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a-31A+
a-FY+
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EA-AggEC
EAEC

EDTA
EHEC
EIEC
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AbreviacOeaes

resultado positivo

resultado negativo

extrato de proteinas de superficie p/ aquecimento a 60<C
graus Celsius

antisoro anti-31A+

antisoro anti-FY+

antisoro absorvido

meio &gar Glicose

ampicilina

aproximadamente

5-bromo-4-cloro~3-indolil fosfato

meio "Brain Heart Infusion™

meio "Brain Heart Infusion Agar"”

eritrb6citos de boil

eritr6citos de cavalo

meio "Colonization Factor Agar”

cloranfenicol

eritrécitos de cobaia na auséncia de D-manose
eritrdcitos de cobaia na presenca de D-manose
Daltons

dcido desoxirribonucleico

Escherichia coli enterocaderente-agregativa
Escherichia coli enteroaderente

fator de aderéncia de EPEC

= Acido etilenodiaminotetra-acético

Escherichia coli enterohemorrégica
Escherichia coll enteroinvasiva
Bscherichia coli enteropatogénica
esterilizada

KEscherichia coll enterotoxigénica
antigeno fimbrial de Escherichia coli
reac8io fraca

fimbria

flagelo
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E = grama

gal = eritrécitos de galinha

H = antigeno flagelar de Escherichia coli

h = hora

hs = horas

H? = antigeno H de Escherichia coli nBo-tipavel
HL = hemolisina

hum = eritr6écitos humanos de sangue tipo A+

K = antigeno capsular de Escherichia coli

kDa = 108 Daltons

Km = canamicina

1 = litro

LAXP = meio "Luria Agar" + BCIP 40 ug/ml

LT = toxina termolébil de Escherichia coli

MDa = 10® Daltons

mg = miligrama

Mili-Q = dgua destilada deionizada Mili-Q (Millipore)
min. = minuto(s)

ml = mililitro

MM = meio Minimo

mnm = milimetro

MRHA = hemaglutinac8o manose-resistente

MSHA = hemaglutinac8o manose-sensivel

Mw = peso molecular

n-abs. = antisoro n#8o-absorvido

NA = meio "Nutrient Agar"

Nal = dcido nalidixico

NBT = nitro blue tetrazolium

nd = n8o determinado / n&o realizado

NM = im6vel, asuséncia do antigeno H de Escherichia coli
o = antigeno somdtico de Escherichia coll

PBS = Tamp8o Salina-Fosfato

PT = extrato de proteinas totais *
PTA = &cldo fosfotungstico

Q.8.p. = quantidade suficiente para

RNA = dcido ribonucleico
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Sigma, MBG

SLT
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STI
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TEMED
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Tris-Cl
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U.F.C.
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UPEC
uv
VETEC
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X\,
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sem diluic8o

dodecil sulfato de sdédio;
eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS

lauril sulfato

soro fetal inativado de bovino

extrato de proteinas de superficie por "shearing"
"Sigma, Molecular Biology Grade"

"Shiga-like toxin"”, Verotoxina

estreptomicina

toxina termoestavel tipo I de Escherichia coli
tetraciclina

dclido tricloroacético

tamp&o Tris-EDTA-Borato
N,N,N°N",~tetrametil-etilenodiamino

TRIZMA base (Tris{hidroxi-metil]aminometano)
tamp8do Tris cujo pH foi ajustado com HCl

meio "Triptic Soy Broth"”

unidade formadora de colbnia

micrograma

microlitro

Escherichia coli uropatogénica

luz ultra-violeta

Escherichia coli verotoxigénica

verotoxina ou "Shiga-like toxin”



1. Introduczso

MDLFOCL)

@> pili, bacterial or bacterial adhesion
i: P=303 references

f> 1 and escherichia coli
2: P=82 references

@> 2 and not husan
3 P=43 references

A bactéria FEscherichia coli é a espécie~tipo do
género Escherichia, pertencente a familia
Enterobacteriaceae. Estes microrganismos, na sua maioria
n8o-patogénicos, s&o bacilos Gram-negativos, anaerdébios
facultativos, adaptados & existéncia comensal ou simbidtica
por longos periodos como parte das comunidades microbianas
intestinais normais de mamiferos e a#es (Drasar & Hill,
1974; Hison & Williams, 1988).

Algumas amostras, contudo, apresentanm
caracteristicas individuais que possibilitam o]
desenvolvimento de doencas infecciosas nos seus hospedeiros.

Estas caracteristicas, denominadas determinantes
de viruléncia ou fatores de patogenicidade, habilitam as
. amostras portadoras a serem patogénicas, através de
processos como colonizac8o, invas8o e/ou destruigfoc de

tecidos, produg¢do de toxinas, ou captacic de produtos

essenciais ao hospedeiroc (Curtiss II1 et alii, 1988).

t - Busca realizada nos arquivos da base de dados MEDLINE, referentes ao 1° semestre de 1990. Cortesia
da Biblioteca Central, UNICANF.



A diversidade de doencas infecciosas descritas na
literatura médica e veterinaria relacionando E. coli como o
agente causal, vem sofrendo atualizacdes cada vez mais
freqientes com a descoberta de novos mecanismos de
patogenicidade e também, com a elucidac8o dos processos
infecciosos de doencas jad descritas (Levine, 1987). Estas
doengas compreendem desde diarréias e disenterias em
neonatos e adultos até infec¢les urindrias, meningites e
septicemias (Hison & Williams, 1888; Levine, 1984, 1985,
1987).

0 estabelecimento da infecc3io é determinado por
uma combinac8o de fatores dependentes da amostra bacteriansa
e da constituic#o do organismo hospedeiro. Como exemplos, a
existéncia de determinantes na superficie bacteriana capazes
de reconhecer receptores especificos no epitélio do
hospedeiro, permitindo a adesfioc, multiplicac8o da bactéria e
colonizac8o deste epitélio; a presenca ou nac de receptores
para os determinates bacterianos nas células do tecido-alvo;
ou ainda a capacidade do sistema imune do hospedeiro em
evitar o estabelecimento da infecg¢8o. Assim, o processo
infeccioso deve ser encarado como uma interac8o din8mica

entre o parasita e o hospedeiro.
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1.1. Adesdo Bacteriana

Em infec¢cdes por amostras de FEscherichia coli
enteropatogénicas, a capacidade de aderir a tecidos
especificos do hospedeiro antes da colonizac8o pode ser
mediada por organelas na superficie microbiana, denominadas
adesinas ou fatores de coloniza¢#o. A ades#o bacterians ao
tecido hospedeiro através de adesinas promove resisténcia as
forcas peristélticas, que tendem continuamente a remové-1las
(Christensen et alii, 1885).

As adesinas bacterianas podem ser classificadas,
de maneira geral, em estruturas proteicas ou
exopolissacaridicas. As adesinas proteicas normalmente s#o
estruturas filamentosas, n#o flagelares, capazes de promover
ades#io a células do organismo hospedeiro. As adesinas de
natureza polissacaridica compreendem os polissacarideos
capsulares bacterianos, capazes de promover ades#o
inespecifica a células e outras superficies (Christensen et
alii, 1885).

Fimbrias s#o estruturas protéicas filamentosas com
estrutura e di8metro regulares, mas que n#o necessariamente
apresentam capacidade de ades3o. Fimbria e adesina tém sido
empregados normalmente como sindnimos, porém uma distincgdo
clara deve ser feita quanto ao uso destas, pois uma fimbria
pode n#o apresentar capacidade de adesdo e uma adesina n#o €
necessariamente uma estrutura fimbrial, com estrutura e

didmetro regulares (Christensen et alii, 1883).
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Pili é wuma denominag¢8o reservada a ocutro grupo de
organelas, semelhantes a fimbrias, capazes de promover
ades8io entre células procariéticas para o processo de
transferéncia de informacfo genética através de conjugacio
(Christensen et alii, 1985).

Uma outra categoria de adesinas protéicas
bacterianas engloba as adesinas n#o-fimbriais, que se
apresentam como estruturas amorfas ou como fibrilas de
difmetro muito reduzido em relac3o ao tamanho das fimbrias
(4s vezes menor que 3 nm), dificilmente visualizadas pela
metodologia usual de colorag8o com é&cido fosfotingstico
(PTA) (Hinson & Williams, 1989).

A adesBo com o envolvimento de fimbrias pode ser
especifica, quando a fimbria reconhece e se liga a um
receptor especifico na superficie da célula hospedeira, ou
inespecifica, quando se liga a uma variedade de receptores,
permitindo a ades8io a vArios substratos. A ades#o especifica
pode ser diferenciada da inespecifica através da constatacdo
do bloqueio da ades#o em trés situacdes experimentais: 1) na
presenca de um excesso de receptores livres (ou analogos do
receptor) ou na presenca de um excesso de fimbrias isoladas
(ou andlogos da fimbria); 2) apds um tratamento quimico ou
enzimitico do microrganismo ou da superficie da célula
hospedeira; e, 3) na presenga de um anti-receptor ou de
anticorpos anti-fimbria. Na primeira situac&o os receptores
livres, em excesso em uma solu¢8o, se ligam aos sitios de

ades3o das fimbrias e a bactéria n8oc dispfem de sitios



ligantes livres para ades#ic aos receptores na superficie da
célula alvo. 0O excesso de Tfimbrias isoladas atuaria de
maneira semelhante, bloqueando os receptores disponiveis na
célula hospedeira, fazendo com gque n#o sobrem receptores
livres para 1ligac#o com as fimbrias do microrganismo. Na
segunda situac8o um tratamento guimico ou enzimdtico da
bactéria ou superficie de ades8o pode remover ou 1inativar os
receptores e/ou fimbrias, impedindo a ades8o. Na terceirsa
situac8o, occorre o bloqueio ou inativagfo dos receptores ou
das fimbrias pela ligac8io do anti-receptor ou do santicorpo
anti-fimbria a estes (Christensen et alii, 1985).

Um terceiro tipo de ades#oc descrita, denominada
coagregacio, estd relacionada com a formac#do de agregados de
células bacterianas, geralmente pertencentes a espécies ou
géneros diferentes. As bactérias de uma espécie aderem ao
epitélio. Em seguida aderem a elas, bactérias de uma segunda
espécie, colonizando, indiretamente, o epitélio (Derek &
Handley, 1889).

A ades#o bacteriana é o estdgic inicial do
processo de patogenicidade em amostras de Escherichia coli
entéricas. Para que esta bactéria tenha sucesso como
patdégenoc é necessdrio que ela colonize o epitélio intestinal
onde aderiu e desencadeie o processo de patogenicidade, seja
pela produc8io de toxinas relacionadas & ocorréncia de
diarréia, destruicdo do epitélio ou invas8o dos tecidos

(Christensen et alii, 18985; Levine, 1885).
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Quadro 1. Exemplos de processos infecciosos causados por

microrganismos nos quais a ades#io microbiana atua
como fator importante, segundo Christensen et alii
(1985).

a aderéncia bacteriana In vitro se

a. Exemplos nos quais

correlaciona com a aderéncia bacteriana in vivo.

Infecg¥o thospedeiro) Microrganiseo Descrigio

Infecc¥o experimental correlacionada cos a
presenga de adesinas, fimbrias tipe I.

Cistite {casundongo) Escherichia coli

Escherichiz coli Infecgdo experisental {camundongo} e natural

correlacionadas cos adesinas, fisbris P.

Pielopefrite {camundongo
e husana}

Infecgdio experisental e natural correlacio-
nadas cos adesinas, CFA/I, CFA/II e outras.

Diarréia (humana} Escherichia coli

Infecc¥o experimental e patural correlacio-
nadas coa adesinas, fimbrias e profeinas de
sesbrana sxterna tipo II.

Uretrite {humana) Neisseria gonarrhoeae

Endocardite {coelha!} Streptococcus sanguis Infecg¥o experimental correlacionada cos
adesinas.
Endocardite (humana) Varias bactérias Infecc¥o natural correlacionada coa adesdo

as vaivulas cardiacas.

ftite pédia Infecc¥o natural correlacionada com adesdo

As células epiteliais faringeanas.

{humana) Streptococcus

pheueoniae

Infecgdo de catéter
intravascular {humana}

Mastite {bovina}

Yaginite {humanal

Staphylococcus spp.
coagulase-pegativos

Streptococcus spp. €
Staphylococcus spp.

fandida spp.

Infeccio natural correlacionada cos adesdo
ao catéter.

Infecc¥o natural correlacionada coa adesdo
ap epitélio do ducts.

Colonizag¥o correlacionada com 2 adesdo as
células epiteliais vaginais.




Quadro 1. Continuacfo.

b. Exemplos

correlaciona com

nos quais

tecidos do hospedeiro.

a especificidade de hospedeiro se

a aderéncia bacteriana in vitro a

Infeccdo (hospedeiro)

Hicrorganisso

Descrigio

Diarréia (humana}
Biarréia {coelho}

Disenteria {cobaia}

Inflamagdo pelvira
{humana}

Bicrofiora oral {humana)

Escherichia cali
enterotoxigénicas

Escherichia coli
{asostra RDEC-1)

Shigella flexneri

Neisseriz genorrhoeae

Streptococcus spp.
e difterdides

Ampstras husanas aderes a células ileais
huganas; amosiras enterctoxigénicas isoladas
de porco, boi e coelho ndo adeream.

fmostras de coelhos aderes apenas a células
ileais de coelho e ndo aderes a células
ileais de rato, cobaia, porco ou humana.

Shigella produz disenteria ea husanp e
robaia, amosiras husanas aderes a células
epiteliais do célon de cobaiz es maior
freqiéncia que a células de rato, coelho e
hamster,

fdec¥o ac oviduio humano e n3o adesdo aps
ovidutos de coelho, porco ou boving,

fmpstras humanas e de rato aderem apenas a
esfregacos de sucosa lingual do hospedeiro
hostloge e ndo aps esfregages heteréloges.




Quadro 1. Continuac#o.

c. Exemplos nos quais os tropismos a tecidos correlaciona-

sSe com

hospedeiro.

a aderéncia

bacteriana in

vitro a tecidos do

fecido alve (hospedeiro) Microrganisao Descrigdo
Nasofaringe {humana) Neisseria Adere sais a células nasofaringeanas que a
’ meningitidis céiulas epiteliais da boca, hexiga e do
epitélio nasal anterior,
Nasofaringe {coelha} Pasteureila Adere mais a celulas nasofaringeanas escaan-
guitocida sas gue a células nasofaringeanas ciliadas

Bexiga (humanal
Pele e orofaringe
{hupana}

Traguéia e bronguin
{hugana)

Epitélip urindrin (bovino}

Shigella fiexneri

Staphylococcus
saprophyticus

Streptococus
[yoQenes

Pspudpaonas
aeruginosa

Corynebacteriuae
renale

ou células de outros tecidos.

Adere meihor ac colon descendente, ee menor
grau ap chion transverso e pouco ac célon
ascendente; ndp adere ao ileo, jejuno pu
dundena.

Adere mais a células urogenitais que a
células epiteliais da pele e boga.

fmostras de pele e orofaringe aderea melhor
ap tecido homblogo gque ap tecido heterélege.

Adere mais a células nasais e {ragueais gque
a células do epitélic bucal,

fidere mais a colulas superficiais do epité-
lic urindric gue a células basais,

Adere apenas a epitélic ciliada.




Quadro 1. Continuac#o.

d. Exemplos

correlaciona-se com

nos quais a susceptibilidade do hospedeiro

tecidos do hospedeiro.

a aderéncia bacteriana in vitro a

Descrigio

Hospedeiro suscepiivel Microrganisso
Pacientes com fibrpse Pseudopanas
cistica aerugingsa
Fortadores de Staphylococcus Staphyloceccus
auress na cavidade nasal aureys

Pacientes com febre repsatica  Staphylococous

ientes com infecgd
trato urindrio

Septicemis neanatal
{humana!

Gonorréia {mulheres)

o

p¥agenes

Escherichia coli

Streptocaccus
agalactiae

Neisseria
ganarrhoeae

Adesdo a células do epitélio bucal & maior
em pacientes susceptiveis & fibrose cistica,

Ades¥o a células da sucosa nasal € saior nos
pacientes portaderes de 5, aureus.

Ades3o a células faringeanas # gaior nos
pacientes com febre reusdtica,

Ades3o a celulas dos epitélios vaginal,
bucal e urindric & maior es pacientes coe
infeccdio urindria fregiente.

Adesdo a células do epitélio bucal de
neopatos € saior nas células de nenonatos
coa infecgdo que nas de neonatos sadios;
ades¥o a células de neonatos & saior gque a
adec¥p a células de adultos.

fdesdo a células do epitélio vaginal & maior
ep mulheres em pis-pencpauss sob fratasento
cos estrdgene {eguivalentes a mulherss
jovens} que ea sulheres ee phs-penopausa ses
trataeento com estrigenc,

10
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1.2. Antigenos de Superficie de Escherichia coli

Escherichia coli possue, associada a sua
superficie, uma variedade de proteinas e polissacarideos com
capacidade antigénica.

Os antigenos de superficie de E. coli s#o
divididos em trés grupos, segundo as proposicdes e
terminologias de Weil & Felix (1918a,b, apud Gaastra &
Graaf, 1982), Kauffmann & Vahlne (1946, apud Gaastra &
Grasaf, 1982) e Kauffmann (1847, apud Levine, 1987), em:
antigenos somédticos, simbolizados pela letra 0; antigenos
flagelares, simbolizados pela letra H; e antigenos
capsulares, simbolizados pela letra K.

Os 171 antigenos som&ticos O conhecidos em K. coli
s8o 1lipopolissacarides, formando complexos associados a
membrana externa da bactéria. S#o termoestédveis e ndo s#o
inativados a4 temperaturas de 1002 C ou 121¢ C (Gaastra & de
Graaf, 1982; Levine, 1887).

Os antigenos flagelares H s#io proteicos e
termosensiveis, sendo inativados a 100e C (Gaastra & de
Graaf, 1882). S#o conhecidos 58 antigenos H em FEscherichia
coli (Levine, 1987).

Os antigenos K, introduzidos por Kauffman & Vehlne
(1948), s#io polissacarideos, geralmente acidicos, que formanm
um envelope ou cépsula 8o redor da parede celular da
bactéria e podem promover a adesBo a superficies (Gaastra &

de Grasf, 1982; Levine, 1887).



Os antigenos O e H constituem o sistema de
classificac8io 0:H, introduzido por Kauffman em 1847 (Levine,
1887), o qual é empregado na caracterizac#io dos sorotipos de
amostras patogénicas de Escherichia coli. A sorogrupagem<2>
é também fundamental na definig¢c8o do grupo de Escherichia
coli enteropatogénica clédssica (EPEC) (Levine, 1987) e
auxilia = definig8io dos outros grupos de amostras
patogénicas entéricas: Escherichia coli enterotoxigénica
(ETEC), enteroinvasiva (EIEC) e enteroemorrégica (EHEC),
descritos a seguir.

Uma classificagfio complementar, proposta por Evans
et glii (1979, 1980) refere-se aos padrées de hemaglutinac#o
de eritrécitos na presenga de D-manose nas amostras de F.
coli patogénicas. A capacidade de alguns tipos de fimbrias
de E. coli de promoverem ades#io a receptores especificos
confere especificidade na infecc@io e na colonizacdio do
hospedeirc ou do grupo de hospedeiros. Uma descric3o dos
padrSes de hemaglutinag8o e dos tipos de fimbrias de

Escherichia coli encontra-se nos Quadros 2 e 3.

2 - Classificag¥o baseada apenas es antigenos somdticos (D).



Quadro 2. Tipos de hemaglutinac#io de Escherichia coli,
segundo Evans et alii (1880).

Hemaglutinagdo com Eritrécitos de

Grupos de
Hemaglutinagdo hus boi gal sac cob Tipo de Hemaglutinag¥p Produzida‘™?
1-A R R R - - MR com eritrdcitos hum, boi e gal
I-B R R R 5
11-A - R R - - MR com eritréocitos boi e gal
- R R S
- 8 R R s 5
ITI-A - - 8 S § MS com eritrocitos gal, mac e cob
Iv-A s - 5 s S HS com eritrécitos hus, gal, mac e cob
Iv-B - - - - - Hemaglutinagdo n3o-detectivel
V-A - - - MR smonoespecifica
y-B - - -
v-C - R - -
y-D - - - R -
V-E - - R
V-F - § 8
¥-6 {outros)
VI-A R - R R - MR com eritréocitos hua e mac
Vi-B R - R R §
vi-C R - - R -
vI-D R - 5 R §
VI-E R - R R R
VI-F R - S R R
VI-6 (outros)
ViI-A R R - - - MR com eritrocitos hum e boi
VII-B R R - 5
ViI-C R R 1 8 5

ViI-D {outros)

Eritrécitos: hum = husano tipo A boi = bovino
gal = galinha cob = cobaia
sac = sacaco verde africano

R, MR = hemagiutinag¥o sanose-resistente {MRHA).

§, M5 = heaaglutinagdo manose-sensivel (MSHA),

- = hesaglutinagdo negativa.

3 - Descric¥o da padrde principal do grupo. Variagbes, principalmente quanto & hesaglutinaglo mannse-
sensivel, s3o designadas por subgrupos.,



1.3. Classificactio de EKscherichia coli Patogénicas e

Tipos de Fimbrias Associadas

Escherichia coli pode apresentar diversos fatores
de patogenicidade associados a entidades clinicas
diferentes, como diarréisa, disenteria, cistite,
pielonefrite, meningite e septicemia (Hanson et alii, 1988;
Hinson & Williams, 1989; Levine, 1880, 1887; O’Brien &
Holmes, 1987).

A classificaclio de Escherichia coli patogénicas,
descrita a seguir, segue primeiramente o tipo de infeccdo
causada pelo microrganismo no homem, suas caracteristicas e
a sintomatologia elinica (Levine, 1985, 1987):

1. Escherichia coli uropatogénicas (UPEC): causadoras de

infecgdes a nivel do trato urinério, mais
freqiientemente infeccdo urinéris (cistite) e
pielonefrite.

2. Escherichia coli meningiticas: causadoras de meningite

purulenta em neonatos.

3. Escherichia coli enteropatogénicas clédssicas (EPEC):
causadoras de infecgBes a nivel intestinal,
classicamente, diarréia neonatal, de natureza
epidémica. Podem ser subdivididas em dois subgrupos:
EPEC I e II, de acordo com o tipo caracteristico da

ades8o a células em cultura de tecidos.

4. Escherichia coli enterotoxigénicas (ETEC): causadoras
de diarréia infantil em paises em desenvolvimento e
diarréia de viajantes ("traveler’ 's diarrhea"), através
da producéo de enterotoxina termoestdvel (ST) e
termoldabil (LT).
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5. Escherichia coli enteroinvasivas (EIEC): causadoras de
disenteria febril semelhante a disenteris causada por
Shigella.

6. Escherichia coli enterchemorriagicas (EHEC): causadoras
de colite hemorrigica e sindrome urémica hemorrégicsa;
diferencidvel da diarréia causada por EIEC devido a
auséncia de febre e leucdcitos fecais.

7. Escherichia coli enteroaderentes (EAEC): associadas &
ocorréncia de diarréia, porém pouco se sabe sobre sua

patogenicidade e epidemioclogia.

A classificacdio adotada para amostras de
Escherichia coli de origem humana n#io é asdequada, contudo,
para a classificacsio de algumas amostras de origem n#o-
humana, como é o0 caso de amostras associadas a mastite e
infec¢tes septicémicas em animais, amostras produtoras de
verotoxina (VETEC), e amostras uropatogénicas e
meningiticas, as quais s#o ainda pouco estudadas em animais
(T. Yano, comunicac¢3o pessoal, 1890).

Os parfmetros para caracterizac#o destas
diferentes classes de Escherichia coli patogénicas s#o:

1) sitio da 1les#o e tipo de resposta clinica ocasionada e
caracteristicas da infecc#io (febre, diarréia sanguinea,
leucocitose, cbdlicas, disenteria);

2) grau de invasibilidade da bactéria no organismo hospe-
deiro e tipo de les#o caracteristica;

3) producsio de toxinas: termoestéveis (STI ou STII),
termolédbeis (LTI e LTII) e verocitotoxina ou "Shiga-like

toxin"” (SLT ou VT);



4) sorogrupo (0) ou sorotipo (0:H) ao qual pertence a amos-
tra envolvida; e,
5) caracteristica de ades#o a células epiteliais in vivo ou

in vitro.

1.2.1. Escherichia coli Uropatogénicas (UPEC)

A definig#o deste grupo é baseada no tipo de
infecc#do promovida pela bactéria, como, por exemplo,
amostras isoladas de trato urindrio responsédveis pela
ocorréncia de infecg8es urindrias, cistites ou
pielonefrites, o que permite a subdivis3io funcional deste
grupo em dois subgrupos: amostras associadas a pielonefrite
(Escherichia coli pielonefriticas) e  amostras associadas a
infecgcsio do trato urindrio (E. coli cistiticas) (Levine,
1984).

A caracterizaciio das amostras de UPEC e dos
subgrupos é feita através da deteccdo de fimbrias
especificas e determinac#@o de sorogrupos. Aproximadamente
70% das amostras iscladas de pacientes com pielonefrite e
55% das amostras de pacientes com cistite se enquadram nos
sorogrupos 01, 02, 04, 086, 07, 016, 018 e 075 e dentre os
antigenos K mais freqiientes encontram-se K1, K2, K3, K5, K12
e K13 (Levine, 1884).

Amostras de E. coli uropstogénicas podem
spresentar normalmente fimbrias do tipo I e fimbrias tipo P,

classificadas de acordo com o tipo de receptor envolvido na
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adesiio destas fimbrias e hemaglutinacdio de eritrédcitos
(Aronson et alii, 1979; Christensen et alii, 1985; Van Die
et alli, 1988; Hagberg et alii, 1983; Hagbert et alii, 1881;
Leffler & Svanborg-Eden, 1981; de Ree et alii, 1885).

Fimbriss tipo I reconhecem residuos de D-manose
como receptores especificos e podem aderir a quase todos os
tecidos humanos, como células sanguineas (hemdcias e
leucécitos), células do epitélioc bucal, enterdcitos, células
uroepiteliais e uromucéide (proteina de Tamm-Horsfall)
(Davis et alii, 1981; Duguid & 01d, 1980; Firon et alii,
1882). Fimbrias tipo I s#o tubulares, com difimetro de 7 nm,
e compostas por trés subunidades proteicas em menor
gquantidade (28.000, 186.500 e 14.500 Dsa) associadas a
estrutura tubular composta por subunidade de pilina de
17.000 Da (Hanson et alii, 1988). Hanson et alii (1988)
caracterizaram a subunidade de 28.000 Da como sendo a
subunidade da porc8o proteica ligante ao residuo de manose,
responsdvel pela capacidade de ades#io. A sua regulac#io n#o é
temperatura-dependente e o controle genético é cromossdmico.
Apresenta s caracteristica de variacfio de fase, com a
subseqiiente perda de express#@o durante varias gderacdes da
bactéria, devido & inversfio de um fragmento de 314 pb
contendo o promotor do gene fimA, codificador da subunidade
da fimbria (Hinson & Williams, 1987; Maurer & Orndorff,
1887).

Apesar da sua capacidade de colonizar vérios

epitélios, n¥o se encontrou uma associac3#o de Escherichia
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coli portadoras de fimbrias tipo I e diarréia causada por
ETEC (Gaastra & DeGraaf, 1982).

Por outro 1lado, pesquisas em modeles n#o-humanos
sugerem um papel de fimbrias tipo I na patogenicidade
relacionada a infecg®es do trato urindrio (Aronson et alii,
1879; Hagberg et alii, 1983).

A associag¥o de E. coli portadora de fimbrias tipo
I e pielonefrite humana foi descrita por Rene & Silverblatt
(1982), que verificaram a ocorréncia de uma resposta imune
especifica contra fimbria tipo I nos pacientes infectados.
Esta associac#o, contudo, n3o foi confirmada em trabalhos
posteriores (Hagbert et alii, 1881; Leffler & Svanborg-Eden,
1981).

Ofek et alii (1898l) sugerem que a ocorréncia de
fimbrias tipo I em Escherichia coli uropatogénicas é mais
importante no processo de 1iniciag8o da infecgc8o que na
persisténcia da infecg¢#io no trato urinédrio.

Fimbrias P apresentam capacidade de ades3o a
células uroepiteliais e s#o classificadas em pap
("pyelonephritis-associated pili") e Pprs ("pap-related
seguence” ), conforme o residuoc de agicar que reconhecem.

Fimbrias tipo pap reconhecem a alfa-D-galactose-
(1,4)-beta-D-galactose como receptor especifico, a qual esta
associada ao tipo sanguineo P (Van Die et alii, 1988).
Portadores do fendétipo P ou P2, por expressarem o receptor
em maior quantidade, s#&o mais susceptiveis & adeséo

bacteriana que os portadores de fenédtipo p (Levine, 1884).
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As fimbrias do grupo prs reconhecem o antigeno de
Forssman, constituinte de eritrécitos de carneiro, o qual
também estd presente no epitélio da pelvis renal humana,
ligando-se a0 residuo de galactose-N-acetil-alfa(l--
3)galactose-N-acetil, (Arthur et alii, 1988).

0 grupo de fimbrias P, congrega védrios sorotipos
distintos, reconhecidos como F7 a F13 (van Die et alii,
1988). Alguns sorotipos foram codificados por Orskov &
Orskov (1883), como F7 a Fll1l, e apresentam hemaglutinac#o
manose-resistente com eritrécitos humanos. Algumas destas
fimbrias encontram-se clonadas (van Die et alii, 1988; de
Ree et alii, 1985). No caso da fimbria F1l, a propriedade de
hemaglutinag8io de eritrécitos, e portanto de adesdio ao
receptor, e a express@io da fimbria s#o caracteristicas
distintas, mediadas por subunidades proteicas diferentes,
codificadas independentemente no "cluster” génico clonado.
Mutantes fimbriados sem capacidade de aglutinac#o de
eritrécitos e mutantes hemaglutinantes sem fimbria sé#o
fendétipos passiveis de ocorréncia neste caso.

0 mecanismo de montagem das fimbrias tipo P
encontra-se descrito e compreende um operon com 9 genes
associados & regulacdio, sintese, transporte e montagem dsa
subunidade do pilus e & codificac¢8ic da adesina especifica
(Arthur et alii, 1988). Os operons pap e prs s#o diferentes,
contudo estudos de transcomplementacsio demonstraram que a
codificacsio das adesinas especificas €& a udnica diferenca

funcional entre estes dois operons, sendo que o gene pap@
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codifica a adesina especifica para eritrécitos do tipo
sanguineo P e o gene prsG codifica a adesina especifica para

o antigeno de Forssman (Arthur et alii, 19889).
1.2.2. Escherichia coli Meningiticas

Overall (1970, apud Levine, 1984), num estudo
sobre sobre meningite neonatal com 54.535 criangas apontou a
ocorréncia de 25 casos de meningite neonatal, resultando
numa relacsio de 0.45 em cada 1000 nascidos vivos. Numa
estimativa geral, 40-80% dos casos de meningite neonatal s#o
devido a infec¢cBes por FEscherichia coli meningiticas e
aproximadamente 80% das amostras isoladas apresentanm
antigeno capsular K1.

0 antigeno K1, denominado 4&cido colominico, & um
polissacarideo acidico formado por um homopolimero 2-->8-
alfa do dcido N-acetilneuraminico (dcido sidlico). O
antigeno K1 de E. coli é idéntico em estrutura quimica ao
polissacarideoc dcido do grupo B de Neisseria meningitidis,
com O qual apresents identidade imuncldgica completa
(Leviné, 1984).

A infeccdo por Escherichia coli K1 provem da flora
natural materna (o c¢blon de 20-40% dos individuos &
colonizado por amostras K1), e em 1 entre 2000-4000
neonatos, E. coli K1 invade a corrente circulatéria e

desenvolve meningite (Levine, 1884).



0 polissacarideo K1 apresenta ainda propriedades
antifagociticas, conferindo & bactéria resisténcia a
fagocitose por polimorfonucleares (Levine, 1884).

Contudo, nem todas as amostras portadoras do
antigeno K1 apresentam s capacidade de invasiio e
desenvolvimento de meningite. A ocorréncia de amostras
patogénicas parece estar restrita a alguns sorogrupos
especificos, todos associados ao antigeno capsular Kl1:
018a.c:K1, O07:K1, O01:K1l, e em menor freqiiéncia 075:K1
(Levine, 1882).

1.2.3. Escherichia coli Enteropatogénicas (EPEC)

As amostras de Escherichia coli classificadas como
EPEC constituem um grupo controverso de amostras, causadoras
de diarréia, vomito e febre em criangas e neonatos. S#o
agrupadas com base em seus sorogrupos e sorotipos, sendo
altamente enteroadesivas (Knutton et alii, 1887), e n#o
apresentam produ¢3o de toxinas ST e LT, nem capacidade de
invas#io de tecidos (Levine, 1987).

A determinac3o do antigeno somatico O era o dnico
método diagnéstico para EPEC até o inicio de 1870, uma vez
que os testes e modelos animais disponiveis até ent#o n#o
permitiam a distinc8o entre as bactérias patogénicas das
amostras da flora normal (Levine, 1887).

A definic8ic dos principais sorogrupos envolvidos

neste tipo de diarréia foi realizada com base em evidéncias
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epidemioldégicas, estudos com voluntdrios e através da
compilac8o dos dados de Ewing et alii (1963, apud Levine,
1887) e Taylor (1961, apud Levine, 1887).

Os sorogrupos de EPEC apresentam a seguinte
subdivis#io quanto ao grau de envolvimento das amostras do
grupo como patégenos: 1) Classe I, agrupa os Sorogrupos mais
importantes. Geralmente apresentam o "fator de ades@io de
EPEC" (EAF+) e ades3io do tipo 1localizada a células Hep-2
(Nataro et alii, 1985; Scaletsky et alii, 1984): (0286)<4>,
055, 086, 0111, 0118, 0125, 0126, 0127, 0128ab e 0142¢5>.
2) Classe 2: agrupa oS sorogrupos menos importantes,
raramente apresentam EAF+ e apresentam aderéncia negativa ou
do tipo difusa a células Hep-2: 018, 044, 0112, 0114.

A subdivis#io das EPEC quanto & caracteristica de
ades¥o a células Hep-2 foi proposta por Cravioto et alii
(1878), os quais demonstraram que aproximadamente 80% das
amostras de EPEC da colegcio do “Colindale Laboratory”
(England) apresentaram ades3o a células Hep-2 em cultura de
tecido, o que é raramente observado em amostras dos outros
grupos e samostras da flora normal. A propriedade de ades#o
foi posteriormente definida por Baldini et a&lii (1883) como
sendo codificada por um plasmidio de aproximadamente 60 Mda,
responsdvel pela express#io do "“fator de ades#o de EPEC”,
conhecido como EAF. Coube a Scaletsky et alii (1984) e

Nataro et alii (1985) a diferenciacéo entre sadesé#o

4 - fmostras do sorogrupo 026 foi posteriorsente classificadas coso EHEC.
5 -0 sorogrupo 0142 foi definido como um sorogrupo importante de EPEC clissica apenas no inicio da
década de 79.



localizada e difusa a células Hep-2 e Hela e a associac#o da
ades8o localizada em Hep-2 & existéncia de um plasmidio de
80 MDs.

Uma controvérsia quanto & utilizac8io de apenas
sorogrupagem como metodologia de identificac¢#io de EPEC foi
levantada por ©Smith et alii (1880) apdés o estudo de 448
amostras isoladas de pacientes com diarréia relacionadas a
13 sorogrupos O de EPEC. Estes autores demostraram que a
grande maioria das smostras dos sorogrupos de EPEC n#o
apresentam EAF ou produc3io de VT em ensaios de hibridizacdo
com sondas de DNA. Na hibridizac#o com sonda para EAF apenas
36 amostras, pertencentes aos sorotipos cléssicos de EPEC,
foram positivas para EAF. Testes de hibridizac#o com sonda
para VI1 e VT2 revelaram a presenca de 16 amostras VT1+ ou
VT2+, todas EAF-, das quais 15 pertenciam aos sorogrupos 026
e 0128. Entretanto, a utilizacdo de EAF como marcador para
caracterizagsio de EPEC parece n#o ser vdlida, pois estudos
anteriores realizados por Knutton et alii (1987)
demonstraram gue apesar da eliminac8o da expresssio de EAF
(cura do plasmidio de 60 MDa), amostras de EPEC (0:127:H8)
apresentavam a capacidade de ades#io & mucosa intestinal e de
destruicéio de microvilosidades.

0 mecanismo de patogenicidade de EPEC comecou a
ser elucidado na década de 70, com os estudos
histopatolégicos de Polotsky et alii (1877) com sorogrupos
cldssicos de EPEC em al¢ga 1ligada intestinal de coelho;

seguidos de Ulshen & Rollo (1980), com uma amostra do
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sorotipo cléssico 0125ac:H21 em biépsia intestinal de
crianca; e Rothbaun et alii (1982) em um surto de diarréia
por EPEC do sorogrupo 0119 em criancas.

Estes estudos revelaram a presenca de
microcoldénias de Escherichia coli fortemente aderidas a
células da extremidade das vilosidades intestinais com a
destruicsio da células épiteliais. Nos estudos de microscopia
eletrdnica as - amostras de EPEC produziam uma les#o
caracteristica, aderindo fortemente a células epiteliais com
destruicsio da bordadura em escova, mas sem invas8o das
células ou do tecido. Freqientemente eram obervadas
bactérias sobre um "pedestal” de microvilosidades
destruidas. Estudos mais recentes reproduziram tais lestes
em porcos gnotobidticos, privados de colostro, infectados
com EPEC de origem humana (Moon et alii, 1983).

0O envolvimento do EAF na patogenicidade de EPEC
foi avaliado em estudos com voluntdrios, que ingeriram uma
amostra 01l27:H6 portadora de EAF ou a mesma amostra cuja
expressfio do EAF foi abolida (cura plasmidial). Nove em 10
voluntidrios tiveram diarréia no primeiro caso e apenas 2 em
10 apresentaram diarréia suave no segundo teste (Levine et
alii, 1985), indicando que EAF parece conferir &s amostras
portadoras uma maior viruléncia, apesar das amostras com
expressio de EAF abolida ainda apresentarem capacidade de
ades#o a mucosa intestinal e de destruicéo de

microvilosidades (Knutton et alii, 1887).
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Os mecanismos moleculares através dos quais EPEC
causa diarréia ainda n#o se encontram claramente elucidados.
Algumas amostras de EPEC aspresentam a produc#io de uma toxina
semelhante & toxina de Shigella dysenteriae tipo 1 (SLT-1),
altamente potentes contra células Vero e Hela em cultura
(revisdo em O’'Brien & Holmes, 18987). A produg8o de outra
classe de citotoxinas, SLT-II, também foi relatada em
amostras de EPEC humanas (sorogrupo 0128:B12) e isoladas de
leitfio (sorogrupo 0138:K81) (O'Brien & Holmes, 1887).
Sugere-se que a producdo de citotoxinas possa ter um papel
importante no processo de diarréias em alguns grupos de EPEC
(Cleary et &alii, 1985; Marques et alii, 1886; O’'Brien &
Holmes, 1987; O'Brien et alli, 1882).

Levine (1887) ressalta que em estudos anteriores
de EPEC citotoxigénica, muitas das amostras classificadas
como pertencentes aos sorogrupos e sorotipos de EPEC (Cleary
et alii, 1885; Marques et alii, 1988) deveriam ter sido
reclassificadas como enterohemorrigicas (EHEC), em especial
as amostras do sorotipo 028:H11, consideradas como EHEC
tipicas.

Yano et alii (1988) isolaram amostras de origem
n#o-humana de K. c¢oli 0125 enteropatogénicas de fezes
diarréicas de bovino produtoras do fator de colonizacéo
EAF44 (hemaglutinacdo manose-resistente com eritrécitos
humanos, tipo A+), verotoxina, hemolisina e que apresentaram

aderénecia difusa a células Hels.
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1.2.4. Escherichia coli Enterotoxigénicas (ETEC)

Este grupo se caracteriza pela produc8ioc de duas
classes de toxinas bacterianas: toxinas termoestéveis (ST) e
toxinas termolabeis (LT).

As toxinas termoestiveis de E. coli s#o
heterogéneas, apresentando-se em duas classes: ST-I (ou STa)
ST-II (ou STb) (Whipp et alii, 1881). ST-I é soliivel em
metanol e detectdvel através do teste com camundongos recém-
nascidos (Dean et alii, 1873). Sua ac#o baseia-se na
estimulacéo da atividade da enzima guanilate ciclase
presente e na conseqiiente elevacdo dos niveis de GMPc no
jejuno e 1ileo (Greenberg & Guerrant, 1980; Hughes et alii,
1978), resultando na secreg¢¥o de liquido pars a luz
intestinal, promovendo diarréia. ST-I apresenta ainda
variantes encontradas em amostras bacterianas isoladas de
porcos (STp ou ST-Ia) e de humanos (STh ou ST-Ib), com
pequenas alterag®es na seqiiéncia de aminoécidos. ST-II ¢
insolivel em metanol e detectédvel através do teste em algas
intestinais ligadas de leit#o (Gyles, 1979), mas n#&o no
teste do camundongo recém-nascido (Dean et alii, 1973). ST-
IT parece n#o estar relacionada com patogenicidade em
humanos (Echeverria et alii, 1984).

As toxinas termoldbeis de E. coli também
apresentam heterogeneidade, sendo possivel determinar duas
classes: LT-I e LT-II. A classe LT-I engloba as toxinas

'Y

semelhantes 8 toxina colérica (CT), apresentando identidade
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imunolégica e neutralizag®o pelo anti-soro anti-CT. Nesta
classe encontram-se as toxinas LTh (ou LT humana) e LTp (ou
LT porcina), que diferem em apenas um residuo de aminoicido
(Dykes et alii, 1985; Yamamoto et alii, 1887). O modo de
ac8o de LT-I e LT-II é semelhante, e se d&4 através da
ativaclo da adenilato-ciclase e do aumento do nivel de AMPec,
resultando na secreci3io de 1liquido para a luz intestinal,
promovendo, também, diarréia (Chang et alii, 1987). LT-II é
imunologicamente distinta de LT-I, n#o sendo neutralizada
pelo anti-soro anti-LT-I ou anti-CT (Green et alii, 1983).
Dois variantes antigénicos com carscteristicas bioquimicas e
de toxicidade diferentes, LT-IIa e LT-IIb, podem ser
diferenciados através da ativac#o da toxicidade por
tratamento com tripsina.

A actio de LT-I e LT-II pode ser avaliada através
da inducdo de alteracBes morfolégicas no teste com células
adrenais Y-1 e do aumento da permeabilidade vascular da pele
quando injetadas na epiderme de coelho. LT-1 apresenta ainda
atividade secretéria no ensaio de alcas 1ileais ligadas em
coelho, ao contrédrio de LT-II (Holmes, 1986). A importéncia
clinica de LT-II em diarréia humana parece n#o ser
significante (Echeverria et alii, 1984).

A ocorréncia de amostras enterotoxigénicas
relacionadas a diarréia é elevada, sendo estas infec¢des
diarréicas mais freqilentes em paises em desenvolvimento,
onde as condi¢¥es de higiene permitem a disseminac¢8io de ETEC

através de salimentos e da dgua. As infec¢les por ETEC sio



endémicas e sazonais, sendo mais comuns nos periodos
quentes, quando 8 proliferactioc bacteriana em alimentos é
facilitada. Nas regides endémicas, a contaminacdo afets
principalmente criancas de até 2 anos, onde o veiculo de
transmiss#io mais comum ¢é alimento contaminado (Levine,
1884). Viajantes s#o também um grupo freqiientemente sujeito
a infecc8es por ETEC, principalmente em visita a paises em
desenvolvimento (Levine, 1984).

Em animais as infec¢Bes devido a ETEC afetam
principalmente recém-nascidos e animais Jjovens em rebanhos
de gado, suinos ou carneiros. A freqgiiéncia deste grupo entre
amostras isoladas de casos de diarréia é alta, como
observado por Castro et alii (1984) em suinos com diarréia
sguda, nos quais aproximadamente 30% das amostras de E. coli
isoladas eram ETEC (1.87% LT; 18.02% STa e 12.53% STb).

A produgdo de enterotoxinas per si ndo €
sufuciente para a enteropatogenicidade das amostras de
Escherichia coli, sendo necessédria a ades@io & mucosa do
intestino delgado e a colonizac8o. Fimbrias e adesinas n#o-
fimbriais tém sido associadas a diferentes sorotipos de ETEC
patogénicas, sendo este grande nuimero de variantes e tipos
geralmente associados a um hospedeiro especifico ou um grupo
restrito de hospedeiros (Castro et alii, 1984).

As fimbrias comumente associadas a ETEC de origem
humana subdividem-se nos tipos principais: CFA/I, CFA/II,

CFA/III, 8775 (ou CFA/IV) e PCFO159:H4.<8>

& - PCF significa "putative colonization factor®, ou seja, um nove fator de colonizac¥o proposto,
poréa ainda n¥o oficializade.



29

CFA/I foi a primeira a ser descrita (Evans et
alii, 1875, 1978) nos sorogrupos de ETEC 015, 025, 083, 078,
0128, 0153, apresentando hemaglutinacsio manose-resistente
com eritrécitos humano, bovino e de galinha (Christensen et
alii, 1985).

Evans & Evans (18978) posteriormente descreveram o
tipo CFA/II, a qual apresentava hemaglutinaciio manose-
resistente apenas com eritrécitos de galinha e de boi
(Christensen et alii, 1985). A complexidade estrutural de
CFA/II é grande, aspresentando trés antigenos diferentes, os
quais se expressam de acordo com o sorotipo e biotipo da
bactéria hospedeira (Cravioto et alii, 1982; Smith, 1982).
Os determinantes antigénios foram denominados C€S1 (16,3
KDa), CS2 (15,3 KDa) e CS3 (14,7 KDa). A express#io de CFA/II
é heterogénea e pode se dar através da expressiio de CS1 ou
CS52 em combinac3@o ou n#io com CS3, formando os fenétipos
CS1/CSs3, CS2/CS3 ou apenas CS3.

CS3 é um antigeno n#o-fimbrial, fibrilar, com 2-
3 nm em difmetro em microscopia eletrdnica, comum a
praticamente todas as samostras CFA/II+. CS1 e CS2 sé#o
antigenos fimbriais rigidos, c¢om 6-7 nm de diémetro,
semelhantes a CFA/I. CS1 ocorre nos sorogrupos 08 e 0139,
CS2 no sorogrupo 06 e CS3 nos sorogrupos 06, 08, 080, 085 e
0138.

A fimbria 8775 (CFA/IV) (Thomas et alii, 19882)
apresenta hemaglutinagdo manose-resistente com eritrécitos

bovinos, apresentando também um sistema de antigenos



semelhantes aos de CFA/II (Thomas et alii, 1885; McConnell
et alii, 19868), com os antigenos CS4, CS5 e CSB. CS4 e CS85
compreendem estruturas fimbriais rigidas com 6-7 nm de
difmetro e CS6 é n#o-fimbrial, porém fibrilar como CS3.
Estes antigenos apresentam ocorréncia independente em varios
sorogrupos de ETEC: CS4 no sorogrupo 025, CS5 nos sorogrupos
082 e 0115; e C86 nos sorogrupos 025, 027, 082, 0115, 0148 e
01869.

Honda et alii (1984) descreveram um fator de
colonizaclio em uma amostra de E. coli do sorogrupo 025:H-,
que era sorologicamente distinta de CFA/I e CFA/II, sendo
denominada CFA/III. A amostra original empregada na
caracterizac3io de CFA/III apresentava também a express#o de
CS8 (McConell et alii, 1886).

0 antigeno putativo PCFO0159 é n#o-hemaglutinante e
apresenta subunidades de 18.000 Da. Foi descoberto
comparando-se extra¢Bes de proteina de superficie de uma
amostra O0159:H4, 1isolada de um caso clinico de paciente com
diarréia, crescidsa a 37 C e a 18 (C, em géis de
poliacrilamida-SDS (Tacket et alii, 1987 apud Levine, 1887).
A express¥o de PCFO0158 foi associada a um plasmidio de
27 MDa ligada & codificac#o de ST e LT, sendo posteriomente
demonstrado em diversas outras amostras de E. coli do mesmo
sorotipo.

Os antigenos de origem animal associados a ETEC
compreendem védrias fimbrias com caracteristicas

hemaglutinantes: K88, K98, F41 e tipo 1I; e uma fimbria ndo-



hemaglutinante: 987P. Uma revis3o sobre o assunto pode ser
encontradas em Gaastra & De Graaf (1982).

K88 ocorre em amostras de origem suina,
apresentando hemaglutinacdo manose-resistente com
eritrécitos de cobaia e galinha e regulaciic temperatura-
dependente. Caracteriza-se por filamentos com 2,1 nm de
diémetro, subunidades protéicas com 27.540 Da e ponto
isoelétrico em pH 4,2 (Gaastra & De Graaf, 1982). A
codificacdio é plasmidial (Strim et alii, 1966) e a fimbria
pode apresentar variantes denominadqs K88ab, K88ac e K88ad,
com © antigeno comum K88a. Estes variantes divergem
imunologicamente e apresentam propriedades adesivas
ligeiramente alteradas. A selegdio para os variantes de K88
parece estar relacionada a heterogeneidade do receptor
especifico da fimbria na populac#o suina. Certos individuos
na populagles possuem "resisténcia” & colonizacdio por um
determinado tipo de K88, através de salteraces do sitio
receptor para a fimbria. As variantes de K88 ab, sc e ad
podem representar uma selecsio de fendétipos K88+ heterogéneos
frente aos diferentes fendtipos de receptor dos animais em
populacles suinas (Hinson & Williams, 1989).

Em amostras de origem suina, a ocorréncia de K88+
pode estar associada com maior freqiiéncia & produc#o de LT
que & producsio de LT+/ST*+ ou de STa e STb 1isoladamente
(Castro et alii, 1984, Guineé & Jansen, 1978). Uma excecdo
deve ser feita em relac3o ao sorogrupo 0148, no estudo de

Franklin et alli (1981, em que a maioria das amostras
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analisadas apresentaram coexisténcia estdvel dos plasmidios
K88/Raf, ST e LT.

K88 é um antigeno encontrado em samostras de E.
coli isoladas de bovinos, carneiros e suinos. Apresenta
hemaglutinag3@o manose-resistente com eritrécitos de cavalo e
carneiro e regulac3o temperatura-dependente. A estrutura da
fimbria é um filamento helicoidal, com 4,8 nm de difimetro,
composto por subunidades de 18.500 Da, com ponto isocelétrico
em pH 9,75 (Gaastra & De Graaf, 1882). A codificacdo &
plasmidial e o nivel de express8o parece estar associado ao
fenétipo do hospedeiro (Embden et alii, 1880).

Em amostras de origem suina, K88+ pode estar
associado a S5Ta, porém n#o se encontrou uma associacsio com a

producsio de LT (Castro et alii, 1984). Em smostras de origem

bovina, a ocorréncia de STa estd sempre relacionada i

presenca de K89 (Guinée & Jansen, 1879).

F4l, um antigeno fimbrial encontradoc em amostras
de Escherichia coli de origem suina e bovina, apresenta
hemaglutinacsio manose-resistente com eritrécitos humano, de
cobaia, cavalo e carneiro. A estrutura é filamentar, com
diémetro de 3,2 nm, composta por subunidades proteicas de
29.500 Da e com ponto isocelétrico em pH 4,8 (De Graaf &
Roorda, 1982). F41 encontra-se associada freqiientemente a
produc#io de K98. A codificag8io genética para a producio da
fimbria é cromossémica e apresenta regulacfio temperatura-
dependente (Anderson & Moseley, 1888; Christensen et alii,

1985; Gaastra & De Graaf , 1982). Os sorogrupos envolvidos

LN



s8o 08 e 0101, os mesmos associados & producdio de K89
(Anderson & Moseley, 1888).

0 envolvimento de fimbrias tipo I como fator de
patogenicidade em amostras enteropatogénicas é controverso,
sendo descrito por Jayappa et alii (1985) em suinos, porém
n&o confirmado em trabalhos posteriores (A. F. Pestana de
Castro, comunicac3o Pessoal, 1880).

0 antigeno 887P, na sua forma nativa, n#o é
hemaglutinante com eritrécitos de cavalo, cobaia, coelho,
carneiro, porco ou bovino, mas pode apresentar reacdlio de
hemaglutinacsio quando tratado com glutaraldeido (D. S.
Leite, comunicag¢8io pessoal, 1980). Apresenta-se como uma
fimbria rigida, com di&metro de 7 nm, constituida por
subunidades com aproximadamente 20.000 Da e ponto
isoelétrico em pH 3,7 (Gaastra & De Graaf, 1982). A
codificactio de 987P € cromossSmica e sua regulac3o genética
acontece por variac#io de fase, semelhante & regulac8o das
fimbrias tipo I (De Graaf & Klaasen, 1888). A ocorréncia de
987P estd relacionada a amostras de E. coli de origem suina,
sempre associada & produco de ST (Guinée & Jansen, 1978;
Moon et alii, 1880).

Em relacdio aos sorotipos e sorogrupos associados a
ETEC em amostras de origem animal, Castro et alii (1884)
relatou, para amostras de origem suina, a ocorréncia dos
sorogrupos 010, 035, e 0108, além dos sorogrupos 08, 09,
064, 0108, 0138, 0139, 0141, 0147, 0149 e 0157, normalmente

associados a amostras STa* (Gyles, 1879; Moon et alii,

e
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1980). As amostras STb+ encontradas pertenciam acs
sorogrupos 08, 010, 035, 0139, 0148 e 0157 e as smostras LT+
(geralmente STb+) ao sorogrupoc 01489. Guineé & Jansen (1879)
associaram ainda a produc#o de LT com amostras do sorogrupo
08. Em amostras de origem bovina, STa encontra-se sempre
associado a K99, distribuindo-se nos sorogrupos (08:K25,
08:K85, 09:K30, 09:K35, 09:K(A), 020:K?, 0101:K18, 0101:K30
e 0101:K(A) (Guinée & Jansen, 1979). O mesmo é encontrado
para amostras 987P em suinos, onde a ocorréncia do antigeno
987P estd associada & presenga de ST, distribuindo-se nos

sorogrupos 09, 020 e 0141 (Gaastra & De Graaf, 1982).

1.2.5. Escherichia coli Enteroinvasivas (EIEC)

Escherichia coli enteroinvasivas apresentam
capacidade de invas#io das células do c6lon e de produclio de
diarréia e disenteria, semelhante & promovida por Shigella
(DuPont et a&alii, 1871; Formal & Hornick, 1978; Wanger et
alii, 1988). A capacidade de invas3o de EIEC foi associada &
presenca de um plasmidio de alto peso molecular (aprox.
140 MDa), que codifica vArias proteinas de membrana externs
relacionadas a este processo (Hale et a8lii, 1983).

A identificac#io de EIEC pode ser feita através da
sorotipagem das amostras envolvidas em diarréia (Toledo &
Trabulsi, 1983), através do teste de invasibilidade em olho
de cobaia, conhecido como "teste de Serény" (Serény, 19535;

Toledo & Trabulsi, 1883), ou através da utilizac8io de sondas



moleculares contruidas a partir do plasmidio de viruléncia
de Shigella flexneri (Wanger et alii, 1888).

0 mecanismo de patogenicidade destas amostras é
semelhante ao apresentado por Shigella, dque envolve a
invassio das c¢élulas epiteliais do c6lon e morte celular,
ocasionando febre, c¢élicas abdominais e diarréia aquosa
seguida de disenteria com produc@io de muco, sangue e
leucécitos (DuPont et alii, 1871; Levine, 1987).

Os sorogrupos associados a EIEC em alguns
trabalhos epidemiolégicos s#o: 028a,c:K73, 0124 :K72,
0143:K?, 0144:K?, (DuPont et alii, 1971; Silva et alii,
1980; Toledo & Trabulsi, 1983; Wranger et alii, 1988), entre

outros.

1.2.6. Escherichia coli Enterohemorrégicas (EHEC)

Escherichia coli enterohemorridgica apresenta um
quadro clinico semelhante a EIEC, porém caracterizado pela
ocorréncia de diarréia afebril intensa, sanguinolenta, mas
sem leucdcitos, &80 contrdrio de diarréia causada por EIEC
(Levine, 1987). Qutra entidade clinica ocasionada por EHEC é
a sindrome urémica hemolitica (HUS).

Amostras de K. coli tipicamente associadas a esta
categoris pertencem aos sorotipos 0157:H7 e 026:H11 (Levine,
1887; Riley et alii, 1982). Estas amostras sapresentam a
producsio de citotoxinas codificadas por fagos, ativas enm

células Hela e Vero (Levine, 1987) e n#o produzem toxinas ST

A
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ou LT. Outros sorotipos também foram relacionados a EHEC,
isolados de pacientes com sindromes clinicas compativeis:
0157:NM, O111:H8, O111:NM, O4:NM, O5:NM, 045:H2, 081:H21,
091:NM, 0103:H2, 0113:H2, 0121:H18, 0125:NM, 0145:NM, O[]:H8
e O[]:NM (Boop et alii, 1887; Karmali et alii, 1985; Levine
et alii, 1987; Smith et alii, 1887).

Das citotoxinas de EHEC, a Verotoxina 1 (VT1l ou
SLT-I) apresenta grande semelhan¢ca & toxina de Shigella,
podendo ser inativada pelo mesmo antissoro (0'Brien &
Holmes, 1987). Outra classe de citotoxinas de EHEC,
Verotoxina 2, denominada VT2 (Scotland et alii, 1885) ou
SLT-II (Strockbine et alii, 1988), n3o ¢é neutralizada por
anticorpos anti-toxina de Shigella e apresentam atividade
contra células Vero e Hela. OQutra variante de Verotoxina,
semelhante a SLT-II, ativa em células Vero mas n&oc em Hela
(0O’Brien & Holmes, 1987), foi isolada de amostras de E. coli
associadas & doenca do edema em porcos (Marques et alii,
1987). As toxinas SLT agem através da interferéncia na
sintese protéica pela inativac#o da subunidade riboss8mica
605 (0'Brien & Holmes, 1887).

ODutra caracteristica de amostras EHEC é a presencga
de um plasmidio de 60 MDa na maioria das amostras, associado
com a codificac8io de uma fimbria n8o-hemaglutinante, capaz
de promover ades¥o a células Henle 407 mas n#o a células
Hep-2. A construc3io de uma sonda de DNA a partir deste
plasmidio apresentou 89,8% de especificidade na detecc8o de

EHEC (Levine et alii, 1887).



O mecanismo de patogenicidade de EHEC é semelhante
ao de EPEC, com a ades#o a células epiteliais do intestino e
destruic#sio das microvilosidades, acarretando morte celular e
diarréia. Em experimentos com leitSes gnotobibéticos a ades8o
de EHEC ¢é restrita ao ceco e célon, enquanto EPEC adere em
toda a extens#o do intestino (Levine, 1887).

Amostras de FEscherichia coli de origem n#o-humana
produtoras de verotoxina (VTEC) tém sido isoladas (Mohammad
et alli, 1985; Yano et alii, 1988). A producsio de VT em
algumas destas amostras pode ou n#o estar associada 4
produc#io das toxinas LT e ST (Mohammad et alli, 1885). A
terminologia EHEC, contudo, n#io tem sido empregada para a
designac8o destas amostras, que s8o geralmente classificadas
como Escherichia coli verotoxigénicas (VETEC), de scordo com

o sorogrupo & que pertencem (Yano et glii, 1988).

1.2.7. Escherichia coli Enteroaderentes (EAEC)
e Escherichia coli Enteroaderente-

Agregativas (EA-AggEC)

0 ¢grupo de Escherichia coli enteroaderente
compreende amostras de origem humana, EAF-negativas, de
sorogrupos néo cléssicos, identificadas apenas pela
caracteristica de ades#o a células Hep-2, conforme descrito
por Mathewson et alii (1985) e Mathewson et alii (1888).
Estas amostras est#io associadas a diarréia nZo-hemorragica e

sem leucdcitos fecais.



EAEC apresenta um padr#io de ades3o a células Hep-2
do tipo agregativo, distinto da ades#io localizada e difusa
de EPEC, n#o produzem toxinas deo tipo LT, ST ou SLT, e né#o
invadem células epiteliais intestinais (Levine, 1887).

A aceitacso do grupo das EAEC é controversa, pois
estudos posteriores aos de Mathewson e colaboradores
(referéncias em Vial et alii, 1988) encontraram resultados
conflitantes. A metodologia de adesfio a células Hep-2
utilizada nos ensaios de Mathewson e colaboradores difere do
protocolo experimental determinado por Cravioto et alii
(1979) para diferenciac#io dos tipos de adesfio difusa e
localizada. Mathewson e colaboradores utilizaram a incubac#o
por 1 hora das amostras com as células em cultura, seguida
de lavagem e incubac8io por mais 2 horas, enquanto o
protocolo original de Cravioto et alii (1979) recomenda uma
incubac#o continua por 3 horas. Vial et alii (1988) sugderem
que esta é uma falha metodoldgica do trabalho de Mathewson e
colaboradores e propSem uma reclassificac#o das amostras do
grupo definido por aqueles autores.

A proposta de Vial et alii (1988) denomina o grupo
como Escherichia coli enteroaderente-agregativa (EA-AggEC).
As amostras deste grupo apresentam um padr#o de ades3o a
células Hep-2 tipico, com a formacsio de agregados de
bactérias aderidas a porgcdes das células em cultura e so
vidro do substrato. Os sorogrupos 0 envolvidos eram na sua
maioria n#éo tipdveis ou tipo rugoso, e os antigenos H

encontrados foram H2, H10, H33 e H:NM.
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fimbrias de Escherichia coli associadas a

processos de patogenicidade (compilado de vArias fontes).

Quadro 3. Principais

Hemaglutinagdo com Eritrécites

Fimbria Hospedeiro Grupo de Expressdo  Codificagdo M {Da} pl Foraa e
E. coli Huw Boi Car Cav Cob Gal Fenotipica  Genética Subunidade Didmetro
k88 5uing ETEC - = = - R R temperatura plasaidial 27,540 4,2 filamento
dependente hosopol. Lim
K99 bavino ETEC - - R R - - tesperatura plasmidial 18,500 9,7 filasento
5uino ETEC dependente hosopol , helicoidal
carneiro ETEC 4,8 ne
Fat suing ETEC R - R R R - tesperatura plaseidial/ 29,500 4,6 {ilasento
boving ETEC dependente  cromossimica  hosopol, 3,2 m
Fa2 bovino ETEC R -~ R R R R temsperatura plasaidial 30,000 342 rigida
dependente -
987  suino ETEC - - = - - - variagdo tromossomica 20,000 3,7 tubular
de fase 1,0 na
Tipo I husano UpP,EP,ETEC § - § 8§ B -~ variacdo crosossomica 17,100 - tubular
suina ETEC de fase {28, 16.5, 14.5 X) 7,0 na
CFA/T  humano ETEC R R - - - R variagdo plasaidial 15,038 4,8 filamento
de fase hosopol, 3,2 ne
CFAZIT  humano ETEC - R - - - R tesperatura plasaidial £81 16,300 filamentc  6-7 na
{C51, C52 e C53) dependente £52 15,300 filamento  6-7 na
€53 14,700 fibrilar 2-3 e
8775  humano ETEC R R - - "R* - tesperatura plaseidial €84 - filamento 7 na
{CFA/IV) {Cs3) dependente £55 - filamento T
{C54, €83 e C54) £S6 -  nlo-fimbrial
PCFO159 humano ETEC - - - = = -~ tesperatura plaseidial 19,000 - -
dependente -

P {pap) humano UPEC R - - - - - temperatura cromossémica 17 - 22 K - tubular
{prs} dependente heteropal. -7 na
EAF44  bovine EPEC R - - - - - tesperatura plassidial - filamento

{VIEC) dependente -
£s3la  bovino ? - -~ = - - - temperatura plaseidial 29,000 - filamento
dependente  {cromossémica?}  homopol. 6-7 na
FY bavino ? - R - - - - tesperatura crosossomica 20,000 - filamento
dependente  {plaseidial?) ? 4,2 s
31A bavino ? - R - - - - teaperatura cromossomica 19,000 - filasento
dependente  {plassidial?) ? -

homopol. = homopolimérica
heteropol. = heteropolimérica
pl = ponto iscelétrico

S = hesaglutinacdo manpse-sensivel
R = hesaglutinag¥o manose-resistente
M¥ = peso molecular es Daltons

Boi = bovino
Cav = cavalo
tial = galinha

humano tipo & -
carneiro
cobaia

Eritrdcitos: Hum
Car
Cob =



1.4. EKscherichia coli Patogénicas para Bovinos

Em bovinos, Kscherichia c¢oli pode atuar como
patégeno associado a diarréia neonatal, diarréia
hemorrdgica, septicemia e mastite (Erskine et alii, 1989;
Janke et alii, 1990; Lohuis et alii, 1988; Morris et alii,
1987; Pearson et alii, 18838; Reynolds et alii, 1988;
Schukken et alii, 1989; Shimizu et alii, 1987; Snodgrass et
alii, 19886).

Os fatores de patogenicidade envolvidos em alguns
destes casos est8io associados a amostras de FK. coli
enterotoxigénicas produtoras de STI (Lintermans et alii,
1988; Shimizu et alii, 1987; Mouricout et alii, 1980); a
amostras tipo AEEC<7> ("attatching-effacing E. coli") SLT-
(Pearson et alii, 1989); e a amostras enteropatogénicas tipo
AEEC produtoras de SLT (Moxley & Francis, 1986) e de SLT-I e
SLT-1I (Wray et alii, 18889).

A ocorréncia de septicemia ainda é um processo de
patogenicidade n#o claramente elucidado, porém, alguns
passos iniciais fora definidos, como a adesfio ao epitélio
(Lintermans et alii, 1988), produc3o de colicina V aséociada
a produc8o de siderdéforo e presenca de plasmidio vir (A. F.
Pestana de Castro, comunicac#o pessoal, 1990),.

Lintermans et alii (1988) descrevem a presenga de
uma fimbria, denominada F17, com caracteristicas de ades®o a

vilosidades intestinasis de bovinos isclada de uma amostra de

7 - Terminologia que designa amostras de Escherichiz coli com a propriedade de ades3o e destruigdo de
sicrovilosidades de enterdcitos,

40
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Escherichia coli enterotoxigénica (ST+) associada a diarréia
e septicemia. A fimbria F17 apresentou peso molecular de
20,000 Da, hemaglutinag¢8o negativa com eritrécitos de boi,
ovelha, cobaia, humano e galinha. Na andlise com antissoros
especificos esta foi sorologicamente distinta de K88, K99,
F41 e 987P e apresentou homologia com FY.

Outros tipos de fimbrias comumente encontradas em
amostras de E. coli isoladas de casos de diarréia em bovinos
s#io K89 e F41. Outras fimbrias, como a FY e 31A, também
ocorrem em frequéncia relativamente alta em alguns estudos
epidemiolégicos recentes (Leite et alii, 1988; Shimizu et
alii, 1887).

Amostras de K. coli associadas a diarréia e
septicemia portadoras de fimbrias tipo FY e 31A foram
isoladas na Franca por Girardeau et alii (1980), na Bélgica
por Pohl et alii (1984), na Inglaterra por Morris et alii
(1985, 1987), no Jap#@io por Shimizu et alii (1987) e no
Brasil por Leite et alii (1880).

As amostras bacterianas portadoras de FY e 31A n&o
apresentaram a produgsio de toxinas, com excess8o de uma
amostra FY+ isolada por Morris et alii (1987), qQque
apresentou a produc8io de STI associada a produc#io de F41l.

Entretanto, pouco se sabe sobre os mecanismos de
patogenicidade destas amostras bacterianas e do papel das
fimbrias FY e 31A como fatores de patogenicidade nestas

amostras.



Shimizu et alii (1987) estudaram a infeccgéo
experimental em bezerros pelsa amostra BZ2468 (31A+),
verificando que esta é septicémica e letal quando associada
a infec¢des simultéineas com uma outra amostra de K. coli
enterotoxigénica (STI). Uma outra amostra FY+ estudada pelos
autores apresentou uma resposta semelhante, sendo isclada de
diversos Orgé#os do animal infectado quando inoculada
simultaneamente com a amostra STI+.

Frente a falta de informa¢cdes relativas a
patogenicidade e mecanismos de patogenicidade das amostras
de Escherichia coli de origem bovina portadoras das fimbrias
FY e 31A, decidimos realizar um estudo para determinar a
localizacio da expressio genética das fimbrias 31A e FY de
amostras isoladas de diarréia e septicemia, visando, a médio
prazo, a clonagem dos genes envolvidos noc processo de
patogenicidade destas amostras. A andlise das propriedades
associadas a estas fimbrias, como padr&o de hemaglutinacso,
ades8o especifica a células em cultura de tecido e a
epitélio intestinal de bovinos também foram estudadas, no
sentido de permitir uma melhor caracterizag8io das mesmas. O
enfoque adotado foi a eliminac8o da expressf#o destas
fimbrias através da utilizac#o de mutagénese dirigida para
proteinas de exportacf8io, com o emprego do transposon Tnphol,
e a caracterizac#dio eletroforética das subunidades proteicas

=

associadas & express#dio das fimbrias FY e 31A.
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- . Objetivoss

O presente trabalho teve por objetivo a andlise
genética da express3o dos fatores de colonizacdo FY e 31A,
presentes em amostras de Escherichia coli associadas =a

diarréis e septicemia em bovinos, visando, principalmente:

1. Determinar a presenca de outras caracteristicas que
podem estar associadas ao processo de patogenicidade,
tais como: resisténcia maltipla a antibidticos;
productio de toxinas termoestdvel (ST), termolébil
(LT) e verotoxina (VT); producdo de hemolisina;
presenca de outras fimbrias; habilidade de ades#o a
células animais (HeLa) em cultura de tecidos; e
patogenicidade em outros modelos animais.

2. Caracterizar eletroforeticamente as sub-unidades
proteicas das fimbrias FY e 31A presentes nas
amostras de Escherichia coli estudadas.

3. Determinar a nstureza genética da expressdic das
fimbrias FY e 31A, relacionando a sua ocorréncia a
plasmidios ou ao cromossomo bacteriano.

4. Eliminar a express8io destes fatores de colonizac#o e
avaliar o comportamento das amostras mutantes frente
d8s caracteristicas de hemaglutinacéo, adesdo a
células em cultura de tecidos e patogenicidade en

modelo animal.
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3. Matexri=al

3.1. Amostras Bacterianas

As amostras de Escherichia coli isoladas de fezes
bovinas diarréicas e n#o-diarréicas, e as amostras
bacterianas de referéncia e plasmidios utilizados nos
experimentos de caracterizagtio fenotipica e genética
(Tabelas 3.1, 3.2a e 3.2b), foram cedidas pela colegdo de
Culturas do Departamento de Microbiologia e Imunologia (DMI)

do Instituto de Biologia, Universidade Estadual de Campinas.



Tabela 3.1. Amostras de Escherichia coli isoladas de fezes

bovinas diarréicas e n8o-diarréicas.

Amostras Fendétipo Origem (colec8o e/ou referéncia)
Att25 FY+ (padrdo) C. Wray, Inglaterra.<(8>
(25 KHS8) Morris et alii (1985)
54-5 FY~+ DMI, Unicamp.
Leite et alii (1989)
2147-4 FY+ DMI, Unicsmp.
Leite et glii (1989)
1la FY+, 0101:K32 M. Conterpois, Franga.<(®>
K99+ ,F41+,8TI Morris et alii (1985)
31A 31A+ (padr#o) M. Conterpois, Franca.
0153:K-:H- Girardeau et alii (1988)
BZ43 31A+ M. Shimizu, Jap#o.<10>
Shimizu et alii (1887)
BZ 24868 31A+ M. Shimizu, Jap#o.
Shimizu et alii (1987)
11aSm Sm>r,31A+ mutante derivada da amostra lla
BZ43Sm Sm¥, 31A+ mutante derivada da amostra BZ43
BZ43xp4 Smr ,Km>,31A-, mutante hemaglutinag3o-negativa
phoA+, derivada ds amostra BZ43
nédo-fimbriada
BZ43xp6 Sm*,Kmr,31A-, mutante hemaglutinac8o-negativa

phoA+,fimbriada derivada da amostra BZ43

8 - Ministry of Agriculture, Fisheries and Food, Central Veterinary Laboratory, Weybridge, Surrey KTi5

3NB, England.

9 - Laboratoire de Microbiologie, Institut National de la Recherche Angronomigque/Centre de Recherche
de Clermont-Ferrand-Theix, 63122 Ceyrat, France.
10 - Bacteriology and Parasitology Section, len-noh Institute of Animal Health, Sakura, Chiba 283,

dapan.



Tabela 3.2a. Amostras de Escherichia coli utilizadas nos

experimentos de caracterizacg#io fenotipica e

genética.

Amostras

Fendtipo

Origes (coleg¥o e/ou referéncia)

E. coli M5101

E. coli BAl

E. coli BAIK

E, cali SM10
laabda pir

E. coli 453

E. coli 3533-1

E. coli HB101

E. coli 711F-

E. cali V517

tipo I*,Nal",lac-

K99+ F41+,571,0100:K-

F4s+,0101:X", derivada da B4l

hospedeira do plasaidic pRT733,
thi, thr,leu,tonf, lacY,supk,
recA: tRP4-2Tc::Muz:,Tra,
portadora do bacteridfago
lambda pir

F-,pro,met, hospedeira de
plasaidios referéncia de
peso molecular

Nal,F~,pro,set, hospedeira de
plassidios referfncia de
peso aolecular

hed520{r=u, a~u),recAlld,ara-14,
prof2,leu,lacYl,5s",0alk2,
rpst20(5a ) xyL-5,at1-1,5upEdds,
hospedeira de plasmidios
referéncia de pesc aclecular

lac*, hospedeira de plasaidios
referéncia de peso molecular

8 plaseidios referéncia de peso
polecular {1.36 a 35.8 Md)

DMI - 1B, UNICANP,¢2t)

M. Conterpois, Franga.¢12
Birardeau et alii {1988)

M. Conterpois, Franga.
Girardeau et alii (1988)

Simon et alii {1983)
Taylor et alii (1989)

DMI - 1B, UNICANP.

DMI - 1B, UNICAMP.

Boyer & Roulland-Dussoix {1969)
Bolivar & Backsan (1979)

DMI - IB, UNICANP,

Plasaid, 1: 417 {1978)

i1 - Dr. Wanderley Dias da Silveira, DMI - 1B, UNICAMP, 13081 Campinas, SP.

12 - Laboratoire de Microbiologie, Institut National de la Recherche Angronomique/Centre de Recherche
de Clersont-Ferrand-Theix, 63122 Ceyrat, France.
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Tabela 3.2a. Continuac#o.

fAmostras

Fenbtipo

firiges (coleg¥o e/ou referdncia)

E. coli H0.407

E. coli 407

£, coli H3

E. coii #H30

E. coli d2

E. coli G600

E. coli 362

E. coli 364

LTh* 8T+, ampstra padrio
LTh*,8T*, amostra padr¥o
STI*, amostra padrio
SLT*, amostra padrdo

SLT*, amostra padrdo

F~,phe,his,pro,trp,lacY,Nal",

amostra padrio de aderncia
negativa es células Hela

Amostra padrio de aderfncia
localizada em células Hela

Amostra padrdo de ader@ncia
difusa em células HelLa

Serafim et alii (1979)013?
Serafim et alii {1979)¢%
Serafim et alii (1977}

DMI - 1B, UNICAMP,

DMI - 1B, UNICANP,
Appleyard (1954)

Young & Davis (1983}

F. Fantinatti, UNICANP,¢2®

F. Fantinatti, UNICAMP.

13 - Dra. M. B, Serafim, DMI - IB, UNICAMP, 13081 Campinas, SP.

14 - L. C, Ricci, DAI - IB, UNICAMP, 13081 Campinas, 5P,

15 - Fabiana Fantinatti, DNI - IB, UNICAMP, 13081 Campinas, SP.
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Tabela 3.2b. Plasmidios utilizados nos experimentos de

caracterizagdsio fenotipica e genética.

Fiaseidio Hospedeira H.M,  Fenttipo Origes {toleg¥o e/ou referéncia)
pR40a £, coli 353-1 96 WDa Ap Km Su, Inc C OMI - 1B, UNICANWP,

pRAL E. coli 433 86 MDa Tc Su, Inc A :

pR1 E. coli 3533 62 MDa Ap Se Cm Km Su, Inc F II #

p307 E. coli 711F- 54 MDa '

pRP4 E, coli J33-1 36 MDa Ap Km Tc, Inc P :

pla E. celi J33-4 23 MDa Cm Ka Sm Su, Inc W "

pBR322 E. coli HB10f 2,6 MDa Ap Tc, elevado niserc de chpias *

pRI733 E. coli SM10 - fAp, Ks, vetor suicida para a Taylor et alii (1989)

lasbda pir

passages do transposon Tnphoh
para bactérias Gram negativas




3.2. Meios de Cultura

Na formulagdio dos meios de cultura e solucdes
adicionais, utilizados para s manutencdo, cultivo e ensaio
das smostras bacterianas, foram empregados reagentes de grau
P.A. e H20 destilada ou deionizada (Mili-Q), conforme a

necessidade.

3.2.1. Agar Glicose Tamponado (AG)

0 meio AG foi empregado no crescimento das amostras
para os testes de hemaglutinac#io. O preparo do meio seguiu a

formulac#o de Jones & Rutter (1874).

a) Caldo Simples (vide item 3.2.3)

b) Soluc#io Estoque de Glicose 20X

Glicose anidra ......... ..t 20 g
Hz20 Mili-Q esteril. g.s.p. .......... 100 ml

A glicose anidra (REAGEN) foi dissolvida em 70 ml de
H20 Mili-Q esterilizada e o volume da soluc@io foi completado
para 100 ml em balZo volumétrico. A soluc#o foi esterilizada
por filtracdo em membrana Millipore 0.22 um (Swinex,

0.47 mm) e armazenada a 4¢ C em frasco esterilizado.
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c) Meio de AG

KH2PO4 ...... .. . . . ... 0,45 g
NazHPOa ........... . ..., 0,81 g
Agar bacteriolégico ............. ... .... 8 g
Caldo Simples ............ . ... .... 1000 ml

Os sais (REAGEN) foram dissolvidos no Caldo Simples
para o preparoc do meio basal. O meio basal foi distribuido
em erlenmeyers contendo Agar bacterioldgico (Difco Lab.) na
concentrac#o adequada (8 g/1) e o meio base foi esterilizado
em autoclave a 121¢ C por 20 min.

Ao meio de cultura frio foi adicionado glicose a partir
da Soluc#@o Estoque de Glicose para uma concentrac#io final de

0.1% no meio.

3.2.2. Agar Sangue (AS)

0 meio AS foi empregado no ensaio das amostras

bacterianas para a produc#oc de hemolisina.

a) Sangue de Carneiro Desfibrinado

0 sangue de carneiro foi colhido em condig¢8es de
assepsia em recipiente de 500 ml esterilizado contendo
pérolas de vidro, sob agitac#io constante, sendo a seguir

deixado em repouso por 12-18 horas a 4¢ C.



b) Meio de AS Base

Agar bacteriolégico ................... 20 g
H20 destilada .................. ... 1000 ml

0 meio basal foi preparado adicionando-se a Hz0
destilada a erlenmeyers contendo Agar bacterioldégico (Difco
Lab.) na concentrac8io adequada (20 g/1) e o meio foi
esterilizado em autoclave a 121e C por 20 minutos.

0 sangue desfibrinado foi adicionado ao meio AS base
esterilizado resfriado a 60 C. O meio foi homogeneizado e o
vertido em placas de Petri em seguida. As placas preparadas
foram invertidas e incubadas a 37¢ C por 12-18 horas para

teste de esterilidade.

3.2.3. BHI (Brain-Heart Infusion Broth)

0 meio BHI (Difco Lab.) foi empregado para o
crescimento das amostras bacterianas para extrac#io de
plasmidios e no preparo de pré-indculos em geral.

O meio foi reconstituido dissoclvendo-se 37 g do meio
preparado em 1000 ml de H20 destilada sob agitac8o suave. O
meio preparado foi distribuido em tubos de ensaio ou
erlenmeyers e esterilizado em autoclave a 121e¢ C por 20

minutos.



3.2.4. BHIA (BHI Agar) (Brain-Heart Infusion Agar)

O meio BHI &dgar (BHIA) foi empregado para crescimento
das amostras bacterianas em placa, no preparo de placas

mestra e de placas e tubos para estoques temporérios.

BHI . e e e e e e e 37 g
Agar bacterioldégico ............... ..., 15 g
Hz20 destilada ...................... 1000 ml

O meio foi prepsrado dissolvendo-se 37 g do meio BHI
(Difco Lab.) em 1000 ml de H20 destilada sob agitaciio suave.
0 meio pronto foi dispensado em erlenmeyers contendo édgar
bacterioldégico (Difco Lab.) na concentracgédo adequada
(15 g/1); ou, no preparo de tubos, o dgar foi adicionado ao
meio em um béquer e fundido em forno de microondas antes de
ser distribuido nos tubos. O meio pronto distribuido foi

esterilizado em autoclave a 121 C por 20 minutos.

3.2.5. Caldo Simples

0 Caldo Simples foi wutilizado como meio basal no
preparo do meio Agar Glicose Tamponado (AG) (item 3.2.1)
(Jones & Rutter, 1874) e do meio de Manutenc3io (item

3.2.12).
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Extrato de ca8rne ........ .o ivnnnennns l1g

Peptona . ... ... .. e e 10 g
NaCl .. e e e e e e 5g
H20 destilada ............... ... .... 1000 ml

0 meio foi preparado dissoclvendo-se o extrato de carne
(Biobrds), peptona (Difco Lab.) e NaCl (ECIBRA) em HzO
destilada sob agitac8o suave.

0 meio preparado foi empregado na formulacdo do meio AG

base conforme descrito no item 3.2.1.

3.2.6. CAYE (Casaminoacids-Yeast Extract)

0 meio CAYE ("Casaminocacids-Yeast Extract") foi
empregado no crescimento das amostras para os ensaios de
verocitotoxina (VT) em culturas de células Vero e de toxins
termoestdvel (STa) no teste do camundongo recém-nascido. O

preparo do meio seguiu a formulac#io de Evans et alli (1873).

a) Solucdio de Sais de CAYE

MgS0a ... e e e 5 g
FeCla . ...ttt e e et eiaeen 0,5 ¢g
Hz2S04 1 mM gq.8.p. ... ... ... .. 100 ml

A Soluclio de Sais de CAYE preparada foi dissolvendo-se
os sais (REAGEN) em 80 ml da solug8o de Hz2S04 1 mM sob
agitag8o constante. O volume foi completado para 100 ml em

balgo volumétrico e a soluc8io fol esterilizada por filtracfo

o

i



em membrana Millipore 0.45 um (Swinex 47 mm) e armazenada a

4c C em frasco esterilizado.

b) Meio de CAYE Base

Extrato de levedura .................... 8 g
Casaminodcidos ........ ... ... 20 g
NaCl ... e 2,5 g
KaHPO4 . ... ... . i 8,75 g
H20 destilada ...................... 1000 ml

pH final 8,2

0 meio de CAYE basal fol preparado dissolvendo-se o
extrato de 1levedura (Difco Lab.), casaminodcidos (Difco
Lab.) e sais (ECIBRA) em H20 destilada sob agitac8o suave. 0
pH foi ajustado com HCl 1N ou NaQOH 5N>para o pH final 8.2. O
meio preparado foi distribuido em erlenmeyers
(10 ml/erlenmeyer 125 ml) e esterilizado em autoclave a
121e C por 20 min.

Ao meio de cultura frio foi adicionado 1 ml da Solugd#o

de Sais de CAYE para cada 100 ml de meio preparado.
3.2.7. CFA (Colonization Factor Agar)

0 meio CFA ("Colonization Factor Agar") foi empregado
no crescimento das amostras para os testes de hemaglutinacg#o
e absorciio de antissoros. 0O preparo do meio seguiu a

formulac8do de Evans et alli (1980).



a) Soluc#io de Sais A de CFA

MgS04 . 7 H20 ... ... ... ... 0,05 g
Hz0 Mili-Q esteril. gq.s.p. ......c.... 50 ml

A Solug#o de Sais A foi preparada dissolvendo-se o
MgS0O4 . 7 H20 (REAGEN) em 40 ml de H20 Mili-Q esterilizada
sob agitac&#o suave. 0 volume foi completado para 50 ml em
bal¥o volumétrico e a solugZo foi esterilizada em autoclave

8 121 C por 20 min.

b) Soluc#io de Sais B de CFA

MnClz . 4 Ha0 ... .. ..t 0,39 g
Hz0 Mili-Q esteril. 9.s.p. ........... 50 ml

A Soluc@io de Sais B foi preparada dissolvendo-se o
MnClz . 4 H20 (REAGEN) em 40 ml de H20 Mili-Q esterilizada
sob agitacsio suave. 0 volume foi completado para 50 ml em
balZo volumétrico e a solugc3o foi esterilizada em autoclave

a 121 C por 20 min.

c) Meio CFA base

Extrato de levedura .................. 1,5 g
Casaminodcidos ........ ... .. 10 g
Agar bacteriolégico ................... 20 g
H20 destilada ...................... 1000 ml

pH final 7,4

A1}
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0 meio CFA base foi preparado dissolvendo-se o extrato
de levedura (Difco Lab.) e casaminodcidos (Difco Lab.) em
1000 ml de H20 destilada. O pH ajustado com HCl 1 N ou NaOH
5 N para pH final 7,4. O meio foi distribuido em erlenmeyers
contendo &gar na concentragéfo adequada (20 g/1) e
esterilizado em autoclave a 121e C por 20 min.

Ao meio de cultura esterilizado foi adicionado 1 ml das
Solugdes de Sais A e B de CFA para cada 100 ml de meio

preparsado.

3.2.8. Meio LB (Luria-Bertani Medium)

0 meio LB ("Luria-Bertani Medium") foi utilizado como
meioc rico para o crescimento de amostras bacterisnas em pré-
inéculos e para crescimento em meio liquido na presenca de
antibidéticos. 0 preparo do meio seguiu a formulac#8o de

Miller (1972).

Triptona . ........ ..t ininnnn 10 g
Extrato de levedura .................... 5 g
NaCl ... i e e e 10 g
H20 destilada ...................... 1000 ml

pH final 7,0

0 meio LB foi preparado em dissolvendo-se a triptona
(Difco Lab.), extrato de levedura (Difco Lab.) e NaCl

(ECIBRA) em 8900 ml de HzO destilada sob agitac&o suave. O pH



foi ajustado com NaOH 5 N (sprox. 0,2 ml) e o volume foi
completado para 1000 ml em proveta; 0 meio foi distribuido
em erlenmeyers ou tubos de ensaioco e esterilizado em
sutoclave a 1212 C por 20 min. A adig#io de antibidticos foi

feita ao meio esterilizado ja frio.

3.2.9. Meio LA (Luria-Bertani Agar)

0 meio LA foi utilizado como meio rico para o
crescimento de amostras bacterianas em placa nas andlises de
conjugagd8io e para o crescimento em placa na presenga de
antibiéticos. 0 meio foli preparado segundo a formulacdo de

Miller (1872).

Agar bacteriolégico ............. .. ..., 15 g
Meio LB pH 7.0 ..................... 1000 ml

0O meio LB pH 7.0 (item 3.2.8) foi distribuido em
erlenmeyers contendo 4dgar na concentragc®o adequada (15 g/1)
e esterilizado em autoclave a 121e C por 20 min. A adic#o de
antibidticos foi feita ao meio esterilizado e resfriado a

60c C antes do preparo das placas.
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3.2.10. Meio LAXP (Luria-Bertani Agar + BCIP 40 ug/ml)

O meio LAXP (meio LA + BCIP 40 wug/ml) foi utilizado
como meio de selecdlo de mutantes fosfatase-alcalina-
positivos nos experimentos de mutagénese com transposon
TnphoA. 0 preparo seguiu a formulac8io de Millan et alii

(1889).

a) Soluc#o de BCIP (4 mg/ml)

BCIP .. e e e e 4 mg
He20 Mili-Q esteril. @q.s.p. ......cio... 1 ml

A solugdio foi preparada em tubo Eppendorf (1,5 ml)
esterilizado pouco antes de ser utiliéada. 0 BCIP (5-bromo-
4-cloro-3-indolil fosfato, sal disdédico, Sigma) foi
dissolvido em 1 ml de Hz20 Mili-Q esterilizada por agitacéo
vigorosa em "vortex". A solucsio foi filtrada com seringa
descartéavel em Millipore 0.22 um (Swinex 13 mm), sendo
transferida para outro tubo Eppendorf esterilizado e mantida
no escuro até o momento da adigsio ao meio LA. A solucso de

BCIP em dgua é instdvel e portanto n8o foi armazenada.

b) Meio LAXP Base

Soluc#do de BCIP (4 mg/ml) ............. 1 ml
Agar bacterioldgico ................... 15 g
Meio LB pH 7.5 ............. T 1000 ml

pH 7,5



0 meio LB (item 3.2.8) foi preparado com pH 7.5,
distribuido em erlenmeyers contendo dgar bacteriolégico
(Difco Lab.) na concentracéo adequada (15 g/ e
esterilizado em autoclave a 121 C por 20 min. A adig¢3o da
solucdo de BCIP e antibidéticos foil feita ao meio
esterilizado e resfriado a 60 C antes do preparo das

placas.

3.2.11. Agar MacConkey

0 meioc édgar MacConkey (Difco Lab.) foi empregado como
meio seletivo no reisolamento das amostras bacterianas.

0 meio MacConkey foi reconstituido dissolvendo-se 50 g
do preparado em 1000 ml de H20 destilada sob agitac&o suave.
0 meioc foi distribuido em erlenmeyvers e esterilizado em

autoclave a 121 C por 20 minutos.

3.2.12. Meio de Manutenc#o

0 meio de Manutencsio foi empregado no preparc de

estoques das amostras bacterianas para armazenamento de

longa durac#o.

Gelatina Nutriente ............... ...... 5 g
Agar bacteriolégico .................. 5.8 g
Caldo Simples pH 7,4 ............... 1000 ml

pH 7,4



&0

0 pH do Caldo Simples (item 3.2.5) foi ajustado com HCl
1IN ou NaOH SN para o pH final 7,4. Dissolveu-se o 4&gar
Eacteriolégico (Difco Lab.) e a gelatina nutriente
("Nutrient Gelatin" - Difco Lab.) e o meio foi derretido e
distribuido em tubos de ensaio (120 x 13 mm, aprox.
8 ml/tubo). Os tubos foram esterilizados em autoclave a
121 C por 20 min e apdés a solidificaglio do meioc foram
fechados com rolhas de borracha e armazenados a 4° C até o

momento de uso.
3.2.13. MINCA

0 meio MINCA foi empregado no crescimento das amostras
para os testes de hemaglutinac3o. 0O preparo do meio seguiu a

formulac#o de Guinée et alii (1977), com modificacdes.

a) Soluc#o de Sais de MINCA

MgSOa . 7 H20 .. ... ... . . i, 1 g
MnClz . 4 H20 ....... ... ... .. ... ... 0,1 ¢
FeCla . 8 H20 ....... .. & .. ... 0,013 g
CaClz . 2 H20 ..... ... .. ... . 0,04 g
H20 Mili-Q esteril. gq.s.p. .......... 100 ml

A Soluc#io de Sais de MINCA foi preparada dissolvendo-se
os sais (REAGEN) em 80 ml de H20 Mili-Q esterilizada sob

agitacdio suave. 0O volume foi completado para 100 ml em baldo



volumétrico. A soluc3o foi esterilizada por filtrac8o em
membrana Millipore 0.45 um (Swinex 47 mm) e armazenada a

4o C em frasco esterilizado.

b) Meio MINCA base

Extrato de levedura .................... lg
Casaminodcidos ........... ... lg
KHePO4g ... ... i 1,36 g
Na2HPO4 . 2 H20 ..................... 10,1 g
Agar bacteriolégico ................... 12 g
H20 destilada ...................... 1000 ml

0 meio MINCA base foi preparado dissolvendo-se o
extrato de 1levedura (Difco Lab.), casaminoécidos (Difco
Lab.) e sais (REAGEN) em 1000 ml de H=20 destilada sob
agitac8o suave. 0 meio preparado foi distribuido em
erlenmeyers com dgar (Difco Lab.) na concentrac8ioc adequada
(12 g/1) e esterilizado em autoclave a 121 C por 20 min.

Ao meio de cultura esterilizado foi adicionado 1 ml da

Solugdo de Sais de MINCA para cada 1000 ml de meio.

3.2.14. Meio Minimo (MHN)

0 MM foi empregsado no crescimento das amostras
bacterisnas em placas de Petri nos testes de express#o de
fimbria. 0 preparoc seguiu a formulac3o de Davis & Minglioli

(1950).
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8) Soluc#io Estoque MM-20X

a.l)

Citrato de s6dio ............ ... 10 g
K2HPO4 ... ... . . i 140 g
KHaPOgq ... .. . . i i 30 g
(NHa)2804 ... o i i i e i 20 g
Hz20 Mili-Q esteril. gq.s.p. .......... 800 ml
a.2)

MgS0a . 7 H20 .. .. ... . ... i, 2 g
H20 Mili-Q esteril. gq.8.p. .......... 200 ml

A Soluc@io Estoque MM-20X foi preparada dissolvendo-se
os sais (REAGEN) da formulac#io a.1 em 600 ml de H20 Mili-Q
esterilizada sob agitag#io e o volume completado para 800 ml
em baldo volumétrico. O sal da formulag8c a.2. foi
dissolvido em 100 ml de H20 Mili-Q esterilizada sob agitac#o
e o volume foi completado para 200 ml em bal#io volumétrico.
As duas solugdes foram esterilizada separadamente em
autoclave a 121¢ C por 20 min. A solug8io a.2 foi adicionada
& soluc8o a.l, homogeneizada e armazenada & temperatura

ambiente.



b) Meio Minimo Base

Soluc#io Estoque MM-20X ............... 50 ml
Agar bacterioldégico ................... 20 g
Hz20 destilada g.8.P. .....c.cuv ... 1000 ml

pH final 7,0

A solucfo estoque MM-20X foi adicionada a 800 ml de Hz20
destilada sob agitac#io e o pH do meio foi ajustado com NaOH
5N ou HCl 1 N para o pH final 7,0. O meio preparado foi
dispensado em erlenmeyers contendo 4&dgar (Difco Lab.) na
concentrac8o adequada (20 g/1) e esterilizado em autoclave &

121e C por 20 min.

3.2.15. Meio NB (Nutrient Broth)

0 meio NB ("Nutrient Broth") foi empregado no
crescimento de pré-inéculo das amostras bacterianas para os
testes de resisténcia a antibiéticos em placas e na
elaborac8ic do meio NA. 0O meio foi preparado segundo a

formulac#io original do fabricante (Difco Lab.).

Extrato de carne ..........c.eiiioreinnenn 3 £
Peptona ...........iiiiiiiiiiininnennn 5 g
Hz20 destilada .......... .00 1000 ml

pH final 6.8

0 meio NB foi preparado dissolvendo-se o extrato de

carne (Biobrds) e peptona (Difco) em 1000 ml de Hz20



destilada sob agitac#io suave. O pH foi ajustado com NaOH 5 N
ou HC1 1 N para o pH final 6.8 e o meio foi dispensado em
erlenmeyers ou tubos de ensaio e esterilizado em autoclave a

121 C por 20 minutos.

3.2.18. Meio NA (Nutrient Agar)

0 meio NA ("Nutrient Agar") foi empregado na
determinac8o dos niveis de resisténcia das amostras
bacterianas a antibidticos em placas. O meioc foi preparado

segundo a formulag8io original do fabricante (Difco Lab.).

Meio NB ... .. et i e e ieeean 1000 ml
Agar bacterioldgico ................... 15 g

Ao meio NB (item 3.2.15) foi dispensado em erlenmeyers
contendo égar na concentragdo sdequada (15 g/1) e
esterilizado em autoclave a 121¢ C por 20 minutos. A adigédo
de antibiéticos foi feita ao meioc esterilizado e resfriado a

80c C antes do preparo das placas.

3.2.17. TSB (Tripticase Soy Broth)

0 meio TSB ("Tripticase Soy Broth"”) foi empregado pars
crescimento das amostras bacterianas para o teste de ades#o
a células HelLa, segundo determinado por Scaletsky et alii

(1984).
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0 meio TSB (Difco Lab.) foi reconstituido dissolvendo-
se 40 g em 1000 ml de Hz20 destilada sob agitac8oc suave. O
meio preparado foi distribuido em tubos de ensaio ou
erlenmeyers e esterilizado em autoclave a 1212 C por 20

minutos.

3.2.18. Meio de Eagle (ME)

0 meio de Eagle (ME) foi empregado para crescimento das
células HelLa e Vero em cultura de tecido para os testes de
detecclioc de verocitotoxina (Yano et alii, 1988) e de adesdo
a células HeLa (Scaletsky et alii, 1884).

0 ME (Instituto Adolfo Lutz, SP) foi preparado de
acordo com as especificagles do fabricante. O pH do meio foi
ajustado com uma soluc3io de citrato de sédio a 10%, quando
necessdrio, e o meio foi esterilizado por filtracioc em
membrana Millipore 0,22 um e armazenado a 4° C.

Para as culturas celulares o meio de Eagle foi
suplementado com soro fetal inativado de bovino (SFIB),
livre de micoplasma (Instituto Adolfo Lutz, SP), em
concentracdes de 5% ou 10%, de acordoc com o tipo celular

cultivado.
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3.3. SolugBes-Estoque de Antimicrobianos

Os agentes antimicrobianos wutilizados foram de
procedéncia Sigma, & seguir: 4dcido nalidixico (sal sdédico,
cristalino); ampicilina (sal sédico, cristalino);
cloranfenicol (cristalino); canamicina (sulfato dcido,
cristalino, aprox. 8650 ug/mg); estreptomicina (sulfato);
gentamicina (sulfato, cristalino, aprox. 800 ug/mg) e

tetraciclina (base livre, cristalina).

3.3.1. Preparo dos Estoques de Antimicrobianos

As solucgdes estoque de antimicrobianos foram
preparadas sob condi¢cBes de assepsia em tubos de ensaio
esterilizados com capacidade para 25 ml, contendo como
diluentes H20 HMili-Q esterilizada, etanol (Merck) ou metanol
(Merck), conforme a droga a ser diluida. As solug¢®es foram
homogeneizadas até a completa dissolucdo da droga,
acondicionadas em tubos Eppendorfs esterilizados (0,5 ml por
tubo) e armazenadas a -20° C no escuro. O Eppendorf com a
solucsio estoque foi descongelado & temperatura ambiente por
alguns minutos antes da utilizac#o da droga.

As concentragles utilizadas no preparo dos
estoques, diluentes empregados e condic¢c¥es de armazenamento

encontram-se na tabela 3.3.

bé



Tabela 3.3. Concentragles, diluentes e armazenamento das

solugBes estoque de antimicrobianos.

&7

Droga Concentracio Armazenamento
Ap (ampicilina) 25 mg/ml em Hz20 Mili-Q -20e C escuro
Cm (cloranfenicol) 25 mg/ml em metanol -20¢ C escuro
Gm (gentamicina) 8 mg/ml em H20 Mi1l1li-Q 4c C escuro
Em (canamicina) 25 mg/ml em H20 Mili-Q -20e C escuro
Sm (estreptomicina) 20 mg/ml em H20 Mili-Q -20e C escuroc
Te (tetraciclina) 12,5 mg/ml em metanol -20e C escuro
Nal (dcido nalidixico) 25 mg/ml em NaOH 0,2 N -200 C escuro

adicionados ao
sutoclave,
nas concentracdes

tubos preparados

3.3.2. Concentractes de Uso dos Antimicrobianos

Os agentes

meio liguido

antimicrobianos fo

frio,

ram

sempre

apés esterilizacio

em

ou ao meio sélido esterilizado resfriado a 80c C,
especificadas na Tabela 3.4. As placas ou

eram deixados em repouso por 12 horas para

difus8io da droga antes do uso ou armazenamento (Tabela 3.4).

Tabela 3.4. Concentracdes de uso de antimicrobianos em meios

s6lido e liquido.

Conc. (ug/ml) no meio
Droga Armazenamento
sé6lido liquido (a 42 C)

Ap (ampicilinsa) 100 150-200 < 2 d.
Cm (cloranfenicol) 20 40 5 d.
Gm (gentamicina) - 50 -

Km (canamicina) 100 150 5d.

Sm (estreptomicina) 50 80 5 d.
Te (tetraciclina) 30 40 5 d., escuro
Nal (4cido nalidixico) 20 40 7 -14 d.
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3.4. Solucles e Reagentes de Uso Geral

3.4.1. Soluc#o Salina 0,85% (w/v) .

A soluc8o salina 0,85% foi utilizada na diluigéo

de suspens@es bacterianas em diversos protocolos.

NaCl ........ N 8,5 g
H20 destilada @.s.P. .. ...t 1000 ml

NaCl (ECIBRA) foi dissolvido em H20 sob agitacd#o
constante. A solucio foi acondicionada em frascos de
diluicdo (10 ml por frasco) ou recipientes adequados e
esterilizada em autoclave a 121¢ C por 20 min. A solucdo

esterilizada foi armazenada & temperatura ambiente.

3.4.2. Tampi#io PBS pH 7,4 (Phosphate Buffered Saline)

A soluciio salina-fosfato tamponada foi utilizada
na diluic#o de suspensBes bacterianas nos protocolos de
hemaglutinac&o, na coloracgdo de May-Grinwald e na

metodologia de "Western Blotting”.

P o3 8,0 g
ok TP 0,2 g
NBZHPOG .« v v vveeeee e, 1,44 g
KHZPOA .« v e et e e e e et 0,24 g
H2O Mili-@ Q.8.DP. v vvvnreeennnnnnnn. 1000 ml



Os sais (ECIBRA) foram dissolvidos em 800 ml de
H20 e o pH foi ajustado para 7,4 com HCl 1 N ou NaOH 5 N. O
volume foi completado para 1000 ml e a soluclio Ffoi

esterlizada em autoclave a 121¢ C por 20 min e armazenada a

4o C. .

3.4.3. Soluc#io NaOH 5 N

A solucsio de NaOH 5 N foi utilizada no ajuste de

pH dos meios de cultura e soluglies tampfo, quando

especificado.
NAOH o« e e e e e e e e e e 20 g
H20 Mili-Q Q.S.P. wveueenenen.. e 100 ml

NaOH (REAGEN) foi dissolvido em 60 ml de H20 sob
agitac#o constante. O volume foi completado para 100 ml e a

solugdo foi armazenada & temperatura ambiente em frasco

pléstico.

3.4.4. Soluclo NaCH 10 N

A soluciio de NaOH 10 N foi utilizada na preparacéo

das solugBes de extrac8o de DNA plasmidial.

NaOH . ... ... i i i 40 g
H20 Mili-Q @q.s.p. ....... ... ... .. 100 ml
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NaOH (REAGEN) foi dissolvido em 40 ml de Ha0 sob
agitac3o constante. 0O volume foi completado para 100 ml e a
solucsio foi armazensda & temperatura ambiente em frasco

plastico.

3.4.5. Soluc#io HC1 1 N

A solug8o de HC1 1 N fol utilizada no ajuste de pH

dos meios de cultura e soluc¢les tampfio, quando especificado.

HC1 (MERCK) ... ..t iiiiie i iiennnnns 8,62 ml
Hz20 Mili-Q g4.S.P. v ittt it i i e 100 ml

A soluc#io foi armazenada & temperatura ambiente.

3.4.6. Soluc#io EDTA 0,5 M (pH 8,0)

A soluc3ioc de EDTA 0,5 M foi utilizada no preparo

das soluces de extracdoc de DNA plasmidial e na metodologia

de "Western blotting”.

EDTA . 2 H20 ... it iiiiii i, 18,61 g
Hz20 Mili-Q esteril. gq.s.p. .......... 100 ml
pH 8,0

0O EDTA . 2 Hz20 (dcido etilenodiaminotetra-acético, sal

disédico diidratado) (REAGEN) foi adicionado a 80 ml de H20.



O pH foi ajustado para 8,0 dissolvendo-se pastilhas de NsaOH
(REAGEN) sob agitac#io constante (aprox. 2 g). 0 volume foi
completado para 100 ml e a soluc3o foi dispensada em frascos
de 20 ml e esterilizada em autoclave a 121¢ C por 20 min. A

soluc8o estoque foi armazenada a -20¢ C.

3.4.7. Solugcdo SDS 10X (w/v)

A soluc8io de SDS 10% foi wutilizada no preparo das
solugBes de extrac8io de proteinas, nos tampdes de corrida e

na confecc8o de géis de poliacrilamida-SDS.

SDS L e e 50 g
H20 Mili-Q @q.s.p. ....... ... .. .. ..... 500 ml

0 SDS (dodecil sulfato de sédio, Sigma, MBG) foi
dissolvido sob agitag8o suave em 400 ml de H=20 a 68 C. O
volume foi completado para 500 ml. A soluc8o foi filtrada em

~

papel Whatmann ne 3 e armazenada & temperatura ambiente.

3.4.8. Soluc#io SDS 20X (w/v)

A soluc3io de SDS 20% foi wutilizada no preparoc das

solucles de extraciio de DNA plasmidial.

SDS e e 100 g
Hz0 Mili-Q@ @.B.P. ... it iiiiieaan.. 500 ml
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0 SDS <(dodecil sulfato de sédio) (Sigma, MBG) foi
dissolvido com agitac3o suave em 300 ml de H20 a 68 C. O
volume foi completado para 500 ml. A soluc#o foi filtrada em

-

papel Whatmann ne 3 e armazenada a4 temperatura ambiente.

3.4.9. Soro Fetal Inativado de Bovino (SFIB)

0 soro fetal bovino foi empregado como complemento do
meio de cultura para crescimento de células HelLa e Vero e no
preparo das solucdes de bloqueio de "Western Blotting”.

0 SFB (Cultilab) foi inativado por aquecimento em
banho-maria a B80¢ C por 40 min. O soro fetal inativado de
bovino foi distribuidec em tubos de ensaio com rosca
esterilizados (10 ml/tubo), sob condig¢Bes assépticas e

armazenado a -20¢ C.

3.5. Soluges para Preparaciio de Proteinas Totais, de

Superficie e de Membrana

3.5.1. SolucHo de Tratamento 2X
(Tris-Cl 0,125 M pH 6,8, SDS 4X, glicerol

20%, 2-mercaptoetanol 10X)

Tamp3o de gel de separacso 4X ....... 2,5 ml
Solug8o SDS 10% ..... ...t nnn 4 ml
Glicerol ...... ..t i e 2 ml
2-mercaptoetanol ............ . ..., 1 ml

Hz0 Mili-Q esteril. g.s.p. ........... 10 ml



As solugBes do tamp3o de gel de separacdioc 4X e glicerol
(REAGEN) foram dissolvidas em uma proveta graduadsa,
adicionando-se por dltimo o SDS e o 2-mercaptoetanol
(Sigma). 0 volume foi completado para 10 ml com Hz20. A
solucéio foi homogeneizada, distribuida (5 ml/frasco) e

armazenada a -20¢ C.

3.5.2. Soluctio TCA 40X (w/v) (Acido tricloroacético 40X%)

Acido tricloroacético ................. 40 g
H20 Mili-Q esteril. 9q.s.p. .......... 100 ml

O TCA (REAGEN) foi dissolvido em um volume minimo de
Hz0 e o volume completado para 100 ml. A solucfio foi

armazenads em frasco pldstico a -20° C.

3.5.3. Soluc#o Etanol-Eter Etilico (1v/1lv)

EBtanol ... .. i e e e 50 ml
Bter etilico .. ... . . .. e e 50 ml

Etanol (MERCK) e éter etilico (Grupo Quimica) foram
misturados em frasco de vidro com tampa hermética. A soluglio

foi armazenada a -20°c C.
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3.5.4. Tamplio Tris-Cl1l 3,3 mM (pH 7.4)

b - T 0,3996 g
Hz0 Mili-Q esteril. g.s.p. ......... 1000 ml
pH 7,4

Tris (Sigma) foi dissolvido em 800 ml de Hz20 sob
agitac#o constante. O pH foi ajustado para 7,4 com HCl e o
volume completado para 1000 ml. A soluglo foi armazenada a

4= C.

3.5.5. Tamp#io Tris-Cl1 0,1 M - EDTA 10 nM (pH 7,2)

05 < 1~ 12,11 g
EDTA . 2 H20 ... ... 3,722 g
HzO0 Mili-Q esteril. @.s.p. ......... 1000 ml

pH 7,2

Tris (Sigma) e EDTA (REAGEN) foram dissolvidos em
800 ml de H20 sob agitaclo constante. O pH foi ajustado para
7,2 com HCl e o volume completado para 1000 ml. A solucio

foi armazenada a 4°c C.

3.5.6. Tamp#io Tris-Cl 0,1 M - MgCl= 10 mM (pH 7,2)

A o 1AV 12,11 g
MgClz . 6 H20 ....... ... ... 2,033 g
Hz0 Mili-Q esteril. 9.s.p. ......... 1000 ml

pH 7,2
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Tris (Sigma) e MgClz (REAGEN) foram dissolvidos em
800 ml de H20 sob agitac#o constante. O pH foi ajustado para

7.2 com HCl e o volume completado para 1000 ml. A solucdo

foi armazenada a 4° C,.

3.5.7. Tamp#io Glicina-Sacarose (Glicina 0,1 M

pH 9,2, Sacarose 0,75 M)

Glicing ...t e e e 7,34 g
SHCAIOSE . i it ittt e et 256,73 g
H=20 Mili-@ esteril. g.s.p. ......... 1000 ml

pH 9,2

Glicina (ECIBRA) e sacarose (REAGEN) foram dissolvidos
em 700 ml de Hz20 sob agitac#o constante. O pH foi ajustado

para 9,2 com NaOH 5 N e o volume foi completado para

1000 ml. A solucsioc foi armazenada a -20¢ C.

3.5.8. Tamp#io Tris-Cl 85 mM (pH 6,8)

N o T A 1,02984 g
He0 Mili-Q esteril. 9.s.p. .......... 100 ml
pH 6,8

Tris (Sigma) foi dissolvido em 80 ml de Hz20 sob
agitacso constante. O pH foi ajustado para 6,8 com HCl e o

volume completado para 100 ml. A solug3o foi armazenada a

4c C.
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3.5.9. Soluglio Triton X100 10% (v/v)

Triton X100 .. ... ittt en s 10 ml
Hz0 Mili-Q esteril. g.s.p. .......... 100 ml

0 Triton (MERCK) foi dissolvido em 80 ml de H20 sob
agitaclio suave e o volume completado para 100 ml. A solucdo

foi armazenada a 4° C.

3.6. SolucBes para SDS-PAGE

A formulacs#io das solucdes e tampSes utilizados no
preparo dos géis de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE)
descontinuos, segundo o sistema de Laemmli (1870), seguiu as
especificactes do "Hoefer Electrophoresis Catalog and

Exercises (1990-19891)".

3.6.1. SolucHo de Honﬁne;o (30T 2.7XCuia)

Acrilamida ......... . nnns 58.4 ¢
Bis~-acrilamida ........... ¢ .o, 1.6 g
H20 Mili-Q esteril. g.s.p. .......... 200 ml

Acrilamida e bis-acrilamida (Signa, MBG) foram
dissolvidas em 150 ml de H20 e o volume da solugsio foi
completado para 200 ml. A soluc3ioc foi filtrada em papel

Whatmann n© 3 e armazenada em frasco escuro a 4°© C.



3.8.2. Tamp#io de Gel de Corrida 4X (Tris-Cl 1.5 M
pH 8.8)

A o X < J 36,33 g
H20 Mili-Q esteril. q.s.p. .......... 200 ml

Tris (Sigma) foi dissolvido em 150 ml de H20. O pH da
soluc8io foi ajustado para 8,8 com HCl1 (MERCK) e o volume foi
completado para 200 ml. A soluc3o foi filtrada em papel

Whatmann n© 3 e armazenada a 4¢ C.

3.6.3. Tamp#io de Gel de Empacotamento 4X (Tris-Cl
0,5 M pH 6,8)

N S 1 TN 3,0275 g
Hz20 Mili-@ esteril. g.s.p. ........... 50 ml
pH 6,8

Tris (Sigma) foi dissolvido em 30 ml de H20. O pH da
solucdo foi ajustado para 6,8 com HCl (MERCK) e o volume foi
completado para 50 ml. A sqlucao foi filtrada em papel

Whatmann ne 3 e armazenada a 4¢ C,.

3.6.4. Catalisador (Persulfato de amdnia 10X [w/v])

Persulfato de aménia ................... 5 g
Hz0 Mili-Q esteril. g.s.p. ........... 50 ml
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Persulfato de amdnia (Sigma, MBG) foi dissolvido em
40 ml de H20 e o volume foi completado para 50 ml. A solugsip
foi filtrada em psapel Whatmann n® 3 e distribuida em
Eppendorfs (500 wul/tubo de 0,5 ml), sendo armazenada em
freezer a -20° C no escuro. Um tubo foi descongeladeo &

temperatura ambiente imediatamente antes de sua utilizacfo.

3.86.5. “Overlay” de Gel de Corrida (Tris-Cl 0,375 M
pH 8.8, 0,1% SDS)

Tamp8o de Gel de Corrida 4X .......... 25 ml
SDS 10 ..t e e e e e e 1 ml
H20 Mili-Q esteril. 9q.s.p. .......... 100 ml

As solugtes foram homogeneizadas sob sgitac8o suave em

80 ml1 de H20 e o volume foi completado para 100 ml. A

soluc8o foi armazenada a 4¢ C.

3.6.6. Tamp#o de Corrida (Tris 0,025 M pH 8.3,
Glicina 0,182 M, SDS 0,1%X)

Tris .. it i e e e 12,11 g
Glicina .. ...ttt i e e e 57,6 g
Solucsio de SDS 10% ................... 40 ml
Hz20 destilada gq.s.p. ............... 4000 ml

Tris (Sigms) e glicina (ECIBRA) foram dissolvidos sob

agitac#io constante em 1000 ml de H20. Adicionou-se o SDS 10%

e o volume foi completado para 4000 ml. O pH neste tampéo



n3g precisa ser ajustado. 0O tampdo foi

temperatura ambiente.

A soluc3io do tampido de corrida da cuba

armazenado &

inferior foi

reutilizada 4 a 5 vezes e a soluc3o da cubs superior foi

descartada apdés cada corrida.

3.7. Solucgtes para “"Western Blotting”

3.7.1. Tamp#o de Transferéncia (Tris 48 mnM pH 8,3,

glicina 39 mM, SDS 0,037X, metanol 20X)

o 1 17,4384 g
Glicing ... ittt e et e e e 8,7 g
SDS 10 ... e e e 11,1 ml
Metanol ................... ... e 8600 ml
H20 Mili-Q g@.8.P. . ittt iinr e 3000 ml

pH 8,3

Tris (Sigma) e glicina (ECIBRA) foram dissolvidos sob

asgitacto constante em 2000 ml de Hz0. Adicionou-se SDS 10% e

metanol (MERCK). O pH foi ajustado para 8,3 com NaOH S5 N e o

volume foi completado para 3000 ml. O tamp8o foi armazenado

4 temperatura ambiente.



0

3.7.2. SolucHo de Blogqueio PBS-SFIB (PBS pH 7.4,
SFIB 10%, Tween 20 0,5%)

Soro fetal inativado de bovino (SFIB) . 4 ml
Tween 20 ... .t it i it it it i 0,2 ml
PBS pH 7,4 @.s.p ... ittt iiin i 40 ml

SFIB (Cultilab) e Tween 20 (MERCK) foram homogeneizados
sob agitaclo suave em 30 ml de PBS e o volume foi completado
para 40 ml. A soluc#do fol preparada imediastamente antes de

sua utilizacdo.

3.7.3. Solugdo de Lavagem PBS-Tween (PBS pH 7,4,
Tween 20 0,5%)

Tween 20 . ... it i e e 5 ml
PBS pH 7,4 @.5.p ... . iienan.. 1000 ml

Tween 20 (MERCK) foi homogeneizado sob agitac#o suave
em 800 ml de PBS e o volume completado para 1000 ml. A

soluc8o foi armazenads 4 temperatura ambiente.

3.7.4. Soluciio de Bloqueio Tris-NaCl-SBFI (Tris-Cl
50 nM pH 7,5, NaCl 150 mM, SFIB 10%X)

Soro fetal inativado de bovino (SFIB) . 1 ml

Sol. Lavagem Tris-NaCl q.s.p. ........ 10 ml
pH 7,5



0 SFIB foi dissolvido na soluc#o de Lavagem Tris-NaCl

imediatamente antes de sua utilizag#o.

3.7.5. Solucdo de Lavagem Tris-NaCl (Tris-Cl 50 mM
pH 7,5, NaCl 150 mM)

0 o 1= O 8,0825 g
NaCl ... i i e e 13,1468 g
H20 Mili-Q esteril. gq.s.p. ......... 1500 ml

pH 7,5

Tris (Sigms) e NaCl (ECIBRA) foram dissolvidos sob

agitac8o em 1200 ml de Hz20. O pH ajustado para 7,5 com HCl

(MERCK) e o volume foi completado para 1500 ml. A solugdo

foi armazenada a 4° C.
3.8. SolucBes para Revelacdio de Fosfatase Alcalina

3.8.1. Soluc#o de Dimetilformamida 70X (v/v)

Dimetilformamida .................... 700 ul
Hz20 Mili-Q esteril. gq.s.p. .......... 300 ul

Dimetilformamida (MERCK) e H20 foram homogeneizados sob
agitaclo em tubo Eppendorf e a solucsio foi utilizada em

seguida.



3.8.2. Solucsio Estoque de NBT

12 R 0,05 g
Dimetilformamida a 704 ................ 1 ml

NBT (“"nitro blue tetrazolium - Grade III", cristalino)
(Sigma) foi dissolvido sob agitacfo em dimetilformamida 70X%.

A soluc3o foi armazenada & temperatuta ambiente no escuro.

3.8.3. Soluc#o Estoque de BCIP

BCIP . .t e e e e e 0,05 g
Dimetilformamida .......... ..o 1 ml

BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato, sal dissdédico,
Sigma) foi homogeneizado na dimetilformamida (MERCK) sob

agitaciio. A soluc8o foi armazenada & temperatuta ambiente no

escuro.

3.8.4. Tamp#io para Fosfatase Alcalina (Tris-Cl 0,1 M

pH 9,5, NaCl 0,1 M, MgClz 5 mM)

T - 1.211 g
NaCl ... it it 0,5843 g
MgClz . 6 H20 ......... . ..o 0,1017 g
H20 Mili-Q esteril. gq.s.p. .......... 100 ml

pH 9,5



Tris (Sigma), NaCl (ECIBRA) e MgClz (REAGEN) foram
dissolvidos em 80 ml de H20 sob agitag8o. 0 pH foi ajustado
para 9,5 com NaOH 5 N e o volume completado para 100 ml. A

soluc8o foi armazenada a 4¢ C.

3.8.5. Substrato Cromogénico para Fosfatase Alcalina

Solugdo estogque NBT ....... ... 66 ul
Soluc8o estoque BCIP ...........c.cc.... 33 ul
Tamp3o para fosfatase alecalina ....... 10 ml

Adicionaram-se 668 wul da soluc#io estogque de NBT a 10 ml
do tamp3o para fosfatase alcalina. Apds dissolucdo completa
adicionaram-se 33 wl da soluc3o estogque de BCIP, com

homogeneizac8o vigorosa. A solucio cromogénica foi preparadsa

imediatamente antes do uso.

3.9. Solugtes para Colorac@io de Prata

0 preparoc das solucles para coloragdo de prata,

seguiu a formulag3ioc de Blum et glii (1987), com

modificactes.



3.9.1. Fixador (Etanol 50X, dcido acético 12%,
0,5 ml/1 formaldeido a 37%X)

Etanol ... ... . i i i 500 ml
Acido acético glacial ............... 120 ml
Formaldeido a 37% ................... 0,5 ml
H20 Mili-Q esteril. ................. 380 ml

Etanol (MERCK) e dcido acético glacial (MERCK) foram
homogeneizados em H20 e adicionou-se o formaldeido. A

soluc#ioc foi sarmazenada & temperatura ambiente em frasco

hermeticamente fechado.

3.9.2. Soluctio de Etanol 50X (v/v)

Etanol (MERCK) .............. . ... .. 500 ml
H20 Mili-Q ........... ..., 500 ml

A soluc¥o foi armazenada & temperatura ambiente em

frasco hermeticamente fechado.

3.9.3. Soluc#io de Pré-Tratamento (Tiossulfato de

s6dio 0,02%)

Na2S20a . 5 H20 ......... ... ... ..... 0,06 g
H20 Mili-Q ......... ... i, 300 ml



Tiossulfato de s6dio (REAGEN) foi dissolvido sob
agitac8o na H20. Esta solucg8o foi preparada pouco tempo
antes de ser utilizada.

Importante: a purezsa deste reagente é importante para o
sucesso da coloracsio de prata, pois esta é inibida pelsa
presenca de ions de cloro nos reagentes e na é&gua

empregados.

3.9.4. Soluc#io de Impregnac#io (Nitrato de prata
0,2%, 0,75 mnl/1 formaldeido a 37%)

AgNOa .. e e 0,6 g
Formaldeido a 37% ......... ... ¢ ..c.... 225 ul
H20 Mili-Q ..... ...ttt 300 ml

Nitrato de prata (REAGEN) foi manipulado com espatula
de vidro ou pléastico, evitando-se qualquer contato com
superficies metdlicas, e dissclvido na H20. Adicionou-se o
formaldeido e a8 solugdio foi mantida a temperatura ambiente
em frasco hermeticamente fechado até o momento de uso. Esta

soluctio foi preparada pouco tempo antes de ser utilizada.
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3.9.5. Soluctio Reveladora (Carbonato de sédio 6%,
tiosulfato de sédio 0,4 mg¥, 0,5 ml/1
formaldeido a 37%)

NaaC0a .. i ittt et it e e e ee et 18 g
Solug¢#o de Pré-tratamento ............. 6 ml
Formaldeido a 37% ................... 150 ul
H20 Mili-Q@ g@.s.p. ... ... 300 ml

Carbonato de sédio (REAGEN) foi dissolvido em 250 ml de
H20 Mili-@. Adicionou-se o formaldeido e a aliquota da
solucsio de Pré-tratamento. O volume foi completado para
300 ml. A solug¥o foi resfriada a 20 C e mantida em frasco
hermeticamente fechado até o momento de uso. Esta solucgé#o

foi preparada pouco tempo antes de ser utilizada.

3.9.6. Solucdo de Blogqueio da Revelac#io (Metanol

50X, dcido acético 12%)

Metanol (MERCK) ............ . ... ..... 500 ml
Acido acético glacial (MERCK) ....... 120 ml
Hz20 Mili-@ . ... .. ... .. i i 380 ml

A solucl3o foil armazenada & temperatura ambiente em

frasco hermeticamente fechado.



3.9.7. Soluc#io de Metanol 50X (v/v)

Metanol (MERCK) ..................... 500 ml
H20 Mili-Q@ @.s.p. .......iiiin.. 500 ml

A soluc3io foi armazenada & temperatura ambiente

frasco hermeticamente fechado.

3.9.8. Soluc#o de Preservacéio I (Metanol 30X)

Metanol .. .....iii ittt onenensans 300 ml
HoO Mili-Q ... .. @ittt et ieeeeenn 700 ml

A solucio foi armszenada & temperatura ambiente

frasco hermeticamente fechado.

3.9.9. SolucHo de Preservacdio II (Glicerol 3%)

Glicerol ...t ittt i et e e e 30 ml
H20 destilada q9q.s.p. ...... ..., 1000 ml
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0 glicerol (REAGEN) foi dissolvido em 800 ml de Hz20

destilada e o volume completado para 1000 ml. A soluclio foi

armazenada 4 temperatura ambiente.



3.10. Solug¢Bes para Colorac#io de Coomassie Blue

0 preparo das solugles para coloracsio de Coomassie

Blue seguiu o "Hoefer Electrophoresis Catalog and Exercises

(1990-1991)".

3.10.1. Solugsio Estogque de Coomassie Blue R-250 1X

Coomassie Blue R-250 ................... 1l g
Ha0 Mili-Q . ... ..ttt 100 ml
Coomassie Blue R-250 (Polysciences, Inc.) foi

dissolvido em 100 ml de Hz20 sob agitac8ic constante. A

solugHo foi filtrada em papel Whatman ne 3 e armazenada em

frasco escuro i temperatura ambiente.

3.10.2. Soluc#o Corante Coomassie Blue (Coomassie
Blue R-250 0,125X, metanol 40X, &acido

acético 7X)

Soluc8o Coomassie Blue 1% .......... 62,5 ml
Metanol ............ ... 400 ml
Acido acético glacial ................ 70 ml
H20 Mili-@ 9.8.P. ... it iiannn-n 1000 ml

A solucsio estoque de Coomassie Blue 1% (Coomassie Blue
R-250), o metanol (MERCK) e o 4cido acético glacial (MERCK)
foram dissolvidos em 800 ml de H20 sob agitacl8io constante e

o volume foi completado para 1000 ml. A soluc#o foi filtradsa
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em papel Whatman n® 3 e armazenada & temperatura ambiente em
frasco escuro hermeticamente fechado. Uma vez utilizada na

coloraciio de géis a soluc8o corante foi descartada.

3.10.3. Soluc#o de Descoloracio I (Metanol 50%, #&cido
acético 10%)

Metanol ........ ... nnn. 500 ml
Acido acético glacial ............... 100 ml
H20 destilada ............ ..., 400 ml

A solugtic foi armazenada & temperatura ambiente em

frasco hermeticamente fechado.

Uma vez utilizada na descoloracdio do gel, a soluc#o foi
reciclada para reutilizac¢3ioc através da remocBio do corante
com carvdo ativado. A soluc#so usada foi mantida com carvéo
ativado (aprox. 0,05%) por vdrias horas e filtrada em papel
de filtro duplo. A solug#sio foi descartada apés & quinta

reciclagem,

3.10.4. SolucHo de Descolorac#io II (Metanol 5%, 4cido

acético 7%)

Metanol ... ... ...t 50 ml
Acido acético glacial ................ 70 ml

H20 destilada ....................... 880 ml

A solucBo foi armazenada & temperatura ambiente en

frasco hermeticamente fechado.



Uma vez utilizada na descolorag#o do gel, a soluc8o foi

reciclada como & solugio de Descoloracdo I.

3.11. Marcadores de Peso Molecular para SDS-PAGE

Foi utilizado o kit de marcadores de peso

mnolecular para géis de poliacrilamida-SDS de procedéncia

Sigma (MW-SDS-70).

Proteinas MW

Lisozima ... ...ttt anenns 14, 300
Beta-lactoglobulina ................. 18,400
Tripsinogénioc (PMSF) ................ 24,000
Pepsina<iB> . ... . .. e e 34,700
Albumina de ove .. ... ... e e 45,000
Albumina bovina .............. ... ... 86,000

As solugBes estoque de proteinas indicadoras foram
preparadas separadamente dissolvendo-se 13,5 mg de cada
proteina referéncia em 500 ul da SolucBo de Ressuspenséo 2X.

A soluc8o de marcadores para utilizac8o nos géis foi
preparads misturando-se 100 ul da solugdoc estoque de cada
padr8io em um tubo Eppendorf com rosca. A mistura foi fervida
em banho-maria a 100e C por 5 minutos.

As solucBes de proteinas foram armazenadas a -20¢ C.

ih - Sequndo 3 especificag¥o do fabricante a pespina ndo & adequada para ser utilizada como marcador
de peso molecular no sistema de eletroforese descontinuo de Laeeali. Esta proteina apresenta
migrag¥o lenta neste sistema, n¥o indicando o peso molecular corretasente.

Q0
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3.12. Solucdes para Extracdo de DNA Plasmidial

3.12.1. Soluc#io I (Tris-Cl 25 =nM pH 8,0;
glicose 50 mM; EDTA 10 =nM)

T 0,3028 g
Glicose anidra ................ ... 0,98008 g
Soluc#o estoque EDTA 0.5 M ............ 2 ml
H20 Mili-Q @.8.P. ..ot iiiiii i, 100 ml

Tris (Sigma), glicose (REAGEN) e soluc#io estoque de
EDTA 0.5 M foram dissolvidos em 70 ml de H20. O pH da
soluc#io foi ajustado para 8,0 com HC1l (MERCK) e o volume foi
completado para 100 ml em baldo volumétrico. A solucio fol
aliquotada em frascos de 20 ml e autoclavada a 121¢ C por 20
min. Os estoque foram armazenados a -20° C e as soluc¢des em

usc a 4¢ C.

3.12.2. Soluc#o II (NaOH 0.2 N; SDS 1X)

Soluc#do NaOH 10N ......... ..., 200 ul
Solugd8io SDS 10% ... ...t nnnn 100 ul
H20 Mili-Q esteril. ................. 9,7 ml

"A solugdio de NaOH 10 N diluida em H20 adicionou-se a
soluc#o de SDS 10%. A solucdo foil homogeneizada e armazenada

34 temperatura ambiente por 1 a 2 semanas.



3.12.3. Soluc#o Acetato de S6dio 3 M

Acetato de sédio . 3 H=20 ........... 27,21 g
H=20 Mili-@ esteril. g.s.p. .......... 200 ml

0 acetato de sédio (REAGEN) foi dissolvido em volume
minimo de H20 sob agitac#o constante. A soluc3o foi aquecida
a4 temperatura de 25¢ C para completa dissoluc3do do sal.
Completou-se o volume 200 ml em a solugdo estoque foi

armazenada a -20e C.

3.12.4. Solucd@io III (Acetato de sb6dio)

Soluc3o de acetato de sédio 3 M ...... 60 ml
Acido acético glacial ........ e 11.5 ml
H20 Mili-Q esteril. ................ 28,5 ml

pH 4,8

‘A soluclio de acetato de s6dio 3 M diluida em &gua foi
adicionado o 4dcido acético glacial (MERCK) sob agitaclo
constante. A solucdoc foi aliquotada (10 ml/frasco) e

armazenada a 4° C.

3.12.5. Soluc#io Estoque RNAse A (RNAse 10 mg/ml,
Tris-Cl 15 mM pH 7,5, NaCl 15 mM)

RNASE A ... it i ittt 100 mg
A o 1 - J N 0,0182 g
NaCl ...t i et it it e 0,0088 g

H20 Mili-@ esteril. @q.s.p. ........... 10 ml



RNAse A (Sigma), Tris (Sigma) e NaCl (MERCK) foram
dissolvidos em 8 ml de H20 sob agitacsio. 0 volume foil
completado para 100 ml. A solug3o foi fervida em banho-marisa
a 100 C por 15 min. para destruic#o de tracos de DNAse. A

solugfio resfriada foi aliquotada em tubos Eppendorf (500

ul/tubo) e armazenada a -20¢ C.

3.12.8. Solucsio de Ressuspens#io 8X (Ficoll 400 15%,
azul de bromofenol 0,25X, xileno cianol FF

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

Ficoll 400 . ... ... . .. ..., 7,5 8
Azul de bromofenol ................. 0,125 g
Xileno cianol FF ............. S 0,125 g
Soluc#o estoque RNAse ............... 500 ul
Hz0 Mili-Q esteril. gq.s.p. ........... 50 ml

Ficoll 400 (Pharmacia), azul de bromofenol (Sigma),
xileno cianol FF (Sigma) e soluglioc estoque de RNAse foram
dissolvidos em 25 ml de Hz0. O volume foi completado para
50 ml em balso volumétrico. A solugsio foi aliquotada (5
ml/frasco) e os estoques foram armazenados a -20¢ C. A

soluc8io de trabalho foi armazenada & temperatuta ambiente.
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3.13. Solugles para Eletroforese de DNA em Gel de Agarose

3.13.1. Tamp#do TEB 5X

B e U 54 g
Acido bérico ...... ... . .. e 27,5 g
Solucso de EDTA 0.5 M ................ 20 ml
Hz0 Mili-Q esteril. gq.s.p. ......... 1000 ml

pH 8,0

Tris (Sigma), 4cido bdérico (Heidel) e solucHo de EDTA
0,5 M foram dissolvidos em 800 ml de Hz0. O pH foi ajustado
para o 8,0 com HC1l (MERCK) e o volume completado para
1000 ml. A solucHo estoque foi sarmazenada & temperatura

ambiente.

3.13.2. Tamp#io TEB 1X (Tris-borato 0,09 M pH 8,0;
EDTA 2 mM)

0 tamp#ioc TEB 1X foi utilizado nas corridas
eletroforéticas e no preparo dos géis de agarose para

eletroforese de DNA plasmidial.

Tamp@o TEB 68X ... .. it ittt 200 ml
H20 destilada g.8.P. ... .t 1000 ml
pH 8,0

O tamp8o TEB 1X foi preparado a partir de 200 ml da

soluc8o estoque de tamp8oc TEB 5X, completando-se o volume



para 1000 ml com Hz0. O pH final n#o foi ajustado. O tampdo
foi armazenado & temperatura ambiente, sendo utilizado em

corridas eletroforéticas por 5 a 6 vezes e descartado.

3.14. SolucUes para Visualizacdo de DNA em UV

3.14.1. Soluc#o Estoque Brometo de Etidio 1X

Brometo de etidio ........... . . 1 g
Hz0 Mili-@ esteril. ............. ..., 100 ml

0 brometo de etidio (cristalino, Sigma) foi
dissolvido em Hz20 sob agitac#o suave por vadrias horas. A
solucdo foi armazenada em frasco escuro, hermeticamente

fechado, a 4¢ C por védrios meses.

3.14.2. Solugiio Corante de Brometo de Etidio
(0,5 ug/ml)

Soluc8o estoque de brometo
de etidio 1% ....... . i 50 ul

H20 destilada .........c¢civiiirienen.. 100 ml

A soluc#ioc corante foi preparada adicionando-se a
soluc#o estoque de brometo de etidio 1% em Hz0 na prépria
cuba de coloracsio. A solucsio foi utilizada na colorac8o de

védrios géis, sendo descartada apés algumas semanas de uso.
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3.15. SolucBes para Teste de Hemaglutinacdo

3.15.1. Solucio de Alsevier

Glicose anidra .......... ... 20,5 g
Citrato de s6dio ............ ... .. ..... 8 g
NaCl ... i e e 4,2 g
H20 Mili-Q esteril. gq.s.p. ......... 1000 ml

pH 6,5

Glicose (REAGEN), citrato de sédio (ECIBRA) e NaCl
(MERCK) foram dissolvidos em 800 ml de H20. 0O pH foi
ajustado para 6,5 com uma soluc#io de Acido citrico 1 M. A

soluc8o, com volume completado para 1000 ml, foi
esterilizada por filtrac8o em membrana Millipore 0,45 um e

armazenada a 4 C.

3.15.2. Tamp#io PBS pH 7,2

0 preparo do Tamp3io PBS pH 7,2 seguiu a mesma
formulag3o do Tamp3io PBS pH 7,4 (item 3.4.2), exceto no

sjuste do pH para 7,2 com HCl 1 N.

3.15.3. Tamp&o PBS/D-manose 1X

D-mMmBNoSe ... ..t ittt et et 1l g
Tamp8io PBS pH 7.2 ..., i es 100 ml



D-manose (Reidel) foi dissoclvida no tamp#io PBS pH 7,2

sob agitac#o constante. A solucdo

(20 ml/frasco) e armazenada a -20¢ C.

3.16. Solucdes para Teste de Toxina STI

3.16.1. Soluc@io Azul de Evans 2%

Azul de Evans ... ... ittt ittt

Soluc8o salina 0,85% esteril. q.s.p.

foi

0 corante azul de Evans ("Evans blue”,

Q@7

aliquotada
2.0 g
100 ml
Sigma) foi

dissolvido em salina 0,85% esterilizada sob agitac#o suave.

A soluc8o foi filtrada em filtro Whatman ne 3 e armazenada

em frasco escuro & temperatura ambiente.

3.17. Soluctes para Teste de Toxina LT

3.17.1. Tamp@io Salina-Veronal pH 7.4

NaCl ... i e e e e e
Barbital de s6dio .................

Barbital .......co ittt

CaClz ..... ...t iiiii i

MgCla . ... ...t it

Gelating ... ..t ittt it e e e
Mertiolate ......... i ireneeanans
H20 destilasda gq.s.p. .. ............



4=

NaCl (ECIBRA), barbital (Sigma), barbital de sédio
(Sigma), CaClz (Reagen), MgClz (REAGEN), mertiolate (Sigma)
e gelatina (REAGEN) foram dissolvidos em 600 ml de Hz20
aquecida sob agitag#io constante. O pH fol ajustado com HC1l 1
N ou NaOH 5 N para 7,4. 0 volume foi completado em baldo

volumétrico e a soluc#io foi armazenada a 4¢ C.

3.18. Solucdes para Teste de Ades#io a Células Hela

3.18.1. Tamp#io de Sorensen pH 7,3

a) Soluc@io A (KH2PO« M/15)

KH2PO4 ......... ..., c e 98,0727 g
H20 Mili-Q esteril. q9q.s.p. ......... 1000 ml

0 sal (REAGEN) foi dissolvido em 900 ml de Hz20 Mili-Q
esterilizada e o volume da solug#io foi completado em bal3c

volumétrico.

b) Soluc#io B (Naz2HPO4 M/15)

NazHPO4 . 7 H20................... 17,8713 g
H20 Mili-Q esteril. a.s.p. ......... 1000 ml

0 sal (REAGEN) foi dissolvido em 800 ml de H20 Mili-qQ
esterilizada e o volume da solug#dio foi completado em baldo

volumétrico.
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c¢) Tamp#io de Sorensen pH 7,3

Solugdo A ... .. e aprox. 232 ml
Solugdo B ......... .0 .. aprox. 768 ml
pH 7,3

As solugdes foram misturadas gradualmente sob agitacdo
constante até pH 7,3. A solug¢8o foi autoclavada a 121 C por

20 min. e armazenada a 4¢ C.

3.18.2. Soluc#io Estoque May-Griinwald 2%

May-Grunwald ............ .. ..., 2 g
Metanol ...................... e 100 ml

0 corante May-Grinwald (MERCK) foi dissolvido em
metanol (MERCK) e deixado em banho-maria a 80 C por 30
min., com agitac#do ocasional. A soluc#o foi filtrada em
papel de filtro Whatman n® 3 e armazenada em frasco escuro &

temperatura ambiente.

3.18.3. Corante May-Grinwald (1:2)

Solugéic estoque May-Grinwald 2% ...... 10 ml
Tamp&o de Sorensen pH 7,3 ............ 10 ml



A solugdo estoque de May-Griinwald a 2% foi diluida
no tamp#o de Sorensen pH 7,3 sob agitag8o suave. A solucdo

corante foi utilizada em seguida.

3.18.4. Soluc#io Estoque Giemsa

Giemsa ..... e e e e et e e e 1 g
Glicerina .........c.' ittt 54 ml
Metanol .......... .. .0 an.. 84 ml

0 Giemsa (MERCK) foi dissolvido na glicerina (REAGEN) e
aquecido em banho-maria a 60 C por 1,5 hs. Depois de frio
adicionou-se o metanol (MERCK). A soluc#o foi homogeneizadsa
e filtrada em papel de filtro Whatman ne 3, sendo armazenada

em frasco escurc & temperaturas ambiente.

3.18.5. Corante de Giensg (1:3)

Solug#o estoque Giemsa ................ 5 ml
Tamp#o de Sorensen pH 7,3 ............ 10 ml

A soluc8o estoque de Giemsa foi diluida no tamp@o
de Sorensen pH 7,3 sob agitac#o suave. A solugdoc corante foi

utilizada em seguida.
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3.198. Solucdes para Preparacsio de Telas de Microscopia

Eletrénica e Colorac#io Negativa

3.19.1. Soluc#io de Parldédio 0,5%

Parlodio ..... ..ttt e 0,25 g

Acetato de amila ................ . ..., 50 ml

0 parlédio (Sigma) foi dissolvido no acetato de amila
em um frasco hermeticamente fechado. A solucdo foi

armazenada a 4°© C no escuro por vidrios meses.

3.19.2. Soluc#io de Citocromo-c

CitoCroOmo-C ... . it ittt ittt et 10 mg

H20 Mili-Q esteril. .................. 50 ml

0 citocromo-c (Sigma) foi dissolvido na H20 gelada sob

agitac#io constante. A soluc8io foi aliquotada em frascos

escuros (1 ml/frasco) e armazenada a -20¢ C.

3.19.3. Solucdio de PTA 1X (Acido fosfotingstico 1X)

Acido fosfotingstico ................. 0.5 g
H20 Mili-@Q esteril. gq.s.p. ........... 50 ml
pH 7,2

UNICAMP
BIBLIOTECA g£nTaay
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Acido fosfotigstico (Sigma) foi dissolvido em 40 ml de
H20 sob agitag#io em um béquer limpo. O pH da solucdio foi
ajustado para pH 7,2 com KOH 10 N e o volume completado. A
solucdo foi filtrada em membrana Millipore 0,22 um (Swinex,

13 mm) diretamente em frascos (25 ml) limpos e armazenada a

4c C.



4. MéEtodoss

4.1. Teste de Pureza, PreservacBo e Manutenc#o dos

Estoques das Amostras Bacterianas

As amostras bacterianas utilizadas (Tabela 3.1)
foram testadas quanto & pureza dos estogues originais
através da andlise daes caracteristicas biogquimicae, da
morfologia das colénias crescidas em meio 8dlido e por
visualizac8o de lé&minas coradas com colorac@o de Gram ao
microscépio de luz.

Um in6éculo de cada amostra foi repicado em 3,0 ml
de meio NB em tubo (15 x 120 mm), incubado por 12-18 horas a
37 C e semeado por esgotamento em placas com 4&gar
MacConkey. As placas foram invertidas e incubadas por 12-18
horas a 37¢ C.

Uma colénia caracteristica foi novamente repicada
para meio NB em tubo, incubada e plagueada em A&gar
MacConkey. Ap6s a incubac8c as placas foram analisadas
quanto & uniformidade da morfologia, diémetro e capacidade
de degradac8o da lactose das coldnias e das células
bacterianas na colorac@o de Gram.

Apés este reisolamento foi efetuada a
caracterizac#o bioquimica das amostras de Escherichia coli,

segundo Edwards & Ewing (1972).

103



104

Apds a confirmacao das caracteristicas
bioquimicas, foi preparado um estoque inicial de manutencdo
em meio de Manutencdo.

Os estoques para preservacdio e utilizac8o de
rotina foram preparados somente ap6s a confirmacdo das
caracteristicas biolégicas das amostras bacterianas pela
determinac8io do perfil de resisténcia a drogas e
hemaglutinac@o.

Durante o periodo de desenvolvimento dos ensaios
de laboratério, as amostras bacterianas utilizadas foram
estocadas através de crio-preservac8o em glicerol e em tubos
com meio de manutencdo.

Para os estoques de crio-preservac8o a cultura
bacteriana foi incubada por 12 hs; a 37 C, em 3,0 ml de
meio LB com antibiéticos. Adicionou-se ao tubo da cultura
(12 x 150 mm) glicerol P.A. (Merck) esterilizado por
autoclavagem, na concentrac8o final de 25% (v/v). O ﬁubo foi
selado com rolha de borracha e homogeneizado em "vortex”. As
amostras preparadas foram estocadas em freezer a -20° C.

Os tubos de estoque com 5,0 ml meio de manutencdo,
acrescidos de antibiéticos, foram inoculados a partir de um
pré—-inéculo da cultura bacteriana incubado por 12 hs. a
37 C, em 3,0 ml de meio LB com antibiéticos. Os tubos foram
incubados por 12-18 hse. a 37°¢ C, selados com rolha de

borracha e guardados & temperatura ambiente no escuro.



4.2. Determinac@io do Nivel de Resisténcia a

Antimicrobianos

As amostras bacterianas foram ensaiadas quanto ao
perfil de resisténcia aos antibidéticos ampicilina (Ap).
cloranfenicol (Cm), canamicina (Km), estreptomicina (Sm),
tetraciclina (Te) e ao Acido nalidixico (Nal).

Os ensaios de resisténcia foram realizados em
placas de Petri com 20,0 ml de meio NA. O meio foi
preparado, distribuido em frascos de diluic8io (20 ml/frasco)
e autoclavado a 1212 C por 15 min. O meio foi resfriado a
602 C para a adicBo das drogas.

Os antimicrobianos foram adicionados a0 meio com
micropipeta. O meio foi homogeneizado e vertido na placa em
seguida. As concentracbes de antimicrobianos ensaiadas
foram: 0; 5; 10; 20; 50; 100; 250; 500; 750 e 1000 ug/ml.

As amostras bacterianas a serem testadas foram
crescidas inicialmente em tubos com 3,0 ml de NB (6 x 60 mm)
por 18 a 20 horas a 372 C. Aproximadamente 10 wul das
suspensdo bacteriana foram inoculados por método de
multialca nas prlacas com NA + antimicrobiano nas
concentracBes descritas acima. As placas foram invertidas e
incubadas por 18 a 20 horas a 372 C. O nivel de resisténcia
de cada amostra fol determinado pela maior concentrac8io da

droga em gque a amostra apresentou crescimento.
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4.3. Determinacap do Padrio de Hemaglutinac8io com

Diferentes Eritrécitos

As amostras bacterianas foram caracterizadas
quanto & capacidade de aglutinac8o de eritrécitos humanos,
de carneiro, cavalo, galinha, cobaia e boi. As reac¢des de
hemaglutinac8o foram realizadas em l&mina e tituladas em
placas de 96 orificios com fundo em "U". Foi avaliada a

capacidade de hemaglutinag8o das amostras crescidas em

diferentes meios de cultura e incubadas a 162 C e a 37¢ C.

4.3.1. Crescimento das Amostras Bacterianas

As amostras bacterianas foram inoculadas em 3,0 ml
de Meio LB (13 x 120 mm) e incubadas por 72 horas a 162 C ou
por 12-18 hs. a 372 C. As culturas foram semeadas por
esgotamento com alca de platina em placas de Petri com
diferentes meio de cultura (CFA, AG, MINCA e MM) para
expressfo de fimbrias. As placas foram invertidas e

incubadas por 72 horas a 162 C ou por 12-18 hs. a 37« C.

4.3.2. Preparo dos Eritrécitos

Os sangues de boi, cavalo e carneiro foram
coletados sob condicOes assépticas e imediatamente
homogeneizados em soluc8io de Alsgevier (1lv/1lv). As soluc8es

de eritrécitos foram distribuidas em tubos esterilizados
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(10 ml/tubo) e armazenadas a 4° C por 1 semana antes de sua
utilizacgédo.

Os sangues de cobaia, galinha e humano (tipo A+)
foram coletados, imediatamente homogeneizados em solucdo de
Alsevier (lv/1v) e preparados para utilizac&os nos ensaios
de hemaglutinac@o.

Nos tubos estocados a 4© C, o sobrenadante foi
removido por aspirac8o antes do procedimento de lavagem.
Adicionou-se soluc8Bo salina 0,86% esterilizada (1lv/1v),
gelada, & suspensdo de eritrécitos em tubo de centrifuga. A
a s8solucdo foi homogeneizada suavemente, centrifugada a
2.000 g por 10 min., resuspendida em 10 ml de PBS pH 7.2 e
novamente centrifugada.

Para os testes de hemagiutinacao em placas de 96
orificios foi preparada uma suspensdo a 1% da “papa” de
eritrdcitos em aproximadamente 20 ml tampdo PBS pH 7.2 + D-
manose 1%. Este volume foi suficiente para 2 placas de 96
orificios.

Para os testes de hemaglutinac8o em 1lamina foil
preparada uma suspensfo a 5% da “papa” de eritrb6citos em

aproximadamente 20 ml tamps8o PBS pH 7,2 + D-manose 1%.
4.3.3. Testes de Hemaglutinac#o em Lémina
Um raspado do crescimento bacteriano da superficie

das placas incubadas a 162 C ou 372 C, conforme descrito

anteriormente, foi homogeneizado delicadamente em 20 ul de
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tampao PBS pH 7,4 com D-manose a 1% gelado, em uma l&mina de
microscopia sobre wuma placa de gelo. As preparagdes para
reac8o com eritrécitos de cobaia na auséncia de D-manose
foram homogenizadas em 20 ul de tampdo PBS pH 7,4 gelado sem
D-manose.

Foram adicionados as suspensfes de bactérias nas
l&8minas 20 ul de uma suspens@io de eritrécitos a 10% em
tampdo PBS/D-manose pH 7,4, gelada, ou em tamp8io PBS sem D-
manose (eritrécitos de cobaia). Foram utilizadas supensdes
de eritrécitos preparadas conforme descrito no item 4.3.2.

A suspensdo de bactérias e eritrécitos foi
homogeneizada por revoluc8o da lémina e mantida sobre =
placa de gelo por 2-5 minutos, quando fez-se a leitura dos

resultado.

4.3.4. Testes de Micro-HemaglutinacB80 em Placa

Os teste de micro-hemaglutinac8o foram realizados
em placas com 96 orificios (8 x 12) com fundo em "U". As
prlacas foram lavadas, enxaguadas em 4gua destilada, secas e
o8 orificios limpos com algod&o embebido em &lcool.

Foram adicionados 100 ul de tamp8o PBS pH 7,2 com
D-manose 1%, gelado, nos orificios da placa e 200 ul de
tamp80 apenas nos orificios da coluna 1. A placa foi mantida
sobre gelo durante o processo de manipulacdo.

Um raspado do crescimento bacteriano da superficie

do meio das placas incubadas a 162 C ou 372 C, conforme
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descrito anteriormente, foi resuspendido delicadamente
contra a parede dos orificios da coluna 1 da placa, a fim de
que todos o0s pogos apresentassem uma concentrac#io uniforme
de Dbactérias. Uma diluicdo seriada das suspensdes
bacterianas foi realizada com o auxilio de uma micropipeta
de 100 ul de 8 canais (Titer-Tek). Adicionaram-se, & cada
orificio da placa, 100 ul da suspens8o de eritrédcitos a 1%
em tamp&o PBS pH 7.4 com D-manose 1%, preparada conforme
descrito no item 4.3.2. A suspensdo de bactérias e
eritrécitos foi homogeneizada delicadamente por revoluc#io e
incubada em geladeira (4¢ C) por 2 horas.

A leitura dos resultados foi realizada apés o
periodo de incubacdo. Os pogcos que apresentaram hemélise das
hemdcias foram descartados e as - amostras repetidas
posteriormente.

A dltima diluic#o onde ocorreu reacg#o positiva com
a presenca de halo de hemaglutinag¢8o, foi considerada o
titulo da micro-hemaglutinac8o. Foram empregadas amostras
padrdc pars os controles positivo e negativo de

hemaglutinac8o para cada sangue testado.

4.3.5. Classificacdo dos Padrdes de Hemaglutinac#o

das Amostras Bacterianas

Os resultados de hemaglutinac8o em lamina e micro-
hemaglutinacio em placa foram classificados de acordo com os

padrdes de hemaglutinag8io de Evans et &glii (1980) (Quadro

109



110

2). N&o foram utilizados para esta classificac¢8o eritréecitos
de macaco verde africsno e de carneiro.

As fimbrias presentes nas amostras bacterianas
foram classificadas através da descricdio dos padrdes de
hemaglutinac@io descritos na literatura para amostras de E.

coli de origem bovina: K99, F41, FY e 31A (Quadro 3).

4. 4. Visualizac#io de Fimbrias Através de Microscopia

Eletrdnica de Transmiss#o

4.4.1. Preparo das Telas de Microscopia Eletrénica

Nas preparagdes de microscopia eletrdnica foram
utilizadas telas de cobre com difimetro de malha de 400
"Mesh. As telas sofreram deposic8o de uma pelicula de
parlédio, metalizacdo com carbono e impregnacgdo com
citocromo-c antes da preparacdio das amostras bsacteriansas,
conforme descrito a seguir.

Em uma cuba de vidro contendo dgua destilada foi
adicionada uma gota da solug8o de parlédio com pipeta
Pasteur. A pelicula formada foi removida com auxilio de
papel de filtro. Uma outra gota da solu¢8io de parlédio foi
depositads sobre a superficie da dgus imediatamente apés a
remog#o do primeiro filme.

As telas de microscopia eletrdnica foram
depositadas sobre as porgSes mais finas e uniformes do

filme, tomando-se o cuidado de n#o se depositar telas numa



érea do filme superior a 5 cm de diémetro. Com o auxilio de
uma pinca, as telas foram levemente pressionadas contra o
filme de parlédio para aumentar a ades#o.

A retirada das telas foi realizada com auxilio de
um pedaco de papel de filtro (aprox. 8 x 8 cm de diémetro),
que foi foi aplicado por cima das telas. O papel de filtro
com as telas aderidas foi retirado e invertido, de modo que
as telas ficassem na porcgdo superior do papel. O filtro foi
protegido contra a deposic8o de poeira e deixado secar a
temperatura ambiente durante uma noite.

As telas secas foram metalizadas com uma pelicula
fina de carbono em metalizador Hitachi (HUS-4GB).

Na preparac8o das telas, utilizou-se uma soluc8o
de citocromo-c para permitir uma melhor ades@o bacteriana e
espalhamento, minimizando o cardter hidrofébico conferido
pelas fimbrias. Para cada tela a ser sensibilizada foi
depositada uma gota (aprox. 20 ul) da solucdo de citocromo-c
sobre uma superficie de Parafilm e deixadas em repouso,
cobertas, por 1 hora. Apdée este periodo as faces metalizadas
das telas foram depositadas sobre a gota e imediatamente
removidas, deixando secar & temperatura ambiente por alguns

minutos.
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4.4.2. Preparo das Amostras Bacterianas, Coloracdo

Negativa com PTA e Visualizacéo

As amostras bacterianas foram plaqueadas por
esgotamento com alca de platina em toda a superficie de
placas com meio CFA, a partir de um indéculo em 3,0 ml de
meio LB incubado a 37¢ C por 12-18 horas. As placas de CFA
foram invertidas e incubadas a 372 C por 12 horas.

Um raspado da superficie do meio foi delicadamente
ressuspendido em 200 ul de A&gua bilidestilada sobre uma
superficie de Parafilm com auxilio de um palito
esterilizado. Aplicou-se uma gota de 50 wl do material
ressuspendido sobre uma tira de Parafilm. Sobre esta gota
foi depositada a tela de microséopia eletrdnica com a
pelicula sensibilizada com citocromo-c voltada para a gota.
A tela fol deixada em contato com a suspensdo bacteriana por
2 minutos e a seguir o excesso de material foi retirado
encostando-se a borda da tela em um pedaco de papel
absorvente. A tela foi ent3o depositada sobre uma gota de
50 ul da solucdo de PTA 1% e deixada em repouso por 2
minutos. 0 excesso foi retirado com papel absorvente. A tela
fol acondicionada em um porta-telas para secagem.

As telas secas foram visualizadas em um
microscépio eletrdnico de transmiss&o Zeiss modelo EM-9, sob
aumentos de 9.780 e 28.048 X. As fotomicrografias

eletrdnicas foram feitase em filme Kodalite (Kodak) e
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ampliadas em papel fotogrédfico Kodak F-3, segundo instrucdes

de processamento do fabricante.

4.5. Testes da ProducBo de Toxinas STI, LT, VT e

Hemolisina
4.5.1. Teste da Producéo de STI

A avaliacéo da producéo da toxina BSTI foi
realizada através do teste do camundongo recém-nascido (Dean
et alii, 1973), com algumas modificacdes.

As amostras baacterianas foram inoculadas em 10 ml
de meio CAYE, em erlenmeyers (125 ml), a partir de um pré-
inéculo em 3,0 ml de meio LB incubado a 372 C por 12-18 hs.

As culturas foram incubadas sob agitag8o (140 rpm)
a 37T C por 14 hs. Uma aliquota de 1,4 ml da suspenséo
bacteriana foi transferida para tubo Eppendorf esterilizado
e centrifugada a 15.000 g por 5 min. O sobrenadante foi
transferido paras outro tubo (esterilizado) e novamente
centrifugado.

Em um Eppendorf esterilizado adicionou-se 5 ul da
solucdo estoque de gentamicina (8 mg/ml) ao sobrenadante
transferido da ltima centrifugacdo. O material foi
armazenado a -20e C.

Ao sobrenadante da cultura bacteriana (1,0 ml),
foram adicionados 100 ul da solucio de Azul de Evans (1%). A

solucdo foi homogeneizada e inoculou-se 0,1 ml a 3
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camundongos de 3 dias de idade, via intragédstrica. Os
animais foram mantidos & temperatura ambiente e sacrificados
com éter 4 horas ap6s a inoculac8o. Verificou-se =&
ocorréncia de diarréia e acimulo de liquido no interior dos
intestinos, como indicativos da atividade de §STI. Os
intestinos e as carcacas de cada animal foram pesados
separadamente e uma relac8io peso dos intestinos/peso das
carcacas superior a 0,085 foi considerada positiva.

Foram utilizadas amostras STI+ e ©STI- como

controles em cada realizacdo do teste (Tabela 3.2).

4.5.2. Teste da Produc#io de LT

A produc8io de LT foi avaliada através do teste de
imuno-hemélise radial (RIH), descrita por Yano et alii
(1982) e Serafim et alii (1981).

As amostras bacterianas foram incubadas e
preparadas como descrito anteriormente para o teste de STI.

Os eritré6citos de cobaia foram lavados em tamp8o
salina-veronal pH 7,4 + Ca*+*+ e Mg++ e padronizados para uma
suspensfo a 5%. 0 gel de imunodifusdo foi preparado a partir
da homogeneizacBo de 10 ml da suspens8io de eritrécitos com
90 ml de uma solug8io derretida de agarose (Sigma) 1¥ em
tamp&o salina-veronal com Ca*++ e Mg++, acrescida de
mertiolate (Sigma) 1:5.000. O gel foi vertido em uma placa

suporte e resfriado. Orificios de 4 mm de diémetro foram
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feitos no gel e 20 ul dos sobrenadantes das culturas
bacterianas foram aplicados nos orificios.

O gel foi incubado & temperatura ambiente por 4 hs
em c8Bmara UGmida e 20 ul de uma solug8o padronizada de anti-
toxina colérica diluida 1:30 foram adicionados aos
orificios. O gel fol incubado por mais 4 hs em cémara Umida
a4 temperatura ambiente e uma solucB80 de complemento de
cobaia (1:10) foi gotejada sobre toda a superficie.

Ap6s 4 horas de incubac8ioc em cémara tumida a
temperatura ambiente o excesso de complemento foi lavado com
tamp8o salina veronal e o dimetro de hemdélise foi avaliado.
Diémetros iguais ou maiores que 5 mm (incluindo o didmetro
do orificio) foram considerados resultados positivos.

Foram utilizadas amostras-LT* e LT- como controles

positivo e negativo (Tabela 3.2).
4.5.3. Teste da Produc8o de VT

A verificagdo da produc8o de Verocitotoxina (VT)
foi realizada em culturas de células Vero, segundo a
metodologia de Yano et alii (1986).

As amostras bacterianas foram incubadas e
preparadsas como descrito anteriormente para o teste de STI.

As culturas de células Vero foram feitas em placas
de cultura de tecido de 986 orificios (fundo chato),

incubadas a 37 C em atmosfera de COz por 24 hs. Foram
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utilizadas placas com tapete ndo-confluente para a
realizacdo dos testes.

O meio de cultura das placas foi removido e
adicionaram-se 100 ul de meio de Eagle e 20 wul dos
sobrenadantes das culturas bacterianas, com 3 repeticles
para cada amostra. Foram utilizados sobrenadantes de
amostras SLT+, SLT- e meio de cultura como controles
positivo e negativos.

As placas foram incubadas a 372 C em atmosfera de
COz. A cada 24 hs. apés a inoculacd@o foi feita uma leitura.
Os resultados negativos foram acompanhados até 72 hs. apés a

inoculacé8o.

4.5.4. Teste da Producéo de Hemolisina

As amostras bacterianas foram inoculadas em placas
de &dgar Sangue, a partir de um pré-inéculo em 3,0 ml de meio
LB incubado a 37 C por 12-18 hs. As placas foram invertidas
e incubadas a 372 C por 18 horas.

A presenca de halo de hem6lise foi indicativa da
producdo de hemolisina pelas amostras bacterianas. Os
resultados negativos foram incubados por mais 12 horas,
quando foram lidos.

Foram utilizadas uma amostra de Aeromonas
hydrophilla e E. coli MS101 como controles positivo e

negativo.
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4.6. Testes de Aglutinac8o com Antissoros

4.6.1. Producsio e Preparo dos Antissoros

Para a produc8o dos antissoros anti-31A e anti-FY
foram utilizadas as amostra de Escherichia coli BZ43 e Att25
(Tabela 3.1). A produc8io de antissoros especificos seguiu a
metodologia de Edwards & Ewing (1972) e Conterpois et alii
(1985).

Uma suspens8o formalizada das amostras bacterisanas
crescidas a 37 C em meio CFA foi injetada via intravenosa
em coelhos adultos. Doses de reforco foram aplicadas
periodicamente até que o titulo de antissoro no sangue
atingisse niveis adequados. O soro dos animais foi colhido
através de punc8o cardiaca e separado dos eritrécitos.

A titulacdo dos antissoros brutos (n8o-absorvidos
e n8o diluidos) foi realizada através de reac8es de
aglutinac8o com diluicBes seriadas dos antissoros a
temperatura ambiente. A maior diluicdo gue apresentou
aglutinacdo positiva fol considerada o titulo do antissoro.

Para a absorc8o dos antissoros foram utilizadas as
amostras BZ43 (31A*) e Att25 (FY*) incubadas a 162 C e a
amostra BZ43xp4 incubada a 37©. As amostras foram plagqueadas
em meio LB com algca de Drigalsky, a partir de um pré-indculo
em 3,0 ml de LB incubado a 162 C por 48 hs. As placas foram

invertidas e incubadas a 162 C por 48 horas. O mesmo
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procedimento foi seguido para a amostra BZ43xp4, porém as
incubactes foram a 372 C por 12-18 hs.

As bactérias crescidas em cada placa foram
resuspendidas em 5 ml de tamp% PBS pH 7,4 esterilizado
gelado e centrifugadas a 10.000 g (SS5-34, 4° C) por 10 min.
O sedimento foi lavado por resuspens8io em PBS pH 7,4 e
centrifugado.

O precipitado foi formalizado por resuspensfo em
5 ml de tamp&oc PBS pH 7,4 acrescido de 0,5% de formaldeido
(37%). A suspensdio foi mantida a 4 C por 18 hs e testada
para esterilidade através de plaqueamento em meio LB.

A suspens&o foi centrifugada, lavada com 5,0 ml de
PBS pH 7,4 esterilizado gelado e novamente centrifugada. Uma
aliquota de 10 ul da "papa"” bacteriana lavada foi reservada
e diluida 1:100 em solucdo salina esterilizada para a
realizac8c dos testes de aglutinac8io para controle da
absorc¢do.

A "papa" de bactérias lavada foi resuspendida v:v
com antissoro diluido 1:5, em soluc@o salina esterilizada. A
soluc8o foi incubada a 372 C por 1 h. sob agitac8o e a 42 C
por 18 hs. O antissoro foi centrifugado e o procedimento de
absorcio (incubacéo com amostra bacteriana formalizada
crescida a 16c C) foi repetido até que o antissoro absorvido
nféo mais apresentasse reac8o de aglutinac8o com a suspens8o
de bactérias. Geralmente foram necessarias 3 a 4 absorcgdes

para eliminar esta reac8o. Apdés a absorgBo completa do



antissoro, este fol distribuido em aliquotas (1 ml) e

armazenado a -20e C.
4.6.2. ReacBes de Aglutinacéo

As amostras bacterianas foram plagueadas com alca
de platina em meio CFA, a partir de pré-inéculos em 3,0 ml
de LB, incubados a 37 C por 12-18 hs ou a 162 C por 48 hs.
As placas foram invertidas e incubadas a 372 C por 12-18 hs
ou a 162 C por 48 hs.

Um raspado do crescimento bacteriano foi
homogeneizado em 20 ul de solucéo salina 0,85%,
esterilizada, em uma placa de vidro. Adicionou-se A
suspensdo bacteriana 10 ul do antissoros e homogeneizou-se a
mistura por rotac8o da placa por 1 min. As reacBes de
aglutinacdo negativas foram confirmadas ao microscédpio de
luz sob aumento de 400 X.

Foram testadoes oe antissoros anti-31A e anti-FY
ndo-absorvidos nas diluic8es 1:3 (considerada sem diluic8o)
e 1:1000, e os meemos antissoros absorvidos na diluigéo

1:100.

4.7. Extracdo e Eletroforese de DNA Plasmidial

119



4.7.1. Crescimento das Amostras Bacterianas e

Extracfio de DNA Plasmidial

As amostras Dbacterianas foram inoculadas em 5 ml
de meio LB ou BHI em tubo (15 x 120 mm) com antibiéticos. Os
tubos foram incubados por 18-20 horas a 37¢ C.

A metodologia de extracBo de DNA plasmidial
utilizada foi wuma modificag80 do procedimento de lise
alcalina de Birnboin & Doli (1979).

Uma aliquota de 1,0 ml do crescimento bacteriano
em suspensio foi transferida para tubo Eppendorf (1,5 ml)
esterilizado e centrifugada em microcentrifuga (15.000 g)
por 2 min. O sobrenadante foi descartado e o excesso de meio
foi drenado em papel absorvente. |

O sedimento foi resuspendido em 100 ul da Solucg8o
I a 42 C com micropipeta e o tubo foi mantido em gelo por 15
min.

Adicionaram-se 200 ul da solug¢Bo II e os tubos
foram fechados homogeneizados por inversgdo suave (10
inversdes). Os tubo foram rapidamente retornados ao gelo e
mantidos abertos por 5 min.

Adicionaram-se 150 wul da Solucdo II1 ao conteGdo
dos tubos, que foram fechados e invertidos suavemente por 10
vezes, para gque a soluc8Bo lavasse toda a superficie interna
do tubo. Observou-se neste passo a formac8o de um

precipitado claro.

120



Os8 tubos foram mantidos em gelo por 30 min. e a
seguir centrifugados em microcentrifuga por 6 min. Uma
aliquota de 400 wul do sobrenadante foi cuidadosamente
transferida para um Eppendorf esterilizado, evitando-se a
resuspens8o ou transferéncia do sedimento. Esta operac8o foi
efetuada rapidamente para evitar a resuspensso do DNA
cromossdmico precipitado.

Adicionou-se 1 ml de etanol 100% (MERCK) a -20e C
aos tubos e a solucsio foi homogeneizada por invers8o. Os
tubos foram mantidos em freezer a -202 C por 1 hora ou por
12-18 horas.

O DNA plasmidial foi precipitado por centrifugacéo
em microcentrifuga por 6 min. O sobrenadante dos tubos foi
rapidamente descartado e o excesso de liquido fol drenado em
papel absorvente. 08 tubos foram deixados abertos por
aproximadamente 10 min. & temperatura ambiente para total
evaporacdo dos residuos de etanol.

O sedimento de DNA plasmidial foi resuspendido
suavemente em 50 ul da soluc8o I gelada e mantido em gelo.
Uma aliquota de 20 ul da suspenséo de DNA foi transferida
para um tubo Eppendorf esterilizado ao qual foi adicionado 5
ul da soluc8o de Ressuspensdo 6X e homogeneizada.

O DNA plasmidial em solucdo de Ressuspensiio foi
aplicado em gel de agarose e procedeu-se & corrida
eletroforética em sistema de gel horizontal submerso

(Sambrook et alii, 1989).
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4.7.2. Eletroforese de DNA Plasmidial

A agarose utilizada na confecc8o dos géis foi de
baixa eletroendosmose (Sigma, low E.E.0), sendo empregada
nas concentracdes de 0,6% a O0,7% em géis de 3 mm de
espessura. A agarose foi dissolvida em tampdo TEB 1X e
derretida em forno de microondas. A solucBo foi resfriada a
60 C e vertida diretamente na placa de vidro suporte com o
pente de acrilico ja posicionado. O gel foi deixado em
repouso até a completa solidificagdo da matriz de agarose.

O gel foi submerso no tampdo de Corrida (TEB 1X)
na cuba e as amostras de DNA plasmidial aplicadas nas
canaletas. Aplicou-se 2,5 V/cm até a entrada das amostras na
matriz do gel e 5 V/cm até o marcador de azul de bromofenol
atingir a extremidade final.

0 gel foi ent8o retirado da cuba e transferido
para uma cuba de coloragdo com soluc8Bo corante de brometo de
etidio. 0O tempo de colorac8oc minimo foi de 20 min. a
temperatura ambiente, ou entdo por 12-18 horas a 42 C.

A visualizac8o das bandas foi realizada em um
transiluminador de luz ultravioleta no escuro. As
fotografias foram feitas com filme preto e branco Panatomic-
X (32 ASA) ou Fuji (100 ASA), empregando-se uma lente macro
e filtro vermelho (Kodak), com tempos de exposig8io de
15 seg. (filme 32 ASA) ou 7 seg. (filme 100 ASA). A
revelac8o dos filmes e fotografias em papel F-3 (Kodak)

seguiram as especificacdes do fabricante.
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A determinacéo dos pesos moleculares dos
plasmidios foi efetuada através de medicgOes nas fotografias

ampliadas.

4.8. Extrac8o e Eletroforese de Proteinas

4.8.1. Proteinas Totais

A preparacBio de proteinas totais das amostras
seguiu a metodologia descrita por Jackman e Whiley (1980).

As amostras bacterianas foram semeadas em placas
de Petri com meio CFA com al¢a de Digralky, a partir de um
in6culo em meio LB em tubo (15 x 120 mm), crescido por 12-18
hs. a 372 C. As placas foram invertidas e incubadas por 12
horas a 37¢ C.

Através de um raspado do crescimento bacteriano na
superficie do meio foram colhidas 0,2 g de peso fresco de
células em um tubo Eppendorf com rosca (1,8 ml).

Adicionou-se 500 ul do Tamp8o de Tratamento 2X e a
suspens8o de células foi homogeneizada em “"vortex"” por
alguns segundos. Os tubos foram fervidos em banho-maria a
100 C ror 5 minutos, resfriados e centrifugados em

microcentrifuga (aprox. 15.000 g) por 5 minutos.

123



A porgdap liguida do sobrenadante foi transferida
para um tubo Eppendorf esterilizado com auxilio de
micropipeta, sendo imediatamente armazenada a -20° C.
Evitou-se coletar a fracdo gelatinosa formada pelo DNA
denaturado e restos de parede, uma vez que acidos nucléicos

podem interferir na colorac8io de prata.

4.8.2. Proteinas de Superficie

A preparacéo de proteinas de superficie das
amostras seguiu a metodologia de "shearing"” (W. D. Silveira,
comunicac8o pessoal, 1990) e de aquecimento a 602 C (Shimizu
et alii, 1987).

As amostras bacterianas foram semeadas em garrafas
de Roux com meio CFA (100 ml) com bastd@o de vidro a partir
de um inéculo de 1,0 ml1 em meio LB em tubo (15x120 mm)
crescido por 12-18 horas a 37c C. As garrafas de Roux foram
invertidas e incubadas por 12 horas a 372 C. As culturas
bacterianas foram ent8o utilizadas para a preparac8o de

proteinas de superficie.

4.8.2.1. Extracdo de Proteinas de Superficie

por “Shearing”

0O crescimento bacteriano de uma garrafa de Roux

foi resuspendido em 10 ml de soluc8io salina esterilizada,
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gelada, com auxilio de bast8o de vidro e transferido para um
béquer (50 ml).

A suspensdo bacteriana foi aspirada com uma
seringa descartdvel de 20 ml e impelida através de wuma
agulha com diémetro aproximado de 1 mm. O “shearing"” foi
repetido 10 vezes.

A suspens8o bacteriana foi centrifugada a 15.000 g
(SS-34, 4 C) por 15 min. O sobrenadante foi transferido
para outro e adicionou-se TCA 40% para uma concentrac8o
final de 10% de TCA.

O material foi mantido em gelo por 20 min. e
novamente centrifugado. O sobrenadante = foi descartado e o
excesso de ligquido foi removido com papel absorvente.
Adicionou-se aos tubos 10 ml da .solucéo de etanol-éter
etilico (v/v) a -20° C e o sedimento foi lavado por agitacdo
vigorosa em "vortex” por alguns segundos.

Os tubos foram mantidos em gelo por 20 min.,
centrifugados e o sedimento foi novamente lavado com etanol-
éter.

Este material foi centrifugado, e o sobrenadante
descartado. O excesso de liquido foi removido com papel
absorvente e os tubos foram deixados em repouso &
temperatura ambiente para evaporacd3o completa do etanol-éter
etilico.

0 preparo das proteinas para eletroforese seguiu a

metodologia descrita no item 4.8.2.3.
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4.8.2.2. Extracas de Proteinas de Superficie

por Aquecimento a 602 C

O crescimento bacteriano de uma garrafa foi
resuspendido em 10 ml de solugdo salina esterilizada,
gelada, com auxilio de bast8o de vidro e transferido para um
tubo de centrifuga. 0Os tubos foram mantidos em banho-maria a
602 C por 30 min., com agitac8o suave ocasional. O material
foi centrifugado e precipitado com TCA conforme o protocolo
de preparac8o de proteinas de superficie por “shearing”

anteriormente descrito.

4_8.2.3. Preparaco de Proteinas de Superficie
para SDS-PAGE

O sedimento seco dos tubos de centrifuga foi
resuspendido em 500 ul da solugdo de resuspensdo 2X com
micropipeta e repassado para tubos Eppendorf com rosca (1,8
ml). Os tubos foram submetidos a fervura em banho-maria a
100e C por 5 minutos, resfriados e centrifugadas em
microcentrifuga (aprox. 15.000 g) por 5 minutos.

0O sobrenadante foi transferido para um tubo

Eppendorf esterilizado e armazenado a -20° C.
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4.8.3. Proteinas de Membrana

A preparac8o de proteinas de membrana das amostras
seguiu a metodologia descrita por Benedetti (1990), com
algumas modificacdes.

As amostras bacterianas foram crescidas conforme o
protocolo de proteinas totais. As bactérias de uma placa
foram resuspendidas em 10 ml de Tris-Cl 3,3 mM pH 7,4,
gelado, e o volume foi completado para aproximadamente
80 ml, utilizando-se o mesmo tampdo.

A suspensdo bacteriana foi homogeneizada em Omni-
Mixer (Sorvall) por 1 min. na velocidade 4, em banho de
gelo. O material fol centrifugado a 7.500 rpm (5S5-34, 42 (C)
por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
foi resuspendido em 10 ml de tamp8io Tris-Cl 0,1 M - EDTA
10 mM pH 7,2, centrifugado e resuspendido em 10 ml de tamp&o
Tris-Cl 0,1 M - MgCl=z 10 mM pH 7,2.

A suspensio foi centrifugada e o sedimento
resuspendido em 10 ml de tamp8o Glicina-Sacarose pH 8,2. 0O
material foi 1lisado em ultrasonicador (20 Hz, 70-90 W), em
banho de gelo, em 4 ciclos de 30 s, seguidos de 1 min. de
repouso.

O material foi centrifugado a 7.500 rpm (55-34,
40 C) por 10 min. e o sobrenadante foi transferido para um
tubo limpo. A suspens8o fol centrifugada a 16.500 rpm (88-
34, 4 C) por 20 min. e o sedimento foci resuspendido em

10 ml de tamp&8o Tris-CL 3,3 mM pH 7.,4.

127



0O material foi novamente centrifugado a 16.500
rpm. O precipitado foi resuspendido em 400 wl de tampé8o
Tris-Cl 85 mM pH 6,8 e 100 ul de Triton X-100 10%. A
suspensdo foi transferida para tubo Eppendorf esterilizado e
agitada (Shaker -~ 140 rpm) por 20 min. A& temperatura
ambiente. A solug8o foi centrifugada em microcentrifuga
(15.000 g) por 3 min. e 56500 ul do sobrenadante foram
transferidos para um tubo Eppendorf com rosca esterilizado.

Adicionaram-se aos tubos 500 wl do tampdo de
Tratamento 2X. As amostras foram fervidas em banho-maria a

100e C por 5 minutos e armazenadas a -20° C.

4.8.4. Eletroforese de Proteinas em SDS-PAGE

As eletroforese de proteinas totais, de superficie
e de membrana foram realizadas no sistema descontinuo
dissociante de Laemli (SDS-PAGE), em equipamento Pharmacia
Sistema 2001. A montagem dos géis e condi¢des de corrida
seguiram a metodologia descrita no "Hoefer Electrophoresis
Catalog and Exercises (1990-18891)".

A montagem dos géis de separacdo (12,5%) e de

empacotamento (4%) seguiu a tabela abaixo.
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Gel de Gel de

Separac8o Empacotamento
Solugdes

12,.5%T 2,7%Crie 4%T 2,7%Coia

Monémero 30%T 2,7%Cviae 25 ml 2,66 ml
Tamp8o Gel Separacdo 4X 15 ml -
Tamp8o Gel Empacot. 4X - 5,0 ml
sDSs 10% 0,6 ml 0,2 ml
H=20 Mili-@ 19,1 ml 12,2 ml
Catalisador 300 wul 100 ul
TEMED 20 ul 10 ul
Volume final aproximado 60 ml 20 ml

As solucgdes dos géis de separacdo foram
homogeneizadas em H=z0, conforme a sequéncia da tabela, e
aplicadas nas formas dos géis (receita para 2 géis).
Inseriu-se um pente em branco para a formac3o do espaco do
gel de empacotamento. Os géis foram polimerizados a 372 C
por 30 min.

A mistura do gel de empacotamento seguiu a mesma
sequéncia do gel de separac8io. 0O pente em branco foi
retirado das formas de gel e o espaco remanescente foi
lavado com H20 destilada. O excesso de &gua foi removido com
papel absorvente e a interface foi lavada com
aproximadamente 4 ml da 8soluc8o do gel de empacotamento. O
excesso fol removido com papel absorvente e o restante da
solucdo foi aplicado. Os pentes (10 canaletas) foram

inseridos nos conjuntos e os géis de empacotamento foram
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polimerizados a 372 C por 1 hora. O pente foi removido e as
canaletas lavadas com Hz0 destilada.

Caso os géis fossem armazenados, o0 gel de
empacotamento n&o era montado e a interface do gel de
separacdo era coberta com 5 ml da soluc8o de “overlay"” do
gel de separacdo. A montagem posterior do gel de
empacotamento seguiu o mesmo protocolo acima.

As canaletas dos géis polimerizados foram
completadas com tamp&o de corrida Tris-Glicina-SDS e as
amostras de proteina aplicadas com seringas Hamilton. O
conjunto foi montado na cuba superior e o volume da cuba
completado com tamp8o de corrida. 0Os géis foram montados na
cuba inferior, totalmente submersos em tamp8o de corrida
Tris~Glicina-SDS.

A corrida eletroforética consistia de uma pré-
corrida de 15 ma/gel e de uma corrida de 30 ma/gel, por
aproximadamente 5 horas, até que o azul de bromofenol
atingisse o final do gel de separacdo. Nas corridas por 12-

18 hs. foram empregados 4 a 5 ma/gel.

4.8.5. Coloracdo de Coomassie Blue para Proteinas em
Gel de SDS-PAGE

A metodologia de colorac8o de Coomassie Blue
proteinas em gel de SDS-poliacrilamida seguiu a metodologia
descrita no ‘“Hoefer Electrophoresis Catalog and Exercises

(1990-1991)", com modificacdes.



Apd6s & corrida eletroforética o gel foi
transferido para uma cuba de acrilico (20 x 15 cm) com
150 ml da soluc8o Corante de Coomassie Blue, sob agitac8o
suave por alguns segundos. O gel permaneceu nesta solucgdo &
temperatura ambiente por 12-18 horas.

A soluc8o de colorac8o foil removida e o gel foi
submerso na solucdo de descoloracdo I, sob agitacdo
constante, por 1 hora. A solucdo foi trocada para a soluc8o
de descoloragdo Il e o gel foi mantido nesta soluc8o, com
trocas ocasionais e sob agitacBo, até a remo¢8o da coloracéo

de fundo.

4.8.6. Coloracdo de Prata Para Proteinas em Gel de
SDS-PAGE

A metodologia de colorac8o de proteinas em gel de
SDS-poliacrilamida seguiu a técnica originalmente descrita
por Blum et alii (1987), com modificagdes.

Apdés a corrida eletroforética fo) gel foi
transferido para uma cuba de acrilico (20 x 15 cm) com
150 ml da soluc8o de Fixador, sob agitac8io suave por alguns
gsegundos. 0 gel foi mantido no fixador a 42 C por 12-18
horas para permitir a fixac80 de proteinas de baixo peso
molecular.

A manipulag8o dos géis foi realizada utilizando-se

luvas de borracha lavadas e enxaguadas em adgua destilada
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para a remo¢as de gordura e talco, os quais interferem na
coloracdo e podem causar marcas no gel.

A sequéncia da técnica de coloragdo de prata
seguiu a tabela abaixo. Os tempos em cada solucdo foram
seguidos estritamente e a colorac8o foi interrompida guando
a intensidade de revelacdo das bandas atingiu um ponto de
saturacéo.

Durante o tempo de permanéncia nas solu¢Bes a cuba
com o gel foi mantido sob agitagdo suave constante.

A revelacdc do gel e blogueio foram realizadas

empregando as solucBes Reveladora e de Blogqueio a 20° C.
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Passos Solugdes Tempo de
Tratamento
1. Fixac8o Fixador 21lh
2. Lavagem Alcoélica Etanol 50% 3 X 20 min.
3. Pré-tratamento Soluc&o de Pré-tratamento 1 min.
4. Lavagem Agua destilada 3 X 20 seg.
5. Impregnacéo Solucdo de Impregnacéo 20 min.
6. Lavagem Agua destilada 2 X 20 seg.
7. Revelacdo Solucdo Reveladora 10 min.
8. Lavagem Agua destilada 2 X 2 min.
9. Bloqueio Soluc8o de Bloqueio 10 min.
10. Lavagem Metanol 50% > 20 min.

Apbés o passo n° 10 o gel foi mantido na solug8Bo de

Metanol 50% a 4© C no escuro até o momento da secagem.



4.8.7. Preservacdo e Secagem dos Géis de SDS-PAGHE

Os géis corados foram transferidos da solucdo de
metanocl 50% para a solucdo de Preservacgdo I (metanol 30%) a
42 C, 8ob agitac8o constante, por 30 min. e para a soluc8o
de Preservacdo II (glicerol 3%) a 42 C por mais 30 min., sob
agitacdo.

Apbs a passagem pelas duas solucles de preservaclo
o8 géis foram envelopados em papel celofane poroso,
previamente embebido em dgua destilada, apoiados sobre uma
placa de vidro (30 x 30 cm) e deixados secar por 4-5 dias a

temperatura ambiente.

4.9. “"Western Blotting"”

A transferéncia de proteinas dos géis de
poliacrilamida-SDS para suportes de nitrocelulose seguiu a
metodologia descrita por Sambrook et alii (1889), com o
emprego de soro fetal inativado de bovino como agente de
blogqueio.

A separac8o de proteinas totais das amostras 31A+,
incluindo a amostra lla, foil realizada através de SDS~PAGE
em gel 12,5%. 0 gel foi lavado em Hz0 destilada e montado
para transferéncia.

O rapel de nitrocelulose, cortado no mesmo tamanho
do gel, foi embebido em Hz0 Mili-Q esterilizada e montado no

suporte da cuba de transferéncia. 0 gel de poliacrilamida
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foi alinhado sobre o papel de nitrocelulose e o conjunto foi
imobilizado e montado na cuba, contendo tamp8o de
Transferéncia.

A transferéncia das proteinas do gel para o papel
de nitrocelulose foi realizada por 12-18 horas a 4 C. O
papel de nitrocelulose foi acondicionado em um saco pléastico
seldvel (Zipp), adicionando-se 20 ml da solucdo de Bloqueio
PBS-SFBI pH 7.,4. (0,1 ml de solucdo/cm2 de papel de
nitrocelulose). O material foi mantido sob agitacdo suave
por 1,5 hs a4 temperatura ambiente.

Removeu-se a soluc8o de bloqueio e adicionaram-se
20 ml de solucdo de blogqueio PBS-SFBI pH 7,4 com 20 ul do
anticorpo anti-31A absorvido com a amostra BZ43xp4 a 37° C.
A concentrag8io final do antissoro-na solug8o foi 1:1000. O
material foi incubado por 2 hs. & temperatura ambiente sob
agitagdo suave.

0 papel de nitrocelulose foi lavado com 700 ml de
tamp3o PBS-Tween pH 7.4, utilizando-se uma piceta,
transferido para uma cuba com 200 ml de soluc@o de lavagem
Tris-NaCl pH 7,5 e incubado sob agitag8o suave por 10
minutos & temperatura ambiente.

Selou-se o parel em um saco pléstico, adicionando-
se 20 ml da eolucdo de blogueio Tris-NaCl-SFBI pH 7,5
contendo anticorpo anti-IgG de coelho conjugado com
fosfatase alcalina (Sigma). A concentrac8o final do
conjugado na soluc8o foi de 1:2000. O material foi incubado

por 1 hora a temperatura ambiente sob agitacdoc suave.
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A seguir o papel foi lavado com 800 ml da solucgdo
de lavagem Tris-NaCl pH 7.5 empregando-se uma piceta. Em uma
cuba rasa realizou—-se a incubac8o com 10 ml do substrato
cromogénico para fosfatase alcalina, por aproximadamente 20
minutos, & temperatura ambiente, sob agitac@o constante. A
reac8o foi bloqueada transferindo-se o gel para uma cuba com
50 ml1 de PBS ©pH 7,4 + 200 ul da solugio de EDTA 0,0 M
pH 8,0.

0 papel de nitrocelulose revelado ("Western
blott") para fosfatase alcalina (bandas azuis) foi
fotografado empregando-se transiluminac&o e lente macro com

filtro vermelho, em filme Kodak (100 ASA).

4.10. Analises de Conjugacé8o

As conjugacdes das amostrag bacterianas BZ2468,
Att25 e 31A com a amostra receptora MS101l e da amostra SM10
(pRT733: :TnphoA) com a amostra BZ43 foram realizadas através
da metodologia de conjugacdo em papel de filtro.

As amostras bacterianas doadoras e a receptora
foram crescidas em 3,0 ml de BHI, com antibiéticos, a 372 C
por 12-18 hs. Uma aliquota de 1,0 ml foi transferida para um
tubo Eppendorf esterilizado e centrifugada em
microcentrifuga (15.000 g) por 1 min. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento lavado por homogeneizac8o suave em
1,0 ml1 de BHI sem antibidéticos. A suspensfio foi novamente

centrifugada e resuspendida em 100 wl de BHI.
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Uma aliquota de 90 wul da amostra doadora e 30 ul
da amostra receptora (4:1) foram transferidos para um tubo
contendo 880 wl de BHI. A mistura foi homogeneizada,
incubada a 372 C por 2 horas e centrifugada. O sedimento foi
resuspendido em aproximadamente 75 wul de BHI. Toda a
suspensdo bacteriana foi distribuida na superficie de um
papel de filtro Millipore (0,22 um) esterilizado,
previamente colocado sobre a superficie de uma placa com
meio NA. Apds a absorcdo do liquido sobre o papel de filtro,
a placa foi invertida e incubada a 372 C por 18-20 hs.

O papel de filtro foi removido com auxilio de uma
pinca e transferido para um tubo com 1,0 ml de meio BHI. O
meio foi homogeneizado vigorosamente em “vortex". A
suspensso bacteriana foi diluida ém soluc8o salina 0,85%
esterilizada, até 10-2, As diluicgdes 109, 10-1 e 102 foram
plagueadas em LA com os antibidéticos de selecdo.

Paralelamente aos transconjugantes, as amostras
parentais e receptora foram plaqueadas em meio LA com
antibiéticos a fim de monitorar a ocorréncia de mutantes

resistentes aos antibidéticos de selecdo dos parentais.
4.11. Mutac@o com Transposon TnphoA
As amostras bacterianas BZ43 e SM10

(pRT733:TnphoA) foram crescidas e conjugadas conforme

descrito no protocolo de conjugacso.
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A suspensdo bacteriana foi diluida em salina até
10-6. Aliquotas de 100 ul destas dilui¢Bes foram plaqueadas
em meio LAXP com Sm e Km. As placas foram incubadas a 37° C
por 18 hs e, apbés este periodo, transferidas para 4¢ C por
24 horas.

As coldnias transconjugantes gque apresentaram
fendétipo azul no meio de cultura foram transferidas para
tubos com 3,0 ml de BHI contendo Sm e Km e incubadas a 37c C
por 12 hs. Os transconjugantes foram estriados em placas com
LAXP com Sm e Km para obtenc8o0 de colénias isoladas. As
placas foram incubadas e transferidas para 4° C e as
coldénias azuis isoladas foram transferidas para tubos de

estoque em meio LA com Sm e Km.

4.12. Teste de Adesdo a Células Hela

O teste de ades3o a células HelLa foi realizado

segundo a metodologia descrita por Scaletsky et alii (1984).

4.12.1. Cultivo e Preparo das Células Hela

As células HelLa (Instituto Adolfo Lutz, SP) foram
incubadas em garrafas com meio Eagle suplementado com 10%
SBFI, a 37© C por 48 hs. A seguir foram tripsinizadas e
diluidas para aproximadamente 1,2 x 108 células/ml com meio

de Eagle suplementado com 10% SFBI.



Uma aliquota de 1,0 ml da suspensag de células foi

transferida para tubos de Leighton contendo uma laminula (11
X 24 mm), que foram incubados a 372 C por 48 hs.
Imediatamente antes da realizac8co do teste de
ades8o o meio de cultura das células foi descartado, as
células foram lavadas com tampdo PBS pH 7,4 e melo trocado
para 1,0 ml de meio de Eagle suplementado com 2% SFBI e D-

manose 1%.

4.12.2. Crescimento das Amostras Bacterlanas e Teste

de Adesdio

As amostras bacterianas foram inoculadas em 3,0 ml
de TSB e incubadas a 37 C por 16-18 hs. Foram utilizadas
neste teste as amostras BZ43, BZ43xp4 e BZ43xp6, além dos
padrdes de adesd8o negativa, localizada e difusa (Tabela
3.2a).

Adicionaram-se 40 ul das culturas bacterianas aos
tubos de Leighton, que foram incubados por 30 min. a 372 C
(periodo de ades8o). O meio de cultura fol removido e as
células lavadas 6 vezes com 1,0 ml de tampdo PBS pH 7,4 com
D-manose 1%. Adicionou-se 1,0 ml do meio de Eagle
suplementado com 2% SFBI e D-manose 1%. Os tubos foram
incubados a 372 C por 3 hs (perido de multiplicagio).

O meio de cultura foi descartado e as células

lavadas 3 vezes com 1,0 ml de tamp8co PBS pH 7.,4. As
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laminulas foram fixadas por 20 min. adicionando-se 1,0 ml de
metanol.

As laminulas foram removidas dos tubos e as
células coradas com o corante de May-Grinwald por 5 min. O
corante foi removido e adicionou-se o corante de Giemsa por
mais 10 min. As laminulas foram lavadas varias vezes com
tamp8o PBS pH 7,4, diafanizadas em xilecl e montadas em
bédlsamo do Canada.

A ades8o bacteriana foi visualizada em microscdpio
de luz, sob aumentos de 400 e 1.000 X, e fotografada em
filme Kodak Panatomic-X (32 ASA) em fotomicroscopio com
filtro azul. O filme e as fotografias em papel F3 (Kodak)

foram processados segundo as instrucdes do fabricante.
4.13. Teste de Patogenicidade em Camundongos

0 teste de patogenicidade das amostras bacterianas
em camundongo seguiu a metodologia descrita por Taylor et
alii (1987), sendo utilizado para a determinac8o da
capacidade de ades8o das amostras BZ43 e BZ43xp6 em teste de
competicdo.

As amostras bacterianas foram crescidas em tubos
-contendo 3,0 ml de meio LB com Km e Sm por 12-18 horas a
37 C. Un inéculo de 100 wul foi semeado com alga de
Drigalsky em meio CFA e incubado por 18-20 hs a 372 C.

Apdés o periodo de incubac8io, as amostras foram

resuependidas em 2,0 ml de soluc8c salina esterilizada e
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diluidas serialmente até 10-9® em solugag salina
esterlilizada. As diluigdes de 10-€, 107, 10-8, 108 e 10-10
foram plagqueadas em meio LAXP com Sm (500 ug/ml) para
determinar o numero de U.F.C./ml nos inéculos aplicados nos
camundongos. As placas foram incubadas por 18-20 hs a 372 C.

Cinco camundongos da linhagem Swiss com trés dias
de idade, pertencentes a uma mesma ninhada, foram utilizados
no teste de competic8io. Dois deles, selecionados ao acaso,
foram wutilizados como controle. Un teste piloto foi
realizado para avaliacdo dos microrganismos da flora
intestinal destes camundongos. Os intestinos de dois animais
foram macerados em salina esterilizada e a suspens8io foi
plaqueada em meio LA e LAXP com Sm (500 ug/ml).

Aliguotas de 0,5 ml da diluigéo 10—2 das amostras
BZ43 e BZ43xp6 foram homogeneizadas é 200 ul foram inculados
nos camundongos, via intragdstrica. Os animais inoculados
foram marcados e devolvidos & ninhada teste. Os controle
foram mantidos em uma ninhada separada.

08 camundongos inoculados foram acompanhados por
72 horas para verificar a ocorréncia de diarréia ou a morte.
Apbs este periodo os animais foram sacrificados, os
intestinos foram retirados em condi¢cGes assépticas e
macerados em 1,0 ml de soluc8oc salina esterilizada. A
suspensdo foi homogeneizada vigorosamente em ‘“vortex'" e
diluida até 10-8 em solugdo salina esterilizada. Aliquotas
de 100 ul das diluicBes de 109 a 10-7 foram plagueadas em

meio LAXP com Sm (500 ug/ml). As placas foram invertidas,
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incubadas por 18-20 hs a 372 C e transferidas para 42 C por
24 horas.

A contagem da frequéncia das colénias azuis e
brancas nas placas foi corrigida em relagdo ao numerc de
U.F.C. inoculadas e utilizada para expressar a competic8o
entre a linhagem BZ43 selvagem (coldnias brancas) e a

linhagem BZ43xp6 (colbdnias azuis).
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S . Resultado=s

5.1. Caracterizac3io Biol6gica das Amostras Bacterianas

5.1.1. Resisténcia a Drogas

Os resultados obtidos através dos testes de
resisténcia a drogas, segundo metodologia descrita no item
4.2, encontram-se na Tabela 5.1.

Dentre as 7 amostras bacterianas estudadas 3
apresentaram resisténcia a no minimo 3 antibiéticos (Em, Sm
e Te) das B drogas empregadas na caracterizac¢#io (Ap, Tc, Cm,
Km, Sm, Nal).

A amostra Att25 (FY+) apresentou resisténcia aos
antibiéticos Ap, Km, Sm e Tc até a concentragiio de
250 wug/ml.

A amostra 31A (31A+) foil resistente a Cm e Km até
a concentrac3io de 250 ug/ml, a Sm até 50 ug/ml e a Tc até
100 ug/ml.

A amostra BZ2468 foi resistente a Ap até a
concentracfo de 1000 uvg/ml, a Cm até 250 ug/ml e a Km, Sm e
Te até 100 ug/ml.

Todas as amostras foram sensiveis ao 4dcido

nalidixico (Nal).
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Tabela 5.1. Padr#o de resisténcis das amostras bscterianas a

agentes antimicrobianos.

Nivel de resisténcia (ug/ml)

Amostras

bacterianas Ap Cm Km Nal Sm Te
Att25 250 s 250 s 250 250
54-5 s s s s s 5
2147-4 s s s s s 5
11a s 8 s s s 5
11a-Sm s s s s >»500 5
31A s 250 250 s 50 100
BZ43 s s s s s S
BZ43-Sm s s s s >500 5
BZ24868 1000 250 100 s 100 100

s = sensivel a concentracdes < 5 ug/ ml



5.1.2. Produoio de Toxinas ST, LT, VT e Hemolisina

Os resultados obtidos através dos testes de
produc8o das toxinas STI, LT, VT e hemolisina, segundo
metodologias descritas no itens 4.5, encontram-se na Tabela
5.2.

Apenas a amostra 1lla apresentou produc#io da toxina
termoestdvel STI, avaliada pelo teste do camundongo recém-
nascido.

Nenhums das amostras bacterianas estudadas
apresentou produc#io da toxina termoléabil LT, avaliada pelo
teste de imunohemélise radisal.

As amostras 54-5 e 31A apresentaram produc#io de VT
("Shiga-like toxin" ou Verotoxina) no teste em cultura de
células Vero. A amostra BZ2488 sapresentoun um resultado
inconclusivo neste teste, mesmo apés 3 repetigdes.

Nenhuma das amostras bacterianas estudadas
apresentou produg@o de hemolisina no teste de hem6lise de

hemécias de carneiro em &agar Sangue.
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Tabela 5.2. Padr#o de produc#io de toxinas STI, LT, VT e
hemolisina (HL).

Produc#io de toxinas

Amostras
bacterianas STI LT VT HL

Att25 - - - -
54-5 : - - + -
2147-4 - - - -

11a + - - -

31A - - + -
BZ43 - - - -
BZ2468 - _ 2 _

? = resultado atipico, n#o conclusivo.



5.1.3. Hemaglutinacdo com Diferentes Eritrécitos
5.1.3.1. Hemaglutinaciio em L&nina

Os resultados dos testes de hemaglutinac8o das
amostras bacterianas cultivadas em diferentes meios de
cultura a 372 C e ensaiadas conm eritrééitos de boi, cavalo,
carneiro, cobaia, galinha e humanos, segundo metodologia
descrita no item 4.3.3, encontram-se nas Tabelas 5.3 (CFA),
5.4 (AG), 5.5 (MINCA) e 5.6 (MM).

Todas as amostras bacterianas estudadas
apresentaram em comum hemaglutinacdio D-manose resistente com
eritrdcitos de boi quando cultivadas em meio CFA, AG, MINCA
e MM.

A classificaciio das amostras FY+: Att25, 54-5 e
2147-4 crescidas em meio CFA a 37° C corresponde ao tipo de
hemaglutinag¢sio V-B, segundo Evans et alii (1880),
apresentando hemaglutinacdo D-manose resistente com
eritrécitos de boi. Estas também apresentaram hemaglutinac#io
D-manose resistente com eritrécitos de carneiro
(Tabela 5.3).

As smostras 31A+: BZ43 e BZ2468, incluindo nesta
categoria a amostra 1lla, crescidas em meio CFA a 37¢ C,
apresentaram classificac#o correspondente ao tipo de
hemaglutinacsio VII-D, com reac@io de hemaglutinacéo D-manose

resistente com eritrécitos de boi e de cobaia. Estas
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amostras também apresentaram hemaglutinacgdo D-manose
resistente de eritrécitos de carneiro (Tsbela 5.3).

A amostra 31A crescida em meio CFA a 372 C
apresentou hemaglutinac#o D-manose resistente com
eritrécitos de boi, cavalo, carneiro, cobaia, galinha e
humano, sendo enquadrada no grupo de hemaglutinsagsio VII-D.
N#o foram consideradas para esta classificagc@io a reacdo D-
manose resistente positiva com eritrécitos de cavalo e
carneiro (Tabelsa 5.3).

O cultivo das amostras bacterianas em meio AG,
MINCA e MM resultou em padriio de hemaglutinacf#io semelhante
ao observado no cultivo em meio CFA, com hemaglutinagéio D-
manose resistente com eritrécitos de boi (Tabelas 5.4, 5.5 e
5.6). 0 emprego dos meios MM e AG no crescimento das
amostras a 37° C n#o inibiu a expressiio da reacd3io de
hemaglutinac#o positiva com eritrécitos de boi (Tabelas 5.4

e 5.8).
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Tabela 5.3. Padrdo de hemaglutinacso em l8mina das amostras

bacterianas cultivadas em meio CFA a 37¢ C.

Eritrécitos

Amostras
bacterianss boi cav car cobPm cob- gal hum

Att25 + - + - -
54-5 + - + - -
2147-4 + - + - -
11la + - + + + - -

31A + + + +
BZ43 + - + + + - -
BZ2468 + + + +

Tabela 5.4. Padr#io de hemaglutinac8o em l&mina das amostras

bacteriasnas cultivadas em meioc AG a 372 C.

Eritrécitos

Amostras
bacterianas boi cav car

Att25 + +
54-5 + - +
2147-4 + +

l1ia + - -
31A

BZ43
BZ24868

+ + +
|
+ +
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Tabela 5.5. Padr8o de hemaglutina¢sio em l&mina das amostras

bacterianas cultivadas em meio MINCA a 37¢ C.

Eritréeitos

Amostras
Bacterianas boi cav car

Att25
54-5
2147-4

+ + +
+ + +

11la + - +
31A + +
BZ43 + - +
BZ2488 + +

Tabela 5.6. Padr#%o de hemaglutinac®o em l&mina das amostras

bacterianas cultivadas em meio MM a 37¢ C.

Amostras bacterianas

Eritrécitos Att25 54-5 2147-4 11la 31A BZ43 BZ2468

boi ' + + + + + + +




5.1.3.2. Micro-hemaglutinac#io

Os resultados dos testes de micro-hemaglutinac#o
das amostras bacterianas cultivadas em diferentes meios de
cultura a 37¢ C e ensaiadas com eritrécitos de boi, segundo
metodologia descrita no item 4.3.4, encontram-se nea
Tabela 5.7.

As amostras do grupo FY: 54-5 e 2147-4,
apresentaram titulos de micro-hemaglutinac#@io de 1:32 quando
crescidas em CFA, 1:16 quando crescidas em AG e AG- (&gar
glicose base sem glicose) e 1:8 quando crescidas em MINCA. A
amostra padrdo Att25 apresentou titulo de 1:2 em CFA, 1:8 em
AG, 1:4 em AG- e 1:4 em MINCA.

As amostras do grupo 31A: BZ43, BZ2468 e 31A,
incluindo 11a, apresentaram resultados diversos quando
crescidas nos diferentes meios de cultura. Quando crescidas
em CFA as amostras BZ43 e BZ2468 apresentaram titulo de
micro-hemaglutinacéio de 1:16 e as amostras l1lla e 31A, titulo
de 1:32. Em AG e AG- (4gar glicose base sem glicose) as
amostras 1la e BZ43 apresentaram titulo de 1:18 e 1:16, a
amostra 31A de 1:2 e 1:4 e a amostra BZ24688 de 1:4 e 1:2,
respectivamente. Em MINCA as amostras l1la e BZ43
apresentaram titulos de 1:8, a amostra 31A de 1:4 e a

amostra BZ2468 de 1:2.
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Tabela §.7. Padr8o de micro-hemaglutinag8io D-manose resis-
tente com eritré6citos de boi das amostras
bacterianas cultivadas em meio CFA, AG, AG- e
MINCA a 37¢ C.

Titulo de Micro~hemaglutinacdo

Amostras

bacterianas CFA AG AG~- MINCA

Att25 1:2 1:8 1:4 1:4

54-5 1:32 1:18 1:18 1:8

2147-4 1:32 1:186 1:16 1:8

11a 1:32 1:18 1:18 1:8

31A 1:32 1:2 1:4 1:4

BZ43 1:16 1:18 1:16 1:8

BZ2468 1:18 1:4 1:2 1:2




5.2. Caracterizacéio Sorolé6gica

Os resultados da caracterizag8o sorolégica das
amostras, empregando-se antissoros policlonais absorvidos e
néio-absorvidos, preparados contra as amostras referéncia FY
(Att25) e 31A (BZ43), de acordo com a metodologia descrita
no item 4.6, encontram-se nas Tabela 5.8 e 5.9, para as
amostras bacterianas crescidas a 37 C e a 162 C,
respectivamente.

As amostras FY+: Att25, 54-5 e 2147-4 crescidas a
37 C em meic CFA apresentaram saglutinac#io positiva com o
antissoro anti-FY+, produzido a partir da amostra Att25, nas
reagdes empregando o antissoro n#o-diluido, diluido 1:1000 e
absorvido com a amostra Att25 crescida a 18 C na diluigé#o
1:100. As mesmas amostras bacterianas n#o apresentaram
aglutinacdo com o antissoro nas condi¢des acima citadas
quando crescidas a 16° C em meio CFA, com excec#o da amostra
Att25, que apresentou reac#io positiva com o antissoro n#o-
diluido.

Empregando-se o antissoro anti-31A, produzido a
partir da amostra BZ43, as amostras Att25, 54-5 e 2147-4
apresentaram uma reacgfio de aglutinac8io fraca com o antissoro
néo-diluido nos testes empregando as amostras crescidas a
37 C em meio CFA. Apenas a amostra 54-5 continuou
apresentando uma reac#o positiva com o antissoro n#o-diluido

quando crescida a 16 C em meio CFA.



A amostra l1lla, crescida tanto a 37 C como a 16¢ C
em meio CFA, apresentou reac#io de aglutinac#io positiva com o
antissoro anti-FY+, produzido a partir da amostra Att25, nas
rea¢cdes empregando o antissoro n#o-diluido e diluido 1:1000.
Contudo, = reac8io foi negativa quando se empregou o
antissoro absorvido com a amostra Att25 crescida a 18e¢ C na
diluicsio 1:100.

Nos testes de aglutinac#oc da amostra l1lla, crescida
tanto a 372 C como a 162 C em meio CFA, com o antissoro
anti-31A, apenas a reacgfio com o antissoro anti-31A absorvido
com a amostra BZ43xp4 crescida a 37¢ C na diluicdo 1:100 foi
negativa.

As smostras 31A+: 31A, BZ43 e BZ2488, crescidas
tanto a 37¢ C como 8 16 (C, sapresentaram reag8o de
aglutinag¢8o negativa com o antissoro anti-FY n#o-diluido,
diluido 1:1000 e absorvido com a amostra Att25 crescida s
18 C na diluig¢dio 1:100.

Nos testes destas amostras com antissoro anti-31A,
produzido com a amostra BZ43, ocorreu aglutinac#o positiva
de 31A, BZ43 e BZ2488, com o empregoc do antissoroc n#o-
diluido e diluido 1:1000 nos testes com incubagdo a 37 C. 0O
resultado dos testes com os mesmos antissoros foi positivo
para as amostras 31A e BZ43 crescidas a 18 C, porém a
amostra BZ2488 apresentou reacdéio fraca com o antissoro n#o-
diluido e negativa com o antissoro diluido 1:1000. O emprego
do antissoro anti-31A, absorvido com a amostra BZ43xp4

crescida a 372 C na diluigc8io 1:100, resultou em reac#io de
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aglutinac#io negativa para as amostras 1incubadas tanto a
372 C comoc a 186° C.

A amostra receptora MS101, crescida tanto a 37¢ C
como a& 16 C, apresentou reacdio de aglutinac8io negativa
quando testada com os antissoros anti-31A e anti-FY em todas
as condi¢des ensaiadas.

Os resultados de aglutinac#o das amostras mutantes
BZ43xp4 e BZ43xpB com o antissoro anti-31A encontram-se na
Tabela 5.10. As amostras BZ43xp4 e BZ43xp8, mutagenizadas
com o transposon TnphoA, que perderam a capacidade de
hemaglutinag#o de eritrécitos bovinos, apresentaram reacg#o
de aglutinac#o positiva com o antissoro anti-31A n#o-diluido

e negativa com o mesmo antissoro diluido 1:1000.



Tabela 5.8. Reac3o de aglutinac8o das amostras bacterianas
crescidas em meio CFA a 37¢ C com os antissoros
policlonais a-31A+ e a-FY+ absorvidos e n#o-

absorvidos.
Antissoros Att25 | S54-5 | 2147-4 | lla 1A BIA3 | BI2448 | M5101
a-31A* n-abs. s/d f f f + ¥ + + -
a-31A* n-abs. 1:1000 - - - + + + + -
a-31A* abs. BI43{14eC) - - - + + + + -
1:100
a-31A* abs. BI43xpd(37°C) - - - - - - - -
1:100
a-FY* n-abs. s/d + + + + - - - -
a-FY* n-abs, 111000 + + + + - - - -
a-FY* abs. Att25{16°C) + + + - - - - -
1:100
f = reag3o fraca abs = absorvido
s/d = sem diluigdo n-abs = nio-absorvido

Tabela 5.9. Reac8io de saglutinac#o das amostras bacterianas
crescidas em meio CFA a 182 C com os antissoros
policlonais a-31A+ e a-FY*+* absorvidos e n#o-
absorvidos.

Antisscros Att25 | S4-5 | 2147-4 | lla 31A BI43 | DBI244B { MS10L

a-31A* n-abs. s/d - - - + + + f -
a-J1A* n-abs. 1:1000 - - - + + + - -
a-J1A* abs. BI43{14°C) - - - - - - - -
1:100
a-31A* abs. BI143xp4{37°C) - - - - - - - -
1:100

a-FY* n-abs. s/d + - - + - . - _
a-FY* n-abs. 1:1000 - - - + - - - -
a-FY* abs. Att25(16°C) - - - - - - - -

1:100

absorvido
n¥o-absorvido

f = reacdo fraca abs
s/d = sem diluicdo n-abs



Tabels 5.10. Reag8io de aglutinaciio das amostras
mutantes BZ43xp4

CFA a 37 C

e BZ43xp8
com antissoro policlonais a-31A+,

n#io-absorvidos e absorvidos.

bacterianas

crescidas em meio

Antissoros

BZ43

BZ43xp4

BZ43xp6

a-31A+ n-abs. s/d

a-31A+ n-abs. 1:1000

a-31A+ abs. BZ43(18°C)
1:100

a-31A+ abs. BZ43xp4(37°)
1:100

+ + +

+
4
+

+
+
+

s/d
abs
n-abs

sem diluicdo
absorvido
n8o-absorvido



5.3. Visualizac8o de Fimbrias Através de Microscopia

Eletrfnica de Transmiss#io

As micrografias eletrdnicas das amostras
bacterianas FY+ e 31A+, preparadas segundo a metodologia
descrita no item 4.4, encontram-se nas figuras 5.1 a 5.7.

Verificou-se nas micrografias eletrbnicas das
amostras Att25, 54-5 e 2147-4 crescidas a 37° C a presenca
de estruturas semelhantes a fimbrias e flagelos (Figuras
5.1a, 5.2a e 5.3a). Quando crescidas a 18¢ C, a amostra
Att25 apresenta apenas a expressdo de estruturas semelhantes
a8 flagelos (figura 5.1b) e &8s amostras 54-5 e 2147-4
apresentam-se completamente desprovidas de filamentos na
superficie bacteriana (figuras 5.2b e 5.3b).

As micrografias eletrdnicas das asmostras 1lla, 31A,
BZ2468 e BZ43 crescidas a 37¢ (C apresentaram estruturas
semelhantes a fimbrias e flagelos (Figuras 5.4a, 5.5a, 5.8a
e 5.7a). As smostras BZ2468 e BZ43 crescidas a 16¢ C n#o
apresentaram estruturas semelhantes a fimbriass, porém
apresentaram a8 express#o de flagelos, conforme pode ser
verificado nas figurasvs.sb a 5.7b. A amostra 31A crescida a
1862 C apresentou-se completamente desprovida de filamentos
na superficie bacteriana (Figura 5.5b). A amostra 1la
apresentou a express#io de flagelos e estruturas semelhantes

8 fimbrias quando crescida a 18 C (figura 5.4b.)



As amostras mutantes BZ43xp4 e BZ43xpB, que
perderam a capacidade de hemaglutinagc8o de eritrécitos de
boi, apresentaram diferencas quanto & visualizac#o de
fimbrias ao microscdépio eletrdnico. A amostra BZ43xp4 n#o
spresentou a expressiio de fimbrias quando crescida a 37¢ C
em meio CFA (Figura 5.8a). Contudo, a amostra BZ43xp6

apresentou a expressiio de fimbrias quando crescida nas

mesmas condi¢Bes (Figura 5.8b).



Figura 5.1.

Micrografia eletrdnica da amostra de Escherichia
coli Att25 crescida a 372 C (a) e a 162 C (b),
em coloracdo negativa com PTA.

Aumentos = 39.120 X e 44,988 X, respectivamente.

fim fimbria

fla

1l

flagelo



Figura 5.2.

Micrografia eletrénica da amostra de FEscherichia

coli 54-5 crescida a 37¢ C (a) e a 162 C (b), em

colorag#io negativa com PTA.

Aumentos = 37.164 X e 44.010 X,

fim

fla

fimbria

flagelo

respectivamente.
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1&1

Figura 5.3. Micrografia eletrdnica da amostra de Escherichia
coli 2147-4 crescida a 372 C (a) e a 162 C (b),
em colorac8o negativa com PTA.

Aumentos = 44.010 X e 47.922 X, respectivamente.

fim = fimbria



Figura 5.4.

Micrografia eletrdnica da amostra de Escherichia
coli 1la crescida a 372 C (a) e a 162 C (b), em
colorac8o negativa com PTA.

Aumentos = 39.120 X e 38.080 X, respectivamente.

fim = fimbria

14



Figura 5.5.

Micrografia eletrdnica da amostra de Escherichia
coli 31A crescida a 37 C (a) e a 162 C (b), em
coloracdo negativa com PTA.

Aumentos = 58.900 X e 33.252 X, respectivamente.

fim = fimbria



Figura 5.6.

1464

Micrografia eletrdnica da amostra de Escherichia
coli BZ2468
em colorag¢8io negativa com PTA.

Aumentos = 44.010 X e 39.120 X, respectivamente.

fim

fla

fimbria

flagelo

crescida a 372 C (a) e a 182 C (b),



Figura 5.7.

Micrografia eletrdnica da amostra de Escherichia
coli BZ43 crescida a 372 C (a) e a 16 C (b), em
coloragc8o negativa com PTA.

Aumentos = 28.382 X e 24.450 X, respectivamente.
fim = fimbria

fla = flagelo
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= fim

Figura 5.8. Micrografia eletrénica das amostras mutantes de
Escherichia coli BZ43xp4 (a) e BZ43xp6 (b),
mutagenizadas com TnphoA, crescidas a 372 C, em
colorac®o negativa com PTA.

Aumentos = 39.120 X e 40.098 X, respectivamente.

fimbria

I

fim

fla

flagelo



5.4. Caracterizacéio Eletroforética das Amostras

Bacterianas

5.4.1. Padriéio Eletroforético de Proteinas de

Superficie

Os resultados obtidos através da eletroforese em
gel de poliacrilamida-SDS da extrag@io de proteinas de
superficie, segundo metodologia descrita no item 4.8.2,
encontram-se nas Figuras 5.9 (amostras FY*+, incluindo 1la),
5.10 (amostras 31A+), 5.11 (amostras FY+) e 5.12 (amostras
31A*, incluindo 11la).

As amostras Att25, 54-5 e 2147-4 apresentaram uma
banda proteica com peso molecular de aproximadamente 20 kD
correspondente & fimbria FY, a qual pode ser visualizada nas
extracSes de proteina de superficie das amostras crescidas a
37c C, porém ndoc se apresentou nas extragdes das amostras
crescidas a 16 C (Figuras 5.9 e 5.11), nem na extrac#oc de
proteina de superficie da amostra 1lla crescida a 37 C.

As amostras 31A, BZ43 e BZ248B8 sapresentaram umsa
banda proteica com peso molecular de aproximadamente 17 kD,
a qual deve corresponder & subunidade da fimbria 31A, e que
pode ser visualizada nas extracdes de proteina de superficie
das smostras crescidas a 37¢ C, porém n#o se apresentou nas
extracdes das amostras crescidas a 18c C (Figuras 5.10 e

5.12).



A amostra 1lla apresentou uma banda proteica com
pesc molecular de aproximadamente 17 kD que pode
corresponder & subunidade da fimbria 31A, a qual pode ser
visualizada nas extra¢des de proteina de superficie das
amostras crescidas a 37 C, porém n#o se apresentou nas
extragdes das smostras crescidas a 18 C (Figuras 5.8 e
5.12). Esta samostra n#o apresentou uma banda de proteina
correspondente a subunidade da fimbria FY, conforme pode ser
verificado na extragdio de proteina da amostra crescida a
37 C (Figura 5.9).

A banda correspondente & subunidade da fimbria K88
foili determinada por comparac8o do perfil de proteina de
superficie da amostra 1la com uma preparacéio purificada da
fimbria K98 (Figura 5.13). A banda correspondente a esta
fimbria no gel foi localizada logo acima da posicfio da banda
correspondente & fimbria 31A. Néo foi possivel a
determinac#o da posigdo da subunidade da fimbria F41 nesta
amostra, uma vez que n#o se detectou a banda correspondente

4 subunidade da fimbria na preparac¢8io empregada (Figura

5.13).
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Figura 5.9. Perfil eletroforético de proteinas de superficie
das amostras FY+ (incluindo amostra 1la) em PAGE

N P

MW

(12,5%), coradas com prata.
2147-4 (16= C - B0S)
2147-4 (372 C - SH)

11a (16 C - BOS)
1lla (37e C - 80S)

5: Att25 (18e C - B0S)
B: Att2d (372 C - 60S)
7: 54-5 (162 C - SH)

8: 54-5 (372 C - 60S)

= padr8o de peso molecular (kDa)
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Figura 5.10. Perfil eletroforético de proteinas de superfi-
cie das amostras 31A+ em PAGE (12,5%), coradas

com prata.

1: BZ2468 (18 C - B80S) 5: 31A (162 C - 60S)
2: BZ24B68 (37 C - 60S) 6: 31A (37 C - 60S)
3: BZ43 (182 C - 80S)
4: BZ43 (37 C - 80S)

MW = padr#io de peso molecular (kDa)
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1 2 3 a 5 6 MW kDa

-66

-45

-24
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Figura 5.11. Perfil eletroforético de proteinas de superfi-
cie das amostras FY+* em PAGE (12,5%), coradas
com prata.

2147-4 (16e C - SH) 5: Att25 (18e C - B0S)

2147-4 (37 C - B0S) B: Att25 (37 C - B0S)

54-5 (1B C - B05)

54-5 (37 C - SH)

MW = padr#@o de peso molecular (kDa)
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MW 1 2 3 4 5 6 7 8 kDa
| ) L
-66
- 45
-24
31A —» -18.4
-14.3
Figura 5.12. Perfil eletroforético de proteinas de superfi-
cie das amostras 31A+ (incluindo amostra 1lla)
em PAGE (12,5%), coradas com prata.
1: 11a (18 C - B605) 5: BZ43 (16 C - BO0S)
2: 11a (372 C - B0S) B: BZ43 (37 C - BOS)
3: BZ2488 (182 C - 80S) 7: 831A (1B C - B0S)
4: BZ24B8 (37 C - B0S) 8: 31A (37e C - B0S)
MW = padr&o de peso molecular (kDa)
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1: K99
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-45

-24

-18.4
K99 —p

31A—™

-14.3

Perfil eletroforético de proteinas de superfi-
cie da amostras 1lla e fimbrias K88 e F41
purificadas, em PAGE (12,5%), coradas com

prata.

11a (37 C - 60S)

3: F41

MW = padr@o de peso molecular (kDa)



As amostras mutantes BZ43xp4 e BZ43xp6
apresentaram um padr¥o de proteinas de superficie alterado
em relacdo & smostra selvagem BZ43 em gel de eletroforese
corado com prata. Estas amostras apresentaram a auséncia de
uma banda de proteina correspondente & subunidade da fimbria
31A quando incubadas a 37¢ C. A banda ausente nestas
amostras foi nitidamente visualizada nas preparacdes de
proteina de superficie e proteina total da amostra BZ43
(Figura 5.14).

Nas preparacdes de proteina total das amostras
mutantes e da amostra parental BZ43 n#o pode ser visualizada
nenhuma diferen¢gca no padr#o de bandas das amostras mutantes

em relac#o ao padrdio da amostra parental (Figura §.13).
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31A —= -18.4
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Figura 5.14. Perfil eletroforético de proteinas

de superfi-

cie das samostras mutantes BZ43xp4 e BZ43xpb em

relac3o ao perfil da amostra BZ43,

(12,5%), coradas com prata.

1: BZ43xp4 (37oC - 805) 3: BZ43xpB (37<C - 60S5)
2: BZ43 (37<C - 80S) 4: BZ43 (37<C - PT)

MW = padr#@io de peso molecular (kDa)

em PAGE



Figura 5.15.

1 2 3 kDa
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— ~14.3

oy -

Perfil eletroforético de proteinas de totais
das amostras mutantes BZ43xp4 e BZ43xp6 em
relac8io so perfil da amostra BZ43, em PAGE
(12,5%), coradas com Coomassie Blue.

1: BZ43xp4 (37<C)
2: BZ43 (37<C)
3: BZ43xp6 (37<C)
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5.4.2. Padr#o Eletroforético de Proteinas de

Membrana

0 padr&io eletroforético de proteinas de membrana
das amostras bacterianas crescidas a 37¢ C, segundo a
metodologia descrita no item 4.8.3, sapresenta-se na
figura 5.186.

Todas &8s amostras bacterianas apresentaram um
padr#io de proteinas de baixo peso molecular (abaixo de
24 kDa) semelhante.

As amostras Att25, 54-5 e 2147-4 (FY+*) (Figura
5.18, canaletas 1, 2 e 3) apresentaram padr#o de bandas de
proteina diferentes na faixa de peso molecular entre 30 e
40 kDa.

As amostras 31A e BZ24868 (31A*+) (Figura 5.16,
canaletas 5 e 8) apresentaram um padr8o de bandas de
proteina semelhante, diferindo do padr#o das demais amostras
31A+ (11a e BZ43; canaletas 4 e 7) e do padrdo das amostras
FY+ (Att25, 54-5 e 2147-4; canaletas 1, 2 e 3).

O padr8io de bandas da amostra BZ43 foi semelhante
ao padr3io apresentado pela amostra Att25 (Figura 5.16,
canaletas 7 e 1).

No padr8o de bandas da amostra mutante BZ43xp4
(n#o~-hemaglutinante e n#o-fimbriada) (Figura 5.16,
canaleta 8) foi detectada a auséncia de uma banda de
sproximadamente 35 kDa, =a qual pode ser nitidamente

visualizada nas amostras BZ43 e BZ43xp6 (canaletas 7 e 9).
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-66

-45

- 35

~24

-14.3

Figura 5.16. Perfil eletroforético de proteinas de membrana
das amostras 31A+, FY*+ e dos mutantes BZ43xp4 e
BZ43xpB, em PAGE (12,5%), coradas com prata.

1: Att25 4: 1la 7: BZ43
2: 54-5 5: 31A 8: BZ43xp4
3: 2147-4 6: BZ22468 9: BZ43xpb

MW = padr&o de peso molecular (kDa)



5.4.3. Perfil de DNA Plasmidial

Os resultados obtidos através da eletroforese em
gel de agarose da extrac8io de DNA plasmidial das amostras
bacterianas, segundo metodologia descrita no item 4.7,
encontram-se nas figuras 5.17 (amostras FY+, incluindo 1la)
e 5.18 (amostras 31A+).

As amostras 2147-4 (FY*+*) e BZ43 (31A*+) nd¥o
apresentaram plasmidios.

A amostra 11a apresentou 2 plasmidios de alto peso
molecular, muito prdéximos, com aproximadamente 54 e 50 MDa.
A amostra Att25 apresentou 2 plasmidios de alto peso
molecular, com 86 e 54 MDa, e um de baixo peso molecular,
com 3,3 MDa. A amostra 54-5 apresentou um plasmidio de alto
peso molecular, com aproximadamente 25 MDa, localizado logo
acima da banda de DNA cromossémico (Figura 5.17).

A amostra 31A apresentou um plasmidio de alto peso
molecular, com 86 MDa, e a amostra BZ2468 apresentou 3
plasmidios de alto pesoc molecular, com 80, 54 e 35 MDa

(Figura 5.18).
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Figura 5.17.
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5.5. Andlises Genéticas por Conjugacio

5.5.1. Transconjugantes Obtidos com a Amostra MS101

A conjugacdio das amostras Att25 (FY+), 31A e
BZ2468 (31A+*) com a amostra receptora MS101l, segundo a
metodologis descrita no item 4.10, resultou na obtenc#o de
transconjugantes selecionados para marcadores de resisténcia
a antibidticos das amostras parentais.

A conjugacdo da amostra Att25 resultou na obtencdo
de transconjugantes resistentes a Ap (100), EKm (100) e Te
(5). N&o foram obtidos transconjugantes resistentes a Sm nem
ao conjunto dos antibiéticos (Ap, Tc, Km e Sm) (Tabela
5.11).

A amostra 31A resultou na obtenc#o de
transconjugantes resistentes a Cm (16). N& foram obtidos
transconjugantes resistentes a8 Te, Km ou Sm, separadamente,
e nem 80 conjunto destes antibiéticos (Tabela 5.12).

A conjugacio da samostra BZ22468 resultou na
obtengc#o de transconjugantes resistentes a Ap (5), Tc (48),
Km (5), Sm (5) e Cm (38). Contudo, n#o foram obtidos
transconjugantes resistentes ao conjunto destes antibiéticos

(Ap, Tc, Km, Cm e Sm) (Tabela 5.13).

-
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Tabela 5.11. Fendétipos dos transconjugantes Att25 x MS101

selecionados em meioc LB com antibidticos.

Transconjugantes
Antibidticos isolados
Ap 100
Km 100
Tc 5
Sm 0
Ap Tc Km Sm 0

Tabela 5.12. Fenétipos dos transconjugantes 31A x MS5101
selecionados em meio LB com antibidéticos.

Transconjugantes
Antibidticos isolados
Cm - 18
Te 0
Km 0
Sm 0
Cm Km Sm Tc 0

Tabela 5.13. Fenétipos dos transconjugantes BZ2468 x MS101

selecionados em meio LB com antibidticos.

Transconjugantes
Antibidticos isolados
Ap 5
Te 48
Km 5
Cm 39
Sm 5

Ap Tc Km Cm Sm 0




5.5.2. Andlise de Hemaglutinac#io dos Transconjugantes

Todos os transconjugantes obtidos da conjugacg#o
das amostras Att25, 31A e BZ2468 com a amostra receptorsa
MS101 apresentaram hemaglutinac@io negativa quando ensaiados
com eritrécitos de boi, segundo a metodologia descrita no
item 4.3.3, e aglutinac®o negativa com antissoro anti-31A ou

anti-FY, segundo a metodologia descrita no item 4.8.2.

5.5.3. Andlise Plasmidial dos Transconjugantes

Os transconjugantes obtidos da conjugac8o das
amostras 31A e BZ2468 com a amostra receptora MS101,
analisados através de eletroforese em gel de agarose segundo
0o item 4.7, apresentaram um ou mais plasmidios origindrios
da amostra doadora, o que permitiu & localizac#o das marcas
de resisténcia a antibidticos em diferentses plasmidios.

0O resultado da anédlise eletroforética dos
transconjugantes 31A x MS101 (resultado n#o apresentado)
mostrou a ocorréncia de amostras portadoras do plasmidio de
868 MDa, o qual foi associado & codificac#o de resisténcia a
cloranfenicol.

A andlise eletroforética dos transconjuganteg
BZ22468 x MS101 (resultado n#o apresentado) mostrou a
ocorréncia de amostras portadoras dos plasmidios de 60, 54 e
35 MDa, isoladamente ou em combina¢gBes de mais de um

plasmidio em uma mesma amostra. N#o foi verificada a
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ocorréncia de nenhuma amostra portadora de todos os
plasmidios e resistente a todos os antibidticos da amostra
parental. Ao plasmidio de 60 MDa foi associada a codificac#o
de resisténcia a tetraciclina; aso de 54 MDa a codificac8o de
resisténcia a cloranfenicol e so de 35 MDa a codificagédo dé

resisténcia a estreptomicina, ampicilina e canamicina.

5.8. Mutagénese com Transposon TnphoA

Foram obtidas 12 amostras mutantes, com fendtipo
de colénia azul em meio LAXP, resultantes da mutagénese da
amostra BZ43 com o transposon TnphoA, segundo metodologia
descrita no item 4.1.1.

Dentre as amostras mutantes, testadas através de
hemaglutinac#o com eritrécitos de boi, segundo metodologia
descrita no item 4.3.3, apenas as amostras BZ43xp4d e BZ43xp6

apresentaram hemaglutinac#o negativa com estes eritrécitos.

5.7. Testes de Ades8o a Células HeLa

Os resultados do teste de adesfioc das amostras
bacterianas BZ43, BZ43xp4d e BZ43xp8 &8 células Hela em
cultura de tecido, segundo a metodologia descrita no item
4.12, demonstraram que tanto a amostra selvagem BZ43, como
as amostras mutantes BZ43xp4 (n#o-fimbriada) e BZ43xpbB
(fimbriada) aspresentaram o mesmoc tipo de adesf#io a célulsas

Hela.



A amostra parental BZ43 apresentou ades#@io do tipo
difusa, segundo a classificac8o de Scaletsky et alii (1884)
(Figura §5.19).

Os mutantes BZ43xp4 e BZ43xp6 (resultado n&o
apresentado) aspresentaram ades#o do tipo difusa, igual ao

padr8o da amostra parental BZ43 (Figura 5.19).

iBé



187

Figura 5.19. Ades#8o da amostra BZ43 a células Hela em
cultura de tecido.
Colorac#io de May-Grunwald e Giemsa.
Aumento = 1.200 X.



5.8. Teste de Patogenicidade em Camundongos

Nenhum dos camundongos infectados com as amostras
BZ43 e BZ43xpB apresentou diarréia ou morte.

Os resultados de contagem de colbnias azuis
(BZ43xp6) e brancas (BZ43) em meio LAXP com Sm (500 ug/ml)
ndo foram indicativos, pois em dois dos animais testados o
nimero de colénias nas placas inocculadas foi muito baixo (7-
20 U.F.C./ml para BZ43 e coldnias brancas e 2,2 a 40
U.F.C./ml para BZ43xpB) e no outro animal foram iguais para

as duas amostras bacterianas.
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. Discusss8o

A presenca das fimbriss FY e 31A nas amostras
bacterianas, isocladas de fezes diarréicas e septicemia em
bovinos, foli associada & hemaglutinacBo D-manose resistente
de eritrécitos de boi, segundo descrito por Shimizu et alii
(1987) e Girardeau et alii (1988) (Tabelas 5.3, 5.4, 5.5 e
5.6).

As amostras 31A sapresentaram ainda MRHA com
eritrécitos de cobaia, diferenciando-as do padrd3o de
hemaglutinacdo das amostras FY (Tabela 5.3).

A descric& de uma nova fimbria em uma amostra de
E. coli de origem bovina (Girardeau et alii, 1988) fez
necessdria uma diferenciac8io desta da fimbria 31A. Apesar da
nomenclatura ser semelhante, as fimbrias 31A e CS31A s8o
antigenos diferentes. A fimbria CS31A, descrita por
Girardeau et alii (1988) na amostra 31A, é codificada por um
plasmidio de 105 MDa, composta por subunidades proteicas de
29 kDa e n8o apresenta hemaglutinacdo com os diversos
eritrécitos testados, nem capacidade de adesdo a vilosidades
de enterédcitos bovinos. A eliminagBo do plasmidio de 105 MDa
resultou em uma amostra com o mesmo perfil de hemaglutinacdo
e adesBio da amostra 31A original.

Concluimos que a fimbria CS31A, descrita e
caracterizada por Girardeau et alii (1988), e a fimbria 31A,
descrita por  Shimizu et alii (1987), s8o fimbrias

diferentes. A subunidade protéica de 19 kDa apresentadsa por
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Shimizu et alii (1987) foi também visualizada nos géis de
poliacrilamida-SDS (SDS~-PAGE) does extratos a 602 C da
amostra 31A original e da amostra 31A curada do plasmidio de
105 MDa no trabalho de Girardeau et alii (1988).

No estudo plasmidial da amostra 3l1A, por nés
realizado, n&o foi verificada a presenca do plasmidio de
105 MDa (Figura 5.18) e acreditamos que tenha ocorrido uma
perda esponténea deste plasmidio no estoque originalmente
recebido. A andlise dos padrdes de hemaglutinacBo da amostra
31A sugeriu, ainda, a presenca de outros tipos de adesinas
(Tabela 5.3) além da fimbria 31A. Esta amostra apresentou
ainda uma banda de proteina com aproximadamente 30 kDa,
visivel nas preparacdes de proteina de superficie (Figuras
5.10 e 5.12), sugerindo possivelmente ser uma subunidade de
fimbria devido & sua intensidade. A presenca desta banda
também foi detectada nas outras amostras 31A+ (Figuras 5.10
e 5.12), sugerindo a realizac@o de estudos posteriores no
sentido de verificar a presenca de outras fimbrias nestas
amostras, e, possivelmente, da fimbria CS31A.

Un resultado n8o esperado foi a auséncia de
hemaglutinac8o com eritrécitos de cavalo na amostra 1lla
(Tabela 5.3 e 5.7), portadora das fimbrias K89 e F41. A
amostra 1lla foi incubada conforme recomendado para a
express8io de K89, contudo, n#&o apresentou o fenétipo da
fimbria nos testes de hemaglutinacso (Tabela 5.7). O mesmo
aconteceu para F41. Entretanto, a expressdo de K99 foi

confirmada através da caracterizac3o eletroforética de
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extratos a 602 C da amostra 1lla crescida em CFA a 372 C,
onde pode ser visualizada uma banda proteica de
aproximadamente 18,000 Da correspondente & subunidade da
fimbria K99 (Figura 5.13). A diferenca entre o peso da
subunidade de K99 relatada na literatura (18,500 Da) e o
peso estimado no gel pode ser explicado pelas condicgBes da
corrida eletroforética empregada neste trabalho. Um outro
resultado que sugeriu a presenca de K99 nesta amostra
bacteriana foi a deteccdo da produc8Bo de STI, caracteriestica
sempre associada & produc#io de K99 nas amostras de E. coli
de origem bovina (Guinée & Jansen, 1979). Estudos
posteriores s80 necessdrios para elucidar a auséncia de
hemaglutinac8o de eritrécitos de cavalo apresentada por esta
amostra.

A caracterizac8o eletroforética das amostras
bacterianas através da extrac8o de proteinas totais revelou
uma elevada similaridade entre os padrdes de bandas
apresentados pelas amostras 31A+ e FY+ {resultado n&o
apresentado). N&o foi possivel a diferenciac#@o das amostras
bacterianas quanto a presenca ou ndo das bandas de proteina
de 19 e 20 kDa, correspondentes a4s subunidades das fimbrias
31A e FY (Shimizu et alii, 1987), devido & grande quantidade
de bandas de proteina no gel.

Através da metodologia de extrac8io de proteinas de
superficie fol possivel a visualizaclio das subunidades
proteicas relacionadas as fimbrias 31A e FY e a determinacso

de dois grupos de amostras eletroforeticamente distintos.
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Os extratos de proteinsas de superficie das
amostras Att25, 54-5 e 2147-4, 1incubadas a 37¢ C,
apresentaram um padr@o de bandas de proteina claramente
distinto do padr3o de bandas apresentado pelas amostras 1lla,
31A, BZ43 e BZ2468 crescidas a 37¢ C (Figuras 5.9, 5.10,
5.11 e 5.12).

As amostras Att25, 54-5 e 2147-4 apresentaram uma
banda caracteristica de aproximadamente 20 kDa, a qual foi
relacionada & subunidade da fimbria FY (Girardeau et alii,
1988; Shimizu et alii, 1987) (Figuras 5.9 e 5.11).

As amostras 31A, BZ43 e BZ2488, incluindo a
amostra 1lls, apresentaram uma banda caracteristica de
aproximadamente 17 kDa, que foi relacionada & subunidade da
fimbria 31A (Shimizu et alii, 1987) (Figura 5.12).

A determinagcsio do peso molecular da banda da
subunidade da fimbria 31A, realizada por Shimizu et alii
(1987), difere da estimativa realizada no presente trabalho.
Este resultado pode ser explicado pélas condig¢Bes de corrida
eletroforética utilizadas neste trabalho. Foram empregados
lisozima e beta-lactoglobulina comc padr8es de baixo peso
molecular, com 14,3 kDa e 18,4 kDa, respectivamente, ao
contrdrio de Shimizu et alii (1987), que utilizaram
marcadores de 14,4 e 21,5 kDa para a determinac#io do peso
molecular da subunidade da fimbris, tornando sua
determinac8io sujeita a maiores variagSes. Verificou-se,
experimentalmente, que uma variac#io de 1 mm nas medigdes de

migracdio no gel pode resultar em varisgcdes de 500-800 Da na
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determinaciio do peso molecular de uma banda de proteina na
faixa de peso molecular correspondente a 18 kDa. Apesar das
regressfes de ajuste dos padrées terem fornecido valores de
r2 > 0,98 (GL = 3), a natureza da equacido de ajuste dos
pontos permite a ocorréncia de uma variac3o maior na
determinac#o dos pesos moleculares nos extremos da faixa de
ajuste, isto é, as proteinas de alto e baixo pesoc molecular
est@o sujeitas a erros na determinac8o do pesoc molecular
através da férmula da regressfo (log MW = a . RF + b).

Os resultados obtidos para a amostra 11la foram
diferentes dos anteriormente relatados na literatura. No
trabalho de Morris et alii (1985), esta amostra foi
originalmente classificada como portadora da fimbria FY,
através de tipagem sorolégica com antissoros especificos.
Entretanto, as reagdes de aglutinac8o com antissoros
especificos realizadas 1indicaram gque a amostra 1la n#o
apresenta a fimbria FY, pois quando empregou-se antissoro
anti-FY especifico (absorvido com a amostra Att25 crescida a
162 C) n#o ocorreu aglutinac8o. As outras amostras FY+
testadas apresentaram aglutinacéo positiva com este
antissoro (Tabela 5.8). 0 reconhecimento desta amostra pelo
antissoro anti-31A especifico (absorvido com a amostra 31A
crescida a 18¢ C) sugeriu que a lla apresenta a express#io da
fimbria 31A (Tabela 5.8). Este resultado foi confirmado
pelos resultados das extracBes de proteina de superficie,
onde o padr#o de bandas da amostra 1lla ndo revelou a

ocorréncia da subunidade proteica de 20 kDa referente a
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fimbria FY (Figura 5.9), e o padr#o de bandas desta amostra
apresentou grande similaridade com o) padréo geral
apresentado pelas amostras 31A*, incluindo a banda de 17 kDa
referente & subunidade da fimbria 31A (Figura 5.12).

A utilizacdo de antissoros policlonais n&o-
absorvidos resultou na ocorréncia de reaces de aglutinacdo
inespecificas e na reac®o c¢ruzada da amostra lla com oS
antissoros anti-31A e anti-FY (Tabelas 5.8 e 5.9), indicando
a presenca de antigenos de superficie comuns entre as
amostras BZ43 e Att25 e as demais amostras bacterianas.

Quando analisadas aoc microscépio eletrdnico de
transmiss#o através de coloracdo negativa com PTA, todas as
amostras bacterianas incubadas a 37 C apresentaram
estruturas semelhantes a fimbrias (Figuras 5.1a a 5.7a) com
excec3io da amostra BZ2468, a qual n#o apresentou fimbrias
tipicas (Figura 5.6a).

A micrografia eletrdnica da amostra BZ2468 revelou
a presencga de fragmentos de estruturas semelhantes a
fimbriss, destacados da superficie bacteriana (Figura 5.6),
diferindo do resultado apresentade por Shimizu et alii
(1887), onde esta amostra bacteriana foil fortemente
fimbriada.

As mesmas samostras bacterianas incubadas a 186¢ C
n#oc apresentaram estruturas semelhantes a fimbrias, com
excessio da amostra 1la (Figuras 5.1b a 5.7b). Algumas
amostras, contudo, apresentaram flagelos em maior guantidade

quando incubadas a 16c C (Figuras 5.1b, 5.6b e 5.7b).
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A amostra 1la apresentou-se fortemente fimbriada
quando incubada a 16¢ C (Figura 5.4b), indicando a possivel
presenca de fimbrias tipo I, n#o temperatura-dependentes. A
determinac®o da presenca desta fimbria através do padrio de
hemaglutinac8oc com eritrdcitos n8o foi realizada através da
metodologia de hemaglutinacsio em 1l8mina devido & reac8io D-
manose resistente com eritrécitos de cobaia que esta amostra
apresentou, impossibilitando a resalizac#io do ensaioc na
auséncia de D-manose (Tabela 5.3).

Os resultados de microscopia eletrénica,
associados aos resultados de aglutinagsio com antissoros
especificos e eletroforese dos extratos de proteina de
superficie, confirmaram a regulacdo temperatura-dependente
da expresssio das fimbrias FY e 31A (Shimizu et alii, 1887).
Este mecanismo de regulacZo dependente de temperatura foi
encontrado em vdrias outras fimbrias de amostras de
Escherichia coli de origem n#o-humana (Christensen et alii,
1985).

A suséncia da produciio de hemolisina (Tabela 5.2)
estd de acordo com dados de 1literatura para amostras
portadoras das fimbrias FY e 31A de origem bovina (Leite et
alii, 1989; Morris et alii, 1887; Shimizu et alii, 1887).

A auséncia da producsioco de LT também foi esperada
para amostras analisadas (Tabela 5.2), uma vez que n#o ha
relatos frequentes da produc#io deste tipo de toxina por
amostras de £E. coli de origem bovina associadas a casos de

diarréia (Morris et alii, 1987).



A producio de toxina termoestével (STI) foi
detectada apenas na amostra 11la (Tabela 5.2), o que foi
relatado em trabalhos anteriores (Leite et alii, 1988). Em
amostras de £E. coli de origem bovina a producsio de STI
encontra-se sempre associada 4 producido do antigeno K88,
sendo codificada por plasmidios (Guinée & Jansen, 1878). A
amostra 1lla apresentou plasmidios, porém n#o apresentou
marcadores de resisténcia a antibidticos associados a estes
e, portanto, a transferéncia dos plasmidios por conjugacédo
ndo foi realizada.

N&#o foram encontrados relatos na literatura de
amostras portadoras de fimbrias FY e 31A que apresentassem
producdio de verotoxina (SLT) (Leite et alii, 1889; Morris et
alii, 1987; Shimizu et alii, 1987). A deteccdo da producgio
desta citotoxina nas amostras 54-5 e 31A, e possivelmente na
amostra BZ2468 (Tabela §5.2), foram resultados contraditérios
e merecem estudos posteriores no sentidoc de sua confirmacio,
possivelmente com a realizagdo do teste utilizando-se outros
meios de cultura para crescimento das amostras e/ou o
emprego de sondas moleculares (DNA) para detecgc8o de VT.

A resisténcia a vdrios antibidticos apresentada
pelas amostras Att25, 31A e BZ2468 (Tabela 5.1) sugeriu a
presenca de plasmidios nestas amostras, os quais foram
verificados através de eletroforese em gel de agarose
(Figuras 5.17 e 5.18) e andlises de conjugac8o (item 5.3).

A andlise dos transconjugantes, possuindo um on

mais plasmidios, para hemsglutinac8o com eritrdécitos de boi
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e reacdo com antissoros especificos n#3o detectou a expresséio
das fimbrias FY e 31A em nenhum dos transconjugantes
testados (item 5.3), sugerindo que a express#io destas
fimbrias apresentava codificac8@o cromossdémica nas amostras
parentais.

Frente aos resultados negativos das andlises de
express#@o das fimbrias FY e 31A nos transconjugantes das
amostras 31A, BZ24868 e Att25 e & n#o existéncia de
plasmidios nas amostras BZ43 e 2147-4, determinou-se que
localizagdo da codificac8o destas fimbrias encontrava-se a
nivel cromossémico.

As andlises genéticas foram ent#o redirecionadas
no sentido da obtencsio de mutantes que n#oc expressassem as
fimbrias FY ou J31A, utilizando-se para isto uma das
linhagens que n#o apresentavam plasmidios (BZ43 e 2147-4) e
mutacdo com transposon. A linhagem BZ43 foi selecionada para
este propdsito, uma vez que se obteve um mutante exponténeo
Smr (Tabela 5.1) desta linhagen.

A metodologia de mutagénese direcionada para
proteinas de exportacgdo por inativacdo insercional,
empregando-se o transposon TnphoA (Taylor et alii, 1988),
foi considerada mais adequada para se estudar a express#o
destas fimbrias em K. c¢oli (Tavlor et alii, 1987). Para
isto, utilizou-se o transposon TnphoA (Km¥*, phoA+) inserido
no plasmidio pRT733 (vetor suicida, Apr, replicacio

dependente da proteina Pi).
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A caracteristica mais importante deste modelo é a
apresentagiio do fendtipo phoA (colbnias azuis) apenas quando
a inserc¢8o do transposon ocorre no quadro de leitura de
proteinas com sequéncias de exportac3o (peptidio sinal), de
modo que os mutantes "azulis" seguramente apresentam
proteinas de espaco periplasmatico, de membrana ou de
exportacdo mutagenizadas.

0 resultadoc de MRHA negativa com hemdcias bovinas
das amostras mutantes BZ43xp4 e BZ43xp8 foi indicativo da
inativac#o insercional da express8o da fimbria 31A nestes
mutantes, umsa vez que esta fimbria estd associada a
hemaglutinac8o de eritrécitos bovinos (Shimizu et alii,
1887).

Contudo, as andlises com antissoros especificos
anti-31A mostraram que as amostras BZ43xp4d e BZ43xp6
apresentavam reac#o positiva com o antissoro anti-31A
absorvido com a amostra 31A incubada a 16c C (Tabela 5.10),
indicando que as amostras mutantes expressavam algum
antigeno de superficie, reconhecido pelo antissoro
absorvido, que se expressava a 37¢ C(C, sugerindo gque este
antigenoc poderia ser a fimbria 31A alterada ou subunidades
proteicas mutagenizadas, associadas & membrana externa das
células, que tivessem retido o epitopo de reconhecimento dos
anticorpos anti-31A.

A visualizacsio de fimbrias das amostras mutantes
BZ43xp4 e BZ43xpB6 em microscopia eletrdnica de transmiss#o

(Figura 5.8a e 5.8b) indicou que a amostra BZ43xpb6
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apresentou a expressdo de flagelos e de estruturas
semelhantes a fimbrias, ao passo que a amostra BZ43xp4
apresentou flagelos, porém n#o apresentou a expressdo de
estruturas semelhantes a fimbrias (Figuras 5.8a e 5.8b).

A ansdlise eletroforética dos padrdes de proteinas
totais da amostra parental BZ43 e das amostras mutantes
BZ43xp4 e BZ43xp6 n¥o permitiu inferir qualquer alteracto
dos padrdes de bandas (Figura 5.15). Entretanto, a andlise
eletroforética dos padrdes de proteinas de superficie das
amostras mutantes BZ43xp4 e BZ43xp6, coradas através da
coloracso de prata (Figura 5.14), revelou uma alterac8o no
padrsio das subunidades protéicas destas amostras quando
comparadas com a amostra BZ43 original. Observou-se no
padriio de bandas das amostras mutantes a auséncia de uma
banda com aproximadamente 17 kDa, a qual poderia
corresponder 4 subunidade proteica da fimbria 31A, e que se
expressava nitidamente na amostra parental BZ43
(Figura 5.14).

Estes resultados sugeriram que a subunidade
protéica de 17 kDa, n#o detectada nas amostras mutantes,
seria a subunidade da proteina associada 4 propriedade de
hemaglutinacdio dos eritrécitos de bovino na amostra BZ43, a
qual, estando ausente nos mutantes, acarretaria
hemaglutinag¢8io negativa.

Através da andlise eletroforética de proteinas de
membrans dos mutantes e da amostra parental BZ43 foi

possivel identificar uma alterac8o no padréo de bandas do
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mutante BZ43xp4, com a eliminag3io da express8o de uma banda
correspondente a uma subunidade proteica de aproximadamente
35 kDa, a qual se expressava no mutante BZ43xp6 e na amostra
parental BZ43 (Figura 5.16). Esta outra alterac3o foi
relacionada a4 codificac8o de alguma proteina de membrana
associada & express#o da fimbria.

Os resultados obtidos sugerem que a inserc#o do
transposon TnphoA pode ter ocorrido em regides diferentes no
cromossomo das amostras mutantes BZ43xp4 e BZ43xpB6, porénm
resultou na inativacg#o da expressfio de hemaglutinac#o das
duas amostras. Na amostra BZ43xpB o transposon promoveu a
inativacdo insercional da express8ioc da fimbria 31A e na
amostra mutante BZ43xp4 ocorreu, além da inativac8o da
express8o da proteina de 17 kDa, a eliminag8o da expressé#o
de uma fimbria.

Em ambas as amostras, contudo,‘ocorreu a expressio
de um antigeno de superficie que promoveu a reac8io de
aglutinacdo com o antissoro anti-31A absorvido com a amostra
31A crescida a 168 C (Tabela 5.10).

Este resultado foi confirmado pela reac8io com o
antissoro anti-31A absorvido com a amostra BZ43xp4 (n#o-
fimbriada) crescida a 372 C. 0O antissoro absorvido perdeu a
capacidade de reconhecimento das amostras 31A+ e mutantes
(Tabelas 5.8 e 5.10), indicando que o antigeno de superficie
expressado pela amostra BZ43xp4 seria a subunidade da

fimbria 31A, a qual era exportada mas n8o polimerizada.
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Este resultado foi indicativo de que a inserc#io do
transposon teria afetado a codificagdo de alguma proteins
envolvida na polimerizac#o das subunidades da fimbria na
membrana externa da amostra BZ43xp4, resultando na expresséo
da subunidade na membrana externa e no seu reconhecimento
pelo anticorpo anti-31A, porém n8o haveria formac8o da
fimbria. Na amostra BZ43xp8 o reconhecimento poderia ter
sido mediado por um processo semelhante, ou ainda pelo
reconhecimento da fimbria pelos anticorpos do soro.

0 antissoro anti-31A aborvido com a amostra BZxp4
incubada a 37°¢ C foi empregado na realizacso de um "Western
blotting" de proteinas totais das amostras 31A* e mutantes,
com o intdito de verificar se ocorreu a remocgc#io do anticorpo
especifico anti-subunidade de 17 kDa do soro e se a fimbria
expressada pela amostra BZ43xp6 ¢é uma fimbria diferente da
31A. 0O "Western blot" (resultado n8o apresentado) mostrou
que ndo houve reconhecimento da banda correspondente a
proteina de 17 kDa em nenhuma das amostras bacterianas,
indicando que a amostra BZ43xp4 expressou esta proteina, e
n8o ocorreu o reconhecimento de nenhuma outra proteina da
amostra BZ43xpB8 pelo antissoro, sugerindo que a fimbria

expressa por esta amostra pode ser 31A.
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Os resultados levaram & formulac#io de duas
hip6teses para a interpretacfio destes resultados:

1) A amostra BZ43 expressaria mais de um tipo de fimbrisa,
e a fimbria presente na amostra BZ43xp6, detectada
através de microscopia eletrdnica, seria uma fimbria
diferente da 31A, sem capacidade hemaglutinante de
eritrécitos de boi.

2) A amostra BZ43 expressaria apenas 1 tipo de fimbria,
31A, a qual seria heteropolimérica, composta por uma
subunidade associada & formag3io da fimbria é uma
adesina com propriedade de hemaglutinag#o de
eritrécitos de bovino.

A primeira hipétese pressupde, na amostra BZ43xp4,
a inativac@io da express8o da fimbria 31A (17 kDa) e da
segunds fimbria proposta (relacionada & n#o-express#io de uma
proteina de membrana de 35 kDa), o que poderia ter sido
acarretado pela inserc¢lio do transposon em dois pontos do
cromossomo bacteriano. Na amostra BZ43xp6 teria ocorrido
apenas a inativac#o insercional da fimbria 31A (proteina de
superficie de 17 kDa), mantendo-se a expressdo da outra
fimbria proposta.

Esta hipétese poderia ser confirmada através da
realizactioc de um "Western blotting” das proteinas totais e
de superficie da amostra parental BZ43 e das amostras
mutantes BZ43xp4 e BZ43xpB6, empregando-se um antissoro anti-
31A sbsorvido com a amostra crescida a 16° C. Assim, seriam

mantidos no antissoro os anticorpos especificos anti-31A e,
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possivelmente, os anticorpos contra a segunda fimbria
proposta (presente na amostra BZ43xp8). 0 resultado esperado
neste teste poderia revelar a presenga da subunidade da
segunda fimbria, talvez CS31A, com 30 kDa, nos extratos de
proteina total e de superficie da amostra parental BZ43 e do
mutante BZ43xpB, 80 passo que os extratos de proteina de
superficie da amostra BZ43xp4 n3o apresentariam esta banda.

Caso & insercdio do transposon tenha se dado em
proteinas de montagem das fimbrias poderia ocorrer um
acimulo de subunidades de fimbrias no citoplasma ou espacgo
periplasmético, ¢ assim, haveria a possgsibilidade de ocorrer
uma reacdo positiva para estas bandas nos extratos de
proteinas totais.

Assim sendo, um "Western blot" destas amostras

apresentaria o seguinte resultado:

proteinas de

proteina total superficie
MW [ 1 | 1
(kDa) xp4 BZ43 xpB xp4d BZ43 xp8B
30 - | o
17 - ? ? ﬁﬂg

Umn "Western blot" realizado com o antissoro anti-
31A absorvido com a amostra BZ43 crescida a 162 C (resultado
n#o apresentado) confirmou a n#o-expressdio da subunidade de

17 kDa da fimbria 31A nas amostras mutantes BZ43xp4 e
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BZ43xp6. Entretanto, n#o foi possivel a visualizacsio com
nitidez ds reagfio com a subunidade proposta de 30 kDa, sendo
que estudos posteriores s#o necessédrios para a confirmacdo
da express#o desta.

A segunda hip6tese prope que & codificagdo da
subunidade, adesina e proteina de montagem da fimbria
estariam localizados em unico operon. A inserc¢do do
transposon teria ocorridoc em sitios diferentes na amostra
BZ43xp4 e BZ43xpB, resultando em dois mutantes com
hemaglutinac#o negativa e fenotipicamente diferentes
(BZ43xp86 apresentam fimbrias).

Supondo uma estrutura linear, uma possivel
representac3o dos genes envolvidos na codificac¢fo da fimbria

seria:

Operon da fimbria 31A

Subunidade Adesina Proteinsa
estrutural (17 kDa) associada &
da fimbria "montagem"”
da fimbria
(35 kDa)
— 1

—— - ——— - ——— | —— = e W St - — e — | e St o S e o ——

I T
Insercsio do transposon

TnphoA no mutante
BZ43xp6

Insercéio do transposon
TnphoA no mutante
BZ43xp4

Na linhsagem mutante BZ43xp8B a insercéo do
transposon TnphoA teria se dado no gene codificador da

adesina associada & hemaglutinac8io de eritréecitos bovinos,
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resultando num fendétipo n#o-hemaglutinante e fimbriado. No
mutante BZ43xp4 a insercdo teria se dado num gene envolvido
com a montagem da fimbria, acarretando a inativacfio da
express#o da fimbria e das caracteristicas de
hemaglutinacé#o.

Foram encontrados ns literatura exemplos gque
apoiavam as duas hip6tese, como no caso das estruturas
heteropoliméricas das fimbrias tipo I (Hanson et aglii, 1988)
e tipo P (Arthur et alii, 1888) e da ocorréncia de mais de
um tipo de fimbria na amostra 31A, sendo que a fimbria CS31A
ndo apresenta propriedades adesivas (Girardeau et &alii,
1988).

As fimbrias tipo I e tipo P s#o heteropoliméricas,
compostas por uma pilina, envolvida na estruturagido da
fimbria, e por outras proteinas intimamente associadas a
estrutura da fimbria, responsédveis pelas caracteristicas de
ades@io. A fimbria tipo I, purificeda por Hanson et alii
(1988), apresentou uma estrutura de fimbria composta por
subunidades de 17 kDa, responsdveils pela organizaglo do
pilus, e de subunidades de 28, 16,5 e 14,5 kDa, as quais
apresentaram-se intimamente associadas ao pilus, porém em
menor quantidade. A subunidade de 28 kDa, associada &
extremidade distal do pilus, foi a porc#io protéica
responsivel pela propriedade de ades#o aos receptores de D-
manose. A fimbria pap (pili associados a pielonefrite), é
também heteropolimérica. 0 operon pap fol clonado e a

expressio de 9 proteinas associadas & formacsio do pilus P

-
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foi descrita: PapA, a subunidade do pilus; PapH, associada &
base do pilus; PapE, PapF e PapG, associadas & extremidade
do pilus; PapC, responsavel pela polimerizacio do pilus;
PapD, associada ao transporte das subunidades do pilus; PapB
e Papl, associadas & ativag#io transcricional do operon
(Arthur et alii, 1988). PapG foi descrita como sendo a
subunidade envolvida na interag#io com o receptor especifico
e propriedade de ades#o (Lund et alii, 1987).

Por analogia &a estes modelos, a fimbrias 31A
poderia ser constituida por uma adesina e uma pilina, sendo
que a adesina corresponderia & subunidade de 17 kDa e a
pilina relacionada a outra subunidade proteica n#o
determinada. N#o foram visualizadas slterag®es no padr#io de
proteinas de superficie da amostra BZ43xp8 que indicassem
qual seria a subunidade envolvida na formac#io do pilus em
comparac8o com o padrdio de bandas da amostra BZ43xp4, n#o-
fimbriada (Figura 5.15).

Entretanto, os modelos propostos s3o baseados em
evidéncias experimentais associadas a modelos descritos na
literatura e n#lo puderam ser confirmados pelos experimentos
realizados.

Outra perspectiva a ser considerada é a
possibilidade da expresslio de dois tipos de fimbrias na
amostra BZ43, possivelmente reguladas por um sistema de
montagem comum, © qQue resultaria na n3o express#io das duas
fimbrias na amostra BZ43xp4, associada &4 inativag#io de uma

proteina de montagem de 35 kDa, e na express#io de apenas um



tipo na amostra BZ43xp6, associada & inativac#o da express#o
da fimbria 31A (17 kDa).

A avaliag8io das capascidades de adessio da amostra
BZ43 ¢ das amostras mutantes BZ43xp4d e BZ43xp6 a células
Hela em cultura de tecidos (Figuras 5.19, 5.20 e 5.21)
demonstrou que a adesdo a células HelLa é uma caracteristica
codificada por uma adesina ou antigeno capsular independente
da caracteristica de hemaglutinag#o de eritrécitos bovinos.
Este resultado sugere que os receptores envolvidos na ades#o
a Hela n#o s#o os mesmos receptores associados & propriedade
de aglutinac®o de eritrécitos bovinos.

Un teste de ades@io realizado com enterécitos de
bovino (resultado n#o apresentado) demostrou-se gque as
amostras BZ43, BZ43xp4 e BZ43xp6 apresentam a mesma
capacidade de adesdio a enterécitos, sugerindo que =&
propriedade de aglutinac3o de eritrécitos de bovino n#o
apresenta correlacio com a capacidade de adesdo a
eritrécitos bovinos, envolvendo, provavelmente, receptores
diferentes.

A realizac#io do teste de competig8o em modelo de
camundongo recém-nascido (item 5.6) demonstrou que a amostra
BZ43 ndo ¢é patogénica neste modelo animal. 0O fendétipo
selvagem, capaz de aglutinar eritrécitos bovinos, pareceu
néo conferir 4 amostra selvagem nenhuma capacidade de ades#o
aumentada em relacdioc & amostra mutante BZ43xp8 (ndo-

hemaglutinante) neste modelo animal.



i 4 Conclusio

A partir da andlise dos resultados de
hemaglutinacfo, perfil eletroforético de proteinas totais,
de superficie e de membrana, aglutinac@o com antissoros
especificos absorvidos e ades8o a células HelLa em cultura de

tecidos, foi possivel concluir que:

- As amostras Att25, 54-5 e 2147-4 apresentam fimbria
tipo FY, cuja codificac8o genética foi 1localizada a nivel
cromossdmico. As amostras 31A, BZ43, BZ3468 e lla apresentam
fimbria tipo 31A, cuja codificac8o genética foi localizada a
nivel cromossdmico.

- A amostra l1lla, classificada em trabalhos anteriores
(Morris et alii, 1985) como portadora de fimbria FY através
de testes de aglutinac¢8o com antissoros especificos; foi
classificada como portadora de fimbria 31A, através de
aglutinacéo com antissoros eapecificos e perfil
eletroforético de proteinas de superficie.

- Na amostra BZ43 as caracteristicas de hemaglutinac#o
e de adesBio a células Hela sdoc propriedades codificadas por
adesinas diferentes e n3o envolvem, necessariamente, a

expressdio de fimbria.
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- A amostra BZ43 apresentou a propriedade de
hemaglutinactio de eritrécitos bovinos associada & expressfo
de uma proteina de superficie com subunidade de
aproximadamente 17 kDa. Nesta amostra a capacidade de
hemaglutinac3o e de expressdo de fimbria sdo caracteristicas
distintas.

- A amostra mutante BZ43xp4 apresentou a perda da
expressdo de fimbria e hemaglutinac@io associada & auséncia
de uma proteina de superficie com subunidade de
aproximadamente 35 kDa e da proteina de superficie de 17
kDa.

- A amostra BZ43 (selvagem) e a amostra mutante BZ43xp6
(n8o-hemaglutinante) n&o promovem diarréia em infecc8o
experimental de camundongos de 3 dias. Neste animal, a
amostra BZ43xp8 n#o apresentou menor capacidade de ades#o

que a amostra selvagem BZ43, em ensaio de competicdo.



8 . Perspectivas

Acreditamos Qque para a elucidacio dos mecanismos
de expressiio das fimbrias 31A e FY s8o necessérios
experimentos complementares sos realizados, visando a:

a) Purificac#o das fimbrias 31A e FY, com a
determinac3o de sua constituicfio molecular e das possiveis
subunidades protéicas associadas.

b) Confirmac8io da express8o de apenas um tipo de
fimbria na amostras BZ43 e determinac#o do sitio de insercgéo
do transposon TnphoA no cromossomo das samostras BZ43xpd e
BZ43xp6, de modo a localizar a proteina inativada pels
insercdo e determinar sua atividade nsa expressdo da
fimbria 31A.

¢) Mutagénese das amostras portadoras de fimbria FY e
determinac#o das propriedades de ades8o, sitio de inserc8o
do transposon e express3o desta fimbria nos mutantes.

d) Clonagem e express8o do operon das fimbrias FY e 31A
e determinacido das sequéncias génicas e proteinas envolvidas
na montagem e na codificacsio das fimbrias.

e) Avaliag8o de ountras caracteristicas associasdas a
patogenicidade em E. caoli, c¢omo produc8o de colicina V e
sideréforo, associados a amostras septicémicas.

f) Estabelecimento de um modelo experimental de
patogenicidade para estas amostras com o© 1intdito de
verificar a  participagcfio das fimbrias FY e 31A como
determinantes de viruléncias em amostras de Escherichia coli

associadas a diarréia e septicemisa.
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Y. Resumo

Amostras de Escherichia coli portadoras das
fimbrias FY e 31A, associadas a diarréia e septicemia em
bovinos, foram estudadas visando determinar a localizac#o da
expressdo génica destas fimbrias. As amostras bacterianas
31A+: BZ43, BZ2468 e 31A e FY+: Att25, 54-5, 2147-4 e 1la,
foram analisadas quanto & produc8o de enterotoxinas (STI e
LT), VT, hemolisina, resisténcia a antibiéticos,
hemaglutinac®o D-manose resistente com eritrécitos e reacdo
com antissoros especificos. A caracterizac®o das fimbrias
envolveu microscopia eletrdnica, andlise eletroforética de
proteinas totais, de superficie e de membrana em SDS-PAGE e
"Western Blotting”. Foi também verificada a presenca de
plasmidios conjugativos nas amostras bacterianas e s
caracterizac8o dos transconjugantes para a expressgo de FY e
31A. Uma amostra portadora de fimbria 31A (amostra BZ43) foi
mutagenizada com transposon TnphoA. A express#io de 31A foi
avaliada através de aglutina¢#o com antissoros especificos,
hemaglutinac®o de eritrécitos de boi, adesBo a células Hela
em cultura de tecido e patogenicidade em teste de competicdo
em camundongo.

A analise dos padr®es de hemaglutinac#o, proteinas
totais, proteinas de superficie e aglutinagdo com antissoros
especificos permitiu a determinacdo das subunidades
protéicas destas fimbrias como sendo aproximadamente 20 kDa

para FY e 17 kDa para 31A. A smostra 1lla, anteriormente



classificada como portadora de fimbria FY, foi
reclassificada como portadora de fimbria 31A através dos
resultados de SDS-PAGE de proteinas de superficie e reac#o
com antissoros especificos.

As amostras Att25, BZ2468 e 31A apresentaram
plasmidios conjugativos com marcas de resisténcia a
antibiéticos, porém n#Ho codificaram para a expressfo de
fimbrias nas linhagens transconjugantes, sugerindo que a
express#o destas fimbrias ocorre a nivel cromossdmico.

A amostra BZ43 mutagenizada com TnphoA originou
duas amostras n#o-hemaglutinantes (eritrécitos bovinos) que
apresentaram reac8c com o anticorpo especifico anti-31A. A
perda da capacidade de hemaglutinac3o foi relacionada &
auséncia da subunidade da fimbris 31A (17 kDa) em SDS-PAGE
de proteinas de superficie. Uma das amostras mutantes
apresentou fimbrias em microscopia eletrénica. A auséncia de
fimbrias no outro mutante foi relacionada & n#o express#fo de
uma proteina de membrana de 35 kDa.

A perda da capacidade de hemaglutinacdio de
eritrécitos de bovino, associada ou n#io & expressfio de
fimbrias, n3c alterou o padr8io de adesdo a células HelLa dos
mutantes (AD).

A amostra BZ43 e o mutante fimbriado néo
apresentaram patogenicidade no teste de competicdo em
camundongos de 3 dias de idade. A perda da capacidade de
hemaglutinac8io parece n#o conferir uma menor adesfio da

amostra mutante nestes animais.
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120 . Abstract

Escherichia coli strsesins associated with diarrhes
and septicemic infections of cattle were studied to
determine the genetic expression of FY and 31A fimbrise. The
strains 31A+: BZ43, BZ2468 and 31A, and FY+: Att25, 54-5,
2147-4 and 1lla, were evaluated for enterotoxin production
(STI and LT), VT, hemolysin, antibiotic resistance, mannose-
resistant RBC hemagglutination, and reaction with specific
antisera. The characterization of fimbriae involved electron
microscopy, SDS-PAGE of total, surface and membrane proteins
and Western blotting. Conjugative plasmids in the strains
were transferred and analyzed for FY and 31A expression.

Hemagglutination, SDS-PAGE of total and surface
proteins and reaction with specific antisera allowed the
location of the fimbrial subunits at 20 kDa for FY and 17
kDa for 31A. Strain 1lla, originally grouped as FY by others,
was classified as 31A based on SDS-PAGE of surface proteins
and reaction with specific antisera.

Strains Att25, BZ2468 and 31A had conjugative
plasmids coding antibiotic resistance marks, but
transconjugants failed to express the fimbriae, suggesting
it could be located in the bacterial chromosome.

Strain BZ43 (31A) was mutagenized using TnphoA
transposon and mutants with negative hemagglutination of
bovine RBC were assayed with specific antiserum, and tested

for adhesion to Hela cells 1in tissue culture and
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pathogenicity in the mouse competition assay. Loss of
hemagglutinating capacity was related to the lack of the 31A
fimbrise subunit (17 kDa) on SDS-PAGE of surface proteins.
One mutant strain showed fimbriase under electron microscopy.
The absence of fimbrise in the other mutant strain was
related to a missing 35 kDa membrane protein. Both mutants
reacted positively with absorbed anti-31A antiserum
suggesting that fimbrial epithopes were expressed.

Loss of bovine RBC hemagglutination did not
altered the adhesion patter to HelLa <cells (AD), either in
the fimbriated or in the non-fimbriated mutant strain.

Strain BZ43 and the fimbriated mutant strain were
non-pathogenic to 3 day o0ld mice in the competition assay.
The lack of hemagglutination seemed not to interfere with

adhesion properties of the mutant strain in this assay.
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