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1~ INTRODUCRO

A luz dos conhecimentos atuais, os colibacilos entsropatogé-
nicos, causadores de diarrdia neonatal nos animais domdsticos e, om
especial os laoclados de suinogz, caracterizam—ge por sgerem enterobtoxi-
génicos. As toxinas produzidas podem ger de dois tipos: termo-esbtivel
(5Ta e STh) e terma-tabil (LT), que s3¥o diferenciadas com base nas
guas caracteristicas bioldgicas, bioquimicas e goroldgicas.

Ndo basta a enterotoxigenicidade para que o animal infectado
por  uma  determinada amostra de Escherichia coli venha a apregsentar
diarréia. Sabe-se também, hoje, que estas amostras de E. coli possuen
na sua superficie apéndices filamentosos, n¥o flagelares, de consti-
tuicBo proteica, vigiveis ac microscdpio eletrdnico ( 31 ) que, segun-
do DUGUID et =alii ( 14 ), foram denominadas "fimbrias”, também chama-
dag de "pili” por BRINTON ( 2 ). Nés, no presente trabalho, utilizare-
mos o© termo fimbria, seguindo as indicacBes de OTTOW ( B4 > e JONES
¢ 36 1,

Gracas & presenca nas bactédrias enterotoxigénicas destas
fimbrias, as mezmag apresentam a capacidade de, uma vez no trabto in-
testinal de animais sensfveis, aderir a receptores especi{ficog das cé-
tulas das vilosidades intestinais do intestino delgado, tendo como
congequéncia a sua multiplicagdo, cujo aumento no numero pode atingir

valores considerdvelis. Denominou-se a esse processc colonizac3o que



por sl lmpede que ag bactériag aderidas sejam eliminadas rapidamente
atraves dos movimentos peristdliicos intestinais., Come conssguincia
desta colonlzagHo, independentemente da enterctoxina produzida, acumu-
ta~ge no intestine delgadeo dos znimais infectados guantidade muficien—

te de enterocotoxina paras produzir quadros diarrdicos &s vezes bastante

Devido a estas propriedade de aderéncis que leva a subsegquen-
te ceolonizagHo, estag Fimbrias foram btambdm denominadas ant fgenog de
aderénoia, adesgsinss ou sinda fatores de colonizacio.

SOJER ¢ 61 ) descreveu o primeiro antigeno de aderénoia, de-
nominado na época de KBB, porgue acreditava esse =mubtor ser esze anbi~
geno mais um dos antigenos K até ent3o descritos dentro da classifica-
wdc  soroldgica das E, coli, tendo como base os antigencs somiticos
(), flagelares H ( 67, 68 ) @ capsulares ou de envoltdrio { K ) (3I9),
Em outras palavras, desconhecla-ze gue a estrutura do antigenoc K88 era
basicamente uma fimbria. Contudo a fresgudncia com que emses antigenos
¢ 59 ) ocorria em amostras de E. coli capazes de dilatar alca ligads
do intestino de leit3o, fez com que se suspeitasse, o que fol compro-
vado posteriormente { 37 3, gue o antfigeno BB tinha envolvimento di-
relo na patogenls da diarrdia necnatal em suinoes.

Em 1872, SHITH & LINGGDOD { 60 ) descreveram em nuitas amos-
tras de E. coli enteropatog@nicas pasra bezerros um antigeno K a3 gue
chamaram de "Hco” ( commom ¥ antigen), gue fol postericrments designa-
do E99 por ORSEOV ot alii ( BZ 3,

A occorréncia do antigeno X808 em amostras de E, coli de ori-
gem suinag, do K99 em amostras de origem bovina e de dois ocutros anti~

wnaes  encontradog apenas em amostras de E. eoli de origem humana de-

i



signados CFA/L 19 ) e CFA/II ( 15) fez com gue EVAES et alii ( 18
defendegeenm 3 existéneia de uma certas especificidade de um detsrminado

antigeno de aderénciz em relac8o ao hospedeiro.

i

mbora esta hipdtese nHo tenha sido totalmente contrariads,
sabe-se¢ hoje que o antigeno K39 & também frequente em amostras de E.
cell enterotoxigénicas (ETEC) de origem suina, envolvidas na diarrédia
neonatal desses animais.

Mais recentemente MURRIS et zlii ( 46, 47 ) reiataram em al-
gumas amostrag de ETEC de origem bovina a presencga de ums zdeginaz, 2
gual denominaram de F4l, gue curiocsamente vem sempre asscciada ao  an-
tigeno K939, Este anligeno de aderéncia contrariando mais uma vez a hi-
pétese da correlacdo especificidade~-hospedeiro jid citada,, foi +tambén
descrito em amostras de ETEC de origem sufna ( 65 ). Embora ainda fal-
te um estudo maies aprofundado da importincia deste dltimo antigeno,
parece evidente que os sulnos, particularmente, apresentam receptores
para wvarios fatores de colonizacfo. Tanto isso € verdade que YAND et
alit € 70 3, em 188%, descreveram em amostras de ETEC de origem suina
mals uma adesina a gual denominaram F42 gue esid sendo objeto de sstu-
¢o no presente trabalho.

Todos esses antigenos de aderénciz, além da capacidade de
ades¥o "in vive®, em cdlulas intestinzis de hogpedeiros sensiveis,
apresentam algumas caracteristicas comuns tais como, aglutinagio na
presenga de D-manose ( 24 ) de hemdcias de virias espécies animais,
280 codificadas somente em cultivos incubados a 372C ( 24 ) n¥o o sen-—

do  guandoe a temperatura de incubacilo for de 182C ¢ 24 ) & a8¥o Lodos

fad

eles codificados por plasmfdicos { 19, 52, 52 ). Porém, com relacfoc ac

antfgeno F4l faltam dados conclusivos sobre esta dltima propriedade.
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Finalmente um outro antigeno de aderéncia foi descrito por
HAGY et alii { 48, 492 ) em 1976 o qual foi designadoe 387P, igualmente
importante em cagos de diarrédia neonatal mas que apresenta como carac-
teristicas principais o fato de n¥%o ser hemaglutinanie @ nem ser codi-~
ficado por plasmidios, tendo provavelmente seu locus génice no genoma
bacterianoc.

Aidm dessas Fimbrias, BRINTON ¢ 2 3, BRINTON ¢ 2 3 e DUGUID
et alii ¢ 12 3 descreveran varios GLipos de fimbriasg &m
Enterobacteriaceae, baseando-se na sua morfologia e propriedades hema-
glutinantes. O tipo mais comum de fimbria foi denominado de +tipo 1.
Eszta fimbria € capaz de aderir a uma grande variedade de células euca-—
riontes ( 1, 13, 50, 58 ). Ag propriedades adesivas da fimbria do tipo
I encontradas em E. c¢oli s%c inibidas pela D-mancse { 24 3.

Apde essas consideracles gerais vejamos agora, em relacio a
esses antigenos de aderéncia, quaig os achados mais relevanies relata-
dog na literatura no que tange a: propriedade hemaglutinante, condi-
cBes que afetam a producic dos antigenos de aderé&ncia "in vitro”, pu-~

rificagdo e caracter{gticas figico-quimicas.

1.1 HEHAGLUTINACKO

A primeira observacHo das propriedades adesivas das amostras
de ETEC "in vitro”, foi a hemaglutinag®o ( 14 Y. STIRM et alii ¢ 63 3
e JONES & RUTTER ( 38 ) chservaram que amostras de E. coll portadoras
do antfigeno K8B aglultinavam hemicias de cobalo na presenca de D-manose
gquando cultivadas a2 372C mas n¥o a 182C ¢ gue esiz reaclc ocorria 3

420 mag n¥o eras observada quando realizada a 372C.
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PARRY & PORTER ( 56 ) utilimaram um grande nimerc de diferen-
tes hemacias no ensaio de hemaglutinacio frente a duas variantes soro-
idgicas do antigeno KB8 ( ab e ac ) e de preparacBes livre de células
desses antigenos. Observaram gue a variante K88ab reagia melhor com
hemdclias de galinha do que com cobaio e que essa hemaglutinac3c era
estdvel & temperatura ambiente. Por outro lado a variante K8B8ac resgia
com hemdcias de cobaio somente guando o antigeno estava ligado & bac-
téria, n%o aglutinando essas hemdcias quando em preparagfes livres de
células.

GUINEE & JANSER { 26 ) descreveram uma nova variante de K88,
denominada K8B8ad, presente em amostras de ETEC de origem sufna, poden-—
do smer diferenciada das demals variantes somente por testes soroldgi-
SE .

[SAACSON & RICHTER ( 35 ) observaram que o ant{geno 987P ndHo
poggue capacidade hemaglutinante frente & uma grande variedade de he-
mécias { cobaio, cavalo, carneiro, humano, coelho, bovino & galinha ¥,
nem & 42C nem a temperatura ambiente, n¥o sendo posgivel utilizar esse
tipo de teste na deteccHo deste antigeno, em amostiras que o produzenm.

BURROWS et alii ( 04 ) demonstraram gque amostras de ETEC de
origem bovina { K89+ ) aglutinavam na presenca de D-manose hemécias
de carneiro. ORSKOV et alii ( 33 ) verificaram que a propriedade hema-
glutinante do antfigenc K99 n%o era observada quando a amosira de B,
coli era cultivada 2 1820, GAASTRA & de GRAARF ( 24 ) descreveram zinda
gque a2 hemagliutinacHo do antigenc X99 com hemdcias de cavalo n%o era
observada quando a reaclo ers realizada a 37:2C.

MORRIS et alii ( 44 , 45 )} descreveram que o antigeno ¥99 1i-

vre de célulag era capsz de hemaglubtinar hemfcias humanag, de carneiro
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e de cobalioc.Em contraste com esses achados, [SSACSON ¢ 32 relatoun
gque o antigeno K92 n¥o resgla com hemicias de cobaio, sugerindo ( 33
gque na preparagdoc utilizada por HORRIZ e colsboradores, uma oubra ade-

ina além do K99 deveriz euxwizbtir. Egta obgervaco foi confirmada por

i

o5

ORRIZ et alii ( 46 , 47 dque denominaram esta outra adesina de 741, a

o)

qual reagis na presenga de D-manose com hemidcias de cobaio e carnsiro.
Jtilizando antigenos purificados De GRAAF & ROORDA ( 10 ) descreveran
que o antligeno K99 reage fortemente com hemscias de cavalo & fracamen-
te com hemdciag de carneiro, mas nBo com hemfclas de cobaio. Posr oubtro
lado, o antfigeno F4l reage fortemente com hemiclas de cobaio e fraca-
mente com as de carneirc e cavalo,

EVANE et alii ( 16 ) obgervaram que amostrasz de ETEC CFA/I+
apregentavam hemaglutinacio-manose registente s 420 com hemndciazas huma-

nag, de bovino e de galinha, enquanto que amostras CFA/Il+ aglutinavam

na pregenga de D-mancse a 420, hemdciaz de bhovino o de galinha.

&

3

Para o anbtigeno F42, verificamos ( 70 } gue este st § Qe

H

aglutinz na presenga de D-manose hemdcias humanas,de cavalo, carneiro,
cobalio e mais fortemente ag de galinha. Esta reacHo & estidvel a 420 ou

4 temperatura ambiente, e ingtével a 3720

1.2, CONDICEES QUE AFETAM A PRODUCEO DOS ANTYGENOS DE ADERENCIA

in vitro®

GUINEE et =alii { 27 , 28 3} desenvolveram um melo semi-sinté-
tico tamponado ( Heio de Minca 3, contendo menor concentracio de ami-

nogcidos e carboidratos, do que o meios nutrientes comuns, verifican-



do gue este meio suprime a producHc do ant {geno capsulzr ( K 3, faci-~
litando a detecgHo do antigeno K33 no teste de aglutinacfo em lamina.

De GRAAF et alii ( OB, 11 3 observaram que © meio Minca e
o meio minimo com glicose eram melhores para se obter alba producdo
de K99 do gue meios complexos e gque , o amino#fcido L - alanina , numa
concentracio de imM, inibiz &3 Dbicssintese de E99 em cercsa de SB%.
Estes resultados foram confirmados postericrmente por CONTREPOIE et
alii € 06 ). Um outro fator gue pode diminuir ”in vitro” a produgfo da
fimbria K99 é a2 glicose, como foi obserwvado por GUINEE et alii ¢ 28
e I5AACB0H ( 34 ). Contrariaments, om 1983 FRANCIE ot alii ( 2% 3
descreveram que melo minimo contendo 1% de glicose n¥o inibia a pro-
dugdo de K399, o que ocorria guando o meio minimo era suplementado com
acetato de gddio ou acetato de sddio =) glicose.

A produgio do antigeno de aderé&nciz F4l &€ tambénm dependente
da composig¥o do meio de cultura. Assim sendo De GRAAF & ROORDA { 10 O

e De GRAAF et alii { 11 % demostraram gue a presenca de glicose e
alanina diminuia a produgHc do antfgeno F41 de modo semelhante aoc ob-
gervado paras o antigeno K99.

Em contraposgicio fenbmenoc regulatdrio descrito para a produ-
cE%o das fimbrias ¥99 e F4i, nenhum efeito inibitdrio por glicose &
alanina tem mido descrito para a produglo de K88 e 3B7F, a nBo ger a
influéncia da temperatura que é comum para todos os antfgenos de ade-
réncia. isto &, gquando és amogtras poriadoras desses antigenos s3o
cultivadas 2 1820, osg mesmoz n¥o glc produzidos, enbora fimbrias do ti
po 1 parecam ser produzidas  Lambém nessa iLemperatua ( 24 ).

Para os antigenos de aderéncia em ETEC de origemn humana,

EVANS et aliit ( 17 ) demonstraram gue guando as amostras de E. esli



CFA/I+ eram cultivadas no meio de cultura por eles idealizados (AGAR
CFAJ, apresentavam maior produ¢¥o de fimbrias do gue quando cultivadas

em ocutro melo de cultura tals como Agar peptonado ou Tergitol.

1.2. CARACTER{STICAS FISICUO-QUIMICAS

FiMBRIA KB&

0 primeiro processo de isolamento do antf{geno K88 foi descri-
to por STIRM et ulii ( 62 , 64 ). U antfgeno K88 foi isolado da céiuls
bacteriana por aquecimenioc a 6020 por 20 minutos ou por  agitagfo en
"Blender”. A purificacBo do antigeno K88 foi realizada por repetidas
preciptac¢Bes no ponto isoeléirico e ultracentrifugacdo . A anidlise
gquimica revelou que o antfigeno K88 purificado era de natureza protel-
ca, em contraste com a natureza polissacaridica de todos os oubros an-—
tigenos capsulares { K ) conhecidos até entZo. MOOI & De CRAAF ( 43
purificaram as variantes de K88 ( ab, ac, & ad } por gel filtracdo em
coluna de Sepharcose CL-4B, demonstrande através de eletroforese em gel
de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédiec ( SDS Yque o peso nole-
cular das tré&s variasntes de K88 estava em torno de 23.500 a 26.000

daitong.

FiMBRIA 89g7p

FUSCO et alil ( 23 ) purificaram o antigeno 987P por crista-

lizac%o com clorsto de magneésic ( O,1M ), seguida de centrifugacio ma-



ra meparar a fimbria precipitada do sobrensdante, demonstrando que o
ant.igeno era composto de subunidades protdéicas com pesc molecular de
18.300 daltons. Uma descri¢¥o mais detalhada para a purificacso ¢ ¢a~
racterizag¢io do antigeno 987P foi posteriormente reportada por
ISAACS0H & RICHTER (¢ 35 5. O sniigeno 987P fol removido das células
bacterisnas por homogeneizacio em "Sorvall Omni mixer” & purificade
por precipitacdo com cloreto de magnésio. A ansdlise quimica mostrou
que a adesina 9B7P era composta de proteinas, mas continha também um
aminoacucar nHo identificado. A eleiroforese em gel de poliacrilamida-
w5,  apresentou uma udnica banda proteica con peso molecular ac redor

de 20.000 daltons e ponto isoeliétrico de 3,7.

FIMBRIA K939

Em 1977, ISAACSON ( 32 ) descreveu um méLodo para o isolamen-
Lo e purificagio do antigeno K93. J antigeno foi removido das células
bacterianas por homogeneizac%o em "Sorvall Omni mixer”, sendo subse-
quentemente purificadc por preciptac3o com sulfato de amdnic e croma-—
tografia em DEAE-Sephadex. O material purificado apresentou-se compos-
te de duas subunidades protéicas, uma com peso molecular de 22.500 e
cutra de 29.500 daltons e de ponto iscelétrico 10,1,

De GRAAF et alii ( 08 ) também purificaram © antigeno K939
utilizandoe métodos de isolamento da fimbria das c¢élulas bacterianas
por aquecimento a 60=2C por 20 mnminutos, gel filtracHo @m
Sepharose CL-4B e tratamento com desowmicolato de sddic. O ant fgeno pu-
rificado apresentou-se homogéneo em eletroforese de poliacrilamida~-SDE
@ composto de subunidadeg protéicas de pezo molecular de 18.400 dal-

tong com ponto isceldtrico de 9,75.



FIMBRIA F41

A purificacHo & caracterizacio do antigeno F4l foi descrita
por De GRAAF & ROORDA ( 10 3. 0O antigenc foi isolado da célula bacte-
riazna por homogeneizac¥o em "Sorvall Omni mixer” & precipitado con
suifato de amdnio. A purificac¢Ho fol realizada por gel filtrac¥o em
Sepharcse CL-4B e tratamento com desoxicolato de sodic. OO ant igeno fof
caracterizado como uma estrutura filamentosa, composta de subunidades
proteicas com peso molecular ao redor de 29.500 daltonsg e ponto isce-

létrico de 4,5.

FIHBRIA CFA/l E CFA/I1I

A purificag¥o do antigeno CFA/! foi descrita por ELEMN ¢ 40 )
utilizando gel filtracHo em coluna de Sepharose 2B, verificando ser o
pesc melecular das subunidades de CFA/! de 14.500. Entretantoc UWUEVERS
et alii ( 62 ) reportaram gque os pesos moleculares das subunidades de
UFA/1 e CFA/I] eram de 12,000 @ 13.000 daltons respectivamente. FREER
et alii ( 22 ) relataram que o ponto iscelétrico do antigeno CFA/I era

4,8,

FIMNRBRIA F42

YANO et alil ( 70 ) descreveram o isolamento de amostras de
E. coll enterctoxigénicas de origem suina, portadorazs do antigeno F42,
mestrando ser o referido antigeno diferente dos anteriormente descri-

tos. Esses autores relataram algumas propriedadesg inerentes ac antige-—

no, sem no entanto concluirem a sua caracterizacHo.
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Por outro lade, foi conseguida, no Centro Nacional de Pesqui-
£a de Sulnos & Aves da EMBRAPA, a reproducfoc experimental da colibaci-
lose neonatal em sufnog, usands como indeulo, por via oratl, amostras
de E. coli STa+ F42+ ( dados n¥o publicados, Pestana de Castro e cola-
boradores 3.

Em raz3o disto, acreditamos que a purifica¢¥o do antigeno F42
permitir-nos-4 descrever mals precigamente as caracteristicas estrutu-
rats, morfoldgicas, biloldgicas e antigénicas deste antigeno, gue ima-
ginamos, ser extremamente importante na etiologia da colibacilose suf-
na no Brasil, haja visto z sus frequéncia relativamene alta ( 9,6% 3
em amostras de ETEC ( STa+ ) de origem sufna ( dados n3o publicados 3.

Diante do exposto & em se congiderando as evidéncias de es-
tarmos diante de um novo fator de colonizagBo ( 70 ), de importincisa
relevante na patogenia da colibacilogse sufna, inclusive com eventuais
reflexog na imunoprofilaxia desta enfermidade os geguintes objetivos
nortearam a realizaclo do presente trabalho:

a- verificar quais as condigBes Stimas para a producio e deteccfo
do antfgeno F42.

b- tentar a purificac¥o do antigeno F42,.

¢- verificar algumas caracteristicas ffsico~quimicas, bioldgicas e

antigénicas do antigeno F42.



2. MATERIAL E M£TODOS

2.1. AHOSTRAB

A amostra de Escherichia coli 567/7 enterctoxigénica ( STa+ )
de origem sufna e caracterizads por YANO et alii { 70 ), foi utilizads
neste trabalho, come sendo amostra de ETEC portadora do antigeno de
aderéncia F42. Outras amostras de E, eoli padr¥o por nds uttlizadas
foram B4l (QL01, K39+F41+ J: 1476 ( K12 X88zb+ ) e HS101 { Ki2 ) esta
dltima usada como controle negativo. Essas amostras foram gentilmente
cedidas pelo Dr H.U.Moon, "NHationsz! Animazl Diseases Laboratory”, Ames,
lowa, EUA. Todas as amostras de E. coli foram mantidas a -7020 on nelo
de Infus3o de Cérebro e Coraglc ( BHI, DIFCO Laboratories 3, adiciona~

do de 15% de glicerol ( ECIBRA 7.

2.2. ANTISBOROS

Foram utilizados og antissoros anti~F42 anteriormente oblidos
pela inunizag¥o do antigeno F42 semi-purificado em coelhos ¢ 70 Y. (e
antisgoros anti-K29F41, anti-KBB foram gentiimente cedidos pela Prof.
Dra.M.B.Serafim ( Departamento de Hicrobiologia e Imunclogia, I[.B.,

UNICARP 3.
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2.3. PROVA DE HICROHEMAGLUTINACXKO HANDSE-RESISTENTE (HHER)

2.3.1. Preparo dag SuspensBes Bacterianas

Duzentos microlitros de cultivo das amosiras de E.
celi em TSE ( Trypticase Sov Broth, DIFCD ) foram semeados emn vlacas
de  Pelri contendo meic de cultura solidificado pela adic¥o de acar
(DIFCOY » 2%. U crescimento bacteriano obtido apda 24 horas de incuba-
cHo a 372 € foi suspensc em salina fosfatads tamponada contendo ©O,5%

de D-manose ( [HLAB 3 ( PBS-H¥ ), ajustando-se ¢ numeroc de células to-

talg para aproximadamente 5 x 3{?0 células/ml.
£2.3.2. Padronizag¥o das Hemscias
Hem#cias humanze, de cobaio o de galinha, foram cole-

tadas no dizs do teste, utilizando-ze soluglo de cltrato de sdédio

{(3.8%) como anticoagulante. As hemdcias foram lavadas 3 veze

i

em
PEE~-M, e padronizada a 1 = 1@9 hemidcias/m}, seguindo técnica degerita
por RANGEL & BREPKAE ( 57 ).

Ag  hem&ciawm de cavalo e carneiro foram coletadas ss-
septicamente en soluclo de Alsever ¢ conservadas z 4=C. Parsz a padro-

nizagio destas hemdcias procedeu-se conforme descrito acims.
2.2.32. Teste

Para a realizaclo dos testes de MHMR foram utilizadas

placas de microtitulo ( Falcon Plastice ) de base cGnecava. Suspensfes
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bacterianas ou antigeno F42 na forma soldvel, foram dilufdas em série
& razio de Z, diretamente nas placag de microtitulos, em volunmes de

G oul, utilizasndo-ze como dilusnte PRS-, Sohres sztas diluicBes colo-

i
E ]

cou-sge igual volume de hemdcias padronizadas. Durante toda 2 rezaliza-
¢H0 do teste, os componentes da reag¥o foram mantides em banho de ge-—
lo, conforme recomendado por JONEZ & RUTTER ¢ 38 ). Apds uma hora de
incubacBo nestas condi¢Bes, procedeu-se 2 leitura do teste.

A Unidade Microhemaglutinante Manose Resistente (UNMHNMRY foi
definida como a maior diluig3o do antigenc F42 que ainda era capaz de

aglutinar as hemdcias em Leste.

£.4. SELECKO DU HE!U DE CULTURA

Oz seguintes meios de cultura adicionados de agar a 2%, foram
sstudados para se verificar em qual deleg haveria malor producfe do
antigenos F4Z: Nutriente Glicosade ( A.G. )Y ( 37 ), Hinca ( 28 ), CFA
(173, Biken ( 30 >, TSB ( DIFCO >, BHI ( DIFCO Y e Meio Minimo A (MEA)
£ 07 ) suplementado com 0,5% de glicose ( ECIBRA ). Apde semeadura e
padronizac¥o da suspens#o bacteriana conforme descrito em 2.3.1., pro-

cedeu-ge a prova de MHMR de acordo com 2.3.3.

2.5. FATORES QUE INFLUENCIAM NA PRODUCKC DO ANTYIGEND F42

¥ in vitro ¥

£2.5.1. Efeito da Temperatura



Procurando verificar o efelto da temperatura na produ-
$%c do antfgeno F42, 2 amosira de E, ecoli 587/7 foi semeads om NEA zu-
plementado com ©,5% de glicose e agar a 2% procedendo-se a incubac¥o a
1820 por 48 horas e a 37:2C por 24 horas. O crescimento bacteriane re-
sultante fol suspenso em PBS-M, padronizada e examinada pela HHHR

frente & hemdcias humanas, de cavalo, carneirc, cobaio e de galinha.

2.5.2, Efeits da Alaninag ¢ Aecetato de 8ddio

A amostra de E. ¢oli B&7/7 foi cultivada em HMA 261lide
suplementado com 0,5% de glicose contendo diferentes concentracdes de
acetato de sddio ( REAGCEN 53 C 100, B0, 10 & 58 m¥ ) psu de D-zglaninas
¢ SIGHA Y ( 10, 5 e 1 mM ). As placag foram incubadas a 37:2C nor 24
horas. O crescimento bacteriano foi suspenso em PES-M e ewxaminade en

HHER com hemécias de galinha.

2.3.3., Efeito g3 Glicose

Para verificar o efeito da concentrs¢fo de glicose na
producio de antigeno F42, utilizamos o MMA =61ido, suplementadce  com
diferentes concentracBes de glicose ( 0, 0.1, 0.25, 0.5, 1.0 & 2.0 % )
ne  gual se sgemeou a amostra de B, coli BEF/7. SuspensSes obtidas &
partir do crescimento bacterianc, foram examinadas pela prova de HHMR

com hemdciag de galinha.



2.%5.4. Efeito do pH do HEA na preoduclo do antfgeno F42

Em  HMHA sdélido suplementado com 0,5% de glicose e com
diferentes pH (5.4, £.0¢, 7.4, 8.2 & 9.4} a3 amogtrz de F. coli BE?P/Y
foi cultivada por 24 horas a 372C. As suspeneBes bacterianas obtidas
desses  cultivos foram examinadas em HHMR frente a hemdciss de gali-

nha,

2.6. PURIFICACED DO ANTIGEHO F42

2.56.1. Extracic do Antigeno F42

A obteng¥o do antigenc F42 soldvel, livre de células,
foi realizada seguindo as indicacBes de STIRM et alil ( 64 ) com algu-
mas modificacbes por nde introduzidas. & amostra de E, coli B567/7,pro-
dutora do antigeno F42 foi cultivada em HMA em Microfermentador ¢ HNew
Brunswick Scientific Co.,Inc ) com agitaclo (200 rpm > e vigorosa ae-
racgBo & 3720 por 24 horas. B cultura foi centrifugada ¢ o© sedimento
fol  ressuspenso em tampfo fosfato 0.05M, pH 7.2 contendo 1M de Hall
(MERCKY . A extracio do antigeno foi reslizads por incubacBo & &502C  em
banho-maria por 20 minutos com agitag%o ocasional.

Apds esgse tratamento, o material foi centrifugado a 42C por

20 minutos a 10.000 rpm, zendo o sedimento dispensado.



2.8.2. Precipitac¥o com Sulfsto de Am8nio

0 sobrenadante obtido, foi precipitadeo com sulfato de
ambnio { MERCK ) em concentracBes cregoentes, a saber: 20, 4%, &5 o
B0O% de gaturag¥o. Entre cadae etapa, a mlistura fol centrifugada & o
precipitado ressuspenso em tamplo fozfato O.05W pH 7.2 e dialisado

exaustivamente contra o mesmo bLampio.

2.5.2, Tratazmento com Despoxicolats de Sddio ¢ DOC

Seguindo as recomendacBes de KORHONEN et ali: ( 41 3,
as fragties obtidas pela precipitacl3eo com sulfato de amfnioc { 45% 5, fo-
ram tratadas por 72 horas a 420 com tampBo fosfatc O.05M, pH 7.2 con-
tendo 0.5% de DOC (Desoxicolato de S54dic, MERCE ). Apds esse perfodo,
o material fol centrifugade por 10 minutos =z 10.000 rpm 2 420, O mate-
rial  soldvel em DOC fol novamente dialisado contra tamp¥e fosfabto
0,058, pH 7.2 e examinado pela MHMR frente a hemdcias de galinha. A

concentracio proteica foi determinada pelo método de Harbree ( 29 3.

2.6.4, Cromastografis de Exclus¥o Molecular em Sepharose 4B

Trés mililitros do antigeno F42 (DOC solivel), conten-—
do 3,6 mg de proteina foram cromatografados em colunsz (2 % 95 cm) de
Sepharose 4B ( PHARFHACIA ) equilibrada com temp¥o fosfato O.05M wH
7.2, contendo 2M de urdiaz ( HERCK 3. 0O material feol slufde com o mesmeo
tampHo, em volumes de 5 mi/tubo num fiuxe de 12 ml por hora. A absor—

béncia dessas amostras fol medidas & A= 28B0nm em especirofotdmetro
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Zeiss PHOlY, utilizando-se cubetasz de guartzo de i om de caminho &bi-
co. As fraqlies oblidas foram concentradas 5 vezes por liofilizacie em
FREEZE DRYER Hew Brunswick Scientific Co,Inc. e examinadas pela MHNR

con hemdAcias de galinha.

2.7. ELETRUFURESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA - 2DS

A eletroforese em gel de poliacrilamida-8DS, foi realizads
como descriio por FAIRBANKS et =lii ( 20 ) utilizando 7% de acrilamida
contendo  0.1% de SDS ( WAKD CHEMICAL Co. 7, 75 ul dos anbtigenocs F42
fragio 45% e cromatografadeo em coluna de Sepharose 4B contendo respec-
tivamente 2,0 @ 0,6 mg de proteina por mi foram aplicados. Uma corren-—
te elétrica de 3mAs/gel foi aplicada por 2 - 3 horas. Apds a corrida os
gétz  foram fixados Conm solugBo de dcido acélico-metanol-agua
{(1:10:9 3, corados com soluglo de Coomzssie Brilliant Blue { SIGHMA 3 =

0.25% em solugfo de metanol a 5% e dcido mcstico a 10%, sendo descora-

dos com solugHo de dcido acsdtico a 7.5% e mebtano! a 5%.

2.8, CARARCTERIZACED FPISIQO-IIHICA PARCIAL
2.8.1. Deterninasc¥o do Peso Holecular { PH 3
A determinacio do peso molecular do antigeno ¥F42 puri-

ficado foi realizada em gel de poliacrilamida-5DS come descrito scima,

utilizando-se come padrBes de PH : Scoro de Albumina Bovina (  66.000
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daltong J: Ovalbumina ( 45.000 daltong ) e Mioglobina ( 16.000 dsi-

tong )} todos de procedénoiaz SIGHA.

2.8.2. Determinac¥o do Ponto lsoeléirice { pl

{1 engalo de lsceletrofocalizacio fFol realizado em cyee ]
de poliacrilamida como descrite por MERZ et z3lii ( 42 ), utilizando-se
5% de acrilamida contendo anfdéiitos de pH 3.0 2 10.0 ( SIGHA 3. O an-
Ligeno F42 purificado fol tratado com B-MHercaptoetanol ( BACKER ) =
0.2% e 0.02HM de EDTA ( S5ICGHMA ¥ em 8M de uréia. Uma corrente elétrics
inicial de O.5mb/gel foi aplicada por 19 horas, a temperatura ambien-

te, durante tempo suficiente para a corrente calr a zereo. s eletrodos

foram coneciados de modo gue ¢ polo positivo da fonte elédirica esti-
vesse em contato com o eleirodo imerso em solucBo de H3PQQ 18 & o polo
negative no eletrodo imerso em sgolugHo de NalH LH. Apds corrida, o gel
ffol seccionado em gegmentos de 0,2cm e elufdos em soluclo de cloreto
de potdseio a2 0,01H por 2 horas a 42C, procedendo-ge a determinacio do

vlE em pHmelro ( MHICROHNAL ) e leituras em espectrofotdmetro ZEISS PHOII

am absorbinocis de 28Cnn.

2.9. CARACTERIZACKC IHUNOLSGICA

2.%.1 Imunodifuslo dupla
A tecnica de Imunodifus¥o dupla para andlise soroldgics
comparativa, ol reaziizads seguinde as indicacBes de QUOHTERLONY (553,

Uma camads ©O,15cm de espessura de agar “Hoble” (DIFCO Y a 1%, em =a-



lina fisioldgica contendo 3mH de azids sddica ( RIEDEL 3, foi feita
gobre uma lé@mina de vidro ( 7.3 ¥ 2.5 em ). Os orificios no gel foranm

feltos com molde prépric para este fim, gendo a dietfinclia entre o=

orificios padronizeda. Hesses foram splicados 20 ul dos diferentes an-—

al

Ligenos s KB8ab, K389 ,F41 & F42 purificados contendo respectivanente

o

s

0,5, 0,9:; 0,7 e 0,6 mg de proteina por ml & dos  antizsoros
anti~E399F41, anti-K88 £ anti-F42. Az laminas foram lncubsdas em clmara
umida por 24 horas & temperatura ambiente, lavadas com salina figsiold-

gica, @secas & coradas com soluclo de Coomassie Brilliant Blue.

2.9.2., BEletroforese ¢ Imunceletroforese

Foram realizadas segundo ss indicagBes de ORABAR &
BURTIN ¢ 25 ). Uma camada de agar “"Noble” de 0.15 cm de espessurs, a
1% em TampBo Veronal O.05H, pH 8.6 fol golidificads sobre lamina de
vidro ¢ 8 X 12 cm ). Em orificios escavados no agar, 10 ul dos antige-
nog  KB8Bab, HK&8Bac, KY%%, Fd41 e F42 com fgual concentragZc proteica aos
descrito em 2.9.1., excelo K8B8ac que continha 1,1img de proteina por
mi, foram aplicados. Uma diferenca de potencial de & volt/cm foi apli-
cada por 80 minutos.

E sletroforese fol revelada com fcido azcétice z 2%, sendo =
l8mina seca e corads com solucho de Coomasssie Brilliant Blue. Na imu-
noeletroforese  foram adicionados na l8mina volumes de 100 ul de cada
um dos antissoros disponiveis, a saber: anti-ES58, anti-K99F41 & anti-
F4a2. Apds incubacg¥o por 24 horas em cfmara dmida 2 l3mina foi lavada
varlias vezes com galina figioldgica, seca e corads com soluc¥o de

Coomsesie BEriilliant blue.



3. RESULTADOS

3.1. SELECEQ DO MEIOQ DE CULTURA

Verificamos gue suspengles bacterianas da zmostra de E.coll
567/7 cultivada nos metos CFA, Hinca, BHI e MMA suplememtado com (,5%
de glicose, reagiram com hemacias humanag, de cavalo, carneiro, cobszio
e galinha (TABELA 1). Oz mailores titulos hemaglutinantes foram obtidosz
com culturas crescidas em meio CFA e HHA suplementado com 0,5% de gli-
cose, frente as hemacias de galinha. No entanto, guando a citada amos-
tra fol cultivada nog meiog A.G., TSR ¢ Biken oz resultados obhitidos en
relag¥c a HHHMR frente a diferentes hemdcias foram difsrentes, no gue
concerneg a um menor titulo da rea¢¥o como também, og resultados nega-

tivos obhidos.
3.2 FATORES QUE INFLUENCIAM NA PRODUCED DO ANTIGENO F42
? in vitro 7

3.2.1. Efeito da Temperatura

Procuramos verificar se a tempersatura de incubagcio do

cultivo da amostra de E. coli 567/7, interferiria na produc¢fo do antf-



geno F4Z, Obeservamos que a amostra em estudo, guando cultivada em MMA
guplemenntado com 0,35% de glicoze & incubada a 1820 por 48 horas n%o
apregentou a capacidade aglutinante com nenhuma das hemécias estudadas
¢ TARELA Z ). Entretanto, gquando esta amosirsz fol cultivada no mesmno
melo de cultura por 2Z4 horasg a 372C, apresentou padr3o de hemaglutina-

¢80 idéniticeo ao descrito por YAHO et alli ( 70 3,

3.2.2. Efeito da Glicose

Para verificar se adig¢¥o de glicose no MMA estimulava
ou  inibla a produgZo do antigeno F42, a amostra de E. coli 567/7 foi
cultivada em HMA sdlido suplementado com diferentes concentracBes de
glicose. O crescimento bacteriano foi ressuspenso em PBS-M & examinado
pela prova de HHMR frente a hemicias de galinha. Observou-se gue a
amostra em estudo quando cultivads em MMNA gem glicose, nlo apresentou
atividade aglutinante. No entanto, em todas as demais concentracBes de
glicose utilizadasg, a amostira apresentou atividade hemaglutinante com

hemacias de galinha, sem diferengas significativas nog titulos obser-

vadog {TABELA 33).

3.2.3. Efeito do pH do MMA na Produc%o do Antigeno F42

Verificamos que a amostra de E. coli 567/7 nBo apre-
sentou atividade hemaglutinante guando cultiveda em pH 5.4 e 6.0 (Ta-
BELA 4). Entretanto, quando a mesma amostra foi cultivada em pH alca-
lino (8.2 e 9.4) fol capaz de aglutinar hemdcias de galinha até o ti{-

tulo de 1:64 ( TABELA 4 3.



3.2.4. Efeito da Blanina e hcetato de Ssdio

Procuramos verificar se D-alanina e ¢ acetato de =é~
dio eram capazes de inibir a sintese do antigeno F42, Utilizamos dife-
rentes concentracBes de zlaninsg (10, % e 1 m¥) ou de acetste de sdodio
L3100, 50, 10 & 5mM) adicionadoz ao MNEHA suplementado com 0,5% de glico~
se. O acetato de sdédio interferiu diretamente sobre a amostra de E.
coll 567/7, impedindo de se obter um bom crescimento bacterians. Esgas
culturas n¥o apresentaram atividade hemaglutinante com hemdciazs de ga-~
Linha (TABELA 5). Utilizando o aminodcido D-alanina, verificamos que a
referida amostra n¥o spresentou atividade agliutinante mesmo guando

cultivada em HMA contendo 1imB deste aminodcide (TARELA 5).

2.3. PURIFICACKO DD ANTIGENC F42

3.8.1.Extrac3o @ Precipitacio com Sulfato de Aménio

A extracfo do antfgenoc F42 das células bacterianas foi
realizada por incubac¥o em banho-maria a 602C por 30 minutos, com agl-
tagBo ocasional. Ae fracBes obtidas pela precipitacBio com sulfato de
ambnio foram examinadas pela HHMR frente a hemidcias de galinha (TABE-
LA &2. Foi verificado gque as fra¢¥es obtidas pela precipitaclc com
sulfate de amdnic nag concentracles de 45% e 65% apresentaram malor
atividade hemagiutinante. Em termos de atividade especifica, determi-
namos que as fracles precipitadas com 45% apresentaram atividade hema-
glutinante 32 vezes malor que as fracBes obtidas pela precipitacio com

65% de saturacio, ou seja, das fracSes obtidas com 45% de gaturagio,
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foram necesesdrios 0,048ug de proteina pars ze obler ums unidade micro-
nemaglutinante, enquanto gue das fracBes obtidas com 65% foram neces-

gériosg 4,7ug de proteina para se obter a mesma unidade.

3.3.2. Tratamento com Desoxicolato de Sédic ( DOC 3

As fragBes obtidas na precipitaglc com sulfate de
am&nio na concentra¢io de 45% de saturacBo, foram tratadas com DOC por
72 horas a 42C. Ubservamos gque no material DOC soldvel, houve reducio
da concentraglo protelica, aumentandoe sua atividade especifics no que

tange a MHNR frente hemdcias de galinha (TABELA 7).

3.3.2. Cromatografia de Exciusfc Holecular em Sepharose 4B

0 antigenc F42 D0OC soldvel, fol aplicado em coluna de
Sepharose 4B equilibrada com tampZo fosfato O,0BH, pH 7.2, contendo 2M
de uréia. As fracbes gue apresentaram leitura espectrofotométrica  su-
periores a 0,1 de densidade Sphtica (DO), no comprimento de onda de
280nm, foram dialisadas exaustivamente contra PBS, examinadas pela
MHHR frente a hemdcias de galinha. Aquelas em gue foram ovsgervadas bt~
tulos superiores a 1:8 foram reunidas, concentradas e estocadas a

-202C  ( FIGURA 1.

3.4. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS

Em estudos preliminares, verificamos que o antigeno F42 (DOC

soldvel) fol incapaz de penetrar no gel de poliacrilamida, na concen-~



trac¥o wutilizada (7%) (Dados n¥o apresentades). No entanto, guande o
antigeno fol tratado com 5D5 e agquecide a 10020 por 3 minutos, apre-
sentou a capacidade de penetrar na matriz de poliacrilamida, onde,
apds corrida, observamos 3 bandas proteicas (FIGURA Za).

G antigeno F42 elufdo da cromatrografia em Sepharose 4B, foi
anal igado por eletroforese em gel de poliacrilamida com S0S. Verifica-
mos gue nas condi¢les experimentais por néds utilizadas, o antigeno F42

cromatografado, apresentou uma unica banda proteica (FIGURA 2b).

3.5. RESUNU DAS ETAPAS DE PURIFICACEDO DO ANTIGENO F42

Na tabela 7 est¥o demostradosz os passos da purificscio do
entigeno de aderéncia F42. A stividade especifica do material purifi-
cado fol de 3556,2 U HHER/mg de proteina e a atividade relativa aumen-

tou 128,858 vezes enm relagioc ao extrato brutoc & sus recuperacic ffol de

20%

3.6, CARACTERIZACRKO Fr8I1CO-QUIVICA PARCIAL DO ANT{GEND F42

2.6.1. DeterminacBo do Peso ¥Holecular ( PH 3

Em eletroforese de disco em gel de poliacrilamida-

5D o antigeno F42 apareceu homogéneo e seu PH foi estimado ser en

torne de 31.000 daltons (FIGURA 3, TABELA 8.



3.86.2. Determinac¥e do Ponto Isceléirice {(pl)

A determinac3c do pl pela tdecnica e isveletrofocalizs
cHo degcorita no material e métodos, (2.8.2.) revelou que og segmentos
com pH 3,4 e 3,2 apresentaram leitura espectrofobométrica em absorbin-

cia de Z80 nm ( FIGURAE 4 3.

3.6.3. Eletroforese

G comportamento eletrofordtico do antigeno F42 puri=-
ficado foi cowmparado com og antigenos de aderéneis (K99, F4l ¢ KB8Bab:
de origem sufna. NHa FIGURA 5 observamos gque o antigenc F42 apresentou
uma udnica banda proteica a qual migrou ligeiramente para o cdbodo,
apresentando wmobilidade eletroforética distinta dos demaisz antigenos

de aderéncia por ndg utilizados.

3.7. CARACTERIZACKO IHMUNOLSGICA

3.6.1. Imunodifugdo Dupla

Pelo teste de imunodifusio dupla constatamos que o
antigenc F42 purificado fol reconhecido pelo antissoro anti-F42 ¢ nio
houve reacles cruzadas com og antissoros anti-K99F41 & anti-¥E88szb. Do
mesmo modo, o antigsoro anti-F4Z reconheceu somente o antigeno homdsio-

go, n3o reconhecendo og antigencs K99, F4l & K88zb (FIGURA &),



2.7.2. Imunoeletroforese

Na FIGURA 7 podemos observar gque o antissoro anti-F42
n#c reconheceu os antigencs de aderéncia utilizados como padrfies (K99,
F41,K88ab e KBBac) reconhecendo apenas o antigenc homdlogo. Os  antis-
soros anti-KI39F41 e anti-K88ab n¥o reconheceram o antigeno F42 purifi-
cado. Confirmando mals uma vez a diferenca garalégica entre o antigeno

F42Z ¢ os antigenos de aderéncia de origem suina.



TABELA 1

- Efeito do meio de cultura no tests de MHMR da amostra

de E. coli 567/7 (a).

CFa (d?

MIKCA (&)
BIKEN (f)
BHI (g
MEA (h>

PRS-M (i)

- &4

Cobaioc Homem Galinhsa
2 16 -
128 128 az
64 2 g
Iz 64 4
256 16 128

%) @ amostra fol

cultivada nos di-

ferentes meios de cultura por

24 horas a 37:=C.

b}
ol
dr
@)

£

<3}

Brain Heart

Trypticase Soy Broth.
meio de CFA ( 17 ).
meio de Minca ( 28 )

meio de Biken ( 30 ).

Infugsion.

Egar Hutriente Glicosado (37).

b}

i3

J3

kK

meio Minimo & (07) =suplementado
com Q,5% de glicose.

salina tamponada com 0,5% de
D-mancse.

os titulos s%0 representados pe-
lo reciproco da maior diluigao
da suspens¥o bacteriana gue ain-

da mostrava reacBo positiva.

reaco negat.iva,



TABELA 2 - Efeito das temperatura de cultive no titule de HHMR

da amostra de E. coli B67/7 (a)

Temperatura Hemécti as
G e e e e e e e o e i o
cultive Homem Cavalo Carneiro Cobaio Galinha
18e2C - () - - - -
a7 el 16 {¢3 32 i6 128 128

a) a amostra de E,

glicose por 48

b)Y reagdo negativa.

¢} o titulos giHo

eceli B67/7 foi cultivada em MMA contendo O,5%

horag a 1820 e por 24 horas a 37:=2C.

repregentados pelo reciproco da maior diluig¢Ho

suspensdo bacteriana que ainda mostrava reacio positiva,

de

da



TABELA 3 - Efeito da concentrag3o de glicose no titulo de HHER da

amostra de E. colil 587/7 {(a) frente 3 hemicias de galinha

2} a amozira de E.coli 567/7 foi cultivada om MHMA contende diferentcs
concentraclies de glicose por 24 horas a 3720,

b} op +tftulos gsHo representados pelo reciproco da maior diluicd3o da
suspens¥®o bacteriana que ainda mostrava reag¢fo positiva.

<) reagio negativa.



TABELA 4 - Efeito do pH do meio de cultura, no titulo de HHHRE da amos-

tra de E.colil 567/7 (a’ frente a hemdciag de galinha,

a}) a amositra de E. coli B&7/7 foi cultivada em ¥MA com diferentes wva-
lores de pH, suplementado com Q,5% de glicoge por 24 horas a 37:2C.

b} oz titulos s%0 representados pelo reciproco da maior diluiglo da
suspensBo bacteriana que ainds mostrava reag3o positiva.

<) rea¢do negativa.
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TABELA & -~ Efeito do Acetato de 568dio e D-alaninz no titulo de HMHER

da amostra de E. ¢colil B67/7 (a3,

Acetato de Sédic {(m¥) D-alanina {(m#}
10¢ 50 10 5 O 10 5 i O
Titulo (b3 - ey - o - 128 - - - 128

a}) a amostra de E.coll 567/7 foi cultivada om ¥HMA com glicose {(0O,B3%3
contendo acetato de sddio ou alanina por 24 horas a 372C, suspensas
em PBS-M e examinadag pela WHMR frente a hemicias de galinha.

Py og titulos s%o representados pelo reciproco da maior diluiglo da
guspensic bhacteriana gue ainda mostrava reaglo positiva,

o) reagfo negativa.
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TABELA & — Ti{tulo de HHMR e concentraclo proteica dasg fracBes obtidas

pela precipitacHo com Sulfato de Aménio do  extrato bruto

de F42

Frag@es Titulo de MHMR ConcentracHBo proteica Atividade egspecifice

(%

20

45

&5

20

bl

ND-

3 (a) {mg/ml? (UMHMR/mg/ml
~{b} ND ND
2048 2,0 40960
&4 6,2 1280
8 ND ND
oz titulos s30 representados pelo reciproco da maior diluiglo do

antigenc F42 que aindzs mostrava reacloc positiva com hemdcias de ga-
Iinha.
reacdo negativa.

nHo determinada.




34

2'9sge

G OBL

0'oPs

110879

T'944°12

000942

0000 CE

642

gy esoaeydag

we el jeaboljewod)

[@8an(os 500

(%G¥)

oruguy op O3e (N3

won ogdeqidioedad

ONIG OB IAN

Qg 8857
o9 £°'8e
a8 Z'EC
007 01
(%) EAtieied
o b dadnoay BPEPIATIY

(Bu/HHHED

ey JIioadss

apepIAalay

CHHHREO)
12407

SRPEPIATIY

L749% 119273 8p vuagowr ep gird elougJaepy ep

ouatijiue op ogdevyjrand - 7/ VTIEGVL



TABELA B8 ~ Peso Holecular e Ponto Isocelétrico dos diferentes antigenos

de aderéncia (a).

Ant {genos
KBs 27
K39 i8
9879 20
Fai 29
CFasl 15
CFa/11 13
Fa2 31

. 540

. 500

000

. 500

. 058

00

. 000

al GAASTRA & De GRAAF ( 24 ).

HY valor n¥o conhecido.

¢’ dados obtides no presente trabalho.




0,5

0,4

0,3-

ABSORBANCIA A 280 nm

0,1+

10 20 30 40
NOMERO DE FRACOES { 5ml/tubo)

FIGURA § - Perfil de elui¢Bo do antigeno F42, cromatografado om coluna

de Sepharose 4B.

Az  fracBes que apresentaram D.0O. superiores a 0,1 foranm

dizligadas e examinadazs pela HHER frente a hemdcias de ga-

linha. A barra indica as fracBes gue apresentaram Gt itulog

superioreg a 1:8, as quais foram reunidas e examinadas por

eletroforese em gel de poliacriiamida - SDS.



FIGURA 2 - Eletroforese em gel de poliacrilamida - SDS.

a - antfgeno F42 ( DOC soldvel ), b - antigeno F4Z cromato-

grafado em Sepharoczse — 4B,
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FIGURA 3 ~ DeterminacgBo do Pesc Molecular do anti{geno F42 vpurificado,
por eletroforese em gel de paziaqriiamiﬁa - BDE;
i- Boro Albumina Bovina ( £6.000 daltons 2; 2- UOvalbumina

{ 45,000 daltong J); 3~ Hioglobina { 16.000 daltons 3.
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FIGURA 4 - isoeletrofocalizaclio realizada em gel de poliacrilamida.

Oz pontosg indicam o valor de pH obtido em cada segmento do
gel. 0 pico indica gquais o5 segmentos que apresentavam lei-

tura espectrofotométrica em absorbincia de 280nm.

¥ YIDNYEH0SaY

ua gee



40

3

.

FIGURA B - Eletroforese em gel de agar "Hoble” dos antigencs de ade-
réncia conhecidos comparados com antigenoc F4Z.

1 - F42; 2 -~ F41; 3 - K499; 4 - K88sb e 3 - KBHac.
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FIGURA & -~ Imunodifus3o em gel de agar "Noble” dos antigencs de ade-
réncia conheclideos (1 - K939, 2 ~ F41 & 3 - ¥K88ab } compara-
dos como antigeno F42 (4) e revelados com soros anti - 742

{a), anti -K88 (b)Y = anti - K99F41 {(c).
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FIGURA
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Iimuncoelstroforese dos
do antigeno F42 frente
ros homdlogos. 1- F42,

a~ soro anti -~ ¥42, b-
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diferentes antigenos de aderéncia e

80 soro anti

- Fd42 e regpectivos so-

2- F41, 2- K99, 4~ KEBBab e 5~ EBBac:

anti - K99F41 e - anti-¥K88&8.
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DISCUESRO

Observamog que a amostira de E. coll 567/7 n¥o aglutinava he-
mécias bovinas, guando cultivada em qualaquer dos nmelos de culturs por
nog utilizados., Verificamos gque guando a amostra de E. coli 567/7 foi
cultivada om meios sdlidos tals como CFA ( 17 3, Hincas ( 28 ), BHI ou
BEAE ( OF ) suplenmentade com 0,5%% de glicoge, era possivel delectar a
pregenca do antigeno F4Z pela técnica de MHMR, sendo que, a melhor ex-
preszfc do antigeno fol obtida quando a amostra em estudo foi cultiva-
da em MMA adicionado de glicose, uma vez que a amostira de E. ¢oli cul-
tivada neste meic, apresentou malor titulo microchemaglutinante com he-
méclias de galinha do que guando cultivada em outros melos de cultura
por nés utilizados.

Usando o meios de culturas A.G., TSB e Biken, a2 amostrsa
de E.coll 567/7 ndo apresentou o padr8c de microhemaglutinac3o descri-
to por YANO et alii { 70 3, isto pode ser devido a duas hipdteses: 1-
g bactéria n%o produziu o antigenc F42 guando cultivada nezses melos
de cultura. Z- a bactéria produziu o referido antigeno, porédm nSo nos
foi possivel detectd-lo pelo teste de MHMR, por motiveo do aumento da
producio  de cépsula, o qual pode impedir a reacgfo de Themaglutinagie
€ 27 ), Egss dltimzs possibilidade levantada por GUINEE et =a1ii ( 28 3
levaram estes autores a idealizar um meio de cultura (Minca) para evi-
tar a excessiva formac¥o de cépsula pela amoztra de E. coli produtors

do antigeno de aderdncia KS9.
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Procuramos verificar a influéncia da temperatura na producio
do  antigenc F42, onde observamos que a amosira de E. goli 567/7 com-
portou-se de modo semelhante aocs antigenos de aderéncia conhecidos
(K88, K39, F4l, 9879, CFA/! e CFA/I1) n¥o apresentando a capacidade de
aglutinar hemdcias quando cultivada por 48 horazs a 182C. Entretanto,
quande a bactériz foi cultivada a 372C esga capacidade foi observada
{Tabela 2). Confirmando os achados descritos por YAND et alii ( 70} de
que a amostra de E. c¢oli BE7/7 guando cultivada a 3720 apressentava-ge
recoberta por estruturas do tipo fimbrias (por observacBes em microg-
copia eletrdnica) enquanto que a amosira cultivada a 182C apresentou-
ze desprovida desse tipo de estruturas. E ainda, os mesmos asutores,
chservaram gque a amostra em estudo, era capaz de aderir "in vitro” a
ceglulas Hela ¢ a enterdcitos isoclados de sufnos, guando culitivada a

372C, mas n3o gquando cultivada a 1B=2C,

JONES & RUTTER ( 37 ) descreveram que, para z producio do
ant {geno KB8 era necessdrio adicionar glicose ao meico de cultura.
ISAACSON ¢ 34 5 relatou gue 0,5% de glicose inibia a produc¥o do fator
de colonizacHo K99, entretanto FRANCIS et alii ¢ 21 ) cobservaram que
glicose a 1% n¥%o inibia a produc3o desse antigeno. A producio do ant{-
geno F42 n¥o foil alterada pela adic¢lo de glicose, mostrando ser inclu-

sive necessaria para a produgHo do citado antfgeno, poiz gqguando a2

camostra fol cultivada em MMA sem glicose, n%o nos fol possivel detec-
tar a presenga degge antigeno na susgpens3o bacteriana obtida ¢ TARE-
LA 32 3.




Procurande verificar o efeito do pH na praoducio dos  antige -
nog de aderénocia K99 ¢ F41, van VERZEVELD et z2lit { B ¥} obgervaran
gue esses antigenos de aderéncla n¥o eram produzidos guando a amosira
de E. coli Fi8 (K99+ F41+) erz cultivada em meio minimo com pH &cido.
Em pH alcalino, a producHo dos antigenos fol levemenle azlterada, con-
cluindo que para a melhor producHo dos antigenos de aderéncia K99 e
F4i o pH do meic de culiura seja teria gue ser proximo ao neutro. Do
mesme modo, egtudando o efeito da varilacio do pH na producio do  anti-
gene F4Z pela amostra de E. coli 567/7, observamos que este antigeno
fol detectasdo guando cultivado em MMA com pH neutro e alcalino ( TABE-

LB 4 3.

De GRAAF et alii ( 08  relataram gque a adiglo de 1 mM de
alanina nas formas D ou L no meio minime suprimia a biogsintese do an-—
tigenc K99. CONTREPOIS et alii ¢ 06 ¥ conflirmaram esses achados e
ISARACS0ON ( 34 ) descreveu gue o amincdcido alanina n%o afeta direta-
mente a reguiacio génica da sintese da fimbria K89, mas indiretamente,
atuando sobre a membrana celular, a gqual tem um papel ativo na bilos-
sintese do antigenc de aderéncia K99,

Em nosgsos experimentos, cbgervamos que a alanina na forma D,
interfere na producio do antigeno F42 { TABELA 53, isto &, quando a
amogira de E. coli 567/7 foi cultivada em MEA contendo glicose e 1nH
de D-alanina, nHo nog fol possivel detectar a presengas do antigeno F42
pelo teste de HHMR. Provalvelmente, assim como para o antfigeno K39, o

aminodcido alaninsa, interfers na mesma otapa da sintese do antigeno

F42 impossibilitando a amostra de E. celi 567/7 de expregsa-lo.
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4 inibic%o da sintese do fator de colonizacio K9S pelo ace-
tato de sddic, fol desgscrito por FRARCIS et alit( 21 ) onde ot demons-—
trado gque 0,07 M desse sal suprimia a sintese do antigeno KS%

A nosga amosira em estudo, guando cultivads em HHA  contendo
0,5% de glicose e acetato de sddic em concentragBes iguais ou inferic-
res ag usadas por FRANCIE et alii ( 21 3 também nZo produziu o antige-
no P42,

g mecanismo pelo gqual o acetato de sddic afeta a biossintese
do antigeno de aderé&ncia K99 é desconhecido. FRARCIS et alii( 21 ) su-
pfe gque a reduclo da temperaturaz ou o acdmulo de produtos da fermenta-—
¢#c bacteriana como acelato pode ser um sinal do tipo "fFeedback” le-
vando o microrganismo a n¥o sintebtizar o antigeno de aderéncia gquando

n#c necesgssirio.

Og métodos descritos por STIRM et ali ( 64 ) para a extracio
do antigeno de aderéncis X88 foram aplicades naz extracfo do antigeno
F42 e relevaram ser ef icientes para esse fim. Obgervamcs gque o antige-~
no F42 obitido pela precipitag3o fracionada com 20-45% de saturac3o de
suifato de ambnio, apresentou melhor resultado em termos de satividade
bioldgica em relac%o a concentracfo proteica.

KORHONEN et alii ( 41 ) descreveram que o desoxiceolato de
g6dio, ingolubiliiza om residucs de lipldeocs & de lipoproteinas. A eli-
minzgHo desses contaminantes pelo tratamento com DOC, como uma elapsa
da purificagio do antigeno F42, demonstirou sua eficiéncia em termos de
Z2% de atividade egpecifica ( TABELA 7 ).

0 antfgeno F42 DOC solidvel fol purificade em coluna de

Sepharcse 4B & semelhanca do descrito para as fimbrias KBB ( 43 )y K93




¢ 09 3 e F4l (10 3., 0 antigenc F42 deve apresentar-ze sm  forma  de
agregados, pols ao realizarmos eletroforese em gel de poliacrilamida
convencional , obgervames que o anbigene F42 (DOC soldvel) bem comno o
gluido da coluna de Sepharoge 4B n¥%o penetraram noe gel de poliacrila-
mida { dados n¥o apresentados ). Quando o antigeno Fd4Z ol bLratads com
DT 2 aquecido a 1002C por 3 minubtos, penetrou na matriz de poliacri-
lamidsa, demonsirando ser necesgssgédrio a dissociagBo doz possgivels agrea-

gados para que a difusBo ocorresse,

43

Ha sletroforess om el de poliacrilamids com SDE, wverifica-

F

mos gue o antigeno F42 (DOC soldvel) apresentou 3 bandas protelicas,
sugerindo existir nessa preparacio de F42 pelo menos brés proteinas de
peses moleculares diferentes.

Analigpando o eluateo obtido pela cromatrografia em Sepharose
48, por eletroforese em gel de poliscrilamida~BDE, verificamog gque nas
condiglies sxperimentals por nds utillizadas, o antigeno F42 apresentou
uma Unica benda proteica, demonstrandoe gque a cromatografia nessa resi-
na, separou of contaminantes do antigenc F42. Este reszultado n¥c nos
foi  sstranho, uma vez que oF trabalhos realizados para a purificacieo
dos antigenos de aderéncia KES9 ¢ 09 ¥ & CFASD { 40 ), tambem descreve-
ram gue egtes antigenos foram elufdos na forma de agregadeos, apregen-—

tando-ge pure em slstroforese em gel de poliacrilamida-8DE.

Og resuitados obtidos na determinac¥o do peso molecular
(31,000 daltone?, ponto isoelétrico {(em torno de 3,2 ¢ mobilidade
eletroforética {(ligeiramente catddical, foram diferentes dos encontra-
dog para oz antigenos de aderéncia conhecides (K88, K39, F4l1 e 987P>

¢ TABELA B8 .




Pelos testes soroldglcos, observamos que o antigeno F42 foi
reconhecido somente pelo antizoro anti-F42, n¥So havendo reacico cruzada
com o8 antigsoros anti~K93F41 ou anti{~EBHB. Observou-se também que o©
antigsore anti~-F42 n¥%o reconhecesu oz antigenos K993, F41, H88ab ou
K88ac utilizados como padrdes. |

Esges resultados confirmam os achados descritos por YANO et
@iiil 70 ) op guais observaram gque em {estes de inibicBo de MHMR, so-
mente ocorreu a inibic¢¥o guande o antigenc F4Z foi incubado a 37:=C por
&0 minutos com antissoro anti-F42.

Acreditamos que o8 resultados por nds obtidos, satisfazem
plenamente os objetivos propostos. Assim sendo determinamos quais as
condi¢Bes Stimas para a producio do antfigeno F42, purificamos e deter-
minamos algumas caraclteristicas fisico~guimicas & verificamos n¥o ha-
ver relaglies antigénicas entre o sniigeno F42 & oz fatores de coloni-
zacdo conhecidos de amostras de origem suina.

Ainda sob o ponto de vigta bisico, & caracterizaglo defini-
tiva deste novo antigeno de aderéncia, se estudando outrogs detalhes
tais como composigio @ pequéncia de aminodcidos, a identificagio de
receptores em hemdcias e nas células das vilosidades intestinalis sers
altamente relevante e trata-ge de a=msunte com relagio ao gual ja ini-
ciamop estudos na drea.

S5ob o ponto de vista pratico, nossos dados (n¥c publicados?
demonstraram que o antigeno F42 estsd presernte em numero relativamente
@levado de amostras enterctoxigénicas produtoras de STa. Conforme jé
mencionamos anteriormente a frequéncia deste antigeno em 9,6% entre

156 amostras de E, coli de origem suina 5Ta positiva, & considerivel




pendo superior a relastada para o antigenc K83 ( OB, BL . A importé&n-
cia deste antigeno se torns mals evidente se nos for permitido citar
gue, em trabalhos em andamenteo (PESTANA de CASTRO, comunicagBo pes-
soal), fol possivel reproduzir experimentalmente a infec¢do em leitles
recémn~nascidos. Estes n%o mamarasm o colostro e foram inoculados, por
wia oral, com culitivos da amostra BL7/7 ( F4Z+ STa+ 3. Todos os  ani-—
mais inocculados, en ndmero de 4, apresentaram diarrédia aguda, com mor~
te em menog de 72 horag. Dag fezes desses animais foram igscoladas 3 co-
iénias de E. coli as qualis foram todas F42+ e 8Ta+ comprovando que es-
te wolibacilo era predominante no conteddo fecal & portanto, havia
provavelmente colonizado o intestino deigado dog leitles inoculados.

Esses aspectos de natureza pratica sugerem gue a imunoprofi-
laxia da colibacilose sulna precisa conter como imundgenoc ¢ antigeno
Fa2 purificade ou semi-purificado.

Concluindo ainda sob o ponto de vista pratico, nossa inves-
tigagio prestou, ao nosso ver, uma colaboracio importante estabelecen-
do guais as melthores condig@es para a producfo do antigeno F4Z e qual
a metodologia para a sua purificac8o e caracterizag¥o. Portantc a sua
inclugio gob forms semi-purificada em uma vacina contra a colibacilose
zuins wval depender apenas de uma op¢¥o por parte das inddstrias e ou

labotatdrios especial izados.
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CONCLUSGES

1 - A& producdo do antigeno F42 pela amostira de E.coll B&7/7

foi maior, guando a amostra em quest¥o foi cultivada em meio Minimo A.

2 -~ A gemelhanga do relatado para outros antigenos de ade-
réncia, a producfc do antigeno F42Z fol inibida em cultivos incubados a

18=2C, mas n¥Bo & 37:2C.

2 -~ A n¥o adic¥o de glicose ao meic Minimo A impediu a pro-
dugdo do antigenc ¥F42 detectdvel pela prova de MHER frente a hemsdcias

de galinha.

4 - 0O pH do meio de cultura interferiu na producfo do anti-
geno F42, que somente foi detectado por MHMR quando a amostra de E.

coli 567/7 fol cultivada em meioc Minimo A com pH alcalino ou neutro.

5 -~ 0 aminodcido D-slanina ou acetato de sdédic, gquando adi-

cionados 2o meio M¥inimo A, inibiram a produc¢3o do antfigenc F42.

& -~ O métodos utilizados na purificacZo do antfigenc F42
mogtraram ser eficientes, uma vez gue, o rendimento final obtido foi

de 20% e gua atividade relativa aumentou 128.,8 vezes.

7 — 0 Peso Molecuiar do antigeno F42 estd em torno de 31,000

daltons e seu Ponto Isoelétrico préximo a 3,2.




8 - 0 antigeno F42 n3c apresentou semelhangas antigénicas
com o2 antigenocs de aderéncia conhecidos de origem animal (K88, K99 e

Fd41.

Concluifmos assim, que o antigeno F42 é um antfgeno de ade-
réncia com caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas diferentes dos
ant{genos de aderéncia conhecidos, presente em amostras de E. coli

enterotoxigdnicas de corigem suina.
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RESUHQ

Ho presente trabalho, procuramog purificar e caracterizar
fisico~gquimica & blologicamente o antigenc de aderéncia F42 produzido
pela amostra de Escherichia coli enterotoxigénica (5Tal de origem sui-
na, além de verificar quais as melhores condigBes de cultivo para a
suz producHo.

Verificamos gue o melio Minimo A & Qrmaio de culturs mais
apropriado para a producBo do antigeno F42.

Cuando a amostra de E.eoli 567/7 feoi cultivada a 372C, pro-
duziu o antigeno F42 gue apresentou atividade hemagliutinanie, o mesmo
ndo foi observado guando a amostra em estudo fol cultivada a 18=2C.

A zsdicBo de D-alanina ou de acetato de sé&dic ac meio Minimo,
inibiu a produg¥o do antigenc F42.

A produc3o do antigeno F42 & dependente da presenca de gli-
cose.

0 pH do meio Hinimo deve ser neutro ou alcalino, pois em pH
dcido o antigeno F42 n3o fol produzido.

O antigeno F42 extraido por aguecimento, foi purificado por
precipitagd3o com sulfato de ambnic, tratamento com desoxicolato de s6-
dio e cromeatografia em coluna de Sepharose 4B.

Verificamos que seu psso molecular € de 31.000 daltons e
ponto iscelétrico prdxime ao pH 3,2.

4 =andlise soroldgica do antigene F42, por Imuncodifus¥o e
imunoeletroforese, mostrou que este era diferente dos antigenos de

aderénecia  de crigem animal conhecidosz.
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