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1. INTRODUGAO

Infeccdes diarreicas causadas por Escherichia coli enterotoxigénicas (ETEC),
Vibrio cholerae e alguns sorotipos de Salmonella continuam sendo importantes causas
de mortalidade e morbidade em diversas regides do mundo e, principaimente, em
localidades subdesenvolvidas e com precarias condicbes sanitarias (Black, 1993).
Salmonella typhi € o agente etiologico causador da febre tiféide, uma infeccao sistémica
grave no homem (Groisman et al.,, 1990). O desenvolvimento de vacinas que visem o0
controle destas infec¢des €, portanto, de extrema importéncia. Linhagens atenuadas de
Salmonella sdo utilizadas como carreadoras de epitopos antigénicos para o sistema
imunolégico associado ao intestino (Cardenas & Clements, 1992; Curtiss et al., 1994).
Estas linhagens, quando administradas por via oral, induzem potente resposta
imunolégica humoral e celular contra antigenos de Salmonella e contra antigenos
expressos nestas (Cardenas & Clements, 1992; Curtiss et al., 1994). Desta maneira,
linhagens atenuadas de Sa/monella que expressem antigenos comuns de V. cholerae e
E. coli do tipo ETEC sao potenciais candidatas para serem utilizadas como vacinas
multifatoriais no controle de infec¢bes causadas per estes microrganismos.

Algumas linhagens de S. typhimurium causam, em camundongos, infecgdes que
em muitos aspectos assemelham-se a febre tiféide humana. Desta forma, os resultados
obtidos em tais infec¢des vém sendo utilizados como modelo animal para estudos de
mecanismos de patogenicidade, desenvolvimento de vacinas e testes de
imunogenicidade. Na grande maioria dos trabalhos descritos na literatura, a clonagem e
expressao de genes heterdlogos em linhagens vacinais de Salmonella séo alcangadas
atraves da utilizagdo de plasmidios. Em muitos casos, no entanto, a utilizagdo de
plasmidios esta associada a instabilidade e a incapacidade das linhagens recombinantes
de induzirem resposta imunolégica no hospedeiro, contra o antigeno heterdlogo
(Cardenas & Clements, 1992). Nestes casos, acredita-se que a auséncia de resposta
imunoldgica seja devida a perda do plasmidio e, consequentemente, da capacidade de
produzir o antigeno heterologo, apds poucos ciclos de replicacdo no interior dos tecidos
do hospedeiro. Existem varias maneiras de estabilizar a expressdo de proteinas
heterblogas em Salmonella: (1) utilizacdo de sistemas letais balanceados onde a
estabilizagdo é baseada na introdug&o de plasmidios contendo genes essenciais para a

sobrevivéncia da célula bacteriana (Nakayama et al., 1988; Galan et al., 1990; Morona et



al., 1994); (2) fusdes entre 0 gene estrutural heterélogo e promotores cuja expressdo é
ativada no interior do organismo do hospedeiro, como é o caso do promotor nir3
(Chatfield et al., 1992) e, (3) integragdo do gene heterdlogo no cromossomo bacteriano.

A integracdo de genes heterdlogos no cromossomo de Sal/monella € realizada
através do uso de sistemas baseados em recombinagdo homodloga, utilizando-se
sequéncias alvo especificas, como é o caso dos genes aroC e arocD ou do operon
histidina (Hone et al., 1988b; Strugnell et al., 1990); ou ainda, através da utilizacdo de
elementos de transposicdo (Flynn et al., 1990; Herrero et al., 1990). Nesta ultima
metodologia, Herrero et al. (1990) descreveram a construgdo de um sistema baseado na
utilizacdo do mini-elemento de transposi¢do Tnb5, inserido em um plasmidio suicida. Este
sistema foi utilizado com sucesso para a constru¢cdo de linhagens recombinantes de
Pseudomonas putida contendo integracbes randémicas de um gene que confere
resisténcia & canamicina em seu genoma.

Neste trabalho descreveram-se a modificagdo e a utllizagdo do sistema de
minitransposons Tn5, para a integracdo do operon [t-k63 no gencma de linhagens
atenuadas de S. typhimurium. O operon It-k63 codifica uma proteina mutante, ndo toxica,
da toxina termo-iabil (LT), esta uitima produzida por algumas amostras de £. coli do tipo
ETEC (Pizza et al., 1994b). A toxina LT & composta por dois tipos de subunidades
protéicas chamadas A e B (Betley et al., 1996). A subunidade A é a subunidade catalitica
responsavel pela ativacdo da adenilato ciclase, pelo efluxo de ions e agua para a luz
intestinal e consequentemente, pelo quadro diarréico verificado em mamiferos infectados
com a bactéria (Betley et al., 1996). O mutante /t-k63 foi construido por substituigdo do
cédon serina 63 pelo cddon lisina, no gene codificador da subunidade A (Pizza et al,,
1994b). A proteina LT-K63 foi proposta como antigeno contra infec¢des diarréicas
causadas por V. cholerae e E. coli do tipo ETEC. Adicionalmente, este mutante exibiu
atividade adjuvante para o sistema imunologico (Di Tomaso et al., 1995).

O sistema de minitransposons foi modificado para possibilitar a inser¢do do
operon It-k63 em linhagens Acya Acrp Aasd de S. typhimurium, que apresentam delegbes
nos genes codificadores para adenilato ciclase (cya), receptor de AMPc (crp) e
aspartato-p-semialdeido desidrogenase (asd). Estas linhagens s&o atenuadas com
relacdo a viruléncia e tém sido utilizadas na constru¢do de vacinas multifatorias (Curtiss
et al., 1994). Os resultados obtidos e o potencial uso do sistema de minitransposons Tnb

para a constru¢do de linhagens vacinais de Salmonella séo apresentados e discutidos. A



expressdo de LT-K63 em diferentes linhagens recombinantes de Salmonella e a

capacidade destas de induzirem resposta imunolégica humoral foram também avaliadas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Salmonella como Agente Patogénico

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteniaceae e segundo Le Minor
& Popoff (1987) e Reeves et al. (1989), é constituido por apenas duas espécies,
S. enterica e S. bongon, sendo a primeira constituida por seis subespécies ou seja,
S. enterica subespécies enterica, salamae, arizonae, dianzonae, houtenae e indica.
Entretanto, Holt et al. (1994) renomearam S. enterica como S. choleraesuis e a dividiram
em seis subespécies: choleraesuis, salamae, anzonae, dianizonae, houtenae e indica.
Por ainda apresentar discrepancias, estes sistemas de classificacdo taxondémica em
Salmonella ainda ndo sdo adotados completamente e muitos autores ainda hoje utilizam
o antigo sistema de classificagdo antigénica de Kauffmann (1978), baseado nos
antigenos somaticos (O) e flagelares (H). Neste ultimo sistema, cada sorovariedade é
considerada uma espécie diferente. Desta forma, S. enterica subespécie enterica,
sorovariedade Typhimurium, é simplesmente denominada S. typhimurium pelo sistema
de Kauffmann. Atualmente s&o conhecidos mais de 2300 sorovariedades diferentes de
Salmonella (Popoff et al., 1995). Nesta revisdo e no decorrer da descricdo deste
trabalho, sera adotado o sistema de classificagdo de Kauffmann (1978).

Em relagdo a patogenicidade, Salmonella sp pode causar, em mamiferos,
infecgbes com diferentes graus de gravidade, que vdo desde gastroenterites até
infecgbes sistémicas graves, dependendo da espécie, sorovariedade bacteriana e do
tipo de hospedeiro envolvidos (Groisman et al., 1990). S. typhi é o agente causador da
febre tiféide, uma infeccdo sistémica grave, no homem (Groisman et al., 1990). S.
typhimurium e S. ententidis sao frequentemente isoladas de casos de gastroenterites em
humanos (Groisman et al.,, 1990). Em camundongos, S. typhimurium pode causar um
tipo de infec¢do que, em muitos aspectos, é semelhante a febre tiféide humana. Por
apresentar esta caracteristica, infecgbes causadas por S. typhimurim, em camundongos,
vém sendo utilizadas como modelo animal para a febre tiféide humana, para estudos de
mecanismos de patogenicidade, caracterizagdo de mutantes atenuados com relacdo a

viruléncia, analise e estudos da resposta imunologica e desenvolvimento de vacinas
(Salyers & Whitt, 1994).



2.2. Mecanismos de Patogenicidade

A infecgdo por Salmonella sp ocorre através da ingestdo de alimentos ou agua
contaminados. Uma vez ingerida, a Salmonella inicia a infecgdo aderirindo e invadindo
células da mucosa intestinal, preferencialmente células M (Jones et al., 1994). Estas
células epiteliais, encontradas no epitélio que recobre as placas de Peyer (Staats et al.,
19984), séo especializadas na captura de antigenos da luz intestinal e “apresentag&o”
destes para células do sistema linfatico associado ao intestino (GALT, do inglés “gut-
associated lymphoid tissues”). A partir das células M, Salmonella sp pode invadir e
proliferar em ceélulas do GALT (macrofagos principalmente) e, subseqlentemente,
alcancar e proliferar em 6rgaos internos do hospedeiro como linfonodos, figado, bacgo e
corrente sanguinea (Groisman et al., 1990).

Os mecanismos envolvidos com a patogenicidade de Salmonella sp estao longe
de serem totalmente elucidados. Isto se deve, principalmente, a existéncia de diferentes
etapas, extra e intracelulares, do ciclo infeccioso deste microrganismo, envolvendo a

expressao e a regulacao temporal precisa de diferentes genes ou grupos génicos.

2.2.1. Adesao a Células Epiteliais da Mucosa Intestinal

Linhagens de S. typhimurium e S. typhi expressam fimbria do tipo | (Ernst et al.,
1990; Rossolini et al, 1993). Estas fimbrias sdo encontradas em varios géneros
pertencentes a familia Enterobacteriaceae e promovem a adesao as células eucaridticas
através da ligacdo a residuos de D-manose sendo a adesdo, inclusive, bloqueada por
este carboidrato (Glegg & Gerlach, 1987). Algumas evidéncias demonstram que em
Salmonella sp, a expressao deste tipo de fimbria promove a adesdo a células HeLa e a
eritrocitos de ratos (Ernst et al.,, 1990; Rossolini et al., 1993; Baumler et al. 1996b). A
producéo de fimbria do tipo | parece, no entanto, ndo essencial para a patogenicidade de
Salmonella sp (Ernst et al., 1990; Rossolini et al., 1993).

Recentemente, Baumler & Heffron (1995) descreveram a preseng¢a, a 78 minutos
no cromossomo de S. typhimurium, do operon /pf (do inglés “long polar fimbriae”). Este
operon, composto pelos genes /pfABCDE, esta ausente do genoma de E. coli K-12, e é
responsavel pela expressao da fimbria Polar Longa (LP, do inglés “long polar’). Baumler
et al. (1996a e b) demonstraram que esta fimbria promove a adesao de S. typhimunum a
células HEp-2 e a células do intestino de camundongos. Nestas Ultimas, a adeséo é

dirigida preferencialmente as células M nas Placas de Peyer. Linhagem contendo

N



mutagdo no gene /pfC, apresenta aderéncia reduzida a células M e DL, cinco vezes
maior qué a apresentada pela linhagem parental selvagem (Bdumler et al. 1996a). Estes
resultados sugerem uma fungdo importante do operon /pf na patogenicidade de S.
typhimurium e na adesd3o e invasdo preferencial de celulas M, exibida por estas
bactérias.

Uma terceira fimbria, chamada PE ( “plasmid encoded”), foi descrita em linhagens
de S. typhimurium (Friedrich et al. 1993; Baumler et al. 1996c¢). Esta fimbria é codificada
pelo locus pef ( “plasmid encoded fimbriae”), localizado no plasmidio de viruléncia. Uma
linhagem de S. typhimunum contendo mutacdo em pefC, um dos genes responsaveis
pela expressdo desta fimbria, apresenta capacidade reduzida de adesdo as
microvilosidades intestinais de camundongos e & defectiva na capacidade de causar
secrecdo de fluidos em camundongos recém-nascidos (Bdumler et al. 1996c).

Concluindo, Salmonella sp apresenta a capacidade de expressar diferentes
fimbrias e estas, por sua vez, dirigem a adesdo e posterior invasdo de tipos celulares

especificos presentes na mucosa intestinal do hospedeiro.

2.2.2. Invasao de células eucariéticas

A invasdo de células eucaridticas por S. typhimurium, envolve a formagédo de
apéndices protéicos na superficie bacteriana chamados “invasomos”. Estes apéndices
estdo envolvidos com a indug@o de modificagées fisiologicas na célula hospedeira, mais
precisamente com rearranjos do citoesqueleto, resultado de um acumulo de proteinas
tais como a actina, a-actina, talina, tubulina, tropomiosina e ezirina, na regido de contato
e envolvendo a célula bacteriana (Ginocchio et al., 1994). O resultado destas alteragbes
€ a formacgéo de protrusdes (“ruffles”) da membrana citoplasmatica da célula hospedeira,
através das quais a bactéria ganha acesso ao interior da mesma (Francis et al., 1993).
Estas alteracées na membrana citoplasmatica assemelham-se as altera¢ées induzidas
por uma variedade de estimulos, incluindo a agéo de fatores de crescimento e a ativagéo
de oncogenes (Galan, 1994).

Os invasomos formam-se na superficie da célula bacteriana aproximadamente
quinze a trinta minutos apds o contato com a célula hospedeira e sdo perdidos ou
reabsorvidos em concomitdncia com a formagéo das protrusdes (Ginocchio et al., 1994).
Contato intimo entre a célula bacteriana e a hospedeira € necessario para a indugdo da

formacdo dos invasomos e a perda ou absor¢do destes também é fundamental para a



formagcdo das protrusdes celulares e, consequentemente, invasdo (Ginocchio et al.,
1994).

O aumento da concentragao intracelular de ions calcio esta envolvido diretamente
com a formacgéo dos “ruffles” e com a invas&o da célula hospedeira (Pace et al., 1993).
Este é causado pela ativagdo de canais de célcio na membrana citoplasmatica. Se
diferentes vias de transducao de sinais bioquimicos, envolvendo diferentes receptores de
membrana externa, em diferentes tipos celulares, estdo envolvidos neste processo, esta
é ainda uma questéo a ser respondida. No entanto, a ativacdo da enzima MAP Quinase
(MAPK do inglés “mitogen-activated protein kinase”) por fosforilagdo de um residuo de
tirosina, parece ser o ponto de convergéncia chave para todas as alteragdes observadas
na celula hospedeira (Galan, 1994). Apés ativada, Map Quinase, presumivelmente, ativa,
por sua vez, a fosfolipase A2 (PLA2). Como resultado da ativagdo de PLA2, acido
aracdénico é produzido e subsequientemente convertido em leucotrieno D4 (LTD4) que
direta ou indiretamente ativa os canais de calcio, causando um influxo de ions calcio
para o interior da célula (Pace et al., 1993). Recentemente, Rosenshine et al. (1994)
determinaram que um fator presente no sobrenadante de culturas de S. typhimurium era
capaz de fosforilar MAP Quinase e que isto também ocorria quando o sobrenadante da
cultura do mutante invA ndo invasivo (ver adiante), era utilizado. Estes resultados
refletem a complexidade dos sinais bioquimicos entre a célula bacteriana e a célula alvo
envolvidos neste mecanismo.

As bases genéticas e moleculares da invasdo de células eucaridticas por
Salmonella sp sdo complexas e ainda existem muitos aspectos a serem elucidados. Um
grande numero de genes de Salmonella envolvidos com a invasdo de células de
mamiferos foram identificados (Behlau & Miller, 1993; Elsinghorst et al., 1989; Galan et
al.,, 1992; Groisman & Ochman, 1993; Hueck et al., 1995; Jones & Falkow, 1994; Kaniga
et al,, 1995, Lee et al., 1992; Stone et al., 1992). Muito interessante, é a localizagio de
grande parte destes a 63 centissomos (Cs) do cromossomo de S. typhimurium (1 Cs
equivale a 48Kb). Esta regido do cromossomo compreende uma seqiiéncia de 40Kb, ndo
presente no genoma de E. coli K12 e parece portanto, constituir uma ‘“ltha de
Patogenicidade” (Mills et al, 1995). Esta regido é composta por 4 loci, locus inv
(“invasion”), locus spa (“surface presentation antigens”), locus sip (‘Salmonella invasion
proteins”) e locus prg (“PhoP repressed genes”), além de alguns genes acessorios
(revisado por Galan, 1996). Curiosamente, embora inversdo de alguns trechos estejam

presentes, os genes nesta regido s3o ordenados identicamente e apresentam



similaridade com os genes mx/, spa e ipa, presentes no plasmidio de viruléncia de
Shigella (Groisman & Ochman, 1993; Maurelli, 1994; Hueck et al., 1995). Além do mais,
estes genes de Salmonella‘e Shigella apresentam similaridade com genes do plasmidio
de viruléncia de Yersinia e com genes envolvidos na secrecdo e montagem de
componentes flagelares em diferentes bactérias (Mills et al., 1995). Os produtos génicos
destes /oci estdo envolvidos com a secre¢do de proteinas necessarias a invasdo de
células eucaridticas, no caso de Sa/monella, Shigella, Yersinia e de genes estruturais
formadores do flagelo em outras bactérias. Juntos, estes loci compdem o sistema de
secregdo tipo lll, sec independente (Galan, 1996).

Em Salmoneila, o locus inv esta ligado a secregdo e montagem dos invasomos e
mutagbes n&o polares em genes deste Jocus inibem a invasédo de células de mamiferos
(Ginocchio et al., 1994). Mutagbes em invA e invE estdo ligadas a incapacidade de
reabsorg@o ou perda dos apéndices necessarios a invasdo, uma caracteristica que,
como citada anteriormente, impede a formagdo dos “ruffles” e, consequentemente, a
invas&@o (Ginocchio et al.,, 1994). Mutantes invG e invC foram incapazes de formar os
apéndices (Ginocchio et al, 1994). O gene invC codifica para uma ATPase que
possivelmente esta ligada & hidrélise de ATP e ao fornecimento de energia necessaria a
formagdo dos invasomos (Eichelberg et al., 1994). A unica proteina, codificada pelo
locus inv, que é secretada para o meio de cultura, é a proteina InvJ mas, a fungdo desta
na fisiologia da invaséo, ainda nao foi elucidada (Zierler & Galan, 1995). O ultimo locus
desta regido a ser descrito foi o locus sip, sigla que em inglés significa “Sa/monella
invasion proteins” (Kaniga et al., 1995; Hermant et al., 1995; Hueck et al., 1995). Os
genes sipABCD parecem formar um operon e apresentam similaridade com os genes
ipaABCD (“invasion protein antigens”) presentes no plasmidio de viruléncia de Shigella
sp. Em Shigella sp, as proteinas Ipa sdo as responsaveis pelo processo invasivo
(Goldberg & Sansonetti, 1993). As proteinas Sip, portanto, sdo possivelmente as
responsaveis pela inducdo das modificages fisiolégicas e estruturais na célula
eucaridtica hospedeira e participam estruturalmente da formagéo dos invasomos sendo,
desta forma, proteinas alvo do sistema de secregdo codificado pelos loci inv, spa e prg.

Em Salmonella sp, a transcrigdo dos genes necessarios a invas&o é induzida por
crescimento em condigdes anaerdbicas (Jones & Falkow, 1994). Mutantes constitutivos
para a expressao destes genes foram isolados apds mutagénese com transposons (Lee
et al., 1992). Neste estudo, as inser¢des dos transposons estavam concentradas em um

locus que foi chamado hil (do inglés “hyper invasive mutants”). Mutantes hil diferem-se



das linhagens selvagens pela expressao constitutiva e portanto, ndo indutiva, dos genes
ligados a invaséo (Lee et al., 1992). A anaerobiose € um dos fatores conhecidos que
afetam o grau de “supercoiling” do DNA gendmico bacteriano e este, por sua vez, altera
a expressao de diferentes genes (Dorman, 1995). Galan e Curtiss (1990) demonstraram
que a expressao do gene invA é aiterada com a modificagao do grau de “supercoiling” do
DNA. Jones & Falkow (1994) descreveram o gene orgA (‘oxigen regulated gene”), um
dos genes do locus hil, que € ativado por baixas tensdes de oxigénio. Posteriormente, foi
demonstrado que o focus hil esta localizado dentro da “ilha de viruléncia” e € composto
pelo gene hilA, pelo operon prgHIJK que codifica para fatores importantes para invasao,
e pelo gene orgA (Pegues et al,, 1995; Hueck et al,, 1995). A transcricdo destes genes
esta sob o controle negativo de PhoP, um regulador transcricional cuja fungcdo na
patogenicidade sera discutida posteriormente. Recentemente, o papel regulatorio deste
locus na indugdo da invasdo em condigbes anaerdbicas foi elucidado. O gene
codificador de uma proteina regulatéria, chamado hilA, foi descrito como responsavel
pelo fendtipo hiperinvasivo e como ativador transcricional da expressdo de genes
importantes para a invasdo (Bajaj et al.,, 1995). A proteina HilA apresenta similaridade
com proteinas da familia de ativadores transcricionais OmpR-ToxR, o que refor¢a a idéia

do papel deste gene na ativag@o de importantes fatores de patogenicidade.

2.2.3. Capacidade de sobrevivéncia a fatores adversos.

Bactérias enteropatogénicias apresentam, invariavelmente, capacidade de resistir
a diferentes fatores adversos, encontrados tanto no meio ambiente como no interior do
organismo hospedeiro. Estes fatores envolvem variagbes bruscas de temperatura,
osmolaridade, pH e baixa disponibilidade de fontes de carbono, nitrogénio, oxigénio e
ferro. Salmonella sp apresenta diferentes mecanismos para sobreviver a estas
condigcbes, que envolvem a sintese de sistemas para a captagdo de nutrientes
essenciais, presentes em poucas quantidades, principalmente no interior do organismo
hospedeiro, além da expressao regulada de proteinas que garantem a sobrevivéncia da
célula bacteriana a estas condi¢des extremas (revisado por Foster & Spector, 1995).

Apos ainvasao de células da mucosa intestinal, Salmonella sp é capaz de invadir
células do sistema reticulo-endotelial, principalmente macréfagos, por um processo que
envolve a formag¢éo dos invasomos e de protrusées na célula alvo. Em macréfagos, a
invaséo por Salmonella ocorre através de um processo chamado macropinocitose que

leva a formagdo de um grande fagossomo (SP) do inglés “spacious phagossomes”



(Alpuche-Aranda et al., 1994), formado como o resultado de uma massica absor¢do de
fluidos. A formacdo dos SP é principalmente observada na invasdo de macrofagos por
Salmonella e € uma estrutura caracteristica da invaséo destas células reticulo-endoteliais
ndo observada na fagocitose de outras espécies bacterianas (Apuche Aranda et al.,
1993). Desta forma, a formagdo dos SP e induzida por Salmonella e, possivelmente, esta
associada a sobrevivéncia destas no interior dos macréfagos (Apuche Aranda et al.,
1993). A capacidade de formagdo e manutencdo destas estruturas também tem sido
associada com a especificidade de infeccdo do hospedeiro apresentada pelos diferentes
sorotipos de Salmonella ( Pascopella et al., 1995; Aupuche-Aranda et al., 1995).

No interior dos macrofagos, nos SP, a bactéria Salmonella estad sujeita a
condigbes adversas como pH acido, ataque de metabdlicos tdxicos de oxigénio e
nitrogénio e a presenga de polipeptidios catibnicos com atividade bactericida,
comumente chamados defensinas (Ouellette et al.,, 1994). Neste ambiente hostil, foi
estimado que a expressdo de genes codificadores de ao menos 40 proteinas
bacterianas € induzida (Abshire & Neidhardt, 1993). Um dos Jocus responséaveis pela
induco de alguns destes genes é o focus PhoP/PhoQ. Este locus codifica proteinas que
fazem parte da familia de ativadores transcricionais com dois componentes, uma
proteina sensora-kinase transmembranica que, uma vez ativada por fatores ambientais,
ativa atraves de fosforilagdo um ativador transcricional citoplasmatico. Este ultimo
seletivamente ativa ou inibe a expressao de um grupo especifico de genes. Desta familia
fazem parte, além de PhoP/PhoQ, as proteinas EnvZ/OmpR em Escherichia coli e
Salmonella sp, BvgA/BvgS em Bordetella pertussis, ToxR em Vibrio cholerae, entre
outras (Gross et al., 1989).

PhoQ é a proteina sensora que, ativada por fatores presentes nos SP,
autocatalisa a fosforilagdo de sua extremidade carboxi-terminal voltada para o
citoplasma celular (Véscovi et al., 1994). Uma vez fosforilada, a extremidade carboxi-
terminal catalisa a transferéncia do grupo fosfato para PhoP, o regulador transcricional
(Véscovi et al, 1994). PhoP é inativo em sua forma néo fosforitada mas, uma vez
fosforilado (PhoP-P), é ativado o que, por sua vez, ativa ou inibe a expressdo de
diferentes grupos génicos. Até o momento foram descritos 17 genes ativados por PhoP
que coletivamente sdo chamados pag para “PhoP activated genes”. Os produtos de
alguns genes pag estao envolvidos com a sobrevivéncia da bactéria no interior dos SP e
mutantes onde a expressdo de PhoP/PhoQ é abolida ou, mutagdes em muitos dos

genes pag, apresentam diminui¢do da capacidade de sobrevivéncia no interior dos SP

10



(Véscovi et al.,, 1994).0s genes cuja expressdo € inibida por PhoP-P sdo chamados
coletivamente prg para "PhoP repressed genes” (Véscovi et al.,, 1994). Curiosamente,
mutantes PhoP constitutivos (PhoP°), sdo menos eficientes na capacidade de invadir
células eucaridticas (Behlau & Miller, 1993). De fato, mutantes de Salmonella PhoP°,
apresentam deficiéncia na secreg¢do de diferentes proteinas para o meio extra-celular
(Pegues et al, 1995). Desta forma, alguns dos genes prg provavelmente estdo
envolvidos com a invasao de células eucaritticas, promovendo a secre¢do de proteinas
importantes para o processo invasivo.

Uma das proteinas Pag mais bem estudadas é a PagC. Esta € uma proteina de
superficie que apresenta similaridade com a proteina Ail de Yersinia e Rck, codificada
por um gene do plasmidio de viruléncia de Salmonella (Véscovi et al., 1994). Mutantes
pagC apresentam capacidade reduzida de sobreviver no interior dos SP nos macréfagos
(Miller et al., 1993). O gene phoN foi um dos primeiros a ser descrito, cuja transcricdo é
ativada por PhoP. Este gene codifica uma fosfatase acida ndo especifica (Groisman et
al.,, 1992). O fato de phoN ser ativado por phoP indicaria uma funcdo deste na
sobrevivéncia nos SP mas mutantes phoN na&o sdo atenuados com relagdo & viruléncia
(Fields et al., 1989). Este resultado indica que PhoN n&o é essencial a sobrevivéncia da
bactéria no interior dos macréfagos. Sequéncias homdlogas a phoN foram encontradas
somente em outras duas bactérias Gram-negativas e, possivelmente, este gene foi
adquirido por transmiss&o horizontal, em tempos remotos (Groisman et al., 1992). De
fato, o conteudo de G/C de phoN é menor do que a média descrita para genes de
Salmonella (Groisman et al., 1992).

Recentemente, Vescovi et al. (1996) demonstraram que o sinal extracelular
responsavel pela ativagdo de PhoQ sdo ions Mg”*. Estes autores demonstraram que a
expressdo de genes regulados por PhoP/ PhoQ € inversamente proporcional a
concentracdo deste ion. Este é um achado muito interessante pois aos ions,
tradicionalmente, estavam associadas fungbes de mensageiros secundarios ou na
atuagdo como cofatores de reagbes quimicas. Estes Ultimos resultados, no entanto,
demonstraram a agdo de Mg®* como primeiro mensageiro na transdugdo de sinais de
uma reagdo em cascata.

Outros regulons importantes para a sobrevivéncia de Salmonella no interior de
fagossomos dos macrofagos € o regulon formado pelos genes sap (‘sensitive to

antimicrobial peptides”) e pelo operon pmr (“polimixin resistance”). Estes genes estdo
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envolvidos com a codificacdo de proteinas ligadas a resisténcia contra defensinas
(Parra-Lopez et al., 1993; Roland et al., 1993; 1994).

2.2.4. Gastroenterites causadas por Salmonelia.

Alguns sorotipos de Salmonella que ndo S. typhi ou S. paratyphi, séo
freqientemente relacionados a infecgbes intestinais em humanos (Groisman et al.,
1990). Dentre estes, os mais freqlentes sdo S. typhimurium e S. enteritidis. Os
mecanismos de viruléncia implicados nestas infec¢des s recentemente comegaram a
ser elucidados. Com a utilizagdo de células epiteliais intestinais T84 de origem humana,
que formam uma monocamada de celulas polarizadas em superficies apical e
basolateral, McCormack et al. (1993, 1995) desenvolveram um sistema modelo para a
gastroenterite humana causada por Salmonella. Estes autores descreveram que a
gastroenterite causada por S. typhimurium em humanos esta relacionada a capacidade
destas em estimular a migracdo de neutréfilos através da camada epitelial possivelmente
por meio de uma nova via de transdugdo de sinais. A migragdo destas células
imunologicas, em ultima instancia, causa a inflamagdo e danificagdo da mucosa

intestinal, o que leva a diarréia.

2.2.5. Producdo de toxinas.

Foi descrita a produgdo de uma enterotoxina termo-Iabil (LT) por uma linhagem
de S. typhimunium (Prassad et al., 1990). O gene cromossdmico codificador desta toxina
em Salmonella, chamado “Sa/monella toxin gene” (stn), foi clonado e a sequéncia de
nucleotideos determinada (Chopra et al., 1994). O gene stn é formado por uma
sequéncia de 749 pb e codifica uma proteina (Stn) de 29073 Daltons. A toxina Stn ndo
apresenta similaridade em sequéncia de aminoacidos e nucleotideos com as
enterotoxinas LT e CT, produzidas por linhagens de E. coli enterotoxigénicas e Vibrio
cholerae, respectivamente. Curiosamente, no entanto, quando purificada de clones
recombinantes de E. coli, Stn apresentou a capacidade de ativar a produgdo de AMP
ciclico (AMPc), atividade esta semelhante a exibida pelas enterotoxinas LT e CT citadas.
A atividade biologica de Stn foi também inativada por antissoro policlonal anti-CT,
indicando a existéncia de alguns epitopos antigénicos em comum entre estas duas
toxinas (Prassad et al., 1990). “Imunoblots” realizados a partir de extratos celulares totais
e periplasmaticos de linhagens S. typhimunium LT2 selvagem e atenuadas contendo

dele¢bes nos genes cya, crp e asd, utilizando antissoro policlonal anti-toxina LT-I, ndo



foram capazes de detectar, nestas linhagens, a toxina Stn (Brocchi et al.,manuscrito em
preparo; Covone et al., manuscrito em preparo). Desta forma, a funcdo desta toxina na
viruléncia deve ainda ser elucidada.

Em adicdo a Stn, outras enterotoxinas termo-labeis produzidas por Salmonella
foram descritas (Sears & Kapper, 1996). Estas toxinas foram capazes de aumentar a
secre¢do no teste de alga ligada de coelhos, causar alongamento em células CHO em
cultura e aumentar a permeabilidade de células da epiderme de ratos, mas as fungdes
destas na patogenicidade ainda devem ser elucidadas.

A produgdo de uma hemolisina por S. typhimurium, e por isso chamada de
salmolisina (SIn), em concomitancia com sua caracterizagdo como um importante fator
de viruléncia, foi descrita por Libby et al. (1994). Curiosamente, esta proteina apresenta
similaridade com as proteinas regulatorias MprA de E. coli e PecS de Erwinia
chrysanthemi. Esta observagdo fez surgir a hipotese de que, na verdade, este gene
codifigue um ativador transcricional (Dehoux & Cossart, 1995). Maiores esclarecimentos
com relagdo a estes resultados sdo, portanto, fundamentais para a elucidagdo da fungéo

desta “hemolisina” em Salmonella.

2.2.6. Presenc¢a do Plasmidio de viruléncia.

Com a excegdo de S. ftyphi, outras Salmonellas apresentam, quase
invariavelmente, plasmidios de alto peso molecular (Guiney et al., 1994). Estes
plasmidios foram, inicialmente, denominados plasmidios cripticos mas, atualmente,
muitas caracteristicas, incluindo a codificacdo de fatores de viruléncia, sdo atribuidos a
genes presentes nestes plasmidios. Em S. typhimurium, diferentes isolados analisados,
quase invariavelmente, apresentam um plasmidio de 60 MD também conhecido como
plasmidio de viruléncia (Sanderson, 1995). Plasmidios de alto peso molecular também
foram descritos para S. ententidis, S. choleraesuis, S. dublin, entre outras (Guiney et al.,
1994). Embora heterogéneos com relagdo ao peso molecular e seqiéncia de
nucleotideos, estudos de hibridagdo evidenciaram algumas regides com alto grau de
homologia. Uma destas regides, de 7,8 kb, define o locus Spv ( “Salmonella plasmid
virulence”) que codifica cinco proteinas que parecem estar envolvidas na multiplicagéo
da bactéria no interior do organismo hospedeiro mas ndo com a invasdo de células
eucarioticas (Gulig & Curtiss lll, 1987). Outros genes de viruléncia também foram
mapeados no plasmidio de S. ftyphimurium, como os genes rck (‘resistance to

complement killing”), que codifica uma proteina de membrana externa de 17-kDa que



possivelmente inibe a lise bacteriana mediada pelo sistema complemento (Hefferman et
al., 1992), o gene fraT, comumente associado a resisténcia ao soro (Sukupolvi et al.,
1990) e do locus pef, que codifica a produ¢do de uma fimbria (discutido anteriormente),

localizado entre as duas origens de replicagdo deste plasmidio (Friedrich et al., 1993).

2.3. Vacinas contra a Salmonelose.

A utilizagdo de linhagens de Salmonella mortas, por diferentes tratamentos fisicos
ou quimicos, em imunizagbes orais ou parenterais, € extremamente restrita devido ao
fato destas serem pouco imunogénicas e nao serem capazes de ativar uma eficiente
resposta imunologica secretéria a nivel da mucosa intestinal (Cardenas & Clements,
1992). Desta forma, a utilizagdo de linhagens vivas atenuadas, que persistem e
multiplicam-se por um breve periodo, nos tecidos do organismo hospedeiro, é necessaria
a indugado de uma resposta imunologica mais efetiva. Este fato, associado a capacidade
de invadir e proliferar em células do sistema reticulo endotelial, faz de Salmonella sp um

atrativo agente carregador de epitopos antigénicos para o desenvolvimento de vacinas
multi-fatoriais.

2.4. Mutagdes que Atenuam a Viruléncia. Utilizagdo de Linhagens Atenuadas

Como Carreadoras de Epitopos Antigénicos para o GALT.

Uma série de mutantes atenuados de Salmonella sp com relagdo & viruléncia
foram descritos e alguns propostos como vacinas vivas atenuadas (revisées sé&o
encontradas nas referéncias Cardenas & Clements, 1992 e Curtiss et al.,, 1994). O
desenvolvimento destes mutantes € uma dificil tarefa pois tais linhagens devem ser
suficientemente atenuadas para assegurar a ndo patogenicidade e a incapacidade de
causar infec¢des sistémicas nas doses utilizadas e, ao mesmo tempo, devem ser
capazes de proliferar e persistir no organismo hospedeiro por tempo suficiente para
induzir uma efetiva resposta imunolégica. As mutacdes responsaveis pela atenuacdo
devem ser altamente estaveis de forma que a probabilidade de reversdo desta
caracteristica seja nula.



Bacon et al (1950) foram os primeiros a investigar a ndo viruléncia de mutantes
auxotroficos de S. fyphy, observando que mutantes com requerimentos para purinas,
acido p-aminobenzoico (PABA) e aspartato, apresentavam reduzida viruléncia a
camundongos. Desde entdo, esfor¢cos foram somados no sentido de construir linhagens
vivas atenuadas que constituissem bons carreadores de epitopos antigénicos. Segue-se

uma breve descrigdo das principais mutag¢des que atenuam a viruléncia.

2.4.1. Mutantes galE. Germanier & Furer (1971) foram os primeiros a
demonstrarem a aviruléncia e a imunogenicidade de mutantes galE de S. typhimunum
em camundongos e, posteriormente, propuseram a utilizagdo da linhagem de S. typhi
mutante ga/E Ty21a como vacina viva atenuada (Germanier & Firer, 1975). O gene galE
codifica a enzima UDP-glicose-4-epimerase que catalisa a isomerizacdo reversivel de
UDP-glicose em UDP-galactose. MutagBes no gene galE acarretam deficiéncia na
producdo de lipopolissacarides (LPS) completos que sdo sintetizados a partir de UDP-
galactose. Quando quantidade suficiente de galactose & adicionada ao meio de cultura,
tais mutantes produzem LPS completos mas as células bacterianas sofrem lise devido
ao acumulo de galactose-1-fosfato e UDP-galactose a niveis toxicos para a célula.
Inicialmente, acreditou-se que S. fyphi Ty21a era atenuada devido a mutagdo galE e a
deficiéncia em produzir a capsula bacteriana (Vi'), uma outra caracteristica apresentada
por este mutante. Contrariamente, Hone et al (1988a) demonstraram que delegdes nos
genes galE e vi ndo eram suficientes para atenuar a viruléncia de S. typhi Ty. De fato, o
mutante Ty21a foi obtido através de mutagénese com N-methyl-N'-nitro-N-nitroguanidina,
um agente mutagénico n&o especifico, sendo portanto a atenuagdo desta linhagem
provavelmente devida a outras mutagdes ainda ndo caracterizadas. Mesmo assim, esta
€ a unica linhagem de S. typhi liberada para ser usada como vacina viva (Cardenas &
Clements, 1992).

2.4.2. Mutantes aro. Hoiseth & Stocker (1981) foram os primeiros a isolarem
mutantes de S. typhimurium com muta¢cbes em genes da via biossintética dos
aminoacidos arométicos (genes aro) utilizando mutagénese com transposon Tn10. Estes
autores demonstraram que mutagdes no gene aroA eram associadas a diminuicdo da
viruléncia. Posteriormente, linhagens contendo mutagdes em outros genes da mesma via

biossintética foram obtidas e foram, invariavelmente, avirulentas e imunogénicas
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(Dougan et al., 1988). Em sequéncia, mutantes andlogos de S. typhi foram construidos
(Hone et al., 1991).

Mutagbes que interrompem a via biossintética dos aminoacidos aromaticos
provocam, em Salmonella, auxotrofia para 2,3-dihidroxibenzoato e para o acido p-
aminobenzoéico (PABA), substratos ndo disponiveis nos tecidos de mamiferos. No
entanto, a aviruléncia parece ser devida principalmente & auxotrofia para PABA (Curtiss
& Kelly, 1987).

As observagdes de que em animais de laboratério a administracdo de dieta de
PABA ¢ capaz de restituir a viruléncia de mutantes aro (Bacon et al., 1951) associada a
presenca de PABA em alimentos, levam a seguinte pergunta: Existe a possibilidade de
reversdo fenotipica de mutantes aro se usados em programas de imunizagdo em massa,

em tais regides ?

2.4.3. Mutantes PhoP/PhoQ. Como mencionado anteriormente, os genes
phoP/phoQ s&o envolvidos com a ativagdo de genes importantes para a resisténcia aos
fatores adversos presentes no interior dos fagossomos dos macréfagos e células
polimorfonucleares e, ainda, com a inibicdo de genes que controlam a invasio de células
eucarioticas. Desta forma, ndo é surpreendente que mutantes phoP nulos ou phoP
constitutivos sejam atenuados (Miller et al., 1993; Behlau & Miller, 1993; Véscovi et al.,
1994). Da mesma forma, mutagées em PagC também atenuam a viruléncia em
Salmonella (Miller et al., 1993; Véscovi et al., 1994). Recentemente, Hohmann et al.
(1995) descreveram a construgdo de um vetor suicida que permite a insercdo estavel de
genes heterdlogos em pagC, e a fusdo génica entre as seqUéncias estruturais do
antigeno e o promotor de pagC.

2.4.4. Mutantes cya crp. AMP ciclico (AMPc) e o receptor para AMP ciclico
(CRP) s&o reguladores gerais necessarios a transcricdo de muitos genes e operons
envolvidos com o transporte e quebra de catabdlitos (Curtiss & Kelly, 1987). Sistemas
usados para o transporte de fontes de carbono estdo todos sob o controle positivo de
AMPc como tambem varias aminoacido-permeases (Curtiss & Kelly, 1987). Além do
mais, a concentragdo de AMPc no interior das células influencia a lisogenizagdo por
fagos temperados, a sintese de pili ou fimbrias, de flagelo e de ao menos uma proteina
de membrana externa, OmpA (Movva et al., 1981). Curtiss & Kelly (1987), descreveram a

construgdo de linhagens de Salmonella com dele¢des nos genes codificadores para
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adenilato ciclase (cya) e para o receptor de AMPc (crp). Estas linhagens Acya Acrp foram
atenuadés na viruléncia, imunogénicas e propostas como candidatas a vacinas vivas
orais. Paralelamente, um sistema de estabilizagdo da expressdo de antigenos
heterdlogos “in vivo” foi desenvolvido (Galan et al.,, 1990). Utilizando este sistema de
expressdo, que sera descrito no proximo tdpico, varias linhagens recombinantes
expressando diferentes determinantes antigénicos, de diferentes origens foram
construidas e utilizadas com sucesso na indugdo de resposta imunoldgica (Doggett et al.,
1993; Curtiss et al., 1994; Redman et al., 1994, 1995; Schddel et al., 1994).

As concentra¢des de AMPc encontrada nos tecidos e em células de mamiferos
(0.1 a 1uM) sdo muito inferiores as necessarias para que mutantes cya exibam o
fenotipo selvagem (0.1 a 1 mM). De qualquer forma, a inclusdo da mutagdo crp previne
qualquer beneficio que a célula bacteriana poderia obter pela captacdo de AMPc dos
tecidos invadidos. Desta forma, a possibilidade de reversdo de mutantes cya/crp para o
fendtipo selvagem é praticamente inexistente o que faz estas linhagens seguras para a
utilizacdo como vacinas vivas e como carregadoras de epitopos antigénicos ao GALT.

2.4.5. Outras Mutagoes. Mutacdes nos genes ompR (Pickard et al., 1994), htrA
(Johnson et al., 1991), h-ns (Harrison et al., 1994) atenuaram a viruléncia em Salmonella.
Mutantes sensiveis a temperatura e atenuados na viruléncia também foram descritos.
Uma caracteristica destes ultimos € a alta freqliéncia de reversao ao fenétipo parental, o

que limita o uso destes mutantes como vacinas vivas (Cardenas & Clements, 1992).

2.5. Fatores que Influenciam a Resposta Imunoldgica Contra Antigenos

carreados por Salmonella.

A determinagdo dos fatores que influenciam a resposta imunolégica a antigenos
carreados por Salmonella ainda € motivo de muita discussdo. Diferentes autores
demonstraram que para alguns antigenos o fator determinante da efetividade da
resposta imunolégica € a quantidade deste, produzida pela bactéria recombinante,
sendo a localizagdo do antigeno na mesma um fator de menor importancia (Leclerc et
al.,, 1994; Wick et al., 1994). Hess et al. (1996), entretanto, demonstraram que para
alguns antigenos, a secregdo destes pela linhagem vacinal é necessaria para a indugdo

de protecdo. Adicionalmente, Karem et al. (1995) obtiveram diferentes resultados com



relacdo a resposta imunoldgica contra o mesmo antigeno, quando este foi expresso a
partir de. promotores constitutivos ou indutiveis, e em linhagens de S. typhimurium
contendo diferentes mutagdes atenuantes. Coletivamente, estes dados sugerem a
existéncia de varios fatores que determinam o tipo de resposta imunoldgica induzida, sua
efetividade, e seu potencial protetor. Estes fatores dependem ndo somente das
caracteristicas do antigeno e da linhagem vacinal de Salmonella, mas também da via de
imunizagcdo e como o antigeno é apresentado e processado pelo sistema imunologico. A
grande questdo é que os fatores envolvidos na resposta imunologica contra antigenos
carreados por vetores vivos ainda s&o pouco compreendidos (Leclerc et al.,, 1994). A
perfeita compreensdo destes fatores ndo sé permitira o desenvolvimento de vacinas
mais efetivas como também permitira a modulagao do tipo de resposta requerida através
da utilizacdo de vacinas especificamente formuladas para a sensibilizagdo de células
efou fatores imunitarios especificos.

Um dos fatores importantes na determinagdo da eficiéncia da resposta
imunoldgica contra antigenos carreados por Salmonella é a estabilidade de expressao
destes “in vivo” (Hone et al.,, 1988b). A utilizacdo de plasmidios com marcas de
resisténcia a antibidticos para esta finalidade esta, freqlentemente, associada com
instabilidade e com a segregag&o de células livre de plasmidios e, consequentemente,
incapazes de produzir o antigeno, apos poucos ciclos de replicagdo (Hone et al., 1988b).

Uma das formas de estabilizar tal expressdo & a constru¢do de proteinas
antigénicas hibridas onde a expressado esti sob o controle de promotores indutiveis em
condicbes especificas e encontradas, preferencialmente, no interior do organismo
hospedeiro. Este é o caso do promotor de nirB, indutivel em condi¢des anaerébicas ou
microaerofilas (Chatfield et al.,, 1992) ou dos promotores de pagC/D mencionados
anteriormente.

Outra forma de estabilizagcdo da expressdo € o desenvolvimento de sistemas
letais balanceados (Galan et al.,, 1990; Morona et al., 1994). A légica destes sistemas
estd na complementagdo em “trans” de mutagcbes em genes essenciais para a
sobrevivéncia da bactéria, através da introdugdo de plasmidios contendo o gene
selvagem ativo como também o(s) gene(s) codificador(es) da proteina antigénica. Desta
forma, segregantes bacterianos livres de plasmidio sd3o rapidamente eliminados
garantindo-se a colonizagdo dos tecidos hospedeiros apenas por células bacterianas

contendo o plasmidio. Um destes sistema faz uso do gene asd, que codifica a enzima

aspartato-pB-semialdeido-dehidrogenase, uma enzima da via biossintética da lisina que



apresenta, como composto intermediario, o acido diaminopimélico (DAF). O DAP é um
importante constituinte da parede bacteriana em bactérias Gram-negativas e mutantes
asd lisam-se apds poucos ciclos de replicagdo (Galén et al., 1990). Dele¢bes no gene
asd foram introduzidas em linhagens Acya Acrp de Salmonella juntamente com a criag&o
de vetores plasmidiais asa®, com diferentes origens de replicacéo e diferentes nimero de
copias (Galan et al., 1990).

Outra forma de estabilizar a expressdo é a integracdo do gene heterélogo no
cromossomo bacteriano (Hone et al., 1988b). Tais integracbes sio geralmente estaveis
e alguns sistemas deste tipo foram descritos em Salmonella. Para tal finalidade, dois
tipos de sistemas gerais vém sendo utilizados: (1) sistemas baseados na utilizacdo de
recombinagdo homologa e (2) sistemas baseados na utilizagdo de transposons. A
grande diferenca entre estes dois sistemas & que o primeiro gera integragdes em pontos
especificos do genoma enquanto o ultimo, dependendo do tipo de transposon utilizado,
gera integracdes aleatorias.

A escolha do sistema de estabilizacdo a ser utilizado esta relacionada
principalmente ao tipo de antigeno e da linhagem bacteriana a serem manipulados.

Um grande avango para os sistemas de recombinagdo homologa foi a construcédo
de plasmidios suicidas como o pGP704 (Miller & Mekalanos, 1988) e o pCVvD442
(Donnenberg & Kaper, 1991). Estes plasmidios podem ser mobilizados e transferidos por
conjugacdo para diferentes Enterobactérias, ndo sendo capazes de replicar nestas
ultimas. A incapacidade de replicagdo € conferida pela presenca da origem de replicacao
do plasmidio R6K, que necessita da proteina = para a sua ativagdo. A grande maioria
das Enterobactérias ndo produzem esta proteina e estes plasmidios replicam-se
somente em linhagens particulares que produzam tal proteina. A presenca da sequéncia
de mobilizagdo do plasmidio RP4 permite que tais plasmidios sejam transferidos por
conjugagao, para células bacterianas receptoras. O plasmidio pCVD442 apresenta ainda
0 gene sacB que confere sensibilidade & sacarose, sendo um fator importante para a

eliminacdo de sequéncias do plasmidio suicida integradas no genéma bacteriano.



2.6. Sistemas de Integracdo de Genes Heterb6logos no Cromossomo de

Salmonella.

2.6.1. Sistemas baseados em recombinagdo homdloga. Algumas seqiéncias
alvo do genoma de Salmonella ja foram utilizadas com o proposito de inserir seqiiéncias
heterdlogas. Um destes sistema faz uso do operon histidina, que foi utilizado para a
expressdo do fator de colonizacdo K88 (Hone et al.,, 1988b) de amostras de E. coli
enterotoxigénicas (ETEC), e da subunidade B da toxina termo-labil (LT) de ETEC
(Cardenas & Clements, 1993a). Este sistema, desenvolvido originaimente por Hone et al.
(1988b), envolve a realizagdo de passos intermediarios de eliminagdo de plasmidios
utilizados no processo de integragdo. Outras seqUéncias alvo utilizadas para tal
finalidade s&o os genes aro (Strugnell et al.,, 1990). Neste sistema, a integracdo de
seqliéncias heterdlogas esta associada a atenuagdo da viruléncia ja que mutantes Aro
sdo atenuados. Recentemente, os genes pagC e pagD foram utlizados como
sequéncias alvo (Hohman et al., 1995). Neste sistema, as inser¢cdes s@o igualmente
atenuantes mas, engenhosamente, foram projetadas de tal forma a permitirem que a
transcricdo do gene heterologo, ap6s integragdo cromossdmica, estivesse sob o controle
dos promotores dos genes pagC ou D. Desta forma, tais proteinas heterélogas sao
produzidas quase exclusivamente no interior dos macrofagos. Estes mesmos autores,
utilizando este sistema para a expressdo de PhoA, uma fosfatase alcalina de E. coli,

descreveram a indugdo de altos titulos de imunoglobulina IgG (Hohman et al., 1995).

2.6.2. Sistemas baseados em transposi¢do. Estes sistemas utilizam-se das
propriedades de transposicdo dos transposons Tn5 e Tn10. Estes foram modificados
para conter as sequéncias minimas que permitem a insercdo estavel de genes
heterblogos em Salmonella e, por isso, sdo chamados de mini elementos de
transposicdo. A estabilidade estd ligada a presenca do gene codificador para a
transposase (f{np) fora do cassete de transposi¢cdo, impedindo assim a integragcdo deste
gene juntamente com o cassete de transposicdo. O cassete de transposicdo é
caracterizado pela presenga de um unico sitio Not | e por um gene de selegdo,
flanqueados pelas sequéncias reconhecidas pela Tnp para catalisar o processo de
transposigédo (terminagdes | e O). O sitio Not | é utilizado para a clonagem dos genes
heterdlogos. Os genes de selegcdo geralmente codificam proteinas que conferem
resisténcia a antibidticos, metais pesados ou herbicidas.
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Tanto a transdugdo, baseada na utilizagdo de um bacteriéfago 1 (Flynn et al,,
1990), como a conjugacgdo, baseada na utilizagdo do plasmidio suicida pGP704
modificado (De Lorenzo & Timmis, 1994), foram utilizadas para a mobilizagdo dos mini-
elementos de transposicdo em Enterobactérias. O plasmidio pGP704, como mencionado
anteriormente, replica-se somente em linhagens particulares que produzem a proteina =
e portanto, em Sa/monella, funciona como um plasmidio suicida. Alem disso, o plasmidio

pGP704 pode ser mobilizado por conjugagéo.

2.7. Escherichia coli Enterotoxigénica

O grupo das E. coli enteropatogénicas € composto por varios subgrupos que,
apesar de apresentarem caracteristicas distintas com relagdo aos mecanismos de
patogenicidade, apresentam algumas caracteristicas em comum como: (1) a codificagdo
de importantes fatores de viruléncia a partir de genes plasmidiais; (2) dentro de cada
subgrupo, a prevaléncia de alguns sorotipos O:H; (3) a presenca de interagéo
caracteristica com a mucosa intestinal; (4) e a produ¢éo de enterotoxinas ou citotoxinas.
Até o momento, foram descritos 5 subgrupos de E. coli enteropatogénicas tendo-se
como base, as diferentes propriedades de viruléncia, diferentes interagbes com a
mucosa intestinal, distintos quadros clinicos, epidemiolégicos e distintos sorotipos O:H
(Levine, 1987). Sé&o eles: E. coli enteropatogénica classica (EPEC), E. coli
Enterotoxigénica (ETEC), E. coli Enterohemorragica (EHEC), E. coli Enteroinvasiva
(EIEC), e E. coli Enteroaderente (EAEC). Este ultimo subgrupo foi reclassificado como
E. coli Enteroagregativa (EAQQEC), devido a fatores especificos de viruléncia e,
principalmente, ao tipo de adesdo apresentado por estas a células Hep-2 em cultura
(Savarino, 1993).

Dentre estes subgrupos as E. coli do tipo ETEC e EPEP estdo entre os principais
causadores de infec¢des diarréicas, em diferentes mamiferos, principalmente em regides
subdesenvolvidas (Levine, 1987).

Linhagens de ETEC apresentam a capacidade de produzir dois tipos de toxinas
chamadas termo-labil (LT) e termo-estavel (ST). Estas toxinas formam grupos
heterogéneos sendo a toxina LT subdividida nos tipos LT-l e LT-l, o mesmo
acontecendo com a toxina ST, subdividida em ST-I e ST-1| (Betley et al., 1986).

21



A toxina LT-1 apresenta similaridade a toxina colérica (CT) produzida por Vibrio
cholerae em seqliéncia de nucleotideos, estrutura e modo de agdo (Betley et al., 1986).
Ambas toxinas apresentam atividade de ADP-ribosil-transferase, que causa a ativacéo
da adenilato ciclase associada a membrana. Estas toxinas sdo compostas por dois tipos
de subunidades, chamadas A e B. Na formacdo da holotoxina, 5 subunidades B estado
ligadas ndo convalentemente a uma subunidade A (Spangler, 1992). A subunidade B
apresenta receptores que reconhecem e ligam a holotoxina a glicoproteinas presentes
na superficie de células da mucosa intestinal (Spangler, 1992). Uma vez ligadas a
membrana, a subunidade A é transportada para o citoplasma celular, por um processo
ainda ndo bem caracterizado (Spangler, 1992). Este processo € acompanhado pela
protedlise da subunidade A, formando os polipeptidios A1 e A2. O polipeptidio A1, que
apresenta a atividade catalitica de ADP-ribosil-transferase €, por isso, capaz de ativar a
adenilato ciclase. A ativagcdo de adenilato ciclase leva ao aumento na concentragéo de
AMPc, o gual esta relacionado a um desbalango no transporte de ions através da
membrana citoplasmatica, ao refluxo de agua da célula para a luz intestinal e,
consequentemente, a diarréia observada apés infec¢des por ETEC ou V. cholerae. As
toxinas LT-l e CT sdo altamente imunogénicas e anticorpos anti-LT ou CT s&o capazes
de conferir protecdo contra infec¢des por ETEC ou V. cholerae (Levine & Kapper, 1993).

A toxina ST-lI esta, também, subdividida em dois subtipos, ST-lp e ST,
produzidos por amostras de ETEC de origem suina ou humana, respectivamente. Estas
séo polipeptidios pequenos de 18 (ST-Ip) ou 19 (ST-Ih) aminoacidos que apresentam a
capacidade de ativar a Guanil ciclase (Field et al., 1978). A ativagdo da Guanil ciclase
leva ao aumento na concentragdo de GMP ciclico (GMPc) intracelular e a um desbalango
no transporte de fons através da membrana citoplasmatica causando, assim, o refluxo de
agua para a luz intestinal e a conseqgliente diarréia (Field et al., 1978). Por ser um
pequeno polipeptidio, a toxina ST é fracamente imunogénica mas, quando acoplada a
proteinas carregadoras, pode tornar-se imunogénica (Clements, 1990). Uma série de
trabalhos descrevem a construgdo de proteinas hibridas entre a subunidade B da toxina
LT ou CT (LTs ou CTg) e a toxina ST, utilizando técnicas de Biologia Molecular. Em
alguns destes, a resposta imunolégica contra ambas toxinas foram descritas (Clements,
1990; Aitken & Hirst, 1993: Nashar et al., 1993). Mais recentemente, Clements &
Cardenas (1993b) descreveram a expressdo de um gene hibrido entre LTg e ST em

linhagem atenuada de Salmonella dublin. Neste trabatho, anticorpos contra LTg mas ndo



contra ST foram detectados por ELISA, embora atividade de neutralizagdo contra o
efeito biologico de ST estivesse presente no soro de animais imunizados.

Um outro importante fator de viruléncia apresentado por amostras de ETEC é a
producdo de adesinas, que podem ser fimbrias ou ndo e sdo, por isto, denominadas
fatores de colonizagdo. Estas adesinas conferem a estas bactérias a capacidade de
reconhecer receptores, aderir e colonizar a mucosa intestinal, resistindo aos movimentos
peristalticos de limpeza do intestino (Moon, 1990). Diferentes fimbrias ja foram descritas
em amostras de ETEC de diferentes origens animais e uma das principais caracteristicas
destas estruturas protéicas € conferir & célula bacteriana, especificidade com relagéo ao
tipo de hospedeiro infectado (Moon, 1990). Esta especificidade ¢ devida ao tipo de
receptor celular reconhecido pela subunidade estrutural da fimbria.

A expressdo, regulacdo, secre¢do, ancoragem e montagem da subunidade
estrutural das fimbrias na superficie da célula bacteriana é realizada por fatores
protéicos codificados por genes geralmente associados fisicamente, formando operons
(Moon, 1990).

A capacidade de invasdo de células da mucosa intestinal ndo €, em esséncia, um
fator de patogenicidade de ETEC. Entretanto, dois /oci génicos chamados tia e tib,
recentemente descritos, conferem a estes microrganismos a capacidade de invadir
células epiteliais intestinais provenientes, principalmente, da porgdo ileocecal e do colum
humanos (Elsinghorst et al., 1989; Elsinghorst & Kopecko, 1992). Estes /oci parecem
estar presentes exclusivamente em linhagens de ETEC mas a importancia destes para a
patogenicidade, se existe alguma, esta ainda por ser determinada (Elsinghorst & Weitz,
1994).

Tanto as fimbrias como as toxinas LT e ST, esta Ultima quando acoplada a
proteinas carregadoras, sdo imunogénicas e véem sendo utilizadas no desenvolvimento
de vacinas contra infecgbes diarréicas causadas por ETEC (Walker, 1992). Anticorpos
anti-LPS também s&o importantes na imunizagdo de animais contra estas infecgdes.
Considera-se uma vacina ideal, aquela que expresse o maior numero possivel de
epitopos ou estruturas antigénicas, encontradas em diferentes isolados de ETEC. Desta
forma, o principal problema encontrado para o desenvolvimento de vacinas efetivas
contra infecgbes diarréicas causadas por este grupo de microrganismos é a existéncia de
diferentes tipos de fimbrias e sorotipos O:H, imunogenicamente distintos, entre as
diversas linhagens.

23



2.7. Vibrio cholerae

Vibrio cholerae € o agente etioldégico causador da célera, uma grave infeccdo
intestinal diarréica em humanos, que ocorre principalmente em areas subdesenvolvidas
(Manning, 1992; Levine & Kapper, 1993). Um dos principais fatores de viruléncia de V.
cholerae é a produgéo da toxina colérica (CT) que, como ja mencionado, apresenta
similaridade a toxina LT, produzida por algumas amostras de ETEC (Betley et al., 1986).
Alem de CT foram descritas em V. cholerae outras duas enterotoxinas que
possivelmente contribuem com a viruléncia. A toxina ZOT (“zonula occludens toxin”),
descrita por Baudry et al. (1992), afeta a estrutura das junges intercelulares diminuindo
assim a resisténcia do tecido intestinal. A toxina ACE (“accessory cholera enterotoxin”),
que apresenta similaridade com ATPases de células eucaridticas, parece estar ligada
com a secregdo de fluidos para a luz intestinal (Trucksis et al., 1993). Interessante é a
localizag@o dos genes CT, ZOT e ACE, além do gene cep (‘core encoded pilin”), que
codifica para uma pilina, em um fragmento de DNA de 4,5 kb chamado “core” de
virulencia. Este fragmento, por sua vez, é flanqueado por duas ou mais copias de uma
sequéncia repetitiva, chamada RS1 (Pearson et al., 1993). Algumas evidéncias sugerem
que a seqléncia RS1 codifica um sistema de recombinagdo sitio especifica (Pearson et
al., 1993) existindo assim a possibilidade de transferéncia e integracdo do “core” de
viruléncia para outras linhagens de V. cholerae, por recombinacéo sitio especifica.

Como outras enterobactérias, V. cholerae apresenta a capacidade de aderir e
colonizar a mucosa intestinal. Esta capacidade é conferida pela produgdo de fimbrias ou
adesinas. Diferentes tipos de adesinas foram descritos em diferentes linhagens de Vibrio
cholerae, dentre estas estao diferentes hemaglutininas e proteinas de membrana externa
(Manning, 1992). Recentemente, Sperandio et al. (1995) clonaram o gene ompU de V.
cholerae e identificaram-no como um importante fator de colonizagdo. A principal pilina
identificada em linhagens patogénicas de Vibrio cholerae € Tcp (toxin co-regulated pili).
Esta pilina tem sido identificada como um importante fator de viruléncia (Herrington et al.,
1988).

Os diferentes fatores de viruléncia em Vibrio cholerae, como na maioria das
bactérias enteropatogénicas, sdo finamente regulados. Um destes regulons é composto
pela proteina regulatéria ToxR. Esta proteina, localizada na membrana interna, faz parte
da familia de sensores-ativadores transcricionais que ativam a expressio de diferentes

genes em determinadas condigbes ambientais (Gross et al., 1989). Na presencga de
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fatores ambientais especificos, encontrados principalmente “in vivo”, ToxR em interagao
com uma outra proteina regulatéria, ToxS, ativa a expressdo de diferentes fatores de
viruléncia, dentre estes a toxina colérica, o operon tcp (revisado por DiRita, 1992), e a
proteina OmpU (Sperandio et al., 1995). Um outro ativador transcricional, ToxT,
responsavel pela ativacdo de alguns fatores de viruléncia, também apresenta sua
transcricdo controlada por ToxR (DiRita, 1992; 1994).

Willians et al. (1993) demonstraram que a proteina HlyU, a qual regula
positivamente a expressdo do gene hlyA, que codifica para uma hemolisina em V.
cholerae biotipo EI Tor, parece também controlar a expressdo de outros genes
importantes para a viruléncia, ainda néo identificados. O gene hlyU pode, portanto,
formar um outro reguion de viruléncia em V. cholerae (DiRita, 1994).

Diferentes vacinas, parenterais ou orais, compostas de toxdides, extratos de LPS,
ou de vibrides mortos ou vivos atenuados, foram propostos e testados como vacinas na
imunizagdo contra V. cholerae (Levine & Kapper, 1993). Destes estudos, ficou
demonstrado que vacinas orais sdo mais efetivas na indugéo de resposta imunologica
protetora (Levine & Kaper, 1993; Manning, 1992). Desta forma, esfor¢os foram
concentrados no desenvolvimento de vacinas orais mortas ou vivas atenuadas.

Triagens conduzidas em Bangladesh, durante trés anos, para avaliar a
efetividade de vacinas compostas por vibrides mortos (WCV) ou por uma combinagéo de
vibrides mortos e 1 mg da subunidade B da toxina CT (CTg), evidenciaram a baixa
efetividade destas, cerca de 50%, na protegdo contra infecgbes causadas por
V. cholerae, embora, em muitos dos individuos imunizados, a prote¢do tenha sido de
longa duracgdo (Clements et al., 1990). Estes resultados encorajaram alguns laboratérios
a desenvolverem linhagens vivas atenuadas. Inicialmente, tais vacinas eram, quase
invariavelmente, baseadas no desenvolvimento de linhagens de V. cholerae contendo
delecbes no gene codificador da subunidade A da toxina CT (CTXa), a subunidade
catalitica. A linhagem CVD 103-HgR, derivada da linhagem 569B de biotipo Classico foi,
dentre as linhagens atenuadas desenvolvidas e testadas, a menos reatogénica (Levine &
Kaper, 1993). Esta linhagem foi desenvolvida através da delegdo de 94% da sequéncia
codificadora de CTXa. Subsequentemente, para facilitar o isolamento e identificagdo da
linhagem vacinal no meio ambiente, um gene que confere resisténcia ao mercurio foi
inserido no locus hiyA (Levine et al., 1988). Embora bem tolerada, pouco reatogénica e
altamente kefetiva contra infecgbes causadas por V. cholerae biotipo Classico, esta

linhagem foi menos efetiva na protegdo contra infec¢gdes causadas por V. cholerae
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biotipo El Tor (cerca de 60%) (Levine et al., 1988). Na tentativa de desenvolvimento de
linhagens atenuadas, biotipo El Tor, um problema freqliientemente encontrado foi a alta
reatogenicidade, mesmo quando em adi¢do a delegdo do gene ctxA, os genes zot e ace
foram deletados (Tacket et al.,, 1993). Estes resultados indicam a existéncia de outros
fatores de viruléncia produzidos por linhagens patogénicas de V. cholerae, ainda n&o
identificados ou, como sugerido por Levine et al. (1988), o préprio ato de colonizar a
mucosa intestinal seria suficiente para causar a reatogenicidade observada em
individuos vacinados.

Em 1993, foi constatada uma importante alteracdo na epidemiologia da cdlera.
Estudos epidemiolégicos conduzidos na india e em Bangladesh descreveram a
ocorréncia de um grande numero de infecgbes diarréicas, causadas por um novo
sorogrupo de V. cholerae (Albert et al.,, 1993; Ramamurthy et al.,, 1993). Este novo
sorogrupo foi designado O139 ou alternativamente “Bengal”, para indicar sua origem em
regido proxima a bahia de Bengal, na india. Antes destas descri¢gdes, somente linhagens
pertencentes ao sorogrupo O1 tinham sido associadas com epidemias de cdlera. A
rapida propagagdo deste sorogrupo nas populagdes locais, principalmente entre
individuos adultos, em regides endémicas para V. cholerae O1, indicaram que a
imunidade contra este Ultimo sorogrupo ndo era efetiva na protecdo contra infeccdes
causadas pelo novo sorogrupo 0139 assim como todas as linhagens vacinais contra
colera previamente descritas (Albert et al., 1994). Desta forma, existe a necessidade do
desenvolvimento de novas linhagens vacinas pertencentes ao sorogrupo 0139.

Recentemente, Waldor & Mekalanos (1994) descreveram a construcdo da
linhagem vacinal “Bengal 3”, pertencente ao sorogrupo O139. Nesta linhagem, toda a
sequéncia de DNA contendo o “core” de viruléncia e as seqiéncias RS1 foram
deletadas, eliminando assim a possibilidade de reaquisicdo destes fatores de viruléncia
por recombinacdo sitio especifica. Alem disso, esta linhagem foi manipulada
molecularmente para conter delecdo no gene recA e, paralelamente, expressar a
subunidade B de CT a partir do promotor htpG, induzido em condigées de “stress”. A
mutacdo em recA diminui, efetivamente, a possibilidade de reaquisi¢do, por
recombinagdo homéloga, de genes de viruléncia e diminui, ainda, a possibilidade de
sobrevivéncia da bactéria recombinante no meio ambiente. Mutantes recA” s&o mais

sensiveis a luz ultra-violeta.
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2.8. A Toxina LT-K63

Durante muito tempo, acreditou-se que a grande maioria dos anticorpos
neutralizantes contra a toxina termo-labil (LT-l) e a toxina colérica (CT) fossem dirigidos
contra a subunidade B, sendo a subunidade A fracamente imunogénica. Desta forma, na
formulag@o de vacinas contra ETEC ou V. cholerae foi utilizada, quase invariavelmente,
a subunidade B, n&o téxica (Levine & Kapper, 1993). Recentemente, Pizza et al.
(1994a), contrariamente aos resultados anteriores descritos na literatura, determinaram
que 25% dos anticorpos neutralizantes contra a toxina LT-l eram dirigidos contra a
subunidade A. Resultados similares foram obtidos quando um mutante da toxina
colérica, o mutante CT-K63, foi utilizado (Fontana et al., 1995). A discrepancia destes
estudos com os resultados previamente descritos esta associada a utilizagdo ou n&o do
adjuvante de “Freund” nos esquemas de imunizacdo com a toxina purificada. De fato,
quando este adjuvante nao e utilizado observa-se um aumento na quantidade de
anticorpos dirigidos contra a subunidade A (Pizza et al., 1994a; Fontana et al., 1995).

A construgdo de uma série de mutantes para a subunidade A, ndo toxicos, foram
descritos tanto para LT-I como para CT (Pizza et al., 1994b; Fontana et al., 1995). Dentre
estes, os mutante /t-k63 e ct-k63, onde o residuo de serina 63 foi substituido por lisina,
foram altamente estaveis e imunogénicos (Pizza et al.,, 1994a; Fontana et al., 1995). A
inclusdo dos mutante LT-K63 e CT-K63 na formulagdo de vacinas preexistentes contra
ETEC ou colera, podera aumentar a eficacia das mesmas (Rino Rappuoli, comunicacdo
pessoal). O desenvolvimento de linhagens de V. cholerae atenuadas e manipuladas de
forma a expressar a proteina CT-K63 ja estd em andamento (GuanCai, dados nao
publicados).

As toxinas LT e CT estdo entre os mais poderosos adjuvantes do sistema
imunoldgico ja descritos até o momento (Douce et al., 1995) mas a utilizacdo para tal
finalidade era restrita, pois tais toxinas exibem sua toxicidade em concentracdes tio
baixas quanto 5 pg/mi (Pizza et al.,, 1994a). O desenvolvimento de mutantes atdxicos
ndo sO permitird o estudo dos mecanismos envolvidos neste efeito adjuvante como
tambem permitira o desenvolvimento de vacinas vivas que apresentem aumento em
suas propriedades de indugdo do sistema imunolégico. Os mutantes LT-K63 e CT-K83
parecem ser bons candidatos para esta finalidade. Imunizagdes de camundongos com
LT-K63 pelas vias intra-nasal e intra-vaginal induziram resposta IgG sérica e IgA

secretoria contra este antigeno (Di Tommaso et al., 1996). Em adi¢&o, a imunizagdo de
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camundongos pelas mesmas vias com Ovoalbumina (Ova) somente ou Ova e LT-K63,
resultaram em resultados completamente diversos (Di Tommaso et al., 1996). Grupos de
camundongos imunizados somente com Ova ndo apresentaram resposta imunologica
enquanto que camundongos imunizados com Ova e LT-K63 exibiram resposta humcral
IgG sérica e IgA secretéria dirigidas contra a Ova. (Di Tommaso et al., 1996). Estes
resultados demonstram o potencial uso do mutante LT-K63 e possivelmente de CT-K63,
como adjuvantes do sistéma imunoldégico.

Foram descritas a constru¢do de linhagens recombinantes atenuadas de
Salmonella expressando a subunidade B das toxinas LT-l1 e CT ou fusdes destas com a
toxina ST (Clements & El-Morshidy, 1984; Clements et al., 1986; Cardenas & Clements,
1993a e b). Estas linhagens s&o potenciais vacinas trivalentes contra infecgdes entéricas
causadas por Salmonella, E. coli enterotoxigénicas e V. cholerae. A disponibilidade dos
mutantes LT e CT-K63 abre uma nova perspectiva no desenvolvimento de vacinas
contra tais infecgbes que é o desenvolvimento de linhagens recombinantes de
Salmonella que produzam, ao invés da subunidade B, a holotoxina LT ou CT-K63. Estas
linhagens recombinantes teriam a vantagem de induzir resposta imunologica contra a
holotoxina e contra a subunidade B. Adicionalmente, tais linhagens teriam a capacidade

de produzir um potente mas néo téxico adjuvante do sistema imunolégico, as proteinas
LT ou CT-K83.
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3. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos: (1) caracterizacdo molecular do sistema de
minitransposon Tn5 (De Lorenzo & Timmis, 1994) na integracdo ao acaso de genes
heterdlogos no genoma das linhagens S. typhimurium LT2 e mutantes Acya Acrp Aasd
de S. typhimurium UK1 e SR11; (2) modificacdo deste sistema de transposi¢cdo para
possibilitar a inser¢do estavel de genes heterdlogos em linhagens Acya Acrp Aasd de S.
typhimurium. Esta modificagdo consistiu na substituigdo, no plasmidio pUT/Sm, do gene
de resisténcia a Estreptomicina pelo gene asd de S. typhimurium; (3) verificar se a toxina
LT selvagem é montada corretamente em sua estrutura final AB5 quando expressa em
S. typhimurium; (3) construgdo de linhagens recombinantes vacinais Acya Acrp de S.
typhimurium contendo integra¢des ao acaso do operon /t-k63 no genoma e capazes de
expressar elevados niveis da toxina mutante LT-K63. Tais linhagens sdo modelos para
estudos de imunogenicidade e desenvolvimento de vacinas; (4) Caracterizacdo da

resposta humoral em camundongos BALB/c imunizados oralmente com algumas

linhagens recombinantes.



4. MATERIAL

4.1. Linhagens bacterianas e plasmidios.

As linhagens bacterianas e os plasmidios utilizados neste estudo estdo
relacionados nas tabelas | e ll, respectivamente.

As linhagens de E. coli utilizadas foram a JM109, a CC118xpir e a SM10xpir. A
linhagem JM109 foi utilizada para a transformagdo e amplificacdo do plasmidio pUC18
(Notl) e derivados. A linhagem CC118ipir foi utilizada para a transformacdo e

amplificagdo do plasmidio pUT e derivados. A linhagem SM10ipir foi utilizada como
doadora na transferéncia por conjugagéo, de plasmidios pUT quiméricos, para linhagens
de S. typhimurium.

A linhagem S. typhimurium LT2 foi utilizada para a insercdo genémica dos
operons selvagens eltAB e toxAB codificadores das toxinas LT e CT, respectivamente,
atraves da utilizagdo do plasmidio suicida pUT/Cm.

As linhagens de S. typhimurium X3987, X4072, X4217 e X4550 sdo mutantes
atenuados contendo dele¢des nos genes cya, crp e asd. Estas linhagens foram
utilizadas para a inser¢do do operon mutante /t-k63 utilizando-se o plasmidio suicida
pUT/asd. As linhagens X3988 e X3989, gentiimente cedidas pela Dr. Maria Giusepina
Covone (IRIS-Siena), foram obtidas pela transformacdo de X3987 com os plasmidios
PYA3074:LT-K63 e pYA3137:LT-K63. Estas linhagens foram utilizadas como referéncia
para a produgdo de LT-K63 em experimentos de “Western blot”.

A linhagem X3985 & um mutante Acya Acrp mas é prototrofico para Aspartato-f-
semialdeido desidrogenase (Asd+). Esta linhagem foi utilizada como controle nos
estudos de invas&o e persisténcia nos tecidos de camundongos BALB/c.

Todos os fragmentos de DNA a serem subclonados no uUnico sitio Notl dos
plasmidios pUT foram primeiramente subclonados no plasmidio pUC18 (Notl). Estas
subclonagens tiveram por finalidade a criagdo do sitio Notl nas extremidades destes
fragmentos. O plasmidio pUT/Sm foi utilizado na construgdo do plasmidio pUT/asd.
Neste, o gene de resisténcia a estreptomicina foi substituido pelo gene asd. O gene asd

foi amplificado por PCR a partir do plasmidio pYA3137.



TABELA 1. Linhagens bacterianas utilizadas neste estudo.

Bactéria

Genotipo

Referéncia

Escherichia coli

JM109

CC1182.pir

SM107.pir

S. typhimurium
LT2
X3985 UK-1

X3987 UK-1

X4072 SR-11
X4217 SR-11
X4550 SR-11

X3988

X3989

X3987 18A

X4072 27F
X4217 10E

F’ traD36 faci9 A(lacZ)M15 proA+B+/ e14” (McrA’) A(lac-proAB)
thi gyrA96 (Nalr) endA1 hsdR17(r-k-) relA1 supE44 recA1l
A(ara-leu) araD AlacX74 galE galK phoA20 thit rpsE rpoB
argE(Am) recA1 j.pir phage lysogen

Km' thi-1 thr leu tonA lacY supE recA1 7pir phage lysogen

Linhagem selvagem

pStV1+Acya—12 Al zid-62::Tn10j Acrp-11 Alznb:Tn10]
pStV1™ Acya-12 Acrp-11 AasdA1 A[zhf-4::Tn10]

pPStSR100™ gyrA1816 Acya-1 Acrp-1 AasdA1
pStSR1O1+ gyrA1816 Acya-1 Acrp-1 AasdA1

pStSR100" gyrA1816 Acya-1 Acrp-1 AasdAT
X3987 transformada com o plasmidio pYA3074:LT-K63

X3887 transformada com o plasmidio pYA3137:LT-K63
X3987 contendo o gene /t-k63 inserido no plasmidio pStV1

X4072 contendo inser¢do cromossdmica do gene /f-k63
X4217 contendo o gene /t-k63 inserido no plasmidio pStSR101

Woodcock et al., 1989

Herrero et al., 1890

Miller and Mekalanos,
1988.

Lilleengen, 1948.
Curtiss et al., ndo
publicado.

Curtiss et al., n&o
publicado.

Nakayama et al., 1988

Schodel et al., 1994
Schodel et al., 1994

Covone et al,, néo
publicado
Covone et al., ndo
publicado

Este estudo

Este estudo

Este estudo




TABELA II; Plasmidios usados neste estudo

Plasmidios

Caracteristicas

Referéncia

pBlue Script KS(LT)

pBlue Script
K63)

puUC18 (Not 1)

pYA3137

pYA3074:L.T-K63

PYA3137:LT-K63

pUT/Sm

pUT/Cm

pUT/asd

KS(LT-

Apr, plasmidio pBlue Script com operon eltAB inserido entre os
sitios Smal/Hindlll.

Apr, plasmidio pBlue Script com o operon It-k63 inserido entre os
sitios Smal/Hindlil.

Apr, plasmidio pUC18 contendo Notl/polylinker /Notl as MCS

Asd+, plasmidio de expressdo com origem de replicagdo do
pUC18

Asd+, plasmidio de expressdo com origem de replicagdo do
pSC101. O operon It-k63 foi inserido entre os sitios BamHI/Sall.

Asd+, plasmidio pYA3137 com o operon It-k63 inserido entre os
sitios BamH!/Sall.

Apr Smr, plasmidio suicida com mini-Tn5 e Sm' como marca de
selecdo

Apr Cmr, plasmidio suicida com mini-transposon Tn5 e cm’
como marca de selegdo

AprAsd+, plasmidio suicida com mini-transposon Tn5 e

+ ~
Asd como marca de selegdo

Pizza et al., 1994

Pizza et al., 1994

Herrero et al., 199

Curtiss et al.,
publicado

Covone et al.,

publicado

Covone et al,
publicado

De Lorenzo et
1990

De Lorenzo et
1990

Este estudo

Ap": Resistente a Ampicilina.

Sm": Resistente a Estreptomicina.

Cm": Resistente ao Cloranfenicol.

Asd": Contém o gene asd (Asparato-B-semialdeido-desidrogenase).
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4.2. Meios de cuitura e condig¢des de cultivo

Todos os meios de-cultura, a menos que especificado, foram preparados com
agua destilada e esterilizados por autoclavagem a 120°C por 20 minutos.

O meio LB (“Luria Broth”) ou LA (“Luria Agar’) (Sambrook et al., 1989) foram
utilizados rotineiramente no cultivo das linhagens bacterianas.

Nos experimentos de conjugacgéo entre E. coli SM10Apir e S. typhimurium LT2, as
linhagens bacterianas foram cultivas em meio NB (“Nutrient broth”).

O meio minimo (Curtiss & Kelly, 1987) foi utilizado para a selegdo de
transconjugantes de S. fyphimurium e para a verificagdo de diferentes marcas de
auxotrofia em diferentes linhagens de E. coli e S. typhimurium. Meio minimo contendo
maltose ao invés de glicose foi utilizado para verificar a deficiéncia para AMP ciclico.

O meio MacConkey (DIFCO) foi utilizado para o re-isolamento de linhagens de S.
typhimurium dos 6rgdos de camundongos BALB/c e na diferenciacdo destas de outros
géneros bacterianos lactose positivos.

O meio Ektoen (DIFCO) foi utilizado para verificar a pureza de linhagens e
diferenciar Salmonella de outras Enterobacteriaceae. O principio deste meio esta na
diferenciacdo entre bactérias produtoras ou ndo de H,S. Salmonella sp sdo produtores
de H,S (Holt et al., 1994). A combinacdo de tiossulfato com citrato de aménio férrico,
presentes no meio, faz com que colbénias bacterianas produtoras de H,S apresentem
coloragao preta.

Os meios SOB e SOC foram utilizados para o crescimento das linhagens de E.
coli em experimentos de transformacgao.

Os antibidticos Ampicilina (Ap), Estreptomicina (Sm), Cloranfenicol (Cm),
Tetraciclina (Tc) e Acido nalidixo (Nal), quando requeridos, foram adici.onados ao meio
de cultura para resultar as concentragbes finais de 100ug/m!, 50ug/mi, 30ug/mi,
12,5ug/ml e 40pg/ml, respectivamente. O acido diaminopimélico (DAP) utilizado na
concentrag&o final de 50ug/ml, foi adicionado ao meio de cultura para o cultivo de
linhagens Aasd. Para o cultivo das linhagens Aasd de S. typhimurium em meio minimo,

alem do DAP foram adicionados os aminoacidos L-Isoleucina (20ug/ml), DL-Metionina

(20ng/ml) e DL-Treonina (80ug/ml), nas concentragées finais indicadas.



4.2.1. Meio LB (“Luria Broth”) (Sambrook et al., 1989).

Triptona (DIFCO). ...t 10g
Extrato de Levedura (DIFCO). ...t 5¢g
NaCI (MERCK). ... oo e 10g
AQUA deSHIAAR Q8. 1000ml

Os solutos foram dissolvidos em 800m! de agua destilada. O pH foi ajustado para
7.2 com NaOH (10N). O volume foi completado para 1000ml com agua destilada. O meio

foi distribuido em frascos, nos volumes apropriados, e esterilizado por autoclavagem.

4.2.2. Meio LA (“Luria Agar”)

Ao meio LB foi adicionado 1,5% de agar (DIFCO) como descrito em Sambrook et

al. (1989). Este meio foi esterilizado por autoclavagem e distribuido em placas.

4.2.3. Meio LB modificado (Curtiss & Kelly, 1987)

Este meio foi feito adicionando-se 0,1% de glicose (concentracdo final) ao meio

LB, apéds este ter sido autoclavado.

4.2.4. Meio Minimo Agar (Curtiss & Kelly, 1987).

Solucéo de sais de meio MINIMO.........ocoiiiiii 100,0mi
Solugdo de MgCly (TM). oo 0,4ml
SolUGEO0 de GHCOSE 20%0......eiiiiiiiiie e 10.0ml
AQUA deStilada G.S.Pu oo, 1000,0m!|

A 890ml de agua destilada contendo 1,5% de agar (DIFCOQO), esterilizada por
autoclavagem e resfriada a 50°C, foram adicionadas as solugbes de sais de meio

minimo, de cloreto de magnésio e de glicose, nos volumes indicados. Com exceg¢do da

34



solugdo de glicose, esterilizada por filtragdo, as demais solugbes foram esterilizadas por

autoclavagem. Apbs homogeneizag&o, o meio foi distribuido em placas de “Petri”.

4.2.5. Solucéo de sais de meio minimo

NHAC e 50g
NHANO oo 10g
NB2S O . 20g
= o 90g
KH 2P O 309
Agua destilada Q.5.P.....c.coov oo 1000m

Apés a completa dissolugdo dos sais em 700ml de agua destilada, o pH foi
determinado e se necessario ajustado para 6,8-6,9 com NaOH. O volume da solugdo foi

completado para 1000m! com &agua destilada, distribuido em volumes de 100ml, e
autoclavado.

4.2.6. Meio NB- "Nutrient broth" (DIFCO)

Este meio foi preparado dissolvendo-se 8g de meio NB (em p6) em 900ml de
agua destilada. Apés completa dissolugdo, o volume foi completado para 1000 ml com

agua destilada, dispensado em erlenmayers nos volumes apropriados e esterilizado por
autoclavagem.

4.2.7. Meio MacConkey-Agar (DIFCO)

Este meio foi preparado dissolvendo-se em 800ml de agua destilada, 50g de
meio em pd. Apds completa dissolugédo, o volume foi completado para 1000m| com agua

destilada, distribuido em volumes de 100 a 500ml e esterilizado por autoclavagem.
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4.2.8. Meio Ektoen (DIFCO)

Este meio foi preparado dissclvendo-se em 800ml de agua destilada, 76g do
meio em pd. A mistura foi aquecida e mantida a 80°C, com agitagdo branda, para a
completa dissolugdo. Apds dissolugdo, o meio foi vertido em placas esterilizadas e

utilizado apos solidificagdo. Este meio n&o deve ser autoclavado.

4.2.9. Meio SOB (Sambrook et al., 1989).

T D ONA. e 20,09
Extrato de Levedura. .. ..o 5,09
Cloreto de SOAI0. . oo e, 0,5¢
Solugdo de KCI (250MM).....uiiiiiiiiiii 10,0ml
AgQua destilada Q.S P .o oveeee oo 1000,0m|

Apbds a completa dissolugdo dos solutos em 900ml de agua destilada, foi
adicionada a solucéo de KCI no volume indicado. O pH foi ajustado para 7,0 com
solugdo 10N de NaOH. O volume foi completado para 1000ml com agua deionizada e o
meio foi esterilizado por autoclavagem. Momentos antes do uso, 5ml de solu¢cdo 2M de
MgCl, foram adicionados.

4.2.10. Meio SOC (Sambrook et al., 1989).

Para a preparac¢ao do meio SOC foi adicionada glicose, na concentracdo final de
20mM, ao meio SOB. Esta concentracdo foi alcangada adicionando-se a 1000ml de meio
SOB, 5 ml de uma solugé&o 1M de glicose.



4.3. Solugdes de uso geral

Estas solucdes foram preparadas com agua deionizada e, quando necessario,
foram esterilizadas por autoclavagem ou filtragdo, conforme descrito em Sambrook et al.
(1989).

4.3.1. Solucéo de Hidréxido de sodio (NaOH) 10N.

Agua deioniZada §.S.P. oo 100ml.

As pastilhas de NaOH foram dissolvidas em 80mi de &gua deionizada. O volume
foi completado com &agua deionizada para 100ml e a solugdo foi conservada a
temperatura ambiente.

4.3.2. Solugao de Acido Cloridrico (HCI) 10N.

HCl concentrado. . ... e 862ml
Agua deioniZada Q.S P vecveveee e 1000mi

Apéds homogeneizada, esta solucao foi conservada a temperatura ambiente.

4.3.3. Solugdo tampéo fosfato-salina (PBS) 10X.

N 80,09
KL e e 2,0g
NAHP O . oL 14,49
KH2P O e e e 2,49
Agua deionizada quS.P.....coveeeeeee oo, 1000,0m!



Os sais foram dissolvidos em 800ml de agua deionizada. O pH foi ajustado para

7,4 com HCI 10N e o volume ajustado para 1000ml. Esta solugéo foi esterilizada por

autoclavagem e conservada a temperatura ambiente.

4.3.4. Solugcdo tampéo fosfato de sodio pH7,5.

Solugdo 1M de NapHPO4....oooiiiii e, 80,9ml
Solucdo 1M de NaHPOu. ..o 19,1ml

As solucdes de Na,HPO, e de NaH,PO4 foram preparadas e autoclavadas

separadamente. Estas foram entdo misturadas nos volumes indicados, homogeneizadas

e dispensadas em frascos esterilizados. Esta solugéo tampao foi conservada a 4°C.

4.4. Solugdes para Biologia Molecular
Preparadas conforme descrito em Sambrook et al. (1989).
4.4.1. Solugdo tampé&o Tris-HCI 1M pH 8,0.

Trisma-base (MERCK).........ooooii 121,19
Agua deionizada q.S.P......cooiveeeeee e, 1000,0m!

O trisma-base foi dissolvido em 800ml de agua deionizada. O pH foi ajustado

para 8,0 com solucdo 10N de HCI. O volume foi completado para 1000mi com agua

deionizada. A solugéo foi esterilizada por autoclavagem e conservada a 4°C.

4.4.2. Solugéo de Tris-HCI 1M pH 7,5

Trisma-base (MERCK).........oooii e 12,119
AgQua deionizada q.S.P. . .ovee oo 100,00ml



O trisma-base foi dissolvido em 80ml de agua deionizada. O pH foi ajustado para
7,5 com solucdo de HCI 10N. O volume foi completado para 100ml com agua

deionizada. A solucao foi esterilizada por autoclavagem e conservada a 4°C.

4.4.3. Solugdo tampéo Tris-HCI 1M pH 6,8

Trisma-base (MERCK)..........ooiio e 121,19
Agua deionizada q.S.P.....co oo 1000,0m!

O trisma-base foi dissolvido em 800ml de agua deionizada. O pH foi ajustado

para 6,8 com solugdo de HCI 10N. O volume foi completado para 1000ml com agua

deionizada. A solugdo foi esterilizada por autoclavagem e conservada a 4°C.

4.4 4. Solucéo de Acido Etilenodiaminotetraacético (EDTA) 0,5M pH8,0

Agua deionizada q.S.p.....ooooi oo, 1000,00m|

O EDTA foi dissolvido em 800ml! de agua deionizada. O pH da solugac foi
ajustado para 8,0 com solugdo de NaOH 10N. O volume foi completado para 1000ml
com agua dejonizada. A solugao foi distribuida em volumes de 200 a 500ml, esterilizada

por autoclvagem e conservada a 4°C.

4.4.5. Solugé&o Tampao T.E pH 8,0 (10mM Tris-HCI, TmM EDTA).

Solugdo TM Tris-HCIpH 8,0.......oooiiiiiiiie e 1,0ml
Solug@o O,5M EDTA PH 8,0... .o, 0.2mi
Agua deioniZada q.S.P....c.ov oo 100,0m!

Apos a mistura de todos os compostos, esta solucdo foi esterilizada por

autoclavagem e conservada a 4°C.



4.4.6. Solugdo de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) a 20%.

Agua deionizada §.S.P....vove oo 100ml.

O SDS foi dissolvido com agitacdo sob aquecimento em 50ml de &agua
deionizada. Apos a completa dissolugdo, o volume foi completado para 100ml com agua

deionizada e a solugdo conservada a temperatura ambiente.

4.4.7. Solugéo de Etanol a 70%

Etanol PA (MERCK) . ... e 70ml
Agua deionizada §.S.P . .. e 30ml

Esta mistura foi homogeneizada por agitac&o e conservada a -20°C.

4.4.8. Solugéo de fenol saturado com tamp&o Tris-HC! (0,1M) pH 8,0

Fenol ultrapuro (MERCK) equilibradoa pH 8,0..............ccccooc 1000,00ml
Solugéo de Tris-HC! (0,1M) pH 8,0, 100,00mi

B-mercaptoetanol.............oooi i 0,02mg
HIdroXiQUINOIING. .....ovii 1,00g

Esta solucéo foi preparada conforme descrito por Sambrook et al. (1989).

4.4.9. Solucéo de brometo de etidio (SIGMA) a 10mg/ml.

Brometo de etidio.............iiiiii 100mg
AQUa deIONIZAAA GoS.P .o v 10ml
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Apds a completa dissolugdo do brometo de etidio em 8ml de agua deionizada, o
volume foi completado para 10ml com agua deionizada e a solugdo mantida a 4°C em

frasco escuro ou envolto em papel aluminio.

4.4.10. Solugdo estoque de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactoside (X-gal) a

20mg/ml.
KAl 20mg
Dimetilf o amida. . . oo Tml

Apo6s dissolugdo do X-gal em dimetilformamida, esta solugdo foi distribuida em
aliquotas de 200ul, em tubos de microcentrifuga envoltos com papel aluminio. As

aliquotas foram conservadas a -20°C.

4.4.11. Solugdo estoque de isopropil-p-D-galactoside (IPTG) a 20mg/ml.

Agua deionizada Q.S.P......ovoveieee oo, 10,0ml

Apo6s a completa dissolug&o do IPTG em 8ml de agua deionizada, o volume foi
completado para 10ml com agua deionizada. A solugdo foi esterilizada por filtragdo,
dividida em aliquotas de 1ml, e estocada a -20°C.

4.4.12. Solugéo de proteinase K a 20mg/ml.

Proteinase K (SIGMA)........uiii e 20mg
Agua deioniZada G.S.P.......c.oovoveoee e 1ml

A proteinase K foi dissolvida em agua deionizada esterilizada, na concentragdo e

volumes indicados e estocada a -20°C.
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4.4.13. Solugdo PMSF (Fluoreto de fenilmetilsulfonil) 0,1M

PMSFE (SIGMA). .ol 17,4mg

AICOO! ISOPIOPANOL. ... 1,0ml

Apds a dissolugdo do PMSF em isopropanol, a solug&o foi estocada a -20°C.

4.4 14, Solucdo de Ribonuclease A (RNAase A) a 10mg/ml.

RN A GSE A 10mg
Solugdo 10mM Acetato de sodio pHS,2.......ocoo 1ml

A RNAase A foi dissolvida em 0,9ml de solugéo de acetato de sédio 10mM pH5,2.
A solucdo foi aquecida a 100°C, em banho maria, por 15 minutos e deixada esfriar a
temperatura ambiente. O pH foi ajustado com 0,1ml de solu¢do 1M de Tris-HCI pH7,4 e a

solugado conservada a -20°C.

4.5. Solugdes para extragdo de plasmidios em pequena escala ("Mini-preps’)

A menos que especificado, estas solugdes foram preparadas conforme descrito
em Sambrook et al. (1989).

451, Solugdo | (25mM Tris-HCI, 10mM EDTA, 50mM glicose e 4mg/ml de
Lisozima).

Solucéo Tris-HCI (IM) pH 8,0, 2,5ml
Solugdo de EDTA (0,5M) pH 8,0, 2,0ml
Solugdo de glicose (TM). ... 5,0ml
Agua deionizada q.S.P......o.eovee oo 100,0m!
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Apés completa homogeneizacdo, esta solugdo foi esterilizada por filtragédo e
estocada a 4°C. Lisozima, na concentragdo final de 4mg/ml, foi adicionada momentos

antes do uso.

4.5.2. Solucdo Il (0,2N de NaOH e 1% de SDS).

Solugdo de NaOH (TON).......oooiii 2ml
Solugg@o de SDS @ 20%0. ... vieiiiiie e 5ml
AQUA dEIONIZAAR QoS P et 100ml

Esta solucdo foi preparada momentos antes do uso.

4.5.3. Solucéo Il (3M de potéassio e 5M de acetato)

Solugédo de acetato de potassio (5M)............ 60,0ml
Acido aCtiCo Glacial...........ocooeieee oo 11,5ml
AQUa dEIONIZAAA G- vt 28,5mi

Apds completa homogeneizagéo, esta solugéo foi conservada a 4°C.

4.5.4. Solucao de fenol acido (Rappuoli et al., ndo publicado).

Fenol ultrapuro (MERCK)........ooooiiiiii i 500m!
Acetato de sOdio SOMM. ... 50ml

O fenol foi liquefeito por aquecimento a 68°C e entdo 500ml de fenol foram
misturados com 500mi de solucdo 50mM de acetato de sédio pH 4,0. A mistura foi
mantida sob agitagdo constante por um periodo de 1 hora e depois mantida em repouso
para a formacdo das fases aquosa e fendlica. A fase aquosa foi dispensada e o
processo de homogeneizagéo-equilibrio repetido por mais trés vezes ou até o pH da fase
fendlica ser igual a 4,0. Apds extracdo da ultima fase aquosa, 50m! de solugdo 50mM de

acetato de sédio pH 4,0 foram adicionados. Esta solugcdo foi entdo distribuida em



volumes de 50ml, em frascos escuros ou envoltos com papel aluminio e conservada a

4°C.

4.6. Solugdes para Extragdo de plasmidios em grande escala ("Maxi-prep")

Estas solucdes foram preparadas conforme descrito no livro de protocolos do

“Istituto Ricerche Immunobiologiche Siena”-[RIS-Itdlia (Rappuoli et al., ndo publicado).

4.6.1. Solugdo | (50mM Tris-HCl pH 8,0; 25% Sacarose).

Solugdo de Tris-HCI (1M) pH 8,0 5mi
S A0S ..o 25¢g
AQUA dEIONIZAAA Q.S P oo 100ml

Esta solucgéo foi esterilizada por filtragéo e conservada a 4°C.

4.6.2. Solugado Il (2% Triton X-100; 63mM EDTA,; 50mM Tris-HCI pH 8.,0).

Solugdo Triton X-100 (MERCK). ..., 2,0ml
SOIUCEO de EDTA (0,5M) PHB.0...orovvoo oo 12.,6m
Solugdo de Tris-HCI (TM) pH8,0........... 5,0ml
Agua deioniZada G.S.P .. ve e 100,0m!

Apéds completa homogeneizagao, esta solugao foi esterilizada por autoclavagem e

conservada a 4°C.

4.6.3. Solugdo de Lisozima a 10mg/ml! (10mg/ml de Lisozima; 250mM de Tris-HCI
pH8,0).
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Agua deionizada §.S.Pu.. ..o 10,0ml

A lisozima foi dissolvida em 8ml de agua deionizada contendo 2,5ml de solucéo
1M de Tris-HCI pH8,0 (250mM final). O volume foi entdo completado para 10ml com
agua deionizada. Esta solucdo, preparada momentos antes do uso, foi esterilizada por
filtrac&o.

4.6.4. Solugéo de Isopropanol (50%) saturado com NaCl (1M) e agua.

ISOPrOPANOL......ooii i 400ml
Solugdo de NaCl (AM).....ooooiii e 200m!
AQua deionizada.............cococoo oo 200ml

O isopropanol foi inicialmente saturado com agua deionizada e posteriormente
com NaCl. A mistura foi homogeneizada por agitacdo durante 10 minutos e depois
mantida em repouso para a formagdo das duas fases. Esta solucdo foi armazenada a
temperatura ambiente.

4.7. Solugdes para Extragdo de DNA gendmico (Rossolini et al., 1993).

4.7.1. Solugédo de suspensio (20% Sacarose; 50mM Tris-HCI pH 8,0; 50mM
EDTA)

SACAIOSE. ...ttt 20g

Solugéo de Tris-HCI (M) pH 8,0.......ooooiiiooe e 5mi
Solugdo de EDTA (0,5M) pH 8,0... ..o 10ml
Agua deionizada Q.S.P........covovooeeeeoe oo 100ml

Em 45ml de agua deionizada foram adicionados os volumes requeridos de Tris-
HCI e EDTA. Ap6s a homogeneizagdo desta solugcdo, a sacarose foi adicionada e

completamente dissolvida por agitagdo. O volume desta solugdo foi completado para



100ml com agua deionizada e esta foi esterilizada por filtragcdo. A solugdo foi distrubuida

em volumes de 10ml e conservada a 4°C.

4.7.2. Solugao de lise (50mM NaCl; 1% Sarcosil de sodio; 50ug/ml proteinase K)

Solugdo de NaCl (BM).......ooiiii 1,00ml

Solucdo de sarcosil de s6dio @35%.......cccoiiiii 2,86ml
Agua deionizada QuS.P......oooe v 100,00m|

Esta solugdo foi esterilizada por autoclavagem. Somente momentos antes do uso,
no volume total a ser utilizado, a proteinase K foi adicionada, na concentragéo final de

50ug/ml, a partir de uma solug¢do estoque de 20mg/mi.

4.8. Solugdes para Transformacgado Bacteriana {(Hanahan, 1985).
4.8.1. Solugéo de Cloreto de Magnésio (MgCl;) 0,1M

MGC L. BHO . 10,179

Agua deionizada Q.S.P......oov oo 500,00ml

Apds a completa dissolugdo do MgCl, em 450ml de agua deionizada, o volume foi
completado para 500ml com agua deionizada. A solugdo foi distribuida em volumes de

125ml e esterilizada por autoclavagem. Esta solugéo foi conservada a 4°C.

4.8.2. Solugdo de Cloreto de Célcio (CaCl,) 0,1M

CaC o 2H o0 7,359
Agua deionizada GuS.P.....oveeoeeeee oo 500,00m!

Apds a completa dissolugdo do CaCl, em 450ml de agua deionizada, o volume

foi completado para 500mi com agua deionizada, distribuido em volumes de 125ml e

esterilizado por autoclavagem. Esta solug¢do foi conservada a 4°C.
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4.8.3. Solugdo de Cloreto de Calcio (CaCl,) 0,1M com glicerol

CaC o 1,479
Gl CBIO. e e 15,00ml
- Agua deionizada q.8.p.....oo oo 100,00m!

O CaCl, foi dissolvido completamente em 70ml de agua deionizada e 15m! de

glicerol foram adicionados. O volume foi completado para 100ml com agua deionizada,

distribuida em volumes de 25mi e a solug&o esterilizada por autoclavagem. Esta solugdo

foi conservada a 4°C.

a4°C.

4.9. Solugdes para Eletroporagao de Bactérias (Fiedler & Wirth, 1988).
4.9.1. Solucao tamp&o HEPES 1TmM.
Solugdo tampao HEPES 1M (MERCK) pH 7,0, Tml

AQUE AEIOMIZAA@. ... ov oo 1000m|

Apds ser homogeneizada, esta solugéo foi esterilizada por filtragdo e conservada

4.9.2. Solucao de Glicerol a 10%.

Glicerol (MERCK)........ooi 100ml
Agua deionizada ... v oo oo, 1000m|

Apds completa homogeneizacao, esta solug&o foi esterilizada por autoclavagem e

conservada a 4°C.
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4.10. Solugbes para hibridagdo de coldnias bacterianas usando sondas

radioativas (Sambrook et al., 1989).

4.10.1. Solucdo de desnaturacdo (1,5M NaCl; 0,5M NaOH)

NBC . oo e 17,539
N O H e 4,00g
Agua deionizada Q.S.P. . v oo 200,00m!

Os solutos foram dissolvidos em 150ml de agua deionizada. Apds completa
dissolugdo, o volume foi completado para 200ml com agua deionizada. A solugéo foi

esterilizada por autoclavagem e conservada em frascos plasticos a 4°C.

4.10.2. Solugao de neutralizagdo (1,5M NaCl; 0,5M Tris-HCI pH 7.5).

N L 17,539
SOIIGEO Tris-HCI (TM) PH 7.5 oo ooooooeoeeeeeoeeeeeee oo 100,00m|
Agua deionizada Q.S.P....oovo oo 200,00m|

O NaCl foi dissolvido em 50ml de agua deionizacz e 100ml da solugdo Tris-HCI
foram adicionados. O volume foi completado para 20Cml com agua deionizada e a

solucdo, apos autoclavagem, foi conservada a 4°C.

4.10.3. Solucéo de SSC (“Standard saline citrate”) concentrada 2X

Solugéo estoque de SSC 20X, TR 20ml
Agua deionizada q.S.P.....coovov oo e, 200ml

Apds homogeneizada, esta solu¢do foi autoclavaza e conservada a temperatura
ambiente.
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4.11. Solugdes para detecgdo de coldnias produtoras de LT-K63 usando

anticorpos {Lyons & Nelson, 1984).

4.11.1. Solucdo de desnaturag¢ao (1% SDS; 0,2N NaCH).

SOIUGEO dE SDS @ 20%0.....vviiiiiiiiiieiiiii 5mi
Soluggo 10N de NaOH.......... 2mi
AQUA A IONIZAAA GeS. .o 100m|

O NaOH foi dissolvido em 90ml de agua deionizada esterilizada e o SDS foi
adicionado. O volume foi completado para 100ml com agua deionizada esterilizada e a

solugdo conservada a temperatura ambiente.

4.11.2. Solugdo neutralizadora (10mM tamp&o Fosfato de sédio pH7,5, 140mM
NaCl, 0,05% Tween 20).

Solugéo tampéo fosfato de sodio 0,1 M pH7 5. 100,0ml
N A 8,189
TWEEI 20 0,5ml
Agua deionizada q.S.P....eo.voeeeeeeee e 1000,0ml

Em 800ml de agua deionizada foram adicionados o NaCl e a solugdo tamp&o
fosfato. Apoés completa dissolu¢do do NaCl, Tween 20 foi adicionado e o volume

completado para 1000mi com agua deionizada. A solugéo foi dispensada em volumes de

200ml, autoclavada e conservada a 4°C.

4.11.3. Solugdo tampéo PBS com 0,1% de Triton X-100

Solugdo tampao PBS 10X ..o 10,0ml
Trton X=100 (MERCK). ..o oo 0,1mi
Agua deionizada G.S.P.......ovoieeeee oo 100,0ml
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O PBS e o Triton X-100 foram homogeneizados em 80ml de agua deionizada
esterilizada e o volume completado para 100ml com agua deionizada. Esta solucdo foi

preparada em frascos esterilizados momentos antes do uso.

4.11.4. Solug&o tampéao de pre-colora¢do (50mM Tris-HCI pH 6,8).

Soluggo de Tris-HCI (M) pH 8,8 10ml
Agua deionizada...........coovoo e 190m|

Esta solugcdo apds ser homogeneizada foi conservada a 4°C.

4.11.5. Solugao de coloragéo

Solug@o Tris-HCI (50mM) pHB, 8. 20ml
Solucdo de 4-cloro-1-naftol @ 0,3%...............coooi Smi
Agua oxigenada 30% (MERCK)........oov oo 7ul

Os compostos foram adicionados na ordem indicada. A solucdo de 0,3% de 4-
cloro-1-naftol foi preparada dissolvendo-se 30mg deste composto em 10ml de metanol.

Todas estas solugdes foram preparadas momentos antes do uso.

4.12. Solugdes para eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) (Sambrook et al., 1989).

4.12.1. Tampao de amostra 4X (8% SDS; 20% B-mercaptoetanol; 40% Glicerol;
250mM Tris-HCI pH 6,8; 1mg de Azul de bromofenol).

SDS (MERCK). ... oo, 0,80g

B-mercaptoetanol............oooooiiiii i 2,00ml
GUCEION. ... e 4,00ml
Tris-HCE (M) PH 8,8 ..., 2,50ml
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Agua deionizada Q.8.D...covei e 10,00ml

Azul de bromofenol

Sob capela, o SDS foi dissolvido em 25mi de Tris-HCI e 2ml de B-
mercaptoetanol. Em seguida, foram adicionados 4ml de glicerol e o volume completado
para 10ml com agua deionizada. A seguir, foi adicionado o azul de bromofenol, “adi
libitum”. A solugdo foi conservada a 4°C em tubos de propileno envoltos com papel
aluminio. Momentos antes do uso, esta solug&o foi aquecida a 60°C para a completa

ressuspensdo dos solutos.

4.12.2. Solugdo de acrilamida e bis-acrilamida (30% Acrilamida; 0,8% Bis-

Acrilamida).
Acrilamida (Pharmacia ou MERCK)..........ocoo 30,09
Bis-acrilamida (Pharmacia ou MERCK)...................o 0,8g
Agua deionizada §.S.P.....c.oo oo 100,0ml

Apos a completa dissolugdo dos solutos em 80ml de agua deionizada, a solugao

foi filtrada em papel de filtro e armazenada a 4°C em recipientes de vidro envoltos com

papel aluminio.

4.12.3. Solugdo tampao Tris-HCI (1,876M) pH 8,8 para gel de separagao

TSN DASE. ..o i 227,18g
Agua deionizada G.S.P........cvooeeoeeeee e, 1000,00ml

O Trisma foi dissolvido em 700ml de agua deionizada. O pH foi ajustado para 8,8
com solugdo 10N de NaOH. O volume foi completado para 1000m! com agua
deionizada, a solugdo foi distribuida em volumes de 200ml, autoclavada e conservada a
4°C.
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4.12.4. Solugdo tampao Tris-HCI (0,6M) pH 6,8 para o gel de empacotamento.

Trisma base............. O UP U PP U USRI 77,769
Agua deionizada §.S.P. .. ovieee e, 1000,00ml

O Trisma foi dissolvido em 700ml de agua deionizada. O pH foi ajustado para 6,8
com solugdo 10N de NaOH. O volume foi completado para 1000mi com agua
deionizada, a solucdo dividida em volumes de 200ml, autoclavada e conservada a 4°C.

4.12.5. Solugéo de persulfato de aménio a 10%

Persulfato de amonio (MERCK)............cooooiiii 1g
Agua deioniZada G.S.P....ovoeeveeee oo 10mi

Esta solucdo foi mantida em tubos de propileno, a 4°C, por até um més.

4.12.6. Solugédo tampé&o de corrida (25mM Trisma; 192mM Glicina; 0,1% SDS).

THSMA DASE. ... 6,09
GlICING o 28,89
SDS 20%0. .. oo, 10,0ml
Agua destilada G.S.D........o.oooie oo 1000,0m!|

Os solutos foram completamente dissolvidos em 1000ml de agua deionizada
esterilizada. O volume foi completado para 2000ml e a solugdo conservada a
temperatura ambiente.

4.12.7. Solugéo coloragdo de Coomassie (0,2% Comassie, 50% Metanol, 7%
Acido acético).

Coomassie R250 (SIGMA)........coiiiiiiiii e 0,29



Metanol (MERCK)........o 50,0ml
Acido acético glacial (MERCK)..........oocooiiiieeeeee 7,0ml
AQua deioniZada g.S:P. . vov oo, 100,0mi

O metanol e o acido acético foram misturados nas quantidades indicadas e o
volume completado para 100ml com agua deionizada. O coomassie R250 foi adicionado
e dissolvido nesta solugdo. A solugdo foi entdo filtrada em papel de filtro e estocada a

temperatura ambiente.

4.12.8. Solucao de descoloragdo (20% Metanol, 7% Acido acético).

Metanol (MERCK)......oooi e 200ml
Acido acético glacial (MERCK)..........o.ocooiioi e 70m|
Agua deionizada G.S.P..e. oo 1000ml

Esta solucado foi homogeneizada e conservada a temperatura ambiente.

4.13. Solugdes para "Immunoblots"” (Sambrook et al., 1989).

4.13.1. Tampé&o de transferéncia (25mM Trisma; 192mM Glicina; 20% Metanol).

TSN DS, . 3,0g
GlCINA. e 14,49
Metanol. 200,0ml
Agua deionizada g.S.P....oveeeeee oo 1000,0ml

A dlicina e o trisma base foram dissolvidos em 600ml de agua deionizada. O
metanol foi entdo adicionado e o volume completado para 1000ml com agua deionizada.
Em lugar de metanol, foi utilizado algumas vezes o etanol, com resultados similares. Esta
solugao foi preparada momentos antes do uso.



4.13.2. Solugéo bloqueadora (1X PBS; 3% leite desnatado; 0,1% Triton X-100).

Solug@o de PBS 10X ... 25,0ml
Leite desnatado.. ... 15,09

TrtoN X-T00. 0,5ml
AQUA dEIONIZAAA GuS.D. .ot 500,0ml

Esta solucao foi preparada momentos antes do uso e conservada, se necessario,

por algumas horas a 4°C.

4.13.3. Solugéo de lavagem (1x PBS; 0,1% Triton X-100).

Soluggo de PBS 10X ... 20,0ml
TN X000 0,2ml
Agua deioniZada Q.S.P..ccve e 200,0ml

Esta solucao foi preparada momentos antes do uso.

4.13.4. Solugéo tampao de pré-coloraggo (50mM Tris-HCI pH 6,8).

Solugédo de Tris-HCI (M) pH 8,8 10mi

Agua deioNiZada. ........oveeee oo, 190ml

Esta solucdo apds ser homogeneizada foi conservada a 4°C.

4.13.5. Solugéo de coloragéo

Solucdo Tris-HCI 50mMM....... 20ml
Solugdo de 4-cloro-1-naftol @ 0,3%.......c.ooooiiii 5mi
Agua oxigenada 30% (MERCK)..........ocooiii oo, 7ul
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Os compostos foram adicionados na ordem indicada. Esta solug&o foi preparada

imediatamente antes do uso.

4.14. Solugbes para tratamento, transferéncia e imobilizagdo de DNA em

membranas de nylon (Smith & Summers, 1980).

4.14.1. Solucdo de desnaturag¢ao (0,5N de NaOH e 0,5M de NaCl).

NAOH (MERCK). ... oo 4,00g
NGACH (MERCK).... oot 5,85g
AQUa deioniZada Q.S P...vveoeeeeeeeeeee e 200,00m!

O NaOH e o NaCl foram dissolvidos em 150m! de agua deionizada. O volume foi
entdo ajustado para 200ml. Esta solugéo foi autoclavada e conservada a temperatura
ambiente.

4.14.2. Solucédo de neutraliza¢do (0,5M Tris-HCI pH7,5, 2M de NaCl).

Solugao de Tris-HC! (TM) PH 7,5 .o ooo oo, 50,0mi
NGCH (MERCK). ..o, 11,79
Agua deionizada q.5.P.......ooe oo 100,0m!

O NaCl foi dissolvido em 40ml! de dgua deionizada e 50ml de solugdo de Tris-HCI
1M foram adicionados. O volume foi completado para 100mi com agua deionizada. Esta

solugdo foi autoclavada e conservada a 4°C.
4.14.3. Solugédo SSC (“Standard Saline citrate”) concentrada 20X (3M NaCl, 0,3M
Citrato de sédio)

NaCl (MERCK).......oo i 352¢g
Citrato de SOUI0. . ... 176g



Agua deionizada G.S.P..vev oo 2000m!

Os solutos foram dissolvidos em 1500ml de agua deionizada. Quando necessario,
o pH da soluc&o foi ajustado para 7,0 com solug&o 10N de NaOH. O volume foi, entéo,
completado para 2000m! e distribuido em volumes de 500ml. Esta solugao foi

esterilizada por autoclavagem e conservada a temperatura ambiente.

4.15. Solugées para marcagio radioativa de sondas com o-**P (Feimberg &

Vogelstein, 1984).

4.15.1. Tampao de Marcacgao.

Solugéo de Tris-HCI (IM) pH 8,0, 500,0ul
Soluggdo de MgCly (TM)...ooooii 50,0ul
B-mercaptoetanol. ... 7.2ul
Solugdo de dGTP (0, TM)......ooi 2,0ul
Solugdo de dTTP (0, TM) ..o 2,0ul
Solugdo de HEPES M) pH 6,6 1028,0ul

Apds a adicdo e homogeneizagdo de todos os componentes, este tamp&o foi

conservado a -20°C.

4.15.2. Solugéo de hexadeoxiribonucleotideos pd(N) 6.

hexadeoxiribonucleotideos (Boehringer Mannheim)...................cco... 90U

Tampao TE pH 8,0, ... 1ml

Esta solucao foi estocada a -20°C.
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4.16. Solugbes para hibridagdo de DNA e lavagem de filtros (Church &
Gilbert, 1984).

4.16.1. Solugao de pré-hibridagdo e hibridacéo (0,5M de Na,HPO4 7% SDS e
1mM de EDTA).

Solucdo de Na,HPO4 (TM) pH7.2 ..., 50,0ml
SolUGE0 de SDS 20%.... et 35,0ml
SOIUCED de EDTA (0,5M)... v 0,2mi
Agua deionizada Q.S.P......ooe oo 100,0ml

Esta solugéo foi preparada momentos antes do uso.

4.16.2. Solugao de lavagem (40mM de Na,HPOy; 1% SDS e 1mM de EDTA).

Solugdo de Na,HPO4 (TM) pH7 2. 40ml
SOIUCEO de SDS 20%. ... oo, 5ml
Soluggdo de EDTA (0,5M)....ooiiiiii e 2ml
Agua deionizada Q.S.P.....ovoovoee oo 1000ml

Esta solugc&o também foi preparada momentos antes do uso.

4.17. Solugdes para eletroforese em campo pulsado (Liu & Sanderson, 1892).

4.17.1. Tampdo de ressuspensado (10mM Tris-HCI pH7,2; 20mM NaCl; 100mM
EDTA).

Solugdo Tris-HCHIM pH 7,2 10ml
Soluggo TMde NaCl...........ooo 2ml
Solugdo EDTA O5M pHB, 0. 20ml
Agua deionizada Q.S.P.....coov oo e 100ml
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Em 60ml de &gua deionizada foram adicionadas as solu¢des de Tris, EDTA e o

NaCl. Apés completa homogeneizagdo, o volume foi completado para 100ml com agua

deionizada. A solugdo foi esterilizada por autoclavagem e conservada a 4°C.

4.17.2. Sclugéo de agarose "Low melting" (LM) a 2%.

AQarose LML ..o 19

Tamp&o de ressuSPeNSE0.........ooii it 50ml

Esta solugdo, preparada momentos antes do uso, foi esterilizada por

autoclavagem e mantida a 50°C até seu uso.

4.17.3. Solugéo de lisozima (2mg/mi)

Lisozima (SIGMA). ... 2mg

Tamp&o de reSSUSPENSE0. ... Tml

Esta solug&o foi preparada momentos antes do uso e esterilizada por filtrag&o.

4.17.4. Tampao Proteinase K (250mM EDTA pH 9,0; 0,5% Sarcosil, 0,5mg/ml

proteinase K)

B DT A 9,30g
Solug&o Sarcosil de sOdio 35%.......o.oooooo 14,28ml
ProteINaSe K. o 0,05¢
Agua deionizada Q.S.D.........cocoviiiooo 100,00m|

O EDTA foi dissolvido em 70ml de agua deionizada ajustando-se o pH para 9,0
com solugdo 10N de NaOH. Apds a adicio do sarcosil, o volume foi completado para
100ml e a solugéo foi autoclavada. Somente momentos antes do uso a proteinase K foi
adicionada.



4.17.5. Tampéo Fluoreto de fenilmetilsulfonil (10mM Tris-HCI pH7,5, 1mM EDTA,
TmM PMSF).

Solugdo tampao TE. ... 10ml
Solugdo 0, 1M PMSF ... 100wl

Esta solucdo foi preparada momentos antes do uso.

4.17.6. Solugao de preservacdo (250mM EDTA pH 9,0; 0,5% Sarcosil)

A composi¢go desta solugdo é igual a do item anterior (3.16.4) exceto pela
auséncia de proteinase K.

4.18. Solugdes para processamento de 6rgaos de camundongos (Curtiss &
Kelly, 1987).

4.18.1. Placas de "Peyer" e baco.

Meio minimo com sacarose

Em 70ml de agua destilada foram dissolvidos 15g de sacarose e adicionados
10ml de sais de meio minimo (preparado como descrito anteriormente). O volume foi

completado para 100ml com agua destilada e a soluc¢do esterilizada por filtraggdo em

filtros Nalgene de 250ml e membrana de 0,25um. Esta solugao foi mantida a 4°C.

4.18.2. Muco intestinal

O muco intestinal foi processado em solugao salina com 0,5mM de PMSF. Esta

solugéo foi preparada como segue:

Agua deionizada Q.S.P... oo v, 100,000m!
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O NaCl foi dissolvido em 100ml de agua deionizada, a solugdo distribuida em
volumes de 20ml e esterilizada por autoclavagem. Momentos antes do uso, tml desta
solugéo foi transferido para tubos de propileno e 5ul de uma solugdo 0,1M de PMSF

foram adicionados.

4.19. Solugbes para ELISA (Pizza et al., 1994a).

4.19.1 Solucéo bloqueadora (1% BSA; 0,05% Tween 20 em tampéao PBS pH7.2)

Tampao PBS 10X e 100,0ml
B A 10,09
SOIUGEO TWEEN 20, ... oo 0,5ml
Agua deionizada q.S.P........o oo 1000,0m!.

4.19.2. Solugdo de incubagéo (0,1% BSA; 0,05% Tween 20 em tampio PBS
pH7.2)

Tampdo PBS 10X ..o 100,0ml
B S A 1,0g

SoluCE0 TWeen 20, 0,5ml
AQua deioniZaAdA G.S.P....ovieoee oo 1000,0m!

4.19.3. Solugéo lavagem (0,05% Tween 20 em tampéo PBS pH7,2)

Tampa0 PBS 10X oo 100,0ml
SOGEO TWEEN 20, 0,5ml
Agua deioniZada 0.5.P.....cvoi oo 1000,0m!

Todas estas solugdes foram preparadas momentos antes do uso.
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5. METODOS

5.1. Extragao e purificagao de DNA plasmidial

5.1.1. Mini-preparacdes (Sambrook et al., 1989).

Estas prepara¢des foram utilizadas para a verificagdo do padrao de restrigdo dos
diferentes clones plasmidiais construidos neste trabalho.

As amostras bacterianas CC1182pir e SM10Apir, contendo os plasmidios pUT e
derivados, foram sempre cultivadas a 30°C em 4ml de meio LB com Amp, com agitagdo
constante (150rpm), por aproximadamente 18 horas. Todas as outras amostras
bacterianas foram incubadas por aproximadamente 16 horas a 37°C, em 4ml de meio LB
com os antimicrobianos apropriados. Um volume de 1.,5ml de cada cultura foi
centrifugado (13000 rpm por 2 minutos) para a sedimentagdo das células bacterianas.
Os sobrenadantes foram dispensados e cada sedimento ressuspendido em 100ul de
solugdo I. As suspens@es foram mantidas por 5 minutos em gelo. Em seguida, 200ul de
solucdo Il foram adicionados pela parede dos tubos e as misturas homogeneizadas por
inversao. Apés 4 minutos em gelo, 150ul de solugao Il foram adicionados, também pela
parede dos tubos, e as misturas novamente homogeneizadas por inversdo. Os tubos
foram, entdo, mantidos em gelo por 15 minutos antes de serem submetidos a nova
centrifugacao (13000 rpm) por 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante (400ul) de cada tubo
foi recuperado e transferido para novo tubo de microcentrifuga. Estas preparacgdes
plasmidiais foram tratadas com fenol acido e cloroférmio para a extragéo de proteinas.

Aos 400ul do sobrenadante foi adicionado igual volume de fenol acido. Apds
homogeneizacdo por agitacdo em "vortex", as preparac¢des foram centrifugadas (13000
rpm) a 4°C por 5 minutos, para a separagao das fases aquosa e fenolica. A fase aquosa
foi transferida para novos tubos e a estes, foram adicionados igual volume de solugdo
cloroférmio: alcool isoamilico (24:1). Estas misturas foram homogeneizadas em "vortex",
e as fases separadas por centrifugagdo como no procedimento anterior. Este ultimo
procedimento foi repetido uma segunda vez e apods a transferéncia da fase aquosa para
um novo tubo, 2,5 volumes (V) de etanol a -20°C foram adicionados. As misturas foram

homogeneizadas por inversdo dos tubos e incubadas a -20°C por 1 hora. Apds este
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periodo, O DNA plasmidial foi sedimentado por centrifugac¢do (13000 rpm, 15 minutos). O
sobrenadante foi dispensado e o sedimento lavado com 500ul de etanol 70% a -20°C.
Apos centrifugacdo (13000 rpm, 5 minutos) a 4°C, os sobrenadantes foram descartados
e os sedimentos, apds secos, ressuspendidos em 50ul de solugcdo de tamp&o TE com
RNase A. As preparagdes foram incubadas a 37°C por 30 minutos e utilizadas

imediatamente para a digestdo com enzimas de restricdo, ou armazenadas a -20°C para

uso posterior.

5.1.2. Maxi-preparacées e purificagdo de DNA plasmidial por ultracentrifugagao

em gradiente de cloreto de césio.

Estas preparagbes foram utilizadas para a extragdo e purificagdo de grandes
quantidades de DNA plasmidial, vetores de clonagem ou dos diversos plasmidios
quiméricos construidos neste estudo. A técnica utilizada, baseada na lise bacteriana e
desnaturacdo do DNA cromossémico com Triton X-100, seguiu o protocolo desenvolvido
pelo Dr. Rino Rappuoli (comunicag&o pessoal) do “Istituto Ricerche Immunobiologiche di
Siena" na ltalia.

Uma pré-cultura bacteriana em 4 ml de meio LB, contendo os antimicrobianos
necessarios, foi cultivada a 37°C com agitagdo, por um periodo entre 8 e 12 horas. Em
seguida, 2,5 mi desta cultura foram adicionados a 500m! de meio LB em "Erlenmeyers"”
de 2 litros, contendo os antimicrobianos necessarios. Estas culturas foram incubadas a
37°C com agitacdo (150 a 200 rpm), por um periodo de aproximadamente 16 horas.
Como nas mini-extragdes, quando se tratavam de preparagdes envolvendo as linhagens
CC118xpir e SM10Apir, estas foram cuitivadas a temperaturas entre 30 e 32°C.

Apds o periodo de incubagdo, as células bacterianas foram sedimentadas por
centrifugac&o a 6000 rpm, por 20 minutos e a 4°C. Os sobrenadantes foram descartados
e os sedimentos ressuspendidos em 8,4ml de solugdo |. Apos incubacdo por 5 minutos
no gelo, 1,4ml de solugdo de lisozima foi adicionado as ressuspensdes e estas, apos
serem homogeneizadas, foram mantidas em gelo por 5 minutos. Em seguida, 4,6ml de
solucdo de EDTA (250mM pH8,0) e 9,6ml de tamp&o de lise foram ‘adicionados e
homogeneizados. Os tubos foram mantidos por um periodo entre 15 a 30 minutos no
gelo, dependendo do andamento da reagdo de lise, que foi monitorada através da

observacdo da viscosidade da mistura. As preparagbes foram posteriormente
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centrifugadas a 15000 rpm, por 60 minutos e a 4°C. Os sobrenadantes foram
recuperados e transferidos para provetas esterilizadas. O volume, se necessario, foi
ajustado para 25ml com agua deionizada. Os extratos de DNA plasmidial foram, ent&o,
transferidos para tubos de propileno de 50mi contendo 25g de cloreto de césio
(MERCK). Apds a completa dissolugdo do cloreto de césio, por inversées brandas do
tubo, 2,5ml de brometo de etidio (solugdo 10mg/mi) foram adicionados,
homogeneizados, e estas misturas transferidas para tubos de centrifuga. Apos
centrifugacdo a 3000 rpm & temperatura ambiente, as peliculas que se formaram na
superficie da solugdo, foram removidas com o auxilio de uma pipeta "Pasteur”. Os
sobrenadantes foram transferidos para tubos de ultracentrifuga "Quick Seal" de 50ml. O
volume do tubo, se necessario, foi completado com parafina. Apds serem balanceados e
selados, estes tubos foram submetidos a centrifugagdo de 42000 rpm por 20 horas e a
20°C (rotor Vti50).

A banda correspondente ao DNA plasmidial, visualizada utilizando-se aparetho de
luz ultra-violeta (UV) portétil, foi aspirada com uma seringa de 5m! e aguiha de 18G. O
DNA recuperado foi imediatamente transferido para tubo "Quick Seal" de 6ml. Estes
tubos foram, por sua vez, balanceados, selados e novamente submetidos a
ultracentrifugacéo a 55000 rpm por 20 horas e a 20°C. A banda correspondente ao
plasmidio foi novamente aspirada e transferida para tubos de propileno de 15mi. O
brometo de etidio foi extraido por repetidas extra¢gbes com solugcdo de isopropanol
saturado com agua e NaCl. Trés a quatro volumes desta solugdo foram adicionados a
solucdo de DNA plasmidial e misturados por invers&o branda dos tubos, varias vezes. Os
tubos foram entao centrifugados a 3000 rpm, a temperatura ambiente, e a fase superior,
alcdolica, foi descartada. Este processo foi repetido por mais trés ou quatro vezes ou até
que a solugao aquosa estivesse limpida. A solugdo de DNA foi transferida para tubos de
vidro e 4,5V de etanol a 77%, previamente resfriado a -20°C, foram adicionados. A

mistura foi homogeneizada por inversdo e incubada a -20°C por 2 a 3 horas. O DNA foi

sedimentado por centrifugacdo a 8000 rpm por 30 minutos e a 4°C. O sedimento foi
seco, ressuspendido em 2 ml de solugdo 0,3M de acetato de sddio pH 5,2 e 2,5V de
etanol foram adicionados e homogeneizados. As preparagdes foram incubadas por 2 a 3
horas a -20°C. O DNA foi precipitado por centrifugacdo nas condi¢cbes descritas

anteriormente. O sedimento, apds seco, foi dissolvido em 500ul de tampdo TE. A



concentracdo de DNA foi determinada pela medi¢do da densidade otica (DO), conforme

descrito por Sambrook et al. (1989).

5.2. Reagdes de digestio com enzimas de restricbes e ligagbes entre

fragmentos de DNA.

As digestdes com enzimas de restrigbes foram realizadas seguindo-se as
recomendacdes do fabricante. O tamp&o de restric&o universal TA (O'Farrell et al., 1930)
foi utilizado em todas as reagdes com enzimas de restrigdo. Nas reacbes de ligagao foi
utilizada a enzima T4 DNA ligase, seguindo-se as recomendagdes do fabricante
(Boehringer Mannheim).

5.3. Purificagdo de fragmentos de DNA digeridos com enzimas de restrigao.

As colunas "Chroma Spin 30" (Clontec) foram utilizadas para a purificagdo dos
vetores de clonagem, apés digestdo com enzimas de restrigdo. Estas colunas retém
fragmentos de DNA lineares de até 30 pares de bases (pb), aléem de proteinas, o que as
torna Gteis na separagdo de vetores plasmidiais de fragmentos do sitio “polilinker”. Foi
utilizado o protocolo descrito pelo fabricante.

Fragmentos de DNA a serem clonados foram purificados por eletroforese e
separacdo em géis de agarose seguida de purificagdo em colunas "Chroma Spin 10", em
Ia de vidro ou utilizando-se membranas NA-45 DEAE celulose (Schleicher & Schuell).
Fragmentos de até 2kb foram purificados com membrana de DEAE celulose. Fragmentos
maiores ligam-se mais fortemente a esta membrana e por isso, sdo eluidos destas com
menor eficiéncia. Fragmentos maiores que 2kb foram, portanto, purificados pelo outros
dois métodos de purificacdo. Em todos estes experimentos, o tamp&o TAE foi utilizado
pois purificacdes realizadas com tampdo TEB resultam em menor rendimento na
quantidade de fragmento purificado.

(1) Purificaco utilizando colunas "Chroma Spin 10": A amostra de DNA digerida
foi submetida a eletroforese em gel de agarose. A concentragdo de agarose utilizada foi
baseada no tamanho dos fragmentos a serem separados e purificados (Sambrook et al.,

1989). Foram digeridos aproximadamente 5ug de DNA para cada purificagdo. Apés a
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corrida eletroforética, a banda de interesse foi visualizada com luz U.V. portatil e a regido
do gel correspondente extraida com um bisturi esterilizado. O bloco de agarose foi
cortado em blocos menores e depositados na superficie da resina. O mesmo protocolo
descrito pelo fabricante para solugdes liquidas de DNA foi utilizado para a purificagdo do
DNA em gel de agarose. A solugdo aquosa eluida foi precipitada com 0,1 V de acetato
de sédio 3M pH 5,2 e 2,5V de etanol e o sedimento, apds ter sido seco, foi dissolvido em
agua miliQ esterilizada.

(2) Purificagdo utilizando 1& de vidro: A 14 de vidro foi deixada em banho de
"biding silane" (Pharmacia Biotech) em capela até a total evapora¢do do produto. Em
seguida, a & de vidro foi deixada por 3 horas em estufa a 180°C. O fundo de tubos
"eppendorf’ de 500ul foi perfurado com uma agulha incandescente e nestes, foi
depositada a |a de vidro. Os pedacgos de agarose contendo os fragmentos de DNA foram
depositados na superficie da & de vidro e os tubos, por sua vez, colocados dentro de
tubos "eppendorf” de 1,5ml. A seguir, estes foram centrifugados a 5000 rpm por 10
minutos. Apds esta centrifugacdo, 50ul de tampdo TE foram adicionados na superficie
da 1a8 de vidro e as preparagdes recentrifugadas a 5000 rpm por 3 minutos. A solu¢do
aquosa eluida foi precipitada com acetato de aménio e etanol. Para a precipitagéo, %2 V
de acetato de aménio 7,5M e 3V de etanol absoluto a -20°C foram adicionados,

misturados por inversdo, e a mistura foi mantida a -80°C por 20 minutos. O DNA foi

precipitado por centrifugagdo (13000 rpm) a 4°C por 30 minutos. O sedimento foi lavado
com etanol gelado a 70% e apo6s ter sido seco, foi dissolvido em tamp&o TE ou agua
deionizada.

(3) Purificagdo utilizando membranas NA-45 DEAE celulose: As membranas
foram preparadas e armazenadas conforme descrito pelo fabricante (Schieicher &
Schuell). Apds a completa separagdo das bandas de DNA em gel de agarose, uma tira
da membrana NA-45 foi inserida em uma incisdo feita no gel, imediatamente abaixo da
banda de interesse. Para assegurar a pureza do DNA recuperado, outra tira de
membrana foi adicionada em incisdo logo acima da banda. O gel foi recolocado na cuba
e a eletroforese continuada até a completa ligagdo do DNA & membrana. Este
procedimento foi monitorado com o auxilio de luz UV portatil. O DNA foi eluido da

membrana utilizando-se o protocolo descrito pelo fabricante.



5.4. Estratégia de Clonagem.

O plasmidio pUT/Cm foi utilizado para a insercdo gendmica dos genes
codificadores das toxinas LT e CT na linhagem S. typhimurium LT2.

O operon eltAB, que codifica a toxina LT, estd em um fragmento de DNA de
aproximadamente 1900 pb, flanqueado pelos sitios BamHI e Sall, no plasmidio quimerico
pBS:LT (Pizza et al., 1994b). Este plasmidio foi digerido com as referidas enzimas e o
fragmento LT subclonado no plasmidio pUC18 (Notl) utilizando os mesmos sitios de
restricdo. Esta subclonagem possibilitou a recuperagdo do fragmento LT através de
digestdo com Notl e a subclonagem deste no unico sitio Notl do plasmidio pUT/Cm. Este
plasmidio quimérico pUT/Cm:LT (Figura 1) foi utilizado para a insercéo do operon eltAB
em S. typhimurium LT2.

pUT/Cm:LT

)

FIGURA 1. Esquema do plasmidio pUT/Cm:LT. O operon eltAB foi inserido no unico sitio
Notl do plasmidio pUT/Cm. |- Terminagdo |; O- Terminacdo O; Cm- Resisténcia ao
Cloranfenicol; onT RP4: Origem de transferéncia (conjugacdo) do plasmidio RP4; ori
R6K: Origem de replicagdo do plasmidio R6K; fnp- Transposase; bla: Resisténcia a

Ampicilina; P: Sitio promotor.
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O operon toxAB, que codificada a toxina colérica (CT), esta em um fragmento de
DNA EcoRl / Pstl de 5,2 kb, no plasmidio quimérico pGEM3 (Fontana et al., 1995). O
operon toxAB foi subclonado no plasmidio pUC 18 (Notl) utilizando-se duas estratégias
diferentes. Na primeira estratégia, o fragmento EcoRl / Pstl de 5,2Kb foi subclonado no
vetor pUC18 (Notl) utilizando-se estes mesmos sitios de restricdo. Posteriormente, este
fragmento foi recuperado através de digestdo com Notl e subclonado no sitio Not | de
pUT/Cm, criando-se o plasmidio pUT/Cm: CT. Na segunda estratégia, o plasmidio
pGEMS3 foi digerido com Haelll, o que possibilitou a recuperag&o do operon toxAB em um
fragmento de DNA de aproximadamente 3000 pb. Este foi subclonado em pUC18 (Notl)
e posteriormente em pUT/Cm, criando-se o plasmidio pUT/Cm:CTr. Ambos plasmidios
pUT/Cm(CT e CTr) foram utilizados para a inser¢éo do operon toxAB no genoma de S.
typhimurium LT2. O fragmento CT, aléem do operon toxAB, contém os genes cep, ace e
zot, que codificam diferentes fatores de viruléncia (Pearson et al., 1993). O fragmento Ctr

contém o operon toxAB e apenas parte do gene zot.

Para possibilitar a insercéo de genes heterdlogos em linhagens Acya Acrp Aasd
de S. typhimurium, o plasmidio pUT/asd foi construido (figura 2). A constru¢cdo deste
plasmidio baseou-se na substituicdo do gene de resisténcia a estreptomicina, do
plasmidio pUT/Sm, pelo gene asd de S. typhimurium. O plasmidio pYA3137 asd+ foi
digerido com Bglil e o fragmento Asd (1789pb) purificado. O plasmidio pUT/Sm foi
digerido com Sfil e o fragmento de 52 kb (fragmento pUT). contendo todas as
sequéncias do plasmidio, com excecdo do gene de resisténcia a estreptomicina, foi
purificado. Quatro oligonucleotideos, Asd1, Asd2, Asd3 e Asd4, foram sintetizados e
anelados (Figura 3) para possibilitarem a ligacado do fragmento Asd com o fragmento
pUT. Na reacgao de ligacdo foram adicionadas quantidades equimolares dos fragmentos
na presenca de um excesso de oligos. Um clone contendo o gene asd na mesma
orientacdo transcricional do gene de resisténcia a Sm, determinada pelo mapa de
restricdo do plasmidio, foi selecionado e chamado pUT/asd (Figuras 2 e 5). Este

plasmidio foi utilizado para a inserc&o do gene mutante /t-k63 em Salmoneila.
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asd (1786 pb)

pUT (5200 pb)

FIGURA 2. Construcdo do plasmidio pUT/asd. A estratégia de construgéo detalhada esta
descrita no texto. Ptre- Promotor frc; asd. Aspartato-B-semialdeido desidrogenase; tnp*-
Transposase Tn5; Amp: Ampicilina; Sm: Estreptomicina; | e O "end” Repeticdes
invertidas | e O: ori RBK: Origem de replicacdo do plasmidio R6K; onT: Origem de

transferéncia (conjugacao).
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Oligonucleotideos Asd 1 e 2.

1. 5-AGGCCGATATCCCCGGGA-3'0OH
2. 3OH-GGATCCGGCTATAGGGGCCCTCTAG-5'
Sfil Smal
EcoRV Bgiil

Oligonucleotideos Asd 3 e 4.

3. 5'P-GATCTCCCGGGGAGCTCGGCCGCCT-30OH
4. JOH-AGGGCCCCTCGAGCCGGC-5P
Bglll Sacl
Smal Sil

FIGURA 3. Oligonucleotideos adaptadores utilizados para a substituicido do gene de
resisténcia a Estreptomicina no plasmidio pUT/Sm, pelo gene asd de S. typhimurium,
criando-se o plasmidio pUT/asd. Os sitios de restricdo Bglll e Sfil utilizados para a
clonagem, assim como os sitios utilizados para a orientagio do fragmento Asd, estdo

indicados.
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O operon mutante /t-k63 foi descrito por Pizza et al. (1994a e b). Este operon foi
construido através de mutacdo sitio dirigida, utilizando-se como base o plasmidio pBS:LT
e portanto, as mesmas enzimas BamH| e Sall foram utilizadas para as subclonagens em
pUC18 (Notl) e pUT/asd. Foram selecionados clones contendo este operon inserido nas
duas orientacdes possiveis. Estes plasmidios foram chamados pUT/asd:LT-K63 e
pUT/asd: LT-KB3i (Figura 4 e 5). Para a insercdo do operon mutante em Salmonella,
somente o plasmidio pUT/asd:LTK-63 foi utilizado. Neste plasmidio, a transcrigdo do /t-

k63 & a mesma do gene asd.

sfil  Bglll

| ~ o pUT/asd:LT-K63i
7
Xbal Netl EcoRI

0 pUT/asd:LT-K63

ih
Xbal Notl EcoRl

FIGURA 4. Esquema dos plasmidios pUT/asd:LT-K63 e LT-K63i. O operon [t-k63 foi
inserido no Unico sitio Notl do plasmidio pUT/asd. Plasmidios recombinantes contendo
as duas orientagbes possiveis deste operon foram selecionados. |- Terminagdo |; O-
Terminagdo O; onT RP4: Origem de transferéncia (conjugagdo) do plasmidio RP4; ori
R6K: Origem de replicacdo do plasmidio R6K; tnp* Transposase; bla: Resisténcia a
Ampicilina; P- Sitio promotor.
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A construcéo do operon ct-k63 foi descrito por Pizza et al. (1994) e Fontana et al.
(1995). Este operon foi subclonado nos sitios BamHI e Sall do plasmidio pUC18 (Notl) e
posteriormente no sitio Not | do plasmidio pUT/asd. Plasmidios contendo as duas
orientagbes possiveis do operon ct-k63 foram construidos. Estes plasmidios,
esquematizados na figura 5, nao foram utilizados até o momento, para a insercao de

ct-k63 em Salmonella.

Hinell Hinell Bglll Xbal
~

8fil Bgill o 8fil

il Asd 1i1 coxe JLC' P adE i
"an]/ Notl Notl EecoRl

Hincll  Hincll Bgill Xba

w5y & s S

il Asd | e IJL" et
xbal/ Notl EcoRI
| e e

FIGURA 5. Plasmidios pUT/asd quiméricos contendo o operon ct-k63 inserido, nas duas
orientagées possiveis, no Unico sitio Notl. Detalhes sobre a construg&o destes plasmidios
estdo descritos no texto. Até o momento, nenhum destes foi utilizado para a insercdo do

operon ct-k63 em Salmonella.
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5.5. ldentificagdo de clones positivos em populagbes de bactérias

transformantes

Clones bacterianos contendo plasmidios quiméricos foram identificados através
de hibridacdo de colénias com sondas radioativas (Sambrook et al., 1989). As bactérias
foram crescidas em meio LA por aproximadamente 18 horas e a seguir mantidas por 30

minutos a 4°C. Uma membrana de nitrocelulose (Schleicher & Schuell) foi depositada

sobre o0 meio de cultura em cada placa, as quais foram incubadas a 4°C por 15 minutos.
As membranas foram cuidadosamente retiradas e transferidas, com a face contendo as
bactérias voltada para cima, sobre papel de filtro embebido em solugdo 10% SDS. Apéds
5 minutos, as membranas foram transferidas sobre novo papel de filiro embebido em
solugdo de desnaturagdo, onde foram incubadas por 10 minutos. Estas foram
posteriormente transferidas e incubadas sobre papel de filtro embebido em solugao
neutralizadora por 5 minutos. Este ultimo passo foi repetido uma outra vez. As
membranas foram posteriormente lavadas em 200ml de solugéo 2X SSC por 10 minutos,
prensadas entre dois papéis de filtro para a retirada do excesso dos restos celulares,
secas sobre os mesmos e, posteriormente, acomodadas entre duas folhas de Papel
3MM. O DNA foi fixado permanentemente por incubadagéo a 80°C, 2 horas, sob. vacuo.

As membranas foram entdo incubadas com sondas radicativas conforme descrito no
item 5.15.

5.6. Conjugacgao bacteriana

Os plasmidios suicidas pUT construidos neste estudo foram transferidos para
linhagens de Salmonella através de conjugacdo. Nestes esperimentos, a linhagem de E.
coli SM10xpir foi utilizada como doadora. Esta linhagem foi transformada com cada
plasmidio pUT a ser transferido sendo que, em todos os casos, o mapa de restricdo do
plasmidio foi confirmado apds a transformacdo. No caso dos plasmidios pUT/Cm:LT,
pUT/Cm:CT e CTr a linhagem receptora foi S. fyphimunum LT2. No caso do plasmidio
pUT/asd:LTKB3, as S. typhimunium receptoras foram as linhagens X3987, X4072, X4217
e X4550.

Este experimento foi realizado conforme protocolo descrito em Miller (1972). As

linhagens doadora e receptoras foram crescidas em meio NB ou LB a 30-32°C por um
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periodo de aproximadamente 12 horas. Estas culturas foram entdo diluidas em meio NB
ou LB, 1/20 no caso da doadora e 1/10 no caso da receptora. Um ml de cada diluicdo foi
misturado em tubo de polipropileno e a cultura incubada a 30-32°C sem agitagao.
Aliquotas de 200ul foram separada e inoculadas em placas de meio minimo sdlido, a
partir de 6 horas de incubacéo e a cada 2 horas. Amostras foram coletadas até 18 horas
de incubagd@o, quando a cultura restante foi centrifugada (13000 rpm, 3 minutos),
ressuspendida em volume apropriado de meio NB ou LB e inoculadas em placas de meio
minimo. As placas foram incubadas a 37°C por um periodo de até 5 dias para a coleta
das coldnias transconjugantes. As coldnias transconjugantes foram re-isoladas em
placas com meio LA e duplicatas de cada re-isolado analisadas com relagdo a
resisténcia a ampicilina, a capacidade de crescimento em placas com meio minimo e ao

fenotipo exibido quando crescidas nos meios MacConkey e Ektoen.

5.7. ldentificagdo de coldnias produtoras das toxinas LT e LT-K63 usando

anticorpos anti-LT.

As linhagens transconjugantes de Sa/monella obtidas foram inicialmente testadas
para a produgdo de LT ou LT-K863 por hibridagcdo de colbnias, usando anticorpos
policlonais anti-LT. O protocolo utilizado neste experimento foi o de Lyons & Nelson
(1984) com algumas modifica¢des. As células bacterianas foram cultivadas a 37°C, por
18 horas, em membranas de nitrocelulose colocadas sobre placas com meio LA
(crescimento em aerobiose) ou em meio BHI-agar (anaerobiose). Para o crescimento em
anaerobiose, as placas foram incubadas em jarras de anaerobiose (OXQID). Apds o
periodo de incubacgéo, as membranas foram transferidas sobre papel de filtro embebido
em solugdo de desnaturagdo. Apos incubacdo (5 a 10 minutos) nesta solugdo, as
membranas foram lavados com &gua deionizada para a retirada dos restos celulares.
Estas foram posteriormente incubadas por 40 minutos em tamp&o fosfato 10mM pH7.5,
sendo que a solugdo tampao foi trocada uma vez apés os primeiros 20 minutos de
incubag&o. As membranas foram posteriormente incubadas a temperatura ambiente por
6 horas, em tampdo fosfato contendo dilui¢do apropriada de anticorpo policlonal anti-
toxina LT. Ap6s 4 lavagens de 10 minutos cada, em tampdo fosfato, as membranas
foram incubadas a temperatura ambiente, por 3 horas, em solucdo tampio fosfato

contendo diluicdo 1: 2000 de anticorpo anti-IgG conjugado com peroxidese (Kapell).
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Apos este periodo de incubagdo, as membranas foram novamente lavadas 4 vezes (20
minutos cada) em tampao fosfato, 1 vez em PBS com 0,1% Triton X-100 (1 hora) e
reveladas com kit ECL de luminescéncia (Amersham), seguindo-se as recomendacdes
do fabricante. Os resultados foram registrados em filmes para luminescéncia
(Amershan).

As membranas foram, também, posteriormente reveladas com solugédo de 4-cloro-
1-naftol. Antes da coloragdo, as membranas foram lavadas 2 vezes (20 minutos cada)
em tampéo Tris-HCI 0,05M pH6,8. As membranas foram imediatamente fotografadas

para a preservagao dos resultados.

5.8. Preparagébes de proteinas totais de transconjugantes de Sa/monella

Preparagdes de proteinas totais foram utilizadas para verificar a expresséo das
toxinas CT, LT e LT-K83 nos diferentes transconjugantes de S. typhimurium. A
metodologia utilizada foi basicamente a descrita em Sambrook et al. (1989).

As amostras de S. typhimurium foram cultivadas a 37°C, sob agitagdo constante
(150rpm), em 4 ml de meio LB até o final da fase logaritimica de crescimento. A
quantidade de células foram ajustadas, para cada amostra, através da determinagéo e
ajuste da densidade optica a 600 nm. As células contidas em 1ml destas culturas foram
sedimentadas por centrifugacdo (13000 rpm por 3 minutos). Os sedimentos foram
suspensos em 100ul de solugdo tampéo de amostra e aquecidos a 100°C por 5 minutos.
As preparagbes foram novamente centrifugadas (13000 rpm, 3 minutos) e o
sobrenadante transferido para novos tubos. As amostras foram imediatamente

analisadas em SDS-PAGE ou conservadas a -20°C para analise posterior.

5.9. Preparagdes de proteinas periplasmaticas de transconjugantes de

Salmonella.

O protocolo utilizado foi o descrito por Pizza et al. (1990). As amostras de

Salmonella foram cultivadas em 10mi de meio LB até o final da fase logaritimica. As
células foram sedimentadas por centrifugacdo (6000rpm, 20 minutos, 4°C), suspensas

em 300pl de tampéo de suspensdo (50mM Tris-HCI pH 8,0; 25% de sacarose) e
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transferidas para tubos de microcentrifuga. A esta suspenséo foram adicionados 6ul de
polimixina B (solucdo 50mg/ml). A mistura de reagdo foi incubada a temperatura
ambiente por 1 hora e- novamente centrifugada (13000 rpm, 10 minutos). O
sobrenadante foi transferido para tubos novos e conservados a -20°C. Antes de serem
analisados por SDS-PAGE, sobrenadante e tampao de amostra foram misturados nas

proporcdes apropriadas e incubados por 5 minutos a 100°C.

5.10. SDS-PAGE

Os extratos protéicos totais ou periplasmaticos foram separados por SDS-PAGE
como descrito por Sambrook et al. (1989). Foram utilizados géis com 12,5% a 15% de
acrilamida, dependendo da necessidade. As bandas protéicas foram visualizadas apés
coloracdo com coomassie blue R250 e os géis fotografados para a preservagio dos
resultados.

5.11. Anélise de Lipopolissacarides (LPS).

Os lipopolissacarideos de diferentes transconjugantes de S. typhimurium foram
analisados quando ao perfil eletroforético. As preparagées de LPS foram realizadas pelo
método de tratamento com proteinase K descrito em detalhes por Helander (1985). Apds
serem preparadas, as amostras foram submentidas a SDS-PAGE (gel 15%) e os LPS
visualizados por coloragdo com prata apds oxidagdo com acido periédico, como descrito
por Tsai e Frasch (1982).

5.12. “Imunoblots”.

Os “Imunoblots” foram realizados conforme descrito por Sambrook et al. (1989)
com algumas modificacdes. As membranas de nitrocelulose (“NitroBind-Micron
Separation inc-MSI) foram cortadas nas dimensdes exatas do gel e submersas em agua
deionizada ou tampdo de transferéncia no minimo 15 minutos antes do inicio do

experimento. Para este experimento, géis de SDS-PAGE foram sempre preparados em
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duplicata, sendo que um dos géis, apos o termino da corrida eletroforética, foi corado
normalmente. Apds a separagdo das bandas protéicas em SDS-PAGE e tratamento das
membranas de nitrocelulose, o sistema de transferéncia foi montado como descrito por
Sambrook et al. (1989). Para a transferéncia, foi usado tampéo Tris-Glicina-etanol,
aplicando-se uma corrente de 150 mA por aproximadamente 1,5 horas. As membranas
foram transferidas para recipientes com PBS-Tween com 0,3% de leite desnatado
(tamp&o de incubacéo) e incubada nesta solugdo por 40 minutos, tendo-se trocado a
solugdo uma vez, apds os primeiros 20 minutos. Subsequentemente, diluicdo apropriada
de anticorpo primario em 20ml de tampao de incubac¢@o foi adicionada e a reacdo
incubada a temperatura ambiente durante toda a noite. Trés lavagens de 20 minutos
cada, com tampao de incubacdo, foram realizadas. ApoOs estas lavagens, a membrana
foi incubada a temperatura ambiente, por 2 horas, em 20ml de tamp&o de incubagéo
contendo anticorpo secundario (Kapell) conjugado com peroxidase (diluigdo 1:2000).
Apos trés lavagens em solugdo tampdo de incubac&o e 1 lavagem de 1 hora em PBS
contendo 0,1% de Tween 20, as bandas foram visualizadas através de reagdo com kit
ECL de luminescéncia (Amersham). Nestes experimentos, filmes préprios para a
detecgdo de Iluminescéncia foram utilizados (Amersham). As bandas foram
posteriormente visualizadas por reacdo com 4-cloro-1-naftol. Para isso, as membranas
foram lavadas por 1 hora em solugdo de Tris-HCI pH6,8 tendo-se trocado a solugdo apds
os primeiros 30 minutos de incubagdo. As membranas foram imediatamente fotografadas
para a preservagao dos resultados.

5.13. Preparagdes de DNA genémico de Sa/monella.

Estas preparagbes de DNA gendmico foram utilizadas nos experimentos de
hibridagdo para a caracterizacdo molecular das diferentes linhagens de S. typhimurium
recombinantes. O protocolo utilizado foi o descrito em Rossolini et al. (1993).

As linhagens de S. typhimurnium foram incubadas a 37°C, com agitagdo, em 3 ml
de meio LB, por aproximadamente 16 horas. As células bacterianas foram sedimentadas
por centrifugagdo a 4000 rpm por 15 minutos. Os sobrenadantes foram dispensados e os
sedimentos suspendidos em 300ul de solugdo de suspensdo (50mM de tris-HCI pH 8,0;
50mM de EDTA; 20% de sacarose). As preparagoes foram entdo incubadas em gelo por

10 minutos e, em seguida, 600ul de solugéo de lise foram adicionados (50mM de NaCl;
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1% de sarcosil de sédio; 50pg/ml de proteinase K) e homogeneizados através de
seguidas‘ pipetagens. As preparagdes foram posteriormente incubadas em banho-maria
a 37°C, por 2 horas. As preparagdes foram purificadas por extracdo com fenol-
cloroférmio- alcool isoamilico. O DNA gendmico foi precipitado com 1V de isopropanol a
temperatura ambiente. Apds a adi¢do do isopropanol, os tubos foram invertidos varias
vezes e imediatamente centrifugados a 10000 rpm & temperatura ambiente, por 20
segundos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado com 500ul de etanol
(70%) a -20°C. Os sedimentos foram secos e dissolvidos em 200 a 1000ul de tampéo TE
com 50ug/ml de RNase A. O RNA da preparagédo foi digerido por incubagéo a 37°C (30
minutos) e as preparagbes analisadas em gel de agarose para a determinagdo da

concentragdo. Estas preparagdes foram conservadas a -20°C.

Para a digestdo com enzimas de restricdo, 1 a 2ug de DNA gendémico foram
utilizados. As reagdes foram conduzidas a temperatura apropriada por aproximadamente
5 horas. Apés a separacdo dos fragmentos por eletroforese em gel de agarose, os géis
foram corados com bromento de etidio e fotografados. O DNA foi imobilizado em filtros

de nylon e hibridados com sondas de DNA radioativas especificas.

5.14. Eletroforese de campo pulsado

Preparacdes de DNA gendmico de Salmonella para eletroforese de campo
pulsado foram realizadas basicamente como descrito por Liu & Sanderson (1992), com
algumas modificagdes. Culturas crescidas durante toda a noite em meio LB foram
diluidas 1/30 em 10mi do mesmo meio e crescidas a 37°C, com aeracdo, até a fase
logaritimica de crescimento (aproximadamente 3 horas). Trés ml de cada uma destas
culturas foram centrifugados (10 minutos a 5000 rpm) para a sedimentacio das células.
Os sobrenadantes foram descartados, os sedimentos suspendidos em 1 ml de tampéo
de suspens&o e imediatamente misturadas com 1mi de solugdo de agarose “low melting
point”. As suspensdes foram aspiradas para dentro de tubos plasticos (3mm de didmetro)
e mantidas por 30 minutos a 4°C, até a solidificagdo da agarose. As amostras, j& em
forma de filetes de agarose, foram transferidas para tubos de propileno e imersas em
solugdo de lisozima. Apdés 2 horas de incubagio a 37°C, a solucdo de lisozima foi

descartada e os filetes imersos em solugéo de proteinase K. Os filetes foram incubados,
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nesta solugdo, a 50°C por 48 horas. A solugdo de proteinase K foi descartada, os filetes
imersos em solugdo de PMSF e incubados a 50°C por 1 hora. Apos este periodo de
tempo, a solugcdo de PMSF foi trocada por nova solugio e os filetes incubados nas
mesmas condi¢cdes por mais 1 hora. Apds o tratamento com PMSF, os filetes foram
lavados duas vezes com tampé&o TE e estocados a 4°C em solugdo de preservacao.

Antes da digestdo com enzimas de restricdo, os filetes de agarose foram cortados
em pequenos blocos, suficientes para preencher a canaleta do gel. Cada bloco foi
transferido para tubos de microcentrifuga, lavados 3 vezes (20 minutos cada) em tampéao
TE (pH8,0) & temperatura ambiente e 1 vez em tampdo de restricdo TA (2X) por 20
minutos a 4°C. O tampé&o TA (2X) foi entdo substituido por 50u! de tampao TA (1X) e a
enzima adicionada para a concentragao final de 0,2U/ul. A digestéo foi realizada a 37°C
por 18 horas.

O gel foi preparado com solugdo autoclavada de 1% de agarose (Beckman) em
tamp&o TAFE (Beckman). O sistema utilizado foi o sistema para eletroforese vertical de
campo pulsado da Beckman. Apés o periodo de incubagdo com enzimas de restricdo, os
blocos de agarose foram transferidos com uma pinga, para as canaletas do gel. As
canaletas foram seladas com solugdo 1% de agarose em TAFE. As condi¢des de corrida
foram:

- Estagio 1: Pulsos de 4 segundos (170V/mA) durante 30 minutos;

- Estagio 2: Pulsos de 10 segundos (150V/mA) durante 2 horas;

- Estagio 3: Pulsos de 50 segundos (150V/mA) durante 10 horas;

- Estagio 4: Pulsos de 150 segundos (150V/mA) durante 10 horas;

- Estagio 5: Pulsos de 120 segundos (120V/mA) durante 20 horas;

- Estagio 6: Pulsos de 30 segundos (120V/mA) durante 10 horas.

O gel foi corado com brometo de etidio, fotografado, e o DNA imobilizado em
filtros de nylon para hibridagdo com sondas especificas.

5.15. Imobilizacdo do DNA em membranas de nylon

A imobilizagdo do DNA em membranas de nylon foi realizada basicamente como
descrito por Smith e Summers (1980).
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Apos a eletroforese e visualizagdo das bandas com bromento de etidio, os géis
foram fotografados ao ladoc de régua UV fluorescente. Para a transferéncia e
imobilizagdo, o gel foi incubado por 30 minutos, sempre com agitacdo branda, em
solugdo de desnaturacdo (0,5M NaOH; 0,5M NaCl), 30 minutos em solucédo
neutralizadora (0,5M Tris-HCI pH7,5; 2M NaCl) e 30 minutos em solugdo 20X SSC.
Enquanto se procedia a esta ultima incubagdo, duas membranas de nylon
("Magnacharge-Micron Separation inc-MSI”) foram cortadas com dimensdo levemente
maior que o gel e imersas em agua deionizada esterilizada. Aproximadamente 10
minutos antes da montagem do sistema de transferéncia, as membranas foram
transferidas para solugdo 20X de SSC. O sistema de transferéncia foi montado conforme
descrito por Smith & Summers (1980). A transferéncia foi conduzida por, no minimo, 2
horas.

Antes do sistema de transferéncia ser desmontado, a posi¢do das canaletas do
gel foram assinaladas, nas membranas, com lapis preto. As membranas foram lavadas
por 10 minutos em solug&o 2X de SSC e acomodadas entre duas folhas de papel 3MM.
Estas foram incubadas por 2 horas a 80°C, sob vacuo. Apés este periodo de incubagio,
as membranas foram expostas & luz UV por 30 segundos, para a imobilizacdo
permanente do DNA a membrana. As membranas assim preparadas foram utilizadas nos
experimentos de hibridacao.

5.16. Hibridagdo de DNA imobilizado em membranas de nylon, com sondas

radioativas.

Estes experimentos foram realizados como parte da caracterizacdo molecular das
diferentes linhagens recombinantes de Sa/monella construidas. Como em todos os casos
as sondas moleculares eram 100% homoélogas aos genes alvo, condigbes de maxima
estringéncia foram utilizadas. O protocolo assim como as solugdes de pré-hibridago,
hibridag&o e lavagem foram os descritos em Church & Gilbert (1984). As membranas
foram incubadas em solug&o de pré-hibridagdo a 65°C por no minimo 1 hora. Apds este
periodo de incubacdo, a solugdo de pré-hibridagdo foi substituida pela solugdo de
hibridagdo e a sonda adicionada. A reagéo foi conduzida a 65°C a noite. Na manha
seguinte, as membranas foram lavadas em solugédo de lavagem a 65°C. A eficiéncia

deste processo foi monitorada com medidor “geiger” avaliando-se a quantidade de
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radiagdo presente na solugcdo de lavagem e na membrana. O tempo de exposicdo a
filmes radiograficos foi proporcional & quantidade de radiacdo presente nos filtros.

Os fragmentos de DNA a serem utilizados como sonda foram purificadas em gel
de agarose ou obtidos por reagdo de PCR, usando oligos especificos. Os fragmentos de
PCR foram purificados em coluna (“Chroma Spin-10”). A marcacdo com a-P foi
realizada com Kit de marcagdo “Oligo Labbeling Kit” (Pharmacia LKB). Seguiu-se as
recomendacgdes do fabricante com uma unica modificagdo, o tampdo de reagdo foi
preparado em laboratorio para possibilitar a utilizacdo de o-[?P}-dATP e o-[**P]-dCTP.
Apos reacdo de incorporagdo, as sondas foram purificadas em coluna Chroma Spin-10 e

as atividades foram estimadas utilizando-se contador Geiger.

5.17. Fragmentos de DNA utilizados como sondas

Sonda LT. Obtida por reagdo de PCR utilizando dois “primers” internos ao gene
LT, para amplificar um fragmento de 1059pb. Os “primers” utilizados foram: LT1- 5-
CCCCCAGATGAAATAAAACGTTTC-3’ e LT2- 5-GTTTTTCATACTGATTGCCGCATT-3.
A posicdo destes no operon eltAB € apresentada na Figura 6. O plasmidio pUC18:LT-
K63 foi utilizado como molde.

Sonda PSC. Obtida por reagdo de PCR utilizando os “primers” pSC1- 5-
GAAGTCAGAGCCTGAGCAGGA-3’ e PSC2- 5-CTGTCGCCATTTGCATATAATGGCG-
3, para amplificar um fragmento de 470pb. A posicdo dos “primers’no operon eltAB é
demonstrada na Figura 6. O plasmidio pUC18:L.T-K63 foi utizado como molde.

Sonda ASD. Esta sonda foi obtida através da digestdo do plasmidio pYA3137
com Bglll e a purificagdo do fragmento Asd de 1786 pb.

Sonda PUT. Iniciaimente, preparacdo purificada do plasmidio pUT/Km foi
utilizada como sonda. Os resultados foram confirmados através da prepara¢éo da sonda
PUT. Esta foi preparada digerindo-se o plasmidio pUT/Km com as enzimas Xbal e
EcoRl, para a eliminagdo do gene de resisténcia e das repeti¢cdes do transposon Tn5. O
fragmento pUT de aproximadamente 5,2Kb foi purificado em gel de agarose.

Sonda SPVB. Esta sonda foi obtida aplificando-se por reacdo de PCR um
fragmento de 865pb interno ao gene spvB. Os primers utilizados foram: SPVB1- 5'-
ATGTTGATACTAAATGGTTTTTCA-3 e SPVB2- 5-GGGCGAGCCAGCTGTTCTGAGC
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AG-3' . Este fragmento foi amplificado usando o plasmidio de viruléncia pSTLT de

S. typhimurium L.T2.

pBani-i Aba) Han
’i I A B [
e -
- - >
|
PSC (470pb) LT (1059pb)

FIGURA 6. Posicao dos “primers” (representados por setas) utilizados para amplificar os
fragmentos LT (setas azuis) e PSC (setas verdes) que foram, por sua vez, utilizados

como sondas moleculares.

5.18. Sequenciamento de DNA

Para o sequenciamento da extremidade 3’ do operon It-k63, foi utilizado ¢ “T7
Sequencing ™ Kit” da Pharmacia. seguindo-se a metodologia do fabricante. O DNA foi
marcado com [a—33P]-dATP. As bandas de DNA foram separadas em gel de
poliacrilamida 6% e visualizadas apés sensibilizacdo de filmes radiograficos. A exposi¢ao
foi feita a -70°C em cassetes contendo intensificadores de sinal. As chapas radiograficas
foram reveladas em maquina reveladora Kodak. A sequéncia foi obtida a partir do
plasmidio pUC18 (Notl), contendo o operon It-kB3 inserido entre os sitios BamHI e Sall.
O oligonucleotideo sintético CTGTCGCCATTTGCATATAATGGCG, homdlogo a regiéo

amino-terminal do gene eltA, foi utilizado como “primer”.
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5.19. Imunizagio de camundongos BALB/c com linhagens recombinantes de

Salmonella.

Foram utilizados 35 camundongos RALB/c por grupo de imunizag¢&o. A cultura e
preparo das células foram realizados conforme descrito anteriormente (Curtiss & Kelly,
1987).

As linhagens de S. typhimurium X3987-18A, X4072-27F e X4217-10E foram
incubadas sem agitacdo, durante a noite, a 37°C em 10ml de meio LB modificado. Na
manha seguinte, 2ml de cada cultura foram adicionados em "Erlenmayers” com 60ml de
meio LB modificado. Esta nova cultura foi incubada a 37°C com agitagdo constante (200
rpm) até DOggo atingir 0,7. As bactérias foram enté&o transferidas para tubos de centrifuga
de 250mi e centrifugadas por 10 minutos a 3000rpm, a 4°C. Os sobrenadantes foram
dispensados e as células ressuspendidas em 60mi de tampdo PBS. As células foram
sedimentadas novamente por centrifugag&o, nas mesmas condi¢ées anteriores, e
ressuspendidas em 12ml de PBS (1/5 do volume inicial). Diluicces em série da ultima
resuspenséo foram plaqueadas em meio LA para a determinagdo da UFC (unidade
formadora de colénia) de cada ressuspenséo bacteriana.

Com o auxilio de uma seringa (3ml) e agulha apropriadas, 2C0ul das
ressuspensoes bacterianas (aproximadamente 10° UFC) foram oralmente inoculadas em

camundongos BALB/c. Foram ministrados dois indculos orais, espagados de 14 dias
cada.

5.20. Coleta do soro e muco intestinal de camundongos BALB/c imunizados

Na figura a seguir esta representado o esquema utilizado para a imunizag&o oral
e coleta de soro e muco intestinal de camundongos BALB/c. No total foram utitizados 35
animais por grupo de imunizagdo. Em cada ponto de amostragem, além da coleta do
soro de todos animais, 7 camundongos por grupo foram sacrificados para retirada dos

orgdos e do muco intestinal. O processamento deste material esta descrito no préximo
topico.



Imunizacdes orais
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Coleta sangue (todos animais) e sangria branca (7 animais)

A coleta de sangue foi realizada a partir da regido sub-ocular. Foram coletados
aproximadamente 500ul de sangue de cada animal. Para a coleta do soro, o sangue foi
incubado a 37°C por aproximadamente 2 horas e, a seguir, a 4°C por uma hora ou até a
formac&o do coagulo. As amostras foram entédo centrifugadas por 15 minutos a 1500rpm
e a 4°C. O soro foi transferido para tubos de microcentrifuga novos e armazenado a
-20°C.

5.21. Processamento dos 6rgdos e do muco intestinal de camundongos
BALBI/c.

Os 6rgaos de camundongos BALB/c foram processados conforme descrito em
Curtiss & Kelly (1987). Os animais foram anestesiados e sacrificados em cédmara com
éter etilico. O sangue foi coletado da regido ocular de cada animal. Cirurgicamente,
foram retirados os intestinos e baco de cada animal. Os bagos foram imediatamente
transferidos para solugcdo de meio de cultura minimo com 15% de sacarose e mantidos
nesta solugdo, em gelo, até posterior processamento. As placas de "Peyer" foram
removidas cirurgicamente dos intestinos e imediatamente transferidas para solugédo de
meio minimo com sacarose (15%) e mantidas em gelo até posterior processamento. Os
intestinos foram cortados em seguimentos menores e friccionados com uma pinca
esterilizada para a coleta do muco. Este foi transferido e homogeneizado imediatamente
em solucdo salina com 0,5mM de PMSF e mantido em gelo até posterior processamento.

Os bagos e as Placas de "Peyer" foram macerados completamente em meio de
cuitura minimo com sacarose. Dilui¢ées foram inoculados em placas de MacConkey com
1% de lactose para a determinagdo da UFC total por 6rgdo. Algumas colonias de

Salmonella re-isoladas dos tecidos animais foram testadas quanto a presenca do gene /t-
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k63 por hibridacdo de coldnias e quanto a expressdo desta toxina por “imunoblot” de
colénias.

O muco intestinal foi processado para a posterior determinagdo do titulo de
imunoglobulinas IgA. O muco em salina foi centrifugado a 10000 rpm por 10 minutos a
4°C. O sobrenadante foi transferido para novos tubos. A estas preparacSes foram
adicionados 5ul de solugéo 0,1M de PMSF e 0,1% (concentraco final) de azida sédica.

As preparaces foram mantidas a -20°C até uso posterior.

5.22. Persisténcia de linhagens recombinantes de Salmonella nos tecidos de

camundongos BALBI/c.

Este experimento foi realizado para determinacdo da capacidade de linhagens
recombinantes de S. typhimurium de invadir e persistir nos tecidos animais. O protocolo
utilizado foi basicamente o descrito por Curtiss & Kelly (1987). Neste experimento, foram
testadas as linhagens X3987-18A e X4217-10E, que foram as amostras que
apresentaram maior capacidade de expressdo da toxina LT-K63 "in vitro". A linhagem
Acya Acrp asd+ X3985 foi utilizada como controle.

As linhagens foram cultivadas e processadas como descrito no item "Imunizagdo
de camundongos BALB/c". Uma Unica dose de aproximadamente 10° UFC de bactérias
foi inoculada oraimente no dia zero. O esquema deste experimento esta representado na
figura abaixo. Foram utilizados no total 25 camundongos por cada grupo sendo que, em

cada ponto de amostragem, foram sacrificados 5 animais por grupo.

Inéculo via oral

\J
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Coleta e processamento de 6rgéos (5 animais/ ponto; total 25 animais/grupo)

O baco e as Placas de "Peyer' foram processados conforme descrito

anteriormente. Diluigdes destas prepara¢gdes foram inoculadas em placas com
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MacConkey contendo 1% de lactose para a determinagdo da UFC. Ap¢s incubagdo por

18 horas a 37°C, o numero de colonias bacterianas foi determinado.

5.23. ELISA

A resposta de anticorpos 1gG e IgA contra antigenos de Salmonella e contra a
toxina LT-K63 foi avaliada por ELISA. Os protocolos utilizados foram basicamente os
descritos por Pizza et al. (1995a) e Di Tommaso et al. (1995). Em todos os experimentos
foram utilizadas placas “Greiner’ de média afinidade e 96 pogos. A toxina LT purificada,
utilizada como antigeno, foi gentilmente fornecida pela Dra. Maria Grazzia Pizza (IRIS-
Siena). Os antigenos de Salmonella foram preparados conforme descrito por Fayolle et
al. (1994).

5.23.1. Detecgdo de IgG sérica anti-LT ou anti-Salmonella.

As placas foram incubadas por 2 horas, a 37°C, com 0,1ml de LT purificada
(2ug/ml em PBS) ou antigenos de Salmonella (diluicdo 1/100 em tamp&o carbonato
pH9,4). As placas foram bloqueadas por incubag&o (2 horas a 37°C) em 0,2ml de
solucdo bloqueadora (1% BSA; 0,05% Tween 20 em PBS). Dilui¢Ges seriadas do soro de
camundongos BALB/c foram adicionadas, para um volume final de 0,1ml por pogo, em
tampéo de incubacdo (0,1% BSA; 0,05% Tween 20 em PBS). As placas foram incubadas
por 2 horas a 37°C no caso de reagdes envolvendo LT, ou a 4°C por toda a noite, no
caso da reagdes envolvendo antigenos de Sa/monella. Este protocolo foi otimizado apos
varios testes utilizando-se diferentes condi¢cdes e tempos de incubag&o. A quantidade de
0,iml de anti-corpo anti-IgG de camundongo conjugado com fosfatase alcalina foi
adicionado (diluicdo de 1:2000) em tampdo de incubacgdo. Esta ultima reagdo foi
incubada por 2 horas a 37°C. O titulo de anticorpos foi determinada através da utilizagé@o
do Kit ELISA da Sclavo Diagnésticos (Milano), seguindo-se as recomendagbes do
fabricante. Os resultados foram coletados ap6s 30 minutos da adigdo do substrato, pela

determinacdo da DO a 405nm. O substrato utilizado para estas reagdes foi o pNPP (p-
Nitrofenil Fosfato).



Entre todos os passos de troca de solu¢des de incubacgio as placas foram
lavadas por trés vezes em solu¢do de PBS com 0,05% Tween 20.

5.23.2. Deteccdo de IgA total nas secreg¢es intestinais.

Para a detecgdo de IgA total nas secregdes intestinais, as placas foram
incubadas por 2 horas a 37°C com 0,1ml de imunoglobulina anti-lgA (SIGMA) de
camundongos (cadeia a-especifica) em tamp&o carbonato pH9,6, na concentragéo de
1ug/mi. As placas foram bloqueadas nas mesmas condi¢des descritas no item anterior.
Diluicbes seriadas do muco intestinal foram adicionados no volume de 0,1ml por poco,
em tampao de incubagdo (0,1% BSA; 0,05% Tween 20 em PBS). As placas foram
incubadas com esta solucdo por 2 horas a 37°C e a seguir com 0,1ml por pogo de anti-
IgA (SIGMA) de camundongo conjugado com biotina (cadeia a-especifica) na diluigdo de
1:5000, em tamp&o de incubag&o. Esta ultima solugdo foi substituida com 0,1m! de
streptoavidina (SIGMA) conjugada com fosfatase alcalina (diluigdo 1:10000) em tampéao
de incubacdo. Apos 1 hora de incubagéo a 37°C, a reagdo foi corada com Kit ELISA da
Sclavo Diagnésticos (Milano) e a leitura efetuada a 405nm, apés 15 minutos da adigdo
do substrato. O substrato utilizado para estas reagdes foi 0 pNPP (p-Nitrofenil Fosfato).

Como no protocolo para titulagéo de 1gG, entre cada passo de incubag&o ou troca

de solugdes, as placas foram lavadas trés vezes com solugdo de PBS contendo 0,05%
de Tween 20.

5.23.3. Detecgdo e determinagdo do titulo de IgA anti-LT e anti-Salmonella

especificas.

O protocolo utilizado foi basicamente o mesmo descrito para determinagdo do
titulo de IgA total. No entanto, ao invés de anti-IgA, a toxina LT (2ug/ml) ou os antigenos
de Salmonella foram aderidos a placa. Estes antigenos foram ligados a placa por

incubacgdo de 2 horas a 37°C. Os passos seguintes foram iguais ao protocolo anterior.
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5.23.4. Célculo do titulo de anticorpos

Foram considerados positivos valores de DOy trés vezes maiores que o pre-

imune e maiores que 0,1.

5.24. Toxicidade de LT em cultura de células Y1 e teste de neutralizagao.

A metodologia utilizada foi realizada conforme descrito por Pizza et al. (1994a).
As placas com células Y1 foram gentiimente cedidas por Maria Grazzia Pizza (IRIS-
BIOCINE-Italia). Preparagbes de proteinas periplasmaticas de Salmonella foram diluidas
em série no meio de cultura apropriado e aplicadas as células em cultura. As placas
foram incubadas a 37°C em atmosfera de 4,5% de CO, e a morte celular avaliada apos
48 horas de incubagdo.

Para o teste de neutralizagdo, realizado essencialmente como descrito por Pizza
et al. (1994a), diluicdes seriadas do soro de camundongos BALB/c foram incubadas por
2 horas a 37°C, em meio de cultura apropriado, contendo 15ug/ml de toxina LT
selvagem. As diluicbes foram aplicadas em placas de cultura de células Y1 e o efeito

toxico verificado apos 45 horas de incubacgéo a 37°C.

5.25. Obtengdo e comparagao de seqiiéncias de DNA.

Sequéncias de DNA ou aminoacidicas foram obtidas do banco de dados da
“European Molecular Biology Organization” (EMBO), utilizando-se as facilidades do
Centro de Computacdo do “Istituto Ricerche Immunobiologiche Siena’- Siena-ltalia. A
comparacgdo entre sequéncias de DNA foi efetuada utilizando-se o programa FASTA,
disponivel no banco de dados da EMBL.

5.26. Anélises estatisticas.

Para as analises estatisticas, foi utilizado o método de t-student caudal. Foram

considerados significativos os valores de p < 0,05.



5.27. Determinagdo do peso molecular de fragmentos de DNA.

O peso molecular .de fragmentos de DNA foi determinado utilizando-se o
programa “Eletro”, elaborado e gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Adilson Leite do Centro
de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) da UNICAMP. Este programa
permite a construgdo de curvas padrio relativas a migragéo de fragmentos de DNA de
pesos moleculares conhecidos, o que possibilita estimar o peso molecular de um dado
fragmento de DNA.
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6. RESULTADOS

6.1. Obtencéo de transconjugantes de S. typhimurium.

Os plasmidios pUT/Cm, contendo os operons eltAB e toxAB, foram eletroporados
na linhagem de S. typhimunium LT2. Nenhum eletrotransformante foi isolado nos
diversos experimentos realizados, utilizando-se diferentes condi¢cdes de eletroporagao.
Resultados semelhantes foram obtidos por De Lorenzo e colaboradores (comunicagdo
pessoal) usando este sistema de minitransposons. Possivelmente, o tempo decorrido
entre a introducdo do plasmidio e sua perda ndo é suficiente para que ocorra a
transposicdo. Com base nestes resultados, nos experimentos posteriores, plasmidios
pUT quiméricos foram mobilizados e transferidos por conjugagdo para as linhagens de S.
typhimurium. Neste ultimo caso, recombinantes foram obtidos.

Os plasmidios pUT/Cm quimeéricos (pUT/Cm:CT, CTr e LT) foram utilizados para a
insercdo dos operons eltAB e foxAB no genoma de S. typhimurium LT2. Os
transconjugantes foram selecionados em meio minimo sélido com Cm. O plasmidio
pUT/asd:LT-K63 foi utilizado para a inser¢cdo do operon mutante /t-k63 no genoma de
linhagens atenuadas Acya Aasd Acrp de S. typhimunium. Os transconjugantes foram
selecionados em meio minimo sélido. A sele¢do de recombinantes neste ultimo caso foi
baseada na reversdo da auxotrofia para o DAP.

A frequéncia de conjugacdo/transposi¢do foi baixa sendo que, por experimento
de conjugacao, foram isolados entre 15 e 20 transconjugantes. Cada experimento de
conjugagdo consistiu na mistura de 1ml de culturas bacterianas doadora e receptora,
crescidas a 30°C com agitagdo constante (150rpm), durante toda a noite. A cultura mista
foi entdo incubada a 30°C (sem agitacdo) e aliquotas de 200ul retiradas em diferentes
espacos de tempo e inoculadas no meio seletivo apropriado. Detalhes deste experimento
s&o descritos em Material e Métodos (item 5.6).

Um total de 300 transconjugantes, provenientes das diferentes linhagens de S.
typhimurium, foram analisados quanto a pureza em meio MacConkey e Ektoen. Estes
meios permitem verificar se os transconjugantes isolados estdo contaminados com
outros géneros bacterianos. Os mesmos transconjugantes foram também analisados

quanto a resisténcia 8 Amp (Amp'). A resisténcia @ Amp demonstra a ocorréncia de
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recombinacdo homologa e ndo de transposi¢do. Nestes casos, ocorre a integragdo de
outras sequéncias do plasmidio pUT, além do cassete de transposi¢&o.

A freqléncia de transconjugantes resistentes & Amp foi variavel e dependente da
linhagem de S. typhimunum utilizada. A porcentagem de transconjugantes de
S. typhimurium LT2 resistentes a Amp foi baixa (5,5%), independente do plasmidio pUT
quimérico utilizado. Este resultado esta de acordo com resultados descritos na literatura
(Herrero et al., 1990). A média geral de transconjugantes Acya Acrp Aasd de S.
typhimurium resistentes @ Amp foi elevada (32,34%) e contrasta com os resultados
obtidos previamente. As freqiéncias individuais de transconjugantes resistentes a Amp
sdo apresentadas no grafico da Figura 7. Diferenga significativa também foi notada entre
as linhagens UK1 (X3987) e SR11 (X4072, X4217 e X4550). As freqiéncias foram de
26,1% e 43,4% em média, respectivamente.

A ocorréncia de recombinagdo homologa € uma caracteristica indesejavel e limita
a utilizagdo deste sistema para a integragdo de genes heterdlogos em Salmonella,
visando a construcdo de linhagens vacinais. Estas integragbes s&o, muito
provavelmente, decorrentes da baixa freqiéncia de transposicdo e da presenga de
seqiiéncias homologas entre os plasmidios pUT quiméricos e o genoma de Salmonella.
A menos que especificado, os transconjugantes que foram analisados posteriormente

sdo sensiveis a Ampicilina.

6.2. Andlise da expressdo das toxinas CT, LT e LT-K63 em transconjugantes

de S. typhimurium.

Os transconjugantes de S. typhimurium LT2 Cm' e Amp® foram analisados quanto
a expressao das toxinas selvagens LT e CT. Inicialmente, a produg&o destas toxinas foi
avaliada por “Immunoblot” de colénias. As coldnias transconjugantes foram crescidas
aerobica e anaerobicamente. O objetivo deste experimento foi comparar o nivel de
expressdo das toxinas entre os diferentes transconjugantes e verificar se uma condigéo
encontrada por Salmonella sp no interior do organismo hospedeiro ou seja, a
anaerobiose, poderia influenciar o nivel de expressdo. Os transconjugantes que
apresentaram maior capacidade de expressdo destas toxinas foram posteriormente
caracterizadas por “Western blot”.
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FIGURA 7. Porcentagem de transconjugantes de S. typhimurium resistentes a
Ampicilina. Os transconjugantes foram isolados em placas contendo meio minimo apos

conjugacdo com E. coli SM10Apir carregando plasmidios pUT recombinantes.
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Nenhuma coldnia transconjugante Cm', obtida com o plasmidio pUT/Cm:CT,
produziu a toxina CT em niveis detectaveis por “immunoblot” (dados n&o mostrados).
Somente 1 entre 15 transconjugantes foi positivo para a produgdo de CT, quando o
plasmidio pUT/Cm:CTr foi utilizado (dados n&o mostrados). Nestes dois plasmidios
quiméricos, a expressdo de CT é regulada pelo seu proprio promotor, cuja transcricdo
depende dos ativadores transcricionais ToxR e S. Estas proteinas re<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>