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RESUMO

A bactéria Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) € um patégeno que causa prejuizos a
pecuaria por provocar diarréia em suinos e bovinos recém-nascidos. A maneira mais
eficiente para a prevengdo de doencas infecciosas continua sendo a vacinag@o e uma das
novas abordagens no desenvolvimento de vacinas é a utilizagdo de microrganismos
atenuados como carreadores de proteinas heterologas. A bactéria Salmonella sp possui a
capacidade de invadir e proliferar em érgdos, estimulando assim de forma mais eficiente o
sistema imunolégico do hospedeiro. Linhagens de Salmonella typhimurium infectam
camundongos e estdo sendo utilizadas como modelo para o desenvolvimento de vacinas.
Neste trabalho foi clonado o operon da fimbria K89 de Escherichia coli enterotoxigénica em
uma linhagem de Salmonella typhimurium atenuada por delegbes duplas nos genes da
adenil ciclase (cya) e do receptor do AMP ciclico (crp). A estabilidade plasmidial foi obtida
pela utilizagdo do sistema letal balanceado baseado no gene asd. A linhagem x3987-K99
obtida expressou a fimbria K99 in vitro, quando cultivada em meio LB liquido com aeragao.
Além disso, a expresséo da fimbria K99 heteréloga ndo prejudicou a capacidade de invasao
e persisténcia em placas de Peyer e bago de camundongos BALB/c. A analise dos titulos de
imunoglobulinas produzidas pelos camundongos inoculados com uma unica dose via oral,
revelou que a linhagem x3987-K99 foi capaz de estimular uma resposta sérica anti-K99 e
anti-Salmonella. Estes resultados recomendam a utilizagcdo da linhagem x3987-K99 para

avaliagdo de sua protegdo imunoldgica.



ABSTRACT

Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) is an important pathogen capable of causing disease
in a great variety of animal species, including piglets and newbormn calves. Vaccination
continues to be an effective tool in the prevention of infectious disease. One of the new
strategies in vaccines development is the use of attenuated microorganism as carriers of
recombinant proteins. Sa/monella sp have the ability to invade and to proliferate in organs,
getting to stimulate in a more efficient way the host immune system. Salmonella typhimurium
strains infect mice and they are being used as a model for vaccines development. In this work
we cloned the ETEC K99 fimbriae operon in a Salmonella typhimurium strain attenuated by
double deletions in adenil ciclase (cya) and cyclic AMP receptor protein (crp). Plasmidial
stability was obtained by use of balanced lethal system based on asd gene. Our results
shown that strain x3987-K99 when cultivated in liquid LB medium with aeration expresses
K99 fimbriae in vitro. Besides, invasion ability and persistence of BALB/c mice Peyer's
patches and spleen was not affected by expression of recombinant K99 fimbriae in this strain.
A single oral immunization of BALB/c mice with strain x3987-K99 elicited elevated titers of
anti-K99 and anti-Sa/monella responses in serum. These results recommend the use of
x3987-K99 strain in an evaluation study of protective immunity.
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Introdugdo geral 2

A bactéria Escherichia coli € o microrganismo anaerébio facultativo predominante na
flora normal de mamiferos e aves, desempenhando importante papel na manutengao da
fisiologia intestinal (Drasar & Hill,1974). Entretanto, algumas linhagens podem tornar-se

patogénicas a diversos hospedeiros, pela expressao de fatores de viruléncia.

O grupo de Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) é um dos agentes infecciosos
principais nas diarréias de animais. A patogenicidade destas amostras esta ligada a
producdo de diferentes fatores de viruléncia como fimbrias e toxinas. Uma das fimbrias
mais comuns encontradas em ETEC para bovinos, suinos e ovinos é a K99. Dentre as
toxinas normalmente associadas a infecgbes intestinais, a termo-estavel e pouco
imunogénica ST-l & predominante (Gaastra & de Graaf, 1982). O controle das infecgbes
causadas por este tipo de patégeno tem sido feito através de vacinagdao com bactérias
mortas (bacterinas), bactérias atenuadas por métodos fisico-quimicos ou pela inoculagédo de
toxinas antigénicas importantes na patogenicidade, purificadas e modificadas (toxdides).
Entretanto, esses métodos mostraram-se pouco eficientes (Isaacson,1985; Porter et al.,
1974).

O estudo molecular dos mecanismos de patogenicidade e fatores de viruléncia,
aliado ao aprimoramento de técnicas que permitem a manipulagdo genética, levou a uma
nova abordagem no desenvolvimento de vacinas. A construgdo de sistemas carreadores de
epitopos antigénicos e a utilizacdo de linhagens atenuadas através de técicas de biologia
molecular sdo alguns dos caminhos promissores para o desenvolvimento de vacinas mais
eficientes e, certamente, mais seguras. Nos principais centros de desenvolvimento de
vacinas do mundo, estudos ja permitiram avangos na constru¢io de sistemas carreadores e
na atenuagdo molecular de algumas espécies de bactérias, como por exemplo Vibrio

cholera (Kaper et al., 1995) e espécies do género Salmonella (Chatfield et al., 1989).

Deste modo, a clonagem e expressdo da fimbria K99 de Escherichia coli
enterotoxigénica em uma linhagem de Salmonella typhimurium atenuada por dele¢éo nos
genes cya e crp pode contribuir para o desenvolvimento de vacinas multifatoriais. Para isso,
foram analisadas a persisténcia em tecidos e a produgido de anticorpos em modelo

murinico.
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1. Caracteristicas de Escherichia coli

Escherichia coli (Escherich,1885) & uma bactéria gram-negativa pertencente a
familia Enterobacteriaceae, sendo considerada o anaerdbio facultativo predominante na
flora bacteriana normal de mamiferos e aves, desempenhando importante papel na
manutencio da fisiologia intestinal (Drasar & Hill, 1974). Entretanto, algumas linhagens
podem apresentar fatores de viruléncia, tornando-se muitas vezes patogénicas ao
hospedeiro.

A superficie da célula de Escherichia coli possui antigenos que estimulam reagdes
imunoldgicas e que sao, normaimente, utilizadas para a identificagéo sorolégica da amostra
e diferenciacio entre linhagens patogénicas e nao patogénicas. Dois dos antigenos mais
utilizados com esta finalidade sdo o somatico (O) e o flagelar (H). Os antigenos somaticos
O s3o lipopolissacaridios termo-estaveis complexos, constituintes da membrana externa,
enquanto o antigeno flagelar H possui natureza protéica e é termo-sensivel (Gaastra & de
Graaf, 1982). Os fatores de viruléncia sdo responsaveis pelas infecgdes intestinais
causadas pelas bactérias patogénicas, como diarréias agudas em mamiferos; além das
infeccdes extraintestinais, como meningite, cistite e pielonefrite em humanos e infecgdes

respiratorias em aves (Levine, 1984).

As linhagens de Escherichia coli que causam infecgdes intestinais podem ser
classificadas em cinco categorias principais, de acordo com as caracteristicas clinicas
observadas nas sindromes diarréicas, propriedades de viruléncia, tipo de interagdo com a
mucosa intestinal, diferencas epidemiolégicas apresentadas e sorogrupos especificos:
Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC),
Escherichia coli enteropatogénica (EPEC), Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) e
Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) (Mathewson, et al., 1985; 1986; Levine, 1987,
Nataro & Kaper, 1998). As linhagens que causam infecgdes intestinais apresentam algumas
caracteristicas comuns mesmo quando classificadas em grupos diferentes: (i) os fatores de
viruléncia principais geralmente sdo codificados por plasmidios, (ii) existe uma interagéo
caracteristica com a mucosa intestinal do hospedeiro, (iii) ocorre a produg¢ao de toxinas e
(iv) as linhagens s8o agrupadas em determinados sorogrupos O:H (revisado por Levine,
1987; Nataro & Kaper, 1998).
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1.1. Escherichia coli enterotoxigénica para animais (ETEC)

O grupo das Escherichia coli enterotoxigénicas (ETEC) € responsavel por causar
diarréia em humanos e em animais recém-nascidos, principalmente em paises com baixo
desenvolvimento sdcio-econdmico. Nestas regides € comum ocorrerem duas a trés
infeccbes causadas por ETEC durante os trés primeiros anos de vida das criangas. Foi
verificado que em animais a bactéria Escherichia coli enterotoxigénica é o agente causador
de cerca de um tergo das diarréias em leitbes recém-nascidos (Séderling & Moliby, 1978). A
infeccdo por ETEC ocorre através da ingestdo, pelo hospedeiro, de alimentos ou agua
contaminados. No aparelho digestivo, estas bactérias colonizam a por¢ao proximal do
intestino delgado (Hinson & Willians, 1989) e produzem enterotoxinas responsaveis pela
sindrome diarréica (Betley et al., 1986).

1.2. Enterotoxinas

As toxinas produzidas por Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) sao

classificadas em dois tipos: toxina termo-labil (LT), capaz de ser inativada com aquecimento

a 60°C por 30 min e toxina termo-estavel (ST), ativa mesmo apds ser submetida a
aquecimento a 100°C por 15 min. (Smith & Gyles, 1970; Scotland, 1988).

1.2.1. Enterotoxina termo-labil (LT)

A enterotoxina LT € uma proteina imunogénica de alto peso molecular (85 KDa a
90 KDa) composta por uma subunidade A e cinco subunidades B (Levine, 1984). A
subunidade B permite a ligagdo da holoenzima a membrana dos enterécitos pela interacao
com o gangliosidio GM1 a superficie epitelial e glicoproteinas (Holmgren,1973; Holmgren et
al.,1982). Apo6s a ligagédo da subunidade B, a subunidade A é clivada em dois polipeptideos,

sendo que um deles (A1) é internalizada e tem a capacidade de estimular a adenil ciclase

por sua atividade ADP ribosilante (Gill & Richardson, 1980). Por isso ocorre um acumulo de
AMP ciclico, que causa uma secregao de fluidos ricos em eletrélitos pelas células da cripta
e decréscimo da absorgao de liquidos pelas células da base das vilosidades. O resultado

desta secre¢ao € a origem de um quadro clinico diarréico (Levine, 1984).
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A enterotoxina LT € muito semelhante a toxina colérica (CT) em estrutura, atividade
bioldégica e determinantes antigénicos e, além disso, os genes codificadores das duas
toxinas mostram alto grau de homologia (Smith & Sach, 1973; Clements ef al., 1980; Dallas
& Falcow, 1980; Betley et al., 1986; Yamamoto et al., 1987).

Duas formas diferentes de LT (LTh e LTp) foram encontradas em bactérias isoladas
de humanos e suinos, respectivamente. As subunidades B das duas formas diferem em 4

dos 103 residuos de aminoacidos, e as subunidades A4 diferem em 1 dos 194 residuos

(Dykes et al., 1985; Yamamoto et al., 1987).

Uma forma variante de LT (LT-ll) foi isolada a partir de fezes de bufalos com diarréia
na Tailandia e apresenta atividade biolégica semelhante a LT-I, apesar de ndo ser
neutralizada por anticorpos anti-LT-l ou anti-CT (Green et al., 1983; Pickett et al., 1986). Os
genes que codificam a LT-ll parecem estar localizados no cromossomo bacteriano e
produzem uma proteina de peso molecular de 87 KDa composta por duas subunidades, A e
B (Holmes et al., 1986; Pickett et al.,, 1986). Duas variantes da toxina LT-ll (LT-lla e LT-lIb)
foram descritas por Guth et al. (1986).

1.2.2. Enterotoxina termo-estavel (ST)

Assim como a toxina LT, a toxina ST possui dois tipos principais denominados ST-I
(ou STa) e ST-ll (ou STb) (Whipp et al.,1981).

A toxina ST-l € um pequeno polipeptideo com imunogenicidade reduzida, a menos
que esteja acoplada a uma proteina carreadora (Klipstein, et al., 1982). ST-l é soluvel em
metanol, ativa no modelo do camundongo recém-nascido e exerce sua atividade biolégica
através da estimulagao da guanilato ciclase, elevando os niveis intracelulares de GMP
ciclico (Hughes, et al.,1978; Pickett et al., 1986). A ativacao da guanilato ciclase altera a
membrana dos enterdcitos e resulta numa elevada secre¢do de fluidos com consegliente
diarréia (Field ef al., 1978).

Verificou-se posteriormente, com a utilizacdo de sondas especificas, que dentro do

grupo ST-I existem dois tipos de toxinas: uma denominada STa1l ou STp, por ter sido
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descoberta em Escherichia coli patogénica para suinos, e outra denominada STa2 ou STh,

identificada em amostra patogénica para humanos (Moseley et al., 1983).

A toxina ST-1 é sintetizada como uma forma precursora de 72 aminoacidos, que
apOs a maturagdo, origina pequenos peptideos que possuem 6 residuos de cisteina e
apresentam 3 pontes dissulfeto, essenciais para a configuragéo tridimensional da forma
ativa ( Guerrant et al., 1980; Chan et al., 1981, Gariepy et al., 1987).

As formas ativas das toxinas STh e STp séo constituidas, respectivamente, por 19 e
18 residuos de aminoacidos (Field et al., 1978; Frantz et al., 1984, Gariepy & Schoolnik,
1986). Estas seqiéncias apresentam grande homologia, tendo apenas 4 aminoacidos
diferentes, 3 na regido amino-terminal e 1 na regido carboxi-terminal além de 1 aminoacido
a mais na toxina STh. A capacidade de reconhecimento de receptores e toxigenicidade
parece estar relacionada aos 13 residuos de aminoacidos da regiao carboxi-terminal
(Shimonishi et al., 1982; Thompson & Gianella, 1985; Gariepy et al., 1986).

A toxina ST-Il & insoltvel em metanol, ativa em alga ligada intestinal de suinos com 5
a 7 semanas de idade e estimula a secregao intestinal através de um mecanismo que nao
envolve alteracdes das concentragdes de nucleotideos ciclicos (Kennedy et al.., 1984;
Weickel et al.,1986). Quando a toxina ST-ll foi analisada em ensaio com al¢a ligada de
suinos, observou-se uma secrec¢ao ativa de bicarbonato (Weikel et al., 1986). Esta toxina
codificada por genes plasmidiais e sintetizada como uma cadeia polipeptidica de 71
aminoacidos, sendo os 23 primeiros correspondentes & regido de peptideo sinal.
Entretanto, apés a maturagao, esta proteina fica constituida por 48 aminoacidos, com um
peso molecular de 5 KDa. Nao foi observada homologia significativa entre as seqiéncias de

nucleotideos e de aminoacidos das toxinas ST-l e ST-ll (Lee et al., 1983).

1.3. Fatores de colonizagao

Linhagens de Escherichia coli enterotoxigénicas (ETEC) produzem adesinas, fatores
de colonizagdo que favorecem a adesdo a mucosa intestinal do hospedeiro com
conseqiente resisténcia ao movimento peristaltico (Levine, 1984). Um tipo especial de

adesina, denominado fimbria, apresenta estruturas protéicas filamentosas ou fibrilares
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localizadas na superficie bacteriana (Mooi & de Graaf, 1985). As fimbrias reconhecem
receptores especificos de diversas células, incluindo enterécitos. A capacidade de aderir ou
ndo a eritrocitos (hemaglutinacédo) de diferentes animais e do homem pode ser utilizada
para identificacdo e classificagdo das diferentes fimbrias (Gaastra & de Graaf,1982).
Atualmente, sdo conhecidos varios tipos de fimbrias com antigenicidade, peso molecular e

especificidade a receptores caracteristicos, como mostram as Tabelas | e Il.

Tabela |. Caracteristicas de fimbrias de Escherichia coli enterotoxigénica isoladas de

animais, quanto ao sorogrupo, toxinas relacionadas e hemagiutinagéo.

K&G(F&} 08,08, 020, 045/0138,0147, ST, LT, ST+LT  cobaia, galinha

| omgoty -
KOS 08, 08; 020; 084, G101, O149 ST cavalo, cameiro

- 987P (F6) | 08 08, ozg, 064 0141, 0O149 ST ND (a)
R4t 08,020,064, 0108 ST humano, cobaia,

cavalo, cameiro
(a) ND, néo determlnado com as espécies animais estudadas

Fonte - Gaastra & de Graaf, 1982.

Tabela N. Caracteristicas de fimbrias de Escherichia coli enterotoxigénica isoladas de

animais, quanto a morfologia, peso molecular, localizacéo genética e hospedeiro.

 FIMBRIA MORFOLOGIA PM(aJ LOCALIZAGAO ORIGEM

" Tipo1 (F1) [ igida 167  cromossomo  animais, homemn
K88 (F4) fiexivel 27,5 plasmidio suinos

. K99 (F5) [ exivel 165" plasmidio  suines, bovinos,
- 987P (F6) rigida 20,0 Cromossomo suinos

Fa1 [ fexivel 205  cromossomo  suinio, boving,
FY  flexivel 200  ND(b) bovinos

(a) PM, peso molecular em KDa (Kilodaltons)
(b) ND, ndo determinado
Fonte - Gaastra & de Graaf, 1982; Moon, 1990.
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As fimbrias Tipo 1 (F1) sdo encontradas tanto em bactérias patogénicas quanto em
ndo patogénicas. Possuem morfologia rigida, apresentam variagdo de fase (Kiemm, 1986),
nao sao termo-reguladas e a aglutinacdo de eritrécitos € inibida pelo agucar D-manose (de
Graaf, 1990).

As fimbrias hospedeiro-especificas incluem K88 (F4) (Orskov et al., 1964), 987P (F6)
(Nagy et al ., 1976), F42 (Yano et al., 1986) e F165 (Fairbrother et al., 1986), presentes em
Escherichia coli isoladas de suinos; K99 (F5) (Orskov et al., 1975) e F41 (de Graaf &
Roorda, 1982), presentes em amostras de suinos, ovinos e bovinos; CFA/I, CFA/Il (Evans et
al., 1975; Evans & Evans, 1978), CFA/lll (Honda et al., 1984), CFA/IV (Thomas et al., 1982)
e os fatores de colonizagdo PCF0159 (Tacket et al., 1987), PCF0149 (Knutton, et al., 1987),
PCF0166 (McConnell et al., 1989), PCF09 (Heuzenroeder et al., 1990) e PCF02 (Ricci, et

al., 1997) associadas a amostras de origem humana.

A expressdo da maioria das fimbrias é regulada pela temperatura de crescimento da
cultura de bactérias. Em temperaturas proximas a 37°C a maior parte das fimbrias sao
produzidas, enquanto a temperaturas entre 16°C e 25°C dificilmente se expressam (Mooi &
de Graaf, 1985).

Algumas fimbrias de Escherichia coli, como Tipo1 e 987P, apresentam variagéo de
fase, isto &, dentro de uma mesma populacdo bacteriana que apresente estas fimbrias,
algumas bactérias ndo as expressam devido a capacidade de inversdo da regiao

promotora, com consequente bloqueio da transcricao génica (Hinson & Willians, 1989).

As fimbrias sdo compostas de varias subunidades protéicas que, apdés serem
sintetizadas, sdo transportadas através das membranas e montadas na superficie celular.
Geralmente 5 a 8 polipeptideos produzidos pelo mesmo operon estdo envolvidos no
processamento, transporte e ancoragem das subunidades principais das fimbrias (Mooi et
al., 1982; de Graaf et al., 1984; Norgren et al., 1984; Mooi & de Graaf, 1985; van Die et al.,
1989).

Dois tipos morfologicamente diferentes de fimbrias sdo conhecidos. Um tipo
morfologico é representado pelas fimbrias Tipo 1, CFA/I, CS1, CS2, CS4, CS5, CFAVII,
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F42, F165 e PCFO159, constituidas por filamentos protéicos rigidos, com didmetro de
aproximadamente 7 nm. O segundo tipo morfologico é representado pelas fimbrias K88,
K99, F41, CS3 e CS6, que sdo estruturas finas e flexiveis com diametro entre 2 a 5 nm,
chamadas fibrilas ou fimbrias fibrilares (Levine, 1984; Mooi & de Graaf, 1985; Levine, 1987).

Os genes que codificam para as fimbrias de ETEC apresentam alto grau de
homologia, indicando terem evoluido a partir de um unico gene ancestral (Mooi & de Graaf,
1985).

A estrutura primaria das subunidades estruturais de algumas fimbrias foram
parcialmente ou totaimente sequenciadas (Mooi & de Graaf, 1985). Foi observada uma
sequéncia de aminoacidos conservada em maior grau na regido carboxi-terminal e, em
menor grau, na amino-terminal. Estas regides estdo envolvidas, provavelmente, com
funcbes como transporte através da membrana externa, ancoragem, ligagdo entre as
subunidades e manutencao da estrutura (Mooi & de Graaf, 1985). As porgdes centrais sdo
mais variaveis e estdo provavelmente relacionadas ao reconhecimento de diferentes
receptores ou podem ter simplesmente divergido em resposta as pressées imunolégicas,
devido a menor importancia estrutural e funcional atribuida a estas regidées (Mooi & de
Graaf, 1985). Com relagdo a genética molecular dos diferentes fatores de colonizagéo
presentes em amostras de Escherichia coli enterotoxigénica, os genes responsaveis podem

ser cromossdmicos ou plasmidiais (de Graaf, 1990).

1.3.1. A fimbria K99

A analise dos determinantes genéticos responsaveis pela biossintese da fimbria K99
foi detalhada. A organizacado do operon foi estudada apds a clonagem no vetor plasmidial
pBR325, construcdo de delecbes e mutantes por inser¢do de transposon, analise da
expressdo génica em minicélulas e analise da sequéncia nucleotidica (van Embden et al.,
1980; de Graaf, 1990).

A analise da organizagdo genética do determinante K99 revelou a presenca de seis
genes estruturais, designados fanC-H (fan, do inglés “factor adhesion ninety-nine”)

(Figura1), os quais codificam polipeptidios de peso molecular variando entre 16,3 a 84,5
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KDa (de Graaf et al., 1984, Roosendaal, 1987). A subunidade principal da fimbria K99 é
codificada pelo gene fanC. A inativagéo através de mutagéo nos genes fanC, fanD ou fanE
origina linhagens nao produtoras da fimbria K99, de hemaglutinacdo manose resistente
negativa e aderéncia negativa. A Inativacdo de fanF, fanG ou fanH origina linhagens com
diminuigdo da produgcdo de antigeno e da capacidade de adesdo (Jacobs, 1987,
Roosendaal et al., 1987). Todos os seis polipeptidios sdo sintetizados com uma seqiéncia
de peptidio sinal. Andlise da sequéncia nucleotidica da regiao localizada na extremidade
anterior (“upstream”) ao gene fanC revelou a presenca de dois quadros de leitura aberta

(ORF, do inglés “open reading frame”), fanA e fanB (Roosendaal et al., 1987).

Diversos fatores parecem influenciar na expressdo de K99 em E. coli selvagem.
Dentre os fatores, o AMP ciclico, a proteina receptora do AMP ciclico (crp) e a proteina Irp
(leucine-responsive protein) séo citados por varios autores e parecem estar envolvidos na
regulacdo das 3 regides génicas do operon da fimbria K99 (van der Woude, et al., 1990;
Bertram et al, 1994). Entretanto, estudos recentes demonstraram que a regiago 1,
abrangendo do fanA ao fanD; a regido 2, contendo fank e fanF e a regido 3, contendo fanG

e fanH, sao reguladas de forma independente (Inoue et al., 1993; Lee et al., 1995).

B seqiéncia sinal
. Genes do operon K99

| Seqiiéncia da subunidade principal

Figura 1. Modelo esquematico do operon da fimbria K99 (de Graaf, 1990). As letras
referem-se as seqiiéncias fan (do inglés, “factor adhesion ninety-nine”) e a seta indica a
orientacdo da transcricdo. Os sitios de restricéo utilizados para o isolamento do operon

estdo indicados.
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1.4. Vacinas contra E. coli

As vacinas bacterianas podem ser divididas em bacterinas, tox6ides e bactérias
vivas atenuadas (Isaacson, 1985).

1.4.1. Bacterinas, toxodides e atenuacao

Bacterinas sdo preparagdes que contém a célula total de bactérias mortas através
de tratamentos fisicos ou quimicos. Toxéides sdo derivados nao toxicos de componentes
das toxinas importantes. Atualmente, os toxéides sao incluidos numa classe emergente e
promissora de vacinas, as vacinas de subunidades. A grande vantagem do uso de vacinas
de subunidades, em relagdo as bacterinas, deve-se a ndo utilizagdo de componentes
celulares que, além de ndo contribuirem para a ativagéo da resposta imunologica, poderiam
ser txicos ao hospedeiro. Assim, a grande maioria de vacinas utilizadas na prevengéo de
infecgdes causadas por amostras de Escherichia coli enterotoxigénicas (ETEC) tem sido

baseada em preparados de enterotoxinas e fatores de colonizagéo (Levine et al., 1983).

A enterotoxina LT & fortemente imunogénica e, em experimentos de imunizagéo,
apresenta a capacidade de estimular a resposta imunolégica com conseqilente produgao
de anticorpos anti-LT (Kaper & Levine, 1988). A enterotoxina STa, apesar de ser
considerada um imunégeno fraco devido ao tamanho reduzido da sua forma ativa (Frantz &
Robertson, 1981), pode adquirir maior capacidade imunogénica quando acoplada a uma
proteina carreadora (Gianella et al., 1981; Kauffman, 1981). De fato, quando a proteina de
membrana externa OmpC foi utilizada como carreadora da toxina STa, a imunizagédo de
coelhos provocou uma producdo de anticorpos em resposta as duas proteinas (Saarilahti,
et al., 1989).

Com relacéo as fimbrias de Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), estas sao
consideradas fortemente imunogénicas e foram utilizadas no desenvolvimento de vacinas
(Levine et al., 1983). Diversos pesquisadores demonstraram que anticorpos produzidos a
partir da inoculagdo de fimbrias sdo capazes de dificultar ou mesmo impedir a colonizagéo
do epitélio do intestino delgado do hospedeiro pelas bactérias (Rutter & Jones, 1973;
Morgan et al., 1978; Nagy et al., 1978; Sojka et al., 1978, Acres et al., 1979; Isaacson et al,
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1980; Contrepois & Girardeau, 1985; Runnels et al., 1987). Entretanto, os suinos recem-
nascidos n&o apresentam o sistema imunolégico totalmente formado, sendo dependentes
de anticorpos adquiridos do colostro e do leite materno. A administragdo parenteral de
fimbrias purificadas ou bacterinas em fémeas gravidas induzem a produ¢éo de anticorpos
que acabam sendo transferidos para os recém-nascidos através do colostro e do leite, mas
ndo através da placenta. (Morgan et al., 1978; Nagy et al., 1978; Acres et al., 1979;
Isaacson et al., 1983). Esta imunizacdo, entretanto, ndo & capaz de proteger de maneira

eficiente os recém-nascidos (Porter, ef al., 1974).

A imunizacdo via oral, na maioria dos casos, tem apresentado maior eficiéncia
quando comparada as demais vias, devido a capacidade de ativar diretamente o sistema
imunolégico intestinal, e consequentemente estimular a produgédo de IgA. Suinos
imunizados via oral com bactérias mortas apresentaram niveis de produgdo de anticorpos
apenas moderados (Porter, et al., 1974), contrastando com a resposta obtida ap6s
utilizacao de bactérias vivas atenuadas, cujos resultados foram promissores (Moon, 1981;
Moon et al., 1988; Francis & Willgohs, 1991).

Linhagens de Escherichia coli atenuadas apresentam capacidade de expressar
fimbrias como K88, K99 ou 987P e de colonizar a mucosa intestinal do hospedeiro,
ativando de modo mais eficiente uma resposta imunolégica, sem contudo levar ao
desenvolvimento de doenca. Fémeas de suinos imunizadas por este método apresentam
imunoglobulinas igA e IgM no colostro e no leite, bem como IgG no soro sanguineo (Moon,
1981; Moon et al., 1988).

1.4.2. Tecnologia do DNA recombinante no desenvolvimento de vacinas

A aplicacdo da tecnologia do DNA recombinante no desenvolvimento de vacinas
esta contribuindo de maneira significativa na obtencdo de linhagens que apresentem uma
atenuacgdo estavel e segura, além de permitir a construcdo de carreadores para epitopos
antigénicos responsaveis pela patogenicidade. Deste modo, linhagens podem ser
desenvolvidas para expressar diversos epitopos antigénicos simultaneos, simplificando a
producdo e permitindo a imunizagdo contra mais de um microrganismo (Chaffield, et al,
1993).
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As subunidades constituintes da estrutura da fimbria tém sido estudadas em relagao
a capacidade de expressar e carrear epitopos antigénicos exégenos, sem contudo evitar a
montagem correta da fimbria. As regibes varidveis do gene estrutural da fimbria Tipo1
foram substituidas pelas seqiiéncias génicas do virus da hepatite B, do antigeno C3 do
virus da poliomielite Tipo1 e do nucleo capsideo do virus da febre aftosa (Klemm &
Hedegaard, 1990). Em muitos destes experimentos, a fimbria foi expressa na superficie
bacteriana e reconhecida tanto por anticorpos anti-Tipo1 quanto por anticorpos contra os
antigenos carreados. A substituicdo de regides na subunidade faeG da fimbria K88ab,
através da insercdo de segliéncias nucleotidicas conhecidas, e a analise da expressao
destas através do mecanismo de secre¢cdo e montagem da fimbria também mostrou a
possibilidade de utilizagio destas regides hipervariaveis para clonagem de genes exégenos
(Thiry et al., 1989).

Um outro estudo utilizou a subunidade principal da fimbria K88ab para construir uma
fusdo com a proteina pré-S2 do virus da hepatite B, também enfatizando a possibilidade de
utilizagdo deste sistema como vacinas recombinantes (Pedersen & Andersen, 1991). Estes
resultados promissores iniciaram um novo campo de pesquisa e desenvolvimento de
vacinas bacterianas pela utilizacdo de fimbrias como carreadores de sequéncias
antigénicas. Entretanto, para uma vacina atingir indices elevados de eficiéncia imunoloégica,
é importante estimular uma resposta simultdnea antibacteriana e antitoxina, provocando
assim um efeito sinergistico. Desta maneira, o desenvolvimento de linhagens atenuadas
com capacidade de expressar antigenos fimbriares e antigenos de toxinas séo de extrema
importancia (Francis & Willgohs, 1991).

2. Caracteristicas de Salmonella sp

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e segundo Le Minor &
Popoff (1987) e Reeves et al. (1989), é constituido por duas espécies, S. enterica e S.
bongori, sendo a primeira constituida por seis subespécies ou seja, S. enterica subespécie
enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica. Entretanto, Holt et al. (1994)
renomearam S. enterica como S. cholerasuis e a dividiram em seis subespécies:
cholerasuis, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica. Por ainda apresentarem

discrepancias, estes sistemas de classificagdo taxondmica em Salmonella sp ainda néao
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foram completamente adotados e muitos autores, ainda hoje, utilizam o antigo sistema de
classificacdo antigénica de Kauffmann, baseado nos antigenos somaticos (O) e flagelares
(H). Neste ultimo sistema, cada sorovariedade & considerada uma espécie diferente. Desta
forma, S. enterica subespécie entérica, sorovariedade Typhimurium, €& simplesmente
denominada S. typhimurium. Atualmente sdo conhecidos mais de 2300 sorovariedades
diferentes de Salmonella sp (Popoff et al., 1995). Neste trabalho sera adotado o sistema de

classificacao de Kauffmann.

Com relagdo a patogenicidade, Salmonella sp pode causar, em mamiferos,
infeccdes com diferentes graus de gravidade que vao desde gastroenterites até infecgdes
sistémicas graves, dependendo da espécie, sorovariedade bacteriana e do tipo de
hospedeiro envolvido (Groisman et al., 1990). S. typhi € o agente causador da febre tiféide,
uma infec¢do sistémica grave no homem; e S. typhimurium e S. enteritides séo
frequentemente isoladas de casos de gastroenterites em humanos (Groisman et al., 1990).
Em camundongos, S. typhimurium pode causar um tipo de infeccdo que, em muitos
aspectos, é semelhante a febre tiféide humana. Por apresentar esta caracteristica, a
infeccdo causada por S. typhimurium em camundongo vem sendo utilizada como modelo
para o estudo da febre tiféide humana. Este modelo, chamado de murinico, tem permitido o
estudo dos mecanismos de patogenicidade e caracterizacdo de mutantes atenuados com
relacdo a viruléncia em linhagens de Salmonella sp, além do desenvolvimento de vacinas e
acompanhamento de sua eficiéncia quanto a estimulag¢do da produgdo de anticorpos pelas
linhagens vacinais (Salyers & Whitt, 1994).

2.1. Mecanismos de Patogenicidade

A infeccao por Salmonella sp ocorre através da ingestdo de alimentos ou agua
contaminados. Uma vez ingerida, a Salmonella sp inicia a infec¢gdo aderindo e invadindo
células da mucosa intestinal, preferencialmente células M (Jones et al, 1994). Estas
células, encontradas no epitélio que recobre as placas de Peyer (Staats et al., 1994), sdo
especializadas na captura de antigenos da luz intestinal e apresentagao destes para células
do sistema linféide associado ao intestino (GALT, do inglés “gut-associated lymphoid

tissues”). A partir das células M, Salmonella sp pode invadir e proliferar em células do GALT
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(macréfagos, principalmente) e, subsequentemente, alcancar e proliferar na corrente

sanguinea, linfonodos, figado e bago (Groisman ef al., 1990).

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

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

2.1.1. Adesdo a Células Epiteliais da Mucosa

Linhagens de S. typhimurium e S. typhi expressam fimbria do tipo 1 (Ernst et al,
1990; Rossolini et al, 1993). Estas fimbrias sdo encontradas em varios géneros
pertencentes a familia Enterobacteriaceae e promovem a adesdo as células eucariéticas
através da ligagao a residuos de D-manose, sendo a adeséo, inclusive, bloqueada por este
carboidrato (Clegg & Gerlach, 1987). Algumas evidéncias demonstram que em Salmonella
sp, a expressdo deste tipo de fimbria promove a adeséo a células Hela e a eritrdcitos de
ratos (Ernst ef al., 1990; Rossolini et al., 1993; Baumler et al., 1996b). A produgéo de
fimbria tipo 1 parece, no entanto, ndo ser essencial para a patogenicidade de Salmonella sp
(Emst et al., 1990; Rossolini et al., 1993).

Recentemente, Baumler & Heffron (1995) descreveram a preseng¢a, cromossomo de
S. typhimurium, do operon Ipf (do inglés “long polar fimbriae”). Baumler et al., (1996a, b)
demonstraram que a fimbria promove a adesdo de S. typhimurium a células Hep-2 e a
células do intestino de camundongos. Nestas Uitimas, a adesao é dirigida preferencialmente
as células M nas placas de Peyer. Linhagem contendo mutagdo no gene [pfC apresenta
aderéncia reduzida a células M e DLs, cinco vezes maior que a apresentada pela linhagem
parental selvagem (Baumler etal., 1996a). Estes resultados sugerem uma fungéo
importante do operon Ipf na patogenicidade de S. typhimurium e na ades&@o e invasao

preferencial de células M exibidas por essas bactérias.

Uma terceira fimbria, chamada PE (“plasmid encoded”) foi descrita em linhagens de
S. typhimurium (Friedrich et al., 1993; Baumiler ef al., 1996c). Esta fimbria é codificada pelo

locus pef (“plasmid encoded fimbriae™), localizado no plasmidio de viruléncia. Uma linhagem
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de S. typhimurium contendo mutagdo em pefC, um dos genes responsaveis pela
expressdo desta fimbria, apresenta capacidade reduzida de ades&o as microvilosidades

intestinais de camundongos recém-nascidos (Baumler et al., 1996c).

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

presentes na mucosa intestinal do hospedeiro.

2.1.2. invasio de células eucariéticas

A invasido de células eucariéticas por S. typhimurium envolve a formacéo de
apéndices protéicos na superficie bacteriana chamados “invasomos’. Estes apéndices
estdo envolvidos com a indugdo de modificagdes fisioldgicas na célula hospedeira, mais
precisamente com rearranjos do citoesqueleto, resultado de um acumulo de proteinas tais
como a actina, o-actina, talina, tubulina, tropomiosina e ezirina, na regido do contato e
envolvendo a célula bacteriana (Ginocchio et al., 1994). O resultado destas alteragbes € a
formagdo de protrusbes (‘ruffles’) da membrana citoplasmatica da célula hospedeira,
através das quais a bactéria ganha acesso ao interior da mesma (Francis et al, 1993).
Estas alteragdes na membrana citoplasmatica assemelham-se as alteracbes induzidas por
uma variedade de estimulos, incluindo a acdo de fatores de crescimento e a ativagao de

oncogenes (Galan, 1994).

Os invasomos formam-se na superficie da célula bacteriana aproximadamente 15 a
30 minutos apés o contato com a célula hospedeira e séo perdidos ou reabsorvidos em
concomitancia com a formacdo das protrusdes (Ginocchio et al., 1994). O contato entre a
célula bacteriana e a hospedeira € necessario para a indugéo da formac&o dos invasomos.
A perda ou absorcdo destes também é fundamental para a formacdo das protrusdes

celulares e, consequentemente, para a invasao (Ginocchio et al., 1994).

O aumento da concentrag¢éo intracelular de ions caicio estd envolvido diretamente
com a formagao dos ‘“ruffles’ e com a invasao da célula hospedeira (Pace et al., 1993). Este
aumento é causado pela ativacdo de canais de calcio na membrana citoplasmatica. Se

diferentes vias de transducdo de sinais bioquimicos, envolvendo receptores de membrana
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externa em diversos tipos celulares, estdo envolvidos neste processo, esta € ainda uma
questdo a ser respondida. No entanto, a ativagdo da enzima MAP quinase (MAPK, do
inglés “mitogen-activated protein kinase) por fosforilagdo de um residuo de tirosina, parece
ser o ponto de convergéncia chave para todas as alteracdes observadas na célula
hospedeira (Galan, 1994). A enzima MAP quinase, por sua vez, ativa a fosfolipase A2
(PLAZ2). Como resultado é produzido acido aracddnico, que € subseqiientemente convertido
em leucotrieno D4 (LTD4) e este, direta ou indiretamente, ativa os canais de caicio
causando um influxo de ions calcio para o interior da célula (Pace et al, 1993).
Recentemente, Rosenshine et al. (1994) determinaram que um fator presente no
sobrenadante de culturas de S. typhimurium era capaz de fosforilar a enzima MAP quinase,
e que isso também ocorria quando o sobrenadante da cultura do mutante invA, néao
invasivo, era utilizado. Esses resultados refletem a complexidade dos sinais bioquimicos

entre a célula bacteriana e a célula alvo envolvidos neste mecanismo.

As bases genéticas e moleculares da invasao de céluias de culturas eucariéticas por
Salmonella sp sao complexas e ainda existem muitos aspectos a ser elucidados. Um
grande numero de genes de Salmonella sp envolvidos com a invasdo de células de
mamiferos foram identificados (Elsinghorst et al., 1989; Galan et al., 1992; Lee et al., 1992,
Stone et al., 1992; Behlau & Miller, 1993; Groisman & Ochman, 1993; Jones & Faikow,
1994; Hueck et al., 1995; Kaniga et al., 1995). Muito interessante é a localizagdo de grande
parte dos 63 centissomos (Cs) no cromossomo de S. typhimurium (1 Cs equivale a 48 Kb).
Esta regidao do cromossomo compreende uma sequéncia de 40 Kb nao presente no
genoma de E. coli K12, e parece constituir uma “itha de patogenicidade” (Mills et al., 1995).
Esta regido é composta por 4 loci, locus inv (“invasion”), locus spa (“surface presentation
antigens”), locus sip (“Salmonella invasion proteins”) e locus prg ("PhoP repressed genes”),
além de alguns genes acessorios (revisado por Galan, 1996). Curiosamente, embora
inversdo de alguns trechos estejam presentes, os genes desta regido sdo ordenados da
mesma maneira e apresentam similaridade com os genes mxi, spa e ipa, presentes no
plasmidio de viruléncia de Shigella sp (Groisman & Ochman, 1993; Maurelli, 1994; Hueck et
al., 1995). Além do mais, estes genes de Salmonella sp e Shigella sp apresentam
homologia com genes do plasmidio de viruléncia de Yersinia sp e com genes envolvidos na
secrecdo e montagem de componentes flagelares em diferentes bactérias (Mills et al,

1995). Os produtos génicos destes Joci estdo envolvidos com a secregdo de proteinas
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necessarias a invasdo de células eucariéticas, no caso de Salmonella sp, Shigella sp,
Yersinia sp e de genes estruturais formadores do flagelo em outras bactérias. Juntos, estes

loci compdem o sistema de secregao tipo I, sec independente (Galan, 1996).

Em Salmonella sp, o locus inv est4 ligado a secrecao e montagem dos invasomos e
mutag¢des nao polares em genes destes Jocus inibem a invasdo de células de mamiferos
(Ginocchio et al., 1994). Mutagcbes em invA e invE estdo ligadas a capacidade de
reabsorgao ou perda dos apéndices necessarios a invasdo, uma caracteristica que, como
citado anteriormente, impede a formag¢do dos “ruffles” e, consequentemente, a invasao
(Ginocchio et al., 1994). O gene invC codifica uma ATPase que, possiveimente, esta ligada
a hidrolise de ATP e ao fornecimento da energia necessaria a formacao dos invasomos
(Eichelberg et al., 1994). A Unica proteina codificada pelo locus inv, que é secretada para o
meio de cultura, € a proteina Invd, porém, sua fungdo na fisiologia da invasdo ainda nao foi
elucidada (Zierler & Galan, 1995). O ultimo Jocus desta regido a ser descrito foi o locus sip
(“Salmonella invasion proteins”) (Hermant et al., 1995; Hueck et al., 1995; Kaniga et al.,
1995). Os genes sipABCD parecem formar um operon e apresentam similaridade com os
genes ipaABCD (“invasion proteins antigens”), presentes no plasmidio de viruléncia de
Shigella sp. Em Shigella sp, as proteinas Ipa sdo as responsaveis pelo processo invasivo
(Golderg & Sansonetti, 1993). As proteinas Sip, portanto, sdo possivelmente as
responsaveis pela indugdo das modificagbes fisiolégicas e estruturais na célula eucaridtica
hospedeira e participam estruturalmente da formagao dos invasomos, sendo desta forma,

proteinas alvo do sistema de secrec¢ao codificado pelos loci inv, spa e prg.

Em Salmonella sp, a transcricdo dos genes necessarios a invasdo é induzida por
crescimento em condicdes anaerébicas (Jones & Falkow, 1994). Mutantes constitutivos
para a expressdo destes genes foram isolados apés mutagénese com transposon (Lee et
al., 1992). Neste estudo, as inser¢des dos transposons estavam concentradas em um /ocus
que foi chamado hil (do inglés, “hyper invasive Jocus”). Mutantes hil diferem das linhagens
selvagens pela expressao constitutiva e, portanto, nado indutiva dos genes ligados a invasao
(Lee et al., 1992). A anaerobiose € um dos fatores conhecidos que afetam o grau de
“supercoiling” do DNA gendmico bacteriano e este, por sua vez, altera a expressao de
diferentes genes (Dorman, 1995). Galan & Curtiss (1990) demonstraram que a expressao

do gene invA é alterada com a modificagdo do grau de “supercoiling” do DNA. Jones &
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Falkow (1994) descreveram o gene orgA (“oxigen regulated gene”), um dos genes do locus
hil que é ativado por baixas tensdes de oxigénio. Posteriormente, foi demonstrado que o
locus hil esta localizado dentro da “ilha de patogenicidade” e € composto pelo gene hilA,
pelo operon prgHIJK que codifica para fatores importantes para a invasdo, e pelo gene
orgA (Hueck et al., 1995; Pegues et al, 1995). A transcricdo destes genes estd sob o
controle negativo de PhoP, um regulador transcricional cuja fungdo na patogenicidade sera
discutida posteriormente. Recentemente, o papel regulatério deste /ocus na indugado da
invasdo em condi¢cbes anaerdbias foi elucidado. O gene codificador de uma proteina
regulatéria, chamado hilA, foi descrito como responsavel pelo fenétipo hiperinvasivo e como
ativador transcricional da expressao de genes importantes para a invasdo. A proteina HilA
apresenta similaridade com proteinas da familia de ativadores transcricionais OmpR-ToxR,
o que reforca a idéia do papel deste gene na ativagdo de importantes fatores de

patogenicidade (Bajaj et al., 1995).

2.1.3. Tolerancia a fatores adversos

Bactérias enteropatogénicas apresentam, invariavelmente, capacidade de resistir a
diferentes fatores adversos encontrados tanto no meio ambiente como no interior do
organismo hospedeiro. Estes fatores envolvem variagdes bruscas de temperatura,
osmolaridade, pH e baixa disponibilidade de fontes de carbono, nitrogénio, oxigénio, e ferro.
Salmonella sp apresenta diferentes mecanismos para sobreviver a estas condi¢des, 0s
quais envolvem a sintese de sistemas para a captag¢ao de nutrientes essenciais presentes
em poucas quantidades, principalmente no interior do organismo hospedeiro, além da
expressdo regulada de proteinas que garantem a sobrevivéncia da ceélula bacteriana a

estas condicdes extremas (revisado por Foster & Spector, 1995).

Apbs a invasdo da célula da mucosa intestinal, Salmonella sp é capaz de invadir
células do sistema reticulo-endotelial, principaimente macréfagos, por um processo que
envolve a formagdo de invasomos e de protrusdes na célula alvo. Em macrofagos, a
invasdo por Salmonella sp ocorre através de um processo chamado macropinocitose, que
leva a formagdo de um grande fagossomo (SP, do ingiés, “spacious phagossomes”)
(Alpuche-Aranda et al., 1994), formado como o resultado de uma maciga absor¢do de

fluidos. A formacao dos SP ocorre principalmente na invasdo de macroéfagos por Salmonella
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sp e é uma estrutura caracteristica da invasdo destas células reticulo-endoteliais, n&o
sendo observada na fagocitose de outras espécies bacterianas (Alpuche-Aranda et al,
1994). Desta forma, a formagao do SP ¢é induzida por Salmonella sp e, possivelmente, esta
associada a sobrevivéncia destas no interior dos macréfagos (Alpuche-Aranda et al., 1994).
A capacidade de formagdo e manutengédo destas estruturas também tem sido associada a
especificidade de infecgdo do hospedeiro apresentada pelos diferentes sorotipos de
Salmonella sp (Alpuche-Aranda et al., 1995; Pascopella et al., 1995).

Nos SP dos macrofagos, as células de Salmonella sp estdo sujeitas a condicOes
adversas como pH acido, ataque de metabdlitos toxicos de oxigénio e nitrogénio e a
presenca de polipeptidios catiénicos com atividade bactericida, comumente chamados
defensinas (Ouellette et al., 1994). Nesta condigéo, foi estimado que a presenca de genes
codificadores de ao menos 40 proteinas bacterianas € induzido (Abshire & Neidhardt,
1993). Um dos loci responséaveis pela inducdo de alguns destes genes é o PhoP/PhoQ.
Este locus codifica proteinas que fazem parte da familia de ativadores transcricionais, com
dois componentes, uma proteina sensora-quinase trans-membranica que, uma vez ativada
por fatores ambientais, fosforila um ativador transcricional citoplasmatico. Este ultimo,
seletivamente, ativa ou inibe a expressdo de um grupo especifico de genes. Desta familia,
fazem parte, além de PhoP/PhoQ, as proteinas EnvZ/OmpR em Escherichia coli e
Salmonella sp, BvgA/BvgS em Bordetella pertussis, ToxR em Vibrio cholera, entre outras
(Gross et al., 1989).

PhoQ ¢ a proteina sensora que, ativada por fatores presentes nos SP, autocatalisa
a fosforilacdo de sua extremidade carboxi-terminal voltada para o citoplasma celular
(Véscovi et al, 1994). Uma vez fosforilada, a extremidade carboxi-terminal catalisa a
transferéncia do grupo fosfato para PhoP, o regulador transcricional (Véscovi et al., 1994).
PhoP torna-se ativo quando fosforilado, o que por sua vez ativa ou inibe a expresséo de
diferentes grupos génicos. Até o momento, foram descritos 17 genes ativados por PhoP
que coletivamente sdo chamados pag (‘PhoP activated genes”). Os produtos de alguns
genes pag estao envolvidos com a sobrevivéncia da bactéria no interior dos SP, sendo que
mutantes sem a expressd3o de PhoP/PhoQ ou mutagdes em muitos dos genes pag,
apresentam diminuigdo da capacidade de sobrevivéncia no interior dos SP (Véscovi et al,

1994). Os genes cuja expressdo ¢ inibida por PhoP-P sdo chamados coletivamente prg
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(“PhoP repressed genes”) (Véscovi et al, 1994). Curiosamente, mutantes PhoP
constitutivos (PhoPC), sdo menos eficientes na capacidade de invadir células eucaribticas
(Behlau & Miller, 1993). De fato, mutantes de Salmonella sp PhoP®, apresentam deficiéncia
na secrecdo de diferentes proteinas para o meio extracelular (Pegues et al., 1995). Desta
forma, alguns dos genes prg, provavelmente, estdo envolvidos com a invasao de céluias

eucaribticas, promovendo a secre¢ao de proteinas importantes para o processo invasivo.

Uma das proteinas pag mais bem estudadas é a PagC. Esta € uma proteina de
superficie que apresenta alto grau de homologia com proteina a Ail de Yersinia sp e Rck,
codificada por um gene do plasmidio de viruléncia de Salmonella sp (Véscovi et al., 1994).
Mutantes pagC apresentam capacidade reduzida de sobreviver no interior dos SP nos
macréfagos (Miller et al, 1993). O gene phoN foi um dos primeiros a ser descrito cuja
transcricdo € ativada por PhoP. Esse gene codifica uma fosfatase acida nido especifica
(Groisman et al., 1992). O fato de phoN ser ativado por PhoP indicaria uma fungdo de phoN
na sobrevivéncia nos SP, entretanto, mutantes phoN nao sio atenuados com relacéo a
viruléncia (Fields et al, 1989). Este resultado indica que phoN nao é essencial a
sobrevivéncia da bactéria no interior dos macréfagos. Seqiiéncias homoélogas a phoN foram
encontradas somente em outras duas bactérias gram-negativas sendo que, possivelmente,
este gene foi adquirido por transmissdo horizontal (Groisman et al, 1992). De fato, o
contetido de G/C de phoN é menor do que a média descrita para genes de Salmonella sp
(Groisman et al., 1992).

Recentemente, Véscovi et al. (1996) demonstraram que o0s sinais extracelulares
responsaveis pela ativacdo de PhoQ sao ions Mgz*. Estes autores demonstraram que a
expressdo de genes regulados por PhoP/PhoQ ¢ inversamente proporcional a
concentracdo deste ion. Esta foi uma descoberta muito interessante, uma vez que estes
ions, tradicionalmente, estdo associados fungdes de mensageiros secundérios ou atuando
como cofatores de reagdes quimicas. Estes resultados demonstraram a agdo do Mg’ como

mensageiro na transdugao de sinais de uma reagao em cascata.

Outro regulon importante para a sobrevivéncia de Salmonella sp no interior de
fagossomos dos macréfagos € o formado pelos genes sap (“sensitive to antimicrobial

peptides”) e pelo operon pmr (“polimixin resistance”). Estes genes estao envolvidos com a
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codificagdo de proteinas ligadas a resisténcia contra defensinas (Parra-Lopes et al., 1993;
Rowland et al., 1993; 1994).

2.2. Gastroenterites causadas por Salmonella sp

Alguns sorotipos de Salmonella sp que nao S. typhi ou S. paratyphi sao
freqlientemente relacionados a infecgdes intestinais em humanos (Groisman et al., 1990).
Dentre estes, os mais frequentes sdo S. typhimurium e S. ententidis. Os mecanismos de
viruléncia implicados nestas infecgbes s6 recentemente comegaram a ser elucidados. Com
a utilizacdo de células epiteliais intestinais T84 de origem humana, que formam uma
camada Unica de células polarizadas em superficies apical e basolateral, McCormick et al.
(1993, 1995) desenvolveram um sistema modelo para a gastroenterite humana causada por
Salmonella sp. Estes autores descreveram que a gastroenterite causada por S. typhimurium
em humanos esta relacionada a capacidade destas estimularem a migragao de neutréfilos
através da camada epitelial, possivelmente por meio de uma nova via de transdugao de
sinais. A migracao destas células imunolégicas, em ultima insténcia, causa a inflamacgao e

danificagdo da mucosa intestinal, o que leva a diarréia.

2.3. Producgao de toxinas

Foi descrita a produgdo de uma enterotoxina termo-labil (LT) por uma linhagem de
S. typhimurium (Prasad et al., 1990). O gene cromossdmico codificador desta toxina em
Salmonella sp, chamado de “Salmonella toxin gene” (stn), foi clonado e sua sequéncia
nucleotica determinada (Chopra et al., 1994). O gene sin € formado por uma sequéncia de
749 pb e codifica uma proteina (Stn) de 29730 Daltons. A toxina Stn nao apresenta
homologia com as enterotoxinas LT e CT produzidas por linhagens de E. coli
enterotoxigénica e Vibrio cholerae, respectivamente. Curiosamente no entanto, quando a
toxina Stn foi purificada de clones recombinantes de E. coli, apresentou a capacidade de
ativar a producdo de AMP ciclico (AMPc), atividade esta semelhante a exibida pelas
enterotoxinas LT e CT citadas. A atividade biolégica de Stn foi também inativada por
antissoro policlonal anti-CT, indicando a existéncia de alguns epitopos antigénicos em
comum entre estas duas toxinas (Prasad et al,, 1990). “Imunoblotting” realizado a partir de

extratos celulares totais e periplasmaticos de linhagens S. typhimurium LT2, selvagem e
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atenuadas, contendo delecbes nos genes cya/crp/asd e utilizando antissoro policlonal anti-
toxina LT-1, ndo foram capazes de detectar, nestas linhagens, a toxina Stn (Covone et

al.,1998). Assim, a fungao desta toxina na viruléncia deve ainda ser elucidada.

Além da Stn, outras enteroxinas termo-labeis produzidas por Salmonella sp, foram
descritas (Sears & Kaper, 1996). Estas toxinas foram capazes de aumentar a secreg¢do no
teste de alca ligada de coelhos, causar alongamento em células CHO em cuitura e
aumentar a permeabilidade de céiulas da epiderme de ratos, porém, suas fungdes na

patogenicidade ainda devem ser elucidadas.

Libby et al. (1994) descreveram a produ¢do de uma hemolisina por S. typhimurium,
chamada de saimolisina (Sin), e a caracterizaram como sendo um importante fator de
viruléncia. Curiosamente, esta proteina apresenta homologia com as proteinas regulatérias
MprA de E. coli e PecS de Erwinia chrysanthemi. Esta observagao fez surgir a hipétese de
que, na verdade, este gene codifique um ativador transcricional (Dehoux & Cossart, 1995).
Maiores esclarecimentos com relagao a estes resultados séo, portanto, fundamentais para a

elucidacdo da fun¢do desta hemolisina em Salmonella sp.

2.4. Presenca de plasmidio de viruléncia

Com a excegdo de S. typhi, outras espécies do género Salmonella apresentam
plasmidios de alto peso molecular (Guiney et al., 1994). Estes plasmidios foram,
inicialmente, denominados plasmidios cripticos mas, atuaimente, muitas caracteristicas,
incluindo a codificagdo de fatores de viruléncia, sdo atribuidos a genes presentes nestes
plasmidios. Em S. typhimurium, diferentes isolados analisados apresentam um plasmidio de
60 MDa também conhecido como plasmidio de viruléncia (Sanderson, 1995). Plasmidios de
alto peso molecular também foram descritos para S. enteritidis, S. cholerasuis e S. dublin,
entre outras (Guiney et al., 1994). Embora heterogéneos com relagdao ao peso molecular e
sequéncia de nucleotideos, estudos de hibridagdo evidenciaram aigumas regidées com alto
grau de homologia. Uma destas regides, de 7,8 Kb, define o locus Spv (“Salmonella plasmid
virulence”), codificando cinco proteinas que parecem estar envolvidas na muitiplicagdo da
bactéria no interior do organismo hospedeiro, mas nao com a invasdo de celulas
eucarioticas (Gulig & Curtiss lil, 1987).
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Outros genes de viruléncia também foram mapeados no plasmidio de
S. typhimurium. O gene rck (‘resistence to complement killing”) que codifica uma proteina
de membrana externa de 17 KDa possivelmente inibidora da lise bacteriana mediada pelo
sistema complemento (Hafferman ef al., 1992); o gene fraT, associado a resisténcia ao soro
(Sukupolvi et al., 1990) e o locus pef, codificador de uma fimbria ja discutida no item 2.1.1.,
localizado entre as duas origens de replica¢ao deste plasmidio (Friedrich et al., 1993).

2.5. Vacinas contra Salmonelose

A utilizagao de linhagens do género Salmonella, mortas por diferentes tratamentos
fisicos ou quimicos, em imunizagdes orais ou parenterais & extremamente restrita, ja que é
pouco imunogénica e nédo é capaz de ativar uma eficiente resposta imunolégica secretéria
ao nivel de mucosa intestinal (Cardenas & Clements, 1992). Desta forma, a utilizacdo de
linhagens vivas atenuadas, que persistem e multiplicam-se por um breve periodo nos
tecidos do organismo hospedeiro, &€ necessaria para a indugdo de uma resposta
imunolégica mais efetiva. Este fato, associado a capacidade de invadir e proliferar em
células do reticulo endotelial, faz de Salmonella sp um atraente agente carreador de

epitopos antigénicos para o desenvolvimento de vacinas multifatoriais.

2.5.1. Atenuacgao de Salmonella sp

Uma série de mutantes atenuados de Saimonella sp com relagao a viruléncia foram
descritos e alguns propostos como vacinas vivas atenuadas (revisdes em Cardenas &
Clements, 1992; e Curttiss Il et al,1994). O desenvolvimento destes mutantes ndo é uma
tarefa facil, pois tais linhagens devem ser capazes de proliferar e persistir no organismo
hospedeiro durante tempo suficiente para induzir uma efetiva resposta imunolégica. Além
disso, as mutagdes responsaveis pela atenuagdo devem ser altamente estaveis de forma a
tornar nula a probabilidade de reversdo desta caracteristica. Bacon et al. (1950) foram os
primeiros a investigar a nao viruléncia de certos mutantes auxotréficos de S. typhi. Estes
estudos indicaram que mutantes com necessidade de suplementacado de purinas, acido p-
aminobenzéico (pABA) e aspartato apresentavam reduzida viruléncia em camundongos.

Desde entdo, esforgos foram somados para se construir linhagens vivas atenuadas que
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constituissem bons carreadores de epitopos antigénicos. A seguir estédo descritas algumas

das principais mutagdes que atenuam a viruléncia.

2.5.2. Mutantes galt

Germanier & Furer (1971) foram os primeiros a demonstrar a aviruléncia e a
imunogenicidade de mutantes galE de S. typhimurium em camundongos e, posteriormente,
propuseram a utilizagdo desta linhagem de S. typhi mutante galE, Ty21a, como vacina viva
atenuada (Germanier & Furer, 1975). O gene galE codifica a enzima UDP-glicose-4-
epimerase, que catalisa a isomerizagdo reversivel de UDP-glicose em UDP-galactose.
Mutacgdes no gene galE, portanto, acarretam deficiéncia na produgdo de lipopolissacarideos
(LPS) completos que sado sintetizados a partir de UDP-galactose. Quando quantidade
suficiente de galactose é adicionada ao meio de cultura, tais mutantes produzem LPS
completos, mas as células bacterianas sofrem lise devido ao acimulo tanto de galactose-1-
fosfato quanto de UDP-galactose.

Inicialmente, acreditou-se que S. typhi Ty21a era atenuada devido a mutagéo galk e
a deficiéncia na producdo de capsula (Vi), uma outra caracteristica apresentada por esta
linhagem. Entretanto, Hone et al. (1988) demonstraram que dele¢des nos genes galk e vi
ndo sdo suficientes para atenuar a viruléncia de S. typhi Ty. O mutante Ty21a foi obtido
através de mutagénese com N-methil-N'-nitro-N-nitroguanidina, um agente mutagénico néo
especifico, portanto a sua atenuacéo deve-se, provavelmente, a outras mutagdes ainda nao
caracterizadas. Apesar disso, esta linhagem era a unica de S. typhi liberada para ser usada

como vacina viva (Cardenas & Clements, 1992).

2.5.3. Mutantes aro

Hoiseth & Stocker (1981) foram os primeiros a obterem mutantes de S. typhimurium
com mutagdes em genes da via biossintética dos aminoacidos aromaticos (genes aro),
utilizando mutagénese com transposon Tn10. Estes autores demonstraram que mutagbes
no gene aroA eram associadas a diminuicdo da viruléncia. Posteriormente, linhagens
contendo mutagbes em outros genes da mesma via biossintética foram obtidas e

mostraram-se, invariavelmente, avirulentas e imunogénicas (Dougan ef al, 1988). Como
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conseqliéncia, mutantes analogos de S. typhi também foram construidos (Hone et al.,
1991).

Mutacdes que interrompem a via biossintética dos aminoacidos aromaticos
provocam, em Salmonella sp, auxotrofia para 2,3-dihidroxibenzoato e para o acido p-
aminobenzdico (DABA), substratos ndo disponiveis nos tecidos de mamiferos. No entanto, a

aviruléncia parece ser devida principalmente a auxotrofia para pABA (Curtiss & Kelly, 1987).

As observagdes de que em animais de laboratério a administracdo na dieta de pABA
€ capaz de restituir a viruléncia de mutantes aro (Bacon et al., 1951) associada a presencga
de pABA em alimentos, levaram a seguinte pergunta: existe a possibilidade de reversao
fenotipica de mutantes aro, quando usados em programas de imunizagdoc em massa nas

regides onde se faz uso de alimentos com pABA?
2.5.4. Mutantes PhoP/PhoQ

Como mencionado no item 2.1.3., os genes phoP/pth estdo envolvidos com a
ativagao de genes importantes para a resisténcia aos fatores adversos presentes no interior
de fagossomos dos macrofagos e células polimorfonucleares, e ainda, com a inibicao de
genes que controlam a invaséo de células eucaridticas. Desta forma, nac é surpreendente
que mutantes phoP nulos ou phoP constitutivos sejam atenuados (Behiau & Miller, 1993;
Miller et al., 1993; Véscovi ef al.,, 1994). Recentemente, Hohmann et al. (1995) descreveram
a construgdo de um vetor suicida que permite a insergao estavel de genes heter6logos em

pagC e a fusdo génica entre as seqléncias estruturais do antigeno e do promotor de pagC.
2.5.5. Mutantes cya crp

AMP ciclico (AMPc) e o receptor para AMP ciclico (CRP) sao reguladores gerais
necessarios a transcricdo de muitos genes e operons envolvidos com o transporte e quebra
de catabolitos (Curtiss & Kelly, 1987). Sistemas usados para o transporte de fontes de
carbono estdo sob o controle positivo de AMP¢ como também varias aminoacido-

permeases (Curtiss & Kelly, 1987). A concentragdo de AMPc no interior das células
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influencia a lisogenizagao por fagos temperados, a sintese de pili ou fimbrias, de flagelo e

de pelo menos uma proteina da membrana externa, a OmpA (Movva et al., 1981).

Curtiss & Kelly (1987) descreveram a construgdo de linhagens de Saimonella sp
com delecdes nos genes codificadores para adenil ciclase (cya) e para o receptor de AMPc
(crp). Estas linhagens Acya Acrp foram atenuadas na viruléncia, imunogénicas e propostas

como candidatas a vacinas vivas orais.

Paralelamente, um sistema de estabilizacdo da expressado de antigenos heterélogos
in vivo foi desenvolvido (Galan et al., 1990). Utilizando o sistema de expressado descrito a
seguir, varias linhagens recombinantes, expressando determinantes antigénicos de diversas
origens, foram construidas e utilizadas com sucesso na indugdo de resposta imunolégica
(Curtiss et al., 1994; Doggett et al., 1993; Redman et al., 1994, 1995; Schédel et al., 1994).

Assim, as concentragbes de AMPc encontradas nos tecidos e em celulas de
mamiferos (0,1 a 1 uM) sdo muito inferiores as necessarias para que mutantes cya exibam
o fenétipo selvagem (0,1 a 1 mM). De qualquer forma, a inclusdo da mutagao crp previne
qualquer beneficio que a célula bacteriana pudesse obter pela captacdo de AMPc dos
tecidos invadidos. Desta forma, a possibilidade de reversdo de mutantes cya/crp para o
fenétipo selvagem é praticamente inexistente, o que torna estas linhagens seguras tanto
para sua utilizagdo como vacinas vivas quanto como carreadoras de epitopos antigénicos
ao GALT (Curtiss & Kelly, 1987).

2.5.6. Outras mutagoes

MutagOes nos genes ompR (Pickard et al., 1994), htrA (Johnson et al., 1991) e h-ns
(Harrison et al, 1994) atenuaram a viruléncia em Salmonella sp. Mutantes sensiveis a
temperatura e atenuados na viruléncia também foram descritos. Entretanto, uma
caracteristica destes Ultimos é a alta frequéncia de reversdo ao fenétipo parental, o que

limita a sua utilizagdo como vacinas vivas (Cardenas & Clements, 1992).
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2.6. Resposta imunolégica contra antigenos heterélogos

A determinagdo dos fatores que influenciam a resposta imunoiégica a antigenos
carregados por Salmonella sp ainda é motivo de discussdo. Diferentes autores
demonstraram que para alguns antigenos, o fator determinante de efetividade da resposta
imunolégica é a quantidade produzida pela bactéria recombinante, sendo a localizagdo do
antigeno na mesma um fator de menor importancia (Leclerc et al., 1994; Wick et al., 1994).
Hess et al. (1996), entretanto, demonstraram que para alguns antigenos sua secregao pela
linhagem vacinal € necessaria para a inducdo de prote¢do. Adicionalmente, Karem et al.
(1995) obtiveram diferentes resultados com relagdo a resposta imunolégica contra 0 mesmo
antigeno, quando este foi expresso a partir de promotores constitutivos ou indutiveis, e em
linhagens de S. typhimurium contendo diferentes mutagdes atenuantes. Coletivamente,
estes dados sugerem a existéncia de varios fatores que determinam tanto o tipo de

resposta imunolégica induzida quanto o seu potencial efeito protetor.

Estes fatores dependem nao somente das caracteristicas do antigeno e da linhagem
vacinal de Salmonella sp, mas também da via de imunizagdo e de como o antigeno é
processado e apresentado ao sistema imunolégico. A grande questdo é que os fatores
envolvidos na resposta imunoldgica contra antigenos carreados por vetores vivos ainda sao
pouco compreendidos (Leclerc ef al., 1994). A perfeita compreensdo destes fatores ndo sé
permitird o desenvolvimento de vacinas mais efetivas, como também a perfeita modulacao
do tipo de resposta requerida, através da utilizagdo de vacinas especificamente formuladas
para a sensibilizacao de céiula

Um dos fatores importantes na determinacao da eficiéncia da resposta imunolégica
contra antigenos carreados por Salmonella sp € a estabilidade de expressédo destes in vivo
(Hone et al.,1988). A utilizacdo de plasmidios com marcas de resisténcia a antibiéticos para
esta finalidade esta frequentemente associada com instabilidade e com segregagédo de
células livre de plasmidios, sendo assim incapazes de produzir o antigeno apds poucos
ciclos de replicagao (Hone et al., 1988).

Uma das formas de estabilizar tal expressdo € a construgdo de proteinas

antigénicas hibridas onde a expressao estd sob o controle de promotores indutiveis em
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condicbes especificas e encontradas, preferenciaimente, no interior do organismo
hospedeiro. Este é o caso do promotor nirB, indutivel em condigdes anaerdbias ou

microaerébias (Chatfield et al., 1992) ou promotores de pagC/D.

Outra forma de estabilizagdo da expressdo € o desenvolvimento de sistemas letais
balanceados (Galan et al, 1990; Morona et al, 1994). Estes sistemas se baseiam na
complementagdo em “trans” de mutagdes em genes essenciais para a sobrevivéncia da
bactéria, através da introdugdo de plasmidios contendo o gene selvagem ativo como
também os genes codificadores da proteina antigénica. Desta forma, coldénias com
segregacao plasmisial sdo rapidamente eliminadas, garantindo-se a colonizacdo dos
tecidos hospedeiros apenas por células bacterianas contendo o plasmidio. Um destes
sistemas faz uso do gene asd, que codifica a enzima aspartato-B-semialdeido-
dehidrogenase, uma enzima da via biossintética da lisina que apresenta como composto
intermediario o acido diaminopimélico (DAP). O DAP é um importante constituinte da parede
celular em bactérias gram-negativas e mutantes asd sdo lisados apés poucos ciclos de
replicagcdo (Galan et al., 1990).

2.7. Integracao de genes heterélogos no cromossomo de Salmonella sp.

Algumas sequéncias do genoma de Salmonella sp ja foram utilizadas com o
propésito de inserir sequéncias heterélogas. O operon histidina foi utilizado para expressao
do fator de colonizagdo K88 (Hone et al., 1988) de amostras de E. coli enterotoxigénicas
(ETEC) e da subunidade B da toxina termo-labil (LT) de ETEC (Cardenas & Clements,
1993). Neste sistema, desenvolvido originalmente por Hone et al. (1988), os plasmidios
utilizados no processo de integracédo sédo eliminados através de diversas etapas. Os genes
aro, que codificam proteinas que atuam na sintese dos compostos aromaticos, também
foram utilizados (Strugnell et al, 1990). Neste sistema, a integragdo de segléncias
heterblogas estd associada a atenuacdo da viruléncia. Recentemente, os genes pagC e
pagD foram utilizados como sequéncias alvo (Hohman et al, 1995). Neste sistema, as
inser¢des sdo igualmente atenuantes mas, engenhosamente, foram projetadas de tal forma
a permitir que a transcricdo do gene heterélogo, ap6s integracdo cromossdmica, estivesse
sob o controle dos promotores dos genes pagC ou pagD. Desta forma, proteinas

heter6logas seriam produzidas quase exclusivamente no interior dos macréfagos. Hohman
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et al. (1995) utilizando este sistema para a expressao de PhoA, uma fosfatase alcalina de

E.coli, obtiveram a indugdo de altos titulos de imunoglobulina IgG.

Nos ultimos dez anos, grandes avancgos foram feitos na busca de um sistema que
possa servir como vacina ideal de modo a estimular uma resposta imune humoral e
mediada por célula, apresentar atenuagao geneticamente definida e de carater irreversivel,
€ que seja capaz de expressar epitopos heterélogos estaveis externamente a bactéria. A
utilizacdo de uma linhagem de Salmonella typhimurium atenuada por dele¢do nos genes
cya/crp e insercdo do operon da fimbria K99 em um plasmidio estabilizado por
complementagdo génica pretende contribuir para o desenvolvimento de uma cepa vacinal
capaz de induzir uma resposta imunolégica frente a este antigeno e que seja eficaz, segura

e de aplicagao simples por via oral.
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O objetivo principal deste trabalho foi clonar e expressar o gene que codifica a
fimbria K99 de Escherichia coli em uma linhagem de Salmonela typhimurium atenuada por
delecédo nos genes cya e crp.

1. Objetivos Especificos

e Construir um plasmidio contendo o operon da fimbria K99 de Escherichia coli.

e Inserir o plasmidio construido em uma linhagem de Salmonella typhimurium atenuada

por delecdo nos genes cya e crp.

e Avaliar a expressao da fimbria pela linhagem recombinante em diferentes condigdes de

cultura.

e Analisar a persisténcia em placas de Peyer e bago da linhagem recombinante em

modelo animal.

e Avaliar a estabilidade plasmidial in vivo.

e Analisar a resposta sérica de anticorpos do modelo animal para antigenos de

Salmonella typhimurium.

e Analisar a resposta sérica de anticorpos do modelo animal para a fimbria K99.
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1. Plasmidios e linhagens bacterianas

As linhagens bacterianas e plasmidios utilizados neste trabalho estao relacionados

nas Tabelas Ill e IV, respectivamente.

Tabela lll. Linhagens utilizadas neste trabalho.

LINHAGEM CARACTERISTICAS ORIGEM
| A(gpt-proA)62 leuBS6 thi-1 hsdSg20 supE44  Miller, etal,
Escherichia coli HB101 ; ara-14 galK2 lacY1 mcrBg rpsL20 (Str) xyl-5  1972; Neidhardt,
mtl-1 recA etal., 1987.
Escherichia coli | HB101 contendo o plasmidio pFK99 e Este trabalho
HB101-K99 expressando a fimbria K99
| ®80d /acZ AM15 deoR A(lacZYA-argF)U169  Curtiss lll, et
Escherichia coli x6212 1 SupE44 A-gyrA recA1 relA1 endA1 AasdA4 al., 1994
! Ajzhf-2::Tn10] hsdR17 (r-m+)
Salmonella typhimurium | pStV1+ Acya-12 Acrp-11 AasdA1 Curtiss lllet al,
x3987 A [zhf-4:Tn10] 1994
Salmonella typhimurium | x3987 contendo o plasmidio pSM40e ~ Estetrabalho
x3987-K99 expressando a fimbria K99
Tabela IV. Plasmidios utilizados neste trabalho.
PLASMIDIO CARACTERISTICA ORIGEM
pFK99 | pBR325 contendo o operon da fimbriak99 ~ Van Embden, et al, |
§ 1980
pPYA3137 éAsd+, plasmidio de expressdo com origem de  Curtiss lll, ef al,
replicacdo do pUC18 1994
pSM40 | pYA3137 contendo o operon da fimbria K99 Este trabalho

Nas figuras 2, 3 e 4 estdo esquematizados respectivamente os plasmidios pFK99, pYA3137
e pSM40.
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Bam HI
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11063 pb

i K99
| 6700 pb

Bam HI

Figura 2 . Modelo esquematico do plasmidio pFK99.
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Figura 3. Modelo esquematico do plasmidio pYA3137.
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pSM40
10254 pb K99

Figura 4. Modelo esquematico do plasmidio pSM40.
2. Meios de cultura

Todos os meios utilizados na manutencdo, cultivo e ensaio das amostras
bacterianas foram preparados com reagentes de boa procedéncia e H,O destilada. Para
esterilizagao, os meios foram autoclavados a 121°C por 20 min e estocados a 4°C por, no
maximo, uma semana. Nos ensaios, quando necessario, foram acrescentados agentes
antimicrobianos nas concentracbes descritas na tabela V. Os mutantes asd foram
cultivados com o acréscimo de acido diaminopimélico (DAP) ao meio, na concentragéo final
de 50ug/ml. Foi acrescentado agar bacteriolégico (Difco) nas concentragdes de 15 g/L e 7
g/L no preparo de meio sélido e semi-sélido (estoque de uso), respectivamente. No preparo
do meio sélido, as placas foram secas a 37°C por 30 min com as tampas levemente
deslocadas. As placas ndo utilizadas no dia foram armazenadas a 4°C por no maximo 1
semana, envolvidas em plastico para evitar dessecacgao. As linhagens foram estocadas em

meio LB acrescido de glicerol 30% e armazenados a -70°C.
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MEIO LB Liguido (Luria - Bertani)

Triptona ... 10,09
Extrato de levedura .................. 50¢g
NaCl ... 509
NaOH 1IN ... 1,0 mi
H20 .S.P. oo 1000 ml

MEIO MINCA (K99)

KHoPOu.ooeooeeee 1,39
NAHPO4 (2H0)...ce 10,19
GlCOSE. ... 10g
Casaminoacido.......................... 109
Extrato de levedura ................... 159
HXOQ.sp. oo 1000 ml
Agardifco ..., 159
Solugdo de sais ............ccoevennnnnn 1 mi

SOLUCAO DE SAIS PARA MINCA

M@SO4 (7TH20) oo 10g
MnCl, (4H0) ..o 19
FeCly (6H20) .....covviii, 0,135¢
CaCl, 2H20).....cciiii 049
HoO Q.S.P. v 1000 ml

As solucbes forma filtradas em filtro Millex (Millipore) com diametro de poro 0,22um e

distribuidas em aliquotas.
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Tabela V. Concentracdo de uso dos antibiéticos.

Antibiético ‘Concentragio final {ug/mi)

“Ampicilina (Ap) 50
~ Cloranfenicol (Cm) 2 | 20
Canamicina (Km) ~ 30
Acido nalidixico (An) 15
Estreptomicina () 30
Tetraciclina (Tc) 12

3. Solucoes de uso geral

Todas as solugdes utilizadas foram preparadas com reagentes de grau P.A. e H,0
destilada e deionizada Milli-Q (Millipore Inc.). As solu¢cdes foram esterilizadas, quando
necessario, por autoclavagao a 121°C por 20 min ou por filtragdo em membrana Millex 0.22

pm (Millipore Inc.).

4. Extracdo de DNA plasmidial por lise alcalina

4.1. Extracao de DNA plasmidial em pequena escala (Miniprep) (Birboin & Doly, 1979)

As linhagens bacterianas foram inoculadas em 4 ml de meio LB contendo o agente
antimicrobiano de selecdo adequado e incubadas a 37°C por 18 horas. Foram transferidos
1,5 ml de cada cultura para tubos eppendorf (1,5 ml) e centrifugados a 13000 rpm por 1
min. O sobrenadante foi removido e o sedimento eluido em 100 pl de solugdo I (EDTA 10
mM, tris-HCI 25 mM pH 8,0). O tubo foi mantido em gelo por 5 min e 200 pl de solugdo 1I
(NaOH 0,2 N, SDS 1%) foram adicionados, homogeneizando-se por inversdo. A suspensao
clara e viscosa foi mantida em gelo por 3 min e, apés este periodo, foram adicionados 150
ul de solugao III (acetato de sédio 3 M pH 4,8). O tubo foi invertido por alguns segundos
para a formacao da rede de DNA e mantido em gelo por 15 min para precipitagdo de
proteinas, fragmentos de parede e membrana, RNA de alto peso molecular e DNA

cromossémico. A preparagdo foi centrifugada a 13000 rpm por 6 min e 400 ul de
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sobrenadante transferidos para um tubo eppendorf novo, onde 1 ml (2,5 vezes o volume
inicial) de etanol 100% gelado foi acrescentado para a precipitagdo do DNA plasmidial. O
tubo foi homogeneizado por inversdo, mantido a -20°C por 1 h e entdo centrifugado a
13000 rpm por 6 min. O sobrenadante foi descartado e o sedimento, apés secagem, eluido
em 40 pl de TE (10 mM tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA) para andlise do perfii de DNA
plasmidial por eletroforese em gel de agarose. Nas preparagdes de DNA plasmidial a ser
digeridas com enzimas de restricdo, o sedimento obtido foi ressuspendido em 100 pl de
solugdo IV (acetato de sodio 0,1 M, tris-HCI 0,05 M pH 8,0) e adicionados 200 p! (2 vezes o
volume) de etanol 100% gelado. O tubo foi invertido, mantido a -20°C por 1 h e novamente
centrifugado a 13000 rpm por 6 min. Apds secagem, o sedimento foi eluido em 36 pl de TE
(tris-HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM) e acrescentado 4 pl de RNAse A (10 pg/ml) para

concentragéo final de 1 pg/ml.
4.2. Amplificacao de DNA plasmidial

Os plasmidios a ser extraidos por lise alcalina em grande escala foram previamente

amplificados. Para tanto, linhagens bacterianas foram inoculadas em tubo com4 mide LB e
incubadas por 18 h a 37°C. Uma diluicdo 1:100 foi realizada em um erlenmeyer com 50 ml

de meio LB e este incubado sob agitacdo de 150 rom a 37°C até atingir a fase logaritmica
de crescimento (DOgwo ~ 0,5). Uma nova diluigéo foi feita, agora de 1:10, em 2 frascos
erlenmeyer com 50 ml de meio LB cada. Os frascos foram incubados sob agitagéo de 150
rpm a 37°C até uma DOeqo~0,6. Foram adicionados 170 ug/ml de cloranfenicol e os frascos
foram mantidos sob agitagdo por 18 h. A agdo do cloranfenicol inibe da sintese protéica
bacteriana sem afetar a replicagdo plasmidial, desta forma aumentando o numero de
plasmidios por célula bacteriana. A cultura foi transferida para tubos de polipropileno de 50
ml e centrifugado a 5000 rpm por 10 min e o sedimento celular submetido a extragao

plasmidial em grande escala.
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4.3. Extracao de DNA plasmidial em grande escala (Sambrook et a/., 1989)

O sedimento obtido por amplificacdo plasmidial foi ressuspendido em 5§ ml de
solugédo I (EDTA 10 mM pH 8,0, tris-HCI 25 mM pH 8,0, glicose 50 mM, lisozima 2 mg/mt).
Aos tubos mantidos em gelo por 30 min foram adicionados 10 ml de solucdo II (NaOH
0,2 N, SDS 1%). Os tubos foram, entao, invertidos suavemente, recolocados em gelo por 5
min e a lise alcalina interrompida pela adicdo de 7,5 ml de solugdo III (acetato de sédio 3
M). Apéds incubagcao de 30 min no gelo, a preparacdo foi centrifugada a 12000 rpm por
15 min e o sobrenadante transferido para outro tubo pela filtragdo através de gaze
esterilizada. A precipitagdo de DNA foi feita pela adigdo de 13,5 mi (0,6 vezes o volume) de
isopropanol gelado seguida de incubagdo a -20°C por 1 h e centrifugagcéo a 10000 rpm por
10 min. O sedimento foi lavado com 10 ml de etanol 70%, seco a temperatura ambiente e
ressuspendido em 1 ml de TE (tris-HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM). A purificacdo de DNA
foi feita utilizando-se o kit "Wizard™ DNA clean-up system" (Promega), de acordo com as
especificacdes do fabricante.

4.4. Quantificagdo de DNA por espectrofotometria (Sambrook ef al.,1989)

O DNA obtido nas extragdes foram quantificados em espectrofotdmentro (Beckman
DU-65). As preparagbes foram diluidas 50, 100 e 500 vezes e analisadas quanto a
absorbancia nos comprimentos de onda 260 nm e 280 nm. A leitura a 260 nm permite
calcular a concentragdo de acidos nucléicos. Uma unidade de absorbancia a 260 nm
(DO2sp) corresponde a 50 ug/ml de DNA dupla fita, 40 pg/mi de DNA fita simples e RNA, ou
20 pg/ml de oligonucleotideos fita simples. A razdo entre as leituras obtidas em 260 nm e

280 nm (DO,gy/DO,gq) fornece uma estimativa da pureza da amostra. Preparagées puras de

DNA apresentam valores DO2so/DO3g entre 1,8 e 2,0.

5. Clonagem molecular

5.1. Clivagem de DNA com enzimas de restri¢do

As enzimas de restricao foram utilizadas de acordo com as especificacdes dos
fabricantes (Amersham Pharmacia, Gibco-BRL).
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5.2. Purificagao de fragmentos de DNA por eletroeluicao (Sambrook et a/.,1989)

Os plasmidios clivados com as enzimas de restricdo adequadas tiveram os
fragmentos separados por eletroforese em gel de agarose em tampao TAE 1X (tris-acetato
0,04 M, EDTA 1 mM). Os fragmentos de interesse foram detectados por visualizagdo em luz
ultravioleta de onda longa, para minimizar a ocorréncia de mutag¢des, e cortados do gel. Os
pedacos de agarose contendo os fragmentos foram colocados em tubos de didlise e
submetidos a uma eletroeluicdo de 100 V por 1h, seguido de uma rapida inversdo de
polaridade por 1 min a 50 V. O DNA contido no liquido do tubo de didlise foi precipitado por

etanol e eluido em 30 ul de H,O deionizada.

5.3. Reagao de ligacao

Os vetores plasmidiais e fragmentos de DNA foram ligados através da agado da
enzima T* DNA ligase (Amersham Pharmacia), conforme o método descrito por Sambrook
et al. (1989), respeitando-se as condigdes sugeridas pelo fabricante.

6. Transferéncia de DNA plasmidial entre linhagens

6.1. Transformacao bacteriana

6.1.1. Preparo de células competentes

A linhagem de E. coli receptora x6212 foi inoculada em 3 ml de LB com DAP e
incubada a 37°C por 18 h. Uma aliquota da cultura foi transferida para 50 ml de LB em
frasco erlenmeyer numa diluicdo de 1:20 ou 1:100 e incubada sob agitacédo de 150 rpm a
37°C, até atingir a DOgyo ~0,5. A cultura foi dividida em dois tubos de polipropileno
esterilizados (25 mi/tubo) e mantida em gelo por 10 min. A seguir, esta cultura foi
centrifugada a 5000 rpm por 10 min a 4°C, o sobrenadante retirado e o sedimento eluido
em 20 mi de solucdo de CaCi, 0,1 M. Os tubos foram mantidos em geio por 10 min e
centrifugados nas mesmas condi¢des anteriores. O sobrenadante foi retirado e ambos os

sedimentos eluidos em 2 mi de CaCl, 0,1 M, sendo entdo transferidos para tubos de ensaio
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de vidro previamente gelados, em aliquotas de 200 ul onde permaneceram em gelo durante

no minimo 4 h.

6.1.2. Adigdo de DNA as células competentes

Foram adicionados 100 ng de DNA as células competentes, que foram mantidas por
40 min em gelo. A seguir, foram submetidos a um choque térmico de aquecimento por 5
min a 37°C, seguido de resfriamento em gelo por 2 min. Em cada tubo foram adicionados
800 pl de meio LB com glicose numa concentragéo final de 0,4% e, ap6s incubacgéo a 37°C
por 45 min, o conteudo foi transferido para outro tubo. Este foi centrifugado a 13000 rpm
por 2 min, sendo o sedimento eluido em 100 ul de LB. A preparacéo foi inoculada em
placas de petri sem DAP. As placas foram incubadas a 37°C por 18 h e as colénias isoladas
analisadas por extragdo plasmidiali por lise alcalina em pequena escala, seguida de

clivagem com enzimas de restricdo para confirmagéo da insercdo do plasmidio correto.
6.2. Eletroporac¢ado

A linhagem de Salmonella typhimurium receptora x3987 foi transferida de uma
cultura de 18 h para erlenmeyers (diluigdo 1/50) contendo 50 mi de LB. Apos atingir a fase
logaritmica (DOeoo ~0,5), as culturas foram centrifugadas a 4000 rpm por 10 min a 4°C. Os
sedimentos foram eluidos em 3 ml de glicerol 10% gelado, o volume completado para 10 mi
e esta lavagem com glicerol repetida por mais duas vezes. Por fim, os sedimentos foram
eluidos em 300 ul de glicerol 10% e distribuidos 60 pl por cubeta de quartzo de 0,2 cm®. O
DNA a ser eletroporado foi mantido em uma solugdo aquosa livre de sais numa
concentracdo de 200 ng/u! e no maximo 5 ul foram adicionados a cubeta. Em um aparetho
“Gene Pulser System” (Bio Rad) foi aplicado 2,5 V a 800 ohms e 25 uF. Imediatamente
ap6s a eletroporagao, as células foram transferidas para tubos com 1 ml de LB e glicose
numa concentragao final de 0,4%. Ap6s incubagao por 1 h a 37°C a cultura foi centrifugada,
eluida em 100yl e distribuida em placas com meios seletivos. As placas foram incubadas a
37°C por 18 h e as coldnias isoladas analisadas por extragdo plasmidial por lise alcalina em
pequena escala, seguida de clivagem com enzimas de restricdo para confirmagao da

insergao do plasmidio correto.
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7. Extracdo de proteinas bacterianas

7.1. Extracdo de proteinas bacterianas de superficie

As linhagens bacterianas HB101, HB101-K99, x3987 e x3987-K99 foram inoculadas
em placas de petri (6 placas por amostra) em meio Minca ou em meio LB. As células foram
coletadas com o auxilio de bastdo de Drigalski, apés adicdo de 1 mi de PBS pH 7,2 por
placa ou centrifugado por 5 min a 12000 rpm no caso de cultura liquida. A preparagéo
submetida a 10 passagens através de agulha de bisel 23 em seringa de 5 ml e transferida
para tubos eppendorf. Os tubos foram centrifugados a 13000 rpm por 4 min, sendo o
sobrenadante transferido para tubos novos, onde foi adicionado acido tricloroacético (TCA)
40%, em um volume adequado para concentracéo final de 10%. Os tubos foram mantidos
em gelo por 20 min e novamente microcentrifugados. O sedimento foi eiuido em etanol:éter
(1:1) por agitagéo vigorosa e mantido em gelo por 20 min, quando nova microcentrifugagao
foi realizada. A lavagem com etanol:éter foi repetida outras duas vezes e o sedimento final
foi ressuspendido em 250 ul de PBS. Antes de ser realizada a eletroforese em gel
desnaturante de poliacrilamida (PAGE-SDS), foi adicionada a preparagéo igual volume de
solugdo de eluigdo de proteinas 2X (tris-HCI 100 mM pH 6,8, glicerol 20%, SDS 4%, azul de
bromofenol 0,2%, 2-mercaptoetanol 10%), seguida de fervura a temperatura de 100°C por

5 min.

7.2. Precipitagdo de proteinas por sulfato de amodnio

A linhagem Salmonella typhimurium x3987-K99 foi transferida de um pré-inécuto
para erlenmeyers, totalizando um volume de 2000 mi de meio de cultura LB. Essa cultura
foi mantida a 37°C numa agitacdo de 150 rpm por 18 horas. As bactérias foram
sedimentadas numa centrifugacdo de 7000 rpm por 10 min a 4°C e ressuspendidas em 60
mi de PBS. Para a separag¢do das fimbrias, foram realizadas passagens seriais da
preparacdo em seringa com agutha de bisel n®> 18, seguidas de aquecimento a 65°C por 15
min. O sobrenadante total da centrifugagdo a 10000 rpm por 10 min foi transferido para um
erlenmeyer. A precipitagdo das proteinas foi feita pela adicdo de sulfato de aménio até as
concentragdes desejadas. As solugdes foram agitadas por 1 hora a 4°C e, a seguir,

centrifugadas a 10000 rpm por 10 min a 4°C . O sobrenadante foi transferido para outro
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erlenmeyer e o procedimento de precipitagcdo repetido para outras concentragbes, enquanto
o precipitado foi eluido em 3 ml de PBS pH 7,4. As concentragées de sulfato de aménio
utilizadas foram 10%, 20%, 40%, 60% e 80%.

As precipitagdes assim obtidas foram transferidas e recuperadas por dialise com
2000 mi de PBS pH7,4 por 48 horas, com trocas a cada 12 horas. Apds a dialise, uma
aliquota de 20 pl de cada precipitado foi adicionada a igual volume de solugéo de eluigdo
de proteinas 2X (tris-HCl 100 mM pH 6,8, glicerol 20%, SDS 4%, azul de bromofenol 0,2%,
2-mercaptoetanol 10%), seguida de fervura a temperatura de 100°C por 5 min e analisada
em PAGE-SDS.

8. Producao de antissoro policlonal em coelhos (Sambrook ef al., 1989)

A proteina da subunidade principal da fimbria K99 foi extraida da linhagem
HB101-K99 (pFK99) por extracdo de proteinas de superficie, seguida de precipitagcdo com
sulfato de aménio e a seguir homogeneizada, com volumes iguais de PBS pH 7,4 e de
adjuvante Freund (Sigma) completo, através de um sistema conector de seringas. Dois
coelhos de 1,5 kg foram selecionados € 10 ml de sangue retirados para obtencdo do soro
normal pré-imunizacdo destes animais. Este soro foi conseguido pela centrifugag¢io a
12000 rpm por 30 s, apds o descolamento e retragdo do coaguio. O sobrenadante foi
transferido para novo tubo e armazenado a -20°C até o momento dos ensaios biologicos. A
solugdo homogeneizada do antigeno foi inoculada intramuscularmente na parte interna das

coxas traseiras dos coelhos.

O mesmo procedimento foi realizado apés 21 dias do primeiro inéculo, utilizando-se
adjuvante incompleto de Freund (Sigma), como estimulo de resposta imune secundaria, e
repetido por mais 2 vezes a cada 7 dias, ou seja, nos 28° e 35% dias ap6s a primeira
inoculacdo. Decorridos mais 7 dias coletaram-se 10 mi de sangue de cada animal para ser
analisado quanto ao titulo de anticorpos produzidos em provas de soroaglutinagdo em
lamina. O antissoro policlonal obtido (titulo1/5612) foi absorvido contra a linhagem HB101
nao produtora de fimbria (titulo final 1/64) e analisado quanto a existéncia de anticorpos em

experimentos de soroaglutinagao.
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8.1. Absorgao de antissoro policlonal

A linhagem bacteriana utilizada como controle positivo HB101-K99 (pFK99), capaz
de expressar a fimbria K99, e a amostra controle negativo HB101 foram inoculadas em
placas de Petri com meio Minca agar a partir de um pré-inéculo e incubadas a 37°C por 16
h. Uma aliquota de 500 ul do antissoro a ser absorvido foi transferida para tubo eppendorf
sendo o crescimento bacteriano da placa com HB101 coletado e adicionado ao antissoro.
O tubo foi incubado a 37°C por 30 min, centrifugado a 13000 rpm por 2 min e o
sobrenadante cuidadosamente transferido para outro tubo. O antissoro foi analisado quanto
a capacidade de aglutinagdo com a linhagem HB101 e o procedimento repetido até ndo ser
mais observada soroaglutinagdo com esta amostra (titulo 1/64). O antissoro foi, entao,
analisado em relacdo a soroaglutinagdo com a linhagem HB101-K99 (pFK99) crescida em

meio Minca sélido a 37°C para ser observada sua especificidade e dosagem.
8.2. Soroaglutinagao de bactérias

As linhagens bacterianas a ser analisadas por soroaglutinagdo foram inoculadas em
placas de Petri com meio Minca a partir de um pré-in6culo crescido a 37°C ou a 16°C. As
placas foram mantidas sob as mesmas condigdes até crescimento bacteriano adequado.
Um raspado de cada amostra bacteriana foi analisada em rela¢do a soroaglutinagéo frente
aos antissoros brutos, absorvidos (titulo1/64) e frente a solugéo salina. Em uma placa de
vidro foram adicionados 20 ul de antissoro ou solucdo salina e um raspado bacteriano
adicionado e homogeneizado com o auxilio de um palito esterilizado. Foi considerado como

resultado positivo a observagdo de grumos de bactérias.
9. Preparacao de antigeno anti-Salmonella

A linhagem x3987 foi cultivada em erlenmeyers com 100 ml de até atingir uma DOggo
de 0,7 (109 bactéria/ml), sendo posteriormente centrifugada em tubo de polipropileno de
50 ml a 5000 rpm por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento eluido
em PBS pH 7,2 por 2 vezes seguidas de novas centrifugagdes. O sedimento final foi

ressuspendido em PBS pH7,2 num volume suficiente para atingir uma concentracdo de
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10" bactérias por ml (1 ml para 100 ml de cultura inicial). As células foram mortas por

aquecimento a 80°C por 10 min e estocadas a -20°C até a sua utilizag&o.
10. Eletroforese
10.1. Eletroforese de DNA plasmidial em gel de agarose (Sambrook et al., 1989)

Agarose na concentragdo adequada foi dissolvida em tampédo TBE 1X (tris-borato
0,09 M, EDTA 2 mM) sob aquecimento e dispensada em molde de acrilico para solidificagao
a temperatura ambiente. Aliquotas de DNA foram adicionadas a solugéo de eluigdo de DNA
(azul de bromofenol 0,25%, xileno cianol 0,25%, ficoll 15%) e aplicadas no gel. A
eletroforese foi realizada com tampao TBE 1X e submetida a uma diferen¢a de potencial (5

Vicm). Apés o tempo adequado, o gel foi corado em solugdo de brometo de etidio (5 ug/mi)

por 1 h a temperatura ambiente, ou por 16 h a 4°C e visualizado em transluminador de luz
ultravioleta de onda curta. Exposicéo a filme preto e branco 125 ISO (Kodak) por 10 s foi
utilizado como registro definitivo dos resultados. A revelagdo e ampliagdo seguiram

especificagdes do fabricante.
10.2. Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida-SDS (PAGE-SDS)

A eletroforese de proteinas seguiu metodologia descrita por Laemmli (1970), e o gel
foi preparado de acordo com especificagdbes do "Hoefer Eletrophoresis Catalog and
Exercises" (1990-1991). A corrida eletroforética utilizou o equipamento da Pharmacia LKB
modelo 2001 e as solugcdes foram preparadas conforme mostrado na Tabela VI, para gel de
separacdo na concentragdo 12,5% e gel de empacotamento na concentracdo 4%, nas
quantidades suficientes para o preparo de dois géis simultaneos. As solugbes foram
misturadas por agitagdo branda constante e a eletroforese foi realizada com tampéo de
corrida tris-glicina (tris 0,025 M pH 8,3, glicina 0,192 M, SDS 0,1%) sob uma diferenca de
potencial de 120 V por 4 h ou corrente elétrica de 15 mA/gel durante 12 h.
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Tabela VI. Solugdes para a preparagdo de gel de poliacrilamida-SDS

SOLUGOES ¥ Gel de Separagdo ()  Gel'de Empacotamento (e}
,.  12;5% poliacrilamida 4% poliacrilamida
3% A@ 27%BisA (b)) TB/m 2,66 mi
 TrisHOMM,5MpH8BS 15ml —
TASHCIOSMPHES = 50mi
”ﬂff8§sﬁﬁ1ﬁ%' i | TS@QQITM', § = o
" HpO destiada T deam 122 mi
| PersulfaldBe Amonio10% 300l - 1001
T TemEb@ 20w T
(a) acrilamida " (d) N N, N', N* tetrametiletilenodiamina
(b) bis-acrilamida (e) quantidade suficiente para dois géis

(c) dodecil sulfato de sddio

10.3. Coloragao de géis de poliacrilamida-SDS pela impregnacao com prata (Blum et
al., 1987)

O gel de poliacrilamida-SDS foi retirado do equipamento de eletroforese e
transferido para um recipiente onde as solugdes foram trocadas de acordo com a sequéncia
descrita na Tabela VII. Durante toda a coloragao o gel foi manipulado com o auxilio de
luvas e mantido sob agitagao orbital constante. A revelagcado foi interrompida quando as

proteinas se tornaram adequadamente visiveis.

Apés a coloragdo, os géis foram fotografados e recolocados no recipiente para as
imersdes em metanol 30% por 30 min, seguidas de glicerol 3% por mais 30 min. Apds este

procedimento, os geéis foram plastificados em papel celofane e armazenados.
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Tabela VII. Seqiéncia de solugdes para a impregnacao de PAGE-SDS com prata

SOLUGOES TEMPO
Fixador (etanol 50%, acido acético 12%, 0,5 ml/L de formaldeido > 1h
a 37%) : ;
Etanol 50% | s | 38X 20 min
Twsszﬁfato de Sédm 0; 02% 1 min
HOdestlada 3X20s
Mamadoﬁnitrato ‘de prata0; 2% “0 75 mVL fama&detdo a37%) 20min
H,0 destilada S 2X20's

‘Reveiaaor {carbonato de Sédia %, “Fossuffato de sédio 0,4 ~ 10 min
mg/L, 0,5 milL de formatdefdo a«S?‘%)
H,O destilada = 2X20's

Blogueador (metanorsﬂ%, acido acético 12%) 10min

11. “Iimunoblotting”

A metodologia de “imunoblotting” para transferéncia de proteinas separadas em gel
de poliacrilamida-SDS foi realizada de acordo com o descrito em Sambrook et al. (1989).
Dois géis de poliacrilamida idénticos foram submetidos a eletroforese simultaneamente,
sendo um utilizado para transferéncia de proteinas para um papel de filtro de nitrocelulose e
outro corado com impregnagéo pela prata. Este procedimento permitiu a comparagédo entre
o padrao de migracdo das amostras protéicas e o observado no filtro apés a revelagéo com

peroxidase.

O filtro de nitrocelulose foi cortado no tamanho exato ao do gel e colocado em

recipiente com H,O deionizada por 5§ min. Dois pedacos de papel Whatman 3MM também

foram cortados no tamanho do gel e imersos em tampao de transferéncia (glicina 39 mM,
tris-HCI 48 mM pH 8,3, SDS 0,037%, metanol 20%). O sistema de transferéncia foi montado
de tal forma que o gel de poliacrilamida estivesse em contato com o filtro de nitrocelulose e
ambos revestidos externamente pelos papéis Whatman 3MM, sendo estes envolvidos por

uma camada esponjosa ("pad") previamente imersa em tampéao de transferéncia.
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O sistema foi colocado na cuba de transferéncia vertical, com o gel mais préximo ao
pélo negativo, de forma a permitir a transferéncia de proteinas ao filtro de nitrocelulose.
Uma diferenca de potencial foi aplicada para uma corrente elétrica constante de 0,65
mA/cm?2 (100 mA no total) durante 2 h. O gel foi corado com prata para ser confirmada a
eficiéncia da transferéncia e o filtro de nitrocelulose imerso em 50 ml de solucao
bloqueadora (leite em pé desnatado 5%, tween 20 0,02%, PBS pH 7,4) por 2 h, sob
agitacao orbital a temperatura ambiente. A seguir, a solugdo bloqueadora foi substituida por
outros 50 mi de nova preparacdo e acrescentados 50 pl de antissoro anti-K99 adsorvido
(1:1000). O filtro foi incubado por 18 h sem agitacdo a 4°C e lavado 3 vezes com PBS pH
7.4 por 10 min sob agitagdo. A seguir, o filtro foi lavado em solugéo livre de fosfato (tris-HCI
50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM) por 10 min e transferido para outra cuba com 20 ml de
solugdo bloqueadora livre de fosfato (leite em p6 desnatado 5%, tris-HCI 50 mM pH 7.5,
NaC! 150 mM), adicionando-se 10 ul (concentragéo final de 1:2000) de anticorpo anti-igG
de coelho (Gibco-BRL) e incubando-se por 1 h a temperatura ambiente sob agitagdo. O
filtro foi entdo lavado 4 vezes com solugdo livre de fosfato por 10 min sob agitacdo, e
transferido para 10 ml de solugéo substrato para peroxidase (6 mg de diaminobenzidina,
tris-HCl 0,01 M pH 76) com a adicdo de 10 pul de H,0, O progresso da reagédo foi

monitorado e interrompido por lavagens com H,O destilada, sendo o filtro, em seguida,

fotografado e conservado em PBS pH 7,4 a 4°C, protegido de luz.

12. Curva de crescimento e viabilidade bacteriana

As linhagens x3987 e x3987-K99 foram acompanhadas quanto a curva de
crescimento e viabilidade. Para isso, um inéculo inicial de 10° bactérias em 200m! de meio
LB foi incubado sob agitagdo de 150 rpm a 37°C. Aliquotas de 1ml foram analisadas em
espectrofotdmetro @ 600 nm a cada hora. Diluigdes das linhagens x3987 e x3987-K89
foram distribuidas em placas com meio LB agar a cada hora. As amostras foram
acompanhadas até atingirem uma densidade 6ptica de pelo menos 1,0. A viabilidade foi

inferida pela contagem das colénias nas placas.



Materiais e Métodos 51

13. Imunizagao de camundongos BALBI/c

Para a analise da imunizacéo foram utilizados 63 camundongos BALB/c de 24-30
dias, divididos em trés grupos com 21 camundongos cada. Dois grupos foram inoculados
com as linhagens S. typhimurium x3987 e x3987-K99 e o terceiro foi utilizado como

controle.

O preparo das células foi realizado conforme descrito por Curtiss & Kelly (1987). As
linhagens de S. typhimurium x3987 e x3987-K99 foram transferidas de um pré-inéculo
estatico a 37°C durante a noite, para erlenmeyers com 100 ml de meio LB suplementado
com 0,1% de glicose. Os erlenmeyers foram agitados a 150 rpm a 37°C em agitador orbital
até as células atingirem uma D.O. 0,7 a 600 nm. As células foram transferidas para tubos
de polipropileno de 50 ml e centrifugadas a 5000 rpm por 10 min a 4°C. Os sobrenadantes
foram dispensados e os sedimentos lavados por 3 vezes com tampao PBS pH7,4 através
de centrifugagbes nas mesmas condi¢gdes descritas. Por fim, os sedimentos foram eluidos
em 3,3 ml de tampdo PBS 7,4. Com o auxilio de seringa e agulha de inoculagdo
apropriados, foram inoculados 0,2 ml (aproximadamente 10° UFC) via oral em uma dnica
dose em cada camundongo, 10 min apds inoculo de 0,05 mi de solugdo de bicarbonato de
sodio 10%.

14. Coleta de soro, extracido e processamento dos oOrgaos, e persisténcia das

bactérias em camundongos BALB/c

De cada grupo imunizado, 4 camundongos foram sacrificados no 3%, 6%, 12°> e 36"
dias apos a inoculagdo. Os 5 camundongos restantes foram utilizados para analise da
resposta sérica, sendo o soro obtido antes da imunizacdo e a cada sete dias apés a

imunizagao.

O sangue foi coletado do plexo orbital através da utilizagdo de capilares. Foram
coletados cerca de 0,5 ml de sangue de cada animal antes da imuniza¢do e semanaimente,
apds a imunizagdo. Para a separa¢do do soro, o sangue foi incubado a 37°C por 2 horas,

seguido de 1 hora a 4°C ou até a formacéao de coagulo. Os coagulos foram descolados dos
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tubos, sendo centrifugados a 1500 rpm por 10 min a 4°C. Os soros foram cuidadosamente

transferidos a tubos novos e estocados a -20°C até a realizagédo do ELISA.

As placas de Peyer e o baco dos camundongos BALB/c foram processados
conforme o descrito por Curtiss & Kelly (1987). Os animais foram sacrificados por inalagao

de éter etilico em camara adequada.

O baco e as placas de Peyer dos intestinos de cada animal foram retirados e
transferidos a tubos individuais, contendo 5 ml de solugdo salina 0,85% esterilizada. Os
tubos foram mantidos em gelo até serem homogeneizados com o auxilio de bastdo de
vidro. Os debris foram precipitados naturalmente e diluicdes do sobrenadante foram
inoculadas em placas de Petri com meio SS (Salmonelia-Shigella agar, Merck), incubadas
durante a noite a 37°C para a determinagéo das UFC totais para baco e placas de Peyer
por camundongo. Coldnias de Salmonella sp foram analisadas quanto a estabilidade

plasmidial por extracéo de plasmidios em pequena escala.

15. Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

A resposta de anticorpos IgG contra antigenos de Salmonella sp e da fimbria K99 de
Escherichia coli foi avaliada por ELISA. Os antigenos foram preparados como descrito nos
itens 11 e 7.3 (Smith et al., 1994).

Inicialmente, as placas foram incubadas por 2 horas a 37°C com 0,1 ml de K99
purificada (0,2ug) ou de antigenos de Salmonella sp diluidos 100 vezes em tampao
carbonato pH9,6 (carbonato 0,2M, bicarbonato 0,2M com pH 9,6 ajustado por acréscimo de
carbonato). As placas foram lavadas com solugdo de PBS pH 7,2 (acrescido de 0,05 % de
Tween 20) por 3 vezes e a seguir, bloqueadas acrescentando-se 0,2 ml de solugéo
bloqueadora (PBS pH 7,2; BSA 1%; Tween 20 0,05%) e incubando-se por 2 horas a 37°C.

As lavagens com PBS pH 7,2 acrescido de 0,05 % de Tween 20 foram repetidas.

Diluicdes seriadas de soro de camundongos BALB/c foram adicionadas (1/64 no 1%
e 1/10 nos demais), para um volume final de 0,1 ml por pogo, em tampao de incubagéo
(BSA 0,1%; Tween 20 0,05% em PBS). As placas foram incubadas por 2 horas a 37°C. O
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procedimento de lavagem foi repetido e adicionados respectivos antissoros secundarios
(IgG Fab anti-camundongo Sigma 1:5000 em todas as canaletas com excecdo das de
numero 12, onde foi utilizado IgG anti-coelho Gibco 1:4000 como controle) e incubados a
37°C por 2 horas. As lavagens foram repetidas e, em seguida, foi feita a coloragcio com a
aplicacao de 0,1 ml por pogo da seguinte preparagdo (1 tablete de tampao fosfato/citrato
em 100 mi de H;0, 1 tablete de OPD em 75 ml de tampéo fosfato/citrato, e adicionado 16 pl
de H;0, 30% em 40 mi de em tampéao fosfato/citrato/OPD - 0,4 mg por ml). Apés 30 min, a
reacdo de coloragao foi inativada pela adicdo de 3M de H,SO,, sendo o resultado obtido
pela leitura das placas em leitor de ELISA (BioRad) calibrado para uma DO 405 nm. Foram
considerados positivos valores de densidade otica 2 vezes maiores que os obtidos com o
soro dos camundongos antes da imuniza¢dao e maiores que 0,1. Os controles negativos
foram as reagoes com todos os reagentes, sendo um sem o0 soro dos camundongos e outro

com o soro obtido antes da imunizagao.

16. Analises estatisticas

Para as analises estatisticas foi utilizado o teste ndo paramétrico Mann-Whitney U

test e considerados significativos valores de p < 0,05.



———————————
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1. Desenvolvimento da linhagem x3987-K99

Para o desenvolvimento de uma linhagem de Salmonella typhimurium capaz de
expressar a fimbria K99 de Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) patogénica para
bovinos, foi utiizada uma linhagem atenuada por delecdo nos genes cya/crp para a
insercdo do plasmidio pSM40 construido neste trabalho (Figura 4). Diversos estudos
anteriores tém demonstrado que um dos principais problemas encontrados no
desenvolvimento de linhagens vacinais que expressem proteinas heterdlogas, € a
dificuldade de manutencdo da estabilidade plasmidial in vivo na auséncia de pressao
seletiva, obtida normalmente in vitro por intermédio de agentes antimicrobianos. Como o
plamidio pSM40 construido € um derivado do vetor pYA3137 (Figura 3 em materiais e
métodos), possui como caracteristicas uma origem de replicagdo para grande numero de
copias, retirada do plasmidio pUC18 e, principalmente, o gene asd que codifica a enzima
aspartato-f3-semialdeido-desidrogenase. Esta enzima faz parte da via biossintética da lisina
e estd envolvida na formacdo do acido diaminopimélico (DAP), que é um importante
componente da parede celular de bactérias gram-negativas. Portanto, os plasmidios
contendo o gene asd conseguem complementar em trans uma dele¢do do mesmo gene
asd existente no cromossomo de algumas linhagens vacinais receptoras. A linhagem
Salmonella typhimurium x3987 utilizada neste trabaiho, além das mutagbes nos genes
cya/crp, possui também a delecdo do gene asd. Desta forma, na auséncia de DAP esta
linhagem torna-se incapaz de sobreviver por muitas geragbes, tornando essencial a
manutencdo estavel destes plasmidios in vivo, para que a viabilidade bacteriana se

mantenha.

Para a construgdo do plasmidio pSM40 foi obtido do plasmidio pFK99 (Figura 2 em
materiais e métodos) o fragmento de DNA de 7,1 Kb que contém o operon completo da
fimbria K99, através da clivagem com a enzima de restricdo BamHI. Este fragmento foi
ligado ao vetor pYA3137 (Figura 3 em materiais e metodos), também clivado em BamHl,
sendo o plasmidio resultante denominado pSM40 (Figura 4 em materiais e métodos). A

estratégia utilizada no desenvolvimento deste trabalho esta esquematizada na figura 5.
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Figura 6. Perfil eletroforético em gel de agarose 0,7% dos plasmidios pYA3137 e pSM40.
Os plasmidios foram clivados com a enzima de restrigao BamHl, para a confirmagéo
da insercdo do fragmento de DNA que contém o operon da fimbria K99 (7,1 Kb) ao
vetor pYA3137 (3,5 Kb). 1- plasmidio pYA3137 integro; 2- plasmidio pSM40 integro;
3- plasmidio pSM40 clivado com BamH!; 4- plasmidio pYA3137 clivado com Bamt|
e 5- fragmento que contém o operon da fimbria K99 de E. coli. As setas indicam os
fragmentos correspondentes ao operon da fimbria K99 (maior peso molecular,
linhas 3 e 5) e plasmidio pYA3137 linearizado (menor peso molecular, linhas 3 e 4).
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Figura 5. Esquema da estratégia utilizada para a clonagem e expressao da fimbria K99
de Escherichia coli em uma linhagem de Salmonella typhimurium atenuada cya/crp e

andlise da resposta sérica em camundongos BALB/c.

Como pode ser observado na figura 6, a clivagem do pSM40 com a enzima BamH|
recupera os dois fragmentos de DNA relativos ao vetor pYA3137 (3,5 Kb) e ao operon
K99 (7,1 Kb) respectivamente. Desta forma, o resultado obtido indica que a construgao
esta correta, pois nao foram observadas variagbes no tamanho dos fragmentos que
possam indicar a ocorréncia de quebra do DNA utilizado. O plasmidio pSM40 foi,
primeiramente, inserido por transformagdo em uma linhagem x6212 (Aasd) de
Escherichia coli e por eletroporagdo na linhagem x3987 (Acya, Acrp, Aasd) de Salmonella
typhimurium. A expressdo da fimbria K99 foi avaliada na linhagem x3987-K99 em

diferentes condicdes e comparada com a obtida no controle positivo HB101-K99(p FK99).
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2. Expressao da fimbria K99 na superficie bacteriana

A expressao da fimbria K99 pelas linhagens HB101-KS9 (pFK99) de Escherichia coli
e x3987-K99 de Salmonella typhimurium, desenvolvidas pela inser¢do do pSM40, foi
analisada por soroaglutinacdo com soro policlonal de coelho anti-K99, pelo perfil
eletroforético em PAGE-SDS de proteinas da superficie bacteriana e por “imunobilotting”

com antissoro policlonal anti-K99 de coelho.

A linhagem HB101-K99 (pFK99) foi cultivada em meio sélido Minca, o qual é descrito
como o meio ideal para se obter grandes quantidades de expressdo da fimbria K39 em
Escherichia coli (van der Woude, et al, 1990). Na linhagem x3987-K99 foi avaliada a
possivel influéncia na expressao da fimbria K99 pelo cultivo em diferentes condicées: meio

Minca sélido, meio LB liquido sem aeragao e meio LB liquido com aeracgao.

A soroagiutinagdo das linhagens HB101-K99 (pFK99) e x3987-K99, utilizando-se
antissoro policlonal anti-K99 de coelhos, foi positiva, sugerindo a manutengdo das

caracteristicas funcionais da fimbria.

A figura 7 apresenta o perfil eletroforético em PAGE-SDS das proteinas de
superficie bacteriana extraidas. A linhagem HB101-K99 (pFK99) de E. coli, cultivada em
meio Minca, apresentou elevada expressdo da subunidade principal de fimbria K99. A
linhagem x3987-K99 de S. typhimurium apresentou expressdo da fimbria K99 em
quantidade reduzida, quando submetida ao crescimento em meio LB liquido sem aeracéao.
Entretanto, esta mesma linhagem obtida apés cuitura liquida em LB com aeracao e,
principalmente em meio Minca sélido, apresentou expressdo da subunidade principal da
fimbria K99 com intensidade semelhante no gel a obtida com a linhagem HB101-K99
(pFK99). Além disso, a utilizacdo do cultivo em meio Minca sélido da linhagem x3987-K99
parece induzir uma expressao prioritaria da fimbria, ao contrario do observado no meio LB
liguido com aeragdo, onde as demais proteinas de Salmonella sp foram obtidas em
quantidades também elevadas, especialmente a subunidade correspondente ao flagelo de
Salmonella sp. Estes resultados indicam que a aera¢éo, durante o cultivo em meio liquido
rico, € um fator muito importante para a expressao da fimbria K99 na linhagem x3987-K99

de Salmonella typhimurium. Além disso, como nao foi observada uma inibicido da expresséo
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de K99 nesta linhagem, quando cultivada em meio LB com aeragéo, pode-se duvidar de
uma real influéncia repressora da lisina nesta linhagem. A utilizagdo do meio de cultura
solido Minca, considerado ideal para a expressdo de K99 em E. coli, parece favorecer a
expressdo desta fimbria de forma prioritaria na linhagem x3987-K99 de Salmonella

typhimurium utilizada.

A figura 8 apresenta o resultado do “imunoblotting” das proteinas de superficie
bacteriana extraidas das linhagens HB101-K99, x3987-K99 e x3987(pYA3137). Esta ultima
utilizada como controle de uma possivel influéncia do vetor pYA3137 na expressdo. Foram
utilizadas as extracdes de proteinas de superficie das linhagens de Salmonella cultivadas
em meio LB liquido com aeragdo, devido as quantidade relativas de antigenos de
Salmonella sp e K99 obtidos e da facilidade técnica nestas condigdes. O resultado
observado confirma com clareza a expressao da subunidade principal da fimbria K99 nas
linhagens HB101-K99(pFK99) e x3987-K99.

3. Crescimento bacteriano e viabilidade celular

As linhagens de Salmonella typhimurium x3987 e x3987-K99 foram analisadas
quanto a curva de crescimento em meio LB liquido com aeragdo e quanto a viabilidade
celular por plaqueamento das diluicdes. A linhagem x3987 atingiu uma densidade 6tica
(D.0.) de 0,7 em aproximadamente 3,5 horas, enquanto a amostra x3987-K99 atingiu a
mesm D.O. nas mesmas condicbes em 6,5 horas, como pode ser observado na figura 9.
Isso pode ser explicado devido a presenga de um plasmidio com origem de replicagdao que
permite um grande numero de copias por bactéria, como é o caso do pSM40, induzindo

assim uma elevada expresséo da fimbria K99.

No ensaio para determinac¢do da curva de crescimento foram retiradas aliquotas da
cultura em meio liquido LB com aeracéo, que foram inoculadas em meio de cultura sélido
para avaliagdo da viabilidade celular (UFC). A quantificacdo das coldnias obtidas
apresentou correlacdo com o resultado observado por densidade optica (resultado nao
apresentado). A linhagem x3987-K99 de Salmonella typhimurium foi utilizada nos ensaios

de imunogenicidade com camundongos BALB/c.
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Figura 7. Perfil eletroforético por PAGE-SDS 12,5% das proteinas de superficie das
linhagens de E.coli e Salmonella typhimurium, demonstrando a expressao da
subunidade principal da fimbria K99 em diferentes condigbes de cultivo. 1- Padrao
de peso molecular; 2- Linhagem E.coli HB101; 3- Linhagem E. coli HB101-K99; 4-
Linhagem S. typhimurium x3987 em meio Minca solido; 5- Linhagem S. typhimurium
x3987-K99 em meio Minca sdlido; 6- Linhagem S. typhimurium x3987 em meio
liquido LB com aeragao; 7- Linhagem S. typhimurium x3987-K99 em meio liquido LB
com aeracao; 8- Linhagem S. typhimurium x3987 em meio liquido LB sem aeragao;
9- Linhagem S. typhimurium x3987-K99 em meio liquido LB sem aeracao. A seta
indica a subunidade principal da fimbria K99 (linhas 3, 5, 7 e 9)
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K99 —>»

Figura 8. Perfil eletroforético por PAGE-SDS 12,5% das proteinas de superficie (a) e
“imunoblotting” (b), para confirmacgao da expressao da fimbria K99. 1- Linhagem
E.coli HB101-K99 produtora de K99; 2- Linhagem S. typhimurium x3987 (pYA3137);
3- Linhagem S. typhimurium x3987-K99 (pSM40). A seta indica a subunidade
principal da fimbria K99 (linhas 1 e 3).
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Figura 9. Curva de crescimento das linhagens de Salmonella typhimurium x3987 e
x3987-K99 em cultura LB liquida com aeragdo. As aliquotas foram analisadas a
cada hora quanto a densidade optica (DO) a 600 nm.
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4. Purificagio da fimbria K99

A linhagem x3987-K99 foi utilizada na purificacdo da subunidade principal da fimbria
K99 a partir do crescimento obtido com cultivo em meio LB liquido com aeragao. A figura 10
apresenta o perfil eletroforético das proteinas de superficie bacteriana em PAGE-SDS,
precipitadas em diferentes concentracdes de sulfato de aménio. A concentragdo de sulfato
de amonio de 10% foi aquela que apresentou maior quantidade da fimbria K99 e melhor

indice de pureza protéica.
5. Persisténcia em placas de Peyer e bagco de camundongos BALB/c

Para o desenvolvimento de uma linhagem vacinal viva, € necessaria a observagao
da colonizagdo e do tempo de persisténcia in vivo, bem como, no caso de expressido de
proteinas heterélogas codificadas por plasmidios, avaliar a estabilidade plasmidial das
bactérias recuperadas dos animais. Em uma linhagem vacinal de Salmonella sp é desejado
que o microrganismo atenuado consiga invadir as placas de Peyer e o bago e sobreviver
pelo tempo suficiente para estimular o sistema imunolégico do hospedeiro. A avaliagdo da
persisténcia, portanto, € uma indicagdo importante sobre a possibilidade de sucesso da
linhagem vacinal na imunizagdo. A linhagem x3987-K99 e o controle x3987 foram utilizados
para se inocular 10° bactérias em uma (nica dose por via oral em grupos distintos de
camundongos BALB/ce a persisténcia das bactérias foi analisada pela presenga de
UFC/orgao.

Durante o teste de persisténcia nao foi observada nenhuma alteragdo no
comportamento dos camundongos inoculados com as linhagens x3987 e x3987-K89, com

relag@o ao grupo que recebeu placebo (PBS e bicarbonato de sédio 10%).

A figura 11 apresenta os resultados de persisténcia obtidos no decorrer do tempo
nas placas de Peyer de camundongos BALB/c. Um grande numero de bactérias foram
recuperadas no tecido linféide dos animais no 2° dia ap6s a imunizagio, em ambos os
grupos inoculados com as linhagens x3987 e x3987-K99. Podemos observar claramente
que, embora 0 numero de bactérias recuperadas tenha sido reduzido com o decorrer do

tempo em ambos 0s grupos, os microrganismos foram ainda detectadas no 35° dia apés a
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imunizacdo. A andlise estatistica indicou que as diferengas encontradas nao sao
significativas (p>0,05) entre os grupos em cada momento da amostragem. O resultado
sugere que a expressd3o da fimbria K99 pela linhagem x3987-K99 nao interfere na
invasividade bacteriana e na persisténcia em placas de Peyer, apresentando um
comportamento bastante semelhante a linhagem x3987.

A figura 12 apresenta os resultados obtidos de persisténcia das linhagens x3987 e
x3987-K99 no bago de camundongos BALB/c no decorrer do tempo. No 2° dia apos a
imunizagdo nao foi recuperada nenhuma bactéria no bago dos grupos de camundongos
BALB/c inoculados. Entretanto, nos dias subsequentes, foram recuperadas bactérias nos
dois grupos de camundongos, com 0 numero maximo de recuperagdo sendo atingido no
12° dia. O grupo inoculado com a linhagem x3987 apresentou uma quantidade de bactérias
recuperadas estavel até o 35> dia, enquanto no grupo inoculado com a linhagem x3987-
K99 foi observada uma reducdo do numero de bactérias, porém esta reducgdo foi
considerada n3o significativa pela andlise estatistica (p>0,05). As quantidades de bactérias
recuperadas no baco dos camundongos no 12° dia nos dois grupos e nas placas de Peyer
no 35° dia apds o in6culo foram semelhantes.

Dentre as bactérias isoladas em placa de Peyer e bago dos grupos de
camundongos inoculados, uma amostragem de 10 colénias de bactérias por ponto de
coleta e por 6rgdo foram escolhidas ao acaso e anaiisadas quanto a presenga dos
plasmidios pSM40 ou pYA3137. Todas as coldénias analisadas apresentaram o plasmidio
correspondente, indicando 100% de estabilidade plasmidial pelo sistema letal balanceado

baseado no gene asd.



Resultados 65

MDa

105,1 —
69,8 —|~ =

"

433—|¢+

28,3 — | o=

18,1 —

~€— K99
15,4 —

Figura 10. Perfil eletroforético por PAGE-SDS 12,5% das proteinas de superficie
bacteriana da linhagem Salmonella typhimurium x3987-K99, precipitadas com
diversas concentracbes de sulfato de amoénio. 1- padrdo de peso molecular,
2- proteinas de superficie da linhagem x3987 (pYA3137); 3- proteinas de superficie
da linhagem x3987-K99 (pSM40); 4- proteinas precipitadas com sulfato de aménio
10%; 5- proteinas precipitadas com sulfato de aménio 20%,; 6- proteinas
precipitadas com sulfato de amonio 40%, 7- proteinas precipitadas com sulfato de
amonio 60% e 8- proteinas precipitadas com sulfato de amonio 80%. A seta indica a

subunidade principal da fimbria K99 (linhas 3, 4 e 6).
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Figura 11. Andlise da persisténcia das linhagens vacinais x3987 e x3987-K99 em placas
de Peyer de camundongos BALB/c. Foram analisados 4 camundongos por grupo
em cada momento da amostragem e estao representados a média e o erro padrao
da média. As diferencas entre os grupos nao sao significativas (Mann-Whitney U
test p< 0,05).
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Figura 12. Andlise da persisténcia das linhagens vacinais x3987 e x3987-K99 em baco
de camundongos BALB/c. Foram analisados 4 camundongos por grupo em cada
momento da amostragem e estao representados a média e o erro padrao da media.
As diferencas entre 0s grupos nao sao significativas (Mann-Whitney U test p< 0,05).
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6. Resposta imune de camundongos

A producdo de anticorpos dirigidos contra antigenos de Salmonella sp e da fimbria
K99 foi avaliada em soros coletados de animais imunizados com as linhagens x3987 e
x3987-K99, através de ensaios imunoenzimaticos (ELISA). Os animais de cada grupo
experimental (5 camundongos) receberam uma tnica dose do antigeno, constituida por 10°
células bacterianas, por via oral. Os soros imunes foram coletados semanalmente durante 6
semanas consecutivas e titulados por ELISA, conduzidos em placas sensibilizadas com

lisado de Salmonella typhimurium ou com a fimbria K99 purificada.

A figura 13 apresenta a resposta sérica desenvolvida contra antigenos de
Salmonella em ambos 0s grupos imunizados com x3987 ou x3987-K99. Ambos os grupos
apresentaram elevados titulos, ndo sendo observadas diferengas estatisticas significativas
dos titulos entre os dois grupos durante as seis semanas. Também nao foi observada uma
variagao significativa do titulo dentro de cada grupo nas 5 primeiras semanas. Entretanto,
quando comparamos a 6% semana com a 1% semana, observamos uma elevagio
significativa dos titulos no decorrer do tempo para os antigenos de Salmonella sp no grupo
imunizado com x3987 (p<0,05) e muito significativa no grupo imunizado com x3987-K99
(p<0,001). Estes resultados sugerem fortemente que a utilizagdo seria vantajosa para a

estimulacao de anticorpos anti-Salmonella.

A figura 14 apresenta a resposta sérica obtida em ambos os grupos de
camundongos BALB/c imunizados com as linhagens x3987 e x3987-K99, com relagao ao
antigeno da fimbria K99 de Escherichia coli. O grupo de camundongos BALB/c imunizado
com a linhagem de Salmonella typhimurium x3987-K99 apresentou elevados titulos de
anticorpos para o antigeno K99, enquanto a linhagem controle x3987 ndo apresentou
resposta imunolégica detectavel para este antigeno. Os titulos de anticorpos para o
antigeno K99 no grupo inoculado com a linhagem x3987-K99 apresentaram diferengas
estatisticamente significativas no decorrer do tempo. O aumento do titulo de anticorpos
obtido na 6° semana foi significativo (p<0,05), com relacido aos obtidos na 3%, 4° e 5%
semanas e muito significativo (p<0,01) com relacdo aos obtidos nas primeiras duas
semanas apoés a imunizacdo. Estes resultados sugerem a utilizagdo da linhagem vacinal
x3987-K99 para a estimulacdo de anticorpos anti-K99.



Resultados 69

KKK e

Ti tulo Log,
s

1 2 3 4 5 6
Tempo (semanas)

1 X3987(pYA3137) [1X3987-K99(pSM40)

Figura 13. Analise da produgao de anticorpos anti-Salmonella em camundongos BALB/c
inoculados com linhagens x3987 ou x3987-K99. Foram utilizados 5 camundongos
por grupo. Foram considerados positivos valores de D.O. duas vezes superiores
aos obtidos com o soro coletado dos camundongos antes da imunizagao e maiores
que 0,1. Resultados considerados significativos em Mann-Whitney U test (* p< 0,05,
*** p<0,001).
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Figura 14. Andlise da producao de anticorpos anti-K99 em camundongos BALB/c
inoculados com linhagens x3987 ou x3987-K99. Foram utilizados 5 camundongos
por grupo. Foram considerados positivos valores de D.O. duas vezes superiores
aos obtidos com o soro coletado dos camundongos antes da imunizagao e maiores
que 0,1. Os titulos obtidos nos soros dos camundongos inoculados com a linhagem
x3987 nao foram superiores ao soro pré-imune. Resultados considerados
significativos em Mann-Whitney U test (* p< 0,05, ** p<0,01).
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A vacinagéo continua sendo a ferramenta mais efetiva na prevencao de doencas
infecciosas (Robbins, A., 1990). O sucesso obtido no controle e erradicacdo de diversas
doengas com vacinas convencionais tem estimulado o desenvolvimento de novos tipos de
vacinas. Este desenvolvimento s6 tem sido possivel gragas ao acimulo de conhecimentos
sobre o mecanismo molecular da patogenicidade dos microrganismos, que tem permitido a
identificacdo de varios genes essenciais para a viruléncia e o mecanismo de sua regulagao.
Dentre as novas abordagens para o desenvoivimento de vacinas, uma das mais estudadas
atualmente é a utilizagdo de microrganismos vivos, porém atenuados. Estas vacinas vivas
conferem uma melhor protegdo que as convencionais porque, apesar de avirulentas, estas
linhagens mantem algumas caracteristicas que permitem estabelecer uma infec¢ao limitada
aos estagios iniciais, permitindo estimular o sistema imunolégico do hospedeiro de forma
muito mais eficiente (Chatfield, et al., 1993).

A bactéria Salmonella typhimurium é patogénica para camundongos e tem sido
muito utilizada como modelo no desenvolvimento de linhagens vacinais atenuadas para
humanos e animais. Um vantagem especial da utilizacdo de Salmonella sp como vacina
viva é a rota de infeccdo pela qual ela invade o hospedeiro. A Salmonella typhimurium
coloniza as placas de Peyer de camundongos apés a infecgdo por via oral, permitindo
atingir o alvo principal de defesa do sistema gastrointestinal e eventualmente outros tecidos
internos, como bacgo e figado. O processo de infeccao age, portanto, como método de
amplificacdao do estimulo imunolégico ao prolongar a apresentagdo do antigeno, quando
comparado com a imunizagdao nao replicativa encontrada em métodos convencionais
(Jones et al., 1994).

Desde os trabalhos iniciais de Bacon et al. (1950), demonstrando a atenuagado da
viruléencia em mutantes auxotréficos de Salmonella sp, muitas outras mutacdes que
atenuam a viruléncia foram descritas (revisado por Chatfield,et al., 1993). As linhagens de
Salmonella sp atenuadas vém sendo utilizadas como carrreadoras de antigenos
heterdlogos, com diferentes graus de sucesso na ativacdo de resposta humoral e celular
(revisado por Cardenas & Clements, 1992; Curtiss et al., 1994).

Linhagens de Salmonella sp com dele¢des nos genes da adenil ciclase (cya) e

receptor do AMP ciclico (crp) foram propostas como vacinas vivas orais contra salmonelose
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(Curtiss et al.,, 1994). Linhagens recombinantes atenuadas capazes de expressar proteinas
heter6logas das mais variadas origens, foram propostas como vacinas orais multifatoriais
(Clements & Cardenas, 1992; Curtiss et al., 1994).

O objetivo principal deste trabalho foi o de introduzir e expressar o operon
responsavel pela sintese da fimbria K99 de Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)
patogénica para bovinos de forma estavel em uma linhagem atenuada de Salmonella

typhimurium por mutagdo nos genes da adenil ciclase (cya) e do receptor do AMP ciclico

(crp).

Durante o processo de desenvolvimento, algumas questdes tiveram de ser
respondidas. O plasmidio que codifica 0 operon da fimbria K99 se manteve estavel na
linhagem receptora in vivo? A bactéria receptora expressou a fimbria K997 Em que
condicoes de cultivo? Qual foi a influéncia desta expressao com relagcéao ao crescimento da
linhagem receptora e quanto as caracteristicas invasivas in vivo? A linhagem vacinal
persistiu nos 6rgdaos do camundongo? A linhagem vacinal estimulou o sistema imunologico

do hospedeiro?

Uma das preocupagfes atuais na expressdo de proteinas recombinantes em
linhagens atenuadas € a manutengao estavel in vivo do plasmidio inserido, na auséncia da
pressdo seletiva conseguida in vitro através de antimicrobianos. A estabilidade plasmidial €
muito importante para o sucesso de vacinas multifatoriais e, assim, optamos por utilizar o

sistema letal balanceado.

O sistema letal balanceado, baseado no gene asd, foi proposto por Curtiss et al.
(Nakayama et al., 1988; Curtiss et al., 1990; Galan et al., 1990) como uma possivel solugéo
para a estabilidade dos plasmidios inseridos em linhagens vacinais atenuadas de
Salmonella sp, na auséncia de antibiéticos seletivos. O gene asd codifica a enzima
aspartato-pB-semialdeido-desidrogenase, que participa da via biossintética da lisina e esta
envolvida na formagdo do acido diaminopimélico (DAP), um importante componente da
parede celular de batérias gram-negativas. Os plasmidios contendo o gene asd
complementam a delegdo letal do mesmo gene no cromossomo das linhagens vacinais

receptoras, tornando inviaveis aquelas que apresentarem perda do plasmidio (Nakayama et
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al., 1988; Curtiss et al, 1990; Galan et al, 1990). O plasmidio pYA3137 e seu derivado
pSM40, utilizados neste trabalho, possuem o gene asd. Assim, como a linhagem
Salmonella typhimurium x3987, que é uma mutante asd e apresenta dupla atenuagéo nos
genes cya/crp, sendo por isso utilizada como receptora. O AMP ciclico e a proteina
receptora do AMP ciclico (crp) sdo essenciais para a transcricdo de muitos genes
envolvidos com o transporte e quebra de catabdlitos, tornando-a segura para ser utilizada
como linhagem vacinal.

Os resultados obtidos com a linhagem x3987 quanto a estabilidade plasmidial in vivo
foram plenamente satisfatérios. Dentre as bactérias recuperadas em placas de Peyer e
bago dos camundongos utilizados no ensaio de persisténcia, uma amostragem foi analisada
para se verificar a manutengdo do plasmidio pSM40, sendo a presenga do plasmidio
constatada em 100% dos isolados analisados. Estes resultados confirmam a eficiéncia do
sistema letal balanceado baseado no gene asd, para a estabilizacdo de plasmidios in vivo
na auséncia de pressao por antimicrobianos. Observa¢gdes semelhantes foram obtidas por
Zhang et al. (1997), com o plasmidio recombinante que expressava a proteina ovariana ZP3

de camundongos.

A decisao em utilizar a fimbria K99 como antigeno para a estimulacdo imunoldgica,
visando a uma prote¢do contra infec¢do por ETEC, se baseia em trabalhos anteriores
realizados para avaliar a capacidade de indugdo da imunogenicidade através de fimbrias.
De fato, estes estudos demonstraram que anticorpos produzidos a partir de fimbrias
cumprem papel fundamental na protegdo imunolégica contra ETEC. Neste sentido,
resultados positivos foram obtidos tanto para animais quanto para humanos (Acres, et al.,
1979; Nagy et al., 1980; Evans, et al., 1984; Levine, et al., 1986; 1994, Moon, et al., 1993).
A fimbria K99 é normalmente encontrada em ETEC patogénica para bovinos e foi
considerada altamente imunogénica (Acres et al., 1979; Nagy, B., 1980; Moon, H. W., 1981;
Moon, et al., 1993; Osek et al., 1995).

Por outro lado, diversos fatores parecem influenciar a expressao desta fimbria em E.
coli selvagem. Dentre estes fatores, o AMP ciclico, a proteina receptora do AMP ciclico (crp)
e a proteina Irp (leucine-responsive protein) sdo citados por varios autores e parecem estar
envolvidos na regulagao das 3 regides génicas do operon da fimbria K99 (van der Woude,
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et al., 1990; Bertram et al., 1994). Entretanto, estudos recentes com o operon da fimbria
K99 e seu mecanismo de regulacéo demonstraram que a regido 1 (fanA ao fanD), a regiéo
2 (fank e fanF) e a regido 3 (fanG e fanH) sao reguladas de forma independente (Ilnoue et
al., 1993; Lee et al, 1995). Como a linhagem x3987 é atenuada justamente por mutagao
nos genes cya e crp, responsaveis pelos niveis de AMP ciclico intracelulares, existia a
possibilidade da linhagem x3987-K99 ndo conseguir expressar a fimbria devido ao

mecanismo de repressao catabdlita.

Como se sabe, no mecanismo de repressao catabdlita a proteina receptora do AMP
ciclico (crp) se liga a regido promotora de diversos genes, e assim permite uma ligagdo mais
efetiva da RNA polimerase com seu sitio promotor, facilitando o processo de transcrigao.
Entretanto, a proteina crp se liga ao seu sitio promotor somente na presengca de AMP
ciclico, e este é fortemente afetado pela quebra da glicose. Deste modo, quantidades
reduzidas de AMP ciclico sdo encontradas na presenca de glicose, enquanto altas
concentragdes ocorrem em sua auséncia (Lewin, B., 1994).

Quanto a influéncia da glicose na expressao da fimbria K99, entretanto, diversos
autores tém encontrado resultados varidveis e algumas vezes contraditérios. Isaacson
(1980) inicialmente observou uma repressao da produgédo de K99 mediada por glicose em
linhagens crescidas em meio rico liquido (TSB), porém posteriormente verificou que isto nao
acontecia em meio minimo (lsaacson, R., 1983). A utilizacdo de um mutante para a
producdo da enzima adenil ciclase (cya) revelou que a repressdo catabdlita induzida por
glicose afeta a sintese da subunidade da fimbria K99, porém ndao a sua montagem
(Isaacson, R., 1983). Ainda quanto a isto, foi observado que a adicdo de relativamente
pequenas quantidades de AMP ciclico parece reverter a agao repressora da sintese de K99
pela glicose (Isaacson, R., 1980), porém, este composto em altas concentragbes parece
estar relacionado com baixas produg¢des da fimbria (Isaacson, R., 1980; Contrepois, et al.,
1983).

De fato, sabe-se atualmente que a expressdo da fimbria K99 € um processo que
pode ser divido em duas etapas, sintese da subunidade e montagem da fimbria. Os dois
processos ndo ocorrem necessariamente de forma simultdnea. A sintese da subunidade

acontece continuamente durante o ciclo de vida da cultura, enquanto a montagem ocorre
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exclusivamente durante a fase logaritmica. Portanto, a montagem da subunidade em
fimbria ndo requer sintese ativa da subunidade (Isaacson, R., 1983). Confirmando esta
afirmacgéo, verificou-se que um mutante de E. coli no gene cya produziu uma gquantidade 33
vezes menor da subunidade principal da fimbria K98, com relacdo ao produzido
normalmente por uma linhagem selvagem, ainda que a quantidade de fimbria montada na
superficie de ambas as linhagens fosse a mesma. Esta observagéo indica que o processo
de montagem deva ser muito eficiente, uma vez que quantidade de subunidade existente
na linhagem mutante € muito menor, embora nao seja limitante. E importante destacar
ainda que, embora tenha sido observado uma sintese reduzida da subunidade K99 na

linhagem mutante cya, uma certa produgao sempre foi detectada (Isaacson, R., 1983).

Girardeau et al. (1982) observaram dois grupos de linhagens produtoras de K99. Em
um grupo, a producdo de K99 parece ocorrer de modo constitutivo e independente da

presenga de glicose, enquanto em outro a produg¢do é dependente de glicose.

Desta forma, durante o desenvolvimento da linhagem de Salmonella typhimurium
x3987-K99, como a atenuacido € provocada pelas mutagdes nos genes da adenil ciclase
(cya) e da proteina receptora do AMP ciclico (crp), havia uma duvida quanto a expressdo da
fimbria K99. Entretanto, surpreendentemente, a linhagem x3987-K99 apresentou expressao
da fimbria K99 em quantidades relativamente elevadas. Deste modo, a atenuagao pelos
gene cya e crp nesta linhagem parece nao afetar de modo significativo a expressdo desta
fimbria, da mesma forma que o observado em E. coli mutante cya. Assim, a sintese da
subunidade deve estar ocorrendo de forma continua, mesmo na auséncia da proteina crp-

AMPc, néo afetando a montagem da fimbria durante a fase de crescimento logaritmico.

Assim, além da represséo catabdlita, a expressdo de K99 parece depender também
de outros fatores, como por exemplo a presenca de L-alanina no meio de cultura, o pH
abaixo ou acima de 7,0, a auséncia de aeragdo durante o cultivo e a temperatura diferente
de 37°C.

Quanto & influéncia destes fatores, de Graaf et al. (1980) observaram inicialmente
uma reduzida producdo de fimbria K99 em condigbes de anaerobiose, entretanto,

posteriormente 0 mesmo grupo de pesquisadores ndo detectou diferenga significativa entre
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cultura em anaerobiose ou aerobiose. Esta aparente contradicdo foi explicada pela
dependéncia do pH para a produgdo da fimbria. Culturas em anaerobiose, sem regulador
de pH, produzem rapidamente um pH abaixo de 7,0 devido a fermentacdo e nestas
condi¢gdes o crescimento continua sem a produgao da fimbria K39 (van Verseveld, et al.,
1985).

van Verseveld, et al. (1985) determinaram a produgao da fimbria K99 por diferentes
linhagens cultivadas em vérios meios de cultura e observaram que um meio minimo com
glicose e 0 meio Minca favorecem a obtengdo de altas producgdes de K99. Além disto, o
crescimento em meio rico, a incubag¢do em temperaturas abaixo de 37°C ou em condi¢des
de anaerobiose parecem reprimir a sintese de K99 em culturas liquidas (de Graaf, et al,
1980a). Foi observado também que a adi¢ao de L-alanina ao meio Minca inibe fortemente a
sintese de K99 (de Graaf, et al., 1980b; Girardeau, et al., 1982). Este efeito, entretanto,
parece ser muito menos pronunciado quando L-isoleucina e L- treonina sdo adicionados

junto com L-alanina (Isaacson, 1983).

Como ja foi dito, a producdo da fimbria K89 em meio de cultura liquido esta restrita a
fase logaritmica de crescimento (Isaacson, 1980; van Verseveld, 1985). isaacson (1983)
demonstrou que este fendmeno néo se aplica a sintese da subunidade principal da fimbria,
que ainda ocorre durante outras fases do crescimento. Foi também observado que a adigcao
de cloranfenicol impede a sintese da subunidade principal, entretanto a montagem da
fimbria K99 ainda continua. Assim, aparentemente, a bactéria possui a quaiquer tempo uma

certo estoque de subunidades ndo montadas.

Com base nessas observacgdes, o cultivo de E. coli com o objetivo de expressar a
fimbria K99 tem utilizado prioritariamente o meio Minca. Para o desenvoivimento de uma
linhagem vacinal, seria interessante que esta expressasse o antigeno recombinante, sem
no entanto permitir que este interferisse excessivamente com a fisiologia da bactéria. Esta
deve, também, expressar quantidades normais de seus préprios antigenos. Foi analisado
entao o comportamento da linhagem recombinante x3987-K99 quanto a expressdo da
fimbria K99 e demais antigenos de superficie em diferentes condi¢des de cultivo. Com este
fim utiizamos o meio de cultura rico LB, comum em laboratérios de microbiologia
bacteriana. Assim, as proteinas de superficie das linhagens x3987-K99, x3987 e E.coli



Discussdo 78

HB101-K99 foram extraidas e separadas por eletroforese em PAGE-SDS. Ao contrario do
esperado, o resuitado obtido revelou que o crescimento apresentado pela linhagem x3987-
K39 em meio liquido LB com aeragdo favoreceu a expressao tanto da fimbria K99 quanto
de antigenos de Salmonella. Ao compararmos estes resultados com a expressio
apresentada por esta mesma linhagem em meio Minca, observamos que, de fato, este meio
parece permitir a expressao da fimbria K99 de forma prioritaria. Uma vez que era desejada
justamente a obtencdo da expressdo de K99 sem contudo alterar significativamente a
produg¢ao dos demais antigenos naturais da linhagem, utilizamos a partir deste momento o

cultivo em meio liquido LB com aeracéo para a continuidade do trabalho.

A expressdo da fimbria K99 pela linhagem x3987-K99 em meio LB liquido com
aeragao foi confimada também através de soroagiutinagdo e de “imunoblotting”, utilizando-

se para isso anticorpo primario policlonal anti-K99 obtido em coelhos.

Deste modo, o cultivo em meio liquido com aera¢éo foi escolhido para os testes de
imunizacdo e persisténcia por apresentar maior facilidade técnica e por possibilitar a
apresentacéo de antigenos tanto de Salmonella quanto da fimbria K99, favorecendo deste

modo a utilizagédo desta linhagem como vacina multifatorial.

A fimbria K99 produzida pela linhagem x3987-K99 foi purificada por precipitagao
com sulfato de aménio. A concentragéo de sulfato de aménio onde observamos uma maior
concentracdo da fimbria e maior indice de pureza foi a de 10%. Este resultado esta de
acordo com o apresentado por Wevers et al. (1980), que obtiveram precipitagdo de uma
fimbria associada com ETEC de humanos na mesma concentragdo de 10% de suifato de

amonio.

Uma vez comprovada a expressdo da fimbria K99 pela linhagem recombinante
x3987-K99, era necessdario analisar se esta expressdo, de alguma forma, afetava o
crescimento da linhagem ou sua capacidade de invasao, haja visto que a eficiéncia da

resposta imunologica depende destes fatores.

Deste modo, a curva de crescimento bacteriano foi realizada e foi observado um
prolongamento da fase lag da linhagem x3987-K99, quando comparada com o obtido pela
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linhagem controle x3987(pYA3137). Assim, como a Unica diferenga entre as duas linhagens
é justamente a expressdo da fimbria K99, foi deduzido que a expresséo desta deve estar
influenciando. De fato, como ja foi discutido, embora a sintese da fimbria possa ocorrer
durante qualquer etapa do crescimento, a montagem foi observada apenas durante a fase
logaritmica, especialmente quando o cultivo ocorre em meio liquido e rico em nutrientes, o
que pode explicar o resultado observado. Entretanto, o crescimento bacteriano com fase
lag mais prolongada ja havia sido observada em trabalho anterior (Srinivasan et al.,1995) e,
segundo o autor, ocorreu devido a presenga de um plasmidio de alto nimero de copias com
origem de replicagdo derivado do pUC. Observagédo semelhante foi obtido por Covone et a/.
(1998) com a linhagem de Salmonella typhimurium x3987. Estes autores tambem
observaram um acréscimo de cerca de 3 horas na linhagem recombinante a qual
expressava a proteina heter6loga LT, sem que houvesse alguma influéncia na persisténcia
em tecidos de camundongos. Dessa forma, como este também é o caso do plasmidio
pSM40, esta possibilidade ndo pode ser rejeitada. Entretanto, mais importante que uma
variagdo durante a curva de crescimento obtida in vitro, & analisar uma possivel alteragéo in
vivo, especialmente quanto a capacidade invasiva da linhagem. Quanto a isso, 0os mesmos
autores observaram que um plasmidio com alto nimero de copias e expressando de forma
continua uma proteina recombinante parece nao interferir com a colonizagéo in vivo da

bactéria (Covone et al., 1998).

Esta observagdo foi confirmada pelos resultados obtidos neste trabalho. Com
relagdo a influéncia da expressao da fimbria K99 na persisténcia da linhagem x3987-K99,
os resultados obtidos nos camundongos BALB/c em placas de Peyer e bago néo revelaram
diferenca significativa entre os dois grupos. Deste modo, a expresséo da fimbria parece nao
interferir com o mecanismo de invasdoc. Os camundongos n&o apresentaram
comportamento diferente do grupo controle inoculado com placebo, confirmando a

eficiéncia das mutagdes nos genes cya/crp quanto a atenuagéo da patogenicidade.

Desta forma, uma vez confirmada a capacidade de expressdo da fimbria K99 pela
finhagem x3987-K99, e avaliada a ndo interferéncia desta na capacidade invasiva e
persisténcia em camundongos, restava analisar a produgdo de anticorpos para o0s
antigenos de Salmonella e K99 como modelo de estimulagéo da resposta imunoldgica. A

resposta sérica pode ser induzida pelas bactérias ao infectar o bago ou através da
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mediacéo por linfocitos ativados na placa de Peyer, migrados para a circulagéo sistémica
(Redman, et al., 1994).

O resultado obtido demonstra que a linhagem x3987-K99 possui capacidade de
estimular resposta imunologica anti-Salmonella de forma semethante a linhagem controle.
Desta forma, este resultado vem confirmar que a presenga da fimbria K99 heteréloga na
superficie bacteriana, além de ndo interferir com a invasividade e a persisténcia, ndo altera
a resposta sérica induzida pelos antigenos naturais de Salmonella. Conforme o esperado, a
resposta sérica anti-K99 ocorreu apenas no grupo inocutado com a linhagem x3987-K99 e
ndo no grupo controle. Além disso, apesar da imunizag&o ter ocorrido em apenas uma
Gnica dose, foi observada uma diferenga significativa entre os titulos de anti-K89 no
decorrer do tempo, com destaque para a elevagéo detectada depois da 2* semana apos a
imunizagdo oral. Esta diferenca pode estar relacionada a recuperagdo de uma grande
quantidade de bactérias no bago dos camundongos submetidos ao ensaio de persisténcia
por volta do 12° dia apés a imunizacdo. Nesse sentido, estas observagdes reafirmam a
importancia da manutengdo da capacidade de invasdo e persisténcia pelos linhagens

vacinais para a indugao de uma resposta imunolégica elevada.

Embora outros autores tenham utilizado linhagens de Salmonella sp com o sistema
de estabilidade plasmidial baseado no gene thyA para expressar fimbrias de ETEC e uma
boa resposta tenha sido obtida (Attridge, et al., 1997; Morona, et al., 1994), o sistema thyA
n&o apresenta uma estabilidade de 100% como o baseado no gene asd. O sistema thyA

nio é uma mutacg3o letal e possui potencial risco de reverséo ao fendtipo selvagem.

Mais recentemente, foi desenvolvida uma linhagem de Salmonella typhimurium
expressando a fimbria K39 (Ascén et al,1998). Esta linhagem foi capaz de induzir a
estimulagdo de altos titulos de IgG e IgA anti-K99 em camundongos. Entretanto, a linhagem
é atenuada decorrente de mutagdo auxotrofica no gene aroA. Embora mutantes aroA nao
possam sintetizar enteroquelina e &cido félico, a importancia da enteroquelina para a
viruléncia de Salmonella sp tem sido questionada pelos resultados de Benjamin et al.
(1985), que demonstraram a pouca importancia de quelantes e transportadores de ferro
para a patogenicidade. Portanto, a atenuagdo por aroA é devida principalmente a

incapacidade de sintetizar pABA e, subsequentemente, acido félico. Bacon et al. (1951)
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observaram que a administracédo de pABA na dieta de camundongos revertia a linhagem

vacina para o fenétipo virulento (Curtiss & Kelly, 1987).

Deste modo, a linhagem vacinal Salmonella typhimurium com dupla atenuacéo nos
genes cya/crp tem sido considerada segura quanto a reversdo para o fenétipo selvagem.
Neste trabalho descrevemos, portanto, o desenvolvimento de uma linhagem atenuada de
Salmonella typhimurium nos genes cya/crp, expressando altas quantidades da fimbria K99
de Eschericha coli enterotoxigénica para bovinos. Esta linhagem persistiu em placas de
Peyer e bago de camundongos BALB/c tempo suficiente para induzir elevados titulos de
anticorpos séricos tanto anti-Salmonella quanto anti-K99. O conjunto de resultados do
trabalho sugere a utilizagdo da linhagem x3987-K99 como uma possivel vacina multifatorial.
Para tanto, seria interessante verificar ainda a resposta imunolégica de mucosas (GALT,)
com atencao particular a producao de IgA especifica e a capacidade de estimular protecdo

imune em modelos experimentais.
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Através dos resultados obtidos neste trabalho, pode ser concluido que:

Foi desenvolvida uma linhagem de Salmonella typhimurium atenuada capaz de

expressar a fimbria K99 de Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC).

. Alinhagem conseguiu manter a estabilidade plasmidial in vivo através do sistema letal

balanceado asd.

. A condicdo de cultivo mais adequada para a expressao, pela linhagem x3987-K99, dos
antigenos de Salmonella typhimurium e da fimbria K99 foi o meio LB liquido com

aeragéo.

. A expressdo da fimbria K89 nao alterou a capacidade invasiva da linhagem de
Salmonella typhimurium x3987-K99 e a persisténcia em placas de Peyer de

camundongos BALB/c.

. A linhagem de Salmonella typhimurium x3987-K99 estimulou a producdo de elevados
titulos de anticorpos anti-Sa/monella e anti-K99 em camundongos BALB/c imunizados

por via oral.
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