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RESUMO

O Fator Necrosante Citotéxico do tipo 2 (CNF 2) foi obtido através do
rompimento celular bacteriano por ultra-som. Apés a extragio, purificou-se 0 CNF 2 por
precipitago com sulfato de amdnia, cromatografia em resina de troca anibnica Q-
Sepharose Fast Flow e em resina de gel filtragdo molecular Superdex 200. A atividade
especifica do CNF 2 purificado foi de 2.925 e o grau de pureza do material aumentou em
torno de 8.000 vezes.

Ensaios de caracterizagdo soroldgica foram realizados com antissoros de
coelho e camundongo. Os antissoros produzidos contra CNF 2 foram capazes de inibir o
efeito citotoxico de CNF 1 ¢ CNF 2, sendo. que o titulo neutralizante foi maior contra o
seu homélogo. Os antissoros, porém, nfo inibiram as atividades biolégicas de VT 1, VT 2
e LT I. Em ensaios de imunodifusdo radial, os antissoros reconheceram tanto CNF 1 como
CNF 2, apresentando identidade parcial entre eles. Quando o antissoro foi absorvido com

extrato sonicado de CNF 1, este passou a ndo mais reconhecer CNF 1. Nos ensaios de

ELISA, “wersten-blot” e “dot-ELISA” os antissoros nio se mostraram.. especificos, ...

reconhecendo além de CNF 2, CNF 1, VT 1, VT 2eLT L

Foram realizados ensaios de caracterizagio do efeito biologico de CNF 2,
que revelaram que esta toxina foi capaz de causar necrose em pele de coelho e em pata de
camundongo. O efeito de multinucleagio celular foi observado em células Vero e em
células HelLa, sendo que em células Vero este efeito foi mais claramente observado; nas
células HeLa foi possivel observar aumento de células multinucleadas, que ja eram

observadas nos controles. Foi possivel observar também, que a toxina leva ao acamulo de



RNA nos nucleos e a formagdo de grandes vactiolos ao redor do nucleo. Em ensaios de
marcagdo dos componentes do citoesqueleto, foi possivel verificar que, apos 8 horas de
tratamento com CNF 2, as células apresentam alteragdes dos filamentos de actina, com
formagGo de fibras de estresse. Esse efeito aumenta conforme o teste é prolongado.
Quanto aos microtibulos, ndo foram observadas alteragdes claras. Parece ocorrer apenas
uma adaptacdo destes filamentos a presenca de mais de um micleo.

O estudo epidemiologico revelou que havia produgio de CNF em 19,05%
das amostras isoladas de fezes de bezerros e que, das amostras produtoras de CNF,

30,77% produziram também o-hemolisina.




Infrodugio

INTRODUCAQ

A espécie Escherichia coli estd classificada como membro da familia
Enterobacteriaceae, sendo bactérias Gram negativas e anaerdbias facultativas. A bactéria
E. coli € encontrada no homem e na maioria dos animais vertebrados, iniciando um
processo de colonizagio do epitélio intestinal momentos apds © nascimento,
desempenhando importante papel na manuteng¢io da microbiota intestinal (Drasar & Hill,
1974; Levine, 1987). Quando apresenta fatores de viruléncia, E. coli torna-se patogénica,
geralmente causando infecgdes intestinais, tendo como quadro clinico diarréias agudas e
disenteria (Sack, 1978; Blanco & Gonzilez, 1985; Levine, 1987; Robins-Browne, 1987).
E. coli pode também causar infecgBes extra intestinais no homem, como no trato urinario
(cistite e pielonefrite) (Pechére; 1985; Johnson et al., 1987a), trato pulmonar, meningites,
peritonites, mamites (Blanco ef al., 1992¢) e septicemia no homem (Drskov & Orskov,

1985). Em animais, E. coli pode também causar doengas entéricas como colibacilose

bovina (Yano ef al, 1986, Blanco et al, 1991a; Bumensa ef al. 1995) e suina..........

(Bertschingler er al., 1984) e infecgBes no trato respiratério em aves (Levine, 1984).
Kauffmann (1947) propés uma forma de diferenciar £, coli a partir de seus
antigenos de superficie. As E. coli apresentam antigenos na superficie celular: antigenos O
(soﬁéﬁcos), K (capsulares) e H (flagelares). Atualmente sio reconhecidos 173 antigenos
O, 103 antigenos K e 56 antigenos H, que podem formar numerosas combinagdes entre si

{(Drskov & Drskov, 1985).




Introducdo

O estudo da presenga de fatores de colonizagdio, geralmente estruturas
fimbriais de E. coli, responsaveis pela adesfio da bactéria ao epitélio do hospedeiro, e a
produgfo de toxinas protéicas sdo essenciais para a compreensio da sua patogenicidade,
uma vez que para uma bactéria ser patogénica é necessario que ocorra uma combinaciio
desses fatores de viruléncia.

Desta forma, por existir uma grande variedade de E. coli causadoras de
doenga, foi realizado um agrupamento com base nos mecanismos de patogenicidade destas
bactérias. Atualmente as E. coli encontram-se classificadas nestes grupos: Escherichia coli
Enteropatogénica (EPEC), Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC); Escherichia coli
Enteroinvasiva (EIEC), Escherichia coli Enterohemorragica (EHEC), Escherichia coli
Enteroagregativa (EAgeEC) e Escherichia coli com padriio de aderéncia difusa (DAEC).
Mais recentemente Gonzilez & Blanco (1989) propuseram um novo grupo para incluir as
Escherichia coli produtoras de CNF (NTEC).

O amplo estudo da patogenicidade de E. coli, realizado em varios paises,
tem demonstrado a grande variagio de mecanismos e fatores de viruléncia apresentado por

essas bactérias. Assim, tem-se algumas toxinas que niio estio agrupadas mas que de certa

forma, apresentam importante papel na patogenia de homens e animais, como ¢ o caso da
Toxina Citoletal Distensora (CLDT) (Johnson & Lior, 1988) e de diferentes verotoxinas
(O’Brien & Holmes, 1987).

As toxinas apresentam importante papel na patogenicidade das bactérias.
Atualmente 3 grupos de citotoxinas estdo bem caracterizados: toxinas termo-labeis (LT) e
toxinas termo-estaveis (ST), pertencentes ao grupo ETEC e verotoxinas (VT),

pertencentes ao grupo EHEC.




Introducéo

A enterotoxina termo-estivel (ST) resiste a temperatura de 100° C e ¢
subdividida em STa (ST I) e STb (ST II), ambas ndo imunogénicas. A toxina STa esta
associada as doengas humanas e animais e apresenta massa molecular de 2 kDa {Dreyfus et
al., 1983; Thompson & Giannella, 1985). STa ¢ solivel em metanol, além de ser resistente
as enzimas proteoliticas (Clements & Finkelstein, 1979), podendo ser identificada através
do teste em camundongo recém nascido (Dean, 1972). A toxina STb por sua vez, esta
exclusivamente associada a diarréla em suinos, embora estudos recentes tenham
demonstrado a presenca de STb em casos de diarréia em humanos (Okamoto ef al., 1993).
A toxina STb possui massa molecular de aproximadamente 5 kDa, sendo uma proteina
insoh'z:vel em metanol e sensivel a tripsina, podendo ser identificada biologicamente através
do teste em alc¢a ligada de coelho (De, 1959).

A enterotoxina termo-1abil (LT) € inativada ao ser aquecida a 60°C por 15
minutos e também € subdividida em LT I e LT II. A LT I esta associada as doengas tanto
em humanos quanto em animais e estd correlacionada sorologicamente com a toxina
colérica, produzida pelo Vibrio cholerae, apresentando cerca de 80% na homologia da

sequéncia protéica. LT I tem massa molecular entre 85 ¢ 90 kDa e é codificada por um

I pode ser realizada em testes em cultura de células, utilizando as linhagens Y-1 (Donta et
al., 1974), CHO (Guerrant ef al., 1974) e Vero (Speirs ez al., 1977) ou em alga ligada de
intestino de coelho (De, 1959). A toxina LT I esta associada somente 20§ animais e
apresenta massa molecular de aproximadamente 87 kDa. A LT I esta ainda subdividida
em LT Iia e LT IIb, tendo como base de variagio sua antigenicidade. Usando testes
bioldgicos, LT II pode ser identificada através de aumento da permeabilidade celular em

dorso de coelho (Sears & Kaper, 1996) e chega a ser cerca de 25 a 50 vezes mais potente




Introducéio

em ensaios utilizando cultura de tecido; no entanto, esta toxina rﬁo causa secre¢do em alca
ligada de coelho (Holmes et al., 1986).

As verotoxinas (VT) foram inicialmente descritas por Konowalchuk er al
(1977), sendo assim denominada por causarem efeito citotéxico em células Vero. As
verotoxinas apresentam efeito muito semelhante i toxina produzida por Shigella
dysenteriae (“Shiga-toxin™), inibindo a sintese protéica em células HeLa, sendo
enterotoxicas em intestino de coelho e letais para camundongo. As verotoxinas sio
também subdivididas em VT 1 ou “Shiga-like” I (SLT I), cuja atividade citotoxica ¢
completamente neutralizada pelo antissoro anti “Shiga-toxin”, e VT 2 ou “Shiga-like™ II
(SLT II), que ndo apresenta reagio sorolégica cruzada com a “Shiga-toxin” (Gyles, 1992).
Atualmente, novas citotoxinas que causam efeitos citotoxicos em células Vero tém sido
descritas. Estas citotoxinas est3o relacionadas 2 VT 2, tanto na homologia de sequéncia de
aminoéacidos quanto nas reagdes imunolédgicas cruzadas (Lindgren et al, 1994) e sdo
denominadas de verotoxinas variantes. Dentre as verotoxinas variantes, a melhor

caracterizada € a VT Ilv, responsavel pela doenga do edema em suinos {Marques et al.,

1987, MacLeod ef al., 1991).

As verotoxinas possuem massa molecular de aproximadamente 70 kDa e seus
genes estdo associados a bacteriofagos (Sears & Kaper, 1996).

Johnson & Lior (1987b) descreveram uma nova citotoxina, em amostras de
E. coli isoladas de pacientes com diarréia, que causava um alongamento nas células CHO
apos 24-48 horas de ensaio, mas que progredia para uma distensio das células (72-96
horas) e culminava com morte celular apés 120 horas de ensaio. Esta toxina foi

denominada de toxina citoletal distensora (CLDT)
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A CLDT ¢ de natureza protéica, termo-labil, perdendo sua atividade
bioldgica quando aquecida a 70°C por 15 minutos. Sua atividade pode ser observada em
células Vero, HeLa, CHO e HEp-2, mas ¢ inativa em células Y-1. As amostras produtoras
de CLDT ndo apresentaram associagdo com producgdo de hemolisinas. CLDT também nio
apresentou atividade tanto em ensaios em al¢a ligada de coelho, quanto em teste de
camundongo recém-nascido, gerando apenas uma reagdo eritematosa quando inoculada em
dorso de coelho (Johnson & Lior, 1987b, 1988).

Embora a atividade de CLDT tenha sido descrita h4 pelo menos dez anos,
ainda ndo se conhece os mecanismos pelos quais esta citotoxina causa alteragdes celulares
in viro. Pouco se sabe também da importncia de CLDT na patogenicidade de E. coli. A
descrigiio de CLDT em amostras isoladas de animais é bastante escassa. Faltam, assim,

estudos epidemiologicos que caracterizem CLDT como um importante agente no papel de

colibacilose animal.




Revisdo Bibliogrdfica

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Caprioli e7 al. (1983) estudaram a presenca de enterotoxina termo-labil (LT)
em amostras de E. coli isoladas de fezes de criancas com diarréia aguda. O teste em
cultura de células CHO com o sonicado dessas amostras, demonstrou que além de
amostras produtoras de LT, algumas amostras induziam alteragdes celulares diferentes do
que era observado para a toxina termo-labil e para a verotoxina: as células ensaiadas com
essas toxinas apresentaram um notavel aumento celular e presenga de mais de um nicleo.
Além deste efeito celular citopatico, todas estas amostras produziam hemolisina.
Observaram também, que esta citotoxina nfo era liberada no meio de cultura, sendo
necessirio o rompimento celular por ultra-som ou a adigio de Mitomicina C ao
crescimento bacteriano. As amostras que produziram efeito citopatico em células ndo
acumularam liquido quando inoculadas em alga ligada de coelho e nem estimularam a
adenil ciclase em células CHO. O soro anti-toxina colérica ndo neutralizou o efeito
produzido por estas amostras e todas apresentaram resultados negativos no teste para

enterotoxina termo-estavel (ST).

Esta nova citotoxina, além de produzir efeitos citopaticos em CHO, foi ativa
em células Vero e Hela, com formagio de células gigantes e multinucleadas. A
substituicdo do meio de cultura das células apos 6 horas da inoculagio nio impediu a
ocorréncia das alteragdes morfologicas nas trés células testadas. As células HeLa foram
mais sensiveis ao efeito desta citotoxina. Inje¢des intradérmicas dos extratos bacterianos
no dorso de coelhos causaram uma area de enduramento com necrose no centro.

Inoculagdes subcutfneas no abdémen de cobaias provocaram uma grande reagdo
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necrotica, com 50% dos animais morrendo nas primeiras 48 horas com quadro de
hemorragia difusa. O aquecimento dos extratos bacterianos a 75°C por 15 minutos ou a

65°C por 1 hora inativaram a proteina, com consequente eliminacdo do efeito téxico em
células. Entretanto, a atividade citotoxica ndo foi alterada com a variagio do pH entre 6 e
10,5. Esta nova citotoxina foi denominada de Fator Necrosante Citotdxico (CNF)
(Caprioli et al., 1983).

Caprioli ez al. (1984) demonstraram que o0 CNF é uma proteina com massa
molecular de 110 kDa. Todas as vezes em que eram encontradas amostras produtoras de
CNF, era também verificada a produgiio de hemolisina pelas mesmas amostras, em
porcentagens consideraveis, entre 40 e 60% (Caprioli ef al., 1987; Alonso et al, 1987;
Blanco et al., 1990a; Cherifi ef al., 1990). A associagio de CNF com hemolisina nfio era
estranha, uma vez que a maioria das amostras isoladas que apresentava CNF era
proveniente de infecgBes extra intestinais, geralmente de trato urinirio e por ser a
hemolisina mais comumente encontrada em amostras isoladas de infeccBes extra
intestinais.

Até entdo estavam sendo estudadas apenas amostras isoladas de casos de

diarreia em humanos. Blanco ef al. (1988), estudando a produgdo de toxinas em bezerros
com diarréia, detectaram a presenga de CNF em 18% das amostras bacterianas. Mais
tarde, Blanco ez al (1993b) verificaram que o CNF era também produzido em alta
porcentagem, por amostras isoladas de bezerros sem diarréia; 34% em animais sadios e
20% em animais com diarréia, sugerindo, assim, que as amostras de E. coli produtoras de
CNF podem fazer parte da flora normal intestinal dos bezerros. Estudos mais recentes em
gado bovino tém mostrado que o CNF ¢ prevalente em animais sadios (30,9%), enquanto

que somente 19,3% de animais com diarréia apresentam o CNF (Burns er al., 1996).
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Quando se passou a estudar amostras isoladas de animais, nfo foi mais verificada a
associagio de CNF com hemolisina ou, quando era verificada, estava sempre em
porcentagens inferiores as encontradas em casos de diarréia em humanos (Oswald ef al.,
1991).

No Brasil, existem poucos dados epidemiologicos a respeito de NTEC. Os
dados existentes sdo de amostras de E. coli isoladas de casos de infecgdes do trato urinario
e de criangas com diarréia. Estudos realizados com amostras de E. coli de criangas com
diarréia, coletadas na regido de Brasilia, D.F., revelaram um indice de apenas 3,6% de
amostras produtoras de CNF (Giugliano et al, 1995).

A purifica¢do desta nova citotoxina era um passo importante para o processo
de caracterizagio do CNF. De Rycke ef al. (1989) purificaram parcialmente CNF de
origem humana, que também era produtora de hemolisina. Determinou-se que o CNF é
uma proteina de 115 kDa, mas que poderia estar correlacionada com uma outra porgio
protéica de 59 kDa, que provavelmente nfo estaria envolvida na toxicidade do CNF. De
Rycke ef al. (1989) verificaram ainda que o CNF ¢ produzido em baixas concentragdes

(cerca de 0,1% das proteinas totais produzidas) e que a atividade hemolitica estd

dissociada da atividade biol6gica do CNF.

Oswald et al. (1989) propuseram a existéncia de uma nova citotoxina de E.
coli codificada pelo plasmidio Vir, que era letal para galinhas. O efeito citopatico de Vir
parecia morfologicamente distinto do efeito causado pelo Fator Necrosante Citotéxico de
E. coli. Porém, ambas as citotoxinas foram parcialmente relacionadas imunologicamente.
Esta provével nova citotoxina, foi denominada pelos autores como citotoxina Vir.

A citotoxina Vir foi relacionada 2 uma proteina de 110 kDa, presente em

extratos sonicados do crescimento bacteriano. A toxina Vir apresentava como
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caracteristica do efeito biologico em células Hela uma multinucleagio com um aumento e
alongamento celular, além de causar necrose em pata de camundongo. O efeito dessa
toxina, apesar de ser semelhante ao efeito de CNF, ndo era exatamente o mesmo, além do
CNF n#o causar necrose na pata de camundongo, promovendo apenas uma inflamac¢do
persistente. Em estudos de soroneutralizagdo em células utilizando o antissoro anti-toxina
Vir, venficou-se que este antissoro também neutralizava o efeitc de multinucleagio
produzido por CNF, apesar de apresentar titulos neutralizantes de 4 a 8 vezes menores do
que contra o seu homoélogo. Nos ensaios de “imunoblot”, foi verificada a presenga de uma
banda com massa molecular de aproximadamente 90 kDa, além da banda de 110 kDa,
correspondente a citotoxina Vir (Oswald & De Rycke, 1990).

Os estudos em cultura de células com amostras de origem humana, bovina e
suina demonstraram que todas as amostras causavam necrose em pele de coetho e
multinucieagdo e aumento no tamanho celular. No entanto, quando essas citotoxinas foram
ensaiadas em células Hela, foi possivel observar dois grupos distintos de toxicidade apos
72 horas de incubagdo: o tipo 1, que caracterizava-se¢ por produzir uma extensiva

multinucleago das células, além de provocar aumento e arredondamento celular, e o tipo

2, que caracterizou=se por apresentar um pequenoc indice de multinucleagfo, um aumento
no tamanho celular, induzir alteragdes morfoldgicas das células e por uma pequena perda
de viabilidade.

Os efeitos causados por extratos sonicados do tipo 2 foram produzidos por
amostras de E. coli que apresentavam o plasmidio Vir. Apés ensaios de soroneutralizagio
foi observada uma reagdo cruzada entre essas duas amostras, sendo que o antissoro
homologo se mostrou de 16 a 64 vezes mais potente do que o antissoro heterdlogo. Apos

os ensaios de soroneutralizaciio, ficou evidente a existéncia de dois tipos de citotoxinas,
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que foram, entdo, nomeadas de CNF 1 ¢ CNF 2, de acordo com o efeito citopatico que
produziam em cultura de células HelL.a. Em células Vero, porém, ndo foi possivel a
diferenciagdo clara desses dois tipos citotoxicos. Neste teste, ambos os Fatores
Necrosantes Citotdxicos induziram multinucleagio moderada, com aumento da
refringéncia celular e defini¢io dos limites de cada célula (De Rycke ez al., 1990b).

Em ensaios em pele de coelho, o CNF 2 mostrou-se 10 vezes mais potente,
enquanto que nos ensaios em pata de camundongo, inoculando-se a mesma concentragio
de proteina, o CNF 2 causou necrose na pata em 40 a 100% dos camundongos, € o0 CNF 1
ndo apresentou nenhum sinal de necrose. Nos testes de injegdo intraperitoneal em
camundongos, o CNF 2 mostrou-se letal e o CNF 1, apenas parcialmente letal, sendo que
as mortes ocorreram dentro de 48 horas. Em ensaio de alga ligada, apds 24 horas de
incubag@o, os extratos de CNF 2 causaram um acimulo de liquido significativo em pelo
menos 50% das algas testadas, e o CNF 1 nfio causou aciimulo de liquidos. Entretanto, o
acumulo de liquido produzido por CNF 2 é muito menor do que o produzido por amostras
controles de enterotoxina (De Rycke ef al, 1990b). Neste mesmo estudo, os autores

puderam observar que, interessantemente, todas as amostras produtoras de CNF 2 eram de

CNF1, assim como todas as amostras isoladas de humanos e suinos, que também eram
produtoras de CNF 1. Nenhuma das amostras que produziram CNF 2 apresentaram
resultados positivos para hemolisina -

Apos a descoberta do segundo tipo de CNF, foram realizados estudos de
associagdo de CNF 2 com outros fatores de viruléncia, a fim de se descrever melhor os
mecanismos de patogenicidade de amostras produtoras de CNF 2. Cerca de 70% das

amostras produtoras de CNF 2 estudadas por Oswald ef al (1991) produziram
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aerobactina, 32% produziram colicina e 9% produziram hemolisina. Em ensaios de
hibridiza¢@o com sondas moleculares para LT ITa e F 17A, 9% das amostras produtoras de
CNF 2 reagiram com a sonda para LT Ha e 53% reagiram com a sonda para F 17A.
Quando foi realizado o teste de soroaglutinagiio para este mesmo fator de aderéncia, estas
amostras nio apresentaram resultados positivos, o que levou Oswald ef al. (1991) a
sugerirem que o fator de adesfo Vir poderia ser uma variante da F 17, detectada pela
sonda para F 17A.

Posteriormente, ElI Mazouard ef al (1994) demonstraram que uma
subunidade da fimbria F 17, a F 17b, que ¢ codificada pelo plasmidio Vir, é reconhecida
pelo antissoro anti-F 17 em ensaios de “wersten-blot”, demonstrando, assim, a existéncia
de epitopos comuns. A comparagio da sequéncia nucleotidica demonstra que F 17b
pertence 4 mesma familia da fimbria F 17, encontradas em amostras de E coli
enterotoxigénicas. Assim, estabeleceu-se a relagfo entre a fimbria F17 e 6 CNF 2.

| Desde a primeira descrigio do CNF j4 se sabia que era necessario alguma
forma de rompimento celular para que esta citotoxina fosse liberada do interior da célula

bacteriana. Blanco ef al. (1990b) demonstraram que a extragiio de CNF 1 e de CNF 2 por

Mitomicina C € simples e-eficiente. A praticidade deste tipo de extracdo tornou-se evidente
na realizagdo de estudos epidemiolégicos, quando uma quantidade consideravel de
amostras precisam ser analisadas.

Um ensaio para a verificagio de fermentagio de L-sorbose foi também
proposto como um método eficiente de detec¢do de amostras produtoras de CNF 1 e CNF
2, especialmente de CNF 1, quando associado a producfio de hemolisina (Poht et al.,
1993). Apesar de ter sido proposto como método de identificagio de CNF 1 e CNF 2, esta

metodologia ndo vem sendo usualmente empregada.

11
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A necessidade de se estudar a presenga de CNF em amostras de E. coli de
campo isoladas de varias origens para determinar a prevaléncia do CNF, fez com que
novos métodos para a detecgio de CNF fossem propostos. Tabouret & De Rycke (1990) e
Oswald ef al. (1994a) propuseram o ensaic imunoenzimatico - ELISA para a detecgdo de
amostras produtoras de CNF. Ambos os autores determinaram que o ELISA é um método
eficaz para a detecgo de CNF, uma vez que em seus experimentos nio ocorreram reacdes
cruzadas com outras citotoxinas e que, a partir da relacdo positivo/negativo (P/N) foi
possivel encontrar um valor onde somente amostras produtoras de CNF 2 eram
detectadas.

Alem dos estudos da atividade biologica em células, em pele de coelho € na
pata do camundongo, foram realizados experimentos in vivo em ovelhas e porcos para
observar os efeitos que o CNF poderia causar nestes animais. De Rycke (1990z) observou
que apos a inoculagdo de CNF intravenosa de origem bovina em ovelhas, estes animais
apresentavam sinais clinicos de diarréia mucoide apés 12 horas de inoculagdo, com sinais
de dores abdominais e rigidez das patas traseiras ao andar. Apos 20 horas de inoculagéo,

além da diarréia, os animais apresentaram sinais de deficiéncias neurologicas e convulsdes.

~ Adiarréia mucoide persistiu por até -36 horas, quando, a partir dai, os ammais
apresentaram melhora significativa de seu estado geral.

As anilises pos-morte dos animais tratados com CNF mostraram excessiva
quantidade de fluido cérebro-espinhal, uma severa congestio dos vasos da meninge e
presenca de fezes mucoides em abundincia no intestino. Em termos de lesdes histologicas,
foram encontradas numerosas microhemorragias no cérebro, principalmente nos animais
que apresentaram sinais de deficiéncia neurologica, cujas lesdes estavam localizadas

principalmente na porgdo dorsolateral do talamo. Macroscopicamente, o miocardio dos

12
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animais tratados com CNF apresentaram grandes e numerosas areas de necrose. Nestas
areas de necrose, 0s mibcitos apresentavam um aumento de eosinofilia, granulosidade do
citoplasma ¢ niicleos picnoticos. A necrose foi associada a um leve edema intersticial sendo
que, ocasionalmente, também foram observados leucocitos polimorfonucleares nestas areas
de necrose (De Rycke, 1990a).

Infecgdes experimentais de amostras bacterianas de E. coli produforas de
CNF foram realizadas em porcos recém-nascidos. Inoculagdes com bactérias isoladas de
porcos, que comprovadamente apresentavam atividade biolégica de CNF, mostraram que
ap6s 18 horas de inoculagio, a maioria dos animais apresentou diarréia aguda e em menor
propor¢do disenteria e diarréias ocasionais. Infimeras amostras produtoras de CNF foram
coletadas apds a morte dos animais através de “swab” retal e em estudos histopatologicos
foram notadamente observadas algumas alteragdes, tais como danos nas microvilosidades
do jejuno e ileo, presenca de colitis pseudomembranosas e necrose na porgio externa da
lamina propria. Foram também encontradas lesdes nos pulmdes, figado e rins (Wray ef al.,
1993).

Mais recentemente, varios estudos utilizando técnicas de biologia molecular

et al., 1996) foram produzidas para auxiliar nos processos de detecgio dos fatores
necrosantes.

- A sonda molecular produzida por Oswald er al. (1994b) foi preparada a
partir do gene cnf2. A sonda molecular apresentou 100% de especificidade e sensibilidade
para CNF 2, enquanto que para CNF 1, a sonda apresentou 99% de especificidade e
sensibilidade. Somente uma amostra produtora de CNF 1 ndo foi detectada pela sonda,

enquanto que uma amostra ndo produtora de CNF 1 foi detectada. Uma vantagem da

13
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.utilizag:z"io da sonda como método de deteccio foi a possibilidade de verificar a co-
produgio de duas citotoxinas: VT ¢ CNF 2. A amostra que causava morte celular em
cultura de células reagiu positivamente para CNF. Quando a amostra foi neutralizada com
o antissoro anti-VT, passou a apresentar os efeitos caracteristicos de CNF na cultura de
tecido.

Apesar do método de detecgio por sonda molecular ser eficiente, faz-se
necessiria a utilizagio de radioisotopos. Assim, a técnica de PCR foi desenvolvida como
um método de rapida detecgio de CNF 1 e CNF 2 e com a seguranga de ndo se usar
radioisétopos.

Os estudos realizados com PCR mostraram que esta é uma técnica simples,
que apresenta sensibilidade e especificidade, além de requerer pouco tempo técnico para a
realizagdo do ensaio, quando comparado as outras metodologias para a detecgio de
NTEC. Houve completa correlacio entre os resultados obtidos através da técnica do PCR
e 0s ensaios em células HeLa. O oligonucleotideo utilizado distinguiu claramente CNF 1
de CNF 2, além de ndio apresentar reagbes cruzadas com amostras enterotoxigénicas,

verotoxigénicas e ndo-toxigénicas (Blanco ez al., 1996).

A-grande associagdo fenotipica de CNF 1 com hemolisina, que repetidamente
vem sendo observada, possui respaldo em dados genéticos (Falbo ef al., 1992). Através de
digestSes enzimaticas do cromossomo da amostra que produz tanto CNF 1 como
hemolisina, fot possivel verificar a intima ligag3io entre esses dois genes. O padrfo idéntico,
observado apds a hibridizagio do DNA cromossbémico com as sondas para CNF 1 e
hemolisina, confirmarn a ligagdo destes dois genes no cromossomo (Falbo er al. 1992). Os

autores acreditam que poderia estar ocorrendo uma vantagem seletiva nas amostras
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produtoras de CNF 1 e hemolisina, por esses dois fatores estarem agindo sinergicamente
ou complementarmente.

Através de uma bactéria geneticamente transformada, que continha inserido
em seu material genético apenas o gene responsavel pela sintese de CNF 1, foi possivel
provar que a hemolisina ndo participa do processo de indugdo do efeito citopatico causado
em células tratadas com extratos de amostras produtoras de CNF 1 e hemolisina (De
Rycke et al., 1996).

Através do isolamento do gene cnfl, responsavel pela produgio de CNF 1,
foi possivel inferir a sequéncia protéica desta citotoxina. O gene cnf! corresponde a uma
proteina de 1.014 aminoacidos, com peso molecular de 113,7 kDa, apresentando duas
grandes extremidades laterais hidrofilicas e dois dominios subcentrais hidrofobicos (Falbo
et al., 1993). A sequéncia do CNF 1 foi comparada com a sequéncia de outras proteinas,
onde se verificou que havia homologia de 83 nucleotideos com a regifio 3” terminal do
operon de hemolisina de E. coli (Falbo et al., 1993).

A partir da sequéncia protéica de CNF 1, foi possivel identificar sequéncias

homologas de outras citotoxinas. Foram encontradas homologias com a toxina de

~Pastenrella -multocida (PMT) (Falbo er al., 1993) € com 2 toxina dermonecrotica
produzida pelo género Bordetella (DNT) (Walker & Weiss, 1994). Existe uma grande
regifio de homologia de CNF 1 com PMT ¢ uma regido homologa de CNF 1 e DNT.
- Porém, a homologia de CNF 1 com DNT nfo ocorre na mesma regido em que CNF 1 é
homologa a PMT. Néo h4, entretanto, homologia de DNT com PMT (Walker & Weiss,
1994).

A sequéncia protéica de CNF 2 foi também determinada a partir do

isolamento do gene cnf2, que possui 3.045 nucleotideos. A sequéncia nucleotidica de CNF
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2 apresenta 85,7% de homologia com o CNF 1. O peso molecular do CNF 2 foi
determinado em 114,659 kDa. Interessantemente, tanto CNF 1 como CNF 2 apresentam
baixas concentragdes do par CG em seus genes (36,5% e 35,3%, respectivamente). A
comparagdo da sequéncia de aminoacido entre CNF 2 e PMT mostrou a presenga de cerca
de 27% de residuos idénticos. Foram também encontradas homologias de sequéncia com
hexoquinase B de Saccharomyces cerevisiae e com a enzima EpiB de Staphylococcus
epidermides (Oswald et al, 1994c). O CNF 1 e CNF 2 apresentam aito indice de
homologia com DNT na por¢gdo C-terminal, sugerindo que estas estruturas enzimaticas
estejam intimamente relacionadas, com sitios de atividade que provavelmente sfo idénticos
ou muito similares. A toxina de Pasteurella multocida (PMT), por sua vez, apresenta
homologia com a por¢do N-terminal com o CNF (Lemichez ez al., 1997).

Recentemente foi verificado regibes de homologia entre CNF e CLDT
através de sequéncias genéticas. Foi verificado ainda que a CLDT, assim como o CNF 1 e
CNF 2, induz um bloqueio na fase G2 do ciclo mitotico levando & formago de células
gigantes, porém, mononucleadas (Pérés ez al., 1997).

Atualmente, os estudos sobre CNF tém sido enfocados nas alteragSes do
citoesqueleto (Fiorentini e# al.; 1988; Oswald ef al., 1994c; Fiorentini er af., 1995), no
efeito de multinucleagfo celular (Fiorentini ef al, 1988) e nas alteragdes em nivel de
divisdo celular (De Rycke e al., 1996).

Muito se dizia a respeito da multinucleagio celular causada por CNF,
inclusive afirmando-se que a multinucleagfo causada por CNF 1 é muito mais expressiva
do que a causada por CNF 2 (De Rycke ef al., 1990b). O primeiro estudo a demonstrar
quantitativamente os efeitos de multinucleagio provocado por CNF 1, foi o de Fiorentini

et al. (1988), realizado em cultura de células HEp-2. A analise quantitativa revelou que nas
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células controle, 96% das células sdo mononucleadas, cerca de 3% apresentam dois
nucleos e apenas 1% apresentam 3 ou mais nicleos. Em contraste, as células tratadas com
CNF 1, apoés 48 horas de ensaio, apresentavam 13% de células mononucleadas, 56% de
células binucleadas e 31% de células com 3 ou mais nicleos.

Na observa¢do das células HEp-2 tratadas com CNF 1 em microscopio
eletrénico de varredura, as células, apos 6 horas de contato com a toxina, exibem uma
diminui¢do no nimero e encurtamento das microvilosidades, presentes em abundincia nas
células controle. Essas alteragdes tornam-se mais aparentes conforme o prolongamento do
teste (Fiorentini ef al., 1988).

A marcagdo dos filamentos de actina através de faloidina permitiu que fossem
observadas alteragbes na estrutura destes filamentos. Apos 6 horas de tratamento com o
CNF 1, as células HEp-2 apresentaram um aciimulo evidente dos filamentos de actina na
borda das células. Apdés 24 horas de ensaio, as células apresentavam um aumento na
formacio de feixes espessos de actina, que pareciam rearranjados. Com 48 horas de
ensaio, parte das células exibiam numerosos feixes espessos de filamentos de actina, que
percorriam todo o comprimento da célula; em outras células, os feixes de actina estavam
dispostos na periferia celular, formando uma complexa rede (Fiorentini ef al., 1993). Estes
feixes de filamentos de actina é mais comumente conhecido como “stress fibers” ou fibras
de estresse.

Os microtibulos, outros componentes do citoesqueleto, também parecem ser
afetados pelo CNF 1. Nas células tratadas, aparentemente hi uma organizagdo
microtubular na regido perinuclear, que parece estar associada com a segmentagio do

nucleo (Fiorentini ef al., 1988).
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Cétulas HEp-2 ap6s 24 horas de incubagio com o CNF 2 também
apresentaram alteragdes nos filamentos de actina, com formagiio de filamentos longos e
espessos (fibras de estresse), como o observado para CNF 1.

A organizagdo dos filamentos de actina em células eucaridticas tem sido
relacionada as proteinas Rho (Chardin ef al., 1989, Paterson et al., 1990). Recentemente
levantou-se a possibilidade de CNF 1 agir diretamente sobre as GTPases Rho (Fiorentini ef
al., 1995). Através de experimentos bem caracterizados para a verificagio das
modificagdes nas GTPases Rho causadas por toxinas bacterianas, foi possivel demonstrar
que o CNF 1 age diretamente sobre estas proteinas, ativando, assim o processo de
formagdo das fibras de estresse (Lemichez ef al., 1997). Oswald e7 al. (1994c) propem
que o CNF 2 modifica covalentemente a estrutura da proteina Rho, o que faz com que essa
proteina modificada seja funcionalmete hiperativa, quando comparada 3 proteina nativa.

Oswald er al. (1994c) propdem que tanto 0 CNF 1 quanto o CNF 2 podem
bloquear a citocinese ap6s a mitose, levando & formagio de células multinucleadas em
cultura. Funcionalmente, tanto as células que recebem bactérias produtoras de CNF 1,

como as células que recebem o extrato bacteriano contendo CNF 1, apresentaram uma

A diferenga entre um fratamento e outro ocorreu apenas na maneira como a mitose foi
afetada. Células que foram expostas a bactéria nio iniciaram o processo de mitose,
enquanto que as células que receberam o CNF 1 no extrato bacteriano tiveram todo o seu
ciclo de mitose intacto, 4 excecdio da citocinese. Essas diferengas, no entanto, podem
explicar o fato de que células que s30 expostas a bactéria nfo apresentarem multinucleagio

celular.
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Apesar das células que receberam a amostra baétedana ndo apresentarem
multinucleagdo celular, apos 5 dias de tratamento os nicleos dessas células estavam
completamente desintegrados, evidenciando grandes massas de cromatina condensada
proximas & membrana nuclear, produzindo uma lesiio similar & apoptose. Os nucleos
apresentavam forma de feijdo, envoltos por uma nitida area de colorago reduzida (De
Rycke et al., 1996).

Estudos realizados com a porgdo N-terminal e C-terminal do gene cnff
possibilitaram a determinagio de algumas caracteristicas da patogenicidade do CNF. Foi
possivel mostrar que a porgdo N-terminal do CNF 1 é responsavel pela ligagio da
molécula de CNF 1 com o receptor celular em cultura de tecido. Por outro lado, a porgdo
C-terminal do CNF 1 ndo foi capaz de desencadear o efeito de multinucleacgo celular nas
células. No entanto, através de microinje¢des da porgio C-terminal em cultura de células
HEp-2 foi demonstrado que esta porgio é responsavel pelo efeito de formago de fibras de
estresse. A microinje¢do da porgdo N-terminal nfo produziu nenhum efeitc que

modificasse a estrutura dos filamentos de actina (Lemichez et al., 1997).
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OBJETIVOS

1. Purificar o Fator Necrosante Citotdxico do tipo 2 (CNF 2)

2. Caracterizar sorologicamente o CNF 2
2.1. Estudos sorologicos de amostras produtoras de CNF 2 em testes como ELISA e

“Dot-ELISA”

3. Caracterizar o efeito da atividade bioldgica do CNF 2
3.1. Verificar ocorréncia de perda de viabilidade das células Vero e Hela tratadas com
CNF 2
3.2. Vertficar o efeito de multinucleacgdo celular em células Vero e HeLa

3.3. Verificar alterages de citoesqueleto em células Vero e HeLa tratadas com CNF 2

4. Realizar estudos epidemiologicos em células Vero com amostras de bezerros isoladas

no Brasil
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MATERIAL E METODOS

1. Ameostras bacterianas

As amostras de Escherichia coli B26a, utilizada como padrio de Fator
Necrosante Citotoxico do tipo 2 (CNF 2) e MR48, utilizada como padrio de Fator
Necrosante Citotéxico do tipo 1 (CNF 1), foram gentilmente cedidas pelo Dr. Jorge
Blanco (Universidade de Campostela, Lugo, Espanha).

Foram utilizados como controles, as amostras padrdes de E. coli H30 (VT
17), gentilmente cedida por Dr. J. Konowalchuk (Canad4), J2 (VT 27, gentilmente cedida
por Dr. Y. Takeda (International Medical Center of Japan) e 40T(LT I'), gentilmente
cedida por Dr. L. R. Trabulsi (Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo).

Nos ensaios para a realizag3o dos estudos epidemioldgicos, foram utilizadas
273 amostras de E. coli previamente isoladas e identificadas, coletadas de bezerros da

regido sudeste do Brasil.

2. Extra¢do do Fator Necrosante Citotéxico 2 (CNF2)

A extrac@o do Fator Necrosante Citotoxico 2 (CNF 2) foi realizada por 4

diferentes métodos:

2.1. Mitomicina C
A extragio de CNF 2 por Mitomicina C foi realizada segundo metodologia
descrita por Blanco & Blanco (1993a). A amostra de E. coli B26a foi cultivada em 20 ml

de Trypticase Soy Broth (TSB, Difco) sob agitagio de150 rpm a 37°C por 5 horas. Apos
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este periodo, a Mitomicina C foi adicionada ao crescimento bacteriano na concentragio de
1 pg/ml, que foi mantido sob agitagio a 37°C por mais 15 horas. O sobrenadante da
cultura bacteriana foi obtido por centrifugago (10.000 rpm, 10 min, 4°C) e armazenado a

-20°C até o momento da realizagiio do ensaio em cultura de células.

2.2. Polimixina B
Para a extragio por Polimixina B seguiu-se o método descrito por Karmali

et al. (1985). A amostra de E. coli B26a foi cultivada em 20 ml de TSB (Difco) sob
agitacdo de 150 rpm a 37°C por aproximadamente 5 horas. O crescimento bacteriano foi
centrifugado (10.000 rpm, 10 min, 4°C) e o precipitado bacteriano lavado 2 vezes com
fosfato salina tamponada pH 7,4 (PBS) e ressuspenso em 1 ml de PBS contendo 0,1
mg/ml de Polimixina B (Sigma), sendo incubado em banho-maria a 37°C por mais 30
minutos. A suspensdo bacteriana foi entio centrifugada (10.000 rpm, 20 min, 4°C) ¢ o
sobrenadante foi coletado e armazenado a -20°C até o momento do ensaio em cultura de

células.

2.3. Ultra-som
A extracdo de CNF 2 por ultra-som foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Blanco & Blanco (1993a), com algumas modificagdes. A
amostra padrdo de CNF 2 foi cultivada em 20 ml de TSB (Difco) por 18 horas sob
agitac&o de 150 rpm a 37°C, sendo em seguida centrifugada (10.000 rpm, 10 min, 4°C), e
o precipitado ressuspenso em 1 ml de PBS. A suspensiio bacteriana foi entio submetida a

ultra-som (Sonics & Materials Inc., Vibra Cell) por 5 minutos (10 ciclos de 30 segundos),
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em banho de gelo. Apos a sonicagio, a suspensio bacteriana foi novamente centrifugada

(10.000 rpm, 20 min, 4°C), sendo o sobrenadante coletado e armazenado a -20°C até o

momento do ensaio em cultura de células.

2.4. “Freeze-thawing” (congelamento e descongelamento)
A extracdo de CNF 2 por “freeze-thawing” seguiu metodologia descrita por

Blanco & Blanco (1993a). A amostra padrio de CNF 2 foi cultivada em 20 m! de TSB
(Difco) sob agitagio de 150 rpm a 37°C por 18 horas. Apos o periodo de incubagio, o
crescimento bacteriano foi centrifugado (10.000 rpm, 10 min, 4°C) ¢ o pellet bacteriano
ressuspenso em 1 mi de PBS, quando entdio, sofreu 2 ciclos de congelamento (-20°C) ¢
descongelamento (37°C). A suspensio bacteriana foi novamente centrifugada (10.000 rpm,

10 min, 4°C) e o sobrenadante coletado e armazenado a -20°C até o momento do ensaio

em cultura de células.

3. Detecciio de citotoxinas em cultura de tecido

3.1. Preparo das culturas celulares
As células Vero, provenientes de rim de macaco verde africano e as células
HeLa, provenientes de carcinoma de Utero humano, obtidas dos estoques do Laboratério
de Cultura Celular (Depto. Microbiologia e Imunologia, LB. | UNICAMP), estocadas em
nitrogénio liquido, foram rapidamente descongeladas em banho-maria a 37°C, lavadas com
meio Eagle (Cultilab) e transferidas para uma garrafa de cultura de células contendo Eagle

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Cultilab) e 1% de solugdo de
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antibiéticos contendo penicilina 1.000 U/ml e estreptomicina 250 pg/ml (Sigma). Os
frascos de cultura foram, entdo, incubados em estufa a 37°C por 48 horas, até formacio de
tapete celular.

Apbs esse periodo, o meio de cultura foi descartado, sendo adicionado a
cultura celular solugdo de Tripsina-Versene (ATV, IAL) para o deslocamento do tapete
celular. As células foram entfio ressuspensas em Eagle acrescido de 10% de SEB e 1% de
solugdo de antibidticos, em um nimero estimado de 2,5x10° células/ml. A suspensio de
células foi distribuida em microplacas de 96 concavidades, em volume de 0,1 ml por

cavidade e incubadas em atmosfera de 5% de CO, por 24 horas.

3.2. Emsaio do CNF 2
Apés a formagiio de monocamada celular nas microplacas, o meio de
cultura foi substituido por Eagle contendo 100 pg/ml de Gentamicina (Sigma) e o CNF 2
em teste foi aplicado nas células em dilui¢fio 1:4. Para titulagio, as amostras foram diluidas
na razdo 2, iniciando em 1:4 até 1:4.096. As placas permaneceram incubadas em estufa a

5% de CO; a 37°C e as leituras foram realizadas apés 24 e 48 horas de ensaio em

microscopio invertido.

4.1. Precipitaciio fracionada com sulfato de amdnia
A amostra bacteriana B26a foi cultivada em 6 litros de TSB (Difco) por 18

horas sob agitagdo (150 rpm) a 37°C. A suspensio bacteriana foi centrifugada (10.000
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rpm, 10 min, 4°C), e o precipitado bacteriano lavado em tamp3o Tris-HCI 0,025 M pH
8.5 e ressuspenso no mesmo tampdo em concentragio 20 vezes menor do que o volume
inicial de cultivo. A suspensdo bacteriana foi submetida a ultra-som em 10 ciclos de 30
segundos em banho de gelo, totalizando 5 minutos de sonicagfio. Em seguida, a suspensio
bacteriana foi novamente centrifugada (10.000 rpm, 20 min, 4°C) e o sobrenadante
coletado. O extrato de CNF 2 assim obtido foi inicialmente fracionado com 30% de
saturacdo de sulfato de aménia (Merck) sob agitagdo constante a 4°C por 3 horas. Com o
sobrenadante obtido apds a centrifugagfio, foram realizados novas precipitacdes com 60 e
80% de saturag@o, do mesmo modo como para 30%. Apos 3 horas de homogeneizagio do
sal com o extrato bacteriano, a suspenséo foi centrifugada (10.000 rpm, 10 min, 4°C) e as
proteinas que precipitaram naquela determinada concentragio de sulfato de aménia foram
ressuspensas em Tris-HC1 0,025 M pH 8,5 e extensivamente dialisadas contra o mesmo
tampdo a 4°C, com varias trocas do tampio.

As proteinas que precipitaram a 30, 60 ¢ 80% de saturagio de sulfato de

amonia foram dialisadas e posteriormente ensaiadas em células Vero para a verificagio da

atividade biologica.

4.2. Cromatografia em Q-Sepharose Fast Flow
O Fator Necrosante Citotoxico 2 (CNF 2) precipitado com su]fato de
am(“).nia foi cfomatégrafado em. re#iﬂ# de troca amodnica Q-Sepharose Fast Flow
(Pharmacia) (15 cm x 4 cm), equilibrada com tampio Tris-HCl 0,025 M pH 8,5. Foram
aplicados aproximadamente 200 mg de proteinas totais e a eluicio do material foi realizada
com um fluxo de 8 mi/min, com gradiente de NaCl ndo linear, ou seja, apos a passagem de

aproximadamente 3 volumes da coluna foi aumentada a concentragio de NaCl no tampdo.
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Para tanto, foram utilizados tampdes Tris-HCI 0,025 M pH 8,5 com concentragdes de
Na(l variando de 0,1 M a 0,5 M, com intervalos de 0,05 M. A cromatografia foi
monitorada em espectrofotdmetro (LKB Uvicord SH, Pharmacia) com comprimento de
onda de 280 nm, sendo o perfil cromatografico registrado (LKB REC 101, Pharmacia).

Cada fragdo eluida foi concentrada em AMICON com membrana XMS50
(AMICON) e aplicadas em células Vero para verificar a atividade biologica. O volume da
fragdo que continha a atividade biolégica foi novamente diminuido através da concentragio
em “speed-vac” (IS 110, Savant) e extensivamente dialisado contra tampdo Tris-HCI 0,05
M contendo NaCl 0,15 M pH 7,4 (TBS) para dar continuidade ao processo de purificagio
do CNF 2.

4.3. Cromatografia em Superdex 200
A fragio eluida apés cromatografia em Q-Sepharose foi aplicada em
Superdex 200 (Pharmacia) (90 ¢cm x 1,6 cm ), equilibrada com tampdo Tris-HC1 0,05 M
NaCl 0,15 M pH 7,4 (TBS). Foram aplicados cerca de 3 mg de proteinas totais na coluna

¢ eluidas a um fluxo de 1 mi/min, coletando-se 2,5 ml por fragio.

- ~—O-perfil - cromatografico - foi “monitorado ~ e espectrofotometro (LKB
Uvicord SII, Pharmacia) no comprimento de onda de 280 nm e registrado (LKB REC 101,
Pharmacia). As fragSes foram coletadas em coletor de fragdes (LKB Super Frac,
Pharmacia) e testadas em células Vero para verificar a atividade bioldgica. As fragdes que

continham atividade biol6gica foram concentradas em “speed-vac” (IS 110, Savant).
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5. Determinaciio da concentra¢io protéica

A determinacio da concentragiio protéica de CNF 2 foi realizada segundo
metodologia descrita por Hartree (1972). A 1 ml do CNF 2 diluido a 1:10 foi acrescentado
0,9 ml da solugéo A e procedeu-se uma incubagio de 10 minutos a 50°C. ApoOs a solugiio
voltar a temperatura ambiente, foi acrescentado 0,1 ml da solugdo B e 0 ensaio foi, entiio,
mantido em temperatura ambiente por 10 min. Apés o tempo de incubagZo, 3 ml da
solugdo C (reativo de Folin) foram acrescentados 4 solugdo e houve nova incubagio a
50°C por 10 min. Apés voltar a temperatura ambiente, procedeu-se a leitura em

espectrofotometro (DU-65 Spectophotometer, Beckman) no comprimento de onda de 650

nimt.

Como padrdo de concentragdes protéicas foi utilizado soroalbumina bovina

(BSA, Calbiochem) em concentragées conhecidas.

6. Eletroforese

6.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida convencional (PAGE) foi realizada
com algumas modificagdes na metodologia de Davis (1964). A montagem dos géis e as
condi¢des de corrida seguiram metodologia descrita no “Hoefer Catalog and Exercises”
(1991). O gel de resolugdo foi preparado na concentragdo de 7,5% de acrilamida. Foram

utilizados padrdes de massas moleculares conhecidos (Pharmacia) para a verificagio do
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perfil de corrida. As amostras a serem estudados os perfis eletroforéticos foram aplicadas
no gel e submetidas a uma corrente constante de 1,5 mA por amostra aplicada.
A evidenciagio das bandas protéicas foi realizada através da coloragdo dos

géis por praia, segundo metodologia descrita por Blum e al. (1987).

6.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condicdes denaturantgs (SDS-
PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida em condigdes denaturantes (SDS-

PAGE) foi realizada com algumas modificagdes na metodologia descrita por Laemmli
(1970). Assim como em PAGE convencional, 2 montagem dos géis e as condicbes de
corrida seguiram metodologia descrita no “Hoefer Catalog and Exercises” (1991). O gel
de resolugfio foi preparado a uma concentragiio de 10% de acrilamida. Foram utilizados
padrdes de peso molecular conhecidos (Pharmacia) para a estimativa da massa molecular
do CNF 2. As amostras a serem estudados os perfis eletroforéticos em condices
denaturantes foram aplicadas no gel e¢ submetidas a uma voltagem de 50V por

aproximadamente 14 horas.

A coloragdo por prata foi realizada segundo metodologia descrita por Blum

et al. (1987).
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7. Caracterizaciio sorolégica do CNF 2

7.1. Producio de antissoros
7.1.1. Producio de antissoro em coelhos
A producdo de antissoro em coelhos foi realizada com o CNF 2 eluido de
Q-Sepharose Fast Flow, que foi aplicado em gel de poliacrilamida convencional (PAGE) e
corado com Coomassie (Coomassic Blue R250 0,27%, metanol 54%, acido acético
13,5%). A banda protéica correspondente a0 CNF 2 foi excisada do gel, macerada na
presenga do tamp3o TBS e em seguida centrifugada (5.000 rpm por 10 minutos), para a
retirada das proteinas da malha de poliacrilamida, como descrito por Harlow & Lane
(1988), com algumas modificacdes.
O sobrenadante obtido através da centrifugacio foi diluido a uma
concentracio final de 50 ug de CNF 2 e misturado ao adjuvante de Freund completo em
partes iguais (voluxhe a volume).

As inoculagdes foram realizadas de acordo com recomendagdes de De

~Rycke et al. (1989), com alteragio introduzida na Gitima inoculagio. Para a produg¢ao do
antissoro foram utilizados 2 coelhos albinos da raga New Zealand, com dois meses de
idade. A primeira inoculagao foi reafizada por via intradérmica em pontos diferentes no
dorso dos animais, aplicando-se 2 ml da mistura de CNF 2 com o adjuvante completo em
cada animal. Apbés 30 dias, uma segunda dose sem adjuvante foi inoculada da mesma
forma. Outras duas doses de 50 ug foram inoculadas com intervalos de uma semana, sem

adjuvante.
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Antes de cada inoculaciio foram feitas sangrias de prova e 0§ SOros
previamente descomplementados por aquecimento a 56°C por 30 minutos foram avaliados

por soroneutralizagdo em células Vero. Apés 1 semana da 4° inoculacdo foi feita sangria

total dos dois coelhos.

7.1.2. Produgio de antissoro em camundongos
A produgio de um segundo anticorpo foi realizada em 20 camundongos da
raga Swiss, com 6 semanas de idade. O antigeno a ser inoculado foi preparado como
descrito para a produgdo de antissoro em coelho. As inoculagdes foram realizadas de

acordo com a metodologia descrita por Haque et al. (1992).

Apds eluicdo de CNF 2 do gel, 20 pg de proteina foi misturada ao
adjuvante de Freund completo, volume a volume, e inoculada em camundongos, por via
intraperitonial (0,2 ml da mistura por animal). Apés 30 dias uma segunda dose foi aplicada
sem a adigdo de adjuvante. Duas outras inoculagdes foram realizadas com intervalos de 20
dias e, apoOs sangria de prova com resultados favoraveis em soroneutraliza¢io, foi realizada

sangria total dos animais. Antes de ser utilizado no ensaio de soroneutralizagio, o soro foi

descomplementado por aquecimento a 56°C por 30 minutos.

7.2. Titulaciio do efeito neutralizante dos antissoros em células Vero
A capacidade dos antissoros anti-CNF 2 de neutralizarem o efeito biolbgico
dos extratos bruto de CNF 1, CNF 2, VT 1, VT 2 e LT I em sobrenadantes de cultura, foi

verificada em cultura de células Vero.
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Inicialmente foi titulada a atividade citotoxica dos extratos de todas as
citotoxinas em células Vero. Foi considerado para uso no ensaio de neutralizagio a
diluigdo anterior & Gltima que apresentou atividade citotoxica nesta célula.

Os antissoros foram descomplementados (56°C por 30 min) e em seguida
diluidos em série, na razo 2, até 1:2048, em volumes de 50 pl. Para cada diluigdo do
antissoro foram adicionados 50 ul de cada toxina previamente titulada. A mistura foi
incubada por 1 hora a 37°C.

Ao final da incubagfo, a mistura foi aplicada sobre monocamadas de células
Vero e observadas por 24 e 48 horas. Foi considerado como titulo neutralizante a tiltima

dilui¢do do antissoro que neutralizou o efeito citotéxico das toxinas.

7.3. Imunodifusio radial dupla
A técnica de imunodifusio radial dupla para a analise sorolégica foi
realizada segundo Quchterlony (1958). Sobre uma lamina de vidro (7,5 cm X 2,5 ¢cm) foi
colocada uma camada de 0,15 cm de espessura de 4gar noble (Sigma) a 1 % em salina 0,15

M. Os orificios foram feitos utilizando molde proprio para este fim, sendo a distincia entre

os orificios padronizada.

Para o estudo da identidade entre os antigenos CNF 1 e CNF 2 foi colocado
no orificio central os antissoros de coelho e camundongo e nos orificios laterais CNF 1 e
CNF 2.

A especificidade dos antissoros anti-CNF 2 foi avaliada absorvendo os
soros com 0 extrato bacteriano de CNF 1, onde 2 volumes de extrato bruto de CNF 1
foram adicionados a 1 volume do antissoros anti CNF 2 previamente descomplementado.

A mistura foi incubada por 1 hora a 37°C e 18 horas a 4°C e centrifugada a 10.000 pm
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por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante assim obtido foi entio aplicado no ensaio de
imunodifuséo radial dupla.

Os ensaios foram realizados em cimara Gmida por 24 horas a temperatura
ambiente e em seguida, as ldminas foram extensivamente lavadas com salina 0,15 M, com
varias trocas da solugdo salina e secas em estufa. Em seguida, as l4minas foram coradas
com Coomassie (Coomassie Blue R250 0,27%, metanol 54%, acido acético 13,5%) por 5
minutos e descoradas com solugio descorante (metanol 30%, 4cido acético 10%) até que

aparecessem somente as linhas de precipitagdo que se formaram.

7.4. Purificacio de IgG da camundongo
A purificagio de IgG de camundongo foi realizada através de cromatografia
de afimdade em resina de Sepharose-Proteina A, equilibrada com tampdo fosfato 0,1 M
pH 8,0, a um fluxo de 40 ml/hora. Apés a aplicago do soro e de toda a sua passagem pela
resina, esta foi lavada com tamp#o fosfato 0,1 M pH 8,0, de maneira a retirar o material
que ndo se aderiu 4 resina. O material adsorvido ao gel foi eluido em volumes de 5 ml por

tubo com tampio Glicina-HCl 0,1M pH 2,8. Os tubos de coleta continham 400 pl de

tampdo Tris-HCI 1T M pH 8,5 para a neutralizacdo das amostras. A eluigdo foi
interrompida quando a leitura espectrofotométrica a 280 nm das amostras coletadas se
mostraram inferiores a 0,05.

As fragbes que apresentaram absorbéncias mais elevadas foram reunidas e
dialisadas contra PBS e as proteinas foram dosadas atraveés do método de Hartree (1972).

O material foi estocado a temperatura de -20°C até o momento do uso.
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7.5. Ensaio imunoenzimdtico (ELISA)
7.5.1. Padronizacio do teste
A padronizagdo do ensaio imunoenzimitico (ELISA) foi inicialmente
realizada absorvendo na placa ¢ CNF 2 purificado diluido em tampdo carbonato-
bicarbonato em dilui¢Ses seriadas (0,5ug, 1,0ug, 2,5ug, Sug e 10 ug). Apos a placa ser
bloqueada, foram acrescentadas dilui¢des em série do antissoro de coelho e da IgG de

camundongo purificada para a verificagio de quais diluigdes de CNF 2 e dos antissoros

deveriam ser utilizadas nos ensaios de ELISA.

7.5.2. Ensaios de ELISA
O ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi realizado pelo método “sandwich”,
onde a placa de 96 concavidades foi sensibilizada com 100 pl do anticorpo de camundongo
diluido em tampdo carbonato-bicarbonato por cavidade e incubada por 18 horas a 4°C.
Apés o periodo de incubagio, a placa foi lavada 3 vezes com PBS-T (fosfato 0,05 M,
NaCl 0,15 M, Tween 20 0,05%) por 2-3 minutos cada lavagem e em seguida, cada

concavidade foi bloqueada com a adigfio de 200 pl de leite desnatado a 5% em PBS-T e

incubadas por 2 horas a 37°C. Apds novo processo de lavagem, foram adicionados 100 pl
das citotoxinas em teste, diluidas em PBS, por cavidade e houve nova incubagio de 2
horas a 37°C. Foram utilizados nos ensaios de ELISA sobrenadantes de amostras
produtoras de CNF 1, CNF 2, VT 1, VT 2 ¢ LT I em TSB, extraidos por Mitomicina C.
Como controles foram utilizados sobrenadante de amostra negativa para qualquer
citotoxina e TSB estéril. Novo processo de lavagem foi realizado, sendo adicionados, em

seguida, 100 ul do soro anti-CNF 2 de coelho diluido em PBS. Passadas 2 horas de
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incubagdo a 37°C, as placas foram novamente lavadas e foram adicionados 100 pl de
conjugado marcado com peroxidase e novamente houve incuba¢io de 2 horas a 37°C.
Apo6s o periodo de incubagio, a placa foi lavada e revelada com ortofenilenodiamina
(OPD, Sigma). O “stop” da reagio foi realizado com a adi¢io de 100 pl de H,S0, 2 M por
concavidade.

A leitura da reagdo foi realizada em leitor de ELISA (Labsystem Multiskan
BICHROMATIC) com filtro de 492 nm. Como branco da reaciio foi deixada uma coluna

da placa sem adigdo de qualquer componente da reagio, exceto o revelador e o bloqueador

da reacédo.

7.6. “Wersten-blot”

Para a realizagio do “wersten-blot” inicialmente foram realizadas
eletroforeses em gel de poliacrilamida convencional (PAGE) e em condigdes denaturantes
(SDS-PAGE). Ao término da eletroforese, os géis foram transferidos para cuba propria
para a realizagdo da transferéncia das bandas protéicas do gel para a membrana de

nitrocelulose, através de corrente elétrica de 30 V, por 18 horas.

Apés a transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi corada por Ponceau a
5% para verificar a ocorréncia da transferéncia. A membrana foi entdo bloqueada com leite
desnatado a 5% em PBS por 1 hora sob agitagio constante. Apds o bloqueio, a membrana
foi lavada com PBS e exposta ao soro anti-CNF 2 por mais 1 hora sob agitacio constante.
Em seguida, apos repetigio do processo de lavagem, a membrana foi exposta ao anticorpo
secundario (anti IgG de camundongo ou de coelho) marcado com peroxidase, também por
1 hora com agitag@o constante. E finaimente, a reagfio foi revelada com diaminobenzidina

(DAB, Sigma), tendo como substrato perdxido de hidrogénio (H,O,).
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7.7. “Dot-ELISA”
O teste de “dot-ELISA” foi realizado em tiras de membfana de
nitrocelulose, onde 5 pul dos sobrenadantes de amostras produtoras de CNF 1, CNF 2, VT
1, VT 2, LT I extraidas com Mitomicina C ¢ TSB estéril foram aplicados diretamente na

fita e 0 processo, a partir do bloqueio com leite desnatado prosseguiu da mesma maneira

como descrito para o “wersten-blot™.

O teste de “dot-ELISA™ foi também realizado com a sensibiliza¢do da fita
de nitrocelulose com a IgG de camundongo. Apos a sensibijizagﬁo da fita com o anticorpo
de camundongo, a fita foi bloqueada com leite desnatado, e em seguida as toxinas em teste
foram aplicadas por sobre o anticorpo de camundongo. O processo dai em diante seguiu

como descrito para “wersten-blot™.

8. Caracterizacio biolégica do efeito produzide por CNF 2

8.1. Ensaio em animais

Para a realizagdo do ensaio em pele de coelho foi seguida metodologia
descrita por Blanco & Bianco (1993a), onde foram utilizados 2 coelhos albinos da raga
New Zealand, com 2 meses de idade. O dorso dos animais foi depilado e quadriculado com
0 auxilio de uma caneta. Foram inoculados 0,1 ml de CNF 2 extraido por ultra-som. As
inoculagdes foram realizadas em pontos diferentes no dorso de cada animal. Apés 24 horas

de inoculagdo, os animais foram sacrificados e a pele da parte dorsal foi retirada do COTpO
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do animal, sendo observada a por¢do interna. Foi considerada amostra positiva aquela que
foi capaz de causar necrose na pele do coelho.
Como controles foram utilizados sobrenadantes de amostras produtoras de

CNF 1, LT L, sobrenadante de amostra nfio produtora de toxina e salina 0,15M.

8.1.2. Necrose em pata de camundongo

O ensaio em pata de camundongo foi realizado segundo metodologia de
Blanco & Blanco (1993a). No ensaio, foram utilizados camundongos da raga Swiss,
pesando entre 23 ¢ 27 gramas. Foram injetadas nas patas traseiras dos animais, 50 pl de
sobrenadante de CNF 2 extraido por ultra-som. Para cada amostra foram utilizados 3
camundongos.

Como controles foram utilizados sobrenadantes de amostras produtoras de
CNF 1, LT I, sobrenadante de amostra negativa para toxina e salina 0,15 M.

Os animais foram mantidos por 7 dias, observando-se a ocorréncia de

necrose.

8.2. Teste de viabilidade celular em Vero e HeLa
O teste de viabilidade celular foi realizado em células Vero e Hel.a, segundo
metodologia descrita por Borenfreund & Puerner (1984). Inicialmente o CNF 2 foi
aplicado nas células, juntamente com os sobrenadantes de amostras positivas para CNF 1,
VT 1, VT 2 e LT I extraidas por Mitomicina C, que serviram de controle.
Apos 24 horas da aplicacio das citotoxinas, o meio foi substituido por 0,2

ml de solugio de vermelho de neutro (50 pg/ml) por concavidade e a microplaca foi
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novamente incubada em estufa a 37°C por mais 3 horas, para a incorporagdo do corante.
Em seguida, o corante foi desprezado e as microplacas foram incubadas por 2 a 3 minutos
com uma solugdo de cloreto de calcio e formol para a retirada do corante que ndo foi
incorporado pelas células. Novamente foi deéprezado o sobrenadante, € as cavidades
foram preenchidas com 4cido acético-etanol. As placas permaneceram por 15 minutos em
temperatura ambiente para a retirada do corante do interior das células.

Como controles foram deixadas células tratadas e ndo tratadas com a toxina
sem a adi¢80 do corante vermelho de neutro, que serviram como branco da reagdo. Células
normais, ou seja, sem adiggo de citotoxinas, com a adigio de vermelho de neutro, serviram
como o controle de 100% da reacdo, correspondendo as células viaveis.

A leitura da reag8o foi realizada em leitor de ELISA (Labsystem Multiskan
BICHROMATIC), utilizando filtro de 540 nm.

8.3. Estudo dos efeitos de CNF 2 sobre células
8.3.1. Efeito de multinucleaciio celular

As celulas Vero e HeLa foram crescidas sobre laminulas, em placas de 24

concavidades, onde em cada concavidade foram adicionadas 10° cétulas/ml. As placas
foram incubadas em estufa a 5% de CO, a 37°C. Apés 24 horas de incubagio,
aproximadamente 50 ug do extrato semi-purificado que contém CNF 2 foi aplicado nas
 células e as placas. retornaram a esfufa. B -

Apbs 8, 24 e 48 horas de tratamento, as laminulas foram lavadas com PBS e
fixadas em uma solucdo de formaldeido a 10% em PBS por 1 hora. As laminulas foram
entdo lavadas com 4gua destilada e, em seguida coradas segundo metodologia de Mello &

Vidal (1980), pelo Azul de Toluidina (AT) a 0,025% em tampdo Mc Ilvane a pH 4,0.
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Ap6s 15 minutos de coloragio a temperatura ambiente, as laminulas foram lavadas 3 vezes
com agua destilada para a retirada do corante em excesso, secas ao ar e diafanizadas em
xilol. As laminulas foram montadas sobre liminas, utilizando-se o balsamo do Canada.
Foram contadas as células com 1, 2, 3 e 4 ou mais nicleos tanto nas células
tratadas com CNF 2 como nas células controle (sem citotoxina). Em cada tempo de
incubago procurou-se analisar os niicleos de aproximadamente 1.000 células, encontradas

em campos microscopicos tomados ao acaso.

8.3.2. Identificaciio dos componentes do citoesqueleto
As células Vero e Hel.a foram cultivadas sobre laminulas do mesmo modo
como descrito para a verificagio do efeito de multinucleagdio celular. As laminulas foram
retiradas apos 8, 24 € 48 horas de tratamento.
A actina filamentar foi identificada pelo uso de faloidina acoplada ao
isotiocianato de tetrametilrodamina (Sigma) e os microtibulos identificados pela
localizagdo imunocitoquimica de B-tubulina com o emprego de anticorpo monoclonal TUB

2.1 (Sigma) e secundario anti-imunoglobulinas de camundongo acoplado ao isotiocianato

de fluoresceina (Sigma). O protocolo utilizado foi uma adaptacio do método de Gard

(1993).

As laminas foram montadas com DABCO (meio de montagem contendo

- anti-fading) ¢ examinadas e fotografadas em microscopio de fluorescéncia Axioskop

(Zeiss).
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9. Estudo epidemiologico
O estudo epidemioldgico foi realizado a partir de 273 amostras de

Escherichia coli isoladas de bezerros, para a verificagdo de produgfio de citotoxinas e

hemolisinas.

9.1. Extracio de citotoxinas
A extragio das citotoxinas foi realizada segundo metodologia de Blanco &
Blanco (1993a). As amostras foram inicialmente crescidas em 5 ml de TSB (Difco) com
agitacdo a 37°C. Apés 5 horas de incubago, foi adicionado 1 ug/ml de Mitomicina C aos
crescimentos bacterianos, que ficaram incubados por mais 15 horas sob agitacdo. As
culturas bacterianas foram entio centrifugadas (3.000 pm, 30 min, 4°C) e os
sobrenadantes, assim coletados, foram ensaiados em células Vero para a verificacio da

produggo de citotoxinas. O teste foi realizado com os sobrenadantes de cultura diluidos a

1:10.

Como controles dos ensaios foram utilizadas as amostras produtoras de

CNF 1, CNF 2, VT 1, VT 2 e LT I, sendo as toxinas extraidas da mesma forma como

descrito acima.

9.2. Preducio de hemolisinas
A producio de hemolisinas pelas amostras isoladas de bezerros foi testada
em placas de agar sangue. As amostras bacterianas foram crescidas por 20 horas em TSB
(Difco) e semeadas nas placas de agar sangue, utilizando hemacias de carneiro a 5%

lavadas com PBS, segundo metodologia descrita por Beutin ef al. (1988). As amostras
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com suspeita de serem produtoras de enterohemolisina foram novamente semeadas em

placas de agar sangue com hemécias nfo lavadas, segundo recomendacdes de Beutin ef .

(1986).
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RESULTADOS

1. Extrac¢do do Fator Necrosante Citotéxico 2 (CNF 2)

Apds o crescimento da amostra padrio de Escherichia coli B26a produtora
de CNF 2 em TSB, o crescimento bacteriano foi submetido i 4 diferentes métodos de
extragio de toxina, uma vez que ji se sabia que o CNF 2 ndo era liberado nos
sobrenadantes de cultura.

O CNF 2 obtido nos diferentes métodos de extraciio foi titulado em células
Vero para a verificagdo da atividade biologica. Na Tabela 1 podem ser observados os

titulos de CNF 2 obtidos nas células Vero, nos 4 métodos de extracio utilizados.

Tabela 1 - Estudo comparativo dos métodos de
extracdo de CNF 2 em células Vero.

Método de extracio Titulo®
Mitomicina C 1024
Ultra-som 1024
“Freeze-thawing” 512

a - mverso do maior titulo com atividade biolégica

De acordo com os resultados obtidos em cultura de células Vero (Tabela
1), as extragdes do CNF 2 por Mitomicina C e ultra-som apresentaram titulo de atividade
biologica em células Vero de 1: 1.024, uma casa de diluigdo a mais do que as extrages

realizadas por Polimixina B e “freeze-thawing”.
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A Figura 1 ilustra o efeito biologico produzido por CNF 2 em células Vero,
HelLa e CHO, apos 24 horas de tratamento.
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Figura 1 - Efeito da atividade biologica do CNF 2 em células Vero, HeLa e CHO. A -

células Vero controle; B - células Vero tratadas com CNF 2; C - células HeLa controle; D
- células Hel.a tratadas com CNF 2; E - células CHO controle; F - células CHO tratadas
com CNF 2. Aumento: 100 X,
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2. Purificacio do CNF 2

2.1. Precipitacgio fracionada com suilfato de aménia
Apos a extragdo do CNF 2 por ultra-som, foram realizadas precipitagdes
fracionadas com sulfato de amonia a 30, 60 e 80% de saturacfo. A atividade biologica de
CNF 2 foi verificada na fragio precipitada a 60% de saturagio de sulfato de amoénia,
enquanto que nas fragdes precipitadas a 30 e 80% de sulfato de amdnia nio foi observado

o efeito citopatico caracteristico de CNF 2 em células Vero.

2.2. Cromatografia em Q-Sepharose Fast Flow
A cromatografia em resina de troca anidnica Q-Sepharose Fast Flow
(Pharmacia) foi realizada aplicando-se o0 CNF 2 extraido por ultra-som e precipitado 2
60% de saturacgio de suifato de amonia, tendo sido realizado um fracionamento inicial com
30% de sulfato de amonia.
O volume de cada fragdo coletada foi concentrado por ultrafiltracio em
AMICON com a utilizacio da membrana XM 50 (AMICON). Apés reduzir o volume das

fragOes, essas foram aplicadas em células Vero para verificar a atividade biologica do CNF

2.

O efeito citopatico foi observado na fragdo eluida com o tampio Tris-HCI

0,025 M pH 8,5 acrescido de NaCl 0,25 M (Figura 2).
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Figura 2 - Perfil cromatografico da elui¢io de CNF 2 em Q-Sepharose Fast Flow a 280
~nm (hinha azul). A linha amarela representa o gradiente de NaCl realizado com 0.1, 0,15,
0,2, 0,25, 0,3, 0,35 e 1 M de NaCl. A barra vermetha indica a fragio com atividade

biologica.
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2.3. Cromatografia em Superdex 200
O CNF 2 eluido de Q-Sepharose Fast Flow (Figura 2) foi concentrado para
aproximadamente 3 mg/ml e extensivamente dialisado contra tampéo Tris-HC1 0,05 M pH
7,4 (TBS) e aplicado em Superdex 200 (Pharmacia), equilibrada com esse mesmo tampo.
O perfil cromatografico de CNF 2 em Superdex 200 pode ser observado na

Figura 3. A atividade biolégica do CNF 2 foi observada em 8 fragbes, sendo que cada uma

delas foi concentrada separadamente em “speed vac”.

Tabela 2 - Purificacio do CNF 2.

Etapa de purificagio Proteinas totais (mg) Atividade biologica®  Atividade especifica’

Sonicado 686,40 256 0,37

Pptdo 60% 225,20 512 2,27

Elui¢do Q-Sepharose 26,40 1024 38,78
Elui¢do Superdex 200 0,175 512 292571

a - Inverso do maior titulo com atividade bioldgica
b - Atividade especifica = atividade biolégica/proteinas totais

A atividade especifica do CNF 2, como pode ser observado na Tabela 2,
teve um aumento significativo, sendo que a atividade especifica ao final do processo de
purificagdo foi de 2.957,71. Esses dados permitem observar que do extrato bruto para a

ultima etapa da purificagdo, a pureza do CNF 2 aumentou em 7.907 vezes.
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3. Eletroforese

3.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)
O material obtido em cada processo de purificagiio do CNF 2, foi analisado
em eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢Bes nio denaturantes (PAGE) para a
verificag@o do grau de pureza desta proteina.
O perfil eletroforético de CNF 2 em PAGE pode ser observado na Figura 4.
Apos a cromatografia do CNF 2 em Q-Sepharose Fast Flow e em Superdex 200, pode-se

observar a presenca de apenas uma banda protéica.

3.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des denﬁturantes (SDS-
PAGE)
A analise eletroforética em gel de poliacrilamida em condigdes denaturantes
(SDS-PAGE) foi realizada com CNF 2 purificado para a verificar a existéncia de
subunidades.
Em observagiio 4 Figura 5, pode-se notar a presenca de duas bandas

protéicas, com massas moleculares estimadas em 50,932 kDa e 30,017 kDa, de acordo

com os padrdes de peso molecular conhecidos, segundo programa idealizado pelo Prof.

Dr. Adilson Leite (CBMEG, UNICAMP).
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Figura 4 - Perfil eletroforético de CNF 2 em gel de poliacrilamida convencional (PAGE).

A seta indica a banda protéica correspondente ao CNF 2.
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Figara 5 - Perfil eletroforético de CNF 2 em gel de poliacrilamida denaturante (SDS-
PAGE). 1. Padrio de peso molecular (kDa); 2. CNF 2 tratado com 10% de pB-

mercaptoetanol; CNF 2 sem tratamento com B-mercaptoetanol.
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4. Caracterizacio sorolégica do CNF 2

4.1. Titulacie do efeito neutralizante dos antissoros
A titulagdo do efeito neutralizante dos antissoros anti-CNF 2 produzidos

em coelhos e camundongos realizada em células Vero pode ser observada na Tabela 3.

Tabela 3 - Eferto neutralizante dos antissoros de coelhos e camundongos.

Citotoxinas Antissoros
coelhos camundongos
CNF 1 64° 64
CNF 2 512 512
VT 1 S -
VT 2 - -
LTI - -

a - inverso do maior titulo obtido na soroneutralizacio em células Vero
b - ndo ocorreu soroneutralizagio

Pode-se notar que os antissoros anti-CNF 2 produzidos em coelhos e
camundongos neutralizam também CNF 1. No entanto, a neutralizagio dos antissoros com
seu homologo apresenta titulo maior (1:512) do que o titulo do efeito neutralizante sobre

CNF 1 (1:64).

4.2. Imunodifusio radial dupla
Como pode ser observado na Figura 6, tanto no ensaio realizado com o

antissoro de coelho (Figura 6A) como no de camundongo (Figura 6B) observa-se
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formagdo de linha de precipitagdo frente ao CNF 2, apresentando identidade parcial em
relagdo ao CNF 1.

Quando o antissoro de coelho foi absorvido com CNF 1, este passou a ngo
reconhecer mais CNF 1 no ensaio de Quchterlony (Figura 6C). No entanto, os mesmos
resultados ndo foram observados quando o ensaio foi realizado com o soro de
camundongo. Neste ensaio, o antissoro nfo reconheceu CNF 1, mas também ndo
reconheceu CNF 2, ndo existindo nenhuma linha de precipitagio frente a esses dois

antigenos.

4.3. Purificacio da IgG de camundongo
A purificacio da IgG de camundongo foi realizada em cromatografia de
afinidade Sepharose-Proteina A. O perfil cromatografico da purificacio da IgG de
camundongo pode ser observado na Figura 7. No gréfico esta representado apenas o pico
da eluigdio da IgG, uma vez que nfo foram feitas coletas nos procedimentos anteriores.
As fragbes que foram utilizadas nos ensaios sorologicos estio indicadas

pela barra em vermelho.
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Figura 6 - Imunodifusdio radial dupla. Os nimeros 1 e 2 indicam CNF 1 e CNF 2,

respectivamente. O S representa o antissoro. A - ensaio com o antissoro de coetho, B -

ensaio com a IgG de camundongo purificada, C - ensaio com o antissoro de coelho

absorvido com CNF 1.
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Figura 7 - Perfil cromatografico da eluigio de IgG de camundongo em Sepharose-
Proteina A. A barra em vermelho indica as fragGes que foram concentradas para a

utilizagdo nos ensaios sorologicos.
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4.4. Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

A padronizagio do ensaio imunoenziméatico (ELISA) foi realizada para
determinar quais diluicdes de CNF 2, do antissoro de coelho e da IgG purificada de
camundongo deveriam ser utilizadas nos ensaios subsequentes. Ficou estabelecido que nos
ensaios de ELISA seriam utilizados 150 pg/ml de IgG de camundongo purificada, 10 pg
de CNF 2 ¢ o soro de coelho diluido a 1:2.000.

Tendo estabelecida as diluigdes que seriam utilizadas no ensaio, o ELISA
fot montado na forma de “sandwich”, onde foram testados os sobrenadantes de amostras
positivas para CNF 1, CNF 2, VT 1, VT 2, LT I, sobrenadante de amostra negativa para
qualquer citotoxina, meio de cultura (TSB), VT 1 e VT 2 purificados.

Apés a leitura da reagio a 492 nm, verificou-se que nio havia
reconhecimento de CNF 2 somente, ou seja, a rea¢do apresentou resultados positivos para
todas as outras citotoxinas testadas. A leitura espectrofotométrica do meio de cultura,
apesar de ser maior do que a leitura do branco, ndo foi signiﬁcativa quando comparada aos

resultados obtidos ndo s6 para CNF 2 como para as outras citotoxinas.

De acordo com os resultados obtidos apos a leitura espectrofotométrica,
nio foi possivel determinar um indice de positividade para as amostras produtoras de CNF

2 devido & proximidade das leituras observadas para as outras citotoxinas.
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4.5. “Wersten-blot”

No ensaio de “wersten-blot” nfo foi possivel observar resultados que
pudessem esclarecer o reconhecimento entre os antissoros de coelho e camundongo ¢ a
banda protéica correspondente ac CNF 2.

Nos ensaios realizados com os géis de eletroforese em PAGE e SDS-PAGE
ndo foi possivel observar resultados que indicassem que os antissoros estivessem
reconhecendo o CNF 2. As membranas de nitrocelulose apresentavam apenas “borrdes”
quando reveladas apos o tratamento tanto com soro de coetho como com a IgG de

camundongo purificada.

4.6. “Dot-ELISA”

O resultado do ensaio de “dot-ELISA™ com o antissoro de coelho e a IgG
de camundongo purificada pode ser observado na Figura 8, onde foram utilizadas a IgG de
camundongo purificada (Figura 8A) e o soro de coelho (Figura 8B).

No segundo ensaio de “dot-ELISA”, a reagiio foi montada de acordo como

descrito para o ELISA (Figura 8C), onde a membrana de nitrocelulose foi sensibilizada

com a IgG de camundongo purificada, e apés o bloqueio da membrana com leite
desnatado, foram adicionadas as citotoxinas, o soro de coelho, o conjugado e o revelador
da reagdio, nesta sequéncia. Neste ensaio, também foi verificado o reconhecimento nio sO

de CNF 2 como também de todas as outras citotoxinas testadas.

56



Resultados

Figura 8 - “Dot-ELISA”. A - ensaio com a IgG de camundongo purificada; B - ensaio
com o antissoro de coelho, C - ensaio com a sensibiliza¢io da membrana de nitrocelulose
com a IgG de camundongo. Ao lado de cada fita estdo indicadas as toxinas em teste. TSB
indica- meio de cultura estéril e SN- indica sobrenadante de amostra negativa para

produgio de citotoxina.
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5. Caracterizaciio biolégica do efeito produzido por CNF 2

5.1. Ensaio em animais
5.1.1. Necrose em pele de coelho
Foram inoculados em pele de coelhos os sobrenadantes de amostras
produtoras de CNF 1, CNF 2, LT I e controles negativos. As toxinas CNF 1 ¢ CNF 2
foram capazes de causar necrose na pele de coelho, enquanto que LT I apenas causou um

edema no local da inje¢éo. Os controles negativos nio apresentaram reacdes.

5.1.2. Necrose em pata de camundongo
Os sobrenadantes de amostras produtoras de CNF 1 e CNF 2 e os controles
negativos foram aplicados nas patas traseiras de camundongos. O CNF 2 causou necrose
na pata do camundongo, levando as vezes a queda da porgdo necrosada, enquanto que o

CNF 1 causou apenas um edema no local de injec#io.

5.2. Viabilidade celalar

O estudo da viabilidade celular foi realizado tratando-se as células Vero e

HeLa por 24 horas com as citotoxinas CNF 1, CNF 2, VT 1, VT 2 e LT L Foram
utilizados controles positivos (100% de células vidveis) e controles negativos (células que
ndo receberam o corante).

Em células Vero, as células que receberam as citotoxinas CNF I,CNF2e
LT I apresentaram 100% de viabilidade, enquanto que as células tratadas com VT 1 e VT

2 apresentaram perda de 74% e 56% de viabilidade, respectivamente.

58



Resultados

Nos ensaios realizados em células HeLa, somente as células tratadas com
LT I apresentaram 100% de viabilidade. As células tratadas com CNF 1 ¢ CNF 2

apresentaram perda de 12% de viabilidade enquanto que as células tratadas com VT 1 e

VT 2, perderam 33% de viabilidade.

Tabela 4 - Porcentagem de células Vero e Hela vidveis apos 24 horas de tratamento com

CNF1,CNF2, VT 1,VT2¢LTL

Toxinas Vero HeLa
CNF 1 100 88
CNF 2 100 88
VT1 26 67
VT2 44 67
LTI 100 100
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5.3. Estudo dos efeitos do CNF 2 sobre células
5.3.1. Efeito de multinucleacso celular

O efeito de multinucleagfo celular provocado por CNF 2 foi observado em
células Vero e HeLa, verificando-se a presenga de 1, 2, 3 ¢ 4 ou mais nicleos por célula e
células em divis@o, apos 8, 24 e 48 horas de incubagdo com ou sem citotoxina.

De acordo com a Tabela 5, pode-se observar que tanto as células Vero
como as células HeLa apresentaram aumento na porcentagem de células com mais de um
nucleo, sendo que nas células Vero essa diminuigio foi mais aparente.

As Figuras 9 ¢ 10 apresentam células Vero e Hela, respectivamente, nos
trés tempos de incubagdo, onde € possivel observar os aspectos de células multinucleadas.
Foi possivel observar, através desse mesmo método de coloragdio, que as células tratadas
com CNF 2 apresentaram um acimulo de material metacromatico nos nucleos
(provavelmente RNA) (Figura 10D) ¢ um acumulo de vesiculas citoplasmaticas
perinucleares (Figura 9B e 10B). Esse actimulo de vesiculas perinucleares foi mais evidente

nas células HelLa, mesmo com apenas 8 horas de incubagiio com o CNF 2.
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Figura 10 - Células Hel.a coradas com Azul de Toluidina. A - células controle, 8 horas de
incubacfo; B - células tratadas com CNF 2, 8 horas de incubagfio; C - células controle, 24
horas de incubagfo; D - células tratadas com CNF 2, 24 horas de incubacfio; F - células
controle, 48 horas de incubagdo; F - células tratadas com CNF 2, 48 horas de incubagio.

As setas em B apontam a formacdo de vesiculas perinucleares. As setas em D, apontam

micleos com acumulo de material metacromatico. Aumento: 500 X
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5.3.2. Identificacdo dos componentes do citoesqueleto

No estudo da identificagio dos componentes do citoesqueleto, foram
observadas as possiveis modificagdes dos filamentos de actina e dos microtibulos, através
de microscopia de fluorescéncia.

Foi possivel observar que ha formagio de fibras de estresse, caracterizada
pela formac&o e espessamento de feixes de filamentos de actina. Apds o tratamento, pode-
se observar que ocorre o desaparecimento da malha fina dos filamentos de actina,
observadas nas células controle. Essas alteragdes podem ser observadas ja com 8 horas de
tratamento e se acentuam com o passar do tempo (Figuras 11 e 12).

No estudo dos microtubulos, nfio foram observadas modificagdes evidentes,
em qualquer dos tempos observados. Foi possivel observar, no entanto, uma sutil

modificagdo destes filamentos quando na presenga de varios micleos (Figuras 11 e 12).
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6. Estudo epidemiolégico

O estudo epidemiologico foi realizado com 273 amostras de bezerros com

diarréia isoladas da regido sudeste do Brasil.
Do total de 273 amostras, 71 (26,00%) foram positivas para produgio de
citotoxinas, enquanto que 48 amostras (17,58%) produziram ou co-hemolisina ou

enterohemolisina. Os resultados da produgdo de citotoxinas e hemolisinas podem ser

observados na Tabels 6.

Tabela 6 ~ Produc@o de citotoxinas e hemolisinas em amostras isoladas de bezerros
da regido sudeste do Brasil.

Citotoxinas Hemolisinas N® de amostras positivas (%)
(0=273)
CNF 52 (19,05)
VT 19 (6,96)
1T 0
a-hemolisina 37 (13,55)
Enterohemolisina 11 (4,03)
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DISCUSSAO

Caprioli ef al. (1983), ao descreverem pela primeira vez o Fator Necrosante
Citotoxico, verificaram que essa citotoxina nio era liberada em meio de cultura,
necessitando de uma forma de rompimento celular para sua solubilizagdo. Portanto,
procurou-se estabelecer uma metodologia de extragfio desta citotoxina que fosse eficaz ja
que, para os objetivos propostos neste trabalho, eram necessarias grandes quantidades da
proteina com titulo de efeito biologico significativos.

Deste modo, através de dados obtidos na literatura, foram buscados os
possiveis métodos de extragio de citotoxinas que se encontram no interior das células
bacterianas. Foram realizadas tentativas através de processos quimicos, com o uso de
Mitomicina C e Polimixina B e fisicos, através de “freeze-thawing” (congelamento e
descongelamento) e uitra-som.

Apos a realizagdo do ensaio biologico em células Vero, foi verificado que a

extragdo do CNF 2 por Mitomicina C e por ultra-som apresentaram titulos de atividade

thawing” (Tabela 1). A extra¢io por Mitomicina C e ultra-som é o que convencionalmente
vem sendo realizada para CNF e foram, neste trabalho, as metodologias que apresentaram
usualmente utilizada para extragio do CNF em estudos epidemiologicos, quando a
quantidade de amostras é elevada (Alonso er al., 1987; Blanco ef al.,1988; Blanco et al.,
1992b).- Ja o metodo por ultra-som é também descrito para a extracio do CNF,

principalmente em trabalhos de purificagio ( De Rycke et ol., 1989; Falzano e al., 1993).
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Proporcionalmente, a extragio por Mitomicina C é mais satisfatora do que
a extragdo por ultra-som devido 4 concentragiio do precipitado bacteriano que se faz antes
da sonicagdo. Porém, a utilizacio da Mitomicina C na extracdo do CNF 2 poderia ser um
fator que comprometeria o andamento do trabalho, tanto na dificuldade de aquisicio da
Mitomicina C, ndo vendido comercialmente, quant0 nos processos seguintes de
purificacdo, onde todas as proteinas do meio de cultura estariam envolvidas no processo
de purificagio. Além disso, quando a Mitomicina C é adicionada ao crescimento
bacteriano, o CNF 2 fica disperso no meio de cultura, dificultando, assim, a sua
concentragao.

A metodologia adotada neste trabalho para a extragdo do CNF 2 foi através
do rompimento celular por ultra-som. Este método permitia a concentragio do
crescimento bacteriano para um volume desejado, além da possibilidade da lavagem das
células bacterianas para a retirada dos contaminantes do meio de cultura. Por outro lado, a
extra¢o por ultra-som acarretava na liberagio de todo o contetido celular bacteriano no
tampao.

De Rycke ef al. (1989) utilizaram a precipitagio por sulfato de amonia

como o primeiro passo do processo de purificagic de CNF 1. No presente estudo,
verificou-se que o CNF 2 era precipitado a uma saturagio de 60% de sulfato de amodnia, 0
que permitiu a realizacio de um fracionamento inicial a 30% de saturagdo, onde as
proteinas de pesos moleculares maiores, como moléculas de DNA e RNA, poderiam ser
excluidas do extrato a ser cromatografado. De Rycke ef al. (1989), porém, utilizaram 50%
de saturagdo de sulfato de amdnia para a precipitagio do CNF 1. Neste trabalho foi
também realizada a precipitacio a 50 e 60% de sulfato de amdnia, onde constatou-se que

havia maior atividade biologica na fragio precipitada a 60%.
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Devido as semelhancas existentes entre CNF 1 ¢ CNF 2 foi utilizada a
mesma metodologia descrita por De Rycke ef al. (1989) para a purificagio de CNF 1, de
modo a ser feita a purificagio do CNF 2. Portanto, a escotha dos tampdes bem como a
utilizacBo de resinas de troca anidnica e de gel filtragio foram realizadas de acordo com os
ensaios de purificagdo de CNF 1, descrito por De Rycke et al. (1989).

A purificagio do CNF 2 foi obtida através de 3 processos basicos:
precipitagdo fracionada com sulfato de aménia, cromatografia em resina de troca anidnica
Q-Sepharose Fast Flow e cromatografia em resina de gel filtracio Superdex 200.

A cromatografia em gel filtragdo foi realizada em Superdex 200, resina esta
que se mostrou muito eficiente no processo de purificagio do CNF 2. Foi possivel
observar, porém, que a eficiéncia de Superdex 200 depende integralmente da quantidade
de proteina aplicada na resina. No decorrer deste trabalho, verificou-se que eram
necessarias cerca de 3 mg de proteina para que fosse possivel identificar os picos
protéicos, alem da atividade biologica poder ser facilmente detectada.

Observou-se aumentos de atividade especifica consideraveis (Tabela 2), nos

mesmos niveis encontrados em trabalhos de purificagdo de outras toxinas (Brown ef al.,

vezes a partir do extrato sonicado até a eluigio de Superdex 200.

Considerando-se que o CNF 2 esteja purificado e sabendo que a
concentragdo do CNF 2 apés a eluigdo de Superdex 200 é de 70 pg/ml, e que com essa
concentragdo € possivel verificar atividade biologica até a diluicdo de 1:512 em células

Vero, sdo necessarios, entdo, 13 ng de CNF 2 para que ocorra as alteragOes celulares

caracteristicas de CNF 2.
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A quantidade de CNF 2 necessaria para desencadear uma resposta celular é
relativamente elevada quando comparada, por exemplo, com verotoxinas. Sabe-se que
para VI 1 e SLT-Ilva sdo necessarios apenas 1 pg e 20 pg dessas proteinas,
respectivamente, para que seja observada a atividade bioldgica em células (Ohmura ef al.,
1993). Apesar de serem necessarias quantidades maiores de CNF 2 para desencadear uma
resposta biolGgica nas células, este fato provavelmente niio € significativo, ja que ndo se
tem descri¢@o de titulos de atividade bioldgica de CNF muito elevados, além de creditarem
as amostras produtoras de CNF um baixo indice de producdo da citotoxina ( De Rycke et
al., 1989).

No inicio deste trabalho, foi utilizada a resina de troca aniénica DEAE-
Sepharose Fast Flow (Pharmacia). Através de perfis eletroforéticos, foi constatado que
esta metodologia ndo estava sendo eficiente no processo de purificaciio, mesmo quando o
material eluido de DEAE-Sepharose Fast Flow foi cromatografado em resinas de gel
filtragio como Sepharose CLGB e CL4B e Sephacryl 8200, S300 e S400 (Pharmacia).
Apesar do material eluido de DEAE-Sepharose Fast Flow nfo apresentar melhora

significativa no grau de pureza, quando este era submetido a cromatografia em gel

filtracdo, também ndo ocorriam evidéncias de purificagio, uma vez que em géis de
eletroforese eram observadas inlimeras bandas apds qualquer processo cromatografico
(dados ndio apresentados). Foi possivel observar também, que a utilizagio das resinas de
gel filtragdo como primeiro processo de purificagio também n3o foram processos
eficientes de purificacdo do CNF 2.

No entanto, ¢ possivel supor que a cromatografia em DEAE-Sepharose Fast
Flow possa apresentar resultados mais satisfatérios se forem feitos gradientes com

intervalos menores de concentragdo de NaCl e com maior volume de tampdo. Em verdade,
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¢ bem provavel que ndo houve progresso no processo de purificagdo através da
cromatografia em DEAE-Sepharose Fast Flow por serem feitos gradientes de intervalo
muito extensos (de 0 a 1 M), com pequena quantidade de tampio (aproximadamente 700
ml).

Foram também realizadas cromatografias em resina Shimpack Diol-150
(Shimadzu) em sistema de Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC,
Shimadzu). O material aplicado nesta resina foi obtido através das cromatografias em
DEAE-Sepharose Fast Flow e Sepharose CL6B. O material eluido de Shimpack Diol-150,
coletado de um dos picos protéicos apresentava, aparentemente em PAGE convencional,
apenas uma banda protéica correspondente a0 CNF 2. A atividade biologica nio foi
detectada apOs a passagem do CNF 2 por esta resina mesmo apés a concentrag¢do do
material em aproximadamente 100 vezes. Por esse motivo, ndo se pode comprovar que
aquele material era realmente o CNF 2 (resultados nio apresentados).

A primeira evidéncia de purificagio do CNF 2 foi observada atraves da
cromatografia liquida de alta performance (HPLC), com a utilizagio da resina de troca

anidnica Mono-Q (Pharmacia), com eluigio por gradiente ndo linear de cloreto de sodio.

reprodutividade dos perfis cromatograficos era extremamente satisfatoria, nio ocorrendo
sequer pequenas alteragSes. O grau de pureza do CNF 2 obtido apos a cromatografia em
Mono-Q era excelente, onde, apos eletroforese em PAGE convencional, era possivel a
visualizagio de apenas 4 bandas protéicas (resultados nio apresentados).

Apesar de resultados favoraveis ao processo de purificagdo que vinha sendo
obtida com a cromatografia em Mono-Q, este procedimento foi abandonado devido a

problemas na resina, provavelmente causados pelas impurezas presentes no material que
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estava sendo aplicado na resina, que pode ter se tornado tio evidente em um curto periodo
de tempo devido ao tamanho da coluna. Como as expectativas de uso da resina ndo eram
favoraveis, buscou-se uma outra alternativa para o processo de purificagio do CNF 2.

Um problema que constantemente esteve presente no decorrer deste estudo
foi a dificuldade em manter a atividade biologica do CNF 2. Blanco & Blanco (1993a)
haviam observado que a atividade biolégica tanto de CNF 1 como de CNF 2 era facilmente
perdida, suportando apenas duas semanas de estoque, mesmo quando acondicionadas em
baixas temperaturas (-20°C). No decorrer deste trabatho, porém, a atividade biolégica nio
foi perdida em apenas duas semanas, apesar de também estarem acondicionadas a
temperatura de -20°C. Contudo, pode ser verificada uma diminui¢do continua da atividade
biologica, o que em processos de purificagio poderia ser extremamente significativo.
Provavelmente deve ocorrer a perda de atividade biologica e, quando se tem poucas
quantidades de CNF 2 no extrato, é possivel que a atividade biclogica nio seja mais
detectada. Assim, se 0 CNF 2 estiver em maiores concentragdes, a perda de atividade
passa a ser gradual, como ocorreu neste caso. Uma possibilidade de explicagio da perda

de atividade biologica estaria relacionada com o conceito de termolabilidade, atribuido ao

CNF (Caprioli ez al., 1983). Por serem termo-labeis, estas citotoxinas apresentam maior
instabilidade, podendo, dessa forma, deformar sua estrutura terciaria, que, em ultima
instdncia, acarretaria na perda da atividade biologica.

Com o CNF 2 purificado, procurcu-se fazer a caracterizagio dessa
proteina. Para tanto, utilizou-se eletroforese em gel de poliacrilamida para a determinagio
do massa molecular e da existéncia de subunidades, ensaios com antissoros e estudos de

alteragGes celulares provocadas pelo CNF 2.
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Através da eletroforese em gel de poliacrilamida convencional (PAGE)
(Figura 4) foi possivel observar a presenca de apenas uma banda protéica, indicando que
CNF 2 apresenta alto grau de pureza.

Através da anilise do perfil eletroforético de CNF 2 em condi¢es
denaturantes, foi possivel observar a presenca de 2 bandas protéicas, sugerindo que a
molécula de CNF 2 seja constituida por subunidades, sendo uma de massa molecular de
50,932 kDa e possivelmente, duas de massa molecular de 30,017 kDa, que somadas
representam uma proteina de 110,966 kDa, muito proxima da massa molecular que vem
sendo descrita para CNF 2, de 110 kDa.

A produgdo de antissoros em coelho e camundongos foi realizada a fim de
que pudessem ser realizados ensaios que caracterizassem o CNF 2. Em ensaio de
soroneutralizagdo em cultura de células Vero, tanto o antissoro de coetho como o
antissoro de camundongo apresentaram efeito neutralizante sobre CNF 1 com titulo de
1:64 e sobre CNF 2 com titulo de 1:512. Nao foram neutralizadas as atividades biclogicas
de VT 1, VT 2 e LT I (Tabela 3). Utilizando o antissoro anti-CNF 2 foi possivel observar
que o titulo de neutralizagdo apresentado pelo CNF 2 ¢ 8 vezes maior do que o titulo
apresentado pelo CNF 1. Esses resultados estdo de acordo com as observagoes de Oswald
& De Rycke (1990), que afirmam que o efeito de soroneutralizagio é de 4 a 8 vezes maior
na presenca de seu homologo.

Foi também realizado um ensaio de soroneutralizagio de CNF 2 com o
antissoro anti-CLDT (Toxina Citoletal Distensora). A principio, este antissoro foi capaz de
neutralizar o efeito de CNF 2 sobre células Vero até a diluigdo de 1:32 (resultados nio
apresentados). Apesar da visualizagio do efeito bioldgico de CNF 2 e CLDT serem

distintos, as citotoxinas poderiam apresentar epitopos semelhantes. Pérés et al. (1997)
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afirmam que existem homologias entre a sequéncia nuclectidica de CNF e CLDT. No
entanto, os ensaios que correlacionem CNF 4 CLDT precisam ser repetidos e bem
caracterizados para que a associac¢do entre estas duas citotoxinas seja esclarecida.

O titulo de soroneutralizagiio dos antissoros de coelho e camundongos nio
foi considerado excelente, ja que espera-se titulos neutralizantes superiores a diluicdo de
1:1.000. Porém, julgou-se o titulo obtido como sendo satisfatorio para dar inicio aos
processos de padronizagio de ELISA.

Quando o processo de padronizagio do ELISA foi iniciado, verificou-se
que o antissoro de camundongo teria que ser utilizado na diluicio de 1:100 e que o
antissoro de coelho poderia ser utilizado na diluigio de 1:2.000. A dilui¢io do antissoro de
camundongo a ser utilizada nfo era satisfatoria, principalmente pelo fato de se trabalhar
com um antissoro policlonal, onde a utilizaggo deste soro em altas diluigdes poderia tornar
a reacio inespecifica.

A utilizagdo de antissoros produzidos em coelhos j4 vinha sendo utilizada
por varios autores (De Rycke ef al., 1989; Tabouret & De Rycke, 1990; Oswald ef al.,

1994a). Os autores que trabalharam com a produgdo de antissoros para obtenc¢do de

anticorpos secundarios para CNF 1 e CNF 2 fizeram esta produgio em carneiros
(Tabouret & De Rycke, 1990; Oswald ef al., 1994a).

Na literatura ndo se encontra dados referentes a produgfio de antissoros
anti-CNF 2 em camundongo. O que se pode verificar, é a pequena quantidade de antissoro
obtida através da inoculagio em camundongo, principalmente por trabalhar com um
antissoro que ndo apresentava titulo de soroneutralizagio elevado (1: 5 12).

- Diante da baixa titulagdo do antissoro de camundongo, foi considerada a

hipotese de ocorrerem muitas reagdes de falso positivo quando fossem testadas amostras
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de campo. Assim, resolveu-se optar pela purificacio da IgG de camundongo, realizada
através da cromatografia de afinidade em Sepharose-Proteina A (Figura 7).

Nos ensaios de ELISA, apos os procedimentos de padronizagio, foram
constatadas reagOes cruzadas com os sobrenadantes de cultura das citotoxinas VT 1, VT
2, LT 1, além de serem encontradas reagdes positivas quando foram utilizadas VT 1 ¢ VT
2 purificadas. Quando o meio de cultura foi adicionado ao ensaio, nio foram verificadas
leituras que pudessem indicar uma reagio positiva. As leituras de absorbéncia para ambas
as citotoxinas ndo apresentaram diferencas significativas, com as quais nfio foi possivel
estabelecer uma relagdo de positividade para as amostras produtoras de CNF 2 ou até
mesmo uma relagdo que permitisse uma reagio cruzada com CNF 1. Desta forma, o
ELISA poderia ser utilizado como uma forma de detecgdio de amostras produtoras de
CNF, nio fazendo a distingdo entre CNF 1 e CNF 2.

Por outro lado, se no ensaio de ELISA fossem encontradas reagoes
positivas apenas com os sobrenadantes de VT 1 e VT 2, poderia ser que o problema
estaria na forma de extrag8o dessas citotoxinas, uma vez que somente o meio de cultura

ndo apresentava resultados positivos. Porém, as citotoxinas VT 1 e VT 2 purificadas

também foram reconhecidas pelo antissoro, na mesma intensidade de outras amostras.
Alguns autores padronizaram a técnica de ELISA para a detecgiio de CNF 1
(Tabouret & De Rycke, 1990) ¢ CNF 2 (Oswald er al, 1994a). Ambos os autores
utilizaram extrato bacteriano para a inoculagio dos animais. O soro, porém, foi absorvido
com o extrato de uma bactéria geneticamente modificada, que nfo produzia a toxina que
foi inoculada. No caso dos antissoros obtidos para CNF 2, apds a absorgdo destes, foi
possivel determinar um valor positivo/negativo (P/N), onde somente as amostras dos

antissoros homologos fossem reconhecidos, uma vez que sempre era verificada a produgio
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de reagBes cruzadas com CNF 1 (Oswald ef ai., 1994). No caso dos antissoros obtidos
para CNF 1, os mesmos autores afirmam que ndo houve reconhecimento de CNF 1 nos
ensaios de ELISA, nem mesmo de VT 1 e VT 2. Os antissoros apenas foram capazes de
soroneutralizar parcialmente CNF 1 em ensaios em cultura de tecidos, o que ja era previsto
diante de outros ensaios realizados anteriormente. De acordo com os resultados obtidos,
os autores concluiram que nio houve relagio imunolégica entre CNF e verotoxinas
{Tabouret & De Rycke, 1990).

Com os problemas enfrentados nos ensaios de ELISA, procurou-se outras
alternativas que pudessem caracterizar melhor os antissoros que estavam disponiveis.
Através do ensaio de imunodifusdo radial dupla, foi possivel observar que havia o
reconhecimento de CNF 1 e de CNF 2 pelo antissoro de coelho (Figura 6A) e pela IgG de
camundongo purificada (Figura 6B). No ensaio com o antissoro de coelho pode-se
constatar que havia uma identidade parcial entre CNF 1 ¢ CNF 2. Com a IgG de
camundongo pode-se notar que também ocorre identidade parcial entre CNF 1 e CNF 2
(Figura 6B).

Quando o antissoro de coelho foi absorvido com extrato bruto sonicado de

CNF 1, ndo foi verificada mais a linha de precipitacdo com o CNF 1, formando-se apenas a
linha de precipitagdo com CNF 2 (Figura 6C). Os mesmos resultados ndo foram
observados quando a IgG de camundongo foi absorvida com o CNF 1. Nio ocorreram
formagbes de linha de precipitagio nem com CNF 1, nem com CNF 2. O que
provavelmente deve ter ocorrido € que 2 IgG de camundongo, ao ser absorvida com o
CNF 1, diluiu-se a ponto de ndo ter anticorpos suficientes para a formagio de uma linha de
precipitag@o, levando-se em consideragio também, que ja nos ensaios de ELISA a IgG de

camundongo ndo se mostrou eficiente. Uma outra possibilidade para o nio reconhecimento
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tanto de CNF 1 como de CNF 2 pelo antissoro de camundongo seria a de que os
anticorpos de camundongo reconhecessem somente epitopos comuns entre CNF 1 ¢ CNF
2, sugerindo que na estrutura destas citotoxinas existiria dominincia de um epitopo sobre
outros na mesma molécula.

Ensaios de imunodifus3o radial dupla foram também realizados com as
citotoxinas VT 1, VT 2 e LT I para que se pudesse verificar se havia reconhecimento dos
antissoros com essas toxinas (resultados n3o apresentados). Ndo foram observadas linhas
de precipita¢do, mas os resultados ndo podem ser conclusivos porque neste ensaio foram
utilizados sobrenadantes de cultura de ambas as citotoxinas, além de VT 1 e VT 2
purificadas. E provavel que as linhas de precipitagdo ndo tenham se formado devido as
baixas concentragdes destas citotoxinas nestes sobrenadantes,

Foram realizados ensaios de “dot-blot” a fim de se confirmar o
reconhecimento de CNF 1, VT 1, VT 2 e LT I, obtidos no ELISA. Foi possivel verificar
que tanto o soro de coelho como a IgG de camundongo reconheceram todos os antigenos
testados, n3o reconhecendo apenas o meio de cultura (Figura 8A e 8B). No ensaio

realizado nos mesmos moldes do ELISA, onde a IgG de camundongo foi utilizada para

“sensibilizar” a membrana, foi verificado um aumento ainda maior da reagio (Figura 8C).
Em ensaios de “wersten-blot” os resultados observados nio foram
favoraveis quanto ao reconhecimento dos antissoros frente as bandas protéicas que
correspondessem ao CNF 2, tanto em PAGE convencional como em SDS-PAGE. Esses
resultados apenas confirmaram que os antissoros obtidos ndo eram especificos e tdo pouco
eram eficientes no reconhecimento do CNF 2.
Apos serem realizados ensaios de reagdo antigeno-anticorpo foi possivel

observar que tanto o antissoro de coelho como o de camundongo ndo foram especificos
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para CNF 2, reconhecendo, também, outras citotoxinas. O tdnico ensaio em que os
antissoros se mostraram especificos foi no ensaio de soroneutralizagio em células Vero
(Tabela 3). E possivel que nos antissoros estivessem presentes anticorpos contra epitopos
que fossem responsaveis pela ligagdo da citotoxina aos receptores celulares, impedindo,
desta forma, a ligagdo da citotoxina nas céhulas. Assim, somente neste momento estaria
sendo caracterizada especificidade contra CNF 1 e CNF 2, em titulos diferentes.

Apesar de alguns autores utilizarem como metodologia de inoculagio uma
banda protéica excisada do gel de poliacrilamida, esta nio é a forma mais comumente
encontrada na literatura. Neste trabalho optou-se pela utilizacio deste método apenas
como uma alternativa as dificuldades que vinham sendo encontradas no processo de
purificagdo. Em inoculagdes anteriores com material semi-purificado, conseguiu-se a
obtengio de titulos de soroneutralizagio iguais aos obtidos com a inoculagio da banda
protéica correspondente ao CNF 2 (resultados ndo apresentados). Isso pode indicar que
esta metodologia que utiliza a proteina extraida do gel de poliacrilamida ndo seja eficiente.
Uma outra hipdtese seria a de que o material eluido do PAGE convencional pudesse, em

parte, perder a sua capacidade imunogénica e por isso ndo alcangaria titulos maiores.

Assim, uma hipotese para o baixo rendimento dos antissoros poderia estar relacionada ao
esquema de imunizagio empregado.

No estudo da viabilidade celular foi possivel constatar que as células HeLa
sdo mais sensiveis a0 tratamento com CNF 2, quando comparadas as células Vero. Apos
24 horas de ensaio as células Vero ndo perdem sua viabilidade apds o tratamento com
CNF 2, enquanto que as células Hela, apds 24 horas de ensaio perderam cerca de 12% de
sua viabilidade. Esses resultados que mostram as diferencas entre a sensibilidade de células

Vero ¢ HeLa foram obtidos por Caprioli e al. (1983), que, no entanto, afirmaram que nio
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ocorria perda de viabilidade celular mesmo apés 5 dias de ensaio e que as células HeLa
poderiam morrer apos 60 horas de ensaio se o meio de cultura celular ndo fosse
substituido. De Rycke ef al. (1990b), por outro lado, afirmaram que o CNF 2 causa perda
parcial de wiabilidade quando ensaiadas em células HeLa. Os resultados obtidos
apresentaram alguns dados que contradizem estas afirmagdes quanto a ocorréncia de perda
ou n3o de viabilidade de células HeLa tratadas tanto com CNF 1 como com CNF 2.

Os resultados apresentados no estudo de viabilidade celular mostraram que,
ap6s 24 horas de ensaio, as células Vero nio apresentam perda de viabilidade quando
tratadas com CNF 1 e CNF 2. Como o esperado, as células tratadas com LT I também ndo
perderam sua viabilidade enquanto que as células tratadas com VT 1 e VT 2 a perderam,
em parte. Ja nas celulas Hel.a, foi verificada uma perda parcial da viabilidade das células
que receberam CNF 1 e CNF 2 (12%), onde os controles LT I, VT 1 e VT 2 apresentaram
os resultados esperados (Tabela 4).

Supde-se que a perda de viabilidade celular provavelmente esteja associada
a quantidade de CNF aplicada sobre as células. Neste ensaio, todas as toxinas foram

extraidas da mesma forma e utilizadas nas mesmas diluigSes. Nos varios ensaios realizados

no decorrer do trabalho, foi possivel observar, por diversas vezes, que o CNF 2 provocava
a morte celular quando pouco diluido e, que a morte estaria relacionada com o CNF, ja

que controles negativos, como meio de cultura e sobrenadante de amostra negativa para

- qualquer citotoxina ndo provocaram a morte celular.

Caprioli ef al. (1983) foram os primeiros autores a verificar o efeito da
multinuclea¢do, que vem sido repetidamente observado. Outros autores citam a
multinucleagdo celular como uma caracteristica fundamental do CNF (De Rycke ef al.,

1989; Oswald et al., 1989; Blanco er al., 1988). O primeiro estudo quantitativo em relagio
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a multinucleagdo foi realizado por Fiorentini ef al. (1988) que observaram, em células
HEp-2, um alto indice de células multinucleadas apds 48 horas de ensaio com CNF 1.

Nos experimentos realizados neste trabalho, verificou-se que o efeito de
multinucleagdo celular em células Vero e Hela tratadas com CNF 2 ocorria ja nas
primeiras 8 horas de ensaio, € que esse efeito de multinucleagio aumentava de acordo com
o tempo de incubagdo (Tabela 5 e Figuras 9 e 10). O efeito de multinucleagio celular foi
mais claramente observado nas células Vero. Notou-se ainda, que as células HeLa
apresentaram maior polimorfismo quanto a quantidade de nucleos. Nas células Hela foi
possivel a observagdo de células com até 4 ou mais niicleos em células controle, o que no
ocorreu em células Vero, onde a presenca de 3 e 4 ou mais nicleos nfo foi observada nas
células controle, sendo observada somente com o tratamento das células com CNF 2
(Tabela 5). Foi possivel observar ainda, que as células apresentam regides com grandes
vaciolos (Figuras 9B e 10B) ¢ algumas células aparentemente apresentam um actimulo de
RNA no nucleo (Figura 10D).

De Rycke er al (1990b), apesar de nfio apresentarem resultados

quantitativos, ja haviam mencionado que a multinucleagiio causada por CNF 1 era mais

evidente do que a multinucleagdo provocada por CNF 2. De acordo com os resultados
obtidos neste trabatho e os resultados obtidos por Fiorentini ef al. (1988), a afirmagio de
De Rycke et al. (1990b) se faz verdadeira, sendo comprovada pelas anilises quantitativas.
As alteragbes de citoesqueleto ocasionadas pelo CNF 1 ¢ CNF 2 devem-se,
a0 menos em parte, as ligagbes que a molécula protéica da citotoxina faz com as GTPases
Rho. Hoje ja se sabe que as GTPases Rho sio as proteinas responséveis pelo controle da
formacdo dos filamentos de actina (Hall, 1994). A ligagio do CNF 1 ou do CNF 2 a

molécula de GTPase Rho faz com que essa molécula se torne ativa, induzindo a
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polimerizagdo dos filamentos de actina, com pontos de concentracio destes filamentos
(Fiorentini ef al., 1995).

Nos ensaios realizados neste trabalho, pode-se observar a ocorréncia de
formagdo de feixes espessos de filamentos de actina, que percorrem toda a extensdo
celular, com apenas 8 horas de tratamento com o CNF 2 (Figuras 11 e 12). Fiorentini ef of.
(1988) observaram que, com 6 horas de tratamento com CNF 1, as células HEp-2
apresentavam os feixes apenas na regido das bordas da célula. De acordo com esses
resultados, ndo foi possivel apontar diferengas ou mesmo serem feitas associagoes entre
CNF 1 e CNF 2, devido as condigdes utilizadas em um e outro tratamento serem muito
adversas.

Oswald et al. (1994¢) observaram que a reorganizacio dos filamentos de
actina, precedida pelo efeito de multinucleaciio, foi observada somente apos 48-72 horas
de exposi¢do ao CNF 2. Essas observagbes foram realizadas em células HEp-2, o que
poderia ser um fator que permitisse a observacio de diferencas entre esses resultados e os
resultados apresentados neste trabalho. Porém, é provével que o fator célula ndo seia

extremamente relevante na formagio das fibras de estresse, uma vez que os filamentos de

actina estao presentes em ambas as celulas, fazendo parte do citoesqueleto celular.

Com os resultados apresentados por Fiorentini ef al. ( 1988) e Oswald er al.
(1994¢c), que utilizaram o mesmo modelo celular, pode-se verificar que o efeito de
formacdo de fibras de estresse por CNF 1 ¢ CNF 2 ¢ praticamente o mesmo. Nio existe
nenhum dado na literatura que indique que CNF 1 e CNF 2 causem efeitos distintos sobre
os filamento de actina. Foi possivel notar, de acordo com os experimentos realizados, que
o mesmo efeito de formagio de feixes espessos foi produzido em células Vero tratadas

com CNF 2, a semelhan¢a do que se encontra na literatura.
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Fiorentini ez al. (1988) constataram pequenas alteragdes nos microtitbulos,
principalmente na regidio perinuclear, possivelmente associadas com a segmentacgio
nuclear. Nos experimentos realizados neste trabalho, também foram observadas
modificagdes muito sutis na distribuigdo destes filamentos, que, acredita-se, referem-se
apenas 2 uma adaptagio dos filamentos & presenca de mais de um nicleo. Assim, a
alteragiio seria um efeito secundario i agdo da citotoxina, que n#o estaria ocorrendo
devido a agdo direta do CNF 2 sobre os microttbulos.

Uma vez que o CNF 2 ¢ capaz de alterar os filamentos de actina, ¢ possivel
que a movimentagdo dos componentes celulares esteja prejudicada, ja que os filamentos de
actina sdo também, responsaveis por esta fungio. Assim, pode-se supor que a formacio de
grandes vacuolos (Figuras 9B e 10B) esteja relacionada a perda de algumas funcdes dos
filamentos de actina ¢ pela dificuldade de locomogio no interior das células levaria 2 fusio
desses vaciiolos.

A epidemiologia em relagio ao CNF foi realizada principalmente no fim da
década de 80 e no inicio da década de 90, guando ainda se buscava dados que

comprovassem a importéncia etiopatoldgica desta citotoxina tanto em humanos como em

animais.  Varios estudos com amostras isoladas de casos de infecgdes extraintestinais
(Alonso ef al., 1987, Blanco ef al., 1992b; Caprioli ef al., 1987) e com amostras isoladas
de fezes de humanos (Blanco et al., 1991b; Blanco ef al., 1992¢) foram realizados, sempre
verificando-se a presencga deste fator citotéxico sem, no entanto, associar o CNF como o
responsavel por uma patogenia. Os mesmos estudos epidemiologicos foram também
realizados em -animais com infecgdes intestinais e em animais sdos, onde também ndo foi

verificada a relagdo entre presenga de CNF ¢ patogenia, devido ao CNF sempre estar
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presente em fezes de animais sdos (Blanco ef al., 1993b; Blanco ef al., 1988; Burns ef al.,
1996).

No estudo epidemioldgico realizado, utilizando amostras bovinas, foi
possivel constatar a presenca de CNF em 19,05% das amostras estudadas (Tabela 6),
sendo que dessas amostras produtoras de CNF, 30,77% produziram também a-hemolisina
¢ 3,84% produziram enterohemolisina. Além da presenga de CNF, verificou-se a produgiio
de VT (6,96%) e uma significativa producio de a-hemolisina (13,55%).

De acordo com os dados disponiveis na literatura, amostras isoladas de
gado bovino s&o produtoras de CNF 2 e nio apresentam associagio com producdo de
hemolisina. Foi notivel a associagio de CNF & o-hemolisina encontrada neste estudo
(30,77%). No entanto, através dos ensaios realizados, nio foi possivel determinar que o
CNF produzido por estas amostras seja 0 CNF 2. Se essa afirmagdo fosse possivel,
poderia-se supor que as amostras isoladas no Brasil se caracterizam de forma diferente das

amostras isoladas na Europa. Mesmo que as amostras estudadas apresentassem producio

de CNF 1, este também seria um dado inédito, uma vez que quando se observa a produgiio

de CNF 1 em amostras bovinas da Europa, sdo sempre em baixas proporgdes (Blanco et

al., 1993b; Blanco ef al., 1992a; Bumns et al., 1996),

No Brasil, poucos estudos em relagdo a prevaléncia do CNF tém sido
realizados. As poucas referéncias que existem estdo relacionadas a irea humana. Com
referéncia aos animais nfo existe nenhuma publicagiio a respeito. Assim, estudos desta
ordem necessitam ser realizados com o objetivo de determinar se o CNF representa um

fator epidemiologico a ser considerado.
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CONCLUSOES

1. A extragio do Fator Necrosante Citotéxico do tipo 2 (CNF 2) foi
realizada através do uso de Mitomicina C, Polimixina B, por ultra-som e congelamento e
descongelamento (“freeze-thawing™). As extragdes pelos diferentes métodos apresentaram
pequenas diferengas no titulo da atividade biologica. A extragio por ultra-som foi a

metodologia escolhida neste trabalho, por melhor se adaptar aos objetivos propostos.

2. O CNF 2 apresentou alto grau de pureza apds ser cromatografado em
resina de troca anidnica Q-Sepharose Fast Flow (Pharmacia) e em resina de gel filtragio
em Superdex 200 (Pharmacia). A utilizacfo destas resinas permitiu um aumento de 7.907

vezes no grau de pureza, com atividade especifica final de 2.957,71.

3. O CNF 2 apresentou duas bandas protéicas apés ser submetido a

eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de SDS, com massas moleculares

.estimadas em 50,932 kDa e 30,017 kDa, 0 que poderia indicar a presenca de subunidades,

sendo uma de 50,932 kDa e possivelmente duas de 30,017 kDa, que somadas representam

uma proteina de 110,966 kDa.

4. Através de ensaios de soroneutralizacio em cultura de células, foi
possivel verificar a presenga de reacfic cruzada entre CNF 1 e CNF 2, sendo que a

neutralizagdo ocorre em titulos mais elevados quando na presenga de seu homélogo. O
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antissoro anti-CLDT inibiu parcialmente o efeito biologico de CNF 2, provavelmente

devido a presenca de epitopos comuns entre essas duas citotoxinas.

5. A absorgdo do antissoro anti-CNF 2 com extrato bruto de CNF 1
impediu a formagdo de linha de precipitagio contra CNF 1, em ensaios de imunodifusio

radial dupla.

6. A amostra de E. coli B26a, além do efeito citopatico em cultura de
células, causou necrose em pele de coelho ¢ na pata de camundongo, caracteristicas das

amostras produtoras de CNF 2
7. O CNF 2, assim como o CNF 1 ndo causaram perda de viabilidade das
celulas Vero, causando, porém, uma pequena perda de viabilidade das células Hela (12%),

apds 24 horas de ensaio.

8. O efeito de multinucleagiio celular provocado por CNF 2 ¢ mais

claramente observado em células Vero. Em células HeLa o efeito de multinucleacio ¢
perceptivel, mas as células controle apresentam polimorfismos em relagio a quantidade de

nucleos.

9. O CNF 2 causa formagdo de feixes espessos de filamentos de actina
(fibras de estresse) apds 8 horas de tratamento. O efeito se acentua, conforme o aumento

do tempo de incubagio.




Conclusdes

10. Nao foram verificadas alteragdes nos microtiibulos, a nio ser pela

adaptagiio destes & presenga de mais de um micleo.

11. Foram verificadas porcentagens consideraveis de produgdo de CNF

(19,05%) pelas amostras de bezerros isoladas na regiio sudeste do Brasil. Houve

significante correlacdo entre produgido de CNF e produgdo de o-hemolisina (30,77%).
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