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INTRODUGAO E OBJETIVOS

A diarréia neonatal aguda dos animais domésticos,
principalmente, suinos e bovinos;é causada por amostras de

Escherichia coli enteropatogénicas, sendo esta enfermidade

uma das mais importantes nos rebanhos suinos e bovinos em
termos de mortalidade, o qué implica em elevados prejuizos
econdmicos ao nosso pals. Acredita-se que estas bactérias
sejam responsaveis por mais de 50% das diarréias neonatais
em animais no Brasil (A.P. Pestana de Castro - Comunicagao

pessoal) .

Os colibacilos enteropatogénicos, causadores de
moldstias entéricas em animais, podem ser classificados em
pelo menos dois.grupos, a sapber: 1) E. coli enterotoxi-
génica (ETEC), produtora das enterotoxinas termolabeis
(LT-I e LT-II) e/ou termoestaveis (STa e 8Tb) e, 2)
E. coli verocitotoxigénica (VTEC), que produz uma toxina

denominada verocitotoxina (VT).

A enterotoxina termoldbil (LT-I) de E. coli & uma
proteina imunogénica, de alto peso molecular, semelhante
s;¥016gica e biologicamente A toxina colérica. Ambas tém
como receptor o gangliosideo GML, presente na membrana das
células epiteliais do intestino do homem e de animais sen-
siveis (48,52,110). Esta enterotoxina ativa a adenil-ci-
clase, provocando um aumento do AMP ciclico gque, por sua
vez, determina o bloqueio da absorcio de NaCl pelas célu-
las apicais da mucosa, estimulando ainda a excregﬁo desse

sal pelas células das criptas. Em consequéncia destas al-

teragoes no metabolismo hidrossalino, ocorrera um aumento



da guantidade de liquido na luz intestinal e, consequente-

mente, aparece uma diarréia do tipo osmotico.

Recentemente, foi descrito um novo tipo de énte—
rotoxina termolabil que se assemelha 3 LT-I em varias de
suas propriedades bioldgicas, em.especial no gue tange a
atividade citotonica em cultura de células dalinhagénY—l,
e aumento intracelular do AMP ciclico. Todavia, ao contrd
rio de LT-I, gue & neutralizavel por antissoros preparados
com a toxina colérica e a LT-I de origem humana ou suina,
este novo tipo de toxina termeolédbil nao & neutralizada pe-
los antissoros acima mencionados. Tanbém, experimentos re
centes evidenciam que o gangliosideo GMl nao € o -receptor
para este novo tipo de enterotoxina termolabil, designada
por varios autores de LT-II {(51). Ao contrario de LT-I, 0s
genes estruturais que codificam para esta enterotoxina pa-
recem estar localizados nc cromossomo bacteriano.A amostra
 produtora de LT-II, originalmente descrita foi isolada de
bufalo, na Tailadndia. Recentemente, trabaiho realizado em
S3o Paulo com amostras de E. coli isoladas de individuos
com diarréia e de alimentos, embora em nimero reduzido, de
monstraram ser produtoras de LT-II (L.R. Trabulsi - Comu-

nicacao pessoal).

As enterotoxinas termoestiveis (STa e STb) sao
peptideos de baixo peso moleculaf (1500 a 3000 daltons)
{1,125,130), o gque as caracteriza como nao imunocgeénicas
em condicdes naturais, isto &, somente induzem a formagao
de anticorpos quando acopladas a proteinas (1,8,29,48,110).
Bioiogicamente, a STa & uma potente toxina que tem a capa-
cidade de alterar o metabolismo hidrossalino da mucoesa in-

testinal, ativande a guanil-ciclase a nivel de membrana, o



gue provoca um acumulo de GMP ciclico nas células  epite-
liais do intestino ocasionando, também, o aparecimento de
diarréias agudaé. A enterotoxina STb, por sua vez, & ati-
va em alga- ligada de porco de 5 a 6 semanas de idade, po-
rém, até hoje o seu mecanismo de agao naoc € bem conhecido

(42,48) .

A primeira descrigao da produgao de toxina VT

foi feita em 1977, por Konowalchuk et al {(69). BEstes au-

tores identificaram 10 amostras produtoras de VI (E. coli
vrt) das quais 7 estavam-associadas a quadro clinico de
diarréica em criancas, uma com diarréia em leitio e duas
haviam sido iscladas de queijo. Entre as amostras de ori-
gem humana, uma delas, denomiqada H-30, pertencente ac gru
po da E. coli enteropatogénica classica (EPEC) , classifi-
cada como sorotipo 026:H11, era mais potente guanto a
produgao de VT, tendo entao sido tomada como amostra pa-
drac para o estudo desta citotoxina'por estes, e outros au
tores gue os sucederam (69,87). Konowalchuk et al {69)
yerificaram ainda, em ensaios realizados em células Vero,
que a VT produzida por uma amostra de EPEC do 50rogrupo
0128, e por uma amostra de origem suina (0138), ao contra-
rio das demais, nao eram neutralizadas por antissoro pre-
parado com a amostra H-30. Estes dados forneceram a pri-
meira indicagaoc de gue amostras de E. coli poderiam produ-

zir mais do que uma citotoxina ativa em células Vero.

. Varios trabalhos realizados com amostras de E.

. =+ ; ;
coli VT de origem humana demonstraram que esta toxina
apresentava semelhanca bioldgica e antigénica com a toxina

produzida por Shigella dysenteriae, também ativa em cé&lu-

las Veroc (74,87,113,129).



Esta toxina foi denominada de toxiné do tipo
Shiga (SLT-I) ou VT-1l. Ao contrario, outras amostras de
E. coli, também VT+, nao tinham o seu efeito citotdxico em
células Vero neutralizado pela antitoxina de S. dysenteriae.

Este segundo tipo de toxina foi entac designado como tipo

Shiga-II (SLT-II) ou VT-2.

Apesar de existirem_algﬁmas‘informagaes contra-
ditdrias guanto ao possivel envolvimento da VT na etiopa-
togenia da diarréia em animais e nd homem (12,14,43,61,62,
63,74,76,113,116,121), reéentemente feol descrito nos
EUA e no Canada casos de colite hemorrigica associada.é in
gestao de hamburgers contaminados com amostras de E. coli
do sorotipo 0157:H7, denominada por esta razaode E. coli
enterchemorragica (EHEC)}. Strockbine et al (129) investi-
gando estas amostras mais detalhadamente, descobriram. que
estas eram capazes de produzir os dois tipos de VTs. Esg-
tudos realizados com ﬁT—l purificada a partir da amostra
~ H-30 de E. coli e com amostra 933 de EHEC mostraram que e§'
tas citotoxinas produzidas pelas mesmas apresentavam ati-
vidade enterotoxica, citotoxica e letalidade para camundon
gos & semelhanca do que tem sido relatado, como j& mencio-

namos anteriormente, para a toxina de §. dysenteriae. Os

mesmos autdres, trabalbando com VI-2 produzidas por amos-
tras EHEC, observaram que as propriedades bioldgicas da mes
ma eram semelhantes a vr-1, porém, a atividade letal da
VI-2 para camundongos era ﬁaior, enquanto o-efeito citotd-

xico em células Verc era mencr.

Apesar das controvérsias ja citadas sobre a im-
portancia da VTs em quadro diarréico, os relatos acima men

cionados t&m despertado a atencgao de varics pesgquisadores



-no sentido de esclarecer sobre um possivel envolvimento das
citotoxinas VI~1 . e VT-2 em enfermidades entéricas (60,

76,83,87,98,114,129).

No que concerhe a espécie humana, esta  atencgao
tém se concentrado sobretudo na EHEC do sorotipo 0157:H7.
Para tal, diversoé animais tém sido utilizados para Iestu—
dar o mecanismo de viruléncia_desta bactéria (4,5,38,83,
98,106). Assim sendo, experimentalmente foi possivei re-
produzir, com a amostra do.sorotipd em guestao, apds ino-
culacao oral, quadros diarréigps em coelhos recém-nascidos
e em animais gnotobidticos mais especificameﬁteJr porcoes e
bézerros. 0O mecanismo de colonizagao do intestino de por-
cos gnotobidticos por amostra de EHEC pareée ser semelhan¥
te dquele observado para a amostra do grupc EPEC (72). Em
anbos 0s casos, experimentos "in vitro" realizados em cultura
de tecidos e/ou em enterdcitos, bem como estudos através de
microsgopia eletronica e eletroforese em gel de agarcse pa
ra determinacao do perfil plasmidial de'coiibacilos destes
grupos, revelaram que esta colonizagao provavelmente seria

mediada .por plasmidios (3,60,75,86,138).

Em experimentos realizados com coelhos recém-nas
cidos, iﬁoculados intragastricamente com a amostra 933 de
E. ggii 0157:H7 (produtora de grande quantidade de VT) e
com amostra de E. coli 0157:H45 (VT negativa), fol veri-
ficado que somente a amostra 933 foi capaz de desenvolver
sintomas de quadro diarréico bem como colonizagao do epi-
télio intestinal. Neétes animais foi também detectada a

presenca de VT no liquido diarréico, demonstrando pois que

houve producac desta toxina "in vivo" (98).



Os estudos histoldgicos realizados independente-
mente por Moxley e Francis (83) e Pai et al (98) revelaram
gue,a maloria dés alteragces causadas por amostras de E.
coli vt inoculadas respectivamente em bezerros gnotcbido-
ticos e coelhos recém-nascidos,estava localizada princi-
palmente no colon e se caracterizava por. um significativo
aumento das apoptoses na superficie de epitélio, diminui-
cao de produ¢ao de mucina, elevagao dé atividade mitdtica
das células das criptas intestinais, além de moderada in-
filtracao de neutréfilos na lamina propria e no epitélio

(83,98).

Estes dados recentes em relacaoc as amostras de
E. coli VT+, quer de origem hqmana (98}, quer de =~ origem
animal (83), sugerem que,provavelmente,se uma determinada
amostra de E; coli colonizar o intestino de animais e/ou
individuos suscetiveis e,tiver a capacidade de produzir
grande quantidade de VT, cértamente; em nossa opiniao, ocor
rerao as alteracgoes histclOgicas mencionadas acima, com con
sequente evolugao para diarréia conforme foi cbservado
alias experimentalmente pelos autores acima citados (83,

98) .

No gque concerne aos animais, em éspecial, os suil
nos, certos sorogrupos'de E. coli (0138,0139,0141, princi-
palmente}, por mecanismos ainda nao bem estudados, sac ca-
pazes de colonizar o intestino de leitoes desmamados e ela
borar uma toxina que, uma vez absorvida, possui um tropismo pe-
las cé&lulas endoteliais de pequenos vasos e arteriola (121)
(A.F. Pestana de Castro - Comunicagao pessocal). Esta le-
s3ao acarreta extravasamento de plasma cocasionando nos ani-

mais infectados a presenga de edema, localizado principal-



mente nas palpebras, regioces infra-mandibular e paredeven-
tral do abddmen. Via de regra, ocorre lesac de peguencs
vasos do sistema nervoso central e guando isto acontece,

- 0os animais apresentam sintomas neuroldgicos.

Esta enfermidade, que causa grande prejulzos eco
ndémicos, & conhecida em patologia veterinaria como doenga
de edema e a toxina produzida pelas amostras de E. coli
mencionadas, a nivel intestinal . e, depois absorvida & co-
nhecida comoc "principio ativo da doenga do edema"”, ou sim-
plesmente PDE. O fatoc de estarmos tecendo tais considera-
¢Oes sobre a doencga do edema se prende a observagao dé gue
o PDE & na realidade, pelo menos sob o ponto de vista bio-
1logico, extremamente semelhante a VI. Em outras palavras,
é letal para camundongos, possul o efeito ditotéxico em c&
lulas Verc e naoc raro os leitdes com doenga do edema apre-
sentam diarréia. Se esta & uma consequéncia da agao dire-
ta do PDE ou de eventual produgao de enterotoxinas LT e/ou
ST por amostras de E. coli envolvidas na doenga ou ainda
decorréncia das agbes simultineas das enterotoxinas e da

VT & assunto que carece de investigagao mais detalhada.

Em todos os casos citados, em relacao a produgac
de VT e/ou a PDE. e, seja por amostras do grupo EPEC, EHEC
ou as envelvidas na doenga de edema, a semeihanga do gue
ocorre cCom as amostras de ETEC, & dbvio que o primeiroc pas
SO para gue os aniﬁais ou individuos apresentem diarréia,
pela produgao das citotoxinas VT ou PDE ‘éé;cohquagk) das
células das vilosidades intestinais dos mesmos por estes coli-
bacilos. Esta_colonizagéo & mediada por antligenos de su-
perficie das células bacterianas aos quais se convencio-

nou denominar de fatores =~ de colonizagao, adesinas ou an



tigenos de aderéncia. No caso dos ETEC estd bem determi-
nado gque,na maioria das vézes, estruturalmente, esses an-
tigenos sao representados por fimbrias. Nos cascs das
EPEC com relagéo as quais, como ja mencionamos, tem sido
relatada a producao de VT, nao se conhece ainda, sob ponto
.de vista morfoldgico,.qual estrutura responsavel pela ade-
réncia que tem sido investigada "in vitro", em certas 1li-
nhagens celulares, nem ¢ mecanismo de colonizag¢do "in vivo®
conforme os experimentos realizados em animais (3,13,16,

72,75,78,86,105,108,112,133,138)

Recentemente, estudando 104-am05tras de E. coli
isoladas de bezerros com diarréia na regiao de Campo Gran-
de, MS, verificamos que 70 (67,3%) eram prédutoras de VT,

detectavel através de ensaio em células Vero (141).

Tomando comc base os atuais dados da literatura
gue sugerem um provavel envolvimento da VT em doencgas diaxr
réicas e,levando-se em consideracgac que a-etapa inicialda
etiopatogenia destas enfermidades exigem qué tais bacte-
rias tenham a capacidade de aderir e colenizar o intestino
de animéis, nc presente caso bovinos, a nossa pesquisa te
ve como finalidade primordial investigar a existéncia deum
fator de aderéncia em algumas das amostras de E. coli vt

por nos isoladas de bezerro. Em resumo, os objetivos des-

te trabalho foram:

1) pesquisar a presenga de fatores ou antigenos de aderén
. + .
cia em algumas amostras de E. coli VT isoladas de be

Zerroc.

2) caracterizar, sob ponto de vista estrutural, o antige-

no de aderéncia presente nessas amostras ao qual deno-



minamos provisoriamente de EAF 44 (enteropathogenic E.

coli adherence factor) (86).

3} estudar as propriedades bioldgicas e soroldgicas deste
antigeno de superficie em relacdo a ocutros antigenosde
aderencia descritos em amostras de origem animal do gru

po ETEC.

4) verificar quais as condigdes de cultivo que poderiam
interferir na expressao do antigeno EAF 44, presente em

R + .
amostras de E. coli VT isoladas de bezerros.

Considerando-se que na conduta de nossos estudos
adotamos uma séquéncia de procedimentos que normalmente é
utilizada na pesquisa dos fatores de colonizagao e da ade-
réncia de amostras do grupo ETEC e EPEC, achamos, a esta
altura, que seria importante apresentarmos uma revisao bi-
bliografica dos diferentes fatores de colonizagaco ou ade-

sinas descritas até o presente, nestes grupos de bactérias.

Acfeditamos que esta reviséé, alem de fornecer
informagoes sobre o assunto em gquestao, permitira uma com-
paragdo entre o que ja foi relatado para os diferentes an-
tigenos de aderéncia de origem humana e animal e os resul-
tados obtides em relacao acs gquatro objetivos propostos pa
ra os fendmenos de aderdncia e colonizagac de amostras de

VT+ de origem bovina por nods estudadas.



2.

REVISAQ BIBLIOGREFICA

2.1.

ANTIGENOS DE ADERENCIA E  CONSIDERACOES GERAIS

A superficie externa de Escherichia coli

e algumas outras bactérias da familia Entercbacteriaceae

é recoberta por substénciaé capazes de provocar rea-
coes imunoldgicas no hospedeiro. Estas estruturas
sao comumente utilizadas para a classificagcac soro-
l6gica destas bactérias, sejam.elas de origem humana
ou animal, permitindo agrupa-las em sorogrupoé .e/ou
sorotipos. Estes antigenos. externos de E. coli sao
designa&os pelas letras 0, K e H. A terminolo-
gia © (proveniente do alemao: Ohne Hauch) e H (do
alemao: Hauch), introduzida por Weil e Felix (135,
136), & utilizada para os antigenos somaticos (0) e
flagelares (H),-respectivamente. 0s antigenos soma-
ticos O sao moléculas de complexos lipopolissaca-
rideos e constituintes da parede bacteriana. Séo-teg
moestiveis e nao sao inativados por temperaturas de 1009C a
1219C. As caracteristicas antigénicas dos antigenos
0 de E. coli permitem atualmente, distinguir peloc

menos 167 scrogrupcs desta bactéria. O antligeno fla

~gelar (H) & de natureza protéica e & inativado a

1009C. Os diferentes antigenos H, hoje aproximada-
mente em nimero de 52, permitem a identificagéo de
sorotipos, sendo muito importante a sua identifica-
¢ao, pois, ndo raro, dentrc do mesmo sorogrupo de E.
coli, existem sorotipos considerados patogénicos e
nao patogénicos. O tefmo K (do alemao: Kapsel) fol

introduzido por Kauffman e Vahlene {64) , sendo uti-
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lizado para a denominacgao de estruturas de natureza
peolissacaridica que constituem os antigenos de envol
torio ou capsulares ao redor das células bacteria-

nas.

Além desses antigenos, existem estruturas
do tipo fimbriah que reéobrem a parede bacteriéna de
amostras de E. coli e de outras bactérias gram-ne-
gativas e gram-positivas. 0 termo fimbria, signi-
fica "fibras" ou "filamentos", em latim, e foi
introduzido em 1955 por,.Duguid et al (24) para desig
nar apéndices bacterianos, de natureza protéica, nao
flagelares, sendo também chamados de "pili" (cabe-
los, em latim} por Brinton (7). Desde entao, esses
dois termos té&m sido normalmente usados come sindni-
mos, embora Ottow (96) e Jones (57) recomendem que O
termo fimbria deva ser reservado para a estrutura
baéteriana sem fungéo‘conjugativa._ Devido a pro-
priedade de aderéncia que leva a éubsequente ceoloni-
zacio, estas fimbrias bacterianas sdo também denomi-
nadas antigenos de aderéncia, adesinas ou fatores
de colonizacdo. Embora as fimbrias dos colibacilos,
tanto de origem humana guanto de crigem animal, se-
jam na sua maioria, morfologicamenté semelhantes,
elas possuem propriedades antigénicas e hemagluti-
nantes diferentes que permitem caracteriza-las. Via
de regra, essas fimbrias conferem as bactérias espe-

cificidade em relagd@o ao hospedeiro (41).

Durante os estudos iniciais com estas fim-
brias, Duguid et al (25) classificaram-nas em 6 clas

ses ou tipos, de acordo com sua morfologia e proprie
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dades hemaglutinantes. As fimbrias do tipo I, que
atualmente sao denominadas de F1 {(95), conferem as
bactérias a propriedade de aderéncia a varias célu-
las eucaricntes (6,26,88,90,111). Embora deotada de
atividade hemaglutinante, esta & inibida pela D-manoc
se (41). Estes antigenos de aderéﬁcia, principalmen
te em amostras de E. coli enterépatogénicas, além da
capacidade de adesdo "in vivo" as células  intesti-
nais de hospedeiros sensiveis, apresentam élgumas ca
racteristicas comuns tais como: aglutinagao na pre-
senca de D-manose (41) de hemicias de varias . espé-
cies animais, sao produzidos somente em cultivos a
379C e nao a 169C (9,33,82,91,94,140) e,sao codifi-
cados por plasmidios (32,41,71,93,94}. Constituem
excegoes os antigenos F6 ou (987P) gque nao &€ he-
maglutinante e o "F41", com rélagéo ac qual, & se-
melhanga do que Qcorre-pafa o F6, faltam dados con
clusivos sobre a localizagao dos genes responsaveis

pela expressio dOS MeSmMOS.-

Recentemente, uma tentativa foi feita por
grskov e @rskov (95) para introduzir um novo e sim-
plificado sistema de nomenclatura para os antigenos
de estrutura do tipo fimbria, onde somente a desig-
nagao F {fimbria) deve ser usada; Nés, no preseﬁte

trabalho, utilizaremos a nomenclatura estabelecida

por esses autores (95).

Apds essas considerag¢Oes gerais, vejamos
agora, em relacio aos diversos antigenos de aderén-
cia degcritos em E. coli enteropatogénicas, quais os

achados mais relevantes da literatura nc gue tange a:
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propriedades hemaglutinantes, purificacaoc e carac-
teristicas fisico-quimicas e condigoes gque afetam a

producac destes antIgenos "in vitro".

ANTIGENOS DE ADERENCIA EM E. coli ENTERQTOXI-

GENICAS (ETEC) DE ORIGEM ANIMAL

2.2.1. ANTIGENO F4

0 antigeno F4, antigamente denomi-
nadc K88 {124), foi o primeiro antigeno de
aderéncia de estrutura do tipo fimbria a ser
descrito como um fator de viruléncia em amos

tras de Escherichia coli enteropatogénicas,

isoladas de suinos com diarréia (59). " Este
antigeno tem sido caracterizado sorologica-
mente, em trés variantes antigénicas (Fdab,
Fdac e Fdad) (45,92) e,apresenta a capaci-
dade de aglutinar hemdcias de cobaia na pre-
senga de D-manose a 4%9C, caracteristica essa
gque se elui & temperatura ambiente (59,126).
Parry e Porter (99) observaram que a variante
soroldgica Fdab reagia melhor com hemécias
de galinha do que com hemacias de cobaia' e
que esta hemaglutinag@o era est@vel & tempe-
ratura ambiente. Por outro lado, a variante
F4ac reagia com hemdcias de cobaia, somente
quando © antigeno estava ligado & bactéria,
ndo ocorrendo em preparagdes livres de célu-

las.
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A purificagao deste antigenc foli
realizada {125,127) apbs a extragao das fim
brias das células bacterianas por aquecimen-
to a 609C e precipitacdo no ponto  isoelé-
trico, seguida de ultracentrifugacgao. Mooi
e De Graaf (77) purificaram as variantes so-

roldgicas de Fd(ab,ac e ad) por gel filtra-

cao em Sepharose CL 4B, demonstrando, atra-

vés de eletroforese em gel de poliacrilamida
com duodecil sulfato de sddio (PAGE-SDS), que
o peso molecular das trés variantes estava

em tornc de 23.500 a 26.000 daltons.

Com relacao a genética do antigeno
F4, @Prskov e @grskov (93), realizando expe-
rimentos de conjugagéo,‘sugeriram que os ge-
nes rgsponséveis pela codificagéoe&exprésséo
deste antigeno poderiam ser de origem plas-
midial, plasmidio este nao conjugativo e gue .
seria mobilizado por outro,dc tipo conjuga-
tivo. Posteriormente, Shipley et al (1155
confirmaram gue o antigeno F4 era codifica-
do por um plasmidio de 50 Mdal, nao conju-
gativo, que possuia também os genes para uti

lizagao da rafinose.

ANTIGENOS gg' e "F41"

Em 1972, Smith e Linggood (120) des
creveram, em amostras de E. coli enterotoxi-

génicas para bezerros, um novo antigeno K a
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gque chamaram de "Kco" ("common XK antigen"),
que. posteriormente foi designado K99 (94) e,
para o qual, foi proposta recentemente a

denominag¢ao de F5 (95).

Morris et al (79,80,81) observaram
em uma amostra de E. coli dencminada B41
(0101:K30:K99) duas variedades do antigeno
K99 quanto ‘a mobilidade eletrofo:ética.
Seus resultados, também . confirmados por
Isaacson (54), sugeriam gque a amostra de

E. coli B4l possuia dois antigenos de su-

perficie distintos, um de natureza catidni-
ca e outra, anidnica. ‘De Graaf e Roorda
(22) descreveram gque o antigeno F5 {ou o com
ponente cationico) aglutinava fortemente he
macias de cavalo e mais fracamente hemacias
de carneiro, nio sendo capaz de aglutinar he
micias de cobaia. O componente anidnico foi
dencminado de antigeno "F41", tendo sido
verificado que este aglutinava fortemente he
mécias de cobaia e fracamente as de carneirc

e cavalo.

De Graaf et al {(20,23) observaram
que o meio de Minca, idealizado por Guinee
et al (47), ou o meio miﬁimo com glicose (23)
eram os mais indicados para se obter umé ma-
ior produgao de F5, do gue meios mals com-
plexos e que, o aminocacido L-alanina, numa
concentragao de 1 mM, inibia "in vitro" a

sintese de F5. Outro fator que poderia di-
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minuir a produggo_ "in vitro" da fimbria F5
seria a glicose, como foi observado por
Gﬁineé et al (46,47) e Isaacson (55); Contra
riamente, Francis et al (37) descreveram gque
o meio minimo contendo a?enas 1% de glicose
nao inibia a produgao de F5. Porém, quando
este meio fosse também suplementado com ace-

tato de sédio este fendmenoc ocorria.

Os estudos da purificacgaoc dos an-
tigenos de aderéncia da amostra de E. coli B4l
revelaram, como seria de se espefar pelo ex-
posto acima, duas subunidades protéicas, com
pesos moleculares de 22.500 e de 29.500 dal-
tons. Investigacoes posteriores_ revelaram
que uma dessas proteinas, com mobilidade ele
troforética do tipo catibnico, corresponde-
ria ao antigéno'FS e gue a outra proteina,
atraida pelo anodo, era na realidade o an-
tigeno "F41l" (55). Segundo dados de De Graaf
et al (21), o antigeno F5 tem um peso mole-
cular de 18.400 daltons e ponto isoélétri
co de 2,75, Por 6utro lade, (8] antigeno
“F41" era constituido por uma proteina, cu-
jas.subunidades tinham um peso molecular ao
redor de 29.500 daltons, com ponto isoelétri
co de 4,6. 0 antigeno F4l, curiosamente, &
o Gnico entre os até agora descritos, que con

tém nada menos . do que 10 residuos do ami-~

"noacido hidroxilisina (22).



2.2.3.

17

Smith e Lihggood (120} relataram
que F5 era codificado por um plasmidic con-
jﬁgativo cujo peso molecular &€ de aproxima-
damente 52 Mdal (123). A bactéria E. coli
B41, portadora dos dois tipos de antigenos
de aderéncia, F5 e "F41", em testes decon
jugacao, transferiu a produgao de F5 para ou
tras bactérias, mas nos testes com antissoro
anti~-"F41" especifico nao foi detectado ©
antigeno "F4l" nas amostras transconjugan-
tes (22), indicando que a codificagac para o
antigeno F5 e "F41" nao se encontrava no
mesmo plasmidio. Até o momento nao had qual-
quer informacac sobre os genes que codificam
para o antigeno "F41" nem meémo com rela-
¢ao & sua localizagdo, se cromossOmica ou

plasmidial.

ANTIGENO F6

Nagy et al (84,85} descreveram em
1976, um outro antigeno de aderéncia, 987P,
também importante em casos de diarréia . neo-
natal em suinos. Isaacson e Richter (56) ob
servaram que o antigeno 987P, atualmente de-
signado F6 (95), nao possui capacidade hema-
glutinante frente a uma grande variedade de
hema&cias {cobaia, cavalo, carneiro, homem,
coelho, boi e galinha), nem a 49C nem 3

temperatura ambiente, nao sendo possivel, por
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tanto,'utilizar esse tipo de teste na detec

¢ao deste antigeno, em amostras E. coli pro

‘dutoras do mesmo,

Fusco et al (40) purificaram o an-
tigeno F6 por precipita¢ao com cloreto de mag
nésio; seguida de centrifugagéo e demonstra-
ram gque © mesmo seria composto de subunida-
dés protéicas com peso molecular de 18.900
daltons. Isaacson e Richter (56) também pu-
rificaram o F6 e a sua andlise gquimica de-
monstrou que o referido antigeno era éompos—
to de proteinas, mas continha ainda um ami-
no-aglcar nao identificado. Alguns estudos
tém demonstrado que os genes responsaveis pe
la codificagao do antigeno F6 tem localiza-
¢ao no cromossomos das bactérias que o pro-

duzem (41,85).

ANTICGENCG "p42"

Yano et al (140), em 1986, descre-
veram em amostras de E. coli enterotoxigéni-

cas (ETEC) de origem suina, um novo antige-~

no de aderéncia denominado "F42" e mostra-

ram ser este diferente dos antigenocs ante-
riormente descritos. Esses autores (140) ob
servaram que o antigeno "F42" aglutinava na
presenca de D-~manose, hemdcias humana, cava-
lo, cobaia, coelho e mais especificamente he

macias de galinha. Ainda as amostras de ETEC
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"F42"+ possuem "in vitro" a capacidade de
aderéncia &s células Hela e a enterdcitos de
suinos. A produgac do antigeno "F42" era gli
cose~dependente guando a amostra portadora
era cultivada em.meio minimo. Também o ami
noacido L-alanina, numa concentragaode].mM,
ou acetato de sddio (5 mM), inibiram a pro-
.dugéo deste antigenc nas amostras cultivadas

a 379C em meio minimo.

Leite. {71) purificou o antigeno
"F42" através de cromatbgrafia em Sepharose
4B, apds a extragac e precipitagao com sul-
fato de amdnio, conforme pieconizado por
Stirm et al (128), Através da eletroforese em
PAGE-SDS, verificou gque o antigeno apre-
sentava um peso molecular de aproximadamente
31.000 daltoné e gque seu pon?o isoelétrico es

tava proximo ao pH 3,2.

Silveira {117), em 1986, demonstrou
que a expressao do antigeno "F42" era codi-
ficada por um plasmidio conjugativo de peso
molecular 40,40 Mdal. Este mesmo plasmidio
também codificava a producac de enterotoxina
STa e resisténcia aos antibidticos cana-
micina e estreptomicina apresentando ain-
da,a capacidade de mobilizar um plasmidio
65.12 Mdal, gque era responsavel pela resis-

téncia a tetraciclina.
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OUTROS ANTIGENOS DE ADERENCIA

Aning et al (2) descreveram em trés

amostras de E. coli {(9970,9972 e W2) de ori-

gem suina um ncvo fator de aderencia antige-
nicamente diferente de F4, F5 e F6. Este
anﬁigeno, ao contrario do antigeno "F42", aglu
tinava somente hemacias de porco. Ainda,
na mesma época de nossas pesquisas sobre o
antigeno "F42", Fairbrother ef al (36) des-
creveram, em 1986, outro antigeno com estru-

tura do tipo fimbria (F165) em amostras de

E. coli isoladas de suinos com diarréia. Es

te antiIgeno era diferente sorologicamente de
F4,75,F6 e "F41" e também apfesentava um
padrac de hemaglutinagao diferente do "F42",
ou seja, culturaé de bactérias F165% nio he-
maglutinavam hemécias.de boi, cavalo, ccbaia

e coelho, na presenga de D-manose.

2.3. ANTIGENOS DE ADERENCIA EM E. coli ENTERQTOXI~

GENICAS

(ETEC) . DE ORIGEM HUMANA

ANTIGENOS F2 e F3

Um antigenc de superficie com pro-
priedades similares ao ¥4, foi descrito em
amostras de ETEC de origem humana, por Evans
et al (32), em 1975, por eles denoninado CFA/I
e,atualmente,designado F2 (95}.. Posterior-

mente, Evans e Evans (30) descreveram outro
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antigeno de aderéncia, F3, inicialmente de-
nominado de CFA/II. Smyth (122) observou que
o antigeno F3 era constituido por 3 antige-
nos de superficie diferentes ("coli surface
antigens") aocs quais denominou csl, cs2 e cs3.
A presenca desses antigenos foi associada 3
visualizagao em  eletroforese de PAGE-SDS,
de 3 bhandas correSpondentéa respectivamente,

a 16.300, 15.300 ¢ 14.800 daltons.

Evans et al (31,34) observaram gque
amostras de ETEC F2+ apresentavam a 49C he-
maglutinacao manose-resistente com hemacias
humanas, de bovinc e de galinha, enquanto que
amostras F3+ aglutinavam apenas hemacias de

origem bovina e de galinha.

A purificacao do antigenoc F2 foi
descrita por Klemm (65), utilizando gel fil-
tracao em cocluna de Sepharose 2B, tendo sido
verificado que sua subunidade protéica tinha
um peso molecular de 14.500 daltons. Wevers
et al (137) reportaram gue os pesos molecu-
lares das subunidades de F2 e F3 eram de
12.000 e 13.000 daltons, respectivamenﬁe.
Freer et ai (39) relataram que o ponto isoe-

létrico do antigenc F2 era 4,8.

0s genes responsavelis pela codifi-
cagac do antigenc de aderéncia F2 foram lo-
éaliZados em um plasmidio de pesc molecular
proximo a 60 Mdal (32). Reis et al (109} de

monstraram que este antigeno  localizava-se
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em um plasmidio nao conjugative Jjuntamente

com genes para enterotoxina STa,

Os antligenos de superficie do fa-
tor F3 (csl,cs2 e cs3) tém também a sua ex~
pressao mediada por plasmidio nao conjuga-

tivos de 59 Mdal (118,119,139).

OUTROS ANTIGENOS DE ADERENCIA

OQutros possiveis antigenos de ade~-
réncia em E. coli enterotoxigénicas (ETEC) de
origem humana tém sido descritos desde 1982.
No entanto, faltam dados mais conclusivos pa
ra definixr o seu envolvimento direto na pa-

togenia da diarréia humana causada por estes

.colibacilos.

Thomas et al (131), em 1982 descre
veram um antiIgeno denominado de £8775 que
apresentou, na presenga de D-manose, capaci-
dade hemaglutinante com as hemacias de ori

gem bovina e humana.

Em 1983, Darfeuille et al (18) des

creveram outro  antigeno  denominado de

"CFA/III" que mostrou padrac de hemagluti-

nagao similar ac do antigeno F2, porém, di-
feria deste sorologicamente. O referido an-
tigeno apresentou aderéncia "in vivo" a en-
terdcitos de brigem humana. O antigeno

CFA/III foi purificado pelos mesmos autores
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que verificaram ser o seu peso molecular de

16.000 daltons.

Honda et al (53) descreveram outro
antigeno em amostras de ETEC de origem huma-
na denominando-o 260-I. Este, ao contra-
rio de f2;F3 e EB8775, apfesentou a carac-
teristica de nio aglutinar hemacias de ori-
.gem humana e bovina, na presencade D-manose.
Porém, foi visualizada ao microscopio ele-
tranico, uma estrutura do tipo fimbria. Es=-
ta estrutura, segundo 0s mesmos éutores, ti-

.pha um peso molecular de 18.000 daltons.

Recentemente, Darfeuille-Michaud et
al (17), em 1986, descreveram em amostras de
ETEC, isoladas de_criéngas.com diarréia, um
“antigeno néo-heméglutinante mas cujas bacté-
rias gque o produziam eram capazes de aderir
é enterocitos humanos. Segundo estes auto-
res (17), este antigeno & de natureza protéi
ga e tem um pesoc molecular de 16.000 daltons.
Um plasmidio de 66 Mdal esta envolvido na

sua sintese.

Mais recentemente, Knutton et al
{68), em 1987, descreveram uma estrutura do
tipo fimbria em amostra de ETEC pertencente
ao sorogrupc 0148 que adere ads células de
mucosa epitelial de intestind humano. De
acordo com estes autores, morfologicaménte,
este antigeno estudado através da microsco-

pia eletronica, & distinto de F2,F3 e E8775.
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FATORES DE AbERENCIA EM AMOSTRAS DE Escherichia

coli ENTEROPATOGENICA CLASSICA (EPEC) E Escherichia

coli ENTEROHEMORRAGICA (EHEC)

Até ha poucc tempo, antigencs de aderéncia,
com estrutura do tipo fimbria, eram encontrados somen

te em amostras de E. coli enterotoxigénicas (ETEC)

tanto de origem animal quanto de origem humana. Um

provavel antigeno de aderéncia, também com estrutura

do tipo fimbria,.foi descrito recentemente pdr Rarch
et al (60), em 1987, em ;mostra de EHEC (0157:H7). Es
tes autores demonstraram gue culturas destas bacté-
rias ndo eram capazes de aglutinar nenhuma das hema-
cias por eles estudadas, nem aderiam a células da 1i

nhagem HEp-2. Apresentavam porém, a capacidade de

‘adesao a células Henle 407, originaria do intestinoc

humano.

Além deste antigeno observado em amostra de
EHEC, h3 descrigao-de um fator de aderéncia, de estru

tura desconhecida, em amostras de E. coli enteropato-

génicas classicas (EPEC). Este fator denominado EAF
(enteropathogenic E. coli adherence factor) (86} con-
fere as bactérias gue o produzem a capacidade de ade-

rir as células HEp-2 e Hel.a e as células epiteliais

‘'do intestino do homem e animal (3,13,16,06,78,86,105,

{112,113). Scaletsky et al (112), em 1984, mostraram
gue as amostras de EPEC apresentavam "in vitro" pelo
menos dois padroes distintos de aderéncia: uma ade-
réncia localizada (AL), que & caracterizada pela for-
magao de microcolﬁnias em certas areas de células da

linhagem Hela e, aderdncia difusa (AD) , onde as bacte
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rias cobriam de maneira uniforme a superficie destas
mesmas células. Nataro et al (86) mostraram gue os
dois tipos de aderéncia estudados em células  Hela,
com algumas amostras de grupo EPEC, também podiam ser
observados em experimentos com células HEp-2. Ainda,
Baldini et al (3), Knutton et al (67}, McNeish-et al
(75}, Nataro et al (86) e Williams et al (138) ob-
servaram gue a propriedade de aderdncia das amostras
de EPEC era codificada por um plasmidio de peso mole-

cular entre 50 a'70 Mdal.



3.  MATERIAL E METODOS.

3.1.

AMOSTRAS BACTERIANAS

Quatro amostras de Escherichia coli veroci-

totoxigénicas [VTEC), por nds designadas 55/3,494/2,
494/4 e 495/2 foram selecionadas dentre 70 amostras
de VTEC de origem bovina (141), pof demonstrarem ca-
pacidade de aglutinar hemdcias humanas (tipo A) e nao
aglutinarem com os antissoros especificos anti-F4, an
ti-F5"F41" e anti-"F42", BAs quatro amostras de VTEC
estudadas foram classificadas pela Dra. H. Saridakis
(Universidade Estaudal de Londrina, PR) como perten-
centes ao sorogrupo 0125. O antigeno K nao foi deter

minado.

Como padroes foram utilizadas as amostras
de E. coli K12 1476 (F4") e E. coli B41 (F5+ / "F41")
ambas gentilmente cedidas pelo Dr. H. W. Moon, NADL,

Ames, Iowa, EUA. As amostras de E. coli dos sorogru-

pos 08 e 055 nos foram fornecidas pelo Dr. L. R. Tra-
bulsi, EPM, SP. e, as.amostras 567/7 (“F42“+) e MS1l01
(E. coli K12) pertencem & colegao de bactérias do De
partaﬁento de Microbiologia e Imunologia, IB. UNICAMP.
Todas as amostras de E. coli acima mencionadas foram
mantidas a -709C em meio de Infusao de Cérebro e Co
ragao (BHI, Difco Lab.), ao qual, apds o cultivo, foi

adicionado 15% de glicerol.
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MEICS DE CULTURA

Para todos os experimentos realizados neste
trabalho, as amostras de VTEC em estudo foram culti-
vadas em meio minimo sdlide (MMS) (23).  Observagoes
preliminares, demonstraram ser este meio adequado pa-

ra a produciao do antigeno de aderéncia EAF44.

Para a obtencido do antigeno de aderencia F4,

a amostra de E. coli 1476 foi cultivada em &gar  nu-

triente glicosade (58), enquanto que 0s antigencs de

aderéncia F5"F41" foram obtidos a partir da cultura
da amostra de E. coli B4l em meic de Minca (47}. Pa
ra o antigeno "F42" a cultufa foi realizada em meio
minimo (19) suplementado com 0,5% da glicose, confor-

me descritc por lLeite (71).

TESTE DE MICROHEMAGLUTINACAQ MANOSE-RESISTENTE {MHMR )

3.3.1. Coleta e Preparc de Hemacias

Hemacias ée origem humana (tipo A},
de cobaia e de galinha foram coletadas no dia
do teste, utilizando-se solugao de citrato de
sédio a 3,8% como anticoagulante (99). As- he
micias de cavalo, de carneiro e de boi foram
coletadas assepticamente através de pungao de
veia jugular, em frascos estéreis, contendo
solugao de Alsever e mantidas a 49C, por es-—
paco nao superior a 1 més. Para o preéaro
das suspensoes padronizadas de hemacias, as

mesmas foram lavadas 3 vezes em salina fisio-
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logica e, em seguida, ressuspensas em salina
tamponada com fosfato (PBS) 0,01 M, pH 7,2,
coﬁtendOIO,S% de b-manose. As suspensoes de
hemacias foram padronizadas de medo a conter
5 x 108 células/ml, sequindo-se a técnica uti-

lizada por.Pestana de Castro et al (104).

Preparo das Suspensdes Bacterianas

0 crescimento bacterianc obtido a
partir de meio de cultura proprio para cada
antigenc de aderéncia (ver item 3.2.)}, apos
24 horas de incubagdo a 379C, foi suspénso em
PBS 0,01M, pH 7,2. contende 0,5% de D-manose,
ajustando-se o niimero de células totais para
aproximadamente 9 x 109 bactéria/ml. Para tal

utilizou-se o tubo 3 da Escala de Mac Farland

Teste

Foram seguidas as recomendagoes de
Jones e Rutter (59), utilizando-se placas de

microtitule (Falcon Plastics) de base conca-

Cva. Suspensoes bacterianas ou antigeno de

aderéncia semi-purificado (ver item 3.10) fo-
ram diluidos em série na razaoc de 2, direta-
mente nas placas, em volumes de 50 ul de PBS
0,01M, pH 7,2 contendo 0,5% de D-manose.
Apds diluicao, adicionou-se o mesmo volume da
suspeﬂséo de hemacias padronizadas. 0 teste

foi realizado em banho de gelo e o resultado
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foi lido apds 2 horas de incubacgao.

Uma Unidade Microhemaglutinante Ma-
nose-Resistente (U-MHMR) foil definida como a
maior dilui¢ao das suspensces bacterianas ou
do antigeno de aderencia semi-purificado que
ainda era capaz de aglutinar as  hemacias
em teste, padronizadas conforme descrita em

3.3.1'

PREPARO DO ANTISSORO

'O antissoro anti-EAF41 foil preparadc com a
amostra de E..ggli 55/3, cultivada em MMS a 379C por
24 horas. Suspensoes bacterianas obtidas a partir
deste cultive foram suspensas em solugac salina es-
tdril e padronizada de acordo com o tubo 3 da Escala
Mac Farland (9 x 109 bactérias/ml). Foram inoculados
2 coelhos albinos jovens através de injegoes na veia
marginal da orelha em intervalos de 3 a Q-Gias, se-
guindo-se a recomendagao de Edward e Ewing {(28) para
a obtengao de antissoro anti-CK, perfazendo um total
de 5 injegoes, cujos volumes foram, respectivamente,
0,5; 1,06:2,0; 4,0; e 4,0 ml. Sete dias apds a 1l
tima inoculacgao, foi feita a sangria dos animais atra
vés de puncao cardiaca. O soro obtido foi entao exaus
tivamente absorvido com suspensoes bacterianas dé cul
turé da mesma amostra de E. coli cultivada a 169C,
atd que o soro nac aglutinasse mais com a sSuspensao
bacteriana obtida da amostra de E. coli 55/3, culti-

vada 4 mesma temperatura.
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Testes de soroaglutinagac em lamina realizado com ©
soro- assim absorvido e suspensoes bacterianas da mes-
ma amostra incubada a 379C por 24 horas permitiu ve-
rificar qﬁe o soro foi capaz de aglutinar a amostra

55/3 até a diluigdo de 1:64.

TESTE DE INIBICAO DE MICRQHEMAGLUTINACAO MANOSE-

~RESISTENTE (IMHMR)

Como eété deécrito no item 3.3., ~inicial-
mente, foi determinado o titulo de MHMR  das suspen-
goes bacterianas padronizadas_das amostas de VTEC
(55/3,494/2,4%4/4 e 495/2) e de ETEC (1476,B41 e
567/7). Para o teste de IMHMR foi seguida a seguin-
te té&cnica: a um volume de 25 pl de suspensao bacte-
riana de cada uma das amostras de E. c¢oli  contendo
3 U~MHMR foi adicionadc o mesmo volume de diferentes
diluiges de antissoros anti-EAF44 ou anti-F4  ou
anti-F5 "FAl" ou anti-"F42". BApds a incubagdo a 379c
poq 1 hora, foram adicionados de acorde com a sequén-
cia dos antissoros, respectivamente, 50 pl de heméa-
cias de origem humana, de cobaia, de cavalo e de ga-
1inha; mantendo~-se as placas de microtitulo a 49C pbr

2 horas, quando entdo foi observada a ocorréncia ou

nio de inibicdo da capacidade de MHMR. O titulo de

inibicdo da reacao foi considerado como reciproco da
maior diluicac dos antissoros em estudo que inibiram
a aglutinacgao de hemacias pelas amostras de VTEC e

ETEC.
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3.6. ESTUDOS DE FATORES QUE INFLUENCIAM NA PRODUCAO

DO ANTIGENO EAF44

3.6.1.

Efeito da Temperatura

Procuramos verificar o efeito das
temﬁeraturas de 379C e lGQC-na produgac do an
tigeno EAF44. Para tal, a amostra de E. ¢oli
55/3 foi semeada em MMS, procedendo-se a in-
cubagao a 379C por 24 horas e a 169C por 72
horas. O crescimento bacterianc de cada uma
das amostras foi suspenso em PBS contendo
0,5% de D-mancse e, em seguida, padrohizado
e examinado pelo teste de MHMR frente a hema-

cias humanas.

Efeito da Glicose

Para verificar o efeito da concen-
tracdo de glicose na produgao do  antigeno
EAF44, utilizamos o MMS suplementado com di-
ferentes concentracgoes de glicose (0; 0,1;
0,5§ e 1,0%) onde foi semeada & amostra de VTEC
55/3. Suspensoes bacterianas obtidas a par-
tir do crescimento destas amostras, uma vez
padronizadas, foram examinadas pela prova de

MHMR frente a hemacias humanas.
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Efeito da Alanina

A amostra de E. coli de origem bo-
vina 55/3, foi cultivada em MMS contendo diferen-

tes concentragoes {10,5 e 1 mM) do aminoaci-

"do D-L Alanina. As bactérias, apbs o cultivo

a 379C por 24 horas, foram suspensas em PBS
contendo 0,5% de D-manose e examinadas atra-

vés da prova de MHMR com hemacias humanas.

Efeito do Acetato de Sodio

Para verificar o efeito do acetato
de sddio na produgao do antigeno EAF44 a amos
tra de VTEC de origem bovina 55/3, foi culti-
vada em meio minimo cohtendo diferentes con-
centracoes deste éal (lOO,_-SOl 10 e 5mM). Apds
24 horas a 379C as bactérias foram suspensas
em PBS com D-~manose e ensaiadas pela prova de

MHMR com hemacias de origem humana.

Efeito do pH do Meio Minimo na  Produ-

cao do Antigeno EAF44

A base do meio minimo (MMS) foi ajus
tada em diferentes pHs (5,4;6,3;7,2; e 8,2).
A amostra de VTEC foi entao cultivada  neste
meio por 24 horas a 379C e as suspensoes bac-
terianas foram examinadas pelo teste de MHMR,

frente a hemacias humanas.
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TESTE DE ADERENCIA

O teste de aderéncia "in vitro" das éélulas
bacterianas da amostra de VTEC 55/3, cultivada em MMS
a 379C por 24 horas foi realizado em células Hela,
seguindo a técnica descrita por Scaletsky et al (112).
Como controle ﬁegativo foi utilizada amostra MS 101
(E. coli K12)., Como padrdo de aderdncia  localizada
(AL) fol usada a amcstra de E. coli 055 e para ade-

rencia difusa (AD), a amostra de E. coli 08.

TESTE DE INIBICAQ DE ADERENCIA

O teste para verificagao de inibigao da ade
réncia das células bacterianas as células HeLa foi rea
lizado do seguinte modo: 0,1 ml de suspensaoc bacte-
riana {9 x 108 UFC/ml} das amostras de VTEC 55/3 e de
ETEC 1476(F47), B4l (r5T'F41"") e 575/7("Fa2"")  foram
pré~incubadas durante 30 minutos a 379C com igual vg-
lume de antisscro anti-EAF44, diluido a um titulo
subaglutinante {1:216) em relagao a amostra de E. co
1i 55/3. BApds essa incubag@o da suspensao bacteria-

na com antissoros, prosseguiu-se o teste de aderéncia

como estad descrito em 3.7.

MICROSCOPIA ELETRONICA

Células bacterianas da amostra de E. coli

55/3, cultivadas em MMS, incubada a 379C por 24 horas

e a 169C por 72 horas, foram observadas em microscd-

pio eletronico (Zeiss) operado a 80 Kw, apds a colora-
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¢cao negativa com 1% de acido fosfotungstico, pH 7,0.

EXTRACAQ E SEMI-PURIFICACAO DO ANTIGENO DE ADE-

RENCIA EAF44

¢

Para este fim, a amostra de E. coli 55/3 foi
cultivada no MMS} em garrafas de unx, a 379C por 24
horas e as culturas resultantes foram suspensas com
auxilio de bastaoc de vidro, em tampéo_fosfato 0,05M,
pH 7,2 contendo 1M de NaCl. A extragao do antigeno
foi feita por -agitagao em homogeneizador Sorvail'(SoE
vall Omni Mixer), na escala 7 por 15 minutos. | ApOs
esse tratamento, o© material foi centrifugado a
10.600 rpm por 15 minutds.a o9C e o sedimento foi dig
pensado. O sobrenadante (extrato bruto), assim obti-
do, foi entao precipitadc com sulfato de amdnio em
concentragoes crescentes de 25, 45, 65 e 80% de satu-
ragdao. O material de cada saturagdo do sulfato de amd
nio foi centrifugado e o© precipita&o ressuspensc  en
tampao fosfato 0,05M, pH 7,2 e dialisado exaustiﬁameg
te contra ¢ mesmo tampao; De acordo com o observado
por nds e, seguindo as recomendagoes de Korhonsen et
al (70), o antigeno de aderéncia EAF44, precipitado
com 25% de saturagdo do sulfato de amdnio foi tratédo

pdr 72 horas a 4¢C com tampao fosfato contendo 0,5% de

desoxicolato de sddioc (DOC). O material foi entdo re

centrifugado a 10.000 rpm a 59C e © sobrenadante (DOC-
-solivel) fol novamente dialisado contra o mesmo tam
pao fosfato. Este material foi considerado como an-

tigeno de aderéncia EAF44 semi-purificado (EAF44-sp).
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CARACTERIZACAQC SOROLOGICA

3.11.1.

3.11.2.

Imunodifusdo Dupla

A técnica de imuncdifusdao dupla
para o estudo sorcldgico comparativo com
outros antigenos de aderéncia foi realiza-

do seguindo as indicacgoes de Ouchterlony

"(97). Os orificios no gel foram feitos com

molde proprio para este fim, sendoc a dis-
tancia entre os mesmos padrozinada. Nesses

orificios foram aplicados 20 pl de antige-

nos F4, F5, "41", "F42" e EAF44-sp, cada

un deles padronizados para as concentra-
goes de 0,5 mg de proteina por ml. Cadaum
dos antigenos foi estudado frente aos an-
tissoros homdlogos e heterdloges (anti-
~EAF44, anﬁi—F4, anti-F5"F41" e anti-"F42").
As laminas foram incubadas em camara umi
da pof 24 horas & temperatura ambiente, la

vadas com salina fisioldgica, secas, sendo

em seguida coradas com solugao de "Coomassie

brilliant blue" (Merk).

Imunoeletroforese

Foram realizadas segundo as in-

dicagbes de Grabar e Burtin (44). Uma ca-

- mada de agar "Noble" de 15 mm de espessu-

ra, a 1%, preparado em tampao wverocnal 0,05M,

pH 8,6 foi solidificado sobre laminas de
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vidre (9 x 12 cm). Em orificids escavadas
no agar foram aplicados 10 ul dos antIiIge-
nos EAF44, "F41l" e "F42" contendo 0,5 mg/ml
de proteinas. Uma diferenga de potencial
| de 6 volts/cm foi aplicada por 80 minutos.
Em canaletas feitas no gel, foram aplica-
dos em cada uma 100 pi de cada um dos an-
tissoro anti-F5"F41", anti-"F42" e anti-
-EAF44. Apds incubacao por 24 horas, em
camara Umida, a l3mina foi lavada varias
vezes com salina fisioldgica, seca e cora-

da com "Coomassie brilliant blue" (Merk).

ESTUDCS HISTOLOGICOS

0 teste de alga ligada em coelhos (42} foi
usada com a finalidade de estudar as alteragoes his
tologicas do intestino destes animais causadas pelas -
amostras de VIEC 55/3, cultivada a 3792C em TSB por
20 horas e padronizadas aproximadamente de acordo
com o tubc 3 da Escala de Mac Farland (9 x 109 bac-
térias/ml}. Os coelhos foram deixados em jejum du-
rante 48 horas antes do teste recebendo apenas agua
"ad libitum". Os animais foram anestesiados;xn:ing

lacac .com éter sulfirico procedendo-se em seguida a

tricotomia da parede abdominal. Apds assepsia da

‘parede abdominal com alcool iodado a 5%, foi feita

uma incisac de aproximadamente 10 cm, na linha um-
bilical. ©0s intestinos delgado e grossc foram ex-
postos e lavados intraluminalmente com solugao fi-

siologica estéril, a partir do ducodenc proximal,
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procurando-se manipular o menos bossivel este Orgaa
Partindo-se de uma distancia de 60 cm do duodenc
foram feita% algas ligadas de aproximadamente 10 cm
cada, sempre intercaladas por uma alga menor de 2 cm
(inter-algas). Em seguida, cada alg¢a foi inoculada

com 1 ml de suspensao bacteriana padronizada.

Apbs as inoculagoes, os intestinos . foram
recolocados na cavidade abdominal, procedendo-se a
sutura do peritdnio, camada muscular e pele. ApOs
20 horas, os animais foram sacrificados sendo oS
intestinos delgado e grosso retirados para o estudo
histoldégico. Secgoes transversais do intestino del
gado e do intestino grosso, com largura nao superi-
or a 0,5 cm foram fixados em Bouin por 24 horas, e
entao incluidos em parafina, segundo técnica his-
toldgica rotineira. Cortes de 6 um de espessura fo
rém obtidos e, apls a desparafinizagao, foram cora-
des pela Hematoxilina-Eosina. Uma vez coradas, as
laminas foram ﬁontadaé em Balsamo do Canada, e exa-

minadas a microscopia Optica comum.



4. RESULTADOS

4.1.

TESTE DE MTICROHEMAGLUTINACAQ MANOSE-RESISTENTE (MHMR)

Na Tabela 1 estao demonstrados os resulta-
dos dos testes de microhemaglutinag@o mancse-resisten

te (MHMR) realizados com as hemicias de origem huma-

na, de cobaia, de cavalo e de galinha, utilizando as

suspensoes bacterianas das amostras de E. coli 1476

(Fa%y, ma1 wsteralrty, s67/7 ("re2""), 55/3 (EAF44Y),
19472 (saFad®), 49474 (EAF44’) e 495/2 (EAF44¥) assim
come seus respectivos antigenos semi-purificades. Co
mo pode¥se observar nesta Tabela, o antigeno do tipo
fimbria denominado EAF44, tantoc em suspensoes bacte-
rianas quanto semi-purificades, foi capaz de agluti-
nar somente hemacias de origem humana. Observa-se na
mesma Tabgla que outros antiIgenos de aderéncia, pre-
sentes em amostras do grupo ETEC,.apresentaram pa-
droes diferentes, alguns bastante estritos como  poxr

exemplo, F4 e F5 semi-purificadoes que aglutinaram,
re;pectivamente, apenas hemacias de cobaia e cavalo.
Outros, como "F42" mostraram padrdo de  aglutinagao

. 9! , i
mais amplo no caso especifico deste antigeno, agluti-

nande hemdcias humanas, cobaia, cavalo e galinha.

E importante ressaltar ainda QUe, as sus?eg
sOes bacterianas das 4 amostras de VTEC por nbs estﬁ—
dadés, todas, como ja mencionamos, sac - pertencentes
ao'sorogrupo 0125 e abresentaram padrao de hemagluti-
nagao idéntico, isto &, aglutinaram exclusivamente he

macias humanas {Tabela 1}.
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TESTE DE INIBICAC DE MICROHEMAGLUTINACAO MANOSE-

~RESISTENTE {IMHMR}

A Tabela 2 mostra que,o antissorb anti-
-EAF44 especifico, conforme descrito em Material e Mé
todos, foi capaz de inibir a atividade microhemaglu-
tinante (MHMR) daé amostras de VTﬁC 55/3, 494/2,
494/4 e 495/2. No entanto, este mesmo antissoro nao
inibiu as reacoes de microhemaglutinagac gue ocorrem

com as amostras de ETEC produtoras dos antigenos de

aderéncia F4, F5"F41" e "F42".

FATORES QUE INFLUENCIAM NA PRODUCAO DC ANTIGENQO EAF44

A temperatura de incubagao pafa cultivo da
amostra de VTEC 55/3 interferiu na producgao do anti-
geno EAF44, pois guando cﬁltivada no MMS a 169C por
72 horas ndo apresentou a capaéidade de aglutinar he-
macias de origem humana. Entretanto, quando essa amos
tra de VTEC foi cultivada no mesmo meio de éultura a
379C por 24 horas apresentou capacidade de microhema-
glutinagao de hemacias humanas na presenca de D-mano-

se (Tabela 3}.

Para verificar se a adigao de glicose no MMS
estimulava ou inibia a producdo do antigeno EAF44, a
amostra de VIEC 55/3 foi cultivéda neste meioc de cul-
tura, suplementado com diferéntes concentragoes de gli

cose. Observou-se gue a amostra em estudo, quande cul

‘tivada em meio sem glicose, nao apresentou atividade

microhemaglutinante. Por outro lado, a adigao de gli

cose ao MMS em concentragoes que variaram de 0 .a 1%
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tornaram a suspensao bacteriana da amostra de VTEC
55/3 capaz de aglutinar hemidcias humanas na prova de
MHMR. Se observa ainda na Tabela 3 que é variagéo-de
concentracoes da glicose, no intervalo estudado, nao
ocasionou diferenca significativa da atividade hema-
glutinante da amostra de VTEC 55/3, com titulos. que

variaram entre 1/32 e 1/64. Também a adicao DL - ala-

‘nina nao interferiu na expressac do antigeno ' EAF44,

quéndo examinade pela MHMR,mesmo nos cultivos reali-
zados na presenga de 10 mM deste aminoacido (Tabela 3).
A mesma Tabela mostra ainda que concentragoes crescen
tes de acetato de sédio, que variaram de 5 a 100 mpM
interferiram na expressao do antigeno EAF44, medida
pela prova de MHMR. Assim, por exemplo, & concentra-
cao de 5 mM deste sal parece nac ter tido nenhum efei
to na capacidade dé.atividade MHMR da amostra de VTEC
55/3. Contudo, a partir da concentragoes 25 mM deste
sal, a atividade de MHMR da amostra de VTEC 55/3 co-
megou a decrescer, para se tornar'comﬁletamente nega-

tivo na concentracac de 100 mM de acetato de sddio.

©

Tabela 3 mostra gque amostra de E. coli 55/3,

'produtora de antigeno de aderéncia EAF44, n3o apresen

tou atividade MHMR guando cultivada em MMS em pH 5,4,

Entretanto, quando cultivada em pH neutro ou em alca-

‘lino (pH 8,2) esta mesma amostra apresentou capaci-

dade de aglutinar hemacias humanas.

TESTE DE ADERENCIA

A Figura la wmostra gue a amostra de E. coli

VTEC 55/3 cultivada a 379C apresentou "in vitro" a ca
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pacidade de aderéncia do tipc difuso (AD) as células
Hela, mESmQ na presenca de D-manose. O pré-tratamen-
to da mesma amostra de VTEC,cultivada a 379C por 24
horas, com antiésoro anti-EAF44 inibiu efetivamente a
capacidade desta amostra em aderir &as células Hela (Fi

gura 1b).

MICROSCOPIA ELETRONICA

Em microscopia eletrdnica, a amocstra de VIEC
55/3, Quando incubada a 379C por 24 horas,'apresentou
estruturas do tipo fimbria na periferia das células
(Figura 2a), enquanto que nas células bacterianas da
mesma amostra cultivada a 169C ndoc se observou a

presenca destas estruturas (Figura 2b).

EXTRACEC E SEMI-PURIFICACAO DO ANTIGENC EAF44

0 antiéeno de aderéncia EAF44, em forma so-
livel, livre de células bacterianas, foi obtido por
agitacdo em homogeneizador, das células bacterianas
em sugpensaoc. Foi verificade que a frégéo obtida pe-
la precipitagdo com 25% de saturagao do sulfato de amd
nio apreéentou maior atividade especifica gque fragao
obtida com saturagdo entre 25 a 45% do sulfato de amd
nio (Tabela 4). Em outras palavras, a fragao obtida
conm 25%‘de saturacao do sulfato de amonio necessita
0,4 Jete) de proteina para se obter uma unidade microhe-
maglutinante manose-resistente, enquanto que para fra
¢do obtida entre 25 a 45% de saturagac do sulfato de

aménio foi necessdrio 4,8 pg de proteina parase obter
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0 mesmo resultado. Na Tabela 4 estao demonstrados os

passos da semi-purificagaoc do antigeno de aderéncia

EAF44.

A atividade especifica do material foi de

3.000 U-MHMR/mg de proteina e a atividade relativa au

mentou 150 vezes em relagao ao extrato bruto e sua re

cuperacao foi de 53%.

CARACTERISTICA SOROLOGICA

4-7.1‘.

4,7.2.

Imunodifusao Dupla

Por este teste constatamos que o an
tigeno EAF44 semi-purificado foi reconhecido
pelo antisscro especifico e nac houve  rea-
¢oes cruzadas com OS antissoros.anti—F4, an-
ti-F5"F4l" e anti—fF42". Do mesmo modo, © an
tissoro anti—EAF44 reccnheceu somente o anti-
geno homdlogo, nao reaéindo com os antigenos
F4,F5,"F41" e "F42" éemi—purificados (Figura

3a).

Tmunoeletroforese

Na Figura 3b podemos observar que
o antissoro anti-EAF44 nao reconheceu os an-
tigenos "F41" e "F42", reagindo épenas com ©
antigeno homélogo. Os antissoros anti-F53"F47
e anti-~"F42" nao reccnheceram o anticeno FEAF44

semi-purificado. Na mesma Figura observamos

~ainda que o antigeno EAF44 apresentou uma ban

da protéica a qual migrou ligeiramente para o
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catodo, apresentando pois mobilidade eletrofo-

rética semelhante a do antigeno "F42",

ESTUDOS HISTOLOGICOS

Foram observadas diversas alteragoes morfo-

l6gicas, tanto no intestino delgado (ID) quanto  no

intestino grosso {IG). A maioria delas estava rela-

cionada com modificagoes de natureza necrotica da mu-

cosa que ,basicamente ,consistiram seguinte:

a)

b)

c)

d)

Hiperemia generalizada dos wvasos.

Residuos hemorrigicos evidentes e grande quanti-
dade de restos celulares indistintos, presentes na

luz intestinal.

Severa desorganizagao da estruturahistologica da

vilosidade do ID, em especial do epitélio de re-
vestimento, gue ficou resumido a péquenos agrupa-
mentos de células com padrao epitelidide, exibin-
do acidofilia citoplasmatica. e nucleos com pa-

droes cromatinicos alterados, tendendo & picnose

_e/ou fragmenta¢do nuclear. As mesmas alteragoes

foram também observadas nas células epiteliais de

revestimento do . IG (Figura 4a),.

No IDb, as glandulas de Brunner apareceram poucoe

alteradas. As glandulas de LieberkUhn do ID e IG
apresentaram profundas modificag¢oes organizacio-

nais em seu terco superior, enquanto que no tergo

inferior as alteragoes foram praticamente inde-



e}

44

tectaveis {Figura 4b) e,

A laminé.prépria da mucosa apresentou-se totalmen
te modificada, notadamente pela presenga de res-
tos nucleares. Estes sao brovavelmente resultan-
tes da degeneragao das células epiteliais scbre-
jacentes; pofém, podém ter tido origem nas | pro-

prias celulas do conjuntivo.



TARBELA 1, rResultados dos testes de MHMR? realizados com diferentes tipos de hemdclias e amostras de E, coli e

seus respectivos antigenos de aderancia semi-purificados

- - b .
Antigenos de aderéncia Suspensio bacterianac

semi-purificados
14769 B41% s67/7% 55,39 294/29 49474° 495729
Hemicias F F g M vp M EAF :
T4 " v n "
4 54 2 44 (5 (gTEL" (Eth (ERE,) (AR (FAF,,)  (BARg)
Homen _h - 128 128 256 - 32 16 128 64 64 64
Cobaia 2561 - 512 256 - 64 32 32 - - . - -
cavalo - 256 128 128 - T - 64 32 - - - -
Galinha = - = - 512 -, - - 128 - - - -

a)
b)
<)
d)
e)
£}
gl
h)

i)

Teste de microhemaglutinagdo manose-resistente.
Antigenos semi-purificados contendo 50 ug de proteina por ml,

Suspensdo bacteriana contendo 9 X 108

urc/ml.

Cultivada em agar nutriente glicosado (58}.

Cultivada em meio de Minca {47).

cultivada em meico minimo (19) s0lido suplementado com 0,5% de gliéose.
Ccultivadas em meic minimo (23) sdlido.

Negativo ou menor do que 4.

0s titulos s3o representados pelc reciproco da mais alta diluicdo das suspensdes bacterilanas ou antigencs semi-purifi-

cados gue ainda mostravam MHMR positiva.

St
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TABELA 2. Inibigdo da MRME® das amostras de E. aoli com os antissoros anti-~F,., FS"F41“, Fso @ EAF,,
Suspensac bacteriana contende 3y MHMRb
Antissoros ¢ ¢ c e d d e
55/3 494/2° 494/4 495/2 1476 B,y B,, 567/7%
+ + + + + +|l n +I| II+ L ll+
g k

EAF, , 1024 512 512 512 - - - -
F -1 - - 1024 - - -

4

F.UF,, "1 - - - - - 1024 2048 -

5 741

1] llj - - - - - - —

Faz 2048
a) Teste de micrchemaglutinagdo mancse-resistente (MHMR).
b) Unidade de MHMR {ver Material e M&todos).

c) Teste de MIUMR realizade com hemicias humanas.
d) Teste de MHMR realizadc com hemdcias de cobaia.
e) Teste de MHMR realizado com hemicias de cavalo.

£} Teste de MHMR realizado com hemicias de galinha.

Antissoro preparado com amostra de E. coli 55/3 e absorvido com a mesma amostra cultivada a 169C.

h) Antissoro preparado com amostra de E. coli 1476 e absorvido com a mesma amostra cultivada a leec.

i) Antissoro preparado com amostra de E. coli By, e absorvido com a mesma amostra cultivada a 169C.

j} Antissoro preparado com amostra de E. coli 567/7 e absorvide com a mesma amostra cultivada a 169C.
'k} ©Os titulos sdo representados pelo reciproco da mals alta diluicao de antissoros gue ainda inibia a MHMR.

1} Negativo ou menor do que 4.

9%



TABELA 3, Fatores que afetam a expressao do antigeno de aderencia EAF,, no titulo de MHMR® da amostra de

VIEC 55/3
b
Fatores estudados
Temperatura Glicose (%) Alanina (mM) Acetato de S&dic (mM) pH
37ecC 169C o 6,1 0,5 1,0 : 0 5 10 0 5 25 5¢ 100 5,4 6,3 7,2 B,2
Titulo em MHMR 649C -4 - 3z 64 64 32 32 32 64 64 16 8 - - 32 64 64

a) Teste de microhemaglutinag3o manose-resistente realizado com hemdcias do homem.

b} Os fatores foram estudados utilizando-se o meio minimo (23) sblido.

¢) Os titulos sio representados pelo reciproco da maior diluigdo das suspenéaes bacterianas gue ainda mostravam MHMR
positiva.

d) Reagao negativa.

Ly



FIGURA la - Fotomicrografia de aderéncia as cé-
lulas HeLa da amestra de VTEC 55/3

cultivada a 37¢C.
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FIGURA la -

Fotomicrografia de aderéncia as cé-
lulas HeLa da amostra de VTEC 55/3
cultivada a 37¢C.
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FIGURA lb - Inibigao da aderéncia ds  células

HeLa da amostra de VTEC 55/3
antissoro anti-EAF44,

por
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FIGURA 2a - Eletromicrografia da émostra de
VTEC 55/3, cultivada a 379C em
MMS. As bactérias foram cora-
das negativemente com acido fos

fotungstico.
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FIGURA 2b - Eletromicrografia da amostra de
VTEC 55/3, cultivada a 169C por
72 horas em MMS. As bactérias
foram coradas negativamente com

acido fosfotungstico
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TABELA 4. Semi-purificagdo do antigenc de ader@ncia EAF44 da amostra de VTEC 55/3

Proteina Atividade Atividade
Totala Tetal b Especifica Atividade Recuperacgao
{mg) {U-MHMR) (U-MHEMR/miy) Relativa (%)
Extrato Bruto® 960,0 19.200,0 20,0 1 : 100
Precipitagdo com (NH,) .50,
(saturagao)

0 - 25% 6,3 15.750,0 2.500,0 125 : 80,8

25 - 45% 18,5 3.862,5 208,13 {10,4)

45 - 65% 25,3 960,4 38,0 ) {1,9)

65 - 80% ' . 5,9 60,0 10,1 (0,5
DoC soliverd 3,4 10.240,0 3.012,0 150,6 53,3

a)
b}
c)

4)

Determinado por métode descrito por Hartree [50}.
Uma unidade & definida como maior diluigdec do material que ainda era capaz de aglutinar as hemicias humanas.
Scbrenadante cbtido pela homogeneizagdo de suspensodes bacterianas.

O material precipitado com 25% de saturagdc do sulfato de aménio foi tratado com desoxicolato de sddic (DOC).

A



FIGURA 3a - Imunodifusao em gel dos anti-
genos de aderéncia EAF44 (1)
F4(2);F5(3);"F41" (4) e "F42"

(5), frente aos antissoros ho

logo e heterdlogos. antisso-

ros anti-EAF44 (a);anti-F4 (b);
anti-F5(c) ;anti-"F41" (d) e

anti-"F42" (e).
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FIGURA 3b - Imunoeletroforese dos antigenos

de aderdncia EAF44 (1) ;"F41" (2)e
"F42" (3) frente antissoros homo
logo e heterdlogos: antissoros

anti-EAF44 (a), anti-"F41"(b) e

anti-"F42",
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FIGURA 4a - Fotomicrografia de corte histoldgico
do intestino grosso de coelho inocu-
lado com amostra de VTEC 55/3 em al-
¢a ligada. Notar alteragoes do epi-
télio de revestimento, em especial
picnose nuclear e degeneragao celu-
lar (Seta). Coloragao HE.

Aumento 640 X

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
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FIGURA 4b - Fotomicrografia de corte

histoldgico do intestino
grosso de coelho inocula
do com amostra de VTEC
55/3, emalaca ligada.
Observar desorganizagao
no epitélio de revesti-
mento e terco superior
das glandulas de Lieber-
Kthn (GL). Coloragao HE.
Aumento 400 X.
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DISCUSSAO

Embora ainda nao se disponha de uma evidéncia di-
reta de gque a VT seja um dos fatores responséveis por doen-
¢cas entéricas, tanto no homem como em animais, como ja esta
estabelecido paralas éntérotoxinas STs eILTs de E. ¢oli do
grupo ETEC, varios estudos epidemioldogicos e experimentais
com amostras de VTEC de origem humana (13,14,54,67,100,105)
e animais (10,11,55,56,67,69,101,102,103,107) sugerem, for

temente, de que a VI deva possuir uma fungao biolGgica ana-

loéa 5 da toxina de Shigella dysenteriae, ou seja, inibicao

da biossintése de proteinas e degeneragac de células da mu-
cosa intestinal, com consequente inflamagao e diarréia (87).
A semelhanga do gque ocorre com Os colibacilos'ddgrupoETEC,
a aderéncia de amostras de VTEC as células epiteliais do in
testino do homem e animais & proﬁavelmente indispensavel pa

ra que ocorra diarréia nos individuos susceptiveis.

Na atualidade, quando sao estudados os diferentes

mecanismos de patogenicidade, principalmente em bactérias
gram~negativas, tem sido demonstrado gue, na etapa inicial
da relacao parasito-hospedeird, nos defrontamos sempre com
o fendmeno da aderéncia da bactéria as células sensiveis
(132). Na maior parte das vezes, esta adesao tem sido me-
diada, como ja mencionamos anteriormente, por estruturas do
ti?o fimbria capazes de aglutinar em presenga de D-manose

hemacias humanas e/ou de animais. Em outros casos, cComo

-acontece com amostras de E. coli do grupo EPEC, esta aderég

cia tem sido demonstrada naoc so6 "in vitro" como in wvivo"
(13,27,72,78,105), embora nac se conheca ainda, exatamen-

te, que tipo de estrutura estaria envolvida neste processo.
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De gqualquer modo, alguns autores tém dado a esta adesina a
designagao de EAF (enteropathogenic E. coli adhesive facton

(86) .

Levando-se em consideracao estes fatos, bem como
também, as observagoes de que algumas amostras do grupo EPEC
produzem vT (2?,6?,69,72,87), adotamos éomo-raciocinio a
hipbtese de que as amostras de VTEC, por nds isoladas de be
zerros com diarréia,deveriam possuir uma adesiné semelhante

a encontrada em amostras do grupo EPEC.

Assim sendo, na presente investigacao, 4 amostras
de VTEC (55/3,494/2,494/4,495/2) entre-?O outras isocladas
de bezerros com diarréia (141) foram seiecionadas com base
na sua capacidade de microhemaglutinacgao manpse—resistente

{(MHMR} .

.Conforme verificamos em resultados (Tabela 1), as
amostras de VIEC em questao aglutinaram'somente hemécias hu
manas, demonstrando; portanto, um perfil de MHMR igual a
V-2, da classificagao feita por Evans et al (35) para as

amostras de E. coli enteropatogénicas de origem humana. Es

ta adesina, provisoriamente por nds designada de EAT44,
quando semi-purificada através de processo semelhante ao usa

do para o antigeno "F42" (71), demonstrou a mesma atividade

de MHMR,

Estes resultados sugeriém a existéncia de alguma
egtrutﬁra'presente nos sobrenadantes das culturas por nos
examinadas que, apds © procedimento especificado em Matef
rial e Métodos para sua purificagao,-ainda mantinha a capa-
cidade de MHMR frente a hemacias humanas, tamhém observada

nas suspensoes bacterianas das culturas originais por nos



59

estudadas.

Diante destes achados parecia-nos, pois, admissi-
vel supor, como allas foi demonstrado posteriormente, que
atividade de MHMR presente nas amostras de VTEC pesquisadas

era mediada por uma estrutura do tipo fimbria, com caracte-

risticas diferentés das été entao descriﬁas em E. coli do
grupo ETEC de origem animal. -Mesmo em se considerandoc due
as'amostras de ETEC de origem animal, produtoras dos anti-
genos ﬁF4l" e "F42", também aglutinaram, em titulos eleva-
dos, hemacias de origem humana (Tabela 1), verifica-se que
o} ﬁerfii de ﬁHMR destas amostras, e/ou seus antigenos semi-
-purificados, & completamente distintos do observado com o
antigeno EAF44, reforgando pois a nossa suposigao de estar-

mos diante de um novo tipo de adesina.

Os resultadbs da Tabela 2; ou sejam, agueles re-
ferentes a inibicao da MHMR (I-MHMR}, mostraram que o antis
soro anti-EAF44 inibiu especificamente apenas a MIMR ‘das
amostras de VTEC por nds estﬁdadas. Por outro lado, os an-
tissoros anti-F4, anti-F5"F41" e anti-"F42" nao inibiram a
MHMR das amostras de EAF44+, embora o fizessem, respeqtiva—

mente, com relagdo ds suspensoes bacterianas homdlogas.

Sabe-se da literatura, gue os fatores de coloni-

zagao de amostraé do grupo ETEC, em especial aqueles codi-
ficados por plamidios, tém a sua expressao "in vitro” in-
fluenciada por diferentes fatores, tais como: meio de cul-
tura, temperatura, pH, preseng¢a de glicose, alanina e ace-

tato de sodio (20,37,41,55,71,134).,

Experimentos preliminares {dados nao apresentados)

mostraram que entre os diferentes meio de cultura por nds
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analisados, o meio minimo sélido, MMS, {23) e/ou o meio de
CFA (32) se comportaram de modo  .semelhante na produg¢ao
"in vitro" do antigeno EAF44, quando detectado pela prova
de MHMR. Como o MMS utilizado tinha composicac definida,
foi o escolhido em todos os experimentos de nossa pesquisa,
em especial aqueles referentes ao estudo dos fatores que po
deriam interferir na expressao do anticeno EAF44., Em  ou-
tras palavras, € sabidc gque apresentam resultados mais con-
fiaveis, experimentos que avaliam a agao de substéncias na
exp;esséo de antigenos bacterianos} guando se utilizam para

tal meios de composicac definida.

Assim sendo, os resultados da Tabela 3 mostram a
expressao do antigeno de aderéncia EAF44, medida pela capa-
cidade de MHMR da amostra de VTEC 55/3 cultivada em MMS,

sob a influéncia de variagdes dos fatores por nods estudados.

Deste modo, a temperatura de incubag¢ao da amostfa
de VTEC 55/3 influiu decisivamente na expressao do antigeno
FAF44. Mais especificamente, somente cultivos incubados a
379C expressaram este antigeno, ao contririo das culturas
crescidas a 169C. £ interessante chamar a atengao para o
fato gque varios fatores de colonizacgao, codificados por plas
midios, descritos em amostras de ETEC, quer de origem ani-
mal, quer_de origem humana, +8m mostrado comportamentc se-
melhante guanto a influénéia da temperatura de incubacaoc das
culturas (41). Esta propriedade, alias, foi por nds utili-
zaaa hé obtengao de antissoro especifico para o antigeno
EAF44, a semelhang¢a do que tem sido feito por outros pesqui
sadores no preparo, por exemplo, de antissoros anti-antige-

nos_F4 e F5 (41,46).
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Verifica-se na mesma Tabela, gue o antigeno EAF44,
detectavel por prova de MHMR, ndo foi produzido em meio mi-
nimo, guando o pH deste estava ao redor de 5,4. Em pH su-
perior houve expressac do antigeno EAF44, sugerindocpﬂaquag
to a influéncia do pH'do meio de cultura, alpxﬁMgaade EAF44
deva comportar-se de modo semelhante ao ja relatado por van
Verseveld et al (134) e por Leite (71), respectivamente, pa
ra os antigenos F5"F41" e "F42". Os mecanismos discuti-
dos pelog primeiros autores (134) para explicar a influén-
cia do pH na expresséd dos antigencs F5"F41" envolvem con-
ceitos sobre a concentragac de biomassa bacteriana, sendo a
produgao desteé antigenos favorecida quando os niveis in-
tracelulares de polifosfato de guanosina e de .AMP ciclico
sdo baixos, sendo inibida em situagac inversa. Sem querer
detalhar em demasia nossos achados sobre influéncia do pH
na expressao do antIgeno EAF44, os resultados da presente
pesquisa sugerem, mais uma vez, similaridades entre os an-
tigenos de aderéncia das amostras do grupb ETEC de origem

animal e do grupo VTEC, EAF44%*,

- Na Tabela 3, vemos ainda que no MMS sem glicose
nao houve.produgéo do antigeno EAF44 pela amostra VTEC 55/3.
Por outro lado, concentragoes de glicose entre 0,1 a 1,0%
promoviam a expressao do antigeno EAF44 péla mesma amostra
de VTEC, cultivada em MMS incubada a 379C por 24 horas. Se
consultarmos a literatura sobre a influéncia da glicose na
expressac, por exemplo, do antigenc F5 veremos que existem
dados contraditdrios. Assim sendo, Isaacson (55) relatou
gue 0,5% deste carboidrato inibia a produgao do antigéno F5,
eﬂquanto Francis et al (37) verificaram que a expressao des

te antigenc "in vitro", ndc era inibida por concentragoes
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de glicose de até 1,0%. Uma analise mais detalhada dos tra
balhos desenvelvidos por Isaacson (55) e Francis et al (37)
permite verificar que estas disparidades talvez possam ser
explicadas pelo fatc destes autores terem utilizados meios
de cultura diferentes, em suas pesquisas. Na realidade,
nossos resultados, guanto a influéncia da glicose na expres
sao do antigeno EAF44,se aproximam bastante dos achados de
Francis et al (37) e Leite_(?l}. Como nds, estes autores
utilizaram o meio minimo para estudar efeito da glicose res
pectivamente, na expressac dos antigenos F5 e "F42", obten-

do dados semelhantes aos conseéﬁidos com o antigeno EAF44.

.De Graaf et al (20} e Contrepois et al (15}, con-
firmando trabalho anteriof de Isaacson f55)} relataram que
a concentragac de 1 mM de L-alanina adicionada ac MMS repri
mia a biossintese do antigenc F5. Recentemente, Leite .{71)
ohservou que este aminoacido também inibia a producao do an
tigeno "F42". Ro que tudo indica, & provavel que inibigao
da produgao "in vitro" dos antigenos F5 e "ﬁ42“ pela L~ala-
nina se dé por mecanismos semelhantes. Segundo Isaacscon
(55}, a L-alanina nao afetaria diretamente a regulacgao gé
nica da sintese de F5, mas, atuaria, indiretamente, scbre a
membrana bacteriana, a qual tem papel ativo na biossintese

deste antigeno.

No que tange ao antigeno EAF44, nao conseguimos
detectar  nenhuma influéncia da adicao de DL-alanina ac MMS.
Nos estudos por nds realizados guanto aos fatores que afe-
tam a produgdo "in vitro" de outros antigenos de aderencia,
em especial F4,F5 e "F41", esta foi, por assim dizer, a pri
meira e {nica discorddncia por nés observada. Em outras pa

lavras, mesmo concentragoes elevadas (10 mM) de DL-alanina
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nao tiveram nenhuma influéncia na producdc do antigenc EAF44,
detectdvel pela prova de MHMR: Provavelmente, a producac
do antigeno EAF44 deva ocorrer por via metabdlica diferente

daquela citada para os antigenos F5 e "F42" (20,71).

Finalmeﬁté, ainda na Tabela 3, verificamos que a
adigac ao MMS de éoncéntfaqaes crescentes de acetato de s&-
dic, que variaram entre 5 a 100 nM, foram capazes de inibir
de modo inversamente proporcicnal a expressao do antigenc
EAF44, que foi totalmente1reprimida na concentragao de
100 mM deste sal. Resultados semelhantes foram obtidos por
Fréncis et ai (37) e por Leite (71), respectivaﬁente, para
os antigenos F5 e "F42". O mecanismo pelo qual o acetato
de s0dic afeta biossintese ndo s& de F5 como  também de
"F42", e EAF44 & desconhecido. Embora no terreno especula-
tivq, a hipbtese lancada por Francis et al (37), em relégéo
a influéncia do acetato de sddio na expressac do antigenoc
F5, nao deixa de ser intereésante e talvez aplicavel acs de-
mais antigenos de aderéncia em especial aos antigenos "F42"
e EAF44. Segundo estes autores, a produgéo do antigeno F5
s0 & vantajosa para os colibacilos ETEC. enguanto é bacté-
ria estiver presente no intestino delgade de um animal.
Provavelmente, por mecanismos de éuto—regulagao, estes co-
libacilos evoluiram no sentido de suprimir a biossintese
do F5 e, consequentemente, conservar energia e nutrientes
quando a expressao do mesmo ndo fosse necess@ria. Assimsen
do, guando fora do hospedeiro, uma reducao da temperatura
do ambienfe ou o acimulo de produtos da fermentacao como por

exemplo, o acetato de sddio, poderiam funcionar como um si
nal" para a bactéria no sentidoc de gue ela nac mais estd em
seu hospedeiro. Em outras palavras, a presenc¢a do acetato

de sbdio, provavelmente por um mecanismo do tipo "Feedback”
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levaria os microrganismos a nao mais sintetizarem este an-
tigeno de aderéncia. Diferencgas, de natureza quantitativa,
por nds encontradas gquanto a necessidade de uma maior qguan-
tidade de acetato de sddio para inibir a produgéo de EAF44,
quando comparada com a de "F42" (71), sdo dignas de mengac,
uma vez gque concentragBes iguais ou inferiores a 5 mM de
acetato de sddio inibiram a producac de "F42", ac passo que
foram necessarios pelo menos 25 mM do mesmo sal, para se ob
servar um decréscimo na producac de EAF44 {Tabela 3). Na
realidade, a concentracdo inibitdria minima de acetato de sO
dio para o antigenoc EAF44 foi pelo menos 20 vezes maior do
que aquela observada péra o antigeno "F42" (71). Apesar das
hipbteses levantadas sobre um provavel mecanismo do tipo
"reedback" para explicar a influéncia do acetato de sddio
na expressac do antigeno EAF44, nao encontramos Jjustifica-

tivas para as diferengas guantitativas acima citadas.

Os testes de aderéncia "in.vitro", utilizando cé&-
lulas HelLa e/ou HEp-2 tém sido intensamente usados para es-
.tudar as adesinas presentes em colibacilos do grupo ETEC
(41,140) e mais recentemente, do grupo EPEC (3,13,16,67,75,
86,112,138). Assim sendo, Scaletsky et al {112) observaram
que cultivos de colibacilos do grupo EPEC colocados em con-
tatos com células HeLa apresentavam aderéncia, principalmen
te do tipo localizado (AL), formando microcoldnias em cer-
tas 5reas das células HeLa. Por outre lado, as amostras de
E. coli de outros sOrogrupos, ainda que pertgncentes, por
exemplo ao grupo ETEC, guando aﬁresentavam o fendmeno de
aderéncia as mesmas células,o faziam difusamente, isto a,

se fixando em toda superficie da célula (AD) (112,132).
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| Considerando-se que as amostras do grﬁpo EPEC, se
gundo alguns autores (27,67,72,87) teriam na produgéocﬁaVT
uma explicacao para a etiopatogenia da diarréia por elas can
sadas e, lembrando que as 4 amostras de E. coli VT+;xn:n65
isoladés de bezerro com diarréia.foram classificadas como
pertencentes ao sorogrupo 0125 (enquadrado no sorogrupo de
EPEC) , nossa expectativa éﬁidecmxags téstes de aderéncia as
células Hela, com as nossas émostras de VTEC, dessem uma ade

réncia do tipo AL.

Contudo, nossos resultados referentes acs testes
de aderéncia as células HeLa mostraram gue essa era db-tipo
AD (Figura la), contrariando, portanto, pelo menos aparen-
temente, o exposto acima quanto a importancia da aderéncia
localizada para amostras de colibacilos do grupo EPEC. Uma
analise mais detalhada-do.trabalho de Nataro et al (86),
permite verificar que os mesmos, embora tenha trabalhado com
apenas uma amostra de drigem_humana pertencente a0 sorogru-
po 0125, observaram também gue a mesma era dotada de ade-
réncia do tipo AD. Este dado, ainda gue obtidc com apenas
uma amostra do sorogrupc 0125, é compativel com os por nos
conseguidos em relacaoc a amostra de VTEC 55/3, os quais po-
dem ser extrapolados com base nos resultados da MHIMR e I-MHMR
para os demais amostras, de VTEC estudadas. .Por outro la-
do, apesar da maior importancia que se tem atribuide a AL
-para amostras do grupo EPEC (132), & importante ressaltar
que a AD continua sendo investigada, em amostras de EPEC,
tao intensamente quanfo a AL. Tanto isso & verdade, gue ja
se sabe que estas'prdpriedades (AL e AD) sao provavelmente
codificadas por plasmidios de peso molecular de 55 a 70 MDal
(86). Knutton et al (66,67) recentemente confirmaram que

a adesao as células HEp-2 por uma amostra de E. c¢oli do so-



66

rogrupce 0127 era codicifada por plasmidios de 60 MDal., cu-
ja perda ocasionava a incapacidade desta bactéria aderir a

cé&lulas HEp-2.

Quer se tréte de AL, quer AD, até recentemente,
conforme ja mencionamos, se desconhecia que estruturas po-
deriam estar envol#idag nestes.fenémenos de aderéncia; Foi
portanto, com alguma surpresa, que verificamos, conforme ve
remos a seguir, ser aderéncia difusa por nds observada em
amostras de VTEC de origem bovina, mediada por uma estrutu-
ra do tipo fimbria cujas caracteristicas preliminares tais
como MHMR, I-MHMR por soro especifico,'influéncia da tempe-
ratura na expressao do antigeno EAF44, etc., sugeriam estar

mos diante de uma nova adesina.

Esta hipOtese foi ainda mais reforgada quandoc ob-
servamos que esta aderéncia, do tipo AD, as células HeLaera
manose-resistente e gque o antissoro anti-EAF44 a inibia es-

pecificamente (Figura 1b) .

Contrariandc o que se conhecia estruturas envol-
vidas na-aderéncia do tipe AL, observada em amostras do gru
po EPEC, Knutton et al (66,67) ja citados, utilizando célu~
las HEp~2, descreveram.um plasmidio (PMR2Z) que codifica um
antigeno gque promove a adesao da amostra E2348 (sorogrupo
0127) 4&as ceélulas HEp-2, sugerindo, estes mesmos autores, O
que em nossa opinidoc & importante, ser esta adesina possi-

velmente uma fimbria.

Em se admitindo esta possibilidade, isto &, da AL
em amostra do grupo EPEC ser mediada per uma estrutura do
‘tipo fimbria, ndao seria de se estranhar, como demonstramos

em nossa pesquisa, que AD em amostras de VIEC, do sorogrupo
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do 0125, isolada de bezerros, fosse também promovida por um

antigeno com estrutura do tipo fimbria.

Os estudos realizados através de microscopia ele-
trénica; utilizando cultivos a 379C da amostra de VTEC 55/3,
~em MMS, revelaram; conforme se pode verificar na Figura 2a,
estruturas bem delicadas do tipo fimbria. As mesmas estru-
turas nao foram observadas nas culturas desta amostra cul-
tivadas & 169C, por 72 horas. Estes resultados nao deixam
dGvidas, conforme ji haviamos demonstrado através de provas
de MHMR, que a expressao do antigeno EAF44 sofre influéncia

da temperatura de incubacdc das culturas.

Estudos em andamentos, nao apresentados (W.D. Sil
veira - Comunicagaoc pessoal), sugerem fortemente que a ex-
pressac desta fimbria & provavelmente codificéda por plas-
midio._ Em se confirmando esta pesquisa, os nossos achades
nos estudos de microscopia eletrdnica sio compativels com
o que se tem verificado para outras fimbrias também codifi-
cadas por plasmidios, gque atuam como fatores de colonizagag
presentes em amostras de E. coli do grupo ETEC, quer de ori
gem animal, quer de origem humana (41). Em outras palavras,
a maioria destas fimbrias nd3o & visualizada a microscopia
elefrénica, em cultivos destas amostras inéubadas a l16eC

{41).

Nao nos foi possivel fazer um estudo comparative
sob ponto de vista estrutural, com base na microscopia ele-
trénica, entre o antigeno EAF44 e os antigenos de aderédncia
presentes em amostras do grupo ETEC. Todavia, gquando ja
haviamos terminado a parte experimental de nossa pesquisa,
ao examinarmos em detalhe o trabalho de Knutton et al (67)

sobre a presenca de adesinas em amostras de E. coli do gru-
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po EPEC (0127), percebemos uma certa analogia entre "as fim
brias™ descritas por agueles autores e o antigeno EAF44, is.
to &, em ambos os casos estas fimbrias nao se distribuem de

maneira muito uniforme ac redor das bactérias em estudo.

E importante ressaltar, contudo, que © trabalho
de Knutton et al f67)sé refere a uma amostra do grupolEPEC,
do sorogrupco 0127 que apresenta aderéncia do tipo AL em cé-
lulas HEp-2. Em nosso caso, embora as amostras de VTEC
EAF44"  tenham sido isoladés de bovino e pertenga ao soro-
grupo 0125, também enquadrado entre colibacilos do grupo
EPEC, nos testes dé aderéncia, em célﬁlas Hel.a, apresenta-
ram aderéncia do tipo. AD. Independentemente do tipo de ade
réncia a ser considerado, levando-se em conta gue amostras
do grupo EPEC, segundo diversos relatos podem produzir vT
(27,67,72,87), & 1logico admitir-se gque estas fimbrias, em
particular nos estudos por nds realizados, tenham influén~

cia na colonizag¢do "in vivo" de animais susceptiveis.

A nossa suposicao € reforcgada peld trabalho  de
Karch et al (60) que descreveram um novo antigenc de ade-
réncia d; tipo fimbria, codificado por plasmidio, em amos~-
tras do grupo EHEC, do sorotipo 0157:H7, sabidamente produ-

tora de VT (129).

Diante do eﬁposto, 0s nossos estudos utilizando a
microscopia eletrdnica deixam evidente a provavel importan-
cia do antigeno EAF44, identificado como uma estrutura do
tipo fimbria, na etiopatogenia na diarréia em bezerros por

amosfras de VTEC do sorogrupo 0125.

A conduta utilizada para semi-purificagac do an-

tigeno EAF44 pode ser considerada come eficiente para os ob
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jetivos a que nos propusemos. Assim'seﬁdo, consequimos, par
tindo do extrato bruto (sobrenadante de cultura da amostra
VTEC 55/3) um aumento da atividade relativa do antigeno
EAF44 equivalente a 156 vezes a existente na preparacgac ini
cial, com uma porcentagem de recuperagao correspondente a
53,3%(Tabela 4). Como veremos a seguir, o antigenc  EAF44
semi-purificadeo, quando usadc em provas'sorolégicés, ficou
aparentemente livre de contaminantes que pudessemreagir cru
zadamente com os antissoros preparados com os antigenos F4,

F5"F41" e "F42",

Os testes soroldogicos por nds realizados, ou se-
jam, a imunodifusao dupla {Figura 3a) e a imunceletroforese
(Figura 3b), confirmam um fato que ja havia se delineado
quando, através das provas de inibigao da MHMR verificou-se
que atividade hemaglutinante de suspensoes bacterianas das
amostras de VTEC produtoras do antigeno EAF44 s era inibi-
da por antissoro homblogo, nao se observando nenhuma inibi-
cao desta hemaglutinagéd quando foram.utiiiZados os antisso

ros anti-F4, anti-F5"F42" e anti"F42" (Tabela 2).

* Pode-se .concluir, portanto, que o.antigeno EAF44
& distinto antigenicamente dos antigenos F4,F5,"F41" e “F42",
A imunceletrofcrese ﬁostrou ainda, que a mobilidade do an-
tIgeno EAF44 era éemelhante a do antigeno "F41l", ou seja,

migrou ligeiramente para o catodo (Figura 3b).

Com base no trabalho de Pai et al (98) que estu-
daram a iﬁfecgéo experimental em coelhos com amostras de gru
po EHEC (sorotipo 0157:H7), témbém prcdutora de VT, resolQ
vemos utilizar com nossas amostras o mesmo modelo, atraves
do teste convencional de alga ligada de coelho (42). Esta

pesguisa teve como finalidade principal, nac propriamente
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verificar a colonizagac de nossas amostras de VIEC em intes
tinc de coelho, mas, sim, pressupondo gue esta colonizagao
poderia ocorrer naturalmente "in vivo" nesses e em outros
animais susceptiveis, averiguar gqual seria.o efeito_ da VT
no epitélio intestino de coelhos, utilizando para tal téc-

nicas histolbgicas.

Os resultados obtidos nao deixam dlividas quanto a
profundas alteragoes na mucosa intestinal dos coelhos ino-
.Culados,causadas por culturas da amostra de VTEC 55/3 (Fi-
guras 43 e 4bh),Entre estas alteragaes, & importante ressal-
tar;qué ocorfeu. come ja mencionamos em resultados, uma se-
vera desorganizagao.da estrutura histolGgica da mucesa dos
intestinos delgado e grosso, em especial no epitélio de re-
vestimento, que ficou resumido a pequencs agrupamentos de
células com padrao epitelidide. As gléndulas de LieberkUhn
também apresentaram modificagdo - no seu tergo su@erior e a
lamina prdpria mostrou-se témbém alterada, com & presenga

de restos nucleares.

De certo modo, as alteracoes Histolégicas por nds
observadas foram bastante semelhantes as descritas por Moxley
e Francis (83) que, trabalhando com bezerros gnotobidti-
cos,lverificaram éue uma amostra de E. coli do sorotipo
05:H, também produtofa de VT, era capaz de aderir &s micro-
vilosidade do intestino destes animais, causando degenera-
¢do dos enterdcitos bem como necrose e destruigao do epi-

télio de revestimento do intestino grosso e do ileo.

Resultados semelhantes foram relatados recentemen
te por varios autores sobre aderéncia de amostras do grupo
EPEC de origem humana a membrana de enterocitos causando des

truicac das microvilosidade do epitélio de revestimento
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(78,105,108,133}.

Em resumo, embora nio tenhamos tido a oportunida-
de de realizar inoculacao experimental em bezerros, com as
amostras de VTEC produtoras do antigenoc EAF44, todos os re-
sultados por nds obtidos sugerem gue, com as amostras por
nds estudadas, a diarréia em bezerros deva ter ocorrido co-
mo consequéncia de: a) colonizagao do intestino destes ani
mais pelos colibacilos em questac e b) producao "in vivo"
da citotoxina VT. Mais especificamente, considerando-se que
nac nos foi possivel, nestas mesmas amostras, detectar ou-
tro antigeno de aderéncia gue n3o o EAF44, tal colonizagao
deve ter sido mediada pelo antigeno EAF44. Como as amos-
tras em questéo-néo eram produtoras nem de LT nem de STa
{141) , diante dos nossos achadés histoldgicos. em coelhos e,
levando-se em consideragao outros relatos da literatura so-
bre.atual importancia da VT na etiopatogenia das diarréias
em animais e no homem (12,14,27,72,74,76,78) & altamente
provavel que os casos de diarréia em bezerros por nés rela-
tados (141) tenham tido como etapa inicial, a colonizagao
dos intestinos desses animais mediada pelo antigeno EAF44,
atuando como fator determinante da diarréia a produgac de

VT.

Estudos a serem levados a efeito posteriormente,
envolvendo a purificac¢ac do antigeno EAF44, a natureza da
sua codificacao e provavelmente a infecgao experimental em
bezerros que nao tenham mamado o colostro fornecerao, sem
dtvida, subsidios para se esclarecer definitivamente a in-
portancia deste antigenoc na etiopatogenia da diarréia de be

+
zerros por amostras VIEC EAF44 .
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-Como conclusao, ficou evidente, na presente pes-
quisa, a descrigao de um novo antigeno de aderédncia do tipo
fimbria, bioldgica e sorologicamente diferente dos fatores
de colonizagao F4,F5,"F41" e "F42", Por outro lado, tanto
quanto saibamos, no que concerne as amostras de VTEC de ori
gem bovina, a descrigac deste antigeno & original, n3c se
encontrando na literatura observagaes semelhantes quanto a
presenga de antigenos de aderéncia dotipo fimbria em amos-

tras de VTEC de origem animal.



RESUMOS E CONCLUSOES

Entre 70 amostras de Escherichia coli veroéitoto—

xigénicas (VTEC) isocladas de bezerros com diarréia foram
selecionadas 4 (55/3, 492, 494/4, 495/2), sorologicamente
identificadas como_peftencentes ac sorogrupo 0125, que quan
do examinadas pela prova de micrdhemaglutinagéo manose-re-
sisteﬁte (MHMR) foram capazes de aglutinar apenas hemacias
humanas. Este dado sugeria a possibilidade de quetxﬁjsamog
tras fossem produtoras de um aptigeno de adeféncia, por nos

designado provisoriamente de EAF44.

Suspensoes bacterianas destas amostras cultivadas
em meio minimo sdlido (MMS), incubado a 379C, e/ou o antige
no EAF44 semi-purificado obtido a partir destes cultivos,
foram estudados através de diférentes.procedimentos que in-

cluiram:

a) Atividade MHMR comparada com a descrita para outros fa-
tores de colonizacao tais como: F4,F5,"F41" e "F42";

.

b) inibicao da MHMR, usando-se antissoros homdélogos e he-

terdlogos para os antlgenos acima mencionados;

c¢) fatores que poderiam influenciar na expressao do anti-
geno EAF44 "in vitro", utilizandec-se para tal, a prova
dé MHMR frente a hemacias humanas e/ou microscopia ele
tronica. Entre esses fatores selecionamos: temperatura
de.incubagéo das .culturas, variagao de pH dc meio de
cultura (MMS) e, adicac a este de, compestos tais comos

glicose, acetato de s0dio e DL-alanina;
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g)

h}
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teste de aderéncia ds células Hela em presenca de D-ma-
nose da amostra de VTEC 55/3 cultivada a 379C e a 169C.

Inibicao desta aderéncia com antissoro anti-EAF44;

estudo através da microscopia eletrdnica da amostra de
VTEC 55/3 produtora de antigeno EAF44, com a finalidade
de identificar na mesma a presenca de estruturas do ti-

po fimbria;

]

semi-purificagao do antigeno EAF44, usando-se técnicas

" semelhantes 3s descritas, com este cbjetivo, para ou-

_ tros antigenos de aderéncia;

estudos das relaQBes antigénicas entre o antigeno EAF44
e outros fatores de coloniiagéo (F4,F5,"F41" e “F42"),

descritos em amostras E. c¢eoli enterotoxigénicas (ETEC)

de origem animal;

pesquisa, através de teste de alga ligada de coelho, de
possiveis altera¢des histoldgicas causadas pelas amos-
tras de E. coli 55/3, produtora do aﬁtigeno EAF44 e de

verocitotoxina (V7).

Os principais resultados e conclusoes decorrentes

destes estudos podem ser assim resumidos:

1}

As amostras de VTEC, isoladas de bezerros com diarréia
e éor'nés estudadas, foram capazes de aglutinar, espe-
cificamente, na presenca de D—manose, apenas hemacias
humanas. Resultados semelhantes foram obtidos com c
antigeno EAF44 semi-purificado. Este perfil de MHMR mos

trou ser totalmente distinto dos descritos para outros
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fatcores de colonizagao, mas GSpecificamente-F4,F5,"F4l"

e "F42",

Os testes de inibigaoc de MHMR mostraram que apenas an-
tissoro anti~EAF44 foi capaz de inibir efetivamente a
hemaglutinacao dgs amostras de VTEC (55/3,494/2,494/4,
495/2), sugerindoc, portanto, que o antigenc em questao
era antigenicamente diferente éos demais fatores de co-

lonizagao por nds estudados.

Entre os fatores que poderiam influenciar na expressao

do antigeno EAF44 "in vitro" foi verificado que:

3.1. A produgao do antigeno EAF44, quando medida  por
teste MHMR e verificada através da microscopia
eletrdonica, foi inibida quando cultura da amostra
VTEC 55/3 era incubada a 169C. Ao contrario, em
cultivos incubados a 379C houve producdo do anti-
geno EAF44. Estes resultados sac bastante seme- '
lhantes aos observados com outros fatores de co-
lonizagao, codificados por plasmidios  presentes

em amostras de ETEC de origem animal.

3.2. A.adigao de glicose, ao MMS, a semelhanga do que
ocorre como antigeno "F42" & necessario para‘eﬁ
pressao deste antligeno, detectavel pela prova de

MHMR.

3.3. A adicao de DL-alanina ao MMS ndo interferiu na
produgac do antigeno EAF44 em culturas da amostra
de VTEC 55/3, quando'examinada pela prova de MHMR.

Estes resultados sac contrarios aos observados com
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os antigenos F5,"F41" e "F42" cuja producio foi

inibida por este aminodcido.

3.4. A producdo do antigeno EAF44, mediada pela prova
de MHMR, foi inibida por acetato de sddio adicio-
nadec ao MMS na concentragao de 100mM. Estes re-
sultados foram parcialmente semelhantes aos obti-
dos. com relagao ao antigeno "F42" que, cuja pro-
dugéo, embora iniﬁida por este sal, ocorreu em con

centragoes menores.

3.5. Culturas da amcostra de VTEC 55/3 cultivadas em MMS
com pHs que variaram entre 5,4 a 8,2 mostraram, a
semelhanca do que ja foi relatado-para os antige-
nos F5 e "F42", que a producao do antigeno EAF44,
também examinada pela prova de MHMR, nac ocorreu

em pH acido.

Os resultados obtidos nos testes de aderdncia as células
HelLa da amostra de E. c¢oli 55/3 cultivada a 379C, mos-
trou uma aderéncia do tipo difuso, mesmo na presenga de
D-manose. O teste de inibigao de aderéncia frente a
antissofo anti-EAF44 demonstrou gque este fendmeno efa

efetivamente causado pelc antigeno EAF44,

Os estudos de microscopia eletronica, aliados a outros

dados referentes a MHMR e aderéncia a células Hela e

" respectiva inibicao destas propriedades por antissoro

anti-~-EAF44, mostraram que este antigeno era constituido
por uma estrutura do tipo fimbria, cuja expressao ocor-

ria em cultivos incubados a 379C, sendo porém, inibida



77

quando a temperatura de incuybagao era 169C. Estes dados

sao semelhantes aos relatadds para outros fatores de co
lonizag&o, presentes em amostras de E. coli do grupe

ETEC de origem humana e animal.

Os testes de imunodifusao dupla e imunceletroforese pro
varam, que o antigeno EAF44 & antigenicamente diferente
dos demais fatores de colonizacgac incluldos na presente

pesquisa, ou seja, F4,F5,"F41" e "FP42",

A inclus3o do teste de alca ligada em coelhos, no estu-
do da amostra de E. coli 55/3 produtora de VT e do an-
tigeno EAF44, partiu do pressuposto de que este antige-
noc de aderéncia & na realidade, um provavel fator de co
lonizacao para os bezerros suceptiveis. Este ensaio te
ve, portanto, como cbjetivo, pelas caracteristicas do
teste, averiguar uma agéo direta.da VT sobre o epitélio
intestinal destes animais. Entre varias alteragoes ob-
servadas foi relevante o achado histoiégico de uma se-
vera desorganizacao da eStrutura da mucoéa do intestino
delgado e do intestinoc grosso, em especial no epitélio
do révestimento. Foram observadas ainda alteragoes na
lamina propria da mucosa, caracterizados por restos nu-
cleares. Estes achados foram semelhantes a outros re-
latos da literatura sobre experimentos "in vivo” reali-

zados com amostras de VTEC de origem humana e animal.

Finalmente, diante de todos os resultados por nds obti-

dos, podemcos afirmar gque as. amostras de VTEC, . isocladas

‘de bezerros com diarréia, pertencentes ao sorogrupo 0125

- produzem um antigeno de aderéncia do tipo fimbria, se-

melhante em varias propriedades aos antigenos F5,"F41"
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e "F42", porém, distinto destes, sob o ponto‘ de vista
antigénico. Ao que nos consta, € este o primeiro rela-
to na literatura sobre a existéncia de um antigeno de
aderéncia com estas caracteristicas em amostras de E. co

1li do grupo VTEC isoladas de bezerros com diarréia.
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