979). Também em
swinogs & presenca de fimbria K99 t€m sido assocliada &
produc3o de toxina STa, n3o tendo sido encontrada correlacgio
com a producfo de toxina LT (Castro et al, 1984).

0 antigeno kK99 foi o segundo a ser descrito como
sendo mediado por plasmidios. Smith & Lingood (1972)
reportaram que este fator de virulncia era codificado por
um plasmidio conjugativo, com um peso de 32 Mda (S0 et al.,
1976).

de Graaf & Roorda (1985), utilizando antissoro
anti-F41, n¥o detectaram a presenca deste antigeno em
amostras que receberam o antigeno K99 por conjugacdo. Estes
autores concluiram que os determinantes genéticos de F41
deveriam se encontrar em outro plasmidio, diferente de K99,
ou seriam codificados por genes cromossomicos.
Posteriormente, Moseley et al. (1986) ., atraves de
hibridizac3o, demonstraram que esta fimbria, diferentemente
de K99 e K88, era codificada por genes cromosssmicos.

Uma outra fimbria, diferente de kK99 e k88, isolada
de amostras de E. coli de suinos com diarreéia, foli descrita
por Nagy et al. (19746). Esta fimbria foi designada 987F, em
referéncia & amostra de onde foi isolada (£. coli 987). Em

estudos posteriores, mostrou-se a grande freqlé&ncia desta



fimbria em suinos recém—-nascidos com diarréia, chegando a
ser isolada em 76% dos casos (Moon et al., 1980).

Em testes de hemaglutinac®o, Isaacson & Richter
(1981) verificaram gque esta fimbria n¥o tem capacidade
hemaglutinante frente a um grande numero de hemacias, tanto
a 49 como em temperatura  ambiente. Sua regulag®o nXo @
dependente de temperatura e apresenta variaclio de fase como
a fimbria tipo 1 (Nagy et al., 1977). Esta fimbria tem sido
encontrada associada & produc3o de toxina 8Ta (Moon et al.,
1980). Graaf & Klaasen (1986), através de experimentos de
hibridizac3o demonstraram que o0s genes para esta fimbria
estariam localizados no cromossomo. Entretanto, Shifferli et
al.(1990) demonstraram a presenca \de genes gque codificam
ecsta fimbria em um plasmidio de 3% Mda.

Algumas amostras de £. coli isoladas de bovinos
com diarréia na Europa (Contrepois et al., 1982 apud Moon,
1990) e em particular na Inglaterra ( Morris et al., 19858)
produziram uma fimbria designada FY ou Att 25, comumente
associada & fimbria K99. Outros auwtores relataram a
presenca desta fimbria no Jap¥o (8himizu et al., 1987) e no
Brasil (Leite et al., 1989). Esta fimbria n3o tem sido
relacionada a produgdo de toxinas, com excegdo de uma
amostra isolada por Morris et al.. (1985), que produziu
toxina S5Ta associada & produc3o de F41. Lintermans et al.
(1988), reportaram gque os determinantes geneticos desta

fimbria poderiam estar localizados Nno Ccromossomo, resul tado



também encontrado posteriormente por Manfio (1990).

Yano et al.. (1986a) demonstraram a presenga de
uma fimbria em amostras de E. coli isoladas de suinos com
diarréia, designada F42, associada & toxina 8Ta. Esta
fimbria apresentou capacidade de hemaglutinag3o manose-
resistente frente a hemacias humanas, de cavalo, carneiro,
cobaio e mais fortemente com hemécias de galinha. SBilveira
et al. (1987) mostraram que 0% genes responsavels pela
expressdio da fimbria F42 localizam-se em um plasmidio,

asgocliados ans genes para producHo da toxina 8Ta.
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3. MATERIAL

3.1. Amostras bacterianas

A amostra de Escherichia coli utilizada neste
estudo, designada J~-1, foi isolada de fezes diarreicas de
bovinoe. Esta amostra, pertencente ao sorogrupo 0159, e
produtora de toxina termoestavel 8Ta e foi cedida pela
Universidade de Osaka, Jap#o.

Nos experimentos de caracterizaglo biolégica e
genética, foram utilizadas as amostras relacionadas na

Tabela 1.



Tabela 1. Amostras de Fscherichia colx
biolégicos e genéticos
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wtilizadas nos experimentos

Amostras Fendtipo Origem (colecg¥o
bacterianas e/ou referéncia)
MS101 Nal®” ,lac™ DL
ORN 115 Tipo 1+ Orndorff, 19835
B41 K994+ ,F41+,85T-1,0101 1 K~ DMI=
195/71/7 K88+ DMI=
H-30 VT+ DMI=
407 LT+ DMI=
HE101 pNE 862%, ptac, Km*™ Way et al., 1984
HELO01 pBR 322%, Apm, Tc~ Bolivar & Backman,l1979
HER1O01 pMRS®, T, Km™, TnAa< (ApT) Robinson et al., 1980
711 F- lac+, p307 (S4Md)®™ DHMl=
J—83 F-,pro,met, pRAL1L®, Tc™, DHI=

Su~, (Inc M)
J-53 F-,pro,mef, pR3F1L=, Km™, Dii=

(Inc J)
J—-a3 Fma.pra,met, pRazge, Tar, DMl=-

Cm™ ,Km~, (Inc 8)
J-53-1 Nalr ,F~ypro.met, pR40Oa, pMi=

ApT K Bur, (Inac G)
J-53-1 Nal™ F— pro.met, pRPF4e, Dl =

ApT . Ta™ Km™, (Inc F)
SM10  pir pRT733®, Ap~, TnphoAs(Km™) Taylor et al., 1989
C600 Nal©, - Young & Davis, 1983
DHSalfa Fmp ™y m™ Dl
22R80 kK-12 RCW Silveira, 1986
val17 referéncia de P.M. Macrina et al., 1978

* Depto. de Microbiologia e Imunologia, I.
® plasmidio contido na amostra
e transposon presente no plasmidio

B.y, Unicamp
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3.2. Meios de cultura

Todos o8 meios de cultura utilizados foram
preparados com reagentes de grau FP.A. e agua destilada ou
deionizada (Mili Q), e esterilizados por autoclavagem a 121

por 20 min, & n3do ser quando especificado de outra maneira.

JI.2.1. Meio LB (Luria Rertani Mediums; Miller,

1972.)

Triptona .cveecewevssensssansnnnass 10,0 g
Extrato de levedura c.cosersnesanswas 2,00
NaCl .....................;...... 10,0 g
H20 destilada q.s.p. TR 1000 ml

pH final 7,2
J3.2.2. Meio LA (luria Bertani agar)

Agar bacterioldgicoO wawwnaneenwna 1H,0 ¢

Meio LB pH 7,2 o R R Y SRS SS e R SRS 1‘:’0‘:’ ‘n:l.

A adicXo dos antimicrobianos, guando necessaria,
foi feita ao meio esterilizado e resfriado a 50=C, antes do

preparo das placas.
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3.2.3. Meio de Agar glicose (Jones & Rutter, 1972)

a. Caldo Simples

Extrato de Carmne c.ssvasssnnnsaranse 1,0 g
F‘eptona LI BNE DN BN DR BEE DN NN BN BN DN BN BN BNE JNE BN CBNE BEE DN BN BN BN BN N 1‘:) ! (:) g
NaC 1 L I I B I B I N BN N R BN NN B BN I B B N B BN RN BN I N B 5 ‘q (:) g

H20 destilada uSaPe wusvsovnesas LOOO ml

b. Meio Base

":H?"(]A L O L I U I O I TR T I Tt I T () n ""\“' (.’

Naz""‘:.‘[]q. I T I I I () " 5'31 (3

Agar bacterioldgicCO seseesssenss 12,00 g

Caldo simples sevsinsnusssasnanase 1000 ml

c. Solucdo estogque de glicose 40%Z

GliCDSE NN A E NN E R R RN SN RN NSNS NN 4‘3,‘:’9

Hz(l destiladd GuS.epPe sevwsownowas 100 ml

A soluglo de glicose foli esterelizada por filtrac3o

em membrana Millipore 0,22 pm e mantida a —-20=(.
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3.2.4. Meio Minca (Guinde et al.. 1977 modificado)

a. Solugco de sais

MgS0a. Hall wevsuwwvwsuswanuunanan LaOQ0 g
MNClas BHza0 wuswwnwvvsnunanuunun QglO g
FeClax. OHal) vuwnvonvnnunanunsas 13,00 Mg
CaClaz. @Mzl wivwennnwcwnnunnnnnas O 048 @

Ha( destiladd QuSafPe wawwonwwwsnae LOO ml

A soluci3o foi esterilizada por filtracfo em

membrana Millipore 0,22 pm.

b. Meio Base

Extrato de levedura ..c...ccesasass 1,00 g
CAasaminOACidos .covsnssnsnsseenrss 1,009
KHoF(la wwnsonwunuwannnovennnsunne Ludd @
NazHFOa. @Mzl weievnwensavsnwnuna 10410 Q
Agar bacterioldgico ...uissnwewns. 12,00 g

Ha(l destilada GusafPe wovnwanwwws 1000 ml

Foi adicionado 1,0 ml da solugdo de sais para cada

1000 ml de meio base esterilizado.
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3.2.5. Meio minimo (Davis e Minglioli, 195%0)

a. Solucdo estoque M.M. 20 X

KHz2F(a wusununnunusnnansuannnnane 60,0 g
KaHFOa weenunannunsnnnwonunannns LA0,0 g
(NHa)280a wowunnunuvenvununnanans &Qa0 ¢
Citrato de sAdio cicessssnsnuasss 10,049
MgS0a. 7Hal) wewnuwnnsnnnununnsnannne €20 ¢

Hez( destilada QeS.Pe svanvenwass L0000 ml

pH final 7,4

b. Meio minimo Base

Agar bacterioldgico ..c.cssscaenss 20,0 g

Hz() destiladd QuSePe sescusnneas 12000 ml

0 meio base foi esterilizado e, apds resfriamento a.

20=C, suplementado com 50 ml da solug3o estoque e 12,5 ml de

glicose 40 %.



3.2.6.

Foi

Meio CFA (Colonization Factor Agar

et al.,1980Q0)
a. Sclucdo A

MgSD4u '/Hz(:] I A R R R A B R N IR N R ) ()gls:.:' ‘3

Ha( destilada eBapr swnwnnvnnnnnn 290 ml
b. Solucdio B

MnClz. /qu ERE R IR T R R T B B B R N R R I ) 0,39 (]

H=0 destilada eSe.pPe swnovnavwennwa 90 ml
c. Meio Base

Extrato de levedura ...cceavaneens 1,8 g
CasaminOlcidos .csesacecnnsasssnas 10,0 g
Agar bacterioldgicO cuswssnesnasns 20,0 g

Ha0 destilada gesSepPe sanswnanwsen 1000 ml

100 ml de meio base esterilizado.

adicionado 1,0 ml das soluglies A e B para cada



3.2.7. Meio CAYE (Evans et al., 1973).

a. Solucldo de Sais

MQSOG T O R T I T O R N L BRI TR U I O R IR LB 59() (;’
FEClz LI T T I IR I AR AT B I R Y R U ()!(!.:.:' (.:l

MnClz LR T I S T T O T T U I O O T T T O B L I TR T ] On{" (J

A soluglo foi preparada dissolvendo-se o0s sais em
soluci3o de Ha$illa 0,001M e esterilizada por filtragio em

membrana Millipore 0,22 pm.

b. Meio Base

Extrato de levedura ....svesua2:0 6,00 g
CasaminoOACidos scsnececanassans 20,00 g
NACl ecreunccsnmcnsnnsssvunnucannudygdld g
KaMHF(la weuwuwnuwannnuununnunnnnuaidg?d @
Hz( destilada eSaePe swanawenns L0000 ml

pH final 8,2

Foi adicionado 1,0 ml da solugd3o de sais para cada

100 ml de meio base esterilirado.



3.2.8. Meio LAXP (Luria-Bertani Agar + RCIF)

0 meio LAXFP foi utilizado como meio de selegdo de
mutantes fosfatase alcalina-positivos nos experimentos de

mutagénese com o transposon TnFho A.
Soluc3o de BCIP (4mg/ml)

BCIP -lu.n-.--l--.-liunl----l----ul4mg

Hz(:] N:i. :l. :i. ""(;} (‘E.‘S%'t.({-? ¥ i 1 “ T R R R R R I R R T ) :'. ‘“1

0 EBCIF (5-bromo 4-cloro 3-indolil fosfato) foi
dissolvido em 1 ml de Hz0 e 1ﬂltraam em membrana Millipore
0,22 pm com uma seringa. Esta solugxo foi transferida para
um tuboc Eppendorf esterilizado e usada imediatamente.

Ao meio LA (2.2.2) esterilizado e resfriado, foi
adicionada uma solucio de BCIF para uma concentrag3o final de

40ug/ml.
3.2.9. Meio de Eagle

0 meioc de Eagle foi utilizado para o crescimento de
células Vero em cultura de tecido nos testes de detecgi3o de
verotoxina.

Ecte meio foi preparado segundo especificagles do

fabricante, o seu pH ajustado com uma solugio de bicarbonato



de sédio a 10%

N

Millipore 0,22 pm.

e esterilizado

-
23

por filtragdo em membrana

MNas culturas celulares, o meio de Eagle foi
suplementado com S0r0 fetal bovino (Cultilab) em
concentracges de 2% ou 10%

3.2.10. Meio S0C
BaCtO""tr"lptDna ® N ® R NS mE W R NN EESww 2(-)5(:) g
Extrato de levedlIra c.csvsnsrsaass 9,0 g
NaCl ® o B mw BN ® ® 8 N BN W R RESNNSSE S E N E & ¥R (:,55 g
KC1 (250mM) w.vecannonnunnssnnss 10,0 ml
Hz(1 destiladd QuSaPe connwcwanes 1000 ml
pH 7,0
Apds autoclavagem do meio, foram adicionados 20 ml

de uma soluc3o de glicose 1M,

esterilizada por filtrag¥o.



3.3. Solucties—estoque de antimicrobianos

Os agentes antimicrobianos de procedéncia Sigma
utilizados foram: ampicilina, cloranfenicol, Adcido
nalidixico, estreptomicina, canamicina, tetraciclina,
gentamicina e novobiocina.

As concentraclies e 0s diluentes empregados

encontram—se na tabela 2.

Tabela 2. Concentracgies e diluentes dos estogques de

antimicrobianos utilizados.

Drogas Concentrag®o

Ap (ampicilina) 25 mg/ml em H2( mili @
Cm (cloranfenicol) 25 mg/ml em etanol

km (canamicina) 28 mg/ml em Ha0 mili @
Sm (estreptomicing) 20 mg/ml em Hza0 mili @
Te {tetraciclinag) 12,3 mg/ml em metanol
Nal (acido nalidixico) 2% mg/ml em NaOH ©O,2N
Gm (gentamicina) 8 mg/ml em Ha20 mili @

N (novobiocina) 23mg/ml em H20 mili




3.4. Soluclties de uso geral

3.4.1. Tamp3io PBS pH 7,4

3.4.2.

NaCl seaveensnnnasanansanssensses 8,009
KEL teirsnnnsnnsnnannnnannnnanss 0,20 g
NazMFlla ecnvanwnnnanunnnannannannas Lattd ¢
FHaFla wnevsvanusnnuannonansannnss Q84 ¢
HaO mili & eSupPe wownwnwanwnne LO0O ml

pH 7,4

Solucdo de EDTA 0,3 M

PI)YQ " 2:""‘2[} LI R I R R O U I B R TR Bt T) 1"; n (‘)l (:j

Hzm Mii.].i GI Cl -ﬁ‘)n l:)u L AN AN T I " T U T T I RN R ) 10() [n:l.

pH 8,0

3.4.3. Solugdo de 8SDS 104

25;1)2:; CLE TR I O I U O I LI R I I I T TR T R I R TR T ) 10 (:.J

Ha(} Mili @ usepPe wuwvwssswvanwan 100 ml

F3
4



3.5. Soluc3o para teste da toxina STa

3.5.1. Solucd¥oc Azul de Evans 2%

Azl de EVANS sesnnnssesaasanesnsn 230 g

SolucHo salina 0,854 .oveenvennse 100 ml

A solucio foi filtrada em papel Whatmann n®3X

armazenada em frasco escuro a temperatura ambiente.
3.6. Solucbes para teste de toxina LT-1
3.6.1. Tamp3o Trieta pH 7,4 (Solug¥o estoque)

MgS0a. "Hal) wevusmonwuvunnunwnnanne bad
CaCla. 2Hz0 wewwvonuvnenavnnuununn QOued ¢
NAaCl cvosnuunsessnnnssnnnsnnnsan 79,049
Trietanolaming ... sssnsennsnsess 34,7 g

Ha(l destilada QusepPe sonwawnuwwa 1000 ml
3.6.2. Tamp¥o Trieta pH 7,4
SolucHo estoque ...eenccesnssana 100 ml

GElatina # N % @ AR BN NRWEEREEESE SN 0,59

Hal() destiladd QuSePs newowwwnaas 1000 ml

e



3.7. Solucbes para teste de hemaglutinacg¥o
3.7.1. Soluciio de Alsever
Glicose FEE S I R B B B B B B e B B B B B BN B B B B 2‘),5g
Citrato de 80di0 «.cicesnsenssnas 8,0 g

NaC]. PR EEEEE I I A A S A R R RN N R R R 4,29

Ha() destilada QoSePe nweneanaas 1000 ml

Apds dissolvidos todos os reagentes,
solucdo foi ajustado para 6,5 com uma solugdo
citrico 1M e esterilizada por filtragido em
Millipore 0,22 pm.

3.7.2. Soluc¥o de Citrato de Sédio 3,8%

Citrato de sSOdi0 cceessrvannsarss 328 g

Hell destilada QeSePe nenewsuwnas LOO ml
X.8. Soluc3o para preparo de antissoro
3.8.1. Salina Formolizada 0,54

Formaldeido 37% s.enensssneenaa 1,30 ml

NaCl 0,85% QuSuePs coesaasssnsnsss 100 ml

o pH da
de Aacido

membrana
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3.9. Solucties para a Microscopia eletrénica
3.9.1. Solucdo de parldéddio 0,5%

Farlddio sevesnesnesnnsannarsnsaa 0,25 g

Acetato de amila svevssavnnswnans 90 ml
3.9.2. Solucdo de PTA 1%

Acido fosfotlingsticO .oxrsnsnesas O3 g

Hz20) Mili @ Que®upPa vuwnwwnnnnnnne 90 ml

0 pH da solugido foi ajustado para 7,2 com

solugo KOH 10N e filtrada em membrana Millipore ©,22 pm.
3.10. Soluclies para marcacgdo com ouro coloidal
3.10.1. Tampao PBS—-BSA (FES S0mb  pH?7 .4, BSA 1X)

BSA S % NS N W NN E SN R R NN S RGN N RT YNNG NN 1,(:)9

Tampdo PBS pH 744 . cvsnuvanvess 100 ml



3.10.2. Tampao Tris—BSA (Tris 20mM pH 8,0, BSa 17%)
Trlsma”base ® % W E NN RS SR EN NS NN (:)’24 g
NaCl % ®m N R ® 8 B NN E W NN ® AN * 8 2 2 % B ® C”B‘:’g
BSA ® % W 9 X % g B A ¥ 8 ¥ 3 %N 8 N E % e E AN 1_‘0()9
Heal) destilada QeaBepPe wnnanwsvoee 100 ml
pH 8,0
3.11. Soluglbes para teste de adesdio em enterocitos

3.11.1. Paraformaldeido 4%

FParaformaldeidO caivvnsnvnsnvnununan 0

Tampdo FES Q.SePe ssnssvsanswsas 100 ml
3.12. Solucties para extracl3o de DNA plasmidial
3.12.1. Soluclio I (Tris 2% mhM pH 8,0, EDTA 10mb)
TIIS cneuusanssnsnnsnssnnsnnnsennadyl g

Solug¥o estoque de EDTA ... seuass 2 ml

Ha0 mili @ uSepPu wunvwnnwnnnnne 100 ml
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J.12.2. Solucio II (hMaOH O,2M, SDE L%

Solugdo de NalOH 10N ... vsesnewnse 200 pl

Solucgdo de 8DS 1074 ceevevananaes 100 pl

Hz0) mili 6 QuSupPu wosvansenancwnns 10O ml
3.12.3. Solugdo II1 (acetato de sddio 3M)

0 acetato (13,61 g) foi dissolvido em um pequeno
volume de Ha() destilada (aproximadamente 30 ml) e o pH
ajustado para 4,8 com Acido acético glacial concentrado.

Completou-se o volume para 100 ml com H=0 destilada.

3.12.4. Soluclio estoque de RNAse (RMAse 10 mglmly

NaCl 15mM; Tris 15mM pH 7,95)

RNASE B m N R R R W R E N RN RN NN N NERENNNSSN 1‘)(:) mg
Tl"iS M NN R R MR RN N ND NNE NS ENRR . 18 L] :2 mg
NaC]. W NN NN EE W NN T ED N NE NS RNNEE R RN 8 58 mg

H=0 mili @ esteril. quS.pPe ewoonnae 90 ml

A solucio estoque foi fervida em banho-maria por

1% min e armazenada a —20%

o3
"



3.12.5. Solugldo de ressuspenslo 6X (Ficoll 400 1355
Azul de bromofenol 0,25%; Xileno cianol FF

0,25%: RNAse 0,1 mg/ml)

Ficoll 400 .. cccvasonnsnnsnnnes 7,900 g
Azul de bromofenol ...ve.seeasa 0,128 ¢g
Xileno cianol FF ciesncansaanes 0,128 ¢g
Solucio estoque RNASEe ..o uveae D00 ul

Ha0 mili e@steril. Ga%.Pe onnaunae 20 ml

3.13. Soluctes para eletroforese de DNA em gel de

agarose

3.13.1. Tampdo TEB S5X

Tri® eswsvanasussanssnssnensnnananas 4 g
ACIdo BOricO wwunenunansnanununwn £7a3 ¢
SolucHo de EDTA O,5M sevwcnnsnnweas 20 ml
Ha0 mili @ QaBePe wownansswswna LOOGO ml

pH 8,0

3.13.2. Tamp¥o TEB 1X

Tampao TEB 5x W & B B N B K& "N NP S E S RN 2‘:’(’ ml

Ha() destiladsa GesopPe newnnnnnnae 1000 ml

pH 8,0
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3.13.3. Soluclo de Brometo de etidio 1%

Brometo de etidio ..ccvececnnensnss 1,0 g

Ha() destilada Guesuepe wenwannaneae LOO ml
3.14. Solugles para cura de plasmidios
3.14.1. Brometo de etidio (20mg/ml)

Brometo de etidio ...veaveensneas. 0,4 g

Hz(:] ‘n:i. :I. :i. (;! (253 .t(‘:‘:'l'. j. 1 " R R RN ::3() ml
3.14.2. Solucgdio de SDS 10% e novobiocina
As solucles de SDS e novobiocina foram as mesmas
utilizadas em protocolos anteriores (2.11.2. e 2.3.10.,
respectivamente).
3.15. Soluclties para transformaco

3.15.1. Solucdo de Cloreto de Calcio 0,1M

(:;a(::l.-.: ”» 2H2[:] I I I T TR T R I T B T T B TINETI ) :‘. " 4’7 (;’

Hz0 Mili @ uupPe wunensoanwawnes 100 ml



3.15.2. Solugldio IV (Acetato O,1Mg Tris Smi)

Acetato de 8Adic sercssanvsscasens 1Ly36 g
Tl"’iS PR R IR I I B N A AT A B BN A B I 016‘:)9
Hz 0 F.i :'. j. [;l q w ¥ n I:) " [ I A A N RO R R 10() m 1

pH 8,0
3.15.3. IPTG 1M (Isopropil tio—-B-D-galactose)

IPTB AR ® N RS A RSN EE RSN EEEENADR XN RN 2,‘:)(;

Ha() destilada (eBaPe ssuvnnwnonswae L0 ml

A soluco foi esterilizada por filtracgao

membrana Millipore 0,22 um e armazenada a —20°(.

3.16. Soluctes para SDS-PAGE

£
'.u

em

As solucties e tamples utilizados no preparo dos

géis de poliacrilamida-8DS, seguiram as especificagies do

"Hoefer Electrophoresis Catolog and Exercises (1990-1991L1" .
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3.16.1. Marcadores de peso molecular

Foxi, wtilizado © [0 de  marcadores clex PRS0

molecular da Fharmacia.

FProteinas FM (kd)
Alfa-lactalbuminag 14,400
Inibidor de tripsina <0, 100
Anidrase carbénica F0.000
Ovalbumina 47 000
Albumina &7 . 000
Fosforilase b . 4,000

0 "pool" de proteinas foli dissolvido em 100 pl de
tamp3o de eletroforese, contendo 2,54 de 8DE e 54 de beta-
mercaptoetanol. A mistura foi fervida em banho-maria por 3
min.

A solugHo de proteinas foli armazenada a —-20°0,

Para a coloragdo de prata, a solugdo foi diluida 50 vezes.



3.17. Soluchbes para coloraclo pela prata

3.17.1. Fixador (Etanol

3.17.2.

3.17.3.

5O

0,3 ml/1 de formaldeido 37%4)

EtanDl % N N % N RN 2 AR HENRSRNDRERE NSRS RN

Acido acético glacial ......

Formaldeido 37%

H=0 Plili @&

Solucdo de etanol 30%

EtanO}. @ W % N B RN NSNS NN ERS KRN RN

Ha() destilada

n

LR BEUNE B AU

Solucio de pré—tratamento

(Tiossulfalo de sadio 0,025)

Né\zi>2(l:3 " '\'."H 2(1

Ha( destilada

"

nouonow B onoan

LT N A TR )

w oy

200

3830

500

BOO

Acido acético 12%3

ml

ml

ml

ml

ml

ml

0406 g

J00 ml

i

]



3.17.4. Soluc¥o de impregnacdo (Mitrato de prata

0,2%3 0,79 ml/1 de formaldeido 37%)

AgND; MR R R R R N N R R A R R TR N I ()g‘{) (;_'

Formaldeido 37% c.cesssnsrananas 229 fl

Holl destiladad wewsanawnnswnnsaen SO0 ml

3.17.5. Solucdo reveladora (Carbonato de sdodio 643
tiossulfato de sdodio 0,4 mgZi; 0,3 ml/1 de

formaldeido 37%4L)

Naz(:[).’s R R R R R I I EETar S TR R I R R R :'. ii; (;}
Solugo de pré—tratamento ........ 6 ml
Formaldeido 3774 ceansasswenesenss 150 pl

Mall destiladd wossnnwnanuunsusnns SO0 Wl

3.17.6. Solugdo de bloqueio da revelacdo

(Metanol %S0%; Acido acético 128%

Metanal II.II'I.III....I..--III. 50‘:’ ml
Acido acético glacial ..cevwsess 120 ml

Hz(:] d({{'fii ":. :i. 1 1’:“(:' 2y DRI BT TR I U R N R B L :5‘3() 1] :l.



3.17.7. Solug3o de metanol

50%

|"(§'l'.¢':'d"l(lﬂ. LTI U (O I U I I B R I O B TR L U ]

H:z(] d@‘:}t’i :'.4‘:’“:'{:‘ oKt oD MR N NN BE BN Nn MR

BOO

H500

ml

ml

3.17.8. Solucdo de preservagio I (Metanol 30%)

MEtanDl B E RS S ES NS SN EN RSN N SN DY

Ha(l destilada wcewwow

L TR TR TR I U T

300

700

3.17.9. Soluc@io de preservaglio I1 (Glicerol

GliCEFol % B 2SR NN BN NN E NN N RN R ER 3‘-’

Ha() destilada Qus.p

1000

ml

ml

ml
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4. METODOS
4.1. Teste de produglio de toxinas

As amostras testadas para a produc3o de toxina VT,
LT-I e 8Ta foram inoculadas em 10 ml de meio CAYE e mantidas
sob agitagqo a 3I7°C por 15-18 h. Esta suspens3o foi
centrifugada a 1.300 g por 40 min e o sobrenadante
armazenado a 4=(,

Fara o teste de toxina VT, uma aligquota de 1,0 ml
dos sobrenadantes das amostras foi centrifugada a 12.000 g
por 3 min e transferida para tubos Eppendorf esterilizados,
&0s quais adicionaram—-se 3 ul aa s0lucio estoque de

gentamicina (8mg/ml}.
4.1.1. Teste para a produclio de toxina STa

0 teste do camundongo recém—nascido (Dean et al.,

1973) foi empregado para se verificar a produclo de toxina

STa da amostra selvagem J-1, mutantes e recombinantes
obtidas a partir da mesma.

Um volume de 100 pl de soluc3o de azul de Evans

2% foi adicionada a 1,0 ml dos sobrenadantes de cada amostra

testada. Aliquotas de 0,1 ml foram inoculadas, por via

intragdstrica, em camundongos albinos suicos com cerca de 3

dias de idade. 0Os animais foram sacrificados 2 h apds a
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inoculag¥o, e determinou-se a relagio de peso do intestino /
peso da carcacga. Quando esta relagio for igual ou superior a
0,085 confirma-se a produc3o de toxina STa.

Foram utilizados como controles a mostra B4l (S5Ta

positivo) e MS101 ( 8Ta negativo).
4.1.2. Teste para a produgcdo de toxina VT

A capacidade de producdo de toxina VT foi testada
em cultura de células Vero, segundo metodologia descrita por
Yano et al. (1986b), com modificagtes.

As placas de cultura de tecido contendo uma
monocamada de células Vero foram fornecidas pela Salsbury
Laboratérios Ltda. e incubadas por 24 h a 37°C em estufa de
CO .

0 meio de cultura das placas (meio de Eagle com
soro) foi removido e aliquotas de 100 pl de meio sem soro e
do sobrenadante das culturas bacterianas foram adicionados
as placas.

As placas foram novamente incubadas e a leitura
dos resultados foi feita 24 e 48 h apds a incubagdo, com o
auxilio de um microscépio foténico invertido.

Foram consideradas positivas para a producfo de
verotoxina as amostras que apresentaram mais de 504 de lise
celular. Como controles positivo e negativo foram utilizadas

as amostras H-30 e MS101, respectivamente.
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4.1.3. Teste para a produglo de LT-1

A capacidade de producio de toxina LT-I foi feita
através do método de imuno—-hemdlise radial (IHR), descrito
por Yano et al. (1982), com modificaclies.

As hemacias de carneiro foram lavadas com tamp3o
Trista preparando-se uma suspensdo a S%. 0 gel de
imunodifusio foi preparado com 1% de agarose no mesmo
tamp3o, ligquefeito e resfriado a uma temperatura de 4%5<(,

adicionando—-se a suspensXo de hemdcias de carneiro para uma
concentracXo final de ©,6%4. Esta mistura foi vertida em uma
placa de acrilico. Apds a solidificacqo do gel foram feitos

orificios de 4mm de didmetro aos quais adicionaram-se 20 pl
do sobrenadante das culturas.

A placa foi mantida & temperatura ambiente em
cémara umida por 18 h. Um volume de 20 pl de antissoro
antitoxina colérica (1:10) foi adicionada aos orificios, e
novamente incubou-se A& temperatura ambiente em cEmara umida.

Apds 4 h, & placa foi recoberta com 4 ml de

complemento diluido (1:10). Apds incubagio em cdmara umida

a 37°C por 1 a 2 h, 0 complemento feoi retirado e procedeu-se
A& leitura.

A formac¥o de halo de hemdlise ao redor dos
orificios foi considerada como resultado positivo para a
produc®o de LT—-I. Como controle foram utilizadas as amostras

40T (L.LT-1 positivo) e MS101 ( LT-I negativo).
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4.2. Teste de hemaglutinacgdo

As amostras bacterianas foram semeadas com alga de
Drigalsky em placas contendo diferentes meios de cultura
{AG, Minca, CFA e MM), a partir de um pré—-indculo em meio LE
e incubadas a 37°9C por 18 b ouw a 1Lé6<C por 48 h.

Fara obtenc3io de hemacias de boi, carneiro e
cavalo os animais foram sangrados sob condicgbies assépticas,
sendo os sangues coletados homogeneizados em igual volume de
solucHo de Alsever e estocados a 4<C,

Em relagdo as hemdacias de galinha, homem, cobaia e
rato a sangria foi feita de modo éemelhante, sendo que os
materiais foram coletados e homogeneizados em uma solucl3o de
citrato de sddio (1l:1).

Fara o teste de hemaglutinaco, os diferentes
eritrdcitos foram lavados com solug3o salina e centrifugados
a 600 g por 9 min. 0 sedimento foi homogeneizado em tampdo
FEBS e novamente centrifugado. Repetiu-se a operaci3o com
tamp3o PBS com 1% de D-Manose. 0 sedimento de cada hemdécia
obtida foi diluido em tamp3o PRBS com D—-Manose para uma
concentrac3o final de 594 para o teste em lé&mina, e de 1%

para o teste de micro-hemaglutinagio.

4.2.1. Teste de hemaglutinacgdo em lamina

Um pequeno raspado do crescimento bacteriano foi
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retirado com um palito esterilizado e homogeneizado em
20 pl de PBRS mais D-manose em l&mina de vidro. Uma aliquota
de 20 pl de cada suspens3o de hemacias foi homogeneizada &
suspensio bacteriana e, apds 2 min, procedeu—-se a leitura

dos resultados.

4.2.2. Micro—hemaglutinacido em placa

Os testes de micro-hemaglutinagdo para
determinacio de adesinas de superficie foram feitos em micro
placas com fundo em "U", segundo o metodo de Jones e Rutter
(1974).

Adicionaram—se 50 pl de Tamp¥o PBS com 14 de
D—-manose aos orificios. Um raspado das suspensiies
bacterianas cultivadas a 37°C ou 16°C, nos meios CFA e
Minca, foi homogeneizado neste tampdo e, a seguir, 50 pl de
diluicties seriadas destas suspensfies foram adicionadas aos
orificios da microplaca. Adicionaram-se 50 pl da suspensdo
de eritrécitos numa concentracdo de 1% aos orificios da
placa, incubando-se por 1 h a 4=C.

a teste de micro~hemaglutinacdo também foi
realizado em auséncia de D-Manose com hemdcias de cobaia.
Considerou-se como titulo de micro-hemaglutinag3o o valor da

ultima diluico onde ocorreu hemaglutinacXo.



Y
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4.3. Teste de aglutinac3o com antissoro

4.3.1. Preparo de antissoro

0 antissoro anti—-J-1 (bactéria total) foi obtido
pela imunizac¥o de coelhos adultos com & amostra J—-1. O
cultivo foi feito em meioc CFA, em garrafas de Roux por 18 h
a 37°C, A cultura bacteriana foi ressuspendida em salina
formolizada e o material centrifugado a 15.000 g por 10
min, sendo o precipitado ressuspendido em salina

esterilizada, correspondendo ao tubo 3 da Escala de Mac

Farland.

Coelhos albinos adultos %oram inoculados por via
intravenosa, conforme recomendado por Edwards & Ewing
(1972). Uma semana apds a uwltima inoculagdo, fez-se a

sangria total dos coelhos. 0 soro obtido foi armazenado a
=200,

Fara tornar o soro mais especifico para fimbrias,
este foi absorvido com suspensties da amostra J-1 cultivada a
18°C em meio CFA. Esta absorc¢3o foi feita até o soro n3o
mais aglutinar com a cultura cultivada a 18<C, apresentando

.

reacdo apenas com a cultura cultivada a 37=(C.
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4.3.2. Reacdo de aglutinaclo

As amostras mutantes e transconjugantes, a serem
testadas para a express3o de fimbria presente na amostra
J-1, foram cultivadas em meio LB a 37°C. Aliquotas de 100 pl
de cada pré-indculo foram transferidas para meio CFA e
incubado a 3I7<C por 1% h.

Um raspado do crescimento bacteriano foi
homogeneizado em 20 pl de salina esterilizada, em uma lE&mina
de vidro, adicionando-se 20 pl de antissoro =]

homogeneizando—se a mistura.
4.4, Teste de aglutinacdo com diferentes antissoros

FPara se verificar a produc3o de algumas das
fimbrias comumente associadas a E. coli enteropatogénicas, a
amostra J-1 foi testada frente a um grande numero de
antissoros anti-fimbrias conhecidos (K88, k99, 987F, EAF44,
Faz2, F41, FCF0O159, FY e 31A).

A amostra foi cultivada em meio LR por 12-18 h a
37=C. Aliquotas de 100 Hi deéte pré-indculo foram
transferidas para os meios que melhor eXpressam 0s
diferentes antigenos & serem testados. Utilizou-se meio
Minimo para expressdo da fimbria F42, Agar Glicose para kK88,
meio Minca para K99 e F41, meio Mac Conkey para PCF 0159 e

meioc CFA para EAF44, FY, 31A & 987F. 0 teste de aglutinacio



foi realizado como descrito no item 4.3.2.

4.5. Visualizaclo de fimbrias através de Microscopia

eletrdnica

Fara a visualizaclo da exupress3o de fimbrias pela
amostra J-1 através de microscopia eletrénica, foram
utilizadas telas de cobre de malha 400 "mesh". As telas
foram preparadas através da deposicdo de uma pelicula de
parlédio e metalizag3o com carbono.

A bactéria J-1 foi cultivada em placa de CFA a
Z7°C por 18 h ou a 18°C por 72 h.Coﬁ 0o auxilio de um palito,
um raspado deste crescimento bacteriano foi ressuspendido em
100 pl de salina esterilizada. Uma gota desta suspensi3o foi
colocada sobre papel Parafilm sendo recoberta por uma tela
de cobre para microscopia eletrénica. Apos 2 min, O e’cesso
de liquido foi removido com papel de filtro e a tela
colocada sobre uma gota de PTA 1% por 2 min. 0 excesso foi

removido e a tela colocada em porta telas apropriado para

secagem.

Telas contendo a bactéria J-1 cultivada em meio
CFaAa liquido também foram preparadas como descrito
anteriormente.

As telas foram visualizadas em microscéopio
eletrénico de transmissdo JEOL (Departamento de Histologia /

ICR, USP), nos aumentos 20.000 e 30.000. As fotomicrografias



46

ampliadas em papel fotografico Kodak F3.
4.6, Marcacd3o com ouro—coloidal

1 crescimento bacteriano, bem comoc o preparo
inicial das telas foi feito como indicado no item 4.3.

Foram depositados 50 upul de anticorpo anti-J-1
absorvido diluido (1:50) em TampXo FPBES-BSA 14 sobre as telas
contendo a suspens3o bacteriana e incubou-se por 1 h em
ca&mara umida.

As telas foram lavadas duas veres durante 5 min
com tamp3o Tris-BRSA 1%. Uma gota de antissoro Auro-Frobe EM,
produzido pela Janssen Biotech (anfi-IgG de coelho marcado
com ouro-coloidal) diluido (1:30) em FPBS foi depositada
sobre as telas, gque foram incubadas por 1 h.

Apts este periodo, foram lavadas duas vezes por B
min com tamp3o Tris—-BSA, seguindo-se uma lavagem com FPBS. As
telas foram ent¥o fixadas com glutaraldeido por 1 min e
lavadas por duas vezes com Agqua destilada.

Aliquotas de 50 pl de FTA foram colocadas sobre
papel Parafilm e as telas de cobre foram depositadas sobre
estas gotas por 2 min. 0 excesso de liquido foi removido e

as telas guardadas até o momento do uso. A visualizagHo foi

feita como indicado no item 4.35.
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4.7. Adesdo a enterdcitos

4.7.1. Extrac3o de adesinas da superficie bacteriana

A bactéria J-1 foli cultivada em meio CFA, por 18 h
a 37°C. A cultura bacteriana foi ressuspendida com alga de
Drigalsky em salina esterilizada.

A suspens3o bacteriana foi aquecida a 60°C em
banho-maria por 30 min. 0 material foi centrifugado a 13.000
g por 10 min e o sobrenadante precipitado com sulfato de
aménia a 80%. A solugo foi entfo centrifugada a 15.000 g
por 20 min e o precipitado ressusbendido em tampdo PBS a
4o, 0 material foi dialisado por 18 h a 4°C sob agitaclo

contra o mesmo tampdo, que foi trocado diversas vezes.

4.7.2. Preparo dos enterdcitos e teste de adesi3o

Intestino delgado de bezerro foi utilizado para os
testes de adesi3o. Lim segmento de intestino com
aproximadamente 30 cm foi lavado cuidadosamente com FBS a
4=, Foram feitas pequenas algas de % om ao longo deste
segmento. Durante todo o processo de lavagem e preparo das
algas, o intestino permaneceu em um béquer contendo FBRS a
4o,

As algas foram inoculadas com 1,0 ml da suspenso

de antigenos de superficie preparada anteriormente. 0
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material foi mantido em tamp¥o FBS por 30 min a temperatura
ambiente.

Apds este periodo, as algas foram cortadas
longlitudinalmente e a parede interna das mesmas foi raspada
delicadamente com o auxilio de uma l&mina de vidro. Os
enterdcitos removidos foram fixados com uma soluglo de
paraformaldeido a 4% por 30 min & temperatura ambiente.

A suspens3o de enterdcitos foi entd3o misturada com
soro normal de coelho (1:l) e depositada em lamina escavada.
Apds a secagem do material, este foi lavado com tampio FRES.
Um volume de S50 ul de antissoro anti-J-1 diluido 1:50 foi
colocado sobre a lémina e incubou—ée em cé&mara umida por 1
hora a 37<C.

A l&mina foi novamente lavada com FRS e
adicionaram—-se 20 pl de soro de carneiroc anti-Ig6 de coelho
marcado com fluoresceina, diluido em FBS com azul de Evans
0,002% (diluic3o 1:20) por 1 hora a 37°C. Apds nova lavagem
com FES, foi feita observacXo em microscopio de
fluorescéncia.

Os enterdcitos foram fotografados com filme

colorido (IS0 400).
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4.8. Teste de resisténcia a antimicrobianos

A bactéria J-1, juntamente com a linhagem MS101,
foi testada frente ans seguintes antimicrobianos:
ampicilina, cloranfenicol, canamicina, estreptomicina,
tetraciclina e acido nalidixico.

As amostras foram inoculadas, a partir de um preée-
indculo em meio LB, em placas de Fetri contendo 20 ml de
meio LA com as seguintes concentracgbes de antimicrobianos:
0, 5, 10, 20, S50, 100, 200, 350, 300, 730, e 1000 pg/ml.

Apds a inoculag¥o, as placas foram invertidas e
incubadas a 37°C por 18 h. A " maior concentrac3o do
antimicrobiano em que a bactéria ainda apresentou
crescimento foi considerada como o nivel de resisténcia das

amostras.

4.9. Teste para producdioc de colicina

A bactéria J-1 foi inoculada por estria em meio LA
e incubada a 370 por 185 h. Na tampa da placa adicionaram-—se
3,0 ml de cloroférmio, mantendo-se fechada por 30 min.

A placa foi entdo entreaberta em estufa a 37<C até
completa evaporagio do clorofdrmio. Uma aliquota de 100 ul
da cultura indicadora (22R80) cultivada em meio LB, foi
homogeneizada com 4,0 ml de meio LB semi-solido e vertida

sobre a placa, que foi incubada a 37°C por 18 h.
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A formacdo de um halo de inibig¥o do crescimento
da cultura ao redor da bactéria inoculada, indica a produgHo

de colicina.

4.10. Extracgdo do DNA plasmidial

Fara a extracgio do DNA plasmidial, utilizou-se o
método de lise alcalina de Birboin e Doly (1979), com
modificaclies.

As culturas bacterianas foram inoculadas em X,0 ml
de meio LB e incubadas a 37=°C por 12 h. Aliquotas de 1,0 ml
dos crescimentos bacterianos faram-transferidas para tubos
Eppendorf =] centrifugados por 1 min a 12.000qg. (s
sobrenadantes foram desprezados e os precipitados
ressuspendidos em 100 pl de soluglio I a 4°C, sendo mantidos
em banho de gelo.

Apds 3 min adicionaram—se 200 pl da soluclo 11,
seguido de suave invers3o dos tubos que retornaram ao banho
de gelo por 3 a 3 min. A seguir adicionou—-se um volume de
1530 pul da solucHo II1 e manteve-se em banho de gelo por 15
min, apéds varias inversbies para homogeneizac3o da mistura.

As suspensties foram centrifugadas a 12.000g por 5
min, e aligquotas de 400 pl dos sobrenadantes transferidas
para outros tubos Eppendorf.

édiqionou~se 1,0 ml de etanol 1004 a =~20°C aos

tubos, que, apds varias inversles, foram mantidos a -20%



par 1 hora.

Centrifugou-se o material a 12.000 g por 6 min
para precipitar o DNA plasmidial. 0 sobrenadante foi
rapidamente descartado e o0 excesso de liquido retirado com
papel absorvente.

O sedimento foi ressuspendido em 50 pl da solucdoa
I, adicionando—-se a seguir 10 pl de soluc3o de ressuspens3o
6X aos tubos. 0 material foi homogeneizado e aplicado em gel

de agarose.

4.11. Eletroforese de DNA plasmidial

0 DNA plasmidial foi visuwalizado em gel de agarose
submerso, atraves de eletroforese horizontal. Foram
utilizados geéis nas concentragties de 0,4% e 0,74, com IZmm de
esSpessura.

A agarose foi dissolvida em tamp3o TER 1X e
aquecida. A solucip foi resfriada e vertida em placa de
vidro selada lateralmente com fita adesiva. Um pente de
acrilico foi utilizado para a formacdo das canaletas.

0 gel foi transferido para cuba de eletroforese
contendo tampdo TEB 1X, em guantidade suficiente para cobrir
o gel. Um volume de 20 pl das solugles contendo DNA
plasmidial foi aplicado as canaletas.

Uma corrente de 15%mA foi aplicada até a entrada

das amostras no gel. A voltagem foi entXHo mantida em 100 V
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até o marcador azul de bromofenol atingir a extremidade
oposta do gel.

3 gel foi transferido para uma cuba contendo
solucXo corante de brometo de etidio. Apds 30 min, as bandas
foram visualizadas em transiluminador de luz ultravioleta.

Os géis foram fotografados com filme preto e

branco (IS0 100).

4.12. Experimentos de conjugagdo

4.12.1. Conjugagdo de J-1 X MS 101

As  amostras receptora e doadora, MS 101 e J-1
respectivamente, foram cultivadas em meio LE com
antimicrobianos, por 13 h a 37=(.

Uma aliquota de 150 pl da amostra doadora foi
transferida para tubo contendo 3 ml de meio LB (diluig3o
1:20), com o antimicrobiano estreptomicina, e mantideo a 37«0
até atingir sua fase exponencial de crescimento.

Uma aliquota de 200 ul do caldo da amostra
receptora em fase estacionaria e 600 pl do caldo da doadora
em fase exponencial foram centrifugados a 12.000 g por 2
min. Um volume de 3500 nl de meio LB foi adicionado aos tubos
para retirada dos antimicrobianos. Os tubos foram novamente

centrifugados'e os precipitados delicadamente ressuspendidos

em 70 pl de meio LB.
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A mistura foi depositada sobre uma membrana de
filtro Millipore (0,22 um) esterilizada, previamente
depositada sobre uma placa de FPetri contendo meio LA. A
placa foi invertida e incubada a 37°C por 1% h.

0 filtro foi retirado da placa com uma pinga e
transferido para tubo contendo 1,0 ml de meio LB. A
suspens3o foi diluida até 1.107% e as diluwig¢lies plaqueadas
em meio LA mais os antimicrobianos estreptomicina e Aacido
nalidixico.

A presenga de coldnias indica a passagem de
plasmidios da bactéria J-1 para a bactéria receptora. Estas
colénias foram analisadas quanto. ao perfil plasmidial,

producdo de toxina §Ta e produc3o de fimbrias.

4.12.2. Mutacldo com Transposon Tnphof
As amostras J-1 e SmiQ pir (pRT 73Z:TnphoA) foram
cultivadas e conjugadas como descrito no item 4.12.1. As
diluictles foram plaqueadas em meio LA+Xp contendo os

antimicrobianos estreptomicina e canamicina.



4.13. Cura de plasmidios

4.13.1. Cura através de plasmidios de incompatibilidade

0 teste para eliminagXo de plasmidios da amostra
J-1 foi feito através de conjugac3o, como descrito no item
4.12.1., empi-egando os segquintes plasmidios de
incompatibilidade: pRAl, pR391, pR478, pR40A e pRF4.

As suspensies bacterianas foram diluidas e
plaqueadas em meio Minimo contendo antimicrobianos de

seleglo.

4.13.2. Cura com Novobiocina

A bactéria J—-1 foi inoculada em meio LB e incubada
a 37°C por 1% h. Aligquotas de 100 pl do caldo bacteriano
foram transferidas para erlenmeyers com 20 ml de meio LE,
com concentractes crescentes de novobiocina (0, 5, 10, 20,
50, 100, 200, 350, 500, 750 e 1000 pg/ml). Estes erlenmeyers
foram incubados sob agitac3o por 13 h a 42=(.

Uma aliquota de 1,0 ml da ultima concentrac3o onde
a bactéria ainda apresentou crescimento foi centrifugada a
12.000 g por 2 min & o precipitado ressuspendido em 1,0 ml
de LB.

4} sqspensao foi diluida até 1.107®, Qg diluicgties

de 1.10-®, 1.10"%, 1,107 e 1.10® foram plagqueadas em meio



LA e incubadas a 37°C por 1518 h.

A colénias isoladas foram analisadas quanto a

perda de resisténcia a antimicrobianos.

4.13.3. Cura com brometo de etidio

A eliminac®o de plasmidios da amostra J-1
utilizando brometo de etidio seguiu a metodologia descrita
no item 4.13.2.

As colénias isoladas foram analisadas quanto a
produci3o de toxina 5Ta, produclo de fimbrias e resisténcia a

antimicrobianos.

4.13.4. Cura com SDS

4.13.4.1. Cura de plasmidios da amostra J-1

A amostra J—-1 foli cultivada em meioc LB a 37<C por
18 h. Uma aliquota de 100 pl deste caldo foi transferida
para tubo com meio LB acrescido de SDS 10%. Este material
foi incubado a 42=C por 48 h e repicado para outro tubo
contendo LB + 8DS 10% por mais duas vezes.

0 caldo bacterianc foi centrifugado & 12.000 g por
2 min e o precipitado ressuspendido em 1,0 ml de meio LBE.

Diluighes de 1.107* a 1.10"= deste material foram plaqueadas

em meio LA e incubadas a 37=C par 18 h.
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As colénias iscladas foram testadas quanto & perda
de resisténcia a antimicrobianos. Colénias que perderam sua
resisténcia foram analisadas quanto ao perfil plasmidial e

produci3o de toxina 85Ta e fimbrias.

4.13.4.2. Cura de plasmidios da mutante JS1

A amostra mutante JB1, sensivel & estreptomicina,
foi tratada com SDS 10%4 como descrito no item 3.13.4.1.

As colénias isoladas foram examinadas quanto a
producio de toxina 8Ta, através de hibridizagdo com sonda
para 8Tp, no Departamento de Micrmbiologia da Escola

Faulista de Medicina.

4.14. Marcacdo com transposon para resisténcia a

antimicrobianos

A marcacio com transposon para resisténcia foi
feita através de transformaco, segundo metodologia descrita
por Sambrook et al. (1989) com modificacglies, empregando-se
os plasmidios pMRS e pNkB62.

Utilizou-se (] plasmidio pMRS, portador do
transpoason TTnA, resistente a ampicilina, para a
transformagdic da bactéria J-1. A amostra mutante JS81,
sensivel a estreptomicina, foi transformada com o plasmidio

PNE 862, portador de transposon ptac, resistente a
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canamicina.

4.14.1. Extracido do DNA plasmidial

0 DNA plasmidial para a transformacio foi
pireparado como descrito no item 4.10., até a precipitac3o do
DNA com etanol. Apds a centrifugacio do DNA plasmidial, este
foi ressuspendido em 100 pl de SolucHo IV. Adicionaram—se
200 pl de etanocl 1004 & solugdo, que foi mantida por mais
1 h a temperatura de -20°C, e novamente centrifugada.

0 precipitado foi lavado com etanol TO%,
rapidamente centrifugado e ressuspeﬁdido em 90 pl de solugHo
I. 0O DNA plasmidial foi mantido a -20°C até o momento do

US0.

4.14.2. Transformacdo com plasmidio pMR3

Un pré—indculo da amostra J-1 foi cultivado em
meio LE e incubado por 12-18 h. Uma aliquota de 2,5 ml do
caldo bacteriano foi transferida para erlenmeyer contendo 50
ml de meio LB (diluicio 1:20) e mantida sob agitagdo a 37=C
até atingir sua fase exponencial de crescimento.

A cultura foi ent3o transferida para tubos de
centrifuga (25 ml/tubo) e mantida em gelo por 10 min.
Seguiu-se uma centrifugacio a Z.800 g por 10 min a 4=(C, 0

sobrenadante foli desprezado e oo precipitado de cada tubo

| UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL



ressuspendido em 20 ml de CaCla O,1M.

Os tubos foram mantidos por 10 min em gelo e
centrifugados nas condigties anteriormente descritas. Os
precipitados dos dois tubos foram ressuspendidos em 2 ml de
CaCle ©O,1M, Aliquotas de 200 pl desta solucdo foram
transferidas para tubos de ensaioc e mantidas em gelo.

Apds 4 h, adicionou-se a cada tubo uma solugio de
plasmidico (10 pl). Estes foram mantidos em gelo por 435 min,
seguindo-se um choque térmico em banho—maria a 37°C por 5
min e novamente banho de gelo por 2 min.

Adicionaram—-se 800 pl de meio S0C aos tubos, gue
foram incubados por 1 hora a .37°C. 0 material foi
transferido para tubos Eppendorf e centrifugados a 12.000 g

~r

poi- min. 0Os precipitados foram ressuspendidos em 100 pl
de meio LE e plaqueados em meio LA contendo os
antimicrobianos estreptomicina e ampicilina.

As coldnias isoladas foram analisadas guanto ao
seu perfil plasmidial em gel de agarose 0,4%.

Como controle da transformagdo, utilizamos a
linhagem DH3alfa como receptora do plasmidio pMRS. Foi usado

o plasmidio pBR322 como controle na transformaglo da

amostra J-1 e DH3alfa.



4.14.3. Transformacdo com plasmidio pNKB6&62

Para a transformacdo com o plasmidio pNkBé2,
adicionou-se, apds 30 min da adigdo do meio S0C & mistura de
células e plasmidios, uma solucdo de IFTE para uma
concentracdo final de 1mM, como indicado por Sambrook, et
al. (1989). Este material foi incubado a 37°C por 45 min e
plaqueado em meio LA contendo o antimicrobiano canamicina.

As coldnias obtidas na transformagao foram
analisadas quanto ac perfil plasmidial em gel de agarose
0O,4%. Como controle da transformacso, uwtilizou-se o

plasmidio pBR322 para transformar a Feceptora JS1i.

4.14.3.1. Transferé&ncia do transposon de pNKB62

A bactéria transformante JSpl, portadora dos
plasmidios da amostra JS1 e do plasmidio pNK862, foi
cultivada em meio LE acrescido de IFTG, com o objetivo de
transferir o transposon do plasmidio pNKk862 para um dos
plasmidios da amostra JS1.

A amostra JSpl foi cultivada em meio LB contendo
canamicina por 12-15% h a 37=C. Aliquotas de 100 ul do caldo
bacteriano foram transferidas para dois tubos contendo meio
LB, adicionando-se uma solucXo de IFTG (20mM/ml). Em um
deles na fase inicial de crescimento e, no outro, ao atingir

a fase exponencial.
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Os tubos foram incubados a 37°C por 1% h. 0O
material foi centrifugado a 12.000 g por 2 min e plagueado
em meio LA com canamicina por esgotamento com alga de
platina.

As coldnias isoladas foram analisadas quanto ao
seu perfil plasmidial como indicado no item 4.13 em gel de

agarose 0,4%

4.14.3.2. Cura do plasmidio pNkKB&2

FPara a eliminacgo do plasmidio phNk862 da amostra
JSpl, esta foi submetida a uma trénsformagao wtilizando o
plasmidio pBR3I22.

A extracqo do DNA plasmidial da amostra HR1OL
portadora do plasmidioc pBR322, bem como o preparo das
celulas competentes, foram feitos como indicado nos itens
4.14.1. e 4.14.3., respectivamente.

a material foi plaqgueado em meio LA com
ampicilina. As colénias isoladas foram analisadas guanto ao

perfil plasmidial em gel de agarose 0,4%
4.15. Hibridizag3o para deteccdo de toxina STa
A técnica de hibridizag3o, sequndo especificacgles

do Departamento de Microbiologia da Escola Paulista de

Medicina, foi empregada para detectar o plasmidio onde se
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encontra o gene para a toxina STa.

Um gel de agarose 0,74, contendo os plasmidios da
amostra J-1, Jjuntamente com o controle positivo (pRMS) e
negativo (pBR 322) para & producgdo de toxina STa, foram

submetidos & hibridizaco.

4.16. Extracdio e eletroforese de proteinas

4.16.1. Extracdo de proteinas de superficie

A extracio de proteinas de superficie da amostra
J-1 e ORN 115 (Tipo 1*), seguiu a hetmdologia descrita por
Salit & Gotschlich (1977), com modificaglies.

As amostras bacterianas foram cultivadas em
garrafas de Roux com meioc CFA e incubadas & 37°C por 18 h.

0 caldo bacteriano foi ressuspendido em tampXo
Tris—Cl (0, 05M; pH 7.8) e homogeneizado em Omnimixer
(Sorvall) em banho de gelo. 0 material foi centrifugado a
10,000 g por 20 min a 4°C e o sobrenadante precipitado com
20%4 de sulfato de amdnia.

A mistura foli centrifugada a 4.000 g por 15 min e
0 precipitado ressuspendido em 10 ml de tampdo Tris-—
Cl{0,05M; pH 7.,8). Este material foi dialisado contra este
mesmo tamp¥o por 1% h, seqguido de uma didlise contra tampXo
acetato (O,lM;'pH B9

A suspens3o foi centrifugada a 2.000 g por 20 min
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e o sedimento ressuspendido em tamp3o Tris (0,00M3; pH 7.,4).
Uma aliquota de 200 pl do material foi misturada com igual
volume do tampdo de tratamento, fervendo-se em banho-maria a

1030°C por % min & armazenando-se a -20°0.

4.16.2. Eletroforese em SDS-PAGE

A eletroforese das proteinas de superficie foi
realizada no sistema descontinuo dissociante de Laemmli
(1970) (SDS-FAGE), em equipamento Fharmacia Sistema 2001, A
montagem dos géis seguiu & metodologia descrita no Hoefer
Electrophoresis Catalog and Exerciseé (1990~-1991).

Apds a montagem do gel de separag3o (134) e do gel
de empacotamento {(4%), as amostras de proteina foram
aplicadas com seringas Hamilton de 30 ul.

Os geis foram montados na cuba de eletroforese e
sutbmersos em tamp3o. A corrida eletroforética consistiu de
uma pré-—-corrida sob tens3do de 100 V até a entrada das
amostiras no gel de separacgio; e de 130 V, até que o azul de

bromofencl atingisse o final do gel de separacio.



4,16.3. Coloracdo pela prata

A colorac3o das proteinas seguiu a metodologia
descrita por Blum et al. (1987), com modificacles. A

sequéncia de colorac¥o encontra-se na tabela abaixo.

SolucbBes tempo de tratamento
Fixador > 1 h
Etanol H0% I X 20 min
Soluc3No de pré—tratamento 1 min
Agua destilada 3 X 20 seq
Solucdo de impregnagio 20 min
Agua destilada . 2 X 20 seq
Soluc3o reveladora 10 min
Agua destilada 2 X 2 min
Solucio de blogueio 10 min
Metanol S04 > 20 min

Depois de corado, o gel foi transferido para
uma cuba contendo a solucio de preservacdo I, por 30 min, e
na solucio de preservac3o II por mais 30 min.

s géis foram plastificados com papel
celofane e submetidos a secagem por 3-5 dias & temperatura

ambiente.
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9. RESULTADOS

5.1. Produci3o de toxina LT-1, VT e bacteriocina.

A bactéria J-1 n3Ho se mostrou produtora de toxina
termo-sensivel (LT-I), verotoxina (VT) ou de bacteriocina,
gquando testada segundo metodologias descritas nos itens

4.1.3, 4.1.2., & 4.11, respectivamente.

5.2. Testes de hemaglutinaclo

3.2.1. Hemaglutinac3o em 18mina

Os resultados obtidos através dos testes de
hemaglutinag®o da amostra J-1 cultivada a 3I7°C em diferentes
meios de cultura , segundo metodologia descrita no item
4.4.1, encontram—-se na tabela 3.

A bactéria J-1 guando cultivada em meio CFA,
apresentou hemaglutinacdo na presenca de D-manose apenas com
hemacias de_ratn. No meio Minca, a bactéria hemaglutinou com

hemacias de rato e carneiro.
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S5.2.2. Micro—hemaglutinacdo

Os resultados obtidos nos testes de micro-
hemaglutinacio da amostra J-1 cultivada a 37°C, em meio CFA
e Minca com diferentes eritrdcitos, segundo metodologia
descrita no item 4.4.2, encontram—-se na tabela 4.

A amostra J-1 guando cultivada a 37=C em meio CFA,
apresentou um titulo de hemaglutinac3o de 1l:16 com hemacias
de rato. Em meio Minca, o tituloc foi de 1:8 com hemacias de
rato e carneiro.

A bactéria n3Ho hemaglutinou hemicias de rato ou
carneiro gquando cultivada a 16°C em meio CFa ou meio Fhinca.

0 teste de micro~hemagiutinagao realizado com
hemdcias de cobaia sem manose foi positivo, com um titulo de

hemaglutinag3o de 1:128 (tabela 4).
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Tabela 3. Padrio de hemaglutinago em l&mina na presenga de

D—~manose da amostra de E£. coli J-1 cultivada em

diferentes meios de cultura a 3I7°.

Meios de cultura

Eritrécitos
" Minca Agar glicose CFa Meio Minimo

Cavalo -3

Carneiro +=

Rato + ~- + -
Cobaia - - - -

Homem - - - -

Boi — - ) — —
Galinha - - - -

T Reag®o negativa

2 Reacdo positiva

Tabela 4. Fadr3o de micro-hemaglutinacdo da amostra J-1
cultivada em meio de Minca e CFa a 37<C.

eritrécitos
rato carnegiro cobaia=
CFA Minca CFA Minca CFA Minca
1/16 1/8 - i/8 17128 n.r.

& teoste realizado em auséncia de D-manose

n.r. teste ndo realizado
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5.3. Caracterizacglio soroldgica

Nos testes soroldgicos realizados segundo
metodologia descrita no item 4.6., a bactéria J-1 n¥o
aglutinou com nenhum dos antissoros anti-fimbrias testados

{antik99, kK88, 987F, F41, F42, PCF 0159, FY, 31A e EAF44).

S.4. Visualizag3o de fimbrias através de microscopia

eletronica

As fotomicrografias da amostra J-1, preparadas
conforme descrito no item 4.7, encontram—se na figura 1.

A bactéria J-1, quanao cultivada a 7,
apresentou estruturas semelhantes a fimbrias, com um tamanho
estimado de 7nm. A fimbria visualizada foi provisoriamente
denominada F43ms. No cultivo a 16<(C, a hactéria se mostrou
portadora apenas de estruturas flagelares, estando ausentes
as estruturas do tipo fimbria. Este mesmo padr3c foi
encontrado quando a bactéria foi cultivada em meio liquido

(dados n3o mostrados).
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Figura L. Micrografia eletrdnica da amostra de Escherichia
coli J-1 cultivada em meio CFG, (A) 3790 (B} 16=0C,

em coloracio negativa com FTA.

Aumentos = (A) S0.000 g (B) 20,000
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5.5. Marcag3o com ouro—coloidal

0 resultado da marcac#o com ouro-coloidal, segundo
metodologia descrita no item 4.8, encontra-se na Figura 2.

Verificamos gque o© antissoro anti-J-1 absorvido,
quando em contato com a bactéria J—-1, reagiu especificamente
com as estruturas tipo fimbria. N3o foi verificada aderé&ncia

em outras regilies na superficie da bactéria.
5.6. Aderéncia a enterdcitos

Os resultados obtidos nos testes de aderéncia,
sequndo metodologia descrita no itém 4.9., encontram-se na
figura 3.

Observamos, atraves de imunofluorescéncia, a
aderéncia das fimbrias aos enterdcitos. Em algumas das
células, a aderéncia se localizou apenas na regiso apical da
célula, enquanto que em outras esta aderéncia deu-se em toda

a sua superficie.
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Figuwra %, Micrografia eletrénica da amostra de Escherichia

coll J-1 marc

da com ouro coleidal (Auro Probe).

anti-fimbrias aderido as fimbrias.

SN0




microscopio de fTluoresciEncia.

Fotomicragraftia em

Figura 3.
Imunocitoguimica Cem antissoro anti-fimbrias

aderido & superficie de enterdcitos isolados de

bovino.

Aumento = 400



5.7. Resisténcia a antimicrobianos

Nos testes de resisténcia, conforme descrito no
item 4.10., a bactéria J-1 mostrou—-se resistente apenas ao
antibidtico estreptomicina, ate uma concentraciio de
200 mg/ml. Esta amostra foi sensivel ao0s démais
antimicrobianos ensaiados.

A amostra MS101l se mostrou resistente apenas ao
antimicrobiano Acido nalidixico, até uma concentragdo de

1000 pg/ml.
5.8. Padrio eletroforético do DNA plasmidial

Os resultados obtidos através de eletroforese do
DNA plasmidial em gel de agarose da amostra J-1, conforme
descrito no item 4.13, encontram-se na Figura 4.

A amostra J-1 apresentou dois plasmidios de alto
peso molecular, com aproximadamente 79 Mda e 26 Mda; e 2

plasmidios de baixo peso molecular, com aproximadamente

8,0 Mda e 6,2 Mda.



1 2 3 4 3 2 1 Mda

-86
-54
-32

-3.48

-1.25

Figura 4. Perfil eletroforédtico de DNA plasmidial da amostra

J-1 em gel de agarose O,77%.

1. ¥Wi17 Ha pRAL
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5.9. Andlise da conjugacdo de J-1 X MS101

A conjugacdo da bactéria J-1 (doadora) com &
receptora MS5101, segqundo metodologia descrita no  item
4.14.1, resultou na obtenc®o de transconjugantes resistentes
ao antibiédtico estreptomicina.

Os transconjugantes obtidos na conjugagdo foram
testados para a produc3o de fimbria (como descrito no item
4.5.2.) e toxina STa (como descrito no item 4.1.). Nenhum
dos transconjugantes apresentou aglutinag¥o positiva com
antissoro anti-J-1 absorvido ou produziu toxina STa.

A anAlise plasmidial dos transconjugantes atraves
de eletroforese em gel de agarose, éncontra—se na Figura 5.
Todos os transconjugantes apresentaram apenas o plasmidio de

alto peso molecular, de 26 Mda.
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5.10. Mutacd3o com tranposon TnphoA

Mo foram obtidos transconjugantes na conjugacao
realizada entre a amostra J—-1 e a 1linhagem 8Sml0O pir
(pRT733: TnphoA), segundo metodologia descrita no item

4'14.2.
5.11. Cura de plasmidios
5.11.1. Cura atraveés de plasmidios de incompatibilidade

N3o obtivemos transconjugantes nas varias
conjugaclies realizadas com plasmidios de diferentes grupos
de incompatibilidade, sequndo metodologia descrita no item

4.15.1.
5.11.2. Cura utilizando novobiocina

A bactéria J-1, gquando cultivada em diferentes
concentracgties de novobiocina (como descrito no item 4.15.2),
apresentou crescimento bacteriano até uma concentracao de
200 pg/ml.

Um total de 1000 coldnias isoladas foram
analisadas quanto & perda de resisténcia a estreptomicina.
Nenhuma destas colénias mostrou—se sensivel a este

antibidtico.
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9.11.3. Cura através de brometo de etidio

Através da metodologia descrita no item 4.13%.F,
verificou-se que a bactéria J-1 cresceu até uma concentragio
de 200 ug/ml de brometo de etidio.

Cerca de 1000 colénias ‘tratadas com brometo de
etidio foram isoladas e examinadas quanto & perda de
resisténcia ao antibidtico estreptomicina. Destas, um total
de Z00 colénias foram também examinadas guanto & produci3io de
fimbria e toxina S5Ta.

Nenhuma destas colonias apresentou alteragdo nas

diversas caracteristicas analisadas.

5.11.4. Cura com SDS

5.11.4.1. Cura de plasmidios da amostra J-1

Aproximadamente 300 colénias, tratadas com SDS
como descrito no item 4.15.4.1, foram examinadas guanto a
perda de resisténcia ao antibidtico estreptomicina. Foram
obtidas 3 colénias mutantes, sensiveis ao antibidtico.

A andlise do perfil plasmidial destas 2 coldnias,
designadas JS1, JS82 e JS83, mostrou a perda do plasmidio
conjugativo de 246 Mda (Figura 6).

Estas 3 colénias foram examinadas quanto &

produc3o de toxina STa e fimbria. Nenhuma delas apresentou
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alteracdo para estes caracteres.

5.11.4.2. Cura de plasmidios da mutante JS1

Aproximadamente 300 coldnias da amostra mutante
JS1, tratada com S$DS, foram analisadas para a produc3o de
toxina STa, através de hibridizag3o. Todas as colonias

reagiram positivamente com a sonda para a toxina STa.
5.12. Resultados de marcacdo com transposon
5.12.1. Transformac3o com plasmidioc pMRO

MXo foram obtidos resultados na transformagdo
realizada entre a amostra J-1 e o plasmidio pMR3, segundo
metodologia descrita no item 5.16.2. 0 mesmo foi observado
na transformac3o da linhagem DH3alfa com este mesmo
plasmidio.

Nas transformacles utilizando a amostra J-1 e o
plasmidio pBR 322, foram obtidas apenas 3 colénias
transformantes. Na transformac3o da linhagem DH3alfa com o

plasmidio pBR 322, obteve-se aproximadamente 200 colénias

por placa.
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5.12.2. Transformacdo com plasmidio pNK 862

Apenas 1 colénia transformante foi obtida na
transformacio da bactéria JS81 com o plasmidio pNEK 862. A
andlise plasmidial desta transformante, designada J8pl,
encontra-se na figura 7.

Verificou-se a presenga do plasmidio pNEK 862,
juntamente com os plasmidios da amostra JS1. Nio se
observou, no entanto, alteracHo nos plasmidios da amostra
J81, que indicassem a presenga do transposon do plasmidio
pNK862 em algum deles.

Na transformag3o da mutante JS1 com o plasmidio
pBRRE22, foram obtidas 2 coldnias tfansformantes, designadas

JSpBl e JSpRZ (figura 7).



1 2 & 4 8 8 7 Mda

32-

DMA plasmidial gdos

eletroforético de

Figura /. Fearfil
transformantes JSpl, JSpBElL e JESpBZ em gel de

4. J81 7. pRRE2Z

5, JEpEL

bHa JEpEZ



5.12.2.1 Transfer@ncia do transposon do plasmidio

pNKB862

Aproximadamente 50 colénias isoladas do cultivo da
amostra JSpl com IPTG, como indicado no iteh 4,16.%.1, foram
analisadas quanto ao seu perfil plasmidial. Nenhuma das
coldnias estudadas apresentou alteracio aparente nos
plasmidios da amostra JSpl, indicando que o transposon do
plasmidio pNK 862 n3o foi transferido para nenhum destes

plasmidios.
5.12.2.2. Cura com plasmidio pBR 322

Aproximadamente 20 colénias transformantes foram
analisadas gquanto ao seu perfil eletroforético, na
transformac3o realizada com o plasmidio pBR322 e a amostra
JSpl, segundo metodologia descrita no item 4.16.3.2.

Observou-se que as colénias resultantes da
transformaco apresentaram o plasmidio pBR322 junto ao
plasmidio pNkK8&2. O plasmidio pBRI22 inseriu-se na amostra

JSpl sem que o plasmidio pNKB&Z2 fosse eliminado.
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2.13. Analise de hibridizac3o

Os resultados do teste de hibridizac3io mostraram
que o gene responsavel pela producio da toxina STa encontra-

se no plasmidio de 79 Mda da amostra J-1.
9.14. Andlise do perfil eletroforético de proteinas

Os resul tados obtidos na analise do pertfil
eletroforético de proteinas em gel de 8DS-FAGE, segundo
metodologia descrita no item 4.18.2, encontram—-se na figura
g.

As amostras J-1 e ORN 115 apresentaram um perfil
eletroforético muito semelhante, com 3 bandas proteicas com

peso molecular de aproximadamente 14,8 kD, 17 kD e 29,9 kD.
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6. DISCUSSAD

A amostra de Escherichia coli enterotoxigénica J-1
isolada de bezerros com diarréia, produtora de toxina 8Ta,
foi avaliada quanto & sua capacidade de produzir toxinas
LT~1I, VT & adesinas.

A  bactéria n3o produziu  toxina LT-I, quando
testada pelo método de imunchemdlise radial descrito no item
4.1.%. Este resultado estd de acordo com o relato de Morris
et al. (1987), onde verificou-se que a produgio desta toxina
por amostras de E£. coli bovina n3o estd comumente associada
a casos de diarréia.

Ds resultados negativos para a produgdio de toxina
VT também éram esperados, uma vez que esta toxina esta
normalmente associada a colites hemorragicas, sindrome
hemolitica em humanos (Johnson et al., 1983) e doenga do
edema em suinos (Petric et al., 1987). Alguns autores
relataram a presenca desta toxina em E. coll de bovinos com
diarréia (Mohammad et al., 1985%; Yano et al., 1988), poreéem
sem estar normalmente associada as toxinas de E. coli
enterotoxigénicas (87 e LT).

A amostra de E. coli J-1 foi submetida a
hemaglutinacdo em l&mina com diferentes hemacias e cultivada
em diferentes meios de cultura. Neste teste, a bactéria J-1
hemaglutinou hemacias de rato e carneiro quando cultivada em

meio de Minca e hemaglutinouw somente hemacias de rato guando
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cultivada em meio CFA (Tabela 3).

Segundo 0ld (1983) algumas fimbrias, como K88 e
K99, n¥o reagem (ou a reacdo é fraca) guando o teste de
hemaglutinacdo ¢ feito em l&mina. E° mais apropriado, nestes
CASOS, empregar o teste de micro-hemaglutinacio, como
descrito por Jones e Rutter (1974).

A amostra de E. coli J-1 foi submetida ao teste de
micro~hemaglutinacdo com diferentes hemacias, nos meios de
Minca e CFA, e apresentou o mesmo padr3o de hemaglutinacio
verificado no teste realizado em ld3mina (Tabela 4).

Estes primeiros resultados sugerem gque a amostra
de E. coli J-1 seria produtora de uma possivel nova fimbria,
provisoriamente designada de F43m5,.uma vez que as fimbrias
atualmente conhecidas n3do possuem o padr3o de hemaglutinagHo
apresentado por esta amostra. Além disso, a amostra poderia
ser produtora de fimbria tipo i, pois apresentou
hemaglutinacio fortemente positiva com hemacias de cobaia na
auséncia de D-manose, padr3o caracteristico da fimbria tipo
1 (Salit & Gotschlich, 1977).

Nakazawa et al. (1986) isolaram uma amostra de E.
coli enterotoxigénica (ETEC) com padr3o de hemaglutinago
idéntico ao de tipo 1 (hemaglutinacdo manose-sensivel).
Entretanto, em testes de aglutinagido utilizando antissoro
monoespecifico anti-tipo 1, & reagio foi negativa. Isto
indica que, possivelmente, trata—-se de outra fimbria,

diferente de tipo 1. Podemos considerar, através deste dado,
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que o0s testes de hemaglutinag3o, apesar de extremamente
praticos e difundidos como primeiro passo para a detecgdo de
fimbrias, n¥o s&o suficientes para se determinar a presencga
ou nHo de uma adesina, sendo importante estarem associados a
testes de microscopia eletrédnica, caracterizag3o sorologica
@ biogquimica (0ld, 19835).

As caracteristicas soroldgicas da amostra de E.
coll J-1 foram testadas utilizando-se antissoros de
diferentes fimbrias conhecidas (K88, F42, 987P, EAF 44, FY,
F1A, F41 e K9?) e antissoro anti PCF 0159:H4. Este ultimo,
embora associado a E. coli de origem humana, foi utilizado
por pertencer ao mesmg sorogrupo da amostra em estudo
(0159), segundo testes realizados nD'Instituto Adolfo Lutz.

Os resultados dos testes de aglutinagdo com os
diferentes antissoros foram todos negativos, indicando,
juntamente com os resul tados de hemaglutinac¥o, que
provavelmente, a amostra em questdo n3o & portadora de
nenhum dos antigenos comumente encontrados em amostras
isoladas de E. coli enterotoxigé&nica.

NMas fotomicrografias da amostra J—-1 (figura 1)
podemog observar que a bactéria cultivada a 37°C em meio
CFa, apresentou estruturas fimbriais rigidas, com didmetro
aproximado de 7 nm. Estas estruturas s3o bastante similares
as Timbrias tipo 1 (Brinton, 19469 apud Isaacson, 1985%) e
987F (lsaacson & Richter, 1981), que apresentam este mesmo

padrdo morfologico.



88

Diferentemente das fimbrias tipo 1 e 987PF,
sujeitas a variac¥o de fase (Brinton, 19%59), a express3o das
fimbrias na amostra de E£. coli J-1 aparentemente se mostrou
dependente da temperatura. A bactéria mostrou-se
intensamente fimbriada quando cultivada a 37°C (figura la) e
aparentemente sem fimbrias quando cultivada a 16=C (figura
ib).

Na fotomicrografia da amostra de E. coli J-1
cultivada em meio ligquido, n¥o observamos a presenca de
fimbrias. Este resultado difere dos encontrados para
fimbrias tipo 1 (Orskov et al., 1980), gue se manifestam
gquando a bactéria ¢ cultivada em meio liquido sem aerag3o e
s¥o inibidas quando o cultivo é fei£o em meio sédlido.

No teste de ades3o da fimbria F43ms da amostra de
E. coli J-1, verificamos através de imunofluorescéncia
(figura 3), a capacidade de adesio destas fimbrias aos
enterdcitos de bezerro. Estes resultados est3o de acordo com
os testes de ades¥o realizados iIn vitre com bactérias
produtoras de outras fimbrias, como kK88, kK99, 987FP e fimbria
tipo 1 (Wilson & Hohmann, 19743 Nagy et al., 19773 Isaacson
et al., 1978). Estes autores verificaram que bactérias
produtoras de fimbrias apresentavam adesdo, enguanto que
bactérias desprovidas destas estruturas n3o eram capazes de
aderir as células epiteliais do intestino, indicando a
presenca de receptores especificos na superficie das células

as fimbrias.
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Visando determinar se as caracteristicas
apresentadas pela amostra de E. coli J-1 eram de natureza
plasmidial ou cromossa8mica, foram realizados estudos para
detectar nesta amostra a possivel produc#o de bacteriocina e
resisténcia a antimicrobianos, que pudessem servir como
marcadores genéticos;

A amostra J-1 no se mostrou produtora de
bacteriocina e apresentou resisténcia apenas ao antibidtico
estreptomicina. A eletroforese em gel de agarose permitiu a
visualizagdo de quatro diferentes plasmidios (figura 4).

Atiravés de conjugaco com a receptora MS101,
procurou—-se transferir os plasmidios da amostra J—-1. 0Os
transconjugantes resistentes a .estreptomicina obtidos
apresentaram, na andlise eletroforética, apenas o plasmidio
de 26 Mda (figura 5). Os mesmos resultados foram obtidos na
conjugacdo utilizando a amostra C&00 (dados n3o
apresentados).

Estes resultados indicam que este plasmidio & o
responsavel pela resisténcia ao antibiodtico estreptomicina
&, provavelmente, n3¥o ¢ o responsavel pela codificaco da
fimbria Fms e da tosxina STa, pois n3o foi detectada a
expressio destas caracteristicas nos transconjugantes
testados.

A auséncia de marcadores nos outros plasmidios da
amostra J-1 levou-nos a direcionar o trabalho no sentido de

obtermos mutantes que ndo expressassem & fimbria e/ou a
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toxina STa. Fara isso, utilizou-se a mutagénese por
inativagcio insercional, direcionada para proteinas de
exportacdo (Taylor, 1989).

Empregou-se o plasmidio pRT733%, portador do
transposon TnphoA que, em meio de cultura contendo BCIF,
apresenta col&nias azuis apenas guando inserido no quadro de
leitura de sequéncias codificadoras de proteinas de
exportacXo.

A n¥o obtencdo de coldnias nas varias conjugaches
realirzadas entre a linphagem SM10 pir, portadora do
plasmidio pRT733 e a amostra de E. coli J—-1 levou—nos a
utilizar diferentes grupos de incompatibilidade, procurando
curar os plasmidios da amostra -J~1. 0 emprego desta
metodologia parte do principio de que dois ou mais
plasmidios pertencentes ao mesmo grupo de incompatibilidade
ndo se mantém estaveis numa mesma amostra (Novick, 1987
MacConnell, 1981).

As conjugacties entre VArios plasmidios de
diferentes grupos de incompatibilidade e a amostra de E.
coli J-1 também apresentaram resultados negativos. Segundo
Bradley (1989), o sorogrupo ao gqual pertence uma amostra
pode afetar sensivelmente sua efici¥ncia como receptora.
Este autor estudou varios BOrOgrupos de E. coll
enteropatogénicas classica (EFEC) e verificou que alguns
sorogrupos, como o 08% e o 0128 s¥o bons receptores,

enquanto sorogrupos como o 0111 e o 0119 n¥o o sXo.
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Apesar de n3¥o existirem estudos desta natureza em
relaco a sorogrupos de £, celi enterotoxigénica (ETEC),
considerou-se esta hipdtese para explicar a ineficidéncia da
amostra J-1 COMmo receptora. N&o podemos deixar de
considerar, entretanto, outros mecanismos que podem estar
envolvidos neste processo, como a possibilidade dos préoprios
plasmidios da amostra J—-1 impedirem a entrada de outros do
mesmo grupo de incompatibilidade e o sistema de restrig3o do
DNA, que impede & permanéncia de DNA exdgeno (Bradlevy,
1989).

Agentes intercalantes tais COMmMo acriflavina
{(Mitsuhashi et al., 1961), acridina orange (Hirota, 1960),
brometo de etidio (Bouwanchaud et ai., 1969) e outros como
8DS (Tomoeda et al., 1967} e novobiocina (Wolfson et al.,
1983), té€m sido amplamente utilizados na cura de plasmidios.
No presente trabalho empregamos novobiocina, brometo de
etidio e SDS.

Os resultados negativos na utilizacHo do corante
brometo de etidio e do antibidtico novobiocina, diferem dos
obtidos por outros auwtores (Bouanchaud, 19693 Wolfson,
1983), que conseguiram alta porcentagem de cura com estes
agentes. Silveira (1986) também n¥o obteve cura em
experimentos utilizando acridina orange e brometo de etidio.
Segundo este autor, varios fatores podem estar envolvidos,
comog alta estabilidade dos plasmidios ou uma provavel

barreira na superficie externa das bactérias, que impediria
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a penetracio dos agentes utilizados.

A cura com SDS resultouw na obtencdo de trEs
mutantes sensiveis a estreptomicina. Segqundo Tomoeda et al.
(1967), este agente & altamente eficaz na eliminagio de
fatores R (que determinam resisténcia a antibidticos)
presentes em E. coll.

0 perfil plasmidial dos tr&s mutantes mostrou a
perda do plasmidio conjugativo de 26 Mda (figura &). Estes
mutantes continuaram a produzir toxina 8Ta e fimbria. Estes
dados confirmam que a resisténcia a estreptomicina e
codificada apenas no plasmidio de 26 Mda e gue a toxina Sta
@ a fimbria Fms n3o s3o codificadas neste plasmidio.

Através de hibridizacXo Qtilizando sonda para a
toxina STa, determinamos que o0 gene para esta toxina esta
localizado no plasmidio de 79 M da. Este resultado estd de
acordo com © que se encontra na literatura, onde varios
autores reportaram que a toxina STa é de carater plasmidial
(Smith et al., 1979; Peneranda, 1980).

Os genes responsaveis pela codificac®o de fatores
de colonizacdo tém sido localizados em plasmidios de alto
peso molecular (Shipley et al., 1978; So et al., 1976).
Estes dados, aliados ao fato de que os genes para toxina STa
e fimbrias tém sido localizados no mesmo plasmidio (Smith et
al., 1979; MacConnell et al., 1981; Murray et al., 1983533
Silveira et al, 1987), levaram—nos a supor que, se 0S8 genhes

para a fimbria Fms fossem de origem plasmidial,



possivelmente seriam encontrados no plasmidio de 79 Mda, que
codifica a toxina 8Ta.

A amostra mutante JS1, sensivel a estreptomicina,
foi tratada com SDS, visando a eliminacio do plasmidio de 79
Mda. 6As colénias obtidas no tratamento foram avaliadas
quanto & produci3o da toxina S5Ta, a fim de determinar se a
cura do plasmidio acarretaria também a nXo-expressfo da
fimbria Fms. Das 500 coldnias testadas, todas produziram a
toxina S8Ta, indicando gque o plasmidio de 79 Mda n3o foi
curado.

Como n3do foi possivel a eliminacg8o do plasmidio de
79 Mda, o trabalho foi direcionado no sentido de se tentar
marcar este plasmidio com trénsposons, .através de
transformacdo.

0 primeiro plasmidio utilizado foi o pMRS,
sensivel a temperatura, portador de transpason com
resisténcia & ampicilina. N3o obtivemos nenhum
transformante. Ma transformac3o utilizando o plasmidio pMRS
e a linhagem DHSalfa como receptora, os resultados também
foram negativos. Embora existam relatos de transformacies
bem sucedidas utilizando plasmidios de alto pesco molecular
(Silveira, 1986), possivelmente os resultados negativos se
devam ao alto peso molecular do plasmidio. Segqundo Harwood &
Feavers (1985), o aumento do peso molecular do plasmidio
empregado, diminui a eficiéncia da transformacgio.

Na transformagXo controle utilizando o plasmidio
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pBR3I22, a diferenga entre a amostra de £. coli J-1 e DHSalfa
como receptoras foram bem evidentes. Ma transformac3o com
amostra de E£. coli J-1, apenas tré&s coldnias foram obtidas,
enquanto que na transformaco da amostra DHBalfa obteve-se
mais de 200 coldnias transformantes por placa.

Estes resultados reforgam a idéia de que a
bactéria J-1, por varios motivos, como barreiras a nivel de
parede celular ou sistema de restric¥o de DNA, dificulta a
entirada de DNA exdgeno.

Uma outra transformac3o foi feita, utilizando-se a
amostra mutante JS1 e o plasmidio pNEB&2. Este plasmidio &
portador de transposon com promotor tac, que & induzido pela
adicdo de IFTG ao meio de cultura. |

Apenas uma coldnia transformante foi obtida e na
analise eletroforética, n3o observamos alteracfo nos
plasmidios da amostra JS1 que indicassem transposicgio
(figura 7). Visando aumentar a efici€ncia de transposicdo e
replicacic do transposon, & amostra JSpl, portadora dos
plasmidios da amostra J81 e do plasmidio pNE862 foi
cultivada em meio contendo uma concentrag3o de IFTG 30 vezes
maior que a recomendada por Sambrook et al. (1989). Apesar
deste aumento na concentrago de IPTG, n&o observamos
nenhuma alterac3o nos plasmidios da amostra J81.

Objetivando eliminar o plasmidio pNKB&62, a amostra
JSpl foi transformada com o plasmidio pBR322. PFela anidlise

eletroforética observamos a coexisténcia dos dois plasmidios
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na amostra. 0 plasmidio pNKB62 & origindrio do plasmidio
pBRIZE, que por sua vez & derivado do plasmidio pBR3IZ22 (Way
et al., 1984). Era esperado, portanto, gque por pertencerem
ao mesmo grupo de incompatibilidade. estes dois plasmidios
ndo fossem capazes de coexistir na amostra JS1.

Nos primeiros testes realizados neste trabalho,
verificaram—se algumas semelhancas entre a fimbria F43ms da
amostra de £, colli J-1 e a fimbria tipo 1, como
hemaglutinaco manose-sensivel e morfologia em microscopia
eletronica.

As diferencas entre A% fimbrias néo foram
suficientes para inferirmos se a fimbria F4ZIms seria uma
outra fimbria, diferente do tipo 1; ou uma variacdo desta.
N3o foi possivel determinar, através das varias metodologias
empregadas, s o8 genes responsdveis pela codificag3o da
fimbria F43ms estariam localizados no cromossomo, como & o
caso dos genes que codificam a fimbria tipo 1, ou em
plasmidios.

A amostra de E. celi J-1 foi ent3o avaliada quanto
ao perfil eletroforético de proteinas de superficie,
juntamente com uma amostra padr3o produtora de fimbria tipo
1. As duas amostras apresentaram perfis eletroforéticos
bastante semelhantes, com tré&s bandas de aproximadamente
29,92 kd, 17 kd e 14,8 &kd. A proteina de 17 kd foi
relacionada & subunidade da fimbria Fil A, gue na literatura

¢ descrita com um peso molecular de aproximadamente 17 Kd
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(Hanson et al., 1988).

Com base nos resultados obtidos com a amostra de
E. colli J-1 (microhemaglutinac3o e morfologia da fimbria) e
principalmente no perfil eletroforético de proteinas desta
amostra, foi possivel concluir que a fimbria Fms & uma
fimbria relacionada a fimbria tipo 1.

Relatos quanto ao envolvimento de fimbria tipo 1
na patogenicidade s3o controversos (Brinton, 1977 apud Moon,
1990). Isaacson et al. (1978) demonstraram a capacidade da
fimbria tipo 1 aderir a enterdcitos In vitro. Segundo To
et al. (1984), esta ades3o n3o & observada em testes In
vivo. Estes autores também observaram que esta fimbria n3o
confere proteclo aos animais quando Qtilizada como vacinag.

Entretanto, Javappa et al. (1983), trabalhando com
fimbria tipo 1, encontraram resultados bem diversos. Estes
autores obtiveram a ades3o da fimbria tipo 1 em testes in
vive, além de obter uma boa imunidade quando utilizaram—na
como vacina.

0 envolvimento de fimbria tipo 1 na patogenicidade
em humanos foi estudado por Levine et al. (1980}, que
verificaram que muitas amostras de £. colil enterotoxigénicas
(ETEC) e enteropatogénicas classicas (EPEC), produtoras
apenas de fimbria tipo 1, causavam diarréia em voluntarios.
Entretanto, & presenga de fimbria tipo 1 também foi
detectada em 11 das 15 amostras de E. coli isoladas do grupo

controle de individuos sadios, levando estas autores a
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questionarem o papel desta fimbria como agente patogénico.

Levine et al. (1983), trabalhando com amostras de
£. coli enterotoxigénicas isoladas de humanos com diarreia,
detectaram a presenca de fimbria tipo 1 em 42% das amostras
estudadas. Estes autores verificaram, assim como Levine et
al. (1980) que esta fimbria, diferentemente das fimbrias CFA
I @ CFA 11, também estava presente em alta porcentagem (49%)
das amostras de £. celi n3o enterotoxigénicas isoladas de
individuos sadios.

Estes dados conflitantes acerca do envolvimento de
fimbria tipoc 1 em mecanismos de virulé&ncia se deve,
possivelmente, ao fato de existirem variactes entre fimbrias
tipo 1 (Adegbola & 0ld, 1987). Esta.hipétese ¢ reforcada no
relato de Jayappa (1983 apud Moon, 1990) onde,
principalmente baseado em dados n3o publicados, conclui-se
que existam pelo menos 12 diferenﬁes tipos de fimbrias da
"familia" tipo 1.

Acreditamos que a amostra de E. coli J-1 expressa
uma fimbria relacionada & fimbria tipo 1 e, embora apresente
algumas das caracteristicas comumente associadas a esta
fimbria, apresenta outras que reforgam a idéia da existéncia
de variac3o entre fimbrias tipo 1. E’ possivel que estudos
mais aprofundados com fimbrias inicialmente classificadas
como tipo 1, apresentem outras caracteristicas que as
diferenciem, inclusive envolvimento em mecanismos de

patogenicidade.
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Fodemos considerar, portanto, a possibilidade da
amostra J-1 ser enteropatogé&nica para bovinos, uma ve:z qgue
apresenta alguns fatores comprovadamente envolvidos em
patogenicidade, como ades3o a enterdcitos de bezerro e
producao de toxina 8Ta. Estudos posteriores, como avaliagfo
da capacidade de ades3o desta amostra in vive e estudos de
freqiéncia desta fimbria em E. <coli isoladas de bovinos com
diarréia, certamente contribuir3o para elucidar o papel de
fimbrias relacionadas a "familia" de fimbrias tipo 1 nos

mecanismos de patogenicidade de Escherichia coli.
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7. CONCLUSHO

Felos resul tados obtidos nos testes de
hemaglutinac3o, visualizac¥o de fimbrias em microscopia
eletrénica, reacido de aglutinac3o com diferentes antissoros,
adesdo a enterdcitos, testes de conjugacgdo, transformag3o,
hibridizac3o e eliminacio plasmidial, concluimos que:

- A amostra de E. coli J-1 apresenta uma fimbria
diferente de outras ja& descritas. Como outros antigenos de
aderéncia de E. coli, esta fimbria adere especificamente a
enterocitos.

-~ Em muitos aspectos a fimbria F43ms apresenta
caracteristicas semel hantes A fimbria tipo 1, como
morfologia, hemaglutinaci3o na auséncia de D-manose e perfil
eletroforéetico de proteinas de superficie semelhante.

-Diferentemente de fimbria tipo 1, a fimbria F43ms
se mostra dependente de temperatura, n3o se expressa quando
cultivada em meio liquido e hemaglutina hemacias de rato e
carneiro na presenca de D—manose.

- A amostra de E. coli J-1 possui apenas um
plasmidio conjugativo, com marca de resisténcia a
estreptomicina. Este plasmidio n3o & o responsdvel pela
codificac¥o dos genes de express3io da fimbria e toxina 8Ta.

- No plasmidio de 79 Mda encontram—se 08 genes

responsavelis pela codificac3o de toxina S5Ta.
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8. RESUMO

6 amostra de Escherichia coli J-1, isolada de
fezres diarreicas de bovinos, produtora de toxina 8Ta, foi
avaliada quanto a producio de toxinas VT, LT-1 e
bacteriocina, resisténcia a antimicrobianos, padrio de
hemaglutinaco frente a diferentes hemacias, produc3o de
fimbrias j& descritas através de aglutinag3o com antissoros
e capacidade de ades¥o a enterdcitos. A caracterizacXo de
fimbrias foi feita através de microscopia eletrdnica e
andlise eletroforética de proteinas de superficie. Visando
determinar a localizac3o dos genes responsaveils pela
codificac¥o da fimbria F4Zms e da téxina 5Ta, a amostra J-1
foi avaliada quanto ao seu perfil plasmidial e submetida a
testes de cCOonjugagdo, mutagaoA com transposon Tnphof,
transformac¥o, hibridizac3o e eliminag3o plasmidial.

A amostra J-1 n¥o se mostrou produtora de toxinas
LT-1, VT, de bacteriocina e de nenhuma das fimbrias
comumente encontradas em £. c¢oli de origem animal. Nos
testes de hemaglutinago, quando cultivada a 37°C, a amostra
J~1 hemaglutinou hemacias de rato e carneiro, na presenca do
acticar D-manose. Na aus&ncia deste agucar, hemaglutinou
hemdcias de cobaia. No cultivo a 16C, n3o apresentou
hemaglutinac3o.

Atravées de microscopia eletrénica, verificamos a

presenca de fimbrias de aproximadamente 7 nm no cultivo a
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37°C. Na andlise das proteinas de superficie verificamos uma
grande semelhanga entre as proteinas da amostra J—1 e da
amostra ORNLILS, produtora de fimbria tipo 1. Atraves de
imunofluorescéncia, verificamos ades3o de fimbrias F4Zms a
enterdcitos de bezerros.

A amostra J—-1 apresentou quatro plasmidios, sendo
que apenas um, de 26 Mda, com marca de resisténcia para
estreptomicina, s mostrou conjugativo. N3o obtivemos
transconjugantes nas conjugactes utilizando a amostra J-1
como receptora, tanto nos testes de mutagio com transposon
TnphoA, como no uso de plasmidios de incompatibilidade para
eliminac®o plasmidial.

N3o eliminamos o0s plasﬁidios da amostra J-1
utilizando agentes como novibiocina e brometo de etidio.
Utilizando S5DS conseguimos eliminar o plasmidio conjugativo
de 26 Mda sem que, no entanto, a produc3o de fimbrias ou de
toxina 8Ta fosse alterada.

Através de hibridizac®o com sonda para toxina STa.
determinamos que os genes que codificam esta toxina esto
iocalizados no plasmidio de 79 Mda. N3o conseguimos marcar o
plasmidio de 79 Mda com transposons para resistéEncia a
antimicrobianos, nas varias transformaclies realizadas. NHo
foli possivel, portanto, determinar a localizag¥o dos genes

responsdveis pela codificacio e express3o da fimbria F43ms.



2. SUMMARY

An STa toxin producing strain of Escherichia coli,
called J~-1, was isolated from diarrheic bovines. It was
evaluated focusing on five different aspects: (1) the
production of bacteriocins, vT and LT-I toxins, (2)
antibiotic resistance, (3) hemagglutination pattern facing
different eritrocites, (4) occurence of fimbria, by means of
antiserum agglutination and (5) the ability of this strain
to adhere to enterocites. The characterization of the
fimbriae Was done through electronic microscopy and
electrophoretic analysis of surface proteins. In order to
determine the location of the geneé responsible for coding
F43ms fimbriae and STa toxin, the J-1 strain was studied as
for its plasmid profile and was subdued to conjugation
tests, mutation with TnphoAR transposon, transformation,
hibridization and plasmid cure.

The J-1 strain did not produce VT and LT-1 toxins,
bacteriocins and not even fimbria usually found in E. coli
strains isolated from animals was produced.

In hemagglutination tests, when cultivated at 37°C, the
J-1 strain showed positive reaction with sheep and rat
eritrocites, in the presence of D-manose. When this sugar
was absent, hemagglutination occured with guinea pig
eritrocites. When cultivated at 16°C, the J-1 strain did not

show haemagglutination.
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Using electronic microscopy, the presence of fimbria
with 7 nm in diameter was observed when the bacteria was
cultivated at 37°C. Analysing surface proteins, it was
verified that there is a great similarity between the J-1
strain surface proteins and that of the ORN113 strain, which
produces type 1 fimbriae. Adhesion was observed of F43ms to
calf eritrocites through immunofluorescence.

The E. coli J-1 showed four plasmids whereas only one
of them, of 26 Mda, resistant to strgptomycin, was
conjugative. We did not obtain transconjugants using J-1
strain as a receptor, either in TnphoA transposon mutation
tests or using incompatibility plasmids for plasmid cure.

We did not eliminate the plasmids when using novobiocin
or ethydium bromide. Applying SDS, the conjugative plasmid
of 26 Mda was eliminated, without changing STa toxin or
fimbriae production.

By means of hibridization with specific probe for STa,
it was determined that the genes coding STa toxin are placed
in the 79 Mda plasmid. Although several transformations have
been undergone, we could not manage to mark this plasmid
with antibiotic resistance transposons. It was not possible,
therefore, to determine the location of the genes

responsible for coding and expressing F43ms fimbria.
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