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RESUMO

Neste trabalho, foram criteriosamente avaliados nove anticorpos monoclonais (MAbs) reativos
para PCFO2, quanto ao reconhecimento de epitopos na fimbria purificada a partir de duas
amostras diferentes, produtoras da mesma e também frente a outros fatores de colonizagio (FC)
purificados, expressos por amostras de Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) associada a
diarréia humana. Em provas preliminares de “Western blot”, este fator apresentou reagOes
positivas niio apenas frente aos soros policlonais anti-PCFO2 como com anti-CFA/I, anti-CFA/I
(CS1, CS83), anti-CFA/IL (CS2, C83), anti-CFA/ILL, anti-CFA/TV (CS4, CS86) e anti-PCFO159.
Provas de ELISA indireto, desenvolvidas tanto com os 4 MAbs pertencentes ao isotipo IgA,
como com os 5 do isotipo IgG2b, confirmaram estes resultados, apenas frente aos FC do
complexo CFA/IL. Porém, em revelagbes no “Western blot” apenas bandas com pesos moleculares
(P.M.) correspondentes & CS1, CS2, CS3, CFA/IIL, CS4 e CS6 foram reveladas, demonstrando
apresentarem estes antigenos homologia de epitopos com PCFO2. Estes resultados foram
confirmados, também de forma direta, em reagdes de imunomicroscopia eletronica reveladas com
os MAbs 1D1C5, do isotipo IgA e 2C4F12, do isotipo 1gG2b. Pesquisando-se diferencas de
reconhecimento de epitopos entre os MAbs, buscou-se obter subunidades protéicas da fimbria
PCFO2 apos tratamento com 6M de Guanidina HCI-0,05M Tris. As fragdes obtidas apos
ultrafiltragdes deste material, em membranas XM50 ¢ YM10, foram analisadas em SDS-PAGE e
em provas de “Western blot”. Pelos resultados obtidos, verificou-se a presenca de uma unica
banda reconhecida pelos MAbs apresentando P.M. correspondente & PCFO2. Estes dados
comprovam ser esta fimbria constituida por uma Unica subunidade protéica de 34,5 kDa. Apds a
avaliagio da afinidade e especificidade das solugdes preparadas com os 9 anticorpos monoclonais
em “Western blot”, estes foram titulados por ELISA indireto, determinando-se que as preparagdes
dos MAbs 1D1C5 e 2C4F12 apresentavam maior titulo. Desta forma, estes foram selecionados
para a padronizagio da Prova de Inibigio do ELISA, avaliando-se, paralelamente, também os
“pools” preparados com a mistura dos liquidos asciticos dos dois diferentes isotipos. Assim sendo,
a concentragio do antigeno e dos MAbs foi padronizada, de tal forma que amostras expressando
PCFO2 reduzissem a D.O. da reaciio controle para valores superiores a 50%. Na adequagfo da
técnica, 66 cepas de E. coli, sendo 51 amostras ETEC e 16 ndio ETEC, foram avaliadas. Destas, 4
cepas isoladas de dois casos de diarréia no nosso meio, foram identificadas como produtoras de
PCFO2.



1. INTRODUCAO

i.1. Consideracoes Gerais

A Escherichia coli ¢ um bacilo gram-negativo, pertencente a familia
lunterobacteriaceae (Ewing ef al., 1986). Este bacilo foi descrito em 1885, pela primeira vez
por Theodor Escherich, que o denominou inicialmente de Bacterium coli, sendo que esta €
uma bactéria anaerdbica facultativa, presente na flora do intestino de mamiferos e aves,
desempenhando importante papel na manutengio da fisiologia intestinal (Drasar et al., 1974,
Levine, 1987; Hinson & Willians, 1989).

Apesar de ser a espécie predominante entre as bactérias gram-negativas
anaerobias facultativas presentes na flora normal do intestino, algumas cepas de k. coli
podem apresentar mecanismos e fatores de viruléncia diversos tornando-se, muitas vezes,
patogénicas ao hospedeiro, causando no homem, principalmente, infecgbes intestinais
representadas por quadros de diarréia aguda ef/ou disenteria (Sack, 1978; Blanco &
Gonzales, 1985; Gonzales & Blanco, 1987; Levine, 1987; Robins-Browne, 1987, Blanco &
Blanco, 1993).

Em animais, amostras de £ coli sdo também importantes agentes
diarreiogénicos, sendo que nestes casos convencionou-se denominar as infecgbes como
colibaciloses, termo usualmente ndo empregado para os quadros humanos. Desta forma, a
colibacilose suina ¢ bovina (Wilson, 1984; Nielsen, 1984; Yano e/ a/., 1986; Burnensa ef al.,
1993), causam grandes perdas econdmicas, bem como infecgdes septicéimicas associadas, em
aves, a quadros respiratérios levando 4 Sindrome da Cabega Inchada (Levine, 1984; Parreira,
1994),

Com relagiio as infecgdes extra-intestinais no homem, cepas de . coli,
apresentando diversos mecanismos e fatores de viruléncia, também est3o associadas 4 varias
doengas, tais como pielonefrite (Johnson ef al., 1987) e meningite do recém-nascido. Esta
tltima associada geralmente 4 cepas apresentando o antigeno colominico K1 (acido poli-
acetil neuraminico), que apresenta epitopos comuns aos concentrados na cépsula da

Neisseria meningitidis, grupo B (Sussman, 1985).



Neste sentido, pela enorme versatilidade de suas cepas, em lermos de
aquisigiio de genes e expressdo de diferentes mecanismos ¢ fatores de viruléncia a L. coli ¢,
dentre o grupo das bactérias gram-negativas, o mais significativo exemplo de “uma bactéria
relacionada a varias doengas”.

Inicialmente, Kauffmann (1947) objetivando identificar as diferentes cepas
patogénicas isoladas propds, pela primeira vez, que as amostras de £ coli fossem
pesquisadas tendo-se como base seus principais antigenos de superficie. Estes foram
denominados de O e H representando, respectivamente, 0 lipopolissacaridio (LPS) termo-
estavel da membrana externa da parede bacteriana de bactérias gram negativas e a proteina
do flagelo (destruida a 100°C por 30 minutos). A estes, somam-se 08 antigenos capsulares,
genericamente denominados de K, encontrados nos tipos A, B e L, por representarem
variedades de termo-resisténcia.

Na sorogrupagem determina-s¢ o antigeno 0O, sendo que nos procedimentos
desta identificacio deve-se eliminar o antigeno K, por tratamento a 121°C durante 1 hora
(Gaastra & Graaf, 1982). Porém, quando possivel, a sorogrupagem pode também incluir o
antigeno K. Por outro lado, na determinag@o do sorotipo, obrigatoriamente, o antigeno H
deve ser pesquisado caracterizando-se, portanto, a amostra em O:H ou O:K:H (Blanco &
Blanco, 1993).

A identificagiio sorologica tem permitido estabelecer-se a correlagdo de cepas
distintas de £. coli com algumas das doengas causadas por esta bactéria, como por exemplo
septicemias e meningite do recém-nascido, onde a maioria das cepas envolvidas, sdo
pertencentes ao sorogrupo O18:K] (Achtman ef al., 1983; Kim ef al., 1992; Korhonen et
al., 1985; Sarff et al., 1975).

Porém, nos quadros diarreiogénicos, doengas a que estdo  mais
frequentemente associadas, a sorogupagem pode auxiliar, mas ndo fecha a identificacdo da
cepa como patogénica, tendo-se que pesquisar nas mesmas a expressido de diferentes fatores
e mecanismos de viruléncia (Levine ef a/., 1993; Blanco & Blanco, 1993).

Tragando-se um paralelo entre o estudo da enteropatogenicidade de I. coli
no homem e em animais, amostras isoladas de enteropatias humanas tém sido melhor
estudadas ¢ mais didaticamente caracterizadas. Atualmente, as linhagens de Escherichia coli
enteropatogénicas para o homem podem ser, tendo-se como base seus mecanismos de

viruléncia, didaticamente classificadas em pelo menos sete grupos de patogenicidade ou
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virotipos (Trabulsi et al., 1996), a saber: Escherichia coli enteropatogénica classe 1 (EPEC
classe 1), Escherichia coli enteropatogénica classe 11 (EPEC classe II) (Rodrigues ef al,
1996), Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) (Levine, 1987), Escherichia coli
enteroinvasiva (EIEC) (Levine, 1987), Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) (Levine,
1987 Salyers & Whitt, 1994b), Escherichia coli enteroagregativa (EAggEC) (Bhan ef al.,
1989; Nataro ef al., 1987) e Escherichia coli apresentando aderéncia difusa (DAEC) (Bilge
et al., 1989; Giron et al., 1991, Levine e al., 1993).

As cepas pertencentes a estes diversos grupos apresentam caracteristicas
especificas tais como manifestagBes clinicas, mecanismos e fatores de viruléncia, tipo de
interagdo com a mucosa intestinal do hospedeiro, epidemiologia e associagio a determinados
sorogrupos e/ou sorotipos (Levine, 1987).

Os mecanismos de patogenicidade podem ser interpretados como s
estratégias dos microrganismos para infectarem o hospedeiro ¢, dependendo da relacdo entre
este ¢ o parasita, causarem doenga ou apenas quadros sub-clinicos (Schaechterfer et al.,
1993). Os fatores de viruléncia correspondem aos produtos e as estruturas dos
microrganismos, capazes de contribuir para 0s mecanismos de viruléncia do patdgeno.

A caracterizagio dos fatores de viruléncia dos agentes infecciosos tem
demonstrado uma grande pluridade de aspectos que variam desde a comprovagdo da
capacidade de adesfio e colonizagdo as superficies mucosas, até a produgao de proteinas que
apresentem conexdes claras e diretas com O Processo infeccioso ¢ com as lesbes do
hospedeiro, incluindo exacerbagdo e alteragdo da resposta imune do mesmo (Salyers &
Whitt, 1994b; Schaechterfer ef al. , 1993).

No caso da E. coli enteropatogénica para 0 homem, o estudo aprofundado
das cepas isoladas tem demonstrado a existéncia de uma gama muito variada de mecanismos
e fatores de viruléncia envolvidos. Esta complexidade, de maneira didatica, ¢ atualmente
separada na definigdo dos virotipos. Contudo, isto ndo significa uma divisdo precisa e
definitiva destes grupos, uma vez que novos fatores de viruléncia tém sido descritos nas
cepas isoladas, tais como os Fatores Necrotizantes Citotoxicos (CNF1 e CNF2) (Blanco e/
al., 1990, 1992), Toxina Citoletal Distensora (CLDT) (Johnson & Lior, 1988) ¢ diferentes
Verotoxinas (VT) (O’Brien & Holmes, 1987, Blanco & Blanco, 1993).

Apesar destes novos fatores terem sido descritos em amostras de . coli

isoladas de fezes diarréicas no homem, ainda ndo estdo incluidos em nenhuma das atuais



definigges de virotipos, Por outro lado, mecanismos ¢ fatores de viruléncia associados a
virotipos distintos ja foram identificados em uma mesma cepa, tais como produgio de
enterotoxinas € invasio celular (Elsinghorst & Kopecko, 1992; Elsinghorst & Weitz, 1994,
Fleckenstein ef al., 1996).

Portanto, vérios trabalhos tém demonstrado que, nas amostras de f. coli
enteropatogénicas, estas caracteristicas de viruléncia ndo sio constantes, mas sim, variam
dentre as cepas. A pesquisa de um niimero maior de fatores de viruléncia, por diferentes
abordagens, modelos de estudo e condigdes de cultivo, podem revelar fatores e mecanismos
diversos, misturando as caracteristicas do que atualmente ¢ definido nos virotipos das cepas
enteropatogénicas causadoras dos quadros entéricos no homem (Scaletsky et al., 1996,
Fleckenstein ef af., 1996; Rodrigues ef al. ,1996).

Esta enorme variabilidade de fatores demonstram que, em co-evolugao com o
hospedeiro, cepas de E. coli sio selecionadas revelando a grande complexidade do assunto,
dificultando a identificacio das cepas patogénicas e aumentando a relevincia da
padronizagio de provas factiveis e rapidas na identificagio dos principais fatores

relacionados aos virotipos , cujas principais caracteristicas sao apresentadas a seguir.

1.2. Virotipos ou grupos diarrciogénicos de cepas de Escherichia coli patogénicas para

¢ homem

1.2.1. Escherichia coli enteropatogénica elassica (EPEC)

A Escherichia coli enteropatogénica classica (EPEC) constitui um dos
virotipos mais importantes para o homem, representando isolados de enteropatdgenos mais
frequentemente associados a diarréia aguda de criangas com menos de um ano de idade,
tanto em paises subdesenvolvidos como em paises desenvolvidos (Sack, 1975; Trabulsi,

1981).

No que diz respeito ao quadro clinico da infegfio causada por este grupo,
ocorre uma diaréia aguda, aquosa, com vomitos ¢ febre. As amostras EPEC sdo,

atualmente, conhecidas como capazes de colonizar o intestino delgado de criangas, aderindo-
se firmemente as células da mucosa intestinal, provocando destruigdo das microvilosidades,

sem produzirem toxinas detectaveis pelos métodos convencionais, mas capazes de alterar



morfo-fisiologicamente as células do hospedeiro (Knutton ef al., 1987; Levine, 1987, Kaper
& Jarvis, 1996).

Objetivando melhor identificagdo destas amostras, que apenas eram
identificadas pelo sorogrupo, Baldini ef al. (1983) pesquisaram ¢ caracterizaram a existéncia
de um mecanismo de adesio destas cepas & culturas celulares. Porém, foi através dos
trabalhos desenvolvidos por Scaletsky ef al. (1984), que os primeiros resultados objetivos,
demonstrando variagdes nas mesmas, quanto ao padrdo adesivo, foram obtidos pela primeira
vez. Desta forma, dois padroes de aderéncia foram definidos ¢ relacionados com amostras
dos diferentes sorogrupos e sorotipos de EPEC, caracterizando-se um padrdo de aderéncia
localizada (LA) e outro de aderéncia difusa (DA).

Observagdes de preparados para Microscopia Eletronica de Transmissdo
(M.E.T.) de culturas celulares HEp-2 e culturas de mucosa intestinal humana infectadas com
estas cepas, revelaram nas células hospedeiras que apresentavam bactérias aderidas,
alteragdes intracelulares semelhantes a pedestais, lesdo que foi denominada de “attaching-
effacing” (A/E) (Knutton ef al., 1987, 1989).

Quanto & adesdo do tipo LA, esta é mediada por genes localizados em um
plasmidio de aproximadamente 60 MDa, sendo estes 0s responsaveis pela expressio do fator
de adesio de EPEC (EAF) (Baldini ef al., 1983). Em estudos realizados por Jerse et al.
(1990) e Jerse & Kaper (1991), os genes associados a adesdo localizada foram identificados,
clonados e denominados de eae. Posteriormente, verificou-se que outros genes estariam
envolvidos e, dentre estes, o gene eaeA localizado no cromossomo bacteriano,
demonstrando-se ser o mesmo responsavel pela codificagio de uma proteina de 94 kDa
(Levine ef al., 1985), denominada de “intimina”.

Atualmente, apds intmeros trabalhos desenvolvidos foi caracterizado que 0
processo de interagdo entre cepas EPEC e celulas hospedeiras, corresponde a trés estagios
principais:

Um primeiro estagio compreende a adesdo, nao intima, entre a bactéria ¢ a
célula hospedeira. Esta adesdio é proporcionada por uma fimbria do tipo IV, denominada
“bundle forming pilus” (BFP) (Giron ef al., 1993). Esta fimbria permite que as amostras
EPEC formem microcoldnias na superficie da célula hospedeira, representada pelo padrdo de

adesdo de aderéncia localizada (LA). Os genes responsaveis pela producdo do BFP estdo
associados a um plasmidio de 60 MDa, denominado de EAF (EPEC Adherence Factor)



(Nataro et al., 1985; Scaletsky et al., 1988) sendo que a identificagdo do mesmo, tem sido
realizada através de provas de hibridizagio molecular, na caracterizagio de amostras EPEC
(Stuart ef al., 1995).

O segundo estagio, refere-se aos processos de sinaliza¢do de eventos na
célula hospedeira induzidos pela bactéria EPEC aderida. Estes sinais compreendem a um
aumento do nivel de jons Ca™ (Baldwin et al., 1991), aumento do fluxo de inositol fosfato,
fosforilagio de proteinas celulares, sendo a mais relevante, uma proteina de 90 kDa
denominada de Hp90, envolvida na iniciagdo do processo de modificaciio do citoesqueleto
da célula hospedeira e internalizagiio da bactéria (Rosenshine ef al., 1992).

0O altimo e terceiro estagio, envolve a atividade do gene cromossdmica eaeA
(Jerse et al., 1990). Este gene codifica a proteina de membrana intimina, de 94 kDa. Esta
proteina ¢ responsével pelo intimo contato entre a bactéria e a célula epitelial, induzindo no
local da adesio um actmulo de filamentos de actina e de outras proteinas do citoesqueleto
tais como miosina, talina ¢ ezdrina (Finlay et al, 1992). Estas modificagdes permitem a
formago de pedestais, onde as fibras alongadas sao representadas por projegdes semelhantes

aos pseudopodes (Donnenberg e! al., 1997). O rearranjo da actina esta, também, envolvido

na internalizacio de subepopulages de EPEC por células epiteliais (Donnenberg ¢t al.,
1990).

Portanto, apos a aderéncia a superficie das células epiteliais, a EPEC
promoveria a adesdo “Attaching effacing” (A/E), envolvendo degeneragio das
microvilosidades do "brush border" e polimerizagdo das estruturas altamente organizadas do
citoesqueleto da céula hospedeira, no local da adesdo bacteriana. Nesta fase, a EPEC torna-
se positiva para o teste de “fluorescent actin staing” ou teste de FAS, capaz de detectar a
actina polimerizada (Knutton e/ al., 1991).

Atualmente, uma vez que a patogenicidade das linhagens de E. coli deste
grupo ¢ methor conhecida, o virotipo EPEC pode ser subdividido em duas sub-classes
(Trabulsi ef al., 1996). As da classe I, ou classica, exibem obrigatoriamente o fendtipo de

aderéncia localizada as células HeLa ou HEp-2, possuem o gene eaeA do plasmidic EAF e 0

gene Ofp enquanto que as da classe Il apresentam aderéncia difusa ou uma adesdo

denominada de LAL { Localized Adherence-Like) (Rodrigues ef al., 1996) por exigir maior

tempo de infecgdo além do gene eacA.
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Um outro padriio de adesfio, também foi descrito em amostras de sorogrupos
tipicos de EPEC e ¢ caracterizado por apresentar, simultaneamente, adesdo do tipo
localizada e difusa. Este padrio, denominado de LA/DA, apresenta amostras que reagiram
positivamente em provas moleculares de detecgdo de EAF, A/E e DA (Scaletsky ef al.,
1996).

Em estagios avangados da infecgdo, o processo diarréico pode ser mais
evidente, devido & perda das jungdes interdigitais entre os enterécitos, morte destas células ¢
danos na mucosa. Desta forma, a infecgio por cepas EPEC pode apresentar diferentes
aspectos na dependéncia da interago da bactéria com o hospedeiro e do estagio da doenga.

A caracterizagio de diferentes fatores de viruléncia em cepas EPEC tem
permitido o desenvolvimento e aperfeigoamento de novos métodos de identificagiio das
amostras pertencentes a este virotipo, tais como sondas de DNA e utilizagdo da técnica do
PCR, capazes de permitirem que um grande numero de cepas sejam pesquisadas (Kaper &
Jarvis, 1996).

Embora tenha sido demonstrada a presenca intracelular de algumas cepas de
sorotipos classicos de EPEC & linhagens celulares, ao contrario de outros patdgenos
bacterianos intracelulares facultativos, tais como a Shigella sp, as amostras EPEC ndo se
multiplicam intracelularmente, nem sobrevivem em fagocitos. Estes resultados sugerem que
estas ndo sio adequadamente adaptadas as condigbes intracelulares, promovendo lesGes

pelos mecanismos ja descritos.

1.2.2. Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC)

Em 1971, Dupont ef al. descreveram uni fiovo grupo de amostras de E. coli,
capazes de provocar um quadro febril na pessoa infectada, diarréia sangiiinolenta e
capacidade de invadir as células do intestino grosso.

Estas amostras, denominadas de EIEC, invadem ativamente culturas celulares,
espalhando-se lateralmente pelas células adjacentes. Quanto a0 pProcesso de 1nvasio
intracelular desta bactéria, estes parecem ser idénticos aos descritos para a Shigella
dysenteriae (Dupont ef al., 1971; Formal & Hornick, 1978, Wagner ¢! al., 1988). Porém, ao
contrario das amostras de Shigella, as cepas EIEC ndo produzem a “Toxina da Shigella” ou

“Shiga toxin” (ST), fato que pode explicar a auséncia da Sindrome Urinaria Hemolitica



(HUS), na infecgfio por este grupo, doenga associada como uma complicagdo da disenteria
causada por amostras do virotipo EHEC.

Contudo, cepas EIEC expressam outros fatores de viruléncia tais como
produgdo de mucinases, superéxido dismutase e aerobactina, que contribuem para a
severidade da infecgio (Rico-Martinez, 1995).

A Escherichia coli enteroinvasiva ¢ espécies de Shigella sp. sio importantes
agentes causais de disenteria também em pessoas adultas, verificando-se nas fezes das
mesmas, a presenga de muco, sangue e leucocitos. Com relagdio aos paises subdesenvolvidos,
estes quadros sdo descritos principalmente em criangas e, nos paises desenvolvidos,
encontram-se mais relacionados a individuos adultos (Levine, 1987).

Estas bactérias penetram na mucosa intestinal atraves das células M do
sistema linfocitario especifico da mucosa (MALT), no interior de vesiculas. A seguir, 2
membrana destas vesiculas ¢ lisada e, através de alteragBes do citoesqueleto celular por
polimerizagio da rede de actina, estes patogenos migram para as células laterais,
representadas pelos enterocitos. Desta forma, ndo penetram no hospedeiro através das
microvilosidades, como também ndo sdo capazes de invadir culturas celulares polarizadas,
que apresentam diferenciagdo baso-apical (Salyers & Whitt, 1994a).

O processo de invasio celular da mucosa intestinal pelas EIEC promove
intensa reagio inflamatoria tecidual e o quadro disentérico (Formal & Homick, 1978,
Levine, 1987, Wagner et al, 1988). A semelhanca da Shigella sp, a infecgdio pode ser
adquirida ndo so pela ingestdo de agua e alimentos contaminados, como tambem por contato
pessoal ou por vetores mecdnicos, devido a baixa dose infectante necessaria. A fonte de
infeccio deste grupo, como para a Shigella sp, é o proprio homem (Levine e? al., 1983).

Ainda hoje, a identificagdo deste grupo de enteropatdgenos € realizada por
provas bioquimicas e sorologicas, neste ultimo caso pesquisando-se ndo sO 0 SOrogrupo,
como também o sorotipo (Toledo & Trabulsi, 1983). Inicialmente, em modelos animais, 0
fenotipo de invasdo era pesquisado pelo classico teste de Séreny, realizado em olho de
cobaia albina (Day ef al., 1981). Atualmente, verifica-se a capacidade de invasdo destas

cepas em experimentos realizados principalmente com culturas de células HEp-2 (Day ef al.,

1981) ¢ HeLa (Bessen & Gotsshlich, 1987), além de provas de ELISA, utilizando-se

anticorpos especificos contra proteinas de membrana externa (Pal et al., 1985).



Este grupo pode ser, também identificado através de técnicas moleculares tais
como PCR ou por provas de hibridizagio utilizando-se sondas especificas de DNA,
representadas pelos genes inv, presentes em um plasmidio de 140 MDa responsével pela
invasdo (Gomes ef al., 1987, Small & Falkow, 1986).

1.2.3. Escherichia coli enterohemorragica (EHEC)

A principal manifestagio clinica provocada na infecgdo por amostras EHEC €
a diarréia sanguinolenta (Levine, 1987). Esta doenga, também denominada colite
hemorragica, foi descrita inicialmente nos Estados Unidos e Canada, associada a ingestdo de

“hamburguers” contaminados com cepas de Escherichia coli do sorogrupo 0O157:H7 (Spika

et al., 1986). As amostras de E. coli, pertencentes ao virotipo EHEC sao reconhecidas como
agentes de doengas graves, podendo resultar em Obito, por provocarem falha do sistema
renal, representada pela Sindrome Urémica Hemolitica (HUS) (Riley, 1987).

As amostras EHEC sio produtoras de duas citotoxinas, atualmente
denominadas de “Shiga-like toxin T e 1I” (SLT-I e SLT-II) ou “verotoxinas 1 e I (Vi-le
VT-I1), ambas codificadas por conversdo fagica e ativas em culturas de células Vero e HelLa
(O’Brien & Holmes, 1987).

As SLTs possuem estrutura AB, sendo que a subunidade A € a responsavel
pela inibigio da sintese protéica da célula eucaridtica e as cinco subunidades B, responséveis
pela ligagio aos receptores da célula dos eucariotos (O’Brien & Holmes, 1987; Endo ef al,,
1988). A toxina SLT-I difere da ST, produzida pela Shigella dysenteriae do tipo I, apenas
pela alteragiio de um aminoécido (Strockbine ef al., 1988) sendo que, devido a isto, ambas

530 consideradas por muitos autores Como uma mesma toxina.

A partir de 1990, uma grande variedade de diferentes SLT-II tém sido

descritas. Genericamente, s3o denominadas de SLT-lIv (Shiga-like toxin II variante),
apresentando cerca de 97% de homologia com a SLT-II, sendo codificadas por genes

cromossdmicos (Woodward ef al., 1990). Dentre estas toxinas, encontram-se descritas a

SLT-Iivha, (VT2vha), SLT-Ilvhb (VT2vhb) e SLT-Ilc (Jackson ef al., 1987; Ito et al,
1990).
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No grupo das EHEC os sorotipos predominantes sdo O157:H7, O157H- ¢
0126:H11 (Blanco ef al, 1988), apesar de cepas do sorogrupo O30 também estarem
envolvidas nestes quadros (Blanco & Blanco, 1993).

As amostras EHEC ligam-se firmemente s culturas de células de mamiferos e
produzem o mesmo tipo de lesdo “attaching-effacing” verificado em amostras EPEC
(Pedroso et al., 1993). Porém, a adesdo de linhagens EHEC restringe-se ao cécon € ao
colon, enquanto que as linhagens de EPEC aderem-se a toda extensdo do intestino (Levine,
1987).

Atualmente, na identificagio deste virotipo, uma sonda obtida de um
plasmidio de 60 MDa tem sido usada com grande especificidade para a detecgéio de amostras
EHEC do sorotipo O157:H7 e O26:HI1 ¢ de 81% das amostras verotoxigénicas
pertencentes a outros sorotipos (Toth ez al., 1990).

Porém, a identificaco deste virotipo também € normalmente realizada através
das seguintes abordagens: pesquisa da produgdo de citotoxinas ativas em cclulas Vero e
HeLa (Karmali ef al., 1985; Konowalchuk ef al., 1977); testes de hibridizac8o com DNA
pesquisando-se o gene eaeA (Brown et al, 1989; Gicquelais e/ al., 1990, Karch & Meyer,

1989: Willshaw ef al, 1987); provas de ELISA utilizando-se anticorpos monoclonais
(Downes ef al., 1989; Padhye & Doyle, 1991; Perera ef al. 1988); provas de ELISA em
placas sensibilizadas com receptores para as toxinas SLT-I ¢ SLT-1I (Ashkenazi & Cleary,
1989; Basta ef al., 1989); determinagdo do sorogrupo ¢ também do sorotipo (Farmer III &
Davis, 1985; March & Ratnam, 1989; Tison, 1990).

Alguns trabalhos também propdem a identificagdo presuntiva deste grupo,
verificando-se a presenca das toxinas SLT-I ¢ SLT-II diretamente nas amostras fecais

(Maniar et al., 1990).

1.2.4. Escherichia coli entereagregativa (EAggEC)

O virotipo da Escherichia coli enteroagregativa (EAggEC) (Mathewson el

al., 1985, 1986) representa um grupo diarreiogénico recentemente deserito, com definiches

ainda controvertidas. Nos trabalhos desenvolvidos, as cepas EAggEC isoladas
principalmente de quadros clinicos descritos em criangas, estdo associadas a um tipo

persistente de diarréia, que ndo apresenta sangue e/ou leucocitos nas fezes.



il

Modelos animats (Tzipori ef al., 1992), culturas de células HEp-2 (Nataro et
al., 1992) e de células T84 (Nataro ef al., 1996) tém sido utilizados, mais frequentemente, na
identificagio de amostras pertencentes a este virotipo permitindo, também, o estudo de sua
patogenicidade. Nos diversos trabalhos realizados, tém sido ressaltado que a caracteristica
principal deste virotipo € a expressio do fenotipo de adesdio agregativa, representada pela
presenga de um padrio de aderéncia semelhante a “tijolos empilhados”, onde as células
bacterianas apresentam-se¢ bem definidas ¢ unidas, uma ao lado da outra. Este padrdo de
aderéncia pode ser observado tanto na superficie das células HEp-2 como nas superficies de
vidro ou pléstico, suportes dos experimentos de infecciio celular e, portanto, sem a presenca
de tecidos.

Além do padiio de adesdo as células HEp-2, estas cepas tém sido
caracterizadas também pela hemaglutinagdo D-manose resistente com hemacias humanas
(Nataro et al., 1992), autoaglutinagdo em meios de culturas liquidos, com formagdo de
grumos {Albert ef al., 1993) e presenga de um plasmidio de 60 MDa (Vial et al., 1988).

Em trabalho de Nataro ef al. (1993), foi demonstrado que a capacidade de
adesio destas amostras era devida & expressdo de uma adesina denominada de AAF/L
(Aggregative Adherence Fimbriae 1), cujas fimbrias formavam feixes a partir da célula
bacteriana, de maneira similar as “bundle-forming pili” descritas por Girén ef al. (1993), em
cepas EPEC da classe L.

Estes autores também determinaram que esta adesina era codificada por genes
presentes em um plasmidio de 60 MDa (Nataro ef al. 1993). Paralelamente, caracterizaram
que o mesmo plasmidio era responsavel também pela produgiio de uma enterotoxina termo-
estavel, denominada EAST1, identificada em 40% das cepas estudadas. Segundo Savarino ef
al. (1991), esta toxina apresenta fungio similar a toxina ST de ETEC. Inclusive, como
descrito por Yamamoto & Echeverria (1996), a EAST] também pode ser encontrada em
amostras de origem humana pertencentes ao virotipo ETEC, capazes de expressar 05
antigenos de aderéncia CFA/I, CFA/I, CFA/IV, além de PCFO9. Em amostras ETEC de
origem animal, esta toxina foi detectada somente naquelas capazes de expressar a fimbria
K88.

Posteriormente, Nataro (1996a) demonstrou que cepas EAggEC poderiam
expressar fimbrias distintas de AAF/L, caracterizando uma segunda adesina, pelo mesmo

denominada de AAF/IL (Aggregative Adherence Fimbriae II). Enquanto que a fimbria AAF/T
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seria representada por fimbrias flexiveis, formando feixes ¢ apresentando de 2 a 3 nm de
dismetro, a fimbria AAF/II apresentaria 5 nm de didmetro. Estudos comparativos
demonstraram que as fimbrias AAF/I e Il eram distintas morfologica, genética €
antigenicamente.

Quanto ao processo de colonizagdo, verificou-se que estas bactérias ligam-se
is células do intestino delgado humano, mas nfio sdo capazes de induzir as lesBes
caracteristicas do “attaching and effacing”, descritas nos processos de colonizagio de
amostras de k. coli dos grupos EPEC e EHEC (Knutton ef al., 1989). Apesar do grupo
EAggEC ser considerade um virotipo ndo invasivo, Benjamin ef al. (1994) observaram, em
experimentos com células HEp-2, processo de invasio intracelular por amostras
consideradas como pertencentes a0 mesmo.

Por outro lado, ndo foram identificadas nas amostras consideradas como
EAggEC, a produgdo de toxinas do tipo LT (termo-labil) ou do tipo “Shiga-like” (Levine,
1987; Vial et al., 1988), embora tenha sido observada a produgdio da toxina EASTI, ou
toxina enteroagregativa ST, cujo papel na viruléncia ainda ndo estd bem esclarecido
(Savarino et al., 1991). Além desta, também foi descrita a produgiio de uma toxina termo-
14bil de 120 kDa, muito semelhante & hemolisina produzida por linhagens de E. coli
associadas 2 infeccBes no trato urinario (Baldwin ez af., 1992). Estes autores verificaram que
esta Gltima toxina ndio era capaz de lisar eritrocitos, mas induzia o aparecimento de poros na
membrana das células do hospedeiro, sendo que a ligagdo desta hemolisina as células HEp-2
provocava também um aumento dos niveis de calcio intracelular.

Recentemente, Nataro (1996a), através de experimentos com eritrocitos,
observou efeito citotdxico causado por uma proteina de 108 kD, associada 4 presenca de
um plasmidio denominado PAC, cuja fungdo na enteropatogenicidade do grupo também
ainda nio estd claramente definida.

Através de estudos em eletroforese de gel de poliacrilamida, analises de
proteinas da membrana externa de cepas deste virotipo revelaram a existéncia de uma
proteina comum, apresentando 38 kDa (Wai ef al, 1996). Neste trabatho também foi

observada a perda do carater hidrofobico das amostras EAggEC, quando submetidas a

tratamentos de extraciio desta proteina sugerindo, desta forma, que a proteina de 38 kDa

deva ter um papel importante na expressdo do fenotipo auto-agregativo.
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Wanke ef af. (1990), analisando lesGes intestinais, demonstraram uma forte
aderéncia de amostras EAggEC ao muco intestinal, sugerindo que no intestino delgado a
aderéncia ao muco é também um fendémeno importante na colonizagdo destes patogenos.

Por outro lado, a identificagio molecular deste virotipo, a sonda pCVD432
tem sido utilizada na identificacdo de genes para AAF/I ¢ a aglutinagiio de eritrocitos
humanos (Nataro ef al., 1992), além de toxinas produzidas por estas amostras (Savarino ef
al, 1991). Apesar destas provas serem altamente especificas sdo, no entanto, mMENos
sensiveis que os testes de adesdo, uma vez que, COMa ja verificado no trabalho de Nataro
(1996a), outras adesinas devem estar envolvidas no fenotipo agregativo, caracteristica

considerada como a mais relevante deste virotipo.

1.2.5. Escherichia coli enteropatogénica com aderéncia difusa (DAEC)

A Escherichia coli do grupo DAEC constitui mais recente virotipo descrito.
Nos primeiros estudos realizados com amostras DAEC, este grupo foi caracterizado por
apresentar um padrdo de adesdo difusa em experimentos desenvolvidos com a linhagem de
células HEp-2, ndo tende sido verificado, na época, nenhuma associagio deste virotipo com
casos de diarréia (Bhan ef af., 1989; Cravioto ef al., 1991; Nataro et al., 1987). Entretanto,
pesquisas recentes demonstraram que estas cepas de E. coli estdo, de fato, relacionadas a
casos de diarréia em criangas (Gunzburg ef al., 1993; Levine et al., 1993).

Quanto aos mecanismos de patogenicidade das amosiras DAREC, estes ainda
ndo sio conhecidos. Bilge ef al. (1989) caracterizaram, em algumas cepas com este padrdo
de aderéncia, uma fimbria denominada F1845, que seria a responsavel pela adesfio e pelo
padrio de aderéncia difusa na maioria das amostras DAEC pesquisadas.

Estudos complementares demostraram que amostras pertencentes a €sie
grupo induziam na célula hospedeira, um processo caracteristico de enlongamento,
provavelmente com a finalidade de englobar as bactérias DAEC (Yamamoto et al., 1992).

Jallat et af. (1993), pesquisando amostras de E. coli envolvidas em casos de

diarréia, verificaram uma associagio entre o efeito citotoxico em células HEp-2 ¢ atividade
hemolitica de amostras DAEC. Observaram, também, um fendémeno de descolamento do

tapete celular, quando na presenga destas amostras.
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Recentemente, Yano ef al. (1996) extrairam e purificaram um fator
hemaglutinante D-manose resistente (HAF), a partir de amostras DAEC. O peso molecular
das subunidades deste fator foi determinado como de 18 kDa em SDS-PAGE e de 66 kDa
em Sephadex G100, sugerindo que a forma nativa do HAF seja representada por 3 a 4
mondmeros.

Marcagdes pela técnica do “Immunegold”, com antissoro especifico anti-
HAF, revelaram que esta proteina, de forma distinta das fimbrias bacterianas, ndo €
representada por uma estrutura definida, sendo que as revelagdes observadas foram
sugestivas de que o HAF possa ser um possivel fator de adesdo ndo fimbrial de amostras
DAEC. Dentre os virotipos descritos para amostras enteropatogénicas de E. coli, este grupo

é 0 que ainda apresenta maiores indefinigdes (Yano e/ al., 1996).

1.2.6. Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

As amostras de Escherichia coli enterotoxigénicas (ETEC) representam uim
dos grupos de maior importdncia na patogenia da diarréia aquosa em criangas, adultos ¢
viajantes de areas endémicas, principalmente nos paises em desenvolvimento (Levine, 1987,
Black, 1990).

A patogenicidade deste grupo ¢é devida a combina¢do de dois fatores
principais de viruléncia, sendo o primeiro relacionado & colonizagio da bactéria na mucosa
do intestino delgado. O processo de colonizagdo ocorre devido & presenga de adesinas na
superficic da célula bacteriana, capazes de interagir com receptores das céluias do
hospedeiro, podendo variar morfologica e antigenicamente sendo, genericamente,
denominadas de Fatores de Colonizagio (FC).

Esta interagio ¢ considerada como espécie-especifica e confere 4 bactéria a
habilidade de resistir aos movimentos peristalticos intestinais do hospedeiro. O segundo
evento, envolvido nas enteropatias causadas por ETEC, ¢ a produgio de enterotoxinas, que

podem ser termo-estaveis (ST) ou termo-labeis (LT).



1.2.6.1. Enterotoxinas

Smith & Halls (1967) foram os primeiros a verificar que sobrenadantes de
cultura de amostras de [. coli provocavam acumulo de liquido, em alga ligada de intestino
de porco. Mais tarde, Smith & Gyles (1970) demonstraram a existéncia de dois tipos de
enterotoxinas: termo-labeis (LT), por serem inativadas pelo calor a 60°C por 15 minutos €
termo-estaveis (ST), por resistirem ao tratamento a 100°C por 30 minutos.

Dentre as enterotoxinas termo-estaveis a STa, também denominada por
alguns autores de STI, ¢ solivel em agua ¢ em solventes organicos, além de ser resistente a
acdo de enzimas proteoliticas (Alderete & Robertson, 1978; Clements & Finkelstein, 1978a)
e apresenta atividade em intestino de camundongo recém-nascido (Dean e/ al., 1972).

Por outro lado, a enterotoxina STb, também denominada de STII, ¢ insolivel

em metanol e ativa em alca ligada intestinal de suinos de 5 a 7 semanas, Apesar de ser
importante na diarréia do desmame em suinos, a relevincia da enterotoxina STh na diarréia
humana nio é comprovada, embora 0s genes desta toxina tenham sido detectados em
amostras de E. coli isoladas do homem (Echeverria ef al., 1985).

Apenas STa, dentre as enterotoxinas termoestaveis, ¢ comprovadamente
associada a casos diarréicos humanos (Clements & TFinkelstein., 1978a; Blanco & Blanco,
1993), sendo representada por um peptideo de 17 a 18 aminodcidos, sendo os 13 residuos da
regido carboxi-terminal responsaveis pela ligagdo da toxina aos receptores celulares e pela
caracteristica de toxigenicidade (Gariepy ef al., 1986). Os genes para STa tém sido
encontrados, normalmente, em plasmidios de alto peso molecular, geralmente associados a
genes responsaveis pela codificagio de FC efou genes associados a fendtipos de resisténcia a
antimicrobianos (Clements & Finkelstein, 1978a; Evans & Evans., 1978, Gyles ef al., 1977,
McConnel et al., 1989).

A $Ta pode ser biologicamente identificada pelo teste do camundongo recem-
nascido (Dean ef al., 1972), através de provas sorologicas de ELISA (Svennerholm ef al,
1986), pelo uso de sondas genéticas utilizando-se o método de hibridizagdo de colomas

(Echeverria et al., 1986), ou por PCR (Hammermueller e7 al., 1995).
Quanto ao mecanismo de a¢d0 2 enterotoxina STa ¢ capaz de ativar a enzima

guanilato ciclase nas vilosidades das células epiteliais do intestino, o que leva a uma elevagao
dos niveis de GMPe, resultando em secre¢do de liquido para a luz intestinal e subsequente

diarréia (Fukuta ez al., 1988; Hughes et af., 1978).
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Com relacio a STb, em trabalho desenvolvido por Whipp (1990, verificou-se
que esta enterotoxing era sensivel as proteases intestinals ¢ poderia ser detectada em algas
ligadas de ratos e camundongos, desde que os sobrenadantes das culturas fossem tratados
com inibidores de tripsina de soja. No que diz respeito a0 estimulo da secre¢o intestinal, a
enterotoxina STb atua por mecanismos que 1Bao envolvem alteracdes das concentragGes de
nucleotideos ciclicos (Kennedy ef al., 1984).

Quanto s enterotoxinas termolabeis, estas também  apresentam
heterogeneidade, constituindo-se em duas classess LT-1 e LT-IL. A toxina LT-1 segue
bioquimicamente o padrdo AB de toxinas, apresentando estrutura molecular e antigénica
muito semelhante & da toxina colérica (TC) (Clements & Finkelstein, 1978b).

Desta forma, enquanto a subunidade B liga-se ao receptor de membrana, no
caso representado principalmente pelo gangliosideo GM1 (Svennerholm & Holmgren, 1978),
a subunidade A é responsavel pela atividade toxica. A agio desta subunidade baseia-se na
estimulagio da enzima adenil-ciclase, promovendo uma elevagdo dos niveis de AMPc¢ nos
enterdcitos, o que leva a perda de potassio e ions bicarbonato pela célula, com conseqiiente
secrecio de liquido para a luz intestinal ¢ quadro diarréico (Cravioto ef al., 1988; Gariepy e/
al., 1986; Ricci ef al., 1992).

A toxina LT-1, além de ser estruturalmente semelhante & TC, também tem
atividade biologica semelhante, além de apresentar determinantes antigénicos comuns
(Clements & Finkelstein, 1978b; 1979). Assim, soros policlonais produzidos contra estas
duas toxinas, apresentam reagdes cruzadas.

Uma vez que a LT-1 ¢ uma proteina imunogénica, apresentando cerca de 85 a
90 kDa, varias reagdes antigeno-anticorpo foram desenvolvidas para a sua identificagdo,
variando desde as que utilizam hemécias de carneiro como suporte, tais como a
smunohemélise radial modificada (Serafim ef al., 1981) e a hemaglutinagio indireta (Ricci &
Castro, 1986), até provas mais sensiveis como GM1-ELISA (Sommerfelt ez al., 1988).

Quanto & codificagdo génica da LT-I, esta tem sido descrita como associada a
genes presentes em plasmidios de alto peso molecular (Gyles et al, 1974), alguns
apresentando também genes capazes de codificar marcas de resisténcia a antimicrobianos €
fatores de colonizagio (Gyles ef al., 1977).

Posteriormente, uma segunda toxina termo-1abil produzida por amostras de L.

coli isoladas de fezes de bufalo foi identificada por Holmes e/ al. (1986) e denominada de



LT-1l. Apés purificagdo, esta demonstrou apresentar P.M. de 87 kDa, sendo composta por
uma subunidade A e cinco subunidades B, com P.M. respectivamente de 28 kDa e 11 kDa.
Trabalhando com amostras de Escherichia coli isoladas de fezes humanas, animais e de
alimentos, Guth ef al. (1986) descreveram duas variedades antigénicas da LT-II, a saber:
LT-1la e LT-Iib.

Trabalhos desenvolvidos por diferentes autores (Elsinghorst & Kopecko,
1992; 1994; Fleckenstein ef al., 1996; Schlager ef al., 1990; Wanke & Gerrant, 1987),
relataram a capacidade de algumas amostras ETEC em invadirem culturas celulares
originarias do colon e ileo humano. Apesar destas observacdes, o papel da invasido na

patogenicidade deste virotipo continua indefinido.

1.2.6.2. Fatores de Colonizaciio

Virios fatores de colonizagdo (FC) ou possiveis fatores de colonizacio (PCF)
tém sido identificados e caracterizados em cepas ETEC de origem humana. Porém, em
muitas das amostras ETEC isoladas de fezes diarréicas humanas, 0s principais FC descritos
até o momento nio foram identificados (Levine ¢/ al., 1995; McConnell & Rowe, 1989).

O primeiro FC, detectado em amostras ETEC de origem humana, foi descrito
por Evans ef al. (1975). Este fator apresenta uma estrutura fimbrial e foi denominado por
estes autores de fator antigénico de colonizagdo I (CFA/D). Através de observasgles em
Microscopia Eletronica de Transmissdo, verificou-se que CFA/I era uma estrutura rigida, de
0,5 a lum de comprimento, com didgmetro de 7nm (Mooi & Graaf, 1985, @rskov et al.,
1971). Esta fimbria é representada por mais de 100 subunidades idénticas, constituidas por
147 residuos de aminoacidos cada, sendo que cada subunidade apresenta um peso molecular
de 15,1 kDa (Klemm & Mikkelsen, 1982).

Posteriormente, foram descritos os seguintes FC: CFA/IL (Evans & Evans,
1978), CFA/II (Honda ef al., 1984), CFA/IV ou PCF8775 (Thomas ef al., 1982), PCFO159
(Tacket ef al., 1987), CS14 (previamente denominada de PCFO166) (McConnell et al.,
1989), CS17 (McConnell et al., 1990), CS13 (previamente denominada de PCFQO9%)

(Heuzenroeder ef al., 1990), antigeno 2230 (Darfeuille-Michaud e al., 1986), antigeno 8786

(Aubel e al., 1991), PCFO20 (Viboud et al., 1993a), CS20 (Valvatne ef al., 1996), CS19
(Grewal et al., 1997), PCFO148 (Knutton et al., 1987), CS7 (Hibberd er al., 1990) e

17
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PCFO?2 (Ricci ef al., 1995; 1997). Normalmente, os FC apresentam estrutura fimbrial ou
fibrilar. Contudo, os antigenos 2230 e 8786 foram descritos como adesinas ndo fimbriais.

De maneira geral, na caracterizagdo dos fatores de colonizagdo descritos em
amostras enterotoxigénicas, isoladas em diferentes partes do mundo, observa-se grande
variagio na freqiéncia dos mesmos (Levine et al., 1995, McConnell ef al., 1990, Clements ef
al., 1990; Lopez-Vidal & Svennerholm, 1990; Binsztein ef al., 1991; Viboud ef al., 19934,
Nirdnoy et al., 1997).

Esta variagdo poderia estar parcialmente relacionada as regides geograficas,
onde as cepas ETEC endémicas seriam diferentes, expressando distintos FC. Contudo, nos
levantamentos epidemiologicos, estes resultados também estariam associados a perda dos
plasmidios responsaveis pela codificagdo destes fatores, apds o isolamenio da amostra,
estocagem prolongada ¢ subcultivos, antes da pesquisa de FC nas mesmas (Thomas ef al.,
1982; Ahrén ef al., 1986).

Em estudo desenvolvido por Honda et al. (1991), os autores demonstraram
significativa segregagdo dos plasmidios responsaveis pela codificagdo das enterotoxinas ¢ de
FC em estoques prolongados, na dependéncia do meio utilizado ¢ da temperatura de cultivo.
Devido a isso, a confirmagdo da produgdo de enterotoxinas pelas amostras em estudo, deve
ser imediatamente seguida da pesquisa de FC nas mesmas.

Dentre os FC ja descritos em cepas ETEC isoladas de casos de diarréia
humana, os mais pesquisados e melhor caracterizados, sio representados pelos fatores
CFA/l, CFA/1 ¢ CFA/IV. Enquanto que CFA/I ¢ representado por uma proteina homogénea
(Klemm & Mikkelsen, 1982), 0s FC CFA/IL e CFA/IV sdo heterogéneos ¢ COMpOstos de trés
antigenos de superficie ou “coli surface” (CS), denominados de CS1, CS2 e CS3 para
CFA/IL e CS4, CS5 e CS6 para CEA/IV (Smyth, 1982, Thomas ef al., 1985).

No que diz respeito ao CFA/I, este expressa (83 sozirtho ou em combinagio
com CS1, CS2 ou CFA/IIL, sendo estas subunidades representadas por estruturas fimbrials
rigidas, medindo de 6 a 7Tnm de didmetro, enquanto que CS3 ¢ uma estrutura fibrilar flexivel,
com 2 a 3nm de didmetro (Levine ef af., 1984; McConnell ef al., 1988; Thomas e/ al., 1985).

A subunidade CS1 tem um peso molecular aproximado de 16,8 kDa,
enquanto que subunidades de 14,5 ¢ 15,5 kDa estio presentes em material purificado de
CS3. Com relagiio ao peso molecular da subunidade CS2 este ¢ de 17 kDa (Honda e/ al.,
1989).



No complexo CFA/IV todas as cepas expressam CS6 sozinho ou em
combinagio com CS4, CS5 ou CFA/II (McConnell ef al., 1988). Com refagiio a CS4 e CS5,
estas sio estruturas rigidas de 6 a 7 nm de didmetro, capazes de promover hemaglutina¢do
D-manose resistente com eritrocitos de bol e humanos. No caso de CS5, esta fimbria
também hemaglutina eritrocitos  de cobaio. Por outro lado, CS6 ndo promove
hemaglutinagdo D-manos¢ resistente, mas tem sido identificada atraves de observaghes em
M.E.T. pela técnica do “Immunegold” revelada com soros especificos (Thomas ef al., 1985).
Quanto a CS6, atualmente este ¢ considerado como um FC, uma vez que cepas expressando
este antigeno demostraram-se capazes de colonizar o intestino de coelho (Svennerholm e!
al., 1988) ¢ tendo sido identificadas como 08 {inicos patogenos em pacientes com diarréia
(Wolf ef al.,1993; Binsztein ¢f al.,1991).

No que diz respeito a subunidade (4, esta tem peso molecular aproximado

de 17 kDa, enquanto que as subunidades de 21 e 14,5 kDa estdo presentes em material
purificado de CS5 ¢ CS6, respectivamente (Thomas e al., 1985; McConnell ef al., 1988).

Recentemente, foi demonstrado que o operon de CS6 ¢ representado por
quatro seqiéncias (operon reading frames) representados por cssA, cssB, cssC e cssD
(Cassels & Wolf, 1995). As duas primeiras, codificam proteinas estruturais de CSe,
enquanto cssC pertence a familia das “molecular chaperones” ¢ cssD ¢ uma “molecular
usha”, servindo de proteina ancora, na construgdo e expressdo da fimbria.

Quanto & morfologia dos fatores CFA/IIL, CS17 ¢ PCFO159, estes foram
observados como estruturas fimbriais em forma de haste, com cerca de 6 a 8 nm de
didgmetro, sendo que CS17 tem uma estrutura helicoidal similar & CS5 e apresenta de 3,5 a
6,5 nm de espessura (Hibberd et al., 1990, Honda ef al., 1984; McConnell & Rowe, 1989,
McConnell ef al., 1990; Tacket et al., 1987).

As subunidades dos fatores CFA/HIL, CS17 ¢ PCFO159, em eletroforese em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) demonstraram {ef, respectivamente, P M. de 18, 21,5 ¢
19 kDa (Hibberd ef al, 1990; Honda et al., 1984; Tacket ef al., 1987). Com relagdo a
PCFQ166, duas bandas polipeptidicas, coradas em mesma intensidade (17 € 15,5 kDa),
foram verificadas também em SDS-PAGE (McConnell & Rowe, 1989).

De maneira geral, os FC descritos para amostras ETEC isoladas de quadros
de diarréia no homem ou em animais, apresentam as seguintes caracteristicas comuns: a) Sdo

constituidos de estruturas protéicas apresentando distribuigao peritriquia, com 1 a 2um de



comprimento ¢ 6 a 9 nm em diametro; b) Normalmente sao codificados ou controlados por
genes presentes em plasmidios de alto peso molecular, em associagdo com genes das
enterotoxinas LT e/ou ST (Evans & Evans, 1975; 1978; Smyth, 1984; Willshaw ef al.,
1982); ¢) Sio compostos por unidades protéicas, cujo peso molecular tem sido descrito entre
14 ¢ 34,5 kDa, normalmente apresentando clevado nGmero de aminoacidos hidrofobicos
(Blanco et al., 1991, Ricci ef al, 1997, Girén et al., 1997); d) Sdo encontrados apenas em
amostras ETEC pertencentes a determinados sorogrupos e sorotipos; ¢) A maioria ¢ capaz
de hemaglutinar eritrocitos na presenga de D-manose, aglicar que inibe a hemaglutinagao
descrita para a fimbria tipo 1 de /. coli (Klemm et al., 1985}, f) Sdo termo-regulaveis, isto ¢,
expressam-se quando as amostras de ETEC sio cultivadas a 37°C mas nio a 16°C (Gaastra
et al., 1982; Klemm et al., 1985; Krogfelt, 1991); g) Tém sido identificados e caracterizados
apos crescimento das cepas ETEC em meio CFA 4gar (Evans & Evans, 1977, Klemm,

1985).

Recentemente, Giron ef al. (1994) descreveram ¢ caracterizaram uma nova
fimbria do tipo IV denominada de “longus”, em cepas ETEC isoladas de fezes diarréicas
humanas. Observacdes realizadas em M.E.T., revelaram que o comprimento desta fimbria
superava significamentemente o comprimento das fimbrias descritas para ETEC e para
outros patogenos Gram-negativos, tals como Pseudomonas aureuginosa e Neisseria
gonnorahae (Hobbs & Mattick, 1993).

Apos purificagdo ¢ analise desta fimbria em SDS-PAGE e em provas de
“Western blot”, reveladas com antissoro monoespecifico anti-longus, Giron ef al. (1994)
demonstraram que este € constituido de subunidades com peso molecular de 22kDa,
denominadas pelos autores de LngA ou “tongin”. Este PCF morfologicamente apresenta-se
com distribuigio polar no corpo celular bacteriano, seado seu comprimento superior a 20
pm, demonstrando tendéncia a formar agregados.

Utilizando provas de hibridizagdo de colonias, Giron et al. (1995) estudaram a
prevaléncia do gene que codifica subunidades do “longus” (IngA) entre ETEC isoladas de
diferentes areas geograficas ¢ a associagdo do mesmo com os mais prevalentes FC,
enterotoxinas e sorotipos de ETEC.

No mesmo trabalho, através da comparagio do sequenciamento de
aminoacidos da porgio N-terminal do LngA, e de subunidades fimbriais de outras bactérias,

foi demonstrada similaridade com seqiiéncias fimbriais tipo-1V classe-B (Giron ¢f al., 1997),



21

tais como BfpA (bundle-forming pilus) de EPEC (Giron ef al., 1993) e com o TCP (toxin-
coregulated pili) de Vibrio cholerae (Herrington ef af, 1988).

Analisando-se os resultados de sequenciamento, 0 “longus” foi identificado
como um novo membro da familia de pili do tipo 1V, classe B, caracterizada pela auséncia de
NMePhe como o primeiro amino-acido da por¢ao N-terminal da fimbria (Girén et al., 1997).

Com relacdo a codificagdo genética do “longus”, aparentemente esta é
plasmidial, sendo que sua expressdo deve ser altamente conservada dentre as amostras
ETEC. Por apreseniar, aproximadamente, entre 5 a 7 nm de didmetro e arquitetura semi-
flexivel, Giron ef al. (1994) consideraram 0 longus como distinto dos flagelos peritriquios,
caracteristicos da familia Enferobacteriaceae. Estes autores também demonstraram que a
expressdo deste fator ¢ dependente das condigdes de cultivo.

Por ter sido identificada em cepas isoladas de diferentes areas geograficas,

estar relacionada a diferentes sorotipos e ser expressa concomitantemente com outros FC,
associado a produgdo de LT e/ou ST, a possivel aplicagio desta fimbria em preparados de
vacinas, tem sido avaliada (Giron, ef al., 1997).

Pelo grande problema de saide piblica, representado pela diarréia associada
as ETEC, muitos autores tém procurado definir quais os FC mais freqiientes para a possivel
construgo de vacinas (Helander e al., 1997, Girén ef al., 1997; Luna ef al., 1997).

Por ser a adesdio e colonizagdo do intestino delgado reconhecida como um
fator importante, se ndo essencial, para que ocorra 4 diarréia (Gaastra & Graaf, 1982) ¢
sendo estes mecanismos associados aos FC, antigenos imunogeénicos capazes de induzir
resposta protetora (Levine, 1984), varios trabalhos abordando produgio de vacinas
compostas tém sido desenvolvidos (Black ,1986; Levine, 1990; Svennerholm et al., 1990).
Contudo, isto so sera possivel quando testes de identificagio dos FC permitam rapidez,
especificidade e sejafn acessiveis aos laboratorios de analises clinicas en cada 4rea geografica

endémica.
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1.2.6.3. Utilizagito de anticorpos monoclonais na caracterizagiio ¢ provas

de identificaciio de FC em amostras ETEC

Pela complexidade e vanabilidade dos mecanismos e fatores de viruléncia
apresentados pelos virotipos de amostras de L. coli diarreiogénicas para o homem, a
identificagdo destes grupos e de scus antigenos s6 € possivel com o apoio de uma infra-
estrutura ampla, pouco acessivel aos paises em desenvolvimento.

Devido a isto, na maioria das vezes, a pesquisa de enteropatogenos
pertencentes a familia Enferobacteriaceae ¢ realizada apenas através da semeadura das fezes
em melos de enriquecimento e meios seletivos, seguida de isolamento de coldnias,
identificagio bioquimica e avaliagio presuntiva de alguns virotipos, pelo uso de soros poli e
monoespecificos contra os sorogrupos mais freqiientemente associados as EPEC, EIEC e
EHEC.

Com relagdo a identificagdo de amostras dos virotipos ETEC, EAggEC e
DAEC, além da comprovagdio dos demais grupos enteropatogénicos de L. coli, provas
complementares devem ser desenvolvidas. A esta dificuldade, soma-se o efeito de que mais
de uma colonia isolada deve ser pesquisada a partir de cada coprocultura.

Em estudo da amostragem ideal, Levine er al. (1993) verificaram que na
identificagdo do virotipo, em casos de diarréia infantil associados as EPEC, apesar de na fase
aguda da enteropatia o agente estar presente em grande namero. Desta forma, estes autores
pesquisando apenas uma coldnia por métodos moleculares, determinaram que 62% da
amostragem era identificada; pesquisando 3 colGnias, este percentual aumentava para
aproximadamente 95% e¢ finalmente, avaliando 4 colénias, a sensibilidade da prova atingia
98%. Contudo, a definigdo do numero ideal de colénias a ser analisadas é ainda assunto
controvertido, uma vez que na fase aguda do quadro diarreiogénico, o agente patogénico é
predominante (J. Blanco, comunicagio pessoal).

Apesar do desenvolvimento de varias técnicas biologicas e moleculares
sensiveis e rapidas para a identifica¢io dos fatores de viruléncia caracteristicos dos virotipos,

estas ndo estdo disponiveis para todos os laboratorios de andlises clinicas, principatmente

levando-se em consideragio o niimero de colénias necessarios as avaliagdes. Assim sendo, as
provas mais vidveis de serem adquiridas e¢ empregadas nestes laboratérios ainda sdo

representadas pelos testes imunologicos de identificagio,
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A pesquisa dos antigenos associados aos fatores de viruléncia descritos para a
k. coli, somadas ao sequenciamento de aminoacidos dos fatores de viruléncia purificados,
tém contribuido de forma significativa para os estudos epidemiologicos e de possivels
vacinas a serem utilizadas na prevencio da diarréia causada por estes patogenos, em especial
por cepas ETEC (Honda et al., 1989; Lopez-Vidal er al., 1988; Rudin e/ al., 1994).

Quanto aos FC deste virotipo, estes foram inicialmente considerados como
antigenicamente distintos, utilizando-se na identificagio dos mesmos provas de MRMH
frente a eritrocitos de diferentes origens, além de reagdes de soroaglutinagdo em ldmina
desenvolvidas com soros policlonais absorvidos e diluidos (Evans et al, 1975). Como
contra-prova, reagdes com as mesmas amostras cultivadas a 16°C eram realizadas.

Posteriormente, técnicas mais especificas ¢ sensiveis foram desenvolvidas,
utilizando-se nas provas imunologicas de identificagao destes fatores anticorpos monoclonais

(MAbs) (Kohler e Milstein, 1975).

Desta forma, Lopez-Vidal ef al. (1988) foram os primeiros a trabalhar no
sentido de obten¢iio de MAbs contra a fimbria CFA/I, para sua utilizagdo em provas de
identificacio deste fator. Os 25 MAbs obtidos por estes autores, foram também utilizados na
avaliagio da sua reatividade destes anticorpos frente a subunidades proteicas de CFAJL
obtidas por tratamento enzimético. Provas de aglutinagio e de ELISA utilizando-se estes
MADbs, foram também desenvolvidas com cepas segregantes de CFA/I ¢ com amostras
expressando CFA/II e CFA/TV.

Para verificagdo da especificidade e afinidade, os 25 diferentes MAbs reativos
para CFA/I também foram avaliados através de provas de inibigio de ELISA, utilizando-se
placas de poliestireno sensibilizadas com esta fimbria, adicionava-se a seguir os anticorpos
monoclonais anti-CFA/T e as cepas em teste.

Os resultados obtidos nestes testes de inibigdo do ELISA demonstraram ser
esta técnica adequada como prova de identificagio de CFA/I, reagindo os MAbs
especificamente contra epitopos da fimbria, Posteriormente, estes mesmos anticorpos foram
utilizados na avaliagio de possiveis variagdes de epitopos em diferentes amostras isoladas
expressando CFA/L

Em trabalho de Bihler ef al., (1991), os autores verificaram que a subunidade

de CFA/I localizada na extremidade das fimbrias apresentava fungéio de adesina. Por outro

lado, anticorpos monoclonais preparados contra polipeptideos de CFA/I, obtidos por
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tratamento térmico, demonstraram ser mais eficientes para bloqueio de reagdes de
hemaglutinagio, quando comparados a outros monoclonais preparados contra a fimbria
nativa. Através do mapeamento dos epitopos das subunidades de CFA/I obtidas, pela
utilizagdo destes MAbs foi caracterizado um epitopo imunodominante na fragdo N-terminal
(Casscls et al., 1992).

Lopez-Vidal & Svennerholm (1990), obtiveram MAbs contra a fimbria
CFA/II e verificaram que alguns destes reagiam com antigenos denominados de CS (antigen
coli surface). Desta formma, esses autores demonstraram objetivamente a presenga do
complexo de fragdes antigénicas, representadas por CS1, CS2 ¢ CS3. Portanto, a utilizagdo
dos MAbs foi fundamental para que a presenca e a estrutura dos fatores CS fosse
caracterizada e determinada em diferentes amostras produtoras de CFA/II. Também,

permitiram identificar epitopos em comum e avaliar variabilidade antigénica entre os fatores

CS, incluindo diferencas de epitopos na fragio CS3 em cepas distintas.

Posteriormente, Rudin ef af. (1994) também obtiveram MAbs contra a fimbria
CFA/I purificada, assim como contra subunidades isoladas da mesma e frente a outros
fatores de colonizagdo. Os autores selecionaram 3 MAbs que reagiram cruzadamente com
CS1, CS2, CS4, PCFO166 ¢ CS17, em provas de "Dot blot" e também com subunidades
destes, obtidas por tratamento enzimatico.

Desta forma, verificou-se que FC com caracteristicas bioquimicas distintas e
antigenicamente diferentes, em avaiagbes com soros policlonais, na realidade apresentavam
epitopos comuns sendo que dentre estes, pelo menos um estaria localizado na por¢do N-
terminal da subunidade protéica.

Contribuindo para a caracterizagio dos FC, o sequenciamento de
aminoacidos, em especial na fragio N-terminal, tem demonstrado uma homologia muito
significativa entre as varias fimbrias descritas em cepas ETEC. Assim sendo, com relagio as
regides N-terminal de CFA/L, CS1, CS2, C84, PCFO166 e CS17 demonstrou-se serem estas
muito similares (Karjalainen ef al., 1989; Klemm ef al., 1985; Kusters & Gaastra, 1994,
Perez-Casal ef al., 1990).

Estas homologias de epitopos resultaram na verificagio de reagdes cruzadas
entre as subunidades de CFA/I, CS1, C82, CS4 ¢ CS17, quando reveladas em testes de
“Western blot” utilizando-se anticorpos policlonais (McConnell ef al., 1989). Devido a estes

resultados, a utilizagfio dos MAbs tem melborado de forma significativa a especificidade e



sensibilidade destas provas sendo que, principalmente, testes de inibigdo do ELISA tém stdo
padronizados para a identificag@o dos FC em enquetes epidemiologicos (Honda et al., 1989,
Lopez-Vidal et al., 1988; Rudin ef al., 1994).

A identificagdo de cepas ETEC ¢ inicialmente feita pela detecgio da produgéo
das enterotoxinas LT-1 e STa em amostras isoladas para so, entfo, ser pesquisada a presenga
de FC. Porém, como ja mencionado durante estes procedimentos as cepas sdo geralmente
estocadas por longo periodo de tempo, antes de verificar-se a presenga de FC.

O aprimoramento das técnicas imunologicas, utilizando-se anticorpos
monoclonais em provas de inibigio do ELISA, permitiram que os procedimentos fossem
agilizados. Desta forma, objetivando padronizagdo de provas especificas que permitissem
melhoria na identificagio dos FC menos pesquisados, Viboud e af. (1993b) utilizaram
hibridomas secretores de monoclonais reativos contra os seguintes fatores de colonizagdo:
CFA/IIL (Honda ef al., 1984), CS7 (Hibberd et al., 1990), CS17 (McConnell ef al., 1990),
PCFO159 (Tacket ef al., 1987) e PCFO166 (McConnell & Rowe, 1989), na avalia¢io de
cepas ETEC isoladas na Argentina.

Nestes estudos epidemiologicos provas de “Dot blot” também podem ser
utilizada sem reacBes com extratos obtidos apoés aquecimento das amostras (Viboud ef
al.,1993a), ou carimbos das culturas em membranas especiais (Nirdnoy ef al., 1997).

Em pesquisa realizada com cepas ETEC isoladas de casos de diarréia humana
no nosso meio, pesquisando a procugdo deos mais freqientes FC, Ricci ef al. (1997)
identificaram e caracterizaram a fimbria por estes autores de PCFO2. Esta fimbria foi,
inicialmente, descrita em duas cepas isoladas em Ouro Preto, sendo ambas produtoras de LT
e pertencentes ao sorogrupo 02, Em trabalho subsequente, hibridomas foram preparados
com o antigeno nativo, resultando na obtengio de 9 MAbs reativos contra este FC (Oliveira,
1996).

No presente trabalho, objetivou-se estudar criteriosamente estes 9 anticorpos
monoclonais reativos contra PCFO2, sendo 4 pertencentes ao isotipo IgA ¢ 5 ao isotipo
IgG2b. Desta forma, avaliou-se a reatividade dos mesmos com os principais FC conhecidos,

bem como frente & fimbria purificada a partir de duas cepas de £. coli produtoras desta

adesina e frente a subunidades deste antigeno.
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Paralelamente objetivou-se, também, a padronizagdo da prova de Inibigdo do
ELISA, como um teste altamente sensivel e especifico para a identificaglio de amostras

capazes de expressar PCFO2.
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2. OBJETIVGS

2 1- Avaliar a reatividade de 9 anticorpos monoclonais reativos contra PCFO2, obtidos em
trabatho anterior, sendo 4 do isotipo IgA e 5 do isotipo IgG2b, frente a fimbria PCFO2

purificada a partir das amostras 244-1 ¢ 275-1.

2.2- Avaliar a especificidade destes anticorpos frente a outros FC, em provas de ELISA e

“Western blot”.

2 3- Avaliar a reatividade destes MAbs frente a possiveis subunidades de PCFO2 a serem

obtidas apos tratamento da fimbria com Guanidina-HCI.

2.4~ Confirmar uma possivel homologia de epitopos entre PCFOZ ¢ outros FC, através de

imunomicroscopia eletrdnica, de preparados revelados pelos MAbs obtidos.

2.5- Padronizar a prova de Inibigdo do ELISA, para a identifica¢do da fimbria PCFO2.

2.6~ Avaliar a adequacdo da prova de Inibigio do ELISA na pesquisa de PCFO2, utilizando-

se 51 cepas de [ coli enterotoxigénica e 15 nio ETEC.

2.7- Comparar os resultados obtidos no item 6 com provas similares, desenvolvidas com

soros policlonais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostras utilizadas

3.1.1. Cepas padriio de FC

_ As amostras ETEC utilizadas neste trabalho, como padrio dos mais
freqiientes fatores de colonizagdo encontram-se descritas na Tabela I, assim como as cepas
padrio de PCFO2, correspondentes as amostras 244-1 ¢ 275-1, pertencentes a0 SOrogrupo
02 (Ricci et al., 1995). Quanto s cepas 61 (CFA/IL CS2, CS3), M424-C1 (CFA/I CS1,
CS3), e 0509755 (CFA/IV CS4, CS6) estas foram gentilmente cedidas pelo Prof. Takeshi

Honda, da Universidade de Osaka.

Como controle da expressdo fenotipica dos FC, no desenvolvimento deste
trabalho todas as cepas foram periodicamente avaliadas quanto ao padrdo de hemaglutinagdo
D-manose resistente (Tabela I) e através de sorologia especifica, a partir de cultivos a 37 ¢
16°C.

Na estocagem, fodas as cepas utilizadas foram mantidas em meio de Dorset, a
4°C (item 12.3) (Honda ef al., 1991) ¢ em meio BHI (item 12.11) acrescido de 15% de

glicerol, sendo estes ultimos estoques mantidos a -25°C.

3.1.2. Amostras controle

Como controle negativo, as seguintes amostras ndo ETEC, isoladas de fezes
diarréicas humanas obtidas em levantamentos realizados no nosso meio (Piton, 1997), foram
utilizadas: /. coli D447, E. coli DA48; E. coli D237, E. coli D52, E. coli D51, E. coliD4 ¢
além da . coli K12.
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Tabela 1- Caracteristicas fenotipicas de amostras padriio de fatores de colonizagio

descritos em cepas ETEC isoladas de quadros de diarréia humane

Amostra Fator de colonizagdo HMR* Fenotipo
(FC) enterotoxigénico
TR 50/3 CFA/L homem, boi, galinha STa
61 CFANL(CS2) boi STa
M424-C1 CFA/I (CS1, CS3) boi, galinha LT
260-1 CFA/I -HE STa
0509755 CFA/IV (C84, CS6) homem, boi LT/STa
O159:H7 PCFO159 - LT
244-1 PCFO2 boi, carneiro, LT
cavalo, homem
275-1 PCFO2 boi, carneiro, LT
cavalo, homem

*Hemaglutinagio D-manose resistente

#*(Cepa autoaglutinante



30

3.1.3. Amostras teste

Diversas amostras de [Escherichia coli mantidas no Departamento de
Microbiologia e Imunologia da UNICAMP, isoladas de fezes diarréicas humanas foram re-
avaliadas quanto a produgdo de enterotoxinas, objetivando-se.

Assim sendo, a partir dos estoques, inicialmente cultivados em meio TSB
(item 14.2) e incubados durante 5 horas a 37°C, as culturas foram semeadas em placas de
Agar MacConkey (item 12.4) (DIFCQ) pelo método de esgotamento € incubadas a 37°C
durante 24 horas, a fim de obter-se col6nias isoladas.

A partir de cada amostra, 3 colOnias lactose positivas foram selecionadas e,
posteriormente, identificadas por provas bioquimicas, utilizando-se os meios EPM (item

12.5) (Toledo et al., 1983a), MILI (item 12.6) (Toledo ef al., 1983b) e CITRATO de
SIMONS (item 12.7) (Edwards & Ewing, 1972). As coldnias isoladas e identificadas como

Escherichia coli foram, a seguir, semeadas em tubos de ensaic contendo 4,0 ml do meio de
CAYE (item 12.8) ¢ incubadas em estufa com agitagdo (Controled Enviromment Incubator
Shaker - New Brunswick Scientific CO. - modelo DUBNOFF), a 120 ciclos/minuto durante
18 horas a 37°C, a fim de manter-se as condigdes de aerobiose, favoraveis a produgiio de
enterotoxinas (Giannella, 1976). Decorrido este periodo, as culturas foram centrifugadas a
3.000 rpm durante 45 minutos em centrifuga refrigerada (Centrifuga Beckman, JA-21). Apos
a centrifugagio, os sobrenadantes foram cuidadosamente coletados em frascos rotulados e
mantidos a -20°C até o momento do uso. A partir destes sobrenadantes, as colonias foram
avaliadas quanto a produgio de STa e LT-1. Desta forma, 51 cepas ETEC e 32 ndioc ETEC

foram utilizadas neste trabalho, em provas de inibigdo do ELISA (Tabela IH).
3.1.3.1. Provas para detecciio de enferotoxinas

3.1.3.1.1. Prova do camundonge recém-nascido

Para detectar-se a produgdo de enterotoxina STa foi utilizado o teste do
camundongo recém-nascido, proposto por Dean ef al. (1972), sendo que grupos de quatro
camundongos de 2 a 5 dias foram inoculados com o auxilio de uma sonda de poliestireno,

por via esofagica.
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3,1.3.1.2. Prova do GM1-ELISA para a detec¢io da enterotoxina LT-1

De acordo com metodologia descrita por Svennerholm e/ al. (1983), o teste
do GM1-ELISA (Ganglioside-enzyme-linked immunosorbent assay) indireto foi utilizado
para a detecgio da enterotoxina LT-I, com algumas modificagBes. Neste teste foram
utilizadas placas de fundo chato de 96 cavidades (Linbro-Titertek), sensibilizadas com
100uL das solugdes de GM1 a 1pg/mL. ApOs a reagdo, procedeu-se a leitura das reagoes a
492 nm, em aparelho Labsystems Multiskan Bichromatic (Modelo 348).

Todas as reagdes foram desenvolvidas em duplicata, utilizando-se como
controles positivos, solugdes a 10pg/mL de toxina colérica (Sigma) e de LT-humana
(Sigma), além de sobrenadantes de cultura das amostras 40T ¢ H10407 de L. coli, cepas

padrio de produgdo de LT-I. Como controles negativos utilizou-se meio de CAYE e

sobrenadante de cultura da amostra K12 de E. colli.

Na determinagiio do calculo do “cut off” da prova, tomou-se como base o
trabalho descrito por Albert ef al. (1991), considerando-se como positivas as amostras que
apresentaram D.O. cujos valores corresponderam & média das D.O. dos controles negativos
somada a cinco vezes o desvio padrio. Desta forma, apenas os sobrenadantes de cultura das
amostras que apresentaram absorbancias Aug = 0,470 foram consideradas como positivas

para a produgdo de LT-1.

3.1.3.3. Detecciio da enterotoxina LT-T em cultura de células Vero

A produgio de LT-I1 também foi determinada, observando-se o efeito dos
sobrenadantes de cultura de amostras de . coli sobre células Vero (Speirs ef al, 1977).
Inicialmente, foram preparadas monocamadas confluentes de células da linhagem Vero (rim
de macaco Verde da Afiica - ATCC: CCL81) em microplacas estéreis de 96 pogos. Apos
desprezar-se o sobrenadante dos mesmos, 75uL de meio Eagle acrescido de 1% de
gentamicina (70ug/mL) foi aplicado a cada orificio ¢ 25uL. dos sobrenadantes de culturas
foram acrescentados aos mesmos. As microplacas foram, a seguir, colocadas em incubadoras
umidificadas contendo 5% de CO,. Observagdes de alteragdes morfoldgicas da cultura
celular foram realizadas com o auxilio de microscopio invertido apds 24 ¢ 48 horas da
incubacio a 37°C. Amostras cujos sobrenadantes apresentaram atividade citotonica, com

alteragio celular caracteristica de LT-I, foram consideradas positivas quanto a produgdo
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desta enterotoxina. Todos os experimentos foram acompanhados por controles positivos

(40T e H10407) e negativos (K12},

3.2. Purificacfio dos FC

3.2.1. Cultive bacteriano

Os FC utilizados neste trabalho foram preparados de acordo com o protocolo
de purificagio descrito por Ricci ef al. (1997), para a obtengdo de PCFO2.
Desta forma, inicialmente as diversas amostras padrdo de FC foram cultivadas

em meio TSB, por 6 horas a 37°C. A partir desta pré-cultura, inoculos de 1 mL foram

semeados em garrafas de Roux contendo 100 mL de meio CFA agar (Evans ef al.,, 1977)
(item 12.1). Estas garrafas foram incubadas em estufa a 37°C por 48 horas, em posicdo
invertida. De maneira geral, nos processos de purificagio trabalhou-se com lotes de
suspensdes bacterianas procedentes de cultivos em 20 garrafas de Roux. Para a obtengio de
PCFO2Z, pelo menos 30 lotes foram processados. Com relagdo aos demais FC, pelo menos 3
lotes de cada antigeno foram preparados.

O crescimento bacteriano de cada garrafa de Roux foi ressuspenso em 10 mL
de salina 0,15M (item 13.2), com o auxilio de bastdes de vidro estéreis, e centrifugado a
10.000 rpm (Centrifuga Beckman, JA-14) por 15 minutos. O sedimento bacteriano obtido de
cada lote de 20 garrafas foi ressuspenso em um volume de 20 mL de tampao fosfato 0,05 M
pH 7,4 (item 13.4) contendo 1M de NaCl e submetido a um tratamento de 30 minutos em
banho-maria a 60°C, sob agitagdo constante.

Apos a extragio, a suspensdo foi centrifugada a 10.000 rpm (Centrifuga
Beckman, JA-14), por 30 minutos e o sobrenadante precipitado com 60% de sulfato de
amdnio pela adigio lenta do sal macerado ao sobrenadante que foi mantido a 4°C sob
agitacdo constante.

Apos adicio completa do sal, a agitagio foi mantida por mais 1 hora,
permanecendo a solugiio em repouso por 18 horas a 4°C para estabilizagdo dos precipitados.
Na sequéncia, o material foi centrifugado a 10.000 rpm (Centrifuga Beckman, JA-21), por

30 minutos, ¢ 0 sedimento ressuspenso em um volume aproximado de 5 mL de PBS 0,05M
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pH 7,4. A seguir, a solugdo foi dialisada contra o mesmo tampdo, durante 48 horas a 4°C,
procedendo-se varias trocas do mesmo, a fim de retirar-se o excesso de sulfato de amonio.

A seguir, o material obtido no item anterior foi dialisado por 72 horas a 4°C
contra PBS 0,05M pH 7.4 acrescido de 0,5% de desoxicolato de sodio (DOC) (item 13.6),
sob agitagdo constante. Apds este periodo, o material foi centrifugado a 10.000 rpm
(Centrifuga Beckman, JA-21), durante 30 minutos. Deste material, separou-s¢ O
sobrenadante que corresponde normalmente a fragio fimbrial, denominada de fragio DOC-
soluvel (DS) e o precipitado, fragio DOC-insolivel (D1), representado principalmente pelo
LPS bacteriano.

Na sequéncia, a fragdo DS foi novamente dialisada contra o mesmo tampdo
por mais 48 horas, com trocas freqiientes, para eliminagio do excesso de DOC.
Paralelamente, as fragdes DI foram ressuspensas, dialisadas em PBS € estocadas para andlise
em SDS-PAGE.

Apenas as fragdes DS da fimbria PCFO2 foram, posteriormente, dialisados
contra PBS 0,05M pH 7,4 acrescido de 4M de uréia (item 13.5), durante um periodo de 24
horas. Esta altima dialise teve a finalidade de equilibrar o material a ser aplicado na coluna de
Sepharose 4B.

A seguir, aliquotas de 3 mL destas solugdes foram aplicadas em coluna (2 x
80 cm) de Sepharose 4B (Pharmacia), equilibrada com PBS 0,05M pH 7,4 acrescido de 4M
de uréia. Em seguida, o material foi eluido no mesmo tampdo, tendo sido coletadas fra¢des
de aproximadamente SmL por tubo, determinando-se a absorbincia das mesmas a 280nm,
em espectrofotdmetro Beckman (Modelo DU-65). As fracdes correspondentes ao antigeno
PCFO2 foram reunidas ¢, posteriormente, concentradas através de ultrafiltracio em
membrana PM 10, em aparelho AMICON. Na sequéncia, foram novamente dialisadas em
PBS 0,05M pH 7,4 ¢ analisadas em SDS-PAGE.

Os preparados que apresentaram mais de uma banda em SDS-PAGE, foram
novamente dialisados em tampdio PBS acrescido de uréia e re-cromatografados na mesma
coluna, sob as mesmas condigdes. Considerou-se como purificados os preparados que

apresentaram apenas uma banda protéica, apos eletroforese em SDS-PAGE de géis corados

por solugfio de coomassie blue.
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3.3. SDS-PAGE

3.3.1. Preparo dos géis

A eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foi realizada segundo a
técnica descrita por Laemmli (1988), tendo sido os géis preparados, de acordo com as
especificagdes do “Hoefer Eletroforesis Catalog and Exercises” (1990-1991). Nas analises
desenvolvidas, foram utilizados géis de separagéio contendo 10, 12,5 € 15% de acrilamida e
gel de empacotamento a 4% , preparados como descrito na Tabela 1L.

Para a eletroforese, as amostras foram diluidas v/v em tampdo de amostra
(item 13.12) e aquecidas a 100°C durante 3 minutos, antes de sua aplicagdo no gel. A corrida

eletroforética foi realizada em tampdo Tris-glicina (item 13.13), aplicando-se inicialmente

uma diferenca de potencial de SOV até as amostras entrarem no gel de separagdo. A
separagdo das proteinas foi completada a 100 V durante aproximadamente 4 horas, em se
tratando de cuba grande (placas de 14,5 cm x 12,5 cm). A corrida foi interrompida quando o
indicador (azul de bromofenol} atingiu o limite inferior do gel de separagio.

Como padrio de peso molecular, utilizou-se 2 kits contendo peptideos de
baixo peso molecular: “Pre-stained protein molecular weight standards” (GIBCO BRL),
contendo o primeiro os seguintes marcadores protéicos: insulina (3,0 kDa); inibidor da
tripsina bovina (6,2 kDa); lsozima (14,3 kDa), B-lactoglobulina (18,4 kDa); anidrase
carbOnica (29,0 kDa) e ovalbomina (43,0 kDa) e o segundo: lisozima (14,3 kDa);, -
lactoalbumina (18,4 kDa), anidrase carbOnica (29 kDa), ovalbumina (43,0 kDa),
soroalbumina bovina (68,0 kDa); fosforilase B (97,4 kDa) e miosina (200,0 kDa).

Apé a corrida cletroforética, os géis eram retirados da cuba e imersos,
inicialmente, em solugdo fixadora (item 13.14), permanecendo na mesma “overnight”. A
seguir, os géis eram colocados na solugéo corante (item 13.15) por 60 minutos. Para
remo¢do do excesso de corante, estes eram mergulhados em solugdo descorante (item
13.16), com trocas ocasionais da mesma, até a completa remogao da cor de fundo.

Apbs estes procedimentos, os géis foram imediatamente fotografados e, em

alguns casos, desidratados pelo tratamento em solugdo de desidratagdo (item 13.17) por

duas horas, seguida de montagem em papel celofane.
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Tabela II- Preparo dos géis de poliacrilamida

Solucdes Gel de Separacio Gel de
Empacotamento
10% 12,5% 15% 4%
Solugiio 30%Acnlamida / 20mL 25mL 30mL 2,66mL
2,7% Bis-acrilamida
Tris-HCl pH 8,8 15mL 15mL 15mL e
Tris-HCl pH 6,8 5,0mL
S.DS/! 600uL 600uL 600uL, 200puL
Agua destilada 24,1mL 19,1mL 14,1 mL 12mL
Persulfato de amonta 10% 300uL 300uL, 300uL 100uL
TEMED* 20uL 20pL 20uL 10pL

1- Dodecil Sulfato de Sadio
2- N, N, N, N-Tetradimetilenodiamina

3.4, Preparo de soros policlonais contra os diferentes FC

No preparo dos soros anti-CFA/L, anti-CFA/IT (CS$2, CS3), anti-CFA/IL (CS1,
CS3), anti-CFA/IIL, anti-CFA/IV (CS4, CS6), anti-PCFO159 ¢ anti-PCFO2 utilizou-se como
antigenos amostras bacterianas cultivadas a 37°C e mortas em solugdo de salina formolada a
0,5% (Ricci ef al., 1997).

As imunizagBes foram realizadas em coelhos albinos, com pesos aproximados
de 2 a 3 kg, aplicando-se cinco doses do antigeno, padronizado em suspensdes segundo a
escala 3 de MacFarland. Utilizou-se como via de inoculagiio a veia marginal da orelha,
aplicando-se os volumes de 0,2 mL, 0,5 mL, 1,0 mL, 2,0 mL, 2,0 mL, com intervalos de
quatro dias entre cada aplicagdo. Apds 10 dias da Gltima inoculaglio, procedeu-se a sangria
de prova e em seguida a sangria total dos animais. Os soros obtidos foram, entdo,
descomplementados, exaustivamente absorvidos com as mesmas cepas cultivadas a 16°C ¢

estocados a -20°C até o uso.




36

3.5. Obtenciio de anticorpos monoclonais anti-PCFO2

3.5.1. Expansio dos hibridomas

A partir dos estoques dos nove hibridomas produtores de MADbs reativos
contra PCFO2, preparados em suspensdes de contendo 1 x 10° células/mL ¢ mantidos em
“container” de nitrogénio liquido, as células foram rapidamente descongeladas a 37°C. A
seguir, as suspensdes celulares dos tubos de congelamento, contendo 1 x 10° células/mL,
foram diluidas a 1/10 em meio RPMI completo (item 12.9) e centrifugadas a 1.500 rpm
(Centrifuga Revan CR, SH-4X), 4 temperatura ambiente por 10 minutos. Os sedimentos
foram, entdo, ressuspensos em 10 mL de meio RPMI completo, e as células transferidas para

garrafas de cultura (T75, Corning), incubadas em estufa 2 37°C, com 5% de CO.,

Para a indugio de ascite contendo os MAbs anti-PCFO2, os hibridomas
crescidos em cultura foram inoculados intraperitonealmente (i.p.) em camundongos BALB/c,
que haviam sido previamente estimulados por injegiio ip. de 0,5mL de o6leo mineral
(NUJOL) por animal, cerca de 7 dias antes. Desta forma, aliquotas de 1,0mL da suspensdo
celular padonizada para 1 x 10° células/mL, foram injetadas em grupos de 5 a 10
camundongos, para cada tipo de hibridoma. Aproximadamente 10 dias ap6s a inoculagdo das
células, iniciou-se a coleta dos liquidos asciticos, através da pungdo peritoneal do exudato
acumulado. Foram realizadas cerca de 2 a 3 coletas de liquido ascitico de cada animal, antes
que este fosse sacrificado.

Apés cada coleta, o material de cada animal foi centrifugado a 1.500 rpm
{Centrifuga Revan CR, SH-4X) por 10 minutos. Os sobrenadante das varias coletas, de cada
tipo de hibridoma, foram no final reunidos, aliquotados (100uL/eppendorf) ¢ estocados a -

20°C até o momento do uso.

3.5.2. Congelamento dos hibridomas

Para re-estocagem, os clones de hibridomas secretores dos MAbs reativos
com PCFQO2, expandidos durante este trabalho foram, inicialmente, removidos das garrafas
de cultura, apds obtengiio de monocamadas em semi-confluéncia. Apés obtengdo da
suspensdo celular, esta foi centrifugada a 1.500 rpm (Centrifuga Revan CR, SH-4X) por 10

minutos, & temperatura ambiente e o “pellet” celular ressuspenso em meio de congelamento
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(item 12.10) acertando-s¢ a concentragio celular para 1 x 10° células/mL, aliquotada em
tubos de congelamento (ImL/tubo). A seguir, os hibridomas permaneceram em “biofreezer”

(-70°C) por 24 horas ¢ foram transferidos para “container” com nitrogénio liquido (-196°C).

3.5.3. Purifica¢fio e concentra¢iio dos moneclonais a partir dos ascites

Neste trabalho, apenas os MAbs do isotipo IgG2b puderam ser purificados.
Brevemente, nestes procedimentos cerca de 5 mL de liquido ascitico de cada clone foram
aplicados em coluna de Sepharose Proteina-A (Sigma), equilibrada com tampdo PBS 0,1M
pH 8,0. Apos 30 minutos de contato com a resina, o material nfo adsorvido foi removido
por lavagem com o tampdo de PBS 0,1M pH 8,0. A remogéo de todo o material ndo

adsorvido a resina fol monitorada em espectrofotémetro a 280 nm, até obter-se D.O(s).

inferiores a 0,05. A seguir, procedeu-se a eluigio da proteina retida na coluna, com tampdo
Glicina-HC1 0,1M pH 2,8 (item 13.28) coletando-se aliquotas de 5 mL em tubos contendo
400pL de Tris-HCI pH 8,5, volume suficiente para neutralizar o tamp@o acido. A elui¢do dos
materiais adsorvidos a coluna foi acompanhada através de leituras cromatograficas a 280nm,
as fragBes correspondentes aos picos cromatograficos foram reunidas e dialisadas contra
tampdo PBS 0,05M pH 7,4.

Com relagio aos monoclonais do isotipo IgA, estes ndio foram purificados por

ndo ter sido possivel utilizar-se resinas especificas capazes de adsorver estes anticorpos.

3.6. Determinaciio da concentracio protéica

As concentragdes protéicas das solugdes dos FC purificados ou semi-
purificados, bem como dos anticorpos monoclonais obtidos, foram determinadas pelo

método de Lowry modificado (Hartree, 1972).
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3.7. ELISA (Enzyme linked immunoasorbent assay)

Inicialmente, ensaios imunoenzimaticos foram realizados para se determinar o
titulo dos diferentes soros policlonais e das solugdes de MAbs, frente aos antigenos
homblogos efou heterologos. Para esta finalidade, reagdes de ELISA indireto foram
desenvolvidos, de acordo com os procedimentos indicados por Voller et al. (1976). Utilizou-
se nestes testes, microplacas rigidas de 96 cavidades com fundo chato (Linbro/Titertek),
sensibilizadas “overnight”, em cimara umida a 4°C, com 50 pl das seguintes concentragoes
dos FC por orificios: 10, 25 ¢ 50 pg/mL, em se tratando da amostra PCFOZ, e 50 ¢ 100
pg/mL para as demais fimbrias semi-purificadas. A seguir, o excesso de antigeno foi
removido e 3 lavagens consecutivas foram realizadas, em intervalos de 3 minutos cada, com

solugdo de PBS/Tween (item 13.22).

O bloqueio de sitios ainda disponiveis nas placas foi realizado através da
adigio de 100uL/cavidade de solugio PBS/Molico (item 13.26), incubando-se as mesmas
durante 30 minutos a 37°C em cdmara umida. As placas foram lavadas como ji descrito
adicionando-se, a seguir, diferentes diluigdes dos anticorpos priméirios (monoclonal ou
policlonal), preparados na razdo de 1:2, em solugio de PBS/Molico/Tween (item 13.27). Na
sequéngia, as placas foram incubadas por 2 horas a 37°C em cimara umida. Apds uma nova
série de lavagens adicionou-se o anticorpo secundario correspondente conjugado a
peroxidase (anti-IgG, anti-IgA de camundongo ou anti-IgG de coelho ligados a HRPO), em
diluigdo de 1:1.000 para todos os conjugados. As placas foram incubadas por 1 hora, a
37°C, em camara Umida. Apds nova série de 3 lavagens, revelou-se a reacdo pela adi¢do de
100uL da solugio contendo 0,01% de H,O, (Sigma) e diaminobenzidina (OPD - o-
Phenylenediamine dihydrochloride - Sigma) (item 13.25) na concentragio de 0,4mg/mL, em
tampdo citrato-fosfato 0,01M pH 5,0 (item 13.24) (Phosphate-Citrate Buffer Tablets -
Sigma) preparado minutos antes do uso. As microplacas foram, a seguir, mantidas a
temperatura ambiente durante 5 minutos, em ambiente escuro. Apds este periodo, adicionou-
se 50uL. de H2SO4 4M por cavidade, para bloquear a reagio, procedendo-se a leitura das

placas a 492 nm, em aparetho Labsystems Multiskan Bichromatic (Modelo 348).

Considerou-se como resultados positivos valores de D.0. superiores a 4

vezes a média dos controles negativos, correspondentes as reagdes desenvolvidas nos

orificios ndio sensibilizados com o antigeno ou realizados sem a presenga do anticorpo

primario ou do conjugado.
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3.8. Prova de Inibicio do ELISA

Apos a titulagdo dos soros policlonais e das solugdes dos MAbs, a capacidade
de amostras de Escherichia coli produtoras de PCFO2 em inibir a ligagdo dos anticorpos as
placas sensibilizadas com a fimbria PCFO2 purificada, foi analisada através da prova de
Inibicdo do ELISA.

Nestes procedimentos, placas de ELISA de 96 cavidades (Limbro/Titertek)
foram sensibilizadas “overnight”, a 4°C, com 10, 25 € 50pg/mL da fimbria PCFO2 purificada
seguida de bloqueio como descrito no item anterior, Os MAbs (“pool” dos isotipos IgA ou
IgG2b), foram empregados em diluigdes que variaram entre 10 a 100 vezes mais
concentrados que o titulo determinado anteriormente nas provas de ELISA indireta.

Separadamente, em outra microplaca, as suspensdes dos anticorpos foram misturadas v/v as

suspensdes bacterianas padronizadas a 10" bactérias/mL. A seguir, 50uL de cada mistura fol
adicionada imediatamente as placas de ELISA sensibilizadas com PCFO2 incubando-se as
mesmas por 2 horas a 37°C, em cimara Umida. Em seguida, procedeu-se 3 lavagens dos
orificios com tampdo PBS/Tween 20 (item 13.22) durante trés minutos cada e, adicionou-se
o anticorpo secundario apropriado, conjugado a peroxidase (anti-IgG, anti-IgA de
camundongo ou anti-IgG de coetho ligados & HRPO), diluido a 1:1000.

A seguir, as placas foram incubadas por 1 hora a 37°C em cémara Umida e
novamente lavadas por 3 vezes. Para revelagio da reagéo adicionou-se 100pL de solugio
contendo 0,01% de H,0, (Sigma) e OPD (item 13.25) na concentragdo de 0,4mg/ml
preparada em tampdo citrato-fosfato 0,01M pH 5,0 (item 13.24), preparado minutos antes
do uso. Na seqiiéncia, as microplacas foram mantidas & temperatura ambiente durante 5
minutos, no escuro. Apos este periodo adicionou-se 50pk. de H2504 4M por orificio, como
bloqueador da reagdio, procedendo-se a leitura das reagdes a 492 nm, em Jeitor de placas
(Labsystems Multiskan Bichromatic - Modelo 348).

Como controle das reagbes foram utilizados orificios sensibilizados com
PCFO2 purificada, em reagdes desenvolvidas de maneira similar, sem contudo misturar-se as
bactérias aos anticorpos.

Em experimentos pilotos, foram considerados adequados os resultados nos
quais as D.O dos controies foram superiores a 1,0. Apenas as amostras bacterianas que

foram capazes de alterar a D.O. do controle, diminuindo-a em 50%, ou seja, obtendo-se

D.0. 0,5, foram consideradas positivas quanto & expressdo da fimbria correspondente.
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Com relagio aos soros policlonais, procedimentos  idénticos  foram
desenvolvidos com placas sensibilizadas com 25 e SOug/mL de PCFO2.

Posteriormente, as provas foram desenvolvidas avaliando-se individualmente
as solugBes dos MAbs quanto & afinidade a epitopos de PCFO2. Desta forma, 0 titulo das
mesmas foi determinado, bem como a melhor concentragdo da fimbria para a sensibilizagdo
das placas de ELISA.

Na avaliagio da adequagdo da técnica, foram testadas 66 amostras de E. coli,
sendo 51 cepas ETEC isoladas de fezes diarréicas humanas. As demais 15 cepas de E. coli
nio enterotoxigénicas testadas foram isoladas de fezes humanas diarréicas e normais.

Amostras positivas na Inibigio do ELISA foram re-avaliadas quanto ao

padrio HMR de PCFOZ, frente a hemaceas de boi, galinha, cavalo, carneiro ¢ humano.

3.9, Tratamento da fimbria PCFO2 extraida da amostra 244-1 com 6M de guanidina-
HCl

A partir de um lote purificado e liofilizado da fimbria PCFO2, a partir da cepa
244-1, preparou-s¢ uma suspensdo a Img/mL em 6M de guanidina HCI-0,05M Tris (item
13.33). Esta solugdo foi incubada a 25°C, durante 2 horas. Para separagao das possiveis
subunidades livres, a solugdo tratada foi ultrafiltrada através de uma membrana XM 50
(Amicon) e apos dialise do ulirafiltrado em PBS 0,05M pH 7,2, este fol novamente
ultrafiltrado em membrana YM 10 (Amicon). O material retido na primeira ¢ na ultima
membrana foram coletados e analisados em SDS-PAGE, seguido por coloragdo com

Coomassie Blue, e avaliados também em “Western blot”.

3.10. “Western blot”

A reatividade e a diluigio adequada dos anticorpos policlonais anti-CFA/L,
anti-CFA/I (C81, C33), CFA/I (C82, CS3), CFA/IIL, CFA/LY (CS4, CS6), anti-PCFO1359
produzidos em coelho, foram inicialmente avaliados frente aos FC homologos em “Western

blot”, realizado segundo indicagdes de Towbin ef al. (1979). Desta forma, estando estes
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antigenos semi-purificados, apenas as diluigdes capazes de revelar as bandas de P.M.
correspondentes a estes FC foram utilizadas em anélises posteriores.

A seguir, estes soros policlonais e anticorpos monoclonais anti-PCFOZ foram
avaliados frente as fimbrias homologas e heterologas. Quanto a PCFO2, esta foi analisada
apos ter sido purificada a partir de amostras de Lscherichia coli das cepas 275-1 ¢ 244-1.
Apenas a fimbria obtida da amostra 244-1 foi também avaliada apds tratamento com
guanidina-HC] 6M.

Na verificacio de reconhecimento de epitopos, as fimbrias purificadas e semi-
purificadas foram, inicialmente, separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida a 15%,
conforme descrito no item 3.1. A seguir, as proteinas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose com poros de 0,45um (Amersham Life Science, Hybond™ - C), empregando-
se uma diferenga de potencial de 30V, durante 22 horas.

Apbs este periodo, o sistema foi desmontado e o gel corado com Coomassie
Blue, para confirmar-se a eficiéncia da transferéncia. Paralelamente a membrana de
nitrocelulose foi imersa em solugdo de Ponceau 3R (item 13.20) durante 5 minutos, também
para confirmacio da transferéncia das bandas existentes no gel para a membrana. A seguir,
as membranas foram cortadas em diversas tiras e imersas em solugio PBS/Molico/Triton
(item 13.19), durante 40 minutos a temperatura ambiente.

Com relagio a fita correspondente as proteinas do padrio de peso molecular,
apos ter sido revelada com a solugiio de Ponceau 3R por 5 minutos, 4 temperatura ambiente,
esta foi posteriormente seca entre folhas de papel de filtro. As demais tiras em teste foram
incubadas com os diferentes soros ¢ MAbs diluidos em diversas concentragbes em
PBS/Triton/Molico “overnight” & temperatura ambiente. Decorrido este perfodo, as tiras
foram lavadas 2 vezes com PBS/Triton (item 13.32), por 20 minutos cada, sob agitagdo
constante, Em seguida, estas foram imcubadas com solugOes diluidas dos anticorpos
secundarios, correspondentes aos conjugados diluidos a 1:1.000 em solugio de
PBS/Triton/Molico, permanescendo a reagdo durante 1 hora e meia 4 temperatura ambiente,
com agitagdo constante.

A seguir, apos remogdo dos conjugados, as tiras foram lavadas com solugdo
de PBS/Triton (item 13.32) durante 1 hora, seguida de mais duas lavagens com solugio de

Tris-HC! 0,05M pH 7.4 (item 13.23) durante 20 minutos cada. Procedeu-se a revelagio das

bandas mediante a adigio de solugio contendo 0,01% de H,O, e diaminobenzidina (DAB-
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Peroxidase Substrate Tablet Set - Sigma) (item 13.21). Apods 5 minutos, as tiras de
nitrocelulose foram lavadas em 4dgua de torneira, para bloqueio imediato das reagOes e
colocadas para secar em ambiente escuro, entre folhas de papel de filtro. As bandas reveladas
pela precipitagio do DAB apresentaram coloragio marrom avermethada, significando

reconhecimento dos antigenos pelo anticorpo primario.

3.11- Imunomicroscopia eletrénica

3.11.1- Prepare das telas

As amostras bacterianas 244-1 e 275-1, além das cepas CFA/II (CS2, CS3)
CEA/I (CS1, CS3), CRA/II e CFA/V (CS4, CS6) foram, inicialmente, cultivadas em meio

CFA liquido (Evans ef al., 1975). Padronizou-se para as observagdes os cultivos destas
amostras por 18 h a 37°C em 3 ml deste meio. Como controles, foram utilizadas culturas das
mesmas cepas a 16°C, por 48 h (apds pré-cultura na mesma temperatura).

Para o preparo das suspensdes bacterianas, aliquotas de 1 mL das culturas
foram transferidas para tubos eppendorf e submetidas a centrifugagdo de 2.500 rpm
(Centrifuga para eppendorfs, Revan) por 10 minutos. O sedimento obtido foi ressuspenso em
20uL de tampdo PBS 0,05 M, pH 7,4. A seguir, uma gota de cada suspensdo bacteriana foi
colocada sobre a superficie de uma tira de “parafilm” e com o auxilio de uma pinga de ponta
fina, telas de cobre de 400 “mesh”, recobertas com pelicula de parlodio, foram depositadas
individualmente sobre as suspensdes e removidas apds 20 minutos, tirando-se o excesso de
liquido das mesmas com o auxilio de papel de filtro.

A seguir, para a observa¢io da(s) estrutura(s) bacterianas marcadas pelos
anticorpos monoclonais, utilizou-se a técnica do “immunegold”, empregando-se na revelagdo
das reagdes antigeno-anticorpo, um segundo anticorpo reativo contra o primeiro conjugado
com ouro coloidal (Viboud e/ al., 1993b).

Desta forma, as telas de cobre contendo as bactérias foram depositadas,
individualmente, sobre 20uL de solugBes dos anticorpos monoclonais 1D1C5 ¢ 2C4F12
(Tabela 1V) diluidos a 1/50 em tampdo PBS-BSA 1% (item 13.31) ¢ depositadas, também,

sobre “parafilm”. A seguir, as telas foram mantidas em cimara umida, 4 temperatura
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ambiente, por 1 hora. Apos esse periodo, 0 excesso de liquido foi removido e as telas
lavadas cinco vezes em tampio PBS-BSA 1%.

As reagdes desenvolvidas com 0s anticorpos monoclonais do isotipo 1gG2Zb
foram reveladas de forma indireta, com anti-IgG de camundongo conjugado com ouro
coloidal (SIGMA, particulas de 10 nm de didmetro), diluido a 1/50 em PBS 0,05M pH74e
incubadas em cimara Gmida, & temperatura ambiente, por 1 hora. A seguir, 0 excesso de
liquido das telas foi removido com papel de filtro e lavadas por cinco vezes, em tampdo PBS
0,05M pH 7.4 , tendo sido o excesso de liquido removido com papel de filtro.

Com relaciio as telas incubadas com MAbs do isotipo IgA, estas foram,
inicialmente, depositadas sobre 20 pL de soro anti-imunoglobulina total de camundongo,
preparado em coelho, diluido a 1/50 em PBS-BSA 1%, por uma hora em cdmara Gmida a

temperatura ambiente. Apos este periodo, as telas foram lavadas por cinco vezes em tampao

PBS-BSA 1%. Apos remogio do excesso de liquido, as telas foram depositadas sobre 20uL
de soro anti-1gG de coelho conjugado com ouro coloidal (SIGMA, particulas de 10 nm de
didmetro), a 1/50 em PBS-BSA 1% e incubadas em cimara imida, a temperatura ambiente,
por 1 hora. Apos remogio do excesso de liquido, as telas foram lavadas por cinco vezes em
tampdo PBS 0,05M pH 7,4.

Para fixacdo da reagdo, as telas foram depositadas por 1 minuto sobre 20ul
de solugdo de glutaraldeido a 2% (item 13.29), utilizando-se “parafilm” como suporte da
reagio. Apos este periodo, as telas foram lavadas por duas vezes em agua Milli-Q estérl, o
excesso de liquido removido, colocando-se as mesmas sobre aliquotas de 20pL de 4cido
fosfotingstico a 1% (item 13.30) para contraste da reagio, por 20 minutos. Finalmente, as
telas foram lavadas, secas e guardadas em porta-telas apropriado.

A observago destas preparages foi realizada em M.E.T. (Microscopio Zeiss,
modelo LEQ-906), tendo sido as fotomicrografias eletrdnicas obtidas, reveladas e ampliadas

em papel fotografico Kodabrome print RC-F3.
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3.12. Meios de cultura utilizados

3.12.1. Meio CFA (“Colonization Factor Agar”)
Meio Base
Casaminoacidos 10g
Extrato de levedura 1,5g
Agua destilada 1000 mL
Solugfio A
MgS0y . 7H.0 0,1g
Agua destilada --100 mL
Solugéio B
MnCl . 4H;0 0,78 g
Agua destilada 100 mkL.

3.12.2.

3.12.3.

No caso do meio CFA sélido, adicionou-se agar bacteriologico na
concentragio final de 2,0%.

Para cada 100 mL do meio base, adicionou-se 1 mL da solugdo A e I mlda
solugiio B. O pH foi ajustado para 7,4 com NaOH IN. O meio foi esterilizado

em autoclave durante 20 minutos a 120°C.

Meio TSB
Tryptic Soy Broth --30 g
Agua destilada -1000 mL

Apos dissolugdo completa, o meio foi esterilizado em autoclave durante 20

minutos a 120°C.

Meio de Dorset
Ovo de galinha 4 volumes
NaCl 0,15M 1 volume

Apbs ter sido distribuido assepticamente em tubos estéreis, esse meio foi
esterilizado em autoclave por vapor fluente por 15 minutos, até a pressio de

2 atmosferas.



3.12.4. Meio Agar MacConkey
Agar MacConkey------------ 758
Agua destilada--s-----=es---- 150 mL
A mistura foi levada ao fogo para homogeneizagdo, em um baldo de fundo
chato. Em seguida, foi distribuido em placas previamente autoclavadas,
segundo as regras de assepsia. Apos solidificagdo, o meto foi conservado sob

refrigeracgdo.

3.12.5. Meio EPM

A - Base
Triptona ----10,0 g
Extrato de carne 20g
Cloreto de sodio 50g

Fosfato de sodio dibasico (NA;HPO,. 5H;0)---mv--- 20¢g

L-triptofano 10g

Solucio alcodlica de azul de bromotimol a 1,5%----2,0 mL

Agar--- 11,0g

Agua destilada q.s.p.- 1000 mL

Todos os componentes foram adicionados a dgua, € a mistura foi aquecida ate
fusdo do agar. O pH do meio foi ajustado para 7,4 com HCl 2%. O meio foi
esterilizado em autoclave a 121°C, durante 20 minutos.

B - Soluciio de indicadores e substratos

Citrato de ferro amoniacal 20¢g
Tiossulfato de sodio (Na;8,0;. SHyO)wmemmmen 20¢
Glicose-- 10,0 g
Uréia-- 400¢g
Agua destilada-- 85,0 mL

A mistura foi aquecida em banho-maria a 65°C, com agitaglio constante, até
completa dissolugdo e esterilizada na mesma temperatura durante 20 minutos.
C - Preparo final do meio

Base (A) --800 mL
Solugio (B) 14 mL




3.12.6.

3.12.7,
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Apos o resfriamento da base (A) a aproximadamente 65°C, adicionou-se,
assepticamente a solugio (B). A mistura foi homogenizada e distribuida em
volumes de 4,0 mL, em tubos de 12 x 120 mm estéreis, deixando-se
solidificar em posig#io inclinada de maneira a se obter uma base de pelo menos

3,5 cm. (Obs: meio pronto apresenta coloragio verde).

Meio MILI (Motilidade - Indol - Lisina)

Extrato de levedura 30g
Peptona --10,0 g
Triptona 10,0 g
L-lisina 10,0g
Glicose 1,08
Agar 2,0g
Bromocresol plrpura: 0,02g
Agua destilada q.5.p.- 1000 mL

Todos os componentes foram adicionados & agua destilada e a mistura fo1
aquecida até dissolugdo completa do agar. O pH do meio foi ajustado para 6,5
e procedeu-se a esterilizagio em autoclave a 121°C, durante 20 minutos. O
meio esterilizado foi distribuido o meio em volumes de 4,0 mL, em tubos de
10 x 100 mm estéreis, deixando-se solidificar em posigdo vertical. Os tubos

foram armazenados a 4°C. (Obs: o meio pronto apresenta a coloragdo roxa).

Meio Agar Citrate de Simmons (DIFCO)
Agar citrato de Simmons 242 g
Agua destilada q.5.p.===nmmmmmm=nmmemeaens 1000 mL

Todos os elementos foram dissolvidos em agua destilada e distribuidos em
aliquotas de 2 mL em tubos 13 x 100 mm. O meio foi esterilizado a 121°C
por 20 minutos e deixado solidificar em posigdo inclinada de forma a se obter

um induto extenso. (Obs: o meio pronto apresenta-se de cor verde).
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3.12.8. Meio de CAYE ("Casamino Acids Yeast Extract”)

Meio Base
Extrato de levedura 6,08
Casaminoécidos 200¢g
NaCl 2,58
KoHPO4 8,75g
HpO destilada q.5.p. 1000 mL
O pH foi ajustado para 8,5.

Solugdo de sais
MgSO.4 5,0%
MnCl, . 4H,0 0,5%
FeCls 0,5%

3.12.9.

A solugdio foi preparada dissolvendo-se os sais em 100 mL de HzS804 0,001M
¢ esterilizada por filtragio em membrana Millipore 0,22pm. Adicionou-se

1,0 mL da solugdo de sais para cada 1000 mL do meio base esterilizado.

Meio RPMI completo

RPMI - Sigma 10,4 g
Bicarbonato de sédio 20g
HEPES (0,125 mM) 295¢g
(N-2 hidroxietilpiperazina-N-2-acido-etano-sulfonico)
2-mercaptoetanol 2,0 uL
gentamicing 50 mg

soro fetal bovino 100 mg
agua bidestilada q.5.p. -1000 mL

3.12.10. Meie de congelamento

Soro fetal bovino 2,0 mL

dimetilsulfoxido 2,0 mL
Meio RPMI q.8.p. 20 mL
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3.12.11. Meio BH1
Meio BHI «--rremmemmammmmmae 3,7¢

Agua destilada q.s.p. 100mL

3.13. Solu¢des utilizadas

3.13.1, Salina 3M

Cloreto de sodio 175,32 ¢

Agua destilada q.5.p- -1000 ml.
3.13.2. Salina 0,15M

Salina 3M 50 mi.

Agua destilada--- 950 mL

3.13.3. Tampio PBS 0,05M pH 7.4

Salina 3M --30 mL
Tampio Fosfato 0,5M 100 mL
Agua destilada g.s.p. 850 mL

3.13.4. Tampio fosfato de sodio 0,5SM pH 7,4
O tampio fosfato de sodio foi preparado ajustando-se a solugdo de fosfato
bibasico (item 15.4) para pH 7,4 com auxilio do potencidmetro, com a

solucdo fosfato de sodio monobésico (item 15.5).

3.13.4.1. Soluciio de fosfato de sédio bibasico 0,5M

Fosfato de sodio bibasico-- - 70,98 g

Agua destilada q.s.p.—---- 1000 mL

3.13.4.2. Soluciio de fosfato de sddio monobasico 0,5M

Fosfato de sddio monobasico - 69 g

Agua destilada q.s.p.—- 1000 mL
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3.13.5. Soluciio de PBS 0,05M pH 7,4 acrescido de 4M de uréia
Uréia 240,24 g
Tampao fosfato de sodio 0,5M pH 7,4 q.s.p-—--1000 mL

3.13.6. Soluciio de PBS 0,08M pH 7,4 com DOC a 5%
Desoxicolato de sodio puro (DOC)-memmmmmmmmeaee- 5g
Tamp#o PBS 0,05M pH 7,4 1000 mL

3.13.7. Solucio de Acrilamida (30%) bis-acrilamida (2,7 %)

Acrilamida 58,4 ¢
Bis-acrilamida: 1,6¢
Hy0 bidestilada q.5.p. 200 mL

Armazenada a 4°C em frasco escuro

3.13.8. Tampdo TRIS HCI 1,5M pH 8,8
Tris 363 g
Agua bidestilada q.s.p. 200 mL
O pH foi ajustado para 8,8 com HCIL.

3.13.9. Tampiio TRIS HCI 0,5M pH 6,8
Tris 30g

Agua bidestilada q.5.p. 50 mL

O pH foi ajustado para 6,8 com HCL

3.13.10. Solucdio de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 10%
SDS 0g
Agua bidestilada q.s.p 100 mL

OBS: A solugdo foi aquecida a 37°C, até completa dissolugdo.

3.13.11. Soluciic de persulfato de aménio (10%)

Persulfato do aménio 0,51

Agua bidestilada g.s.p. SmbL



3.13.12. Tampio de amostra (2x)

TRIS HCI 0,5M pH 6,8 2,5 mL
SDS 10% 4 mL.
Glicerol — 2 mL
2-Mercaptaetanol -~--1 mlL
Azul de bromofenol 0,025%
Agua bidestilada q.s.p. 10 mL

A solucio foi dividida em aliquotas e armazenada em freezer a ~20°C.

3,13.13. Tampio de Corrida Tris 0,025M pH 8,3; Glicina 0,192M; SDS 0,1%

Trizma g

Glicina 144¢g

SDS 10% 10 mL

H»O bidestilada q.5.p. 1000 mL.
3.13.14. Soluciio Fixadora

Metanol 500 mL

Acido acético glacial 50 mL,

Agua destilada 450 mL
3.13.15, Solugdio corante

Coomassie blue 1,25¢g

Acido acético 46 mL

Metanol a 5% 454 mL
3.13.16. Solucio descorante

Acido acético glacial 75 mL

Metanol 50 mL

Agua destilada q.s.p. 1000 mL
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3.13.17.Solugiio de desidratacio

Metanol 65%
Glicerol 0,5%
Agua destilada 345%
3.13.18. Solugio de tranferéncia
Metanol 200 mL
Trizma 3,0g
Glicina 144 g
Agua destilada q.5.p. -1000 mL
3.13.19. Soluciio PBS/Molico/Triton
Leite desnatado Molico 30g
Triton X-100 0,1 mL
Tampdo PBS 0,05M pH 7.4 q.s.p.~------- 100 mL
3.13.20. Solugéio de Ponceau 3R
Ponceau 3R 02g
Acido acético glacial 1,0 mL
Agua bidestilada 100 mL

3.13.21. Soluciio reveladora Sigma Fast'" DAB Tablet Set

3,3 - diaminobenzidina

Urea Hydrogen Peroxide ---------ssn--

10 mg (1 tablete)

______ 2,8 mg {1 tablete)

Agua bidestilada q.s.p.

3.13.22. Solugiic PBS/Tween
Tween 20

15 mbL

0,5 mL

PBS 0,05 M pH 7,4

1000 mL
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3.13.23. Tris-HC1 0,05M pH 7,4
Trizma 0,6g

Agua destilada 100 mL

O pH da solugdo foi ajustado para 7,4 com HCI 0,1M

3.13.24. Phosphate-Citrate Buffer Tablets 0,05M, pH 5.0 (Sigma)
Phosphate-Citrate Buffer Tablets «-ee-mmmmmmmwer- 1290 mg (1 tablete)
Agua bidestilada 100 mL

3.13.25, Solugiio de o-Phenylenediamine (OPD) dihydrochloride (Sigma)
o-Phenylenediamine (OPD) dihydrochloride -----2mg (2 tabletes)

Agua bidestilada 5 mL
Hy0O2 3% 40 pl

3.13.26. Solugiic PBS/Molico

Leite molico desnatado 5g

PBS 0,05M pH 7,4 100mL

3.13.27. Soluciio PBS/Molico/Tween

Leite molico desnatado 3g
Tween 20 0,1mL
PBS 0,05M pH 7,4 100mL.

3.13.28. Tampio Glicina-HCl1 0,1M pH 8,0
Glicina 0,75g

Agua destilada 100mL

O pH foi ajustado para 2,8 com HCI 0,IM

3.13.29. Solugio glutaraldeido 2%
Glutaraldeido (25%) ~- 8mL
PBS 0,IM pH 7.4 100mL




3.13.30. Soluciio de acido fosfotangstico (PTA)
Acido fosfotiingstico (PTA) 0,5¢
Agua Milli-Q q.s.p. 50mL

O pH da solugio foi ajustado para 7,4 com solugdo de hidroxido de

potassio (KOH) 10N, e a solugdo final filtrada em membrana 0,22um
(Millipore).

3.13.31. Tampio PBS-BSA 1%

Soro Albumina Bovina (BSA) ~-=rememmmmemmnn lg

PBS0,05M pH 7,4 100mL
3.13.32. PBS/Triton

PBS 0,05 pH 7,4 100mL

Triton X100 0,1mL

3.13.33. 6M de Guanidina HCE0,05M Tris
Guanidina-HCl 5,73g
Tris 0,05M 10mL
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4. RESULTADOS

4.1. Purificacio dos FC

4.1.1. Avaliacio em SDS-PAGE
Apés obtengdo e purificagio da fimbria PCFOQZ, verifica-se pela Figura 1 o
padrio de bandas dos materiais obtidos apOs precipitagio dos extratos bacterianos e diélise
contra desoxicolato de sodio (DOC). Desta forma, € possivel observar-se que na fragdo

DOC-soluvel (DS) (1A, linhas h e 1), € visivel a presenga de uma banda de P.M. de 34,5
kDa, correspondente & fimbria PCFO2. Por outro lado, na fragio DOC-insoluvel (DI) esta

banda aparece com maior intensidade, porém com maior namero de contaminantes. Durante
as diversas avaliagbes destas fracOes, estes resultados ndo foram constantes, apresentando-se
as mesmas com a banda de PCFO2 revelada com igual intensidade tanto na fragdio DS como
DI (resultados ndo apresentados).

Na mesma Figura, pode-se também verificar o perfil eletroforético das fragdes
DS e DI das fimbrias CFA/1, CFA/IT (CS2, C83), CFA/II (CS1, CS3), CFA/I, CFA/IV
(CS4, CS6) e PCFO159, obtidas pelos mesmos procedimentos empregados na purificagio de
PCFO2. Com relagio aos demais fatores, nas diversas avaliagdes de CFA/I (Fig. 1A, linhas
b, ¢) , CFA/IL (CS1, CS3) (Fig. 1A, linhas e, f), CFA/IV (CS4, CS6) (Fig.1B, linhas d, e) e
PCFO159 (Fig.1B, linhas f, g), verificou-se que na fragio DS o processo de purificagdo dos
fatores de colonizagio apresentou-se adequado, com eliminagiio de muitos contaminantes,
quando comparados as frages DI. Nesta ultima fragfo, apesar de na maioria destas ter sido
coradas bandas de P.M. correspondentes ao FC, o namero de contaminantes torna esta
fracdo inadequada.

Por outro lado, a fragio DI dos preparados dos FC CFA/II (CS2, CS3) e
CFA/III foi mais adequada, levando-se em consideragio a concentragfio protéica das bandas

obtidas. Inclusive, com relagdo & CFA/ILL, em ambas as fragdes, a presenca de duas bandas

foram observadas.
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No caso dos purificados de CFA/III, estes foram avaliados também frente aos
soros anti-CFA/1L, demonstrando-se ser a banda de menor peso molecular correspondente &
CS2 (dados ndo mostrados). |

Com base nestes resultados, fracdes DS ou DI dos diferentes FC foram
utilizadas nos testes posteriores.

Com relagdo & fimbria PCFO2, fragdo DS dos extratos obtidos a partir das
amostras 244-1 e 275-1 foram submetidas a duas cromatografias consecutivas em Sepharose
4B (Figuras 2 e 3).

Desta forma, apos leitura a 280 nm, os picos de cromatografia foram
reunidos, concentrados e analisados. As fragdes correspondentes a PCFQO2, quando ndo
apresentaram apenas uma banda, foram novamente re-cromatografadas

Pela Figura 4, pode-se verificar em SDS-PAGE, que apds a segunda
cromatografia em coluna de Sepharose 4B a fimbria PCFOZ2 apresentou-se purificada, apos

coloragio do gel com Coomassie blue.
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1A

1B

Figura 1- SDS-PAGE a 15% das fracoes DS e DI dos extratos semi-purificados dos

diferentes fatores de colonizagiio de Escherichia coli enterotoxigénica.

Legenda: 1A- a) Padrio de Peso Molecular (GIBCO BRL); b) CFA/I fragdo (DS}; ¢)
CFA/1 (DI); d) CFA/IL (CS2, CS3)(DS), ¢) CFA/MI (CS2, C83) (DI); f) CFA/I (CS1, CS$3)
(DS); g) CFA/IL (CS1, CS3) (DI); h) PCFO2 244-1 (DS); iy PCFO2 244-1 (DI).

Legenda: 1B- a e h) Padréo de Peso Molecular (GIBCO BRL); b) CFA/IIL (DS); ¢)
CFA/II (DY); d) CFA/IV (CS5, CS6)(DS), e) CFA/IV (CS4, CS6)DIy; f) PCFO159 (DS),
g) PCFO159 (D1). Flechas indicativas das bandas correspondentes aos respectivos FC.
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kDa & b e d P
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143 .

Figura 4 - Avaliagio da purificagio de PCFO2 em SDS-PAGE a 15%, apos
cromatografias em Sepharose 4B,

Legenda: a) Padrio de Peso Molecular (GIBCO BRL); b) PCFO2 purificada a partir
da amostra 244-1; ¢) PCFO2 purificada a partir da amostra 244-1, apos a primeira
cromatografia em Sepharose 4B; d) PCFO2 purificada a partir da amostra 275-1; ¢) PCFO2

purificada a partir da amostra 275-1, apés a primeira cromatografia em Sepharose 4B.
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4.1.2. “Western blet”

4.1.2.1. Reatividade dos soros policlonais frente aos antigenos homélogos

Os soros policlonais anti-CFA/I, anti-CFA/IL (CS2, CS3), anti-CFA/II (CS1,
CS3), anti-CFA/IIL, anti-CFA/IV (CS4, CS6), anti-PCFO159 e anti-PCFO2, apods terem sido
exaustivamente absorvidos com as cepas homologas de L. coli cultivadas a 16°C foram
avaliados quanto a sua reatividade frente aos fatores homologos semi-purificadas (Figura 5).
istes soros reagiram com varias bandas presentes, porém reagGes com mator intensidade

foram observadas com bandas de P.M. compativeis aos descritos na literatura.

Os soros policlonais anti-PCFO2, preparados com as amostras 244-1 e 275-1,
foram avaliados quanto a sua reatividade frente as fimbrias purificadas a partir de ambas as
cepas através de reagdes de “Western blot”. A reatividade destes soros pode ser observada
na Figura 6 (linhas g e h), onde além da presenga da banda de P.M. 34,5 kDa foi detectada

pelos anticorpos contidos nos soros imunes, uma banda de P.M. 52 kDa.

Figura 5- Analise da reatividade dos diferentes soros policlonais frente aos FC
homologos.

Legenda: Padrio de peso molecular (GIBCO BRL); a) CFA/L, b) CFA/ (CS2, CS3); ¢)
CFA/H (CS1, C83); d) CFA/ILL, e) CFA/IV (CS4, CS6); f) PCFG159; g) PCFO2. Flechas

indicativas das reagdes positivas, correspondentes ac P.M. dos respectivos FC.
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4.1.2.2. Reatividade dos soros anti-FC frente 3 fimbria PCFO2

purificada

Qs soros policlonais anti-CFA/L, anti-CFA/II (CS2, CS3), anti-CFA/II
(CS1, CS3), anti-CFA/ILL, anti-CFA/IV (CS4, C86) e anti-PCFO159 foram empregados
para a investigagiio de sua reatividade com a fimbria PCFO2, através de reagles de
“Western blot”. Na Figura 6 (linhas a, b, ¢, d, e, ) pode-se verificar que estes soros
foram capazes de detectar a banda de 34,5 kDa, na preparagdo purificada de PCFQ2,
além de bandas de P.M. aproximado de 52 kDa, transferidas para o papel de
nitrocelulose. Somente o soro anti-CFA/IV (CS4, CS6) reconheceu apenas a banda de

34,5 kDa (linha ¢).

Figura 6- Reacdes da fimbria PCFO2 com soros policlonais produzidos contra
diferentes FC.

Legenda: Padrio de peso molecular (GIBCO BRL); a) anti-CFA/I; b) anti-CFA/IT (CS2,
CS3), ¢} anti-CFA/I (CS1, CS3); d) anti-CFA/II; e) anti-CFA/IV (CS4, CS6); £) anti-
PCFO159; g) anti-PCFO2 (244-1); h) anti-PCFO2 (275-1). Flechas indicativas de bandas
correspondentes ao P.M. de PCFO2
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4.2. Determinaciio dos titulos dos diferentes soros policlonais anti-FC e dos anticorpos

monoclonais anti-PCF0O2

4.2.1, Titulagiio por soroaglutinacio

Apenas os soros policlonais produzidos em coelhos imunizados com os diversos
FC foram titulados através de soroaglutinagiio em lamina. Somente a amostra padrdo do FC
CFA/II foi titulada através da técnica de imunodifusdo em gel, uma vez que a cepa apresenta
caracteristica autoaglutinante, quando ressuspensa em salina.

Os resultados destas titulagdes estdo apresentados na Tabela I1I. Como pode-se
observar, os titulos desses soros frente ds cepas homoélogas variaram de 1:1.280 a 1:6.400.

Contra cepas heterdlogas nio foram observadas reagdes positivas. Todos os soros foram

utilizados apés exaustiva absor¢do com a cepa homologa crescida a 16°C.

Tabela III- Titulo dos soros policlonais determinado por soroaglutinacic em limina

Antissoro Titulo
anti-CFA/I 1:3.200
anti-CFA/II (CS2, CS3) 1:2.560
anti-CFA/II (CS1, CS3) 1:1.280
anti-CFA/1I nd
anti-CFA/IV (C54, CS6) 1:3.200
anti-PCFO159 1:1.280
anti-PCFO2 (244-1%¥) 1:6.400
anti-PCFO2 (275-1%%) 1:5.120

** Amostra utilizada na obtengio do soro




4.2.2, Titulagio por ELISA indireto

4,2.2.1. Soros policlonais
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A reatividade dos diferentes soros policlonais anti-FC obtidos, foi também

determinada, titulando-se os mesmos em ELISA indireto, em placas sensibilizadas com os

antigenos homologos e com PCFOZ.

Como pode ser observado na Tabela IV, os titulos obtidos variaram de 1:160

até 1:640, mesmo quando o antigeno fot utilizado puro, como no caso da PCFO2.

Determinando-se os titulos dos demais soros anti-FC frente a PCFO2, pode-
se verificar pelas Tabelas IV e V, que os soros anti-CFA/I (C82, CS3) e CFA/IL (CS1, CS3)

foram equivalentes aos obtidos com seus antigenos homologos, sugerindo homologia de

epitopos entre estes FC.

Tabela IV- Determinaciio em ELISA indireto dos titules dos soros policlonais anti-FC,

frente aos antigenos homologos™.

Antissoro Titulo
anti-CFA/] 1:320
anti-CFA/IL (CS2, CS3) 1:640
anti-CFA/II (CS1, CS3) 1:640
anti-CFA/ILL i:160
anti-CFA/IV (CS$4, C56) 1:160
anti-PCFO159 1:640
anti-PCFO2 (244-1**) 1:320
anti-PCFO2 (275-1)** 1:640

*Placas sensibilizadas com 100pg/mL das solugdes semi-purificadas dos diversos FC, exceto

PCFO2 (50pg/ml); com base nos resultados anteriores, fragdes DS ou DI foram utilizadas.

** Amostra utilizada no preparo do soro.




Tabela V- Determinaciio em ELISA indireto do titulo dos soros policlonais anti-FC, em
placas sensibilizadas com a fimbria PCFO2*,
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Antissoro Titulo
anti-CFA/1 1:10
anti-CFA/IL (CS2, CS3) 1:320
anti-CFA/II (CS1, CS3) 1:320
anti-CFA/I11 1:20
anti-CFA/LV (CS4, CS6) 1:10
anti-PCFO159 1:20
* Placas sensibilizadas com 50ug/mlL de PCFO2 purificado
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4.2.2.2. Anticorpos monoclonais

Verifica-se na Tabela VI os titulos dos MAbs anti-PCFO2 determinados em
ELISA indireto. Com relagiio a alguns MADbs do isotipo 1gG2b, estes foram avaliados antes ¢
depois da purificagio dos liquidos asciticos em coluna de Sepharose Proteina-A. Na mesma
Tabela sdo apresentadas as concentragdes protéicas das solugdes obtidas, incluindo os titulos
das solugdes de MAbs anti-PCFO2, pertencentes ao isotipo IgA, ndo purificadas. Desta
forma, é possivel observar-se que os titulos das solugdes de MADbs do isotipo IgA foram, em
média, superiores aos do isotipo IgG2b, empregando-se a fimbria PCFO2 purificada a
50pg/mL na sensibilizagdo das placas. O titulo médio das solugbes de anticorpos do isotipo
IgG2b foi correspondente a 1:480.000 e do isotipo IgA a 1:704.000. Quanto & purificagdo
dos anticorpos IgG2b por cromatografia em Sepharose-Proteina O processo resultou em
diminuigio de aproximadamente 30% dos titulos dos respectivos anticorpos, provavelmente
devido a desnaturagio do anticorpo durante a sua eluigdo em tampdo de pH acido (pH 2,8).

“Pools” das solucdes dos MAbs dos isotipos IgG2b e 1gA foram preparados
pela mistura dos ascites, tendo-se como base as concentragdes protéicas de cada material.
Ap6s serem titulados por ELISA indireto, verificou-se titulos superiores no “pool” de IgA,
quando comparados aos de IgG2b (Tabela VI). Pela mesma Tabela, ndo foi verificada
correlagio direta entre concentra¢o protéica e titulo no ELISA indireto. Uma vez que os
anticorpos 1D1C5 e 1D1E7, do isotipo IgA, além do anticorpos 2C4F12 apresentaram os
maiores titulos no ELISA indireto (Tabela V1), estes foram selecionados, além dos “pools”,

para as avaliagOes subsequentes.

4.3. Avaliagfio da reatividade dos anticorpos monoclonais em ELISA indireto

Ensaios de ELISA indireto também foram empregados para se avaliar a
reatividade dos MAbs anti-PCFQ2, utilizando-se os “pools” das solugdes dos isotipos IgA e
1gG2b, frente aos demais FC semi-purificados. Desta forma, como apresentado nas Tabelas
VII e VI1i, reagdes positivas contra os FC heterologos foram verificadas quando o “pool” de
MAbs do isotipo IgA foi utilizado no teste, em especial frente & CFA/I (CS1, C83) e
CFA/IV (C84, CS6). Com relagio ao “pool” de MAbs do isotipo IgG2b, este foi capaz de

reagir apenas com orificios sensibilizados com PCFO2.
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Tabela VII- Avaliacio da reatividade do “pool” de MAbs do isotipo IgA, em provas de
ELISA indireto, frente a PCFO2 e demais FC *

Dilui¢io do “pool” de MAbs do isotipo IgA
FC utilizados na 1:1000 1:4000 1:8000
sensibilizacdo das placas

CFA/L 0,233%* 0,165 0,145

CFA/I (CS2, CS3) 0,322 0,269 0,247
CFA/M (CS1, CS3) 0,624 0,555 0,561
CFA/II 0,482 0,475 0,451
CFA/IV (CS4, CS6) 0,615 0,550 0,450
PCFO159 0,406 0,327 0,279
PCFO2 2,470 2,440 2,244

* Placas sensibilizadas com solugSes protéicas a 100pug/mL dos diferentes FC

** D.0O. determinada a 492 nm

Tabela VIII- Avaliaciio da reatividade do “pool” de MAbs do isotipo IgG2b, em provas de
ELISA indireto, frente a PCFO2 e demais FC

Dilui¢des do “pool” de MAbs 1gG2b
FC utilizados na 1:1000 1:4000 1:8.000
sensibilizacio das placas
CFA/N 0,043 0,046 0,055
CFA/II (CS2, CS3) 0,043 0,046 0,042
CFA/I (CS1, CS3) 0,042 0,044 0,044
CFA/ 0,043 0,043 0,04
CFA/V (CS4, CS6) 0,048 0,04 0,041
PCFO159 0,041 0,04 0,04
PCFO2 2,027 1,76 1,162

* Placas sensibilizadas com solug3es a 100pg/mL dos diferentes FC

** 1 0. determinada a 492 nm
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4.4. Avaliaciio da reatividade dos anticorpos moneclonais em “Western blot”

4.4.1.Frente a fimbria PCF0O2

A reatividade dos MAbs anti-PCFO2, isoladamente ou em “pools” (“pool” IgA ¢
TIoG2b) foi também investigada por “Western blot”, utilizando-se a fimbria purificada como
antigeno. Na Figura 7 sdo apresentadas as reagGes obtidas nestes experimentos, que confirmam
resultados anteriormente obtidos (Oliveira, 1996), demonstrando que os MAbs anti-PCFO2
reconhecem a banda de P.M. aparente de 34,5 kDa, correspondente a PCFO2.

Além da banda de 34,5 kDa, os MAbs do isotipo IgA foram capazes de revelar
uma banda de P.M. aproximado de 52 kDa no material purificado. Esta banda ndo havia sido
revelada anteriormente em SDS-PAGE pelo método de coloragio empregado como

acompanhamento dos procedimentos de purificagdo das fimbrias.

Figura 7- Reacdes de “Western biot” entre a fimbria PCFO2 purificada a partir da amostra
244-1 ¢ MAbs.

Legenda; Padrio de peso molecular (GIBCO Brl); reagbes com os MAbs: a) 2C4E10; b) 2C4BZ; ¢)
2C4F12; d) 2C4G10; e) 2C4B9; f) 1D1CS; g) 1DID10; h) 1D1D4; i} IDI1E7. Flechas indicativas

da fimbria PCFO2. Flechas indicativas das reacdes positivas.
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4.4.2, Frente aos diferentes FC

Na Figura 8 pode-se verificar a reatividade do “pool” de MAbs anti-PCFO2 do
isotipo IgA, frente as fimbrias PCFO2, CFA/I, CFA/II (CS1, C83), CFA/I (CS2, CS3), CFA/IIL,
CFA/NV (CS4, C86) e PCFO159. Apesar de na linha d ter sido aplicado material obtido da cepa
padrio de CFA/IV (CS85, CS6), estes resultados nfio devem ser considierados por néo ter sido
observada a presenga de bandas correspondentes a estas fragSes nas extra¢les e semi-purifica¢tes
realizadas (resultados ndo apresentados). Porém, como ¢ possivel observar-se, esses anticorpos
foram capazes de detectar componentes antigénicos nestes FC, correspondentes as bandas de
P.M. determinados para as respectivas fimbrias (flechas). Da mesma forma que ja havia sido
verificado em reagBes com os soros policlonais, 0os MAbs anti-PCFO2 foram capazes de reagir

com outros componentes antigénicos das preparagbes, de P.M. mais elevado, sugerindo a

presenca de precursores das fimbrias ou de material antigénico distinto, mas que compartilham
este epitopo com a PCFO2. Desta forma, com base na intensidade da reagio, os MAbs
reconheceram epitopos em CS4, CS6, CFA/IIL, CS1, CS2 e CS3. Por outro lado, ndo foram
reativos PCFO159 ¢ com CFA/I. No que diz respeito as extragdes de CFA/III, embora esta

amostra também expressa CS6, pela Figura 14, linha e, ndo se observa nitida banda de menor

P.M,, correspondente a este fator.

fé%@

%
;V/
e

e

Figura 8- Verificacio em provas de “Western blot” da reatividae de “pools” dos isotipos
IgA frente a diferentes FC semi-purificados.

Legenda: a) PCFO159; b) PCFO2; ¢) CFA/IV (C84, CS6),; d) CFA/LV (CSS5, CS6); e) CFA/L f)
CFA/IL (CS1, CS83); g) CFA/II (CS2, CS3); h) CFA/L 1) Padrio de Peso Molecular (GIBCO

BRL). Flechas indicativas das reagfes positivas.
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4.5. Reatividade dos MAbs frente a PCFQ?2 tratada com Guanidina HCl

Ap6s o tratamento com 6M de Guanidina HCl, que a semelhanca de tratamentos
com uréia, desagrega as fimbrias sem alterar a estrutura quaternaria da molécula, ndo foi possivel
observar-se em SDS-PAGE a presenca de outras bandas, além da correspondente a 34,5 kDa
(Figura 9)

Através de experimentos de “Western blot”, desenvolvidos com os materiais
retidos e com os ultrafiltrados concentrados apés o tratamento com Guanidina-HCI pode-se
observar nas Figuras 10 a presenga de apenas uma banda de 34,5 kDa, correspondente & PCFO2

quando se utilizou quaisquer dos 9 MADs individualmente.

);ﬁg%

.
Z
.
zf.;-
2 o

.

Figura 9 - Anilise em SDS-PAGE a 15%, dos polipeptideos obtidos apds tratamento da
fimbria PCFO2 com Guanidina-HCI.
Legenda: a) Padrio de Peso molecular (GIBCO BRI); b) material retido em membrana de

ultrafiltragio XM50; ¢) material ultrafiltrado na membrana XM50; d) material retido em membrana

de ultrafiltragio YM10. Flecha indicativa da banda revelada por coloragdo em Coomassie blue.
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Figura 10 - Reacdes de “Western blot” com material obtido apés tratamento de solucdes de
PCFO?2 purificada com Guanidina-HCl.

Legenda: a) fimbria PCFO2 purificada, corada com Amido Black ; ¢), €), g), i), k) - material retido
em membrana XMSO0 revelado com os MAbs 1D1D10, 1DIE7, 1ID1C3, 1D1D4 ¢ “pool” de IgA
respectivamente; b), d), f), g), j) - fimbria PCFO2 purificada em reagfes com 08 MAbs 1D1DI10,
IDIE7, 1DICS, 1D1D4 e “pool” de IgA, respectivamente; 1) Padrdo de Peso Molecular (Gibco
Brl).
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4.6. Imunomicroscopia eletronica

Inicialmente, as amostras de . coli produtoras de PCFO2, CFA/I (CS82, C83),
CFA/IL (CS1, CS3), CFA/IIL e CFA/IV (C84, CS6) foram cultivadas a 37°C e a 16°C verificando-
se (ue estas apenas expressavam os FC nos cultivos a 37°C (resultados ndo apresentados). Estas
observagdes foram concordantes com a literatura consultada (Honda et al., 1989; Levine ef al.,
1984; Wolf et al., 1989).

O conjunto de experimentos, descritos a seguir, foram realizados para verificar-se
se 0s MADbs, reativos também contra as fimbrias CFA/L (CS2, CS3), CFA/IL (CS1, C83), CFA/
e CFA/IV (CS4, CS6) por provas de ELISA ¢ “Western blot”, eram também capazes de marcar as
estruturas expressas na superficie das amostras padréo de E. coli produtoras destes FC. Com base
nos titulos determinados, os MAbs 2C4F12 e 1D1C5, respectivamente dos isotipos 1gG2b e IgA,
foram utilizados como anticorpos primérios na marcagdo das bactérias, nas reacdes reveladas
posteriomente pelo anticorpo conjugado com ouro coloidal.

A observacio dos preparados em imunomicroscopia, encontram-se apresentados
nas Figuras 11 ¢ 12. Desta forma, observa-se nestas Figuras que os MAbs anti-PCFO2 séo
capazes de reagir com epitopos das estruturas de superficie destas diferentes amostras bacterianas,
confirmando as reagdes cruzadasentre PCFO2 e os FC presentes nestas cepas. Nas Figuras 11 e
12 (a e b) & possivel verificar-se ainda que os MAbs 2C4F12 (IgG2b) e 1D1C5 (IgA) reagem de
maneira homogénea com epitopos dos FC em toda a superficie das amostras padrio de PCFO2,
confirmando dados anteriormente obtidos (Oliveira, 1996).

Também verifica-se nas Figuras 11 e 12 que de maneira geral, as particulas de ouro
coloidal marcaram nos demais FC expressos, em sua forma nativa, maior nimero de epitopos nas
reagdes desenvolvidas pelo anticorpo monoclonal 1D1CS5, do isotipo IgA, quando comparada as
revelagdes com 2C4F12. Porém, cabe-se ressaltar que nas reagbes com IgA, um segundo

anticorpo (anti-lg de camundongo), foi utilizado.
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Figura 11 - Imunomicroscopia eletronica revelada com o anticorpe monoclonal 1D1CS, do isotipe IgA.
Legenda: a) PCFO2 (amostra 244-1) (52.820x); b) PCFO2 (amostra 275-1) (47.260x); ¢) CFA/IL (CS2,
CS3) (139.500x), d) CFA/I (CS1, C83) (90.552x); €) CFA/II (93.520x), f) CFA/IV (CS4, CS6)

(83.400x).
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Figura 12 - Imunomicroscopia eletronica revelada com o anticorpe monoclonal 2C4F12, do isotipo

1gG2b.
Legenda: a) PCFO2 (amostra 244-1) (97.566x);, b) PCFO2 (amostra 275-1) (88.396x); ¢) CFA/IL (CS2,

CS3) (97.566x); d) CFA/LL (CS1, CS3) (40.080x); €) CFA/IIL (60.120x); f) CFA/LV (CS4, CS6) (64.680%).
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4.7. Padronizaciio da prova de Inibicio do ELISA

4.7.1, Avaliacio fenotipica de cepas de Escherichia coli

Dentre os estoques analisados apenas 51 cepas apresentaram-se como produtoras
das enterotoxinas LT-I e/ou STa, através de testes do Camundongo recém-nascido, GM1-ELISA
e presenga de atividade citoténica em células Vero (Tabela IX). A andlise percentual das cepas
produtoras de enterotoxinas estd representada na Figura 13, onde 45,8% (38 amostras) foram
produtoras apenas da enterotoxina termo-labil, 12% (10 amostras) produziram toxina termo-

estavel e apenas 3,6% (3 amostras) produziram as enterotoxinas §Ta e LT-1 20 mesmo tempo.

LT (57,5%)

B STa (16%)
BILT4/STa {4,6%
ElNGo ETEC (23%)

Figura 13 - Dades percentuais das amostras de Escherichia coli isoladas de fezes humanas.



Tabela IX- Caracteristicas fenotipicas das cepas de Escherichia coli isoladas de fezes

humanas, avaliadas na prova de Inibicio do ELISA
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Total

Caracteristicas das Amostras Total
amostras
ETEC - STa'/ LT-I" 5141 (764); CFA/I 1.89; Veva; 19T; 225 185-1 4; 10
0509756; 615 260-15 TR50/3
ETEC - STa/ LT-1" 244-1*; 275-1%; 10.407-16; CFA/IL PB175; 40T19; 185-1 | 38
27; CFA/IL J; 10.407-18; TR269/7; TR 13D; F24-2;
H23/654; 104; 10407-215 05097555 10.407-14; 418-20;
433-1; 412-3; 5534-2 787; 5056-716; 102B; 312-3%*; 312-
2%%: 240-1; 115B; 5602-1 783; 5602-2; H10.487; 459-1;
459 16/6; 504/1 15/4; D447; D448; D384; D253; CEA/IE
19; M424-C1
ETEC - STa"/LT-I" 244-1J; 185-1 27; CFA/I1 TR298 J 3
Cepas ndo ETEC, D237; D52; D513 D4; Ec 13D; D456; D220; D40; D43; 13
isoladas de fezes D246; D252%; D243%; D242*
diarréicas
Cepas ndo ETEC, K12; C32 2
isoladas de fezes normais
66

* Cepas pertencentes ao sorogrupo 02, determinado pelo Prof, Dr. Jorge Blanco, Lugo, Espanha.

** Cepas ndo sorogrupadas.
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4.7.2. Realizagdo das provas

Na padronizagiio desta prova, objetivou-se verificar se os MAbs anti-PCFO2
poderiam ser capazes de reagir com amostras produtoras desta fimbria, na sua forma nativa,
inibindo a reagdo do ELISA por competigio com o antigeno purificado utilizado na sensibilizagdo
das placas.

Nesses experimentos foram empregadas placas de ELISA sensibilizadas com
PCFO2 purificado nas concentragdes de 10, 25 ¢ 50 pg/mL, a depender do MADb utilizado (IgA
ou IgG2b, respectivamente). Solugdes dos MAbs foram previamente incubadas com as cepas
padrio de PCFO2 e com as produtoras dos demais fatores de colonizagiio, em trés dilui¢Oes
distintas.

Apenas foram consideradas amostras produtoras de PCFOZ aquelas capazes de
reduzir a D.0. da reacio entre os MAbs e a fase solida, representada pelos controles, em niveis
iguais ou superiores a 50%. Os resultados dos experimentos desenvolvidos estdo apresentados nas
Figuras 14 a 17.

Desta forma, quando as amostras produtoras de PCFO2 (244-1 ¢ 275-1) foram
empregadas nos ensaios de competicio, observou-se a completa inibigio da reagdo entre os MADs
e a fimbria adsorvida a fase solida (Figuras 14 e 15). Por outro lado, verifica-s¢ nas mesmas
Figuras, que as demais cepas padrio nio foram capazes de inibir as reagdes desenvolvidas com os
MAbs dos dois diferentes isotipos.

Com relagdo as amostras de £. coli ETEC ¢ ndo ETEC isoladas em casos de
diarréia humana ¢ de fezes normais, quando avaliadas nesta prova revelaram os resultados
apresentados nas Figuras 16 (a, b, c) e 17 (a, b, ¢).

Assim sendo, como pode ser verificado, apenas as amostras 312-3, 312-2, D252,
D243 e D242 foram capazes de reduzir significantemente as reagdes entre 0 MAb IgA e a timbria
na fase solida (Figuras 16 a, b, ¢), apresentando inibigdes superiores a 50% da D.O. das reagdes
desenvolvidas com todos os MAbs estudados.

Na comprovagio destas amostras como produtoras de PCFO2, reagbes de HMR

em liminas foram realizadas frente & hemacias de carneiro, boi, humana ¢ cavalo. Todas as cinco

amostras correspondentes & D243, D252, 312-2, 3123 e D242 apresentaram padrdo
hemaglutinante compativel ao descrito para PCFO2 (Ricei et al., 1997).
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apresentando reagbes falso-positivas e falso-negativas (Figuras 18 e 19). Como € possivel
observar-se um grande niimero de amostras foam capazes de inibir essas reagBes, porém de forma
inespecifica ¢ totalmente incoerente. Os controles também nfic apresentaram resultados
compativeis, uma vez que ndo houve inibiglio total das amostras 244-1 e 275-1, padrfio de

PCFO2.

Amostras

Figura 14 - Provas de Inibicio do ELISA realizadas com amostras padriio de diferentes FC ¢

reveladas com “pool” de MAbs do isotipo IgA, em diferentes diluictes



79

Amostras

Figura 15 - Provas de Inibi¢io do ELISA realizadas com amostras padriio de diferentes FC ¢

reveladas com “poel” de MAbs do isotipo IgG2b, em diferentes diluiches
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8. Discussio

Varios estudos epidemiologicos recentes, desenvolvidos em diferentes regides
associadas principalmente aos paises de terceiro mundo, tém comprovado que a Escherichia coli
enterotoxigénica (ETEC) ainda é um importante agente da diarréia infantil em varias regides e
também de quadros semelhantes em adultos, principalmente quando estes sao visitantes de areas
endémicas, representadas principalmente pelos paises em desenvolvimento (Levine et al., 1993;
Lopez-Vidal ez al., 1990; Wolf et al., 1993).

Anélises das cepas isoladas, nas distintas areas geograficas, revelaram freqiiéncias
muito varidveis quanto as enterotoxinas ¢ FC expressos por estas cepas, além de permitirem,

nestas avaliagdes, que novos fatores antigenicamente distintos dos ja descritos, fossem

identificados (Ricci ef al., 1997, Viboud ef al., 1993a).

Apos a colonizagiio do intestino delgado através destes antigenos, a bactéria deste
virotipo potencializa a agfio das enterotoxinas LT e/ou STa secretadas, causando o quadro
diarréico. Preparo de vacinas capazes de estimular a produgio de IgA secretora contra fatores de
viruléncia pelo sistema de defesa GALT, presente no intestino, tem sido uma alternativa
promissora ja desenvolvida com sucesso no controle da diarréia em animais poir cepas ETEC
expressando determinados FC (Evans ef al., 1984), Através de recursos de engenharia genética,
preparo de proteinas quiméricas, associando antigenos de diferentes enteropatogenos com
seqiiéncias de oligonucleotideos dos mais freqiientes FC identificados em amostras ETEC isoladas
do homem, também tém sido avaliadas (Luna ef al., 1997).

Contudo, vacinas efetivas contra cepas ETEC devem ser constituidas, segundo
muitos pesquisadores, pelos mais prevalentes FC, em combinagic com toxdides de LT e STa
(Svennerholm e al., 1989). Entretanto, o maior problema na produgio destas vacinas € a
existéncia de um grande niimero de adesinas antigenicamente heterogéneas ¢ a variagio regional
na freqiiéncia das mesmas, sendo que os FC melhor caracterizados e pesquisados, correspondem
aos primeiros descritos, representados por CFA/I, CFA/I e CFA/LV. Devido a isto, estes
aparentemente apresentam maior freqliéncia.

Porém, vérios outros FC foram posteriormente descritos tais como CFA/IL
PCFO159, PCFO166, CS7, PCFO9, PCFO20 ¢ PCFO2, sendo que por ndo serem pesquisados,
ndo tem a sua real freqiéncia determinada. Além disto, de maneira geral, os estudos

epidemiologicos indicam que em um consideravel nimero das cepas ETEC pesquisadas, se ndo a
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maioria, ndo expressam nenhum dos FC até agora caracterizados (Viboud et al., 1993a; Nirdnoy
et al., 1997).

A ndo identificagdo de FC na maioria destas cepas ETEC isoladas pode envolver
varias implicagBes, que variam desde a perda dos plasmidios codificadores destes fatores, durante
a estocagem das amostras e repiques, até a nio identificagdo e caracterizacio de FC expressos
pelas cepas enterotoxigénicas nas areas geograficas pesquisadas.

Sem a correta determinaciio da frequéncia dos FC nas regides endémicas deste
virotipo, utilizagio e adequaglo de vacinas ¢ pratica preventiva impossivel de ser realizada. A
primeira dificuldade existente nestas avaliagdes € pesquisar-se a presenga de cepas de Escherichia
coli enterotoxigénicas a partir de quadros diarréicos, devido a complexidade da patogenicidade
deste agente.

Na identificagio de cepas ETEC pesquisa-se, inicialmente, a produgdo das
‘enterotoxinas LT-I e/ou $Ta. S6 quando isto é confirmado € que verifica-se, entdo, a presenca de
FC. Por serem as adesinas normalmente de codificagiio plasmidial, estes procedimentos deveriam
ser subsequentes, mas como os laboratdrios, mesmo os de pesquisa, apenas raramente dispbem
dos soros policlonais reativos para os principais FC correspondentes a CFA/L CFA/II e CFA/TV,
as cepas ficam muito tempo estocadas. O conhecimento correto dos FC produzidos pelas cepas
identificadas como enterotoxigénicas exigiria, portanto, uma infra-estrutura complexa, mas mesmo
os trabalhos desenvolvidos com muitos recursos tém demonstrado e confirmado grande variagdo
nas freqiiéncias dos FC expressos nas ETEC isoladas nas diferentes areas geogréficas.

Recentemente, Nirdnoy ef al. (1997), trabalhando com 13.341 cepas ETEC
isoladas de fezes diarréicas no Nepal, Indonésia, Peru e Tailandia, obtidas no periodo de 1994-
1995, identificaram FC em apenas 55% das amostras LT/STa (361 isolados), em 48% das
produtoras de STa (337 isolados) e em apenas 14% das que expressavam exclusivamente a
enterotoxina LT (620 isolados). Nestas amostras, pesquisadas por provas de hibridizagdo de
colonias, verificou-se que as isoladas no Nepal, correspondentes a 170 cepas ETEC, apenas 21%
eram produtoras de CFA/I, 11% de CFA/IL, 17% de CFA/IV, 14% de CS817 ¢ 37% néo tiveram
seus FC identificados. Nas procedentes da Indonésia, dentre as 674 cepas, apenas 1% apresentou
CFA/L 16% CFA/L, 21% CFA/IV, 9% CS17 ¢ em 53% das amostras nenhum destes FC foram

identificados. No Peru, dentre 10.849 amostras, apenas 1% expressou CFA/L, 15% CFA/IL, 11%
CFA/IV, 5% CS17 ¢ em 68% nenhum FC foi identificado. Comprovando a grande variagdo da

frequiéncia destes quatro FC pesquisados, na Taildndia dentre as 1.648 amostras ETEC estudadas,
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apenas 1% apresentou CFA/I, 14% CFA/IL, 7% CFA/V e 2% CS17. Nas demais 76% das
amostras nenhum destes fatores foi identificado.

Anteriormente, em estudo desenvolvido na Argentina (Betley ef al., 1986), 109
amostras ETEC isoladas de 1.212 casos de diarréia pesquisados em criancas abaixo de 4 anos de
idade, foi identificado 23% de CFA/I, 17% de CFA/IV {CS5, CS6) e 12% de CFA/IL (11 amostras
CS1, C83; uma amostra CS2, CS3 e uma C83), sendo que em 48%, também nenhum destes FC
foi caracterizado. Portanto, a ndo identificaciio dos FC em cepas ETEC ¢ caracteristica comum
destes trabalhos, ressaltando-se que estes sdo significantemente menos caracterizados nas
amostras produtoras exclusivamente de LT.

Nos estudos epidemioldgico realizados no Brasil, envolvendo pesquisa de FC em
ETEC, Reis et al. (1982) foram os primeiros a identificar, em amostragem obtida na cidade de
Sdo Paulo, 32 amostras ETEC, correspondentes a 13,4% de 245 casos de diarréia infantil. Com
relagio ao grupo controle, este foi representado por fezes normais de 96 criangas, sendo que neste
grupo 11 amostras ETEC também foram identificadas (11,4%). Nas cepas isoladas, através de
provas de HMR e sorologia especifica, os fatores CFA/l e CFA/II foram identificados em apenas
10 amostras.

Investigaces posteriores sobre a freqiiéncia dos FC em cepas ETEC isoladas no
Brasil, relataram variagSes na freqiiéncia dos mesmos em amostras procedentes de criangas e
adultos com diarréia. Com amostragem procedente da cidade de Sdo Paulo (maio de 1985 a junho
de 1986), Gomes et al. (1991) identificaram amostras ETEC LT-I, STa e LT/STa em
respectivamente 2,8%, 3% e 0,8%, dentre 500 casos de diarréia pesquisados em criangas abaixo de
um ano de idade. Em estudo da distribui¢io dos FC nestas amostras, CFA/IV (CS5, CS6) foi
encontrado em 12% destas ETEC (Giraldi & Guth, 1993).

Em estudo anterior, desenvolvido por Guth ef ol (1989) com amostras ETEC
isoladas de casos diarréicos em criangas, produtoras de STa e pertencentes ao sorotipo 029:H21,
estes autores pesquisaram, mas ndo identificaram, os fatores CFA/I e CFA/II.

Ricei et al. (1994), pesquisando os fatores CFA/I, CFA/I (CS2, CS83) e CFA/IV
(CS4, CS6) em 87 amostras ETEC isoladas na cidade de Paulinia ¢ Ouro Preto, identificaram o

fator CFA/I em apenas duas amostras (uma produtora de STa e outra de LT/STa). Portanto, em

apenas 2,3% das amostras conseguiu-se determinar o FC, sendo que em amostras exclusivamente

produtoras de LT-I, nenhum dos 3 FC pesquisados foi encontrado.
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Suspeitando-se da existéncia, dentre estas 87 amostras estudadas, de possiveis novos
fatores de colonizagdio duas cepas foram selecionadas por apresentarem padrio de HMR distinto
dos descritos para os demais FC (Ricci ef al., 1995). Apés purificagdo e caracterizagdo da fimbria
expressa por estas amostras, PCFO2 foi identificado como uma nova adesina (Ricci et al., 1997).

Pelo exposto, devido 4 grande complexidade da pesquisa de FC e objetivando-se
agilizagdo destes testes, grande nadmero de provas moleculares e imunoldgicas tém sido
desenvolvidas para a detecgdio dos fatores de colonizagdo mais prevalentes nas ETEC isoladas.
Dentre as provas envolvendo métodos moleculares, principalmente o PCR tem sido utilizado
(Nirdnoy et al., 1997). Porém, estas investigagbes nas areas endémicas, representadas
principalmente pela América do Sul e por outros paises de terceiro mundo, s3o limitadas pela

excassez dos recursos necessarios, incluindo reativos e equipamentos sendo, portanto, impraticaveis

nos Laboratorios Clinicos.

Desta forma, a identificacdo de amostras ETEC isoladas dos enquetes
epidemiologicos necessita, obrigatoriamente, do apoio de Laboratérios de Pesquisa com infra-
estrutura adequada. Neste sentido, muitos pesquisadores tém utilizado para a identificagdo dos FC,
provas soroldgicas desenvolvidas com anticorpos monoclonais (Nirdnoy et al., 1997).

Assim sendo, Viboud er al (1993b) desenvolveram os primeiros trabalhos
epidemioldgicos com monoclonais, demonstrando também a especificidade dos mesmos contra
CFA/, CS7, CS17, PCFO159 e PCFO166 em provas de “Western blot”, “Immunegold” e Inibigio
do ELISA.

A vantagem da utilizagiio de anticorpos monoclonais, ao invés dos policlonais, em
testes de imunodiagnostico, € a alta especificidade dos mesmos, podendo ser estes produzidos em
quantidades ilimitadas, através da expansdo de hibridomas estocados.

Como no preparo dos soros policlonais, uma gama muito grande de diferentes
anticorpos sdo produzidos, sendo que esta variagio reflete na obtengdo de baixos titulos em diversas
reagOes, além de diminuiram a especificidade da técnica por apresentarem muitas reagdes falso-
positivas e falso negativas.

A relevincia de uma melhor caracterizagdo e utilizagdo dos MAbs anti-PCFO2
neste trabalho deve-se, principalmente, ao fato da fimbria PCFO2 ter sido identificada e
caracterizada em cepas ETEC isoladas no nosso meio (Ricci ef al., 1997). Para estes estudos,
investiu-se muito no preparo da infra-estrutura necessaria, expandindo-se os hibridomas e

purificando-se os diversos FC.
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No que diz respeito & purificagdo destes FC, varios métodos tém sido descritos,
baseados nas caracteristicas fisico-quimicas destes antigenos. Porém, utilizou-se no preparo dos
mesmos, a mesma metodologia desenvolvida para PCFO2, até a etapa de obtengio das fragdes DS
e DL

Desta forma, pelos resultados obtidos a metodologia utilizada, apresentou-se
adequada para PCFO2, extraido e purificado a partir de duas cepas padrio de PCFO2. Por outro
lado, avaliando-se a mesma metodologia na purificagio dos demais FC e tendo-se como critério o
nimero de bandas observadas em SDS-PAGE, para o preparo de CFA/I, CFA/L (CS1, CS3),
CFA/IV (CS4, CS6) e PCFO159, a fragio DS demonstrou ser mais adequada para os estudos
subsequentes. Quanto & fragio DI, nos preparados CFA/II (CS2, CS3) e CFA/III, menor nGmero
de bandas contaminantes foi encontrado. Estes resultados devem refletir concentragdes diferentes
de aminoacidos hidrofobicos, como ja descrito para diferentes cepas produtoras de CFA/I
(Fleckenstein ef al., 1996).

Com base nestes resultados e tendo-se em vista a dificuldade de infra-estrutura para
a purificagiio total destes FC, estes foram utilizados nos experimentos realizados processados até
as fragbes DS ou DI Com relagio & PCFO2, apesar de observar-se, de maneira geral, menor
niimero de bandas nas fragdes DS, perda significativa do material extraido foi observada nas
fragdes DI. Estes resultados demonstram que a utilizagio, ou ndo da didlise com DOC na
metodologia de purificagio de PCFO2 dever ser re-avaliada.

Com relagiio ac preparo das solugdes dos MAbs obtidos nos liquidos asciticos,
apenas os pertencentes ao isotipo IgG2b puderam ser purificados em coluna de Sepharose-
Proteina A, uma vez que esta ¢ incapaz de adsorver anticorpos do isotipo IgA. Entretanto,
comparando-se as concentragdes protéicas e os titulos determinados dos MAbs em provas de
ELISA indireto, utilizando-se placas sensibilizadas com PCFO2 antes ¢ depois da purificagdo,
verificou-se que o procedimento de purificacio de 1gG2b era desnecessario e improdutivo. Isto,
uma vez que apds purificados, os titulos destes monoclonais apresentaram-se até 16 vezes
menores que os dos liquidos asciticos correspondentes, sendo que nenhuma reagéo inespecifica foi
observada utilizando-se estes Gltimos diretamente nos testes desenvolvidos. Com base nestes
resultados, os experimentos ¢ avaliaghes subsequentes foram realizados com os liquidos asciticos.

No estudo da provavel homologia de epitopos entre PCFO2 e os demais FC,
inicialmente os soros policlonais foram utilizados em provas de ELISA indireto e em reagbes de

“Western blot”.
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Inicialmente, comparando-se 0s titulos dos soros policlonais anti-FC, determinado
nas provas de aglutinagio em lamina e ELISA indireto, verificou-se que estes foram homogéneos
na primeira prova e muito varidveis e mais baixos na segunda. Uma vez que no ELISA os diversos
FC foram utilizados semi-purificados, estes resultados ja refletem inadequagdo da utilizaggo de
preparados semi-purificados nesta prova, padronizando-se a sensibilizagdo das placas com base na
concentragdo protéica total e ndo na concentragio real dos FC.

Contudo, com relacio a PCFQ2, apesar de estar esta fimbria purificada, titulos
semelhantes aos demais foram determinados no ELISA.

Quanto aos titulos determinados com os soros policlonais anti-PCFO2, frente as
amostras CFA/I1 (CS1, CS3) e CFA/Il (CS2, CS3), em provas de ELISA indireta, estes foram

muito proximos aos verificados com o FC homoélogo. Resultados semelhantes foram encontrados na

mesma prova, revelada com os soros policlonais preparados contra estes FC, frente a PCFOZ,

Esta similaridade de expressio de epitopos entre os diferentes FC, sugerida desde as
avaliagdes com os soros policlonais, nio é um fato novo, uma vez que varios trabalhos ja haviam
demonstrado com certos FC. Assim sendo, McConnell ef al. (1989) trabalhando ainda com soros
policlonais, foram um dos primeiros a verificar homologia antigénica entre CS1, CS82, CS4 e CS17.

Posteriormente, o mesmo foi identificado por Rudin ef al (1994), porém,
trabathando com MAbs preparados contra a fimbria CFA/I dissociada por tratamento com 6M de
Guanidina-HCI a 25°C por 2 horas. Neste trabalho os autores demonstraram reatividade de 3 dos
MAbs obtidos contra subunidades de CFA/I, com os antigenos CS2, C84 e PCFO166, sendo estes
capazes de inibir inclusive a adesio das bactérias expressando esta adesina, & linhagem celular
CaCo-2.

Apoiando a similaridade de epitopos entre os diferentes FC de ETEC, a determinagdo
da sequéncia N-terminal do FC PCFO20, demonstrou homologia desta fimbria de origem humana
com a adesina 987P, descrita em cepas ETEC isoladas de suinos (Viboud ef al., 1996).

Neste trabalho, verificando-se a reatividade dos 9 MAbs em ELISA indireto e
“Western blot” titulos mais elevados foram determinados na primeira prova, com monoclonais do

isotipo IgA. Contudo, no “Western blot”as solugdes destes MAbs reconheceram néo apenas a banda
de 34,5 kDa correspondente 4 PCFO2, como também uma banda de aproximadamente 52 kDa, a
semelhanca do observado frente aos soros anti-PCFOZ.

Uma vez que os MAbs do isotipo IgG2b apenas foram reativos contra a banda de

PCFO2, pode-se supor serem os anticorpos destes dois grupos, capazes de reconhecer epitopos
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diferentes nesta fimbria. Porém, esta possibilidade precisa ser melhor investigada em trabalhos
posteriores. .

Desta forma, como no trabalho de Zijderveld ef al. (1989), 23 monoclonais obtidos
contra a fimbria F41, descrita em amostras ETEC isoladas de suinos, foram estudados frente a
peptideos desta adesina, obtidos por clivagem apods tratamento com ultrasom. Verificou-se em
provas de imunodifusdo, diferengas de reatividade entre estes MAbs, em reagdes utilizando
combinagbes de 2 monoclonais, frente aos polinucleotideos obtidos. Em provas de ELISA
competitivo direto, neste mesmo trabalho os autores também verificaram que 5 diferentes epitopos
eram reconhecidos pelos 23 MAbs, em provas de ELISA tipo “sandwich”, reveladas
simultaneamente com dois monoclonais, sendo um destes diretamente conjugado & peroxidase
(Zijderveld et al., 1985).

Com relagdo 4 presenga de subunidades, varios fatores de colonizagio tém sido
exaustivamente estudados com respeito 4s suas caracteristicas bioquimicas, imunolégicas,
epidemiolégicas e receptores especificos. Assim sendo Buhler ef al. (1991) analisando a fimbria
CFA/I, apés aquecimento a 85°C por 30 minutos, na auséncia de detergentes, obtiveram diferentes
polipeptideos pela incompleta dissociagdo da mesma. Estas subunidades apresentavam P.M. distinto
e superiores aos obtidos de forma homogénea, quando a fimbria era aquecida a 100°C na presenga
de SDS. Portanto, estes dados demonstraram que CFA/I apresentava-se na forma monomeérica,
contrastando com outras fimbrias, tais como CFA/II e CFA/IV que apresentaram-se constituidas por
varios tipos de subunidades protéicas. O tratamento em temperaturas inferiores a 100°C apenas ndo
permitiu separagio completa das subunidades, mas permitiu a obtengdo de subunidades para a
avaliago da reatividade de Mabs anti-CFA/I frente aos polipeptideos com diferentes P.M..

No presente trabalho, resultados semelhantes aos obtidos com CFA/L foram
verificados com PCFQ2, que apds aquecimento em solugio de 6M de Guanidina-HCl 0,05M Tris,
apresentou em SDS-PAGE apenas uma subunidade protéica com peso molecular correspondente a
34,5 kDa demonstrando-se, desta forma, que esta fimbria apresenta-se também na forma
monomeérica.

No que diz respeito 4 reatividade dos 9 MAbs em estudo, frente as fragbes obtidas,

estes paenas reagiram com a banda de 34,5 kDa.

Contudo, na verificagiio de reconhecimento de epitopos nos demais FC, nas rea¢des
de ELISA indireto, resultados comprovados em “Western blot” foram obtidos. Desta forma,
homologia entre PCFO2 e CS1, CS2, CS3, CFA/II, C54 ¢ CS6.
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Por outro lado, reagdes negativas dos MAbs foram determinadas para CFA/l ¢
PCFO159. Comprovando-se estes achados, pode-se observar em M.E.T. de preparados revelados
pela técnica de “Immunegold”, que estes MAbs realmente sdo capazes de reconhecer epitopos nas
bactérias padrio dos FC, ja mencionadas como apresentando epitopos semelhantes a PCFO2,

Através destas observacbes, tendo-se como base o padrio de marcagdo, pode-se
sugerir que a distribuicdo destes epitopos nos demais FC ndo € idéntica.

Quanto 4 padronizagio da Prova de Inibigio do ELISA esta foi desenvolvida
utilizando-se “pools” dos Mabs dos dois isotipos ¢ pelos monoclonais 1D1C5 ¢ 2C4F12,
selecionados por terem apresentado maiores titulos. Nos experimentos realizados, todas as 66
amostras testes foram avaliadas sendo que, entretanto, apenas os resultados obtidos com as cepas

enterotoxigénicas, além das cepas D252, D242 e D243, sabidamente pertencentes ao sorogrupo

02, foram apresentados.

Dentre estas, as amostras 312-2, 312-3, D242 e D243, apresentaram resultados de
inibicio do ELISA superiores a uma redugio de 50% da D.O. do controle. Dentre estas cepas
apenas as duas primeiras produtoras exclusivamente de LT, sendo que o sorogrupo das mesmas
ndo foi pesquisado. Com relaglio as demais amostras positivas na Inibigio do ELISA, uma sendo
PCFO2 de codificagio cromossomica (Faria, 1993) pode-se supor que as mesmas tenham perdido
o plasmidio Ent durante estocagem e sub-cultivos.

Avaliando-se em conjunto as caracteristicas fenotipicas destas cepas e os resultados
obtidos nas Provas de Inibicio do ELISA estes demonstraram-se, portanto, totalmente
compativeis com os verificados frente as amostras 244-1 e 275-1, padrio de PCFO2. Na
comprovagio destes dados, as mesmas cepas foram cultivadas a 37°C e a 16°C, apresentando
reacdes de HMR frente as hemdcias de carneiro, boi, humana e cavalo, com padrio
hemaglutinante totalmente compativel & PCFO2 (resultados nfo apresentados). Estes dados
tornam-se mais relevantes, considerando-se que as 4 cepas positivas foram isoladas de casos de
diarréia em criangas no nosso meio, tendo sido as amostras 312-2 ¢ 312-3 procedentes de Ouro
Preto e as restantes do Hospital das Clinicas de Campinas.

Quanto a cepa D252, esta apesar de ser do sorogrupo 02, foi negativa dentro dos

critérios padronizados para a Inibigdo do ELISA, considerando-se como adequadas as diluigdes de

1:8.000 para 1D1C5 ¢ de 1:1.000 para 2C4F12.
Pelos resultados apresentados, a prova de Inibigio do ELISA padronizada

demonstrou especificidade ¢ sensibilidade na identificagio de PCFOZ, cuja real frequéncia no
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nosso meto e em ETEC isoladas de outras regides pode ser melhor investigada através deste teste

imunolégico.
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. CONCLUSOES

. Na avaliacfo dos processos de purificagdo de PCFO2, a metodologia demonstrou-se adequada,
apresentando o material purificado a partir das cepas padriio 244-1 e 275-1, apenas uma banda

protéica de 34,5 kDa.

. Tendo-se como base o niimero de bandas observadas em SDS-PAGE, com relagio as fragles
DS e DI dos diferentes FC semi-purificados, verificou-se que os preparados de CFA/L, CFA/II
(CS1, C83), CFA/IV (C84, CS6) e PCFO159 encontram-se mais adequados na fragdo DS.

. No que diz respeito aos preparados de CFA/L (CS2, C83) ¢ CFA/IL, as fragbes DI

apresentaram-se mais purificadas, com menor nimero de bandas contaminantes.

. Apesar de observar-se, de maneira geral, menor numero de bandas nas fragdes DS de PCFO2,
verificou-se significativa perda de material na fragio DI, resultados que exigem uma methor

avaliagio da necessidade desta etapa na metodologia de purificagiio deste fator.

. Através do estudo da reatividade dos soros policlonais anti-FC, verificou-se que estes foram
capazes de reagir com PCFO2. Desta forma, estes resultados foram sugestivos de homologia
de epitopos entre esta fimbria ¢ os seguintes FC. CFA/L, CFA/IL (CS1 CS§3), CFA/II (CS82,
CS3), CFA/IL, CFA/IV (C84, CS6) e PCFO159.

. As bandas correspondentes aos P.M. dos diferentes preparados dos FC semi-purificados foram
identificados tanto em SDS-PAGE como em reagOes de “Western blot” reveladas pelos soros

homélogos, apesar de outras bandas também terem sido observadas.

. Com relagio a fimbria PCFO2 purificada, em reagoes de “Western blot” os soros policlonais
preparados contra este fator revelaram ndo so a banda de 34,5 kDa, como também uma banda

com peso molecular aproximado de 52 kDa.
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8. Na determinaciio do titulo dos soros policlonais, por duas diferentes provas, verificou-se pouca
variagio entre os mesmos. Porém, nas reagdes de soroaglutinagio os titulos foram

significativamente inferiores aos observados no ELISA indireto.

9, Verificou-se titulos equivalentes aos determinados para os soros anti-PCFO2, em reagdes de
ELISA indireto frente 4 PCFO2, em reagOes realizadas com os soros anti-CFA/II (CS1, CS3) e
anti-CFA/H (CS82, CS3), sugerindo grande homologia de epitopos entre estes FC.

10. A reatividade dos 9 diferentes MAbs anti-PCFO2 foi re-avaliada em experimentos de
“Western blot”, verificando-se que os 4 MAbs do isotipo IgA reconhecem nfo apenas uma

banda de 34,5 kDa correspondente a PCFQ2, como também a banda de aproximadamente 52

kDa. Com relagdo aos MAbs do isotipo IgG2b, estes apenas reconhecem a banda

correspondente ao PCFO2.

11. Com base na especificidade dos anticorpos monoclonais, pode-se supor a possibilidade de que
a banda de 52 kDa, mencionada anteriormente, possa ser correspondente a proteinas
relacionadas a este fator e apenas reveladas no “Western blot”, devido 4 maior sensibilidade
desta técnica, quando comparada ao SDS-PAGE corado para identificagio de bandas

protéicas.

12. Com base na diferenca de reatividade entre MAbs dos isotipos IgA e IgG2b, verificada no
“Western blot”, estes dados sugerem serem os mesmos capazes de reconhecer epitopos
diferentes em PCFO2.

13. Uma vez que apds o fratamento e analise dos concentrados e ultrafiltrados de PCFO2
purificado com 6M de Guanidina-HCI, apenas uma banda de 34,5 kDa foi verificada em SDS-
PAGE e por “Western blot”, revelado pelos 9 MAbs, conclui-se que esta fimbria € constituida

por apenas um tipo de subunidade protéica.
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14. Verificando-se a reatividade dos MAbs 1D1C5 e 2CAF12, respectivamente dos isotipos IgA e
IgG2b, determinou-se em provas de “Western blot” que estes 530 capazes de reconhecer
epitopos em CS1, CS2, CS3, CFA/II, CS4 e CS6. Estes dados confirmam os resultados
positivos determinados frente a estes FC semi-purificados em provas de ELISA indireto

reveladas pelos MADbs.

15. Por outro lado, apés avaliagio pelas mesmas provas, verificou-se que os 9 MAbs estudados

néo reconhecem epitopos em CFA/I e PCFO159.

16. Através de imunomicroscopia eletrbnica revelada pelos MAbs 1D1C5 e 2C4F12, confirmou-se

o reconhecimento de epitopos nos FC expressos pelas cepas padrio de CFA/IL (CS1, CS3),
CFA/I (CS2, CS3), CFA/IIL e CFA/TV (CS54, CS6).

17. Comparando-se as reagdes observadas e relatadas no item anterfor, as obtidas frente as cepas
244-1 e 275-1, padrio de PCFO2, a reagdo foi menos intensa. Verificou-se também, pela
distribuicdio da marcagio, que esta é sugestiva de diferengas na expressdo dos epitopos

reconhecidos pelos MAbs, nas demais bactérias padrio de FC.

18. A padronizagio da prova de Inibigio do ELISA demonstrou-se adequada tanto quando
desenvolvida com “pool” dos isotipos dos MAbs como com estes, individualmente avaliados.
Desta forma, apenas cepas produtoras de PCFO2 conseguiram alterar e inibir a2 D.O,
comparada aos dos controles, para valores inferiores a 70% dos mesmos. Contudo,
objetivando-se maior sensibilidade da técnica, este fimite foi estabelecido e padronizado para

50% de inibigdo.

19. Ainda na padronizagfo da técnica, determinou-se que na utilizagdo dos MAbs do isotipo IgA,
em especial 1D1CS, a diluigdo a ser utilizada com a solugdo preparada, deve ser de 1:8.000 ¢ a

sensibilizagdo das placas realizada com 10pg/mL de PCFO2,

20. Por outro lado, uma vez que as solugdes do isotipo IgG2b demonstraram-se menos reativas,
no caso de 2C4F12, a diluigio a ser utilizada como a solugio preparada deve ser 1:1.000, em
placas sensibilizadas com 50pug/mL de PCFO2.
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21, Avaliando-se mais amplamente a prova de Inibigdo do ELISA, um total de 66 cepas de £. coli,
sendo 51 destas enterotoxigénicas ¢ 16 nfio ETEC, este Gltimo grupo isolado de fezes humanas

diarréicas e normais, 4 amostras foram identificadas como produtoras de PCFOZ2.

22. As cepas identificadas mencionadas correspondem as amostras 312-2, 312-3, D242 e D243,
relacionadas a dois casos de diarréia humana no nosso meio, sendo as duas primeiras

procedentes de Ouro Preto e as restantes do HC-UNICAMP.

23, Com relagio as amostras 312-2 e 312-3, estas produzem LT, mas ainda ndo foram
sorogrupadas. No caso de D242 e D243, amostras sabidamente pertencentes a0 Sorogrupo 02,
a produgdo de enterotoxinas ndo foi detectada. Porém, uma vez que PCFO2 apresenta

codificagio cromossdmica, pode ter ocorrido perda do plasmidio Ent, durante estocagem ¢

subcultivos da cepa.

24. Com relagio a D252, apesar desta cepa pertencer ao sorogrupo O2, nas condigdes

padronizadas esta foi negativa na Inibicdo do ELISA.

25. Avaliando-se as cepas 312-2, 312-3, D242, D243 e D252 em provas de HMR frente a
hemacias de boi, carneiro, cavalo, galinha e humanas, apenas as 4 primeiros, positivas na
Inibigio do ELISA, apresentaram padrio hemaglutinante ao descrito para PCFO2, a partir de

cultivos a 37°C, mas nio a 16°C.

26. Pelo exposto, a prova de Inibigio do ELISA padronizada e avaliada, demonstrou ser um teste
altamente especifico e sensivel para a identificagio da fimbria PCFO2, cuja real freqiiéncia nas

ETEC isoladas no nosso meio deve ser melhor avaliada.

27. Pelos resultados obtidos na Inibigio do ELISA desenvolvida com soros policlonais, pode-se
concluir a total inadequacdo ¢ impossibilidade da utilizagdo dos mesmos nestas provas, o que

revela ainda mais a importincia da obtengdo de anticorpos monoclonais anti-FC, na

caracteriza¢io e identificagdo dos mesmos.
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