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ABREVIATURAS

ETEC Escherichia coli enterotoxigénica
EPEC Escherichia coli enteropatogénica
EHEC Escherichia coli enterohemorrégica
EAgEC FEscherichia coli enteroagregativa
EIEC Escherichia coli enteroinvasora

ST Enterotoxina termo-estével

LT Enterotoxina termo-labil

SLT Shiga-like Toxin

VT Verocitotoxina

CT Toxina Colérica

KDa Kilodaltons

CFA Fator Antigénico de Colonizag&o
TSA Trypticase Soy Agar

TSB Trypticase Soy Broth

CAYE Casaminoacids Yeast Extract

MEA Minca+Alizarina+Eosina

DNA Acido Desoxirribonucleico

IHR Imuno-Hemélise Radial

PBS Tampdo Salina Fosfatada

PBS-M Tampio Salina Fosfatada+D-manose
BSA Soro Albumina Bovina

MHMR Microhemaglutinagio Manose Resistente
MEM Meio Minimo Essencial de Eagle Modificado
SDS Dodecil Sulfato de Sédio

PAGE Eletroforese em gel de poliacrilamida
TRIS Trietil amino metano

PEG Polietiteno Glicol

1gG Imunoglobulina G

PTH Feniltiohidantoina

HPLC High Performance Liquid Colunm



RESUMO

Colibacilose ocorre em leitdes recém-nascidos e poés-desmame. A
doenca é caracterizada por diarréia aguda, desidratagdo progressiva ¢ morte, o
que leva a uma considerdvel perda econdmica. Para a Escherichia coli causar
doenga, ela necessita de pelo menos dois fatores de viruléncia: a) produgdo de
enterotoxinas e, b) produgdo de adesinas. A proposta deste estudo foi a
deteccdo, isolamento, purificagio e caracterizagdo de uma nova adesina,
conhecida como 2134P, em amostras de E. coli enterotoxigénica (ETEC)
isoladas de leitdes com diarréia no Brasil. Esta adesina foi detectada numa
freqiiéncia alta (30,0%) em amostras de ETEC, que ndo expressavam as
adesinas K88, K99, 987P, F41 e F42. Isto sugere um papel importante da
adesina 2134P na enteropatogenia da colibacilose suina. A adesina 2134P
isolada foi purificada por cromatografia em Sepharose CL 4B e analisada por
SDS-PAGE corado com Coomassie Blue, apresentando uma tnica banda de 17
KDa., reconhecida pelo antissoro 2134P por “Western blot”. A técnica de
“gold immunolabeling” revelou que a adesina 2134P ¢ uma estrutura do tipo
fimbria localizada na superficie da bactéria. A seqiiéncia dos quinze primeiros
aminoacidos da porgdo N-terminal da adesina 2134P foi obtida, a qual

apresentou uma homologia de 10 aminoécidos (66%) com a porgdo N-terminal

da fimbria F107 (F18ab).



SUMMARY

Enterotoxigenic colibacillosis occurs in newborn piglets and weaned pigs.
It is characterizated by acute diarrhea, progressive dehydratation and death in a
few days which lead to considerable economic loss. Disease is caused by two
mainly virulence factors of Escherichia coli: a) production of enterotoxins and, b)
production of adhesins. The purpose of this study was the detection, isolation ,
purification and characterization of a novel adhesin, referred as 2134P, in
Escherichia coli enterotoxigenic (ETEC) strains isolated from piglets with
diarrhea in Brazil. This adhesin was deteéted in a high frequency (30.0%) in these
ETEC strains, which didn’t present the adhesins K88, K99, 987P, F41 and F42.
Its suggests the important role of adehsin 2134P in porcine enteropathogenesis.
The adhesin 2134P was purified on Sepharose CL 4B column chromatography,
and was analyzed by SDS-PAGE stained with Coomassie Blue, and presented
only one band of approximately 17 KDa identified in Western blot using specific
anti-2134P serum. Gold immunolabeling technique revealed that adhesin 2134P is
a fimbrial structure on bacterial surface. It was obtained the first fifteen amino
acids sequencing-signal of the N-termini portion of the adhesin 2134P, with a
homology of 10 amino acids (66%) with the F107 (F18ab) fimbriae.
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1. INTRODUCAO

A bactéria Escherichia coli, da familia Enterobacteriaceae é
um bacilo gram-negativo, anaerdbico facultativo, membro da flora normal
do homem, de mamiferos e de aves. Entretanto, algumas vezes, E. coli
podem estar associadas também a infec¢des intra e extra-intestinais, tanto
nos animais quanto no homem, e sio classificados em diferentes grupos,
de acordo com suas propriedades de viruléncia, interagdo com a mucosa
dos hospedeiros, sintomas clinicos, epidemiologia e sorotipos
(Donnenberg & Kaper, 1992).

Colibacilos relacionados a infecgdo intraintestinal estdo
classificados em 5 grupos: E.coli enterotoxigénica (ETEC), E.coli
enteropatogénica cldssica (EPEC), E.coli enterohemorrigica (EHEC),
E.coli enteroagregativa (EAgEC), e E.coli enteroinvasiva (EIEC) (Levine,
1987).



Colibaciloses por Escherichia coli enterotoxigénicas
(ETEC) emx animais domésticos sdo freqlientes, afetando principalmente
recém-nascidos e pos-desmame. E caracterizada por diarréia aguda,
desidratagio progressiva ¢ morte em poucos dias, o que leva a uma
consideravel perda econbémica (Morris & Sojka, 1985). Para causar
doenga, E. coli necessita de pelo menos dois fatores de viruléncia: 1)
produzir enterotoxinas termo-estaveis (STa e STb) e/ou enterotoxinas
termo-labeis (LT-I e LT-II), que provocardo desequilibric salino nas
células epiteliais do intestino delgado, levando a diarréia e, 2) produzir
antigenos de aderéncia, conhecidos como adesinas, geralmente de
estrutura fimbrial, ou fatores de colonizagdo, que permitem a bactéria se
aderir a receptores especificos nos enterécitos e colonizar o intestino do
hospedeiro (Gyles, 1986; Holland, 1990). Apds a adesédo e colonizagdo, a
subsegiiente produgdo de enterotoxinas pela bactéria pode levar a
diarréia. Cinco diferentes adesinas estavam relacionadas com ETEC
suina, K88, K99, 987P, F41 e F42 (De Graaf & Mooi, 1986; Yano et al,,
1986). Uma nova adesina conhecida como 2134P foi descrita em
amostras de ETEC e era diferente biologica e soroldgicamente daquelas

até entdo descritas em ETEC suina (Casey et al., 1992).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

As Escherichia coli patogénicas ao homem e aos animais
podem causar tanto infecgdes entéricas (diarréia, disenteria, etc.) quanto
extra-intestinais (bacteremia, urosepticemia, meningite, etc.).

As Escherichia coli causadoras de infecgdes entéricas
possuem caracteristicas proprias que as diferenciam entre si e, portanto,
podem ser agrupadas em 5 grupos diferentes, sendo eles: Escherichia coli
enteropatogénicas classicas (EPEC), Escherichia coli enteroinvasivas
(EIEC), Escherichia coli enterohemorragicas (EHEC), Escherichia coli
enteroaderentes ou enteroagregativas (EAEC) e, Escherichia coli

enterotoxigénicas (ETEC) (Levine, 1987)



2.1. Escherichia coli enteropatogénica cldssica (EPEC)

As  Escherichia coli enteropatogénicas cldssicas sdo
importantes, sendo a causa mais comum de diarréia infantil em paises
sub-desenvolvidos, principalmente em criangas com idade inferior a 2
anos (Sack, 1975; Trabulsi, 1981). Essas amostras causam o chamado
“Attaching and Effacing”, processo de ligagdo da bactéria ao enterécito,
seguida pela perda da microvilosidade, formagio de pedestal e
desorganizacéo do citoesqueleto, possibilitando que a bactéria penetre a
célula intestinal (Moon et al., 1983; Tzipori et al., 1989) ou as células
HeLa e HEp-2 (Nataro et al., 1985). Este fendmeno foi também descrito
em amostras isoladas de leitdes (Janke et al., 1989) e em amostras

relacionadas a doenga do edema de suinos (Helie et al., 1991).

2.2. Escherichia coli enteroinvasivas (EIEC)

As Escherichia coli enteroinvasivas (EIEC) sdo importantes
agentes causais de diarréia e disenteria (presenga de muco, sangue e
leucocitos nas fezes) infantil em paises sub-desenvolvidos (Levine, 1987;
Taylor et al., 1986, 1988) e em adultos, em paises desenvolvidos (Levine,
1987). Essas bactérias destroem a borda ciliada das células epiteliais do
intestino grosso, invadindo-as, causando morte celular, ulceracdes e
inflamagdo intestinal (Formal & Hornick, 1978; Levine, 1987, Wagner et
al, 1988).



2.3. Escherichia coli enterohemorrigicas (EHEC)

As Escherichia coli enterohemorragicas (EHEC) causam um
quadro clinico semelhante aquele causado por amostras de EIEC, com
excecdo da auséncia de febre e de leucocitos nas fezes (Levine, 1987).
Estas bactérias sdo produtoras de citotoxinas denominadas “Shiga-like
toxin” (SLT), também denominadas de verocitotoxina (VT), apresentando
grande semelhanga com a toxina de Shigella dysenteriae, podendo
inclusive ser neutralizada com o mesmo antissoro {O’Brien & Holmes,
1987). Com a descoberta de uma nova toxina ndo neutralizavel pelo
antissoro anti-toxina de Shigella, estas toxinas foram entdo classificadas

como SLT-1 e SLT-II, respectivamente.

Em animais, uma nova citotoxina, denominada SLT-II
variante (SLT-Ilv) foi purificada por Marques et al. (1987), e tém sido
relacionada com a doenga do edema em suinos, uma doenga
freqiientemente fatal em leitdes pré-desmame (Dobrescu, 1983; Linggood

& Thompson, 1987; Marques et al., 1987).

A origem génica das toxinas SLT-I e SLT-II esta relacionada
a presenca de um bacteriéfago nas amostras positivas, enquanto que para
SLT-IIv, os genes sdo cromossomais (Mainil et al., 1989; Marques et al.,

1987).



2.4. Escherichia coli enteroaderentes ou

enteroagregativas (EAEC)

As Escherichia coli enteroaderentes ou enteroagregativas
(EAEC) formam um grupo controverso de amostras de Escherichia coli
associadas a diarréia humana, sem a presenga de sangue e/ou leucdcitos
nas fezes. Pertencem a sorogrupos ndo tipaveis ou do tipo rugoso,
identificadas pelas suas caracteristicas de adesdo a células HEp-2, do tipo
agregativo, distinto da adesdio localizada ou difusa, apresentado por
amostras de EPEC. Essas amostras ndo produzem enterotoxinas ou
citotoxinas (Mathewson et al., 1985; 1986; Levine, 1987; Vial et al.,
1988).

2.5, Escherichia coli enterotoxigénicas (ETEC)

As amostras de Escherichia coli enterotoxigénicas (ETEC)
constituem um grupo importante na patogenia da diarréia. As ETEC sdo
consideradas, hoje em dia, uma das maiores causas de diarréia infantil em
criancas de paises sub-desenvolvidos (Aguero et al., 1985; Cravioto et al.,
1988) ou diarréia dos viajantes (Merson et al., 1976).

Colibaciloses por ETEC sdo fregiientes em animais
domésticos, afetando principalmente animais recém-nascidos e no periodo
pos-desmame. Assim, ETEC é responsavel por grandes danos

econdmicos na suinocultura e pecudria de bovino e ovinos (Gyles, 1986;



Holland, 1990). Para causar doenga, E. coli necessita de pelo menos dois
fatores de viruléncia conhecidos: 1) produzir enterotoxinas termo-estaveis
(STa e STb) e/ou enterotoxinas termo-labeis (LT-I e LT-II), que
provocardo desequilibrio salino nas células epiteliais do intestino delgado,
levando & diarréia e, 2) produzir antigenos de aderéncia, conhecidos como
adesinas, geralmente de estrutura fimbrial, ou fatores de colonizagdo, que
permitem a bactéria se aderir a receptores especificos nos enterdcitos e
colonizar o intestino. Apds a ades3o e colonizagdo, a subseqiiente

produgdo de enterotoxinas pode levar a diarréia.

Os fatores de viruléncia de ETEC serfo, a seguir, descritos

individualmente:

2.5.1. Enterotoxinas

Em 1967, Smith & Halls foram os primeiros a verificar
que o sobrenadante da cultura de amostras de E. coli causavam actimulo
de liquidos em al¢a ligada de intestino de porco. Mais tarde, Smith &
Gyles (1970) demonstraram a existéncia de dois tipos de enterotoxinas, as
quais foram denominadas de termo-labeis (LT), pois eram inativadas pelo
calor (60°C por 15 minutos), e de termo-estaveis (ST), pois eram estaveis

a 100°C por 15 minutos.

Sdo conhecidas, atualmente, duas classes de
enterotoxinas termo-labeis, denominadas LT-I e LT-II. A enterotoxina
LT-I é uma proteina de alto peso molecular (entre 85 e 90 KDa.),

apresentando uma subunidade A e cinco subunidades B, imunogénica,



similar bioldgica e estruturalmente a toxina colérica (CT) da Vibrio
cholerae (Honda et al., 1981; Yamamoto et al., 1987). Esta enterotoxina
apresenta pelo menos duas variagdes: LTh (LT bhumana) e LTp (LT
suina), que apresentam pequenas diferencas antigénicas. Estas
enterotoxinas promovem uma elevagdo nos niveis de AMP ciclico
intracelular (adenosina-3,5-monofosfato) em enterécitos, resultando na
secrecdo de liquido para a luz intestinal (Honda et al, 1981). A
enterotoxina I.T-II ¢ semelhante a 1.T-I quanto & atividade citoténica em
células Vero, ndo sendo, contudo, neutralizada pelos soros anti-LT-I e
anti-CT (Guth et al., 1986). Em 1986, Holmes et al. purificaram a LT-II,
estabelecendo que a toxina € de natureza protéica, com peso molecular de
87 KDa., composta por uma subunidade A e cinco subunidades B com

peso molecular de 28 e 11.8 KDa., respectivamente.

Burgess et al. (1978) demonstraram a existéncia de
dois tipos de ST: STa e STb. A STa , solivel em metanol, € ativa no
intestino de camundongos recém-nascidos. E um peptideo de baixo peso
molecular (18 ou 19 residuos de aminoacidos, Lazure et al., 1983;
Thompson & Giannella, 1985), nfo imunogénico e sua agdo resulta em
secrecdo de liquidos para a luz intestinal com conseqliente diarréia. Esta
enterotoxina possui duas variantes: a STp (ST suina) e a STh (ST
humana). A STb € insolivel em metanol, € um peptideo de baixo peso
molecular (48 residuos de aminoacidos, Fujii et al., 1991), sensivel a
proteases e ativa em intestino de porcos desmamados, sendo que ela

também altera o equilibrio hidrossalino da mucosa do intestino delgado.



2.5.2. Adesinas

A superficie da E. coli é coberta por substancias
capazes de provocar reagdes imunolégicas, as quais sdo comumente
usadas para a classificagdo soroldgica de amostras patogénicas e no
patogénicas. Esses antigenos de superficie incluem substincias
conhecidas como adesinas, as quais sdo responsaveis pela ligacdo das
bactérias & mucosa epitelial. Os antigenos de E. coli mais comuns sdo os
antigenos O, K e H. A terminologia O (do alemio: Ohne Hauch) ¢ H (do
alem&o: Hauch), introduzidas por Weil & Felix (1918a; 1918b), é usada
para os antigenos somatico (O) e flagelar (H). Os antigenos somdticos O
sdo complexos lipopolissacarideos e constituem parte da membrana
externa. Eles sdo termoestaveis e ndo sdo inativados por temperaturas de
100°C ou 121°C. Os antigenos flagelares H sdo de natureza protéica e
sdo inativados a 100°C. O termo antigeno K (do alemdo: Kapsel) foi
introduzido por Kauffmann & Vahlne. Eles s3o normalmente
polissacarideos dcidos os quais formam um envelope ou capsula em torno

da parede celular.

A capacidade de certas bactérias em se aderir 4 células
eucaridticas € reconhecida como um fator fundamental para a colonizagio
de tecidos do hospedeiro “in vivo”. Para muitos organismos patogénicos,
a aderéncia ¢ de fundamental importincia, visto que eles tém que
competir com 08 microorganismos comensais para ter sucesso na
colonizagdo da superficie das células epiteliais do hospedeiro.

Mecanismos especificos de adesdio parecem desempenhar um importante
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papel na ligagéo da Escherichia coli a vérios tecidos epiteliais. A
colonizagdo do epitélio é mediado por adesinas especificas com as quais a

bactéria pode resistir 4 agdo peristaltica do intestino.

2.5.3.1. Fimbrias

Esses antigenos de superficie, os quais conferem
propriedades  adesivas nas amostras enterotoxigénicas t€m sido
identificados como apéndices protéicos, ndo flagelares, filamentosos,
normalmente de 7nm de didmetro e de 0,2 a 2um de comprimento,
presentes na superficie da bactéria. A existéncia deste tipo de apéndice na
superficie de diferentes espécies de bactérias ja era relatado em 1949 por
Anderson e por Houwink & van Iterson (1950). As terminologias mais
comuns para essas estruturas sdo “fimbrias” (do latim “fio, linha”ou
“fibra”), introduzida por Duguid et al. (1955), e “pili” (do latim “pélo” ou
“gstrutura tipo pélo”), introduzida por Brinton (1959). Ottow (1975) e
Jones (1977) recomendam o uso do termo fimbria para organelas
adesivas, e pili para apéndice sexual. Fimbrias sfo mais finas e mais
numerosas do que os flagelos e conferem & bactéria propriedades

adesivas, incluindo a atividade hemaglutinante.

Brinton (1965) e Duguid et al. (1966)
distinguiram  diversos tipos de fimbrias entre a familia
Enterobacteriaceae, principalmente baseados na sua morfologia e
propriedades hemaglutinantes. O tipo mais comum de fimbria foi

chamado de Fimbria tipo 1. A maiorias das amostras de E. coli
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patogénicas e ndo patogénicas produzem Fimbria tipo 1. Essas fimbrias
sdo capazes de aderir a uma grande variedade de células eucaridticas, isto
é, eritrocitos de diversas espécies animais (Salit & Gotschlich, 1977),
leucocitos (Blumenstock & Jann, 1982), células epiteliais (Ofek &
Beachey, 1978), e muitas outras células animais, vegetais e até de fungos
(Duguid & Old, 1980). As propriedades adesivas da Fimbria tipo 1 sdo
inibidas por D-manose. A Fimbria tipo 1 € a mais universal das fimbrias
de E. coli. Seu peso molecular estd proximo de 17 KDa., sua estrutura €
rigida e os genes para sua codificagdo sdo encontrados no cromossomo da

bactéria.

Um outro tipo de antigeno de aderéncia,
chamado de K88, foi primeiramente descrito em 1961, por @irskov et al.,
aqum trabalho sobre a andlise sorolégica de amostras de E. coli
freqiientemente isoladas da doenga do edema e de enterite em suinos.
Este fator de colonizagio pode apresentar trés variantes sorologicas
denominadas K88ab, K88ac ¢ K88ad, tendo o K88a como antigeno
comum (Guinée & Jansen, 1979). O peso molecular de K88 varia de 23
KDa até 27,5 KDa, devido as suas variantes, sua estrutura ¢ flexivel e os
genes que as codificam estdo presentes em plasmideos. Foi estabelecido
que a fimbria K88 hemaglutina eritrocitos de cobaio e de galinha na
presenga de D-manose (Brinton, 1965; Duguid et al, 1955; Jones &
Rutter, 1974; Salit & Gotschlich, 1977; Stirm et al, 1967a; 1967b). Desde
a descoberta do antigeno K88, os antigenos de superficie caracteristicos
de E coli enterotoxigénica (ETEC) suina tém atraido consideravel

aten¢ao.
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Foi reconhecido que diarréia neonatal suina era
caracterizada pela proliferacdo de certos sorotipos de E. coli no intestino
delgado, muitos dos quais apresentavam o antigeno K88 na sua superficie
(Sojka, 1973). A capacidade destas amostras proliferarem e causarem
doenga tem sido atribuida s suas propriedades aderentes ao epitélio
intestinal de leitdes (Arbuckle, 1970; Bertschinger et al., 1972; Dress &
Waxler, 1970; Wilson & Hohmann, 1974). Mais recentemente, Nagy et
al. (1976; 1977) relataram a colonizagfio do intestino delgado de suinos
por amostras de ETEC que nfio apresentavam o antigeno K88, Nestas
amostras foi encontrado outra adesina, denominada de 987P. Sua
codificagfo pode ser tanto plasmidial quanto cromossémica, seu peso
molecular estd proximo de 20 KDa. e sua estrutura ¢ rigida. Esta fimbria
ndo demonstra nenhuma atividade hemaglutinante com hemaécias animais
que séo normalmente utilizadas nos testes de microhemaglutinagio
(hemacias de cobaio, galinha, cavalo, boi, carneiro ¢, humana)(Isaacson

& Richter, 1981).

Em 1972, Smith e Linggood relataram a
descoberta feita por Sojka na qual muitas amostras enteropatogénicas
para cordeiros e bezerros, embora tendo antigenos O diferentes, possuiam
um antigeno K comum ou fortemente relacionado. Este antigeno foi
chamado de “antigeno K comum”, Kco, e foi posteriormente designado
como K99 (Jrskov et al., 1975). Amostras K99 positivas proliferam no
intestino delgado ao passo que as amostras K99 negativas ndo. Por este
motivo, foi concebido que o antigeno K99 funciona da mesma maneira
que o K88 por facilitar a adesio da bactéria ao epitélio intestinal
(Burrows et al., 1976). Sua estrutura é flexivel, sua codificagdo ¢

plasmidial e o seu peso molecular estd préximo de 16,5 KDa. A fimbria
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K99 aglutina eritrécitos de cavalo e de carneiro na presenga de D-manose
(Gaastra & DeGraaf, 1982).

Um antigeno de superficie, com caracteristicas
similares ao antigeno K88, em ETEC de origem humana foi
primeiramente descrito por Evans et al. (1975). Este antigeno foi
encontrado numa amostra de E. coli (H-10407) isolada da diarréia liquida
de um paciente com diarréia severa do tipo colérica em Dacca,
Bangladesh, e foi chamado de fator antigénico de colonizagdo (CFA).
Este antigeno de superficie foi chamado de CFA/ quando um segundo,
imunologicamente distinto, antigeno de superficie de ETEC humana foi
descoberto. O segundo antigeno de superficie foi, conseqiientemente,
chamado de CFA/II, sendo que este apresenta trés tipos distintos: CS1,
CS2 e C83 (Evans & Evans, 1978; Smyth, 1982). Mais recentemente
outros dois tipos de CFA foram descritos, CFA/III e CFA/IV, este tltimo
também com trés tipos distintos: CS4, CS5 e CS6 (McConnel et al.,
1989). A codificacio de todos os CFAs & plasmidial, seus pesos
moleculares ficam entre 15KDa e 21KDa e suas estruturas sio rigidas,

exceto para CS3 e CS6.

Em 1982, De Graaf e Roorda purificaram e
caracterizaram um novo antigeno de superficie, isolado de casos de
diarréia em bovinos. Este antigeno foi chamado de F41. Ele foi
caracterizado como uma estrutura filamentosa flexivel composta de
subunidades de proteina com um peso molecular de 29.500. O antigeno
de aderéncia F41 tem um diémetro de 3.2nm, sendo um pouco mais fino

que o antigeno de aderéncia K99. Sua codificagdo ¢ cromossdmica e
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demonstra atividade hemaglutinante frente a hemacias de cavalo, carneiro,
cobaio e humana (Gaastra & De Graaf, 1982).

Um novo fator de colonizagéo for descrito por
Yano et al. (1986) em amostras de E. coli de origem suina. Este antigeno,
denominado F42, apresenta hemaglutinacdo com eritrécitos de cobaio,
cavalo, carneiro, galinha ¢ humano na presenga de D-manose. Sua
codificagio € plasmidial (Silveira et al., 1987), seu ponto isoelétrico é em
pH 3,2 e seu peso molecular estd proximo de 31 KDa. (Leite et al., 1988.)

Bertschinger et al. (1990) descreveram uma
nova fimbria, chamada de F107 na amostras de E. coli 107/86
(0139:K82) isolada de leitdes com diarréia pos-desmame. Mais tarde, a
fimbria F107 foi detectada em E. coli isoladas da doenga do edema
(Imberechts et al,, 1992) e diarréia pos-desmame (Imberechts et al,
1994a; 1994b). Salajka et al. (1991; 1992) encontrou um novo fator de
aderéncia, designado como 8813, em ETEC suina. Em 1992, um outro
antigeno de aderéncia, chamado de 2134P foi descrito em amostras de
ETEC isolédas de diarréia pés-desmame suina (Casey et al, 1992; Nagy
et al., 1992). Sorg (1992) observou que as fimbrias F107 e 2134P
possufam determinantes antigénicos fimbriais comuns. Apds isto,
Rippinger et al. (1995) propuseram as designagdes fimbria F18ab para
F107 e F18ac para as adesinas 2134P e 8813. Kennan et al. (1995)
relataram a presenga destas adesinas na Suécia em leitSes com diarréia.
Wittig et al. (1995) relacionou genes para a produgdo de enterotoxinas
e/ou verotoxinas em amostras que expressavam as fimbrias da familia

F18.
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A adesina 2134P ¢ uma préteina de peso
molecular aproximado de 17 KDa. e seu didmetro é de aproximadamente

4nm (Nagy et al., 1992; Dean-Nystrom et al., 1993)

2.6. Objetivos

Os objetivos deste trabalho sdo:
1 - isolar a adesina 2134P da bactéria;
2 - purificar a adesina em alto grau de pureza;
3-caracterizagio soroldgica, bioldgica e bioquimica da adesina;
4 - fazer o seqiienciamento da porgdo N-terminal da adesina;
5 - realizar o estudo epidemiolégico da adesina nas amostras de ETEC

isoladas de leitdes com diarréia no Brasil.



MATERIAIS E METODOS
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Amostra Bacteriana Padrao

A amostra de E. coli padrio 2134 (0157 : HI9) foi
gentilmente cedida pelo Dr. H. W. Moon, NADC, Ames., IA, USA.

3.2. Meio de cultura

O cultivo da amostra de E. coli 2134 foi realizado em
Trypticase Soy Agar (TSA), conforme recomendado por Casey et al,
1992) e em meio Minca (Guinée et al. 1977) suplementado com eosina
alcodlica a 0.125% e amarelo de alizarina a 0,062%, sob condi¢Ses

microaerobicas (técnica da vela) ou ndo (Wittig et al., 1994).
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3.3. Produgio de antissoro

O soro de coelho anti-2134P foi preparado, essencialmente
como recomendado por Edwards e Ewing (1972) para o preparo de
antissoros OK. Os coelhos adultos foram imunizados com suspensdes da
amostra E. coli 2134 cultivada em TSA, a 37°C por 18 hs. O antissoro
especifico para a adesina foi preparado através de absorgéo exaustiva do
antissoro obtido em coelho com a amostra de E. coli homoéloga, cultivada
a4 16°C por 72 horas, em meio de cultura TSA, como recomendado por

Casey et al.(1992).

3.3.1. Detecc¢io da adesina 2134P

Oitenta amostras de ETEC isoladas no Brasil de
leitbes com diarréia que ndo expressavam nenhuma das adesinas
conhecidas (K88, K99, 987P, F41 e F42) foram examinadas para a
presenga da adesina 2134P. Todas as amostras de ETEC foram cultivadas
em Trypticase Soy Agar (TSA-Difco) & 37°C "overnight" e em meio
Minca (Guinée et al. 1977) suplementado com eosina alcodlica a 0.125%
e amarelo de alizarina a 0,062%, sob condi¢®es microaerdbicas (método
da vela) ou nfo (Wittig et al., 1994). A adesina 2134P foi detectada
usando o antissoro especifico para esta adesina através do método de

soroaglutinacdo em lamina.
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3.4. Detecciio das enterotoxinas

3.4.1. Detecgio da enterotoxina termo-estivel tipo I

(STa)

A atividade enterotoxigénica foi determinada por
métodos biolégicos (Dean et al., 1972; Speirs et al., 1977) e foram
confirmados através de hibridizacdo de DNA, com sondas especificas,
conforme descrito por Blanco et al. (1994).

As amostras de E. coli foram cultivadas em 10 ml do
meio CAYE, em erlenmaeyer de 125 ml, e incubadas a 37°C sob agitagio
(150 rpm), por 18 horas. Ap6s o crescimento, as culturas foram
centrifugadas, a 4.000 rpm por 40 minutos. Os sobrenadantes foram
coletados e mantidos 4 4°C até a realizacfo do teste.

Na detecgdo da produgdo da enterotoxina STa foi
utilizado o método do camundongo recém-nascido (Dean et al., 1972).

Em 1 ml do sobrenadante de cada cultura foi
adicionado uma gota da solugdo azul de Evans a 2% e, a seguir, 0,1 ml
desta solugdo foi inoculada em camundongos recém-nascido (3-4 dias)
por via intragastrica ou oral. Para cada amostra bacteriana testada foram
inoculados 3 camundongos. Os animais foram mantidos & temperatura
ambiente por 4 horas e, apds esse periodo, foram sacrificados com éter e
seus intestinos removidos. Os intestinos e carcagas de cada grupo foram
pesados separadamente e, pelo valores obtidos na pesagem, estabeleceu-
se a relagdo peso do intestino/peso da carcaga. Considerou-se positiva a

amostra que apresentou um valor igual ou superior a 0,085.
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3.4.2. Detecgiio da enterotoxina termo-estdvel tipo

II (STb)

Os testes para detectar a produgfio da enterotoxina
STb pelas amostras de E. coli foram realizados através de hibridizacdo de
DNA, com probes especificos, conforme descrito por Blanco et al

(1994).
3.4.3. Detecciio da enterotoxina termo-labil (LT-I)

Na detec¢do da produgdo da enterotoxina LT-1 foram
utilizados métodos sorologicos, a Imuno-Hemélise Radial (Yano et al,
1982), que foram confirmados através de hibridizagdo de DNA, com
sondas especificas, conforme descrito por Blanco et al. (1994).

Os testes de Imuno-Hemolise Radial foram realizados
utilizando-se sangue de carneiro, coletado em solucio de Alsever, que foi
centrifugado a 2.000 rpm, sob refrigeragdo, por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado, centrifugando-o
por trés vezes em tampio Trietanolamina a 1.500 rpm/4°C por 10
minutos. A hemacia foi suspensa a 5% em tampdo Trietanolamina. Um
volume de 2 ml desta suspensdo foi adicionado a 20 ml de agarose 1%, &
temperatura de 45°C, resultando numa concentra¢do final de 0,5% de
hemacias no gel. O gel foi vertido em placas e, apds a solidificacio,
preparados orificios de 5 mm no gel. Nestes orificios foram adicionados
20 ul de sobrenadante das amostras bacterianas em teste. A seguir, foram
mantidas em cdmara Umida por 18 horas & temperatura ambiente.

Posteriormente, em cada orificio do gel foram adicionados 20 ul de anti-
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toxina colérica (1:30) e as placas mantidas sob as mesmas condicdes por
mais 4 horas. Apos este periodo, foi adicionado o soro de cobaio (1 :10),
como fonte de complemento, diluido em tampdo Trietanolamina, por toda
a superficie do gel. As placas foram mantidas a 37°C em cdmara timida
por 18 horas. As amostras que formaram regides de hemolise (balos

claros) ao redor dos orificios, foram consideradas positivas.
3.5. "Gold Immunolabeling"

Estruturas da adesina 2134P foram observadas na amostras
padrio 2134 e em uma outra amostra 2134P positiva detectada em nosso
laboratorio. Estas amostras foram cultivadas em TSA 4 37°C e 2 16°C e
ensaiadas pela técnica de "immunolabeling" (Kennan & Monkton, 1990),
utilizando soro anti-IgG de coelho marcado com ouro coloidal (Sigma).

A bactéria foi diluida em salina fisiolégica e aplicada (50 pl)
sobre a tela de cobre para microscopia eletrénica ap6s o que, foi incubada
4 temperatura ambiente por 5 minutos. O excesso foi secado com papel
de filtro e deixado & temperatura ambiente por mais 30 minutos. Apos
isto, foi feito o bloqueio com PBS+BSA (0,5%) por 30 minutos. A ldmina
(tela) foi incubada com o antissoro 2134P (anticorpo primario) por 1 hora,
e depois lavada com PBS. Depois de lavada, a lamina foi incubada com o
anticorpo marcado com ouro coloidal (anticorpo secundario) por 30
minutos. A lamina foi lavada com dgua por 10 minutos e, depois, fixada
com glutaraldeido (2,5%) por 5 minutos. Apés a fixacdo, foi lavada com
dgua ¢ deixada para secar a temperatura ambiente por 1 hora. Apds a

secagem, foi corada com acetato de uranila (2% em dgua) por 5 minutos.
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A leitura das ldminas foi feita em um microscopio eletronico de

transmissdo (Zeiss), operado a 80 KW.

3.6. Prova de Microhemaglutinaciio Manose-Resistente

(MHMR)

FEritrécitos de cobaio, de galinha e humano, foram coletados
no dia do experimento, utilizando-se solugdo de citrato de sodio a 3,8%,
como anticoagulante. Os eritrécitos de cavalo e boi foram coletados
assepticamente em solugdo de Alsever e conservadas a 4°C. As hemacias
foram lavadas trés vezes com salina tamponada com fosfato (PBS)
contendo 1% de manose (Difco) (PBS-M) e utilizadas na concentragio de
1%.

Para a realizagdo da prova de MHMR foram utilizadas
placas de microtitulo (Falcon Plastics) de base cOncava. Suspensdo
bacteriana foi diluida em série, & razdo 2, diretamente nas placas de
microtitulo, em volumes de 50 ul, utilizando-se como diluente PBS-M.
Sobre estas dilui¢des aplicou-se igual volume de suspensdo de eritrécitos
a 1,5%. Durante a realizagfo do ensaio, os componentes foram mantidos
em banho de gelo, conforme recomendagdo de Jones & Rutter (1974). As
placas foram incubadas por pelo menos 1 hora & 4°C, quando, entdo,

procedeu-se a leitura da prova.
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3.7 Teste de adesdo em células

3.7.1. Preparo do tapete celular

As células HEp-2 foram cultivadas em placas de
cultura de tecido (Falcon Plastics) de 24 orificios, contendo no seu
interior laminulas. Cada orificio recebeu 1 ml de meio Eagle (MEM)
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos. As
células foram acrescentadas na concentragio de 2 X 10* células/ml.
Depois de pronta, a placa foi incubada a 37°C e 5% de CO, até atingir a

semiconfluéncia do tapete, o que levou 48 horas.

3.7.2. Preparo do inéculo

O indculo consistiu de cultura bacteriana em
Trypticase Soy Broth (TSB-Difco) num volume de 3 ml por tubo. No
momento do teste, cada tubo foi agitado individualmente para a sua

homogeneizagio.

3.7.3. Execucio do teste de adesio

No momento do teste, as placas de cultura de tecido
foram lavadas com PBS (0,01 M, pH 7.4), 1 ml por orificio, por 3 vezes
para a retirada do antibidtico. Apds lavagem, foi reposto 0,9 ml de meio
Eagle/orificio acrescentando-se 1% de D-manose estéril. O inoculo foi
acrescentado em volume de 100 pl, sempre em duplicata (dois orificios

para cada amostra). A placa, entdo, foi incubada a 37°C por 3 horas.



23

Apds o periodo de incubagdo, o “tapete celular” foi lavado por 10 vezes
com PBS, fixado com metanol (1 m¥/orificio) por, no minimo, 15 minutos,
e corado com os corantes May-Griinwald por 5 minutos e Giemsa por 20
minutos. Depois de secas, as laminulas foram montadas em ldminas de

vidro para observagdo em microscopio optico.
3.8. Purificacio da adesina

3.8.1. Extracio da adesina e precipitacio com

sulfato de amonio

O antigeno 2134P foi purificado conforme descrito por
Dean-Nystrom (1993) com modifica¢des. A amostra de E. coli padrio
2134 foi cultivada em Trypticase Soy Broth (TSB - Difco) & 37°C por 18
horas sob agitag¢do (150 rpm). Em seguida centrifugada a 10.000 rpm por
10 minutos, o precipitado coletado foi ressuspenso em tampdo fosfato
(0,05 M) com salina (0,15 M) - PBS - ¢ “sheared” em um mixer por 2
minutos (2 vezes). Apods isto, o material foi centrifugado a 10.000 rpm por
10 minutos; o sobrenadante foi coletado e precipitado com sulfato de
aménio [(NH,),SO4] a 60% de saturagdo a 4°C. O material foi entdo
centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos e o precipitado foi ressuspenso
em tampio fosfato 0,5 M contendo 13 mM de Triton X-100. Logo apds o

material foi dialisado exaustivamente em tampéo fosfato 0,5 M
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3.8.2. Cromatografia em Sepharose CL 4B

Logo apés a didlise do material em tampdo fosfato 0,5
M, a amostra foi aplicada em uma coluna de cromatografia Sepharose CL
4B equilibrada com o mesmo tampdo. As fragdes coletadas foram
concentradas com polietilenoglicol (PEG) e testadas em um gel de dgar
noble (Difco) a 1% para o teste de imunodifusio, e em SDS-PAGE, a fim
de se identificar o pico no qual se encontrava a adesina. FEste

procedimento foi repetido até a obtengdio do material puro.

3.9. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com Dodecil

Sulfato de Sédio (SDS-PAGE)

Andlises eletroforéticas foram feitas segundo Laemmli
(1970} utilizando minigéis de poliacrilamida a 10%. A montagem dos géis
e condi¢des de corrida seguiram a metodologia descrita no “Hoefer
Electrophoresis Catalog and Exercises” (1991). |

As amostras protéicas foram tratadas com tampdo de
amostra 2 vezes concentrado (0,125 M de Tris-HCl, Sigma, pH 6,8; 4%
de SDS Sigma; 20% de glicerol, Reagen; 10% de B-mercaptoetanol,
Sigma ¢ 0,5% de Azul de bromofenol, Merck), aquecidas em banho-maria
fervente por 5 minutos e aplicadas nas canaletas do gel. A corrida
eletroforética consistiu na aplicagio de uma corrente de 100 Volts por
aproximadamente 3 horas, ou até que o indicador (azul de bromofenol)
atingisse o final do gel de separagio. Como marcadores de peso
molecular, utilizamos os seguintes marcadores: Fosfolipase B (94.000),

Albumina (67.000), Ovalbumina (43.000), Anidrase Carbénica (30.000),
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Inibidor de Tripsina (20.100) e Lactoalbumina (14.400), encontrados 1o
“kit”de baixo peso molecular da Pharmacia.

QOs géis foram corados com Coomassic Blue (Fairbanks et
al., 1971). Apds a eletroforese, o gel de poliacrilamida-SDS foi
transferido para um recipiente contendo solugio corante/fixador (0,125%
de Coomasie Blue R-250, Sigma; 50% de metanol, Merck e 10% de
acido acético, Merck) por 1 hora sob agitagdo ocasional. Apos este
periodo, o gel foi imerso na solugdo de descoloragéio I (50% de metanol e
10% de dcido acético), mantido sob agitagdo constante por 1 hora. A
seguir, a solucdo I foi substitutida pela solugédo de descoloragdo II (4cido
acético a 7% e metanol a 5%) sob agitagdo ocasional por 2 horas. O
procedimento foi repetido com a solugdo II até a completa remogdo da

cor de fundo existente no gel.

3.10. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (PAGE) na

presen¢a de uréia

O nGmero de subunidades diferentes da adesina foi
determinado por eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% em presenca
de uréia 6M e Triton X-100 2%, segundo descrito no metodo de Alter et
al. (1980). Foram realizadas duas pré-eletroforeses, a primeira utilizando
como solucdo de corrida 4cido acético 5% e desenvolvida com a
voltagem de 120V e 26mA, durante uma hora e a segunda 4cido acético
5% e B mercaptoetanol 1,3M com 110V e 16mA, durante 45 minutos. A
seguir, a eletroforese foi realizada, utilizando como solugdo de corrida

acido acético 5%, aplicando no gel amostras de 15ul da adesina pura

contendo uréia 6M, 4cido acético e B mercaptoetanol 1,3 M, a qual foi
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desenvolvida usando 105 V e 12 mA por 4 horas & 25°C. Na coloragdo e
fixagio do gel foi usado "Comassie blue" R em metanol, dcido acético e

dgua, como descrito para eletroforese convencional.

3.11. “Western Blotting”

Para o "western blot", os antigenos bacterianos foram
separados por SDS-PAGE e transferidos para filtros de nitrocelulose de
0.45um e reagidos com o soro policlonal anti-2134P e proteina A
conjugada com peroxidase (Towbin, 1979).

Ap6s realizada a SDS-PAGE, o gel foi colocado sobre papel
de nitrocelulo se, previamente recortado no tamanho do gel, e montado no
suporte da cuba de transferéncia contendo tampéo especifico (0,063 M de
Tris; 0,48 M de glicina, Ecibra; e 20% de metanol, pH 8,3).

A transferéncia das proteinas do gel para o papel de
nitrocelulose foi realizada durante 120 minutos a temperatura ambiente,
aplicando uma diferenga de potencial de 80 Volts. Para a visualizagdo das
bandas transferidas, o papel de nitrocelulose foi imerso em solugéo de
Ponceau 3R a 0,5% em é4cido acético a 5% por 10 minutos. Apos o
reconhecimento das bandas transferidas, os radicais livres do papel foram
bloqueados pela imersdo deste em solugdo de leite Molico a 5% em PBS
(tampio fosfato 0,05 M; NaCl 0,15 M; pH 7,4) gelado por 30 minutos e
lavado por 3 vezes com PBS.

Ap6s as lavagens, o papel foi imerso em soro de coelho anti-
2134P absorvido e diluido 1:200 com PBS. Ao final de 1 hora de

incubagdo 3 temperatura ambiente, repetiu-se as lavagens com PBS.
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Imunoglobulina G (IgG) de carneiro anti-IgG de coelho,
conjugada com peroxidase (Sigma), foi utilizada como segundo anticorpo,
que ap6s diluigdo apropriada (1:1000) em PBS foi aplicado sobre o papel
em volume suficiente para cobri-lo. Apoés 1 hora de incubagdo em
temperatura ambiente, o papel foi novamente lavado por 3 vezes com
PBS.

A revelagio foi realizada submergindo o papel de
nitrocelulose por até 10 minutos em solugdo de Diaminobenzidina (5 mg
dissolvidos em 30 ml de PBS) contendo 150 pl de peréxido de hidrogénio
(30 volumes). A reagdo foi interrompida pela lavagem do papel de
nitrocelulose em 4gua destilada. O papel foi entdo colocado entre papel

filtro para a secagem sendo posteriormente fotografado.

3.12. Seqiienciamento

O seqiienciamento automatico de peptideos e proteinas foi
realizado através de seqiienciador construido no Centro de Quimica de
Proteinas-FMRP-USP em colaboragdio com o Prof. Dr. Bill Kohr, seu
inventor e patenteador. A montagem da coluna foi realizada com 5mg de
silica na extremidade inferior e 8mg de resina Ci3 na porgéo superior. A
coluna foi lavada com trés inje¢des de 0,5ml de metanol e trés injegdes de
0,5ml de solugfo aquosa de TFA 1% no sentido Cs-Silica, anteriores a
aplicagdo da amostra. As amostras, cerca de 150ul, foram secas em
concentrador rotatério e redissolvidas em solugio aquosa de TFA 0,1% e
injetadas na coluna até um volume maximo de 0,10ml. A secagem da
coluna foi realizada através da passagem de argbnio ultrapuro (99,9%)

por 12 minutos antes do inicio do programa. Todos os reagentes foram
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transferidos através da pressurizago de frascos e linhas por argbnio e os
ciclos programados no método de seqiiéncia foram: SPIKE300 para o
seqiienciamento senso estrito ¢ CONV8 para a conversdo do derivado
intermedidrio de ATZAA (Atherton et al, 1993). A identificagdio dos
derivados de aminoacidos foi realizada através da comparagdo com o
perfil de eluigdo de uma solugio padrdo de PTHAA (Applied Biosystems,
Inc.) cuja ordem de elui¢do era conbecida. A separagdo completa de
todos os derivados ¢ realizada em 32 minutos e estd sincronizada ao ciclo
de degradagio do seqiienciador. A quantificagdio dos derivados foi
realizada mediante razdo entre as areas dos picos da amostra e padrdo.
Todos os resultados foram corrigidos pelo padrdio interno de nor-leucina

cuja variagio de édrea apresentou erro padrio inferior a 5%.
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4. RESULTADOS

4.1. Detec¢iio da adesina 2134P

Como mostra a Tabela 1, 19 (23,7%) das 80 amostras de E.
coli enterotoxigénica (ETEC) de origem suina expressaram a adesina
2134P, quando cultivadas em meio TSA e testadas por soroaglutinagio
em lamina. Foi observado um aumento na detecgdo da adesina (22/80 -
27,5%), quando as amostras de ETEC foram cultivadas em meio Minca
suplementado com 0,125% de eosina solivel em alcool € 0,062% de
amarelo de alizarina. Este niimero aumentou ainda mais, quando as
amostras foram cultivadas em meio Minca suplementado e em condigSes

microaerdbicas (24/80 - 30.0%).
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4.2. Detecgao das enterotoxinas

A Tabela 2 mostra a relagdo entre a expressdo da adesina
2134P e o tipo de enterotoxina produzida pelas amostras de ETEC
estudadas.

A assoclagdo entre a expressdo da adesina 2134P e as
amostras de ETEC que produziam somente STa e/ou STb e LT-I foi
encontrada em 9 amostras (37,5%).

Uma alta freqiiéncia da enterotoxina STb foi detectada
sozinha (6/24) ou simultaneamente com as enterotoxinas STa e/ou LT-I
(15/34) entre as amostras de ETEC positivas para a adesina 2134P.
Portanto, 21/24 (87,5%) das amostras de E. coli 2134P" estavam
correlacionadas com a produgdo de STb.

A producdo da enterotoxina LT-I foi observada em 10

(41,6%) amostras de ETEC que expressavam a adesina 2134P

4.3. "Gold Immunolabeling"

A microscopia eletrOnica das preparagdes coradas
negativamente e de “gold immunolabeling” (Figura 1) demonstraram que
a adesina 2134P tem estrutura do tipo fimbria na superficie bacteriana,
quando cultivada 4 37°C. Quando a bactéria era cultivada 4 16°C por 72

horas, essas estruturas ndo foram observadas na superficie da bactéria

(Figura 2).
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4.4. Prova de Microhemaglutinagio Manose-Resistente
(MHMR)

A amostra de E. coli padrio 2134 foi testada nos ensaios de
microhemaglutinagio manose-resistente. A amostra ndo aglutinou as
hemadcias testadas (cobaio, cavalo, boi, galinha e humana) na presenga de

D-manose, tanto quando crescida 4 37°C como quando crescida a 16°C.
4.5. Teste de adesiio em células

A bactéria padrio E. coli 2134 apresentou aderéncia difusa
em células HEp-2 (Figura 3). O teste foi realizado com inoculo de 100 ul

e incubagdo por 3 horas na presenga de 1% de D-manose.
4.6. Purificacio da adesina

A purificagdo da adesina 2134P se deu ap6s “shearing” em
mixer por 2 minutos e posterior centrifugagdo a 10.000 rpm. O
sobrenadante foi precipitado com sulfato de aménio a 60%, e
centrifugado a 10.000 rpm. O precipitado foi ressuspenso em tampdo
fosfato 0,5 M com 13 mM de Triton X-100 e aplicado em coluna de
cromatografia Sepharose CL 4B eluida com tampdo fosfato 0,5 M. A
adesina 2134P foi eluida no volume morto, estando contida no primeiro

pico coletado (Figuras 4 ¢ 5 ).
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4.7. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com Dodecil
Sulfato de S6dio (SDS-PAGE)

As fragdes coletadas da cromatografia em Sepharose CL 4B
foram aplicadas em eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE). O perfil eletroforético da fragdo que
continha a adesina 2134P ¢ apresentado na Figura 6b. Os géis foram
corados com Coomasie Blue, ¢ apresentaram apenas uma banda com peso

molecular aproximado de 17.000 daltons.

4.8. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (PAGE) na

presenca de uréia.

A fragdo coletada da cromatografia em Sepharose CL 4B e
que apresentou apenas uma banda na SDS-PAGE foi aplicada em um gel
de poliacrilamida na presenga de uréia para verificar a presenga de mais
de uma subunidade diferente. O gel foi corado com Coomasie Blue e

apresentou somente uma banda.

4.9. “Western Blotting”

Apds eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS, as
bandas foram transferidas para o papel de nitrocelulose e tratada com o
soro anti-2134P, soro de carneiro anti-lgG de coelho marcado com
peroxidase e reveladas com diaminobenzidina. “Western Blot” usando o
soro anti-2134P identificaram a banda de 17.000 daltons como sendo o

antigeno 2134P (Figura 6a).

URICaup
BIRLIOTECA CENTRAL
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4 .10. Seqiienciamento

Os quinze residuos presentes na por¢cdo N-terminal da
adesina 2134 P foram determinados através de seqlienciamento automatico
e foi obtida a seqiiéncia singular Q'-Q%-G*-D*-V’-KS-F/-F.-G?-X10-v!i.
X2 AB-X4.K ', Os dados para o seqiienciamento automatico encontram-
se apresentados na Tabela 3. No primeiro ciclo de seqiienciamento foram
detectados 2,870 pmol de PTH-Gln. A seqiiéncia mencionada confirmou

a homogeneidade da purificagfio da adesina 2134P.



34

Tabela 1 - Expressio da adesina 2134P em amostras de ETEC
em diferentes meios de cultura e condi¢des de

incubacdo.

Meios de Cultura

TSA2 Minca MEAbP  MEA+COj¢

N°de
amostras 19 -d 22 24
2134P+ (23,7%) (27.5%) (30,0%)

a- Trypticase Soy Agar
b- Minca + Eosina + Amarelo de Alizarina
c- Minca + Eosina + Amarelo de Alizarina na preseng¢a de CO;

d- Nio determinado
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Tabela 2 - Associagdo da adesina 2134P com o tipo de

enterotoxina produzida por amostras de ETEC

isoladas de leitdes com diarréia no Brasil.

Tipo de enterotoxina

Numero de amostras de

ETEC 2134P+

STa' 1
STb 6
LT-1° 2
STa-STb 7
STa-LT-I 0
STb-LT-1 7
STa-STb-LT-1 1
Total 24

a- Enterotoxina termo-estavel tipo 1
b- Enterotoxina termo-estavel tipo 2

c- Enterotoxina termo-labil tipo 1
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Tabela 3. Quantidades de aminoaciltiofeniltio-hidantoinas
recuperadas (em pmol) apés seqiienciamento do
terminal aminico da adesina 2134P de E. coli. O

volume aplicado foi de 60 pmol.

CICLO AMINOACIDO PRODUTO
1 Q 2,870
2 Q 3,390
3 G 4,425
4 D 3,706
5 V 4,445
6 K 4,102
7 F 1,423
8 F 1,891
9 G 7,586
10 X --
11 A 1,870
12 X -
13 A 2,947
14 X -
15 K 6,516
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Tabela 4. Distribuico das amostras de E. coli produtoras das

fimbrias da familia F18 em todo o mundo.

Amostra Variante Isolada de Pais de Referéncia
de E. coli fimbrial porcos com origem
107/86 F18ab'  Doenca do Suica Bertschinger et al.,
edema 1990
S 674/72 F18ab  Diagnostico Alemanha Wittigetal.,, 1994
indistinto
3199 F18ac Diarréia Suica Rippinger, 1993
1126/90 F18ac Diarréia Suica Imberechts et al.,
1994a
2134 F18ac' Diarréia Hungria Nagy et al, 1992
2203 Fl8ac Diarréia Hungria Nagy et al, 1990
S1414 F18ac Diarréia Alemanha  Wittig et al., 1994
Av 24 F18ac Diarréia Austrélia Kennan &
Monkton (1990)
8872 Fl18ac'  Diarréia Reptblica  Salajka et al, 1991;
Tcheca 1992

1 - a denominacfo original da fimbria da amostra 107/86 era

“F107”, da amostras 2134 era “2134P”, e da amostra 8872 era

“8813”.

* - tabela extraida do artigo de Rippinger et al., 1995.
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“ pe
-

Figura 1. - Teste de "gold immunolabeling”" com a amostra E.
coli padrao 2134 utilizando o soro anti-2134P e soro anti-IgG

de coelho marcado com ouro coloidal (aumento 42.000X).
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Figura 2. Eletromicrografia mostrando a auséncia de fimbria
quando a amostra padrdo E. coli 2134 ¢ cultivada a 16°C por

72 horas (aumento 43.516X).
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Figura 3. Aderéncia da amostra padrio de E. coli 2134 as
células HEp-2. As bactéria foram cultivadas a 37°C por 18
horas, ¢ incubadas por 3 horas com as células na presenga de
1% de D-manose. As bactérias apresentam um padrio de

aderéncia difusa ao redor das células (aumento 1000X).
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Absorbancia 280 nm

tubos

=5 5 mifiubo

Figura 4. Perfil cromatografico do extrato bruto da adesina
2134P ap0s passagem em coluna Sepharose CL 4B, equilibrada
e eluida com tampao fosfato 0,5 M. As fragdes foram coletadas
em volume de 5 ml por tubo. A adesina foi detectada no
primeiro pico. A absorbincia das fra¢des foi medida no

comprimento de onda igual a 280 nm.
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0.2

0,15

0.1

0,05

Absorbancia 280 nm

Figura 5 . Recromatografia do pico contendo a adesina 2134P
(primeiro pico). As condi¢Bes e coluna utilizadas foram as

mesmas da figura anterior.
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Figura 6. - Identificacdo da adesina 2134P pelo SDS-PAGE
corado com Coomassie Blue (B) e "western blot" com o soro
policlonal anti-2134P (A). 2134P foi purificado pela
homogeneizagdo, precipitacdo com sulfato de amonio a 60%,
solubilizacdo em Triton X-100 e cromatografia em coluna de
Sepharose CL 4B. Nuimeros ao lado representam o peso

molecular dos marcadores de peso molecular.
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F107 Gln-GIn-Gly-Asp-Val-Lys-Phe-Phe-Gly-Asn-Val-Ser-Ala-Thr-Thr

2134P GIn-GIn-Gly-Asp-Val-Lys-Phe-Phe-Gly- X -Val- X -Ala- X -Lys

Figura 7. Alinhamento dos quinze primeiros aminoicidos da
por¢do N-terminal da estrutura primaria da subuidade FedA da
fiimbria F107 (F18ab) com a seqiiéncia de aminoacidos da
adesina 2134P
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5. DISCUSSAO

Colibaciloses por Escherichia coli enterotoxigénicas (ETEC) séo
freqlientes em animais domésticos, afetando principalmente recém-
nascidos e pos-desmame. E caracterizada por diarréia aguda,
desidratacdo progressiva e morte em poucos dias, o que leva a uma
consideravel perda econdémica (Morris & Sojka, 1985). Uma nova
adesina conhecida como 2134P foi descrita em amostras de ETEC e era
diferente bioldgica e sorologicamente daquelas até entdo descritas em
ETEC suina (De Graaf & Mooi, 1986; Yano et al.,, 1986; Casey et al,,
1992). Posteriormente, a adesina 2134P foi incluida na familia de
fimbrias F18 (Tabela 4), sendo classificada como F18ac.

O estudo epidemiologico da adesina 2134P em amostras de
Escherichia coli enterotoxigénica de suinos, no Brasil, nio é ainda
descrito. Como mostra a Tabela 1, a alta freqliéncia da adesina 2134P

(30,0%) detectada em amostras de E. coli que ndo expressavam K88,
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K99, 987P, F41 ou F42, isoladas de leitdes com diarréia, sugerem,
indubitavelmente, um importante papel desta adesina na etiologia da
colibacilose suina no Brasil.

Como mostra a Tabela 1, a adi¢io de 0,125% de eosina solivel em
alcool e de 0,062% de amarelo de alizarina ao meio de cultura Minca,
conforme recomendado por Wittig et al. (1994), aumentou a detecgfo da
adesina 2134P. O cultivo das amostras de ETEC no mesmo meio de
cultura, em condi¢cdes microaerdbicas, favoreceu ainda mais a detecgdo
da adesina nestas amostras.

A Tabela 2 mostra a correlagfo entre a expressdo da adesina 2134P
e a produgfio de enterotoxinas pelas amostras de E. coli . A correlagdo foi
mais prevalente com a enterotoxina STb (87,5%), mas também
apresentou wuma correlagdo grande com as enterotoxinas STa (37,5%), e
com a LT-I (41,6%). A grande correlagio da adesina 2134P com a
enterotoxina STb também foi verificada por Wittig et al. (1995), no qual
eles observaram a presen¢a do gene para STb em 96,27% (129/134) das
amostras por eles estudadas, enquanto que para STa a presenga foi
menor, mas igualmente significante (81/134 - 60,45%), em concordéncia
com os dados aqui apresentados. Essa concordancia pode se dar,
provavelmente, pelo fato da adesina ter uma ampla distribuigdo por todo o
mundo, uma vez que ja foi relatada em diversos paises (Tabela 4).

Dean-Nystrom et al. {(1993) obtiveram da amostra de E. coli 2487,
um transconjugante obtido através da conjugagfio da amostra de E. coli
2134 com a amostra 1475 (nalR) e mostraram em uma preparagio da
bactéria, que a adesina 2134P é uma proteina de estrutura fimbrial,
confirmando o que havia sido relatado por Nagy et al. (1992) ¢ por
Kennan & Monkton (1990). Como mostrado na Figura 1, o soro anti-
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2134P, através de “gold immunolabelling”, seguindo metodologia descrita
por Kennan & Monkton (1990), reconheceu uma estrutura do tipo fimbria
na superficie da bactéria, confirmando a presenca da adesina 2134P nas
nossas amostras. Os dados da microscopia eletronica mostram que, ao
contrario do que ocorre com a bactéria cultivada a 37°C, ela ndo
apresenta estruturas do tipo fimbria quando cultivada & 16°C (Figura 2).
Isto estd de acordo com o que acontece com os fatores de colonizagdo
expressados por outras amostras de E. coli humana e animal (Gaastra &
DeGraaf, 1982).

Os testes de microhemaglutinagio manose-resistente (MHMR)
apresentaram resultados negativos com todas as hemdcias testadas (boi,
cavalo, cobaio, galinha e humana), tanto com as amostras de E. coli
crescidas 2 16°C como com as amostras crescidas a 37°C, estando de
acordo com os resultados apresentados por Kennan & Monkton (1990)
para a fimbria Av 24. Esses resultados poderiam sugerir que talvez a
fimbria fosse manose-sensivel (infelizmente os testes sem a presenga de
D-manose nfo foram feitos), mas os resultados da adesfio em células
HEp-2 indica que a fimbria nfo € manose-sensivel, uma vez que esta
apresentou aderéncia difusa neste teste na presenga de 1% de D-manose,
nio sendo, portanto, inibida pela sua presenga (Figura 3). Esta aderéncia
as células é mais um forte indicativo da importancia da adesina 2134P
como um fator de viruléncia em amostras de E. coli patogénicas para
suinos.

O isolamento da adesina 2134P da superficie da bactéria foi obtido
através de disrupcdo mecinica, seguindo a descrigio de Stirm et al.
(1967a). A precipitagdo foi realizada com sulfato de aménio (60%) ¢ a

ressuspensdo do antigeno conforme descrito por Dean-Nystrom et al.
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(1994), apenas substituindo o detergente CHAPS por Triton X-100,
obtendo-se © mesmo resultado final. Por apresentar uma hidrofobicidade
aparentemente muito grande, a adesina 2134P foi purificada inicialmente
utilizando-se uréia a 2 M no tampéo de cromatografia, para evitar a
agregacdo da fimbria. Esse procedimento resultou na obtengiio da fimbria
com elevado grau de pureza (Figuras 4 e 5). Porém, a presenca de uréia
durante o seqiienciamento de aminoacidos, prejudicou o sinal de
seqiiéncia, wma vez que o residuo N-terminal,uma glutamina, reage com a
uréia e pode ciclizar-se em piroghutdmico (PCA), que é um tipo de
bloqueio N-terminal; com isso, o produto inicial de seqiienciamento pode
ser reduzido e diminuir os dados relativos ao nimero de ciclos
identificaveis. Esse problema pode ser contornado, em parte, pelo uso de
piroglutamato aminopeptidase, que pode remover o PCA e, com isto,
melhorar a deteccdo do N-terminal (segundo aminoécido). Porém, a
retirada da uréia ndo prejudicou, pelo menos aparentemente, o processo
de purificagdo, tornando-o, no entanto, um pouco mais trabalhoso. O uso
de guanidina-HCI talvez possa vir a substituir a uréia, com a vantagem de
nédo prejudicar no seqlienciamento de aminoacidos.

O uso de HPLC para a purificagdo da adesina foi ineficaz pois,
devido a sua alta hidrofobicidade, a adesina ficou retida em todas as
colunas de fase-reversa utilizadas (C,, Cg e Cyy).

As analises eletroforéticas demonstraram que a adesina 2134P
encontrava-s€ pura, pois apresentaram apenas uma banda no gel de
poliacrilamida com dodecil sulfato de s6dio (SDS-PAGE) na coloracgiio
com Coomasie Blue (Figura 6b). As andlises mostraram, também, que o
peso molecular aproximado da adesina é de torno de 17.000 daltons,

confirmando o que foi relatado anteriomente por outros autores (Kennan
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& Monkton, 1990; Nagy et al.,, 1992; Casey et al., 1992; Dean-Nystrom
et al., 1994). Foi observado, também, que se faz necessario o uso de uma
proporgdo alta (2:1) de P-mercaptoetanol em relagdo & amostra, quando
esta é purificada sem a presenga de uréia, pois a adesina se agrega e o gel
apresenta bandas com pesos moleculares mais altos, dando-se a
impressdo de contaminagfo. Esses pesos sdo, normalmente, o dobro e o
quadruplo do peso da adesina.

A eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de uréia foi
utilizada para confirmar a pureza da adesina e observar a presen¢a de
mais de uma subunidade da adesina com o mesmo peso molecular, mas
com carga elétrica diferente. Essa metodologia foi utilizada a fim de
substituir o PAGE convencional, uma vez que, como dito anteriormente, a
adesina ¢ muito hidrofébica e, num PAGE convencional, ela nio entraria
no gel, sendo, portanto, necessaria a presenca de uréia em altas
concentracdes (6 M). O gel apresentou apenas uma banda, confirmando a
pureza da amostra.

Ap6s as andlises eletroforéticas, foram feitos ensaios de “western
blot” para verificar se a banda tnica apresentada no gel de poliacrilamida-
SDS era realmente a adesina 2134P. Apés a eletroforese em gel de
poliacrilamida com SDS, foi feita a transferéncia para o papel de
nitrocelulose; apds a transferéncia, os radicais livres do papel foram
bloqueados com as proteinas do leite Molico, sendo, em seguida, tratado
com o soro anti-2134P, soro de carneiro anti-IgG de coelho marcado com
peroxidase e revelado com diaminobenzidina. Os ensaios de “western
blot” revelaram que a proteina de 17.000 daltons apresentada como banda
unica nos géis de poliacrilamida, era realmente a adesina 2134P (Figura

6a), confirmando o que foi apresentado por Dean-Nystrom et al. (1994).
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A determinac¢do da por¢do N-terminal da adesina 2134P foi feita
através de seqiiénciamento automdatico utilizando-se quimica de Edman
para a determinagdo dos aminoicidos. A montagem da coluna foi
realizada com 5Smg de silica na extremidade inferior ¢ 8mg de resina Ci;z
na por¢do superior. Através de seqiienciamento automatico foi obtida a
seqiéncia  singular Q'-Q*G*-D*-V3-KS-F'.F.-GP-X!0-V!-X12-AP-X "
K", No primeiro ciclo de seqilenciamento foram identificados 2,870 pmol
de PTH-GIn. Como mencionado acima, a presenca de uréia prejudicou a
analise do seqiienciamento, principalmente porque havia uma glutamina
na primeira posi¢do do N-terminal. O cardter hidrofobico apresentado
pela proteina impossibilitou a determinago da seqiiéncia além do décimo
quinto aminodcido, pois a partir dai, o sinal de seqlienciamento se tornava
muito fraco e dificultava a identificacio acurada do aminodcido liberado.
Os aminoacidos 10, 12 e 14 ndo deram sinais confidveis, mas forneceu a
indicagdio de que o aminodcido 10 seria uma arginina; o aminodcido 12
poderia ser uma alanina ou uma serina, no caso desta ultima, um
aminoacido de dificil detecgdo por ser muito [abil e formar logo
subprodutos e, o aminodcido 14 seria uma treonina, outro aminoéacido
labil e de dificil detecgio, principalmente em quantidades pequenas, como
110 NOSSO caso.

Essa seqiiéncia apresenta uma homologia em torno de 66% com o
N-terminal da fimbria F107 (F18ab). Essa homologia subiria para 80%
caso fosse confirmados os aminodcidos serina na posigdo 12, e treonina
na posigdo 14 (Figura 7). Isso vem reforgar a idéia de que a adesina
2134P e a fimbria F107, entre outras, pertencem a uma mesma familia de
adesinas, denominada F18, assim como acontece com K88 (K88ab,

K88ac e K88ad). Além desse, existem outros indicativos de “parentesco”
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entre essas duas fimbrias: O soro anti-F107 apresentou reagdo cruzada

com 5 (38,46%) amostras 2134P%, incluindo ai, a amostra padrio de E.
coli 2134 (dados nfio mostrados); a fimbria F107 também apresenta uma
correlagdo grande com as enterotoxinas produzidas por E. coli
enterotoxigénica, sendo, também, mais prevalente com a enterotoxina
STb (84,62%0) (dados ndo mostrados).

Existem, porém, dados consistentes que provam que 2134P e F107
ndo sdo a mesma adesina: o peso molecular atribuido a fimbria F107 € de
15.099 daltons (Imberechts et al., 1992), enquanto para 2134P € de
17.000; a amostra de E. coli 107/86, padrio para a fimbria F107,
apresenta aderéncia ndo caracteristica em cultura celular, enquanto 2134P
apresenta aderéncia difusa (Figura 3); apesar de algumas amostras
apresentarem reagdo cruzada com os antissoros das duas fimbrias, outras
amostras s& reagem com o antissoro contra uma das duas; e, apesar da
fimbria F107 ter sido isolada também de amostras de leitdes com diarréia
pés-desmame (Imberechts et al., 1994), ela foi inicialmente isolada de
amostras de leitdes com doenga do edema (Bertschinger et al., 1990;
Imberechts et al., 1992), o que ainda nfo ocorreu com a adesina 2134P,
que s6 foi isolada de leitdes com diarréia pos-desmame (Nagy et al,1992;
Casey et al., 1992; Dean-Nystrom et. al., 1994).

Todos os dados apresentados neste trabalho, sugerem que estudos
posteriores a cerca das caracteristicas estruturais, morfol6gicas,
bioldgicas e antigénicas da adesina 2134P sdo necessdrios, os quais, nds
acreditamos, devem ser de extrema importancia na elucidagdo da etiologia
da colibacilose suina, visto que o uso de bacterina ou preparagdes

fimbriais como vacinas contra as doengas diarreicas, podem levar a uma
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pressdo soroldgica favorecendo a selegéo de novas adesinas em amostras

patogénicas para suinos.
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6. CONCLUSOES

Os estudos epidemiolégicos da adesina 2134P através da técnica
sorolégica mostraram que esta esteve presente em 30% das amostras por
nos estudadas (amostras que ndo apresentavam as adesinas K88, K99,
987P, F41 e F42), um nimero relativamente alto em termos de

epidemiologia.

A adesina estd fortemente correlacionada com a presenca de
enterotoxinas ou genes para enterotoxinas, principalmente com a

enterotoxina STb.

Os testes de microhemaglutinacdo confirmaram que a adesina
2134P ndo hemaglutina nenhum dos eritrocitos por nos testados (boi,

cavalo, cobaio, galinha e humano).
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A amostra de E. coli 2134, padrio para a adesina 2134P,
apresentou modelo de aderéncia difusa em cultura celular (células HEp-
2), mesmo quando incubada na presenga de D-manose, sendo, portanto,

manose-resistente.

A adesina foi isolada através de procedimentos mecinicos e
quimicos; foi purificada por métodos cromatograficos; parcialmente
caracterizada e identificada por métodos eletroforéticos e imunoldgicos

(“western blot”).

A adesina teve a sua porgdo N-terminal seqiienciada e foram
apresentados 12 dos 15 primeiros aminoacidos desta porgio,

demonstrando, assim, a pureza da preparacio.
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8. APENDICE

8.1. Meios de cultura

Todos os meios de cultura utilizados neste trabalho foram
esterilizados, normalmente, em autoclave a 121°C por 20 minutos, ou por

filtragdo esterilizante em membrana Millipore de 0,22 um.

8.1.1. Meio TSB (Trypticase Soy Broth)

O meio TSB (Difco) foi preparado de acordo com as

especificagdes do fabricante.
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8.1.2. Meio TSA
Meio TSB 1000 ml
Agar bacteriologico 15¢

Autoclavados e distribuidos em placas de Petri esterilizadas.

8.1.3. Meio de CAYE (Casaminoacids Yeast

Extract)

a) Meio Base

Extrato de levedura 5,00 g
Casaminoacidos 20,00 g
NaCl 2,50 g
K,HPO, 8,75¢
Agua destilada 1000 ml

b) Solu¢do de sais

MgSO, 5,00 %
MnC 12.4H20 0,50%
FeCl, 0,50%

A solugdio (b) foi preparada dissolvendo-se as substancias em 100
ml de H,SO, 0,001 M. Adicionou-se 1 ml da solugdo de sais para cada

1000 ml do meio base.
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8.1.4. Meio Minimo Essencial de Eagle
Modificado (MEM)

O meio MEM (CULTILAB) foi preparado de acordo com as
especificagdes do fabricante, com 4gua bidestilada, pH ajustado para 7,2

com NaHCO; a 7,5% e esterilizado por filtragéo.

meio base.

8.1.5. Meio Minca

a) Meio Base

KH,PO, 1,36 g
Extrato de levedura 1,50 g
Na,HPO,.2H,0 10,10 g
Glicose 1,00 g
Agar 20,00 g
Casaminoacidos 1,00 g
Agua destilada 1000 ml
b) Solucdo de sais

MgSO4.7H,0 10,000 g
MnCl,.4H,0 1,000 g
FeCl3.6H,0 0,135 ¢g
CaCl,.2H,0 0,400 g
Agua Milli Q estéril 1000 ml

Adicionou-se 1 ml da solugdo de sais para cada 1000 ml do
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8.2. Solugdes e Reagentes

Os sais utilizados no preparo das solugbes sdo todos de grau

analitico.

8.2.1. Solucio de Alsever

Glicose 20,50 g
Citrato de sodio 8,00 g
NaCl 420 ¢g
Agua destilada 1000 ml

8.2.2. Tampdo Fosfato (PB)

Solugdo A
Fosfato de potassio ou sddio monobasico 1M

Solucdo B
Fosfato de potassio ou sddio dibasico IM

O pH da solugdo B foi ajustado com a solugfo A.
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8.2.3. Tampiio Salina Fosfatada (PBS)
Para o preparo do tampdo fosfato, procedeu-se como
descrito acima, ajustando-se o pH em 7,4. Para o preparo do tampéo PBS,

misturou-se 50 ml de PB com 50 ml de solugdo de cloreto de sodio

(NaCl) 3 M. O volume foi completado para 1000 ml com agua destilada.

8.2.4. Tampao Salina Fosfatada com 1% de D-

manose (PBS-M)
PBS 0,05 M pH 7,4 100 ml
D-manose 1,0 g

8.2.5. Tampio Trietanolamina (solucido estoque)

MgS04.7H20 1,20 g
CaClI2.2H20 0,20 g
NaCl 75,00 g
Trietanolamina 28 ml
Agua destilada 1000 ml

Ajustado para o pH final 7,4.
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8.2.5.1. Tampio Trieta (soluciio de uso)

Tampédo Trieta (solugdo estoque) 100 ml
Gelatina 0,5g
Agua destilada 1000 ml

8.2.6. Solugiio de ATV (Associagiio de Tripsina-

Versene)

a) Salina

NaCl 80¢g
KCl 0,2 g
Na2HPO4 29¢g
KH2PO4 0,2 g

Agua destilada 1000 ml
Autoclavado e armazenado a 4°C.

b) Tripsina
Tripsina (Difco) 20¢g
Solugdo salina (a) 10 ml

¢) Solugdo de Versene

Versene (EDTA) 0,2g

Solugdo salina (a) 10 ml
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d) Solugéio de Vermelho de fenol
Vermelho de fenol 0,5g
NaOH 1N 3,5 ml

e) Solugdo final

Solu¢io de tripsina (b) 50,0 ml
Solugdo de versene (¢ ) 10,0 ml
Solugdo de vermelho de fenol (d) 1,5 ml

Ajustada para o pH 7,5.
Esterilizada por filtracéo.
8.2.7. Citrato de Sodio 3,8%

Citrato de sddio 38¢g
Agua destilada 1000 ml



