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RESUMO

- As enterohemolisinas (EHly) foram inicialmente detectadas em amostras de
Escherichia coli enteropatogénicas classicas (EPEC), isoladas a partir de fezes de
criancas com diamréia, sendo posteriormente detectada em amostras de E. coli
isoladas de animais. Esta hemolisina, diferentemente da o-hemolisina, nio é
liberada espontaneamente no meio de cultivo, sendo necessaria sua extracdo da
célula bacteriana. Entre os métodos de extracio utilizados, a sonicagdo mostrou ser o
método mais eficiente para a liberagfio da enterchemolisina. Para a deteccdo da
atividade hemolitica, os diferentes materiais a serem testados foram incubados a
37°C por ith, em microplacas ou em tubos, com 1% de eritrocitos de carneiro
lavados com tampdo PBS. A amostra padrio de £. coli C3888 foi utilizada para a
produgdo e purificagiio da enterohemolisina. Esta cultura foi cultivada em meio
TSB, acrescido de quelante de ferro EDDA, por 22 horas em shaker a 37°C. Ap6s o
cultivo, a cultura foi sonicada e precipitada com sulfato de amdnio com 60% de
saturacio. O matertal precipitado foi cromatografado em coluna de DEAE Fast-
Flow. As fragdes com atividade hemolitica foram recromatografadas em coluna de
exclusdo molecular Superdex 200 e posteriormente em coluna Mono Q no sistema
HPLC. A fragdo com atividade hemolitica obtida da coluna Mono Q apresentou
apenas uma banda de 60kDa em gel de SDS-PAGE. No processo de purificagio foi

o-um-auments na-atividade-esp

vezes na atividade relativa. A atividade da EHly se manteve estavel por diversos
meses no sonicado de cultura, quando este foi mantido a baixas temperaturas (-20°C
e -70°C). Entretanto, nfio foi possivel manter a atividade da hemolisina pura nos
processos finais de purificago.

Apesar da utilizacio de trés diferentes métodos de inoculagio em coelhos,
para a obteng@o de antissoro especifico anti-enterohemolisina, ndo foram obtidos
resultados satisfatorios nos testes de neutralizagfo realizados, ja que os titulos de

soroneutralizagdo obtidos foram os mesmos com soros pré ¢ pés-imunizagio. Em
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testes com diferentes culturas celulares, a enterohemolisina semi-purificada foi
citotéxica para as culturas de células Hep-2, Hela, Caco-2, Vero, MDBK e 373,
com arredondamento celular e descolamento do tapete. As células CHO
apresentaram um efeito citopatico, com alongamento das células e aparente
condensacio do mucleo. Nos ensaios com camundongos, nao foi observado

letalidade ou toxicidade nos animais adultos ou nos recém-nascidos testados.
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ABSTRACT

Enterohaemolysins (EHly) were first detected in classical enteropathogenic
Escherichia coli strains (EPEC), isolated from feces of infants with diarrhea, and
also detected in strains isolated from animals. Differring from o-haemolysin, EHly
is not spontaneously released to culture medium. Sonication was the most efficient
method to extract EHly. In order to detect haemolitic activity, the material was
incubated for 1h at 37°C in microplates or in tubes, with 1% sheep erytrocytes,
washed with PBS buffer. E. coli strain C3888 was used to carry out production and
purification trials. Bacteria was cultivated in TSB medium with EDDA iron chelant,
for 22h at 37°C. The cells were sonicated and the pellet submitted to cromatography
in DEAE Fast-Flow column. The fractions that showed activity were applied to
Superdex-200 and Mono Q HPLC columns. The fraction with haemolitic activity
obtained from Mono Q cromatography showed just one 60kDa band in SDS-PAGE
electrophoresis gel. Increases of 2800 times in specific activity and aproximately
100 times in relative activity were obtained. The activity remained stable for several
months in sonicated material when it was kept at low temperatures (-20°C to -70°C).
However, it was not possible to maintain the activity of pure haemolysin in the final
purification procedures.

Neutralization tests with specific anti-EHly antiserum did not present
satisfactory results. despite the three different inoculation methods we tested in

rabbits. Titles obtained with pre- and post-immunized sera were the same. In tests
with different cell cultures, semipurified EHly proved to be citotoxic to Hep-2,
HeLa, Caco-2, Vero, MDBK and 3T3 cells, showing cell rounding and detachment
of the cell layer. CHO cells presented a cytopathic effect, with elongation and
apparent condensation of the nuclei. No lethality or toxicity were observed 1in tests

carried out in mice.
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1. INTRODUCAO

A enterobactéria Escherichia coli faz parte da microbiota do intestino de
homens ¢ animais. Este microrganismo pode, entretanto, causar infecgdes, tanto no
trato intestinal (diarréia, disenteria, uremia hemolitica, colite hemorragica etc.),
como infec¢des extraintestinais (infecgdes do trato urindrio, septicemias, peritonites,
apendicites etc.). Sua patogenicidade € multifatorial, e certos fatores estio
associados a amostras virulentas. Entre estes fatores estd a capacidade de algumas
amostras produzirem hemolisinas.

Entre as hemolisinas produzidas por E. coli, a mais estudada ¢ melhor
caracterizada ¢ a o-hemolisina. Sua sintese ¢ dependente de uma série de fatores
presentes no meio de cultura. Em presenca de quelantes de ferro, a atividade
hemolitica de algumas amostras aumenta (Nicaud et al., 1985; Mackman ef al,,
1986). O calcio foi descrito como sendo essencial para a ativag8o da a-hemolisina
(Snyder e Zwadyk, 1969), para sua estabilidade (Nicaud et al., 1985) ¢ para a
ligagdo da toxina as membranas do eritrocito (Bochm ef af., 1990).

A purificagio da o-hemolisina € bastante dificil, j4 que a hemolisina forma
grandes agregados heterogéneos com lipidios, carboidratos ¢ outras proteinas,
provavelmente oriundas da parede celular. As condigBes desnaturantes necessarias

para dissociar estes agregados, resultam na perda da atividade hemolitica ¢ de outras

 atividades biologicas.

Virios métodos tem sido descritos para a purificagio da a-hemolisina. Short
e Kurtz (1971), demonstraram que a o-hemolisina pode ser separada de outros
componentes do sobrenadante da cultura por cromatografia de gel filtragio em
Sephadex G-200 e Sepharose 6B. Estes autores descreveram que a a-hemolisina
também pode ser purificada utilizando resina de troca idnica DEAE-~celulose em pH

6,0. Para purifica¢dio em larga escala também tem sido descrito o uso de gradiente de



glicerol (Cavalieri e Snyder, 1982) e precipitagdo com polietileno glicol (PEG 4000)
(Bhakdi ef al., 1986).

Embora a B-hemolisina se assemelhe & a-hemolisina quanto ao padrio de
hemolise total em placas de agar-sangue e quanto a produgio durante a fase
exponencial de crescimento, ela estd associada a célula e, diferentemente da o-
hemolisina, ndo ¢ liberada para o sobrenadante de cultura. Tentativas de dissociagdo
da hemolisina da bactéria para sua caracterizagio nfio apresentaram resultados
positivos. O uso de sonicaglio, congelamento e descongelamento, autdlise, digestio
com tripsina € lisozima n3o foram eficientes na detecgdo da B-hemolisina no
sobrenadante de cultura (Short e Kurtz, 1971).

A enterohemolisina, em contraste com a a—~ ¢ B-hemolisinas, é produzida na
fase estacionaria do crescimento das bactérias, sendo detectada apenas em placas de
agar-sangue que contenham emtrocitos lavados com tampdo PBS, 24h apds a
incubagio (Beutin ef al., 1988). A exemplo da B-hemolisina, a enterohemolisina nio
¢ liberada no meio de cultura (Beutin ef al., 1988; Beutin, 1991). Entretanto, embora
associada a cé€lula bacteriana, esta hemolisina é detectada em extratos de cultura
tratada por somicagio (Beutin, ef al., 1990).

Até o presente momento ndo héd relatos de processos de purificacio da
enterohemolisina. Beutin ez al. (1990), através de preparados de proteinas externas

da amostra-padrdio C3888 (EHly") ¢ K-12 recombinante EHly", demonstraram que

estas linhagens expressam uma proteina de 60 kDa. Esta proteina reage fortemente
com soro preparado a partir da linhagem K-12 recombinante e nfio foi detectada em
amostras ndo produtoras de enterohemolisina.

Para a purificagdo e caracteriza¢do da enterohemolisina (EHly) utilizamos a
amostra C3888 e os objetivos especificos foram:
1. Determinag@o do melhor método de detecgdo ¢ extragio da EHly;
2. Determinagdo das melhores condigdes de cultivo para a producdo da EHly;
3. Purificagio da EHly e obtengdo de antissoro especifico anti-EHly;
4

. Caracterizacdo biolégica em culturas de células ¢ em camundongos.



7. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A habilidade de certas amostras de £ coli em lisar eritrocitos de diferentes
espécies de mamiferos foi inicialmente descrita por Kayser, 1903 (apud Beutin,
1991), que evidenciou atividade hemolitica no sobrenadante de cultura destas
amostras. Qutros autores, entretanto, verificaram a atividade hemolitica somente
associada a célula (Bamforth & Dudgeon, 1952; Robinson, 1951).

Smith, em 1963, foi o primeiro a diferenciar as hemolisinas de E. coli,
demonstrando que, sob as mesmas condigGes de cultivo, algumas amostras de E. coli
hemoliticas produziam simultaneamente hemolisinas detectadas no sobrenadante de
cultura e hemolisinas associadas as células. As hemolisinas ligadas as células ndo
eram neutralizadas por antissoro preparado contra a hemolisina liberada no meio de
cultivo, indicando que as duas hemolisinas eram diferentes. O tipo de hemolisina
capaz de ser liberado para o meio ("cell-free"), foi designado a-hemolisina,
enquanto o segundo tipo, que estd relacionado a célula, foi chamado de B-
hemolisina. Esta designagdo talvez ndo tenha sido a mais apropriada, j4 que a—e
B—hemolisinas produzem hemodlise B-hemolitica (zonas claras de lise) ao redor das

coldnias em meio de dgar-sangue, podendo ser detectadas apés 3h de incubagio.

dissociagdo da PB-hemolisina para sua caracterizago néo apresentaram resultados
positivos. O uso de sonicagfio, congelamento e descongelamento, autolise, digestdo
com tripsina e lisozima nfo foram eficientes na detecgdo da P-hemolisina em
sobrenadante de cultura (Short & Kurtz, 1971). Estes dados sugerem que esta
hemolisina seja extremamente instdvel quando dissociada da célula, ou sua produgio

¢ extremamente baixa, ndo sendo detectada nos testes de lise de eritrocitos.



Um terceiro tipo de hemolisina, designada y-hemolisina, foi descrito por
Walton e Smith, em 1969. Produgdo espontinea de y-hemolisina foi observada em
E. coli K-12 n#o-hemolitica, selecionada para resisténcia ao acido nalidixico. Em
contraste com as outras hemolisinas, sua capacidade hemolitica ¢ restrita a alguns
tipos de hemacias, lisando eritrocitos de cavalo, cobaia e carneiro, mas nio as
hemacias de homens e coelhos.

A o-hemolisina ¢ a mais estudada das hemolisinas produzidas por E. coli, e
tem sido caracterizada funcional, bioquimica e geneticamente.

Os primeiros trabalhos realizados com a-hemolisina de E. coli na década de
vinte ndo foram conclusivos quanto ao seu envolvimento com patogenicidade
(Cavalieri er al., 1984). Estudos epidemiolégicos posteriores demonstraram que a
produgdo de c-hemolisina estaria relacionada com E. coli que causam infecgdes
extraintestinais, particularmente infecgbes do trato urindrio (ITU), peritonites,
apendicites, septicemia e meningite neonatal (Hugues et al., 1983; Welch et al.,
1981).

Cooke ¢ Ewins (1975) relataram que 47% das E. coli isoladas da uretra de
pacientes que posteriormente desenvolveram infecgdes no trato urinario (ITU) eram

hemoliticas, contra apenas 7% de culturas de E. coli obtidas de mulheres que niio

| de 35 a 60% das amostras de E. coli isoladas de diferentes infecgdes extraintestinais
produzem c-hemolisina; de amostras isoladas de pacientes com septicemia cerca de
30 a 50%, e em amostras de E. coli de fezes de pessoas sadias ou com diarréia de 2 a
20% (DeBoy et al., 1980; Evans ef al., 1981; Blanco ez al., 1992).

A associagdo de E. coli hemoliticas com infecgdes extraintestinais, levou
muitos pesquisadores a questionarem se estas amostras de E. coli seriam mais
virulentas que isolados ndo hemoliticos e se os fatores de viruléncia destas amostras

hemoliticas seriam diferentes daqueles encontrados em amostras ndo hemoliticas.



Amostras de E. coli hemoliticas foram encontradas principalmente, mas nio
exclusivamente, nos sorogrupos 04, 06, 018 ¢ O75 (Hugues ef al., 1982; Evans et
al., 1981). Hugues ef al. (1982) relataram que a resisténcia ao soro entre sorogrupos
06, 018 ¢ O75 estaria fortemente associada a producdio de hemolisinas. A
associagiio entre sorotipos e produgdo de hemolisinas de E. coli isoladas de fezes foi
analisada por DeBoy et al.(1983), que demonstraram que a maioria dos sorotipos 06
isolados {85%), produzem a-hemolisina. Muitos autores t€ém mostrado que amostras
de E. coli hemoliticas freqilentemente hemaglutinam eritrocitos (Hugues ef al.,
1983), possuem fimbrias (Brooks ef al., 1980) e antigeno K (Hacker et al., 1983;
Hugues et al., 1983).

Inameros experimentos foram realizados in vive para confirmar a hipétese de
que a produgdo de a-hemolisina seria um importante fator de viruléncia na
patogénese causada por amostras de E. coli em infecgOes extraintestinais. Smith
(1963) mostrou que sobrenadantes de culturas hemoliticas eram téxicos ¢ letais para
camundongos. Inje¢des intravenosas destes sobrenadantes de cultura resultaram em
letargia e dificuldade respiratéria, € a morte destes animais ocorreu apds 6h da
inoculago. Estes efeitos eram neutralizados por imunizagdo passiva, utilizando
antissoro para a hemolisina, ou por imunizago ativa, com a aplicagdo de

) quanﬂdades subletazs da hﬁmohsma As auwdades ietal e hemohnca de ﬁitrados de

cultura eram totalmente neutrahzadas pelo aquec1mento a 56° C por 10 min.
Sobrenadantes de culturas ndo hemoliticas ¢ produtoras apenas de B-hemolisina nfio
eram letais quando injetados em camundongos. A neutralizagdo pelo antissoro, a
termolabilidade e a auséncia de atividade letal em amostras ndo hemoliticas
sugeriram que a o-hemolisina seria a responsavel pelos efeitos letais encontrados.
Estes resultados foram confirmados por estudos realizados posteriormente.
Fried et al. (1971) mostraram que a viruléncia de amostras de E. coli selvagens

hemoliticas, quando injetadas em camundongos e ratos por via intravenosa, €ra



consideravelmente maior do que a do mutante nio hemolitico da mesma amostra.
Resultados similares foram obtidos por Smith ¢ Huggins (1985), que também
descreveram que sobrenadantes de culturas de E. coli produtoras de a-hemolisina
aplicados intravenosamente eram tdxicos e letais para camundongos.

Emody er al. (1980) ndo conseguiram demonstrar uma diferenca substancial
de toxicidade entre culturas Hly" e derivados nio hemoliticos, através de injegdes
intravenosas em camundongos. Entretanto, quando introduzidas por via
intraperitonial ou intranasal, as culturas hemoliticas foram claramente mais t6xicas.
Estes autores observaram edema hemorragico e efeito letal similar ao observado por
Smith (1963). Fried e Wong (1970), relataram que 27% a 54% de ratos que foram
injetados intravenosamente com E. coli hemoliticas desenvolveram pielonefrite. Os
rins destes ratos apresentaram muitiplos abcessos, bem como infiltracio tubular e
intersticial de linfécitos polimorfonucleares. Em contraste, ratos injetados com E.
coli ndo hemoliticas néo desenvolveram pielonefrite e seus rins estavam normais.

Evidéncias diretas da importincia da o-hemolisina na patogénese das
infecgles extraintestinais por Escherichia coli t8m sido mostradas através de
técnicas de DNA recombinante. Infecgbes experimentais em ratos e camundongos

com amostras de k. coli isogénicas, com e sem genes de a-hemolisina, confirmaram

que o determmante hemohtico azm;.enta a urulenc:a de E calz (Hacker et al 1983) o

Welch et dl. ( 1981) em experimentos com ratos, demonstraram que E. coli
anteriormente ndo hemoliticas, tornaram-se virulentas apés a clonagem do gene de
o-hemolisina. Quando o determinante Aly clonado foi inativado pela insercdo de
Tnl, a amostra recombinante voltou a ser nfio virulenta. Entretanto, estes mesmos
autores mostraram que a expressio da a-hemolisina nfo é suficiente para conferir
viruléncia a £. coli. A linhagem clonada, que se tornou virulenta (WA 107), demorou
muito mais tempo para causar peritonite nos ratos do que a linhagem selvagem

virulenta, designada J96. Hull et al (1982) também sugeriram que um fator



adicional 2 hemolisina seria necessario para a viruléncia de £. coli. Estes autores
mostraram que a viruléncia da linhagem J96 (a-hemolitica) em embrides de galinha
foi perdida em mutantes no hemoliticos, mas restaurado por recombinantes Hly".
Entretanto, a transferéncia dos determinantes da o-hemolisina para £. coli K-12
avirulenta ndo conferiu viruléncia a esta linhagem.

Em contraste com sua importincia nas infec¢es extramntestinais, a o-
hemolisina parece ndo ter um papel significativo em diarréias causadas por E. coli
isoladas de humanos e animais (DeBoy ef /., 1980; Beutin, 1991). Smith ¢ Lingood
(1971) descreveram que a produg@o de a-hemolisina nio contribui para a viruléncia
de E. coli enteropatogénica em porcos, enquanto a producfio de antigeno K88 ¢
necessaria para o desenvolvimento de diarréia. Amostras hemoliticas curadas de
seus plasmidios contendo os genes para a a-hemolisina foram tdo virulentas quanto
amostras selvagens, quando administradas oralmente a porcos. Ambas as linhagens,
hemoliticas ¢ nfo hemoliticas, produziram diarréia ¢ doen¢a do edema com igual
severidade.

QOutros trabalhos mostraram que amostras hemoliticas ou seus sobrenadantes
nio foram capazes de causar acamulo de liquido em testes de alga ligada em coelhos

(Caprioli et al., 1983; DeRycke et al, 1990). Entretanto, outros trabalhos

descreveram que amostras Hly” e CNF1” (Fator Necrosante Citotoxico) causaram

acimulo de liquido em leitSes (Prada er al., 1991), e que porcos neonatais foram
suscetiveis a desafios com amostras Hly' ¢ CNF1', desenvolvendo diarréia e
enterocolite (Wray et al., 1993). Recentemente Elliott er al. (1998) demonstraram,
através do teste RITARD (diarréia em coelhos adultos em alga intestinal reversivel),
que amostras de £. coli DHEC (E. coli hemoliticas associadas a diarréia) causam
enteropatias caracteristicas, incluindo inflamagdo, necrose € hiperplasia das cclulas
no intestino delgado e grosso. Embora outros fatores de viruléncia possam estar

envolvidos, os autores relataram que a a-hemolisina seria o fator de viruléncia mais



importante neste modelo biolégico, j4 que linhagens C600 avirulentas, clonadas com
| estas linhagens.

Smith (1963) relatou, em seus trabalhos iniciais com hemolisinas de E. coli,
que a o-hemolisina era capaz de lisar hemAcias de boi, carneiro, cavalo, porco,
coelho, cobaia, galinha e humanas com a mesma intensidade. Entretanto, Rennie e
Arbuthnott (1974), encontraram diferencas na sensibilidade das diferentes hemacias
testadas. Os eritrécitos de carneiro e coelho foram os mais suscetiveis, enquanto os
humanos ¢ de camundongo os menos suscetiveis. Hemacias de peixe testadas
mostraram-se resistentes a acdo da a-hemolisina.

Diferentes trabalhos realizados tém sugerido que a lise de eritrécitos deve
estimular o crescimento bacteriano em organismos infectados por Escherichia coli,
devido a um aumento do nivel de ferro disponivel. Estes dados foram confirmados
pela observag@o de que a viruléncia de E. coli mutantes nio hemoliticas aumentou
depois de um preé-tratamento dos hospedeiros com hemoglobina ou sulfato de ferro
(Smith & Huggins, 1985). Aparentemente, a produgio de o-hemolisina pode ser
substituida pela administracio de compostos contendo ferro.

A obten¢do de ferro para o crescimento bacteriano niéio €, provavelmente, a

_tmica fungdo da o-hemolisina. Diversos trabalhos (Bhakdi & Tranum-Jensen, 1988;

Bhakdi ef ai., 1990) tém mostrado que a o~hemolisina lisa eficientemente eritrocitos
em concentracOes relativamente altas; em concentragdes muito inferiores, a o-
hemolisina afeta um grande nimero de células nucleadas do hospedeiro. Leucécitos
polimorfonucleares, mondcitos e linfocitos T periféricos tém sido identificados
como 0s principais alvos da a-hemolisina (Cavalieri & Snyder, 1982; Bhakdi ef o/,
1990).

A capacidade da o-hemolisina de lisar fagécitos polimorfonucleares e

mononucleares, bem como linfécitos periféricos, provavelmente estabelece um



mecanismo pelo qual amostras de E. coli extraintestinais danificam e resistem as
defesas do sisterna imune do hospedeiro. Em adigdo a atividade leucotéxica, outros
trabaihoscom ci-hemolisina de E. coli demonstrar&m qﬁe ”es.ta héﬁ}.blisina tem e.feito
citotoxico € citolitico em células endoteliais (Grimminger ef al., 1990), em
fibroblastos de embrides de galinha (Chaturvedi et al., 1969), em células tubulares
do epitélio renal (Mobley ef al., 1990) e em fibroblastos de camundongos (Cavalieri
& Snyder, 1982). Estes autores demonstraram que a a-hemolisina purificada em
gradiente de glicerol foi citotoxica para células de fibroblasto de camundongos
(células 3T3) e leucocitos periféricos. Uma concentragio aproximada de 5 UH
(unidades hemoliticas) de a-hemolisina (23ng de proteina), mataram cerca de 10° a
10° células. Em pielonefrite aguda, a forma mais séria de infecgdo do trato urinario,
a morte de células tubulares renais pode permitir a penetragio das bactérias através
do epitélio do rim ¢ a colonizagdo do parénquima renal. O’Hanley er al. (1991)
demonstraram, em experimentos utilizando como modelo camundongos com
pielonefrite, que a produgdo da c-hemolisina esta relacionada com o dano do
parénquima renal.

A atividade da a-hemolisina de E. coli ndo esta restrifa, entretanto, a matar ¢
lisar células alvo. ConcentragSes ndo-liticas da hemolisina provavelmente modulam

.2 fungdo normal de varios tipos de células do hospedeiro, aumentando a

probabilidade da bactéria de se estabelecer e causar infecgbes. Bhakdi er al. (1989),
demonstraram que concentragdes baixas de o-hemolisina aumentam a
permeabilidade da membrana de granulécitos polimorfonucleares, que resulta em
exocitose de granulos e perda da capacidade de matar dos fagocitos.

Smith e Halls (1967) foram os primeiros a descrever a natureza transmussivel
dos genes da a-hemolisina. Estes autores observaram que de 53 amostras de £. coli
hemoliticas, 10 foram capazes de transmitir a caracteristica hemolitica para £. coli

K-12 receptoras ndo hemoliticas, concluindo que, nestas amostras, o determinante



para o-hemolisina, designado hly, estaria localizado em plasmidios. Posteriormente,

varios pesquisadores mostraram que o determinante para a-hemolisina, na maioria
das a;rﬁﬁétfas de E. coli isolédaé de fezes de origem animal, estava localizado em
grandes plasmidios conjugativos, com tamanho variando entre 50 e 160 kb (Goebel
et al., 1974; Prada et al., 1991).

A transferéncia da o-hemolisina (Hly) de E. coli para outros géneros de
bactérias também foi descrito. Smith e Halls (1967), relataram que o fator Hly
poderia ser transferido para Salmornelia spp. e para algumas amostras de Shigella
spp. A transferéncia do fator Hly para amostras de E. coli niio hemoliticas, resultou
em um fenétipo hemolitico relativamente estavel. Nas amostras de Shigella e
Salmonella spp. o fator Hly se mostrou menos estivel. Emody er al. (1983)
relataram a transferéncia do determinante Hly de E. coli para a bactéria Proteus
morganii in Vitro € in vivo. Le minor ¢ Le Coueffic, em 1975 (apud Cavalieri e af.,
1984), relataram a transferéncia do Hly entre amostras de E. coli, bem como para
Salmonella typhi e Salmonella typhimurium.

Smith e Halls (1967), sugeriram que os genes que codificariam a o-
hemolisina nas 43 amostras de £. coli que ndo transferiram seu carater hemolitico,
estariam localizados em cromossomos. Posteriormente, Minshew et al. (1978)

_também propuseram que a a-hemolisina produzida por algumas amostras de £ ¢

isoladas de humanos com infecgBes extraintestinais, teriam seus determinantes
geneticos localizados no cromossomo. Subsegiientemente, Hull er al. (1982),
localizaram o /ocus que codifica a -hemolisina (Aly) no cromossomo da bactéria,
em amostras de E. coli isoladas do trato urinario. Welch et of. (1983) confirmaram
estes resultados, demonstrando que a maioria das amostras hemoliticas isoladas do
trato urinario e de outras infecgbes extraintestinais em humanos, bem como de fezes

de pessoas sadias, carregam os determinantes Aly em seus cromossomos.
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Os determinantes genéticos para a sintese e secre¢do da a-hemolisina ativa
foram prnneuamente clonados do piaszmdlo leyISZ (Goegel & Hedgpeth, 1982).
Atraves da construgio de mutantes, complementados postermrmente com
fragmentos da seqiiéncia do plasmidio pHly152, estes autores mostraram que os
determinantes da o-hemolisina sfio constituidos por quatro genes estruturais,
arranjados na seqii€ncia AlyC, hiyA, hlyB e hlyD. Este estudo também mostrou que
os genes AlyC e hlyA sfo necessarios para a sintese da hemolisina ativa, € o gene
hlyA é um gene estrutural que codifica a proteina o-hemolisina (HlyA). Os genes
hlyB e hiyD codificam proteinas necessérias para o transporte da a-hemolisina
através das membranas da célula (Wagner er al., 1983). Hibridiza¢do de DNA
cromossdmico ou plasmidial de Hly de amostras de E. coli hemoliticas
uropatogénicas com genes hly clonados, revelaram uma extensa homologia entre os
diferentes determinantes de a-hemolisina (De la Cruz ef al., 1983). Esta homologia
foi posteriormente confirmada, através da clonagem e mapeamento de uma
variedade destes determinantes (Mackman & Holland, 1984). A evidéncia direta da
existéncia de quatro genes estruturais foi fornecida pela seqiiéncia de nucleotideos
dos determinantes de o-hemolisina codificados por plasmidios e cromossomos
(Felmlee et al., 1985).

Muitas copias do detezmmante hly t€m sido identificadas nos cromossomos

de E coli uropatogénicas isoladas. Na E. coli 536, dois determinantes hly estdo
localizados em grandes “ilhas de patogenicidade” (Pai) de 70kb e 190kb
respectivamente (Hacher er al., 1992). Curiosamente, varios determinantes da o-
hemolisina em cromossomos de E. coli uropatogénicas, podem fazer parte de
grandes “blocos de genes de viruléncia”, isto ¢, eles podem estar fisicamente ligados
a outros genes envolvidos em viruléncia, como os genes prf, que codificam fimbrias
relacionadas a fimbria P ou aos genes que codificam o fator necrosante citotoxico

tipo 1 (CNF 1) (Falbo et al., 1992).
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Gray et al. (1986) demonstraram que a a-hemolisina ¢ secretada diretamente
através da membrana interna e externa da bactéria £. coli, sem actimulo no €spaco
periplasmatico. Trés proteinas, designadas HiyB, HlyD e TolC, tdm sido
identificadas como sendo essenciais para o transporte da a-hemolisina para o meio
de cultivo (Wagner ef al., 1983; Wandesman & Delepelaire, 1990). As proteinas
HlyB e HlyD foram localizadas na membrana interna de E. coli mas, em alguns
experimentos, estas proteinas aparecem em pequenas quantidades em fragdes da
membrana externa (Mackman er al., 1985). A proteina TolC, de 52kDa, é codificada
por um gene cromossdmico ndo localizado no grupo de genes Aly, e encontra-se na
membrana externa da bactéria (Wandesman & Delepelaire, 1990). E provavel que
estas proteinas formem um complexo que atravessa as duas membranas, interna e
externa, através de sitios de ades@o entre as duas membranas, permitindo a secregiio
direta da a-hemolisina no meio. A proteina TolC deve ser necessaria para permitir a
interagéo do complexo HlyD/HlyB com a membrana externa. Benz ef al. (1993)
demonstraram que oligbmeros de TolC sfio capazes de formar canais permedveis a
ions, em membranas artificiais de lipidios, sugerindo que a proteina TolC pode agir
in vivo como canais na membrana externa. Em amostras de E. coli TolC negativas, a
o-hemolisina ndo fica acumulada no espago periplasmatico, mas é retida no

citoplasma (Wandesman & Delepelaire, 1990).

O sinal que permite a secregdo especifica da a-hemolisina pelo complexo
HlyB/HlyD/TolC estd localizado na porgdo final carboxi-terminal da HiyA,
sugerindo que o transporte da o-hemolisina é estritamente pos-translacional
(Ludwig et al., 1987). Resultados posteriores indicam que a proteina HlyB sozinha &
capaz de reconhecer o sinal de secre¢do carboxi-terminal da HlyA e iniciar a
translocacdio da o-hemolisina através de ambas as membranas de E colii Em
mutantes HlyB"/HlyD", a hemolisina é translocada do envelope da célula, e uma
parte da HlyA € exposta na superficie da célula (Orepeza-Welerle et al., 1990). Em
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mutantes HlyB/HlyD™ e HiyB/HlyD™ a HlyA fica associada apenas & membrana
interna, mostrando que a HlyA, por ela mesma, é capaz de interagir com a
membrana citoplasmatica. A proteina HlyD aparentemente nio esti envolvida com o
reconhecimento do sinal de secre¢fio, mas parece ser necessaria para completar a
translocagiio da o-hemolisina, puxando-a completamente através das membranas e
soltando-a da superficie da célula. Esta proteina funcionaria como uma ponte entre a
membrana interna e externa, através da qual a HlyA poderia atravessar o espago
periplasmatico (Wagner et al., 1983; Oropeza-Wekerle et al., 1990).

O produto do gene hlyA tem sido identificado como uma proteina de 107kDa
(Welch et al., 1983) que ¢ secretada das células de E. coli na fase exponencial de
crescimento. A proteina HlyA sozinha é inativa hemoliticamente, € os primeiros
frabalhos bioquimicos realizados com esta hemolisina sugeriram que para a toxina
estar ativa, a Hly A deveria estar associada com outros componentes nfo protéicos,
particularmente lipidios (Cavalieri er al., 1984; Bohach & Snyder, 1985). Estes
dados foram confirmados pela observagio de que a atividade hemolitica de «-
hemolisina de E. coli poderia ser destruida por ultrassonicago ou tratamento com
fosfolipase C, sem alterar a massa molecular da proteina HlyA (Wagner et al.,
1988). A labilidade da atividade hemolitica extracelular observada durante

condig¢Bes de cultivo normais nfo tem sido associada a degradagfo proteolitica da

HiyA (Wagner et al., 1988). Este declinio na atividade parece estar associado a
agregacio da a-hemolisina, que € reversivel na presenga de 6M de uréia (Ostalaza et
al., 1991).

Como mencionado anteriormente, a sintese da o-hemolisina ativa depende
dos genes hiyA e hlyC, e a proteina HlyA ¢ ativada no citoplasma por HlyC antes de
ser exportada (Welch ez al., 1983). A proteina HlyA inativa (proHlyA) ndo consegue
se ligar 4 membrana do eritrécito. Eatretanto, a proHlyA inativa € capaz de formar

poros em bicamada artificial de lipidios, embora em baixa freqiiéncia, indicando que
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a estrutura para a formagio de poro ja existe na proHlyA (Ludwig ef al., 1996). A

ativagdo da proHlyA mediada por HlyC parece ser necessaria para intensificar a
| ﬁgéigéd da o-hemolisina com a membraﬁé .da celula a.}.vo,.xﬁlas”nﬁo.ﬁara a foﬁﬁ#éo
de poro.

Bamforth e Dudgeon (1952) demonstraram que cations divalente como
calcio, estrdncio ou bario sdo necessarios para a atividade hemolitica de culturas de
E. coli. Snyder e Zwadyk (1969) mostraram que calcio e estroncio, mas ndo bario e
magnésio s80 necessirios para a atividade hemolitica da a-hemolisina. Outros
autores també€m confirmaram a necessidade do calcio para a atividade hemolitica
(Rennie et al., 1974; Short & Kurtz, 1971). Entretanto, Lovell € Rees (1960) ¢ Smith
(1963), ndo mencionaram a necessidade do uso de calcio para ativagio da o-
hemolisina em meio com extrato alcalino. Van den Bosch et al. (1980) também
relataram que a adi¢fio de calcio nfio afeta a atividade hemolitica. Estudos recentes
evidenciaram que o Ca®* ¢ necessario para facilitar a interagdo da a-hemolisina com
o eritrocito (Ludwig ef al., 1988; Boehm et al., 1990).

A HIyA pertence a familia das citolisinas RTX (Repeat in ToXin), que se
caracterizam por conter na porgdo C-terminal da molécula seqiiéncias repetidas de
11 a 13 aminoacidos ricos em glicina (X-Leu-X-Gly-Gly-X-X-Gly-Asn/Asp-Asp).

Segundo Ludwig ef al. (1988), esta sequéncia de repeticfio estaria envolvida na_

ligagdo dependente de Ca®" entre a hemolisina e o eritrocito. A ligagio de ions Ca®”
as unidades de repeti¢io provavelmente resultam na formagfio e/ou exposicio de
uma estrutura de HlyA que pode ser necessaria para o reconhecimento de um
possivel receptor na membrana do eritrécito. A formagio de poro na membrana da
célula alvo independe da segiiéncia de repetigiio, bem como de Ca®’. a-Hemolisina
com delegdes especificas nas seqiiéncias de repeticdo sdo incapazes de se ligar a

eritrécitos, formando, entretanto, poros em bicamadas de lipidios artificiais (Ludwig
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et al., 1988). Além disso, a a-hemolisina sem dele¢Ses gera poros nas membranas
artificiais de lipidios na auséncia completa de Ca*".

A verdadeira estrutura de formacio de poros da a-hemolisina de £. coli é
fornecida pela por¢do amino-terminal da HiyA. Esta regifio contém trés dominios
marcadamente hidrofébicos, designados DI, DII e Dill, embora a HlyA seja uma
proteina hidrofilica. A delegdo das seqiiéncias hidrofdbicas ou a substituigdo de
aminoacidos nAo0 conservativos, que alteram sua hidrofobicidade, destrdi
inteiramente a atividade hemolitica e a capacidade de formacdio de poros, sem
reduzir, entretanto, a estabilidade e secregfo da a-hemolisina (Ludwig et al., 1991).

Bhakdi er al. (1986), através de experimentos com diferentes agentes
protetores, demonstraram que 30mM de sacarose (didmetro de 0,9nm) ou rafinose
(didmetro de 1,3nm), ndo oferecem prevencio, demonstrando que a o-hemolisina
possivelmente gera poros de 1-3nm de didmetro na membrana do eritrocito. Benz et
al. (1989), trabalhando com sistemas de membranas artificiais de lipidios, sugeriram
que duas a trés moléculas de HlyA seriam necessarias para formar um anico poro.
Estes autores também demonstraram a instabilidade do poro formado devido,
possivelmente, a uma instabilidade dos oligémeros de o-hemolisina na membrana

do eritrocito. Estes dados sdo consistentes com os resultados de microscopia

cletrdnica. Membranas alvo tratadas com co-hemolisma ndio apresentaram lesdes

visiveis, que tém sido documentadas em outras citolisinas que formam poros
estaveis (Bhakdi & Tranum-Jensen, 1986).

A despeito dos dados descritos anteriormente, alguns autores colocam em
duvida se a atividade citolitica da a-hemolisina de E. coli esta baseada na formagéo
de pequenos poros na membrana da célula alvo. Baseados em experimentos
utilizando protetores osmdticos, Moayeri ¢ Welch (1994), sugeriram que a o-
hemolisina criaria lestes heterogéneas na membrana do eritrécito, € que estas lesbes

aumentariam em tamanho com o passar do tempo. Além disso, Ostalaza et al. (1993)
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relataram que a o-hemolisina induz o vazamento de grandes vesiculas unilamelares,
resultado de um efeito parecido com a agfio de detergentes, que rompem a bicamada
hpldlca e AT e

Em 1988, Beutin ef al. descreveram um outro tipo de hemolisina que,
diferentemente da a-hemolisina, foi encontrada em elevada freqiiéncia em amostras
de E. coli isoladas de criangas com gastroenterite. Esta nova hemolisina foi
designada enterohemolisina (EHly), por ter sido encontrada em amostras do
sorogrupo O26, pertencentes as E. coli enteropatogénicas classicas (EPEC).

Em contraste com a o e B-hemolisina, a enterohemolisina é produzida na fase
estaciondria do crescimento, sendo detectada apenas em placas de dgar-sangue que
contenham eritrcitos lavados com tampdo PBS, 18h a 24h apds a incubagfio. Nio
foram observados por Beutin er al. (1988) diferencas na especificidade dos
eritrocitos em relagdo A a-hemolisina. Ambos os tipos de hemolisinas lisaram
hemacias humanas, de cameiro, boi, coelho, cobaia, rato e galinha. Estes dados
foram confirmados posteriormente por Beutin ef al. (1989), que testaram diferentes
amostras EHly” em placas contendo hemacias humanas, de boi, cobaio e coelho. A
zona de lise produzida pela enterohemolisina ¢ geralmente menor e mais turva que

aquela produzida por a-¢-B hemolisina e, a exemplo da B-hemolisina, nfio ¢ liberada

no meio de cultura (Beutin er al., 1988; Beutin, 1991). Entretanto esta hemolisina,

embora associada a célula bacteriana, é detectada em extratos de cultura quando
tratada por sonicagio (Beutin ef al., 1990).

Como no caso da a-hemolisina, extratos sonicados de enterohemolisina séo
sensiveis & temperatura e inativados pela tripsina. A enterohemolisina tem também
sua atividade inibida por 30mM de Dextran 4 ¢, assim como a a~hemolisina, lisa os
eritrocitos rapidamente apés a remogdo do protetor osmético. Substincias com
didmetro menor que o Dextran 4 (rafinose e sacarose) sdo incapazes de prevenir a

hemolise dos eritrécitos (Beutin et al, 1990). Estes dados sugerem que a

16



enterohemolisina deva atuar na membrana da célula alvo de modo semelhante & -
hemolisina. Porém, a enterohemolisina independe de calcio e néo esta relacionada
serolégica nem geneticamente a4 a-hemolisina. Amostras produtoras de
enterchemolisina dos sorogrupos 026 e¢ 0111 estudadas por Beutin ef al. (1988),
ndio reagiram com anticorpo monoclonal ou com sondas para genes especificos de
a-hemolisina (Beutin ef al., 1988; Beutin e al., 1990).

Geneticamente, a EHly também difere da o-hemolisina, sendo que seus genes
foram detectados em fagos temperados de E. coli do sorogrupo O26. Beutin et al.
(1989) relataram que a amostra (3888, pertencente a0 SOrogrupo 026, continha
bacteriofagos que codificavam o fenétipo enterohemolitico. Baseados nestes dados,
os autores ndo concluiram se o gene estrutural da EHly é codificado por
bacteridéfagos ou se os fagos seriam responsaveis por conter seqiiéncias regulatorias
que controlam a expressdo do determinante estrutural da EHly no cromossomo.
Fagos associados i enterohemolisina nfio foram isolados de E. coli do sorogrupo
0111, mas foram encontrados em amostras do sorogrupo 026 diferentes da amostra
C3888. Estes fagos, em contraste com bacteriéfagos que codificam genes para a
toxina VT (Smith ef al., 1983), ndo foram capazes de crescer em linhagens de E. coli
K-12, ou em outras amostras sorologicamente ndo relacionadas com o sorogrupo

026 (Beutin ez ., 1990).

O determinante associﬁdé é.prédﬁééd de enierbhé.mé.li.siné. foz éeszgnado
EHlyl. Fagos contendo os genes para a enterohemolisina, designados $C3888,
foram clonados em vetores e dois plasmidios recombinantes foram produzidos,
denominados pEO19 ¢ pEO21. A transformagfio utilizando estes plasmidios em
linhagem K-12 EHly-negativas levou & expressdo da atividade hemolitica (Beutin et
al., 1990). O estudo de seqiiéncias de nucleotideos do recombinante pEO21 mostrou
que uma seqiiéncia de 798pb codifica uma proteina de 29 6kDa e estaria associada

com a produgio de EHlyl. Esta proteina foi produzida em grandes quantidades em
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amostras de E. coli recombinantes contendo o plasmidio pEO21 (Stroeher ef al.,
1993). Posteriormente, uma segunda enterohemolisina designada EHly2, foi
| .e'né.oilt.rada na amostra C3208 do sorotipo .02.6:}:{.11. (Beutm et al., 1993). Esta
hemolisina ndo esta geneticamente relacionada a seqiiéncia de DNA que codifica a
EHlyl, e apresenta trés regides de homologia com o DNA do bacteriéfago A.

No primeiro relato da ocorréncia de enterohemolisina em amostras de EPEC
(Beutin er al., 1988), as amostras estudadas, pertencentes principalmente ao
sorogrupo O26, ndo foram associadas a produgdo de toxina VT. Entretanto, em
trabalhos posteriores, a enterohemolisina passou a ser associada a producdo de VT.
Beutin er al. (1989), estudando um grande nimero de amostras pertencentes a
sorogrupos associados a E. coli verotoxigénicas (VTEC) de origem humana,
encontraram correlagio entre a produgio de VT e enterohemolisina (89%). Tais
dados levaram estes autores a propor a detecgdo de enterohemolisina como um
método para a ripida deteccfo de amostras VT. Posteriormente outros autores
também observaram esta associacdo entre a produgio de VT e enterohemolisina
(Scotland ez al., 1990; Beutin & Montenegro, 1990; Pohl ez al., 1990; O’Brien et al.,
1993).

A presenga de enterohemolisina também tem sido relatada em amostras

com diarréia, relatou que 87% das amostras VT1 produziam também
enterohemolismas. Wieler er al (1992), trabathando com amostras VTEC
envolvidas em diarréia neonatal de bovinos, constataram que, das amostras VT1
positivas, 71% produziam enterohemolisinas. A presenca de enterohemolisinas
também foi detectada em animais sadios, produtores de toxina VT, que podem servir
como reservatorio de patégenos humanos (Beutin et al., 1993).

Em experimentos de hibridizagiio DNA-DNA, varias amostras de E. coli com

o fenétipo enterohemolitico ndo reagiram com as sondas para EHlyl ¢ EHly2
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(Beutin et al., 1993; Strocher et al., 1993). Estes autores sugeriram que, pelo menos
nestas amostras estudadas, a produc@o de enterohemolisina poderia ser independente
das seqiiéncias codificadas por fagos. Pouco tempo depois, Schmidt er al. (1994)
relataram que o fendtipo enterohemolitico das amostras de E. coli
enterchemorragicas (EHEC) O157:H7 ¢ codificado por um plasmidio de 90kb
(pO157) e esta presente na maioria dos isolados clinicos de O157. A analise da
seqiiéncia de um fragmento clonado de 5.,4kb do plasmidio pO157 mostrou dois
ORP (Open Reading Frames) que t€ém cerca de 60% de homologia com os genes
hiyC e hiyA do operon da a-hemolisina (Schmidt er al., 1995). A seqiiéncia
analisada de nucleotideos dos determinantes hemoliticos de EHEC revelaram quatro
genes, na ordem EHEC-hlyC, EHEC-hlyd, EHEC-hlyB e EHEC-hlyD, que
constituem um operon tipico de citolisinas RTX (Schimdt et al., 1994, 1995).

A sintese e/ou o transporte da EHEC-hly para o sobrenadante de cultura séo
baixos. Tem sido especulado se o mecanismo de transporte (hlyB e hlyD) ¢
defectivo ou a expressio do operon € baixa, mas nfio existem ainda dados
conclusivos (Schmidt er al, 1995). Anticorpos para enterohemolisina de O157
foram detectados em amostras de 19 pacientes em 20 avaliados com O157

associadas a sindrome urémica hemolitica (HUS), mas apenas uma amostra foi

 EHEC-Hly nos soros _cp_g_tro%e (__Scl:_lmjdt et ql., 1995). Embora esta hemolisina pareca
pertencer & mesma classe de citolisi.z.la.s.da a-hemohsma, sua espec1ﬁc1dadc freﬁte és
células alvo & diferente. Esta fungfo é codificada na porgio amino-terminal da
molécula, e existe um baixo grau de homologia entre estas duas proteinas (Schmidt
et al., 1995).

Sondas de DNA para a EHly1 ¢ EHly2 ndo hibridizaram com o plasmidio
pO157 ou clonaram com o derivado deste (Schmidt et al., 1994), mostrando que
estas enterohemolisinas ndo tem relagdio com as enterohemolisinas de EHEC. A

presenga de enterohemolisinas tém sido descrita em amostras isoladas na Alemanha,
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Bélgica e Estados Unidos, principalmente por sua relagio com amostras produtoras
de toxina VT. No Brasil sio poucos os dados a respeito das enterohemolisinas.
Sandakis er al. (1997) trabalhando com 19 amostras pertencentes a sorogrupos de
EPEC, detectaram 4 amostras VT-negativas com o fendtipo enterohemolitico, todas
pertencentes ao sorogrupo 026. Della Colleta (1997), em um estudo com 273
amostras de £. coli de bovinos com diarréia, detectou que 4% destas amostras eram
produtoras de enterohemolisinas, sem relatar, entretanto, se estas amostras EHly

estariam relacionadas a outros fatores de viruléncia.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostras bacterianas

Foram utilizadas as amostras-padrio C3279, C4169 e C3888 de E. coli,
produtoras de enterohemolisinas isoladas a partir de fezes de criangas com diarréia
na Alemanha, gentilmente cedidas pelo Dr. Lothar Beutin (Instituto Robert Koch,
Berlim, Alemanha).

Como padriio de a-hemolisina foi utilizada a amostra P46, isolada em nosso
laboratorio, a partir de fezes de suinos com Doenga do Edema (PDE). Como
controle negativo, em todos experimentos, foi utilizada a amostra B3, gentilmente

cedida pelo Dr. Jorge Blanco (Universidade de Campostela, Lugo, Espanha).
3.2. Detecciio da enterohemolisina
3.2.1. Padronizacio das hemacias

Para a padronizagio, foi empregada a técmica descrita por Bohach et al.

(1988), utilizando hemécias de carneiro lavadas trés vezes com tampdo PBS 0,05M,

PH 7,2, numa concentragio aproximada de 1% (v/v). Uma aliquota de 500uL da

absorbancia do sobrenadante foi medida a 545 nm (Ass), em espectrofotdmetro
(Beckman DU-65). Quando necessario, foram feitos ajustes no volume da
suspensdo, de tal maneira que, ap6s a lise, a medida da absorbancia em Asqs fosse de
0,30 + 0,02.
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3.2.2. Teste em placas

oA detecg8o de enterohemolisinas em placas foi feita conforme indicagdo de
Beutin ef al. (1988). As bactérias foram inoculadas em meio de 4gar Triptose
(Difco) e agar TSB (Difco). Nos dois meios utilizados, o teste foi realizado com e
sem a adi¢do de 10mM CaCl, ¢ 5% de sangue de cameiro desfibrinado, ndo lavado e
lavado 3 vezes em tampdo PBS 0,05 M, pH 7,2. As placas foram incubadas a 37°C e
observadas apoOs 4h e 24h de incubagdo.

Para o teste em placas utilizando sobrenadante das culturas, foram feitos
orificios de 4,0 mm de didmetro em meio de Agar-sangue. Os orificios foram
preenchidos com 20 ul. de sobrenadante das culturas. As placas foram examinadas

apos 18h de incubagio em estufa a 37°C.
3.2.3. Teste em meio liquido
3.2.3.1. Com culturas bacterianas
Foi utilizado o método descrito por Beutin ez al. (1990), com modificagdes.

Apés o crescimento em TSB, as culturas bacterianas foram centrifugadas a 8.000g
por 5 min (centrifuga Beckman - J2-21) ¢ as células ressuspendidas em PBS 0,05M,

"PH 7,2, em 1/3 do volume onginal. Aliquotas de 2 mL das culturas foram entio

incubadas em igual volume de uma suspensio de 2% de eritrécitos de carneiro
previamente lavados com tampdo PBS 0,05M, PH 7,2. A mistura foi incubada em
banho-maria a 37°C por 2h, e entfo centrifugada a 2.000 g por 15 min. A atividade

hemolitica do sobrenadante foi determinada pela leitura da absorbéncia a 540 nm.
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3.2.3.2. Com sobrenadante das culturas

- Aliquotas dos extratos de cultura, obtidas por diferentes . métodos de
extragdo, foram utilizadas para testes em meio liquido, seguindo a metodologia
descrita por Miyake et al. (1988), com modificagoes. Aliquotas das amostras foram
diluidas em PBS 0,05M, pH 7,2 até um volume de 500pL. A cada aliquota foram
adicionados SOOuL de wma suspensdo padronizada de eritrocitos de carneiro (item
3.2.1). As suspensdes foram incubadas a 37°C por 1h e entdo centrifugadas a 3000 g

por 5 min e a absorbéncia do sobrenadante foi medida a 540 nm.

3.2.3.3. Em microplaca

Foi utilizado o método descrito por Bhakdi et al. (1986). Aliquotas de 50
pL de sobrenadante das culturas foram diluidas 3 metade, sucessivamente, em
tampéo PBS 0,05M, PH 7,2. Uma aliquota de S0ulL da suspensdo de hemdcias de
carneiro preparadas como indicado no item 3.2.1 foi adicionada a cada orificio ¢ o

titulo determinado visualmente apés 60 min de incubagio a 37°C.

3.3. Extracio da enterohemolisina

A extracio da enterohemolisina foi feita emipregando quawo diferemes—

métodos. Como esta hemolisina nfio ¢ liberada espontaneamente no 1eio de cultura,
quatro técnicas foram utilizadas, ¢ escolbemos a que apresentou maior eficiéncia na

exiracao.

3.3.1. Extracde por ultra-som

A extraglio por ultra-som foi feita como indicado por Beutin et al. (1990),
com modificacdes. As amostras bacterianas (C3279, C3888, C4169 ¢ B3) foram
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cultivadas por 18h a 37°C em TSB, em estufa com agitagfio {(New Brunswick, USA)
a 150 rpm. As bactérias foram lavadas com PBS 0,05M, PH 7,2 e ressuspendidas em

10% do volume inicial, rompidas com desintegrador ultra-séhico (VIBRA CELL)

durante 10 ciclos de 10 seg. (50% de amplitude), seguido de centrifugacdo por 20
min 2 4°C, a 16.000 g.

3.3.2. Extracao com mitomicina C

A extragdo com mitomicina C foi feita como indicado por Blanco ef al.
(1990), com modificagdes. As culturas C3888 ¢ B3 foram inoculadas em 5 mL de
TSB, com agitagdo a 150 rpm a 37°C. Apés 5h de incubagdo, foram adicionadas as
culturas diferentes concentracdes de mitomicina C (0,1 pg/mlL; 0,5 pg/mL e 1,0
ug/mL). Ap6s 20h de incubagdo, as culturas foram centrifugadas a 6.000 g por 15

min.
3.3.3. Extracd@o com polimixina B
A extragdo foi feifa como indicado por Karmali er al. (1985), com

modificacbes. A bactéria C3888 foi cultivada em TSB, com agitagdo a 150 pm a
37°C por 5h. O cultivo foi dividido em aliquotas, que foram centrifugadas a 8.000 g

6,5 e ressuspendidos em 1 mL de solugdo de polimixina B nas seguintes
concentragdes: 2,2 mg/mL; 1,1 mg/mL; 0,55 mg/mL; 0,275 mg/mL; 0,137 mg/mL;
0,1 mg/mL; 0,069 mg/mL e 0,0 mg/mL. As suspensdes foram incubadas por 1h em
banho-maria a 37°C e centrifugadas a 10.000 g por 10 min. Um segundo cultivo,
com agita¢@o a 150 rpm por 18h a 37°C, foi submetido ao mesmo tratamento.
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3.3.4. Extracio por criofratura

Conforme indicado por Tabouret e Rycke (1990), as culturas C3279, C3888,
C4169 ¢ B3 foram cultivadas em 20 mL de TSB, com agitagdo a 150 rpm por 18h a
37°C. Apos a incubagdo, as culturas foram centrifugadas (8.000 g por 20 min) € 0s
sedimentos ressuspendidos em 1 mL de PBS 0,05M, PH 7,2. As bactérias foram
rompidas através de congelamento (-20°C) e descongelamento (37°C) durante 3
ciclos consecutivos € novamente centrifugadas (10.000g por 10 min). Foram
utilizados ciclos curtos de congelamento de 1h e ciclos longos, de 6h a 15h de
congelamento.

Em todos os métodos de extracgdio citados acima, os sobrenadantes obtidos
foram filtrados (membrana 0,22 pm Millipore) e armazenados a -20°C até o
momento do uso. A atividade hemolitica foi determinada em triplicata, através da

metodologia descrita nos itens 3.2.3.2. ¢ 3.2.3.3.

3.4. Padronizacfo das condi¢des de cultivo da enterohemolisina

Para determinar as condi¢des otimas de produgdo de enterohemolisina, a
amostra C3888 foi submetida a diferentes testes de cultivo. Os diferentes cultivos
foram centrifugados e sonicados como indicado no item 3.3.1. A atividade

< hemolitica foi-determinada seg

mdo método-deserito pos itens.3.2.3.2.63.23.30 i

3.4.1. Cultivo em diferentes meios de cultura

Apés a determinag¢o do melhor método para extragdo da enterohemolisina, a
cultura C3888 foi cultivada nos seguintes meios de cultura: TSB (caldo triptico de
soja, Difco); Meio Minimo (Williams,1979); BHI (infusfio de cérebro e coragdo,
Difco), LB (Meio Luria Bertani) (Miller, 1972), ¢ Meio de Triptose (Difco), com e
sem a adigdo de CaCl, (10 mM), com agitagdo a 150 rpm por 18h a 37°C.
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3.4.2. Variacio do pH do meio

- pH- dO meio de cultivo TSB foi-ajustado- para diferentes valores (5,5; 6.0;
6,5; 7.0; 8,0; 8,5), utilizando HCI ou NaOH, antes da inoculagiio da amostra C3888.
Como controle, foi utilizado o meio TSB sem ajuste de pH (pH 7,3), com agitacgdo a
150 rpm por 18h a 37°C.

3.4.3. Cultivo em meio TSB com diferentes quelantes de ferro

A amostra bacteriana C3888 foi cultivada a