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IV. Resumo

Foram estudadas 52 amostras de Escherichia coli isoladas de bezerros
com diarréia. Destas, 51 amostras tiveram resultado negativo para as toxinas
LT-I, LT-II, STa, STb, Stx1, Stx2, CNF1 e CNF2. Uma amostra apresentou
resultado positivo para LT-II. Pelo teste de aderéncia em células HEp-2 com 3
horas de incubagfo, obtivemos 31 amostras positivas, das quais 16 (51,61%)
apresentaram aderéncia “Ndo Caracteristica”, 1 ( 3,22% ) apresentou
aderéncia do tipo « Cover Slip”, 8 ( 25,80%) apresentaram aderéncia do tipo
“Agregativa” , 5 (16,12%) apresentaram aderéncia “Difusa” ¢ 1 amostra
(3,22%) apresentou aderéncia do tipo “Localizada-like”. Quando as amostras
negativas e “Ndo Caracteristicas” foram submetidas a 6 horas de incubago,
obtivemos 22 amostras positivas, represemtando 57,14% de positividade.
Destas amostras, 10 (50%) apresentaram aderéncia “Agregativa”, 5 (25%)
apresentaram aderéncia “Difusa”, 4 (20%) apresentaram aderéncia “Nao
Caracteristica” € 1 (5%) amostra apresentou aderéncia do tipo “Localizada-
like”. No teste de aderéncia a células HeLa com 3 horas de incubagio,
obtivemos 29 amostras positivas, representando 55,76% do total de amostras
testadas. Destas, 5 (17,24%) apresentaram aderéncia do tipo “Difusa”, 2
(6,90%) apresentaram aderéncia do tipo “Agregativa”, 1 (3,45%) apresentou

aderéncia do tipo “Cover Slip” e 21 (72,41%) amostras apresentaram
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aderéncia do tipo “Nao Caracteristica”. As amostras negativas € as amostras
“Nao Caracteristicas” foram testadas com 6 horas de incubagdo. Destas
amostras, 2 (9,09%) apresentaram aderéncia “Difusa”, 4 (18,18%)
apresentaram aderéncia “Agregativa” e 16 (72,73%) apresentaram aderéncia
“Nao Caracteristica”. Diferente do que ocorre em amostras de origem humana,
ndo houve total correlagdo no padrio de aderéncia entre as 2 linhagens
celulares testadas. O teste de Microhemaglutinagdio Manose-Resistente nio
revelou titulos significativos com as hemdcias testadas ( humana, bovina,
equina, de cobaia e de galinha ). Dentre as 52 amostras testadas, obtivemos 4
amostras positivas para o gene eae em testes de PCR. Destas 4 amostras, 3
apresentaram-se positivas para a intimina 3 em testes de PCR e Western blot (
amostras 326, 340 ¢ 44.4 ) e 1 amostras ( 309 ) ndo amplificou com nenhum
dos iniciadores utilizados para detec¢do de subtipos de intimina em testes de
PCR e também nio reagiu com 0s soros anti-intimina « ¢ 3 utilizados no teste
de Western blot. As amostras 309 e 44 .4 tiveram resultado positivo no teste de
F A S utilizado na detec¢do da polimerizagdo da actina celular apresentada nas
lesGes do tipo “attaching and effacing”, sob os locais onde a bactéria se aderiu.
Estas 4 amostras foram testadas em PCR para determinar o local de inser¢éo
do LEE. As amostras 309, 326 e 44.4, quando testadas para inser¢do de LEE
em selC, amplificaram o gene selC intacto, ou seja, sem o LEE inserido neste
gene. A amostra 340, neste mesmo teste, apresentou uma banda de maior
numero de pares de base. Quando estas amostras foram testadas para verificar
se ocorria insercdo em phel/, a amostra 309 amplificou phelU intacto, as
amostras 326 e 44.4 amplificaram bandas com maior nimero de pares de base
e a amostra 340 apresentou 2 bandas. Essas bandas de tamanhos diferentes

podem ser devido a amplificagdo de selC, phelU ou até mesmo do LEE,
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juntamente com outro gene, ou outra regido, o que resultaria em uma

amplificagdo de maior numero de pares de base.



V. Abstract

Fifty two strains of Escherichia coli isolated from diarrheic calves were
studied. The main criteria of choice was the no production of either
enterotoxins or cytotoxins. So, fifty one strains were negative to the following
toxins: LT-I, LT-II, STa, STb, SLT-I, SLT-II, CNF1 and CNF2. Only one
strain was positive for LT-II. By the cell culture assay in HEp-2 cells with 3
hours of incubation, 31 strains were adherent to this cell, and from these 16
(51,61%) Strains showed no characteristic (NC) adhesion, 1 (3,22%) strain
showed cover slip (CS) adhesion, 8 (25,80) strains showed enteroaggregative
(AA) adhesion, 5 (16,12%) strains showed diffuse (DA) adhesion and finally
1 (3,22%) strain showed localized-like (LAL) adhesion. When the negative
strains and no characteristic strains were tested by 6 hours of incubation, we
had 20 positive strains, with 57,14% of positivity. From these strains, 10
(50%) strains showed aggregative (AA) adhesion, 5 (25%) strains showed
diffuse (DA) adhesion, 4 (20%) strains showed no characteristic(NC) adhesion
and 1 (5%) strain showed localized-like (LAL) adhesion. In the cell culture
assay in HeLa cells with 3 hours of incubation, we had 29 positive strains
(55,76% of positivity). Those, 5 (17,24%) strains showed diffuse
adhesion(DA), 2 (6,90%) strains showed aggregative (AA) adhesion, 1
(3,45%) strain showed cover slip (CS) adhesion and 21 (72,41%) strains
showed non characteristic (NC) adhesion. The negative strains and those

showing the non characteristic (NC) strains were tested with 6 hours of
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incubation. From these strains, 2 (9,09%) strains showed diffuse (DA)
adhesion, 4 (18,18%) strains showed aggregative (AA) adhesion and 16
(72,73%) strains showed non characteristic (NC) adhesion. This uneven data
does not occur with human DEC strains where total agreement is observed
with results on both cell lines. The MHMR test did not reveal significant titres
with the tested erythrocytes (human, bovine, equine, guinea pig and chicken).
Among these 52 tested strains, 4 were positive for the eae gene as detected by
the PCR test. From these 4 strains, 3 showed positive results to B intimin in
the PCR and Western blot tests (strains 326, 340 and 44.4 ) and 1 strain ( 309 )
did not amplify with any of the primers used to detect subtype intimins in
PCR test and also did not react with anti-intimin o and B antisera used in
Western blot test. The strains 309 and 44 .4 were positive in the FAS test used
for the detection of polymerized cell actin seen in the attaching and effacing
lesion, under the local of bacterial adhesion. These 4 strains were tested by
PCR to determine the local of LEE insertion into the Escherichia coli
chromosome. The 309, 326 and 44 4 strains, when tested for LEE insertion on
selcC gene amplified the intact selC gene ( that is, without LEE inserting into
this locus). The 340 strain in this same test showed one band with highest
number of bp. When these strains were tested to verify whether the insertion
occur in pheU locus, the strain 309 amplified the intact phelU gene whereas
strains 326 and 44.4 amplified bands with highest number of bp and the strain
340 showed two bands. These bands of differents sizes could be assumed to be
due the selC amplification, phel/ amplification or even simply to LEE,
together with other gene, or another region of the chromosome, that resulted

on highest amplification of bp numbers.



VI. Introduciao

Amostras de Escherichia coli podem causar uma grande variedade de doen-
¢as. Dentre elas, diarréia, disenteria, sindrome urémica hemolitica (HUS), infec¢des
nos rins, septicemia, pneumonia € outras, tanto no homem como em animais. Dife-
rentes amostras podem ter genes para um ou mais fatores de viruléncia, estando as-
sociadas com diferentes doengas. A grande maioria das E. coli sdo avirulentas, pois
a elas faltam os genes responsaveis pela patogenicidade. Sendo assim, ¢ muito im-
portante que se possa diferenciar os tipos de amostras responsaveis por determina-
dos surtos. Ela estd sempre presente no trato intestinal e, usualmente, ¢ um agente
que causa infec¢do secundaria, seguindo agentes virais ou outros patdogenos intesti-
nais ( SALYERS & WHITT, 1994).

A E. coli tem sido usada como modelo nos estudos de varios outros microor-
ganismos. Através dela, pudemos entender melhor as vias metabolicas, regulagio
genética, transducdo de sinais, estrutura da parede celular e a transferéncia de genes
através da conjugacdo bacteriana ( SALYERS & WHITT, 1994).

As diarréias sdo doengas bastante frequentes em bezerros, sendo responsaveis

por perdas econOmicas significativas. Os agentes causadores de diarréia sdo varios



¢ entre eles podemos encontrar a Escherichia coli. Muitos sorotipos diferentes tem
sido identificados, alguns causando surtos, outros ndo ( CASTRO & YANO, 1992).

A E. coli € responsavel por duas doengas comuns em bezerros recém nasci-
dos:

a) coli-septicemia, na qual a bactéria invade o sistema circulatério e 6rgdos in-
ternos. A bacténa € capaz de sobreviver e de multiplicar-se no sangue e nos 6rgéos
mnternos do animal.

b) colibacilose entérica, em que a bactéria localiza-se no limen e na superficie
mucosa do mtestino delgado. Essas ndo penetram usualmente no corpo pelo sistema
linfatico ou circulagdo sistémica ( ACRES, 1985 ).

A colibacilose € caracterizada clinicamente por diarréia aguda, seguida de de-
sidratagdo progressiva, acidose metabolica € morte nos casos mais severos. A morte
pode ocorrer poucas horas apos o desenvolvimento da diarréia. O curso da doenca
varia de 2 a 4 dias, ¢ a severidade depende da idade do bezerro quando a infecgdo se
inicia e do sorotipo da E. coli. Inicia-se durante ou logo apdés o nascimento, fre-
quentemente por transmissdo fecal-oral ( CASTRO & YANO, 1992).

Os principais grupos de E. coli diarreiogénicos serdo descritos a seguir:

Escherichia coli Enterotoxigéncia ( ETEC)

A colibacilose causada por amostras de E. coli enterotoxigénicas afeta princi-
palmente animais recém nascidos e pos-desmamados ( ACRES, 1985 ). Ela é res-
ponsavel por perdas econdmicas para criadores de bovinos, ovinos e suinos. Tam-

bém ¢ considerada na atualidade como a maior causa de diarréia infantil nos paises



pouco desenvolvidos, assim como o agente mais frequentemente relacionado com a
diarréia dos viajantes ( BLANCO, M. et al., 1992).

A patogenicidade das amostras ETEC ¢ devido a dois tipos basicos de fatores
de viruléncia, sendo eles a produgio de enterotoxinas € a expressdo de adesinas, que
permitem a bactéria colonizar o epitélio intestinal do hospedeiro.

Tanto a informagio para a produgdo de enterotoxinas como a expressdo dos
fatores de colonizagio residem normalmente em plasmidios que podem codificar
conjuntamente ambos os tipos de fatores de viruléncia.

As amostras ETEC sdo capazes de produzir dois grupos de enterotoxinas, a
ST ou toxina termo-estavel € a LT, ou toxina termo-labil ( ALVAREZ, 1991;
BEGUM et al., 1993; BETTEY etal., 1986 ).

A toxina termo-labil ( LT ) ¢ uma proteina antigénica, estrutural e funcional-
mente semelhante a toxina colérica, sintetizada pelo Vibrio cholerae. Existem duas
variedades de LT, a LT-1 e a LT-II ( BLANCO et al, 1991 ).

N3ao ocorre a produgdo de LT-I em amostras de E. coli isoladas de diarréia em
bezerros, ou pelo menos este fato ndo foi ainda confirmado. Por outro lado, de
acordo com trabalhos publicados no exterior, principalmente na Asia, a grande maio-
ria das amostras ETEC bovinas parece produzir a enterotoxina LT-II, com grande
frequéncia (BLANCO, comunicagdo pessoal ).

A LT-I é uma proteina com peso molecular de 85.000 a 90.000Da, composta
por uma subunidade A, onde reside a atividade enzimdtica € 5 subunidades B res-
ponsaveis pela unido da toxina aos receptores epiteliais ( Gangliosidios GM1 )
( HOLMES et al., 1986 ). A subunidade A transloca-se para o interior da célula
epitelial intestinal, atuando sobre a regulagio da adenil ciclase, ativando-a através de

uma ADP ribosilagdo. A acumulagio resultante de AMPc intracelular interfere no



transporte de sodio e cloro, provocando actimulo de dgua e eletrélitos no lamen in-
testinal ( GILL et al., 1980; HOLMES et al., 1986 ).

A informagfo genética para a sintese de LT-I situa-se nos plasmidios trans-
mussiveis ( 7oxA e ToxB ), que contém a informagio da sintese de suas subunidades
(BETTEY etal., 1986 ).

Os genes que codificam para a sintese de LT-II parecem estar localizados no
cromossomo bacteriano { BLANCO, M. et al,, 1992 ). A LT-II ndo se relaciona
imunologicamente com LT-I ou CT ( Toxina colérica ). E produzida em titulos mais
baixos. Seu peso molecular ¢ de 87.000 Da. Também ativa a adenil ci-
clase (HOLMES et al., 1986; PALVA et al. 1981; GUTH et al., 1986 ).

A toxina LT-II foi primeiramente isolada de animais e raramente ¢ isolada em
homens. A subunidade A de LT-II demonstra 55 a 57% de identidade com a subuni-
dade A de LT-I e CT, porém, as subumidades B dessas toxinas ndo demonstram ne-
nhuma homologia ( SEARS & KAPER, 1996 ).

O outro grupo de toxinas produzidas pela ETEC é a ST, ou toxina termo-
estavel. Essa toxina também possui 2 variedades, a STa e a STb. A STa ¢ soltvel
em metanol e causa diarréia ( aumento de liquido no intestino ) em camundongos
lactentes “in vitro”. A STb € insolivel em metanol, nio afetando camundongos lac-
tentes, mas causa acumulo de fluido em alg¢a intestinal de porcos pos-desmamados
( BLANCO et al., 1991 ). WHIPP, 1990, descreveu que a STb era sensivel as pro-
teases e que a utilizag@o de inibidores de tripsina ( soja ) em ratos € nos testes de
al¢a ligada realizados em camundongos tornavam estes animais susceptiveis a ativi-
dade bioldgica da STb, revelada pelo acumulo de fluido nas algas. Tanto quanto
saibamos, esta enterotoxma nio ocorre ou nio foi descrita em amostras de colibaci-

los de bovinos com diarréia.



Assim sendo, amostras ETEC bovinas ( principalmente as amostras perten-
centes aos sorogrupos 08, 09, 020 ¢ 0101 ) parecem sintetizar somente a enteroto-
xina STa, que é uma proteina com baixo peso molecular que ativa a guanil-ciclase
nas células do epitélio do intestino delgado, o que provoca aumento na concentragao
de GMP ciclico ( BLANCO,J. et al. 1992 ). Os genes que codificam para a produ-
¢do de STa encontram-se em plasmidios que também podem conter informagdo ge-
nética para a sintese de LT, fatores de colonizagdo e resisténcia a antibidticos
( BLANCO et al., 1991, BETTEY et al, 1986; DANBARA et al., 1988;
THOMPSON, 1987 ).

Devido ao seu baixo peso molecular, a enterotoxina STa ndo é imunogénica
em condigdes naturais, a ndo ser quando acoplada a proteinas. Quando se consegue
a produgdio de anticorpos, nestas condigdes, podem ser usados testes soroldgicos,
em especial o teste Ensaio Imuno Enzimatico ( ELISA ). Sua detecgio € feita pelo
teste do camundongo recém-nascido ( DEAN et al., 1973 ), porém atualmente t€m
sido utilizados testes de hibridagdo de DNA ou a Reagdo em Cadeia da Polimerase.

STa ¢ um peptidio de 18 ou 19 aminoacidos, rico em cisteina, com massa
molecular de 2kDa. E codificada pelo gene est4 associado a um transposon, que
esta localizado em plasmidio. Ela age pela sua ligagdo a um receptor epitelial intes-
tinal protéico na membrana da “brush border”. O numero desses receptores no in-
testino diminui com o aumento da idade do individuo ( SEARS & KAPER, 1996 ).

O gene estB associado a um plasmidio, codifica uma proteina precursora de 71
aminoacidos, contendo quatro cisteinas que sdo proteoliticamente processadas no
espaco periplasmatico, para uma proteina de 48 aminoacidos com 2 ligagdes dissul-
fidicas. Esta proteina ¢ secretada extracelularmente. STb induz mudangas histologi-
cas no epitélio intestinal, consistindo na perda da vilosidade celular ¢ atrofia parcial

da vilosidade ( SEARS & KAPER, 1996 ).



“Shiga-toxin producing Escherichia coli” (STEC)

Embora colibacilos do grupo STEC formem parte da flora normal de gado bo-
vino, em determinadas circunstincias algumas podem comportar-se como enteropa-
togenos e provocar diarréia em bezerros { BLANCO, M. et al., 1992; BLANCO et
al.,1994; BURNENS et al., 1995; YANO et al, 1986 ).

Escherichia coli produtora de Shiga-toxins ( STEC ) tem sido isolada de car-
ne, leite e derivados e de gado com diarréia e muitas vezes de animais sadios, impli-
cando assim na possibilidade desses animais comportarem-se como portadores des-
ses patogenos ( DORN et al., 1993; WILLSHAW et al., 1992 ).

Algumas STEC bovinas tem caracteristicas similares a E. coli enterohemorra-
gica (EHEC ), de importéancia em patologia humana produzindo normalmente quan-
tidades elevadas de Shiga-toxins ( Stx1 e Stx2 ), estando associadas com colite he-
morragica, seguida de sindrome urémica, com letalidade consideravel. Estas amos-
tras ndo sdo invasivas ( DORN et al., 1993; DEAN-NISTRON et al., 1997 ).

Existem 2 variedades de Shiga-toxins com importincia na diarréia de bezer-
ros, Stx1 € Stx2, que sdo estrutural e biologicamente semelhantes a toxina de Shige-
lla dysenteriae tipo 1 ( Shiga toxin ). Ambas sio formadas pelas subunidades A e
B. JACKSON et al., 1990, estimaram o peso molecular das subunidades A e B de
VT1 em 32.000 e 7.700 Da respectivamente. YUTSUDO et al. purificaram Stx2 e
estimaram o peso da subunidade A em 35.000 Da e da subunidade B em 10.700 Da.
A subunidade A ¢ capaz de inibir a sintese de proteinas das células, enquanto a
subunidade B € responsavel pela unido da toxina aos receptores celulares Gb3 ou

Gb4 ( JACKSON et al., 1990; KONOWALCHUK et al., 1977 ).



Um trabalho de DORN et al. sugere que as E. coli produtoras de Stx1 sdo
mais comuns em bezerros ¢ infecgdes por E. coli produtoras de Stx2 sdo mais co-
muns em gado mais adulto.

As Shiga-toxins causam paralisia € morte em ratos inoculados por via mtrave-
nosa ou intraperitonealmente. Causam atividade enterotoxica moderada em teste de
alga ligada de coelho, bem como sdo capazes de alterar outros 0rgdos, como o cora-
¢do e rins. Podem ainda atingir a corrente sanguinea provocando toxemia. Causam
danos as paredes endoteliais dos vasos sanguineos provocando coagulag¢do intravas-
cular ¢ deposigiio de fibrina no sistema nervoso central ( MAC LEOD & GYLES,
1990; O’BRIEN & HOLMES, 1987; BLANCO et al., 1994 ).

Existe uma terceira variedade de Stx, que € a Stx2v ( também constituida por
subunidade A, de 35.000 Da e subunidade B, de 75.000 Da ), que ¢ sintetizada prin-
cipalmente por E. coli de origem suina dos sorogrupos 0138, O139 e O141, ndo
sendo encontrada em amostras de origem humana ou bovina. Estas tltimas amostras
bem como alguns outros sorogrupos, estdo envolvidos numa importante enfermidade
em suinos, denominada doenga do Edema. Os sinais clinicos sdo varios, caracteri-
zando-se pela presenga de edema e sintomas neuroldgicos (BLANCO et al., 1994) .

Sabe-se hoje que estas amostras produzem, independente do sorogrupo, uma
fimbria, descoberta recentemente, a qual foi denominada F107 . Tudo indica que,
até o momento, esta adesina s6 tem importincia em suinos, na doenga do edema,
sendo improvavel a existéncia em amostras de origem bovina ( IMBERECHTS et
al., 1994 ).

Tanto a produgéo de Stx1 como de Stx2 sdo controladas por fagos temperados
independentes, mas muito relacionados entre si. Os genes para Stx2v estfo locali-

zados no cromossomo ( MAINIL et al., 1987 ).



Escherichia coli Necrotizante (NTEC )

Amostras de E. coli capazes de produzir CNF (Fator Necrotizante Citotoxico)
foram primeiramente reconhecidas em amostras isoladas de diarréia ( CAPRIOLI et
al., 1983).

Em adigdo a enterite, amostras de Escherichia coli CNF positivas foram de-
monstradas estarem associadas com infec¢des extraintestinais no homem, incluindo
septicemia e infecgdes do trato urinario { ALONSO et al., 1987; ALONSO et al.,
1992).

Amostras de Escherichia coli produzindo CNF também tém sido detectadas
em enterite em leitdes e bezerros ( CAPRIOLI et al., 1983 ), porém, GONZALEZ et
al. (1989 ), descrevem a presenga de amostras NTEC em bezerros sem diarréia.

Esta toxina ndo ¢ excretada para o meio de cultura, sendo necessario o rom-
pimento da bactéria para sua detec¢do. Ela € capaz de causar necrose em pele de
coelho, provocar o aparecimento de células gigantes multinucleadas em varias linha-
gens celulares, como Hela, Vero, CHO e HEp-2. O CNF impede a divisdo celular,
sem interferir na replicagdo do acido nucléico, formando células maiores, com varios
nucleos de tamanho dez vezes superior ao tamanho normal. A toxina CNF produzida
por cepas bovinas € igual a CNF produzida por amostras de origem humana, sendo
necrotica em pele de coelho e letal para camundongos injetados intraperitonealmente
(BLANCO, J. et al.,, 1992; BLANCO et al., 1994 ).

Existem dois tipos de CNF com atividades bioldgicas similares, porém, soro-
logicamente relacionadas: CNF1, caracterizando-se por induzir multinucleagio
acompanhada por arredondamento e aumento do tamanho da célula HeLa e CNF2,

onde o grau de multinucleagdo € menor ¢ as células HeLa sofrem um alongamento



com perda parcial de viabilidade. A produgdo de CNF1 ¢ tipica de NTEC causadora
de infecgdes extraintestinais humanas e a produgdo de CNF2 ¢ caracteristica de E.
coli de origem bovina ( BLANCO, J. et al., 1992; BLANCO et al., 1994 ).

Somente CNF2 ¢ capaz de induzir necrose na regido plantar da pata de ca-
mundongos ¢ produzir um acumulo de fluido no teste de al¢a ligada de coelho “in
vitro”, mas CNF1 ¢ capaz de provocar edema. CNF1 e CNF2 sdo proteinas termo-
labeis de 115 € 110 kDa respectivamente ( BLANCO, J. et al., 1992; BLANCO et
al., 1994 ).

Os genes responsaveis pela produgdo de CNF2 localizam-se em plasmidios
transmissiveis de 80 MDa de amostras de E. coli isoladas de animais € 0s responsa-
veis pela produgdo de CNF1 encontram-se no cromossomo bacteriano ( BLANCO et
al., 1992; BLANCO et al., 1994; BLANCO, J. et al., 1992 ).

Estudos feitos por FALBO et al. ( 1992 ) demonstraram a associagdo de genes
codificando a produgdo de CNF e Hly ( hemolisina ) no cromossomo de amostras
extraintestinais de NTEC .

O mecanismo de ac¢do dessas toxinas € desconhecido, entretanto foi demons-
trado que CNF1 altera o arranjo de F-actina e tubulina em células “in vitro”, diminui
o nimero de microvilosidades em células epiteliais ndo intestinais, € induz células
epiteliais a tornarem-se fagociticas. Essas mudangas no citoesqueleto celular prece-
dem o desenvolvimento da multinucleagio e parecem ser responsaveis pela subse-
quente divisdo celular. Embora néo esteja claro se os mecanismos de agdo das duas
toxinas, CNF1 e CNF2 sejam idénticos, dados sugerem que ambas as toxinas modi-
ficam covalentemente proteinas Rho, pequenas proteinas ligadas a GTP, relaciona-
das as Ras que modulam a montagem da actina em células eucanéticas. CNF1 induz

polimerizagdo de actina por ativagdo constitutiva da Rho GTPase ¢ CNF2 modifica
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covalentemente Rho por um mecanismo que néo envolve ribosilagdo ou fosforilagio

de ADP ( SEARS & KAPER, 1996).

Escherichia coli Enteropatogénica ( EPEC)

Amostras de EPEC sédo capazes de induzir profundas altera¢des em células
epiteliais, em modelos animais, culturas de tecido bem como diarréia na espécie hu-
mana. Neste ultimo caso, sdo afetadas criangas com até 1 ano de idade, e mais ra-
ramente entre 12 - 24 meses de idade (DYTOC et al., 1993 ). O termo Escherichia
coli Enteropatogénica ( EPEC ) foi usado primeiramente por NETER et al. em 1955
para descrever isolados de Escherichia coli epidemiologicamente ligados a diarréia
infantil. A detecgdo e identificagdo de amostras EPEC em laboratorio clinicos foi e
ainda ¢ feita por testes de aglutinagdo em l4mina, usando anti-soros anti-O, o que
pode ser confirmado por testes de aglutinagdo em tubos para o antigeno O, seguido
pela determinagdo do antigeno H ( LAW, 1994 ).

Uma lesdo histopatologica caracteristica ¢ produzida por amostras EPEC
quando estes organismos aderem ao tecido intestinal. Esta lesdo foi chamada de
Attaching and Effacing ( A/E ) e foi primeiro descrita por STALEY et al. em 1969.
Lesdes A/E também tém sido observadas em uma variedade de animais-modelo in-
fectados por EPEC. Estas lesdes sdo caracterizadas pela destruicdo da membrana
dos “brush borders” e perda da estrutura das microvilosidades nos sitios de ligagdo
da bactéria ( ALBERT et al.,, 1991; DONNENBERG et al., 1993; AGIN et al.,

1996 ). Os microrganismos aderem intimamente as células, onde se formam proje-
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¢Oes tipo pedestal da membrana apical, com 10 nm separando a bactéria da mem-
brana eucaridtica ( McDANIEL & KAPER, 1997; JERSE & KAPER, 1991,
GOFFAUX et al., 1997 ). Na célula, altas concentragdes de filamentos de actina
derivados do citoesqueleto estdo presentes abaixo do sitio de ligagdo da bactéria
( JERSE et al., 1991 ). As proteinas do citoesqueleto, tais como actina, o-actinina,
talina e ezerina também se acumulam sob as bactérias durante a infecgdo de células
Hela e HEp-2 ( LAW, 1994 ). Para EPEC, eventos de transduggo de sinais especi-
ficos tém sido associados com lesées A/E, incluindo fosforilagdo da tirosina, em
uma proteina da célula hospedeira de 90 kDa ( Hp90, que ¢ ativada para capacitar a
ligag¢do da intimina, outra proteina de membrana codificada pelo gene eae, dentro do
Locus of Enterocyte Effacement ( LEE ), fluxos em niveis de inositol fosfato, e
fosforilagdo da cadeia de miosina ( ABE et al., 1997; AGIN & WOLF, 1997 ). O
aumento intracelular dos niveis de célcio descrito como incluido no processo, foi
recentemente negado por um dos autores que descreveram o fendmeno (Knutton,
comunicagdo pessoal ). Este sinal de transdugdo de fosforilagdo da tirosina € de-
pendente sobretudo do gene sep que codifica o aparato de secrecdo tipo III de EPEC
e também dos genes espA e espB ( anteriormente conhecido como eaeB ) que codi-
ficam proteinas secretadas via aparato Sep ). Ambas as proteinas codificadas por
espA ( EspA ) e espB ( EspB ) sdo requeridas para invasdo em células epiteliais in
vitro ( JARVIS & KAPER, 1996 ). Ateé agora, sabe-se que EPEC secreta 5 protei-
nas, de 110 kDa ( EspC ), 40 kDa, 39 kDa, 37 kDa ( EspB ), € 25 kDa ( EspA ), em
meio de cultura, sob certas condi¢des ( STEIN et al., 1996 ). Estas proteinas, exceto
EspC, sdo secretadas pelo sistema de secregdo tipo III. Este locus sep € homologo
ao sistema similar de secregéo tipo III demonstrado em outros patogenos, incluindo
espécies de Yersinia, Shigella e Salmonella ( ABE et al., 1997 ). O LEE de EPEC
de 35 Kb ( McDANIEL et al., 1995 ), codifica o cluster sep, eaeA, espA, e eaeB
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(espB ). Mutagdes em sepA, sepB, espA e espB, todas resultam nos bloqueios em
induzir a fosforilagdo da tirosina de Hp90, proteina atualmente designada de TIR
( translocated intimin receptor) em alterar o citoesqueleto da célula hospedeira, e em
causar lesdes A/E  ( JARVIS & KAPER, 1996; ABE et al., 1997; STEIN et al.,
1996 ).

Tir, com 78 kDa, ¢ secretada por algumas espécies de EPEC, sendo entregue
na célula hospedeira, o que depende do sistema de secrec¢do do tipo III € de outras
proteinas secretadas, codificadas pelo LEE. A fosforilagdo da tirosina de Tir apds
mser¢do na membrana da célula epitelial aumenta sua massa aparente para 90kDa,
mas 1sso ndo ¢ essencial para a ligagdo da intimina, pelo menos “in vitro”. Isso nio
parece ocorrer em culturas infectadas por STEC ( pelo menos as pertencentes ao
sorogrupo O157 ). A sequéncia da porcdo C-terminal da intimina varia entre EPEC,
STEC ¢ entre diferentes amostras de STEC. Essa regido inclui o dominio provavel
de ligagdo da Tir, e € possivel que tal heterogenicidade influencie na interagdo entre
a bacténia € o enterdcito, assim como pode também ter significado antigénico. A
por¢do C-terminal de Tir também esta presumivelmente envolvida em outras fun-
¢Oes, como a localizagdo da actina no citoplasma da célula hospedeira imediata-
mente abaixo da bactéria aderente e a transmissio de sinais adicionais para as célu-
las hospedeiras, uma vez que ocorra a interagdo Tir- intimina ( PATON et al.,
1998).

Os genes sep estdo localizados “upstream” ( a-montante ) em relagdo ao eae e
os genes esp estdo “downstream” ( a- ajusante ) em relagdo ao eae dentro do
LEE. Os genes espA ¢ espB estdo separados por aproximadamente 1 Kb (LAI et
al., 1997).

A presenga de lesdes A/E parece estar associada com a secregfio do

fluido € a diarréia, que sdo caracteristicas da infecgdo por EPEC ( JERSE &
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KAPER, 1991; LAI et al., 1997, LAW, 1994, McDANIEL & KAPER, 1997
FISCHER et al., 1994; POSPOSCHIL et al., 1987 ).

O passo inicial de ligagdo ndo intima parece ser mediado pelo “bundle forming
pilus” (BFP ). Sua importancia para viruléncia de EPEC ndo esta bem estabelecida,
mas o BFP ¢ responsavel pela aderéncia localizada de EPEC as células HEp-2. O
Locus responsavel pela codificagdo do Bfp encontra-se no plasmidio EAF ¢ a ocor-
réncia de lesdes A/E parece ndo depender da presenga de Bfp ( CANTEY &
MOSELEY, 1991; CHINA et al., 1997; DEAN-NYSTRON et al., 1997; GIRON et
al., 1993; SCALETSKY et al., 1988; SMITH et al., 1990 ).

KNUTTON et al{ 1987 ), demonstraram que uma amostra EPEC do tipo sel-
vagem, espontaneamente curada do plasmidio EAF, e portanto deficiente na expres-
sdo do BFP, foi capaz de aderir a cultura de mucosa intestinal em pequenas micro-
colonias ( embora em numero reduzido ) e formar as lesdes A/E, sugerindo que o
plasmidio ndo é requerido para o estagio posterior da formagdo de lesdes A/E.

A presenga do gene eae ¢ a presenca da proteina de membrana externa
( OMP ) de 94kDa tem sido associados com a atividade “attaching and effacing”
( CANTEY & MOSELEY, 1991; CHINA et al., 1997; DORN et al., 1993;
KNUTTON et al., 1997, KNUTTON et al., 1989; MAINIL et al., 1993 ).

As amostras de E. coli com “attaching and effacing” ( A/E ) mas ndo-EPEC ¢
por isso chamadas por MOON et.al. ( 1983 ) de “ AEEC” ( attaching and effacing £.
coli ) podem produzir Shiga toxins, causam infecgdes mistas com outros enteropato-
genos, principalmente em animais ( bovinos e ovinos ). Se administradas oralmente
em bezerros privados de colostro desencadeiam diarréia com a presenga de sangue (
BLANCO et al., 1993; BLANCO et al., 1992; BLANCO et al., 1994; HELIE et al.,
1991).
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Observagtes em experimentos usando culturas de linhagens de células epiteli-
ais humanas tem implicado varios genes e seus produtos protéicos na formacdo de
lesGes A/E, € um modelo de infecgdo por EPEC em 3 estagios tem sido sugerido. O
primeiro estagio da infecgdo envolve uma adesdio ndo intima do bacilo a superficie
do enterdcito via “bundle-forming pili” ( BFP ), codificado pelo gene bfp no plasmi-
dio EAF ( EPEC adherence factor ), de 60 a 70 kDa. O segundo estagio da infecgio
parece envolver o aparelho de secregdo tipo II que medeia a secregio das proteinas
de EPEC. Essas proteinas estdo implicadas em direcionar sinais a célula hospedeira
resultando em rearranjo dos componentes do citoesqueleto, alongamento e vesicula-
¢do das microvilosidades ( transferéncia da Tir para a célula que € entdo fosforilada
e insenida na membrana para criar um epitopo de ligagdo na superficie celular para a
intimina ). O terceiro estagio da infecgfo é caracterizado pela intima ligagdo media-
da pela mtimina e acumulagio da actina polimerizada em pedestais nos locais onde
a bactéria se aderiu, um processo que também parece ser mediado pela Tir e pelo
aminoacido C-terminal 280 do polipeptideo da intimina ( Int 280 ) ( GIRON et al.,
1991; JARVIS & KAPER, 1996; KNUTTON et al., 1997; KNUTTON et al., 1989;
JERSE & KAPER, 1991; ADU-BOBIE et al., 1998).

Em trabalho recente, ADU-BOBIE et al.( 1998 ), descreveram a existéncia de
subtipos de intimina designados ., 3, ¥, 8, cujos genes podem ser identificados atra-
vés de reagdo de PCR. A comparagdo da sequéncia de aminoacidos das diferentes
mtiminas tem revelado que as regides N-terminais sdo altamente conservadas, en-
quanto as C- termmais demonstram muito menos similaridade. Todavia, 2 residuos
cys na regifio C-terminal sdo conservadas entre todos os membros da familia de in-
timinas. Visto que intimina ¢ altamente imunogénica, € possivel que essa diversidade
dentro do dominio do polipeptidio de ligagdo a célula seja dirigido pela selegdo natu-
ral. No estudo de ADU- BOBIE et al.(1998), os pesquisadores usaram métodos
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imunoloégicos e genéticos para estudar essa variagio antigénica e classificar os do-
minios de ligacdo da intimina a célula expressados pelos patégenos que formam le-
sbes A/E. Seus resultados revelaram a presenga de pelo menos 5 subtipos de intimi-
na:a, f3, y, 0 € uma intimina néo tipavel expressada por EPEC do sorotipo 0127:H40
(ADU-BOBIE et al., 1998 ).

Durante o ultimo Congresso Internacional de EPEC realizado em Sio Paulo
em 1995 convencionou-se que existem 2 classes de EPEC ou simplesmente EPEC e
EPEC Atipica ( A-EPEC ). A primeira teria EAF, bfp ¢ eae, enquanto a A-EPEC
teria somente eae ( KAPER, J.B., 1996 ).

Fatores de colonizacio

Para que a Escherichia coli seja capaz de causar doengas entéricas, ela neces-
sita da capacidade de aderir-se as células epiteliais do intestino. Esse fenémeno é
denominado ades@o. A estrutura com a qual ocorre a adesdo ¢ chamada Fator de
Colonizagdo, Fator de Aderéncia ou Adesina ( CASTRO & YANO, 1992).

Essa adesdo das bactérias enteropatogénicas evita sua eliminag¢do pelos movi-
mentos peristalticos do intestino e pelo fluxe do conteido intestinal (CASTRO &
YANO, 1992).

As propriedades adesivas estio associadas com a expressdo de apéndices fi-
lamentosos de constitui¢do protéica localizados na superficie da bactéria. A infor-
macgdo genética para esses fatores de colonizagdo estdo localizados geralmente em

plasmidios, mais raramente em cromossomos e¢ quando codificado por plasmidios
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e/ou transposons podem conter também genes para sintese de enterotoxinas, em es-
pecial STa. A maioria dos fatores de colonizagdo exibem hemaglutinagio manose-
resistente (MRHA) com tipos especificos de entrécitos, sendo geralmente expressos
por colibacilos cultivados a 37°C mas ndo a 16°C ( BLANCO, M. etal., 1992).

Os fatores de colonizagido ou adesinas mais conhecidos de amostras de E. coli
que causam diarréia em bezerros sdo produzidos pelas ETEC STa positivas e algu-
mas dessas fimbrias que ocorrem em amostras ndo enterotoxigénicas serido breve-
mente comentadas a seguir:

K99 - Produzida por ETEC ( STa + ), de origem protéica, aglutina eritrocitos
de cavalo, carneiro ¢ humanos em presenca de D-manose. Foi detectado pela pn-
meira vez por ORSKOV et al., 1975, ( BLANCO et al., 1993; BLANCO, M. et al.,
1992 ). Essa adesina € um imunogeno bastante eficiente o que torna menos dificil o
preparo de vacinas contendo este antigeno (BLANCO et al., 1993; BLANCO et al.,
1992; ONO et al., 1989; YOSHIMATSU et al., 1991 ).

F41 - Amostras ETEC bovinas que também s3o capazes de expressar o anti-
geno K99 podem produzir a adesina F41, que confere a bacteria a capacidade de
hemaglutinagdo de entrocitos de cobaia, humanos e de carmneiros na presenga
de D- manose { BLANCO et al., 1992).

F17 - Anteriormente denominada FY ou Att-25, a F 17 é uma fimbria encon-
trada em amostras ETEC que também produzem o antigeno K99. E constituida de
proteinas ( LINTERMANS et al., 1988 ). Aglutina eritrécitos bovinos na presenga
de D-manose ( BLANCO et al., 1992 ). A fimbnia F17 tem sido encontrada em
amostras de E. coli enterotoxigénicas e septicémicas de origem bovina
( MAZOUARI et al., 1994 ). Essa fimbria liga-se eficientemente as vilosidades do
epitélio mtestinal do bezerro ( LINTERMANS et al., 1988 ).
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F165 — Esta fimbria tem sido relatada em amostras de E. coli isoladas de lei-
toes e bezerros com septicemia e/ou diarréia { FAIRBROTHER et al., 1986 ). As E.
coli F165 + de leitdes e bezerros possuem algumas caracteristicas de bactérias cau-
sadoras de doengas extraintestinais, tais como presen¢a do sistema aerobactina ( um
tipo de sideroforo ) e resisténcia ao efeito bactericida do soro ( HAREL et al.,
1993 ). HAREL et al. encontraram o sistema aerobactina em 88% de suas amostras
F165 positivas. Essas bactérias proliferam no intestino desses animais apresentando
uma variedade de distarbios entéricos € podem translocar-se extraintestinalmente
causando septicemia nesses animais. Estas amostras podem expressar uma ou mais
adesinas de diferentes especificidades de receptor, aglutinando eritrécitos de diver-
sas espécies animais. F165 é encontrada somente em um restrito niimero de soro-
grupos ¢ biotipos (HAREL et al., 1993 ). FAIRBROTHER et al., 1986, demonstra-
ram pela microscopia eletrénica que todas as suas amostras F165 positivas eram al-
tamente fimbriadas quando cultivadas em agar Minca-IS a uma temperatura de
37 °C, sugerindo a natureza fimbrial do antigeno F165.

CS31A - Codificado por plasmidio, o antigeno fimbrial CS31A pertence ao
grupo de adesinas ligadas ao K88 ( que ocorre em suinos ) sendo expresso por
amostras E. coli septicémicas € amostras ETEC. Sua produgéo parece depender da
composi¢do do meio, sendo fraca em meio liquido ¢ inibida pela L-alanina . Séo
organelas fibrilares muito finas ( GIRARDEAU et al., 1988 ).

EAF44 - YANO et al. ( 1988 ), descreveram esta fimbria em amostras STEC
que possuiam padrdes idénticos de MHMR quando as bacterias cresciam em “Colo-
nisation Factor Agar” — CFA. Quando cresciam a 37°C , suspensdes dessas amos-
tras apresentavam MHMR somente com eritrocitos humanos do tipo O. Estudo em
microscopio eletronico dessas amostras crescidas em CFA a 37°C por 18 horas re-

velou estruturas do tipo “fimbria-like”. Apds preparado o anti-soro especifico para
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essa estrutura, que foi provisoriamente chamada EAF44, este anti-soro foi capaz de
mnibir a MHMR para essas amostras. Culturas dessas bactérias STEC demonstraram
aderéncia difusa em células HeLa.

Al4 - Relatada em amostras de colibacilos ndo-enterotoxigénicos, a fimbria
Al4 foi isolada de bovinos zebus com sintomatologia diarréica, em amostras alta-
mente fimbriadas. Amostras que possuem esta fimbria sdo capazes de aglutinar

hemacias de carneiro, porco e cavalo ( DE AVILA et al., 1988).
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VII. Objetivos

1. Verificar a interagdo entre amostras isoladas de E. coli ndo portadoras dos antige-
nos K99, F41, F165, F17 e CS31A com células Hel.a € HEp-2, verificando se ocor-

re adesdo e de que tipo.

2. Verificar se em amostras de colibacilos isolados de bovinos com diarréia pode-
mos encontrar grupos de E. coli que possam apresentar semelhangca com, ou serem

alocados entre as EPEC, EHEC ¢ até mesmo EAggEC.

3. Estudar nestas amostras a ocorréncia de fimbrias, bem como a presenga do “atta-
ching - effacing factor” ( A/E ) € do gene eae e respectiva “invasdo” como encontra-

da em EPEC.

4. Determinar o local de inser¢do do LEE nas amostras onde for detectado o gene

edae.
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VIII1. Material e Métodos

1. Amostras Padriao

1.1. Amostras Padrdo de Aderéncia

No desenvolvimento deste trabalho, nos testes de aderéncia, utilizou-se as se-

guintes amostras padrao:
E. coli E 2348/69 (EPEC) Aderéncia Localizada; eaet+; A/E, F A S+
E. coli O8 TR 302/4 (DAEC) Aderéncia Difusa
E. coli O431-1 (EAggEC) Aderéncia Agregativa

E. coli C600 (K12) Negativa (para todos os testes)



1.2. Amostras Padrdo de Fatores de Colonizagio

As seguintes amostras padrio foram utilizadas neste teste:

K99
F165
K88
987P
F41
F42
F17

E. coli K99+

E. coli PR-4787 O115:H K165+
E. coli K88+

E. coli 603A O9: H:K987p+

E. coli B4A1M

E. coli 567/7 O8: H

ATT25

1.3. Amostras Padrdo Produtoras de Toxina
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Todas as amostras padrio utilizadas nos testes para detecgéo de toxinas foram

cedidas pelo Prof. Dr. Jorge Blanco.

P-17

B62
FVL-2
FVv420
0157-157
B66
0157-156
P5

B4

FVL-1

LT-1+, STb+

LT-11+

CNF-1+, AER+, HLY+

STa+

VT1+, VI2+, EAE O157+, Ent Hly+
LT-11+

VT1+, VT-2+, EAE O157+, Ent Hly+
VTe+

VTb+

CNF1+
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1.4. Amostras Padrdo de EPEC ¢ Padrdo das Intiminas a, B,y € 8

E2348/69 (0O127:H6) LA; eae+; A/E; mtimina o+
Ol11:H Intimina 3+
O157:H7 Intimina y+
086:H34 Intimina 6+

2. Amostras Estudadas

Na realizag¢do deste trabalho foram estudadas 52 amostras de E. coli, gentil-
mente cedidas pelo Prof. Dr. Fernando De Avila, do Departamento de Microbiologia
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias — “Campus” de Jaboticabal —

UNESP - Jaboticabal — SP, as quais foram isoladas de fezes diarréicas de bezerros.

3. Manutencdo das Amostras

Durante o desenvolvimento deste trabalho, todas as amostras de E. coli foram man-

tidas em meios de Dorset a 4°C e em meio de TSA (Triptic Soy Agar — DIFCO).
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4. Pesquisa de Fatores de Viruléncia

4.1. Toxinas

4.1.1. Pesquisa da enterotoxina LT-I
4.1.1.1. Imuno Hemdlise Radial Modificado - ( YANO et al., 1982 )

Cultivou-se as amostras a serem testadas em meio CAYE ( Casamino Acids-
Yeast Extract ) por 18 horas, a 37°C, sob agitagdo em “Shaker”. Estas foram cen-
trifugadas por 30 minutos a 3000 r.p.m. ¢ somente seus sobrenadantes foram utili-
zados.

Lavou-se hemacias de carneiro por 3 vezes em tampdo trietanolamina diluido
10 vezes e estas foram ressuspensas no mesmo tampdo. Fundiu-se a agarose a 1%
no tampéo trietanolamina e misturou-se a suspenséo de hemacias a uma concentra-
¢do de 5%. Esta agarose foi vertida em tampas de placas de microtitulo ¢ apods a sua
solidificacdo foram feitos orificios com um padrio. Os sobrenadantes a serem testa-
dos foram colocados, um para cada orificio, no volume de 20ul. Deixou-se os so-
brenadantes-teste difundirem-se na agarose, em cAmara umida a temperatura ambi-
ente, por 18 horas. O soro anti-toxina colérica diluido a 1:30 em tampdo trietanola-
mina foi adicionado em cada orificio, no volume de 20ul. Deixou-se difundir na
agarose por 4 horas a temperatura ambiente em cimara umida. Apos este periodo, a
placa foi recoberta com complemento diluido a 1:10 no tampéo da reagdo. Incubou-
se por 2 horas a 37°C. O resultado foi obtido medindo-se o halo de hemdlise em 2

didmetros perpendiculares, e comparando-se os tamanhos dos halos das amostras
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teste com o halo das amostras controle positivo € controle negativo ( que ndo deve

apresentar halo ).

4.1.1.2. Imuno Hemoélise Radial

As hemadcias de carneiro foram lavadas 3 vezes em tampdo trietanolamina e,
em seguida, foram diluidas a 1:10 no mesmo tampdo. Sensibilizou-se as hemacias
da seguinte forma: em um tubo 13x100, colocou-se 0,3 ml de hemacias (1:10) e
0,3ml de extrato de cultura em meio CAYE. Incubou-se por 30 minutos a 37°C. Em
tubos contendo 1,5ml de agarose a 1%, adicionou-se 0,6ml de hemacias sensibiliza-
das. Verteu-se essa mistura sobre as laminas. Deixou-se esfriar e os orificios foram
feitos com um padrio apropriado ( SERAFIM et al., 1981 ). Adicionou-se aos orifi-
cios 0 soro anti-toxina colérica diluido 1:40 em tampéo trietanolamina. Deixou-se
por 18 horas a temperatura ambiente em cdmara imida. No dia seguinte, cobriu-se
as laminas com complemento diluido 1:10 em tampéo trietanolamina. Deixou-se por
2 horas a 37°C em camara umida. O resultado foi obtido através da medigdo do
halo de hemolise que € feito em 2 didmetros € pela comparagdo do halo das amostras

testes ¢ das amostras controle positivo € negativo.

4.1.1.3. PCR ( Reagdo em Cadeia da Polimerase ) para detec¢do da en-

terotoxina LT-1
Todas as 52 amostras estudadas foram testadas em nosso laboratorio, pelo
teste de PCR ou Reagdo em Cadeia da Polimerase. Este ¢ um método usado para
amplificar “in vitro” um nimero de copias especificas de uma sequéncia de DNA de

dupla fita. Consiste em repetitivos ciclos compostos de 3 passos térmicos seguindo
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desnaturagdo do DNA alvo em alta temperatura, hibndagéo de oligonucleotideos
especificos usados como iniciadores por uma DNA polimerase. Durante cada ciclo
fitas de DNA complementares a de interesse sdo copiadas em sua extensdo por dois
iniciadores, que hibridam com a fita oposta ¢ flanqueiam a regido de mteresse do
DNA alvo. Teoricamente, cada nova molécula de DNA sintetizada ¢ usada como
molde no ciclo seguinte, resultando o PCR numa acumulagio exponencial de um
fragmento especifico de uma fita dupla de DNA flanqueado por dois inicradores.

Pode-se fazer o teste com material genético extraido ou da bactéria mteira.
No nosso caso, utilizou-se a bacténia inteira. Duas al¢adas da cultura bacteriana
( crescida em meio TSA por 18 horas a 37°C ) foram coletadas € dissolvidas em
100ul de H,O Milli-Q estéril. Ferveu-se por 10 minutos para romper a parede €
membrana bacterianas e iniciar a desnaturagdo do DNA. Para evitar o anelamento
do DNA ja desnaturado, os “eppendorfs” foram colocados imediatamente em banho
de gelo apos a fervura e foram mantidos assim até o momento do uso. Todos os rea-
gentes utilizados neste teste sdo da marca Gibco-BRL, com excegdo dos iniciadores
que foram produzidos pela Pharmacia. Os itens seguintes apresentam os compo-
nentes e condi¢gdes da reagdo conforme o gene pesquisado.

Para visualizag¢do dos resultados, os produtos da amplificagdo foram aplicados
em gel de agarose a 1%, e submetidos a uma diferenca de potencial de 100V. Este
gel foi entdo tratado por 20 minutos com Brometo de Etidio. A observagio das ban-
das foi feita em Transiluminador ( High Performance Uttraviolet Transillummator —
UVP - Ultra-Violet Products ).

Para LT-I foram utilizados os seguintes iniciadores, indicados por
PICKETT etal. ( 1986 ):

LT-I1 - 5° - GGC GAC AGA TTATAC CGT GC -3’
LT-I2 - 5° — CCG AAT TCT GTT ATA TAT GTC - 3°,



que amplificam um fragmento de 696 pb.
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COMPONENTES VOLUME CONCENTRACAO
FINAL
10x PCR buffer 10ud Ix
10mM dNTP mixture 2l 0,2mM cada
| 50mM Mg(Cl, 3ud 1,5mM cada
Iniciadores ( 10uM cada ) 1-6,5ul 0,5 uM cada
2-6,5u
DNA - Molde 10ul -
Taq DNA polimerase 0,5ul 250
(SU/uD
H,O Milli-Q estéril S7ud
TOTAL 100pd

Para a amplificacdo foram utilizados 30 ciclos com as seguintes temperaturas:

94°C - 1 minuto { desnaturagdo )

56°C - 1 minutos ( anelamento )

72°C - 1 minuto ( atividade da Taq DNA Polimerase )
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4.1.2 Pesquisa de enterotoxina LT-11
4.1.2.1. PCR para deteccdo da toxina LT-II ( PICKETT et.al, 1989 )
Utilizou-se a seguinte sequéncia de iniciadores:
LT II1- 5° - AGA TAT AAT GAT GGA TAT GTATC -3’
LT II2- 5’ - TAA CCC TCG AAATAAATCTC -3,
que amplificam um fragmento de 300 pb.

COMPONENTES VOLUME CONCENTRACAO
FINAL
10x PCR buffer 10ul 1x
10mM dNTP mixture 2ul 0,2mM cada
50mM MgCl, 3ul 1,5mM cada
Iniciadores ( 10uM cada ) 1-8,5ul 0,5 uM cada
2-7,0ud
DNA — Molde 10ul -
Taq DNA polimerase 0,5ul 250
(5U/d)
H,0 Milli-Q estéril 59ul
TOTAL 100pl

Para a amplificagdo foram utilizados 30 ciclos com as seguintes temperaturas:
94°C - 1 minuto ( desnaturagdo )
52°C - 2 minutos { anelamento )

72°C - 1 minuto ( atividade da Taq DNA Polimerase )
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4.1.3. Pesquisa de STa
4.1.3.1. Detecgdo da Toxina STa através do teste do camudongo recém-
nascido [ Teste de Dean ( DEAN et al., 1973 )], modificado ( GATTI et al., 1985 ).
Para cada sobrenadante de E. coli preparado a partir de cultivo em meio
CAYE, como descrito para LT-1, foram utilizados lotes de 3 - 4 camundongos recém
nascidos. Colocou-se 2 gotas de azul de Evans para cada 1ml de toxina ( sobrena-
dante de cultura em meio CAYE ). Inoculou-se 0,1ml em cada camundongo por via
intragastrica. Os camundongos inoculados foram deixados em temperatura ambiente
por 4 horas. Foram entdo sacrificados por asfixia com éter. Abriu-se 0 abdomem e
removeu-se cuidadosamente todo o intestino de cada animal de cada lote de camun-
dongo. Estes foram colocados juntos em pequenos pedagos de papel aluminio e pe-
sados, assim como as respectivas carcagas. Consideram-se como positivas as amos-
tras cujos valores para a relag@o peso dos intestinos/peso das carcagas foram superi-

ores a 0,085.

4.1.3.2. PCR para deteccio da toxina STa ( OLSVIK et al., 1993 ).

O procedimento para a reagdo de PCR foi idéntico ao ja descrito no item
4.1.1.3, alterando-se apenas as condig¢des inerentes a composi¢do dos iniciadores e
componentes da reagio.

Utihizou-se a seguinte sequéncia de iniciadores:

STa1l-5" - TTA ATA GCA CCC GGT ACA AGC AGG -3’
STa2-5" - CTT GAC TCT TCA AAA GAG AAAATT AC -3,
que amplificam um fragmento de 147 pb.



Para STa:
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COMPONENTES VOLUME CONCENTRACAO
FINAL
10x PCR buffer 10ul Ix
10mM dNTP mixture 2ul 0,2mM cada
50mM MgCl, 3ul 1,5mM cada
Iniciadores ( 10uM cada ) 1-85u 0,5 uM cada
2-9,0u
DNA - Molde 10ul -
Taq DNA polimerase 0,5u 25U
(5U/ud)
H,O Milii-Q estéril 57ul
TOTAL 100l

Para a amplificagdo foram utilizados 30 ciclos com as seguintes temperaturas:

94°C - 1 minuto { desnaturagio )

55°C - 1 minutos ( anelamento )

72°C - 1 minuto ( atividade da Taq DNA Polimerase )




4.1.4. Pesquisa de STb
4.1.4.1. PCR para detecgdo da toxina STb ( OLSVIK et al., 1993 ).
Utilizou-se a seguinte sequéncia de iniciadores:
STb 1-5° - ATC GCA TTT CTT CTT GCATC -3’
STb 2- 5” - G GGC GCC AAA GAG AAA ATT AC -3,
que amplificam um fragmento de 147 pb.
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COMPONENTES VOLUME CONCENTRACAO
FINAL
10x PCR buffer 10ud Ix
10mM dNTP mixture 2ul 0,2mM cada
50mM MgCl, 3ul ' 1,5mM cada
Iniciadores ( 10pM cada ) 1-6,0ud 0,5 uM cada
2-6,0ul
DNA - Molde 10ul -
Taq DNA polimerase 0,5ul 25U
(5U/ul)
H,0O Milli-Q estéril 62,5l
TOTAL 100

Para a amplificagdo foram utilizados 30 ciclos com as seguintes temperaturas:
94°C - I mmuto ( desnaturagio )
60°C - 1 mmutos ( anelamento )

72°C - 1 minuto ( atividade da Taq DNA Polimerase )
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4.1.5. Pesquisa de CNF1 e CNF2
4.1.5.1. PCR para detecgido das toxinas CNF1 e CNF2 .

O procedimento para a reagdo de PCR foi idéntico ao ja descrito no item
4.1.1.3, alterando-se apenas as condi¢des inerentes a composi¢do dos primers €
componentes da rea¢do, que foram mdicados pelo Prof. Dr. Jorge Blanco.
Utilizou-se a seguinte sequéncia de iniciadores :

CNF A-5" - CTG GAC TCG AGG TGG TGG - ¥
CNF B- 5’ - CTG CTG TCA ACC ACA GCC - 37,
que amplificam um fragmento de 533 pb.



Para CNF geral:
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COMPONENTES VOLUME CONCENTRACAO
FINAL
10x PCR buffer 10ul Ix
10mM dNTP mixture 2ul 0,2mM cada
50mM MgCl, 3ul 1,5mM cada
Iniciadores ( 10uM cada ) 1-6,0ud 0,5 uM cada
2-6,0ul
DNA — Molde 10ul -
Taq DNA polimerase 0,5ul 25U
(SU/ul)
H,0 Milli-Q estéril 63l
TOTAL 100ud

Para a amplifica¢do foram utilizados 30 ciclos com as seguintes temperaturas:

94°C - 1 mmuto ( desnaturagio )

65°C - 2 mmnutos ( anelamento )

72°C - 1 mmuto ( atividade da Taq DNA Polimerase )
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4.1.6. Pesquisa de Stxle Stx2 ( OLSVIK et al, 1993 )
4.1.6.1. PCR para detecgdo de Stx1 e Stx2

As condig¢des foram as mesmas descritas no item 4.1.1.3, variando-se aquelas
inerentes a composi¢do dos iniciadores e componentes da reagdo, mostrados a se-
guir. Assim sendo cada amostra foi tratada da seguinte forma:
Utilizou-se a seguinte sequéncia de miciadores:
Stx1 A- 5’ - CAG TTA ATG TGG TGG CGA AG - 37
Stx1 B-5° - CTG CTA ATA GTT CTG CGC ATC - 37,
que amplificam um fragmento de 894 pb.



Para Stx1:
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COMPONENTES VOLUME CONCENTRACAO
FINAL
10x PCR buffer 10ul Ix
10mM dNTP mixture 2ul 0,2mM cada
50mM MgCl, 3ul 1,5mM cada
Imiciadores ( 10pM cada ) 1-7,0ul 0,5 uM cada
2-6,5ul
DNA — Molde 10 -
Taq DNA polimerase 0,5ul 250
(5U/ul)
H,0O Milli-Q esténl 61ul
TOTAL 100ul

Para a amplificagdo foram utilizados 30 ciclos com as seguintes temperaturas:

94°C - 1 mmnuto ( desnaturagio )

55°C - 2 nmmutos ( anelamento )

72°C - 1 minuto ( atividade da Taq DNA Polimerase )




Para Stx2:

Utilizou-se a seguinte sequéncia de iniciadores:

Stx2 A-5° - CTT CGG TAT CCT ATTCCC GG -3
Stx2 B- 5 - GGA TGC ATC TCT GGT CAT TG -3°,
que amplificam um fragmento de 478 pb.

COMPONENTES VOLUME CONCENTRACAO
FINAL
10x PCR buffer 10ud 1x
10Mm dNTP mixture 2ul 0,2mM cada
50mM MgCl, 3ul 1,5mM cada
Iniciadores { 10uM cada ) 1—6,0ul 0,5 uM cada
2-6,5u
DNA - Molde 10ul -
Taq DNA polimerase 0,5ul 250
(50D
H,O Milli-Q estéril 62ul
TOTAL 100

Para a amplifica¢do foram utilizados 30 ciclos com as seguintes temperaturas:
94°C - 1 munuto ( desnaturagdo )
55°C - 2 munutos ( anelamento )

72°C - 1 minuto ( atividade da Taq DNA Polimerase )



36

4.2. Pesquisa do gene eae

42.1. PCR

Procedeu-se como ja descrito anteriormente para esta técnica, variando-se
apenas as condig¢bes de reagdo inerentes a composigdo dos mmciadores ( GANNON
et al., 1993 ) e volume dos componentes.
Utilizou-se a seguinte sequéncia de miciadores:
eacAl — 5’ - ACG TTG CAG CAT GGG TAACTC -3’
eacA2 — 5’ - GAT CGG CAA CAG TTT CAC CTG -3,
que amplificam um fragmento de 815 pb.



Para o gene eae:
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COMPONENTES VOLUME CONCENTRACAO
FINAL
10x PCR buffer 10ul Ix
10mM dNTP mixture 2ul 0,2mM cada
50mM MgCl, 3ul 1,5mM cada
Iniciadores { 10uM cada ) 7 ul cada 0,5 uM cada
DNA — Molde 10ul -
Taq DNA polimerase 0,5ul 2,50
(SU/ul)
H,O Milli-Q estéril 61ul
TOTAL 100l

Para a amplifica¢io foram utilizados 30 ciclos com as seguintes temperaturas:

94°C - 1 mmmuto ( desnaturagao )

56°C - 2 tmmutos ( anelamento )
72°C - 1 nmunuto ( atividade da Taq DNA Polimerase )
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4.3. Pesquisa de Intimina

4.3.1 - Western Blot para detecgdo de intimina geral e intimina 3

Foram realizados com a mesma técnica ( TOWBIN et al., 1979 ), mudando-se ape-
nas o anti-soro aplicado em cada teste.

As amostras bacterianas foram semeadas em 5 ml de MEM ( Meio Minimo Essenci-
al- Nutricel ) acrescido de 10% de Soro Fetal Bovino. Incubou-se a 37°C por 18
horas, sem agitagdo. Centrifugou-se por 10 minutos a 12.000 r.p.m. ¢ desprezou-se
o sobrenadante. Ressuspendeu-se o “pellet” em 300ul de tamp&o de amostra ( SDS
-4g, Ghicerol -20ml, tampdo TRIS-HCI1 0,5M pH®6,8 -40ml, azul de bromofenol —
0,1g, 2mercaptoetanol -5mi, H2O destilada q.s.p. -100ml ). Seguiu-se uma corrida
eletroforética dessas amostras, em gel de poltacrilammida a uma concentragio de 8%,
submetido a uma diferenga de potenctal de 100V. Apos a corrida eletroforética, reti-
rou-se o gel e este foi montado em uma cuba de transferéncia ( Permatron ), onde o
gel permaneceu voltado para o polo negativo € um filtro de mitrocelulose voltado
para o polo positivo, de modo que as proteinas migrassem para o filtro de nitrocelu-
lose (Hybond™-Amersham LIFE SCIENCE ). Seguiu-se a transferéncia por 22 ho-
ras, sendo o material submetido a uma diferenga de potencial de 30V. Apos este
periodo, retirou-se o filtro de mitrocelulose e corou-se com Ponceau S ( Ponceau S —
0,5g, acido acético glacial -1ml, H2O destilada q.s.p. -100mil ) por 5 minutos. La-
vou-se com H;O destilada para a constatagdo da transferéncia. Bloqueou-se a rea-
¢do com PBS 0,01M pH 7,4+ 0,1% de Triton X 100+ 4% de Leite desnatado { So-
lu¢do Bloqueadora ) por 1 hora. Apos o bloqueio, o soro amti-mtimina diluido

1:1000 na solugdo bloqueadora foi vertido sobre o filtro de mitrocelulose por 1 hora.
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Tratou-se com anticorpo Anti-IgG de Coelho marcada com peroxidase ( Horseradish
Peroxidase Conjugated Goat - Anti Rabbit 1gG - SIGMA ) diluida 1:1000 em solu-
¢do bloqueadora e entdo lavou-se duas vezes por 20 minutos cada com solugdo blo-
queadora. A reagdo completou-se com trés lavagens de 20 minutos cada. Para a
primeira lavagem utilizou-se solugdo de PBS+Triton X 100 0,5%. As duas lava-
gens seguintes foram feitas com solugdo de TRIS-HC1 0,05M pH7.4. Para a visuali-
zagdo do tesuttado, utilizou-se 1 comprimido de DAB ( DAB Peroxidase Tablet Set
- SIGMA FAST™ _ 3°3’_Diaminobenzidina ).

4.3.2- PCR para detecgio das intiminas a, 3,y € 8

As amostras de E. coli que demonstraram ser positivas para o gene eqe foram
submentidas a rea¢do de PCR, utilizando iniciadores especificos para a identifica¢do
dos subtipos o, 3 , Y ¢ 6 ( ADU-BOBIE et al., 1998 ).
A reagdo obedeceu os parametros ja descritos para PCR, conforme protocolo abai-

XO:
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Intiminas a e B:

Utilizou-se a seguinte sequéncia de iniciadores:

a-5" - CCT TAG GTA AGT TAAGT -3

B-5" - TAA GGATTT TGG GACCC -3’

R-5-TTT TAC ACA AAG CTG TGC AAT AAGC -3’

COMPONENTES VOLUME CONCENTRACAO
FINAL
10x PCR buffer 10ul 1x
10 mM dNTP mixture 2ul 0,2mM cada
50mM MgCl, 3ul 1,5mM cada
Iniciadores ( 10uM cada ) 1-6,0ul 0,5 uM cada
2-7,5u |
DNA - Molde 10l -
Taq DNA polimerase 0,5ul 25U
(5U/ud)
H,O Milli-Q estéril 61l
TOTAL 100ud

Para a amplifica¢do foram utilizados 30 ciclos com as seguintes temperaturas:
94°C - 1 mimnuto ( desnaturagio )
45°C - 1 minutos ( anelamento )

72°C - 3 munuto ( atividade da Taq DNA Polimerase )
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No caso do subtipo v, conforme Prof. Dr. L. R. Trabulsi ( comunicagdo pessoal ),

utilizou-se a temperatura de anelamento a 55°C.

Intimina vy:

Utilizou-se a seguinte sequéncia de iniciadores:
v- 5" - ACA AAC TTT GGG ATG TTC - 3°
Ru- 5" -TTT ATT TGC AGCCCCCCAT -3’

COMPONENTES VOLUME CONCENTRACAO
FINAL
10x PCR buffer 10l Ix
10 mM dNTP mixture 2ul 0,2mM cada
50mM MgCl, 3ul 1,5mM cada
Iniciadores { 10uM cada ) 1-6,0ud 0,5 pM cada
2-6,0ul
DNA - Molde 10ul -
Taq DNA polimerase 0,5ul 25U
(5U/)
H,0O Milli-Q estéril 63l
TOTAL 100ul
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Intimina &:

Utilizou-se a seguinte sequéncia de iniciadores:
5-5"-TAC GGA TTT TGG GGC AT -3’
Ru-5" - TTT ATT TGC AGCCCCCCAT -3’

COMPONENTES VOLUME CONCENTRACAO
FINAL
10x PCR buffer 10ud 1x
10 mM dNTP mixture 2ul | 0,2mM cada
50mM MgCl, 3ul 1,5mM cada
Iniciadores { 10uM cada ) 1-55u 0,5 uM cada
2-6,0ul
DNA — Molde 10ul -
Taq DNA polimerase 0,5ud 25U
(SU/ul)
H,O Milli-Q estéril 63ul
TOTAL 100ul




4.4. PCR para detec¢do do local de inser¢do de LEE

As amostras positivas para o gene eqe foram submetidas a reagdo de PCR,
utilizando os iniciadores indicados por McDANIEL et al. ( 1995 ) e SPERANDIO et
al. ( 1998 ), que estdo descritos a seguir:

K260 — 5> - GAG CGA ATA TTC CGA TAT CTG GTT - 3%’
K261 -5 - CCT GCA AAT AAACACGGCGCAT -3
K255 -5 -GGT TGA GTC GAT TGATCT CTG G -3’
K295 -5 -CGC CGATTITTTC TTAGCC CA -3’
K296 —5° - CAT TCT GAA ACA AACTGCTC-%
K913 - 5° - CAT CGG CTG GCG GAA GAT AT -3’
K914 -5 - CGC TTA AAT CGT GGC GTC -3’
K723 - 5° - GCA ATC GAA GAA AGG GTAAC -3
K724 -5 - GGG GAT ACT TTAGGG GTAT -3’
K721 -5 - GAA GGG CTG GCA TGG AAAGC -3
K722 -5’ - TTC TGT AGT GAT GTC TCC CT -3°

Todos os iniciadores foram utilizados da maneira indicada por SPERANDIO
etal. (1998).
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Esquemas A, B e C sdo a representagdo esquemadtica da regiio LEE ( extraidas de

McDANIEL et al., 1995 ).

Os 1iniciadores K255 e K296 estdo dentro do LEE, enquanto os iniciadores K260,

K261 e K293 estdo na regido do cromossomo de £. coli K12. As reag¢des de PCR

com os inictadores K255 e K260 amplificam a jungdo direita de LEE e os iniciado-

res K295 ¢ K296 amphficam a jungdo esquerda de LEE com selC, gerando frag-

mentos de aproximadamente 418 pb em ambas as reagdes. O niciador K261 pode

anelar-se somente na auséncia da inser¢do de LEE e gera um fragmento de 527 pb

Junto com o iniciador K260,



Para amplificagdo de se/C mtacto:
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COMPONENTES VOLUME CONCENTRACAO
FINAL
10x PCR buffer 10 1x
10 mM dNTP mixture 2ul 0,2mM cada
50mM MgCl, 3ul 1,5mM cada
Iniciador — K260 1-8,0ul 0,5 uM cada
Iniciador — K261 2-175u
DNA - Molde 10l -
Taq DNA polimerase 0,5ul 250
(SU/uD)
H,O Milli-Q estéril 63ul
TOTAL 100ul

Para a amplificagdo de 527 pb foram utilizados 30 ciclos com as seguintes tempera-

turas:

94°C — 1 minuto ( desnaturagio )

52°C — 1 minuto ( anelamento )

72°C - 3 minutos ( atividade da Taq DNA Polimerase )




Para inser¢do na jungdo esquerda de selC:
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COMPONENTES VOLUME CONCENTRACAO
FINAL
10x PCR buffer 10ul Ix
10 mM dNTP mixture 2ul 0,2mM cada
50mM MgCl, 3ul 1,5mM cada
Iniciador — K296 1-7,0u 0,5 UM cada
Iniciador — K295 2-6,0ul
DNA - Molde 10l -
Taq DNA polimerase 0,5u 25U
(SU/ub)
H,O Milli-Q estéril 63l
TOTAL 100pd

Para a amplificagcdo de 418 pb foram utilizados 30 ciclos com as seguintes tempera-

turas:

94°C — 1 minuto ( desnaturagio )

52°C — 1 minuto ( anelamento )

72°C — 3 minutos ( atividade da Taqg DNA Polimerase )




Para inser¢do na jungdo direita de se/C:
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COMPONENTES VOLUME CONCENTRACAO
FINAL
10x PCR buffer 10ul Ix
10 mM dNTP mixture 2ul 0,2mM cada
50mM MgCl, 3ul 1,5mM cada
Iniciador — K255 1-7,0ul 0,5 uM cada
Iniciador — K261 2-8,0ul
DNA — Molde 10d -
Taq DNA polimerase 0,5ul 250
(SU/ul)
H,O Milli-Q estéril 63ul
TOTAL 100pl

Para a amplifica¢do de 418 pb foram utilizados 30 ciclos com as seguintes tempera-

turas:

94°C - 1 minuto ( desnaturagéo )

52°C — 1 minuto ( anelamento )

72°C — 3 minutos ( atividade da Taq DNA Polimerase )
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Para amplificacdo de pheU intacto:

COMPONENTES VOLUME CONCENTRACAO
FINAL
10x PCR buffer 10ul Ix
10 mM dNTP mixture 2ul 0,2mM cada
50mM MgCl, 3ul 1,5mM cada
Iniciador — K913 1-7,5u 0,5 uM cada
Iniciador — K914 2-55u
DNA - Molde 10ul -
Taq DNA polimerase 0,5ul 250
(5U/ul)
H,0 Milh-Q estéril 61,5ul
TOTAL 100ul

Para a amplificagdo de 300 pb foram utilizados 30 ciclos com as seguintes tempe-

raturas:

94°C — 1 minuto ( desnaturagio )
52°C — 1 minuto ( anelamento )

72°C — 2 minutos ( atividade da Taq DNA Polimerase )




Para inser¢do na juncdo esquerda de pheU:-
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COMPONENTES VOLUME CONCENTRACAO
FINAL
10x PCR buffer 10ul Ix
10 mM dNTP mixture 2ul 0,2mM cada
50mM MgCl, 3ul 1,5mM cada
Iniciador — K721 1-7,0ud 0,5 pM cada
Iniciador — K722 2-6,0ul
DNA — Molde 10ul -
Taq DNA polimerase 0,5ul 25U
(5U/ul)
H,0 Milli-Q estéril 63l
TOTAL 100l

Para a amplifica¢do de 1000 pb foram utilizados 30 ciclos com as seguintes tempe-

raturas:

94°C — 1 minuto ( desnaturagio )

50°C — 1 munuto ( anelamento )

72°C — 2 minutos ( atividade da Taq DNA Poliomerase )




Para inserc¢do na juncgio direita de pheU:
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COMPONENTES VOLUME CONCENTRACAO
FINAL
10x PCR buffer 10l Ix
10 mM dNTP mixture 2ul 0,2mM cada
50mM MgCl, 3ul 1,5mM cada
Iniciador — K723 1-7,5ul 0,5 uM cada
Iniciador - K724 2-6,5ul
DNA —Molde 10ul -
Taq DNA polimerase 0,5ul 25U
(50/ul)
H,O Milh-Q estéril 60,5ul
TOTAL 100pd

Para a amplificacdo de 800 pb foram utilizados 30 ciclos com as seguintes tempera-

turas:

94°C — 1 mmuto ( desnaturagdo )

50°C — 1 minuto ( anelamento )

72°C — 2 miutos ( atividade da Taq DNA Poliomerase )
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4.5. Adesinas

4.5.1.Aderéncia as Células HelLa e HEp-2

As provas de aderéncia as células de linhagem continua foram realizadas tanto
em células Hel.a ( carcinoma epitehial de cérvix humana, ATCC: CCL2 ) como em
células HEp-2 ( carcinoma de laringe humana, ATCC: CCL23 ). A mesma metodo-
logia de cultivo celular, cultivo das amostras a serem testadas, preparo das micro-
placas contendo a monocamada celular sobre laminula ¢ a infec¢do propriamente
dita foram desenvolvidas de maneira similar para as 2 linhagens.

As provas foram realizadas com as 52 amostras nas células HelLa e HEp-2.

4.5.1.1. Preparo das Amostras Bacterianas
Na infecgdo das culturas, as amostras a serem testadas foram cultivadas por

18 horas a 37°C em 3 ml de TSB ( Tryptic Soy Broth — Difco ).

4.5.1.2. Preparo das Células HelLa e HEp-2

Todas as provas desenvolvidas foram realizadas com as células mantidas e
repicadas no Laboratorio de Cultivo Celular da area de Microbiologia do Departa-
mento de Microbiologia ¢ Imunologia do IB da UNICAMP, nos procedimentos
adotados pelo laboratério sob coordenagdo da Profa. Dra. Silvia Maria Viccari
Gatti.

A Metodologia utilizada foi a descrita por SCALETSKY et al. ( 1984 ) com
algumas modifica¢des. As células foram cultivadas em microplacas ( Falcon, USA )
com 24 orificios em atmosfera de CO,, contendo 1 ml de meio Eagle ( M.EM. )
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acrescido de 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos ( 50% de penicilina e
50% de estreptomicina ).

A estas microplacas previamente foram colocadas laminulas de 10x7mm esté-
reis em cada orificio.

O crescimento das monocamadas foi acompanhado pela observagiio apos 24-
48 horas em microscopio invertido.

A cultura era considerada ideal para o teste quando as células apresentavam
50% ou mais da area da laminula recoberta e se apresentavam baixa refringéncia,

sem deslocamento.

4.5.1.3. Teste de Adesdo

O meio Eagle contido nos orificios das microplacas foi retirado com o auxilio
de micropipetas de 1000ul com ponteiras estéreis. As células foram lavadas com
tampdo PBS pH7.4 — 0,01M estéril por 3 vezes para que todos os residuos de soro
fetal bovino e antibidticos fossem retirados. A cada orificio foram adicionados 1 ml
de meio Eagle acrescido de 1% de D-manose ( Difco ), inoculando-se em seguida
40pl do cultivo da amostra a ser testada. Todas as amostras foram testadas em du-
plicata, ou seja, 2 orificios para cada amostra.

As microplacas contendo as amostras foram incubadas por 3 horas a 37°C e
em seguida foram novamente lavadas com o mesmo tampfo por 10 vezes para re-
mover as bactérias que ndo aderiram. Apds esta lavagem as laminulas foram fixadas
pela adi¢do de 1 ml de Metanol P.A. por orificio, 4 temperatura ambiente por 15 mi-
nutos ¢ em seguida coradas com May-Grunwald a 10% por 5 minutos e Giensa a 5%
por 20 minutos.

O resultado da aderéncia e o seu tipo, quando presente, foi observado em mi-

croscopio optico, inicialmente com um aumento de 320x e em seguida sob objetiva
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de imersdo. Os critérios para definicdo do tipo de adesdo utilizados foram os des-
critos por SCALETSKY et al. (1988), NATARO et al. (1985) e LEVINE (1987).
Amostras controle para cada tipo de adesdo, assim como amostra controle ne-

gativo foram incluidas em todos os testes realizados.

4.5.1.4. Teste de Adesdo com Seis Horas de Incubagido

Realizou-se o teste com 6 horas para as c€lulas que apresentaram adesdo do
tipo ndo caracteristica, assim como as que nio apresentaram adesdo com 3 horas de
incubag¢io. A metodologia assemelha-se a empregada com 3 horas, sendo que apos o
periodo de incubagdo de 3 horas, o meio de cultivo foi retirado, os orificios foram
lavados por 3 vezes com PBS estéril e meio Eagle acrescido de 2% de soro fetal bo-
vino foi reposto na quantia de 1 ml em cada orificio. Realizou-se nova incubagio por
3 horas na temperatura de 37°C e em seguida utilizou-se a mesma metodologia para

fixar, corar e observar as células.

4.5.2. PCR para deteccdo de eaf (FRANKE et al., 1994 )
Utilizou-se a seguinte sequéncia de imiciadores:
EAF1- CAG GGT AAA AGA AAG ATG ATA A
EAF25- TAT GGG GAC CAT GTA TTA TCA,
que amplificam um fragmento de 397 pb.



Realizado sob as seguintes condi¢des:
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COMPONENTES VOLUME CONCENTRACAO
FINAL
10x PCR buffer 10l Ix
10Mm dNTP mixture 2ul 0,2mM cada
50mM MgCl, 3ud 1,5mM cada
Iniciadores ( 10uM cada ) 1-9,0ud 0,5 uM cada
2-17,5u
DNA — Molde 10l -
Taq DNA polimerase 0,5ul 250
(5U/ul)
H,O Milli-Q estéril 58ul
TOTAL 100ud

Para a amplificagdo foram utilizados 30 ciclos com as seguintes temperaturas:

94°C - 1 minuto ( desnaturagio )

54°C - 1 minutos ( anelamento )

72°C - 1 minuto ( atividade da Taq DNA Polimerase )
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4.5.3. Microhemaglutinagdo Manose-Resistente (MHMR)

As amostras a serem testadas para hemaglutinacio, utilizando metodologia de
OLIVEIRA et al., (1981), foram cultivadas por 18 horas, utilizando os meios CFA,
Minca e Minimo.

Para a reag¢do propriamente dita, segundo técnica de JONES & RUTTER
( 1974), com algumas modificagdes, foram utilizadas placas de microtitulo de fundo
em “U”. Adicionou-se na primeira fileira (A) da placa de microtitulo, 100ul de PBS
acrescido de 0,5% de D-Manose, nas demais fileiras, adicionou-se 50ul do mesmo
Tampdo. Com um palito estéril, fez-se um raspado na cultura da amostra a ser tes-
tada e diluiu-se esse raspado na primeira concavidade da placa de microtitulo. Fez-
se a diluicdo da amostra a partir da primeira concavidade, até a ultima, desprezando
os 50ul finais. Assim, da primeira até a ltima concavidade, teremos as seguintes
diluigdes: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256. Apos a dilui¢do, acrescen-
tou-se 50ul da hemacia a ser testada, lavada duas vezes em salina 0,15M ( 10 mi-
nutos a 1800 r.p.m. ) e uma vez com o tampdo PBS ( 10 minutos a 1800 r.p.m. ) e
diluida a 1% em tamp3o PBS + 0,5% de D-Manose. Agitou-se levemente e levou-
se a 4°C por 1 hora. Apos este periodo, realizou-se a leitura , onde as hemacias que
formavam uma rede depositada no fundo da concavidade indicavam reagdo positiva
para aquela concentragdo de bactérias. Onde houve deposito de hemaécias, sob a
forma de “botdo”, o teste foi considerado negativo. As hemacias utilizadas foram

humana, bovina, equina, de cobaia e de galinha.
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4.6. Determinacio do Antigeno O

A sorogrupagem das amostras foi realizada com os anti soros 02, O8, 09,
015, 020, 026, 045, 049, 064, 078, 0101, 0103, 0109, 0115, 0128, 0132,
0138, 0139, 0141, 0147, 0149, 0153, 0157 segundo metodologia de GUINEE
etal. ( 1972 ), com algumas modificagdes. As amostras foram cultivadas em
TSA ( Difco ) e incubadas a 37°C por 18 horas. Foram ressuspensas em salina esté-
ril, ajustadas para 1,8 x 10° bactérias por ml com a mesma solugdo, segundo o tubo
6 da escala de Mac Farland. O antigeno O foi preparado aquecendo-se a suspensdo
por 1h a 100°C para destruigéo dos antigenos capsulares ( K ) e flagelar ( H ), e por
2,5h a 121°C para testes com anti-soros preparados contra os antigenos 08, 09,
020 e O101, para inativagdo do antigeno K do tipo A. Estes antigenos recobrem o
antigeno O e impedem sua reagdo com o anti-soro. Adicionou-se ao antigeno O pre-
parado, igual volume de salina formalinizada contendo violeta de genciana a
0,005%. Misturou-se 50ul de antigeno e 50ul de anti-soro diluido 1/80 em salina
estéril contendo azida sodica ( 1g/1000ml), em orificios de fundo em “V” de placas
de microtitulo de 96 orificios. A leitura era feita apds incubagdo das placas a 37°C,
por 18h. Reagdes positivas para determinado anti-soro apresentavam-se como
amostras em suspensdo € reagdes negativas apresentavam-se com um deposito em

~

forma de “botdo” no fundo do orificio.
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4.7. Determinacido do Antigeno H

Utilizou-se amostras crescidas por 18 horas a 37°C em caldo simples e forma-
linizadas pela adi¢do de um igual volume de 0,5% de cloreto de sédio com 0,6% de
formalina. Estas solug¢des foram testadas com anti-soros H em “pools”.

Foram utilizados 10 “pools”, onde cada um continha 5 ou 6 anti-soros H, com
excegdo do “pool” 10, que continha 4 anti-soros:

“Pool™: 1.H:1,2,3,12,16
.H:4,5,6,9,17
: 8,11, 21, 40, 43
7,10, 14,15, 18
19, 20, 23, 24, 25
126,27, 28, 29,31
: 30, 32, 34, 36, 41
: 33,35, 37, 38,45
039,42, 44, 46, 47
10. H 48, 49, 50, 51

2
3
4
5
6.
7
8
9

TOL D T T T

Um mililitro da suspensdo do antigeno desconhecido foi adicionado ao anti-
soro H, resultando em uma solugdo final de 1:1000. Os testes foram incubados em
Banho-Maria a 48-50°C e a leitura foi realizada apds periodos de 15 minutos, 30
minutos € 1 hora. Quando ocorria aglutinagdo com 1 dos “pools™, o teste era refeito,

desta vez com todos os anti-soros contidos naquele “pool”, em separado.
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4.8. “Fluorescence Actin Staining Test” ( FAS )

O teste de FAS ¢ utilizado para detectar a polimerizagdo da actina sob os lo-
cais onde a bactéria se adere ( SHARIFF et al., 1993 ).

Realizou-se o teste com cultivos das amostras 309, 326, 340 e 44.4 em meio
TSB, incubados a 37°C por 18 horas. Lavou-se 3 vezes com tampédo PBS estéril a
monocamada celular ( Células HEp-2 ) resultante de 48 horas de crescimento em
microplacas de 24 concavidades contendo laminulas. Em cada concavidade adicio-
nou-s¢ 1 ml de M.EM., suplementado com soro fetal bovino a 2% e 1% de D-
Manose. Em seguida adicionou-se a amostra bacteriana crescida em TSB, na quanti-
dade de 35ul, sendo uma amostra por concavidade. Incubou-se a placa por 3 horas a
37°C em estufa de CO,. Lavou-se a placa 2 vezes com tampio PBS estéril. Colo-
cou-se novamente 1 ml de M.E.M. suplementado com soro fetal bovino a 2% e D-
Manose a 1%. Levou-se novamente a estufa de CO, a 37°C por mais 3 horas. Reali-
zou-se a fixagdo, retirando-se 0 M.E.M., lavando-se a placa 3 vezes com tampéo
PBS e adicionando-se a cada orificio 1 ml de formalina ( PBS - 100ml + Formal-
deido 37% - 8ml ). Deixou-se por 30 minutos € seguiu-se a colorag@o. Lavou-se a
placa por 3 vezes com tampdo PBS. Permeabilizou-se a membrana celular bacteria-
na com 1 ml de Triton X-100 ( SIGMA ) diluido a 1% em tampéo PBS , por 4 mi-
nutos a temperatura ambiente. Lavou-se novamente 3 vezes com tampio PBS e co-
rou-se com 10ul de uma solugdo de Sug/ml de PHALLOIDIN — FITC Labeled (

SIGMA ) por 30 minutos, a temperatura ambiente, em cimara escura. O resultado
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positivo é obtido pela observagdo da actina polimerizada sob os locais onde a bacté-

ria se aderiu.
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IX. Resultados

1. Pesquisa de enterotoxina L. T-I

Mediante leitura das 1dminas e placas, observamos que os sobrenadantes de
cultivo de nenhuma das amostras provocou formagdo de halo de hemolise em nos
dois testes realizados: Imuno Hemolise Radial e Imuno Hemdlise Radial Modifica-
do, o que pode ser confirmando com o teste de PCR, o qual ndo amplificou os 1nici-
adores utilizados para a detec¢do da toxina LT-I. Portanto, nenhuma amostra de E.

coli de ongem bovina estudada produziu enterotoxina LT-I.

2. Pesquisa de enterotoxina LT-II através de PCR

Apenas a amostra 280 apresentou amplificagdo do gene que codifica a ente-

rotoxina LT-II ( Figura 1 ). Portanto, somente em 1 amostra foi detectado o genoti-

po para a produgdo de LT-II.
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3. Pesquisa das toxinas STa, STb, CNF1, CNF2, Stx1 e Stx2

O teste do camundongo recém nascido ndo detectou nenhuma amostra STa
positiva. Obtivemos um total de 52 amostras negativas para a produgio desta toxi-
na, representando 100% das amostras testadas, o que foi confirmado pelo teste de
PCR. Em adi¢do, nenhuma das amostras testadas em PCR para detec¢do do gene
que codifica para a toxina STb tiveram resultado positivo.

Todas as amostras testadas em PCR foram negativas para a detec¢do dos ge-

nes que codificam para a produgio das toxinas CNF1, CNF2, Stx1, ou Stx2.

4 Teste de Adesdo em Células HEp-2

As amostras com resultado positivo para aderéncia em células HEp-2, com 3
horas de incubagdo, bem como o tipo de adesio apresentada encontram-se na tabela
1. Um total de 31 amostras positivas foram obtidas neste teste, 0 que representa
59,61% do total de amostras. Destas, 16 ( 51,61% ) apresentaram “Adesdo N&o
Caracteristica”, categoria que classifica amostras que ndo conseguiram ter seu pa-
drio de adesdo definido com este teste, ou por apresentarem adesdo insuficiente ou
por mostrarem mais de um tipo de adesdo no mesmo teste. Outro tipo de adesdo
encontrado foi “Cover Slip”, ou “ Adesdo Agregativa na Laminula”, com 1 amostra,
representado  3,22% das amostras positivas. Foram observadas 8 amostras do
tipo “Agregativa” ( 25,81% ) e 5 amostras com “Aderéncia Difusa” ( 16,13% ) e 1
amostra com adesjo do tipo “Localizada-like” ( 3,22%).

As amostras com resultado negativo e as amostras que apresentaram aderéncia

do tipo “N&o Caracteristica no teste com 3 horas de incubag¢io foram novamente
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testadas, incubando-se estas amostras por 6 horas. Resultados estdo apresentados na
tabela 1. Vinte amostras positivas foram obtidas neste teste, o que representa
57,14% de positividade. Destas, 10 amostras apresentaram “Aderéncia Agregativa”
( 50% ) ( Figura 3 ), 5 amostras apresentaram “Aderéncia Difusa” ( 25% ) ( Figuras
5e7),4 apresentaram “Aderencia Nao Caracteristica” ( 20% ) ¢ a amostra 44.4
( 5% ) apresentou adesdo do tipo “Localizada-like” ( Figura 6 ). Apesar de apresen-
tarem resultado negativo, as amostras 326 ¢ 340 encontram-se na tabela por apre-

sentarem o gene eae.

5. Teste de Adesdo em Células HelLa

Os resultados referentes ao teste de adesdo em células HelL.a encontram-se na
tabela 1, sendo que , nas 52 amostras testadas com 3 horas de incubagéo foram ob-
tidas 29 amostras positivas, representando 55,76% do total de amostras testadas.
Destas, 5 apresentaram “Aderéncia Difusa” ( 17,24% ) ( Figura 4 ), 2 amostras
apresentaram “Aderéncia Agregativa” ( 6,90% ) ( Figura 2 ), 21 amostras apresenta-
ram “Aderéncia Ndo Caracteristica” ( 72,41% ) e 1 amostra apresentou aderéncia do
tipo “Cover Slip” ( 3,45% ). As amostras negativas € as amostras que apresentaram
adesdo do tipo “Ndo Caracteristica” foram testadas com 6 horas de incubag@o.
Vinte e duas amostras tiveram resultado positivo ( 53,66% ), sendo que 2 amostras
apresentaram “Aderéncia Difusa” ( 9,09% ), 4 apresentaram “Aderéncia Agregati-
va” ( 18,18% ) e 16 apresentaram “Aderéncia Nao Caracteristica” ( 72,73% ). Ape-
sar de apresentarem resultado negativo para este teste, as amostras 309, 326, 340 ¢
44 4 também foram incluidas na tabela 1 por apresentarem resultado positivo para o

gene eae no teste de PCR.
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6. Teste de PCR para detecgdo do gene eaf.

Nenhuma das amostras amplificou o gene que codifica para EAF, demons-

trando que as amostras sio todas negativas para este fator de viruléncia.

7. Microhemaglutinagdo Manose-Resistente ( MHMR ).

Observamos nos resultados que a quase totalidade das amostras microhema-

glutinantes reagiram apenas com hemacias humanas, geralmente em titulos baixos,

até¢ 1:16, com exceg¢do das amostras 309, 340, 348 ¢ B que reagiram até 1:32; as

amostras 305, 327 € 3262 que reagiram até a diluigdo 1:64 e as amostras 303, 304 e

343, que reagiram em diluigdes maiores compreendidas entre 1:128 e 1: 256.

8. Teste de PCR para detecgdo do gene eae

Das 52 amostras testadas, 4 tiveram resultado positivo para o gene eae, a sa-

ber: 309, 326, 340 ¢ 44 4. Estes resultados encontram-se na Tabela 2 e na Figura 8.

9. Western Blot para detec¢do de intimina

As 4 amostras que tiveram resultado positivo para o gene eae pelo teste de

PCR foram examinadas pelo Western Blot para pesquisa de Intimina. Todas as
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quatro amostras ( 309, 326, 340 e 44 .4 ), tiveram resultado positivo também para a
produgdo desta proteina. Estes resultados também se encontram na tabela 2, para

fins de comparagdo com outros achados e na Figura 10.

10. Determinacdo dos subtipos de mtimina (o, B,y e d)

As amostras 326, 340 e a amostra 44 .4 foram positivas para a intimina 3 € ne-
gativas para as intiminas a, y € 8, rea¢des que podem ser consideradas validas uma
vez que os padrdes positivo e negativo funcionaram perfeitamente no teste de PCR
( Figura 9 ). A amostra 309 nio amplificou com nenhum dos iniciadores testados,
indicando que ndo pertence aos 4 subtipos de intimina. Estes resultados foram con-
firmados pelo teste de Western blot realizados com os anti-soros anti-intimina o e
anti intimina 3, sendo que nenhuma amostra reagiu com o primeiro anti-soro € as

amostras 326, 340 ¢ 44 4 reagiram com o anti soro 3 ( Figura 11 ).

11. Sorogrupagem

Realizado em nosso laboratério para antigeno O e confirmado no Departa-
mento de Microbiologia € Parasitologia da Faculdade de Veterinaria da Universida-
de de Santiago de Compostela - Lugo - Espanha, que também realizou o teste para
detec¢do do Antigeno H com as amostras eae positivas. O Antigeno H foi determu-
nado pelo teste de aglutinagdo recomendado por EWING, 1986. Os resultados estdo

apresentados na tabela 2.
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12. Teste de FAS

A amostra 309 apresentou resultado positivo para bactérias isoladas e para
grupos bacterianos. O aspecto das manchas foi caracteristico. As amostras 326 e
340 tiveram resultado negativo para este teste, devendo-se levar em consideracdo o
fato destas amostras ndo terem apresentado adesfio as células HelLa ¢ HEp-2. A
amostra 44 .4 apresentou uma aderéncia intensa as células HEp-2, em padrio de ade-

réncia localizada-like, com resultado positivo para o teste de FAS ( Tabela 2 ).

13. Pesquisa do local de inserg¢do de LEE

As amostras 309, 326 ¢ 44 .4, testadas em PCR, amplificaram aproximada-
mente 527 pares de base ( pb ), indicando ser esta banda, o selC intacto, ou seja, em
outras palavras, o LEE ndo esta inserido neste gene. A amostra 340, neste mesmo
teste, amplificou cerca de 860 pb, o que necessita de outras investigagdes para po-
dermos explicar este fato ( Figura 12 ).

Quando estas mesmas amostras foram testadas pela Profa. Dra. Tania Tardelli
Gomes, da E.P.M., para verificar se ocorria inser¢io em phel/, a amostra 309 am-
plificou pheU intacto, com cerca de 300pb. As amostras 326 ¢ 44.4 amplificaram
bandas com numero de pb maior que o nimero de pb das inser¢des nas jungdes di-
reita e esquerda de phelU. A amostra 340 apresentou duas bandas, sendo que uma
delas tinha 0 mesmo nimero de pb das amostras 326 € 44.4, ¢ a outra banda tinha o
numero de pb mtermediario entre o da amostra padrdo negativo € o da outra banda
apresentada ( dados ndo apresentados ). Estes dados também necessitam de outras

investigagoes.



Tabela 1. Resultado dos Testes de Adesdo em células HEp-2 € HeLa.
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Amostra Célula HEp-2 Célula HEp-2 Célula HeLa Célula HeLa
3h de incubacie 6h de incubacio 3h de incubacgio 6h de incubacio

211 N N N N
214 NC NC NC NC
216 N N N N
225 AD - AD -
227 NC AA AA -
230 N AD N N
243 AD - AD -
262 AD - AD -
278 NC * NC *
279 AA - AA -
280 NC AA NC AA
303 NC AA NC AA
304 N N N N
305 N N N N
309 N AD N N
313 N N N N
314 NC AA NC AA
315 NC AA NC AA
316 N N N N
318 * - * -
325 NC AA NC NC
326 N N N

327 N AA N N
330 N AD N AD
331 AA - NC NC




Tabela 1. (continuagio )
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Amostra Célula HEp-2 Célula HEp-2 Célula HeLa Célula HeLa
3h de incubacie -6h de incubacio 3h de incubacio 6h de incubacio
334 AA - NC NC
337 N N N N
338 CL - CL -
339 AA - NC NC
340 N N N N
341 AA - NC NC
342 AA - NC NC
343 AA - NC NC
344 AA - NC NC
345 N N NC NC
347 NC AA NC NC
348 AD - AD -
349 AD - AD -
350 N N N N
351 N N NC NC
3254 NC AA NC NC
3262 N N N N
3263 * - * _
3265 N AD NC NC
M3 NC AA NC NC
M4 NC * * -
M8 NC AD N N
B NC NC N AD
P NC NC N N
Hol N N N N
G5 NC NC NC NC
44 4 LL LL N N
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Legenda da Tabela 1:

*. Amostras inviaveis para o teste de aderéncia, pois mesmo apOs varias tentativas ndo obtivemos
sucesso em manter o tapete celular durante o teste.

-: Amostras n3o testadas.

N : Negativa.

NC: Nio Caracteristica.

AD: Aderéncia Difusa.

AA: Aderéncia Agregativa.

CS: “Cover Slip”.

LL: “Localizada-like”.
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Tabela 2: Resultados positivos para o gene eae, produgio de intimina e sorogrupagem:

AMOSTRA PCR PARA WESTERN BLOT PCR PARA SOROGRUPAGEM
DETECCAO DO GENE { PARA DETECGAO DE | DETERMINACAO DO
eae INTIMINA TIPO DE INTIMINA
211 negativo - - 033
214 negativo - - 08
216 negativo - - NT
225 negativo - - o17
227 negativo - - 015
230 negativo - - 033
243 negativo - - 017
262 negativo - - 0117
278 negativo - - 0117
279 - negativo - - 033
280 negativo - - 08
303 negativo - - 0153
304 negativo - - 0153
305 negativo - - 089
309 positivo positivo - 0103:H32
313 negativo - - 09
314 negativo - - 08
315 negativo - - 064
316 negativo - - Ol15
318 negativo - - 0117
325 negativo - - 08
326 positivo positivo Intimina $ NT:H11
327 negativo - - 033
330 negativo - - 080
331 negativo - - 080
334 negativo - - 021
337 negativo - - NT
338 negativo - - 026
339 negativo - - NT
340 positivo positivo Intimina 0123:H11
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Tabela2:  ( continuagdo )
AMOSTRA PCR PARA WESTERN BLOT PCR PARA SOROGRUPAGEM
DETECCAO DO GENE | PARA DETECCAO DE | DETERMINACAO DO
eae INTIMINA TIPO DE INTIMINA
341 negativo - - 012
342 negativo - - 012
343 negativo - - 073
344 negativo - - 021
345 negativo - - 0110
347 negativo - - 0110
348 negativoe - - 073
349 negativo - - 0110
350 negativo - - 020
351 negativo - - 020
M4 negativo - - 0117
3254 negativo - - NT
3262 negativo - - 033
3263 negativo - - 0117
3265 negativo - - NT
Hol negativo - - NT
G5 negativo - - 0127
M8 negativo - - 086
P negativo - - 036
B negativo - - 06
M3 negativo - - NT
44.4 positiva positivo Intimina B 026:H

NT: Amostra ndo Tipavel

- - Amostra ndo testada
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Figura 9. Resultado do teste de PCR para detecgdo da intimina 3 das amostras 326, 340 e 44.4.
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Figura 10. Resultado do teste de Western blot para detecgdo de intimina das amostras 309, 326,
340 e 44 4.
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Figura 11. Resultado do teste de Western blot para detec¢do de intimina 3 das amostras 326, 340
e 444,
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Figura 12. Resultado do teste de PCR para determinar o local de inser¢cdo de LEE, nas amostras

309, 326, 340 ¢ 44.4.
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X. Discussido

Escherichia coli enterotoxigénicas podem provocar colibacilose em bezerros,
afetando principalmente animais recém-nascidos e pds desmamados ( ACRES,
1985 ). Sua patogenicidade ¢ devida a produgdo de enterotoxinas e a expressio de
adesinas. Os dois fatores sdo geralmente codificados por plasmidios.

Amostras ETEC bovinas sdo capazes de produzir LT-II com grande frequén-
cia no exterior, principalmente na Asia e também STa ( BLANCO et al., 1992 ).

Neste trabalho, nos dois testes para detecgdo da enterotoxina LT-I ( Imuno
Hemolise Radial e Imuno Hemolise Radial Modificado ), observou-se que ndo houve
a formagdo de halo de hemodlise em nenhum dos testes indicando a nio produgio
dessa enterotoxina nas amostras testadas, o que foi confirmado pelo teste de PCR,
onde ndo houve amplificacdo dos genes utilizados para detecgdo desta toxina.

Na pesquisa da enterotoxina LT-II através de PCR, detectou-se a presenga
desta enterotoxina, em apenas uma amostra ( 280 ).

Tanto quanto saibamos esta ¢ a primeira detec¢do de LT-II em amostras de E.
coli isoladas de fezes diarréicas de bezerro, no Brasil. Outros estudos no nosso pais
detectaram esta enterotoxina em amostras de carne do tipo hamburguer ( GUTH et
al., 1986 ).

No teste de Dean ( DEAN et al., 1973 ) para detec¢do da enterotoxina STa,
observou-se que ndo houve a produgio desta toxina em nenhuma das 52 amostras

testadas sendo que estas apresentaram resultado muito abaixo de 0,085 na relagdo
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peso do intestino/peso da carcaga, o que foi confirmado com o teste de PCR para a
detecgdo de STa.

Todos os testes de PCR também mostraram resultados negativos para as toxi-
nas STb, CNF1 e CNF2, indicando que as amostras testadas ndo fazem parte do
grupo das E. coli enterotoxigénicas, nem das E. coli necrotizantes. Estes resultados
diferem dos resultados dos trabalhos de BLANCO et al. ( 1988 ) e de BURNS et al.
( 1996 ), onde eles encontram amostras de E. coli produtoras de CNF1 ou CNF2 em
amostras de fezes de bezerros com diarréia e de bezerros normais, sendo que a por-
centagem de NTEC isoladas de bezerros normais € maior.

Apesar de amostras STEC formarem parte da flora normal de gado bovino, em
determinadas circunstancias podem comportar-se como enteropatdgenos € provocar
diarréia em bezerros ( BLANCO et al., 1992; BLANCO et al, 1994; BURNENS et
al., 1995, YANO et al., 1986 ). Elas podem produzir Stx1 ¢ Stx2. DORN et al.
( 1993 ) sugerem que as E. coli produtoras de Stx1 sdo mais comuns em bezerros e
mfecgdes por E. coli produtoras de Stx2 sdo mais comuns no gado mais adulto.

Algumas STEC bovinas tem caracteristicas similares a EHEC, de importincia
na patologia humana, produzindo quantidades elevadas de Stxs, estando associadas
com colite hemorragica, seguido de sindrome urémica, com letalidade consideravel
( DORN et al., 1993; DEAN-NYSTRON et al., 1997).

Muitas amostras STEC isoladas de gado com diarréia revelaram “in vitro” as
lesdes caracteristicas descritas como lesdes “attaching and effacing” ( HALL et al.,
1985; MOXLEY & FRANCIS, 1986 ). Esse fato pode aumentar a viruléncia dessas
amostras STEC ( BLANCO et al., 1996 ).

Embora amostras STEC tenham sido isoladas com alta propor¢do de bezerros
diarréicos e sadios ( MOHAMMAD et al., 1985; MOHAMMAD et al., 1993;
MAINIL et al., 1987; BLANCO et al., 1988; BLANCO et al., 1993 ), estudos re-
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centes sugerem que amostras que produzem Stx1 somente € possuem o gene eae
necessario para causar as lesdes A/E podem estar envolvidos na diarréia de bezerros
( WIELER et al., 1992; DORN et al., 1993; MAINIL et al., 1993; BLANCO et al,
1996 ).

Amostras de bezerros produtoras de Stx1 abrigam o LEE significantemente
mais que as produtoras de Stx2 ( WIELER et al., 1996; WIELER et al., 1998 ).

DEAN-NYSTRON et al. (1998 ), demonstraram que o gene eage € necessario
para amostras . coli O157:H7 colonizar intensivamente o intestino e causar lesoes
A/E em bezerros neonatais. Mostraram também que a aderéncia mediada por eae a
mucosa intestinal é critica para EHEC causar enterocolite fibrinohemorragica e diar-
réia em bezerros.

Nossos resultados ndo apontaram a presenga de nenhuma das Shiga-toxins
( Stx1 e Stx2 ) em nossas amostras, ndo amplificando com os niciadores por nos
utilizados nos testes de PCR.

Ao contrario do que pode parecer, os resultados negativos para as enterotoxi-
nas ( LT-I, LT-II, STa e STb ) ¢ citotoxinas ( Stxs € CNFs ) nas amostras era um de
nossos objetivos, pois queriamos examinar E. coli isoladas de bovinos com diarréia
que ndo fossem enterotoxigénicas nem citotoxigénicas, com o intuito de podermos
relacionar estas amostras com a presenga do gene eae.

Os resultados obtidos com o teste de aderéncia as células HEp-2 néo se repeti-
ram para algumas amostras, no teste de aderéncia em células HeLa . Observamos
uma grande porcentagem ( 51,61% em células HEp-2 e 72,41% em células HeLa )
de amostras que apresentaram “Aderéncia nio Caracteristica” quando incubadas a
37°C por 3 horas, tanto em células HEp-2 como em c€lulas HeLa, o que ndo se re-
petiu com as células HEp-2 quando o teste foi feito incubando-se por 6 horas as pla-

cas, pois esta porcentagem diminui para 20%. Observamos também uma grande fre-
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qiiéncia de amostras com aderéncia do tipo “Agregativa”, quando incubadas por 6
horas em células HEp-2 ( 50% ). A amostra 309 apresentou aderéncia difusa apenas
no teste com 6 horas. A amostra 44.4 foi testada em HEp-2 , apresentando resultado
positivo para aderéncia localizada-like. Este teste foi realizado como etapa prelimi-
nar para o teste de FAS. Estes resultados nos incentivaram na busca de possiveis
novas adesinas que estas amostras poderiam apresentar.

O teste de Microhemaglutinagdo Manose-Resistente, utilizado como presunti-
vo para a presenc¢a de adesinas principalmente fimbriais, ndo apresentou resultados
significativos, sendo que apenas algumas amostras apresentaram aglutinacdo com
hemacias humanas, porém em baixos titulos.

Lesdes caracterizadas por bactérias intimamente ligadas a células epiteliais
com destrui¢@o das microvilosidades foram detectadas histologicamente e confirma-
das ultraestruturalmente nos intestinos grosso e delgado de bovinos ( POSPISCHIL.
etal.,, 1987, HALL et al., 1985, MAINIL et al., 1987 ).

O estudo desse tipo de lesdo, chamado de “attaching and effacing” aumentou
muito nesta década, usando-se modelos animais, culturas celulares e testes mais so-
fisticados diretos ou indiretos, como o FAS, Microscopia Eletronica de Transmissdo
¢ Western Blot, além de testes genéticos, como é o caso do PCR ( GANNON et al.,
1995; ADU-BOBIE et al., 1998; SHARIFF et al., 1993 ).

Nenhuma das amostras testadas possuia o gene que codifica para “Bundle
Forming Pilus”. Sendo ainda considerado de grande importancia no estagio inicial da
formagdo das lesdes do tipo A/E ( GIRON et al., 1991 ), a sua auséncia em nossas
amostras pode ser explicada em um trabalho de KNUTTON et al. ( 1987 ), onde se
demonstrou que uma amostra EPEC que perdeu espontaneamente o plasmidio EAF,
¢ portanto € deficiente na expressdo de BFP, ainda era capaz de aderir-se a culturas

de mucosa intestinal de adultos em pequenas microcol6nias € formar lesdes do tipo
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A/E, sugerindo que o plasmidio ndo ¢ requerido para estagios posteriores da forma-
¢do das mesmas ( HICKS et al., 1998 ).

De todas as amostras que testamos, selecionamos 4 ( amostras 309, 326, 340
e 44.4 ), de maior interesse, as quais continham o gene eae, comprovado pelo teste
de PCR. Estas amostras foram estudadas mais detalhadamente, sendo que, por con-
terem este gene, poderiam ser responsaveis pelo “attaching and effacing”.

Dessas amostras, somente a 309 e a 44.4 tiveram resultado positivo no teste
de aderéncia, apresentando aderéncia difusa e localizada-like, respectivamente. Este
fato nos proporcionou realizar o teste de FAS, o qual apresentou-se positivo para as
duas amostras, sendo esta mais uma evidéncia na formagdo das lesdes que procura-
vamos, pois com este teste podemos observar a polimerizagdo da actina celular nos
locais onde a bactéria se aderiu ( KNUTTON et al., 1989 ).

Realizamos entfio o teste de Western Blot para detec¢do de intimina. Esta
proteina é encontrada nas amostras eae positivas, sendo codificada por este gene. O
resultado de sua expressdo ¢ a ligagdo da bactéria a célula e acamulo de actina poli-
merizada em pedestais onde a bactéria se aderiu ( GIRON et al., 1991 ).

O resultado do Western Blot foi o esperado, sendo que confirmamos a presen-
ca da intimina nas 4 amostras testadas para a produgdo desta proteina de 94kDa.

Tendo como base as pesquisas de ADU-BOBIE et al. ( 1998 ), no qual des-
crevem-se os subtipos de intimina, a saber, o, B, y € 8, baseado nos dominios de li-
gacdo a celula, realizamos testes de PCR para descobrirmos qual o subtipo de inti-
mina que nossas amostras apresentavam, utilizando os iniciadores sugeridos neste
trabalho.

Demonstrou-se que as amostras 326, 340 e 44.4 amplificavam com os inicia-
dores para a intimina [, sendo que a amostra 309 ndo amplificou com nenhum dos

iniciadores por nos utilizados. Este resultado se repetiu quando realizamos um
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Western Blot utilizando um soro anti-intimina 3 especifico, o qual nos foi cedido
gentilmente pelo Prof. Gad Frankel ( Department of Biochemistry — Impernial College
of Science — Technology and Medicine — London — UK ). As 3 amostras positivas
para intimina B pelo resultado do teste de PCR também apresentaram uma banda de
94 kDa quando o teste de Western Blot foi revelado, representado a ligagdo do anti-
soro a intimina f3. Porém, nenhuma banda foi observada na amostra 309. Esta, pro-
vavelmente esteja incluida entre as amostras nfo tipaveis, mencionadas no trabalho
de ADU-BOBIE et al. ( 1998 ).

Nossas amostras positivas para eae foram sorotipadas e os resultados foram
os seguintes: a amostra 309 pertence ao sorotipo O103:H2, a amostra 340, ao soro-
tipo O123:H11, a amostra 44 .4 ao sorotipo O26:H', e a amostra 326 nio reagiu com
nenhum dos soros testados para o antigeno O, mas apresentou-se positiva para o an-
tigeno H11. Esses dados demonstram claramente que nenhuma de nossas amostras
positivas para eae fazem parte de sorotipos EPEC e A-EPEC conhecidos.

O passo seguinte na realizagdo do nosso trabalho, foi investigarmos onde es-
tava mserido o LEE nas amostras onde encontramos o eae € as intiminas. A regido
LEE, como ja descrito anteriormente, contém todos os genes necessarios para o fe-
notipo A/E.

Em EPEC E2348/69 ( O127:H6 ) e STEC ( O157:H7 ) o LEE esta inserido a
82 minutos no cromossomo de E. coli, a-ajusante ( downstream ) do gene que codi-
fica o RNAt para selenocisteina ( se/C). Em STEC do sorotipo O26:H", o LEE esta
mserido a 94 minutos no gene que codifica o RNAt para fenilalanina ( pheU )
( SPERANDIO et al., 1998).

Realizamos testes de PCR com os iniciadores indicados na publicagdo de
SPERANDIO et al. ( 1998 ), sendo que o conjunto K255 ¢ K260 amplificam a jun-
¢do direita do LEE com o gene se/C. O conjunto K295 e K296 amplificam a jungio
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esquerda do LEE com o gene selC e o conjunto K260 e K261 amplificam o gene
selC intacto, ou seja, sem o LEE inserido. O conjunto K913 e K914 amplificam o
gene pheU intacto. O conjunto K723 e K724 amplificam a jungdo direita do LEE
com o gene phel e o conjunto K721 e K722 amplificam a jung¢do esquerda do LEE
com o gene pheU ( Esquema da pagina 58 ).

Trés de nossas amostras amplificaram com o conjunto K260 e K261, forman-
do uma banda de aproximadamente 527 pb, indicando o se/C intacto. A saber,
amostras 309, 326 ¢ 44.4. A amostra 340, neste mesmo teste amplificou uma banda
de aproximadamente 860 pb.

A amostra 309 amplificou o gene pheU intacto, indicando que nesta amostra o
LEE ndo esta inserido em phelU. As amostras 326 e 44.4 amplificaram uma banda
que migra com menor velocidade que a banda da amostra negativa € a amostra 340
amplificou duas bandas. Essas bandas de tamanhos diferentes podem ser devido a
amplificagio de se/C ou pheU, juntamente com outro gene, ou outra regido, o que
resultaria em uma amplificagdo de maior niimero de pares de bases. Estes dados es-
tdo de acordo com o trabalho de GOFFAUX et al. ( 1997 ), onde amostras bovinas
testadas para inser¢do de LEE amplificaram cerca de 850 pb com os iniciadores
K260 e K261.

Nenhuma das amostras amplificou com os conjuntos K255-K260 e K295-
K296, indicando claramente que o LEE nio esta inserido dentro do gene que codifi-
ca o RNAt de selenocisteina.

O isolamento de amostras possuindo o gene eae entre bezerros com diarréia
tem ocorrido em varios paises. Porém, na maioria dos casos ocorre uma associa¢io
com a produgdo de SLT-I e/ou SLT-II ( BLANCO et al, 1996 ). No Brasil,
SARIDAKIS et al. ( 1997 ) reportaram uma alta frequéncia de amostras eae positi-

vas pertencentes a sorogrupos EPEC e ha uma alta frequéncia da aderéncia do tipo



87

localizada ( AL ) entre essas amostras. Em nossas pesquisas, ndo encontramos ne-
nhuma amostra eae positiva com o padrdo AL, e nenhuma pertenceu aos sorotipos
conhecidos de EPEC.

Concluindo, os resultados obtidos neste trabalho nos permitiram demonstrar
os seguintes dados mais relevantes, em nossa opinido: 1° - em nossas ndo houve es-
treita correlagdo no padrio de aderéncia entre as 2 linhagens celulares testadas, €
também ndo foi encontrado o padrio de aderéncia localizada entre as amostras eae
positivas, diferentemente do que ocorre em amostras EPEC, de origem humana; 2° -
esta é a primeira constatagdo de intiminas do subtipo 3 em amostras bovinas, que se
enquadravam em grupos ndo encontrados em humanos, pelo menos no que tange as
EPEC e EPEC-A e 3° - em nossas amostras nio encontramos o LEE inserido no ge-
ne selC e nem no gene pheU, porém a detecgdo do eae e de intiminas em nossas
amostras vem comprovar a presen¢a do LEE, que provavelmente deve estar inserido
em outro gene que nio SelC e pheU, necessitando e até mesmo abrindo caminhos
para novas pesquisas basicas e aplicadas na patogenicidade de Escherichia coli de

origem animal ¢ humana.
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XI. Conclusdes

Os resultados obtidos no estudo das 52 amostras de E. coli por nos estudadas

permitiu-nos apresentar as seguintes conclusdes principais:

1. Os testes de PCR para o gene eage revelaram 4 amostras positivas para este gene
( amostras 309, 326,340 ¢ 44.4).

2. Nao houve total correlagdo entre padrio de adesdo em células HelLa ¢ HEp-2,
nas amostras positivas para este teste.

3. Viarnos padrdes de adesdo foram observados entre as amostras estudadas ( AD,
AA, “cover shp” e ndo-caracteristica ).

4. O padrdo de Adesdo Localizada ( AL ) ndo foi encontrado nas 4 amostras eae
positivas.

5. A prova de hemaglutinagdo manose-resistente feita com diversas hemacias ndo
apresentou resultados significativos.

6. Os testes de PCR para determinar os subtipos de intimina revelaram a presenga
de trés amostras produtoras de intimina B ( amostras 326, 340 € 44.4 ) ¢ uma
amostra ( amostra 309 ) ndo amplificou com nenhum dos iniciadores conhecidos,
indicando que esta ¢ produtora de uma intimina ainda nfo tipada.

7. Os resultados de PCR para detec¢do de intimina geral e intimina 3 foram confir-

mados com testes de Western blot com os anti-soros especificos para cada tipo.
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8. Oteste de F A S das amostras 309 e 44.4 revelaram a presenga de lesdes do tipo
A/E quando as mesmas foram ensaiadas com células da linhagem HEp-2.

9. As amostras 326 e 340 ndo apresentaram adesdo as linhagens celulares testadas,
fato este que tornou mnviavel a verificagdo “in vitro” das lesdes tipo A/E com es-
tas amostras.

10.Dentre as amostras que se apresentaram positivas para o gene eae ( amostras
309, 326, 340 € 44.4 ), ndo houve correlacio entre os sorogrupos EPEC e EPEC-
A conhecidos.

11.0s testes de PCR para determinar o local de inser¢do de LEE nos levaram a con-
clusdo de que, em nossas amostras positivas para eae o LEE ndo esta inserido
dentro dos genes se/C, como ocorre na amostra E2348/69 e nem em phel/ , como

ocorre na amostra Ol11lac:H".
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XII. Apéndice

1. MEIOS DE CULTURA

1.1. Meio TSB ( Trypticase Soy Broth)

O meio TSB (DIFCO) foi preparado de acordo com as especificagdes do fa-

bricante.

1.2.Meio BHI (Infusdo de Cérebro e Coragdo)

O meio BHI (DIFCO) foi preparado de acordo com as especificagdes do fa-

bricante.

1.3. Meio EPM

a) Meio Base

Triptona 10g
Extrato de Came 2g
Na(Cl S5g
Na,HPO,4.5H,0 2g
Sol. alc. azul de bromotimol (1,5%) 2ml
Agar llg

Agua destilada 1000ml



b) Solucdo de Sais

Citrato de ferro amoniacal
Na,S,05.5H,0

Glicose

Uréia

Agua destilada
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40g
85ml

A solugdo de sais foi esterilizada a 65°C, em Banho-Maria, por lhora e adici-

onada na quantidade de 17,5ml para cada litro de Meio Base, o qual teve seu pH

ajustado para 7,4.

1.4. Meio MILi (pH6.5)

Extrato de levedura
Peptona

Triptona

L-lisina

Dextrose

Agar

Bromocresol parpura

Agua destilada
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1.5. Meio Agar Citrato de Simmons

O meio Agar Citrato de Simmons (DIFCO) foi preparado de acordo com as

especificagdes do fabricante.

1.6. Me1o Minimo Essencial de Eagle Modificado (MEM)

O meio MEM (CULTILAB) foi preparado de acordo com as especificagoes

do fabrnicante.

1.7. Meio de Minca

a) Meio base

KH,PO4 1.36g
Extrato de levedura 1,50¢g
Na,HPO,.2H,0 10,10¢g
Glicose 1,00g
Agar 20,0g
Casaminoacidos 1,00g

Agua destilada 1000ml



b) Solu¢do de Sais
MgS04.7H,0
MnCl,.4H,0
FeCl;.6H,0
CaCl,.2H,0

Agua Milli-Q estéril
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10,000g
1,000g
0,135¢
0,400g
1000ml

Foi Adicionado 1ml da solugdo de sais para cada 1000ml do meio base

1.8. Mei1o Minimo

Solugdo de Sais
K,HPO,
KH,PO4

Citrato de Sodio
MgSO,4.7H,0

(NH,4),SO4
Agua destilada

140g
60g
10g

2g
20g
1000ml

Em 200ml de agar a 2%, foi acrescentado 10ml da solugdo de sais e glicose

para concentracio final de 0,5%.
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1.9. Meio CFA

a) Meio Base

Casaminoacidos 10g
Extrato de levedura 1,5¢g
Agar 20g
Agua destilada 1000ml
Solucgdo de Sais 10ml
b) Solugdo de Sais

MgS0,.7H,0 0,1g/100ml
MnCl,.4H,0 0,78g/100ml

Para compor 10ml solug¢do de sais, foram misturados Sml da solugido de cada

sal.

1.10. Meio TSA ( Triptic Soy Agar)

O meio TSA (DIFCO) foi preparado de acordo com as especificagdes do fa-

bricante.
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1.11. Meio CAYE

a) Solugdo de Sais

MgSO4 5%
MnCl, 0,5%
FeCl; 0,5%

Dissolver em 100ml de H,SO, ( 0,001M ) e esterilizar por filtraggo.

b) Meio Base

Extrato de levedura 6g
Casaminoacidos 20g
Na(l 2,5g
K,HPO, 8,75¢g

Dissolver os reagentes em 1000 ml de H,O destilada e autoclavar a 121°C por
20 minutos. Depois de estéril, adicionar 1 ml da solu¢io de sais para cada 1000 ml de

melo basico.

1.12. Luna agar

Triptona 10g
Extrato de levedura S5g
NaCl S5g
Agar bacteriologico 15g

Agua destilada 1000ml
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1.13. Meio de Dorset

4 volumes de ovo
1 volume de salina estéril

Foi misturado o ovo a salina, filtrado em gase estéril, distribuido em tubos e

esterilizado em banho de areia.
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2. SOLUCOES

2.1. Tampéo Salina Fosfatada (PBS) 0,1M

NaCl 80,0g
KCl 2.0g
Na,HPO,.12H,0 28.9g
KH,PO, 2,0g
Agua Milli-Q 1000ml

Os sais foram diluidos em 10% a menos do volume, com excegio do KH,POy,
o qual fo1 misturado ao volume restante e utilizado no ajuste do pH para 7,4. (Solu-

¢do de uso : 0,01M).

2.2. Solugédo de ATV ( Associagio de Tripsina-Versene)

a) Salina

NaCl 8,0g

KCl 0,2g
Na,HPO, 2.9¢g
KH,HPO, 0,2g
Agua Milli-Q 1000ml

Autoclavado e armazenado a 4°C.



b) Tripsina
Tripsina (DIFCO)

Solugdo salina (a)

¢) Solugdo de Versene

Versene (EDTA)

Solugdo salina (a)

d) Solugdo Vermelho de Fenol

Vermelho de Fenol

NaOH IN

e) Solugdo Final
Solugéo de tripsina (b)

Solugdo de versene (c)

Solugdo de Vermelho de fenol (d)

Ajustada para o pH 7.5.
Esterilizada por filtragdo.

2,0g
10ml

0,2g
10ml

0,5¢g
3,5ml

50,0ml
10,0ml
1,5ml

2.3. Tampao Fosfato de Sédio (pH6,8)

Solug¢do de Na,HPO4 0,002M em agua destilada.
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2.4. Tampao Tris-Borato (TBE)

Tris base

Acido bérico

0,5M EDTA (pH8,0)
Agua destilada

2.5. Tampéo de Amostra

SDS

Tampao Tris-HC1 0,5M pH6,8
Azul de Bromofenol
2-Mercaptoetanol

Agua Destilada

2.6. Gel de Pohacrilamida 8%

H,0 Mili-Q

Tampio Trs 1,5M pHS,8
Acrilamida/Bisacrilamida 30%
SDS 10%

TEMED

Persulfato de Amoénio 10%

54¢g
27,5¢
20ml
1000ml

4%
200mM
0,001%
5%

12,56ml
7,00ml
7,44ml
280ul
20ul
200ul
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2.7. Gel de Empacotamento

H,0 Mili-Q
Tampio Tris 1,5M pH6,8

Acrilamida/Bisacrilamida 30%.

SDS 10%
TEMED
Persulfato de Amoénio 10%

2.8. Tampio de Corrida (10x)

Trnis Base
Glicina

SDS

H,0 destilada

2.9. Tamp3o de Transferéncia

Glicina

Trnis Base
SDS

Metanol

H,O destilada

3,34ml
2,50ml
0,75ml
50ul
15ul
15ul

6,06g
28,82¢
1,00g
100mli

2,93¢g
5,81g
0,375g
200ml
1000ml
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2.10. Solugdo de Ponceau S (corante reversivel)

Ponceau S 0,5%
Acido acético glacial Iml
H,O destilada 100mi

2.11. Solugdo Bloqueadora

Triton 0,1%
Leite MOLICO 4%
PBS 0,05M pH7.,4

2.12. Tampéo Trietanolamina 10X

MgS0,.7H,0 1,23g
CaCl,.2H,0 0,2g
NaCl 75,0g
Trietanolamina 34,70g
Agua destilada 1000ml

Dissolver os reagentes em 10% a menos do volume final. Acertar pH para 7,4
com HCI. Completar o volume para 1000 ml. Conservar em Freezer. Para uso, diluir

10X acrescentando 0,5% de gelatina.



102

2.13 Formalina

PBS 100ml
Formaldeido a 37% 8ml
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L. Aidar', A . Sousa', F. A . de Avila’, L. C. Ricci’, M.A
Piton' M. Uemura' J.Blanco® & A .F. Pestana de Castro'.
Univérsidade Estadual de Campinas', Campinas, SP,
Universidade Estadual Paulista’, Jaboticabal, SP e
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Estdo sendo estudadas 51 amostras de Escherichia coliisoladas de
diarréia de bezeros, negativas para a producdo das enterotoxinas LT-
I, LT:Il e STa, visando a pesquisa dos virotipos de £ coli
enterohemorragica (EHEC) , £. coli de aderéncia difusa (DAEC) . E.
coli enteroagregativa (EAEC) e £. coli enterupatogénica (EPEC) , ex-
cluindo as E. colienterotoxigénicas (ETEC). Iniciaimente identificamos,
através da técnica de adesao em células Hela. 33 amostras aderen-
tes, com diferentes padrdes de adesdo a saber: aderéncia agregativa
( EA) | aderéncia difusa ( DA ) , “cover slip"(CS) . sendo 0 mais
prevalente a aderéncia classificada como ndo caracteristica (MC ). O
teste de adesao também foi realizado com células HEp-2 ¢ os mes-
mos padroes de aderéncia foram encontrados em 34 amostras, sen-
do que, em vdrias amostras ndo houve correlagdo quanto ao tipo de
aderéncia, enconlrado em céluias Heba ¢ MEp-2, sendo mais
prevalente em HEp-2 as aderéncias dos tipos EA e DA O leste de
Microhemaglutinagao Manose- Resistente { MHMR ) também foi reali-
zado. sendo que algumas amostras apresentaram resultado apenas
com hemaécias humanas, porém . em baixos titulos. Os resuitados
com hemacias de equinos, ovinos, de cobaia e de galinha foram ne-
gativos. Estamos ainda realizando testes de PC R. com a finalidade
de identificar o gene eaeA responsdvel por lesdes do ipo “attaching
and effacing”{ AJE ). Embora poucas amostras tenham sido testadas,
nossos primeiros resultados foram negativos para a presencga deste
gene.
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